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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Zmény v expresi biotransformac¢nich enzymu v hlisticich

ovlivnénych albendazolem

Vlasovka slézova (Haemonchus contortus) je vysoce patogenni parazitarni
hlistice, napadajici gastrointestinalni systém piezvykavcli. Nemoc, kterou zptsobuje, se
nazyva dle svého plivodce hemonchoza. Pti dlouhodobé infekci dochéazi k rozvoji anémie,
ztraté hmotnosti hostitele a mnohdy 1 k thynu. K 1é¢bé se pouzivaji synteticka
antiparaziticka 1éciva, tzv. anthelmintika. Celosvétovym problémem je rozvoj rezistence
viaci vSem dosud dostupnym anthelmintikim. Dtvodem je nejspiSe casté a
neopodstatnéné podavani anthelmintik hospodéiskym zvitatim a expozice paraziti sub-
letdlnim davkam. Piedkladana prace je zaméfena na studium mechanismu vyvoje
resistence u vlasovek vic¢i albendazolu, anthelmintiku ze skupiny benzimidazolt.
Mechanismem piispivajicim ke vzniku rezistence by mohla byt zvySena exprese
nekterych biotransformacnich enzymd.

V této praci byl sledovan vliv albendazolu na expresi vybranych genti u dospélcti
H. contortus z kmene ISE (Inbread Susceptible Edinburgh). Cervi byli izolovani ze slezu
jehnat a vystaveni tfem riznym koncentracim albendazolu (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM) po
dobu 4 ¢i 12 hodin. Pomoci kvantitativni PCR byla zméfena exprese vybranych genti
kodujicich  biotransformacni enzymy 2z rodiny cytochromu P450 (CYP) a
UDP-glukosyltransferas (UGT). Vysledky byly normalizovany pomoci referenc¢niho
genu GAPDH a vztazeny ke kontrole (0 pM ABZ). Signifikantni zmény vyvolané
albendazolem byly zaznamenany v expresi CYP i UGT. Ob& pohlavi se liSila jak
v konstitutivni expresi gentl, tak v jejich odezvé na albendazol. ProtoZe nejvice byla
zvySena exprese UGT367A1, mohl by se tento enzym podilet na rezistenci vlasovek na

albendazol.
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Barber’s pole worm (Haemonchus contortus) is highly pathogenic parasitic
nematode, which assaults gastrointestinal system of small ruminants. Disease. Which
caused is named by the agent haemonchoses. Long-term infection leads to develop of
anaemia, lose weight of host and often even death. For treatment of this disease, synthetic
antiparasitic drugs called anthelmintics are used. However, worldwide problem is growth
of resistance against all used anthelmintics. Cause of this problem is probably common
and unreasonable using of anthelmintics and the exposure of the parasites to sub-lethal
doses. This thesis is focused on study of the mechanisms of resistance of barber’s pole
worm to albendazole, anthelmintic belonging to benzimidazoles group. The increased
expression of biotransformation enzymes could contribute to resistance development.

In our study, the influence of albendazole on expression of selected genes in adults
of H. contortus from the ISE (Inbread Susceptible Edinburgh) strain was studied. Worms
were isolated from the sheep’s abomasum and exposed to three different concentration of
albendazole (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM). The incubations lasted 4 or 12 hours. Expression
of the selected genes of cytochromes P450 (CYP) and UDP-glukosyltransferases (UGT)
were analysed by quantitative PCR. The results were normalized by reference gene
GAPDH and related to control (0 uM ABZ). Significant albendazole-induced differences
were observed in the expression of CYPs and UGTs. Both sexes differed in the
constitutive expression of genes as well as in the response to albendazole. As the most
upregulated gene was UGT367A1, this enzyme might be related to resistance of barber’s

pole worms to albendazole.
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1. UVOD

Vlasovka slézova (Haemonchus contortus) je vysoce patogenni parazit, napadajici
gastrointestinalni systém prezvykavcl. Vaji¢ka tohoto parazita jsou vylu¢ovana spolu se
stolici hostitele, dale se vyvijeji v infek¢ni larvu, ktera je nasledné poziena spolu s
potravou.

Dospélei ziji ve slezu a zivi se sanim krve, ¢imz narusuji fyziologicky stav
hostitele. Onemocnéni je nazvano dle svého ptivodce hemonchdza. Jedné se o vaznou
infekcei, kterd se vyznacuje poSkozenim sliznic traviciho traktu, otoky, ibytkem hmotnosti
a bledymi sliznicemi vlivem nedostatecné kompenzace krevnich ztrat. BohuZel se toto
onemocnéni projevuje 1 po ekonomické strance, napft. ztratou uzitkovosti zvirat.

K 1écbé jsou vyuzivana syntetickd antiparazitarni léciva, tzv. anthelmintika,
nejCastéji ze skupiny benzimidazoll, imidazothiazoll a makrocyklickych laktoni.
Problémem jejich uZivani je kontaminace Zivotniho prostiedi, neZadouci t€inky na jiné
organismy a piedevSim vznik rezistence.

Rozvoj rezistence je zapfi¢inén Castym a nespravnym uzivanim anthelmintik a
vystavenim parazitl sub-letdlnim davkam. Jedné se bezpochyby o zavazny problém,
ktery ohrozuje zdravi zvifat a nekontrolovatelné Siteni infekce. Znalost mechanismu
vzniku rezistence je kli¢ova pro dalsi opatieni v boji proti hemonchdze. Jednim z faktort
napomahajicich ke vzniku rezistence mohou byt i zmény exprese genlti kodujicich
biotransformacni a transportni enzymy. S rozvojem molekularni genetiky a biologie
mame moznost tyto geny detailn€ji zmapovat, odhalit jejich role v metabolismu, sledovat
zmény v expresi po ovlivnéni 1é€ivem a moznou souvislost se vznikem rezistence.

Tato diplomova prace se pokusila zodpovédét otazku, zda vystaveni dospélcti

H. contortus sub-letdlnim davkam albendazolu mize posilit obranny systém hlistice a tim

ptispét k rozvoji lékové rezistence.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Helminti

Helminti jsou skupinou parazitickych cervl, zéstupci kment plochych hlisti
(Plathelminthes), oblych hlisti (Nemathelminthes) a vrt&j$a (Acanthocephala). Radi se
mezi organismy nejvice pfizpisobené parazitickému zptsobu zivota (Hordk a Scholz

1998).

2.1.1 Hlistice (Nematoda)

Hlistice jsou velice rozmanitou skupinou parazit napadajicich nejen obratlovce,
ale i bezobratlé ¢i rostliny. V dasledku toho je odlisné i pfizptisobeni jednotlivych skupin

k parazitickému zplsobu Zivota.

Morfologie

T¢lo hlisth je protahlé, valcovité a nesegmentované. NejcCastéji byva bilé barvy,
tmavé zbarveni je dano ptitomnosti vajicek ¢i potravy, jako naptiklad krve ve stieve.
Povrch téla tvori kutikula, kterd ma nejen ochranou funkci, ale také ptisobi proti tlaku
télnich tekutin a udrzuje vnéjsi tvar téla. Sklada se predevSim z proteinit a malého
mnozstvi lipidi. Pod kutikulou se nachézi hypodermis, majici u dospé€lcti charakter
syncytia, tvofici Ctyfi tzv. hypodermalni liSty. Dorzalni a ventralni liSta je spojena
s nervovym systémem. Pod hypodermis se nachazi podpovrchova svalovina, tvoiena
podélnymi svalovymi vldkny (Baron 1996, Hordk a Scholz 1998, Zoologie pro

veterinarni mediky [online]).

Travici soustava

Pseudocoel je télni dutina vyplnénd tekutinou, nahrazujici ob&hovou soustavu.
V ni je volné uloZena travici soustava a pohlavni orgéany, pfirostlé pouze ke svym
vyvodim. Travici soustava je uplna, tvofend ustnim aparitem, hltanem, stievem a
andlnim otvorem. Stavba ust a hltanu je urcujici pro dalsi klasifikaci helminti. K traveni
potravy dochazi v lumenu stfeva a intracelularné ve sttevnim epitelu (Baron 1996, Horak

a Scholz 1998, Zoologie pro veterinarni mediky [online]).



Vyluéovaci soustava

Vylucovaci soustavu tvoii zlaznaté exkrecni builky (renety), které jsou napojeny

na exkrecni kandlky (chordy) vyustujici do exkre¢niho sinu a neparovym exkrecnim

poérem z téla. VyluCovaci systém je vzdy vice ¢i méné spojen se systémem sekre¢nim.

Sekre¢ni zlazy maji vyznamnou funkci v osmoregulaci, iontové regulaci, antikoagulaci,

sekreci proteaz, acetylcholinu a dal$ich latek (Baron 1996, Horak a Scholz 1998).

Nervova soustava

Nervova soustava hlistic se skldda z nervového prstence kolem hltanu a dvou

nervovych trubic ulozenych terminalné na vybézcich epidermis. Hlavova ¢ast hlistice je

opatiena fadou nervovych zakonceni. V kutikule se nachdzi fada Zlaz s ptfedpokladanou

senzorickou funkci. Tzv. amfidy se nachazeji po stranach hlavové ¢asti, fazmidy naopak

na kauddlnim konci téla. Dle jejich pfitomnosti ¢i absence se hlistice déli do dvou

hlavnich skupin, Phasmida a Aphasmida. U vétSiny nervovych bun€k nebylo prokdzano

pouzivani akéniho potencialu, amplifikace pfenosu ani ptitomnost Schwannovych bun¢k,

piesto se nervovy signal prendsi na pomérné velkou vzdalenost (Horak a Scholz 1998).
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Svalova soustava

Svalovina u hlistic je uloZena pod kutikulou a vrstvou hypodermis. Je slozena
zjedné vrstvy podélnych svalovych vldken. Jednotlivé svalové bunky se skladaji
z kontraktilni ¢asti pfichycené ke kutikule a nekontraktilni ¢asti obsahujici jadro a
cytoplazmaticky vybézek, ktery umoziuje spojeni s vybézky dalsich svalovych bunék a
prijima tak signal z neurond. Pohyb téla hlistic je umoznén kontrakci svalovych skupin
jedné strany téla a soucasné relaxaci svalovych skupin na protilehlé ¢asti. Hlistice se tedy
nemohou plazit jako krouzkovci, ale pohybuji se vinénim ¢i mrskanim. Stahy svaloviny
téz nahrazuji stfevni peristaltiku (Hordk a Scholz 1998 Zoologie pro veterindrni mediky

[online]).

Pohlavni soustava

VétSina parazitickych hlistic je oddéleného pohlavi s pohlavnim dimorfismem.
Samci soustavu tvoii neparové varle, velka a malé ejakulatorni Z14za a vyvody vyustujici
do kloaky. Na zadnim konci té€la se nachdzi kopulaéni burza a ptidatné kopulacni
struktury, slouzici mimo jiné k druhové¢ identifikaci. Samici soustava se sklada vétSinou
ze dvou vajecniktl, trubicovité délohy a svalnaté vaginy vyust'ujici ve vulvu (Baron 1996,
Horak a Scholz 1998).

Spermie jsou u hlistic obvykle amébovitého piipadné tyCovitého tvaru a nemaji
akrosom ani axonemu. Uvniti se nachdzi membranova organela (fibrézni télisko), ktera
slouzi jako zasobarna cytoskeletarnich proteinii. Spermie se pohybuji pomoci panozek.
Oocyty hlistic jsou tvofeny tfemi vrstvami — vnitini lipidovou, stiedni

chitino-proteinovou a vnéjsi lipoproteinovou. Ze stén délohy je tvoien vnéjsi obal vajicka

obsahujici lipoproteiny a glykosaminoglykany (Horak a Scholz 1998).

Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus zahrnuje tvorbu gamet, jejich spojeni v zygotu a nasledny rist
embrya, larvalnich stddii az k dospélci. Hlistice mohou mit cyklus bud pfimy
(monoxenni) ¢i nepfimy (heteroxenni). Pfimy vyvojovy cyklus probiha bez Ucasti
mezihostitele. Vajicka se dostavaji do prostiedi jako soucést trusu hostitele, kde se pfi
vhodnych teplotnich a vlhkostnich podminkéach dale vyviji az po infekéni larvu. Ta se do
téla hostitele dostane bud peroralné, u nckterych zastupcli i perkutdnné bodavym

hmyzem. Hlistice snepfimym vyvojem (biohelminti) potfebuji ke svému vyvoji
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mezihostitele. Nejcastéji se jedna o bezobratlé zivocichy (krouzkovci, korysi, hmyz a
dalsi), ktefi poziou vajicka ¢i larvy 1. stadia a v jejich téle dochdzi k vyvoji az po infekéni
larvu. Konecny hostitel se nakazi pozfenim mezihostitele ¢i volnych infekénich larev.
Vyhodou neptimého cyklu je moznost dlouhodobého piezivani larev v mezihostiteli pii

nepiiznivych podminkach pienosu (Horak a Scholz 1998, Rysavy et al. 1982).

2.1.1.1 Vlasovka slézova

Vlasovka slézova (Haemonchus contortus) se fadi do tfidy hlistic (Nematoda),
podtiidy Secernentea (Phasmidea) a ¢eledi Trychostrongyloidae (Horak, Scholz 1998).
Jejich télo je kryto kutikulou, ktera plni ochranou funkci vii€i travicim enzymim
hostitele. Samci jsou mensi, na obou koncich téla zGzeni. Jejich hlavnim rysem je
kopula¢ni burza na konci téla. Samice méfi 17-30 mm, jsou aktivnéj$i a na pohled
spiralovité¢ pruhované. To je ddno bilymi vaje¢niky, které jsou obtoCeny kolem stfeva
naplnéného krvi. (Dyk et al. 1962, Sendow 2003).

H. contortus je vysoce patogenni gastrointestinalni parazit, jehoz hostitelem jsou
piezvykavci, pfevazné ovce, kozy a zveétr (Hoberg a Zarlenga 2016). Prenasi se oralni
cestou z kontaminované pastviny. Vajicka jsou vyluc¢ovana hostitelem spolu se stolici. Po
14-17 hodinéch se vyvine uvniti vajicka larva prvniho stupné (L1), ktera poté prodéla
dvoji svlékani a stava se invazivni (L3). Larva tfetiho stupné je schopna migrace a vyléza
na vrcholky stébel trav, nejcastéji rano a vecer, ¢imz se dostava spolu s potravou do téla
hostitele. Invazivni larva se poté piichyti na sliznici slezu a za 14-21 dni dospiva (Dyk et
al. 1962, Preston et al. 2016). Samice je schopna vyprodukovat 5000 az 10000 vajicek za
den (Sendow 2003).

Larvy prvniho a druhého stupné (L1 a L2) se zivi bakteriemi v trusu. Larvy tfetiho
stupné a dospélci parazituji ve slezu a v tenkém stievé hostitele, kde se zivi krvi (Dyk
et al. 1962, Sendow 2003).

H. contortus je velmi rozSiteny parazit vyskytujici se od vlhkych tropickych
oblasti az po chladné¢ mirné podnebi, ¢emuz napomohl pfedev§im obchod se zvifaty a
jeho vysoka geneticka ptizplsobivost. Rychlost mutace této hlistice je az desetkrat vyssi
nez u obratlovcl (Prichard 2001). Narusuje sliznici slezu a zplisobuje gastritidu, anémie,

vysokou morbiditu zvifat a vyznamné ekonomické ztraty (Sutherland a Scott 2010).
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2.2 Helmintozy

Helmintéza je infekce zpiisobena parazitickymi cervy. Jedna se o celosvétovy
zdravotni problém v oblasti lidi 1 zvifat (Getachew et al. 2007), zejména v chudych
tropickych a subtropickych oblastech (Taman a Azab 2014). K infekci muze dojit
peroralné kontaminovanou vodou a potravou ¢i perkutanné. Piiznaky se lisi v zavislosti
na lokaci infekce a druhu parazitického cerva, mezi bézné vsak patii bolest bricha,
prijem, podvyziva, unava, zvétSena jatra a slezina, pneumonitida, anémie, obstrukce
infekce zplisobené nematodami, které napadaji gastrointestindlni trakt a plice (shrnuto

v Zajickova et al. 2020).

2.2.1 Hemonchoza

Hemonchoza je infekce zpiisobena parazitem H. contortus. Po naruseni slezu se
na sliznici vyskytuji bélavé plaky, s postupem ¢asu mlzZe dojit k naruSeni Zaludec¢nich
714z, slizniéni hyperplazii, mastocytoze, petechidlnimu krvaceni a metaplazii hlenovych
bunék (AL-Zubaidy et al. 1987). Pti dlouhodob¢ infekci dochéazi k rozvoji anémie vlivem
nedostatecné kompenzace krevnich ztrat. Nedostatek Cervenych krvinek a hemoglobinu
zpusobuje letargii a bledé sliznice. Deficit plazmatickych proteini, zodpovédnych za
udrzovani onkotického tlaku, vyvoldva submandibularni a oblicejové otoky (Allonby a
Urquhart 1975, Zajac 2016). Hemonchoza neni doprovézena priijmem, hostitel ma
zachovalou chut’ k jidlu, ale ztraci na hmotnosti, coz mize vést az k naprosté vyhublosti.

Také dochazi ke ztraté uzitkovosti a snizeni obsahu mlécného tuku (Jezkova 2017).
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2.2.2 Lécba

Kontrola parazitarnich onemocnéni u zvifat zatim stale zavisi na pouZzivani
syntetickych antiparazitickych 1é¢iv (Lanusse 2018). Anthelmintika jsou urcena k 1écbé
helmint6z, vazi se na specifickd mista a zplisobuji nestabilitu, spastickou paralyzu ¢i smrt
parazita (Idris 2019). Masivni pouzivani téchto 1éCiv vede k rozsifeni rezistence parazitd,
zaroven zpusobuje kontaminaci zivotniho prostiedi a nezadouci ucinky na necilové
organismy.

Dle zaméfeni na tfidu parazita rozliSujeme anthelmintika na antitrematoda,
anticestoda a antinematoda. Vybrana lé¢iva z posledni zminéné skupiny slouzi k 1écbé
hemonchéz. Lze je rozdélit do n€kolika skupin dle struktury a mechanismu t¢inku, a to
na benzimidazoly, imidazothiazoly, makrocyklické laktony a IléCiva ostatnich

chemickych struktur (Lamka a Duchacek 2014).

2.2.2.1 Benzimidazoly

Benzimidazolova 1éCiva byla uvedena na trh poprvé vroce 1961 (James et al.
2009). Mechanismus jejich u¢inku spoc¢iva v zabranéni polymerace mikrotubull parazita.
Mikrotubuly jsou soucasti cytoskeletu a hraji vyznamnou roli v transportu raznych
struktur a latek uvnitt buniky. Skladaji se z dimerovych podjednotek, tvofenych proteiny
A-tubulin a B-tubulin. Vazba 1éCiva na specifické misto B-tubulinu zptlisobi rozvinuti
tohoto proteinu. Jeho abnormalni konformace inhibuje dalsi polymeraci tubulinovych
podjednotek v de€licich se bunikach, coz ma za néasledek postupné vycerpani energetickych
rezerv a ochrannych faktort, inhibici vyluc¢ovani odpadnich latek, a nakonec smrt parazita
(Aremu et al. 2012, Maddison 2008, MSD Veterinary manual [online], Prichard 2008).
Co se tyce prezvykavci jsou benzimidazoly nejucinngjsi, pokud prochézeji skrze bachor.
Ten piisobi jako rezervoar 1é¢iva a prodluZuje tak jeho dobu plsobeni (MSD Veterinary
manual [online]). Za nejucinnéjsi ze skupiny benzimidazoli se povazuje oxfendazol,
fenbendazol, albendazol a jejich proléciva, jelikoz maji nejdelsi biologicky polocas.

Zvysuje se tak jejich u€innost viici larvam i dospélym hlisticim (Maddison 2008).
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2.2.2.1.1 Albendazol

Albendazol je jednim s nej¢astéji pouzivanych Sirokospektralnich 1€¢iv pro 1é¢bu
a prevenci helmint6z. Pro lidské uziti byl schvalen v roce 1982 (Bloom et al. 2013) a je
velmi rozifen predev§im v rozvojovych zemich (Taman a Azab 2014). V Ceské
republice se vyuziva k 1é¢bé nematodéz, trematodéz i cestoddz u ovei a turu doméciho
(Lamka a Duchacek 2014). M4 vermicidni, ovicidni a larvicidni ti¢inek. Jedna se o 1éCivo
relativné nerozpustné ve vod¢€. Peroralni absorpce u skotu €ini priblizn€ 50 % (Bloom et
al. 2013). Krom¢ lécby helmitdz je ABZ pouZivan pii globalni eliminaci lymfatické
filaridzy (Gyapong et al. 2005), k 1écbé hydatidnich onemocnéni a neurocysticerk6z

(Garcia 2008).
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Obrazek 3 - Vzorec albendazolu

Zdroj: https://cs.wikipedia.org/wiki/Albendazol

2.2.2.2 Imidazothiazoly

Imidazothiazolovd 1écCiva byla uvedena na trh vroce 1970 a tadi se mezi
nikotinova anthelmentika (James et al. 2009). Pusobi jako agonisté nikotinovych
acetylcholinovych receptorti. Jejich cholinomimeticka aktivita stimuluje ganglia
v somatickych svalovych buiikach, depolarizaci membran a vstup vapenatych iontii do
sarkoplazmatického retikula. Diisledkem toho je trvald svalova kontrakce a spasticka
paralyza hlistice. (MSD Veterinary manual [online], Taman a Azab 2014). K 1é¢b¢

hemonch6z u ovci se z této skupiny 1é¢iv vyuziva Levamisol (Lamka a Duchéacek 2014).

2.2.2.3 Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony jsou produkty nebo derivaty plidnich organismu patticich
do rodu Streptomyces. Jedna se o hydrofobni slouceniny, které jsou bez ohledu na zptisob
podani distribuovany po celém téle, pficemz se koncentruji zejména v tukové tkani (MSD
Veterinary manual [online]). Poprvé byly uvedeny na trh v roce 1981 (James et al. 2009).
Makrocyklické laktony plsobi na glutamatem fizené chloridové kanaly, které se

vyskytuji pouze u bezobratlych Zivo€ichli. Zde interaguji s kyselinou
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gamaaminomadselnou (GABA), dochazi k otevieni kanalu a pfilivu chloridovych iontt.
To ma za nasledek paralyzu hltanu, té€la a svali délohy hlistic (MSD Veterinary manual
[online], Prichard 2001, Taman a Azab 2014). Komer¢né¢ dostupné makrocyklické
laktony jsou primarné vylu¢ovany stolici.

K 1é¢bé hemonchoz se pouziva nejvyznamnéjsi 1é¢ivo této skupiny — Ivermektin,

déale Doramektin a Eprinomektin (Lamka a Duchacek 2014).

2.2.2.4 Amino-acetonitrilové derivaty

Amino-acetonitrilové derivaty jsou syntetické slouceniny s vysokou ucinnosti
proti gastrointestinalnim hlisticim a vyznacuji se nizkou molekulovou hmotnosti. Vazbou
na podjednotku nikotinovych acetylcholinovych receptorii spoustéji nekontrolovatelny
tok 1ontil a depolarizaci svalovych bun¢k. To mé za nasledek nevratnou paralyzu hlistice.
Jedinym komercéné dostupnym derivatem je monepantel. (MSD Veterinary manual

[online], Rufener 2009).
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2.3 Biotransformace

Télo se zbavuje cizorodych latek pomoci biotransforma¢nich reakci a
transportnich procest. Biotransformacni reakce se déli na dve faze - konverzi a konjugaci.
Konverze zahrnuje oxidac¢ni, redukéni a hydrolytické reakce, které vedou bud’ k vlozeni
nebo odkryti hydrofilnich skupin ve struktufe xenobiotika. Pii druhé fazi reaguje
xenobiotikum ¢i jeho metabolit s endogenni slouceninou, aby doslo ke sniZeni jeho
biologické aktivity a snadné¢jSi eliminaci. Transport xenobiotika a jeho metabolitd je
nekdy oznacovan jako tfeti faze (Matouskova et al. 2016, Skalova et al.2017).

U H. contortus byly prokdzany enzymy UcCastnici se metabolismu xenobiotik i
proteiny transportujici 1éc¢ivo. Pisobi jako obranné mechanismy proti toxinim
vytvarenych hostitelem a zaroven chrani pied vlastnimi odpadnimi metabolity (Lanusse
et al. 2018). Zaroven napomahaji snizovat uc¢inek anthelmintickych 1é¢iv pfeménou na
méné biologicky aktivni metabolity (MatouSkova et al. 2016). Vyznamné rozdily
v metabolismu byly zaznamenany 1 mezi pohlavimi tohoto parazita. (Stuchlikova et al.

2018).

2.3.1 Enzymy prvni faze biotransformace

2.3.1.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou nejdilezitéjsi enzymy podilejici se na
xenobiotickém, ale i eobiotickém metabolismu. Jedna se o hemoproteiny vyskytujici se
v Siroké Skale isoforem v prokaryotnich i eukaryotnich organismech. Cytochromy P450
maji pfevazn¢ monooxygenasovou aktivitu, ale mohou pulsobit 1 jako peroxidasy c¢i
reduktasy (Matouskova et al. 2016, Skalova et al.2017).

Co se hlistic tyce, byly CYP nejvice zkoumany u Caenorhabditis elegans.
Ptedchozi studie potvrzuji, Ze se podileji na metabolismu xenobiotik i u H. contortus.
Rozdilnd exprese CYP byla zaznamenana v rliznych Zzivotnich stadiich, nejvice vSak
v larvalnim stadiu. Soucasné znalosti konstitutivni a anthelmintiky indukované exprese
CYP u H. contortus jsou vsak stale nedostate¢né a vyZzaduji dalsi studie (Kellerova et al.

2019, Matouskova et al. 2016).
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2.3.1.2 Reduktasy

Biotransformace xenobiotik pomoci reduktas se vyskytuje méné casto nez
oxidace. OvSsem nékteré slouceniny (napf. aldehydy, ketony, peroxidy, ...) jsou
metabolizovany pravé pomoci redukénich enzymu. Ty se rozdéluji do tfid na
reduktasy/dehydrogenasy s kratkym fetézcem (SDR), reduktasy/dehydrogenasy se
sttedn¢ dlouhym fetézcem a aldo-ketoreduktasy (AKR). U helminti je téchto gent

ptitomno relativné velké mnozstvi (Matouskova et al. 2016, Skalova et al.2017).

2.3.2 Enzymy druhé faze biotransformace

2.3.2.1 Glutathion-S-transferasy

Glutathion-S-transferasy (GST) hraji klicovou roli ve II. fazi biotransformace.
Jejich hlavni funkci je umoZznéni konjugace elektrofilnich slou€enin s glutathionem
(Matouskova et al. 2016, Skalova et al.2017).

U helmintd se GST podileji na detoxikaci lipidovych hydroperoxidi a
karbonylovych slouc¢enin produkovanych oxida¢nim stresem. TaktéZ umoziuji navéazat

glutathion na xenobiotické slouceniny, véetn¢ anthelmintik (Matouskova et al. 2016).

2.3.2.2 UDP-glukosyltransferasy

UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) spadaji pod dalsi enzymy II. faze
biotransformace. Katalyzuji tzv. glukuronidaci, kovalentni vazbu hexosovych zbytkl na
lipofilni Castice, za ucelem zvySeni jejich polarity. Darcem cukru muze byt napf.
UDP-glukuronova kyselina, u hmyzu pfevldda UDP-glukosa. Glukuronidace a
glykosylace jsou prevladajici reakce katalyzované UGT (Matouskova et al. 2016, Skalova
et al. 2017).

U H. contortus bylo identifikovano 31 gent, které by mohli mit funkci UGT.
Jejich rozmisténi na chromozomech je velmi nerovnomérné, vétSina z nich je vSak
lokalizovéna na ¢tvrtém chromozomu. VSechny identifikované metabolity anthelmintik
byly konjugaty glukosy nebo jiné hexosy, proto je velice pravdépodobné, ze donorem
cukru u H. contortus je UDP-glukosa spiSe nez UDP-glukuronové kyselina (MatouSkova
et al. 2016, Matouskova et al. 2018). Nékteré studie naznacuji, ze by mohly byt UGT
zapojeny do vzniku rezistence na léciva (Kotze et al. 2014). U hmyzu Plutella xylostella

byla prokazéana spojitost s rezistenci u genu UGT2B17 (Li et al. 2017).
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2.3.3 Transportéry xenobiotik

Transportéry jsou proteiny, které prendseji latky ptes lipidové membrany. Lékové
efluxni transportéry umoziluji pienos xenobiotik a chrani tak organismus ptfed vné&jSimi
toxickymi slou¢eninami véetné 1é¢iv. Miizeme je rozdelit do péti rodin na ATP-vazebné
kazetové transportéry (ABC), transportéry vice 1éCiv a extrakci toxickych sloucenin
(MATE), transportéry superrodiny hlavnich zprostfedkovateli (MFS), transportéry
déleni (RND) a malé transportéry multidrogové rezistence (SMR) (Matouskova et al.
2016).

Efluxni transportéry byly popsany i u H. contortus. Konkrétné bylo identifikovano
nékolik gentli pro P-glykoproteinové transportéry s vyznamnymi zménami hladin exprese

béhem vSech zivotnich stadii ¢erva (Issouf 2014, Kellerova et al. 2019).

2.3.4 Metabolismus anthelmintik

Mezi metabolismem anthelmintik u hlistii a savcl jsou veliké rozdily. Obecné
maji hlisti omezenou schopnost metabolizovat xenobiotika, tudiz u nich bylo
identifikovano méné metabolitii. Naopak nckteré anthelmintické biotransformace hlistt
nejsou piitomny u savcl. Za preménu anthelmintik jsou zodpovédné enzymy
metabolizujici xenobiotika. Ty obvykle méni jejich polaritu, usnadnuji distribuci a
eliminaci zt¢la a hraji vyznamnou roli v jejich ucinnosti (Lanusse et al. 2018,
Matouskova et al. 2016).

U H. contortus bylo taktéz prokazano, ze je schopna metabolizovat anthelmintika.
V piedchozich studiich byla zjisténa ptitomnost glykosylovanych metabolitl. Rezistentni
kmen oproti citlivému kmenu H. contortus vykazoval vyraznéjsi glykosilaci a vétsi
schopnost snizit biologickou aktivitu anthelmintik (Matouskova et al. 2018, Stuchlikova

et al. 2018).

2.3.4.1 Metabolismus albendazolu

Metabolismus albendazolu u H. contortus byl zmapovan jiz v ptechozich studiich.
V 1. fazi biotransformace byl albendazol pomoci oxidacnich reakci metabolizovan
nejprve na albendazol sulfoxid (ABZ-SO) a poté na albendazol sulfon (ABZ-SO»).
Kromé S-oxidace probéhla i hydrolyza postranniho fetézce karbamatu. Ve II. fazi
biotransformace doslo k N-glykosidaci samotného albendazolu i jeho metabolitli, ovSem

neni jisté, zda se jednalo o navazani glukosy ¢i jiné hexosy. Taktéz bylo prokazéano, ze
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puvodni 1éCivo bylo uc€inngjsi nez vzniklé sulfoxidové metabolity a sulfony byly
prakticky neaktivni. I co se tyCe albendazolu studie ukazuji, Ze rezistentni kmen

H. contortus metabolizuje toto 1é¢ivo s vyssim ucinkem nez kmen citlivy (Lanusse et al.

2018, Stuchlikova et al. 2018).
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2.4 Rezistence

Rezistence na 1é¢iva je bezesporu jeden znejvétSich problémt dnesni doby
tykajici se také parazitarnich onemocnéni hospodaiskych zvifat. Navzdory slibnym
pokusiim stale nejsou k dispozici nechemické prosttedky a kontrola parazitarnich
onemocnéni je zavisla na pouzivani syntetickych antiparazitarnich 1é¢iv. Nadmérné
pouzivani a nespravné postupy aplikace vSak vedly k terapeutickym selhanim a
rozsahlému rozvoji rezistence (Lanusse et al. 2018).

Schopnost parazitli vyvinout si rezistenci na lé¢iva je vysokd. Nekolik studii
potvrdilo, Ze hlistice vykazuji riizné stupné rezistence viici v§em anthelmintikiim. Rozvoj
hospodaiskym zvifatim a expozici paraziti sub-letdlnim davkam antiparazitik, ktera
muze vést k pfizpisobeni jejich obranného systému prostfednictvim zmén exprese
biotransformacnich a transportnich proteinti (Kellerova et al. 2019, Leathwick a Besier
2014). S vyvojem rezistence u hlistic jsou spojovany i enzymy cytochromu P450 a
UDP-glykosyltrasnferasy (Kellerova et al 2019, Matouskova et al. 2018, Vokial et al.
2013).

Znalost genetiky nematod a mechanismu rezistence je klicova pro vyvoj novych
anthelmintik (Prichard 2008). Zpomaleni vyvoje rezistence lze dosahnout stfiddnim
pastvin, vhodnou vyzivou, podanim rtiznych druhii anthelmintik, vhodnym déavkovanim
a dalsimi doporucenimi pro chov (Ruano et al. 2017).

H. contortus méa velmi vysokou tendenci k rozvoji rezistence. Jiz nyni vykazuje
odolnost vi¢i vSem hlavnim tfiddm anthelmintickych 1é¢iv, vcetné¢ benzimidazold,
imidazothiazolti, makrocyklickych laktonti i amino-cetonitrild. V mnoha ptipadech se
rezistence objevila do deseti let po zavedeni 1éCiva na trh (Kotze a Prichard 2016).

Studie Stuchlikové et al. (2018) ukazala, Ze nékteré metabolické biotransformacni
procesy mohou byt dal§im faktorem ptispivajicim ke vzniku rezistence. H. contortus
z rezistentniho kmene IRE vykazoval vétsi biotransformacni aktivitu 1. 1 II. faze oproti
citlivému kmeni ISE (Stuchlikova et al. 2018). I dalsi studie poukazuji na zvySenou
S-oxidaci albendazolu ¢i silnéj8i glykosidaci 1é¢iva v rezistentnich kmenech H. contortus

(Stuchlikova et al. 2018, Vokial et al. 2012, 2013).
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2.4.1 Mechanismus rezistence

Mechanismus rezistence na léCivo muze byt farmakodynamicky nebo
farmakokineticky. Prvni typ rezistence zahrnuje snizeni mnozstvi cilovych molekul nebo
zménu jejich struktury, coz ma za nasledek snizeni ucinnosti 1é¢iva. Mezi druhy typ
rezistence mizeme zafadit veSkeré ~mechanismy zalozené na pisobeni
biotransformacnich enzymt metabolizujicich xenobiotika, které¢ jsou zodpovédné za
snizeni absorpce, inaktivaci a zrychleni eliminace 1é¢iva (Skalova et al. 2017, Stuchlikova
et al. 2015).

V souvislosti s rezistenci byl u H. contortus pozorovan vyskyt
jednonukleotidovych polymorfismii. Jednd se o deleci nebo substituci aminokyseliny
v cilovém proteinu vazajicim 1é€ivo. V ptipadé rezistence na benzimidazoly se jednd o
zménu ve tfech kodonech (167, 198, 200), kterd méni trojrozmérnou strukturu
B-tubulinového proteinu a snizuje tak afinitu lé¢iva k vazebnému mistu (Citace: Kotze
and Prichard, 2016).

Za odolnost vii¢i vice 1ékiim (multi-drug resistence) je zodpovédny mimo jiné 1
P-glykoprotein. Jedna se o transportni protein, ktery zajistuje prepravu lipofilnich latek
pies membrany. V souvislosti s rezistenci napomahda snizovat uc¢inek léciva tak, ze
snizuje jeho mnozstvi, které se dostava k cilovému mistu (Kotze and Prichard, 2016,
Kellerova 2019).

Soucasti cytotoxicity lé¢iva mtize byt vyluCovani volnych radikalt. Neékteti
parazité jsou schopni uvolnovat antioxidanty, napt. glutathion, diky kterym snizuji
cytotoxicky ucinek léCiva a napomahaji tak vzniku rezistence. Tento mechanismus byl
potvrzen i u H. contortus, kdy byla pozorovana zvysena hladina glutathion-S-transferasy

po podani Cambendazolu (Kawalek et al. 1984).
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3. CIL PRACE

Cilem této prace bylo sledovani zmén v expresi vybranych gentl kédujicich

biotransformacni enzymy cytochromy P450 (CYP) a UDP-glukosyltransferasy (UGT) u

dospélct H. contortus kmene ISE po inkubaci se sub-letalnimi davkami albendazolu.

Dil¢imi tkoly bylo:

Izolovat a roztiidit dospé€lce H. contortus dle pohlavi

Ovlivnit dospélce albendazolem (ABZ) po dobu 12 ¢i 24 hodin

Izolovat RNA a stanovit relativni expresi jednotlivych CYP a UGT
v kontrolnich dospélcich a v dospélcich ovlivnénych ABZ (0,01 uM, 0,1
uM a 1 uM) pomoci qPCR

Porovnat expresi CYP a UGT u samcti a samic

Zpracovat vysledky a u€init zavéry
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Biologicky material, pristrojové vybaveni, chemikalie a
reagencie

4.1.1 Biologicky material

Zdrava jehnata, stara 3-4 mésice, byla infikovana peroradlni suspenzi obsahujici
asi 6000 larev tfetiho stadia (L.3) parazita H. contortus. Pro tuto studii byl vybran kmen
ISE (Inbred susceptible-Edinburgh; MHco3), citlivy na anthelmintika. Zvifata byla
chovana v akreditovanych stdjich Zemédélské spolecnosti Byst' ve vnitinich boxech
z divodu prevence pred nakazou jinymi gastrointestindlnimi parazity. Paty tyden od
nakazy byl odebran trus na kontrolu rozsahu infekce. Po sedmi tydnech byla jehnata
omracena a zabita. Nasledn¢ byl odebran slez obsahujici dospélce H. contortus. Se vSemi
zvitaty bylo zachazeno v souladu se Zakonem Ceské narodni rady na ochranu zvifat proti
tyrani €. 246/1992 Sb. ve znéni pozd¢jSich predpist a dle Vyhlasky ¢. 419/2012 Sb. o

ochrané pokusnych zvifat.

4.1.2 Chemikalie a reagencie

albendazol — Sigma-Aldrich

dimethyl sulfoxid (DMSO) — Sigma-Aldrich
DNasa I pufr — New England BioLabs

DNasa I — New England BioLabs

dithiotreitol (DTT) — New England BioLabs
ethylendiamintetraacetat (EDTA) — Sigma-Aldrich
ethanol — Sigma-Aldrich, 99%

expozi¢ni medium RPMI-1640 (modifikované) — Sigma-Aldrich
chloroform — Sigma-Aldrich

isopropanol — Sigma-Aldrich

nahodné hexamery — Generi Biotech

primery (1 referen¢ni (housekeeping) gen pro GAPDH, 8 genti pro cytochromy P450 a
31 genii pro UGT) — Generi Biotech

qPCR Xceed SG Mix — Institute of Applied Biotechnologies
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reverzni transkriptaza (RT): Protoscript® II — New England BioLabs
RT puftr: ProtoScript II — New England BioLabs
smés deoxynukleotidi (ANTPs) — Eurogentec

TriReagent®— Molecular Research Centre

4.1.3 Technické vybaveni

Automatické pipety — Eppendorf

Blokovy inkubétor — Eppendorf

Centrifuga — Biofuge Stratos Heraeus, Thermo Scientific
Hlubokomrazici box — Vxe Series Jouan, Thermo Scientific
Kulickovy homogenizér — FastPrep 24 5G, MP Biomedical
Laminarni box — UVC/T-AR, BioSan

Minicentrifuga — Sprout, Heathrow Scientific

PCR cyklér — MJ mini, Bio-Rad

Pfistroj pro Real Time PCR — 384 - jamkovy PCR termocyklér; QuantStudio™ 6 Flex
Real-Time PCR system, Applied Biosystems

Spektrofotometr — NanoDrop ND-1000 UV — VIS Spektrofotometr, Thermo Fisher
Scientific

Vortex — BioSan

4.1.4 Pracovni pomicky

Laboratorni sklo, pinzeta, PCR desticky, pipety, plastové zkumavky,
mikrozkumavky, pipetovaci Spicky, rukavice, stojany na mikrozkumavky, kulicky
kovové a keramické, sklenéné Pasteurovy pipety, nddoba na led, bunicina, mrazici

stojanky na mikrozkumavky, pipety na malé objemy.

4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Izolace dospélct H. contortus z biologického materialu

Dospélci H. contortus byly ziskani ze slezu infikovanych jehniat pomoci agarové
metody (Van Wyk et al. 1980). Poté byly rozttidény dle morfologickych znakii na samce
a samice. Tfidéni probihalo na ¢erném pozadi, kde je pouhym okem mozno vidét ndpadné

cervenobilé pruhovani samic, obmotani stfeva naplnéného krvi a bilymi vajecniky.
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Samice jsou delsi, $irsi i aktivnéj$i nez samci. Kontrola morfologie byla provedena
pomoci binokuldrniho mikroskopu. Samice byly identifikovany dle vulvy ve stfedni ¢i

koncové ¢asti téla, samci pomoci kopulacni burzy na konci téla.

4.2.2 Inkubace s léCivem

Thned po roztiidéni dosp€lct byla provedena inkubace s 1é¢ivem. Na jeden vzorek
byl pouzit vzdy 1 ml expozicniho media RPMI-1640 a 1 pl zasobniho roztoku
albendazolu fedény 100 % DMSO. Finalni koncentrace ABZ ve vzorku ¢inila 0,01 pM,
0,1 uM a 1 puM. Kontrolni vzorky obsahovaly pouze expozi¢ni medium RPMI-1640 a
0,1 % DMSO. Do takto pripravenych smési bylo vlozeno 10 samicich dospélct ¢i 15
samcich dospélct a inkubace probihala pti 37 °C 4 h nebo 12 h. Po uplynuti kultivaéni
doby byli &ervi preneseni do 1 ml TriReagentu®, zkumavky 4dné oznadeny a vloZeny do

mraziciho boxu na — 80 °C.

Tabulka I - RozloZeni vzorku pro inkubaci

F1 F1 F1 F1 M1 MIl M1 M1
Kontrola

1 uM 0,1 uM | 0,01 uM Kontrola | 1 uM 0,1 uM 0,01 uM
F2 F2 F2 F2 M2 M2 M2 M2
Kontrola | 1 uM 0,1 uM | 0,01 uM Kontrola | 1 uM 0,1 uM 0,01 uM
F3 F3 F3 F3 M3 M3 M3 M3
Kontrola

1 uM 0,1 uM | 0,01 uM Kontrola | 1 uM 0,1 uM 0,01 uM
F4 F4 F4 F4 M4 M4 M4 M4
Kontrola | 1 uM 0,1 uM | 0,01 pM Kontrola | 1 uM 0,1 uyM 10,01 pM

F1 az F3 — Female (samice), duplikaty

M1 az M3 — Male (samci), duplikaty

Kontrola — 0 pM ABZ
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4.2.3 Izolace RNA

Principem této metody je selektivni izolace celkové RNA z dospélct H. contortus.
Jelikoz je RNA velice nachylna na ptisobeni RNasy, vyskytujici se volné v prostredi, je
tieba pracovat v laminarnim boxu k tomu ur¢enému a v rukavicich.

Zmrazené vzorky cervl byly po inkubaci pfeneseny do lamindrniho boxu a
rozmrazeny. Do zkumavek byly pfidany malé keramické kulicky a jedna vétsi kovova
kulicka. Vzorky byly vlozeny do kulickového homogenizatoru na 3 minuty pti 50/s, aby
doslo k jejich rozmélnéni. Nasledné se vzorky nechaly stat 5 minut pii laboratorni teploté.

K nésledné izolaci RNA byla pouzita fenol-chloroformova extrakce. Principem je
oddéleni bilkovin od lipidl pomoci chloroformu, ktery je nemisitelny s vodou (Kocarek
2007).

Po ptidani 200 pl chloroformu ke kazdému vzorku bylo tieba 15 sekund tepat
v ruce, aby doslo k dikladnému promiseni a oddéleni fazi pii nasledném tfiminutovém
stani. Pro dikladné oddéleni byly vzorky pteneseny do vychlazené centrifugy (4 °C) a
stoceny po dobu 15 minut pii 12 000 g. Tim doSlo k vytvotfeni dolni organické faze
obsahujici chloroform a lipidy, prstence vysrazenych proteini oddé€lujiciho ob¢ vrstvy a
horni vodné faze obsahujici RNA. Ta byla nasledné pienesena pomoci pipety do nové
zkumavky v objemu minimalné 400 pl. V tomto kroku je diilezité nedotykat se mezifaze

¢1 dolni organické faze, jinak by mohlo dojit ke kontaminaci RNA.

fenol/chloroform

—D =5

Vodna faze

PROTREPANI | \'f | CENTRIFUGACE ?ﬁ,‘_y/ obsahuje DNA

-_—> ‘t‘j“"f —> | Mezifize
-

obsahuje srazeninu proteint

X7
N, 4 ¢
f‘«« : «(r‘“*-x Organicka faze

5 « » (r
td 9
- \/ \/ obsahuje lipidy

Obrazek 5 - Rozdeéleni fazi po centrifugaci

Zdroj: http://www.lfp.cuni.cz/biochemie/pages/vyuka/materialy/Leiden.pdf
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K ptepipetované vodni fazi bylo pfiddno 500 pl isopropanolu a po dikkladném
promichani na vortexu se vzorky nechaly stat 10 minut pfi laboratorni teploté. Po
nasledné centrifugaci 10 minut pii 12 000 g doslo k vysrazeni RNA a vytvofeni pelety na

dné zkumavky.

Obrazek 6 — Peleta

Zdroj: foto — Karolina Stérbova

Nakonec byl pouzit 1 ml Cerstvé nafedéné¢ho 75 % ethanolu z absolutniho
ethanolu a DEPC vody. Tento krok slouZzi k odstranéni srazenych krystali anorganickych
soli (Kocarek 2007). Vzorek byl promichan v ruce a stocen 5 minut pti 7 500 g. Nasledné
byl odstranén supernatant sklenénou pipetou s vytazenym koncem pro dikladné;si odsati
kapek bez poruSeni pelety, které schly na vzduchu pfiblizné¢ 10 minut. Vzhledem
k velikosti pelety a predpokladanému mnozstvi RNA bylo k samicim dospélcim ptidano
30 ul DEPC vody a k sam¢im dosp€lcim pouze 20 pul DEPC vody.

Po dikladném promichani byly vzorky v zéavislosti na dal§im postupu ulozeny na

led ¢i zmrazeny pii — 80 °C.

4.2.4 Méreni koncentrace a Cistoty RNA Nanodropem

Mnozstvi izolované RNA a jeji Cistota byly méfeny pomoci spektrofotometru:
NanoDrop ND-1000 UV. Proces je zaloZzen na zakladé meéteni absorbance pifi vinové
délce 260 nm, pii které vykazuji nukleové kyseliny své absorpéni maximum, naopak
absorpénimu maximu bilkovin odpovidd vinova délka 280 nm. Pomeérem hodnot
A260/A2g0 je mozno zjistit miru kontaminace vzorku proteiny. V idedlnim ptipad¢ by se
hodnoty znecisténi mély pohybovat v rozmezi 1,8 — 2,0. Pokud je vysledny pomér nizsi
nez 1,75, jedna se o vysokou kontaminaci proteiny ¢i organickymi latkami (Kocarek
2007, Slaby et al. 2015). TaktéZ je mozno zméfit miru kontaminace chloroformem,

pouzitym v piedchozim kroku, a to pomérem vinovych délek Azeo/A230.
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4.2.5 OsSetreni DNasou I

Tento krok slouzi kodstranéni nechténé kontaminace genomovou
DNA. Precisténi izolované RNA se provadi pomoci endonukledzy DNasa I, kterd
nespecificky §tépi genomovou DNA a vytvaii jednotetézcové zlomy v dsDNA. (Slaby et
al. 2015). Vychazi z koncentrace RNA, zmétené pomoci Nanodropu. Cely postup
probihal v laminarnim boxu a rukavicich.

Do piedem piipravenych a oznacenych zkumavek byla napipetovana natedéna
RNA na 4 pg na vzorek v DEPC H>O dle tabulky 2 a 3 a vSe bylo pomoci $picky pipety
dikladné promichano. Ke kazdému vzorku byly pfidany 4 pl mastermixu obsahujici
enzym DNasa I a DNasa pufr v poméru 1:3.

Poté byly vzorky dikladn€é promichany na vortexu, kratce stoCeny na
minicentrifuze a preneseny do stolniho inkubatoru na 25 minut pti 37 °C s tfepanim
nastavenym na 500rpm. V tomto kroku doslo ke Sté€peni pfipadné genomové DNA ve
vzorku.

Nésledné bylo ke kazdému vzorku ptfidéno 1,5 pl 0,1M EDTA, dale byly
promichény a inkubovany 10 minut pti 75 °C. Takto doslo k inaktivaci DNasy I.

Po ukonceni inkubace byly vzorky ihned pfeneseny na led a naiedény DEPC H,O
tak, aby vysledna koncentrace RNA v kazdém vzorku ¢inila 0,1 pg/ul. Po dikladném
promichéni byly vzorky v zavislosti na dalsim postupu ulozeny na led ¢i zmraZeny pfi

— 80 °C.
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Tabulka 2 - Koncentrace vzorkii ovlivnénych ABZ po dobu 4 hodin

Vzorek puvodni koncentrace | 4 pg RNA [pul] | H2O do 26 pl [pl]
[ng/pl]
F1 kontrola 1396.01 2.9 23,1
F2 kontrola 1185,78 3,4 22,6
F3 kontrola 1166,39 3,4 22,6
F4 kontrola 1391,35 2.9 23,1
F10,01 uM ABZ 1468,19 2,7 23,3
F2 0,01 uM ABZ 1744,26 2,3 23,7
F3 0,01 uM ABZ 1201,89 3,3 22,7
F4 0,01 uM ABZ 1048,56 3,8 22,2
F10,1 uM ABZ 1808,83 2,2 23.8
F2 0,1 uM ABZ 1207 3,3 22,7
F3 0,1 uM ABZ 1643 2,4 23,6
F4 0,1 uM ABZ 806 5,0 21,0
F1 1 uM ABZ 1423 2,8 23,2
F2 1 uM ABZ 1120 3,6 22,4
F3 1 uM ABZ 872,97 4,6 21,4
F4 1 uM ABZ 1347,06 3,0 23,0
M1 kontrola 42411 9.4 16,6
M2 kontrola 600,98 6,7 19,3
M3 kontrola 444,74 9,0 17,0
M4 kontrola 399,90 10,0 16,0
M1 0,01 uM ABZ | 794,05 5,0 21,0
M2 0,01 uM ABZ | 754,15 5,3 20,7
M3 0,01 uM ABZ | 674,25 5,9 20,1
M4 0,01 uM ABZ | 707,15 5,7 20,3
M1 0,1 uM ABZ 611,90 6,5 19,5
M2 0,1 uM ABZ 386,68 10,3 15,7
M3 0,1 uM ABZ 329,60 12,1 13,9
M4 0,1 uM ABZ 532,50 7,5 18,5
M1 1 uM ABZ 296,98 13,5 12,5
M2 1 uM ABZ 772,37 5,2 20,8
M3 1 uM ABZ 608,31 6,6 19,4
M4 1 uM ABZ 465,98 8,6 17,4
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Tabulka 3- Koncentrace vzorkii ovlivnénych ABZ po dobu 12 hodin

Vzorek puvodni 4 ug RNA [pl] H>0 do 26 pl [ul]
koncentrace [ng/ul]

F1 kontrola 886,60 4.5 21,5
F2 kontrola 884,48 4.5 21,5
F3 kontrola 994,33 4,0 22,0
F4 kontrola 889,05 4,5 21,5
F10,01 uM ABZ | 1034,50 3,9 22,1
F2 0,01 uM ABZ | 963,58 4,2 21,8
F3 0,01 uM ABZ | 1204,50 3,3 22,7
F4 0,01 uM ABZ | 1125,60 3,6 22.4
F10,1 uM ABZ 143220 2,8 23,2
F2 0,1 uM ABZ 931,41 4,3 21,7
F3 0,1 uM ABZ 984,29 4,1 21,9
F4 0,1 uM ABZ 1048,80 3,8 22,2
F1 1 uM ABZ 1165,00 3,4 22,6
F2 1 uM ABZ 1062,90 3,8 222
F3 1 uM ABZ 1506,60 2,7 23,3
F4 1 uM ABZ 1021,10 3,9 22,1
M1 kontrola 231,09 17,3 8,7
M2 kontrola 220,10 18,2 7,8
M3 kontrola 322,84 12,4 13,6
M4 kontrola 281,69 14,2 11,8
M1 0,01 uM ABZ | 551,67 7,3 18,7
M2 0,01 uM ABZ | 381,90 10,5 15,5
M3 0,01 uM ABZ | 352,27 11,4 14,6
M4 0,01 uM ABZ | 320,12 12,5 13,5
M1 0,1 uM ABZ | 671,94 6,0 20,0
M2 0,1 uM ABZ | 571,51 7,0 19,0
M3 0,1 uM ABZ | 849,88 4,7 21,3
M4 0,1 uM ABZ | 824,26 4,9 21,1
M1 1 uM ABZ 647,18 6,2 19,8
M2 1 uM ABZ 427,73 9,4 16,6
M3 1 uM ABZ 564,21 7,1 18,9
M4 1 uM ABZ -—- -—-
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4.2.6 Reverzni transkripce

Pomoci reverzni transkriptdzy je k jednofetézcové sekvenci RNA
naamplifikovana komplementdrni DNA v PCR cykléru. Tento krok byl proveden
samostatn¢ pro vzorky inkubované 4 hodiny a 12 hodin.

Nejprve byly vzorky rozmrazeny, zamichany pomoci vortexu a stofeny na
minicentrifuze. Nasledn¢ byl do kazdé 0,2 ml mikrozkumavky pipetovan 1 pl ndhodnych
hexamerti a 5 ul RNA o koncentraci 0,1 pg/pl. Tato smés byla promisena Spickou pipety
a prenesena do PCR cykléru, kde byly vzorky zahtivany 5 minut na 65 °C.

Poté byly vzorky pieneseny zpét do laminarniho boxu pomoci mraziciho stojanku
na mikrozkumavky. K ochlazenym vzorkiim bylo pfidano 14 ul mastermixu dle tabulky
4. Vzdy byl pocitan jeden vzorek navic, z divodu pipetovaci chyby ¢i ulpivani

mastermixu na sténach zkumavky. Celkovy objem v kazdé zkumavce ¢inil 20 pl.

Tabulka 4 — Rozpis jednotlivych reagencii pouZitych pro reverzni transkripci

1 vzorek [ul] 33 vzorkt [pl]
DEPC H>0 33 181,5
RT pufr 4 132
DTT 2 66
dNTPs 2 66
RT 0,5 16,5
Celkem 14 462

Takto pfipravené vzorky byly dikladné zamichany na vortexu a stoCeny
v minicentriguze. Nasledné byly pfeneseny zpét do PCR cykléru, ktery byl nastaven na
nasledujici faze — I) zahtati 10 minut na 25 °C (nasednuti primerti na jednotlivé fetézce
RNA); 1) zahtéti 50 minut na 42 °C (syntéza komplementarniho fetézce DNA (cDNA)
dle templatu RNA za plsobeni enzymu reverzni transkriptazy); III) zahtati 5 minut na
80 °C (denaturace reverzni transkriptazy).

Po reakci byl kazdy vzorek 10 x nafedén 180 ul ddH>O a uchovan v mrazicim

boxu pii -20 °C. Vzorky byly takto pfipraveny k analyze pomoci qPCR.
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4.2.7 Kvantitativni PCR (qPCR)

Polymerazova tetézova reakce je molekularné biologicka metoda vyuzivana
mimo jiné i pro analyzu genové exprese, coz je umoznéno amplifikaci specifického useku
nukleové kyseliny. Principem metody je n¢kolikandsobné syntéza urcitého tiseku DNA
vymezeného primery (Kocarek 2007, Slaby et al. 2005).

U tradi¢ni metody PCR se vysledny produkt detekuje az po ukonceni posledniho
cyklu. Naopak je tomu u kvantitativni PCR neboli PCR v redlném case, ktera stanovuje
tvorbu produktu v prubéhu celé reakce. Vzorek je uvniti termocykléru ozatovan
excitatnim UV zéfenim, které ptimo indukuje fluorescenci. Specidlni detektor méfi miru
fluorescence v priabéhu celé reakce a vysledky prevadi do pocitace. Koncentrace
fluorescen¢niho barviva ptfimo odpovida mnozstvi vzniklého amplikonu (Logan at al.
2009). V tomto ptipad¢ byly pouzity nespecifické sondy SYBR Green, které nasedaji na
dvouretézce DNA a vyrazné tak zvySuji emisi fluorescence, ktera odpovida mnozstvi

dsDNA v reakci (obrazek 7).

o © %.
o © ()
fona-v; @ @

primer i

Obrazek 7 - Sondy SYBR Green

Zdroj: https://labguide.cz/sybergreen/sybr-green/
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Kvantitativni PCR vyrazné¢ urychluje vySetieni DNA, kterd by jinak vyzadovala
elektroforézu a detekci amplikonu na gelu. Vyuziva se pii stanoveni pfesného mnozstvi
vstupni templatové DNA, identifikaci deleci ¢i amplifikaci nékterych genti a v neposledni

rad¢ ke sledovani genové exprese (Kocarek 2007, LabGuide.cz [online]).

Teplota tani

Pti pouziti nespecifickych sond, jako jiz vySe zminény SYBR GREEN, je vhodné
sledovat kfivku tani, kterd muze odhalit tvorbu nespecifickych produktd, napft.
primer-dimert. Teplota tani je definovana jako teplota, pii které dojde k denaturaci prave

u poloviny dsDNA fetézcii za vzniku ssDNA. Cim vys§i je teplota tani, tim specifictéjsi

je vazba primert na tepmlat (Logan at al. 2009).

Amplifika¢ni kFivka

Amplifikacni kiivka je grafickym vystupem kazdé kvantitativni PCR reakce. Je
tvofena grafem s hodnotami naméfené fluorescence oproti jednotlivym cyklim, ve
kterych byla detekovéana.

Exponencialni faze je vysoce specificka, dochazi pii ni ke zdvojndsobeni
ptvodniho mnozstvi DNA v reakci. Pti linedrni fazi dochézi k postupnému zpomalovani
reakce a spottebe jednotlivych komponent. Ve fazi plat6 je reakce zastavena, nebot’ mize
dochazet k degradaci produktu.

Tzv. zakladni linie (baseline) piedstavuje hranici, kdy mira fluorescence produktu
piekro¢i prahovou citlivost detektoru. Vse pod touto hranici nazyvame fluorescencni
pozadi.

Prahova hodnota (threshold) je pfedem definovana fixni hodnota fluorescence.
Pokud je pti amplifikaci vzorku dosazeno této prahové fluorescence, je odecten cyklus,
¢imz je ziskdna hodnota Ct (cycle treshold). Prahova hodnota musi byt nastavena tak, aby
Jji bylo dosazeno pravé v exponencidlni fazi, ktera je nejpresnéjsi. Slouzi ke kvantifikaci
a vzdjemnému porovnavani vice vzork.

Hodnota Ct se tedy rovnd poctu cykll, v nichZ fluorescence ptesdhla prahovou

hodnotu (Slaby et al. 2015).
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Obrazek 8 - Amplifikacni kiivka
Zdroj: http://bitesizebio.s3.amazonaws.com/wpcontent/uploads/2015/06/PCR.png

(upraveno)

Vyhodnocovani vysledki

Kvantitativni PCR vychazi z ptedpokladu, ze pii kazdém cyklu se mnozstvi
templatu zdvojnasobi, tudiz mnozstvi produktu je mu piimo umérné. Ve skuteCnosti je
efektivita reakce mensi nez 100 % a této hodnot¢ se pouze ptiblizuje.

Za pouziti relativni kvantifikace je mozné stanovit zmény v hladiné€ exprese genu
u jednotlivych vzorka vzhledem k hladin€ exprese genu kontrolniho. K normalizaci se
pouziva referencni gen, v této praci byl pouzit glyceraldehyd-3-fostatdehydrogenasa
(GAPDH), ktery je stabilni a jeho exprese je neménna (Lecova et al. 2015, Slaby et al.
2015).

4.2.7.1 Vlastni analyza qPCR

Pro analyzu vzorkli pomoci qPCR byl pouzit qPCR kit obsahujici DNA
polymerazu, smés dNTPs, pufr a nespecifické sondy SYBR Green (qPCR Xceed SG
Mix). Déle byli pouzity specifické primery pro 8 CYP genti (Kellerova et al. 2019),
31 UGT gent (Matouskova et al. 2018) a jeden referencni GAPDH (Lecova et al. 2015).

Jednotlivé sekvence primeril a jejich amplifika¢ni G¢innost jsou uvedeny v ptiloze ¢.1.
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Tyto komponenty byly smichany pro kazdy gen zvlast a dofedény vodou na findlni
mnozstvi reakéni smési 6 pl dle tabulky 5.

Automatickou pipetou byl master mix pro kazdy gen napipetovan do 384 jamkové
PCR destic¢ky (tzv. Real-time PCR array slouzici k paralelni analyze genové exprese vice
vzorki nardz. Jednotlivé vzorky se pipetuji do plastovych destic¢ek, obsahujicich 96, 384
¢i dokonce 1536 jamek. Dochazi zde tedy k miniaturizaci, vyznamné Gspoie reagencii a
vysokokapacitni analyze (Slaby et al. 2015) K mastermixu byly ptidany 2 pl vzorku ve
dvou technickych replikatech. Vysledny objem kazdé analyzované smési tedy €inil 8 pl.
Pro kazdy gen byla provedena negativni kontrola, umoZznujici zjistit piipadnou

kontaminaci, kde namisto vzorku byla napipetovana redestilovana voda.

Tabulka 5 - Jednotlivé komponenty pro gqPCR

komponenty pro analyzu Master-mix pro analyzu
jednoho vzorku [pl] jednoho genu (34
vzorki) [pl]

Redestilovana voda 1,68 57,12

qPCR kit 4,00 136,00

Primer (F+R) 0,32 10,88
vzorek cDNA 2,00

Celkem 8,00 204,08

F — forward primer

R — reverse prime
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4.3 Statisticka analyza

Nameétené hodnoty byly zpracovany v programu Microsoft Excel, vyhodnoceny
pomoci programu GraphPad Prism 8.0.1 a vyjadfeny jako primér = SD.

V nasem ptipadé byla pouzita metoda relativni kvantifikace, kterd umoznuje
stanovit zmény v hladinach exprese genu u jednotlivych vzorkd vzhledem k hladiné
exprese vzorku kontrolniho, ¢emuz pfedchazela normalizace pomoci referen¢niho genu.

Nejprve byly hodnoty CT duplikati zprimérovany a dosazeny do rovnice
2~ (ACT), kde ACT znaci @ CT stanovovaného genu — @ CT referen¢niho genu GAPDH.
Lécivem neovlivnénym kontrolnim vzorklim, byla ud€lena hodnota 1,00 a k ni byly
vztazeny normalizované vysledky vsech albendazolem ovlivnénych vzorkd. Poté byly
data  vyhodnoceny  vprogramu  GraphPad  Prism  metodou  two-way
ANOVA, Dunnetovym vicendsobnym srovnavacim testem a hladinou vyznamnosti

P <0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1 Exprese vybranych gent

Graf 1 znézornuje expresi vybranych genti cytochromti P450 u samic H. contortus
po 4-hodinov¢ inkubaci s albendazolem (ABZ). Byla porovnéana hladina exprese mRNA
cervu ovlivnénych ABZ ve tfech koncentracich (0,01 uM, 0,1 pM, 1 uM) vii¢i kontrolnim
neovlivnénym vzorkiim. K signifikantni zméné doslo pouze u genu cyp-2, jehoz exprese

byla pti koncentraci 0,01 uM ABZ oproti kontrole sniZena.

Samice
7 mm Kontrola
0,01 pM ABZ
2- BN 0,1 uMABZ
1 uM ABZ

Relativni exprese
n

Graf 1 - Porovnani relativni exprese vybranych genii cytochromii P450 (CYP) u samic
H. contortus po 4 h expozici ABZ o trech koncentracich (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM)

viici kontrole (0 uM ABZ). n=4; * signifikantni zména (P < 0,05)
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Relativni exprese

Na grafu 2 jsou znazornény vysledky relativni exprese CYPU u samcti H.
contortus inkubovanych s albendazolem po dobu 4 hodin. Zde byla exprese gent
ovlivnéna vice nez u samic. Gen cyp-2 byl mirng, ale signifikantn¢ indukovan (0,4 x)
expozici 0,1 uM ABZ. Naopak, u genl cyp-3 a cyp-7 doslo ke sniZzeni hladiny exprese
mRNA. Gen cyp-3 byl zménén oproti kontrole 0,4 x pti expozici 0,1 pM ABZ a 0,6 x pfi
1 uM ABZ a gen cyp-7 0,4 x pti 0,1 pM a 1 uM ABZ.

HEl Kontrola

B 0,01 M ABZ
0,1 uM ABZ

" 1uMABZ
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Graf 2 - Porovnani relativni exprese vybranych genii cytochromit P450 (CYP) u samcii
H. contortus po 4 h expozici ABZ o trech koncentracich (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM) vuci
kontrole (0 uM ABZ). n=4, * signifikantni zména (P < 0,05)
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Pfi 12-hodinovém ovlivnéni ABZ byla exprese nékterych gentt CYP vyraznéjsi
nez u predchozich vysledk (graf 3, graf 4). U dospélct samic H. contortus doslo
k indukci genu cyp-7 (1,7 x) expozici 1 pM ABZ. U samcii byla zvySena exprese genu
cp-3 1 x pii 0,1 uM a 1,1 x piti 1 uM ABZ. Dalsi signifikantni zmény nebyly

zaznamenany.
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Graf 3 - Porovnani relativni exprese vybranych genii cytochromii P450 (CYP) u samic
H. contortus po 12 h expozici ABZ o trech koncentracich (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM) vuci
kontrole (0 uM ABZ). n=4; * signifikantni zména (P < 0,05)
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Graf 4 - Porovnani relativni exprese vybranych genii cytochromii P450 (CYP) u samcu
H. contortus po 12 h expozici ABZ o trech koncentracich (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM)

viici kontrole (0 uM ABZ). n=4,; * signifikantni zména (P < 0,05)
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V grafu 5 byla porovnana relativni exprese genu cyp-3 s rozdilnou dobou expozice
ABZ, a to po 4 hodinach a 12 hodinach u dospélych samcti H. contortus. Za zajimavy

muzeme pokladat vysledek exprese mRNA cyp-3 po ovlivnéni 0,1 uM a 1 uM ABZ, kdy

jsou signifikantni zmény exprese genu protichidné.
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Graf 5 - Porovnani relativni exprese genu cyp-3 u samcit H. contortus po 4 h ¢i 12 h
expozici ABZ o trech koncentracich (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM) a kontrole (0 uM

ABZ). n=4,; * signifikantni zmeéna (P < 0,05)
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I v ptipad¢ dalsiho porovnani na grafu 6 byla porovnavana exprese genu cyp-7 u

dospélych samic H. contortus po 4-hodinové a 12-hodinové expozici ABZ. Po ovlivnéni

1 uM ABZ doslo ke zvyseni hladiny mRNA genu cyp-7, signifikantni zména nastala

pouze po 12-hodinovém ovlivnéni ABZ.
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Graf 6 - Porovnani relativni exprese genu cyp-7 u samic H. contortus po 4 h ¢i 12 h

expozici ABZ o trech koncentracich (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM) a kontrole (0 uM
ABZ). n=4,; * signifikantni zmeéna (P < 0,05)

42



Relativni expresi vybranych gentt UGT u samcii H. contortus ovlivnénych ABZ
po dobu 4 hodin zndzorfuje graf 7, na kterém je zfejmé vice signifikantnich zmén, z nichz
nejvyznamngjs$i je indukce genu UGT26A2 ve vsSech tfech koncentracich témétr na
dvojnésobek. Dale doslo ke zvyseni hladiny mRNA u gentit UGT36541, UGT365B3,
UGT365B5, UGT36842, UGT368B2 a UGT37141. Naopak inhibovany byl gen

UGT10BI pfi expozici 0,01 uM a 0,1 pM ABZ a UGT365BI1 pti 1 uM ABZ.

Na grafu 8 je znazornéna relativni exprese gentt UGT u samct H. contortus po
12-hodinové expozici ABZ. Ke zvySené expresi doslo u genu UGT38B2 (1 x a 0,4 x) pfi
0,01 uM a 1 uM ABZ a u genu UGT37241 (0,6 x) po expozici 0,1 uM ABZ. Opacéna
zména exprese mMRNA byla zaznamenana u gentt UGT36541, UGT365B6, UGT367A1 a
UGT37341.

Nejvyznamné€j$i zména v expresi mRNA u vybranych gent UGT byla
zaznamenana u samic H. contortus ovlivnénych ABZ po dobu 4 hodin, znazornéna na
grafu 9. Oproti samclim nedo$lo k Zadné inhibici, ovSem k indukci doSlo u genu
UGT365A1 1,8 x pii nejnizsi koncentraci ABZ a 2,2 x pti 0,1 uM ABZ. U genu
UGT367A1 doslo téz k velmi vyrazné zméné oproti kontrole u vSech tii koncentraci. Po

expozici 0,01 uM ABZ 3,3 x, pti 0,1 uM dokonce 6,5 x a pii 1 uM 3 x.

Graf 10, kde jsou vyobrazeny vysledky exprese genii UGT samic H. contortus,
ovlivnénych ABZ po dobu 12 hodin je velmi podobny predeslému. Zde doslo k indukci
stejného genu UGT367A41 téz ve vSech tiech koncentracich. Po expozici 0,01 uM ABZ
2,7x,pt10,1 uM 3 xapfil uM 2,7 x. U genu UGT10B1 nastala zména v expresi mRNA
(0,9 x) po ovlivnéni 1 uM ABZ.
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Graf 7 - Porovnani relativni exprese vybranych genit UDP-glukosyltransferas (UGT) (UGT) u samcii H. contortus po 4 h expozici ABZ o trech
koncentracich (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM) viici kontrole (0 uM ABZ). n=4, * signifikantni zmeéna (P < 0,05)
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Graf 8 - Porovnani relativni exprese vybranych genui UDP-glukosyltransferas(UGT) u samcii H. contortus po 12 h expozici ABZ o trech
koncentracich (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM) viici kontrole (0 uM ABZ). n=4; * signifikantni zmeéna (P < 0,05)
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Graf 9 - Porovnani relativni exprese vybranych genii UDP-glukosyltransferas(UGT) u samic H. contortus po 4 h expozici ABZ o trech
koncentracich (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM) vuci kontrole (0 uM ABZ). n=4, * signifikantni zména (P < 0,05)
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Graf 10 - Porovnani relativni exprese vybranych genu UDP-glukosyltransferas (UGT) u samic H. contortus po 12 h expozici ABZ o trech
koncentracich (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM) vuci kontrole (0 uM ABZ). n=4, * signifikantni zména (P < 0,05)
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6. DISKUSE

Stale se rozvijejici rezistence nematody H. contortus je dana ¢astym a nespravnym
uzitim anthelmintik. Mezi rizikové faktory vzniku rezistence patii vystaveni parazita
sub-letdlnim davkam léciva. Rezistence H. contortus na benzimidazolova anthelmintika
byla prokézana v mnoha studiich. Hlavnim mechanismem je vyskyt jednonukleotidovych
polymorfismt v kodonech genu pro B-tubulin, které méni jeho trojrozmérnou strukturu a
brani tak vazbé benzimidazolu k cilovému mistu (Stuchlikova et al. 2018). Nicméné¢ ke
vzniku rezistence prispiva vice mechanismii, naptiklad vys$i exprese geni
biotransformacnich enzymt a jejich vyssi metabolickéd aktivita (Kellerova et al. 2019
Matouskova et al. 2018, Stuchlikova et al. 2018, Voktal et al. 2013).

Nematoda maji pomérné velké mnozstvi biotransformacnich enzymd, které jsou
zodpovédné za detoxikaci xenobiotik vCetné anthelmintik. Tyto enzymy tak do urcité
miry chrani helminta pfed jejich toxickymi u€inky. Z toho diivodu je moZné se domnivat,
7e zvysena exprese, resp. aktivita téchto enzymi muiZe pfispivat k rezistenci helminti
(Kellerova et al. 2019). Porovnani metabolismu benzimidazolovych 1é€iv u H. contortus
mezi kmenem ISE (citlivym vii¢i vSem anthelmintikiim) a kmenem IRE (rezistentnim na
benzimidazolova anthelmintika) ve studii Stuchlikové et al. (2018) ukazuje, Ze dospélci
rezistentniho kmene IRE jsou schopni z anthelmintik tvofit vice metaboliti I. 1 II. faze
biotransformace nez dospélci kmene ISE. Hlavnimi metabolickymi pfeménami
anthelmintik u H. contortus byly oxidace a glykosidace, proto je mozné se domnivat, ze
praveé biotransformacni enzymy katalyzujici oxidacni reakce (napi. CYP) a glykosidace
(UGT) by mohly hrat roli v 1ékové rezistenci u H. contortus (Stuchlikova et al. 2018).

Cilem nasi prace bylo sledovat zmény v relativni expresi mRNA vybranych genii
kodujicich biotransformacni enzymy CYP a UGT u dospélct H. contortus citlivého
kmene ISE po inkubaci se sub-letdlnimi ddvkami albendazolu. Prvni ¢ast byla zaméfena
na expresi CYP genl, u kterych bylo jiz diive prokdzdna indukce genové exprese
sub-letalnimi davkami Siroce vyuZzivané¢ho léciva ivermektinu (IVM), anthelmintika
z tfidy makrocyklickych laktont (Kellerova et al. 2019). V souvislosti s albendazolem
jsou CYP zodpovédné za jeho oxidaci a pfeménu na ABZ-SO a ABZ-SO2 (Stuchlikova
et al. 2018). Dospélci H. contortus kmene ISE byly vystaveni ttem riiznym davkam ABZ
(0,01 uM, 0,1 pM, 1 puM). Vysledky relativni exprese byly normalizovany pomoci
referen¢niho genu GAPDH a vztazeny ke kontrole (0 pM ABZ).
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Vyrazna zména exprese nastala v genu cyp-7 u samic H. contortus po expozici
1 uM ABZ. K vyraznéjsi indukei (1,7 x) doslo po 12-hodinové expozici ABZ, coz mize
naznacovat ptimou souvislost mezi dobou expozice ¢erva ABZ a expresi genu. U samcti
H. contortus byla exprese tohoto genu po 4 h ovliviiovani naopak sniZzena. Ve studii
Kellerové et al. (2019) také doslo k indukci cyp-7 po ovlivnéni H. contortus sub-letdlnimi
déavkami IVM.

Vyznamné rozdily byly pozorovany v expresi genu cyp-3 u samcu H. contortus
mezi obéma dobami expozice ABZ. U dvou nejvysSich koncentraci ABZ (0,1 uM a
1 uM) byly vysledné signifikantni zmény relativni exprese genu protichiidné. Po
4hodinové expozici ABZ byla zjisténa snizena exprese, po 12 hodinach naopak vyrazna
indukce. Exprese cypu-3 byla zvySena 1 v predchozi studii po ovlivnéni 100 nM IVM
(Kellerova et al. 2019).

Ucast UGT na rezistenci helmintt viiéi ABZ ukazuje i studie Vokftala et al. (2013),
ve které dospélci H. contortus rezistentni na 1é¢ivo generovali vyznamné vyssi hladiny
konjugati ABZ s gluk6zou. Ve studii Matouskové et al. (2018) byla porovnavana exprese
vybranych UGT ISE kmene H. contortus se dvéma rezistentnimi kmeny IRE a WR.
Konstitutivni exprese genu UGT368B2 byla vyrazné vyssi u obou rezistentnich kmenti.
Je mozné se domnivat, Ze tento gen muze prispivat k rezistenci. V souvislosti s nasi studii
vysla relativni exprese genu UGT368B2 téz zvySena, a to u samct H. contortus po
4-hodinové i 12-hodinové expozici ABZ (1 uM). Casteéné shodny vysledek nastal i u
genu UGT371A1, ktery byl ve studii (MatouSkova et al. 2018) zvySen u samcu
H. contortus rezistentnich kmenti. V této praci byl signifikantn€¢ zvysen u samct po
4 hodinach expozice 1 uM ABZ. Za zminku stoji i vyrazna indukce genu UGT26A2,
ktera nastala po 4-hodinové expozici samcu H. contortus ABZ ve vsech tiech
koncentracich.

Za vyznamny vysledek mizeme povazovat zvySeni transkripce genu UGT367A1
u samic H. contortus po 4 1 12-hodinové expozice ABZ. Jelikoz ve vSech tfech
koncentracich ABZ (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM) byla zaznamendna signifikantni zména, 1ze
se domnivat, Ze zvySena exprese tohoto genu miize souviset s rozvojem rezistence na
ABZ u samic H. contortus.

Celkové byly zaznamenany vyrazné rozdily v relativni expresi CYP 1 UGT mezi
pohlavimi. Velké rozdily mezi pohlavimi byly patrné i v odpovédich na expozici ABZ.

Tyto vysledky podtrhuji vyznam provadéni experimentii na oddélenych samcich a

49



samicich. Vzhledem k rozdiliim v odpovédich na ABZ podle doby expozice je ziejmé, ze
pfi téchto typech experimenti je tieba sledovat expresi v n¢kolika ¢asovych intervalech.

Otazkou stale zlstava, nakolik je rezistence na lécivo spojend se signifikantnimi
zménami exprese biotransformacnich enzymi. Pro odpovéd’ na tuto otdzku je zapotiebi
dalsich studii naptiklad porovnéani indukce gent citlivého kmene ISE s rezistentnim
kmenem IRE. MozZnost vzniku rezistence v souvislosti se sub-letadlnimi davkami 1é¢iva
zminuje pouze studie Kellerova et al. (2019) a tato prace. S ohledem na vysledky je

zapotiebi v tomto tématu pokracovat a studii nadale rozsifovat.
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7. ZAVER

Cilem této prace bylo zmapovani zmén v expresi vybranych gent kodujicich
biotransformacni enzymy CYP a UGT u dospélct Haemonchus contortus citlivého
kmene ISE po inkubaci se sub-letdlnimi davkami ABZ.

V souvislosti se zjisténymi vysledky mtzeme fici, ze sub-letdlni davky ABZ
vyznamn¢ ovlivnily expresi n¢kterych gend. Signifikantni zmény nastaly u genu cyp-3 u
samctl a cyp-7 u samic H. contortus. Indukce téchto genti byla vyraznéjsi po 12-hodinové
expozici ABZ. Jesté vice signifikantnich zmén nastalo v hladindch relativni exprese
UGT. Za nejvyraznéjsi 1ze povazovat indukce gent UGT365A1, UGT367A1 u samic a
UGT36A2, UGT368B2 a UGT371A1 u samcu H. contortus.

Za velmi vyznamnou povazuji zvySenou hladinu exprese genu UGT367A1, ktera
byla velmi vyraznd po 4 i 12 hodindch expozice vSech tii koncentraci ABZ (0,01 uM,
0,1 uM, 1 uM). Lze se domnivat, Ze tento gen je indukovatelny 1é€ivy a miize souviset s
rozvojem rezistence na ABZ u samic H. contortus.

V ptedkladané praci byla taktéz potvrzena hypotéza o rozdilech mezi pohlavimi
jak v konstitutivni expresi genit CYP a UGT, tak i v odpovédich na ABZ.

Vysledky této studie jsou zahrnuty v publikaci Kellerové et al. (2020).
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8. POUZITE ZKRATKY

zkratk | Vyznam zkratky Cesky vyznam

a

ABC | ATP binding cassette ATP-vazebné kazetové transportéry

ABZ | albendazole albendazol

ABZ- | albendazole sulphoxide albendazol sulfoxid

SO

ABZ- | albendazole sulphone albendazol sulfon

SO,

AKR | aldo-keto reductase aldo-keto reduktasy

cDNA | complementary DNA komplementarni DNA

Cr cycle of treshold cyklus, kdy dochazi k nartstu
flourescence nad prah pozadi

CYP cytochrome P450 cytochrom P450

ddH>O | double-distilled water redestilované voda

DEPC | diethylpyrocarbonate diethylpyrokarbonat

DEPC | diethylpyrocarbonate treated watter | redestilovana voda oSetfena 0,1 %

H>O diethylpyrokarbonatem

DMSO | dimethylsulfoxid dimethylsulfoxid

DNA | deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina

dsDN | double-stranded DNA dvouvlaknovd DNA

A

dNTP | deoxynucleotides smés deoxynukleotidl

S

DTT dithiotreitol dithiotreitol

EDTA | ethylenediaminetetraacetic acid kyselina ethylendiamintetraoctova

GABA | gamma aminobutyric acid kyselina gama-aminomaselna

GAPD | glyceraldehyde 3-phosphate glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenas

H dehydrogenase a

GST glutathione S-transferases glutathion-S-transferasy

IRE inbred resistant Edinburgh strain ---
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ISE Inbred suspectible Edinburgh ---
MATE | Multi-drug and toxic compound transportéry vice 1éCiv a toxickych
extrusion sloucenin
MFS major facilitator superfamily transportéry superrodiny hlavnich
sprostfedkovatelt
P p-value hladina vyznamnosti
PBS Phosphate Buffered Saline pufrovany fosfatovy fyziologicky
roztok
qPCR | quantitative polymerase chain kvantitativni polymerazova fetézova
reaction reakce
RNA | ribonucleic acid ribonukleova kyselina
RND | resistence nodulation division transportéry ondulacniho déleni
RPMI | Roswell Park Memorial Institute RPMI medium
medium
SD standard deviation smerodatna odchylka
SDR | short-chain reduktasy/dehydrogenasy s kratkym
dehydrogenases/reductases fetézcem
SG SYBR Green SYBR Green
SMR | small multi-drug resistence proteins | malé transportéry multidrogové
rezistence
Ta annealing temperature teplota nasedani primera
UDP uridine diphosphate uridindifosfat
UGT | UDP- UDP-
glucuronosyltransferase/glucosyltran | glukurunosyltransferasa/glukosyltran
sferase sferasa
Uuv ultraviolet ultrafialové (zaieni)
WR white river ---
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13. PRILOHY

Ptiloha 1 — Tabulka primerid pro qPCR

Nézev genu

WORM BASE (PRJEB506)

Aktualni oznaceni
genu

HCON_00143950

HCON_00141020

HCON_00022670

HCON_00084620

HCON_00038960

Byvalé

oznaceni genur

HCOI00816200

HCOI100284400

HCOI00383700

HCOI102017000

HCOI01579500

Sekvence primeru

F: TGGCAAGTTGAAGAAGGTAGAAG
R: GCCAGTCCTTCTCCTAGACATTG
F: GTCTCTCCACTTTGATCGCAA

R: CAGAAGATGAGCAAGAACAAGC
F: TCGGTCAATGTACAGCTGGC

R: CCTGTCATGTATCGGTCCGG

F: ATCGATCAGTGGGCTTTGCA

R: ACACATTGCCTTGGACCCAA

F: AGCTGTGCATACTGTCAACGA

R: TCTCCTTCACCGAATTTGTTGT

60

Velikost
produktu

75

181

89

140

93

Utinnost [%]

93

98

92

95

100

Zdroj

Kellerova et
al. 2019

Kellerova et
al. 2019

Kellerova et
al. 2019

Kellerova et
al. 2019

Kellerova et
al. 2019


https://parasite.wormbase.org/Haemonchus_contortus_prjeb506/Gene/Summary?g=HCOI01574200

cyp-6

cyp-7

cyp-8

UGTI10B1

UGT21CI

UGT2242

UGI24B1

UGT24C1

UGT24D1

HCON_00024010

HCON 00045430

HCON 00022640

HCON_00104220

HCON_00119360

HCON_00135760

HCON_00126565

HCON_00122990

HCON_00126560

HCOI101920700

HCOI00165400

HCOI00383400

HCOI01037200

HCOIO01817600

HCOI00058000

HCOI100244800

HCOI00868700

HCOI01592800

F: GGTCTTGCCTTGTTGTTCGAR:
GACAAGATCACCTAGCACTGGA

F
R
F
R
F
R
F
R
F:
R
F
R
F
R
F
R

: GCGAATATCCCACTGCCTGA

: ACCGGAAAACCAAGTGAGGG

: TGGAATGTGAATTGGCCGTT

: CGGAGTTCAGTGGCTTCATC

: TCAACTTGCAATCACCCACG

: CTGAGAGCGGGATGAGGTAG

: GCCGTGCTGCTGAATTGAAT

: CGTCTGGATTATCACGAAGAGAG
GATCTCTGTGGAATCGGCGT
: TATGAAGGTGGTGCTGGGAC

: ACGTACACCTATTCCAATGGCT

: CCTTGGTTTTGGGGTGTTGAAG

: GGATCCGAGACATAGGCAGC

: ACAGTGAGTTTGCATCCCTC

: GAGTAGCAGAGACGTTGGCA

: TCCCGAAATCATCACCATCGT

61

102

53

64

147

69

119

60

69

59

102

107

105

104

97

100

106

93

100

Kellerova et
al. 2019

Kellerova et
al. 2019

Kellerova et
al. 2019

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018



UGT24D2

UGT2642

UGT27B1

UGT36541

UGT365B1

UGT365B2

UGT365B3

UGT365B4

UGT365B5

HCON 00127680

HCON 00092310

HCON 00132780

HCON_00125590

HCON_00125530

HCON_00125570

HCON_00125540

HCON_ 00125545

HCON_00125560

HCOI100244900

HCOI01238200

HCOI01933800

HCOI01462600

HCOI01462400

HCOI01461700

HCOI01461900

HCOI01462000

HCOI01462200

A T 2 40T 2 O X~ o 2 O ® T X~ O ~”T R T

GATCAGTCGCTCCCAGTCAC

: TGGGTGGCAATCGATCTTTCA

GGGCCTGGTTGTCTTCTCTC

: TGTTTCAGTGGGATCGCCTC

TGTGATGGTTTCGGAATGGA

: AGCACGGTTTTCTCATCAAGA

GCTAGCTACGTTCCAGGAGC

: CAGACGCTCAAAGGTGTTCA

GCTTGCCAAACACGGTACTG

: GAATATCCTTCTCAGAGAGTCCC

ACGACGATGAGCTAATGAAACA

: ACCGCTGAGAATACACCAATTG

TCATTCGGTTCAGCAATCAAGG

: CGAAGACTTCCAGAAAATTCCTCT

TTCACAAAACCATCCCGCTC

: CGGCATGTAGATTGATTTAGCCA

CTTGGTGGAATCGCGGTCTA

: TTTTGAGGTGCCCATGTGGT

62

132

156

60

63

139

133

70

149

269

90

99

100

92

88

100

100

100

100

Matouskova
etal. 2018

Matouskova
etal. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018



UGT365B6

UGT36641

UGT366B1/B2

UGT366C1

UGT366D1

UGT367A41

UGT36841

UGT36842

UGT368B1

HCON 00125550

HCON 00121110

HCON 00121182

HCON_00121250

HCON_00121240

HCON_00165360

HCON_00040966

HCON_00040964

HCON_00040962

HCOI01462100

HCOI102015300

HCOI100320100

HCOI01255100

HCOI01255000

HCOI00538800

HCOI01078900

HCOI01452100

HCOI00785300

A T 2 40T 2 O X~ o 2 O ® T X~ O ~”T R T

TCCAAGTTATGTTCCAGGGCAT

: AGTTCTTCATAATCCTTGAACCGC

GCAGCCTTTGATGAGCACAC

: GGCCCACTTGAATGAGACGA

GGCGATCAAATAAGGAATGCG

: ATCTGGGATTGTTGAGAACTAGG

TTATGCCAGCCTCTCTCGGT

: CACTTGCGATGCCTGTCTG

CGGGAAGCCATTGATCGAGT

: TGAAAGGACGTCGCGCTAAT

AGCGAACTCTGGCCTTCATC

: TCCGCGAACAATGGTATGGT

GGAGTTCCCACCAATCCCAG

: CGTTCACGTTCAGGAGGACA

TCGGCCAACAGCAAACATTG

: GTATTGGGGAACGCGGAGAA

TGGGAAGAAAAATTGAGGCAGTT

: TGTTTCAGCAGCTTCCTTAAATCA

63

177

68

127

111

88

97

229

210

74

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Matouskova
etal. 2018

Matouskova
etal. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018



UGT368B2

UGT36941

UGT37041

UGT370B1

UGT37141

UGT37241

UGT37341

gpd

HCON 00040960

HCON 00194230

HCON 00133660

HCON_00133650

HCON_00108700

HCON_00161690

HCON_00040490

CDJ92718.1°

HCOI00785400

HCOI100240800

HCOI01632300

HCOI01632400

HCOI01917400

HCOI01985800

HCOI01651100

R:

F
R
F:
R
F
R
F
R:
F
R
F
R
F
R
F

: CAGTGGGAAAAGGATCTATGGA
: TGTTTGAGCAATTCCCGCAG

: TCTAGTTTCGTTCCGGCCAC
: TCGCCCAAGGAACGTCATT

: CCACCGAGAATCTGACAGCC
: GGGCTGCATTTGAGGTGAATC
: GAGAAACGGATGGATGGCGA

ACGGGCTGCATTCGAGTTAA

: CCACACACTCAGCATATCACT
: GTTCCCTTCGATGTTGGATCA
: CTCGTCGTTTGGGTATCGCT

: CGAAGCTGGTGTCCGTAAGT
: TCAACCCTCGGAATGATGCC
: AATGGTGTCAGTCCGGTTGG

: ACGAGACCTACAATGCAGCC

GCGAGACAGTTGGTGGTACA

64

77

60

69

133

160

99

86

67

100

100

100

100

100

100

100

101

Matouskova
etal. 2018

Matouskova
etal. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Matouskova
et al. 2018

Lecova et al.
(2015)



