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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Konstitutivni exprese UDP-glukosyltransferas vlasovky

slezové

Hemonchoza zplsobend gastrointestindlni hlistici Haemonchus contortus
(vlasovka slezova) je jednim z nejcastéjSich parazitarnich onemocnéni malych
ptezvykavci. Napadeni chovu timto krev sajicim parazitem znamend nejen zavazné
poskozeni zdravi zvifat, ale i stim souvisejici snizenou produktivitu a ekonomické
ztraty. Anthelmintika vyuzivanéd pro 1é€bu hemonchoz jsou Casto nedostate¢né U€¢inna
z divodu celosvétoveé se rozvijejici rezistence. Znalosti mechanismll zpusobujici
rezistenci nejsou stale dostacujici, a proto je kladeno velké Usili na odhaleni faktori,
které by mohly byt jejich pfi¢inou. Jednim z diivodli vzniku rezistence se zdaji byt
zmény biotransformacnich enzymi a jejich exprese. U H. contortus bylo nalezeno vice
jak 40 geni kodujicich riizné druhy UDP-glukosyltransferas (UGT). UGT jsou hlavnimi
enzymy spojovanymi s deaktivaci (glykosylaci) 1€¢iv u hlistic. Proto se tato préce
zamétuje predevsim na rodinu UGT s cilem analyzovat pomoci qPCR zmény v expresi
téchto genil u citlivych (ISE) a rezistentnich (WR) kmenii vlasovky slezové. 11 genil
UGT z kmene ISE a WR, rozdélenych dle pohlavi, bylo pomoci metody real-time PCR
analyzovano a byla sledovéana jejich exprese. Signifikantni zvySeni exprese bylo
pozorovano u UGT366A1, a to u obou pohlavi rezistentniho WR kmene. V experimentu
bylo zjisténo, Ze k vyss§i expresi dochédzi predevS§im u samcl. Snizeni exprese bylo
pozorovano u samic 1 samcti u dvou UGT rezistentniho WR kmene, konkrétné
UGT365B4 a UGT365B5. Tyto obmény exprese mohou znamenat moznost ucasti UGT

pfi zménach metabolismu anthelmintik a vzniku rezistence.
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Haemonchosis is one of the most frequent parasitic disease on small ruminants
caused by gastrointestinal nematode Haemonchus contortus. Attack of this blood
sucking parasite does not mean only serious health damage but also lower productivity
and economic losses. Anthelmintics are used as a medical treatment of haemonchosis
however they are often insufficient because of worlwide developing resistence.
Knowledge of mechanisms causing resistence is still not sufficient, therefore much
effort is spent in order to find the factors which could be their source. It appears that
changes of biotransformation enzymes and their expression might be one of the reason
for resistence. At H. contortus more than 40 genes which code a different types of UDP-
glucosyltransferases (UGTs) have been found. UGTs are the main enzymes in nematode
which are connected with a deactivation of drugs (glycosylation). Therefore this thesis
is focused especially on UGT family with the main goal to analyse changes in
expression of these genes of susceptible (ISE) and resitant (WR) strains of H. contortus
by qPCR. 11 UGT genes of strains ISE and WR, divided by sex, were analysed by Real-
Time PCR method and their expression was monitored. Significant increase of
expression was observed for UGT366A1 of both sexes in resistant WR stain. The
experiment had shown that higher expression occurs primarily in males. Lower
expression was observed in two UGTs of both sexes in resistant WR strain, UGT365B4
and UGT365B5 specifically. These changes of expression could mean the possible
participation of UGT during changes in anthelmintics metabolism and occurence of

resistance.
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1. UVOD

v

Helminti jsou typickymi parazity ovci, koz a také skotu. Mezi nejrozsifendjsi
patii Haemonchus contortus (vlasovka slezovd). Tento Cerv nitkovitého tvaru narusuje
svym kyjovitym zubem cévy v gastrointestindlnim traktu pfedevSim u ovei a koz.
Vyskytuje se ptevazné ve vlhkych teplych oblastech, ale diky zménam klimatu se s nim
muzeme setkat i u chovll v severni Evropé€. V ohrozeni jsou pfedev§im mensi zvifata a
mlad’ata, kterd v disledku napadeni parazitem mohou trpét mimo jiné kachexii, anemii
a v krajnim pfipadé maze dojit az k thynu. Pfedchézeni a aktivni kontrola helmint6z je
v soucasnosti zaloZzena na kombinaci zoohygienickych opatfeni v prostfedi chovu a
podani antinematod hostitelskym zvifatim (Lamka a Duchacek 2014).

Mezi pouzivand léciva se fadi benziimidazoly, imidazothiazoly, makrocyklické
laktony a aminoacetonitrilové derivaty. I pies vysokou Gcinnost, relativni bezpecnost a
dostupnost terapie skyta 1écba vazny problém zptisobeny naduzivanim anthelmintik, a
tim je rezistence. Helmintorezistence je jednim z nejzavaznéjSich problémi veterinarni
parazitologie nejen zhlediska zdravi a produktivity chovili, ale také zvySenim
ekonomickych nékladd na 1écbu.

O rezistenci se jedna, pokud se v populaci hlistic vyskytuje vysoké procento
paraziti nereagujicich na doporuc¢enou davku léciva, ktera je bézné ti¢inna u citlivych
jedinct. Dlouhodobé a casto zbyte€né vyuzivani 1écby, jeji pouZiti jako jediné metody
k potlateni mnoZeni parazitli, neznalost a nerespektovani epizootologie, vyrazné
prispéli k rozvinuti rezistence. Ve statech jizni polokoule je vzristajicim problémem
také vznik tzv. multirezistence, rezistence proti vice druhiim dostupnych anthelmintik.
Jelikoz je rezistence dédicnd, v mnoha ptipadech je v populaci hlistic roz$ifena natolik,
ze v téchto podminkdch uz neni mozné udrzet chov. Rezistence se vyviji rychle a
paradoxné k ni dochazi jesté rychleji, ¢im je 1é¢ivo u€inngjsi a ¢im ma delsi ucinek.
Dnes je vSeobecné vyuzivany pfistup tzv. cilené selektivni 1é¢by (TST-targeted
selective treatment). PfiniZ jsou oSetfovani jen jedinci, kteti dle klinickych pfiznak
1é¢bu opravdu potiebuji. Principem je zachovani tzv. refugii, ¢asti populace parazita
nevystavené pusobeni 1é¢iva. Tim je umoznéno udrZovat citlivé alely v populaci diky

naslednému pareni citlivych kment s rezistentnimi (Vadlejch a Langrova 2014).



Existuje mnoho mechanismil a faktor zptisobujicich rezistenci a velka vétSina
z nich zatim nebyla pochopena. Rozvoj rezistence mize byt usnadnén pomoci enzymu
metabolizujicich xenobiotika (XME). Ve vSech organismech totiz slouzi XME
k metabolismu nékterych endogennich sloucenin a k ochrané¢ pied cizorodymi latkami.
Mnoho studii spojuje rezistenci u hlistic se zvySenou expresi téchto detoxikacnich
enzymi. Opakovanym podévanim 1é¢iv dochazi k indukci specifickych enzymt, coz
muze mit za nasledek usnadnéni rozvoje rezistence. K deaktivaci xenobiotika dochézi
ve dvou fazich. V I. fazi dochazi k tvorbé hydrofilnéjSich derivath pomoci oxidace,
redukce a hydrolyzy. Vell. fazi biotransformace je u hlistic typické pfipojeni
aktivovaného cukerného zbytku k lipofilni slouceniné, tzv. glykosilace. (Cvilink et al.
2009, Matouskova et al. 2016, Vokial et al. 2013, Vokial et al. 2012).

Z diivodu celosvétového rozsifeni hemonchdz a s tim souvisejici rezistenci na
1é¢bu byl na nasi fakulté vytvoren projekt: UDP-glycosyltransferases in Haemonchus
contortus — players in drug-resistance? zalozeny na klicovych poznatcich z predchozich
studii se zaméfenim na stanoveni detoxikacnich enzymu u vlasovky slezové. V tomto
experimentu je zkouman rozdil v konstitutivni expresi UDP-glukosyltransferas u dvou
rozdilnych kment vlasovky slezové. Za pouziti gPCR byla analyzovana zména genové
exprese mezi samci a samicemi kment ISE (Inbred Susceptible Edinburg) a WR (White

River).
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Helminté

Jedna se o rtiznorodou skupinu nepiibuznych organismi diive uvadénych jako
Vermes (Cervi). Veédu, zabyvajici se jejich studiem, nazyvame helmintologii,
onemocnéni jimi zplsobené pak jako helmintézy. Termin helminti, vyuZzivany
parazitology, dnes slouzi vétSinou k oznaceni zastupci parazitickych kmeni
Plathelminthes (plosi hlisti), Nemathelminthes (obli hlisti) a Acanthocephala (vrté&jsi)
(Hordk a Scholz 1998). Systematické ¢lenéni déli kmen plochych hlistic na tfidy
Trematoda, Monogenea a Cestoda. Kmen obli hlisti pak zahrnuje tfidu Nematoda, kam
spadd 1 Haemonchus contortus. V $irSim smyslu by mohl zahrnovat i zastupce
parazitickych plostének (Turbellaria), vifniky (Rotifera), strunovce (Nematomorpha) ¢i
pijavky (Hirudinea).

Za helminty oznacujeme bilaterdlné¢ soumérné protostomni ZzivocCichy, ktefi
mohou mit béhem vyvoje i ne€kolik zivotnich cykld (Volf et al.2007). Podle jejich
priabéhu a poctu hostiteli mluvime o geohelmintech s pfimymi, tzv. monoxennimi
cykly, nebo o biohelmintech s dvou-, tfi-, vyjimecné Ctyi-hostitelskymi cykly (dixenni,
trixenni, tetraxenni). Vicecetné cykly probihaji s pomoci tzv. mezihostitell, kteti slouzi
jen k larvalnimu vyvoji. V piipadé¢ geohelmintii jde o napadeni jednoho definitivniho
hostitele, ve kterém helminti pohlavné dospivaji a reprodukuji se (Kotinkova, K. 2006).
Nékteré¢ druhy vyuZzivaji tzv. paratenické hostitele, uréené pouze k hromadéni
infek¢nich larev bez dal$iho vyvoje (Volf et al. 2007).

Paraziticti helminti mohou do téla pronikat nékolika cestami. Peroraln€ pomoci
predace nebo pozienim kontaminované stravy, perkutanné, spojivkovym vakem,
kongenitalné, nebo dalSimi télnimi otvory (Kofinkova, K. 2006). K napadeni hostitele
slouzi pfichycovaci organy a struktury, které napoméhaji k uchyceni ¢i rozruSeni
hostitelské tkané. Dilezité funkce plni povrch parazita. Kromé tvorby vnéjsi kostry,
katalytické aktivity, sekrece a osmoregulace, ochrany proti enzymim a absorpce zivin

plni také funkci senzorickou (Hordk a Scholz 1998).
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2.1.1 Nematoda

Ttida Nematoda neboli hlistice je pocetnd a nesouroda skupina cCitajici témér 20
tisic druhti. S pomoci kli¢t dle Andersona a kol. (1974-83) mizeme klasifikovat hlistice
do nadceledi. Podle piitomnosti kaudalnich senzorickych orgént neboli fazmidu, zas
muzeme délit hlistice do dvou podtfid, Aphasmidae (Adenophorea) a Phasmidea
(Secernentea) a dale pak do fadi s nadCeledmi. Toto roziazeni vSak neodpovida
skutecnym piibuzenskym vztahiim (Horak a Scholz 1998). Dalsi cClenéni jsou
komplikovana a stale se vyvijeji diky novym poznatklim na molekularni trovni.

S pomoci fosilnich ndlezi mizeme, na rozdil od jinych kment, u hlistic 1épe
sledovat vyvoj jednotlivych zéastupct. Nejstarsi doklady o neparazitickych pfedchidcich
dnesnich hlistic pochazi z doby pted 345 miliony let. Dikaz o parazitickych zastupcich
se objevuje az vobdobi tfetihor (eocén, oligocén). Predpokladd se wvznik ze
suchozemskych ptidnich rhabditoidnich hlistic.

Hlistice maji protahlé nitkovité vietenovité valcovité té€lo dlouhé 0,3mm — 8,5 m.
Barva je nejc€astéji bélava nebo krémova, nékdy nazloutld az hnédozlutd. Diky potraveé
(krev) nebo ptitomnosti vajicek mohou byt hlistice tmaveé zbarveny. Jejich télo ma tii
zékladni Casti. Pfedni (hlavovd) slouzi vyhradné k pfijmu potravy, a to pomoci kapsuly
(ustni dutina). Ma& zvySenou pohyblivost a napoméha orientaci v prostoru pomoci
hlavovych papil (tango-, chemo-receptorit). Organy stfedni casti jsou spojeny
s travenim potravy, pohlavnimi orgény (u samic) a jejich vyusténim. V zadni Casti je
pak vyvod stieva a sam¢ich pohlavnich organti (Rysavy et al. 1989).

Povrch téla je chranén pomoci kutikuly, kterd se mliZze u jednotlivych druhi lisit
(Volf et al. 2007). Kutikula neboli tegument je vytvarena jako mnohovrstevny utvar
z hypodermis (epidermis). Slouzi nejen k pohybu, ale 1 jako podpora stavby téla.
Spolecné s pseudocoelem tvoii pomoci télni tekutiny tvar téla. Dale slouzi k ochrang,
ma osmoregulacni funkci a obsahuje mnoho latek jako je kolagen, glykoproteiny nebo
keratin. Hypodermis se nachdzi v tenké vrstvé mezi kutikulou a svalovymi vlakny. Jeji
vybézky zabihaji do téla (Ctyfi podélné liSty) v podobé riznych utvarti a ornamentd
typickych pro jednotlivé druhy (ryhy, boc¢ni kiidla, trny, papily) (Langrova et al. 2010).
Pod vrstvou hypodermis najdeme podpovrchovou svalovinu tvofenou podélnymi
vlakny, diky kterym mutzeme pfi pfi€ném prifezu hlistice dale délit, a to na polymyarni,
meromyarni a holomyarni (Hordk a Scholz 1998). Tyto svazky svalii piisobi proti

vnitinimu hydrostatickému tlaku, ktery znesnadiiuje mimo jiné polykani. Proto je
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zapotiebi velkého svalového hltanu (n¢kdy chybné oznacovaného jako jicen)
k pumpovani potravy do stieva (Volf ef al. 2007). VSechny svaly jsou ovladany dvéma
pary podélnych nervovych vléken, které jsou spojeny piicnymi spojkami. Hltan je pak
ovladan s pomoci hltanového (jicnového) nervového pletence spojeného s podélnymi

nervy riznymi ganglii (Jacobs et al. 2015).

ep
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Obr. 1 Schematické znazornéni zakladni morfologie hlistic: A — samec (ventralng), B —
samice (lateraln¢), k — Gstni dutina, h — hltan, j — jicen, np — nervovy prstenec, p, ep —
exkre¢ni porus, s — stfevo, ch — chamovod, v — varle, ov — vajecniky, sv — semenny
vacek, kk — kaudalni kiidla, pp — prekloakalni papily, g — gubernakulum, sp — spikuly,
pkp — postkloakalni papily, ved — vejcovody, ut — uterus, vu — vulva, rz — rektalni Zlazy,

re — rectum, ao — analni otvor, fa — fazmidy. (pfevzato z Volf et al. 2007, str.201)
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Stejn¢ dobie jako nervova soustava je u parazitickych hlistic vyvinuto také
travici ustroji. Na jejich pfednim konci se nachézi ustni otvor pfizplisobeny pfijimani
specifické potravy, na konci opacném pak funkcéni analni otvor. (Horak a Scholz 1998).
Cast zivin miize byt piijimana pomoci celé plochy téla (Volf et al. 2007). Ustni otvor je
vétSinou vybaven riznymi pohyblivymi utvary tzv. pysky (labia), které mohou byt i
ozubené. Hltan byva rozdélen na zlaznatou a svalnatou ¢ast, ktera slouzi jako pumpa k
nasavani potravy. RozliSujeme Ctyii zakladni typy hltanu tj.: rabditoidni, strongyloidni,
oxyuroidni a trichuroidni. Postupné se hltan rozsifuje az na kulovity utvar zvany bulbus,
ktery navazuje na stfevo (Volf et al. 2007). Stfevo je povétsinou jednoducha trubice, u
samic zakonCena andlnim otvorem. U samcl vyustuje stievo spoleéné s vyvody

pohlavnich 714z do kloaky. Na zacatku stfeva se miize vyskytovat caecum (slepé stievo)

(Volf et al. 2007).
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Obr. 2 Nékteré typy jicnti nematod: A — rhabdioidni, B — strongyloidni (filariformni), C
— oxyuroidni, D — trichuroidni (Langrova et al. 2010, str. 80).

Hlistice jsou pfevazn€ gonochoristé tzn., Ze pohlavni soustava je u samic a
samcu rozliSena. Byva 1 vyrazny dimorfismus. U nékterych druhli se miZzeme setkat s
hermafroditismem, heterogonii nebo partenogenetickymi generacemi. Velka cast je
oviparnich (vejcorodych), vyjimecné se mize jednat o ovoviviparii (larvy se lihou
z vajicek uz v déloze) (Hordk a Scholz 1998, Lastivka 2014). U samct se sklada
povétSinou z neparovych pohlavnich organid. Trubicovité varle pfechazi v chamovod
tvofeny semennym vackem a vyvodnym kanalkem. Zadni ¢ast téla miize byt u samcii
zahnuta v kopulaéni burzu (bursa copulathrix) sloZzenou ze tfi lalokll vyztuzenych Zebry

(Volf et al. 2007). Tento znak je uziteCny pro prvni krok pfi identifikaci ¢ervii (Jacobs
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et al. 2015). Pomocné kopulacéni organy — spikuly, gubernakulum a telamon jsou
zpevnény kutikulou (sklerotizovany). Spikuly jsou pohyblivé povétSinou parové jehlice
¢1 tyCinky rtizné délky, na konci mohou byt rozsifené (Volf et al. 2007). Napomahaji
k rozsifeni a uchyceni v pohlavnim otvoru samicky a jsou také spolecné s ostatnimi
kopulacnimi organy dulezitymi rozliSovacimi znaky (RySavy et al. 1989).
Gubernakulum je tvofeno destickami zpevnénymi kutikulou. Tento utvar odde€luje
spikuly a ovliviiuje jejich pohyb. Podobnou funkci ma telamon nachdzejici se
v lateralnich nebo ventralnich castech kloaky. Pti kopulaci orientuje spikuly spravnym
smérem (Volf et al. 2007). Samice maji na rozdil od samct pohlavni organy vétSinou
parové. Na trubicovité vajeniky (ovaria) navazuji vejcovody (ovidukty), které usti
v trubicovité déloze (uteru). Déloha je spojena kratkym kanalkem (vaginou) spoleénym
pro vSechny vétve délohy. Na povrchu se nachazi svalnata vulva jejiz umisténi je
vyznamnym taxonomickym znakem (Langrova et al. 2010).

Zivotni cyklus hlistic spada do skupiny geohelmintii i biohelminttl. Samice po
pafeni produkuje vajicka, ktera se obvykle pomoci stolice dostavaji ven z hostitele
(Jacobs et al. 2015). Larvalni vyvoj hlistic probihd ve ctyfech stadiich (L1-L4), ktera
jsou charakteristicka svlékanim staré a tvorbou nové kutikuly, nebo jejich vrstvenim
(Volf et al. 2007). Pii vyvoji se u geohelminti z vajicka lihne infek¢ni larva budto
pfimo, nebo dochézi k svlékani az mimo vajicko. Vné&jsi podminky vyrazné ovliviiuji
jejich dalsi vyvoj. Pi neptiznivych podminkach larva setrvava ve svych starych obalech
nebo vytvaii nové ochranné obaly. U biohelmintl je zapotfebi minimaln€ jednoho
mezihostitele pro zabezpeceni vyvoje dalSiho stadia, které pak napadd definitivniho
hostitele (Horak a Scholz 1998). K pfenosu na hostitele/mezihostitele dochazi pozienim
vajicka ¢i infekéni larvy perordlni cestou, nebo perkutdnné v podobé€ larva migrans
cutanea (napt.rod méchovci) (Volf et al. 2007). Infekéni larvy se mohou v hostiteli také
kumulovat. Tento jev se nazyva paratenicky parazitismus a je u hlistic velmi rozsifeny.
Pti pozieni mezihostitele paratenickym hostitelem dochazi k zdvazné infekci (RySavy et
al. 1989).

Nejvice druht hlistic parazituje na obratlovcich, bezobratlych nebo rostlinach.
Mensi ¢ast zije volné v piidé nebo vode€. Dospélci parazitujici v obratlovcich napadaji
piredevSim jejich gastrointestindlni trakt (Jacobs et al. 2015). Jejich potravou je
natrdveny obsah traviciho traktu hostitele, krev a jiné télni tekutiny. Parazitismus
gastrointestinalnich hlistic je pfi¢inou ekonomickych ztrat pfedev§im u chovu ovci

(Alexandre de Albuquerque et al. 2017)
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Obr. 3 Histologicky segment stfevni mukézy a krmici se hlistice: a - Ustni dutina, b -

zuby, ¢ - ¢ast nasaté mukdzy (prevzato z Jacobs et al. 2015, str.372).

2.2 Vlasovka slezova

Vlasovka slezova, latinsky Haemonchus contortus, patii do fadu Strongylida,
ttidy Secernentea, nadceledi Trichostrongyloidae. V ramci fadu se jedna o nejpocetnéjsi
skupinu (Volf ef al. 2007). Oba druhy H. contortus 1 H.placei rodu Haemonchus patii
k nejvic patogennim hlisticim traviciho traktu a dosud neni jasné, jestli se jedna opravdu
o dva rizné druhy (Vadlejch a Langrova 2014). Vlasovka je parazit primarné tropickych
a subtropickych oblasti. Jeho vyskyt se vSak diky zménam klimatu rozSifuje 1 do
chladnéjsich oblasti jako je severni Britanie nebo Kanada (Jacobs ef al. 2015). Napada
prevazné malé prezvykavce jako jsou ovce a kozy, ale miize parazitovat i u srnci zvéte,
bizont, losa amerického, alpak, lam a vyjimecné i u ¢loveéka (Iran, Brazilie, Australie)
(Jira 1998). Infekce H. contortus je hlavnim diivodem ztrat zivo€isné vyroby. Prosluly
je diky schopnosti piekondvat extrémni selektivni tlak vytvofeny fadou pouzivanych
anthelmintik. S resistenci na velkou ¢ést anthelmintik se tak u n¢j setkdme po celém
sveté (Waller a Chandrawathani 2005).

Pti diagnostice vyuzivame vyraznych morfologickych znakti. Dospé€lci dortstaji
velikosti 2-3 cm (samice byvaji vétsi). Podél vyrazné prosvitajiciho jasné cerveného
stteva naplnéného krvi se u samic vine spirdlovitd déloha. Samec je na obou stranich
téla zazeny, cervikalni papily ma dozadu ohnuté a lateralni paprsky bursy copulatrix ma
na bazi spojené (Dyk et al. 1972, Vadlejch a Langrova 2014). Pii jejich vyvoji se za

optimalnich podminek z vajicek velmi rychle lihnou larvy prvniho stadia (L1). Samice
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klade denné az 10 000 vaji¢ek (Vadlejch a Langrova 2014). Pokud jsou podminky stale
ptiznivé, svlékne larva svoji kutikulu a vyviji se v larvu stadia L2. Vlhké prostiedi je
pro larvy ideélni. Pisobi pro né¢ jako médium, které¢ jim napomahd v pohybu a zaroven
zabranuje jejich vysychani. Pomoci rosy ¢i dest¢ se mohou larvy dostat az do
vzdalenosti 90 cm od trusu. Tyto prvni dvé stadia se zivi bakteriemi pfitomnymi v trusu.
Po druhém svlékani vznika stadium L3, infekéni larva. V tomto stadiu si larva bud’to
vytvoii novou kutikulu, ktera ji ochrani pied neptiznivymi vlivy, ale zamezi ji
v pfijimani potravy, nebo aktivné ¢i pasivné migruje po vegetaci (Langrova et al. 2014).
Po pozieni L3 se v hostiteli vyviji ¢tvrté posledni stddium L4 (Vadlejch a Langrova
2014). Dospélci poté kladou vajicka a jsou bud’to vylouceni z organismu spolecné se
stolici, nebo v organismu ziistavaji i n€kolik tydnl (cca 3 mésice) (Dyk ef al. 1972,
Vadlejch a Langrova 2014). Odolnost larev roste se stupném invaze, L3 je nejodolnéjsi.
Vysoké teploty, nebo naopak velmi nizké pod 0 °C pro né ale mohou byt letalni. Pfimy
slunec¢ni svit larvam téz nesvéd¢i. Délka jejich zivota na pastving zavisi na podminkéch.
Paradoxné pfi velmi vhodnych podminkéch hynou rychleji, jelikoZ se rychle vyviji a
vyCerpaji tak své zdsobni latky (Dyk et al. 1972).

Patogenni vliv stadia L4 a dospélct spociva v sani krve. Denné odsaje hlistice
hostiteli kolem 50ul krve (pfi 5000 jedincich to mize byt az 250 ml krve za den).
Vlasovka sice nema Ustni kapsulu a ma jen malou Ustni dutinu, ale je vybavena silnym
kyjovitym hltanem. Svym vlivem na stfevni sténu muize zpisobit az hemoragickou
anemii (Dyk et al. 1972). Klinické ptiznaky jako hyperpnoe nebo tachypnoe se mohou
projevit rychle a muize dochazet az k umrti jedince (Vadlejch a Langrova 2014).
Obecné plisobi na hostitele negativné hlavné ubytek Zivin v podobé proteint. Parazit je
odcerpava pro vlastni potfebu a hostitel pak nové nasyntetizované proteiny vyuziva pro
zakladni zachovani homeostazy a funkci svalii. Problém nedostatku proteinli se projevi
naptiklad v dobé kolem porodu niz§i produkci mléka, nedostatkem slozek imunitniho
systému proteinové povahy, nebo pozastavenim rtistu viny. Dodanim proteini do krmné
smési se snizi negativni dopad parazita na metabolismus hostitele a zvysi se jeho
obranyschopnost (Langrova et al. 2014). Po ptfechodu do chronicity vykazuji infikovani
jedinci ubytek hmotnosti, slabou télesnou kondici, podcelistni otok (v dusledku
hypoproteinemie), jsou letargicti a slabi. Pfi ztratach krve dochézi k vyprazdnéni zasob

zeleza vedoucich k anemii.
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Obr. 4 Zivotni cyklus hlistic: E - vaji¢ko, L1 - prvni larvalni stadium, m - svlékani
kutikuly, L2 - druhé¢ larvalni stadium, L3 - tfeti larvalni stadium, A - dospélec (pievzato

z Jacobs et al. 2015, str.373).

2.3 Terapie hemonchoz

Terapie chorob zpisobenych helminty zahrnuje u zvifat kombinaci
zoohygienickych opatfeni s farmakoterapii a farmakoprofylaxi (Lamka a Duchacek
2014). V prvni fad€ je nutny rozbor trusu, ze které¢ho se ur¢i druh cizopasnika. Vlastni
odc¢erveni probiha az po obahnéni z diivodu rizika potratu. Po podani 1é¢iv se necha
stado 2-3 dny v karanténé. Diivodem je zachyceni zbylych vajicek ¢i dospé€lych jedinct
v trusu, ktery se poté vydezinfikuje a zlikviduje (Stolc et al. 2012). Kompletni eradikace
parazita z téla hostitele je nerealna. Proto je hlavnim cilem snizovani populace téchto
parazitii. K tomu vyuzivame tii hlavni principy: minimalizace kontaktu infek¢nich larev

s hostitelem, zvySeni obranyschopnosti a odolnosti hostitele, odstranéni paraziti
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pfitomnych v hostiteli. Zatimco v minimalizaci kontaktu s parazitem hraje hlavni roli
pfedev§im prostfedi (pastviny), pro zvySeni obranyschopnosti je nejdulezitéjSim
faktorem potrava (proteiny) a plemenny ptivod. Odstranéni parazitii z téla hostitele maji
za ukol anthelmintika (Stolc et al. 2012). Vlastni 1é¢bu komplikuje fakt, Ze je relativné
nizky pocet dostupnych 1é¢iv, ktera se pouzivaji dlouhodobé a jejich ucinnost se tak
snizuje (Cvilink et al. 2009). V prevenci a od¢ervovacich programech je nutné brat
ohled na dobu odcerveni, jeho Cetnost, volbu l1éCiva a preparati, pritbéh pocasi, druhovy
nalez parazitl, pocCet vaji¢ek v trusu atd. (Horak et al. 2012).

K pomoci s odstranénim parazitl z téla zvifat 1ze pouzit také né&které rostliny.
Jedna se predevSim o doplnéni anthelmintické 1é€by tzv. nutraceutika, protoze Ucinek
syntetickych 1€¢iv zatim Zadna z rostlin nedokéazala nahradit. Existuje fada sekundarnich
metabolitd pusobicich proti hlisticim. Patfi mezi né naptiklad: mastné kyseliny,
tetrahydrofurany, fenolické slouceniny (tfisloviny), alkaloidy nebo terpeny. Tyto latky
byly vSak zkoumany jen jako izolované slouceniny a to ve vysokych koncentracich, ve
kterych se v rostlinach bézné nenachazeji. Neni proto jisté, jestli by jejich pouziti bylo
uspesné pii in vivo testech. Mezi ty s relativné prokazanou ucinnosti patii lespedézie
(Lespedeza cuneata), vicenec (Onobrychis viciifoliae) nebo c¢ekanka (Cichorium

intibus) (Vadlejch a Langrova 2014).

2.3.1 Anthelmintika

Anthlemintika se vyuZzivaji k profylaxi 1 terapii infekci zplsobenych
parazitickymi &ervi a jejich riiznymi stadii (Dobsikova a Sirokd 2014). Mechanismus
ucinku anthelmintik je zalozen na ovliviiovani nervového systému paraziti. VétSina
znich vyvolavd spazmus svalstva plisobenim na nikotinové receptory, ale mohou
pusobit i na jiné receptory (GABA). Také mohou ovliviiovat mikrotubuly, nebo rizné
enzymy (Hartl et al. 2012). Nékterd 1é¢iva maji navic ucinek antitrematodni nebo
anticestodni. Podavaji se v podob¢ individualnich veterinarnich 1é¢ivych ptipravki nebo
premedikovanych krmiv (PMK). Hlavnimi skupinami jsou makrocyklické laktony,
benzimidazoly (BZ), imidazothiazoly (Lamka a Duchacek 2014) a derivaty
aminoacetonitrilu.

Idedlni anthlemintikum by mélo spliiovat naleZitosti jako bezpe€nost, efektivni
ucinnost jak proti dospélcim, tak proti nedospélym stadiim, mélo by se rychle

metabolizovat a byt kompatibilni s jinymi 1é¢ivy, mélo by byt dostupné ekonomicky a
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ve vice aplikacnich formach (Hordk ef al. 2012). Od¢ervovani ,,naslepo* neni vhodné
hned z n¢kolika divodl. V prvni fad€ nevime, jaké konkrétni druhy parazitt zpisobuji
infekci. Vymycenim vSech paraziti znacné snizime formovani imunity a podpoiime
vznik rezistence. V neposledni fad¢ stoji toto jednani financ¢ni 1 pracovni tsili. (Horak et

al. 2012).

2.3.1.1 Makrocyklické laktony

Léciva biosyntetického pliivodu produkovédna fermentaci ptidnich aktinomycet.
Déli se na avermektiny a milbemyciny (Duchacek a Lamka 2014). Vazou se a aktivuji
glutamatové receptory spojené s chloridovymi kanaly (GluCIRs). Zpusobuji jejich
hyperpolarizaci, coz vede k inhibici neurotransmise (naruseni pfenosu signalu)
(Dobsikova a Sirokd 2014, Atif et al. 2017). Dochazi tak k poruseni funkce
motorickych neuronti a hltanovych svalovych bun¢k, nacez parazit umird na samotnou
paralyzu, nebo vyhladovéni (Atif et al. 2017). Uginkuji proti endo i ekto parazitim, jsou
to tzv. endektoparazitika (Duchaéek a Lamka 2014, Dobgikova a Siroka 2014). Jejich
spektrum je Siroké a UcCinek se dostavi uz pifi nizkych koncentracich. Vyraznou
nevyhodou je rozsifena rezistence. Jsou vyluCovany vykaly, ve kterych se nachazi
v nezménéné formé i nékolik mésicli. Nebezpeci tedy hrozi i ze strany rezidui. Zastupci
avermektinli: ivermektin (IVE), doramektin, eprinomektin, selamektin. Milbemyciny:

moxidektin, milbemycin (Dobsikova a Sirokéa 2014, Duchagek a Lamka 20 14).

2.3.1.2 Benzimidazoly

Maji antinematodni, antitrematodni 1 anticestodni ucinky. VétSina z latek této
skupiny puasobi proti dospélcim. Jejich pouziti je omezené v gravidité¢ z divodu
teratogenity. Mechanismus uc¢inku je zaloZen na inhibici B-tubulinovych podjednotek
pti tvorbé mikrotubulil, coz vede k inhibici tvorby ATP a pozastaveni tvorby energie.
Obecné jsou tyto latky mélo metabolizovany a jsou spolu s pomoci zluce vyluCovany
vykaly. Hlavni zastupci: tiabendazol, albendazol (ABZ), febantel, fenbendazol,
flubenzdazol (FLU), mebendazol, oxibendazol (Dobsikova a Siroka 2014, Duchacek a
Lamka 2014).
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2.3.1.3 Imidazothiazoly

Latky objevené jiz v 60.letech 20.stoleti, které uz dnes nejsou vyznamné
vyuzivané. Jediny registrovany zastupce je levamizol. U paraziti, vyhradné nematod,
ucinkuje na nikotinovych receptorech diky ¢emuz dochézi k svalové paralyze. Zvysuje
intestinalni motilitu hostitele a tim podporuje vylouceni ochromeného parazita ven
z téla. Méa tadu nezadoucich ucinkii. Nesmi se podavat bfezim samicim a jeho rezidua
piechézi i do zivocisnych produktii. Jeho pouziti mize byt i v oblasti imunomodulace.

Zastupce: levamizol (Dobsikova a Siroka 2014, Duchacek a Lamka 2014).

2.3.1.4 Derivaty aminoacetonitrilu

Nejnovéjsi skupina anthelmintik. Tida 1éC¢iv, jejichz hlavni zastupce monepantel
v ptipravku Zolvix® (2009), byl povazovan za dilezitou alternativni 1é€bu pfi rezistenci
na jind anthelmintika. Piisobi na nikotinové receptory. Je G¢inny i proti rezistentnim
kmeniim, ale bohuzel i na néj v poslednich letech vznika rezistence. Dalsi zastupce
derquantel se pouzivd v kombinaci s abamektinem. V této kombinaci ale neucinkuje na
L4 u rezistentniho kmene H. contortus. Zastupci: monepantel, derquantel. (Dobsikova a

Siroka 2014, Kaminsky et al. 2011)

2.3.2 Prevence a zoohygienicka opatieni

Jelikoz se v naSich podminkach jednd ve vétSiné¢ ptipadl o multiparazitarni
infekce zpusobené vice druhy Cervi, je nutny systémovy ptistup. Strategie by méla byt
nasledujici: 1. pokud moZno zabranit té¢zZkym infekcim, které mohou vést k thynu, 2.
sekat kontaminované pastviny, 3. minimalizovat dopad na uzitkovost, 4. sledovat
ucinnost od¢erveni pomoci diagnostickych prvkil, imunitu a v neposledni fadé¢ moznou
rezistenci. Dllezitou prevenci je také stfidani pastvin. Pravidelné sekani v kombinaci
s pisobenim slune¢niho zéafeni (UV zafeni a teplota) ma vyrazny vliv na mortalitu
parazitil. Proti parazitim na pastvinach tedy miiZzeme zakroc€it pomoci chemickych nebo
mechanickych sil. Chemicky pomoci pravidelného od¢ervovani. Mechanicky pomoci uz
zminéného seceni a UV zéfeni, nebo vapnénim puidy, které hubi vajicka paraziti a
v neposledni fadé také mezipastvou. Mezipastva, stfidani druhti pasoucich se na jedné
pastving, napomahé k jejimu cCisténi za piedpokladu, Zze jsou parazité mezidruhové
nepienosni (Horak et al. 2012, Axmann a Sedldk 2008). Mezi hlavni zasady hygieny
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chovu malych piezvykavct patti kvalitni a vhodné ustajeni, volba krmeni a napdjeni
nezavadnou vodou (Vejcik a Pesinova 2012).

Pro prevenci parazitarnich onemocnéni je velmi diilezita nespecificka i specificka
imunita. Imunitni odpovéd’ organismu je slozity proces, ktery se vytvaii az po delSim
vystaveni parazitim. U jehiat se objevuje kolem 4.-5. mésice a béhem zivota se stale
zdokonaluje. Proto je dulezité, aby byla i dospéla zvifata vystavena piiméfenému
stimulu. Se silnym imunitnim systémem zvifata 1épe odolavaji i vysSimu vyskytu
infek¢nich larev. Obranyschopnost znesnadnuje uchyceni paraziti a vniku infekce,

omezuje jejich rast a vyvoj populace (Vadlejch a Langrova 2014).

2.3.3 Biologicka kontrola

Jednou z nové€jSich moznosti zabranéni Sifeni hemonchdz je oSetfeni zvirat
pomoci chlamydiospor hub napt. Duddingtonia flagrans. Tato dravd mikrohouba chyta
hlistice do svych specialnich siti. Je schopna piezit priichod gastrointestinalnim traktem
hostitelt a v jejich trusu pak vyhledat a zlikvidovat velky pocet paraziti (zejména
stadium L3), ¢imz snizi nasledny pocet jejich vajicek (Larsen 2000). Probéhly jiz i
studie na toto téma. Napiiklad Aguilar-Marcelino et al. 2017 ve své studii uvadi
poznatky pii experimentu s jehnaty infikovanymi H. contortus. Jehnata byla rozdélena
na dvé skupiny: kontrolni a 1é¢end pomoci houby D. flagrans. Experiment trval 11
tydnii a jehnatim byla po tuto dobu podavana rizna strava. Kontrolni skupina dostavala
klasické komer¢ni krmivo, zatimco druha skupina méla stravu obohacenou nutri¢nimi
peletami (NP) obsahujicimi 2x 10° chlamydiospor D.flagrans / kg télesné vahy. K
hlavnimu snizeni poctu larvalnich stadii dochazi v 1. tydnu od oSetieni a poté mezi 6. az
11.tydnem. Ob¢ skupiny mély srovnatelny ptiriistek vahy jehiiat. Hlavni rozdil byl mezi
poctem L3 stadii H. contortus v trusu jehnat. Kusy oSettené NP mély vyskyt L3 vyrazné

niz§i.
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2.4 Diagnostika

Parazitarni infekce zptisobuji nejen ztraty piimé jako zvySeny thyn, nebo nizsi
kvalita masa, ale i nepfimé, mezi néz patfi sniZzeni produkce, vliv na reprodukci a
zvysSeni vnimavosti k jinym onemocnénim, tj. snizeni funkce imunitniho systému. Proto
je dulezité v€as zachytit tato onemocnéni a pokud mozno jim predchazet (Hordk et al.
2012). Klinické ptiznaky jako prijem, zanéty stiev, ztrata chuti k jidlu, dehydratace,
krvaceni mohou vést az k thynu (Vej¢ik a PeSinova 2012, Kuchtik et al. 2007, Vadlejch
a Langrova 2014).

V dnes$ni dobé mame moznost vybirat z celé Skaly intravitdlnich metod uréenych
pro diagnostiku, které maji rozdilnou citlivost, ptesnost, spolehlivost, asovou 1 finanéni
narocnost. Mezi zékladni nastroje diagnostiky fadime rozpoznani parazitdzy pomoci
klinickych ptiznaka, koprologické vySetieni, biochemické a imunologické testy, metody

molekularni biologie a postmortalni vysetfeni (Vadlejch a Langrova 2014).

2.4.1 Klinické priznaky

H. contortus je pravdépodobné jediny parazit z kmene nematod, kterého lze
snadno diagnostikovat 1 bez laboratornich testl pomoci pfiznaki (Waller a
Chandrawathani 2005). Jednou z alternativnich strategii lécby je cilené selektivni
osetfeni (TST-targeted selective treatment), kdy jsou 1éCena pouze zvifata s klinickymi
ptiznaky a pokleslou produktivitou (Rizzon Cintra et al. 2018, Vadlejch a Langrova
2014). Jelikoz je koprologické vysetieni v celém chovu ¢asové 1 financné narocné, byla
vytvofena snadnéj$i metoda Five Point Check© (Van Wyk a Bath 2002, Vadlejch a
Langrova 2014). Na zéklad¢ klinickych ptiznakl lze rozeznat jedince, ktefi potfebuji
lécbu. Tato metoda je levna, snadnd, efektivni a slouzi pro vice druhli parazit
(Vadlejch a Langrova 2014). Kontroluje se pét casti téla zvifete: oko (FAMACHA®©
tabulka), hibet (kondice), ocas (zneCiSténi viny zménou konzistence vykalt), Celist

(otok v dolni ¢asti z divodu hypoproteinémie) a nozdry (vytok z nozder).
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Obr. 5 Five Point Check© karty slouZici ke kontrole péti ¢asti téla ovci pii rozhodovani

o lécbe (prevzato z Bath a van Wyk 2009).

2.4.1.1 FAMACHA © systém

Pro diagnostiku anemie u ovci a koz nakazenych H. contortus se pouziva pro
TST syst¢tm FAMACHA®. Nazev je akronym odvozeny od jména doktora, ktery se
zaslouzil o hlavni myslenku tohoto testu. Dr. Faffa Malan a odtud FAffa MAlan CHATt.
Pti této metodé se porovnava barva ocni sliznice s tabulkou FAMACHA®, ktera
obsahuje standardizovanou sadu barev, podle nichz mizeme odhadnout hodnotu
hematokritu u postizeného zvifete. Je znamo, Ze béhem probihajici hemonchozy se
barva spojivek u zvifat méni z tmavé Cervené pies riiZovou na bilou barvu (prokrveni se
s pokracujicim rozvojem anemie sniZuje) (Rizzon Cintra et al.2018, Van Wyk a Bath
2002). Nevyhodou tohoto testu je fakt, Ze je to test znané subjektivni a bez fadného
vyskoleni a zkuSenosti miize dojit k nespravné klasifikaci. Cilem metody je zachovéni
refugii snizenim Cetnosti anthelmintické 1écby. Zvitata se skore F5 a F4 potiebu;ji ihned
1é¢bu althelmintiky. Jedinci odpovidajici F3 jsou dale vySetfovani, zda je u nich 1écba
skutecné potiebnd. FAMACHA®O test se pouziva u dospélych kusii pfedev§im v zemich
s vysokym vyskytem hemonchéz. Existuje vSak jen malo studii, které by se zabyvaly
pouzitim u jehnat (Rizzon Cintra et al. 2018). Jednou z nich je studie Rizzon Cintra et

al. 2018, jejiz zavérem bylo, ze systtm FAMACHAO©O ma jen nizkou citlivost pro
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klinickou diagnézu anemie u jehiiat a nemél by byt vtomto piipadé pouzivan

samostatné.

2.4.2 Koprologické vySetieni

U kazdého chovu je dilezité stanoveni individudlniho odCervovaciho programu.
Zjisténi vyskytu parazitl a jejich druhii se béhem roku zajistuje pomoci vySetieni trusu.
Odbér trusu se provadi od 5-10 % zvitat v chovu. Vzorky se zasilaji do laboratote, ktera
ur¢i druh/y parazita/i a pocet jejich vajicek v 1 g trusu. Tento pocet poméha
v rozhodovani, zda zvitata 1éC¢it nebo ne. V ptipadé, Ze je pocet vajicek v trusu vySsi nez
10%, je od€erveni bezpodminecné nutné. To samé plati pro nalez urc¢itych druhti parazit

jako napftiklad motolice, tasemnice, nebo plicni a slezova Cervivost. (Horak et al. 2012).

2.4.3 Biochemické a imunologické testy

Testy jsou zalozeny na zménéch hladin enzymt pepsinogenu nebo gastrinu, coz
muze byt nevyhoda z diivodu existence 1 jinych faktorG ovliviujicich hladinu téchto
daji vyuzit jen u parazitl napadajici slez. V pifipadé¢ imunologickych testi se jedna o
detekci antigenti v krvi, krevnim séru nebo vykalech, anebo stanoveni hladiny
specifickych protilatek. Nevyhodami tohoto stanoveni je zkiiZena reaktivita, n&které
produkty nemaji antigenni charakter, nebo o nich je malo informaci, neni mozné
rozeznat intenzitu infekce, zdali jde o soucasnou nebo probéhlou infekei (Vadlejch a

Langrova 2014).

2.4.4 Molekularni diagnostika

Je jednou z nejprogresivnéjSich metod. Nové poznatky v této oblasti umoziiuji
dalsi vyvoj té€chto citlivych a specifickych metod. Uplatnéni nachdzi technika PCR
(Real-Time, multiplex, RAPD a dalsi). Tyto metody jsou ale drahé a narocné na
vybaveni, proto nelze predpokladat, Ze by se v dohledné dob¢ staly zdkladem konvenéni

diagnostiky (Vadlejch a Langrova 2014).
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2.5 Rezistence

Ackoliv byly zaklady rezistence proti anthelmintikim intenzivné studovany,
faktory pfispivajici k jejimu rozvoji nejsou doposud zcela zndmé. Z pocatku bylo
farmaiim a zemédé€lcim doporucovano, aby snizili frekvenci 1€cby a tim zpomalili
rozvoj rezistence (Silvestre et al. 2002). Nedostatek védomosti a snadny pfistup
k anthelmintikiim je ale vedl spiSe k Castému a nevhodnému pouzivani téchto 1éCiv
(Alexandre de Albuquerque et al. 2017). Faktory chovu zvifat jako je nakup jiz
infikovanych jedinct, spolecné pastviny, vysoky vyskyt infek¢nich larev na pastvinéch,
opakované podéavani 1éCiv ze stejné skupiny a casté poddavkovani anthelmintiky k jeji
tvorbé jen piispély (Silvestre et al. 2002). Casta 1é¢ba je povazovana za jeden
z hlavnich rizikovych faktorti pfispivajici k rozvoji rezistence, zvlasté pokud je
podavéna celému stddu. Pii Casté 1éCbé totiz prezivaji vyhradné rezistentni kmeny, které
se dale reprodukuji a navysuji tak ndsobné sviij pocet (Alexandre de Albuquerque ef al.
2017). Panuje i obava z rezidui samotnych 1é¢iv, a to jak v zivocisnych produktech, tak
v samotném ekosystému (Aguerre et al. 2018).

O rezistenci mluvime tehdy, jestlize vys$§i mnoZstvi jedinch v populaci neni
ovlivnéno ¢i postizeno podanou davkou, nebo koncentraci 1é¢iva, nebo je-li zapotiebi
velmi vysokych davek k poZadovanému ucinku. Rezistence je dédi¢na. Pii rezistenci na
1é¢ivo urcité tfidy anthelmintik je pravdépodobné, Ze k ni bude dochazet 1 u dalSich
zastupcu z této skupiny. Pokud je v populaci parazitl rezistence pfitomna, zatim nebylo
pozorovano, ze by dosSlo kjeji reverzi ¢i ztrat€. Rozvoj rezistentnich alel a jejich
akumulaci 1ze rozdélit do tfi fazi. Prvni faze zavisi zna¢né na ndhod¢€ a neni nutnym
vysledkem podavani 1é¢iv. Probihd vétSinou pomalu a zavisi na velikosti populace a jeji
diverzité. Dilezitym faktorem je geneticka vybava a biologie parazitii. Parazité maji
rychly vyvoj a vysokou plodnost, coz zpisobuje reprodukci rezistentnich alel
v relativné kratkém case. Také 1écba a jeji vyber je silnym selektorem. Ve druhé fazi
jsou vnimavi jedinci 1é¢bou usmrceni, zatimco prezivsi odolni jedinci se mohou dale
reprodukovat. Pokud tato situace nastane, dochazi ke tieti (posledni fazi), kde dojde
k vyraznému zvySeni vyskytu rezistentnich alel a rozvoji rezistence. Vznik rezistence
ovlivityji také vlastnosti ze strany léCiv, jako je vlastni povaha chemické latky, jeji
farmakokinetika, volba davky, kombinace 1éCiv atd. Soucésti zabranéni rozvoje
rezistence by meélo byt sprdvné nacasovani 1écby (klimatické podminky), strategie

chovu a dal$i opatfeni (Wolstenholme et al. 2004).
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2.5.1 Rezistence benzimidazola

Rezistence u této skupiny je spojena s mutacemi v B-tubulinovych genech, které
brani vazani 1éCiva. Dobfe zndmy je Phe-Tyr polymorfismus na 200. kodonu pro B-
tubulin isotypu 1. U vysoce rezistentnich kmenti H. contortus se objevuje mutace i u
isotypu 2. Druhym polymorfismem je mutace 167.kodonu pro B-globulin isotypu 1 a 2.
Pti studiich srekombinantnimi kmeny H. contortus bylo prokdzano, ze mutace

v isotypu 1 i 2 redukuje afinitu k BZ receptorim (Wolstenholme et a/.2004).

2.5.2 Rezistence na ivermektin

Ivermektin (IVE) je zlatym standardem pii 1é¢bé helmint6z. Jeho rezistence se
stavd vaznym problémem zdravi lidi i zvifat stejné jako Zzivocisné vyroby. IVE
ovlivituje svalové buniky hltanu a motorické neurony parazita G¢inkem na GluCIR.
GluCIR je receptor s chloridovym kandlem patfici do skupiny iontovych kanala
s pentamerickym ligandem (pLGIC). Jsou to membranové vazané receptory usnadnujici
difuzi iontd pfes membranu jako odpovéd’ na navazani agonisti. Pomoci funkénich a
krystalografickych studii byla vymezena vazebna kapsa pro IVE a byly identifikovany
potencidlni zbytky se kterymi by IVE mohl interagovat. Studie Atif et al. 2017 se
zabyvala komplexnim vySetfovanim funkcnich vlastnosti GIuCIR u H. contortus.
Snazili se kvantifikovat aktivaéni vlastnosti glutamatu a IVE na GluCIR u divokého a
zmutované¢ho kmene GIuCIR, G36-A. Vysledky demonstruji, Ze tato mutace snizuje
senzitivitu na IVE pomoci funkénich vlastnosti GluCIR spiSe, neZ by ovliviiovala

specifickou vazbu na receptor.

2.5.3 Rezistence na monepantel

V roce 2009 byl monepantel uveden na trh. Cty¥i roky poté (v roce 2013) byla
poprvé zminéna rezistence na tuto latku konkrétné u dvou druhii hlistic (7eladorsagia
circumcincta a Trichostrongylus colubriformis) na Novém Z¢landu. Nasledujici roky
byla rezistence hlaSena i u rodu Haemonchus v Australii, Uruguayi, Nizozemi a Brazilii.
Mechanismy rozvoje rezistence jsou slozit¢ a mohou zahrnovat i mutaci v genomu
parazita. U H. contortus byly nalezeny mutace v genech Homo-mptl-1 a Hco-des2H,
zatimco u C. elegans prob&hla mutace v alele acr-23 (Alexandre de Albuquerque et al.

2017, Mederos et al. 2014). Studie Alexandre de Albuquerque et al. 2017 se zabyvala
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pouzitim supresivniho lécebného programu s monepantelem po dobu 3 mésict. Tim, ze
lécba odstranila citlivé kmeny H. contortus, zustaly pro dalsi reinfekci jen kmeny
rezistentni. Na konci studie byli pfitomni jen jedinci rezistentni na monepantel. Dilezité
je, ze béhem experimentu byly ovce, 1é¢ené ve stejném programu umistény oddélene, a
pfesto se u nich objevila rezistence nezéavisle na sobé s odstupem cca Imésice. Za
zminku stoji jist¢ i fakt, Ze se vznik rezistence urychlil pfi pfiznivych podminkéach

(vlhko, horko) (Alexandre de Albuquerque et al. 2017).

2.5.4 Rezistence u Haemonchus contortus

H. contortus je nejCast¢jsi parazit malych prezvykavci, jehoz 1écba se stava velice
obtiznou z divodu zvysSené¢ a opakované rezistence. Zastupce lze délit na citlivé a
rezistentni kmeny. Pro studium biotransformaénich enzymu proti riznym xenobiotikiim
se Casto vyuZivaji kmeny srlznou citlivosti vic¢i anthelmintikim, napiiklad: ISE
(ndchylny na bézné anthelmintika), ISE-S (rezistentni k ivermectinu), BR (rezistentni k
benzimidazoliim) a WR kmen (rezistentni na viechna pouzivana anthelmintika). Udaje
in vitro ve studii Voktal et al. 2012 ukdzaly vyznamné rozdily mezi citlivymi a
rezistentnimi kmeny pfi metabolismu flubendazolu (FLU), v aktivit¢ UDP-
glukosyltransferas a nékolika karbonyl-redukujicich enzymd. U rezistentnich kment byl
metabolismus FLU vyrazn€ vys§i. Tyto zmény aktivity mohou chranit parazity pied
toxickym plisobenim anthelmintik a pfispivat tak k rezistenci (Vokial et al. 2012).
Jedna z dalSich studii se zaméfila na metabolismus albendazolu (ABZ), jelikoZ se bézné
pouziva pii 1é€b&é hemonchéz (Vokial et al. 2013). I v této studii byly zjiStény u
multirezistentniho kmene WR vyrazné vyssi koncentrace metabolitii 1é¢iva, konkrétné

glukosidi (povazovéano za deaktivaci xenobiotika).

2.5.5 Testovani rezistence

Rozvoj rezistence vedl k vyvoji standardizovanych diagnostickych test. VéEtSina
z nich mé ale nedostatky v podobé vysoké ceny, nereprodukovatelnosti, pouzitelnosti
nebo interpretace vysledkl. Existuje 1 par in vivo testh vhodnych pro vSechna
anthelmintika. Jako nejspolehlivéj$i metoda slouZici k detekei rezistence se uvadi Fecal
Egg Count Reduction Test (FECRT). Je vhodny pro vSechna anthelmintika a jejich
metabolity. Jako spolehlivy je povazovan tehdy, pokud vice jak 25 % cervl vykazuje
rezistenci. Obecné spociva v porovnavani poctu vajicek v trusu pfed a po oSetieni

anthelmintiky. Vajicka hlistic se poté pocitaji ve stanovenych intervalech
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odpovidajicich konkrétnim 1é¢iviim. Pfi provadéni testu by méla byt zavedena i
kontrolni skupina z diivodu pfirozené zmény v poctu vajicek béhem celého obdobi. U
benzimidazolii je doba odbéru vzorki trusu 8-10 dni, u makrocyklickych laktont 14-17
dni po 1écbé. Po tomto obdobi by se u citlivych kmeni ve vzorcich trusu neméla
nachdzet zadna vajicka hlistic (Coles et al. 2006, Papadopoulos 2008, Taylor et al.
2002).

Jako dalsi moznost kontroly rezistence mohou slouzit in vitro laboratorni testy.
Egg Hatch Test (EHT) byl vyvinut k detekci rezistence u benzimidazolovych derivata.
BZ totiz brani embryonaci a Srafovani vaji¢ek hlistic. Interpretace vysledkd stoji na
poctu vylihnutych vaji¢ek vystavenych anthelmintiku (vétSinou thiabendazolu kviili
jeho dobré rozpustnosti). Z vylihnutych larev ve stadiu L1 nebo L3 lze poté poznat druh
hlistice. MiZzeme se setkat i s faleSné pozitivnim vysledkem, ve fazi embryonace
citlivost na thiabendazol klesa. Jako dalsi test 1ze uvést test paralyzy, migrace a motility.
Cervi jsou inkubovani za pfitomnosti anthelmintika v nékolika fedénich. Po 24
hodinach sledujeme pocet paralyzovanych jedincii. V testu migrace jsou cervi
inkubovani 30 minut v pfitomnosti anthelmintika uvnitf migra¢ni komory. Komora je
vybavena polyamidovymi sitémi o dané velikosti ok. Usmrcené nebo paralyzované
larvy nejsou schopny projit oky sita. Za pomoci pfistroje na méfeni mikromotility lze
zméfit diky zméné thlu svétla pohyb larev. LDT (Larval Development Tests) je zaloZen
na vlivu anthelmintika na vyvoj a metabolismus hlistic podobné jako EHT. Larvy L1
jsou kultivovany az do stadia L3 za pfitomnosti piisobeni anthelmintika a jako potrava
slouzi tepelné zpracované a lyofylizované E.coli. Z dal§ich mlizeme uvést naptiklad
biochemické testy nebo metody molekularni techniky (Coles et al. 2006, Papadopoulos
2008, Taylor et al. 2002).

2.6 Metabolismus xenobiotik

Ve vSech organismech se setkdvame s metabolismem xenobiotik jakoZto
ochranou proti jejich negativnim t¢inklim. K ochran¢ slouzi xenobiotika metabolizujici
enzymy (XME), mezi néZ patii rizné druhy oxidas, reduktas, hydrolas, transferas a
trasportértt (Cvilink et al. 2009). Metabolismus xenobiotik je na rozdil od jinych fazi
farmakokinetiky ovlivitiovan vlastnostmi molekuly jako celku. Pro vazbu na transportni

a biotransformacni enzymy jsou kli¢ové vlastnosti jako lipofilita, inoizace a distribuce
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elektroni. Pro ucinek enzymii jsou nejdilezitéjsi elektrochemické vlastnosti,
konfigurace a konformace molekuly. Asymetrii prostorového rozlozeni molekuly
nazyvame chiralitou. Chiralni latka, konkrétné chiralni uhlik v molekule méa schopnost
stacet rovinu polarizovaného svétla. To mé za nasledek odlisné chovani jednotlivych
enantiomertt v prostiedi organismu. Enantiomery, jakozto své zrcadlové obrazy, v
organismu pusobi odliSnym chovanim i aktivitou. Odli$nosti jsou vnimany hlavné ze
strany enzymil. Pokud se enzym zaméfuje jen na jeden z enantiomerd, nazyvame tuto
vlastnost stercoselektivita. Ta je velmi dulezitd z hlediska farmakokinetiky i
farmakodynamiky. Objevuje se tedy snaha o obmény struktury 1é¢iv v tomto sméru s
cilem vytvortit co nejlepsi vlastnosti pro budouci 1é¢ivo (Skélova et al. 2017, Parkinson
2001).

VétSina xenobiotik se metabolizuje na hydrofiln€j$i metabolity, které jsou
snadnéji vylu¢ovany. Biotransformacni reakce xenobiotik délime na dvé faze. Prvni
faze obnasi odkryvani nebo vnaseni hydrofilnich skupin do molekul xenobiotika
pomoci oxidace, redukce nebo hydrolyzy. Ve druhé fazi podléhaji xenobiotika nebo
jejich metabolity konjugaénim reakcim s endogennimi slouceninami. Specidlni
transportéry vyuzivajici aktivni transport, napomahaji pieneseni substrati, konjugatt
nebo metabolitd pfes membranu. Tento proces se noveé nazyva tieti fazi biotransformace

(Matouskova et al. 2016, Cvilink et al. 2009).

2.6.1 Xenobiotika a hlistice

Detoxikace se u Nematod sklada ze tii cest: modifikace, konjugace a exkrece.
V I.fazi jsou to pifedevsim cytochromy P450 (CYPs) a dehydrogenasy/reduktasy
(SDRs). Ve fazi II. Jsou to UDP-glykosyltransferasy a glutathion S-tranferasy (GST).
Transportéry ABC (ATP-binding cassette) ve fazi IIl. H. contortus je jeden z nejvice
zkoumanych parazitickych hlistic. Jeho blizky vztah s C. elegans umoziuje aplikovat
biologické znalosti do zakladniho i aplikovaného vyzkumu. RovnéZ ale upozoriiuje na

vyznamné rozdily mezi témito druhy (Laing et al. 2013).

2.6.1.1 1. faze biotransformace

V prvni fazi metabolismu (konverzi) 1é¢iv a jinych xenobiotik dochazi k

oxida¢nim, redukénim nebo hydrolytickym reakcim.
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(zkoumanych) organismech. Ovliviiuji nejen metabolismus xenobiotik, ale i n€kterych
eobiotik. Z endogennich latek to jsou napiiklad cholesterol, steroidni hormony,
vitaminy rozpustné¢ v tucich, mastné¢ kyseliny, eikosanoidy nebo zlucové kyseliny
(Skélova et al. 2017). Na zaklad¢ sekvence genu (dle podobnosti v aminokyselinové
sekvenci apoproteinu) byly tyto enzymy rozdéleny do nékolika rodin, podrodin a na
jejich jednotlivé isoformy (Cvilink et al. 2009, Skalova et al. 2017, Velik et al. 2004).
Jedna se o Sirokou nadrodinu hemoproteint, které jsou jedine¢né nejen svym poctem,
ale také pocCtem substratll, které metabolizuji, indukovatelnosti a poctem katalytickych
aktivit, které zprosttedkovavaji (Skalova et al. 2017). Pivodné se piedpokladalo, ze
helminté viibec monooxidasy neobsahuji, protoZze tyto enzymy u nich nebyly
detekovany. Az po analyze genomu C. elegans bylo nalezeno 80druhti gent kodujicich
CYPs (Cvilink et al. 2009). U H. contortus bylo zatim objeveno jen 42 téchto genti
(Laing et al. 2015, Matouskova et al. 2016). Obvykle pusobi katalyticky pfi mono-
oxidaci, ale mohou vystupovat také jako peroxidasy ¢i reduktasy.

Dalsi z fady enzym, schopné oxidovat pfedev§im slouceniny s heteroatomy N,
S a P, se nazyvaji flavinové monooxygenasy (FMO). Jsou to membranové proteiny
hladkého endoplazmatického retikula a jejich struktura obsahuje mj. jednu molekulu
flavinového koenzymu FAD (Skdlova et al. 2017). U C. elegans je predpovidano
nejméng pét gend, které by mohly kédovat FMO podobné savéim (Cvilink et al. 2009).

Peroxidasy byly u helminti zkoumany vétSinou jen z hlediska jejich
antioxidacni funkce (Cvilink et al. 2009). Imunitni systém hostitele se pii napadeni
helmintem aktivuje a zvysi tak produkci volnych radikald (ROS). ROS parazita
ohrozuji, proto zac¢ne produkovat enzymy jako superoxiddismutasa, katalasa,
glutathionperoxidasa nebo xanthinoxidasa, které¢ ho chrani. H. contortus se brani proti
pusobeni peroxidi pomoci katalasy a glutathionperoxidasy (Cvilink ef al. 2009).

Redukéni reakce predstavuji méné Castou cestu metabolizace probadanou jen
okrajove. I kdyz se v poslednich letech zajem o né zvysil, stale neni plné dokoncena
jejich klasifikace a zafazena je jen Cast reduktas. Reduktasy se déli na tfi velké
nadrodiny: reduktasy/dehydrogenasy se stfedn¢ dlouhym fetézcem (MDR),
reduktasy/dehydrogenasy s kratkym fetézcem (SDR) a aldo-ketoreduktasy (AKR).
Predstavuji hlavni cestu metabolismu pro slouc¢eniny jako jsou ketony, aldehydy, nitro
slouceniny atd., které¢ deaktivuji (Skalova et al. 2017, Cvilink et al. 2008). Jejich

deaktivacni ucinek zabranuje u H. contortus toxickému plisobeni karbonylu aldehydu a
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ketonil a zaroveil by mohl napomahat k mateni uc¢inku nékterych anthelmintik (Cvilink
et al. 2008). Konkrétné u H. contortus byla zkoumana redukce sloucenin nesouci
karbonyl. Byly vybrany substraty D,L-glyceraldehyd, daunorubicin, acenaphthenol,
metyrapone a oracin. VSechny modelové substraty byly metabolizovany a specificka
aktivita karbonyl-metabolizujicich enzymt se shodovala s nalezenymi u hospodaiskych

zvifat (Cvilink et al. 2009).

2.6.1.2 II. faze biotransformace

V druhé fazi biotransformace dochézi u xenobiotik, nebo jejich metabolitl z faze
L., ke konjuga¢nim reakcim s endogennimi slouc¢eninami (Velik ef al. 2004). Pro priubéh
reakce je nutné dodani energie, proto se endogenni slouc¢enina pred konjugaci aktivuje
makroergnim kofaktorem (Cvilink ez al. 2008, Skalova et al. 2017). Konjugaci vznikaji
hydrofilni derivaty, které nemohou samovolné difundovat pfes membranu. K jejich
vylouceni jsou dulezité transmembranové pirenasece, které jsou povazovany za III.fazi
konjugace (Velik et al. 2004). Typt konjugaci existuje velké mnozstvi a xenobiotikum
muze byt deaktivovano 1 vice druhy konjuga¢nich enzymi. Aktivita téchto enzymi neni
u vSech organismu stejna. V jednotlivych organismech miiZzeme najit rizné enzymy
s riznou aktivitou, jejichz vysledné konjugaty se mohou mezidruhové vyznamné lisit.
ale zélezi hlavné na struktufe dané latky. Pfitomnost funkénich skupin a jeji prostorové
usporadani ovlivituje naslednou konjugaci. Casté podavani farmakologickych substanci
muze vést k indukei €i inhibici nékterych z enzymt. Modulaci enzym@ zméni intenzitu i
polocas substance, ¢imZ ovlivnime koncentraci latky v krvi a jeji mozné toxické Uc€inky.
Mezi reakce patii glukuronidace, sulfonace, konjugace s glutathionem, acetylace,
methylace a konjugace s aminokyselinami (Skalova ef al. 2017, Parkinson 2001).

Diilezitou cestou druhé faze biotransformace je glykosidace, kterd je bé&zné
zamenovana s terminem glykosylace. Glykosidace je jakékoliv reakce, na jejimz konci
vznikd glykosid. Obecné jde o pfipojeni hexosové skupiny v B-poloze s malou
molekulovou hmotnosti za vzniku B-D-glykosidu. Pokud se vyuZzije jako donor cukru
glukuronové kyselina proces nazyvame glukuronidaci. Podobné je tomu u glukosy
(glukosidace), galaktosy (galaktosidace) nebo xylosy (xylosidace). Proces tedy vyuziva
aktivované cukerné darce obsahujici uridindifosfat (UDP-glukurovad kyselina (UDP-
GlcAU), UDP-glukosa (UDP-Glc), UDP-galaktosa (UDP-Gal) atd.) Enzymy druhé faze
se nazyvaji uridindifosfatglykosyltransferasy tj. UGT (n&kterymi autory jsou
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oznacovany jako UGT jen UDP-glukuronosyltransferasy, toto oznaceni vsak slouzi
podle Vyboru pro nazvoslovi UGT souhrnné pro UDP-glykosyltransferasy, coz
umoziuje odkaz na vSechny ¢leny rodiny UGT bez rozdilu donoru cukerného zbytku)
(Meech et al. 2012). Jsou to enzymy hladkého endoplazmatického retikula orientované
do lumen, které se nachazi u ¢loveéka prevazné v jatrech, ledvinach nebo strevech. Pti
katalyze dochazi k ptenosu aktivované cukerné jednotky. V cytosolu buiiky probiha jeji
syntéza aktivace a poté je teprve pienesena do lumen. Substratem byvaji latky
obsahujici nukleofilni heteroatom. Jsou to naptiklad alkoholy, fenoly, karboxylové
kyseliny, aminy, amidy, thioly aj. Vysledné produkty maji B konformaci, diky které¢ jsou
vice rozpustné ve vod¢, a tak i mén¢ aktivni a toxické (Cvilink et al. 2008, Skalova et
al. 2017, Parkinson 2001, Rowland ef al. 2013). Zatimco u savct pievlada jako hlavni
role glukuronidace, u rostlin a bakterii je vyznamna spiSe glykosidace. Glykosidace je
mimo jiné spojovana s cestou rezistence na BZ derivaty u C. elegans a H. contortus
(Matouskova et al. 2016). Rozdélujeme je dle aminokyselinové sekvence do rodin a
jednotlivé isoformy pak do podrodin. U H. contortus je predpokladan vyskyt 32 UGT,
které délime do 15 ti rodin. Podili se na metabolismu kli¢ovych endogennich latek, ale
také mnoha skupin 1é¢iv. Existuji velké mezidruhové rozdily v expresi téchto enzymt.
Za mechanismy ovliviiyjici expresi miizeme povazovat epigenetické regulace struktury
chromatinu, specifika dané tkané€, nebo ligandem aktivované transkripéni faktory
(Cvilink et al. 2008, Skalova et al. 2017, Parkinson 2001, Rowland et al. 2013).

Mezi vyznamné reakce II. Faze patii také konjugace s glutathionem (GSH).
Glutathion, endogenni tripeptid, slouzi jako kofaktor. Pomoci thiolové skupiny vytvari
GSH konjugéty s xenobiotiky (nebo jejich metabolity) obsahujici elektrofilni centra
jako naptiklad: epoxidy, ketony, izokyanaty apod. S jejich aktivitou je
spojena biosyntéza steroidil, leukotrienti, geradace peroxidi a mnoho dalSich (Oakley,
A.J. 2011, Skalova et al. 2017). Lze je rozdélit do tii odliSnych rodin v zavislosti na
misté vyskytu: cytosolické, mikrosomalni a mitochondrialni (BouSova a Skalova 2012)

Dalsi cesty biotransformace jako konjugace s aminokyselinami, acetylace nebo
sulfatace, nebyly zatim zdokumentovdny u vSech hlistic. Nalezena byla naptiklad

acetylace u C. elegans (Cvilink et al. 2009).
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3. CIL PRACE

Cilem této prace bylo stanovit konstitutivni expresi vybranych UDP-
glukosyltransferas u vlasovky slezové a porovnat ziskané hodnoty mezi samci a

samicemi a dvéma kmeny s riiznou citlivosti vii¢i anthelmintikim.

Pro ziskéani vysledkl a zavéru bylo nutné provést:

- Izolaci celkové RNA z biologickych vzork

- Kontrolu a pfevod RNA do podoby cDNA

- Kvantitativni stanoveni vybranych UGT pomoci qPCR

- Hodnoceni vysledk
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Biologicky material, pristrojové vybaveni a chemicka
reagencia

4.1.1 Biologicky material

Pro tuto praci byly pouziti dospé€lci H. contortus ze dvou riznych kment: citlivy
ISE (Inbred Susceptible Edinburg) a multirezistentni WR (White River). Zdrava jehnata
ve véku 3-4 mésici, bez parazitl, byla infikovdna cca 5000 kusy larev H. contortus
tietiho stadia (L3). Jehnata byla po celou dobu chovu izolovana od vnéjsiho prostredi.
Pii chovu bylo se zvifaty zachizeno dle platnych zakont (Z. Ceské narodni rady
€.246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani a zdsadami pro zachizeni a préci
s laboratornimi zviraty dle VyhlaSky ¢. 419/2012 SB. O ochrané pokusnych zvifat). Po
7 tydnech byla jehnata usmrcena a dospélci byli post mortem vyjmuti ze slezu. Samci a
samice byli pod mikroskopem ru¢né rozdéleni (vzorek=10ks). Vzorky byly pfipraveny

pro okamzitou izolaci RNA nebo byly uloZeny do -80 °C.

4.1.2 Pristrojové vybaveni

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

Centrifuga — Biofuge stratus Heraeus, Thermo scientific
Hlubokomrazici box — Vxe Series Jouan, Thermo Scientific
Kulickovy homogenizér — FastPrep24, M.G.P.

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

Laminarni box — UVC/T-AR, BioSan

Minicentrifuga — Sprout, Heathrow Scientific

Ptistroj pro Real-Time PCR — QuantStudio6, AppliedBiosystems
PCR cykler — MJ mini, Bio-Rad

Spektrofotometr — NanoDrop 2000, Thermo Scientific
Vortex — Vortex V-1 plus, BioSan
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4.1.3 Pomiicky

Laboratorni sklo, pinzeta, plastové zkumavky, mikrozkumavky Eppendorf, sklenéné
kulicky, sklenéné Pasteurovy pipety, stojany na zkumavky a mikrozkumavky, sterilni

pipetovaci $picky, sterilni pipetovaci Spicky s filtrem, PCR stripy, rukavice.

4.1.4 Chemicka reagencia

DEPC (diethylpyrocarbonat) — Sigma-Aldrich

DNasa I — New England BioLabs

DTT (dithiotreitol) — Sigma-Aldrich

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

chloroform — Sigma-Aldrich

isopropanol — Sigma-Aldrich

nahodné hexamery — Generi Biotech

primery (GAPDH, UGTs) — Generi Biotech

gPCR kit: Xceed qPCR SG Mix — Lo-ROX — Institute of Applied Biotechnologies
RT (Reverzni transkriptasa): ProtoScript II — New England BioLabs
smés ANTP — Eurogentec

TRI Reagent — Molecular Research Center

voda redestilovana

4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Zpracovani vzorku a izolace RNA

Biologické vzorky tkdn¢ H. contortus, rozdélené dle pohlavi a kmene, byly
zmrazeny spolu s 500ul TRI reagentu. VSechny prace spojené s izolaci byly provedeny
v rukavicich. Ve zkumavkach byly vzorky pfeneseny do specidlniho laminarniho boxu
uréeného vyhradné jen pro praci s RNA, kde byly teprve rozmraZeny z divodu
moznosti kontaminace a znehodnoceni diky vSudypfitomnym RNasam. Do kazdé ze
zkumavek byly vlozeny sklenéné kulicky a tkan byla tak sjejich pomoci

v homogenizatoru rozrusena. Poté bylo doplnéno 500ul TRI reagentu a znovu
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zhomogenizovano. Zkumavky se nechaly stat 10 minut pfi laboratorni teploté¢ (RT). Po
10 minutach bylo pfidano 200ul chloroformu a 15 sekund se intenzivné protiepavalo
v ruce. Po protfepani se zkumavky nechaly 3minuty stat pii RT. V nasledujicim kroku
byly zkumavky umistény do vychlazené centrifugy (4 °C) a po dobu 15 minut
odstfed’ovany pti 12.000 g.

Ve zkumavkach doslo pomoci centrifugy k oddéleni vodné a olejové faze. Horni
vodna faze se velmi opatrné piepipetovala do nové 1,5ml zkumavky. Tento krok musel
byt proveden velmi peclivé a nesmélo dojit ke kontaminaci dotykem Spicky s mezifazi
nebo dolni organickou fazi. V tom piipadé by vzorky nemohly byt pouzity z divodu
kontaminace genomovou DNA a proteiny.

K vodné fazi v novych zkumavkéch bylo ptfidano 500ul isopropanolu a smés
byla promichéna pomoci vortexu. Po 10 minutich stani pti RT byly vzorky umistény
opét do vychlazené centrifugy. Tam byly odstied'ovany po dobu 10 minut pii 4 °C a
12.000 g. Nastavenim vsSech zkumavek stejnym smérem, otvirdnim smérem doll, se
dala ptfedpokladat poloha pelety (na protilehlé sténé¢ zkumavky) a tim se zamezilo
jejimu nezadoucimu odsati.

Supernatant byl opatrné odsat pipetou. Peleta byla omyta a oc¢iSténa Iml 75 %
ethanolu cerstvé natfedéného DEPC vodou z absolutniho ethanolu. Smés byla
promichdna pomoci vortexu a umisténa do vychlazené centrifugy. Vzorky byly
odstted’ovany po dobu 5 minut pii 4 °C a 7.500 g. Opét byl odstranén supernatant,
tentokrat ve dvou krocich, napted siln€j$i a poté uzkou sklenénou pipetou, protoze
peleta Spatné drzela na dné/sténé zkumavky. Odstranénim velké ¢asti ethanolu zacaly
pelety na vzduchu samovolné usychat. Béhem 5-10 minut bylo moZno usychéni
pozorovat jako zprihlediiovani.

Vyschlé pelety byly rozpustény v DEPC vodé€. Pokud by k zprhlednéni doslo
diive, je vhodné peletu rozpustit v DEPC vodé po kratSim intervalu, aby nedoslo k
jejimu presuseni. Mnozstvi vody se liSilo v zavislosti na pohlavi, ze kterého pochazel
vzorek. Jelikoz pelety v samcich vzorcich byly mensi, bylo k nim napipetovano jen 30ul
DEPC vody. U samic pak byl vzorek RNA vétsi, proto k nim bylo ptidano 40ul DEPC
vody. Vzorky byly diikkladné promichany a nechany pii RT Sminut stat a poté opé&t
promichény.

V koneéném kroku byla zméfena koncentrace RNA a pomoci poméru
specifickych absorbanci zjiStovano pfipadné znecisténi proteiny nebo fenolem. Pred

oSetfenim DNasou byly vzorky ulozeny v mrazicim boxu pfi teploté -70°C.
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4.2.2 OSetieni DNasou

Osetieni pomoci DNasy bylo pouzito z divodu mozné kontaminace vzorki
nezadouci DNA ze vzorku.

Dle naméiené koncentrace RNA (ng/ul) se u jednotlivych vzorkli vypocitalo
pottebné mnozstvi RNA v ul, aby odpovidalo mnozstvi Spg RNA. Poté bylo dopocitano
mnozstvi ptidavané vody DEPC v ul (doplnénim do 26 pl).

Déle byl v laminarnim boxu pfipraven tzv. mastermix (voda DEPC + pufr +
DNasa) v nadbytku. Pro 12 vzorkl se tedy pocitd s rezervou +1, tedy 13x vSechny
slozky. Mastermix tedy tvotilo 13 pl DNasy + 39 ul pufru. Rekéni smés (celkem 30 pl)
je tedy tvofena 26 ul RNA+DEPC a 4 pl mastermixu. Zkumavky byly promichany na
vortexu, stoeny na minicentrifuze a ponechiny ve stolnim inkubéatoru po dobu 25
minut pfi teploté 37 °C a protiepavani 500rpm. Poté byly sto€eny na vortexu, aby k nim
mohlo byt ptfidano 1,5 pl 0,1M EDTA, z divodu inaktivace DNasy. Opét byly vzorky
promichany, stoceny a nakonec se nechaly inkubovat ve stolnim inkubatoru 10 minut
pfi teploté 75 °C.

V konecném kroku byly vzorky vyjmuty zinkubatoru a rovnou zchlazeny
v ledu, stoceny a bylo k nim pfidano 18,5 ul DEPC vody. Nésledné bylo 30 pl
konec¢ného objemu vzorku o koncentraci RNA 0,1 pg/ml uloZeno do mraziciho boxu o

teploté -70 °C a pfipraveno pro reverzni transkripci.

4.2.3 Reverzni transkripce

Izolovand RNA je pomoci reverzni transkriptasy (RT) pifevedena na
komplementarni jednofetézcovou DNA (cDNA). Pro reakci je esencialni piidani
primerd (oligo(dT):s, ndhodné hexamery, nebo specificky primer). V této praci byly
pouzity ndhodné hexamery. Primery jsou oligonukleotidy vazici se na komplementarni
usek templatové RNA. RT na tomto misté zacina syntetizovat hybridni molekulu DNA-

RNA (cDNA).
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Obr. 6 Schéma pribéhu reverzni transkripce a PCR (pfevzato z: Thermo Fisher
Scientific [online]). V prvnim kroku je pfitomno jen vldkno RNA. Za pfitomnosti RT
dochazi k syntéze cDNA nasednutim specifického primeru a nasledné pfipojovani
jednotlivych dNTPs (deoxyribonukleotid trifosfat). Pfi metodé PCR pak dochazi
k amplifikaci DNA, tj. zmnoZeni plivodni cDNA.

Pro reakci bylo pouzito 8ul oSetfené a zifedéné RNA (do reakce bylo tedy
pouzito 800ng). K RNA byl pfipipetovan 1pul hexamert a tato smés byla tadné
promichéna. Poté byla vloZzena do PCR cykleru a zahtivana po dobu 5 ti minut pfi 65
°C. Zahtivani je v této fazi dllezitym krokem z diivodu denaturace RNA a moznosti
vyskytu sekundérnich struktur, které by mohly znemoznit nasledné nasednuti primerd.
Po zahtati byly zkumavky rychle vloZeny na led a po chvilce mirné¢ stoeny v
minicentrifuze. Mezitim byl pfipraven tzv. mastermix podle Tab. 1 v dostatecném
nadbytku kvilli moZzné pipetovaci chybg. V dalSim kroku bylo k smési RNA a hexamert
pfidano 14pul tohoto mastermixu. Kone¢nd smes o objemu 20ul byla promichdna a
nasledné zahtivana v PCR cykleru. Po dobu 10 minut pfi teploté 25 °C, kdy dochazi
k nasedani primert. Dale cykler zahtiva smés 50 minut pii teplot¢ 42 °C, zde
probihd samotna syntéza cDNA. Nakonec je smés zahtata az na 85 °C po dobu 5 ti
minut, kdy dojde k denaturaci RT. Po probéhnuti v§ech reakci se ke smési ptidalo 80ul
redestilované vody. Vyslednd cDNA byla tak ziedéna 1 : 4. Takto pfipravena cDNA
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byla uchovéna pii -20 °C. Cely postup se provadi paraleln¢ se vzorky negativni kontroly
,»no RT* s polovi¢nimi objemy viz. Tab. 1, kde je RT nahrazena vodou (LABGuide.cz

[online]).

Tab. 1 SloZeni mastermixu pro reverzni transkripci.

mastermix mastermix
"RT+" [lll] "IlORT-"[ul]
reakéni pufr 4 2
0,1 M DTT 2 1
10 mM dNTPs 2 1
ProtoScript Il RT 0,5 -
DEPC H-O 2,5 1,5
13x (12 vzorki + 1 rezerva)
reak¢ni pufr 52 26
0,1 M DTT 26 13
10 mM dNTPs 26 13
ProtoScript Il RT 6,5 -
DEPC H-O 32,5 19,5

4.2.4 Real-Time PCR

Replikace jednotetézcové DNA s pomoci syntetickych primeri a DNA
polymerasy byla poprvé popséna jiz v 70. letech 20.stoleti. Nicméné polymerasova
fetézova reakce (PCR) jak ji zname nyni, slouZici pro amplifikaci cilové DNA, byla
vyvinuta Kary Mullisem aZ v roce 1983. Je jednou z nejzndméjSich metod molekularni
biologie a byla ocenéna Nobelovou cenou za chemii. Existuje tedy hned né€kolik metod
PCR.

Pro naSi praci byla pouzita metoda kvantitativni PCR v redlném case,
oznacovana souhrnné¢ jako qPCR. Od klasické PCR 1i§i vtom, ze monitoruje
amplifikaci DNA neustale, nejen na jejim konci. Detekce je umoznéna piitomnosti
fluorescenéniho substratu, ktery fluoreskuje aZz po navazani na specificky tsek DNA.
Poté je méfena hladina fluorescence, ktera odrazi mnozstvi pivodni DNA. Slouzi tak
predevsim pro kvantifikaci DNA, nejcastéji genové exprese.

Reakcei rozliSujeme na nékolik fazi, pii kterych je vyuZivano skokovych zmén
teplot. Nejprve probiha faze denaturace, kdy jsou od sebe DNA fetézce separovany diky
vysoké teploté. Ve fazi annealingu poté nasedaji pii nizSi teplot¢ primery na

komplementarni casti jednotetézcového vladkna DNA. V konecném kroku, fazi extenze,
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diky DNA polymerase probihd syntéza komplementarniho fetézce DNA. V prubchu
reakce jsou vSechny tfi faze cyklicky opakovany a dochdzi tak k postupné syntéze
DNA. (Loftis a Reeves, 2012, LABGuide.cz [online], Thermo Fisher Scientific
[online]).

Pro kvantifikaci lze pouzit dvé metody. Pokud zndme koncentraci cDNA pouzije
se metoda absolutni kvantifikace z kalibracni kfivky. Jestlize koncentrace neni znama,
pouzijeme metodu relativni kvantifikace. Pfi té je porovnavana fluorescence
zkousenych vzorka s jinym vzorkem tzv. vnitini kontrolou. Pro toto stanoveni jsou
nezbytné referencni geny k normalizaci dat. Vybér referencnich genti je dilezitym
faktorem pfi studiu exprese. V riznych experimentalnich podminkach je nezbytné mit
pro experiment referencni geny validované. V této praci byl pouzit gen kodujici
glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenasu (GAPDH). Tento referencni gen byl vybran na
zaklad¢ experimentu (Lecova et al., 2015), kde byla provéfena jeho stabilita a

spolehlivost pro studie exprese pomoci qPCR u dospélct H. contortus.

Tab. 2 Souhrn zkoumanych UGT sekvenci H. contortus. Charakteristiky jednotlivych
genl a jejich primerd. a - identifikani pozice genu v genomové databazi, b - Cislo
odpovidajici verzi genomu V3. Amplicon - délka produktu v parech bazi. Zelené€ zatim
nalezené v proteomu.

Gene -
Nazev modell Sekvence F Sekvence R Ampli Ucinno
(forward) A con °
genu primeru (reverse) primeru (nt) st (%)
UuGT22 | HCOI00 95477 GATCTCTGTGG |TATGAAGGTGGT 119 100
A2 058000 AATCGGCGT GCTGGGAC
UGT24 | HCOIOO 04156 ACGTACACCTA |CCTTGGTTTTGG 60 106
Bl 244800 TTCCAATGGCT |GGTGTTGAAG
UGT24 | HCOIOO 03647 GGATCCGAGAC | ACAGTGAGTTTG 69 93
Cl 868700 ATAGGCAGC CATCCCTC
UGT24 | HCOIO1 o4156 GAGTAGCAGA |TCCCGAAATCAT 59 100
D1 592800 GACGTTGGCA CACCATCGT
UGT24 | HCOIOO 04328 GATCAGTCGCT | TGGGTGGCAATC 132 90
D2 244900 CCCAGTCAC GATCTTTCA
UGT36 | HCOIO1 23996 TCATTCGGTTC |CGAAGACTTCCA 70 106
5B3 461900 AGCAATCAAGG | GAAAATTCCTCT
UGT36 | HCOIO01 23997 TTCACAAAACC |CGGCATGTAGAT 149 106
5B4 462000 ATCCCGCTC TGATTTAGCCA
UGT36 | HCOIO1 23999 CTTGGTGGAAT | TTTTGAGGTGCC 269 100
5B5 462200 CGCGGTCTA CATGTGGT
UGT36 | HCOIO01 23998 TCCAAGTTATG |AGTTCTTCATAA 177 105
5B6 462100 TTCCAGGGCAT |TCCTTGAACCGC
UGT36 | HCOIO2 23385 GCAGCCTTTGA |GGCCCACTTGAA 68 100
6A1 015300 TGAGCACAC TGAGACGA
UGT36 | HCOIO1 23397 CGGGAAGCCAT | TGAAAGGACGTC 38 90
6D1 255000 TGATCGAGT GCGCTAAT
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Pro referen¢ni i stanovované geny byly navrzeny Ing. Petrou Matouskovou
specifické primery, které byly ovéfeny pomoci PCR, zda jsou vhodné pro naSe
stanoveni. Detailnéjsi charakteristiku primert miizeme vidét v tabulce 2.

Analyza referencnich gena byla provedena metodou qPCR. Do vhodnych stripti
bylo napipetovano celkem 20ul smési (5 pl cDNA a 15 pl mastermixu). Mastermix
obsahoval 0,8ul F+R primert (specifické primery F-forward a R-reverse) pro GAPDH
nebo cilové geny, 4,2ul redestilované vody a 10ul SG Mixu (Xceed qPCR SG Mix Lo-
Rox). SG Mix byl dodan vyrobcem jiz v konecném slozeni. VSechny komponenty jsou
v ném v optimalni koncentraci a slozeni pro efektivni amplifikaci. Jednotnym slozenim
se redukuje pocet pipetovacich krokl, které mohou ohrozit vzorek =z hlediska
kontaminace a zaroven Setii Cas pii pfipravé reakéni smési. Obsahuje konkrétné: Tag
polymerazu (modifikovana Hot Start Taqg polymeraza, kterd je nejen termostabilni, ale
také zabranuje tvorbé nespecifickych produkttt), ANTPs (dATP, dCTP, dGTP a dTTP),
reakéni pufr a MgCl: a fluorescenéni barvivo Sybr Green I pro stanoveni v redlném
case. Kazdy vzorek byl méfen v duplikdtu a pro kazdy set primeri byla stanovena

negativni kontrola (NTC), kde byla namisto cDNA pouZita redestilovana voda.

Tab. 3 Podminky pii qPCR. Zmény teplot a jednotlivé Casy.

teplota cas

Faze (vSechny opakované ve 40 cyklech) [°C] [min]x[s]

Hot Start (aktivace DNA polymerasy) 95 10 min
denaturace (vznik jednofetézcové DNA) 98 15s
annealing (nasedani primeri) 60 20s
extenze (syntéze DNA) 72 20s
kazdych 0,5
analyza kiivky tani 60 - 95 °C=35s

Pro vlastni analyzu vybranych genit UGT byly vzorky rozdéleny dle pohlavi na:
m - samci a f - samice, a kmene: ISE (citlivi) a WR (rezistentni). Mastermix byl
pfipraven stejné jako u analyzy referencnich genl. Jeho mnozZstvi bylo pfizplisobeno
celkovému poctu vzorki. Pro 12 vzorki se sloZeni vyndsobilo x 26 (24 vzorkid + 1x
NTC + 1 x rezerva na pipetovaci chybu). Do zkumavky bylo tedy napipetovano 260ul
SG Mixu, 20,8 pl F+R primerti a 109,2 ul redestilované vody. Do stripti bylo poté

napipetovdno 5 pl cDNA a 15 pl mastermixu. RozloZzeni vzorkli mizeme vidét na
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obrazku 7. Vzorky byly ihned oznaceny, promichany a nakonec zcentrifugovany.
Samotna analyza probéhla za podminek stanovenych v tabulce 3. v pfistroji pro Real-
Time PCR. Po ukonceni méieni byl zkontrolovan pribéh fluorescencnich kiivek a

kiivky tani a vysledna data byla analyzovéna v PC.

} Negativni
kontroly

EEEEEEEEEEEE -
200EEEEEBEEO®|
190000060005 E®) | wrum
1900000000550
1000000000060 ...
000000000066
@080 00000000
QIDOIDIAICIDIACDOO

Obr. 7 Schematické znazornéni PCR stripti. VSechny vzorky jsou zkouSeny
v duplikatech a ve tfech biologickych kopiich (jednotné oznaceny stejnou barvou)
Oznaceni: wr - rezistentni kmen, ise - citlivy kmen, m - samci, f - samice, NTC -

negativni kontrola, UGT 00X0, 00Y, 00Z0 - ptiklad UGT

4.2.5 Statistické vyhodnoceni dat

Po vyhodnoceni dat zPCR v Excelu, bylo Ing. Petrou Matouskovou, Ph.D.
provedeno statistické vyhodnoceni dat v programu GraphPad Prism 7.04 metodou
OneWay ANOVA s post hoc Fisher’s LSD testem. Za statisticky vyznamné byly

povazovany rozdily hodnot od hladiny vyznamnosti p < 0,05.
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5. VYSLEDKY

V této studii byly méteny hladiny vybranych UGT z H. contortus. Konkrétn¢ se
jednalo o UGT22A2, UGT24B1, UGT24C1, UGT24D1, UGT24D2, UGT365B3,
UGT365B4, UGT365B5, UGT365B6, UGT366A1, UGT366D1. Byly vybrany Ing.

Petrou MatouSkovou na zékladé fylogenetického stromu (obr.8). Na obr 8. mlizeme

vidét dostupné geny u C. elegans a H. contortus a jejich vzajemnou piibuznost. Nami

zkoumané UGT jsou na obrazku 8. vyznaceny Cerveng.
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Ce-UGT2241 .
SLcUGT22AT g
Ce-UGT23A1

He UGT21C1 @
CeMG‘.’Z‘lB‘
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100
100

400
A0

]

Hc UGT366C1 ®
v481L19N-80
£48119N-20

(23

06

&

%

e UGTE!

e UGT14CY
Ce-UGT14E
Ce-UGT14E2

85 Ce-UGT15A1

[

v

Obr. 8 Fylogeneticky strom dostupnych genii C. elegans a H. contortus a jejich

vzajemnd ptibuznost. Geny H. contortus jsou oznaceny cernou teckou a pismeny Hc

s ptisluSnym oznacenim jednotlivych UGT. UGT pouzité v tomto experimentu jsou

oznaceny cervené. Geny C. elegans jsou oznaceny Ce- s prislusSnym oznac¢enim UGT.
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5.1 Hodnoceni koncentrace a integrity RNA

Pro stanoveni koncentrace RNA byl pouzit spektrofotometr NanoDrop. Ke zjisténi
pfipadného znecisténi proteiny byl pouzit pomér absorbanci pii vlnové délce 260 a
280nm, ktery by se mél blizit 2 (1,8-2). Pro detekci kontaminace fenolem byl zjistovan
pomér absorbanci pii 260 a 230nm, ktery by se mél blizit hodnoté 2. Vysledné hodnoty
muzeme vidét v tabulce 4. VSechny zkousSené vzorky témto hodnotdm vyhovovaly a

mohly byt pouzity pro dalsi praci.

Tab. 4 Koncentrace RNA naméiena spektrofotometrem NanoDrop. wr - rezistentni
kmen, ise - citlivy kmen, f - samice, m - samci, 260/280, 260/230 - pomér absorbanci

pfi urcité vinové délce v nm.

Sample |c RNA [260/280 |260/230
ID [ng/ul] |[nm] [nm]

wr ml 390,4 1,9 2,0
wr m2 3949 1,9 2,1
wr m3 349.8 2,0 1.4
wr fl 867,4 2,1 2,1
wr 2 1311,0 2,1 1,7
wr 3 1324,0 2,1 2,0
ise ml 423.7 1,9 1,6
ise m2 2492 1,9 2,3
ise m3 256,6 1,9 1,0
ise fl 892.,0 2,0 1,7
1se 2 991.8 2,1 1,7
ise f3 786,8 2,1 1,8

K ovéteni koncentrace a integrity RNA byl pouZit bioanalyzator s mikroCipy.
Hodnoceni integrity RNA je prvnim kritickym krokem pii ziskavani dat o genové
expresi. Pouziti neporusené RNA je kli€ové pro dal$i analyzu (microarray, Real-Time
PCR). Pomoci bioanalyzatoru Agilent 2100 a RNA LabChip® je mozné stanovit kvalitu
RNA. Pfistroj poskytuje informace o koncentraci, integrité¢ a generuje tzv. ribosomalni
poméry. Pouzitim elektroforetické separace na mikrocipech je RNA nejprve separovana

a nasledn¢ je detekovana fluorescence indukovand laserem. Vysledkem méfeni je
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elektroferogram s moznosti ndhledu, jak by vypadalo toto stanoveni na agarosovém
gelu. Ty vSak nedostatecné popisuji integritu vzorku, proto bylo zaveden systémovy
algoritmus tzv. RIN ¢islo (RNA Integrity Number), které odstraniuje chyby individudlni
interpretace vysledkli. Umoznuje klasifikaci eukaryotické RNA pomoci stupnice 1 az
10, pficemz 1 je nejvice degradovana a 10 je nejméné porusena RNA (Mueller et al.
2004). Nase vzorky byly analyzovany bioanalyzitorem Agilent 2100 s pouzitim
Eucaryote Total RNA Nano. VSechny vzorky mély RIN > 7, coz vypovida o jejich
dostate¢né kvalit¢ a integrité, a proto mohly byt pouzity pro dalsi pokusy. Pouze u
vzorku WR F1 nebyla z nezndmych divodi hodnota RIN ¢isla uréena (Obr. 9. a 10.).
Vzhledem ktomu, ze vysledné meéfeni 1 u tohoto vzorku vypadalo stejn¢ jako u
ostatnich, tedy Ze nebyla patrnd Zadna degradace, kterd by se projevila jako vétsi

pik/mnozstvi kratSich RNA, byl i tento vzorek pouzit pro dalsi stanoveni.

Electrophoresis File Run Summary {Chip Summary)

Sample Sample St Result Result Color
Mame Commen at Label
it us
WR M1 W RIMN:7 [
WR M2 W RIM: 7.10 |
WR M3 v RIN: 7.90 |
WR F1 W RIN M/A |
WR F2 w RIM: 8.50 |
WR F3 w RIN: 8.60 |
ISE M1 W RIM: 7.10 |
ISE M2 W RIM: 7.40 |
ISE M3 v RIN: 7.20 |
ISE F1 w RIM: 8.50 |
ISE F2 W RIM: 8.30 |
ISE F3 w RIM: 8.30 |
Ladder « All other |
Samples

Obr. 9 Hodnoty RIN naseho meétfeni vyhodnocené bioanalyzatorem Agilent 2100.

Vsechny vzorky mély RIN > 7, coz vypovida o jejich dostatené kvalité a integrité.
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Obr. 10 Vysledek méteni bioanalyzatorem Agilent 2100. Nahled elektroferogramu pfi

prevedeni dat z bioanalyzatoru do podoby agarosové elektroforesy.
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5.2 Analyza konstitutivni genové exprese

Pro kvantifikaci genové exprese u citlivych (ISE) a rezistentnich (WR) kment H.
contortus byla pouzita metoda qPCR. Stanovovalo se vzdy 11 genti UGT u kazdého

vzorkd. Pracovali jsme se tremi biologickymi replikéaty od jednoho pohlavi a kmene.

5.2.1 Porovnani exprese mezi pohlavimi

Na obr 11. jsou zndzornény métené hodnoty Cq pro vSechny vzorky. Je zde vidét
rozdil exprese mezi samci a samicemi u vybranych UGT. Cim je hodnota Cq vyssi, tim
niz8§i byla pocatecni koncentrace templatové DNA. U samic byla nejvyssi exprese
zaznamenana u UGT 366D1, UGT24D2 a UGT366A1. Nejniz§i exprese pak u
UGT365B5, UGT365B3 a UGT365B4. Exprese u samctli byla nejvyssi u UGT22A2,
UGT24C1 a UGT24D1. Nejnizsi expresi u samcti mély pak UGT365B3, UGT365B5 a
UGT366A1. Nejvyssi expresi mezi vSemi UGT méla UGT366D1 u samic. Celkove

nejniZsi exprese byla zaznamenana u samct konkrétné u UGT365B3, ktera byla u samic

cvwr
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Obr. 11 Porovnani exprese mezi samci a samicemi jednotlivych UGT pomoci hodnot

Cq.
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Na obrazku 12 je zobrazeno relativni porovnani exprese vybranych UGT pouze
u citlivého kmene. Je patrné, ze vysledky pomérn¢ dobie koresponduji s vysledky na
piredchozim obrazku 11. Zde vidime konkrétni rozdily mezi pohlavimi i se statistickym
vyhodnocenim. Obecné 1ze porovnat zvysenou expresi v UGT u samct. Nejvetsi rozdil
mezi samci a samicemi mizeme vidét v expresi UGT365B4 a UGT366D1, s opa¢nymi

tendencemi v mife exprese. Rozdily v expresi mezi pohlavimi mohou znamenat jiny

ucel jednotlivych UGT.
samice X samci
6- . Bl samice
l samci
[«}]
8 *
g 4 |
» %
3 . .
.E 3 . ‘I‘ *
= 9l T
I 2
E 11 i L
LR I I;

N o b ) ©
LA AN O O @ Q Qo Q o
PP PP POoPEEEE
Obr. 12 Relativni porovnani exprese UGT mezi samci a samicemi. Samice jsou
vyznaceny Cerng, samci Sedivé. * jsou oznaceny vysledky s hladinou vyznamnosti p <

0,05.
5.2.2 Porovnani exprese mezi kmeny

Pfi porovnavani dat mezi kmeny s odliSnou citlivosti (ISE x WR) podle obrazku
13 byly u samcii zaznamenany statisticky vyznamné rozdily ve tfech piipadech. U dvou
UGT gent: UGT365B4 a UGT365B5 bylo zaznamendno piekvapivé snizeni exprese u
rezistentniho WR kmenu oproti citlivému ISE kmenu. Pouze u UGT366A1 WR kmenu

byla vyrazné zvysena exprese.
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Samice mély rozdil exprese mezi kmeny ve vice piipadech nez samci, konkrétné
v Sesti. Ve tfech znich (UGT24D2, UGT365B4, UGT365B5) se jednalo o snizeni
exprese u WR kmenu oproti ISE. Zvyseni exprese u WR kmene bylo zaznamenano u
UGT22A2, UGT366A1 a UGT366D1.

U dvou geni: UGT365B4 a UGT365B5 byla zaznamenana snizena exprese u
samcu i samic z kmene WR. V ptipadé UGT366A1 doslo ke zvySené expresi u obou

pohlavi WR kmene.

Il |SE
A samice = WR

relativni exprese

B samci

relativni exprese

Obr. 13 Relativni porovnani exprese UGT mezi kmeny ISE a WR u samic a samci.
Obrazek A znazoriuje rozdily mezi ISE kmenem (Cern¢) a WR kmenem (Sedivé) u
samic. Cast B znazorfiuje tento rozdil u samcii. * jsou oznateny vysledky s hladinou

vyznamnosti p < 0,05.
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6. DISKUSE

I pfes znalost biologie hlistic, infekci jimi zpilisobenymi a neustaly vyzkum
zabyvajici se vznikem rezistence, jsou hemonchézy jedny z nejrozsifenéjSich
parazitarnich onemocnéni chovu malych piezvykavci. Anthelmintika zastavaji hlavnim
prostiedkem v boji proti gastrointestinalnim hlisticim jako je Haemonchus contortus.
Lécba anthelmintiky je relativné levna, dostupnd, s rychlym efektem a nenarocnou
aplikaci. Diky jejich neuvézenému pouzivéani je dnes ale ve vétSin€ zemi s rozvinutym
chovem ovci a koz rozSifena rezistence na vétSinu ze zastupcl anthelmintik.
V nékterych oblastech je kvili stavu rezistence chov a produkce téchto prezvykavcl
prakticky nemozny (Vadlejch a Langrova, 2014). Vyvoj novych 1éCiv je slozity a
zdlouhavy, a jak mizeme vidét na zastupci skupiny aminoacetonitrilovych derivati
monepantelu, ani nové 1€¢ivo neni zarukou vyteseni 1écby u rezistentnich kment.

Diky tomu, ze byl nedavno publikovan genom H. contortus, oteviela se nam
cesta pro studium jeho genové exprese a moznost porovnani napiiklad s volné Zijicim
C. elegans. Porovnani genové exprese u citlivych a rezistentnich kment by totiZ mohlo
pomoci k identifikaci konstitutivnich a anthelmintiky indukovanych genti zapojenych
do vzniku rezistence (Laing et al., 2013). Bylo zji§téno, Ze pro detoxikaci xenobiotik u
hlistic jsou dulezit¢é enzymy Il.faze biotransformace, a to predev§iim UDP-
glykosyltransferasy. Pfi zkoumani metabolizace FLU a ABZ u hlistic, bylo ex vivo
detekovano zvysené mnozstvi glukosidovych metabolitii FLU u rezistentnich kmenti. In
vivo byly pak nalezeny vyrazné zmény aktivity UDP-glukosyltransferas mezi citlivymi
a rezistentnimi kmeny (Vokial et al. 2013, Vokial et al. 2012). Na druhou stranu byly
tyto experimenty jen piiblizné, jelikoz nezohlednovaly rozdily v metabolismu samct a
samic, které mohou byt vyrazné. Vysledky experimentu Raisova Stuchlikova et al.,
2018 ukazaly, ze vétSinou se nachazi vEétSi mnozstvi metabolitd u samic a také, Ze
mohou byt tyto metabolity specifické jen pro urcité pohlavi (byly nalezeny tfi specifické
metabolity jen pro samice). Zohlednit musime také fakt, Ze pouZité metody dostupné
v dobé pivodniho experimentu nebyly na takové urovni jako dnes. Metody nejen
molekularni biologie se vyvijeji velice rychle a uz nyni umoziiuji detailné;jsi, citlivéjsi a
rychlejsi praci. O tom se mizeme piesveédCit v novéjSich experimentech zabyvajicich se

timto tématem. Bylo objeveno dalSich 8 metabolitii, z nichz nékteré vznikly reakcemi u
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hlistic dosud nepopsanymi, nebo se tyto metabolity od stavajicich li§i jen v prostorovém
usporadani. Vyvstava tedy otdzka, zda metabolity nalezené do dnesni doby, povazované
za glukosidy, jsou opravu konjugaty s glukosou, nebo se jedna o jiné derivaty hexos
(Raisova Stuchlikovd et al., 2018). Deaktivace pomoci glykosidace, pfidanim
aktivovaného cukerného zbytku na lipofilni slouceninu, je rozhodné moznym diivodem
zrychlené metabolizace anthelmintik a vzniku rezistence u hlistic (Laing et al., 2013,
Vokial et al. 2013, Vokial et al. 2012).

Z téchto diivodu a také proto, Ze dosud jesté nebyly dostatecné zkoumany, byly
pro nasi praci vybrani zastupci z rodiny UGT. Konkrétné¢ bylo cilem stanovit
konstitutivni expresi vybranych UDP-glukosyltransferas u vlasovky slezové. Nejprve
byly identifikovany predpokladané geny kodujici UGT u H. contortus a poté byly tyto
geny porovnany s jiz znamymi UGT u C. elegans. Vysledkem byl fylogeneticky strom
na obrazku 8, kde byly jednotlivé UGT systematicky pojmenovany na zaklad¢ jejich
aminokyselinové sekvence. Pomoci qPCR byly pak u vybranych UGT sledovany zmény
konstitutivni exprese mezi pohlavimi u citlivého (ISE) a multirezistentntho (WR)
kmene. Tim, ze byli samci a samice testovani oddélené, bylo mozné i mezi nimi
sledovat rozdilnou expresi. U samcii byla zaznamenina vSeobecné vysSSi exprese
jednotlivych genidl oproti samicim. U samic byla Castéj§i zména exprese mezi kmeny
ISE a WR. Celkem ve tfech vzorcich UGT byla u samic zaznamendna vyssi exprese u
WR kmene. U jedné UGT (UGT366A1) byla vyssi exprese zaznamenéana i u samcit WR
kmene, coZ naznacuje odliSny metabolismus rezistentniho kmene, a s tim 1 moZnost
propojeni s vyskytem rezistence a vétsim mnozstvim metabolitli BZ anthelmintik. I pies
zaznamenané rozdily v expresi u nékterych UGT rezistentniho kmene, neni zatim
potvrzené nakolik, a jakym zplisobem jsou tyto zmény dlleZité pro ovlivnéni vyvoje
rezistence. V nedavném experimentu s mutantnimi kmeny C. elegans bylo zjiSténo, ze
jedna ze sledovanych UGT (ugt-22, na obr 8. Ce-UGT16C1) ma dulezitou roli pii
ucinnosti ABZ. Toto je prvni pfimy dikaz t¢inku UGT pfi rezistenci u hlistic (Fontaine
a Choe, 2018).

Vybrané UGT byly v této praci zkoumany pouze jednou. Pro potvrzeni zavéri
je proto nutné méteni opakovat. Dalsi studie by se pak mohly zaméfit na jednotlivé
UGT, které¢ v praci vykazovaly vyrazné zmény exprese. Vhodné bude také zhodnoceni
exprese UGT 1 u dalSich ¢lenti z této rodiny enzymt. Je jisté, Ze se rezistence bude i
nadéle rozSifovat, je proto nutné pokracovat ve studiich, a co nejdiive objasnit

mechanismy jejiho vzniku, abychom mohly efektivné bojovat proti odolnym jedinctim.
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7. ZAVER

V této praci byla zkoumana konstitutivni genova exprese u vybranych gentt UDP-
glukosyltransferas hlistice H. contortus. Pro analyzu byly odebrany vzorky RNA
pozadované kvality a kvantity. Tyto vlastnosti byly ovéfeny vhodnou metodou. Pomoci
qPCR mohly byt porovnany vzorky od citlivych i rezistentnich kment H. contortus,
rozliSenych dle pohlavi. U vice testovanych gentli byla vyssi exprese u samcl nezZ samic.
U samcii a samic WR kmene do$lo shodné k vyssi expresi u jediného genu UGT366A1.
U geni UGT365B4 a UGT365B5 byla u obou pohlavi rezistentniho kmene

zaznamenana niz$i exprese.
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8. POUZITE ZKRATKY

ABC
ABZ
AKR
ATP
BZ

C. elegens
cDNA
Cq
CYP

D. flagrans
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
DNA
dNTP
DTT
dTTP
E.coli
EDTA
EHT
EPG

F

F primer
FECRT
FLU
FMO
GABA
GAPDH
GSH

H. contortus

ATP-binding cassete

albendazol

aldo-keto reduktasy

adenosine triphosphate — adenosintrifosfat
benzimidazoly

Caenorhabditis elegans

complementary DNA — komplementarni DNA k RNA
cycle of quantification — cyklus kvantifikace
cytochrom P450

Duddingtonia flagrans

deoxyadenosin trifosfat

deoxycytidin trifosfat

diethylpyrocarbonate — diethylpyrokarbonat
deoxyguanosin trifosfat

deoxyribonucleic acid — deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleosid trifosfat

dithiotreitol

deoxythymidin trifosfat

Escherichia coli

ethylenediaminetetraacetic acid — kyselina ethylendiamintetraoctova

egg hatch test — test lihnuti vajicek
eggs per gram — pocet vajicek v gramu trusu
samice H. contortus

forward primer

faecal egg count reduction test — test redukce vajicek v trusu

flubendazol

flavin monooxygenasa

gamma-aminobutyric acid — kyselina y-aminomaselna
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa

glutathion

Haemonchus contortus

54



H20
ISE
IVE
L3
LDT

MDR

noRT
NTC
PCR
pLGIC

PMK
qgPCR

R primer
RIN
RNA
RNasy
ROS

RT

RT+
RT-
SDRs
Tris-HCl
TST
UDP
UGT
WR

voda

Inbred Susceptible Edinburgh — citlivy kmen H. contortus

ivermektin

larvalni stadium H. contortus 3. stupné

larval development test — test vyvoje larev

samec H. contortus

medium - chain dehydrogenases/reductases - dehydrogenasy/reduktasy se
sttedn¢ dlouhym fetézcem

mastermix pro reverzni transkripci, ktera probéhne bez enzymu RT

no template control — negativni kontrola

polymerase chain reaction — polymerasova fetézova reakce

Pentameric ligand gated ion channels — lontové kandly s pentamerickym
ligandem

premedikované krmivo

kvantitativni PCR

reverse primer

RIN ¢islo — RNA Integrity Number

ribonucleic acid — kyselina ribonukleova

ribonukleasy

reactive oxygen species — reaktivni formy kysliku

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

hydrochlorid trometamolu (2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diolu)
targeted selective treatment - cilené selektivni oSetieni

uridin diphosphate — uridindifosfat

UDP—glykosyltransferasa, v této praci UDP—glukosyltransferasa

White River — multirezistentni kmen H. contortus
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