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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Ivana Mertova
Skolitel: Ing. Petra Matouskova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Vliv ivermektinu na dosp€lce vlasovky slézové

Helmint6za je onemocnéni zplisobené paraziticky zijicimi hlisticemi, mezi které
patii i vlasovka slezova (Haemonchus contortus — H. contortus), zputsobujici
hemonchoézu. Jedna se o vazné onemocnéni, poSkozujici chovy malych piezvykavci,
nebot’ zplisobuje ztratu produktivity zvitat, oslabeni chovli a v konecném disledku smrt
zvitat. V boji s touto nemoci jsou $iroce vyuzivana anthelmintika, s jejichz Castym
pouzivanim v minulé i soucasné dobé doslo k rozvoji helmintorezistence. Rezistence
na latky s anthelmintickou aktivitou se stava kvili svému narGstu celosvétovym
problémem, a proto je vyvijena snaha o poznani mechanismu rezistence a prispivajicich
faktori, diky kterym by bylo mozno ptedchazet vzniku a rozsifovani rezistence. Jednou
z nejpouzivangjSich latek v terapii veterinarnich helmint6z zlstava dodnes ivermektin
(IVE). Jedna se o makrocyklicky lakton, jehoz mechanismus ucinku pravdépodobné
spociva v poSkozeni chloridovych kanalt glutaminergnich synapsi parazita.

V této praci byl sledovan vliv IVE na dospélce H. contortus ze dvou kment:
kmene citlivého, tzv. ISE (Inbred Susceptible Edinburgh) a kmene rezistentniho
na pasobeni 1é¢iv, tzv. WR (White River), kteti byli izolovani ze slezu ovci. Pomoci
kvantitativni PCR byla zkouméana exprese vybranych gent, které koduji biotransformacni
enzymy z rodiny cytochromu P450 (CYP) a UDP-glukosyltransferasy (UGT), a to
po pusobeni 1 uM IVE po dobu 12 ¢i 24 hodin. Exprese téchto gend u ovlivnénych Cervi
byla porovnana s kontrolni skupinou neovlivnénych dospélci. Byly zjiStény nékteré
signifikantni zmény Vv expresi vybranych gent. Pfiporovnani citlivého kmene
vuci rezistentnimu bylo zjisténo vice signifikantnich zmén po plisobeni IVE u citlivého

kmene, a to zejména u samci.
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Helminthiasis is a disease caused by helminth parasites including barber’s pole
worm (Haemonchus contortus — H. contortus) that causes haemonchosis. Haemonchosis
is a serious disease harming small ruminant breeding and causing loss of productivity
of animals, breeding weakening and ultimately death of the animals. Anthelmintics are
widely used in struggle against the disease but frequent use in the past and present has led
to developing drug resistance of the parasites. Increasing resistance against compounds
with anthelmintic activity is becoming a worldwide problem. The effort is to know
the resistance mechanisms and contributing factors which would prevent formation
and expansion of the resistance. One of the most widely used substances of veterinary
therapy of helminthiasis remains ivermectin (IVE). It is a macrocyclic lactone whose
mechanism of action is likely damaging the parasite’s chloride channels of glutaminergic
synapses.

This project studies the effect of IVE on adults of two strains of H. contortus:
the sensitive strain, called ISE (Inbred Susceptible Edinburgh) and the multidrug-resistant
strain, called WR (White River), both isolated from the abomasum of infected sheep.
The expression of selected genes that encode biotransformation enzymes of cytochrome
P450 (CYP) family and UDP-glucosyl transferase (UGT) family after exposure to 1 uM
IVE for 12 or 24 hours was examined by quantitative PCR. Expression of these genes
in affected worms was compared with a control group of untreated adults. Several
significant changes were detected in the gene expression. More significant changes were
detected in the sensitive strains after the action of IVE in comparison to the resistant

strains, especially in males.
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1. UVOD

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus — H. contortus) je nejrozsifenéjsim
gastrointestinalnim parazitem ovci a koz, vedle toho parazituje i na skotu a dalSich
prezvykavcich. Zije ve slezu téchto zvifat a Zivi se sanim krve, &imz zptisobuje svym
hostitelim poruchy organti a jejich funkci. Tento parazit proménuje normalni
fyziologické parametry zvifete v patologické, a tak se toto onemocnéni V kone¢ném
dasledku projevi v ekonomické strance chovu. Toto onemocnéni je nazvano dle svého
puvodce jako hemonchdza a je vaznou hrozbou pro chovy mensich pfezvykavcu, protoze
zpusobuje anémii, snizuje ptirastek vahy zvifat, jejich produktivitu a v nejhor$im piipade
dochazi ke smrti. Vznik a rozsifeni hemonchézy je potieba kontrolovat jak prevenci,
talécbou. V 1écbé jsou nejcastéji uzivana anthelmintika ze skupiny benzimidazold,
imidazothiazolti, makrocyklickych laktonti a piipadné anthelmintik jinych struktur.
Castym, opakovanym a také nespravnym uZivanim anthelmintik v§ak vznika rezistence.
Helmintorezistence je vaznym problémem, nebot' zvySuje naklady na 1écbu téchto
onemocnéni a postupné se rozsifuje. Je velmi dialezité zkoumat mechanismy vzniku
rezistence a faktory, které k této rezistenci mohou pfispivat.

H. contortus je vhodnym parazitairnim modelem pro vyvoj 1éCiv a oCkovacich
latek, stejné jako ke zkoumani mechanismii vedoucich ke vzniku helmintorezistence,
nebot’ je moZné vyuzit mnoha jeho pfednosti, piikladem je moznost mezidruhového
ktizeni, které je nezbytnym pifedpokladem pro genetické testovani (Gilleard 2013).
Déle je vyhodné, Ze samicka produkuje tisice vajicek za den, coZ umoznuje ziskat velké
mnozstvi potfebného genetického materialu a provadét kiizeni (Getachew et al. 2007).
Relativné velci dospélci také poskytuji dostatek genetického materidlu, pfipravend DNA
uz z jednoho dospélce miiZe slouZit jako templat pro tisice PCR s naslednou genetickou
analyzou (Gilleard 2006). Dalsim pozitivem je moznost konzervace larev stadia L3 velice
nizkymi teplotami pii zachovani jejich zivotaschopnosti a infek&nosti, coZ ndm umoziuje
uchovat a archivovat potomstvo vzniklé kiizenim (Laing et al. 2013). Vzhledem k tomu,
ze je H. contortus parazitem ovci a koz, je mozné provést experimentalni pokusy pfimo
V jeho pfirozeném hostiteli a neni potfeba byt zavisly na pouhé praci in vitro ¢i v uméle
vytvofenych laboratornich hostitelich (Gilleard 2006). Jeho pozoruhodny sklon k vzniku
rezistence na podavana léciva je varovnym piikladem vlivu masivniho podavani 1é¢iv

pro kontrolu nemoci zptisobovanych parazitickymi hlisticemi. H. contortus se zda byt



druhem, kterého se nejvice tykaji piipady rozvoje anthelmintické rezistence
(Silvestre et al. 2002).

Naposledy je dobré zminit fylogenetickou piibuznost paraziticky Zzijici hlistice
H. contortus s hlistici Caenorhabditis elegans (C. elegans), ktera je rozsahle pouzivanym
modelem volné¢ zijicich hlistic bez parazitického pisobeni (Allison 2007,
Cvilink et al. 2009), oba druhy tedy spolu mohou byt s vyhodou srovnavany. Také diky
srovnavacim studiim genomu C. elegans byly u H. contortus identifikovany geny
zodpovidajici za parazitarné specifické procesy jako je sani krve, neurologickd funkce
a metabolismus 1é¢iv. Byly u ného popsany cilové struktury pro nejznaméjsi
anthelmintika (Laing et al. 2013).

S rozvojem metod molekularni genetiky a biologie a s postupnym odhalenim
genomu parazitarnich hlistic jsou zkoumany geny a jejich role v organismu parazita,
jejich role v ptipadé vystaveni parazita xenobiotiku a nakonec piipadna role
v mechanismu lékové rezistence. Nasi strategii k identifikaci moznych genetickych zmén
pii pisobeni 1é¢iva bylo provést experimentalni studii na vybranych genech. To popisuje
také napf. Gilleard (2006). NaSimi zkoumanymi geny byly vybrané geny kodujici
biotransformaéni  enzymy rodiny CYP  (cytochromu P450) a UGT
(UDP-glukosyltransferasy) vlasovky slezové, a to v jejich dvou kmenech: v kmeni
citivém na anthelmintika — Inbred Susceptible Edinburgh (ISE) a v kmeni
multirezistentnim — White River (WR). Byla zkoumana exprese téchto geni
po 12 a 24hodinovém vystaveni dospélci H. contortus anthelmintickému ptisobeni

ivermektinu ze skupiny makrocyklickych laktoni.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Nematoda (hlistice)

Hlistice jsou velice rozmanitou skupinou zivocichli. Mezi zastupce hlistic
zatazujeme jak druhy volné Zijici v pfirodnich vodach a pudé¢, tak druhy parazitujici
u rostlin, bezobratlych i obratlovcl, véetné ¢loveéka (Kotfinkova 2006). Systematické
zafazeni hlistic, jejich vztahy vramci fylogeneze a zafazeni vramci podiiSe
mnohobunéénych organismi (Metazoa) jsou pifedmétem dlouhodobé prace mnoha
patfici do ruznych kmena: Aschelminthes — oblovci (Kratochvil 1973)
¢i Nemathelminthes — hlisti (Horak a Scholz 1998). Pies toto zatazeni do samostatné tiidy
vSak dle Hordka a Scholze (1998) vyzkumy ukazovaly, Ze hlistice jsou velmi
specializovanou skupinou zivocichli, ktera se vyrazné odliSuje prakticky od vsech
mnohobunéénych zivocicht. Proto je pro né dle nejnovéjsich poznatki vyhrazen
samostatny kmen Nematoda — hlistice (Lastivka et al. 2004, Volf et al. 2007).

Mezi charakteristické znaky hlistic patii oblé valcovité télo, které mé protahly,
vldknity ¢i vlasovity tvar a je bilateraln€ soumérné. Na obou koncich se télo zuzuje
do $picky a neni patrny rozdil mezi hibetni a bfisni stranou (Komarek 1952). Ochrannou
a opornou funkci na povrchu téla zajiStuje vicevrstevna kutikula (tegumentum), ktera je
produkovana pod ni leZici jednovrstevnou hypodermis. Smérem do nitra téla vytvari
hypodermis obvykle ¢tyfi podélné listy, mezi kterymi probihaji provazce podélné hladké
svaloviny (Lastivka et al. 2004). Tato svalovina umoznuje vinovity pohyb hlistic ¢i jejich
svinuti do tvaru kotouce nebo uzlu (Komarek 1952). Té€lo hlistic je moZno rozliSit
na 3 zakladni ¢asti: pfedni hlavova ¢ast nese organy slouzici k pfijmu potravy a smyslové
organy. Stfedni ¢ast obsahuje organy zaZivaci soustavy, pohlavni organy samic
a osmoticko-regulacéni aparat. V zadni kaudalni ¢asti se nachéazeji samci pohlavni organy
a vyusténi zazivaci soustavy (RySavy et al. 1989).

Nervova soustava je slozena z hlavniho hltanového (objicnového) prstence, ktery
je tvofen malymi parovymi hibetnimi, bfisnimi a bo¢nimi ganglii (Lastivka et al. 2004).
Z ganglii se vyd¢€luji do zadni ¢asti té€la podélné vétve nervové soustavy, a to vzdy dvojice
boc¢nich, hornich a dolnich vétvi a medialni dvojice s hibetni a biisni vétvi. Bocni vétve

maji senzitivni funkci, ostatni vétve zajiStuji funkci motorickou. V zadni ¢ésti téla se
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jednotlivé vétve schazeji do analnich okruht ¢i ganglii, ktera slouzi k ovladani
kopulacnich organti (Komarek 1952).

Travici soustava je pomérné dobie vyvinuta nebo je naopak u parazitickych druhi
redukovana na minimum a k pfijmu potravy pak dochazi celym povrchem téla
(Lastavka et al. 2004). Travici soustava zacind v predni casti téla Ustni dutinou
s kutikularnimi pysky, které mohou byt opatfeny zubem nebo jinym utvarem, ktery
pomaha hlisticim v pfijmu potravy. Na dutinu Gstni navazuje svalnaty a zlaznaty hltan
(v parazitologické literatuie také oznaCovan jicen), ktery diky paprs¢ité svaloviné
vykonava funkci ,,pumpy* k sani potravy. Hltan se v zadni ¢asti rozsifuje v svalnaty
a kulovity bulbus. Stfevo zafind Zaludkem a nékdy z ného vybihaji slepd streva.
Vyvodem stfeva u samic je analni otvor, u samct stfevo konci v kloace, coz je spolecné
vyusténi pohlavni a travici soustavy (Komarek 1952, Volf et al. 2007).

Smyslova soustava je vyvinuta jen velice nedokonale, tvofi ji hmatové a chemické
receptory v podob¢ papil, Stétin ¢i setll v okoli ustniho otvoru. Parazitickym hlisticim
chybéji o¢i a statické organy (Lastivka et al. 2004).

Uvnitt téla hlistic se nachazi souvisla télni dutina pseudocoel. Obsahuje tekutinu,
ktera se podili na télnim turgoru a diky spolupraci s kutikulou tak vytvaii obly tvar hlistic,
ze kterého plyne jejich nazev oblovci ¢i obli Cervi. Tato tekutina ma svij podil také
narozvodu a skladovani Zivin (VolIf et al. 2007). Zlaznaté buiiky pseudocoelu nebo
modifikované exkre¢ni buiikky hypodermis pak tvofi vylucovaci soustavu. Exkrecni
funkci miize ¢aste¢né napliiovat i sttevo nebo kutikula. Cévni a dychaci soustava hlisticim
chybéji (Lastivka et al. 2004).

Hlistice jsou gonochoristé, maji tedy oddélené pohlavi a vyskytuje se u nich
napadny pohlavni dimorfismus, ktery je viditelny zejména v kaudalni ¢asti téla. Samecci
jsou zpravidla mensi nez samicky (Rysavy et al. 1989) a ob¢& pohlavi maji trubicovité
pohlavni organy. Samci maji pfidatné zevni pafici organy v zadni casti téla, jedna se
0 parici jehlice (spikuly) ¢i gubernakulum. Konec téla miize byt také rozSiten
ve véjifovity utvar vyztuZzeny kutikuldrnimi Zebry, tzv. bursu copulatrix (Lastivka
et al. 2004). Tvar bursy, pocet jejich lalokd, vyztuzné paprsky, tvar a velikost spikul jsou
znaky, pomoci kterych je moZno taxonomicky klasifikovat jednotlivé druhy (Kotrla
et al. 1984). Pohlavni organy samic jsou tvofeny jednim nebo dvéma trubicovitymi
vajecniky s vejcovody a delohou. Tyto organy vyustuji do neparové pochvy, ktera je
Casto uloZena na ventralni strané t¢la a jeji umisténi je dilezitym taxonomickym znakem

(Lastivka et al. 2004, Volf et al. 2007). Hlavni ¢asti téla hlistic popisuje Obr. 1.
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ved

Obr. 1 Zakladni znaky hlistic (RySavy et al. 1989).

A — samec (ventralng), B — samice (lateraln¢). Travici soustava se skldda z dutiny ustni
(k — kapsula), hltanu (h), jicnu (j), stfeva (s) a u samic vytst'uje v rektum (rc) s rektalnimi
Zlazami (rz) a analni otvor (ao). Hlavni strukturou nervové soustavy je nervovy prstenec
(np). Exkrece je umoznéna exkre¢nimi pory (p, ep). Samci vnitini pohlavni organy
sestavaji z chamovodu (ch), varlete (v) a semenného vacku (sv), vnéjsi organy tvori
kaudalni kiidla (kk), gubernakulum (g), spikuly (sp), prekloakalni a postkloakalni papily
(pp, pkp). Sami¢i pohlavni organy jsou vajeéniky (ov — ovarium), vejcovody (vcd),

déloha (ut — uterus) a vulva (vu). Smyslové organy jsou chemoreceptory fazmidy (fa).

Dle vyvojového cyklu rozliSujeme dva druhy hlistic: geohelminty a biohelminty.
U geohelmintl probihd ¢ast zivotniho cyklu ve vnéjSim prostiedi a dospélci parazituji.
Vajicka se dostavaji do vné¢jsiho prostiedi s trusem hostitele a nasledny hostitel se nakazi
S pfijimanou potravou nebo skrz kuzi, kterou parazité provrtaji (Kotrla et al. 1984,
Lastivka et al. 2004). Parazitismus je uzkym vztahem koexistence dvou rtznych

organismi, znichZz parazit ziskava urcit¢é vyhody na Ukor hostitele a je na ném
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metabolicky zéavisly. Hlistice parazituji uvniti t&€l svych hostiteli jako endoparazité
(Horék a Scholz 1998). Biohelminté jsou naopak hlistice s nepfimym vyvojovym cyklem
pies mezihostitele (Kofinkova 2006).

Véda, ktera se zabyva studiem hlistic, se nazyvd helmintologie nebo

nematodologie (Lasttvka et al. 2004).

2.2 Vlasovka slezova

2.2.1 Obecny piehled

Vlasovka slezova — Haemonchus contortus (H. contortus) je celosvétoveé
Soucasné je parazitem, u kterého bylo oznameno vyznamné mnozstvi zprav o vyskytu
anthelmintické rezistence. Tento parazit projevuje velkou ekologickou a biologickou
tvarnost ve schopnosti piekonat neptiznivé podminky vnéjSiho zivotniho prostiedi
i vnitiniho prostfedi v hostiteli (Waller a Chandrawathani 2005). Nejnovéjsim
taxonomickym zafazenim vlasovky je kmen Nematoda, tfida Secernentea a nadceled’
Trichostrongyloidea dle Lastavky et al. (2004).

Identifikace druhu H. contortus od jinych druhd (H. placei ¢i H. similis) je mozna
na zaklad¢ odliSnosti nékterych morfologickych znaki, jako je pocet a uspotadani
kutikularnich hiebent (synlophe), odlisnosti sam¢ich spikul ¢i méfeni tvaru a délky
infekénich larev (Amarante 2011).

Dospélci H. contortus ziji v zaludku prezvykavci, konkrétné ve slezu, a zivi se
krvi z vlasecnic svych hostiteld (Kotrla et al. 1953). Maji vyrazné odlisené pohlavi
(Obr. 2). Samci dosahuji mensich rozméri a maji jednotné rizovocervené zbarveni.
V kaudalni ¢asti téla samcti se nachdzi kopulacni orgdn bursa copulatrix s dvéma
asymetrickymi laloky, které jsou vyztuzeny rizné usporadanymi zebry (Kratochvil 1973,
Kotrla et al. 1984). Naproti tomu samicky jsou vétsi a pohyblivejsi. Jejich zbarveni
pfipomina cervenobilé pruhovani, diivodem je existence stfeva naplnéného krvi, které je
stuzkovité obkruzovano bilymi vajecniky. BliZe ke koncové Casti t€la se nachazi pohlavni
otvor — vulva, ktera je kryta napadnym zahybem vybihajici pokozky, tzv. kutikularni
fasou (Kotrla et al. 1984). Samicka je velice plodna, nebot’ je schopna klast okolo 5 000

vaji¢ek denné, které nasledné odchazeji s trusem hostitele (Silvestre et al. 2002).
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Obr. 2 Rozdily mezi pohlavimi H. contortus (Kratochvil 1973).

A —samec, B — samice, C — parici plachetka samce: bursa copulatrix.

2.2.2 Zivotni cyklus vlasovky slezové

H. contortus ma piimy a relativné rychly zivotni cyklus bez mezihostitele
(Obr. 3). Dospélci Ziji ve slezu hostitelskych zvifat a samic¢ka vyluCuje vajicka, ktera
odchazeji v trusu hostitele. Vajicka maji kulovity az ovalny tvar a postupné se vyvijeji,
svlékaji a tim se pfeménuji na larvalni stadium Lz a Lo, coZ jsou nepatogenni stadia, ktera
jsou citliva na slune¢ni zafeni a vysychani a v piipadé polknuti hostitelem jsou stravena.
Dalsim vyvojem vznika stadium Ls, které je jiz patogenni a invazivni, je tedy schopno se
jako jediné vyvinout po polknuti hostitelem v dospélého Cerva. Toto larvalni stadium
cestuje po vlhkych travinach na pastving a je pozieno hostitelem. NejlepSimi podminkami
pro Sifeni je teplé a vlhké pocasi, ndkaza je nejcastéjsi za destivého pocasi a ranni rosy,
kdy se tyto invazivni larvy mohou snadno pohybovat smérem vzhiru po vlhké trave
a rozlézat se do okoli trusu. Larva také svlecené pokozky neodvrhuje, ale zistava v nich,
a proto ji chrani pfed neptiznivymi podminkami. Tyto larvy tak vydrzi vyschnuti béhem
letnich mésicti a odolaji i zimnimu obdobi se silnymi mrazy (Kotrla et al. 1984).
V hostitelském ptredzaludku bachoru (rumen) se larva zbavuje kutikuly jako pozustatku
z ptedchoziho larvéalniho stadia. Putuje dal$imi ptedzaludky — cepcem (reticulum)
a knihou (omasum) do samotného zaludku, coz je slez (abomasum). Zde se rozviji
V posledni larvalni stadium L4 a vyviji se v dospé€lce, ktery je schopen samostatné

produkce vajicek (Laing et al. 2013).
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Experimentalné bylo prokazéano, Ze interval mezi podanim peroralni suspenze
s infekénimi larvami L3 (tedy v pfirod¢ srovnatelna piirozend nakaza timto larvalnim
stadiem) a vyluCovanim vajicek trusem je v rozmezi 12-27 dni, primérné 21 dni
(Lochmanova 2010). Larvy stadia L4 a dospélci svym sanim krve zpusobuji
hemoragickou gastritidu, otok, hypoproteinémii a anémii. Tato akutni infekce mtize

vyvolat az smrt hostitele (Kotrla et al. 1953, Laing et al. 2013).

Obr. 3 Zivotni cyklus vlasovky slezové (Kotrla et al. 1953).
Dospélec parazituje ve slezu hostitele (ovce, kozy, skot, lesni zver). Samicka produkuje
vajic¢ka (1), z nichz se lihnou larvy stadia L1 (2,3), poté L2 (4). Stadium L3 (5), invazivni

larvy, se dostavaji za vlhka na vrcholky trav a jsou na pastvinach spaseny hostitelem.
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2.3 Hemonchozy

2.3.1 Obecny piehled

Onemocnéni zpiisobend paraziticky zijicimi hlisticemi nazyvame helmintozy
(Vokurka et al. 2007). Druhy jednotlivych onemocnéni pak oznacujeme dle védeckych
jmen paraziti (Lastivka et al. 2004). Vzhledem k tomu, ze H. contortus zije ve svych
hostitelich parazitickym zptsobem Zzivota, zpusobuje onemocnéni, kterd nazyvame
hemonchozy. Ty jsou problémem zejména v tropickych a subtropickych oblastech
s teplym a vlhkym podnebim (Waller a Chandrawathani 2005), nicméné celosvétoveé
Zpusobuji zna¢né hospodarské a ekonomické ztraty v zivoc¢isné vyrob¢, snizuji priristek
hmotnosti zvifat a zvySuji umrtnost skotu a malych piezvykavca (Laing et al. 2013).

Byly provedeny epidemiologické studie, které zkoumaly podminky rozvoje
hemonchézy u ovci. Jako teplotni ukazatel byla ur€ena priimérna meésicni teplota 18 °C
ajako ukazatel vlhkosti byly stanoveny primérné meési¢ni srazky ptiblizné 50 mm
(Waller a Chandrawathani 2005). Zdrojem néakazy jsou Casto pfezimované invazivni
larvy stadia Ls, které jsou schopny ptezit pod snéhem nebo v organismu starSich zvifat
(Slanina et al. 1991). K nakaze hostiteld potravou s infekénimi larvami nejc¢astéji dochazi

na mokrych pastvinach nebo na neudrzované hluboké podestylce (Jagos et al. 1982).

2.3.2 Klinické ptiznaky a diagnoza

Hlavnimi klinickymi pfiznaky hemonch6zy jsou anémie hemoragického
charakteru a slabost kvuli neustale drazdénym a zranovanym mistiim zalude¢ni sliznice
ptisatymi Cervy (Kotrla et al. 1953). Diky témto pfiznakiim je mozné diagnostikovat
napadeni stada parazitem H. contortus i bez dalSiho laboratorniho testovani (Waller
a Chandrawathani 2005). Dalsimi pfiznaky jsou nechutenstvi, bledost sliznic a spojivek,
prijem s vodnatymi pachnoucimi vykaly, hubnuti a kachexie. Rychly pribéh ma toto
onemocnéni u slabych €1 jinym onemocnénim trpicich zvitfat, nebot’ ta hynou béhem
nékolika dni (Jagos et al. 1982). Velice tézce jsou nemoci postizena také jehnata chovana
za Spatnych hygienickych podminek a se Spatnou potravou (Slanina et al. 1991).

Diagnézu hemonchézy je potieba navrhnout na zédkladé klinického nalezu,

nasleduje koprologické vysetieni vyskytu vajic¢ek ¢i larev parazitt v trusu. Toto vySetieni
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je prakticky provedeno odbérem smésného Cerstvého vzorku trusu od 5-10 % zvirat
(Jagos et al. 1982). Kvalitativni vySetfeni na pfitomnost ¢i nepfitomnost vajiek
H. contortus je provedeno napft. flotacni metodou, jejiz princip je zalozen na vyplavani
vajicek na povrch roztoku. Kvantitativni ovoskopickd metoda se naopak pouziva
ke zjisténi poctu vaji¢ek na gram trusu (EPG — Eggs Per Gram) pomoci pocitaci komurky
(Skavova 2013). Dale je mozno kultivovat vaji¢ka a zjistit morfologii invazivnich larev
a stanovit tak diagnézu nakazy konkrétnim parazitem (Slanina et al. 1991,
Coles et al. 2006). Diagn6zu je mozno potvrdit pitvou uhynulych nebo nutné porazenych
zvirat (Jagos et al. 1982).

2.3.3 Lécba hemonchoz

Rizné ptistupy lidské a veterinarni mediciny po celém svété se snazi bojovat proti
helmint6zam. Nejcastéji praktikovanym piistupem V poslednich 40 letech je podavani
1é¢iv ve form¢ farmakoterapie a farmakoprofylaxe (Cvilink et al. 2009).

Z dtivodu vyskytujicich se hemoncho6z ve stddech malych prezvykavcu je nutné,
aby mél kazdy chovatel ptipraven ucinny odéervovaci rezim. Dle mistnich zvyklosti,
dlouhodobého charakteru pocasi a druhového a pocetniho nalezu vajicek parazitt v trusu
je zvolena doba odCerveni, jeho Cetnost a konkrétni 1é¢ivo (Horak et al. 2012). Léciva
proti chorobam zptisobenym parazitujicimi ¢ervy nazyvame anthelmintika. Rozdélujeme
je na anticestoda — 1éCiva proti tasemnicim (Cestoda), antinematoda — I1éCiva
proti hlisticim (Nematoda) a antitrematoda — lé¢iva proti motolicim (Trematoda), toto
rozdéleni plyne z cile jejich hlavniho ptsobeni (Vokurka et al. 2007, Lamka a Duchacek
2014). Je snahou pouzivat anthelmintika bezpecna, vysoce ucinna proti dospelciim i jejich
niz§im vyvojovym stadiim, rychle a uplné metabolizovatelna, aplikovatelnd riznymi
aplika¢nimi  formami, ekonomickd a také kompatibilni s jinymi 1éCivy
(Kuchtik et al. 2007).

Pokud je stanovena diagndza na zdklad¢ klinickych ptiznakii, mélo by byt
provedeno kvalitativni a kvantitativni koprologické vySetieni, které slouzi ke stanoveni
druhu parazitl a poctu vajicek. Teprve poté je indikovano odcerveni pomoci dostupnych
1é¢iv, vhodny preparat je vybran na zaklad¢ zjisténého druhu parazita (Horak et al. 2012).

Z léciv s antinematodnim ucinkem jsou Kk soucasné 1é¢bé pouzivany

3 sirokospektré skupiny: benzimidazoly, imidazothiazoly a makrocyklické laktony.
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Nejnovéji  objevenou  skupinou S antinematodnim  spektrem  jsou  derivaty

aminoacetonitrilu (Lecova et al. 2014).

2.3.3.1 Benzimidazoly

Nejpocetnéjsi a dominantni skupinou antinematod jsou Sirokospektré
benzimidazoly. Jsou odvozeny od sloucenin amidinového a guanidinového typu,
ukterych je amidinova ¢i guanidinovd skupina zapojena do aromatického
heterocyklického uskupeni benzimidazolu (Hartl et al. 2012). Jejich spektrum Géinku je
velmi 8iroké, ptisobi proti hlisticim, tasemnicim i motolicim. Uginkuji na principu
inhibice B-tubulinu, coz jsou organely parazitdrnich bunék, které zajistuji tvorbu
mikrotubuld. Pokud je jejich tvorba inhibovana, poskozuje se celd parazitdrni bunka.
Diky nékolikandsobné vyssi afinité benzimidazolti k buitkkam paraziti nez k bunikdm
zvitat je mozné tato léCiva ucinné¢ davkovat bez vaznych vedlejSich ucinkd.
Anthelmintickd ucinnost je ovlivnéna dobou setrvani dostate¢né koncentrace
anthelmintika v téle 1é¢eného zviiete, avsak pokud jde o polygastricka zvitata jako ovce,
staci jediné podani 1éciva (Lamka a Duchéacéek 2014).

Mezi zastupce této skupiny zafazujeme albendazol, fenbendazol, flubendazol,

mebendazol, tiabendazol, oxfendazol a triklabendazol (Hartl et al. 2012).

2.3.3.2 Imidazothiazoly

Imidazothiazoly jsou skupinou 1é¢iv s vyhradné antinematodnim t¢inkem a jejich
heterocyklicka struktura je odvozena od amidinové vazby v molekule 2-aminothiazolu
(Hartl et al. 2012). Pusobi na neuromuskularni spoje interakci s nikotinovymi
a muskarinovymi receptory a ovliviiuji metabolismus hlistic (Lincova et al. 2007).
Zastupcem této skupiny je racemicky tetramisol, jehoz uc€innost je zcela véazana
na levotocivy izomer levamisol. Ten se po peroralnim podani rychle absorbuje a ptisobi
na gastrointestinalni a plicni parazity prezvykavcu. Davkovani pfipravka s levamisolem
je tfeba volit opatrné, nebot’ zvifata casto na podani odpovidaji ptecitlivélosti

(Slanina et al. 1991).
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2.3.3.3 Derivaty aminoacetonitrilu

Monepantel je nejnovéjsim objevem mezi 1é¢ivy s antinematodnim ucinkem, byl
schvalen pro veterinarni pouziti v roce 2009. Zasahuje Siroké spektrum hlistic a je t¢inny
i proti kmenim rezistentnim na benzimidazoly, imidazothiazoly ¢i makrocyklické
laktony. Je mélo toxicky pro savce a ovce ho vyborné snaseji. Jeho mechanismus u¢inku
spociva ve vazbé na nikotin-acetylcholinovy receptor, coz zptlisobuje spastickou
kontrakci svalstva hltanu s naslednou paralyzou a smrti parazita (Kaminsky et al. 2008).

Dalsim Ié¢ivem této skupiny se stal o rok pozd¢ji schvaleny derquantel, ktery byl
zformulovan do kombinace s makrocyklickym laktonem abamektinem. Tato kombinace

vSak neni UCinnd proti larvalnim stadiim H. contortus, na rozdil od monepantelu

(Kaminsky et al. 2011).

2.3.3.4 Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony jsou 1é¢iva biosyntetického ptvodu, jejichz spektrum
ucinku zasahuje nematoda a ektoparazity, oznaujeme je tedy jako endektocida. Jsou
rozdélovany na avermektiny a milbemyciny (Lamka a Duchacek 2014). Mechanismus
ucinku byl diive chéapan jako stimulované uvolnéni inhibi¢niho mediatoru — Kyseliny
y-aminomdaselné (GABA) znervovych zakonceni excitatnich motorickych neuront
hlistic (Slanina et al. 1991), coz bylo pozd¢ji oznaceno za vedlejsi a mén¢ podstatnou ¢ast
ucinku. Dnes se predpoklada plisobeni na glutamat-receptorové membranové kanaly
pro chloridové ionty, které jsou hojné exprimovany v nervovém systému a svalovych
bunkach hltanu parazita. lvermektin ireverzibilné otvira iontovy kanal a vlivem prostupu
chloridovych ionti dochazi k hyperpolarizaci a nasledné paralyze svali parazita, jeho
imobilizaci a smrti (Volf et al. 2007, Lespine et al. 2011).

Zastupci, které fadime mezi makrocyklické laktony, jsou ivermektin, abamektin,
doramektin, selamektin a eprinomektin ze skupiny avermektini a moxidektin ze skupiny
milbemycint. Tyto dvé skupiny se vyznamné li§i v n€kolika aspektech: maji odlisné
substraty, odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti, stejn¢ jako farmakokinetiku

a farmakodynamické ptisobeni (Prichard et al. 2012).
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2.3.3.4.1 Ivermektin

vvvvvv

Toto antibiotikum ze skupiny avermektinti se Sirokym spektrem ucinku bylo izolovano
jako fermentaéni produkt ptidni aktinomycety Streptomyces avermitilis. Jedna se o smés
22,23-dihydroderivati avermektinu Bia & B1p (Obr. 4).

Obecnym farmakoforem — skupinou zodpovédnou za ucinek a vazajici se
na cilovou strukturu je u IVE 16¢lenny laktonovy kruh spojeny s benzofuranem
a spiroketalem. Cilovou strukturou jsou receptory spojené s membranovymi kanaly
pro chloridové ionty v bunkach paraziti. IVE plsobi systémové, musi tedy prochézet

tkanémi hostitele, az se dostane na misto G¢inku v parazitovi (Prichard et al. 2012).

Obr. 4 Molekula ivermektinu (Ministerstvo zdravotnictvi CR 2009).
Pokud je R = CH2-CHeg, jedna se o dihydroderivat avermektinu Bia.

Pokud je R = CHjs, jedna se o dihydroderivat avermektinu Bip.

IVE byl uveden na trh v roce 1981, od té doby se po dlouhy ¢as neobjevilo zadné
l1é¢ivo s anthelmintickym uc¢inkem, které by bylo uvedeno do praktického uZzivéni,
s vyjimkou monepantelu (Kaplan a Vidyashankar 2012). IVE puasobi na dospélce
i larvalni stadia mnoha druhi hlistic, které zpusobuji zalude¢ni, stfevni a plicni
nematoddzy. Je uéinny také proti ektoparazitickym ¢lenoveim (USKVBL [online]).

Za hlavni misto uc¢inku IVE se povazuje hltan hlistic, jehoz funkce jako svalového organu
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ajako ,,pumpy“ je u dosp€lcti inhibovana a u larev dochazi k zastaveni vyvoje
(Demeler et al. 2013).

IVE je indikovan k 1é¢bé parazitarnich onemocnéni skotu, ovci, koz, prasat, koni
a sparkaté zvéie. Je kontraindikovan u laktujicich dojnic a bahnic, pokud je mlé¢ko ur¢eno
pro lidskou spottebu, stejné tak je kontraindikovano jeho intramuskularni a intraven6zni
podani. Nevyhodou jsou dlouhé ochranné lhiity — pro maso ovci ¢i prasat ¢ini ochranna
lhtita 28 dni, pro maso skotu 49 dni.

IVE se podava injek¢né piisné subkutanné do volné kuze pied nebo za lopatkou
zvitete a perordlné individualné ¢i hromadné v davce 0,2-0,3 mg/kg zivé hmotnosti.
Aby byla zajisténa spravna davka, musi byt stanovena hmotnost zvifete co nejpiesnéji

(Lamka a Duchéagek 2014, USKVBL [online]).

2.3.4 Prevence hemoncho6z a nematodoz

Kazdé vazné napadeni stada parazity a nasledné propuknuti nemoci u zvifat je
Spojeno s vyznamnymi pfimymi i nepfimymi ztratami. Mezi pfimé ztraty pocitame tthyn
zvitete ¢i jeho nutné usmrceni a sniZzeni kvality masa. Neptimé ztraty U stdd malych
pfezvykaveli zahrnuji snizujici se pfiristky véhy, zaostdvani mlad’at ve vyvinu
a predevsim snizeni produkce masa, mléka a vIlny. Onemocnéni ma casto vliv
na reprodukci, nebot’ se vyrazné sniZzuje plodnost. Zvitata jsou také vice vnimava k jinym
onemocnénim, coZ muze vést k rozvoji infek¢nich i neinfek&nich nemoci a sekundarnimu
zvySenému uhynu (Horak et al. 2012). Zvlasté postizena jsou mlada zvitata, naopak starsi
ovce mohou byt odoInéjsi a stavaji se nosi¢i parazit (Jagos et al. 1982).

Pro zabranéni vzniku ¢i Sifeni parazitdrnich onemocnéni by méla byt dodrzovana
nékterd preventivni opatfeni. Chovatelé by méli zabranit vypuknuti té€zkych invazi ¢asti
nebo celého stada, nebot” disledkem jsou casté thyny zvifat. Méli by vyvinout snahu
minimalizovat dopady parazitdz na uzitkovost zvitat. Dale je Zadouci snizit kontaminaci
pastvin vyvojovymi stadii paraziti. U¢innost odderveni je nutné sledovat pomoci
koprologickych vysetreni (Kuchtik et al. 2007).

V piipadé¢ geohelminti je nutno zabrénit jejich rozSifeni v prostiedi.
Nedoporucuje se hnojit fekaliemi pfimo, ale az poté, co jsou napi. kompostovanim

inaktivovana vyvojova stadia parazita (Volf et al. 2007).
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Vyhodné je také hnojit pastviny dusikatymi hnojivy a stfidat mista, na kterych
jsou zvifata pasena. Pokud naptiklad po dobu jednoho roku 1/3 pastvin neni spéséana,
ale pouze sekdna, mize na jejich povrchu pusobit ultrafialové zafeni a dochazi tak
k pieruseni vyvojovych cyklu parazitt, ktefi Ziji jako geohelminté. Larvy na této Casti
pastviny umiraji a tato pastvina je tak v dal$im roce vhodna pro mlada jehnata nebo
pro stado, které pravé prodélalo od¢erveni (Kuchtik et al. 2007).

Pozornost by také méla byt vénovana péci o zdravi ovci. Chovatelé by méli
zabezpecit vyrovnanou vyzivu stdda, odd€leny chov jehnat a idealni hygienické
podminky v prostfedi ¢astého pobytu zvifat, jako jsou prostory pro ustajeni zvifat, ovCiny,
vybéhy, napajedla a pristiesky na pastvé. Nutnosti je aktivni kontrola zdravi a kvalitni
diagnostika v ramci prevence (Jagos et al. 1982).

V soucasnosti byla pfipravena a registrovdna vakcina Barbevax, ktera se dostava
do praktického uzivani v Australii. Jednd se o 4-5 subkutannich injekci proteinovych
antigend dospélych cervi, které je mozno podat jehiatim i dospélym oveim v roénim
obdobi nejvétsiho rizika nakazy. Od tieti aplikace je zajiSténa Sestitydenni protilatkova
ochrana a aplikace je nasledné v téchto intervalech jesté jednou ¢i dvakrat zopakovana.
Je mozné, zZe se tento nastroj profylaxe hemonch6z rozsiti i do téch oblasti svéta, kde je
vsoucasné dobé velkym problémem = nartstajici rezistence na  1éCiva

(WormBoss [online]).

2.4 Lékova rezistence

Rezistence parazita na anthelmintika (helmintorezistence) je dnes celosvétovym
problémem, je rozsifena v chovech hospodaiskych zvitat a stale nartsta. Rezistence
komplikuje 1é€bu parazitarnich infekci, nebot’ mnoZzstvi dostupnych anthelmintickych
prostiedk je relativné nizké, 1é¢iva jsou pouzivana uz dlouho a jejich G¢innost klesa
(Cvilink et al. 2009). Byla popsana jako situace, pii které normalni davka lé¢iva nezajisti
dislednou redukci dospélych ¢ervi ¢i jejich vylucovanych vajic¢ek (Silvestre et al. 2002).
Rezistentni populace cervii je na rozdil od normalni populace schopna tolerovat
standardni davku 1é¢iva a rezistence se dédi do dalsi generace (Coles et al. 2006). Jedna se
0 sniZeni uc¢inku 1é¢iva z davodu vyvinuti odolnosti piivodce nemoci, vii¢i kterému je
1é¢ivo namifeno. Rezistence vznika selektivnim rozmnoZenim jedinci, ktefi jsou schopni

pomoci urcitych obrannych mechanismii piezit v dané koncentraci 1éCiva.
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Protoze rezistence vyznamné ohrozuje Uc¢innost 1é¢by, jsou celosvétové zkoumany
mechanismy vzniku rezistence, tedy zptisoby obrany ptivodcti onemocnéni vic¢i ptisobeni
1é¢iv a mechanismy vyvoje rezistence, tedy faktory, které usnadni vybranym ptavodctim
prezit 1é¢bu (Skalova et al. 2011).

Dulezitym rozpozndvacim klinickym ptiznakem pravé probihajici hemonchdzy
hospodaiskych zvifat je anémie, ktera se projevuje bledosti sliznic. Pro diagnostiku
stupn¢ parazitdrniho napadeni a znc¢ho plynouciho anemického utrpeni zvirat
a pro stanoveni nutnosti od¢erveni byl vyvinut syst¢tm FAMACHA. Diky barevné karté
poukazujici na rizné bledou sliznici dolniho vicka oka mohou byt rozlisena zvitata,
ktera jsou schopna se s infekci vyrovnat, na rozdil od zvitat tézce trpicich anémii, ktera je
nutno 1écit. Praktickym vystupem pouzivani této metody je 1écba pouze téch zvitat, kterd
1é¢bu potiebuji. Tim se snizi naklady na 1écbu a také se zabraiuje selekénimu tlaku na
dospélce H. contortus a s nim souvisejicimu rozvoji rezistence (Van Wyk a Bath 2002).

Rezistence byla dnes prokazana u vSech skupin anthelmintik a v nékterych
stddech se objevila také multirezistence jednoho kmene parazita na mnoho skupin
anthelmintik (Lecova et al. 2014). Problém by mohla vyfesSit nové objevena 1é¢iva
s anthelmintickym ucinkem. Vyvoj lé¢iva nové struktury je vSak nesmirné ndkladny,
stejné jako dlouhy proces jeho zavedeni do praktického pouzivani. Predpokladem je také
jeho vyssi cena ve srovnani s 1é¢ivy starSimi (Kaplan a Vidyashankar 2012).

Poslednim takto objevenym lécivem Vv ndvaznosti na ndrist rezistence na béZna
anthelmintika byl do praktického pouzivani zaveden monepantel. Avsak béhem méné nez
4 let jeho uzivani postupné klesala jeho u¢innost a také byla v n€kolika oblastech svéta
zdokumentovana rezistence (Lecova et al. 2014).

Vyznam lékové rezistence je dnes veliky, pfesto ale stale existuje jen ¢astené
pochopeni molekularnich a genetickych mechanismii rezistence. Je nejasné, které mutace
nejvice prispivaji k fenotypu rezistence a jak vznikaji rezistentni alely, které se poté Sifi

mezi parazitickou populaci (Gilleard 2006).

2.4.1 Faktory rozvoje rezistence

Hlavnim faktorem rozvoje anthelmintické rezistence je selekéni tlak vyvijeny
na pitvodce onemocnéni, kterym preziva rezistentni populace. Tito parazité se vyznamné

podileji na sloZeni nésledujici generace. Tento selekéni tlak vznika vysokou frekvenci
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pouzivani anthelmintik v 1é¢bé, ale neni to jediny dostatecny faktor vedouci k vzniku
helmintorezistence. Ptispivajici faktory vzniku helmintorezistence ovci a koz zkouma
napi. Silvestre et al. (2002).

Jednim z faktorti je poddavkovani téch anthelmintik, jejichz davka je zavisla
na télesné hmotnosti. Poddavkovani nastava, pokud hostitel dostane davku, ktera se dle
doporuceni vyrobce ma odvijet od zjisténé té¢lesné hmotnosti, ale skute¢n¢ podana davka
je mens$i. Divodem nizS§i podané davky byva nespravny odhad télesné hmotnosti
hostitele.

Dalsim faktorem je opakované podévani anthelmintik stejné skupiny po dobu
I nékolika let. Dochazi tak k uc¢inné selekci jedné subpopulace parazitl, ktera je schopna
prezit v ptitomnosti konkrétniho typu 1é¢iva (Silvestre et al. 2002).

Vyznamnym faktorem je také nacasovani lécby, se kterym souvisi velikost
populace infek¢énich stadii larev na pastvinach. Nejcastéjsi provedeni odcerveni bylo
doporucenim pro farmaie bylo, aby na ¢asti pastvin nepasli, pouze je sekali, a tak mohlo
dojit k vyhubeni veskeré populace infek¢nich larev. Tato pastvina by tak byla vhodna
pro prvni pastvu stada po odcerveni (Kuchtik et al. 2007, Horak et al. 2012).
Tato strategie se zda byt vhodnou k omezeni nakazy parazity. Silvestre et al. (2002) vSak
upozorfiuje, ze tak dochdzi k snadnému selekénimu tlaku rezistentnich dospélcd,
kteti jedini pieZili anthelmintickou lécbu. Stavaji se tak jedinou populaci nasledné
generace a snadno produkuji rezistentni vajicka, ¢imz dochdzi k rozsifovani rezistence.
Naopak, kdyby byli hostitelé vypusténi na pastvinu, kde se nachazeji volné zijici stadia
paraziti, sice by doslo po provedeném odcerveni K jejich opétovné nakaze, ale selek¢ni
vyhoda dané dospélciim, kteti prezili 1é€bu, by nestacila, aby produkovali velké mnozstvi
vaji¢ek nebo se stali jedinou parazitarni populaci svého hostitele.

Nejucinngjsi cestou k omezeni vzrustajici anthelmintické rezistence je sniZeni
selek¢éniho tlaku 1é¢iv a optimalni nacasovani podani 1éCiv, tak aby se maximalizovala
jejich Gc¢innost. Také 1éba nejpravdépodobnéji napadenych hostiteld misto celého stada
vede ke snizeni selekéniho tlaku na celou parazitickou populaci (Silvestre et al. 2002).
Samoziejmosti je také spravny vybér anthelmintika a jeho aplikaéni formy

(Lecova et al. 2014).
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2.4.2 Mechanismy vzniku rezistence

U plivodct onemocnéni dochdzi k vyvoji mnoha zpisobt, kterymi jsou schopni
prezit kontakt s léCivem. Tyto mechanismy mulzeme rozliSit na farmakodynamické
a farmakokinetické (Skalova et al. 2011).

Mezi farmakodynamické mechanismy fadime zmény struktur nebo poctu (zvyseni
poctu) cilovych makromolekul, se kterymi IéCivo interaguje, naptiklad proteiny
nebo receptory.

Mezi farmakokinetické mechanismy fadime ovlivnéni koncentrace 1éciva
v kone¢nych bunkach pilivodce, a to napfiklad omezenim vstupu 1é¢iva do bunky
(existence efluxnich mechanismi), zrychlenim metabolismu a deaktivace 1éCiva
(zvySenou aktivitou enzymi, které metabolizuji 1é€ivo), nebo zrychlenim eliminace
lé¢iva (Skalova et al. 2011).

Enzymy, které metabolizuji 1é¢ivo, jsou transportni proteiny a biotransformacéni
enzymy. Pokud jsou zvySené exprimovany =z divodu jejich indukce, dochazi
k docasnému zvySeni jejich aktivity, tedy rychlej$i metabolizaci, deaktivaci ¢i eliminaci
lé¢iva. Dochazi ke snizeni koncentrace 1é¢iva v hostiteli a odolnéj$im pivodcim
onemocnéni je tak umoznéno preziti a v nasledujici generaci rozmnozeni této rezistentni
¢asti populace. Naopak trvalé zvySeni aktivity metabolizujicich enzymt se promita
do dalsi generace ptivodcti onemocnéni a jedna se o amplifikaci genu nebo mutaci v genu
¢i regulaéni oblasti pro dany enzym ¢i transportér. ZvySend aktivita biotransformac¢nich
enzymi miiZze byt nejen mechanismem lékové rezistence, ale také jednim z determinantt
usnadiiujicich vznik rezistence jinym mechanismem. Dusledkem zvySeni aktivit vice
enzymi metabolizujicich 1é¢iva mize byt multirezistence, tedy rezistence vici 1é¢iviim,
které maji riiznou strukturu i mechanismus u¢inku (Skalova et al. 2011).

Zvyseni aktivity ur€itého enzymu, ktera je vysledkem zvySeni syntézy enzymu
¢i snizeni jeho degradace, oznacujeme jako indukce. Naopak sniZzeni aktivity urc¢it¢ho
enzymu oznacujeme pojmem inhibice.

Zasadnim krokem pro pochopeni mechanismt lékové rezistence je studium
struktury, aktivity a regulace transportnich proteinti a biotransformacnich enzymu 1é¢iv

U ptivodct onemocnéni.
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2.4.3 Testovani anthelmintické rezistence

Pro detekci anthelmintické rezistence byly vyvinuty nékteré testy, tim
nejvyznamnéj$im Ve veterinarni oblasti rezistence hlistic je FECRT (The faecal egg count
reduction test) — test redukce poctu vajicek v trusu, ktery byl stanoven Svétovou asociaci
pro pokrok ve veterinarni parazitologii (WAAVP). Muze byt pouzit pro v§echny skupiny
anthelmintik. Prakticky je provadén tak, ze po stanovené dob¢, ktera zavisi na pouzitém
anthelmintiku, jsou pocitana vajicka v trusu a srovnavana s nalezem pred 1écbou.
Naptiklad u IVE jsou vajicka spocitana 14—17 dni po 1écbé. U anthelmintika, které je plné
ucinné, nesmi prezit zadny Cerv, naopak malé procento prezivsich ¢ervli miize znamenat
problém zalinajici rezistence. Redukce vice nez 95 % vajicek v trusu danym
anthelmintikem naznacuje, Ze uzivani anthelmintika je stale prospésné, naopak mensi
ucinnost naznacuje rozvoj rezistence, ktera je zcela jistd pfi redukci méné nez 90 %
vajic¢ek (Coles et al. 2006).

Pro detekci rezistence na benzimidazolova anthelmintika (napf. thiabendazol) byl
vyvinut EHT (Egg hatch test — test lihnuti vajicek) a LDT (Larval development test — test
vyvoje larev) ¢i jeho obdoba MALDT (Microagar larval development test — test vyvoje
larev na mikroagaru) pro detekci rezistence na benzimidazoly a levamisol. Tyto testy
sleduji vliv anthelmintika na fyziologické funkce parazita — zkoumaji lihnuti vajicek
¢i vyvoj larev L3 z vaji¢ek v urcitych koncentracich anthelmintika. Na konci testu mohou
byt vylihlé larvy pouzity ke zjisténi druhu parazita (Coles et al. 2006).

Pro testovani rezistence na makrocyklické laktony doneddvna nebyly zadné
uspokojivé testy, s vyjimkou FECRT (Coles et al. 2006). Dnes vsak jsou vyvijeny testy,
které modifikuji vySe uvedené testy tak, aby je bylo vhodné pouzit pro sledovani
rezistence na makrocyklické laktony. Prvnim testem je LDA (larval development assay),
ve kterém se méfi inhibi¢ni u¢inek anthelmintik na vyvoj hlistic od vajicka ptes larvalni
vyvojova stadia az po infekéni stadium L. Méfi se pomér nevyvinutych stadii (vajicka,
L1 a Lo larvalni stadia) vci vSem stadiim. Druhym testem je LMIA (the larval migration
inhibition assay), ve kterém je sledovan vliv riznych koncentraci anthelmintika na svaly
parazita a souvisejici neuromuskularni spoje. Inhibi¢ni vliv se projevi tak, ze mrtvé larvy
nejsou schopny projit nylonovym sitem, na rozdil od aktivnich larev
(Demeler et al. 2013).

Velka ¢ast ze soucasné znalosti moznych mechanismti anthelmintické rezistence

je zaloZena na studiu tzv. kandidatnich genil, coz jsou geny, u kterych je dle urcitych
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hypotéz odhadnuto, zda by mohly byt zapojeny v procesu vzniku ¢i rozvoje rezistence.
Provedenim nasledné experimentalni prace je hypotéza testovana a hleda se, zda existuje
pricinna souvislost mezi polymorfismem kandidatnich genli a fenotypem rezistentnich
parazitl. Takto je moZno postupovat v ptipadé srovnani citlivé a rezistentni populace
nebo je sledovana selekce rezistentnich kment uméle, prostiednictvim experimentalni
nakazy (Gilleard 2006).

Dalsi moznosti je testovani molekularniho zdkladu rezistence pomoci PCR,
coz bylo detailné popsano pro rezistenci na benzimidazoly. Tyto testy se zdaji byt
dilezitymi pro testovani rezistence na makrocyklické laktony, u kterych maji rizné druhy
hlistic rizné mechanismy, kterymi jsou schopny se vyhnout anthelmintickému vlivu

téchto 1é¢iv (Coles et al. 2006).

2.4.4 Rezistence na makrocyklické laktony, IVE

Nejvice byla zkouména rezistence mnoha druhii hlistic na benzimidazolova
anthelmintika, ktera jsou v praktickém pouzivani po nejdelsi dobu, a je vSeobecné
pfijimano, ze hlavni roli hraje mutace v genu pro izotyp 1 B-tubulinu. Tento objev byl
proveden na zadklad¢ studia kandidatnich genii. Zdkladem se stala silnd hypotéza, kterd se
odrazila od mechanismu u¢inku benzimidazolt. B-tubulin byl znam jako hlavni cilové
misto plisobeni benzimidazold, bylo zjisténo, Ze mutace v lokusu tohoto genu dévaji
vzniknout vysokému stupni rezistence. Dnes je vsak jasné, ze mutace v genu B-tubulinu
neni jedinym zdrojem rezistence. A pokud bylo zji§téno, Ze inhibitory P-glykoproteinu
nebo cytochromu P450 mohou zvysit citlivost hlistic k benzimidazoliim, je zde naznacena
moznost, ze metabolismus 1é¢iv a jejich eflux mohou hrat roli v rezistenci
na benzimidazoly (Gilleard 2006).

Zatimco rezistence k benzimidazolim nebo levamisolu je u hlistic zaloZena
na jednom ¢i dvou mechanismech, rezistence na skupinu makrocyklickych laktont se zda
byt vice komplexni (Gill a Lacey 1998) a zalozend na mutaci vice alel v n€kolika
lokusech, kter¢ tak pfispivaji k rezistentnimu fenotypu (Gilleard 2006).

U mnoha genid H. contortus bylo poukazovano mozné prispéni k vzniku
rezistence, jejich skute¢ny vyznam vSak neni znam. Byl aplikovan stejny ptistup vybéru
genli povazovanych za potencialné zapojené v mechanismu vzniku rezistence,

ale vysledky byly nejednoznac¢né, na rozdil od vysledku pro rezistenci na benzimidazoly.
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Byly zkoumany geny pro podjednotky glutamat-receptorovych chloridovych
kanalt (GluCla), GABA kanalti ¢i aminokyselinovych membranovych aniontovych
kanali. Bylo navrzeno mnoho gent u jinych hlistic, napf. u Onchocerca volvulus se
ukazaly byt pod selekci vlivem IVE geny pro P-glykoprotein ¢i ABC (ATP-binding
cassette) transportéry. Navzdory mnoha nezavislym studiim, které vyuzivaly piistupu
kandidatnich gent, nebyl zatim identifikovan jasny hlavni gen, ktery je zodpovédny
zarezistenci hlistic na makrocyklické laktony. Divodem miize byt, Ze informaci
pro vybér kandidatnich geni studia rezistence na makrocyklické laktony je mén¢ a neni
pro mozny rozvoj rezistence. Kli¢ové dikazy, na kterych jsou zalozeny ptedpovédi,
pochazeji z pochopeni zpusobu ucinku IVE a znalosti téch gend, které u C. elegans
mohou vést k vzniku rezistence na IVE (Gilleard 2006).

Klic¢ovou praci v procesu poznavani mechanismu rezistence byla studie rezistence
IVE u C. elegans zvetejnéna Dentem et al. (2000). Bylo demonstrovano, ze soub&zné
mutace ve 3 genech (avr-14, avr-15 a glc-1) kodujicich o-podjednotky
glutamat-receptorovych chloridovych kanali v hltanovém svalu ¢i  neuronech
regulujicich faryngedlni funkci zplsobi vysokou uroven rezistence k IVE,
zatimco mutace jen dvou z nich nikoli. Interakce IVE s kteroukoli z téchto podjednotek
inhibuje hltanovou pumpu, proto kazdy ztéchto genti ponechava IVE citlivost
ajednotliva mutace nezplsobuje rezistenci. Je navrhovano, Ze je potieba
mnohonasobnych mutaci v nezavislych cilovych genech C. elegans, aby se dosahlo
vysoké urovné rezistence.

Rezistence paraziti na makrocyklické laktony je celosvétové rozsifena, byla
prokdzana u avermektint i moxidektinu. Existuje urcity stupen zkiizené rezistence na tyto
dve skupiny, nicméné tato rezistence neni totozna. Pokud byla zaznamenana rezistence
na IVE, moxidektin m¢l ¢asto zachovanou Gc¢innost (Prichard et al. 2012).

Déle byla pozorovana snizena citlivost n€kterych druhti hlistic na inhibici vyvoje
larev a jejich motility, coz je G¢inek makrocyklickych laktont (Gill a Lacey 1998).
V né¢kterych studiich byl poukazan vliv MDR (multidrug resistant) ABC transportéra
ve vzniku rezistence hlistic k makrocyklickym laktoniim, pfedev§im IVE. Pokud jsou
tyto transportéry zvySené exprimovany, dochazi k vyluovani IVE z buiiky, ve které ma
pusobit, a nasledn¢ tedy k selhani terapie (Lespine et al. 2011). Mechanismy rezistence

u IVE tedy ziejmé& mohou byt spojeny s velkym poctem rtiznych genti (Gilleard 2006).

28



2.5 Biotransformacni enzymy xenobiotik u hlistic

Existuje mnoho mechanismt 1ékové rezistence helmintii na bézné pouzivana
anthelmintika, nékteré byly pochopeny, nékteré jsou zkoumany a mnohé dalsi ztstavaji
stale neobjasnéné. Nedavno bylo poukazano na to, ze vyvoj 1ékové rezistence mize byt
Caste¢né zavisly na vzniku nékterych obrannych mechanismt helminti, které je chrani
pted potencialné toxickym pisobenim xenobiotik, tedy i anthelmintik. Jedna se o systém
enzymi a transportérd, pomoci kterych parazité metabolizuji xenobiotické slouceniny
a preménuji je tak na polarni metabolity, které je jednodussi vyloucit z téla. Timto
zpusobem se zbavuji potencialné skodlivych latek. Vyskyt a aktivita biotransformacnich
enzymu uréuje cestu a miru metabolizace xenobiotik v organismu parazita.
Biotransformaéni enzymy tak ovliviiuji biologicky ucinek daného 1éCiva, v pripadé
anthelmintik ovliviiuji t¢innost farmakoterapie helmintdzy (Cvilink et al. 2009).

Metabolismus xenobiotik je dnes rozd€lovan do 3 fazi. Enzymy, které
metabolizuji xenobiotika, zafazujeme mezi enzymy I. nebo II. faze biotransformace
a mezi efluxni transportéry. Tyto enzymy sniZuji i€¢inek anthelmintik v télech hlistic tim,

Ze je preménuji na méné ucinné metabolity (Matouskova et al. 2016).

2.5.1 1. faze biotransformace

Prvni faze zpracovani xenobiotika, které se vyskytne v organismu parazita,
zahrnuje chemické reakce jako je oxidace, redukce nebo hydrolyza 1éCiv, tak aby
vysledkem této reakce bylo odkryti ¢i vsunuti urcité hydrofilni skupiny do struktury
xenobiotika (Cvilink et al. 2009).

I endogennich substratll jsou ve vSech zivych organismech pfitomné enzymy systému
cytochromu P450 (CYP), kterych bylo V bakteriich, houbach, rostlinach, hmyzu
a obratlovcich identifikovano a do rodin a podrodin klasifikovano obrovské mnozstvi
(Ltllmann et al. 2012). Tyto enzymy jsou zapojeny vV metabolismu steroidt, retinoidu,
prostaglandint a mastnych kyselin a umoziuji detoxikaci exogennich substrati véetné
1é¢iv (Laing et al. 2015). Mnoho let panovaly domnénky, Ze jsou parazitické hlistice
prosty oxidativniho metabolismu pomoci CYP. Diky rozvoji genetickych analyz vSak

byly nakonec geny kodujici enzymy rodiny CYP objeveny také v genomu C. elegans,
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ato dokonce pies 80 genu (Cvilink et al. 2009, Laing et al. 2015). Byly zahrnuty
do podrodiny CYP35 a byla zjisténa jejich indukovatelnost po vystaveni vlivu nékterych
xenobiotik (Menzel et al. 2005). V genomu H. contortus bylo objeveno 42 genu
kodujicich CYP. Enzymy rodiny CYP se bézn¢ podileji na oxida¢nich reakcich substratu,
jako je hydroxylace, dealkylace, epoxidace, dekarboxylace ¢i isomerizace, ale také
vystupuji jako peroxidasy ¢i reduktasy (Matouskova et al. 2016).

Dalsimi enzymy jsou flavin monooxygenasy (FMOs), které oxiduji velké
mnozstvi xenobiotik, zejména pokud substrat obsahuje nukleofilni atom dusiku nebo siry.
Geny, které koduji tyto enzymy, byly nalezeny v genomu C. elegans (Cvilink et al. 2009).

Nakonec budou zminény peroxidasy jako ptidatna skupina oxida¢nich enzyma.
Diky t€émto enzymiim jsou parazité schopni se branit piisobeni reaktivnich forem kysliku
(ROS), které jsou produkovany hostitelem jako reakce na pfitomnost parazita. Z této
skupiny byla nalezena protektivni role katalasy a glutathion peroxidasy u dospélct
H. contortus (Cvilink et al. 2009).

Enzymy, které se staraji o redukcni reakce, patifi do proteinovych tiid
dehydrogenas/reduktas: SDRs (short-chain dehydrogenases/reductases) a AKRsS
(aldo-keto reductases). Substraty dehydrogenas/reduktas jsou vedle xenobiotik také
mnohé endogenni substraty. Reduktivni biotransformaci vznikaji alkoholy, aldehydy
a ketony. Na rozdil od oxida¢nich enzymu byly redukéni enzymy znamy u hlistic
mnohem dfive a také byly hojné studovany — napi. redukce sloucenin nesoucich
karbonylovou skupinu pomoci enzymu vlasovky slezové. Jedna se o hlavni deaktivaéni
cestu, kterd chrani organismus parazita pied toxickym vlivem reaktivnich aldehyda
a ketonil, coz mlize také znamenat snizeni i€¢inku anthelmintik, které nesou karbonylovou
skupinu (Cvilink et al. 2009).

Enzymy, které zabezpecuji hydrolytické reakce, nazyvame hydrolasy. Jejich
hlavni funkci je metabolismus endogennich latek, ale mohou také katalyzovat hydrolyzu
xenobiotik s cyklickou strukturou, strukturou esteru ¢i amidu. Ptikladem téchto enzymu
je acetylcholinesterasa nebo peptidasa. Tato skupina enzymd je u hlistic hojné zastoupena
(Cvilink et al. 2009).
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2.5.2 11. faze biotransformace

Ve druh¢ fazi prochédzeji xenobiotika nebo jejich metabolity vzniklé v I. fazi
konjugacni reakci s endogennimi slou¢eninami, jako je glutathion, kyselina glukuronova,
aminokyseliny nebo sulfat. Zavedenim hydrofilni ionizovatelné funkéni skupiny
do molekuly xenobiotika se tak stavaji vyrazné polarnimi a snadno ledvinami
exkretovatelnymi (Cvilink et al. 2009).

Diilezitou skupinu enzymt, které jsou zapojeny v druhé fazi biotransformace
xenobiotik, ptedstavuji UDP-glykosyltransferasy (UGT). Tyto enzymy pfipojuji
K substratim kovalentni vazbou cukry ve formé aktivovanych uridindifosfati (UDP),
napt. UDP-glukosu, UDP-glukuronovou kyselinu nebo UDP-N-acetylglukosamin.
Substraty pro UGT jsou xenobiotika nebo latky télu vlastni, které nesou alkoholickou,
fenolickou, thiolovou, aminovou, karbonylovou ¢i karboxylovou funkéni skupinu.
V genomu H. contortus bylo nalezeno 34 geni kodujicich UGT (Matouskova et al. 2016).
U tohoto parazita se nejspise jedna o UDP-glukosyltransferasy, nebot’ kdyz byla
provedena studie metabolizace benzimidazolovych anthelmintik flubendazolu
aalbendazolu, byly nalezeny pouze metabolity obsahujici navazanou glukosu,
nikoli kyselinu glukuronovou (Vokial et al. 2012, Vokial et al. 2013b).

Ve vSech Zivych organismech nalezenymi a nejvice zkoumanymi konjuganimi
enzymy jsou glutathion S-transferasy (GST), které do molekuly substratu zavadéji
glutathion a tim chrani biomolekuly ptfed Skodlivym plisobenim elektrofili.
Tyto konjugaéni enzymy byly nalezeny v genomu C. elegans i H. contortus a byl objeven
vztah mezi nimi, coZ dobfe doklada fylogenetickou piibuznost téchto dvou paraziti
(Cvilink et al. 2009).

Mezi dalsi konjugaéni cesty fadime konjugaci s aminokyselinami, acetylaci
pomoci N-acetyltransferasy a sulfataci sulfotransferasou (SULT). Tyto méné vyznamné
konjugacni cesty byly zatim dokumentovany jen u nékterych hlistic, acetylace byla
napiiklad nalezena u C. elegans, diky jejimuz genomu by také mohla byt pfedpovézena

ptitomnost konjugacnich enzymui u ostatnich hlistic (Cvilink et al. 2009).
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2.5.3 111. faze biotransformace

Soucasné prameny uvadéji také treti fazi metabolismu xenobiotik, ve které se déje
aktivni transport substrati, metabolitl ¢i konjugati skrz membrany, nebot” hydrofilni
molekuly nemohou projit lipidovou membrdnou. Tento proces zajiStuji specialni
proteinové transportéry, napi. ABC transportéry, které zprostiredkovavaji eflux
xenobiotik a latek t€lu vlastnich, pfikladem takového transportéru je P-glykoprotein.
V genomu C. elegans bylo objeveno 60 geni, které koduji proteiny tvofici
ABC transportéry. P-glykoprotein jako hlavni efluxni pumpa byl identifikovan jak
u C. elegans, tak u H. contortus, u naposledy zminéného parazita byly tyto transportéry
nalezeny ve tkéni podél gastrointestinalniho traktu, a to nejvice v hltanu a pfedni ¢ésti

stieva (Cvilink et al. 2009).

2.5.4 Vliv biotransformacnich enzymu na rozvoj rezistence

Pokud dochazi ke zvysenému kontaktu organismu hostitele s xenobiotikem, mize
se organismus hostitele branit proti chemickému stresu zvySenim aktivity
biotransformaénich enzymu. Dé&je se to pomoci zvySené exprese genu pro dany enzym
a vysledkem je rychlejsi metabolizace 1é¢iva a snizeni jeho hladiny v organismu hostitele.
Tato niz$i hladina mtize zpisobit selhani farmakoterapie, nebot’ ¢im je hladina 1é¢iva
niz8i, tim ma parazit vyS$i Sanci na preziti. Je dobfe znamo, Ze jiz kontakt parazita
s nizkymi davkami anthelmintika vede k aktivaci obrannych mechanismi parazita
a nasledné redukci citlivosti parazita na 1é¢ivo. Indukce hostitelskych biotransformacnich
enzymu tak mulze nepiimo pfispét krozvoji parazitarni 1ékové rezistence
(Skalova et al. 2011).

Druhou cestou pak je zvySeni aktivity biotransformacénich enzymu parazita.
Bylo zjisténo, Ze  zastupce milbemycini  moxidektin  je = metabolizovan
biotransforma¢nimi enzymy CYP u H. contortus, ale byl nalezen pouze jediny metabolit
(Alvinerie et al. 2001). Metabolismus IVE pomoci biotransformac¢nich enzymi potvrzen
nebyl (Vokial et al. 2013a). Hlavni roli v eliminaci makrocyklickych laktond tedy
u parazita nehraje biotransformace pomoci biotransformac¢nich enzymu 1. a II. faze,
ale pravdépodobné¢ transport pomoci efluxnich proteini. Byl prokazan vliv

ABC transportéri, jako je P-glykoprotein (Prichard et al. 2012, Godoy et al. 2016).
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Vedle toho ale studiem exprese nékterych gent pro P-glykoprotein u dospélct H.
contortus rezistentnich na ptsobeni IVE nebyl pozorovan signifikantni rozdil v expresi
ve srovnani s populaci citlivou na IVE (Williamson a Wolstenholme 2012).
Proto z davodu stale nepiiliS zndmého mechanismu rezistence H. contortus na
anthelmintika skupiny makrocyklickych laktonil je studium exprese kandidatnich genti

cestou volby.
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3. CILE PRACE

Cilem této prace bylo zjistit, jaky vliv ma kratkodoby kontakt anthelmintika IVE
na dospélce hlistic rodu H. contortus, a to konkrétné na genovou expresi vybranych geni,

které koduji biotransformacni enzymy CYP a UGT.
Préace zahrnovala tyto dil¢i cile:

- Zpracovat biologické vzorky H. contortus — rozlisit pohlavi ¢ervi a roztiidit
cervy na zéaklad¢ jejich makroskopickych znakii.

- Ovlivnit ¢ast vzorka ivermektinem (IVE) po dobu 12 ¢i 24 hodin,
pro porovnani paraleln¢ kultivovat kontrolni vzorky v médiu bez IVE.

- lzolovat celkovou RNA z biologickych vzorkt a ptepsat ji do podoby cDNA.

- Testovat a porovnat u vzorkl genovou expresi vybranych gentt CYP a UGT
za pomoci qPCR.

- Analyzovat vysledky a ucinit z nich zavér
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Biologicky material, pfistrojové vybaveni, chemikalie a reagencie

4.1.1 Biologicky material

Zdrava jehnata stafi asi 2—3 meésicti byla infikovéna larvalnim stadiem tietiho
stupné (L3) H. contortus. Kazdému jehnéti byla podana peroralni suspenze obsahujici asi
5 0006 000 larev. Byly pouzity 2 rizné kmeny H. contortus: jednim byl citlivy kmen
ISE — Inbred Susceptible Edinburgh a druhym byl multirezistentni kmen WR — White
River. Tato jehnata byla drzena v boxech bez moznosti venkovniho vybéhu, byla tak
izolovana od bézného prostiedi, aby byla ochranéna pted infekei jinymi
gastrointestinalnimi parazity. Jehnata byla po 6 tydnech zabita a transportovana
do laboratofe. Ze slezu jehnat byli ziskani dosp€lci H. contortus.

Se vSemi zvifaty bylo zachazeno v souladu se Zidkonem Ceské narodni rady
€. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani a zdsadami pro zachédzeni a praci

s laboratornimi zvifaty dle Vyhlasky ¢. 419/2012 Sb. o ochran¢ pokusnych zvirat.

4.1.2 Ptistrojové vybaveni

Automatické pipety — Research Plus, Eppendorf

Blokovy inkubator — Thermomixer Comfort 5355, Eppendorf
Centrifuga — Biofuge Stratos Heraeus, Thermo Scientific
Hlubokomrazici box — VVxe Series Jouan, Thermo Scientific
Kuli¢kovy homogenizér — FastPrep24, M. G. P.

Inkubator — Hera Cell, Heraeus

Laminarni box — AURA 2000 M. A. C., BioAir

Laminarni box — UVC/T-AR, BioSan

Mikroskop — Eclipse TS100, Nikon; B-350 Series, Optika
Minicentrifuga — Sprout, Heathrow Scientific

Ptistroj pro Real-Time PCR — QuantStudio6, Applied Biosystems
Spektrofotometr — NanoDrop 2000, Thermo Scientific
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PCR cykler — MJ mini, Bio-Rad
Vortex — Vortex V-1 plus, BioSan

4.1.3 Pracovni pomucky

Laboratorni sklo (kadinky, Petriho misky), pinzeta, plastové zkumavky, mikrozkumavky

typu Eppendorf, sklenéné kulicky, sklenéné pasteurovy pipety, stojany na zkumavky

a mikrozkumavky, sterilni pipetovaci Spicky, sterilni pipetovaci Spicky s filtrem,

PCR stripy, rukavice.

4.1.4 Chemikalie a reagencie

amfotericin B — Sigma-Aldrich

DEPC (diethylpyrocarbonat) — Sigma-Aldrich
DNasa | — New England BioLabs

DTT (dithiotreitol) — Sigma-Aldrich

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) — Sigma-Aldrich
ethanol 99% — Sigma-Aldrich

glukosa — Riedel-de Haen

chloroform — Sigma-Aldrich

isopropanol — Sigma-Aldrich

ivermektin — Sigma-Aldrich

nahodné hexamery — Generi Biotech
NaHCOs — Penta

PBS (pufrovany fosfatovy fyziologicky roztok) — Sigma-Aldrich

penicilin — Sigma-Aldrich
primery (GAPDH, FARB, CYPs, UGTs) — Generi Biotech

gPCR Kkit: gPCR Core Kit for SYBR Green | — no ROX, Eurogentec
RT (Reverzni transkriptasa): ProtoScript 11 — New England BioLabs

smés ANTP — Eurogentec
streptomycin — Sigma-Aldrich
TRI Reagent — Molecular Research Center

voda redestilovana
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Izolace dospélcti H. contortus z biologického materialu

Dospélci H. contortus byli ziskdni ze slezu jehnat agarovou metodou
(Van Wyk et al. 1980). Poté byli tfidéni dle pohlavi na zakladé makroskopickych rozdila
mezi obéma pohlavimi. Ttidéni probihalo v Petriho miskach naplnénych roztokem
fosfatového pufru (PBS) oproti ¢ernému pozadi, na kterém bylo mozno dobfe rozlisit
¢ervenobilé pruhovani samic zpisobené sto¢enim stifeva a vajecnikd, vedle toho také
tzv. vulvarni patku (klapku) ve stfedni ¢i koncové ¢asti jejich téla (Obr. 5A). Samce bylo
mozné identifikovat dle kopulaéni burzy (bursa copulatrix), kterd zakoncovala jejich télo
(Obr. 5B). Vyznamnym rozdilem mezi obéma pohlavimi byla také velikost a pohyblivost,
nebot’ samice byly vétSinou Sir$i, del$i a Casto také pohyblivéjsi nez samci.
Makroskopické morfologické znaky byly vidét pouhym okem, av§ak u mladych ervii
a samci, kteti byli mensi, bylo pohlavi ovéfeno pod mikroskopem. Po roztfidéni byli
dosp€lci ponechani v fadu maximalné nékolika hodin v prostfedi PBS v inkubatoru
pri teploté 37 °C, ptipadné se ihned pristoupilo k jejich inkubaci pro ucely dalsi prace

S nimi.

vulvarni patka——>

Obr. 5 Mikroskopicky snimek morfologickych znaki, které odliSuji samce a samice
dospélct H. contortus (foto: Ivana Mertova).

A — samice, B — samec.
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4.2.2 Inkubace dospélci H. contortus

Vsichni roztfidéni Cervi byli po kratkodobém umisténi v PBS pfi teploté 37 °C
pfipraveni pro inkubaci probihajici nasledujicim zptsobem. V laminarnim boxu byly
nejprve piipraveny oznacené uzaviratelné mikrozkumavky objemu 1,5 ml s dirkou
ve vicku, do kterych byl pipetovan 1 ml 1 uM roztoku IVE v kultivaénim médiu RPMI
1640 (R7388), jehoz 500 ml bylo piipraveno pfidanim 1 g NaHCOs, 4 g glukosy,
5 ml penicilinu a streptomycinu a 0,5 ml amfotericinu B.

Byl pouzit IVE o 1 uM koncentraci, kterd byla pouzita také v experimentu
Vokiala et al. (2013a) pii zjistovani metaboliti IVE v dospélcich H. contortus.
Tato davka zajistila, ze ¢ervi nebyli usmrceni, a byla pfiblizn¢ podobna koncentraci IVE,
ktera na Cervy plsobi v hostiteli. Velmi podobnd koncentrace (1,1 uM IVE) byla pouzita
v experimentu Laing et al. (2012), ve kterém byl zkouman vliv IVE na C. elegans.

Do kazdé zkumavky byli pipetou umisténi Cervi stejného pohlavi a kmene
po 10 kusech. Byli inkubovani v inkubatoru pfi teploté 37 °C po dobu 12 nebo 24 hodin.
Jednalo se tedy o ¢ervy ovlivnéné IVE (dale oznacovani IM — samci nebo IF — samice).
Schematické znazornéni a oznaceni vzorku je patrno na Obr. 6.

Druha ¢ast Cervii nebyla ovlivnéna IVE, ale byla ponechana v 1 ml ¢istého
kultivaéniho média RPMI 1640. Opét se jednalo o skupiny 10 ¢ervu stejného pohlavi
a kmene. Tito Cervi byli povazovani za kontrolu (dale oznacovani KM nebo KF), vici
které¢ byly pozdéji vztahovany vysledky exprese gend cervii ovlivnénych IVE.
Kazdy kmen a pohlavi byly inkubovany a nadile zkoumény ve tfech paralelnich
stanovenich (oznaceny Cisly 1-3).

vzorky ovlivnéné IVE (zvlast kmeny ISE/WR)  vzorky keontrolni (zv1ast kmeny ISE/WR)

e st
RO

FiiT T oo |

Obr. 6 Schematické znazornéni a oznaceni jednotlivych vzorkt pro inkubaci.

IM — samci ovlivnéni ivermektinem (IVE), IF — samice ovlivnéné IVE, KM — samci

kontrolni, KF — samice kontrolni.
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Po uplynuti kultivacni doby — po 12 ¢i 24 hodinach — byli Cervi pieneseni
do uzaviratelnych plastovych sterilnich zkumavek typu Eppendorf, ve kterych byli spolu
s 300 ul TRI Reagentu zamrazeni pii teploté -70 °C. Zkumavky byly ozna¢eny pohlavim
a kmenem ¢ervu a dobou kultivace (napf. ISE 12 h, IM1 — jednalo se 0 samce kmene ISE
ovlivnéné IVE, kteti byli kultivovani po dobu 12 hodin, prvni biologicky vzorek;
WR 24 h, KF3 — jednalo se o samice kmene WR, Kontrolni skupinu bez IVE, tito ¢ervi
byli kultivovani po dobu 24 hodin, jedna se o tieti biologicky vzorek). Tyto vzorky byly

piipraveny pro izolaci RNA a néslednou molekularné-genetickou analyzu.

4.2.3 1zolace RNA z dospélcu H. contortus

Zmrazena tkan dospélct roztfidénych dle pohlavi, v poétu po 10, v prostiedi
300 ul TRI Reagentu byla ve zkumavkach pifenesena do laminarniho boxu a zde
rozmrazena. VSechny izolace byly provedeny v boxu specidlné ur¢eném pro praci s RNA,
protoze RNA je velice citlivd na vSudypfitomné RNasy, které by ji mohly znehodnotit.
Izolace byla provadéna v rukavicich. Do kazdé zkumavky bylo doplnéno 200 ul TRI
Reagentu a malé mnozstvi sklenénych kuli¢ek, pomocnych pii homogeniza¢nim procesu.
Vzorky byly homogenizovany pomoci automatického homogenizatoru po dobu
40 sekund (tfepani 6 m/s). Tak doslo k rozruSeni tkang, ale RNA nebyla dezintegrovana.

V zavislosti na mnozstvi TRI Reagentu (500 ul) bylo piidano 100 ul chloroformu
a vzorky byly tfepany v ruce po dobu 15 sekund, poté byly odstaveny na 5 minut,
aby staly pti laboratorni teploté. Nasledné byly stoeny v centrifuze vychlazené na 4 °C
po dobu 15 minut pti 12 000 g.

Ve vzorcich doslo procesem centrifugace k oddéleni horni vodné faze od dolni
organické faze. RNA byla pfitomna pouze v horni vodné fazi, ktera byla ptepipetovana
do nové 1,5 ml zkumavky (jednalo se o objem asi 200 ul). P#i pipetovani bylo tieba
postupovat velice opatrné€ a nedotknout se mezifdze nebo dolni organické faze, jinak by
do vzorku byly zaneseny proteiny ¢i genomova DNA.

K ptepipetované vodné fazi obsahujici RNA bylo piidano 250 ul isopropanolu,
vzorky byly promichdny na vortexu a ponechany 10 minut pfi laboratorni teploté.
Po uplynuti této doby byly vzorky stoceny ve vychlazené centrifuze po dobu 10 minut,

12 000 g. Bylo dilezité, aby byly vSechny zkumavky nastaveny stejné — natoCeny
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otviranim do stfedu, protoze diky tomu bylo mozno piedpokladat polohu pelety

(vysrazené RNA) na protilehlé sténé zkumavky (Obr. 7).

Obr. 7 Peleta RNA (G-Biosciences, A Geno Technology, Inc. (USA) Brand [online]).
Ve vodné fazi se po pridani isopropanolu a nasledné centrifugaci objevi vysrazena RNA,

ktera je viditelnd pouhym okem.

Sklenénou pipetou byl odstranén supernatant, coz nemuselo byt provedeno uplné
dosucha. Do zkumavky bylo piidano 0,5 ml 75% ethanolu, ktery byl pfipraven erstvy
nafedénim z absolutniho ethanolu vodou osetfenou DEPC. (Takto oSetfena voda byla
zajisténa proti pusobeni RNas.) Tim byla peleta ethanolem omyta a procisténa.

Vzorky byly promichany na vortexu a stoceny ve vychlazené centrifuze po dobu
5 minut, 7 500 g.

Nakonec byl odstranén veskery supernatant silngjsi a poté tenkou sklenénou
pipetou s vytazenym koncem. Bylo potieba davat pozor na peletu, aby nebyla odsata,
protoze hilife drZela na dné nebo stén¢ zkumavky.

Pelety byly ponechany 5-10 minut na vzduchu v otevienych zkumavkach.
V pribéhu této doby doslo k vysychani pelet, coz bylo mozno poznat dle jejich
zpruhlednovani.

Nakonec byly pelety rozpustény v DEPC vod€. Mnozstvi vody bylo uréeno dle
velikosti pelety, a proto k vzorkiim obsahujicim RNA ze samcti H. contortus bylo pfidano
20 ul a k vzorkim RNA samic H. contortus 40 pl. Vzorky byly promichany na vortexu,
staly 5 minut pfi laboratorni teploté, poté byly naposledy promichany.

U vzorkii byla zmétena koncentrace ziskané RNA pomoci spektrofotometru

NanoDrop z kapky o objemu 2 pul od kazdého vzorku. Pro zjisténi Cistoty vyizolované
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RNA, tedy jejiho pfipadného znecisténi proteiny, byl pouzit pomér absorbanci pii vinové
délce 260 a 280 nm (tento pomér by mél byt vyssi nez 1,8) a pro zjisténi kontaminace
fenolem byl pouzit pomér absorbanci pti vinové délce 260 a 230 nm (tento pomér by se
m¢él blizit hodnot¢ 2,0).

Poté byly vzorky ulozeny do mraziciho boxu, kde zistaly pfi teploté -70 °C.
Vzorky tak byly ptipraveny pro nasledné osetfeni DNasou.

4.2.4 Osetieni DNasou

Vzorky RNA mohou obsahovat genomovou DNA, kterd je kontaminantem.
Principem metody je proto odstranéni této mozné kontaminace pomoci oSetfeni vzorki
DNasou I, coz je enzym, ktery selektivné §t€pi DNA.

Vychazi se zevzorki obsahujicich RNA, kterda byla ziskdna izolaci
z biologického materialu. Dle zméfené koncentrace RNA jednotlivych vzorkd (v ng/ul)
byl proveden vypocet. Zajimalo nas, kolik ul RNA bylo téeba pouzit, aby tento objem
obsahoval mnozstvi 5 pg RNA. V Tab. 1 bylo dopoéteno mnozstvi vody do celkového
objemu 26 pl.

Tab. 1 Zmétena koncentrace RNA a vypocet objemu RNA a vody

vzorek | ng/ul | RNA (5 pg) [n] | H20 (do 26 pl) [ul]

KF1 883,4 57 20,3
KF2 756,5 6,6 19,4
KF3 661,7 7,6 18,4
KM1 383,7 13,0 13,0
KM2 468,0 10,7 15,3
KM3 403,6 12,4 13,6
IF1 814,1 6,1 19,9
IF2 877,6 57 20,3
IF3 570,8 8,8 17,2
IM1 382,6 13,1 12,9
IM2 278,6 17,9 8,1
IM3 383,2 13,0 13,0

Do zkumavek objemu 0,5 ml byla nejprve dle tidaji v Tab. 1 napipetovana voda
(osetfena DEPC). K ni bylo pfidano 5 pg RNA (v Tab. 1 pfepocteno na objem).
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Dale byla ptipravena smés enzymu DNasy | + pufru vpoméru 1 : 3.
(Pro 12 vzorkd s rezervou 1 ul bylo pouzito 13 ul DNasy | + 39 ul pufru.) Tato smés byla
promichana na vortexu. Z této smeési byly pfidany 4 pl do kazdé zkumavky (obsahujici
RNA + DEPC vodu), tyto zkumavky byly promichany na vortexu, kratce stoCeny
v minicentrifuze a inkubovany ve stolnim inkubatoru po dobu 25 minut, pfi teploté 37 °C
a za tfepani 500 rpm.

Po skonc¢eni inkubace byly zkumavky kratce stoceny a do kazdé z nich bylo
ptidano 1,5 ul 0,1 M EDTA. Zkumavky bylo dobré v tomto momentu sklepnout v ruce,
aby se kapka EDTA dostala do smési. Poté byly zkumavky promichany na vortexu
a stoceny v minicentrifuze, nakonec byly inkubovany po dobu 10 minut pii teploté 75 °C
ve stolnim inkubatoru.

Nasledné byly zkumavky zchlazeny v ledu, sto¢eny a do kazdé z nich bylo piidano
8,5 ul DEPC vody. Obsah ve zkumavce byl promichan a stocen.

V kone¢ném objemu 40 ul bylo dosazeno koncentrace RNA 125 ng/ul.
Takto oSetfena RNA byla pfipravena pro reverzni transkripci. Vzorky byly uchovavany

v hlubokomrazicim boxu pii teploté -70 °C.

4.2.5 Reverzni transkripce (syntéza cDNA)

Principem této metody je pievedeni RNA na jednofetézcovou cDNA
(komplementarni  DNA)  pomoci  enzymu reverzni  transkriptasy  (RT),
tzv. RNA-dependentni DNA polymerasy. Tento enzym syntetizuje molekulu DNA
na zéklad¢ templatového useku RNA, na ktery nasedd. Syntéza zacina od kratkého
oligonukleotidového fetézce (primeru), ktery se na zaklad€ své komplementarity navaze
na templatovy jednotfetézcovy Usek RNA. V naSem piipadé byly jako primer pouzity
nahodné hexanukleotidy (hexamery). Od tohoto poc¢ateéniho mista pak vznika hybridni
molekula DNA-RNA. Nové vznikly fetézec DNA je oznaCovan jako prvni vlakno cDNA.

V jednotlivych fazich reverzni transkripce se méni teplota. V prvni fazi dochazi
pti 65 °C k denaturaci RNA. RNA ma sice jednofetézcovou strukturu, presto mohou
najejim pribéhu byt vazany urcité¢ sekundarni struktury. V druhé fazi naseda RT
na vlakno RNA diky hexanukleotidiim a syntetizuje prvni vlakno DNA. Syntéza probiha
pomoci dodanych dNTP (deoxyribonukleosid trifosfati). Vznika tak hybridni molekula
DNA-RNA (LABGuide.cz — Privodce laboratoti [online]).
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Do této reakce byla pouzita RNA, ktera byla oSetfena pomoci enzymu DNasy |
a zfedéna na 125 ng/ul. Bylo pouzito mnozstvi 1 pg RNA (tedy objem 8 pul RNA),
ktery byl smichan s 1 ul nahodnych hexamert. Tato smés byla uréena K reverzni
transkripci.

Pro kazdy testovany vzorek byla také paraleln¢ piipravena smés RNA o0 objemu
4 ul s 0,5 pl hexamera, ktera byla ur¢ena pro ,,noRT* (,,RT-,,) kontrolu, coz znamena,
ze se do této smési neptidavala RT. Tato noRT kontrola slouzi pro ovéfeni Cistoty vzorku
RNA pouzitého pro ptipravu cDNA. Informuje nas o tom, zda vzorek nebyl
kontaminovéan genomovou DNA.

Ob¢ tyto sady vSech vzorkit RNA spolu s ndhodnymi hexamery byly zahraty
v PCR cykleru po dobu 5 minut pfi teploté 65 °C, nasledn¢ byly zkumavky rychle
umistény na chvili na led a poté mirn¢ sto¢eny v minicentrifuze. Timto zahiatim byla
denaturovana RNA, coz umoznilo pozd¢jsi nasednuti primert — néhodnych
hexanukleotidu.

Do samostatnych zkumavek byly mezitim dle Tab. 2 piipraveny mastermix
,»RT+“ (obsahujici RT) a mastermix ,,noRT* (uréeny pro kontrolu, neobsahujici RT),
které obsahovaly komponenty pro reverzni transkripci v mnozstvi dle poc¢tu vzorki

(12 vzorkad + 1 navic kvuli mozné pipetovaci chybg).

Tab. 2 Pouzité komponenty a jejich mnozstvi pro mastermix ,,RT+“ a ,,noRT*

mastermix ,,RT+* [ul] mastermix ,,nORT* [ul]
reakéni pufr 4 2
0,1MDTT 2 1
10 mM dNTPs 2 1
ProtoScript Il RT 0,5 -
DEPC H,O 2,5 15
dohromady (1 vzorek) 11 55

pipetovano ze smési piipravené 13x vynasobenim
kazdé komponenty (12 vzorku + rezerva)

reakéni pufr 52 26
0,1 MDTT 26 13
10 mM dNTPs 26 13
ProtoScript Il RT 6,5 -
DEPC H,O 32,5 19,5
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Poté bylo pipetovano 11 pl mastermixu ,,RT+“ do vzorkl urcenych pro reverzni
transkripci (reakéni smés tedy méla dohromady objem 20 pl) a 5,5 pl mastermixu ,,noRT*
ke vzorktim ur¢enym pro NORT kontrolu (reakéni smés méla objem 10 ul).

Smés byla zahiata v PCR cykleru po dobu 10 minut na teplotu 25 °C (pii této
teploté nasedaji nahodné hexamery), poté 50 minut na teplotu 42 °C (pfi této teploté
dochazi k syntéze cDNA) a 5 minut na teplotu 85 °C (dojde k denaturaci RT).

Po reakci bylo do smési ptidano 80 ul redestilované vody, do noRT kontrolnich
vzorkt 40 pul. Takto byla cCDNA ziedéna v poméru 1 : 4 (na celkovy objem 100 pul, u noRT
vzorkl na celkovych 50 pl).

Ptipravena CDNA byla uchovavana pfi teploté -20 °C. Byla pouzitelna pro PCR
reakci, ve které dochazi ke zmnozeni useku cDNA. Do reakce PCR bylo pfidavano 5 ul
této cDNA, coz odpovidalo 50 ng RNA.

4.2.6 Real-Time PCR (kvantitativni PCR v realném ¢ase — qQPCR)

4.2.6.1 Princip a kinetika gPCR

Real-Time PCR (polymerase chain reaction, polymerazova tetézova reakce) je
metoda, ktera se pouziva pro rychlé a vysoce selektivni zmnozeni (amplifikaci) daného
useku DNA a stanoveni ptitomného mnozstvi DNA (kvantifikaci). Na obou koncich
amplifikovaného useku lezi sekvence, na které diky své komplementarit€¢ nasedaji
primery — fragmenty DNA o velikosti oligonukleotidti. Mezi témito sekvencemi dochazi
k syntéze DNA pomoci enzymu DNA polymerasy, ¢imz je tsek né€kolikanasobné
zmnozen.

V reakci je vyuzivano cyklickych zmén teplot, podle kterych rozliSujeme faze
gPCR. Retézce DNA jsou nejprve diky vysoké teploté separovany od sebe
(faze denaturace), nasledné pii nizSi teplot€é nasedaji primery na jednofetézcové
templatové vlakno DNA diky komplementarit¢ dusikatych bazi (faze annealing)
anakonec probiha syntéza komplementarniho fet€ézce DNA pomoci enzymu
DNA polymerasy (faze extenze). Jedna se o termostabilni enzym (izolovany z termofilni
bakterie Thermus aquaticus), diky tomu si zachovava svou aktivitu i béhem teplotné
denatura¢niho kroku a nemusi se ptidavat po kazdém cyklu. Tento enzym naseda

na primery a ptipojuje volné nukleotidy (ANTP — deoxyribonukleosid trifosfaty) k vlaknu
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DNA opét diky komplementarité dusikatych bazi. Tyto 3 faze jsou cyklicky opakovény,
a tak dochazi k postupné syntéze tiseku DNA, ktery byl vybran a ohrani¢en navrzenymi
primery. V dalSich cyklech reakce slouzi i nové nasyntetizované molekuly DNA jako
templaty. Po n cyklech PCR tak je nasyntetizovano 2" molekul DNA. Obvykle se
pro amplifikaci pouziva 20-30 cyklu (Alberts et al. 2001, Snustad et al. 2009).

Metoda qPCR navic ke klasické PCR vyuziva specidlni cykler, ktery v prib&hu
kazdého cyklu PCR zaznamenava mnozstvi DNA. Toto mnozstvi DNA je detekovano
diky fluorescencnimu substratu, ktery se navaze na DNA a po jeho navazani je mozno
detekovat fluorescenci, ktera je pfimo umérna mnozstvi DNA (LABGuide.cz — Privodce
laboratofi [online]). Jako fluorescen¢ni substrat byl pouzit SYBR Green, ktery se vaze
nespecificky na jakoukoli dvoutetézcovou DNA.

Kvantifikaci PCR je mozno provést absolutné z kalibraéni kiivky, pokud je znama
koncentrace cDNA. Druhou moznosti je relativni kvantifikace, kdy je porovnavana
fluorescence testovaného vzorku s jinym stanovenym vzorkem. V této praci byl pouzit
druhy pfistup, a to pfi stanovovani exprese jednotlivych gent rodiny CYP ¢i UGT.
Srovnanim byla exprese konstitutivnich genit GAPDH a FARB.

Kinetika qPCR je patrna na Obr. 8. V prvni fazi exponencialn¢ nartstd mnozstvi
syntetizované¢ DNA, ale fluorescence je jeSt¢ nizka a nedosahuje trovné pozadi
fluorescence. V druhé fazi mnozstvi DNA stoupa také exponencialné a intenzita
fluorescence jiz presahne uroven pozadi, coz je zachyceno detektorem jako tzv. hodnota
Ct (cycle of threshold, cyklus prahu). Jedna se tedy o ¢islo toho cyklu, ve kterém dochazi
k narastu fluorescence nad prah pozadi. V tuto chvili mnozstvi fluorescence zachycené
detektorem vérné odrazi mnozstvi templatové DNA dodané do reakce, a proto je mozZno
mnozstvi DNA z této hodnoty kvantifikovat. V idedlnim pfipad€ totiZ stoupd mnoZstvi
DNA exponencialng, coz lze matematicky zapsat rovnici 2" — vV nasem piipadé tedy
n znamena potadi cyklu. Mezi hodnotou Ct a mnozstvim dodané DNA je neptima
timérnost. Cim je tato hodnota niZ§i, tim vice bylo Vv reakci templatové DNA a naopak.
Treti faze reakce PCR je linearni (2n + 1, kde n je potadi cyklu). Posledni ¢tvrtou fazi
nazyvame faze ,,plateau®, kdy je v reakci pfitomno velké mnozstvi nasyntetizované DNA,
ale vzhledem Kk vycerpani komponent reakce se kinetika ustaluje (LABGuide.cz —

Privodce laboratofi [online]).
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Obr. 8 Kinetika qPCR (upraveno dle LABGuide.cz — Privodce laboratofi [online]).
V exponencialni fazi qPCR narGstd mnozstvi syntetizované DNA, az dosdhne prahové
hodnoty. Dale mnozstvi DNA narusta linearné a pii vyCerpani komponent reakce nastava
faze ,plateau”. Ct — cycle of threshold (cyklus prahu) udava pocet cyklu, kde se

amplifikacni kiivka protina s prahovou hodnotou.

Pro relativni kvantifikaci mnozstvi DNA je nam ndpomocna tzv. vnitini kontrola,
ktera slouzi jako srovnani mnozstvi vstupniho materialu, ktery byl pouzit do reakce. Jako
vnitini kontrola byly pouzity referencni (tzv. housekeeping) geny. Jejich pocet je
Vv testované DNA vSech vzorkd stejny a jejich exprese se vlivem vnéjSich podminek

(napf. vlivem lé¢iva) neméni.

4.2.6.2 Ovefteni funkEnosti primertt

V této praci byly pouzity referenéni geny, které koduji Fatty acid and retinol
binding protein (FARB) a glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenasu  (GAPDH).
Tyto referen¢ni geny byly vybrany na zaklad¢ studie Lecové et al. 2015, ve které byly
vysledovéany spolehlivé referencni geny pro studium exprese pomoci qPCR u dospélcti
H. contortus ovlivnénych IVE. Sledovany pak byly geny, které koduji enzymy z rodiny
cytochromu P450 (CYP) a UDP-glukosyltransferasy (UGT). Na pocatku byl proveden
vybér gent, které by byly vhodné pro analyzu. Takovymi se staly CYP 3, CYP 4, CYP 5,
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CYP6,UGT 6,UGT 7, UGT 9, UGT 12, UGT 18, UGT 24 a UGT 25. Geny rodiny CYP
byly vybrany na zéklad¢ dat ziskanych kvantitativnim stanovenim cytochromti P450
u riznych vyvojovych stadii vlasovky slezové (Laing et al. 2015), vybrané geny jsou
ukazany na Obr. 9. Geny rodiny UGT byly vybrany na zaklad¢ studie expozice IVE
na C. elegans, kde doslo k ovlivnéni jednoho genu UGT (Laing et al. 2012).
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Obr. 9 Exprese vybranych geni cytochromu P450 u H. contortus (Laing et al. 2015).

Jednotlivé geny jsou oznaceny ¢islem svého lokusu (viz Tab. 5). Je zde vyjadiena exprese
u vaji¢ek (eggs), larvalnich stadii L, larvalnich stadii obalenych kutikulou Lz (sh)
a naopak stadii Lz bez kutikuly (ex), larvalnich stadii Ls, dale u dospélych samcii (male)

a samic (female) a stieva dospélcu (gut). Geny vybrané do této prace jsou oznacéeny.
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K referencnim 1 stanovovanym gentim byly Ing. Petrou Matouskovou, Ph.D.
v programu Primer3 navrzeny primery, které umozni nasednuti DNA polymerasy
a namnozeni vybraného tseku. U téchto primeru pro referenéni i stanovované geny bylo
nejprve provedeno jejich ovéieni pomoci PCR, tak aby se prokéazala vhodnost nasledujici
prace s nimi.

Syntetizované primery R (reverse) + F (forward) byly dle ndvodu od dodavatele
(Generi Biotech) nafedény vodou do koncentrace 100 puM. Nasledné byly fedény
na pracovni koncentraci 5 uM (5 pl primeru + 95 ul vody). Veskera prace s primery
probihala velice opatrné za pouziti sterilnich pipetovacich $picek s filtry.

Do jednotlivych uzaviratelnych zkumavek byl pfipraven mastermix, tedy smés
komponent nutnych pro provedeni PCR. Dle Tab. 3 byla pipetovana nejprve voda,
nakonec enzym. Jako komponenty pro qPCR byly pouzity: redestilovana voda, reak¢ni
pufr (o slozeni KCI, Tris-HCI a pH 8,3 — pufr tedy dodava do reakce potitebné soli
pro specifitu reakce a upravuje pH), smés dANTP (dATP, dCTP, dGTP a dTTP, které
DNA polymerasa pfipojuje k templatu), MgClo (dilezity pro funkci a presnost
DNA polymerasy), SYBR Green | (fluorescen¢ni substrat), F (forward) a R (reverse)
primery s kone¢nou koncentraci 100 nM, u nichz probihalo ovéfovani jejich funk¢nosti
(ohranicuji amplifikovany usek DNA a naseda na né enzym) a enzym DNA polymerasa

(syntetizuje DNA).

Tab. 3 Komponenty mastermixu pro gPCR

komponenty mastermixu mnoZzstvi [ul]
pro gPCR 1x

redestilovana voda 9,30
pufr 2,00
50 mM MgCl. 1,40
5mM dNTP 0,80
F (forward) primer (5 uM) 0,40
R (reverse) primer (5 uM) 0,40
SYBR Green (fedény) 0,60
HotGoldStar enzym (DNA polymerasa) 0,10
celkem (mastermix) 15,00
cDNA 5,00
celkem (mastermix + cDNA) 20,00
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Do stripti pro PCR bylo pipetovano 15 pl mastermixu a 5 ul cDNA. Pro ovétovani
funk¢nosti primertt byla pouzita smésnd cDNA ziskand z ptfedchozi izolace RNA
Z biologického materialu a jejiho prepsani do podoby cDNA. Pro kazdy primer byla PCR
provedena v duplikatu a pro kazdy primer byla také stanovena negativni kontrola pomoci
5 ul redestilované vody namisto cDNA (Obr. 10).

4 5 6 7 8 9 10 11 12

Obr. 10 Schematické znazornéni stripii pro PCR pfi ovéfovani funkénosti primert.
Stejnou barvou jsou znazornény duplikaty jednotlivych primerti. NTC — negativni

kontrola.

Vsechny primery byly ve stripech oznaceny, stripy byly promichany a kratce
zcentrifugovany. Byla provedena analyza pomoci pfistroje pro Real-Time PCR
(QuantStudio6) a byl spustén program, ktery je popsan v Tab. 4.

Tab. 4 Jednotlivé kroky pti PCR a jejich reakéni podminky.

teplota [°C] ¢as [min] nebo [s]
Hot Start (aktivace DNA polymerasy) 95 10 min
denaturace (vznik jednofetézcové DNA) 98 15s
annealing (nasedani primert) 60 20s
extenze (syntéze DNA) 72 20s
analyza kiivky tani 60-95 kazdych 0,5 °C trva 5 s
pozn. faze denaturace + annealing + extenze probihaji opakované ve 40 cyklech
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Po kazdém cyklu byla detekovana fluorescence. Na proméfené kiivce tani jako

zavislosti intenzity fluorescence na teploté bylo zkontrolovano, zda v prubéhu reakce

nevznikaji nespecifické produkty S niZsi teplotou tani nez produkty specifické nebo

primer-dimery, které by se projevily jako dal$i vrcholy s rozdilnou teplotou tani.

Funk¢nost primera byla ovétena jednak podle klasického pribéhu amplifikacni kiivky,

déale dle neptitomnosti produktu v NTC kontrole (vylou¢i pfitomnost primer-dimert)

a také podle kiivky tani (pfitomnost pouze jednoho tizkého piku). Hodnoty Ct duplikati

byly zprimeérovany, rozdily v duplikatech byly akceptovatelné do rozdilu 0,5 cyklu

(ptijatelna chyba v pipetovani). VSechny testované primery jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5 Charakteristiky jednotlivych gent a jejich primerd

Nazev | GenBank Sekvence F (forward) primeru
genu ID? LokusP Sekvence R (reverse) primeru bp°®
F: TCGGTCAATGTACAGCTGGC
CYP 3 |CDJ83276.1| HCOI 00383700 R: CCTGTCATGTATCGGTCCGG 89
F: ATCGATCAGTGGGCTTTGCA
CYP 4 |CDJ96396.1 | HCOI_02017000 R: ACACATTGCCTTGGACCCAA 140
F: AGCTGTGCATACTGTCAACGA
CYP5 |CDJ92488.1 | HCOI 01579500 | R: TCTCCTTCACCGAATTTGTTGT | 93
F: GGTCTTGCCTTGTTGTTCGA
CYP6 |CDJ94176.1 | HCOI 01920700 | R: GACAAGATCACCTAGCACTGGA | 102
F: CTTGGTGGAATCGCGGTCTA
UGT 6 |CDJ91446.1 | HCOI 01462200 R: TTTTGAGGTGCCCATGTGGT 269
F: GATCTCTGTGGAATCGGCGT
UGT 7 |CDJ80191.1| HCOI_00058000 R: GGTCATGTCAGTGCCTTTGC 237
F: TCGGAACACTTGTCGGTGTC
UGT 9 |CDJ87561.1| HCOI_00868700 R: GTTGGCCTTGGGAACTCGTA 271
F: GCAGCCTTTGATGAGCACAC
UGT 12 | CDJ96378.1 | HCOI_02015300 R: GGCCCACTTGAATGAGACGA 68
F: GAGTAGCAGAGACGTTGGCA
UGT 18| CDJ94115.1 | HCOI_01592800 | R: TCCCGAAATCATCACCATCGT 59
F: AGCGAACTCTGGCCTTCATC
UGT 24 | CDJ82132.1 | HCOI_00538800 R: TCCGCGAACAATGGTATGGT 97
F: GCCGTGCTGCTGAATTGAAT
UGT 25| CDJ94501.1 | HCOI_01817600 | R: CGTCTGGATTATCACGAAGAGAG | 69
F: ACGAGACCTACAATGCAGCC
GAPDH | CDJ92718.1 | HCOI_01760600 R: GCGAGACAGTTGGTGGTACA 67
F: TGCCAAGGACTATGCCAAGT
FARB | CDJ86885.1| HCOI 00909100 R: TGAGTGCGTCGATCTTTCCC 128

a — Identifikacni ¢islo genu v databazi genovych sekvenci (NCBI [online]).

b — Identifikator pozice genu v genomové databazi (WormBase ParaSite [online]).

¢ — Délka produktu v parech bazi.
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4.2.6.3 Stanoveni u¢innosti primert

Druhym ukolem pted pouzitim primerd pro praci se zkoumanymi vzorky bylo
stanoveni jejich uUc¢innosti v procesu amplifikace useku DNA. Aby bylo mozno
kvantifikovat ucinnost, byly primery analyzovany PCR reakci s cDNA, ktera byla
postupn¢ nafedéna, a vysledky byly matematicky zpracovany.

Opét byla pouzita smésna cDNA, kterd byla ve ¢tyfech krocich vzdy ziedéna 1 : 4
redestilovanou vodou. Ze smésné cDNA bylo tedy pipetovano 10 ul do zkumavky, k této
cDNA bylo pfidéno 40 pl redestilované vody. Zkumavka byla promichdna na vortexu
a bylo z ni pipetovano 10 pl nafedéné cDNA do dal$i zkumavky, ktera byla opét nafedéna
40 ul vody. V zéavéru byly ziskany 4 fedéné koncentrace cDNA. Takto piipravend cDNA
byla pipetovana v duplikatech do stript pro PCR v objemu 5 ul (Obr. 11). Vedle fedénych
cDNA byla pipetovana i1 nefedéna smésna cDNA, ze které byl odebran prvni objem
pro fedéni. K cDNA bylo opét piidano 15 ul mastermixu dle Tab. 3. Pro kazdou dvojici

primeru byla také provedena negativni kontrola s 5 pl vody namisto cDNA.

smésna DNA 1. fedéni 2. fedéni 3. fedéni 4. fedéni

1 R+F

2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12
000000 BT
- 1
CYP.3
R+F
L0000 cvr
— [ JE%
o0

R+F

| +
00000000 -
UGT 25
@
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Obr. 11 Schematické znazornéni stript pro PCR pro stanoveni Gi¢innosti primera.

Stejnou barvou jsou zndzornény duplikaty jednotlivych fedéni. NTC — negativni kontrola.
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Stripy s pipetovanou smési byly oznaceny, promichany, zcentrifugovany

a analyzovany v prfistroji pro Real-Time PCR.

4.2.6.4 Analyza referencnich genti

Metoda qPCR byla vybrana, aby bylo mozno studovat kvantitativni rozdily
v expresi jednotlivych sledovanych genli. Aby byly ziskany vhodné a navzijem
porovnatelné vysledky, byla pouzita metoda porovnavajici Ct hodnoty vybranych gent
s Ct hodnotami referenénich genti (Schmittgen a Livak 2008). Byla tedy provedena gPCR
ziskané c¢cDNA vSech vzorkti s mastermixem, ktery obsahoval dvojici primert
pro referenéni gen GAPDH a poté pro gen FARB. Postup gPCR byl stejny, jak bylo uz
dfive popsano — od kazdého vzorku bylo pouzito 5 ul cDNA do stripi pro PCR spolu
s 15 pl mastermixu a byla provedena negativni kontrola s 5 pl redestilované vody namisto

cDNA.

4.2.6.5 Analyza vybranych gentt CYP a UGT

U téch gend, jejichz primery vyhovovaly testu ovéfeni jejich funkcnosti
a Stanoveni Uc¢innosti s pouzitim smésné cDNA, byly pomoci qPCR testovany vlastni
vzorky. Pouzity byly geny CYP 3, CYP 4, CYP 5, CYP 6, UGT 7, UGT 9, UGT 12,
UGT 18, UGT 24 a UGT 25.

Testované vzorky byly rozdéleny podle pohlavi cervli: M (samci) nebo
F (samice); kmene: ISE nebo WR a doby ovlivnéni: 12 nebo 24 hodin. VZdy byl testovan
vzorek ovlivnény IVE spolu s pfislusnou neovlivnénou kontrolou. Kazdy vzorek byl
testovan ve tfech biologickych replikatech a pro qPCR byl pipetovan v duplikatech.
Pro kazdy vzorek byla také provedena qPCR s ,,noRT* kontrolou (pfipravenou reverzni
transkripci RNA bez RT), jejiz negativni vysledek mél zarucit, Ze dany vzorek neni
kontaminovan genomovou DNA. Také byla provedena negativni kontrola (NTC),
ve které byla misto cDNA pouzita redestilovana voda.

Mastermix byl ptipraven stejnym zpusobem jako diive dle Tab. 3, pouze se lisilo
vypocitané mnozstvi mastermixu. Napt. pro qPCR 12 vzorkl v duplikatech bylo dané
mnozstvi komponent vyndsobeno 26x (12 vzorkti x 2 + 1 NTC + 1 navic — rezerva kvili

pipetovaci chybé€). Do stripti pro PCR byly dle pipetovaciho schématu na Obr. 12
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pipetovany ob¢ soucasti: 5 pl cDNA (pfipravené reverzni transkripci) a 15 pl
pfipraveného mastermixu. Stripy byly oznaceny, promichany a zcentrifugovany. Analyza
probé¢hla v ptistroji pro Real-Time PCR za jiz uvedenych podminek. Po probéhnuti gPCR
byly zkontrolovany prib&hy fluorescenénich ktivek, které by mély mit pfiblizné totozny
prabéh, jen posunuty v ¢ase. Dale byly zkontrolovany kiivky tani a nasledné byla data
analyzovana v pocitacovém programu Excel.
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Obr. 12 Schematické znazornéni strip pro PCR.

Toto schéma bylo pouzito pro sledovani kvantifikace exprese jednotlivych gent
ve zkoumanych vzorcich. Pro kazdy gen byla provedena qPCR na zaklad¢ tohoto
schématu. Stejnou barvou jsou znazornény pipetované vzorky v tfech biologickych
kopiich, vzdy v duplikatech pro kazdy vzorek. Vzorky byly oznaceny dle znazornéni
slozenim ze zkratek: I — vzorky ovlivnéné IVE, K — kontrola, M — male, F — female,

NTC — negativni kontrola.

4.2.7 Statistické vyhodnoceni dat

Poté, co byla data z PCR vyhodnocena v Excelu, bylo provedeno statistické
vyhodnoceni dat Ing. Petrou Matouskovou, Ph.D. v programu GraphPad Prism 6.0

na zakladé neparového Studentova t-testu, s hladinami vyznamnosti P < 0,1 a P < 0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1 Ovéreni funkEnosti primert

Ovéfenim primert bylo sledovdno, zda jsou navrzené primery vhodné pro
nasledujici testovani. PoZzadavkem bylo, aby v negativni kontrole (NTC) nebyl detekovan
zadny produkt, ktery by znamenal vznik primer-dimerd. Pokud by byl prokézan pozitivni
vysledek u NTC kontroly, kdy kfivka tani ukazuje produkt s jinou teplotou tani, jedna se
pravé o primer-dimery (Obr. 13). V ptipad¢, kdy by teplota tani v NTC kontrole
odpovidala teploté tani specifickych produktt, s nejvyssi pravdépodobnosti by se jednalo
o kontaminaci. Tolerovana by byla hodnota, ktera by se liSila vyslednymi Cthodnotami
alespont o pét cyklu a kiivka tani u NTC vzorku by ukazovala jiny produkt. Druhym
pozadavkem bylo, aby kfivka tani u vzorki vykazala pouze jeden pik.

Byly ovéteny navrzené primery pro vSechny testované referenc¢ni i vybrané geny
a timto ovétenim byly zplsobilé pro dalsi testovani vSechny navrzené primery s vyjimkou

primeru pro UGT 6 (Obr. 13). Tento primer tedy dale nebyl vyuzit.
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Obr. 13 Amplification plot (Amplifika¢ni kiivka) + Melt curve plot (Ktivka tani)
pfi oveéfovani primeru pro gen UGT 6.
Na ose y amplifikacni kifivky je hodnota ARn, kterd udava standardizovanou hodnotu
&i standardizovany fluorescenéni signal. Na ose x je pocet cykli. Cervend vyznadena
ptimka vyznacuje prah pro kvantifikaci cyklu. 2 sigmoidni kiivky znazornuji amplifikaci
vzorku (Cervené) a NTC (modie) pii analyze primeru pro gen UGT 6. NTC zde vykazuje
vznik produktu (primer-dimeri), které se vsak nelisi o 5 cykld. Tento produkt ma i svou
ktivku tani, ktera ukazuje zavislost zmény fluorescence na teploté. Jeden pik byl

detekovan pro NTC (Seda barva) a druhy pro vzorek (Cervena barva).
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U ostatnich navrzenych primert pro geny CYP 3, CYP 4, CYP 5, CYP 6, UGT 7,
UGT 9, UGT 12, UGT 18, UGT 24, UGT 25 byly pozadavky na prubéh amplifika¢ni

kiivky a kiivky tani splnény, proto mohly byt tyto primery pouzity pro stanoveni
ucinnosti (Obr. 14, Obr. 15).
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Obr. 14 Amplifika¢ni kiivka pti ovéteni primeru pro CYP 4.

Zelenou barvou je zndzornéna kiivka pro NTC (negativni kontrolu), kterd nevykazuje

zadny vznik produktu. Fialovou barvou je znazornéna kiivka vzorku.
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Obr. 15 K#ivka tani pfi ovéfovani primeru pro CYP 4.

Sedou barvou je znazornéna NTC (negativni kontrola), ktera nevykazuje zadny pik,

cervenou barvou je detekovan jeden pik vzorku.
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5.2 Stanoveni u¢innosti primerd

U vsech navrzenych primerd byla zkoumana jejich ucinnost z toho davodu,
aby byla zajisténa spolehliva kvantifikace mnozstvi DNA. Bylo potieba dosahnout
optimdalni u¢innosti mezi 90 a 110 %.

Vyhodnoceni G¢innosti bylo provedeno na zakladé Ct hodnot, které byly odecteny
programem (QuantStudio 6 Flex Software). Tyto hodnoty jsou ovlivnény koncentraci
cilové sekvence v testované cDNA. Bylo dilezité, aby byly dosazeny urcité hodnoty Ct
(mezni hodnota se pohybovala kolem 35), které zarucily pouzitelnost dané¢ho primeru
pro testované vzorky a také reprodukovatelnost vysledki.

Ct hodnoty duplikati byly zpramérovany a znazornény ve standardni kiivce

Vv zavislosti na stupni fedéni (Obr. 16). Tvar linearni rovnice zobrazuje Rovnice 1.

Rovnice 1 y=kx+q

V rovnici znamenaji: y — Ct, K — sklon k#ivky, X — koncentrace, q — prisecik s 0sou y.

: UGT 25

Cr
60,00
40,.00 [ T [ T . @-rienn.... @)
50,00 y =-3,3963x+ 44,938

' R2=0,999

0,00
0 1 2 3 4 100 C 5

Obr. 16 Standardni kiivka pro stanoveni u¢innosti u navrzeného primeru genu UGT 25.
Crhodnota je prah cyklu, log ¢ je logaritmus koncentrace cDNA. Do grafu jsou zaneseny
pouze 4 hodnoty z 5, nebot posledni hodnota cDNA byla v nizké neméfitelné

koncentraci.

Z linearni rovnice bylo mozno vypocitat sklon standardni kiivky, ktery byl

nasledn€ pouZzit pro vypocet ucinnosti s vyuzitim standardni rovnice (Rovnice 2).

1
Rovnice 2 % tcinnosti = (107% — 1) x 100
V rovnici znamena: K — sklon standardni kiivky.
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Optimalni ucinnosti bylo dosazeno u vsech testovanych primert (Tab. 6).
V této praci byla stanovena uUCinnost pouze u primert CYP 3, CYP 4 a UGT 25.

Uginnosti ostatnich sad primert byly uz diive stanoveny Ing. Petrou Matouskovou, Ph.D.

Tab. 6 U¢innosti primeri

Nazev genu | GenBank ID | U¢innost [%]
CYP3 CDJ83276.1 109
CYP4 CDJ96396.1 106
CYP5 CDJ92488.1 100
CYP6 CDJ94176.1 102
UGT 7 CDJ80191.1 94
UGT 9 CDJ87561.1 100
UGT 12 CDJ96378.1 100
UGT 18 CDJ94115.1 99
UGT 24 CDJ82132.1 103
UGT 25 CDJ94501.1 97

GAPDH CDJ92718.1 101
FARB CDJ86885.1 100

5.3 Sledovani exprese vybranych gentt CYP a UGT

Pomoci qPCR byla zkoumana exprese vybranych gent. Jednalo se o geny CYP 3,
CYP 4, CYP 5, CYP 6, UGT 7, UGT 9, UGT 12, UGT 18, UGT 24 a UGT 25.
Jako referen¢ni geny byly pouzity geny GAPDH a FARB, u nichz byla ovéfena stabilita
i pfi pasobeni IVE (Lecova et al. 2015).

Exprese téchto genll byla sledovana u vzorkl ovlivnénych IVE 1 u kontrolnich
vzorkll. Exprese byla porovnana mezi kmeny H. contortus ISE a WR, déle byly
posouzeny rozdily exprese na zakladé pohlavi H. contortus a doby ovlivnéni IVE.

Po probéhnuti qPCR byla data ode¢tena programem QuantStudio 6 Flex Software
a matematicky vyhodnocena v poc¢itacovém programu Excel. Vychozimi hodnotami pro
vypocet genové exprese byly opét hodnoty Ct. Tyto hodnoty byly u duplikatd
zprumérovany. Pokud se Ct hodnoty duplikati lisily o vice nez 0,5 cyklu, nebyly hodnoty

pro vypocet pouZzity. Vypocet byl proveden podle nasledujici rovnice (Rovnice €. 3).

Rovnice 3 2—((2) CT stanovovaného genu—@ CT referencniho genu)

V rovnici znamenaji: Ct — cycle of threshold (cyklus prahu), @ - primér.

57



Hodnoty Crt referenc¢nich genid byly pouzity jako tzv. vnitini kontrola.
Tim, Ze jejich exprese neni zavisla na vnéjSich faktorech a neprojevuji se zadné rozdily
V expresi po vystaveni témto faktortim, mohly ndm pomoci v kvantifikaci skute¢ného
mnozstvi cDNA, které vstupovalo do hodnoceni pomoci qPCR.

Hodnota vSech kontrolnich neovlivnénych vzorki pak byla nastavena jako 1,0
abyly kni vztazeny hodnoty vzorkt ovlivnénych IVE. Tak bylo mozné analyzovat
genovou expresi jednotlivych geni kvantitativné. Pokud doslo Kk vys$si genové expresi
u ovlivnéného vzorku nez u vzorku kontrolniho, mizeme mluvit o indukci, pokud naopak
byla genova exprese ovlivnéného vzorku niz$i, mizeme mluvit o inhibici. Hodnoty
genové exprese byly znazornény a srovnavany V grafech pro jednotlivé geny s jejich
odchylkou. Data byla statisticky vyhodnocena v programu GraphPad Prism 6.0

a vysledky byly pouzity pro formulaci zavéru.

5.3.1 Srovnani exprese vybranych genti

Hodnoty byly zavedeny do grafu jako srovnani ovlivnénych vzorkd
kK neovlivnénym, dale byly pouzity smérodatné odchylky, které zaznamenaly rozptyl mezi
tremi biologickymi vzorky, a také byly zndzornény statisticky vyznamné zmény. Grafické
znazornéni umoznilo dobré vizualni porovnani zmén, které byly nalezeny.

Na Obr. 17 jsou graficky znazornény vysledky exprese vSech nasich vybranych
gend U samct, v levé poloviné grafu jsou vysledky pro kmen ISE, v pravé poloviné pro
kmen WR. Pokud sledujeme statisticky vyznamné zmény, je vidét patrny rozdil mezi
témito dvéma kmeny, nebot’ kmen ISE se ukdzal byt citlivéjSim na plsobeni IVE, nez
rezistentni kmen WR. U citlivého kmene bylo nalezeno vice inhibi¢nich zmén.

Na Obr. 18 jsou graficky znazornény vysledky exprese vSech nasich vybranych
gend U samic. U mnoha genil byly nalezeny statisticky vyznamné zmény, zejména pak

indukce u kmene WR.
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Obr. 17 Exprese jednotlivych genti u samct H. contortus.
** jsou oznaceny vysledky, které vysly s hladinou statistické vyznamnosti P < 0,05.

* jsou oznaceny vysledky, které vySly s hladinou statistické vyznamnosti P < 0,1.
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Obr. 18 Exprese jednotlivych genti u samic H. contortus.
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Obr. 19 Porovnani zmén v expresi genu CYP 3 mezi samci a samicemi.

* signifikantni zména P < 0,1. ** signifikantni zména P < 0,05.

U samct nebylo detekovano zadné signifikantni zvySeni ¢i snizeni exprese tohoto genu,

takze exprese ovlivnénych ¢ervi byla podobna expresi kontrolni skupiny. Stejné tak

u samic kmene ISE nebyla pozorovana zadna zména v expresi, ale u samic kmene WR

doslo k signifikantnimu snizeni exprese genu CYP 3 jak po 12 hodinach (P < 0,1),
tak po 24 hodinach (P < 0,05).
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Obr. 20 Porovnani zmén v expresi genu CYP 4 mezi samci a samicemi.

* signifikantni zména P < 0,1. ** signifikantni zména P < 0,05.

V piipadé genu CYP 4 doslo K signifikantnimu snizeni exprese u samci kmene ISE

po 12 hodinach (P < 0,05) a také po 24 hodinach (P < 0,1). Ostatni vysledky exprese

tohoto genu u samcti kmene WR a samic obou kment byly srovnatelné s kontrolou.
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Obr. 21 Porovnani zmén v expresi genu CYP 5 mezi samci a samicemi.

* signifikantni zména P <0,1. ** signifikantni zména P < 0,05.

U samic doslo k mirné indukci u kmene ISE po 12 hodinach. Naproti tomu u samcti doslo
k signifikantni odpovédi na piasobeni IVE po 12 i 24 hodindch u obou kment.
Po 12 hodinéch byla u obou kmenit detekovana inhibice, po 24 hodinéch se ale vysledky

lisily: u kmene ISE se jednalo o vyraznou indukci, u kmene WR byla nalezena inhibice.
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Obr. 22 Porovnani zmén v expresi genu CYP 6 mezi samci a samicemi.

* signifikantni zména P < 0,1. ** signifikantni zména P < 0,05.

U samcu byla zjisténa tendence k indukci exprese genu CYP 6. K signifikantnimu
zvySeni exprese doslo jak u kmene ISE po 24 hodinach (P < 0,1), tak u kmene WR jiz
po 12 hodinach (P < 0,1) a také po 24 hodinach (P < 0,05).

Vedle toho u samic kmene ISE doslo nejprve po 12 hodinach ke statisticky
vyznamné indukci a poté po 24 hodinach k inhibici (u obou P < 0,05). U samic kmene

WR bylo po 24 hodinach detekovano statisticky vyznamné zvySeni exprese (P < 0,05).
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UGT 7 — male UGT 7 — female
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Obr. 23 Porovnani zmén v expresi genu UGT 7 mezi samci a samicemi. (M¢fitko
na svislé ose obou grafii se 1isi z divodu vhodnosti grafického znadzornéni.)

* signifikantni zména P < 0,1. ** signifikantni zména P < 0,05.

Na obou grafech byl patrny rozdil mezi expresi tohoto genu u samci a samic. U samic
nedoslo k signifikantni zméné v expresi, byla vSak pozorovana tendence k indukci.
Naopak tomu bylo u samct: byla zaznamenana vyrazna inhibice u obou kment.
Po 24 hodinach byla nalezena u samcti kmene ISE signifikantni zména (P <0,1), u kmene

WR doslo k inhibici s hladinou statistické vyznamnosti P < 0,05 po 12 i po 24 hodinach.
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Obr. 24 Porovnani zmén v expresi genu UGT 9 mezi samci a samicemi. (M¢fitko na
svislé ose obou grafti se 1isi z diivodu vhodnosti grafického znadzornéni.)

* signifikantni zména P < 0,1. ** signifikantni zména P < 0,05.

U samcu kmene ISE doslo po 12 hodinach k inhibici (P < 0,1), ktera zGstala patrna
I po 24 hodinach (P < 0,05). Naopak u samcti kmene WR byla spise tendence k indukci,
ktera byla signifikantni po 24 hodinach (P < 0,1). Exprese tohoto genu u samic se
podobala expresi samct. U samic kmene ISE byla po 12 hodinach pozorovana statisticky

vyznamna inhibice, naopak u kmene WR po 12 hodinach doslo k indukci (obé P < 0,05).
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Obr. 25 Porovnani zmén v expresi genu UGT 12 mezi samci a samicemi.

* signifikantni zména P < 0,1. ** signifikantni zména P < 0,05.

Podobna tendence k inhibici u kmene ISE a indukci u kmene WR jako u genu UGT 9
byla patrna 1 u genu UGT 12. Signifikantni se ukézala byt inhibice u samcii kmene ISE
po 12 hodinach (P < 0,1), statisticky vyznamna pak byla indukce u samic kmene WR
po 12 hodinach (P < 0,05).
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Obr. 26 Porovnani zmén v expresi genu UGT 18 mezi samci a samicemi.

* signifikantni zména P < 0,1. ** signifikantni zména P < 0,05.

U samct kmene ISE byla zjiSténa inhibice po 12 1 po 24 hodinach. U samct kmene WR
byla naopak zjisténa statisticky vyznamna indukce (P < 0,05).

U samic kmene ISE byla po 12 hodinach pozorovana statisticky vyznamna indukce
(P <0,05), u samic kmene WR doslo ke zvySeni exprese po 24 hodinach (P < 0,1).
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Obr. 27 Porovnani zmén v expresi genu UGT 24 mezi samci a samicemi.

* signifikantni zména P < 0,1. ** signifikantni zména P < 0,05.

U genu UGT 24 byly pozorovany vSechny vyrazné zmény V expresi po 24 hodinové
kultivaci H. contortus v prostfedi IVE. U samcti kmene ISE doslo k indukci
po 24 hodinach (P <0,1), stejné tak doslo ke statisticky vyznamné indukci u samic kmene
ISE i WR po 24 hodinach (P < 0,05).
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Obr. 28 Porovnani exprese genu UGT 25 u samic a samc.

* signifikantni zména P < 0,1. ** signifikantni zména P < 0,05.

V expresi genu UGT 25 se projevila statisticky vyznamna inhibice u samct kmene ISE
po 24 hodinach (P < 0,05) a signifikantni sniZeni exprese u samic kmene ISE
po 12 hodinach (P < 0,1). V ostatnich ptipadech byla exprese tohoto genu u Cervi

ovlivnénych IVE srovnatelna s kontrolni skupinou.
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6. DISKUZE

Bliz§i poznani mechanismu 1ékové rezistence vlasovky slezové na latky
s anthelmintickou aktivitou by mohlo pomoci piedchazet rozsifovani této rezistence
¢i zpomalit nebo zastavit vyvoj rezistence.

Zkoumanymi cilovymi geny, které¢ by mohly byt zodpovédné za rozvoj rezistence,
jsou také geny kodujici biotransformacni enzymy, které interaguji s anthelmintikem
apfeménuji jej do inaktivni podoby, ve které je anthelmintikum vylouceno.
Biotransformacni enzymy a transportéry mohou v ur¢itém rozsahu slouzit jako ochrana
parazita pred toxickymi ucinky anthelmintika a indukce biotransformacénich enzymu
xenobiotik muze piedstavovat vyhodnou obrannou strategii (Cvilink et al. 2009).

Cilem této prace proto bylo sledovani vlivu anthelmintika IVE na dospélce
vlasovky slezové. Byla sledovana exprese nékterych vybranych gend, které koduji
enzymy rodiny CYP a UGT. Na samy tvod je nutno fici, které zdroje byly pouzity pro
vybér samotnych gentl.

V teoretické Casti byla popsana vyhodnéd fylogenetickd piibuznost parazitické
hlistice H. contortus s volné Zijici hlistici C. elegans a nalezenych zachovanych vzoru
V genomu u obou druht, proto jsme zvolili jako piedlohu studii, ktera popisovala vliv
IVE na nékteré geny u C. elegans (Laing et al. 2012). Hypotézou, ze které autofi
vychazeli, bylo, Ze vystaveni C. elegans vlivu IVE zpisobi indukci biotransformaénich
enzymil této hlistice. Tato teorie nebyla potvrzena, ale byly zjistény piedevsim interakce
IVE s geny zapojenymi do piijmu potravy, které zptsobuji dysfunkci hltanu a s tim
spojeny sniZzeny piijem potravy. Pfesto se mezi ovlivnénymi geny vyskytly i geny
kodujici biotransformaéni enzymy, tedy cyp-37B1 (up-regulovan, tedy indukovan)
a ugt-63 (down-regulovan, tedy inhibovan). Nasim pfedpokladem tedy bylo, ze pokud se
s biotransformac¢nimi enzymy hlistice C. elegans udaly ur¢ité zmény, mohlo by
k podobnym zménam dojit i u parazitujici vlasovky. Proto jsme se zaméfili na zkoumani
vlivu IVE na biotransformacni enzymy H. contortus.

Druhou studii, ze které jsme vychazeli, byla data ziskand kvantifikaci gent
kodujicich enzymy CYP u H. contortus (Laing et al. 2015), jak jiz bylo popsano u Obr. 9.

Nasim pfistupem byla studie vybranych genti. Mohli bychom je nazvat podobné,
jako je nazyva Gilleard (2006), a to kandidatni geny. Gilleard ve své praci navrhoval, aby

byl kazdy takto vybrany a poté analyze podrobeny gen navrhnut s urcitou hypotézou,
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se ,,vzdélanym odhadem®. NaSimi geny byly geny kodujici biotransformaéni enzymy
CYP a UGT. Hypotézou pro vybér naSich genii by tedy mohlo byt, ze IVE je
metabolizovan biotransforma¢nimi enzymy parazita, a proto se zaméfime na studium,
jak IVE ovlivituje tyto molekuly zapojené do metabolismu xenobiotik. Nicméné
Vokial et al. (2013a) prokazal, ze IVE neni metabolizovan biotransformacnimi enzymy
parazitujici hlistice H.contortus. Pro srovnani provedl i studii vlivu IVE
na biotransformacni enzymy hostitele (ovce domaci — Ovis aries), u kterého bylo
dokazano zapojeni biotransformacnich molekul do metabolismu IVE a byly prokazany
metabolity 1. a Il. faze metabolismu xenobiotik. Zavérem tedy bylo navrzeno,
ze biotransformacni enzymy nemohou byt zodpovédné za rozvoj rezistence tohoto
parazita na anthelmintické ptisobeni IVE (Voktal et al. 2013a). I ptes tuto skute¢nost,
ktera nam byla znama, jsme se rozhodli sledovat vliv IVE na geny, které koduji tyto
biotransformacni enzymy. Prvnim piedpokladem bylo, ze pokud IVE neni
biotransformaénimi enzymy metabolizovan, nebude mit na né zadny Vliv.
Druhym moznym ptedpokladem bylo, Ze IVE by mohl tyto biotransformacni enzymy
ovliviiovat, ale ne mechanismem interakce snimi jako jejich substrat, ale jako
xenobioticka latka, ktera se vyskytne v organismu parazita, a na jejiz pasobeni jsou
pfipraveny biotransformacéni enzymy jako prvni linie obrany, tfebaze dané xenobiotikum
nemetabolizuji.

Nas prvni pfedpoklad nebyl potvrzen, nebot’ byly nalezeny statisticky vyznamné
zmény v expresi jednotlivych gend. Muzeme se tedy pouze domnivat, jakym
mechanismem tyto zmény V expresi genit CYP a UGT nastavaji, pokud mechanismem
neni pfima interakce biotransformacnich enzymu s IVE. Je mozné, Ze vlivem xenobiotika
dochdzi k celkové zméné v expresi biotransformaénich enzymi jako projev reakce
na vznikly oxidacni stres. V tom piipad€ by mohla celkové pozménéna exprese genil jako
odpovéd’ na pisobeni xenobiotika (v nasem ptipadé IVE) znamenat, ze zejména vyssi
mnozstvi  biotransformacnich enzymti obecné¢ pfispéje k vzniku &1 rozvoji
helmintorezistence.

Metodou pro zkoumani vlivu IVE na vybrané geny byla zvolena kvantitativni
PCR, ktera je vysoce citlivou metodou pro kvantitativni detekci vstupniho mnozstvi
DNA. Vysledné hodnoty, které kvantitativné hodnoti expresi vybranych genti, byly
zaneseny do grafli pro vizudlni grafické porovnani.

Na Obr. 17, kde je znazornéna exprese gend u samcil, je patrné velké mnozstvi

statisticky vyznamnych zmén v expresi u samct kmene ISE, u kterych bylo nalezeno
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zejména mnozstvi inhibi¢nich zmén. U kmene ISE jako kmene citlivéj$iho na plisobeni
anthelmintik, jsme pfedpokladali, ze téchto zmén bude vice, nez u kmene rezistentniho.

Piikladem vyssi citlivosti a nalezenych inhibi¢nich zmén u kmene ISE oproti
kmeni WR (u kterého Vv nasledné uvedenych genech nenastala zadna zména) muze byt
exprese genu CYP 4 u samcti, nebot’ v tomto genu doslo po 12 i 24 hodinéch ke statisticky
vyznamné inhibici, na rozdil od kmene WR, kde nedoslo k inhibici ani indukci (Obr. 20).
Podobné¢ nastala inhibice po 12 hodinach u genu UGT 12 (Obr. 25) a po 24 hodinach
ugenu UGT 25 (Obr. 28) s zidnou zménou v téchto genech u kmene WR.
Druhym ptikladem vyssi citlivosti kmene ISE v podobé inhibice oproti indukci
v kmeni WR je gen UGT 9 u samci, ve kterém byla pozorovana inhibice kmene ISE
po 12 i 24 hodinach, naopak u kmene WR po 24 hodinach indukce (Obr. 24). Podobné
ugenu UGT 18 u samcu doslo k inhibici v kmeni ISE, naopak v kmeni WR nastala
indukce (Obr. 26).

Inhibici u samcti miizeme pozorovat také u genu UGT 7, ten vsak jako jediny gen
zZ celého souboru vybranych gentli poskytuje po 12 i 24 hodinach u obou kmenti shodné
vysledky, smétujici k inhibici (Obr. 23).

Pokud budeme predpokladat, ze indukce genti u parazita znamena jakousi obranu
proti pusobeni xenobiotika, u samci se tato odpoveéd’ projevuje v expresi genit CYP 5
(Obr. 21), CYP 6 (Obr. 22) a UGT 24 (Obr. 27) u kmene ISE, vSechny tyto zmény pak
jsou znatelné az po 24 hodinach. Tim se kmen ISE lisi od kmene WR, u kterého dochazi
k aktivaci této odpovédi uz po 12 hodinach u geni CYP 6 (Obr. 22) a UGT 18 (Obr. 26),
stejnd indukce je patrné i po 24 hodindch a dal$i indukce je zaznamenana u kmene WR
u genu UGT 9 po 24 hodinach (Obr. 24). Zde je patrny rozdil mezi citlivym kmenem ISE
a rezistentnim kmenem WR, nebot’ samci kmene WR reaguji obranou v podob¢ indukce
biotransformacnich enzymi rychleji (po 12 hodinach), nez je tomu u samct citlivého
kmene ISE, kteti reaguji az po 24 hodinach.

Kdyz shrneme mnozstvi statisticky vyznamnych zmén v genetické vybaveé
vybranych genti samcti H. contortus, bylo nalezeno 6 zméns P <0,05a7 zmén s P <0,1,
tedy dohromady 13 zmén v kmeni ISE. Z toho bylo 10 inhibic a 3 indukce. V kmeni WR
bylo nalezeno 6 zmén s P < 0,05 a 3 zmény s P < 0,1, tedy dohromady 9 zmén, z nichz
byly 4 inhibice a 5 indukci. Z téchto vysledkii vyplyva, ze mezi samci se ukdzal byt
citlivéjsi na ovlivnéni IVE kmen ISE a pirevazovaly inhibice, naopak rezistentni

kmen WR byl méné ovlivnén a sklon k indukci/inhibici byl témét vyrovnan, nepatrné
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prevladly indukce. Tyto vysledky dobte dokladaji vyssi citlivost kmene ISE na plsobeni
xenobiotik a na druhou stranu vyssi schopnost obrany v podob¢ indukci u kmene WR.

Souhrnny pohled na expresi vybranych genti u samic ukazuje Obr. 18 a je mozno
fici, ze u samic bylo pozorovano mén¢ signifikantnich zmén jako odpovéd’ na plisobeni
IVE a ptevazovaly indukce. U samic kmene ISE bylo pozorovano 5 statisticky
vyznamnych zmén s P < 0,05 a 2 zmény s P < 0,1, tedy dohromady 7 zmén (z toho byly
3 inhibice a 4 indukce). U samic rezistentniho kmene WR se projevilo 6 statisticky
vyznamnych zmén s P < 0,05 a 1 zména s P < 0,1, dohromady 7 zmén, z toho 5 indukci
a 2 inhibice.

Indukce u samic kmene ISE nastala u gent CYP 5 (Obr. 21) a UGT 18 (Obr. 26)
po 12 hodinach, u genu UGT 24 (Obr. 27) po 24 hodinach. Je otazkou, pro¢ nékteré geny
reaguji indukci pouze kratkodobou — napt. po 24 hodinach u genu CYP 5 a UGT 18 je
exprese srovnatelna s kontrolou. Vysvétlenim by mohla byt prvotni obranna linie
v podob¢ indukce téchto gent jako reakce na kratkodoby kontakt s xenobiotikem, ktera
je nasledné nahrazena vyraznou indukci genu UGT 24. U samic kmene WR nastalo jeste
vétsi mnozstvi statisticky vyznamnych indukci, a to u genu CYP 6 (Obr. 22), UGT 18
(Obr. 26) a UGT 24 (Obr. 27) po 24 hodinach a u geni UGT 9 (Obr. 24) a UGT 12
(Obr. 25) po 12 hodinach. Zde je zajimavé, Ze zadna indukce samic nebyla zaznamenana
V obou ¢asech, ale nejprve po 12 hodinach u dvou a po 24 hodinach u tii gent. Zde by se
nabizelo vysvétleni, Ze rizné geny hraji riiznou roli v odpovédi na pisobeni xenobiotika,
kdyz zkoumame ¢asové obdobi nasledujici po podani xenobiotika.

Za zminku stoji vyraznd inhibice samic kmene WR u genu CYP 3
po 12 i 24 hodinach (Obr. 19). Mezi inhibicemi u samic vy¢niva dale gen CYP 6 u samic
kmene ISE po 24 hodinach, coz je vyrazny rozdil od 12hodinového plsobeni IVE,
po kterém nastala indukce (Obr. 22). MizZeme se pouze domnivat, pro¢ po 12 hodinach
nastava indukce a poté po 24 hodinéch inhibice, je mozné, ze prvotni indukce je odpovédi
organismu na nahlé ptsobeni cizorodé latky, zatimco pozd¢jsi inhibice je zptisobena tim,
ze jiné geny jsou indukovany jako odpovéd’ nebo jiz pivodni odpovéd organismu
Vv podobé indukce byla dostate¢nd a mRNA kodujici tento gen uz neni potieba. Také se
muZeme domnivat, Ze rizné geny mohou hrat riiznou roli v aktualni odpovédi organismu
na toxicky vliv anthelmintika, kdyz se divame na ¢asovy prabeh exprese gent od zacatku
pusobeni xenobiotické latky.

Dale bude pozornost obracena ke genlim, které byly u kmene ISE inhibovany,

zatimco u kmene WR byly indukovany: v tomto procesu byly shledany jako klicové
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2 geny z naseho souboru vybranych gent. Prvnim genem je UGT 9 (Obr. 24), ktery byl
inhibovan u kmene ISE u samct (po 12 i 24 hodinach) a u samic (po 12 hodinéach).
U tohoto genu byla v kmeni WR objevena naopak indukce — u samcii po 24 hodinach
a usamic po 12 hodinach. Druhym genem je kmenem ISE u samci inhibovany gen
UGT 18 (Obr. 26), ktery byl naopak kmenem WR indukovan (obé zmény byly
zaznamenany po 12 i 24 hodinach). Tyto dva geny se zdaji byt jakymsi posunem
v citlivosti od inhibice v kmeni citlivém k indukci v kmeni rezistentnim.

V souboru naSich vybranych genti byly také takové geny, u kterych nenastala
zadna statisticky vyznamna zmeéna: jednalo se o gen CYP 3 u samct (Obr. 19), CYP 4
u samic (Obr. 20) a UGT 7 u samic (Obr. 23). Takovato ,,zadna reakce™ se zda byt
v potadku, naopak piekvapujici pro nas bylo mnozstvi statisticky vyznamnych zmén,
které byly popsany vyse.

Zkoumani exprese vybranych genti pomoci qPCR bylo provedeno pouze jednou.
Aby byly nase vysledky potvrzeny, bylo by nutné experimenty zopakovat. Do budoucna
by se jevilo zajimavé zkoumat vliv jinych koncentraci IVE ¢i jeho krat§iho ¢i del§iho
pusobeni na vlasovku slezovou. Tak by bylo mozno potvrdit ¢i vyvratit zmény, které byly
V expresi genu V této praci nalezeny, at’ uz smetovaly K indukei ¢i inhibici. Otazkou také
muze byt, nakolik jsou uvedené zmény dulezité pro celkovou reakci organismu parazita
na pusobeni xenobiotika, tim padem na vznik ¢i vyvoj rezistence. Tyto podnéty a otazky
by mohly byt pfedmétem dalSiho zkoumani vlivu IVE na parazitujici hlistice

H. contortus.
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7. ZAVER

Byla zkouméana exprese vybranych geni CYP a UGT vlasovky slezové
po vystaveni vlivu IVE.

Vysledky v ptedlozené préaci ukazaly, ze kratkodobé vystaveni dospélct
H. contortus vlivu 1 uM IVE po dobu 12 ¢i 24 hodin ma vliv na expresi vybranych geni,
které koduji biotransformacni enzymy z rodiny CYP a UGT. V mnoha genech u samic
I samci obou kmeni nastaly inhibice ¢i indukce. Ackoli se tyto biotransforma¢ni enzymy
netcastni metabolismu IVE, jsou jim ovliviiovany a bliz§i mechanismus a diivod tohoto
ovlivnéni bude muset byt v ptipadé zajmu blize studovan, nebot’ nebyl pfedmétem studia
a cilem této prace. Zaroven uvedené vysledky bude potieba ovétit tim, Ze budou pokusy
zopakovany.

Bylo zjisténo, Ze samci kmene ISE jsou citliv§jsi na pisobeni IVE neZ samci
kmene WR a reaguji ¢astéji inhibicemi svych gent. Dale bylo zjisténo, ze pokud samci
kmene ISE reaguji obrannym mechanismem indukce nékterych svych gent,
je signifikantni reakce patrna az po 24 hodinach, na rozdil od samct rezistentniho kmene
WR, kteti reagovali indukci nékterych svych genti uz po 12 hodinach a tato indukce
pretrvavala i po 24 hodinach. Nasim poznatkem také bylo, Ze samice obou kmeni ¢asté&ji
reaguji indukci, kterd je vyrazna zejména u samic kmene WR. Zatim nam neni znamo,
co je pfiCinou takovéto reakce organismu parazita na pisobeni anthelmintik, ale je
ziejmé, ze odpoveéd’ riznych gend je rizna a lisi se Vv zavislosti na konkrétnim kmeni
parazita H. contortus, na jeho pohlavi a dobé ptisobeni xenobiotika, vV naSem piipadé

anthelminticky pisobiciho IVE.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABC ATP-binding cassette
AKRs aldo-keto reduktasy
ATP adenosine triphosphate — adenosintrifosfat

C.elegans  Caenorhabditis elegans

cDNA complementary DNA — komplementarni DNA k RNA

Cr cycle of threshold — cyklus prahu

CYP cytochrom P450

dATP deoxyadenosin trifosfat

dCTP deoxycytidin trifosfat

DEPC diethylpyrocarbonate — diethylpyrokarbonat

dGTP deoxyguanosin trifosfat

DNA deoxyribonucleic acid — deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukleosid trifosfat

DTT dithiotreitol

dTTP deoxythymidin trifosfat

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid — kyselina ethylendiamintetraoctova
EHT egg hatch test — test lihnuti vajicek

EPG eggs per gram — pocet vaji¢ek v gramu trusu

F samice H. contortus

F primer forward primer

FARB fatty acid and retinol binding protein

FECRT faecal egg count reduction test — test redukce vajicek v trusu
FMO flavin monooxygenasa

GABA gamma-aminobutyric acid — kyselina y-aminomaselna

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa

H. contortus Haemonchus contortus

H20 voda

IF samice H. contortus ovlivnéné IVE

IM samci H. contortus ovlivnéni IVE

ISE Inbred Susceptible Edinburgh — citlivy kmen H. contortus
IVE ivermektin
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K kontrolni kultivace bez IVE

KCI chlorid draselny

KF samice H. contortus, kontrolni kultivace bez IVE

KM samci H. contortus, kontrolni kultivace bez IVE

L3 larvalni stadium H. contortus 3. stupné

LDA larval development assay — analyza vyvoje larev

LDT larval development test — test vyvoje larev

LMIA larval migration inhibition assay — analyza inhibice migrace larev

M samec H. contortus

MALDT microagar larval development test — test vyvoje larev na mikroagaru
MDR multidrug resistant — rezistentni na velké mnozstvi 1é¢iv

NaHCOs3 hydrogenuhlicitan sodny

NCBI National Center for Biotechnology Information

noRT mastermix pro reverzni transkripci, ktera probéhne bez enzymu RT
NTC no template control — negativni kontrola

PBS Phosphate Buffered Saline — pufrovany fosfatovy fyziologicky roztok
PCR polymerase chain reaction — polymerazova fetézova reakce

gPCR kvantitativni PCR

R primer reverse primer

RNA ribonucleic acid — kyselina ribonukleova

RNasy ribonukleasy

ROS reactive oxygen species — reaktivni formy kysliku

RT reverzni transkriptasa (také RNA dependentni DNA polymerasa)
RT+ mastermix pro reverzni transkripci, ktera prob&éhne s enzymem RT
RT- mastermix pro reverzni transkripci, ktera prob&éhne bez enzymu RT
SDRs dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem

SULT sulfotransferasa

Tris-HCI hydrochlorid trometamolu (2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diolu)
UDP uridin diphosphate — uridindifosfat

UGT UDP-glykosyltransferasa, v této praci UDP-glukosyltransferasa

WAAVP World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology

WR White River — multirezistentni kmen H. contortus
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