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Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Martina Bozikova
Skolitel: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Vplyv albendazolu na expresiu vybranych enzymov Haemonchus

contortus

Haemonchus contortus je dominantny gastrointestinalny patogén malych prezivavcov, ktory
mdze spdsobit’ oslabenie az smrt’ hostitel'ského organizmu. Straty st zaznamenavané hlavne u
mladych jedincov, €o sa nasledne odzrkadl'uje aj na samotnej ekonomike chovu. Z toho dovodu
prevencia a terapia stale zohravaji najvyznamnej$iu ulohu. AvSak na druhej strane, zvySena
schopnost’ Cervov prezit’ tito lieCbu predstavuje zavazny problém. Jednou z moznosti vzniku
rezistencie je zvySena aktivita enzymov, ktoré su zodpovedné za metabolizmus xenobiotik.
Cielom diplomovej prace bolo sledovat’ vplyv albendazolu (ABZ) na expresiu vybranych
génov biotransformacnych enzymov UDP-glykozyltransterdaz (UGTs). Pre tento ucel boli
vybrané dva kmene H. contortus — citlivy na anthelmintika ISE (Inbred Susceptible Edinburgh)
arezistentny na anthelmintikd WR (White River). Jedna cast parazitov bola kultivovana
v médiu s obsahom albendazolu po dobu dvanast’ hodin, druhd ¢ast’, ktora slizila ako kontrola
bola kultivovana v médiu bez obsahu lie€iva. Nasledne bola merana génova expresia dvandstich
vybranych UGTs pomocou kvantitativnej PCR. Vysledky ukézali signifikantné zvySenie
génovej expresie u dvoch vzoriek rezistentného WR kmena po ovplyvneni ABZ, a to: u samic

pre gén kodujiici UGT365B6 a u samcov pre gén kodujici enzym UGT365B3.



Abstract

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Martina Bozikova
Supervisor: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Effect of albendazol on the expression of selected enzymes in

Haemonchus contortus

Haemonchus contortus is the dominant gastrointestinal pathogen of small ruminants that can
cause weakening or even death of the host organism. Losses are mainly recorded in young
animals, which subsequently reflects on the farm economy itself. Therefore, prevention and
therapy still play the most important role. On the other hand, the increased ability of worms to
survive this treatment poses a serious problem. One of the possibilities that might be causing
this problem is the increased activity of enzymes responsible for the metabolism of xenobiotics.
The aim of this master's thesis was to investigate the effect of albendazole (ABZ) on the gene
expression of selected biotransformation enzymes; UDP-glycosyltransferases (UGTs). For this
purpose, two strains of H. contortus — anthelmintics-susceptible ISE (Inbred Susceptible
Edinburgh) and anthelmintics-resistant WR (White River) were selected. One group of the
parasites was cultivated for 12 hours in a media containing albendazole, the other group, which
served as control, was cultivated in a drug-free medium. Subsequently, the gene expression of
12 selected UGT enzymes was measured by quantitative PCR. The results showed a
significantly increased gene expression in 2 samples of the resistant WR strain after ABZ
treatment, namely: in the females the gene encoding UGT365B6 and in the males the gene

encoding UGT365B3 were affected by ABZ.
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1 Uvod

Helmint6zy su ochorenia spdsobené parazitickymi ¢ervami. Tieto ochorenia postihuju nielen
ludi, ale aj vol'ne zijuce, domace i hospodarske zvierata. Jednym z povodcov ochorenia je aj
vlasovka slezova, lat. Haemonchus contortus. H. contortus sa radi medzi jednych
z najddlezitejSich parazitov malych prezavavcov, ato predovSetkym vdaka vysokej
patogénnosti a roz§irenému vyskytu, najma v tropickom, subtropickom a miernom klimatickom
pasme. Zivi sa krvou z kapilar v sliznici zaludka a spdsobuje hemoragick gastritidu, anémiu
a Casto vedie aZ k smrti postihnutych zvierat. Tento nematdod kaZzdoro¢ne spdsobuje farmarom

velké ekonomické straty.!

Na prevenciu a liecbu helmintéz sa uz dlhé roky pouzivaji anthelmintika. Jednou zo skupin
tychto lieCiv st benzimidazoly, medzi ktoré patri aj, v Stadii pouzivany, albendazol. Jeho
mechanizmus UCinku spoc¢iva v inhibicii polymeracie tubulinu, co vedie k poruche

metabolizmu parazita a nésledne jeho smrti.>

Nadmerné a Casto neopodstatnené pouzivanie antihelmintik vyustilo do vzniku rozsiahlej
a zavaznej odolnosti nematdd voci tymto lieCivam. V sticasnej dobe st hldsene rozne stupne
rezistencie voci vSetkym skupindm anthelmintik. Skuto¢nost’, Ze rezistencia na monepantel,
najnovsie anhelmintikum, sa vyskytla v priebehu menej ako Styroch rokov od uvedenia lieku
na trh, je urcite znepokojujucim varovnym signalom. Zavaznost’ tohto javu doklada aj fakt , ze
na niektorych farméach v juznej Afrike a v Australii uz nie je nad’alej mozny chov oviec
z dovodu rezistencie. V kontexte rychleho Sirenia a ekonomického dopadu anthelminticke;
rezistencie je nalichavé pochopit’ mechanizmy a genetiku jej vzniku, monitorovat’ ju a navrhnat

(1¢inné stratégie na minimalizaciu vplyvu anthelmintickej rezistencie.*>*>

Moznosti vzniku rezistencie sa daju chapat ako genetické zmeny v cielovom mieste
anthelmintika, zmeny v transporte alebo zmeny v metabolizme lie¢iv v ramci parazita.
Helminty disponuju tzv. enzymami metabolizujiice xenobiotikd, ktoré ich potencialne chrania
pred toxickymi xenobiotikami, akymi st aj anthelmintikd, ¢im sa znizuje ucinnost
anthelmintickej terapie a mozu prispiet’ k rozvoju rezistencie na lie¢iva. Viaceré Studie ukéazali
priamy vztah medzi zvySenou expresiou transformacnych enzymov a rezistenciou na
anthelmintikd u H. contortus. Medzi tieto enzymy patria aj enzymy druhej metabolizacnej fazy

UDP-glykozyltransferazy (UGTs).>%7



Kedze rezistencia ma geneticky zaklad, moze byt’ detegovana aj ako zmena v génovej expresii.
Tato diplomova praca skiima expresiu vybranych dvandstich biotransforma¢nych enzymov
UGTs v ramci kmeniov H. contortus citlivych a multirezistentnych na anthelmintika. Najskor
sa porovnavali rozdiely v konstitutivnej expresii medzi pohlaviami u citlivého kmena a zmeny
v konstitutivnej expresii medzi citlivym a multirezistentnym kmeflom u samic a samcov.
V druhej ¢asti diplomovej prace sa skiumal vplyv albendazolu na génova expresiu vybranych

enzymov medzi samicami a samcami citlivého a multirezistentného kmena.
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2 Teoreticka ¢ast’

2.1 Haemonchus contortus

Klasifikacia:

Vlasovka slezova patri do kmena Hlistovce (Nematoda), triedy Secernentea, radu Strongylida,

¢el'ade Trichostongylidae a rodu Heamonchus.®

2.1.1 Zakladna charakteristika

Cervy su nitkovitého tvaru. Na prednom konci maju rudimentdlnu Gstnu kapsulu, ktora
obsahuje kyjovity zub, ktorym naruSuju stenu ciev. Jedince H. contortus si oddeleného
pohlavia. Samice dorastaju do dizky 20 — 30 mm a maju charakteristické sfarbenie (Obr. 1
vpravo), ktoré pozostava z krvou naplneného ¢reva a napadnych bielych reprodukénych
orgéanov, ktoré sa vini okolo ¢reva. Samce maju telo obecne mensie a tensSie. Dorastaji zvacsa
do dizky okolo 20 mm. Na Obr. 1 vlavo mdZeme vidiet' kopulaéné organy samcov, ktoré sa
nazyvaju bursa copulatrix. H. contortus je jeden z najplodnejSich nematod z radu Strongylida.
Patogénne su predovsetkym larvy (L4) a dospely jedinci. Jednotlivé samice produkuju tisice
vaji¢ok denne, o moze viest’ k rychlej kontaminacii pasienkov a k prepuknutiu hemonchézy.
Jedna hlistica je schopna odsat’ svojmu hostitel'ovi az 50 pl krvi. H. contortus produkuje vapnik

a latku viazucu faktor zrdzanlivosti zndmu ako kalretikulin, ¢o ul’'ahcuje parazitovi Zivenie sa

krvou hostitel’a.”-3%1°

Obr. 1 Pohlavny dimorfizmus H. contortus.'!

Samcek (vlavo) s vyraznymi kopulaénymi organmi, tzv. bursa copulatrix. Samicka (vpravo) s charakteristickym
sfarbenim.
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2.1.2 Vyvoj

Vyvoj je priamy, teda bez medzihostitel'a. Sexudlne dimorfni dospeli jedinci sa nachadzaju
v traviacom trakte, kde oplodnend samicka kladie 5000 az 10 000 vaji¢ok denne, ktoré sa
trusom dostavaju von z hostitel'ského organizmu. Priebeh vyvoja a liahnutia vaji¢ok zavisi na
vlhkosti a teplote prostredia. Za optimalnych podmienok sa z vaji¢ok vyliahnu larvy za 1 az 2
dni. Vyvoj H. contortus pozostava zo Styroch §tadii lariev (oznacenych ako L1 — Lg). Prvé tri
stupne sa vyvijaju mimo hostitel'sky organizmus. Stadia L; a L nie su infek&né. Po vyliahnuti
sa larvy Zivia baktériami pritomnymi VO vykaloch alebo nymi
mikroorganizmami. Prekonavaju dve zvliekania. Vysledok druhého zvliekania je larva Ls,
ktora je uz infekcna pre hostitela. Larvy L3 kutikulu predchddzajiuceho Stadia neodvrhuju, ale
vytvoria si na nej novi vrstvu. Nova kutikularna vrstva chrani larvu pred meniacimi sa
vonkaj$imi podmienkami, ale na druhej strane zabrafiuje kfmeniu. Larvy aktivne migruja
z vykalu, alebo s z neho pasivne odstranené. Zvierata sa nakazia ordlnym pozitim lariev L.
Tie prechodom cez zaludok hostitel’a stratia kutikularnu vrstvu. Po poziti sa parazit musi dostat’
cez tri zaludky, aby sa dostal do abomasu, kde sa v mukéze vyvija §tvrté larvalne Stadium L.
Z larvalneho Stadia L4 sa vyvijaju dospeli jedinci, ktori Ziji pomerne kratko, prezivaji

v hostitelovi iba niekol’ko mesiacov.”!?

Dizka vyvoja lariev zavisi od podmienok okolia, a to predovsetkym od teploty a vlhkosti (Tab.
1). Larvy neinfek¢ného Stadia v nepriaznivych podmienkach, ktorymi st sucho a vysoké alebo
nizke teploty, rychlo hynu. Akonahle parazit dosiahne infekéného S$tadia, vplyv teploty
a vlhkosti je menej vyrazny. Larvy L3 §tadia v nepriaznivom prostredi prejda do tzv. latentného
stavu — hypobidzy. Podstatou tohto stavu je pozastavenie endogénneho vyvoja parazita
v hostitelovi, ako reakcia na vonkajSie faktory. Hypobidzne Stidia maji minimdlny
metabolizmus, ¢o ma aj dopad na citlivost’ tohto Stddia k farmakoterapii. V tomto stave
vykazuje parazit minimdlnu patogenitu, avSak ho nejde pomocou doposial zndmych
intravitadlnych diagnostickych metod dokézat. Vdaka hypobidze vedia larvy Ls prezit
nepriaznivé podmienky vonkajSieho okolia, ktoré by mohlo negativne ovplyvnit’ ich larvalny
vyvoj. Parazity moZu zotrvat’ aj niekol’ko rokov v tomto Stadiu. V naSich geografickych Sirkach

sa H. contortus nachddza v tomto §tadiu prevazne v zimnych mesiacoch.”*-10

Ako uz bolo spominané, vyvoj larvalnych §tadii je uréeny predovsetkym teplotou a mnoZzstvom
zrazok. Ak je niektora z podmienok nepriazniva (teplota a/alebo vlhkost’), dojde k preruseniu

vyvoja parazita. Zatial’ ¢o oba faktory, teda teplota a aj mnozZstvo zrazok, hraji déleziti tlohu
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v reguldcii vyvoja v oblastiach mierneho pasma, v tropoch a subtrépoch s zrazky jedinym
determinujiicim parametrom, pretoze teplota v tychto oblastiach je vzdy dostato¢ne vysoka pre
tento proces. Z toho dovodu, st vo vlhkych tropoch/subtropoch priaznivé podmienky viac
menej celoro¢ne. V miernom podnebi sa Casto objavi prekazka, ktora nielen znizi vyvoj lariev

ale mdze byt vyuzita v programoch na kontrolu parazita.'?

Tab. 1 Vplyv teploty a vlhkosti na Zivotaschopnost’ jednotlivych vyvojovych §tadii H. contortus. ”

Vyvojové Stadium Haemonchus contortus

Vajicka Larvélne Stadium
Neembryované Embryované Neinfekéné L a L, Infekéné L;

Vysoka citlivost’ na Citlivé na chlad Vysoka citlivost’ na Optimalne podmienky

sucho a chlad. a sucho. chlad a sucho. su teplo a vlhkost'.

Vysoka mortalita pri Nizke liahnutie pri Nepriazniva prognoza

teplote<10°C. nedostatku vlhkosti prezitia v suchom

a pri teplote< 10°C. prostredi a pri

teplotach pod bodom
mrazu.

2.1.3 Patogenéza

H. contortus patri doposial’ medzi najpatogénnejSie parazity malych prezuvavcov. Vyznam
hemonchodzy je mozné vysvetlit’ schopnostou parazita produkovat’ vel'’ké mnoZstvo vaji¢ok, ¢o
vedie k rozsiahlej kontaminacii pasienkov, d’alej jeho hematofagnou aktivitou, ktora spdosobuje
variabilné stupne anémie, straty produkcie a umrtnosti jahniat a jeho schopnostou prezit
nepriaznivé klimatické podmienky prostrednictvom hypobidzy. Priebeh ochorenia zavisi od
viacerych faktorov hostitel’a (vek, pohlavie, druh, imunitny stav), parazita (vyvoj, adaptacia na
nepriaznivé vonkajSie podmienky, produkcia toxickych produktov) a prostredia (klima,
pocasie, vegetacia). Patofyziologia hemonchozy a pridruzené klinické prejavy su predovsetkym
spojené s anémiou, ktord vznikd ako dosledok straty krvi z hematofagnej aktivity parazita.
Straty krvi sa objavuju s vyvojom lariev Stvrtého Stadia. Anémia byva prvy kréat detekovatel'na
10 — 12 dni po infekcii. Odhaduje sa, Ze jeden dospely H.contortus spdsobi za den stratu krvi
okolo 30 — 50 pl. Zavaznost ochorenia je Uzko spédtd s mnoZstvom infekénych lariev
v organizme, pretoze je tu silnad spojitost’ medzi stratou krvi a poctom dospelych jedincov
v organizme. Vysledok hemonchovej infekcie preto zavisi vo velkej miere na prijme

infekénych lariev, schopnosti hostitel’'a ich odmietnut’ a vyrovnat’ sa so stratou krvi. V zavislosti
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od intenzity infekcie a reakcie hostitel'a bola hemonchoza kategorizovana do troch skupin:

hyperakutna, akatna a chronicka.”!%!4

V pomerne vzacnej hyperakutnej forme je infekcia spdsobend az vyse 30 000 jedincami H.
contortus. Priznakom je masivna strata krvi hemoragickou gastritidou, ktora sa objavuje spolu
s terminalnou anémiou. Umrtia sa objavia zrazu, bez predchadzajucich sprievodnych znakov.
Diagnoza sa zvycajne stanovi az po pitve a je zrejma kvoli vel'mi velkému mnozstvu ¢ervov v

roznych vyvojovych §tadiach a po&etnych krvacani na povrchu sliznice.'

Pri aktitnej forme sa anémia rozvija pocas relativne dlhSieho obdobia. Smrt’ sa moze objavit 4
az 6 tyZzdnov od nakazenia v zavislosti od prijmu lariev. Pri pitve je jedinec bledy s vyraznym
ascitom a submandibularnym edémom, ¢o odraza hypoproteinémiu, ktora je vysledkom
parazitickej aktivity H. contortus. Krv moze byt vodnaté a zlyhava v zraZani. Morfologické a
fyziologické ucinky parazitov lokalizovanych v abomase zahriiuje: vyvoj uzlin, hyperplaziu
sliznic, povrchové poSkodenie epitelu, znizen sekréciu kyseliny chlorovodikovej, zvySené
sérové koncentracie gastrinu a pepsinogénu a ddokaz bunkovej odpovede imunitného

systému.!%-14

Chronicka hemonchoza je charakteristicka infekciou menSim mnozstvom, ale v organizme
perzistujucimi ¢ervami. Toto Stadium mozZe zostat’ bez povSimnutia alebo sa stane viditeI'ny len
vtedy, ak nastane prijem novych infekénych lariev, atym sa zvySi zamorenie ¢ervami,
popripade ak zI¢é nutricné podmienky znizia schopnost’ hostitel'a tolerovat’ patogénne ucinky.
Chronicka hemonchodza je najCastejSia v prostrediach, ktoré st medzné pre rozvoj volne
zijucich etédp alebo v menej priaznivych obdobiach. V sezonne endemickych zdénach je
hemonchdza zvycajne sprevadzana infekciami s d’al§imi hlistami. Nutri¢ny stav hraje dolezitu
ulohu v odolnosti vo¢i hemonchovej infekcii. ZhorSenie kvality krmiva méze urychlit’ priznaky

resp. priebeh hemonchézy.'*

2.1.4 Klinické priznaky

Klinické priznaky infekcie H. contortus zavisia od poctu hematofagnych dospelych a od poctu
lariev pritomnych v abomasu. Podiel’a sa na nich aj rozdielna odolnost’ jednotlivych jedincov a
ich nutricny stav. Medzi klinické priznaky akutnej hemonchdzy patri hemoragické gastritida,
edém (submandibularny edém je castym priznakom, hoci pre hemonchézu to nie je
patognomonicky znak), problémy s dychanim (hyperpnoe alebo tachypnoe), meléna (tmavé

sfarbenie stolice, sposobené obsahom natravenej krvi), znizend tvorba viny alebo svalovej
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hmoty a niekedy aj ndhla smrt’. U chronickej formy mézu byt priznaky hemonchézy podobné
malnutricii, ktorymi su ubytok hmotnosti alebo nedostato¢ny pribytok na vahe, urcity stupen
anémie a slabost’. Pokial’ je napadnuta laktatujiica bahnica, moze byt priznakom spomaleny
rast’ jahniat z dovodu poklesu produkcie mlieka. V zavislosti na nutricnom stave, menej
zavazné infekcie by mali pokracovat’ dlhsie, kym dojde k znaénému vplyvu na zivocéisnu
produkciu. Na rozdiel od mnohych inych gastrointestinadlnych (GI) parazitov, H. contortus nie
je primarnou pri¢inou hnacky. Hemonchoza sa v§ak mozZe vyskytnat spolu s inou nematédovou

infekciou a tak sa hnacka moze vyskytnat'.%14

2.1.5 Diagnoza

Stanovenie diagndzy zohrava doéleziti ulohu pri vySetrovani epidemioldgie parazita.
Narastajtica rezistencia na anthelmintika sposobila, Ze je nevyhnutné hl'adat’ nové alternativne
sposoby jej znizenia. Jeden z najsl'ubnejSich pristupov sa javi lieCenie iba tych jedincov, ktori
st neschopni vysporiadat' sa s infekciou sami. Prvym krokom je rozpoznanie klinickych
priznakov, ktoré st spojené s ochorenim, nasleduje mikroskopické vySetrenie vykalov,
popripade sérologické alebo biochemické vySetrenie. Medzi najnovSie a najmodernejSie

moznosti diagndzy patri molekularna diagnostika. 7913

2.1.5.1 Koprologické vysetrenie

Pre ucely diagnostiky infekcie parazitmi je jednou z najcastejSich metdd vo veterinarnej praxi
prave vySetrenie zvieracich vykalov (koprologické vysetrenie). Je to neinvazivne, relativne
lacné a jednoduché vysetrenie, ktoré dokdze odhalit’ pritomnost’ vajiCok a lariev helmintov.
Okrem diagnostiky moze byt toto vySetrenie pouzité aj napriklad pri stanoveni intenzity
infekcie, vyhodnoteni ucinnosti lie€by alebo pri monitoringu zatazenia stada parazitmi.
V tychto pripadoch sa vyuzivaji kvantifikaéné flotacné metddy. Principom tychto metdd je
rozdiel hustoty medzi juvenilnymi §tadiami parazitov a flotaného roztoku, ktory ma vyssiu
hustotu, atym umozni vajiCkam a larvdm smerovat’ k hladine, kde st nasledne odobrané

a podrobené mikroskopickému vysetreniu.’

2.1.5.2 Post-mortem diagnostika

Postmortalne vySetrenie predstavuje skupinu vyuZzivanych metdd pri stanoveni skuto¢ného
poctu nematdd pritomnych v urcitej Casti traviaceho traktu hostitel'a. Nevyhodou tohto druhu

vySetrovacich metdd je znaéna Casova a personalna naro¢nost’.’
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2.1.5.3 FAMACHAO test

H. contortus je pravdepodobne jediny helminticky parazit oviec a koz, ktory moze byt
diagnostikovany bez pomoci laboratornych testov. Priznaky anémie st zrejmé. Préve tento
klinicky priznak sa vyuziva k diagnostike parazitarnej infekcie. Systém FAMACHAO
poskytuje hodnotenie relativnej anémie (akejkol'vek pri¢iny) a bol Specidlne vyvinuty na
identifikaciu zvierat, ktoré potrebuju liecbu na individudlnom zaklade, na znizenie selekéného
tlaku na anthelminticku rezistenciu spdsobent obvyklym (a €astym) oSetrenim vSetkych zvierat
v skupine. Tento jednoduchy diagnosticky test je vhodny predovSetkym pre farmarov

v rozvojovych krajin sveta, pre ktorych je laboratorne vysetrenie prili§ finan¢ne naro¢né. 1715

FAMACHA"
ANAEMIA GUIDE

v

OPTIMAL -
(NO DOSE)

ACCEPTABLE -
{NO DOSE)

t ?
BORDERLINE - |
DOSE?

t !
DANGEROUS -
DOSE!

FATAL -
_ DOSEN

Obr. 2 FAMACHAQ® test. !¢
1-optimalny stav, 2-akceptovatel'ny stav, 3-hranicny stav, 4-stav ohrozenia, 5-stav fatalnej anémie

Iba FAMACHA®O test bol dostatocne testovany na pouzitie v praktickych podmienkach
hospodarstva. Na Obr. 2 mézeme vidiet ako FAMACHA®O test vyzera. Test pozostava so série
piatich obrazkov, ktoré vysetruju farbu spojivkového vaku preziivavcov a vyhodnocuji ju

pomocou piatich farieb od ¢erveno-ruzovej (Standardnej) po bielu (kone¢na anémia).'’
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2.1.5.4 Biochemické a imunologické testy

Podstatou biochemickych metdd je zmena hladiny proenzymu pepsinogénu alebo horménu
gastrinu pri infekcii slezu GI parazitmi. Tieto metody su finanéné naroc¢nejsie, je potreba ziskat’
vzorku krvi a navyse ich vyuzitie je obmedzené len na uzke spektrum GI parazitov, ktoré sa
vyskytuju v sleze. PriCom netreba zabudat’, Ze existuju aj iné¢ faktory, ktoré by mohli ovplyvnit
hladinu gastrinu alebo pepsinogénu. Principom imunologickych metdd je stanovenie antigénov
parazita v krvi, krvnom sére alebo vykaloch, alebo stanovenie hladiny Specifickych protilatok
proti parazitom. Ale tak isto ako u biochemickych metod tak aju imunologickych je ich vyuZitie

v rutinnej diagnostike relativne obmedzené. ’

2.1.5.5 Molekularna diagnostika

Vyvojom metodd ktoré by na molekularnej trovni odhalili parazitarne ochorenie, sa zaobera
znacné mnozstvo vyskumnych timov po celom svete. A hoci boli vytvorené niektoré metody,
ktoré¢ by boli schopné citlivo detegovat pritomnost’ parazitov v organizme, ich rutinné
celoplosné vyuzitie pri diagnostike sa vidi v blizkej budicnosti ako neredlne. Limitom je
relativne vysokd cena, potrebné pristrojové vybavenie, faktory, ktoré ovplyviiuju izolaciu
a amplifikaciu DNA a d’alSie, ktoré preddefinuji vyuzitie molekularnych diagnostickych metod

predovietkym na pracoviskach univerzitného a vedeckého typu.””
2.2 Terapia helmintoz

2.2.1 Uvod do terapie

Gastrointestindlne parazity medzi, ktoré patri aj H. contortus, mozu vyraznym spdsobom
negativne ovplyvnit’ chov zvierat, preto je potrebné ich vyskyt potlacit’ na takt troven, aby bol
dostatone obmedzeny ich negativny dopad na zvieratd. Uspech opatreni zavisi od véasného
rozpoznania rizikovych situdcii, periodického monitorovania zat'azenia stada parazitmi a od
preventivnych programov, ktoré okrem anthelmintickej liecby zahffiaji manazment pastvy a
nechemické opatrenia. V sti€asnej dobe tieto preventivne programy nie si schopné uplne
zastupit’ podavanie anthelmintik, zniZia iba frekvenciu ich podavania. Z toho dévodu je

nevyhnutné, aby sme udrzali u¢innost si¢asnych lie¢iv o najdlhsie.>*’

Aktivita lieciv zavisi nielen od schopnosti viazat’ sa na Specificky receptor (farmakodynamika),
ale tiez od ich schopnosti dosiahnut’ vysoké a nepreruSované koncentracie v tkanivach,

v ktorych sa parazit nachaddza. Iba tak je umoZnené dodanie Uc¢innej koncentracie lieCiva
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k receptoru v parazitickej bunke a to v ¢ase dostato¢nom na vyvolanie terapeutické¢ho tc¢inku.
Existuje uzky vztah medzi farmakokinetikou a farmakodynamikou (terapeuticky ucinok).
Liecivo musi prejst’ cez rozdielne bariéry, aby dosiahlo svoj Specificky cielovy receptor v ramci
parazita. Disolicia lieCiva v GI tekutine je dolezity jav pre lie¢iva vo forme suspenzii, ktoré st
podané oralne (napr. bezimidazoly, morantel/pyrantel). Disolicia je kriticky krok, pretoze
Castice lie¢iva sa musia rozpustit’ GI tekutine, aby mohli byt absorbované GI mukézou, a/alebo
aby penetrovali cez vonkajsi obal parazita. Nerozpustené Castice lieCiva prechadzaja cez trakt
a su vylucené stolicou. Absorbcia lieiva je hlavny limitujici faktor, ktory determinuje
mnozstvo lieCiva, ktoré dosiahne systémovej cirkulacie. Reverzibilna vymena medzi krvou
a tkanivami umoznuje lieivu dosiahnut' koncentracie, ktoré st anthelminticky aktivne
v tkanivach, v ktorych je parazit lokalizovany. Celkovy farmakokineticky proces, zahriiujuci
absorbciu, distribliciu do tkaniv a transformaciu/eliminaciu, je rozhodujici na to, aby umoznil
lieCivu dosiahnut’ cielového parazita lokalizovaného v roéznych tkanivach v dostatocne;j
koncentracii/Case na vyvolanie anthelmintického t¢inku. Nakoniec, pristup molekul lieciva do
intracelularneho priestoru parazita zavisi na ich schopnosti penetrovat’ cez vonkajsiu kutikulu
u nematdd alebo cez obal (tegumen) u cestdéd atrematod. Lipofilita, koncentracia lieCiva,
fyzikalnochemické vlastnosti prostredia obklopujuce parazita a Struktura v jeho vonkajSieho
povrchu sa radia medzi faktory, ktoré ovplyviiuji difuziu a akumulaciu aktivnej formy lieCiva
v cielovom parazitovi. Konkrétny mechanizmus pdsobenia lie¢iv ovplyvni nastup a charakter
anthelmintického uc¢inku. Dohromady, tieto rozlicné faktory urcia kone¢ni anthelmintick

aktivitu.!”

2.2.2 Anthelmintika

Za anthelmintika su povazované lieCiva, ktoré odstrania helminta z hostitel’a, alebo tie ktoré
zabrania infekcii po poziti infekénych stadii parazita. NajrozsirenejSie helmint6zy s sposobené
troma triedami Cervov — hlistovcami (Nematoda), motolicami (Trematoda) a pasomnicami
(Cestoda). Liecivda mozno rozdelit podla toho, na aku skupinu helmintov je ich uc¢inok
zamerany, na antinematoda, antitrematoda a anticestoda. Mnohé anthelmintika moézu mat’
stCasne UCinky proti viacerym triedam Cervov alebo aj proti povodcom vonkajSich parazitdz

(tzv. antiendoektoparazitika). '8

Tab. 2 predstavuje sthrn hlavnych tried anthelmintik najcastejSie pouZzivanych na kontrolu
ochoreni spdsobenych parazitickymi Gervami, vratane H. contortus. Uéinnost’ vi&§iny

anthelmintik zavisi na ich afinite k Specifickym receptorom a na ich farmakokinetickych
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vlastnostiach, ktoré napomdhaju k dosiahnutiu c¢innej koncentracii

posobenia.!’

Tab. 2 Hlavné triedy antihelmintik pouzivanych na lie¢bu nematddovych infekcii u hospodarskych

zvierat; ich sposob ucinku (ak je znamy) a navrhované mechanizmy rezistencie.

279,17

Anthelminticka skupina

Mechanizmus aéinku

Predpokladany
mechanizmus rezistencie

(avermektin/mylbemycin)

glutamat riadenych
chloridovych receptorov,
¢o vedie k zvySenému
prijmu chloridovych
iontov do nervovych
buniek, a tym sposobuju
paralyzu Cerva.

Benzimidazoly Viazu sa na B-tubulin, a Mutécia v géne pre B-tubulin
tym zabranuji v tvorbe vedie k Strukturdlnym zmenam
mikrotubulov. Sposobuju | v B-tubuline. Désledkom coho
inhibiciu v prijme sa liec¢ivo nedokaze viac
glukozy, sekrécie naviazat’ na ciel'ové miesto.
proteinov a tvorbe
mikrotubulov, ¢o vedie
k vyhladovaniu parazita

Imidazothiazoly/ Obe skupiny funguji ako | Mechanizmus nie je znamy.

tetrahydropyrimidiny agonisti nikotinE)V}'Ich ’ Mqiné Z.apo,j enie’ Strukturdlnych
receptorov a sposobuju zmien nikotinovych
spasticku paralyzu acetylcholinovych receptorov
Cervov. Paralyzované zabrafujice naviazania lieCiva.
Cervy su vylucene In& moznost’ je zmena citlivosti
pomocou peristaltiky, o | receptora k acetylcholinu, ¢o
vedie k rychlemu moze viest’ ku skrizenej
odstraneniu pritomnych rezistencii s organofosfatmi.
cervov.

Makrocyklické laktony | Sposobuje otvaranie Nie je presne objasneny. Mozné

je zapojenie mutacie v géne pre
P-glykoprotein, o moze viest
k zvySeniu jeho funkcie

a naslednému zvyseniu efluxu
lieciva von z bunky.

Amino-acetonitrilové

Mechanizmus nie je

Uplna alebo &iastoéna strata

fosforilacie

derivaty znamy. Predpoklada sa génu, ktory koduje konkrétny
zapojenie podjednotky typ acetylcholinového receptora.
acetylcholinového
receptoru, ktord je
Specifickd pre nematddy

Salicylanilidy Odpojenie oxidativnej Mechanizmus nie je znamy.

Mozna znizena disociacia
lie¢iva z albuminu alebo
zvySeny eflux lieCiva

z parazitickych buniek .
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Potrebu uc¢innych anthelmintik na liecbu a prevenciu hemonchdézy netreba podcenovat
vzhl'adom na zna¢ny patogénny potencial H.contortus. Ich dlhodobé vyuzivanie, nevhodna
manipulacia a Casté poddavkovanie vedie k znizeniu ich Uc¢innosti a k zvySeniu rozvoja

rezistencie na jednotlivé skupiny anthelmintik.>!°

2.2.2.1 Benzimidazoly

Benzimidazoly (BZ) boli pévodne vyvinuté ako rastlinné fungicidy, az neskor ako veterinarne
anthelmintikd. Predstavuju najstar$iu skupinu Sirokospektralnych anthelmintik.!” Prvy

vyvinuty a licencovany benzimidazol pre huméanne pouZitie bol tiabendazol v roku 1962.”

Benzimidazolové a pre-benzimidazolové anthelmintikd su Siroko pouZivané lie€iva vo
veterinarnej medicine. Pre-benzimidazoly ( febantel a netobimin) st neaktivne prolieciva, ktoré
st metabolicky konvertované az v tele hostitel'a na anthelminticky u¢inné molekuly. Do tejto
skupiny lie¢iv radime cell radu zlacenin, ktoré sa liSia svojou chemickou Strukturou.
Albendazol, fenbendazol a ich sulfoxidové derivaty (albendazol sulfoxid tzv. ricobendazol
a oxfendazol) st momentélne najviac vyuzivané benzimidazoly u preziivavcoch. St indikované
na odstranenie a kontrolu Sirokého spektra parazitickych helmintov, vratane pdasomnic,
abomasalnych a ¢revnych nematod (dospelych aj lariev Ls), pl'icnych Cervov (dospelych aj
lariev) a maji ovocidnu aktivitu. Navyse, albendazol je u€inny aj voci dospelym motoliciam
(Fasciola hepatica). Mechanizmus Uc¢inku je zalozeny na vdzbe na paraziticky B-tubulin, ¢o
spdsobuje poruchu pri tvorbe mikrotubulov. Z toho dévodu st ovplyvnené vsetky funkcie,
ktoré na molekularnej urovni zabezpecuju mikrotubuly (bunkové delenie, zachovavanie tvaru
bunky, pohyblivost, bunkova sekrécia, absorbcia potravy a intracelularny transport). Bunky

parazita tak nevedia prijat’ glukozu, dochadza k vyhladovaniu parazita na smrt’.>7:!”

Toxicita va¢Siny benzimidazolov pre cicavce je nizka, aj ked’ niektory zo zastupcov vykazuji
teratogenitu, takze ich pouzitie u gravidnych samic je limitované. BZ maji obmedzenu
rozpustnost’ vo vode. Hoci bolo vyvinutych viacero aplikacnych foriem BZ, najcastejsi spdsob
podania je per os, ato vdavke 5-10 mg/kg. LieCiva z tejto skupiny patria medzi kratko
posobiace anthelmintika s minimalnym rezidualnym ucinkom. Lie€ivo musi byt v kontakte
s parazitom po dostato¢ny Cas, aby bolo zaistené, Ze biochemické zmeny nasledujuce po
narudeni rovnovahy dynamiky tubulin-mikrotubuly, vytstia az do vypudenia parazita. Castice
lieCiva sa musia rozpustit' v ¢revnom obsahu, aby mohli byt absorbované GI mukoézu.
U preziivavcoch sa benzimidazolova disolicia odohrava najmé v abomase, kde jej napomaha

nizke pH prostredia. Lie¢ivo disolvované v GI tekutine je pristupné absorpcii a/alebo difuzii
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cez kutikulu dospelych jedincov H. contortus lokalizovanych v abomase. Anthelmintikum,
ktoré sa nerozpusti v ¢revnom obsahu, prechddza cez gastrointestindlny trakt (GIT) aje

vylagené stolicou bez vyvolania t¢inku.”!”

Kedze benzimidazolové anthelmintikd si prevazne podévané ordlnou cestou, musime
zohladnit’ ,,first-pass® efekt pri kinetike tychto zlucenin. Aromatické derivaty, akymi st
fenbendazol a oxfenbendazol, vyzaduju rozsiahlej$iu oxida¢ni metabolizaciu v peCeni, nez
alifatické derivaty (albendazol, a jeho sulfoxid) na dosiahnutie dostato¢nej polarity na exkréciu.
Biotransformacia sa odohrava prevazne v peceni, hoci metabolicka aktivita je zjavna aj
v extrahepatalnych tkanivach akymi su plicny parenchym a intestindlna muko6za. Albendazol
sulfoxid a oxfendazol mozu byt’ redukované spat’ na ich prislusny tioéther pomocou ruminalnej

a ¢revnej mikroflory, a to moze byt’ zdroj albendazolu a fenbendazolu v GIT.!”

2.2.2.1.1 Albendazol

Na molekularnej rovni mechanizmus u¢inku vSetkych benzimidazolov, vratane albendazolu

(ABZ), pozostava z viizby na tubulin, Struktirny protein mikrotubulov.’

/’;.x‘\‘ - N\ }r’; O"
-
. o "//
- \:/, N

Obr. 3 Strukturny vzorec albendazolu.2’

Mikrotubuly su dolezité organely, ktoré sa podiel’aji na motilite, deleni a sekre¢nych procesoch
v bunkach vsetkych Zivych organizmov. Blokovanie tvorby mikrotubulov v ¢ervoch sposobuje
narusenie vychytavania glukézy, ¢o vedie az k postupnému vyprazdneniu glykogénovych
zasob. Tym sa blokuje cely energeticky metabolizmus parazita, ktory je paralyzovany, umiera
a je vyliceny z organizmu pre¢. Vzhl'adom na to, Ze ABZ poskodzuje bunkové delenie, je
produkcia a vyvoj vaji¢ok taktiez blokovany. To sa prejavi ako ovocidny u¢inok ABZ.?!
LiecCivo navySe inhibuje fumaratreduktazu Specifickii pre helminty. Je to enzym, ktory sa

podiela na riadeni energie buniek helmintov.*
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Cas néstupu G&inku je relativne dlhy. ABZ vyzaduje dlhsi kontakt s parazitom a Castejie
podévanie, na dosiahnutie vycerpania energetickych rezerv parazita. Po dvoch az troch dioch
parazit umiera. Zamena kyslika za siru v mieste spojenia postranného retazca a benzolového
jadra zlepsuje farmakokinetické vlastnosti. Po perordlnom podani sa az 45% podanej davky
vstrebava do krvného obehu. Ma znacny distribu¢ny objem, preto je ucinny aj proti
extraintestinalnym parazitom. U prezuvavcov pomaly prechod cez zlozeny zalidok predlzuje
¢as, po ktory moze byt ABZ absorbovany. Maximalna koncentracia v plazme je dosiahnuta
po Siestich az tridsiatich hodinach. ABZ je proliecivo a je metabolizovany peceniou pomocou
dvoch enzymatickych systémov — ato cytochromom P450 a FMO (flavin obsahujici
monooxygendzu) na svoju aktivnu formu (sulfoxid). V druhom ovela pomalSom kroku sa
sulfoxid d’alej metabolizuje v peCeni na sulfonovy metabolit, ktory nema ziadnu anthelminticka
uginnost’. Cast’ produkovaného sulfoxidu sa uvoltiuje spét’ do bachora, kde ho bakterialna flora
redukuje opdt na albendazol. To =zvySuje biologicki dostupnost albendazolu u

prezavavcoy.?!?324

Oblickami sa vyluci az 47 % lie€iva do deviatich dni, pricom 28 % v prvych dvadsiatich Styroch
hodinach. Davka ABZ proti nematodovej infekcii u oviec je 5 — 10 mg/ kg. Liecivo je relativne
dobre tolerované s vynimkou gravidity, pretoze ABZ je silny teratogén a embryotoxicka latka

uz aj v malych koncentraciach.?!??

2.3 Rezistencia

Rezistencia je vSeobecne definovana ako schopnost’ organizmu prezit’ davku lieCiva, ktora by
normalne zabila parazita rovnakého Stadia a druhu. Na rezistenciu sa mdézZeme pozerat’ ako na
zmenu, ktord sposobuje, ze U€innost’ lieCby je znizend v porovnani s uc¢innost'ou, ktora bola
dosiahnuté pri vstupe lieCiva na trh. Rezistencia je dedicnd. Jedince, ktoré odolali toxickému
ucinku farmakoterapie preddvaju tito schopnost’ dalS§im generaciam. Doposial nebola
pozorovana strata alebo zvrat uz pritomnej rezistencie. Tento fenomén je v stcCasnosti
rozsiahlym problémom pri kontrole GI parazitov malych prezivavcov v takmer kazdej oblasti

sveta.3’25’26’27

2.3.1 Mechanizmus rezistencie

Vzhl'adom na pokroky v molekuldrnej technolégii su Coraz viac objasnené mechanizmy
rezistencie.”” Mechanizmus rezistencie mdze byt zalozeny na farmakodynamickom alebo

farmakokinetickom podklade. Farmakodynamicky (Specificky) typ zahriiuje procesy, ktorymi
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si znizenie cielovych molekul a/alebo zmeny v ich Strukture, pricom oba pripady ustia do
znizenej ucinnosti lie¢iva. Farmakokineticky mechanizmus vzniku rezistencie zahriiuje znizeny
prijem lieciva, zvySeny eflux lie¢iva von z bunky a zvySenu inaktivaciu lie¢iva. V tychto
pripadoch dochadza k znizeniu koncentracie aktivnej formy lieCiva v parazitickej bunke.
Farmakokineticka (neSpecifickd) rezistencia je zaloZzena na zvySeni expresie a aktivity enzymov
metabolizujucich xenobiotikd. Vo vSetkych organizmoch tieto proteiny sluzia ako u¢inna
obrana proti potencidlnemu negativnemu ucinku liekov a inych xenobiotik. Niekolko studii
opisalo dokaz priamej asocidcie medzi enzymami metabolizujicimi xenobiotika a rezistenciou

na lieky u helmintov.*626-28

2.3.2 Haemonchus contortus ako modelovy organizmus

H. contortus je najrozsiahlejSie Studovany nematdd z cel'ade Trichostrongylidae v suvislosti so
vznikom rezistencie. To je Ciastocne aj preto, lebo vykazuje znanii schopnost’ rozvinut
rezistenciu voci vSetkym hlavnym skupinam anthelmintickych lie¢iv. Rezistencia spdsobena
tymto druhom mé ekonomicky dopad v celosvetovom meradle. Okrem ekonomického dovodu
je tento druh znacnejSie Studovany, nez iné¢ aj vd’aka svojej biologii a fyziologii, ktora vytvara
z H. contortus vyborny modelovy organizmus. Dospelé samice su relativne vel'ké a produkuju
tisice vajec denne, ¢o umoziuje produkciu velkého mnoZzstva biologického a genetického
materidlu, navySe infek¢né larvy (L3) mozu byt zZivotaschopne zakryokonzervované.
Tiez studie in vivo, vratane genetickych krizeni, sa mézu uskutocnit’ v prirodzenom

hostitel'ovi.?**

V niektorych pripadoch skord evidencia mechanizmu rezistencie u laboratdérne vybranych
parazitoch nevysvetl'uje rezistenciu pozorovant u vol'ne sa vyskytujucich jedincoch. Existuja

dva aspekty, ktoré mozu komplikovat objasnenie rezistencie u H. contortus a dalsich druhov.?°

1) Individudlne izolaty, vratane laboratorne zvolenych izolatov, nemusia vytvorit
reprezentativny rozsah mechanizmov rezistencie, ktora méze vzniknut’ v prirode.

2) Rozdiely v genetickom pozadi parazita a prirodzenom selek¢nom tlaku, ktory posobi na
parazita na roznych farméach (vd’aka rozlicnym lieCebnym reZimov, ako aj vd’aka
rozdielnym environmentdlnym podmienkam) modzu spOsobit, Ze rezistencia na
jednotlivé skupiny anthelmintik zistena v teréne zahriiuje rozdielne genetické zmeny

a mechanizmy.
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2.3.3 Rezistencia na benzimidazoly

Prvy hlaseny pripad zniZenia G¢inku tiabendazolu voci H. contortus sa vyskytol uz tri roky po
jeho uvedeni na trh. Vyskumy S$pecifickej rezistencie na BZ odhalili zmeny v geneticke]
sekvencii B-tubulinu. M6ze byt spdsobena zmenou sekvencie B-tubulinu v jednom mieste, a to
v poradi 200. aminokyseliny. Citlivé jedince maju toto miesto obsadené fenylalaninom (Phe),
zatial' ¢o rezistentné tyrozinom (Tyr). Tato zmena v sekvencii aminokyselin predstavuje
jednonukleotidovy polymorfizmus (tzv. SNP- single nucleotide polymorphism). BZ sa viazu
na B-tubulin s Tyr ako 200. aminokyselinou s menSou afinitou ako k B-tubulinu s Phe. Hlasené
boli pripady d’alSich mutacii spojenych s rezistenciou na BZ (napr. v kodone v pozicii 167

a 198). Avsak ich vyskyt je pomerne vzacny v porovnani s mutaciou na 200. kodone.?+26-27

Imidazolovy cyklus v molekule BZ je kI'icovy pre ich aktivitu. Protonacia a deprotonacia je
dolezita na trasport lie€iv cez membrany, zatial’ co karbamatova Cast’ je zodpovedna za vizbu
na p-tubulin. Alifaticky postranny retazec zabezpe€i lepSiu mikrozomdlnu oxidaciu
v porovnani s aromatickym systémom. Benzolové jadro BZ interaguje s Phe v 200. pozicii -
tubulinu na C-konci a Phe v 167. pozicii na N-konci vldkna. Tak oba Phe zohravaju dolezitu
rolu vo viazbe BZ na B-tubulin. Substiticia Tyr vyrazne znizi schopnost’ BZ naviazat’ sa na

cielové miesto, o vysvetluje rezistenciu na tieto lie¢iva (Obr. 4).%*

(a) BZ Mol'ecules {b)
{Treadmilling) 6.5 ... \ 5: ...' #
Microtubule
. B-tubulin isotype-1 (wt) . B-tubulin isotype-1 {SNP)
O@ a-i-tubulin heteradimer “ o-/B-tubulin heteradimer

Obr. 4 Molekuldrny mechanizmus rezistencie na BZ. 3°

(a) Znazornuje naruSenie polymeracie B-tubulinu prostrednictvom naviazania BZ na podjednotku izotypu-1. (b)

Strukturdlna zmena sposobena SNP znizuje afinitu BZ molekul k podjednotke B-tubulinu izotypu-1.

Stiidia zaoberajuca sa fenotypovou rezistenciou naznacuje, Ze hoci genotyp génu pre izotyp-1
B-tubulinu je hlavnym parametrom urcujicim stav BZ rezistencie u H. contortus, rozhodne nie
. . R . R TIRT .. . - 30 . . . . A v

je jediny mechanizmus podiel'ajici sa na rozvoji rezistencie.” K jej vzniku a rozvoju mézu

prispiet’ aj zmeny hladiny enzymov podielajicich sa na metabolizme alebo transporte lieCiva,
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ktoré nasledne moduluju jeho koncentraciu v mieste cielového receptora. Tieto zmeny mozu
byt sposobené znizenym prijmom lie¢iva do bunky, zvySenym efluxom z bunky, zvySenym

metabolizmom, inaktivaciou lie¢iva alebo zniZenou aktivaciou v pripade prolie¢iv.*

2.3.4 Diagnostika rezistencie

Na hodnotenie Gi¢innosti anthelmintik st k dispozicii rézne metddy in vivo a in vitro.” Ziadna
metdda vSak nie je dostatocne citlivd a zarovenl univerzalne pouzite'nd pre vSetky skupiny

anthelmintik.?’

2.3.4.1 In vivo test rezistencie

FECRT (Faecal Egg Count Reduction Test) test je naj€astejSie pouzivany na odhad G¢innosti
anthelmintik proti GI ¢ervom, akym je aj H. contortus. Tento test odhaduje anthelmintickt
uc¢innost’, porovnanim poctu vaji¢ok Cervov v stolici infikovanych zvierat pred a po liecbe.
Rezistencia sa povazuje za pritomnu v testovanej populacii, ak percentualna redukcia poctu
vaji¢ok je mensia nez 95 %. Tento test mdze byt pouzity pre vSetky anthelmintické triedy, ¢o
je velké vyhoda v porovnani s inymi testami. AvSak FECRT test ma urcité obmedzenia, ktoré
ovplyviiuju jeho SirSie uplatnenie. Medzi tieto obmedzenia patria nédklady na jeho prevedenie,
nedostatok presnosti v dosledku nepresnej povahy techniky pocitania vajicok a biologicke;j
odchylke ich produkcie, ako aj nedostatok citlivosti. Napriek tymto nedostatkom stale ostava

v sti¢asnosti §tandardnym testom na detekciu rezistencie v teréne.?%’

Medzi jedny z najpresnejSich testov sa radia tzv. kontrolované testy na zvieratach. Zakladom je
postmortalne zistenie poctu jedincov, ktory prezili lieCbu. Rezistencia sa povazuje za pritomnu
pokial’ pokles poctu jedincov, ktory prezili lieCbu, je mensi nez 90% alebo v pripade, ked’ lieCbu
prezije viac nez 1000 jedincov. Tieto testy su vSak naro¢né na prevedenie a relativne financne

nékladné, preto sa v beznej praxi neuskuto&iuji.’

2.3.4.2 In vitro testy rezistencie

Vedci dlhé roky hladali alternativu k FECRT testu. V mnohych pripadoch prave H. contortus
sluzil ako modelovy organizmus pre vyvoj novych metod testov. Jednou z moznosti, ktord bola
preskimand, je pouzitie in vitro testov s vyuZitim vol'ne zijicich $tadii parazita na meranie
citlivosti k anthelmintikam, a tak detekovat kazdu zmenu v citlivosti, ktora moze indikovat
vznikajlcu rezistenciu. V porovnani s FECRT, testy in vitro nevyzaduju oSetrenie zvierat a je
potrebna len jedna vzorka fekalii na jednotlivca (z ktorého mézu byt kultivované a izolované

rdzne nematodove Stadia), Co znizuje naklady na odber vzoriek v teréne. Napriek tomu, Ze testy

25



in vitro sa v parazitologickych vyskumoch vyuzivaju vo velkej miere, tieto testy nie su stale
bezne dostupné pre rutinné pouzitie v diagnostickych laboratéridch, najmi kvoli potrebe
vyspelych technickych zariadeni a odbornych znalosti. Medzi in vitro testy patri test liahnutia
vajicok, test vyvinu lariev a test pohyblivosti lariev. Tieto testy vSak maju vel'ku nevyhodu
v podobe testovania voci Stddiam, na ktoré nie je lieCivo primarne cielene, Cize nie voci
dospelym jedincom. Okrem iného, najnovsie boli opisané aj molekularne testy na detekciu BZ

rezistencie.>>*°

2.3.4.2.1Test liahnutia vajicok

Test liahnutia vajicok, z ang. Egg hatch assay (EHA), je najpouZzivanejsi in vitro test na urenie
rezistencie k BZ. Je zalozeny na merani ovocidnej aktivity benzimidazolov. Nevyvinuté vajicka
st vystavené Standardne u¢innej davke BZ. Ak preziju a vyliahnu sa po LDy, tak st rezistentné.
Ak sa EHA vykondva paralelne s klesajicimi koncentraciami, je mozné vypocitat’ hodnoty

LDso a porovnat’ so Standardom.?”-32

2.3.4.2.2 Test vyvinu lariev

Test vyvinu lariev (Larval development test- LDT) pozostava z inkubacie vaji¢ok alebo lariev
Stadia L; s roznymi koncentraciami lieCiva. Test prebieha v mikrotitraénych dostickach so
zmesou vyzivy za laboratdrnych podmienok az do vyvinu lariev §tadia L3. Pocet jednotlivych
larvalnych stadii na konci testu sa vyjadri ako LDso — koncentracia lieCiva, ktord sposobila

devitalizaciu 50% lariev. Tento test sa pouZiva na zistenie Gi¢innosti terapie ivermektinom.’

2.3.4.3 Molekulérne testy rezistencie

Molekularne metody na detekciu a kvantifikaciu rezistentnych a/alebo identifikaciu
genetickych markerov spojenych s rezistenciou na lieivo, by sa mohli stat’ mimoriadnym
prinosom v diagnostike anthelmintickej rezistencie. Tieto testy by vedeli preukazat’ rezistenciu
skor, ako by nastalo terapeutické zlyhanie, alebo by sa rezistencia stala klinicky vidite'na
vteste FECRT. Molekuldrna diagnostika anthelmintickej rezistencie je vSak spojena s
komplexnym porozumenim mechanizmov posobenia kazdej skupiny anthelmintik a
genetického podkladu jej vzniku. V sti¢asnosti sa pomocou PCR moze detegovat’ len rezistencia
na benzimidazoly. K dispozicii je molekularny test, ktory je zaloZeny na detekcii mutacie génu

pre B-tubulin.”2%%7
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2.4 Metabolizmus xenobiotik

Xenobiotikd st telu cudzie zluceniny, ktoré nesluzia ako zdroj energie alebo ako prekurzory
pre biomolekuly. Radime medzi nich lieCiva, potravinové aditiva (napr. konzervanty, farbiva),
stimulanty a nadvykové latky, ale aj polutanty a kontaminanty Zzivotného prostredia. Vo
vSetkych zivych organizmoch sa vyvinuli sofistikované mechanizmy detoxikacie xenobiotik.
Metabolizmus  xenobiotik  zahriiuje ich biotrasformaciu a transport v organizme.
Biotransformacia sa odohrava v 2 fdzach. Hlavné reakcie oboch faz su zhrnuté v Tab. 3.
Oxidacia, redukcia a hydrolyza predstavuje hlavné reakcie 1. fazy biotrasformacie xenobiotik.
Tieto reakcie vedu bud’ k zavedeniu alebo odkrytiu reaktivnych hydrofilnych skupin v Struktare

xenobiotika. 333

Druhu fazu metabolizmu predstavuji reakcie konjugacné, kde xenobiotikum alebo konverziou
vzniknuty metabolit reaguje sendogénnou molekulou. Transport xenobiotika a jeho

metabolitov byva niekedy oznadovany ako tretia fiza metabolizmu xenobiotik.>*

Tab. 3 Zakladné reakcie 1. a 2. fazy biotransformacie.*

1.faza biotransformacie 2.faza biotransformacie
Oxidacia Glykozylacia

Redukcia Sulfonécia

Hydrolyzacia Metylacia

Hydratacia Acetylacia

[zomerécia Konjugécia s glutationom

Konjugécia s aminokyselinami

Délezitym dosledkom biotransforméacie je, Ze fyzikdlne vlastnosti xenobiotika sa vo
vSeobecnosti menia z tych, ktoré podporujii absorpciu (lipofilnost’) na tie, ktoré podporuju

vyluéovanie v moéi alebo stolici (hydrofilnost).>*

Metabolizmus xenobiotik je katalyzovany pomocou enzymov metabolizujicich xenobiotika
(XMEs). Zahfiiaju biotrasformané enzymy a transportéry. Syntéza niektorych z tychto
enzymov sa spusta xenobiotikom (procesom indukcie enzymu), ale vo véicsine pripadov sa

enzymy exprimuju konstitutivne (t.j. si syntetizované v nepritomnosti rozpoznatelné¢ho
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vonkajsieho stimulu). Vo vic¢Sine pripadov biotransformacia ukoncuje farmakologické ucinky
lieku a znizuje toxicitu xenobiotik. A tak enzymy katalyzujiice biotransformacné reakcie ¢asto
uruju intenzitu a trvanie U¢inku liekov a slizia ako ucinnd obrana proti potencidlnemu
negativnemu G¢inku liekov a inych xenobiotik.®** Viaceré $tudie dokazuji priamu savislost’

medzi tymito enzymami a rezistenciou na anthelmintika u nemat6d.?®+

2.4.1.1 Metabolizmus xenobiotik u helmintov

Spomedzi vSetkych skupin helmintov, najlepSie vyvinuty systém metabolizujiici xenobiotika
maji nematddy. Nematddy vlastnia relativne vel'ké mnozstvo génov XMEs, a preto vytvaraju
vysSie mnozstvo metabolitov nez iné skupiny helmintov. Tato skuto¢nost’ méze byt’ pri¢inou

ich rychleho vyvoja rezistencie na anthelmintika.®

2.4.2 Enzymy 1. fazy biotrasformacie

Cytochromy P450 (CYPs) tvoria velki nadrodinu enzymov, ktoré sa vyskytuji vo vsetkych
zivych prokaryotickych aj eukaryotickych organizmoch. Cytochromy P450 sa vyskytuju
v mnohych izoformach, ktoré sa radia do genetickych rodin a podrodin podl'a stupiia homologie
ich primarnej Struktury (poradia aminokyselin). St to hematoproteiny, v ktorych je porfyrinovy
skelet Ciastocne viazany hydrofobnymi silami a zaroven prostrednictvom thiolatovej siry
sulthydrylovej skupiny cysteinu pritomného v aktivnom mieste enzymu. V eukaryotickych
bunkach su lokalizované¢ prevazne v membrane hladkého endoplazmatického retikula
a niektoré tiez v membrane mitochondrii. V prokaryotickych bunkach su rozpustené volne
v cytozole. CYPs metabolizuju Siroku Skalu endogénnych a exogénnych substratov, ato
predovsetkym prostrednictvom monooxydazového systému. Na druhej strane tieto enzymy su
schopné sa spravat’ aj ako reduktdzy alebo peroxiddzy. CYPs zvySuju rozpustnost’ substratu,

predovietkym pridanim alebo odkrytim hydrofilnej skupiny.*3

Monooxygendzy st enzymy, ktoré viazu vzdusny kyslik, Stiepia jeho molekulu — jeden kyslik
zabudujii do molekuly substratu a druhy do molekuly vody. Tieto enzymy spolupracuji s
NADPH-CYP-reduktdzou. Monooxygendzovu aktivitu CYPs voci substratu (RH) moZeme

stihrne zapisat’ nasledovnou rovnicou:*?
RH +0; +2¢" +2H'— ROH + H,0

U stavovcov je zname, Ze nadrodina CYPs zahfiia tzv. evolucne stabilné a nestabilné gény.
Kym stabilné gény st evolucne zakonzervované, funguji v biosyntéze a metabolizme

endogénnych substratov a st typicky zastupene jednym clenom v rodine, nestabilné gény
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vSeobecne vykazuju vysoku mieru duplikacie/ eliminacie génov, pricom koduju enzymy
metabolizujuce xenobiotické substraty. Genom C. elegans kdduje viac ako 80 CYPs a niekol’ko
z nich, najmé ¢lenovia rodiny CYP35, sa ukdzali byt indukovatelné¢ xenobiotikami. Bola
hlasena zvysena génova expresia CYP35C1, CYP35AS5 a CYP35A2 v C. elegans po expozicii

albendazolom.*°

Nadrodina CYPs zakdédovana v gendéme H. contortus je znacne mensia v porovnani s C.
elegans avSak boli identifikované Styri CYPs, ktoré tvoria sestersku rodinu k xenobiotikami
indukovatelnymi rodindm CYP elegans CYP CYP34 a CYP35. Tato rodina je oznaCovana ako
CYP34/35. Zistilo sa, ze konStitutivna expresia jedného ¢lena tejto rodiny (HCOI100383400)
je signifikantne 2,4 - 3,7-nasobne vysSia u multirezistentného kmena. Aj ked’ je toto zvysSenie
len mierne, tento gén moze byt zapojeny do BZ rezistencie na vysokej urovni tym, ze d’alej

znizuje citlivost u izolatov, ktoré uz nesa 100% SNP B-tubulinu.

Okrem CYPs existuju aj d’alSie enzymy, ktoré maju monooxydéazovu aktivitu. V organizme sa
nachadza mnoho d’al§ich enzymov, ktoré sii schopné xenobiotika biotrasformovat’ oxidacnou
cestou. Napr. zluCeniny obsahujice heteroatdomy (napr. S, N alebo P) mozu byt’ dobré substraty
pre tzv. flavinové monooxygenazy (FMOs). FMOs su proteiny lokalizované v hladkom
endoplasmatickom retikule. Maji monomérnu Struktiru a obsahuju jednu molekulu
flavinového koenzymu FAD (flavinadenindinukleotid). Tieto enzymy spolupracuju s NADPH,

ktory je pre nich zdrojom redukéného ekvivalentu.*

Dal$ou oxidazou podielajicou sa na biotransformacii xenobiotik je aj peroxidaza. Peroxidazy
tvoria rozsiahlu nadrodinu hemoproteinov a patria k najdolezitejSim intracelularnym
enzymovym antioxidantov. Aj ked hlavnou funkciou peroxiddz je odstranenie toxického
peroxidu vodika alebo rdéznych organickych hydroperoxidov, moéZzu peroxiddzy oxidovat’ aj
niektoré xenobiotické substraty. Medzi najvyznamnejSich zastupcov zo skupiny peroxiddz
patria glutathionperoxidazy (GPx). Su to tetramerné glykoproteiny, ktoré v mieste aktivneho

centra maji selenocystein.*?

Biotrasformacia xenobiotik prostrednictvom redukcie sa vSeobecne vyskytuje menej Casto
v porovnani s oxidaciou. AvSak aldehydy a ketony st ¢asto metabolizované prostrednictvom
reduktdz/dehydrogenaz, ktoré su klasifikované do mnohych tried vratane kratko-retazovych
dehydrogendz/reduktaz (SDRs) a aldo-keto reduktdz (AKRs). V genome helmintov, sa
nachadza relativne velky pocet SDR/AKR génov, zdoraziiujic dolezitost reduktdz

v metabolizme xenobiotik u helmintov.®
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2.4.3 Enzymy 2. fazy biotrasformacie

Na 2. faze biotrasformacie sa zucastnuji konjugacné enzymy, ktoré xenobiotikum alebo
metabolit vzniknuty v 1. faze konjuguju s endogénnou molekulou. Konjugacné reakcie
vyzaduji dodanie energie, a preto sa va¢Sinou musi endogénna molekula pred konjugacnou
reakciou aktivovat’ vizbou s makroergickym kofaktorom. Konjugacné reakcie katalyzuju r6zne
trasferazy. St to vicsinou cytosolické enzymy s vynimkou UDP-glykozyltrasferaz, ktoré su
mikrosomalne enzymy. S vynimkou metylacie a acetylacie vedu biotransformacéné reakcie fazy
IT k vel'kému zvySeniu hydrofility xenobiotik, takze vyrazne podporuju vylucovanie cudzich
chemikalii. Konjuga¢nych reakcii existuje niekol’ko typov. Typ konjugécie u urcitej zli¢eniny
zavisi predovsetkym od jej Struktury. Rozhodujuca je pritomnost’ funkénych skupin v Struktire,
v mensej miere potom jej priestorové usporiadanie a elektronové vlastnosti. Casto méZe jedno
xenobiotikum podliehat’ viacerym typom konjugacnych reakcii. NavySe, existuju vel'ké
rozdiely v zastpeni aj v aktivite konjugacnych enzymov v ramci r6znych organizmov, preto
mdzeme najst’ u réznych druhov rézne konjugaty toho istého xenobiotika. Medzi najCastejsie
typy konjugacie sa radi konjugacia s kyselinou glukuronovou, sulfondcia, konjugéacia

s glutathionom, acetyl4cia, konjugacia s aminokyselinami a metylacia.>*>*

Glutathion S-trasferazy

Glutathion S-trasferazy (GSTs) patria k multifunkénym XMEs, ktoré hraju kIicova rolu
v druhej faze biotrasformacie. Hlavna funkcia GSTs spociva v konjugacii zlicenin obsahujuce
elektrofilné centrum s tripeptidom glutathionom, avsak aj mnoho inych funkcii je spojenych
s GSTs. U helmintov, GSTs sa zucCastiiuju na detoxikacii lipidovych hydroperoxidov
a karbonylovych zlicenin produkovanych pri oxidacnom strese. NavySe, GSTs pritomné
u helmintov dokazu konjugovat’ glutathion so xenobiotikami ako aj naviazat’ na anthelmintika.
Hoci tloha GSTs v rozvoji rezistencie na lie¢iva a toxiny bola popisana u rakovinovych
bunkéch, bunkach rastlin a hmyzu, doposial’ sa neobjavila ziadna informécia potvrdzujuca

vztah medzi expresiou a aktivitou GSTs a rezistenciou na anthelmintika.®

UDP-glykozyltrasferazy

UDP-glykozyltrasferazy (UGTs) st dalSia skupina enzymov =zucastiiujica sa druhej
biotransformacnej fazy. Katalyzuji kovalentné napojenie hex6zovej skupiny na lipofilné
zlG€eniny, a tak zvySuju ich hydrofilitu a dostupnost’ influxnym a efluxnym transportérom.
Aktivované cukorné zvySky vo forme uridin difosfatu (UDP), napr. UDP-glukurénova

kyselina, UDP-gluk6za, UDP-xyl6za alebo UDP-acetylglukosamin, st konjugované pomocou
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UGTs na hydroxyl, karboxyl, thiol, amin a karbonylovu funkénti skupinu réznych zlacenin.
Glukuronidécia a glukozylacia st prevazujice reakcie katalyzované prostrednictvom UGTs.S
Tieto enzymy su lokalizované v membrane hladkého endoplazmatického retikula
(mikrosémoch). Ked’ze su lokalizované do lumen mikrosému, je pre ich ¢innost’ potrebny
transportny systém pre kofaktory (aktivované cukorné zvysky vo forme UDP su tvorené
v cytozole). Po konjugicii sa produkt a UDP (vedl'ajsi produkt reakcie) vylucuju spiat do
cytozolu tym istym transportérom, ktory sa pouziva na vstup kofaktora. Tieto enzymy sa na
zaklade sekvencie aminokyselin delia na rodiny a podrodiny. U l'udi su najdoleZitejSie izoformy
rodin 1 a2. Izoformy UGTs maju iba Ciastoénil substratovu Specifitu. Ak sa vyskytuje
v organizme 2 a viac xenobiotik, méze ddjst’ k ich sutaZeniu o jednotlivé UGTs. Takze liecivo,
ku ktorému ma UGT vysSiu afinitu kompetetivne inhibuje iné sucasne poddvané lieCivo. Na

druhej strane, lie¢ivo mdze zvysit aktivitu UGTs indukciou expresie ich génov.3-*

Hoci glukozylacia je nezvyc€ajna konjugacna reakcia u stavovcov, je to hlavna cesta detoxikacie
xenobiotik u rastlin a baktérii. Prave tato cesta metabolizacie bola zistend ako dominantnd
deaktiva¢na cesta pre benzimidazolové anthelmintikd akym je aj ABZ u C. elegans a H.
contortus.® H. contortus disponuje tridsiatimi dvoma génmi, ktoré sa delia do pitnastich rodin.
Pri porovnani konsStitutivnej expresie génov kodujicich UGTs u dospelych cCervoch H.
contortus sa zaznamenali vyznamné rozdiely v expresii medzi samicami a samcami.
Konstitutivna expresia sa liSila aj medzi kmenmi. Zistilo sa, ze konStitutivha expresia
UGT368B2 bola vyznamne vysSia u testovanych rezistentnych kmenov ako u citlivého ISE
kmena. Ked'ze rezistentné kmene st schopné ucinnejSie deaktivovat’ BZ prostrednictvom
glykozylacie nez citlivy kmen, mohla by zvySena konstitutivna expresia UGT368B2 prispiet’

k rozvoju rezistencie na BZ.

2.4.4 Membranové efluxné transportéry

Membranové efluxné transportéry chrania organizmy pred potencionalne toxickym u¢inkom
xenobiotik. Rozdel'uju sa do 5 rodin, z toho najviac Studovana skupina z pohl'adu rezistencie je
rodina ABC transportérov (ATP-binding cassette). Hlavnou funkciou ABC transportérov je
ATP-dependentny transport velkého mnozstva Struktiirne nepribuznych endogénnych ale aj
exogénnych zlucenin vratane velkého mnoZstva lieciv. Jednym z mechanizmov rezistencie je
aj zmena hladiny ABC transportérov, akym je napr. P-glykoprotein. Prave P-glykoprotein bol
prvy objaveny ABC transportér u helmintov, presnejSie C. elegans. Odvtedy bola existencia

tychto transportérov hlasend aj u mnohych dalSich helmintov vratane H. contortus. Viaceré
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studie dokazujui zapojenie ABC transportérov do vzniku rezistencie na makrocyklické laktony,

prevazne na ivermektin.*¢

2.4.5 Biotrasformacia albendazolu

V prvej faze biotransformacie prevazovala S-oxidacia albendazolu. Prvou S-oxidaciou ABZ
vznikol sulfoxid (ABS). Pricom sa zistilo signifikantne niz§ie mnozstvo ABS u citlivého kmena
v porovnani s rezistentnym. Druhou S-oxid4ciou vznikol sulfon (ABSO). ABS sa povaZuje
zodpovedny za systémovu biologicku aktivitu albendazolu, zatial’ co ABSO je farmakologicky
inertny. Dokazy z predklinickych Studii a mikrozomélnych vySetreni poukazuji na zapojenie
dvoch systémov do S-oxidacie ABZ. Ukazalo sa, Ze monooxygenazy obsahujuce flavin a
cytochromy P450 (CYPs) sprostredkuju konverziu ABZ na ABS, zatial’ ¢o biotransformacia
ABS na ABSO =zahfiia len CYPs. Okrem S-oxidadcie, bola pozorovana aj hydrolyza

karbamatového boéného ret’azca pocas biotransformacie 1. fazy u H. contortus.*s

V druhej faze biotransformacie bola N-glykozidécia jedinou biotransformaciou. Tri rozdielne
N-glykozidy ABZ, dva N-glykozidy ABS a dva N-glykozidy hydrolyzovaného ABZ boli
identifikované u dospelych jedincov H. contortus. Dokopy teda v 1.aj 2. faze biotransformacie

bolo zistenych 9 r6znych metabolitov ABZ u H. contortus (Obr. 5).%

Studia porovnavajuca metabolizmus ABZ u citlivého ISE kmetia s rezistentnym IRE (Inbred
Resistant Edinburgh) kmenom potvrdila, ze jedinci z rezistentného kmena maji vacsiu
schopnost’ deaktivovat’ toto anthelmintikum pomocou metabolizmu nez jedinci citlivého
kmena. Nematody z kmenia IRE mali viac aktivnych resp. exprimovanych biotransformac¢nych
enzymov fazy I. ako aj fazy II. Navyse vysledky ukazali vyrazné rozdiely aj medzi pohlaviami
H. contortus. Jeden metabolit ABZ bol Specificky pre samice a tvorba niektorych d’alSich
metabolitov sa vyrazne liSila medzi pohlaviami. Prevazne sa zistilo viac metabolitov u samic
nez u samcov. Tvorba glukézovych konjugéatov sa vSeobecne povazuje za deaktivaciu lieciva
a zvySena schopnost’ tvorit’ glukozidy, méze vel'mi pravdepodobne ochranit’ H. contortus voci

toxickému u¢inku anthelmintik.?8-7
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3 Ciel’ studie

Cielom tejto diplomovej prace bolo preskimat’ moznosti vzniku rezistencie prostrednictvom

zvysenia expresie biotransformacnych enzymov UGTs.

Na dosiahnutie zaveru bolo potrebné:

>
>

izolovat mRNA zo vzoriek ISE a WR kmena H. contortus,

previest mRNA na cDNA a replikovat’ pomocou realtime PCR;

zistit a porovnat’ konstitutivhu génovl expresiu vybranych enzymov UGTs medzi
dospelymi samicami a samcami ISE a WR kmenia;

zistit a porovnat’ indukovanu génova expresiu vybranych enzymov UGTs medzi
dospelymi samicami a samcami ISE a WR kmena po dvanastich hodinach kultivacie v
médiu s anthelmintikom albendazolom,;

analyzovat’ vysledky.
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4 Experimentalna cast’

4.1 Biologicky material, pouzité chemikalie a pristrojové

vybavenie

4.1.1 Biologicky material

Zdravé jahnata (vo veku 2-4 mesiacov) boli infikované priblizne 5000-6000 kusmi lariev
infekén¢ho Stadia L3 H. contortus. Tieto jahnatd boli po dobu Zivota chované v boxoch,
izolované od vonkajSieho prostredia, aby sa prediSlo ich infekcii inymi gastrointestinalnymi
parazitmi. Zo vSetkymi zvieratami bolo zaobchadzané podla platnych zékonov a zasad pre
zaobchddzanie a pracu s laboratornymi zvieratami (Vyhldaska o ochrané pokusnych zvirat

¢.419/2012 Sb. a Zdkon Ceské ndarodni rady na ochranu zvirat proti tyrani ¢.246/1992 Sb.).

Po siedmich tyzdnoch boli jahnatd usmrtené a dospelé cCervy rodu H. contortus vynaté
z abomasu. Na tento experiment boli pouzité dva kmene H. contortus — a to kmen citlivy voci
anthelmintikdm- ISE (Inbred Susceptible Edinburgh) a multirezistentny kmen - WR (White

river).

Samci a samice boli rozdeleny ru¢ne pod mikroskopom na zéklade ich pohlavného dimorfizmu
(Obr. 1). Kazda vzorka pozostavala z desiatich jedincov daného pohlavia a kmena. Cast
vzoriek bola podrobena in vitro expozicii ABZ. Tri série vzoriek, kazda pozostavajica z 10
desiatich samic alebo desiatich samcov oboch kmenov, boli kultivované v médiu RPMI 1640
pri 37°C. K médiu bol pridany ABZ, ktory bol rozpusteny v 0,1% DMSO (10uM ABZ). Pre
kontrolné vzorky bol pouzity iba Cisty 0,1%DMSO bez ABZ. Po dvanastich hodinach boli

cervy prenesené priamo do TRI reagentu a zamrazené na -80°C.

4.1.2 Pouzité chemikalie

Albendazol- Sigma-Aldrich

DEPC (diethylpyrokarbonat) — Sigma-Aldrich
DNaza I — New England BioLabs

DMSO (dimetyl-sulfoxid)- Serva

DTT (dithiotreitol) — Sigma-Aldrich
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EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd) — Sigma-Aldrich

etanol 99 % — Sigma-Aldrich

chloroform — Sigma-Aldrich

isopropanol — Sigma-Aldrich

Nahodné hexamery — Generi Biotech

Primery (GAPDH, UGTs) — Generi Biotech

qPCR kit: Xceed qPCR SG Mix — Lo-ROX — Institute of Applied Biotechnologies
RPMI 1640 médium- Sigma-Aldrich

RT (Reverzna transkriptdza): ProtoScript II — New England BioLabs

TRI reagent— Molecular Research centre

Zmes dNTP — Eurogentec

4.1.3 Pristrojové vybavenie

Automatické pipety — Research Plus, Eppendorf
Bioanalyzator — Bioanalyzer 2100, Agilent

Centrifuga — Biofuge stratus Heraeus, Thermo scientific
Gulickovy homogenizér — FastPrep24, M.G.P.

Hlboko mraziaci box — Vxe Series Jouan, Thermo Scientific
Laminarny box — AURA 2000, M.A.C, BioAir

Laminarny box — UVC/T-AR, BioSan

Minicentrifuga — Sprout, Heathrow Scientific

PCR cykler — MJ mini, Bio-Rad

Pristroj pro Real-Time PCR — QuantStudio6, AppliedBiosystems
Scientific Vortex — Vortex V-1 plus, BioSan

Spektrofotometer — NanoDrop 2000, Thermo
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4.1.4 Pracovné pomocky

Stojany na skimavky a mikroskumavky, laboratorne sklo, pinzeta, mikroskiimavky Eppendorf,
sterilné pipetovacie Spicky, RNaza free pipetovacie Spicky, sklenené gulicky, nitrilové

rukavice, pinzeta, plastové skimavky, sklenené Pasteurove pipety, PCR dosticky
4.2 Pracovné postupy

4.2.1 Izolacia RNA TRI reagentom

TRI reagent je Specifickd zmes fenolu a guanidin isothiokyanatu. Umoziuje selektivnu izolaciu
celkovej RNA (tRNA, mRNA, rRNA, microRNA) z malého mnoZstva tkaniv alebo buniek. Pri
izolacii RNA =zostdva jej integrita poCas homogenizdcie tkaniv. Pridanie chloroformu
a nasledne stoCenie na centrifige rozdeli zmes na vodnl a organicku fizu. RNA sa bude
nachadzat’ v hornej, vodnej faze. Nasledné selektivne vyzrazanie RNA pomocou isopropanolu
umozni izolaciu ¢istej RNA. TRI reagent, je pre pritomnost’ fenolu, vysoko toxickd latka.
NavySe RNazy su vSade pritomné. Preto treba pri izolacii pracovat’ rychlo a Cisto, najlepSie
v lamindrnom boxe. NavySe pri praci je potrebné mat’ stale na sebe rukavice, nesiahat’ si na
vlasy, tvar a pod., radSej CastejSie si menit’ rukavice. Tym chranime nie len seba od toxického

ucinku fenolu, ale aj vzorky od moznej kontaminacie RNazami.

Zamrazené vzorky v skimavkach boli prenesené do laminarneho boxu uréené¢ho vyhradne na
izolaciu RNA. Tam boli rozmrazené, aby sa predislo kontaminacii vzoriek vSadepritomnymi
RNazami. Do skumaviek boli vlozené sklenené gulicky, ktoré v homogenizatore pomohli
rozrusit’ tkaniva ¢ervov. Po prvej homogenizécii bolo pridané 500ul TRI reagentu, a potom
prebehla d’alS§ia homogenizacia. Vzorky potom stdli pat’ mintt pri laboratornej teplote. Po
piatich minutach sa pridalo 100u1 chloroformu a pétnast’ sekund sa pretrepavalo v rukach. Dalej
vzorky stali dve az tri minuty pri laboratornej teplote. Po tomto procese nasledovalo pétnast’

minutove staCanie vo vychladenej centrifiige na 4°C pri pretazeni 12 000g.

Pomocou centrifugy doslo k oddeleniu organickej a vodnej fazy, ktord obsahovala RNA (Obr.
6). Hornd vodna faza sa vel'mi opatrne odpipetovala do novej 1,5ml skimavky. Mnozstvo by
malo byt priblizne 50% pdévodného TRI reagent, ¢ize priblizne 250ul. Tu si treba dat’ vel'ky
pozor a Spickou sa nedotykat’ medzifdzy ani spodnej organickej fazy, pretoZze by mohlo dojst’

ku kontaminacii gendémovou DNA alebo bielkovinami.
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—— vodna faza
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—> organicka faza

Obr. 6 Mikroskimavka s oddelenymi fazami po pridani chloroformu

K odpipetovanej vodnej faze sa pridalo 250ul isopropanolu, zmes sa premiesala na votrexe
a nechala stat’ pri laboratérnej teplote desat’ minut. Nasledne sa stocila — desat’ minut pri 4°C
a pri odstredeni 12 000g. Skumavky sa nastavili tak, aby vSetky smerovali otvaranim do stredu
centrifigy, aby bolo zreteI'n¢, kde mame predpokladat’ peletku RNA (na protilahlej strane
skimavky). Musi byt’ dobre viditel'nd, nech sa predide jej odsatiu. Po 10 minttach sa skimavky
opatrne vybrali z centrifigy, aby nedosSlo k posSkodeniu peletick a opatrne sa odstranil

supernatant.

Peletky sa omyli 500ul 75% etanolom, ktory bol Cerstvo nariedeny z absolutneho etanolu
DEPC vodou. DEPC voda sa pripravi zredestilovanej vody, pridavkom 0,1% DEPC
(diethylpyrokarbonat) Diethylpyrokarbonat funguje ako nespecificky inhibitor RNaz.

Dalej sa skimavky zamiesali na vortexe a nechali stodit’ 5 minut pri 4°C a pretazeni 7 500g.
Znova sa opatrne odstranil supernatant pomocou sklenenej Pasteurovej pipety s vytiahnutym
koncom. Pokial’ bol etanol dokladne odsaty, stacilo peletku ususit’ na vzduchu priblizne desat’
minut. Potom sa peletky rozpustili v DEPC vode. Peletky treba sledovat’, ak by dochadzalo
k ich spriehl'adiiovaniu skor, treba takisto pridat’ DEPC vodu skor, aby nedochddzalo zbyto¢ne
k ich nadmernému vysychaniu. Objem vody zavisi od velkosti peletky. Samcie peletky boli vo
vSeobecnosti mensie, a preto sa rozpustili pomocou 30 ul DEPC vody, zatial’ ¢o samicie, vacsie
peletky, sa rozpustali v 40 ul DEPC vody. Po premieSani sa nechd stat’ cez noc a nakoniec sa
sterilizuje v autoklave pri 120°C 20 minut. Vzorky sa dokladne premieSali a nechali stat’ pat
minut pri laboratornej teplote, potom sa premiesali eSte raz. Nakoniec sa merala koncentracia

RNA pomocou Nanodropu.
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4.2.2 Meranie koncentracie RNA

Pred meranim koncentracie na Nanodrope sme si vSetky vzorky samic desatnasobne zriedili
pridanim 27ul DEPC vody k 3ul rozpustenej RNA. Vzorky sme premiesali. ESte v ten den sa
merala spektrofotometricky ich koncentracia v ng/ul. Ak by sa merala koncentracia iny den,
vzorky by sa nechali zamrazit' na -70°C. Okrem merani koncentracii sa pomocou pomeru
Specifickych absorbancii fenolu a bielkovin zistovala pripadnd kontaminacia fenolom alebo

bielkovinami. Vzorky boli potom zamrazené na -70 °C pre d’alSie pouZitie.

4.2.3 OSetrenie DNazou I

Po merani koncentracie nasledovalo oSetrenie enzymom DNézou I. Tento enzym selektivne

Stiepi DNA, ktora by mohla spdsobit’ pripadnti kontaminéciu vzoriek.

Podl'a koncentracie ziskanej pomocou NanoDropu (ng/ul), sa pre kazdd vzorku vypocitalo
mnozstvo potrebnej RNA vzorku v pl, aby vysledna koncentréacia bola 10 pg/ul a vypocitalo
sa mnozstvo DEPC vody, ktoru treba pridat’ ku kazdej vzorke, aby vysledny objem bol 26 pl.

Dalej ku kazdej vzorke sa pridali 4 ul mastermixu, ktory sa sklada z 1 pl DNazy I a 3 ul pufiu.
Mastermix sa pripravi na mnozstvo trinast’ vzoriek (dvanast’ vzoriek + jedna rezerva). Reakénu
zmes (30ul) teda tvori 26 ul RNA v DEPC vode a 4 ul mastermixu. Vzorky boli premieSané na
vortexe a stocené na minicentrifige a nasledne inkubované po dobu desiatich mintt pri 37°C.
Po inkubéacii sa ku vzorkdm pridalo 1,5 pl 0,1M EDTA, ktord ukoncila aktivitu DNazy 1.
Vzorky sa opat’ premiesali na vortexe a stoCili na minicentrifige. Nasledne sa vzorky po dobu
10 minat inkubovali pri teplote 75°C aby doSlo k inaktivacii DNazy 1. Nésledne sa k nim
pridalo 18,5 ul DEPC vody. Findlny objem teda predstavovalo 50 pl. Koncentracia RNA
v tomto objeme prestavovala 0,2 pg/ul. Pokial’ nenasledovala ihned’ reverzna transkripcia, tak

sa vzorky uchovévali v mraznicke pri teplote -70°C.

4.2.4 Reverzna transkripcia

Reverzna transkripcia je reakcia katalyzovana enzymom reverznou transkriptazou, ktord na
zaklade RNA syntetizuje komplementarnu jednovldknovi DNA (cDNA). Reverzna
transkriptdza je RNA dependentna DNA polymeraza. Nato aby reverznd transkriptaza spravne
fungovala potrebuje k svojej ¢innosti primery. Primery funguju ako ,,odrazové mostiky*, ktoré¢
sa vd’aka svojej komplementarite naviazu k templatovej RNA. Reverznd transkriptdza potom

od miesta naviazania primeru syntetizuje podla templatovej] RNA komplementarny retazec
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DNA. Primery mbze predstavovat zmes ndhodnych hexanukleotidov, poly-dT
(komplementarne useky k poly-A konci) alebo sa mozu pouzit’ aj oligonukleotidy, ktoré su
Specifické ku konkrétnej sekvencii daného génu. Vysledok prace reverznej transkriptazy je

hybridna molekula DNA-RNA 3

V naSej reakcii bola pouzitd zmes ndhodnych hexanukleotidov ako primerov. Ked’ze sa stale
pracovalo s RNA, prace prebiehali v laminarnom boxe uréenom vyhradne na pracu s RNA. Ku
Sul RNA (Co predstavovalo 1pg RNA) sa pridal 1pl ndhodnych hexanukleotidovych
priemerov. Zmes sa premieSala na vortexe. Vzorky sa potom vlozili do PCR cykleru, kde sa
zahrievali po dobu pit’ minat pri 65°C. Toto zahriatie je dolezité kvoli denaturacii RNA
a mozného vyskytu sekundarnych Struktur, ktoré by mohli prekazat’ pri ,,nasadani* primerov.
Po zahriati boli vzorky poloZené na chvil'u na I'ad a nasledne kratko stocené na minicentrifiige.
Kym vzorky boli v PCR cyklére, pripravil sa mastermix, v dostato¢nom nadbytku z dovodu

mozného vyskytu pipetovacej chyby. (ZloZenie mastermixu je uvedené v Tab. 4.)

14ul tohto mastermixu bolo pridané ku jednotlivym vzorkdm, a tak kone¢ny objem
predstavoval 20ul. Tato zmes bola dokladne premieSana a nasledne vlozena do PCR cykleru.
Tu sa zmes najprv zahriala na 25°C po dobu desat’” minut. V tejto faze cyklu dochadza
k nasadnuti primerov. Dalsia fiza cyklu trva patdesiat minut, kedy cyklér zohrieva zmes na
teplotu 42°C a tu dochadza k samotnej syntéze cDNA. Poslednd faze trva pat minut, kedy
dochadza k zahriatiu na 85°C, tato teplota denaturuje reverznu transkriptazu. Nakoniec sa
k zmesi pridalo 80ul redestilovanej vody. Finalny objem teda ¢ini 100ul, cDNA sa uchovava
pri-20°C. Cely postup sa robi subezne s kontrolnymi vzorkami (noRT kontrola), kde reverzna

transkriptaza je nahradena prislusSnym mnoZzstvom vody.

Tab. 4 ZloZenie mastermixu pre reverzmi transkripciu, uvedené objemy su na jednu vzorku

Mastermix s RT [pl] Mastermix bez RT-kontrola [ul]

reakény pufor 4 4

0,1 MDTT 2 2

10mM dNTPs 2 2

reverzna 0,5 -
transkriptaza

DEPC voda 55 6

spolu 14 14
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4.2.5 Real-time PCR

V tejto praci bola pouzita metoda real-time PCR. Metoda kvantitativnej real-time PCR je
obmena Standardnej laboratérnej techniky polymerdzovej retazovej reakcie (PCR)
s moznostou kvantifikacie vznikajuceho produktu (amplikénu) po kazdom cykle a nie len na
jeho konci. MnoZstvo DNA sa teda meria ,,za behu“ (ang. Real-time). Specialny termalny
cyklér s detektorom fluorescencie meria bud’ zva¢sujuce sa mnozstvo dvojvlaknovej DNA v
reakénej zmesi (SYBR Green I), alebo mnozstvo sondy hybridizujticej k ciel'ovej sekvencii
amplikonu (TagMan). Prave z dovodu kvantifikdcie DNA v reak¢nej zmesi mozno spétne
vyratat’ pociato¢né mnozstvo templatovej DNA vo vzorke (napr. mnozZstvo virusu v tkanive),
alebo zistit’ relativne mnozstvo DNA jednej vzorky vzhl'adom na int (napr. ¢i je v tkanive po
lie€be menej virusu ako pred liecbou). Kvantitativna real-time PCR sa oznacuje skratkou qPCR

(ang. quantitative PCR = kvantitativna PCR).*

V nasSej reakcii bol pouzity fluorescencny substrat (farbivo) SYBR Green I. Ten je vzhl'adom
na DNA neSpecificky substrat (viaze sa kdekol'vek na DNA). Excitacné maximum SYBR
Green I je v oblasti modrého svetla s vinovou dizkou 497 nm a emisné maximum je v oblasti
zeleného svetla s vlnovou dizkou 520 nm. SYBR Green I je fluorescenéne aktivny iba ak je
naviazany na dvojvlaknoviit DNA, ktorou je PCR produkt. Termalny cyklér po kazdom cykle
excituje molekuly SYBR Green I modrym svetlom a nasledne zaznamend mnoZstvo
emitované¢ho zelené¢ho svetla, ktoré odzrkadl'uje mnozstvo PCR produktu. V niektorych
pripadoch méze byt presnost’ vysledkov pri pouziti SYBR Green-u nizsia nez u Specifickych
fluorescencnych substratov (pretoze metdda deteguje pritomnost’ kazdej dvojvlaknovej DNA,
"pozitivny signal" budu davat’ aj nespecifické amplikony a primer-diméry). Avsak vd’aka jeho

vSestrannosti a nizkej cene je najpouzivanej$im fluorescenénym substratom pre gPCR.3*4

Pokial’ pre qPCR pouZzivame farbivo SYBR Green, da sa jednoducho skontrolovat’, ¢i prireakcii
nevznikaji neSpecifické produkty, alebo diméry primerov. K tomu sa pouZziva krivka topenia,
tzv. melting curve, ktord vyuziva, Zze r6zne PCR produkty maju r6znu teplotu topenia. Krivka
ukazuje zmenu intenzity fluorescencie v zavislosti od meniacej sa teploty. NeSpecifické
produkty maji obvykle niZ§iu teplotu topenia, a preto ak ma krivka topenia dva a viac vrcholov,

znamend to, Ze okrem $pecifickych produktov vznikaji aj nespecifické.*’

4.2.5.1 Kvantifikacia PCR

Kvantifikacia je prevedend bud ako relativna, kedy sa mnoZstvo fluorescencie testovanej

vzorky porovnava s mnozstvom fluorescencie inej vzorky, alebo ako absolitna, kedy sa

41



mnozstvo DNA odpocita z kalibrac¢nej krivky, ktort zostrojime podla vzorky o znamej
koncentracii. V tejto praci bola pouzitd relativna kvantifikdcia. Kedze nevieme kolko
templatovej cDNA sme do qPCR pridali (zname je iba mnozstvo vstupujucej RNA), moze byt
zistend zmena v hladine expresie vzoriek sposobena rozdielnym mnozstvom pridanej cDNA
a nie skuto¢nou zmenou v expresii génov. Tento problém sa odstrani pridanim tzv. endogénne;j
kontroly. Endogénna kontrola je amplifikacia referencného génu, ktorého expresia je za
kazdych podmienok rovnakd. Potom sa prevedie normalizdcia na mnoZstvo expresie
referenéného génu a az tak dosiahneme relativnu expresiu daného génu.*® Vyber referenéného
génu je klicovy krok pri Stadiu expresie génov, pricom je dolezité mat’ pre experiment
referen¢ny gén validovany. V tejto praci bol pouzity ako referenény gén — gén kodujuci
glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogendzu (GAPDH). Gén bol vybraty na zdklade experimentu,
v ktorom bola preverend jeho stabilita a vhodnost’ pre Studie expresie metdédou qPCR u cervov

rodu H. contortus.*!

4.2.5.2 Fazy PCR

Priebeh PCR reakcie mézeme rozdelit’ do troch faz (Obr. 7).

1. V prvej Casti tzv. exponencidlne] fadze dochddza k exponencidlnemu narastu DNA, ale

mnozstvo DNA, a tym aj fluorescencie, je nizke a nepresahuje troven pozadia. Neskor
je priebeh stale exponencialny, avSak syntéza DNA je uz na takej Grovni, Ze intenzita
fluorescencie presahuje Uroven pozadia a detektory ju mézu zachytit. V idedlnom
pripade mézeme narast DNA vyjadrit’ vztahom 2", kde n predstavuje poradie cyklu.
Mnozstvo templatovej] DNA a intenzita fluorescencie odraza mnozstvo DNA pridanej
do reakcie, a preto sa kvantifikicia templatovej DNA vypocita na zaklade fluorescencie
detegovanej v tejto faze cyklu.

2. V druhej faze, linearnej, dochadza k linedrnemu narastu DNA podla vzorca 2n+1, kde
n je poradie cyklu.

3. V poslednej tretej faze, tzv. plateau faze, je pritomné velké mnoZstvo amplionu, ale
mnozstvo niektorych komponent reakcie bolo uz spotrebované, atak dochadza

k spomaleniu kinetiky reakcie.

Graficky moZeme priebeh qPCR zndzornit' pomocou amplifika¢nej krivky. Amplifika¢na

krivka (Obr. 8) znazoriuje zavislost’ detegovanej flourescencie (os y) od poctu cyklov (os
X).39’40
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Pre real-time PCR je dolezity cyklus, v ktorom sa zafina exponencidlna faza, pretoze prave
vtedy intenzita fluorescencie najlepsie odraza mnozstvo amplikénu. Tento cyklus sa nazyva
cyklus prahu a oznacuje sa C;. Cim je C; nizSie, tym bolo do reakcie dodané vac¢sie mnozstvo

templatovej DNA a naopak.>*4°
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Obr. 7 Fazy PCR

Os x predstavuje pocet cyklov a os y predstavuje detegovant fluorescenciu (Rn). Na obrazku mézeme pozorovat’

vel'mi nizke zmeny v detegovanej fluorescencii pocas prvych cyklov qPCR (zvycajne od 3 do 15). Tato nizka

"y

hladina ang. baseline zodpoveda zakladnej fluorescencii pozadia alebo tzv. "Sumu". Tento Sum moézeme od

skutocnej fluorescencie amplikonu odratat’ a korigovat’ tak vSetky amplifikacné krivky, aby zacinali na hodnote y

= 0. Tato korekcia sa mdZe vyjadrit rovnicou Rn - baseline = ARn.*

Pred za€atim jednotlivych cyklov sa zariadenie zahreje na 95°C po dobu desat’ minat aby doslo
k aktivacii DNA-polymerazy. Kazdy cyklus pozostava z viacerych faz, pricom sa vyuzivaju
skokové zmeny teploty pocas cyklu. Ako prva prebieha faza denaturécie, kde su pomocou
vysokej teploty (95°C po dobu 15s) od seba separované retazce DNA. Nasleduje faza
annealing-u, kedy pri teplote 60°C prisadaji primery na zaklade komplementarity na
jednovlaknovia DNA. Tato faza trva 20s. Tretia faza je faza predlZovania (ang. elongation), kde
pri teplote 72°C, dochadza ¢innostou DNA polymerazy k syntéze komplementarneho vlakna
DNA. Fluorescencia sa meria po kazdom cykle, pricom celkovy pocet cyklov je Styridsat’. Po
ukonceni Styridsiateho cyklu d6jde k analyze krivky topenia, kedy teplota postupne stupa od

60°C do 95°C rychlostou 0,5°C za Ss, pricom sa zaznamenavaji zmeny v fluorescencii. Na
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zaklade zistenych dat sa zhotovi krivka topenia. Metédou qPCR bola prevedena analyza
referenénych a cielovych génov. Do dosti¢iek pre PCR bolo napipetovany objem 20ul (5ul
vzorky cDNA a 15ul mastermixu). Mastermix sa skladal z 0,8ul primerov (Specifické primery
R-reverse a F-forward pre GAPDH alebo cielové gény), 4,2 ul vody pre PCR a z 10ul G Mixu
(Xceed gPCR SG Mix LoRox). G Mix bol dodany v kone¢nej podobe vyrobcom a obsahoval
Hot Start Taq polymerazu (je termostabilnd a zabranuje tvorbe neSpecifickych produktov),
reakény pufor, MgClo, dNTPs (dCTP, dATP, dTTP a dGTP) a fluorescencné farbivo SYBR

Green 1.

Vzorky boli rozdelené podl'a kmeniov a pohlavia: f-samice, m-samce, ISE (citlivy kmenl) a WR
(multirezistentny kmen). Polovica vzoriek bola ovplyvnenda ABZ po dobu dvanastich hodin.
Kazda skupina vzoriek bola merana v duplikate, pricom pre kazdy gén bola prevedena
negativna kontrola, kde namiesto cDNA bola napipetovand PCR voda. V Tab. 5 méZeme vidiet
schematické rozlozenie vzoriek na dosticke. Po napipetovani Sul cDNA a 15u] mastermixu,
bola dosticka uzavreta a vzorky sa premiesali na vortexe a nasledne boli stocené na centrifuge.
Samotna real-time PCR prebehla v pristroji na to uréenom podla vyssie opisanych podmienok.

Po prebehnuti qPCR nasledovalo vyhodnotenie dat pomocou pocitaca.

Tab. 5 Schematické rozdelenie vzoriek na PCR dosti¢ke pre jeden gén
Vzorky su testované v 3 biologickych kopiach a v duplikatoch (oddelenie farebne). Oznacenie: WR-
rezistentny kmen, ISE- citlivy kmefi, A- vzorka ovplyvnend ABZ, K-kontrolna vzorka, M-samci, F-

samice, K- negativna kontrola bez cDNA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

WR
KM; KM, KM; AM; AM, AM;
B| WR WR WR WR WR WR
KM; KM, KM; AM; AM, AM;
C| ISE ISE ISE ISE ISE ISE
KM; KM, KM; AM; AM;

D| ISE ISE ISE ISE ISE ISE
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4.2.6 Analyza dat

Relativna expresia vybranych UGTs a konstitu¢ného génu pre GAPDH sa zist'ovala pre vsetky
vzorky, ktoré pozostavali z troch biologickych replikdtov pre dany kmen a pohlavie. Najprv
boli skontrolované amplifikacné krivky pre kazdy gén. Na to aby sme mohli vzorky povazovat’
za platné a zistené informacie mohli d’alej spracovat, nesmela kontrolna vzorka vykazovat’
pritomnost’ Specifického produktu. Na kontaminaciu vzoriek by poukazovala krivka topenia
kontroly, ktora by zodpovedala krivke topenia Specifickych produktov. Pri amplifika¢nej krivke
(Obr. 8) sa sledovala hodnota Cikontrolnej vzorky, ktora by sa mala li§it’ minimalne o 5 cyklov

od hodnoty C; testovanych vzoriek.

Amplification Plot

ARn
i
wn
*

050

025 0.200249 _treshold

0.00 ; Ct ‘ *Ct

Obr. 8 Amplifikacna krivka

Os x- pocCet cyklov, os y- relativna fluorescencia, *-amplifikacna krivka kontrolnej vzorky, *Ct- cyklus prahu
kontrolnej vzorky, Ct- cyklus prahu jednej zo sady testovanych vzoriek, amplifikacna krivka vyhovuje kritériam

pokial je rozdiel hodnét Ct vacsi nez 5

Kvantifikdcia DNA pri gPCR méZe byt prevedena dvomi spdsobmi:*

1. Pomocou absolitnej kvantifikacie, ktora vychadza zo Standardnej krivky

2. Pomocou relativnej kvantifikacie

Vtejto praci bol vyuZzity sposob relativnej kvantifikacie, kde sa postupovalo metddou
,comparative C* (znamu tiez ako metdda 24" ). Zistené data boli vyhodnotené pomocou
programu Microsoft Excel 2016. Relativna kvantifikécia porovnava expresiu sledovaného génu

v testovanej vzorke voci expresii toho istého génu v kontrolnej vzorke (kalibrator). V tejto
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diplomovej praci boli ako kalibrator vybrané vzorky citlivého kmena (ISE Km a ISE Kf). Pri
porovnani konstitutivnej expresie medzi kmenimi a pri porovnani expresie indukovanej ABZ
boli ako kalibrator volené prislusné kontrolné vzorky. Expresiu sledovaného génu (ACt ) tak

mozeme vyjadrit’ ako:3%4>4

ACt = Ct,, — Ctg
Cty, predstavuje hodnotu Ct testovanej vzorky
Ctk predtsavuje hodnotu C; kontrolnej vzorky (kalibrétor)

V ramci kazdej vzorky musi byt pred relativnou kvantifikaciou prevedend tzv. normalizécia na
referen¢ny gén, ktory predstavuje vnitornit kontrolu. NajcastejSie sa pouZivaju tzv.
,housekeeping® gény, v naSom pripade bol pouzity gén pre GAPDH, ktory bol stabilny vo
vietkych vzorkach.*! Preto bola okrem expresie vybratych UGTs génov zistovana aj expresia
génov pre GAPDH u vsetkych vzoriek, t.j. testovanych (Cty/*") aj kontrolnych (Ctx™?).

Relativnu génovu expresiu vyratame ako:3%4%4

2—AACt

Kde AACt=ACt,, - ACtk

ACty,= Cty, - Ctyf

ACtk = Ctk - Ctg™"

4.2.6.1 Statisticka analyza dat

Vysledky boli analyzované doc. Ing. Petrou Matouskovou, Ph.D. v programe GraphPad
Prism 8 pomocou neparového Studentova t-testu, aby sa zistilo, ¢i zistené zmeny v génovej
expresii su Statisticky vyznamné. Medzi Statisticky signifikantné zmeny sa povazuju také
zmeny, ktorych hladina vyznamnosti p je mensia alebo rovna 0,05. Hladina vyznamnosti udava
pravdepodobnost, Ze zistend zavislost’ (u nas zvysenie/zniZenie expresie génov) je nahodna.
Cim je hodnota p vigsia, tym menej sa da predpokladat’ vyskyt zavislost' v celej populcii,
z ktorej pochadzali testované vzorky.** Nasledne zistené vysledky boli spracované graficky

pomocou programu Microsoft Excel 2016.
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5 Vysledky

V tejto diplomovej praci bola merana expresia vybranych enzymov — UGTs u H. contortus.
Jednotlivé gény boli vybrané doc. Ing. Petrou Matouskovou, Ph.D. na zaklade fylogenetického
stromu (Obr. 9). PresnejSie sa jednalo o UGT24CI1, UGT365B6, UGT22A2, UGT26A2,

UGT368A1, UGT365B3, UGT366D1, UGT368B2, UGT372A1, UGT368B1, UGT24D2

a UGT373Al.
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Obr. 9 Fylogeneticky strom dostupnych génov pre UGTs u C. elegans a H.contortus a ich vzajomnd pribuznost’.
Gény C. elegans su znaCené pismenami Ce- a oznacenim konkrétnej UGT. Gény H. contortus su znacené Ciernou

bodkou, pismenami Hc a oznacenim konkrétnej UGT. Gény pouzité v tejto diplomovej praci st podtrhnuté

Cervenou farbou.
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5.1 Koncentracia a Cistota RNA

Koncentracia RNA sa merala pomocou spektrofotometra Nanodrop. Vzorky, ktoré nie st

znedistené proteinmi maju pomer absorbancii pri vinovej dizke 260 a 280nm v rozmedzi hodnét

1,8-2. Nami ziskané hodnoty su uvedené v Tab. 6 . Vsetky testované vzorky tejto hodnote

vyhovovali a tak mohli byt’ pouzité v d’alSich krokoch. Z dovodu moznej kontaminacie vzoriek

fenolom sa zistoval pomer absorbancii pri vinovej dizke 260 a 230nm. Tento pomer by mal

byt okolo hodnoty 2.

Tab. 6 Koncentracia namerand pomocou Nanodrop-u (¢ RNA v ng/ul ). ISE- citlivy kmen, WR-
rezistentny kmen, M- samci, F- samice (vzorky samic boli pred meranim 10x zriedené), A- vzorky

ovplyvnené albendazolom, K-kontrolné vzorky, 260/280 a 260/230 pomery absorbancii pri danej

vinovej dizke v nm.

¢ RNA | 260/280 | 260/230 ¢ RNA | 260/280 | 260/230
Voorka | pont) | pnm) | foml | ng/l] | [om] | [om]
ISE KM 932,06 2,06 2,27 WR KM, 770,93 2,05 2,32
ISE KM 618,29 2,03 1,75 WR KM: 596,26 2,04 2,17
ISE KM3 610,05 2,02 1,54 WR KM3; 600,18 2,06 2,12
ISE AM; 571,82 2,03 1,96 WR AM: 427,34 1,92 2,34
ISE AM> 661,45 2,05 1,77 WR AM2 374,72 1,97 1,74
ISE AM3 682,20 2,08 2,16 WR AM3 433,40 1,93 2,29
ISE KFi 10x 265,18 1,99 1,37 WR KF: 10x 96,19 1,95 2,28
ISE KF2 10x 306,28 1,96 2,51 WR KF: 10x 312,92 1,93 2,50
ISE KF3 10x 446,70 1,89 2,50 WR KF; 10x 166,40 1,91 2,33
ISE AF110x 400,99 1,92 2,51 WR AF; 10x 100,80 1,85 2,49
ISE AF210x 354,65 1,94 2,47 WR AF: 10x 111,40 1,88 2,66
ISE AF310x 207,30 1,90 2,43 WR AF3 10x 73,24 1,88 2,19
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5.2 KonStitutivna génova expresia

5.2.1 Porovnanie expresie medzi pohlaviami citlivého kmena

Na Obr. 10 mézeme vidiet' porovnanie relativnej expresie vybranych UGTs u kontrolnych
(ABZ neovplyvnenych) vzoriek medzi pohlaviami v ramci citlivého (ISE) kmena. Miere
expresie samicich vzoriek bola priradend hodnota 1 a k tejto hodnote boli vztiahnuté hodnoty
zistené u samcov, tym sa ziskali relativne hodnoty expresie, ktoré sa nasledne pouzili
k vytvoreniu grafu. V grafe je navySe zobrazena smerodajna odchylka a * oznacené Statisticky
signifikantné zmeny v expresii. Smerodajna odchylka urcuje ako st namerané hodnoty medzi

troma biologickymi replikdtmi odchylené resp. rozptylené od priemeru hodnot.
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Obr. 10 Porovnanie expresie vybranych UGTs génov medzi pohlaviami ISE kmena. Samice st 0znacené ¢ervenou

a samci modrou farbou. * s oznacené hodnoty so signifikantnou zmenou (p< 0,05)

Z grafu na Obr. 10 moéZeme vycitat, prevladajucu zvySenu expresiu UGTs u samcov a to
signifikantne zvySenu u UGT24C1, UGT365B6, UGT22A2, UGT368B1 a UGT373Al. Iba
UGT366D1 vykazuje signifikantné zniZenie expresie v porovnani so samicami. Tento rozdiel
expresie medzi pohlaviami moZze byt zapri¢ineny inym ucelom jednotlivych enzymov u samic

resp. Samcov.
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5.2.2 Porovnanie konstitutivnej expresie medzi kmenmi

Na zistenie rozdielov v konStitutivnej expresii vybranych UGT medzi citlivym (ISE)
a rezistentnym (WR) kmeniom, sme porovnavali idaje zistené pomocou qPCR u vzoriek, ktoré
neboli ovplyvnené ABZ (kontrolné vzorky). Miere expresie vzoriek samic resp. samcov ISE
kmena bola priradena hodnota 1 a k tejto hodnote boli vztiahnuté hodnoty zistené u samic resp.
samcov rezistentného kmena. Vysledky boli spracované pomocou programu Microsoft Excel
2016 do grafu, ktory mézeme vidiet' na Obr. 11 a Obr. 12. Na grafoch st vyznacené smerodajné

odchylky a * oznacené Statisticky signifikantné zmeny.
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Obr. 11 Porovnanie expresie vybranych UGTs u samic medzi WR a ISE kmenom. F- samice, K- vzorky

neovplyvnené ABZ, * su oznacené hodnoty so signifikantnou zmenou (p< 0,05)
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Obr. 12 Porovnanie expresie vybranych UGTs usamcov medzi WR a ISE kmeniom. M- samci, K- vzorky

neovplyvnené ABZ, * st oznacené hodnoty so signifikantnou zmenou (p< 0,05)
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U samic (Obr. 11), prevlada vyssia expresia vybranych enzymov v ramci rezistentného WR
kmena, pricom za Statisticky signifikantné mézeme povazovat’ zvysSenie expresie u dvoch

enzymov a to UGT24C1 a UGT368B2.

U samcov z WR kmenia (Obr. 12) rovnako ako u samic, vykazuju Statisticky signifikantné
zvySenie expresie rovnaké, dva gény kodujuce enzymy UGT24C1 a UGT368B2. V jednom
pripade (UGT24D2) doslo k miernemu znizeniu génovej expresie v porovnani s ISE kmeniom.

Zvysné UGTs nevykazovali vyrazné zmeny v expresii v porovnani s citlivym ISE kmenom.

5.3 Expresia  vybranych enzymov po ovplyvneni
albendazolom

Na posudenie vplyvu albendazolu na génovll expresiu vybranych enzymov, sa jedna cast
dospelych jedincov rodu H.contortus rozdelenych podla pohlavia a kmena, kultivovala
v médiu po dobu dvanast’ hodin, ktoré obsahovalo albendazol zatial' o druhd €ast’ v médiu,
ktoré lieCivo neobsahovalo (kontrola). Miere expresii kontrolnych vzoriek bola priradena
hodnota 1 aktejto hodnote boli vztiahnuté hodnoty zistené u vzoriek ovplyvnenych
albendazolom. Naésledne zistené vysledky boli spracované graficky pomocou programu

Microsoft Excel 2016.

5.3.1 Porovnanie expresie po ovplyvneni albendazolom u citlivého kmena
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Obr. 13 Porovnanie expresie vybranych UGTs u samcov kmena ISE ovplyvnenych albendazolom (ISE AM)
po dobu 12 hodin. ABZ-albendazol, ISE KM-kontrolna vzorka samcov neovplyvnend ABZ .
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Posobenim albendazolu na citlivy kmeii u samcov nespdsobilo ziadne signifikantne zmeny
expresie Studovanych enzymov. V niekolkych pripadoch bola pozorovand nizSia expresia
v porovnani s kontrolou a len v jednom pripade mierne vyssia expresia (Obr. 13). Na Obr. 14

u samic mézeme vidiet’, ze situacia bola podobnd, nedoslo k vyraznému ovplyvneniu expresie.
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Obr. 14 Porovnanie expresie vybranych UGT u samic kmena ISE ovplyvnenych albendazolom po dobu 12 hodin
(ISE AF). ABZ- albendazol, ISE KF-kontrolna vzorka samic neovplyvnena ABZ

5.3.2 Porovnanie expresie po ovplyvneni albendazolom u rezistentného

kmena

V rezistentnom kmeni, u samcov, ktori boli ovplyvneny ABZ po dobu dvanast’ hodin, bola
pozorovand signifikantne zvySend expresia u jedného génu, konkrétne UGT365B3.

U niektorych enzymov bola naopak expresia po ovplyvneni ABZ mierne znizena v porovnani

s kontrolou (Obr. 15).

U samic (Obr. 16) doSlo k vyraznejSiemu zvySeniu génovej expresie po ovplyvneni ABZ
u UGT365B6. U zvys$nych génov nedoslo k vyraznejSiemu zniZeniu alebo zvySeniu génovej

expresie po ovplyvneni albendazolom.
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Obr. 15 Porovnanie expresie vybranych UGTs u samcov kmena WR ovplyvnenych albendazolom po dobu 12
hodin (WR AM). ABZ- albendazol, WR KM-kontrolna vzorka samcov neovplyvnend ABZ, * si oznacené
hodnoty so signifikantnou zmenou (p< 0,05).
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Obr. 16 Porovnanie expresie vybranych UGTs u samic kmefia WR ovplyvnenych albendazolom po dobu 12 hodin
(WR AF). ABZ-albendazol, WR KF-kontrolnd vzorka samic neovplyvnena ABZ, * su oznacené hodnoty so
signifikantnou zmenou (p< 0,05).
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6 Diskusia

Parazity hospodarskych zvierat sposobujii zna¢né financné straty ich chovatelom a maji
zasadny vplyv na ziskovost’ podnikov. Niet pochyb o tom, ze v celosvetovom meradle je
Haemonchus contortus zd’aleka najdolezitej$im parazitom malych prezavavcov (oviec a koz).
To predovsetkym vd’aka jeho vysokej patogénnosti a rozsirenému vyskytu naprie¢ svetom.
Jedna z najuc¢innej$ich metdd na potlacenie vyskytu parazitov je aplikacia anthelmintik. Ich
nadmerna spotreba (Casto aj neopodstatnena), nedodrziavanie odporucania vyrobcu
a predovSetkym vyuzivanie liecby ako jedinej metody potlacenia vyskytu parazitov viedlo
svetovych problémov veterindrnej parazitologie. Prave H. contortus je notoricky znamy
vyvojom anthelmintickej rezistencie ato vo¢i obom typom anthelmintik: uzko aj Siroko

spektralnych, !+

Vdaka pokroku v molekuldrnej technologii sme schopni Coraz viac pochopit’ a objasnit
mechanizmus vzniku rezistencie. Rezistencia moéze vznikat na zaklade viacerych
mechanizmov. Mdze byt zhruba kategorizovana ako genetické zmeny v cielovom mieste
anthelmintika, zmeny v transporte lieckov alebo zmeny v metabolizme, ktoré inaktivuji alebo
odstratiuju lieky z organizmu, alebo naopak, ktoré zabranuji ich aktivacii.'** Hlavnym
mechanizmom rezistencie na benzimidazolové anthelmintika je mutacia v cielovom mieste
izotypu-1 B-tubulinu v troch koddnoch (F167Y, E198A, F200Y), ktoré zabranuji viazbe BZ na
ich cielovi molekulu.?® Avsak mutdcie v samotnom lokuse izotypu-1 B-tubulinu tplne
nevysvetl'uju rozdiely v hladine fenotypovej rezistencie, ¢o naznacuje, ze si zahrnuté d’alSie

mechanizmy, ktoré sa podiel’ajii na rozvoji rezistencie.*

Znalost sekvencie gendmu parazitov (vratane H. contortus) sa stala neodmyslitelnou
stcast'ou molekularnej a bunkovej bioldgie a prindSa zna¢né vyhody vo vsetkych aspektoch

boja proti infekciam spdsobenym tymito druhmi.®

Nematody maji najlepSie rozvinuty enzymaticky systém metabolizujuci xenobiotikd (XMEs)
v rdmci helmintov. Maju relativne vel’ky pocet génov kodujucich XMEs a st teda schopné
tvorit’ vy$Sie pocty metabolitov anthelmintik ako iné triedy helmintov. Toto zistenie by mohlo
byt zdkladom rychleho rozvoja rezistencie na lie¢iva. Existuje niekol’ko Studii, ktoré jasne
poukazuji na vzt'ah medzi expresiou XMEs, aktivitou a vznikom rezistencie. Medzi XMEs

patria aj enzymy druhej metabolizac¢nej fazy- UDP-glykozyltransferazy. Prave zvysena aktivita
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UGTs mo6ze ochranit’ nematody od toxického u¢inku ABZ a tak prispiet’ k rozvoji rezistencie

u tychto parazitov.®3’

V tejto diplomovej praci sa skumala génova expresia 12 vybranych UGTs. Ako prvé sa
porovnavali rozdiely v konstitutivnej expresii medzi pohlaviami u citlivého kmena a zmeny
v konStitutivnej  expresii  medzi citlivym  a multirezistentnym  kmeflom  u samic
anasledne zmeny expresie medzi kmenmi u samcov. V druhej Casti diplomovej prace sa
skamal vplyv albendazolu na génovi expresiu vybranych enzymov ucitlivého a
multirezistentného kmena. Vychéadzalo sa s uz publikovanych §tudii, v ktorych bolo preukazané
7ze H.contortus je schopny ABZ detoxifikovat na 9 metabolitov, pricom 7 z nich bolo N-
glykozidov. Tvorba glykozidovych konjugitov bola signifikantne vySSia u rezistentnych
kmenov v porovnani s citlivym ISE kmenom. NavySe sa zistili signifikantné rozdiely

v mnozstve (pritomnosti) metabolitov medzi samicami a samcami.”>’

Porovnanim konstitutivnej génovej expresie medzi pohlaviami citliveho kmena, sa zistili
vyrazné rozdiely medzi samcami a samicami. U piatich z dvandstich vzoriek bola génova
expresia vysSSia usamcov nez u samic, konkrétne sa jednalo o gény kodujuce enzymy
UGT24C1, UGT365B6, UGT22A2, UGT368B1 a UGT373A1. Tieto zmeny boli vyhodnotené
programom GraphPad za Statisticky signifikantné (p< 0,05). Jedna zo vzoriek vykazala
Statisticky signifikantné znizenie u samcov, resp. zvysenie expresie u samic, a to UGT366D1.
Zistené vysledky koreSponduju s vysledkami predchadzajucej studie, kde Styri rovnaké UGTs
(UGT24C1, UGT22A2, UGT368B1 a UGT373A1) vykazovali zvySeni bazalnu expresiu
u samcov a UGT366D1 zvy$enu expresiu u samic.’ Tieto zmeny medzi pohlaviami mdzu byt

spdsobené rozdielnym ucelom konkrétnych UGTSs u samic resp. samcov.

Vysledky predchadzajice;j Studie ukézali, Ze viacero izoforiem UGTs malo vysSie hladiny
transkripcie u samic a/alebo samcov oboch rezistentnych kmetiov. Uroveli transkripcie
UGT371A1 bola zvySena iba v ramci samcov rezistentnych kmetiov, zatial ¢o UGT368B2
vykazovala signifikantne zvySent konstitutivnu expresiu u oboch pohlaviach rezistentnych
kmetiov.’ Na zakladne uz publikovanych §tadii sme ocakavali zvySenli génovi expresiu
u multirezistentného WR kmena, a to predovSetkym UGT368B2 (expresia UGT371A1 v tejto
diplomovej praci nebola skiimand). Tento predpoklad sa aj naplnil. U samic ako aj u samcov
bola zistend signifikantne zvySend konStitutivna génova expresia génu kodujiceho UGT368B2.
Okrem tejto zmeny, bola zistend aj signifikantne zvySena expresia génu kddujiiceho UGT24C1
u samic a samcov multirezistentného kmena. Rezistentné jedince su schopné deaktivovat’
benzimidazoly Uc¢innejSie nez citlivé jedince, tak by mohla zvySena konStitutivna expresia

55



zistenych génov prispiet’ k rozvoju rezistencie u H. contortus. Ked’ze nie je zname ¢i sa tieto
enzymy podielaji na metabolizacii BZ ani pri¢ina zvySenej konStitutivnej expresie, na

potvrdenie tejto hypotézy je potrebné previest’ dokladnejsi vyskum tychto enzymov.

V druhej ¢asti diplomovej prace sme analyzovali vplyv ABZ na expresiu vybranych enzymov
u citlivého ISE kmena a rezistentného WR kmena. Vzorky kultivované po dobu dvandstich
hodin v médiu s pridavkom 10uM ABZ sa porovnavali s kontrolnymi vzorkami, ktorych
médium neobsahovalo liecivo. Ak by sa vychadzalo z hypotézy, Ze biotransformacné enzymy
(medzi, ktoré patria aj UGTs) mdZu ochranit’ parazitov pred toxickym efektom farmakoterapie,
¢im by sa znizila U€innost’ anthelmintik, tak by sa o€akavala indukcia génovej expresie po

ovplyvneni ABZ u rezistentnych kmenov.

Pri porovnani vplyvu albendazolu na citlivy kmen ani u jednej zo vzoriek nedoslo

k ovplyvneniu expresie, ktora by mohla byt povaZzovana za Statisticky signifikantni.

Usamcov z WR kmenia, ktory boli ovplyvneni ABZ po dobu 12 hodin doSlo k
signifikantnému zvyseniu expresie génu kodujaceho UGT365B3. U niekol’kych enzymov bola
naopak expresia po ovplyvneni ABZ znizené v porovnani s kontrolou, avSak ani jedna z tychto
zmien sa z dovodu velkych smerodajnych odchylok nepreukazala ako Statisticky signifikantna.
U samic iba zvySenie génovej expresiec UGT365B6 bolo vyhodnotené programom GraphPad
za Statisticky signifikantné. U zvySnych génov nedoSlo k vyraznejSiemu znizeniu alebo

zvyseniu génovej expresie po ovplyvneni albendazolom.

Povodna hypotéza, ze pred toxickym ucinkom albendazolu sa rezistentné kmene brania
zvySenim génovej expresie UGTs sa naplnila iba Ciasto¢ne. Vysledky prezentované v tejto
diplomovej praci ukazali, Ze anthelmintikum albendazol vyraznejSie ovplyvnilo iba enzymy
z rodiny UGT365. Statisticky signifikantné zvysenie génovej expresie u multirezistentného
WR kmenia sme zaznamenali v dvoch pripadoch ato usamic pre gén kdédujuci enzym
UGT365B6 a usamcov pre gén kodujiici enzym UGT365B3. Oba enzymy patria do rodiny
UGT365, ktora je najblizSia k rodine UGT16 u C. elegans. Do rodiny UGT16 patri aj gén
spojeny s transkripénym faktorom SKN-1: ugt 22 (Ce-UGT16C1). Ten bol nedavno
identifikovany ako detoxifikaény gén zapojeny do biotransformacie albendazolu u C. elegans.®

Tento fakt naznacuje, Ze enzymy rodiny UGT365 by mohli byt’ zapojené do rozvoja rezistencie

na benzimidazolové anthelmintika.
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K ziskaniu vysledkov sme merania uskutocnili iba raz. Na potvrdenie zaverov by bolo potrebné
merania zopakovat. Dal$i vyskum by mohol byt zamerany na enzymy, u ktorych doslo
k Statisticky signifikantnej zmene a to predovsetkym UGT365B6 a UGT365B3 a taktiez by
mohlo byt prinosné preskimanie expresie d’alSich enzymov z tejto rodiny. Mechanizmus
metabolizmu lieciv ako aj mechanizmus vzniku rezistencie je vysoko komplexny a navzajom
prepojeny proces. Na to, aby sme boli schopny efektivne bojovat’ s rozsirujucou sa rezistenciou,
je potrebné dostatocne pochopit’ funkciu jednotlivych enzymov a spdsob ich indukcie

u H.contortus.
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7 Zaver

Predmetom tejto diplomovej prace bolo zistit ako anthelmintikum albendazol ovplyvni
expresiu vybranych enzymov zo skupiny UDP-glykozyltrasferaz u helminta rodu H. contortus
z citlivého ISE a rezistentného WR kmena. Okrem lie¢ivom ovplyvnitel'nej expresie sa skimala

aj (konstitutivna) expresia u jedincov, ktori neboli ovplyvneni albendazolom.

Vzorky RNA zjedincov separovanych podla pohlavia a kmena, ktoré boli izolované
v pozadovanej kvantite a kvalite, boli kvantifikované¢ pomocou qPCR. Nasledna analyza
vysledkov ukézala obecne vySSiu konStitutivnu expresiu génov u samcov citlivého kmena
v porovnani so samicami. Rozdiely boli zistené aj pri porovnani konstitutivnej expresie medzi
kmenmi. Ako u samic, tak aj u samcov z multirezistentného kmena, sa zaznamenala zvySena
expresia génov kodujicich enzymy UGT24C1 a UGT368B2. Po dvanast hodinovom
ovplyvneni albendazolom bola zistena u rezistentného kmena signifikantna indukcia génovej
expresie v dvoch pripadoch, a to u samic pre gén kodujici UGT365B6 a u samcov pre gén

kédujtci enzgym UGT365B3.
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8 Zoznam skratiek

ABC transportér

AKRs
AM

BZ
cDNA

G

CYP 450
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EHA
FAD
FAMACHA
FECRT
FMO
GAPDH
GI

GIT

GPx
GSTs
IRE kmen
ISE kmen
KF

KM

ATP-binding cassette

albendazolsulfoxid

albendazolsulfon

albendazol

vzorka samic H. contortus ovplyvnena ABZ
aldo-keto reduktazy

vzorka samcov H. contortus ovplyvnena ABZ
benzimidazoly

komplementarna deoxyribonukleova kyselina
cyklus prahu

cytochrom P450

dimetylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

deoxynukleotid trifosfat

dithiotretiol

kyselina ethylendiamintetraoctova

egg hatch assay — test liahnutia vajicok
flavinadenindinukleotid

faffa malan chart —test na zistenie zdvaznosti anémie
fecal egg count reduction

flavinové monooxygenazy
glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogendza
gastrointestinalny

gastrointestinalny trakt

glutathionperoxidazy

glutathion S-trasferazy

kmen rezistentny na benzimidazolové anthelmintika
kmen citlivy k vSetkym anthelmintikdm

kontrolna vzorka samic H. contortus neovplyvnena ABZ

kontrolna vzorka samcov H. contortus neovplyvnena ABZ
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Li-Ls4
LDso
LDy
LDT
NAPDH
Phe
qPCR

RT

SDRs
SNP

Tyr

UDP
UGTs
WR kmen
XMEs

larvalne stadia 1-4

letalna davka, ktora po podani usmrti 50 % jedincov
letalna davka, ktora po podani usmrti 90 % jedincov
larval development test — test vyvinu lariev
nikotinadenindinukleotidfosfat

fenylalanin

kvantitativna polymerazova retazova reakcia
ribonukleova kyselina

reverzna transkriptaza

kratko-retazové dehydrogendzy/reduktazy
jednonukleotidovy polymorfizmus

tyrozin

uridin difosfat

uridindifosfat glykozyltrasferazy

multirezistentny kmen

enzymy metabolizujiice xenobiotika
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