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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceutickéd Fakulta v Hradci Kralové
Fakulta biochemickych véd

Kandidat: Bc. Katefina Norkova

Skolitel: prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Zmény v expresi karbonylreduktas béhem zivotniho cyklu hlistice

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus, z Celedi Trichostrongylidae) je hlistice
napadajici sliznici gastrointestinalniho traktu malych pfezvykavcl. Infekce vyvolané touto
hlistici se projevuji anémii a edémem. K profylaxi i 1é¢b¢ téchto infekci se vyuzivaji
anthelmintika, tj. 1é¢iva plsobici proti parazitickym ¢erviim. AvSak obrovskym problémem je
celosvétoveé narlstajici rezistence hlistic na veskera dostupnad anthelmintika. Proto je velmi
dilezité studovat mozné mechanismy vzniku rezistence a faktory, které k vyvoji rezistence
prispivaji. V poslednich letech bylo zjisténo, Ze jednim z mechanismul vzniku rezistence vaci
anthelmintikim mtize byt zvySena exprese a aktivita nékterych enzymi metabolizujicich 1é¢iva.

Tato prace se zabyvala sledovanim zmén v expresi vybranych gend z nadrodiny
dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR). Exprese 20 SDR gent byla stanovena
pomoci metody kvantitativni PCR ve vSech vyvojovych stadiich (vajicka, larvy, dospélci)
hlistice H. contortus, porovnavana mezi kmenem ISE (Inbread Susceptible Edinburgh, MHco3)
a kmenem IRE (Inbread Resistant Edinburgh, MHco5) a také v radmci obou pohlavi.
Normalizace vysledkli byla provedena pomoci referencnich gent GAPDH a AMA. Vysledky
ukdzaly vyrazné zmény v expresi SDR enzyml béhem ontogeneze, nejvice byly SDR
exprimované v larvalnich stadiich. U dospé€lct vyssi expresi vykazovaly samice oproti samctim.
U hlistic z rezistentniho kmene IRE byla pozorovédna zvySend exprese n¢kolika SDR oproti
citlivému kmeni ISE. N¢které ztéchto SDR by mohly hrat roli v rezistenci hlistic na

anthelmintika s karbonylovou skupinou.
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Barber's pole worm (Haemonchus contortus, from the family Trichostrongylidae) is
a nematode attacking the mucosa of the gastrointestinal tract of small ruminants. Infections
caused by this nematode are manifested by anemia and edema. Anthelmintics, drugs against
parasitic worms, are used for prophylaxis and treatment of these infections. However, a huge
problem is the worldwide growing resistance to all available anthelmintics. Therefore, it is very
important to study the possible mechanisms of resistance and factors that contribute to the
development of resistance. In recent years, one of the mechanisms of resistance to anthelmintics
has been found to be increased expression and activity of some enzymes of metabolizing drugs.

This work dealt with the monitoring of changes in the expression of selected genes from
the detrinth of Dehydrogenas/Reductas with a short chain (SDR). Expression of 20 SDR genes
was determined using the quantitative PCR method in all developmental nematode stages (eggs,
larvaes, adults) of H. Contortus, compared between the ISE (Inbread Susceptible Edinburgh,
MHCO3) and IRE (Inbread Resistant Edinburgh, MHCOS5) and of both sexes. The
normalization of the results was performed using the GAPDH and AMA reference genes. The
results showed significant changes in the expression of SDR enzymes during ontogenesis, the
highes expression of SDR was observed in larvals. In adults, females showed higher expression
than males. An increased expression of several SDRs was observed in the IRE resistant stem
strain compared to the sensitive ISE strain. Some of these SDRs could play a role in the

resistance of nematodes on anthelmintics with a carbonyl group.
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1. UVOD

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je vysoce patogenni hlistice zivici se krvi
malych prezvykavci. Infekce vyvolané vlasovkou slezovou se nazyvaji hemonchozy. Vedou
k anémii, edému, nadmérnému hubnuti a zpomalenému riistu (Besier et al. 2016).

K 1écbé téchto parazitarni infekci se pouzivaji anthelmintika. AvSak béhem poslednich
desetileti si vlasovka slezova dokéazala vyvinout na tato 1éCiva rezistenci. Pfi¢inou rozvoje této
rezistence je predevSim casté a nékdy 1 nespravné podavani anthelmintik hospodaiskym
zvitatim. Nékteré kmeny nyni vykazuji rezistenci viic¢i vSem hlavnim skupinam anthelmintik
vcetné benzimidazoll, imidazothiazolli a makrocyklickych laktonti (Kotze a Prichard 2016).
Prevalence téchto rezistentnich populaci ohrozuje chovy ovci a koz po celém svéte. Jedna se
o velmi zdvazny celosvétovy problém, jehozZ feSenim je nejen vyvoj novych 1é¢iv plisobicich
na nové molekularni cile, ale 1 odhaleni vSech mechanismi 1ékové rezistence.

V této diplomové préci jsme se zabyvali nadrodinou reduktas/dehydrogenas s kratkym
fetézcem (,,short-chain reductases/dehydrogenases®, SDR). Tyto enzymy maji u savcu velky
vyznam v endogennim metabolismu i v metabolismu xenobiotik. AvSak informace o SDR
u hlistic jsou velmi omezené. V nasi studii jsme sledovali zmény v expresi jednotlivych SDR
behem Zivotniho cyklu vlasovky slezové a porovnavali jejich expresi v kmeni citlivém na

anthelmintika (ISE) a rezistentnim na anthelmintika (IRE).



2. TEORETICKA CAST
2.1 Hiistice (Nematoda)

Kmen Nematoda zahrnuje jak volné zijici druhy, tak fadu rostlinnych i zivociSnych
parazitli. V souladu se svym jménem maji hlistice vétSinou télo dlouhé, uzké a vlaknité (,,nema‘“
je fecky vlakno), které neni segmentované jako télo zizal.

Bylo popséano pouze asi 30 000 druhi, ale pocet existujicich druhii helmintii se odhaduje
na milion nebo vice. Navzdory svému neménnému slozeni téla vykazuji hlistice ohromujici
biologickou rozmanitost. Jednotlivé druhy se od sebe zietelné odliSuji. Mezi nejpodstatnéjsi
rozdily patii velikost jejich téla, kterd se pohybuje od zlomkil milimetr do nékolika metrii. Ale
jednotlivé druhy hlistic se 1isi také zptisobem pifjmu potravy. Usta hlistice mohou predstavovat
jednoduchou trubici nebo mohou byt vybaveny zuby, pomoci kterych helminti potravu fezaji,
trhaji nebo kousaji. Nejveétsi a nejvice fascinujici rozmanitost se vSak nachazi ve fyziologickych
adaptacich a v interakcich, které maji helminti s jinymi organismy. Hlistice ziji doslova vSude.
V travach, korundch stromil, na pousti, v ledu, horkych pramenech, hlubokém mofti
i v mofskych sedimentech, které postradaji jakoukoli stopu kysliku. To dokazuje jejich
obrovskou adaptaci na vnéj$i prostfedi a nenaro¢nost na zivotni podminky. Mnohé z nich jsou
také pfitomny vné nebo uvnitt rostlin a zvifat nebo jsou s nimi v t€sném kontaktu. Tim se mezi
nimi a dal§imi organismy vyvinuly riznorodé interakce, od neptiznivych po vyhodné (Kiontke
a Fitch 2013).

Zivogisnymi hostiteli hlistic jsou vét§inou Elenovci nebo obratlovei vieho druhu.
Ne&které hlistice parazitujici u Zivo€ichi maji slozité Zivotni cykly zahrnujici rizné
mezihostitele nebo migraci pfes rizné tkané obratlovce. Stejné jako jini parazité i nékteré
hlistice méni chovani svého hostitele zptisobem, ktery usnadiuje ptenos (Kiontke a Fitch 2013).

Hlistice sehraly vyznamnou roli ve védeckém poznéni a v rozvoji biologickych véd.
Edouard Van Beneden vyuZil hlistice z rodu Parascaris spp. pro studium chromozomi.
Typické znaky tohoto organismu umoznovaly pozorovat stadia gametogeneze v dlouhych
reprodukénich organech (samcich a samicich pohlavnich Z14zach s délkou v priméru 70 cm
nebo vice, velkych spermiich a v mnozstvi oocytil 1 vajicek). V roce 1883 byl pouzit rod
Parascaris spp. k pozorovani a popisu procesti gametogeneze, véetné redukcéniho déleni
meidzy. Doslo také k navrzeni chromozomalniho zdkladu pro urceni pohlavi hlistic. Na tyto
projekty navazaly dalsi studie, které je pouzily k rozvoji teorie chromozomové dédi¢nosti,

chromozomového cyklu a k popisu klicové role centrozomil pii segregaci chromozomil.



Vyzkumy z tohoto obdobi piinesly zdsadni informace o chromozomech a dédi¢nosti (Carlton
et al. 2022).

Ptiblizné Ctvrtina svétové lidské populace je infikovéana gastrointestinalnimi hlisticemi.
Hlistice pfedstavuji hlavni parazity hospodatskych zvirat a plisobi znacné ekonomické ztraty
jejich chovatelim. Pfiblizn¢ 8—15 % ztrat na urod¢ je celosvétové pripisovano také hlisticim
(Kiontke a Fitch 2013).

Hlistice rodu Haemonchus spp. patii mezi abomazalni (vnitrobunétné) parazity.
Napadaji gastrointestinalni trakt skotu a malych ptfezvykavch. Dospéli samci a samice Ziji ve

slezu nebo tenkém stievé (Arsenopoulos et al. 2021; Gareh et al. 2021).

2.2 Vlasovka slezova (Haemonchus contortus)

Haemonchus contortus neboli vlasovka slezova pochazi z ¢eledi Trichostrongylidae. Je
to vysoce patogenni hlistice napadajici gastrointestindlni trakt a Zzivici se krvi malych
ptezvykavcil. H. contortus zpisobuje nemoc zvanou hemonchdza, jejiz nasledky maji obrovsky
ekonomicky dopad. Pfedstavuji vyznamné ztraty produkce v disledku morbidity, mortality
a ndkladi na 1écbu. Nejvice infikovand zvifata jsou kozy a ovce nachazejici se v tropickych
a subtropickych oblastech.

Tvar téla H. contortus ptipomina trubici. Samicky jsou dlouh¢é 18-30 mm. Na jejich téle
jsou jasné viditelné vajecniky a déloha bilého zbarveni. Tyto orgény se staceji po délce Cerva
kolem Cerveného stfeva plného krve. Timto je lze rozpoznat od sameckil. Dal§im typickym
znakem samicky vlasovky slezové je tzv. vulvarni patka neboli klapka (vulva). Ta se nachazi
v dutin¢ ustni. Zde pomaha perforovat zaludecni sliznici a sat krev. Zbarveni samecki je
rovnomérné ¢ervenohnédé. Jsou 10-20 mm dlouzi. Jejich typickym morfologickym znakem je
kopulaéni burza (bursa copulatrix), kterd se nachazi v kauddlni Casti téla (Gareh et al. 2021).

Bursa copulatrix a vulva jsou zobrazeny na obrazku 1.
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Obrazek 1 — RozliSeni samce a samice

Zdroj: (Sormova 2020)

Mezi dalsi vyrazné organy vlasovky slezové patii stfevo a gonada. Tyto organy jsou
obklopeny sténou s dorzalnimi a ventralnimi podélnymi svaly, epidermis a kutikulou. Mezi
vnitini a vnéj8i trubici je dutina naplnénd tekutinou. Ta funguje jako hydrostaticka kostra.
Popsana organizace jednotlivych orgdnii umoziuje hlisticim jedinecny pohyb v sinusovych
vlnach. V pribé¢hu lokomoce vzdy na jedné stran¢ lezi a druhou stranu pak pouzivaji
k samotnému hnuti (Kiontke a Fitch 2013). Podrobny popis vnitfnich organii samicek a

sameckl je ukazan na obrazku 2.
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ovarium

Obrazek 2 — Podrobna morfologie samce a samice

Zdroj: (Horak a Scholz 1998)

H. contortus ma pfimy Zivotni cyklus, ktery je dvoufdzovy, bez Gcasti mezihostitele.
Zahrnuje piedparazitickd a paraziticka stadia (Gareh et al. 2021). Zivotni cyklus vlasovky
slezové je znazornén na obrazku 3. VSechny hlistice prochazeji ¢tyimi larvalnimi stadii. Stadia
L1, L2 a L3 jsou zobrazena na obrazku 4. Pfi rozvoji hemonchézy dochazi ve slezu hostitele
k produkci né€kolika tisic vajicek denné. Spolu s exkrementy jsou tato vajicka z téla hostitele
nasledné vylucovana do vné&jsiho prostredi. Tim infikuji travnaté plochy, na kterych se ovce
pasou. Po pohlceni infek¢nich larev tfetiho stadia (L3) pfezvykavcem v ném migruji do
predikéniho mista, tj. do slezu. Zde dochazi k vyvoji larev ctvrtého stddia (L4) a uchyceni
dospélcti. Idedlnimi podminkami pro vyvoj vajicek je teplota zhruba 28 °C a vlhkost prostredi
70 %. Odolnost téchto larev se zvysuje s jejich vyvojem a larvy L3 jsou velice dobie odolné

k vné&j$im podminkdm (Arsenopoulos et al. 2021).
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Obrizek 3 — Zivotni cyklus vlasovky slezové
Zdroj: ptejato z https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-

biology/haemonchus-contortus, upraveno

Obrazek 4 — Stadia larvy
Zdroj: piejato z pracovnich postupti — katedra biochemickych véd, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kréalové, upraveno
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zajiStujici preziti parazitickych hlistic v nepfiznivych podminkéch. Docasné zastaveni vyvoje
mezi hlisticemi je tedy schopnost pterusit Zivotni cyklus a ptezit drsné¢ podminky. Spoustécem
hypobidzy je pravé reakce na neptiznivé podminky vnéjSiho prostiedi. Naptiklad u volné
zijicich hlistic Caenorhabditis elegans dochazi k zastaveni vyvoje ve tfetim larvalnim stadiu
(L3). Pricinnou mize byt napt. nedostatek potravy, vysoka populacni hustota nebo vysoka
teplota. Reakci na tyto podminky pak hlistice vstupuji do stadia dauer (dipauza). Toto stddium
je odolné vuci neptiznivym podminkam. H. contortus také podléha fakultativnimu zastaveni
(diapauze). Molekularni zaklad téchto mechanismt u C. elegans je napi. oxidace mastnych

kyselin a syntéza dauerovych feromoni (Shi et al. 2021), u parazitickych hlistic dosud nebyl

objasnén.

2.3 Hemonchoza a jeji 1écba

Infekce vyvolané vlasovkou slezovou se nazyvaji hemonchodzy. Jedna se o celosvétove
rozsifené onemocnéni. Napada predevsim skot, ovce a kozy.

Anémie, ubytek hmotnosti a zpomaleny rust patii mezi klinické ptiznaky hemonchézy.
Nejcastéji vSak dochazi k anémii, coz je zvlasté snadno patrné ve spojivkach, jejichz barva se
meéni od normdlni ¢ervenoriizové az po extrémné bilou (Besier et al. 2016; Gareh et al. 2021).
Nazorny piiklad tohoto néasledku onemocnéni je na obrazku 5. Rozvoj anémie u hostitele je
podporovan produkci hemolytického faktoru helmintem, kterd nasledné zplisobuje rozsahlé
morfologické zmény na povrchu erytrocytl postizenych ovcei (Arsenopoulos et al. 2021). Dalsi
komplikace mohou nastat, pokud neni akutni hemoncho6za 1é¢ena. Napftiklad ztrata krve mize
vyvolat hypoproteinémii. Ta mize byt pti¢innou celkového ventralniho edému. Obvykle se
hemoncho6za vyskytuje v akutni formé s rliznou rychlosti nastupu v zavislosti na pfijatém
mnozstvi infekénich larev H. contortus. Vykaly nemocnych zvitat jsou Casto pevné a mohou
byt tmavé kvlli obsahu okultni krve. Prijem neni obvykly, i kdyZ se hemonchdéza muize
vyskytovat soucasné s infekcemi jinymi hlisticemi, které zplsobuji tento klinicky ptiznak.
Bolest je vizudln¢ patrnd. Nékdy dochazi dokonce k poskozeni klize projevujici se

vypadavanim pramenti nebo celého rouna (Besier et al. 2016).
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Obrazek 5 — Postizena sliznice oka u ovce

Zdroj: (FAMACHA® 2016), upraveno

Mezi nejvyznamnéjsi rizikové faktory této infekce patii staii zvifat a pohlavi. Mlad’ata
se infikuji snadnéji. U dospélych hlistic jsou k nakaze citlivéjsi samice (Gareh et al. 2021).
Odolnost vi¢i hemonchodze je zavisla na plemeni ovci. Napiiklad plemena Red Maasai, Garole,
Gulf Coast Native, Rhon a Barbados Black Belly maji vii¢i hemonchoéze vyssi odolnost (Yan
et al. 2021). Dale odolnost L3 vi¢i nékterym atmosférickym proménnym (napi. teplota
a vlhkost) by mohla byt pouzZita k predikci vyskytu hemonch6zy u malych piezvykavct (Iliev
et al. 2018). VEasna detekce parazitl a lepsi pochopeni hlavnich rizikovych faktorti spojenych
s infekci jsou hlavni strategie kontroly infekce (Gareh et al. 2021). Plati také pravidlo, ¢im vétsi
chov, tim vétsi riziko rozvoje hemonchozy. Zejména vysoké riziko je ve velkochovech, kde

nejsou prostory ke stfidani pastvin.

wvewr
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infek¢énich onemocnéni koz v Indii byla hemonchoéza ptic¢inou pfed€asného umrti u 10 % zvitat
(Pawaiya et al. 2017).

K 1é¢bé hemonchézy téchto parazitarni infekci se pouzivaji anthelmintika. Tuto skupinu
1€kt 1ze rozdelit do dvou skupin. Jsou Sirokospektra a tizce specializovana anthelmintika. Mezi
Sirokospektra se fadi anthelmintika zaméfena proti raznym tfidam helmintt. Do této skupiny
l1é¢iv patii naptiklad albendazol, ktery je ucinny proti hlisticim, ale také tasemnicim
a motolicim. Uzce specializovand anthelmintika jsou naopak namifena proti konkrétnim
druhtim. Jejich ptikladem je triklabendazol, ktery se pouziva se k terapii infekci motolicemi.

V soucasnosti se nejCastéji k 1écbé hemonchoz pouzivaji ivermektinova nebo
benzimidazolova 1é¢iva. Terapie je ale také mozné pouzitim anthelmintika levamizolu ze
skupiny imidazothiazolti (Emery et al. 2016). V zavaznych pfipadech mohou mit zvitata
prospéch z krevnich transfuzi ¢i ze suplementaci zelezem. Dtlezité jsou vSak zejména spravné
hygienické podminky. A tedy vSeobecnd sanitace zafizeni, sprava a stfidani pastvin véetné
nezbytnych preventivnich a kontrolnich opatfeni. Tyto postupy jsou dilezité hlavné proto, aby
bylo minimalizovano riziko nakazy zvifat infekénimi larvami.

V soucasné dobé¢ existuji komeréné dostupné vakciny proti infekci vyvolané hlistici
H. contortus v Austrélii a Jizni Africe. Tyto vakciny vyvoldvaji vysoké hladiny sérovych
protilatek proti ,,skrytym* sttevnim antigeniim vlasovky slezové. Vyroba vakciny zahrnuje sbér
extraktl ze stfeva parazita. Vakcinace snizuje vylucovani vajicek a onemocnéni u jehnat,
ro¢nich mlad’at a dospélych ovci. Ovee vyZaduji tfi zakladni davky vakceiny, po nichZ nésleduji
preockovani kazdych Sest tydnil az Sest mésicli v zavislosti na Grovni expozice. Obrovskou
nevyhodou téchto vakcin je jejich vysoka potizovaci cena, coz velmi limituje jejich $irsi vyuziti

(Emery et al. 2016).

2.4 Lékova rezistence u hlistic

Anthelmintika vSak v posledni dobg€ ztraceji u¢innost, nebot” se u fady kmenti helmintt
vyvinula rezistence k béznym anthelmintikiim. V poslednim desetileti byla zjisténa vyrazna
rezistence gastrointestindlnich hlistic zeyména na benzimidazoly, levamizol a makrocyklické
laktony. Napf. dle studie na Novém Zélandu prokdzalo rezistenci na fenbendazol 43 %
gastrointestinalnich hlistic (Hugles et al. 2005). Momentaln¢ z Evropy jsou na tom nejhiife staty
Irska a Velké Britanie, avSak i na evropském kontinentu dochazi k rychlému rozvoji rezistence,

ktera zahrnuje vSechny tfidy anthelmintik (Voigt et al. 2022). Nékteré kmeny H. contortus,
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Teladorsagia (Ostertagia) circumcincta a Trichostrongylus colubriformis jsou rezistentni vaci
vSem hlavnim anthelmintikiim (Hugles et al. 2005).

Ptic¢innou vzniku této rezistence je predevsim nespravné davkovani anthelmintik a jejich
prili§ Casté podavani hospodaiskym zvitfatim. Dusledky rozsifené rezistence na anthelmintika
jsou zejména omezeni ucinnosti 1éCby 1 prevence, nizsi udrzitelnost systémut produkce skotu
a malych prezvykavcl po celém svéte a také vysoké financni néklady za 1écbu. Odhaduje se,
ze celosvétoveé naklady na 1écbu anthelmintiky dosahuji roén€ az desitek miliard dolard (Yan
etal. 2021).

Lékova rezistence mize vzniknout riznymi zptisoby: napt. zménou molekulérniho cile,
kdy 1é¢ivo cil nerozpozna a tim je netcinné, nebo amplifikaci cilovych gent k prekondni ucinku
lé¢iva. Dalsi moznosti je zména metabolismu, coz zptisobi inaktivaci nebo odstranéni 1é¢iva
nebo zména v distribuci 1é€iva v cilovém organismu, kterd brani 1é¢ivu v piistupu do mista
ucinku (Wolstenholme et al. 2004). Lékova rezistence muize byt tedy zpiisobena zménou
farmakodynamiky (absorpce, distribuce, metabolismu, vylucovani a mista ucinku) nebo
farmakokinetiky. Farmakokineticky zprostiedkovana 1ékova rezistence je zalozena na zvySeni
exprese a aktivit enzyml metabolizujicich xenobiotika. Tyto mechanismy mohou zahrnovat
snizeny piijem lé¢iva, jeho zrychleny eflux nebo zvySenou inaktivaci. Tim je koncentrace
aktivniho 1é¢iva v bunikach parazita snizena (Stuchlikovéa Raisova et al. 2018).

Nejlépe je prozkouména rezistence hlistic na benzimidazoly. Primérnim mechanismem
vzniku rezistence hlistic na benzimidazolova anthelmintika je vyskyt jednonukleotidovych
polymorfismi v rdmci tfi kodonli genu pro B-tubulin 1. Pfitomnost polymorfismii meéni
trojrozmérnou strukturu B-tubulinu, cilového proteinu benzimidazolti. Na rezistenci hlistic vici
benzimidazollim se vSak také podili zvySend exprese enzymi metabolizujicich anthelmintika

(Stuchlikova Raisova et al. 2018).

2.5 Metabolismus anthelmintik a jinych xenobiotik

Biotransformacéni enzymy a transportéry mohou do urcité miry chranit parazity pied
toxickymi U¢inky anthelmintik a indukce xenobiotik miiZze pfedstavovat vyhodnou obrannou
strategii (Cvilink et al. 2009). Anthelmintikum (pokud je metabolizovano a neni secernovano
v nezménéné podob€) miize byt detoxikovano a eliminovano pomoci tii obrannych systémt na
urovni proteind, oznacovanych jako faze I az faze III. Tyto faze mohou probihat v sérii nebo

nezavisle na sob¢ (Brophy et al. 2012).
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Principem biotransformacni faze I je pfidani nebo odkryti reaktivni skupiny reakcemi
oxida¢nimi, redukénimi ¢i hydrolytickymi (Brophy et al. 2012). Tento proces se déje zejména
za pomoci cytochrom P450 (CYP), aldo-ketoreduktas (AKR), dehydrogenas/reduktas se
sttedn¢ dlouhym fetézcem (MDR), dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR),
flavinovych monooxygenas (FMO) a mnoha dalSich enzymu (Cvilink et al. 2009).

Oxidace mnoha xenobiotik je zprostfedkovana CYP. Ackoli plsobi hlavné jako
monooxygenasy, disponuji také jinymi katalytickymi aktivitami. Monooxygenasova aktivita
CYP byla zjisténa u larev a dospélcti H. contortus. Zatim vSak neni potvrzeno, zda se CYP
podili na metabolismu anthelmintik. Oxidace xenobiotik u helminti by mohla byt
zprostiedkovana také FMO. Zastupci rodiny genit FMO jsou pritomni téméf ve vSech kmenech
hlistic (Brophy et al. 2012; Cvilink et al. 2009).

Peroxidasy predstavuji dal§i skupinu enzymi, které u helmintd disponuji zejména
antioxida¢nimi funkcemi. Pfitomnost helminti v hostitelském organismu vede k aktivaci
imunitniho systému hostitele a ke zvySeni produkce volnych radikéali. Tim dochéazi ke
zvySovani koncentrace reaktivnich forem kysliku (ROS). Superoxiddismutasa a peroxiredoxiny
jsou pravdépodobné hlavnimi enzymy detoxikujicimi peroxid vodiku u helmint. Byla také
prokézana role katalasy a glutathionperoxidasy v obrané larvalniho a dospélého H. contortus
proti peroxidu vodiku (Cvilink et al. 2009).

Reduktasy a hydrolasy jsou u hlistic povaZzovany za dulezité biotransformacni enzymy
xenobiotik. Reduk¢éni metabolismus piedstavuje hlavni metabolickou drdhu sloucenin
nesoucich karbonylové skupiny. Nékteré dilezité slouceniny (napf. aldehydy a ketony)
metabolizuji AKR, MDR a SDR (Cvilink et al. 2009). Tyto nadrodiny jsou detailnéji popsany
v dalsi kapitole.

Ve II. fazi biotransformace je xenobiotikum konjugovano s nizkomolekularni
endogenni slozkou za ucelem zvySeni polarity a sniZeni reaktivity (Brophy et al. 2012). V této
fazi je nezbytné dodani energie pro konjugacni reakci formou vazby makroergniho kofaktoru.
Mezi konjugaéni enzymy patii napiiklad UDP-glukuronosyltransferasy (UGT), glutathion-S-
transferasy (GST), N-acetyltransferasy, methyltransferasy a sulfotransferasy (Cvilink et al.
2009).

H. contortus obsahuje 32 genti UGT, které se nachazi na Sesti chromozomech. Nejvyssi
pocet UGT gent je zastoupeno na 4. chromozomu (Matouskova et al. 2018). Mezi zékladni
reakce katalyzované UGT patii glukuronidace a glukosylace. Substraty UGT jsou alifatické
alkoholy, fenoly, karboxylové kyseliny, thioly a aminy (Chen 2020).
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GST jsou obvykle piitomny v relativné vysokych hladinach v cytosolu mnoha
dospélych parazitdrnich helmintt. Mnoho GST ma krom¢ enzymatické aktivity dalsi funkci
napftiklad proteinu transportujici hydrofobni ligandy (Brophy et al. 2012).

Tieti fazi metabolismu xenobiotik zprostfedkovavaji proteinové transportéry (Choe
etal. 2012). Zasadni faktor urcujici ucinnost anthelmintik je zptsob jejich vstupu do téla
helmintd. Prostup anthelmintik pfes bunééné membrany muze probihat specializovanym
transportnim systémem nebo pasivni difuzi. Nicméné kone¢na davka ucinné koncentrace
anthelmintika k dosazeni terapeutického ucinku zavisi na permeabilité kutikuly hlistic
(Bartikova et al. 2012).

Transportéry 1€k, které zprostfedkovavaji transport 1é¢iv pies membrany, se rozlisuji
na dva hlavni typy. Té€mi jsou transportéry importujici xenobiotika a jiné metabolity do bunék
a efluxni transportéry, které zajist'uji pfenos xenobiotik a jejich metabolitl z bun¢k ven. Efluxni
transportéry patfici do nadrodiny ABC (ATP-binding cassette) transportér jsou intenzivné
studovany i u helmintt z diivodu jejich mozné role v rezistenci vii¢i anthelmintikim. Naptiklad
transportér ABCB1 (dfive nazyvany P-glykoprotein) je jednim =z hlavnich efluxnich
transportérti zapojenych do metabolismu xenobiotik. Vyskytuje se ve vSech parazitdrnich
stadiich H. contortus. Dilezitd je ptedevSim jeho ucast na 1ékové rezistenci helmintii vici

makrocyklickym laktonim, jejiz pfic¢inou je nadmérna exprese ABCB1 (Choe et al. 2012).

2.6 Enzymy redukujici karbonylovou skupinu

Karbonylova skupina, zejména aldehydova, méa vysokou chemickou aktivitu a snadno
reaguje s nukleofilnimi centry. Pfiklady takovych center jsou proteinové postranni fetézce
obsahujici sulfhydrylové nebo primarni aminosubstituenty. Pifeména aldehydl na alkoholy
vede k redukci karbonylové skupiny a snizeni celkové chemické reaktivity molekuly. Redukce
karbonylové skupiny tak vétSinou pfedstavuje reakci detoxikacni (Barski et al. 2008). Tyto

reakce mohou byt katalyzovany enzymy z nadrodin AKR, MDR nebo SDR.

2.6.1 AKR enzymy

AKR jsou nadrodinou proteinii nachazejici se ve vSech zivocisSnych kmenech
a obsahujici vice jak 16 rodin (oznaceny pismenem), které se dale d€li na podrodiny (oznaceny
Cislici). Jednd se piedevS§im o monomerni rozpustné cytosolické proteiny s relativni
molekulovou hmotnosti 34-37 kDa. Zaklad strukturniho uspofadani AKR enzymi tvofi

8 paralelnich B-listd, které z vn&jsi strany obklopuje osm a-helixti. AKR proteiny maji tedy
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shodné prostorové usporadani tzv. (B/a)s valce. Na N-konci aminokyselinové sekvence se
mohou vyskytovat dva B-listy tvofici vlasenku. Mimo strukturu (o/p)g-valce je také mozné najit
1-2 a-helixy a 3 variabilni smycky. Tyto smycky jsou pfedevsim zodpovédné za substratovou
specifitu jednotlivych zastupcii AKR enzymut (Barski et al. 2008; Penning 2015). Detailné
popsana struktura je ukazana na piikladu enzymu AKR1B10 na obréazcich 6(A) a 6(B). Enzym
je zde zobrazen s navazanym kofaktorem NADP™ a Ié¢ivem tolrestatem. Pismeno H na obrazku
6(A) znaci 2 a-helixy, které se vyskytuji mimo strukturu (o/B)g valce. Oznaceni Loop A—-C
obrazku 6(B) ukazuje na mista variabilnich smyc¢ek a oznaceni beta na stejném obrazku znaci
misto dvou B-list tvoficich vlasenku (Gallego et al. 2007). Toto prostorové usporadani AKR

enzymu je velmi uzite¢né pro vazbu redoxniho aktivniho kofaktoru.

Obrazek 6(A) — (a/P)s-valec AKR1B10 v krystalové struktuie (pohled shora)
Obrazek 6(B) — (a/B)s-valec AKR1B10 v krystalové struktui‘e (pohled zboku)

Zdroj: (Gallego et al. 2007), upraveno

AKR enzymy vykazuji uspotadany bi-bi kineticky mechanismus katalyzy, ve kterém se
kofaktor NAD(P)H vaZze jako prvni a odchdzi jako posledni (Barski et al. 2008; Penning 2015).
Ptiklad katalytického mechanismu enzymu AKR1C9 je zobrazen na obrazku 7, kde je hlavni
katalytickou aminokyselinou tyrosin, ktery zaroven piedstavuje donor protonu redukéni reakce.
Cilem pomocnych aminokyselin lysinu a aspartatu je snizit pKa tyrosinu. Tyrosin néasledné
vytvari vodikovou vazbu se substratem a probiha polarizace karbonylové skupiny. Témito
reakcemi dochazi k usnadnéni pfenosu hybridu z NADPH na karbonylovy uhlik substratu

a karbonylova skupina se redukuje (Penning 2015).
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N~ NADPH

Obrazek 7 — Katalyticky mechanismus AKR1C9
Zdroj: (Penning 2015)

Aktivni misto AKR se nachazi na C-terminalnim konci valce a je optimalizovano pro
vysoce afinitni interakci s koenzymy. Pfi pouziti NADPH jako koenzymu vétSina AKR
katalyzuje redukci aldehydd nebo ketont (Barski et al. 2008). AKR redukuji karbonylové
substraty jako jsou aldehydy cukrl, ketosteroidy, keto-prostaglandiny, chinony a vedlejsi
produkty peroxidace lipidi. Vyjimecné AKRI1D redukuji dvojné vazby steroidii a oxiduji
karcinogenni trans-dihydrodiolové polycyklické aromatické uhlovodiky. Redukce aldehydi
a ketont na primarni a sekundérni alkoholy jsou zapojeny do I. faze metabolismu endogennich
sloucenin a xenobiotik nesoucich tyto karbonylové skupiny (Penning 2015).

Vétsina AKR preferuyje NADPH pired NADH. V metabolicky aktivnich buiikach je
NADP vétsinou v redukované formé, proto je redukce uptfednostiiovana pied oxidaci (Pollak
etal. 2007). Pomér NADPH/NADP" odrazi syntetickou kapacitu bufiky a je kineticky

a termodynamicky disociovan od poméru NAD'/NADH. Tento pomér je vétSinou regulovany
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rychlostmi glykolyzy a dychani. AKR tedy mohou plnit své tkoly v detoxikaci, aniz by byly
ovlivnény kolisanim poméru kofaktori v disledku zmén metabolické rychlosti a kapacity.
Vysoky konstantni ptisun NADPH tedy poskytuje velkou hnaci silu pro AKR (Barski et al.
2008).

2.6.2 MDR enzymy

Velmi obsahlé proteinova nadrodina MDR zahrnuje témét 1000 Clend, kteii se nachdzeji
ve vsech organismech. MDR enzymy se podileji na oxidaci alkohold, detoxikaci aldehydt ¢i
alkohold, metabolismu Zluovych kyselin a maji Siroky rozsah enzymatickych aktivit.
PtedevS§im se podileji na regulacnich procesech a ochrané pied poskozenim bunck (Knoll
a Pleiss 2008; Nordling et al. 2002).

Vétsina MDR je aktivnich jako dimery nebo tetramery. Ackoli jsou MDR enzymy
v sekvenci velmi riznorod¢, maji podobnou velikost 1 konzervovanou terciarni strukturu. Ta je
tvofena dvéma doménami, kofaktorovou vazebnou doménou a katalytickou doménou.
Prostorova struktura MDR enzymi zahrnuje segment smycky v katalytické doméné, ktera je
soucasti mista pro vazbu substratu. Vazebné misto se skldda z konzervovanych 1 variabilnich
oblasti. Konzervované oblasti jsou tvofeny kofaktorem NAD(H) nebo NADP(H)
a katalytickym iontem zinku (Knoll a Pleiss 2008; Nordling et al. 2002).

Moznosti klasifikace MDR enzymt je vice. MDR mohou byt pfifazeny do osmi
funk¢nich rodin, které spadaji do dvou ttid. Ttidy jsou pak rozdéleny na MDR obsahujici zinek
a MDR neobsahujici zinek. Prvni tfida zahrnuje cinnamylalkoholdehydrogenasy (CAD),
polyoldehydrogenasy (PDH), dimerni alkoholdehydrogenasy (ADH) a kvasinkové/tetramerni
alkoholdehydrogenasy (YADH). Do druhé tfidy se fadi chinonoxidoreduktasy (QOR), proteiny
mitochondrialni odezvy (MRF), leukotrien B4 dehydrogenasy (LTD) a acyl-CoA reduktasy
(ACR) (Nordling et al. 2002; Jornvall et al. 2003). Jind klasifikace seskupuje MDR do tfi
makrorodin. Makrorodiny I a II zahrnuji MDR obsahujici zinek a makrorodina III ptedstavuje

MDR bez obsahu zinku (Riveros-Rosas et al. 2003).

2.6.3 SDR enzymy

SDR jsou jednou znejvétSich proteinovych nadrodin vyskytujicich se ve vSech
zivo¢iSnych kmenech (archea, bakterie 1 eukaryoty) (Bray et al. 2009; Jornvall et al. 2003)
Jejich relativni molekulova hmotnost zahrnujici 250-350 aminokyselinovych zbytki je

piiblizné okolo 25—40 kDa. Sekven¢ni identita mezi ¢leny nadrodiny SDR je obvykle 15-30 %.
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SDR enzymy se vyskytuji ve formach monomerli, dimerQ 1 tetramerti. Skladaji se z 67
paralelnich B-listl, které z kazdé strany obklopuji tfi a-helixy. Popsana struktura, ktera je pro
SDR enzymy typickd, se nazyva Rossmanntiv motiv a jeji prakticky vyznam tkvi zejména ve
vazbé NAD(P)(H) kofaktoru. Piiklady struktur zastupci SDR enzymi jsou zobrazeny na
obrazcich 8(A) a 8(B), kde je ukazan ligandovy komplex obsahujici NAD(H) a UDP-
acetylglukosamin. VétSina ¢lent SDR enzymu obsahuje v katalytickém misté aminokyselinu
tyrosin a také je na N-termalnim konci bohatd na glycin (Bray et al. 2009). Strukturnim
rozdilem SDR oproti jinym nadrodindm enzymi je vSak C-termindlni ¢ast, ktera zajiStuje vazbu

substratu (Bray et al. 2009; Kavanagh et al. 2008).

(A)

Obrazek 8(A) — Struktura 3-hydroxybutyritdehydrogenasy typu 2 (BDH2) s klasickym
slozenim SDR navazana na NAD(H)

Obrazek 8(B) — Struktura UDP-galaktosa-4-epimerasy (GALE)

Zdroj: (Bray et al. 2009), upraveno

SDR nadrodina je rozd€lena na rodiny (oznaCeny C¢islici) a podrodiny (oznaleny
pismeny) na zékladé¢ aminokyselinové sekvence. Dfive se uzivalo nazvoslovi pomoci ndzva
substratu a/nebo funkci enzymu. Nova nomenklatura byla zavedena v roce 2009 (Persson

a Kallberg 2013; Persson et al. 2009).
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Mezi zakladni funkce zastupcti SDR patii oxidace alkohola a redukce ketonti a aldehydu.
Samotny mechanismus enzymové reakce je sekvencni, kdy se nejdiive na enzym vaze kofaktor
a ten také odchézi z reakce jako posledni. Na obrazku 9 je ukazan katalyticky mechanismus
SDR enzymi. Stejné jako v pfipadé AKR enzyml zde ptedstavuje hlavni katalytickou
aminokyselinu tyrosin. Nejdiive dochazi k odevzdani protonu nachazejiciho se na hydroxylové
skupiné na substrat a nasledn¢ probihd pfenos hydridového aniontu z kofaktoru na uhlik
karbonylu. Serin ma pomocnou roli pii vazb¢€ substratu na pozici vhodnou pro prib¢h reakce.
Ukolem lysinu je zprostfedkovani vazby kofaktoru v okoli substratu a sniZeni pKa tyrosinu.
Asparagin usnadiiuje stabilizaci lysinu a transfer protonu. Aminokyseliny jsou v reakci
Cislovany na zaklad¢ lidské 178-HSD10 (Bray et al. 2009; Filling et al. 2002).
Oxidoreduktasova aktivita se vSak nevyskytuje u vSech SDR enzymi. Mezi SDR patii

napftiklad i dehydratasy, epimerasy nebo isomerasy (Bhatia et al. 2015).
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Obrazek 9 — Katalyticky mechanismus SDR enzymi
Zdroj: (Filling et al. 2002), upraveno

SDR enzymy maji Sirokou substratovou specifitu. U pievazné vétSiny SDR dochazi
k pfemén¢ 1 velmi strukturné odliSnych substrati riiznych funkci. SDR enzymy metabolizuji a-
dikarbonylové slouceniny, chinoidy, retinoidy, urcité sacharidy, steroidy, produkty peroxidace

lipidi, prostaglandiny a dal$i (Hoffmann a Maser 2007; Oppermann 2007).
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Lidsky organismus je vybaven 80 geny kodujicich proteiny SDR. Prevazna
vétSina téchto proteint patii mezi tzv. klasické typy SDR enzym a dalsi se fadi mezi atypické
a prodlouzené SDR. Existuje ale také dalsi rozdéleni klasickych SDR, které se déale déli na
3 sekvencni klastry. Do prvniho klastru se fadi cytosolické enzymy se Sirokou specifitou
substrati. Do dalSich dvou klastrl jsou fazeny enzymy, které jsou asociovany s membranami
a které se ucastni v preméné retinoidnich a steroidnich substratti. Nicméné prodlouzené SDR
obsahuji nejen enzymy vdzané na membranu, ale také cytosolické (Bhatia et al. 2015; Bray
et al. 2009).

Velmi dualezitou skupinou SDR enzymii jsou hydroxysteroiddehydrogenasy (HSD)
s riznou afinitou vi¢i hydroxyskupindm a ketoskupinam v pozicich 3, 11 a 17 steroidniho jadra.
Oxidoredukéni premény katalyzované HSD reguluji aktivitu steroidnich hormonti. Na zakladé
toho ma pak toto ptisobeni HSD znaény vliv na fyziologické i patologické déje v organismu
(Moeller a Adamski 2009; Shimodaira et al. 2010; Walker a Stewart 2003). Ptikladem
je redukce karbonylovych skupin (napi. redukce estronu na estradiol) vedouci k vytvofeni
aktivnich forem hormont (Anagnostis et al. 2013).

Kromé vyznamné ulohy SDR enzymu v endogennim metabolismu, je dulezita také role
SDR enzymut pii metabolismu karcinogent, 1éCiv, produkti oxida¢niho stresu a jinych
xenobiotik (Barski et al. 2008; Matsunaga et al. 2006).

U mnoha xenobiotik je pii jejich biotransformaci prokézana ucast n€kterych SDR
enzym, naptiklad karbonylreduktasy. Béhem biotransformace 1é¢iv mohou tyto SDR enzymy
vyznamné ovlivnit U¢innost 1écby nebo toxikologii daného léciva. Konkrétnim piikladem
takového ptlisobeni je redukce protinddorového léciva doxorubicinu (DOX) na metabolit
doxorubicinol (DOXOL). Pfi této reakci dochazi prave k deaktivaci DOX, a tedy ke snizeni
ucinku tohoto 1é¢iva. Na této reakci se vyznamné podili karbonylreduktasa 1 (CBR1) (Kassner
et al. 2008). Také byl prokazan ptispévek CBR1 k rozvoji rezistence nadorii na 1é¢bu DOX.
Vznikajici metabolit DOXOL nema protinddorovou aktivitu, av§ak miZe plisobit kardiotoxicky
pfi dlouhodobém uZivani lé¢iva DOX. Pfipadny inhibitor CBR1 by mohl zvySovat
terapeutickou efektivitu DOX a snizovat jeho kardiotoxicitu (Edwardson et al. 2015).

Dal$im protektivnim t¢inkem enzymu ze skupiny SDR je pfeména karcinogenu
4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanonu (NNK) z tabakového koute na jeho metabolit
4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL). Ten dale podléha glukuronidaci a je
vyloucen z organismu. Pokud by pomoci SDR proteinu nedoslo k redukci NNK na metabolit
NNAL, NNK by byl v organismu aktivovan a-hydroxylaci katalyzovanou CYP. Tento proces

by nasledné ptispival ke vzniku nadort plic nebo pankreatu. Reakce, pfi které vznikd metabolit
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NNAL, mohou byt katalyzované fadou biotransformacnich enzymii, naptiklad 1 pomoci
zminéné CBR3. Hlavnim enzymem podilejici se na této reakci je vSak 17pB-
hydroxisteroiddehydrogenasa typu 12 (17B-HSD12) (Ashmore et al. 2018; Stepanov et al. 2008;
Ter-Minassian et al. 2012).

2.7 Kvantitativni PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je laboratorni technikou pro rychlou amplifikaci
(namnozeni) specifického segmentu DNA. Pro prib¢h cyklické replikace genetické informace
jsou nutné kratké syntetické fragmenty DNA, nazyvané primery. Tyto specifické primery,
oznacujici se ,,reverse* a ,,forward®, slouzi ke konkrétnimu uréeni segmentu genomu, ktery ma
byt amplifikovan (Smith 2022). Na zacatku reakce je dvouvldknova deoxyribonukleova
kyselina (DNA), ktera se v 1. kroku rozd¢li na 2 vldkna. Ve 2. kroku dojde k ptidani primert,
aby se ziskala konkrétni sekvence urend k amplifikaci a jako posledni probéhne samotna
replikace dané sekvence. Celkové probiha asi 40 cykli a vysledkem reakce je velké mnoZstvi
kopii vybraného useku vlakna DNA. Prib¢h PCR reakce je ukézan na obrazku 10. Detekce
amplifikovaného produktu nazyvaného amplikon probihd elektroforeticky (Dudova a Hajek

2008).
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Obrazek 10 — Priabéh PCR
Zdroj: (Smith 2022), upraveno
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Real-Time PCR (RT-PCR) ptedstavuje modifikaci klasické PCR. Jeji vyznam spociva
v detekcei a kvantifikaci medidtorové ribonukleové kyseliny (mRNA). Nejdiive v§ak musi byt
tato mRNA pievedena na komplementdrni DNA (cDNA) prostfednictvim reverzni
transkriptasy, protoze RNA nemuze byt templatem pro PCR. Nakonec, stejné jako u PCR,
dochazi k replikaci specifické sekvence cDNA za ucasti ,,reverse® a ,,forward* primerti. RT-
PCR, nebo také kvantitativni PCR (qPCR), oproti klasické PCR umoziuje sledovani a méteni
mnozstvi replikovaného produktu béhem jednotlivych cyklli v pribéhu reakce, tzn. v redlném
case. Také se pii reakci pouziva indikator, naptiklad barvivo. Pozadovanou sekvenci DNA je
mozné stanovit kvalitativné i kvantitativné. Proto byva RT-PCR oznacovano i jako qPCR.
Kvantitativné se vyhodnocuje na zakladé poctu kopii DNA (Dudova a Hajek 2008).

K detekci produkti RT-PCR je mozné pouzit vicero metod. Nejcastéji pouzivana
metoda je pravé pomoci fluorescen¢nich barviv. Divody jejich ¢astého pouziti jsou uvedeny
v nasledujicim odstavci. V této diplomové praci bylo jako indikdtor pti RT-PCR pouzito
fluorescen¢ni barvivo SYBR Green. Princip detekce pomoci SYBR Green spociva v jeho
vmezefeni mezi jednotlivé nukleotidy dvouvlaknové DNA (dsDNA). Toto vmezefeni prave
zajistuje samotnou fluerescenci danych nukleotidii. Fluorescence pak exponenciilné roste
spolu s mnozstvim dsDNA, a to v redlném Case. Kone¢ny produkt reakce je tedy detekovan na
zakladé zmény intenzity fluorescencniho zafeni. Intenzita fluorescence je pfimo Umérna
mnozstvi amplifikované DNA. Detekce produkti PCR reakce pomoci fluorescenéniho barviva
SYBR Green vSak neni sekvencné specifickd. Béhem reakce miiZe totiz dochazet ke vzniku
nespecifickych PCR produkti ¢i jinych produktl vzniklych reakci samotnych primert (Bustin
2004; Dudova a Héjek 2008).

Fluorescen¢ni barvivo SYBR Green se fadi mezi interkalaéni barviva. Ty maji
schopnost reverzibilni vazby na kteroukoliv dsDNA, ktera béhem PCR reakce vznikd. Tim
dochazi ke zvySovani intenzity fluorescen¢niho zareni. Divodem velmi castého pouziti
interkala¢nich barviv jako indiké4tord pro RT-PCR je jejich emisni fluorescen¢ni spektrum,
které je velmi blizké spektru fluoresceinu. Déle je velkou vyhodou, Ze jsou vysoce citlivé, prace
s nimi je velmi jednoducha a také levna. Nevyhodou je moznost jejich vazby na jakoukoliv
dsDNA nebo jednovlaknovou DNA (ssDNA), ¢imz miize dochéazet k nespecifické fluorescenci.
Mimo pouziti barviva SYBR Green pii RT-PCT je mozné jej pouzit také ke kvantifikaci
mRNA, detekci vazeb mezi mRNA, virovymi a bakteridlnimi patogeny, detekci doznivajici
rakoviny u postiZzenych osob nebo napftiklad ke zjistovani genotypt (Bustin 2004).

Vysledkem RT-PCR mtze byt amplifika¢ni graf predstavujici zavislost fluorescenéniho

signdlu na poctu cykli PCR reakce. Piiklad takového grafu je uveden na obrazku 11. Veli¢ina
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»threshold cycle* (Ct) predstavuje ¢islo cyklu, v némz signal fluorescence prekracuje prahovou
hodnotu (threshold). Cim je hodnota veli¢iny Ct niZi, tim je ve vzorku p¥itomno vice kopii
sledovaného genu. V tvodnich cyklech PCR reakce je zaznamenan pouze nizky signal
fluorescence. Jeho nasledné zvySeni nad prahovou hodnotu znac¢i hromadéni produktu.
Amplifikacni graf je definovan sigmoidnim pribéhem obsahujicim exponencialni, linearni
a plato fazi. Velkou vyhodou veli¢iny Ct je jeji dobra reprodukovatelnost (Dudova a Hajek
2008).

platé faze

linearni faze

1 fluorescence

r

signa

exponencialni faze

— prahova
linie

Ct
pocet cykli
Obrazek 11 — Amplifikaéni graf PCR reakce
Zdroj: (Oswald 2020), upraveno

MoZnosti pouziti PCR a RT-PCT je mnoho. Tato metodika nachazi uplatnéni v riznych
odvétvich, naptiklad v archeologii, biologii ale zejména v biomedicinskych aplikacich.
V biomediciné se mlze pouzit pfi klonovani genidl, mutacni analyze i ur€ovani otcovstvi. Déle
ma pouziti pii detekci bakteridlnich ¢i virovych onemocnénich a dédi¢nych chorob. Vyznam
ma ale také v onkologické diagnostice. U metody stanoveni relativni genové exprese enzymil
pomoci RT-PCR je velmi diilezita rychlost zpracovani a izolace RNA ihned po ziskani vzorka

nebo po jejich rozmrazeni. Prodleva i tfi hodin maze vést k zdsadnim zménam v genové expresi,
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ke kterym dochazi nejen v pribéhu ristu a diferenciace bun€k, ale zejména praveé v reakci na
zmény prostiedi (Dudova a Hajek 2008).

Mezi vyhody qPCR patii urcité jeji vysoka citlivost, potieba malého mnozstvi vzorku
a relativné kratka doba zpracovéni. Do citlivosti je mozné zahrnout 1 moznost pouziti velmi
staré¢ a degradované DNA. Znamena to obrovskou vyhodu v moznosti pfezkoumani vysledka
i po velmi dlouhé dob&. Vysoka citlivost PCR metody vSak muze zaroveil znamenat i velkou
nevyhodu. Pokud je vzorek i nepatrn¢ kontaminovany, PCR kontaminaci zaznamena
a nasledkem mohou byt falesné pozitivni vysledky. Mezi nevyhody patii ale také potieba

znalosti sekvenci bazi replikovaného tiseku DNA nebo primert (Srien a Sréfiova 1995).
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3. CIL PRACE

Cilem této prace bylo sledovani zmén v expresi vybranych genl znadrodiny SDR
béhem zivotniho cyklu hlistice H. contortus a porovnani této exprese mezi kmeny ISE a IRE.

Jednotlivé ukoly byly:

» [zolace vajicek, larev a dospélcit H. contortus

» Tiidéni dospélct H. contortus podle pohlavi

= Jzolace RNA a piiprava cDNA

= Stanoveni relativni exprese vybranych SDR enzymi u vajicek, larev, samcl a samic
pomoci qgPCR

= Sledovani zmén exprese vybranych SDR béhem ontogeneze

= Porovnani exprese vybranych SDR u samic a samcil

= Porovndni exprese SDR u kmene ISE a IRE
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Material
4.1.1 Biologicky material

Zdravéa jehnata, ve stari tfi az Ctyf mésicl, byla peroralné nakazena suspenzi obsahujici
zhruba 6000 dospélych larev (L3) H. contortus kmene ISE (kmen citlivy na anthelmintika)
aIRE (kmen rezistentni na anthelmintika). Chov zvifat probihal ve stajich Zeméd¢lské
spolec¢nosti Byst,, ktera jsou akreditovana k experimentalnim Ucelim. Zvifata byla umisténa
v boxech ve vnitinich prostorech, aby se zamezilo jejich nakaze jinymi gastrointestinalnimi
parazity. Nasledné na konci patého tydne se ptipnutim sa¢ku pomoci spony na ov¢i vinu odebral
vzorek ov¢iho trusu pro kontrolu rozsifeni infekce v téle. Pokud byl rozsah infekce dostate¢ny,
byl trus vyuzit k ziskdni vajicek a larev a na konci sedmého tydne bylo mozné tato infikovana
jehnata omracit a zabit. Usmrcené ovci byl odebran slez obsahujici dospélce H. contortus.
Nasledny zisk ¢ervl a dalsi zpracovani probihal v prostorach laboratote. Prace s jehnaty byla
po celou dobu v souladu se Zakonem Ceské narodni rady na ochranu zvifat proti tyrani
€. 246/1992 Sb. ve znéni pozd¢jsich predpisit a dle VyhlaSky ¢. 419/2012 Sb. zabyvajici se

ochranou pokusnych zvirat.

4.1.2 Chemikalie a reagencie

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 referencni (housekeeping) gen pro GAPDH) — Generi Biotech
qPCR Xceed SG Mix — Institute of Applied Biotechnologies
reverzni transkriptaza (RT): Protoscript® II — New England BioLabs
RT puft: ProtoScript II — New England BioLabs
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2'-deoxynukleosid 5'-trifostaty (ANTPs) — Eurogentec

TriReagent® - Molecular Research Centre

4.1.3 Technické vybaveni

Automatické pipety — Eppendorf

Blokovy inkubator — Eppendorf

Centrifuga — Biofuge Stratos Heraeus, Thermo Scientific

Hlubokomrazici box — Vxe Series Jouan, Thermo Scientific

Kuli¢kovy homogenizér — FastPrep 24 5G, MP Biomedical

Laminarni box — UVC/T-AR, BioSan

Minicentrifuga — Sprout, Heathrow Scientific

PCR cyklér — MJ mini, Bio-Rad

Piistroj pro Real Time PCR — 384 — jamkovy PCR termocyklér, QuantStudio™ 6 Flex Real-
Time PCR systém, Applied Biosystems

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

4.1.4 Pracovni pomiicky
buni¢ina

keramické kulicky

kovové kulicky

laboratorni sklo

mikrozkumavky a stojany na mikrozkumavky
mrazici stojanky na mikrozkumavky
nadoba na led

PCR desticky

pinzeta

pipetovaci Spicky

pipety na malé objemy

pipety

plastové zkumavky

rukavice

sklenéné Pasteurovy pipety
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4.2 Metody

4.2.1 Izolace vajicek z ovciho trusu

Ovci trus se ziskaval nasazovanim sackti pomoci skiipcti na ov¢i vinu. Pti izolaci vajicek
z ovCiho trusu se nejdiive nasbirany trus ze sackt vysypal do velké kadinky, nasledné se do
nich pfilila voda a jemné se za pomoci ru¢niho mixéru vznikld smés rozmixovala. Pfi samotné
praci se k izolaci pouzivala 3 velka sita. Prvni sito mélo otvory o priméru 250 um, druhé 100
um a nakonec posledni sito k nejjemnéjSimu proseti disponovalo otvory o priméru 25 pum.

Pod kazdym sitem byla misa k zachyceni tekutiny. Krouzivymi pohyby rukou se vzdy
prosivaly vykaly od tekuté slozky. Ta byla nasledné pienesena na jemnéjsi sito. Zbytky vykala
z 1. a 2. sita se vyhazovaly do odpadu, zatimco vznikly sediment z povrchu posledniho sita byl
prenesen do konickych zkumavek. Ty byly timto roztokem naplnény asi do ptilky jejich objemu
a zbytek se doléval po okraj vodou. Na uplném konci izolace se veskeré zbytky z posledniho
sita vpravovaly pomoci stficky také do koénickych zkumavek, které jiz timto roztokem byly
napliiovany do plna. Takto pfipravené zkumavky s nafedénym roztokem se centrifugovaly
3 minuty na 1600 otacek. Po skonceni centrifugace se vznikly supernatant na jedenkrat slil do
odpadu a k sedimentu se pridaval Sheathertiv flota¢ni roztok s obsahem sachardzy zhruba do
objemu tii ¢tvrtin konické zkumavky. Nésledné se to velmi peclivé promichalo kovovou
ty¢inkou. Po fadném promichéani se zkumavky doplnili flotaénim roztokem aZ po okraj a pak
se opét nechaly stocit pfi tisici otdCkach na 3 minuty. Pfi centrifugaci s vodou se vajicka
usazovala na dno, zatimco u staceni s flotacnim roztokem zistavala vajicka na povrchu
tekutiny. Cili se z povrchu tekuté slozky kazdé stoéené zkumavky vzdy odebraly asi 3 ml
roztoku do nové Cisté konické zkumavky. Ta se po odebranych vzorcich znovu doplnila
flotacnim roztokem. Po opétovném promichéani se proces centrifugace s flotacnim roztokem
opakoval 3x. Nakonec se vajicka, kterd byla odebrana z povrchu tekutiny, a vyplachnuta vicka
doplnila vodou a centrifugovala 3 minuty pifi 1600 otackach. Proces se pfi neciré tekuté slozce
opakoval az do co nejlepSiho vycefeni. Timto zplisobem se dosdhlo precisténi vajicek, ke
kterym se v zavéru pfidaly 2 ml studené vody. V takto pfipraveném roztoku nasledné dochazelo

k pocitani vajicek.

4.2.2 Zakladani koprokultury a ziskavani larev L3
Nejprve se promichanim vytvotila smés dubovych nebo bukovych pilin spolu s ov¢imi
vykaly a pfidala se voda. Vody k navlhéeni smési muselo byt vSak tak akorat. Vys§i mnoZzstvi

vody mohlo zplsobit vznik plisn€, a naopak malé mnozstvi vody mohlo zapfi¢init Uplné
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vyschnuti smési. Nasledné se smés rozdélovala do sackl naplnénych do 1/3 az 1/4. Sacek se
poté uzaviel a byl na ném vytvoten otvor pro nutny pfisun vzduchu ke smési. Sa¢ky se nechaly
inkubovat v termostaté 7 dni pii +27°C. Kazdy den bylo potieba smés prottepanim provzdusnit
a v piipadé velké suchosti smési piidat vodu pomoci stiicky. Nepfetrzity piisun svétla ke
kultivaci nebyl nutny. Po sedmi dnech doslo ve smési k vylihnuti a vyvinuti larev 3. stadia.

Po uplynuti doby inkubace se na pfipravenou misku opatienou miizkou a sitovanou
hadrou rovnomérné vysypala ziskana smes s vyvinutymi L3 v §ifce vrstvy 1-2 cm. Smés se pfi
nanaseni na sitovany hadr nesméla dostat pod néj, v tomto pfipadé by doslo ke znecisténi
ziskanych L3 vodou. Nasledné¢ se smés navlhéila pfilitim zhruba dvou centimetri vody
z vodovodu (cca 1 litr). Teplota vody nesméla byt piili§ studend, idealné okolo 30°C. Takto
pfipravené misky se nechaly kultivovat 24 hodin pfi laboratorni teploté a pribézné se
kontrolovala hladina vody, aby byla smés dostate¢n¢ navlhcend. V ptipadé¢ potieby se ptridala
voda stfickou. V misce vSak nesmélo byt vody pfilis, aby nevzniklo bahno. Pti 24hodinové
kultivaci dochazelo k prostupu larev do vody. Po uplynuti této doby se smés v hadfe do vody
vyzdimala a mfizka se oplachla stfickou, aby se veskeré zachycené L3 dostaly do vodného
roztoku.

Ziskany vyluh se pfelil do konické odmérky o objemu 1 litr, miska se nékolikrat
propléachla stfickou pro ziskani veskerého zbytku vyluhu a odmérka se po zbytek objemu
doplnila vodou. Vodny roztok se v konické odmérce nechal sedimentovat 6—12 hodin. Po
sedimentaci se supernatant slil na vysledny maximalni objem 200 ml. Tento roztok se opé&t
doplnil vodou do objemu 1000 ml a nechal se znovu 6—12 hodin sedimentovat. Tento postup se
opakoval do té doby, nez byla voda Cira. Posledni ziskany supernatant ptelitim uz nebyl doplnén
vodou, ale nechal se sedimentovat samotny, a to minimaln¢ 6 hodin. Pfe¢iStovani vody trvalo
asi 3—4 dny.

Ptipravila se zhruba 800 ml konickd odmérka naplnéné vodou a do ni se vloZilo 10 um
sito. Sito pfi vkladani do odmérky muselo byt zcela suché, jinak by doslo k vytvotreni bublin.
Sito se rychle ponoftilo do konické odmérky, aby voda dosahovala vysky v situ po zhruba 1 cm
od jeho horniho okraje. Dale se pomoci pipety postupné odebiral sediment z odmérky s larvami

do sita druhé odmérky (viz obrazek 12).
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Obrazek 12 — Odebirani sedimentu s larvami pomoci pipety z prvni kénické odmérky do
sita druhé konické odmérky
Zdroj: ptejato z pracovnich postupti — katedra biochemickych véd, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kralové, upraveno

Nasledné zivé larvy po presati v 800 ml konické odmérce klesly na dno a mrtvé larvy
zustaly plavat na povrchu. V této konické odmérce opatfené Cistou vodou prezily larvy 3 dny
(v roztoku opatfeném sedimentem by larvy vydrzely na zivu krat$i dobu, nebot’ sediment
snizuje pristup vzduchu). Do skonceni této doby se proto musely larvy ze dna odmérky pipetou
ptesunout do kultivaéni lahvicky (viz obrazek 13), jejiz uzdvér musel zlstat pootevieny
z diivodu nutnosti ptisunu vzduchu. Kultivaéni lahvicka s larvami se skladovala v lednicce pfi

teploté 0—-8°C. Jednou za tyden se roztok s larvami promichal. Idealni doba skladovani larev za
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téchto podminek je maximalné pil roku. Delsi doba skladovéani pak snizuje schopnost larev

nakazit hostitele.

Obrazek 13 — Vodny roztok L3 v kultiva¢ni lahvicce
Zdroj: ptejato z pracovnich postupl — katedra biochemickych véd, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kralové, upraveno

4.2.3 Izolace dospélcii a jejich tridéni

Odebrané ov¢i slezy se v laboratofi oplachovaly fyziologickym roztokem, kam se ze
slezu dospélé larvy uvoliovali. Nasledné¢ se larvy sbirali postupné do velké kadinky
s fyziologickym roztokem. Po jejich sedimentaci v kddince se odsdlo co nejvice vody a
sediment se nékolikrat proplachoval fyziologickym roztokem.

Po sliti pebytecné vody se ptidal v poméru 1:1 pfipraveny agar zahiaty na 48 °C. Takto
pfipravend smés se v tenkych vrstvach vpravila na navlhéené gazy uloZené v misach
(viz obrazek 14). Poté se tyto gazy se smesi pomoci kovové tycky a skiipct vésely do sklenéné
nadoby (viz obrazek 15). V této fazi bylo velice dilezité, aby se gaza nedotykala dna, nebot’ by
se do ni Cervi, ktefi se shlukovali pravé na dn¢, zamotali (viz obrazek 16). Cilem této metody
bylo, aby vS$ichni dosp€lci piesli na dno, kde vytvareli viditelné shluky. Nasledné se tyto shluky
cervl odsavaly do kadinky a zalily se roztokem fosfatového pufru (PBS) (viz obrazek 17).

Nasledovalo tfidéni dospélcti na samecky a samicky (viz obrazek 18). Pouhym okem
bylo jasné vidét, ze télo samicek bylo delsi, vétsi, vevnitt jakoby vinité. Celkové barva jejich
téla byla jasnéj$i, nebot’ jejich stfeva méla Cervenou barvu a vajicka byla zluta (viz obrazek 19).
Také v 1/3 jejich téla se vyskytovala vulvarni patka (vulva), coz bylo viditelné spise pod

mikroskopem. Naopak samecci byli viditeln€ mensi, méné zbarveni (viz obrazek 20) a pod
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mikroskopem se na jejich konci vyskytovala tzv. kopulacni burza (bursa copulatrix). Pocitani
cervu probihalo jejich pfenesenim pomoci velmi jemnych pinzet ze shluki z kadinky do Petriho
misek plnénych PBS a dale do jamek ptislusnych desticek plnénych také roztokem PBS
(rozdéleni probihalo podle kmenti a pohlavi). Cervi byli pi rozdélovani v kadinkach zah¥ivani

a po roztfidéni se ukladali do termostatu.

Obriazek 14 — Smés dospélcii a necistot v agaru nanesena na gaze

Obriazek 15 — Vpravovani gazy se smési dospélcii a necistot v agaru do sklenéné nadoby

Obrazek 16 — Umisténi gazy se smési dospélcii a necistot v agaru ve sklenéné nadobé

Obrazek 17 — Ziskany shluk dospélcti kmene ISE v kadince
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Obrazek 18 — Dospélé hlistice na Petriho misce v PBS
Obrazek 19 — Samicky

Obrazek 20 — Samecci

4.2.4 Izolace RNA

V priibéhu prace bylo nezbytné nutné dodrzovat Cistotu pracovniho prostfedi a rychlost
prace, nebot’ ke zne€isténi vzorku RNAsami dochdzi velmi snadno a rychle. Proto bylo nutné
tuto laboratorni techniku vykonavat v laminarnim boxu a samoziejmé také po celou dobu
v rukavicich. K izolaci celkové RNA (transferovd RNA (tRNA), mRNA, ribosomalni RNA
(rRNA), mikroRNA) bylo vyuzito reagencie trizolu.

Samotny pracovni postup zacal vytazenim vzorku vajic¢ek, larev a dospélcii z mraziciho
boxu. Vzorky se uchovavaly ve zkumavkach Eppendorf pti —80°C. Po rozmrazeni se do vzork
ihned ptidaly kovové kuli¢ky o stfedni velikosti a nasledné se daly zkumavky zhomogenizovat.
Dale pokracovala prace v laminarnim boxu, kde se nejprve zhomogenizované vzorky nechaly
zhruba 5 minut odlezet a pak se ke vzorkiim ptidalo 200 pul chloroformu a opét nasledovalo
stani vzorkll v ¢asovém rozmezi 2-3 minut pii laboratorni teploté. DalSim krokem byla
centrifugace pii 4 °C, 12 000 g, 15 minut. Po stoceni se velmi opatrné odpipetovala horni faze
do nové zkumavky. V tomto kroku bylo kli¢ové nenasat Spickou pipety sttedni nebo spodni fazi
roztoku ze zkumavky, protoZe by doslo ke znecisténi a dany vzorek by se musel cely zpracovat
znovu. K odebrané horni fazi se dale ptidalo 500 pl isopropanolu. Nyni bylo nutné dukladné
protiepani zkumavky a opé€t stani vzorku pii laboratorni teploté v minimdalni délce trvani
10 minut. Poté nésledovala centrifugace pii 4 °C, 12 000 g, 10 minut. Okamzité po skonceni
centrifugace bylo nutné opatrnym odlitim ¢i odsatim pomoci pipety odstranit veskerou vodnou
fazi (supernatant) a zbylou peletu promyt jednim mililitrem 75 % ethanolu. Takto vznikly
roztok se protiepal a stoCil ve vychlazené centrifuze (4 °C, 7 500 g, 5 min.). Dale bylo nutné

opét odstranit supernatant véetné veskerych kapek ulpélych na sténach zkumavky, a to nejlépe
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pomoci vyrobenych pipet s vytazenym koncem. Nasledovalo suSeni pelet na vzduchu
avokamziku zacinajictho  zprGhlednovani pelety se ihned pfidalo 20 pl
diethylpyrokarbonatové (DEPC) vody, ve které se peleta rozpustila. Takto vyizolovand RNA
se dukladn¢ promichala, nechala stat 5 minut pii laboratorni teploté, a nakonec se jesté jednou

promichala.

4.2.5 Méreni koncentrace a ¢istoty RNA Nanodropem

K meéfeni koncentrace a Cistoty pfipravené RNA se pouzival spektrofotometr:
NanoDrop ND-1000 UV. Opét bylo nutné v pritbéhu celého pracovniho postupu pracovat
v rukavicich. Po nastaveni pocitace k zahéjeni méfeni se nejprve zméfil slepy vzorek v podobé
vody, proti kterému se méfily ptfipravené vzorky RNA. Nasledn€ po zméfeni kontroly se
postupné¢ nanaSely na spektrofotometr kapky jednotlivych vzorkid, kde se méfila jejich
koncentrace vcetné Cistoty. Pii spravném méfeni a zpracovani postupti by se hodnota Cistoty
(podil absorbanci pti 260 pro DNA a pti 280 pro proteiny) méla pohybovat okolo 2. Hodnota

koncentrace by m¢la mit idedln€ hodnotu >500 ng/pl.

4.2.6 OSetieni DNAsou I

Jednotlivé pfipravené vzorky z predeslych krokli bylo nyni nutné ptecistit vzorkem
DNAsy, a to zejména z diivodu odstranéni piipadné kontaminace v podobé genomové DNA.
Cely pracovni postup se provadél v rukavicich a v laminarnim boxu, aby Cistota prace byla co
nejvyssi.

V ptipad¢ zmrazenych vzorkli se po jejich rozmrazeni a promichani pfidalo dané
mnozstvi DEPC vody a RNA. Ditlezitymi kroky u tohoto pracovniho postupu bylo neustalé
promichavani Spickou a michani ptfidavanych a vzniklych roztokd. Nasledné se pfidala do
roztoku smés pufru a DNAsy (3:1). Takto pfipravena smé&s se nechala inkubovat pii 37 °C 25
minut na pfedem piedehfatém termobloku s intenzitou tfepani 500 rpm. Po inkubaci se do
zkumavek s roztokem ptidalo 1,5 pl 0,1M roztoku EDTA. Néasledovala opét inkubace, tentokrat
pti teploté 75 °C v délce trvani 10 minut. Po inkubaci se ithned zkumavka s roztokem ulozila na

led. Zavérecnym krokem bylo pfidani DEPC H>O a promichéni.
4.2.7 Reverzni transkripce

Principem reverzni transkripce je vytvoreni komplementdrni DNA z RNA v naSem

piipadé za pouziti specifického primeru.
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Pokud byly vzorky zmrazené, musely se opét nechat rozmrazit a promichat na
michacce. Do zkumavek se nejprve odpipetoval 1 pl ndhodnych hexamerii a 5 ul RNA a vznikla
smés se musela velmi dobie promichat Spickou. Dale byly vzorky vlozeny do cykléru pro PCR
nastavené¢ho na teplotu 65 °C na dobu péti minut. Béhem zahtivani byl pfipraven mastermix
smisenim 5,5 ul H2O, 4 ul pufru, 2 ul DTT, 2 ul ANTPS a 0,5 ul reverzni transkriptazy. Po
uplynuti péti minutové inkubace vzorkti v PCR cykléru byla pfidana do kazdé zkumavky smés
pfipravené¢ho roztoku o objemu 14 pl. Po zamichéni a stoeni vzorkli nasledovaly 3 série
inkubaci, a to za podminek 25 °C po dobu 10 minut, 50 minut na 42 °C a nakonec 5 minut pfi
teplote 80 °C. Po skonceni posledni inkubace se do vzorki piidalo po 180 ul redestilované H>O.
Ptidavkem tohoto objemu redestilované vody se vzorky pripravené cDNA ziedily 10x. Timto

postupem se piipravena cDNA pro uchovani vlozila do teploty —20 °C.

4.2.8 Kvantitativni PCR (qPCR)

V ptipadé, ze qPCR nebyla provedena bezprostfedné po skonéeni reverzni transkripce,
muselo nejprve dojit k rozmrazeni vzorkii cDNA. Béhem toho byl pfipraven roztok master-
mixu. Ten se skladal z redestilované vody, qPCR kitu (DNA polymerdza, smés DNTPs, pufr
a fluorescencni barvivo SYBR Green jako indikdtor) a ,,reverse a ,,forward* primerd. Dale
byly pouzity specifické primery pro 20 SDR genli a dva referen¢ni geny GAPDH a RNA
polymerasa Il (AMA). Jednotlivé komponenty byly ptfipravovany pro kazdy gen zv1ast'.

K provedeni analyzy qPCR byla pouzita 384 jamkova desticka, mezi jejiz vyhody patii
zejména miniaturizace metody a tim obrovska Uspora reagencii a financi. Kazdy vzorek se do
desti¢ky pipetoval v duplikatu. Pro stanoveni relativni exprese jednoho genu byla tedy nutna
analyza 34 vzorkl. Konkrétn¢ se pro analyzu jednoho genu pfipravil master-mix ze 57,12 ul
redestilované vody, 136 pl qPCR kitu a 10,88 pl ,reverse® a ,,forward” primerti. Vysledny
objem smési master-mix pro 34 vzorki ¢inil 204 pl. Do kazdé jamky se pipetovalo 6 pl master-
mixu a 2 ul vzorku cDNA. Finalni objem kazdé¢ jamky byl 8 pl. Soucasti analyzy vSech geni
byla negativni kontrola. Do ni se napipetoval pouze master-mix a cDNA byla nahrazena
redestilovanou vodou. Negativni kontrola slouzila zejména pro pifipadny zachyt kontaminace
pouzitych reagencii. Pokud by nebyla negativni kontrola provedena a reagencie k provedeni
gqPCR by byly kontaminované, doSlo by k vydani faleSnych vysledkl. K pipetovani byla
pouzita automaticka pipeta. Vzdy po naplnéni jamkové desticky doslo k jejimu peclivému

prikryti folii. Takto pfipravena 384 jamkova desticka byla umisténa do PCR pfistroje.
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4.3 Statisticka analyza

Veskeré ziskané hodnoty byly zpracovany prostiednictvim programu Microsoft Excel.
Statistické analyza byla provedena v programu GraphPad Prism 8.0.1. V této diplomové praci
bylo pracovano s naméfenymi hodnotami, které¢ byly vyjadieny jako primér + smérodatna
odchylka (SD).

V piipadé této diplomové prace bylo pouzito metody relativni kvantifikace. Jejim
prostfednictvim dochazelo ke stanoveni zmén genové exprese vybranych vzorki a tyto hodnoty
byly vztazeny ke genové expresi kontrolniho vzorku. Pfed stanovenim relativni exprese
kontrolniho vzorku byla provedena jeho normalizace pomoci referenc¢nich geni GAPDH
a AMA.

Nejdiive se vypocital primér namétenych hodnot Ct a ziskané hodnoty se dale pouzily
do vypoétu AACt=2%Y ACt ve vzorci piedstavuje rozdil priméru Ct stanovovaného genu

a pruméru Ct referenc¢nich gentt (GAPDH a AMA).
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5. VYSLEDKY

5.1 Exprese referencnich gent

Pro zjisténi relativni genové exprese SDR enzymt bylo potfeba méfeni normalizovat
pomoci stanoveni exprese vybranych referencnich geni GAPDH a AMA pro jednotliva
vyvojova stadia H. contortus kmene ISE a IRE.

Vysledky qPCR jsou v tabulce uvedeny jako primérné hodnoty Ct s jejich SD, a to
nejprve kazdého genu zvlast (viz tabulka 1) a nasledn€ obou gent dohromady (viz tabulka 2).

Exprese GAPDH a AMA byly stabilni, a proto je bylo mozné pouzit jako geny

referencni, k nimZ se stahovaly vysledky relativni genové exprese SDR enzymi.

Tabulka 1 — Exprese referenéniho genu GAPDH a referenéniho genu AMA u vSech
vyvojovych stadii H. contortus kmene ISE a IRE

Vyvojova stadia GAPDH AMA
H. contortus 0 Ct+=SD

vajicka 225+0,4 22,1+0,3

L1 20,2+0,5 23,2+0,3

L3 21,4+£0,3 22,7+0,2

xL3 19,8 £0,3 21,3+0,4

samice 224+1,0 249+0,9

ISE samci 21,5+0,3 255+0,3
vajicka 22,5102 22,1+£0,2

L1 19,3+0,3 22,8+£0,2

L3 19,3+0,4 22,3+£0,2

xL3 18,3+0,4 21,5+£0,3

samice 20,9+0,3 23,7+£0,3

IRE samci 20,1+0,4 243 1+0,5
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Tabulka 2 — Exprese referen¢nich geni GAPDH a AMA u vSech vyvojovych stadii

H. contortus

Vyvojova stadia GAPDH + AMA
H. contortus 0 Ct+SD
vajicka 223+04
L1 21,7£0,4
L3 22,1£0,3
xL3 20,6 £0,3
samice 23,7+09
ISE samci 235+03
vajicka 22,3+0,2
L1 21,1£0,2
L3 20,8+ 0,3
xL3 19,9+ 0,4
samice 223+0,3
IRE samci 222+04

5.2 Relativni exprese vybranych SDR genii

Stanovovala se relativni exprese konkrétné dvaceti SDR genti u vSech vyvojovych stadii
H. contortus pomoci metody qPCR. M¢teni probihalo za tcelem zjiSténi zmén (naristu ¢i
ubytku) relativni genové exprese SDR enzymil béhem ontogeneze a k jejich vzdjemnému
porovnani mezi kmenem citlivym a rezistentnim a jednotlivymi vyvojovymi stadii.

Vysledné hodnoty Ct pro SDR 1 — SDR 20 jsou nize v tabulkach uvedeny jako pramér
+ SD biologickych duplikatl vajicek, larev a dospélct. Vysledky jsou uvedeny pro kmen ISE
(viz tabulka 3) a pro kmen IRE (viz tabulka 4).

U citlivého kmene (viz tabulka 3) vykézal vysokou relativni genovou expresi enzym
SDR 3, ato ve hlavn¢ u L3. Vysokou expresi vykazaly také geny SDR 1 a SDR 18 u vyvojového
stadia L1 a SDR 5 u samct. Naopak velmi malou nebo Zadnou relativni expresi vykazaly geny

SDR 12 a SDR 20, a to u vSech vyvojovych stadii.
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Tabulka 3 — Relativni exprese SDR genu vztaZené na prumér relativni exprese referenc¢nich genii pro kazdé vyvojové stadium H. contortus

kmene ISE
Vyvojova stadia H. contortus Vajicka L1 L3 xL3 Samice Samci
kmene ISE O Ct£SD

SDR 1 0,142 £ 0,008 | 0,469 £0,054 | 0,277 £0,032 0,330+ 0,017 0,053 £ 0,005 0,061 £ 0,004
SDR 2 0,019 £0,002 | 0,068+0,013 | 0,085+0,013 0,118 £0,014 0,026 + 0,004 0,007 £ 0,001
SDR 3 0,164 £0,007 | 0,655+0,083 | 0,853+ 0,080 0,713 £ 0,108 0,159 + 0,030 0,206 + 0,035
SDR 4 0,001 £0,000 | 0,048 £0,003 | 0,012 £0,001 0,005 £ 0,000 0,012 £ 0,002 0,037 £ 0,005
SDR 5 0,020 £ 0,001 | 0,296 +0,033 | 0,271 £0,033 0,203 £ 0,028 0,241 £ 0,039 0,623 £ 0,081
SDR 6 0,226 £ 0,028 | 0,265+0,047 | 0,139+£0,018 0,110 £ 0,010 0,077 £ 0,020 0,041 £0,012
SDR 7 0,018 £ 0,001 | 0,043 £0,002 | 0,052+ 0,003 0,035 £ 0,002 0,028 £+ 0,004 0,016 £ 0,002
SDR 8 0,042 £0,001 | 0,087 £0,005 | 0,051 +0,004 0,050 £ 0,004 0,021 £ 0,004 0,028 + 0,003
SDR 9 0,017 £0,001 | 0,034+0,002 | 0,030+ 0,003 0,033 £ 0,003 0,013 £0,002 0,011 £0,001
SDR 10 0,001 £0,000 | 0,009 £0,001 | 0,011 0,001 0,016 £ 0,004 0,005 £ 0,002 0,002 £ 0,001
SDR 11 0,023 £0,001 | 0,036 +0,003 | 0,061 +0,004 0,059 + 0,007 0,011 +£ 0,003 0,009 + 0,003
SDR 12 0,002 £ 0,000 | 0,006 +0,001 | 0,001 +0,000 nd nd nd

SDR 13 0,004 £ 0,001 | 0,028 £0,004 | 0,008 £ 0,001 0,006 £ 0,001 0,014 + 0,007 0,004 + 0,000
SDR 14 0,215+0,010 | 0,074+£0,003 | 0,185+0,014 0,157 £ 0,001 0,023 £ 0,003 0,012 + 0,000
SDR 15 0,008 £0,000 | 0,117+0,001 | 0,041 + 0,004 0,045 + 0,004 0,010 £ 0,004 0,009 + 0,003
SDR 16 nd 0,016 £0,001 | 0,116 £0,007 0,102 £ 0,003 0,006 + 0,000 0,001 + 0,000
SDR 17 0,028 £ 0,001 | 0,109 £0,004 | 0,043 + 0,005 0,044 + 0,004 0,036 £ 0,006 0,011 £0,001
SDR 18 0,310+£0,014 | 0,598 £0,026 | 0,371 + 0,049 0,526 £ 0,016 0,106 £ 0,015 0,035 +£ 0,005
SDR 19 0,019 £0,008 | 0,027 £0,003 | 0,003 £0,001 0,002 £ 0,000 0,007 £ 0,006 0,014 £ 0,011
SDR 20 0,003 £ 0,000 | 0,004 £ 0,000 | 0,002 + 0,001 0,003 + 0,001 0,001 £ 0,000 nd
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Tabulka 4 — Relativni exprese SDR gent vztaZené na prumér relativni exprese referenc¢nich genii pro kazdé vyvojové stadium H. contortus

kmene IRE
Vyvojova stadia H. contortus Vajicka L1 L3 xL3 Samice Samci
kmene IRE O Ct£SD
SDR 1 0,222 £0,016 | 0,792 £0,059 | 0,083 + 0,004 0,076 £ 0,006 0,081 £ 0,010 0,105 £ 0,008
SDR 2 0,020 £ 0,002 | 0,106 £0,013 | 0,050 + 0,006 0,044 £ 0,011 0,020 + 0,006 0,009 + 0,002
SDR 3 0,170+ 0,023 | 0,883 +£0,140 | 0,133 +£0,021 0,113+ 0,019 0,140 £ 0,016 0,167 £ 0,035
SDR 4 0,001 £0,000 | 0,035+0,002 | 0,008 £ 0,001 0,003 £ 0,000 0,012 £ 0,001 0,028 + 0,004
SDR 5 0,022 £0,002 | 0,241 £0,010 | 0,136+0,017 0,145 +0,015 0,223 £ 0,012 0,557 £ 0,040
SDR 6 0,298 £ 0,032 | 0,276 £0,027 | 0,077 £0,015 0,072 +£ 0,022 0,095 + 0,021 0,037+ 0,010
SDR 7 0,018 £0,001 | 0,061 £0,002 | 0,012 £0,001 0,010 £ 0,001 0,033 £0,010 0,020 £ 0,002
SDR 8 0,039+ 0,001 | 0,104 +£0,004 | 0,018 0,001 0,016 +£ 0,002 0,020 + 0,002 0,024 + 0,001
SDR 9 0,024 £ 0,002 | 0,035+0,001 | 0,011 40,000 0,011 £ 0,001 0,017 £ 0,003 0,015 £+ 0,001
SDR 10 0,002 £ 0,001 | 0,008 £ 0,000 | 0,005+ 0,000 0,006 £ 0,000 0,004 £ 0,001 0,004 £ 0,002
SDR 11 0,025 £0,002 | 0,043 +£0,003 | 0,044 + 0,002 0,041 + 0,004 0,010 + 0,002 0,007 + 0,000
SDR 12 0,008 £ 0,000 | 0,023 £0,001 | 0,002 + 0,001 0,002 + 0,000 0,001 + 0,001 0,001 £ 0,001
SDR 13 0,009 £ 0,002 | 0,063 £0,009 | 0,004 + 0,000 0,003 + 0,000 0,032 + 0,012 0,012 + 0,003
SDR 14 0,098 £ 0,027 | 0,047 £0,001 | 0,053 + 0,005 0,051 +£ 0,002 0,023 £ 0,011 0,005 + 0,002
SDR 15 0,009 £ 0,002 | 0,167 £0,014 | 0,018 £ 0,002 0,013 £ 0,001 0,013 £ 0,002 0,014 + 0,002
SDR 16 0,002 £ 0,001 | 0,050+0,003 | 0,270+ 0,027 0,212 +£ 0,042 0,004 + 0,001 0,001 + 0,000
SDR 17 0,034 £ 0,005 | 0,144+£0,015 | 0,017 £ 0,002 0,017 £ 0,003 0,033 + 0,008 0,014 + 0,004
SDR 18 0,426 £ 0,025 | 0,872 +£0,016 | 0,088 +0,013 0,080 + 0,007 0,134 + 0,027 0,062 + 0,008
SDR 19 0,001 £ 0,000 | 0,003 £+ 0,000 nd nd 0,001 + 0,001 0,001 + 0,001
SDR 20 0,004 £ 0,000 | 0,007 £0,001 | 0,001 + 0,000 nd 0,001 £ 0,000 0,001 £ 0,000
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U kmene rezistentniho byly nejvice exprimované enzymy SDR 1, SDR 3 a SDR 18 (viz
tabulka 4). Témér zadna exprese byla zjisténa u SDR 10, SDR 19 a SDR 20. Opakované se to
tykalo vSech vyvojovych stadii zméfenych u téchto enzymi. Veskeré vysledky rezistentniho

kmene jsou k dispozici v tabulce 4.

5.3 Zmény v expresi vybranych SDR genii béhem ontogeneze

Relativni genova exprese dvaceti SDR genl byla porovndvana u vsech vyvojovych
stadii H. contortus. Vysledné hodnoty Ct jsou v grafech uvedeny jako priméry biologickych
duplikatii pro kmen ISE (viz obrazek 21) a kmene IRE (viz obrazek 22).

U citlivého kmene gen SDR 1 byl exprimovan relativné vyznamné ve vSech vyvojovych
stadiich, pficemz jeho exprese byla nejvyssi u larev, trochu nizsi u vajicek a nejnizsi u dospélci.
Exprese genu SDR 2 byla celkové nizka. Nejvyssi hodnotou disponovaly xL.3 a nasledné ostatni
larvy. Srovnatelné hodnoty u SDR 2 vykdazaly vajicka a samice. U samct zde byla relativni
exprese velmi nizkd. Gen SDR 3 dosahoval viibec nejvyssi hodnoty relativni exprese pro citlivy
kmen, a to nejvyssi u larev 3. stadia, dale u xLL3 a L1. Nizkou expresi prokazal gen SDR 4 u 1.
larvalniho stadia a u samci. [ u ostatnich vyvojovych stadii byl exprimovan velmi malo. Genova
exprese enzymu SDR 5 dospélych samcti byla druhou nejvyssi po expresi enzymu SDR 3 u L3
citlivého kmene. U ostatnich vyvojovych stadii byl tento gen exprimovan také vyznamné,
nejvice u L1 a nejméné u xL3. K relativné vysoké expresi genu SDR 6 doslo také u L1
nasledovaného stadiem vajic¢ek, nejnizsi exprese SDR 6 byla zjiSténa u dospélcti. Exprese genu
SDR 7 byla celkové velmi nizka, nejznatelnéjsi u L3, nejméné pak u vajicek. Gen SDR 8 byl
nejvic exprimovan u L1, nejméné u dospélcii. Opét k velmi nizké expresi, a to u vSech
vyvojovych stadii, doslo u genlt SDR 9 i SDR 10. Také exprese genu SDR 11 byla v nizkych
hodnotach, vyznamnéjsi exprese byla pozorovana jen u L3 a xL.3. Enzymy SDR 12 a SDR 13
byly rovné€z malo exprimovany. Vyrazné€jsi mira genové exprese byla zjisténa u SDR 14.
U tohoto enzymu byla nejvyssi exprese zjiSténa u vajicek, naopak nejnizsi expresi vykazoval
gen SDR 14 u dospélcii. K vyssi expresi doslo u L1 a dalSich larev v pfipadé¢ SDR 15 au L3
axL3 vpifipadé genu SDR 16. Geny SDR 15 a 16 se ve zbylych vyvojovych stadiich
exprimovaly velmi malo. Exprese genu SDR 17 byla nejzietelnéjsi u L1, dale pak u ostatnich
larev a samic. Nejmén¢ se gen SDR 17 exprimoval u vaji¢ek a samcii. Gen SDR 18 byl nejvice
exprimovan u larev 1. stadia, nasledné u neopouzdienych a opouzdienych larev 3. stadia. Velmi

vysokou hodnotu relativni exprese vykazal gen SDR 18 také u vajicek. Nejméné se pak
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projevila exprese tohoto genu u samct. Exprese enzymu SDR 19 a SDR 20 byla velmi nizka az
nulova.

U rezistentniho kmene gen SDR 1 vykazal tieti nejvyssi nartst exprese, a to ve stadiu
L1. K vysoké expresi doslo ale také u ostatnich vyvojovych stadii, nejvice ve stadiu vajicek.
Gen SDR 2 vykéazal nizkou expresi u vSech vyvojovych stadii. Nejvyssi expresi z rezistentniho
kmene disponoval gen SDR 3 v 1. vyvojovém stadiu larvy. Byl ale velmi vyznamné exprimovan
i v ostatnich stadiich. U SDR 4 doslo k velmi malé expresi ve stadiu L1 a dospélych samcu.
Vajicka nebyla exprimovana vibec. Signifikantni narast relativni exprese vykazal gen SDR 5,
a to nejvice u dospélych samci. Pouze ve stadiu vajicek byla exprese n¢kolikanasobné nizka.
Vajicka ze vSech vyvojovych stadii naopak vykazala nejvyssi hodnotu u SDR 6. Genova
exprese ostatnich stadii byla vSak také relativné vysoka. Geny SDR 7-13 disponovaly velmi
nizkou expresi. Stadium L1 u SDR 7, 8 a 13 se z téchto genil projevilo nejvice, geny SDR 8
a 12 pak témér v ostatnich vyvojovych stadiich nejméné. K relativné vysoké expresi doslo
u SDR 14 ve vyvojovém stadiu vaji¢ek nasledované larvami. U dospélcti zde gen vykazal velmi
nizké hodnoty exprese. Taktéz gen SDR 15 se projevil signifikantnim nartstem exprese, a to
ve stadiu L1. Ostatni vyvojova stadia disponovala nizkymi hodnotami exprese, nejméné vSak
vajicka. U genu SDR 16 doSlo k relativné vyznamné expresi ve vSech larvalnich stadiich,
nejvice u L3. Dany gen se projevil nepatrnou az zadnou expresi vajicek a dospélct.
K signifikantnimu nértstu exprese doslo také u genu SDR 17 vyvojového stadia L1. Ostatni
stadia se tolik neprojevila. Exprese genu SDR 18 byla velmi vyznamné ve stadiu L1, kde
exprese Cinila 2. nejvyssi hodnotu rezistentniho kmene. Nasledné také ve stadiu vaji¢ek doslo
k velmi vysokému naristu exprese. I ostatni stadia se projevila relativné vysokou genovou

Vv

expresim kmene IRE doslo u genli SDR 19 a SDR 20, a to ve vSech vyvojovych stadiich.
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Relativni genové exprese SDR enzymii vSech vyvojovych stadii H. contortus kmene ISE
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Obrazek 21 — Relativni genova exprese vybranych SDR enzymii u v§ech vyvojovych stadii H. contortus kmene ISE

48



Relativni genové exprese SDR enzymi vSech vyvojovych stadii H. contortus kmene IRE
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Obrazek 22 — Relativni genova exprese vybranych SDR enzymii u v§ech vyvojovych stadii H. contortus kmene IRE
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5.4 Rozdily vexpresi vybranych SDR genii mezi samci

a samicemi

Vysledné namétené hodnoty relativni genové exprese 20 SDR enzymil se nasledné
pouzily také kjejich porovnidni mezi samci (modrd) a samicemi (oranzova) v ramci
jednotlivych kmenti ISE a IRE.

Vysledné hodnoty Ct vSech SDR genil jsou niZze v grafech uvedeny jako priméry
biologickych duplikati u dospé€lych samct a samic kment ISE (viz obrdzek 23) a IRE (viz
obrazek 24).

U citlivého kmene (viz obrazek 23) je vidét, ze samice H. contortus disponovaly ve
trech pfipadech zna¢né vyssi relativni genovou expresi oproti samctiim, a to u SDR 1, SDR 12
a SDR 13. Naopak v ptipadé¢ SDR 19 m¢ly samice oproti samciim mnohonéasobné snizenou
genovou expresi. Samci mély i v dalSich pfipadech vyssi expresi napiiklad u SDR 16. Relativni
genova exprese SDR 4, SDR 5, SDR 8 a SDR 14 se u samic i samci (kmene ISE) témét

shodovala.
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Obrazek 23 — Porovnani relativni genové exprese vybranych SDR enzymi mezi dospélymi
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U rezistentniho kmene (viz obrazek 24) vysly vysledky takika obdobné jako u kmene
citlivého. Enzymy SDR 1, SDR 12, SDR 13, SDR 18 a SDR 20 samic H. contortus kmene IRE
vykazaly velmi vyraznou expresi oproti samcim téhoz kmene. Stejné tak, jak tomu bylo

u kmene ISE, 1 u kmene IRE byla genova exprese SDR 19 vyrazné niZ8i u samic oproti samctim.

IRE
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Obrazek 24 — Porovnani relativni genové exprese vybranych SDR enzymii mezi dospélymi

Relativni genova exprese

Msamci ™ samice

samicemi a samci H. contortus kmene IRE
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5.5 Rozdily v expresi vybranych SDR genii mezi kmeny ISE
a IRE

Porovnani exprese 20 isoforem SDR u rezistentniho kmene IRE viici citlivému kmeni
ISE u jednotlivych vyvojovych stadii H. contortus demonstruji obrazky 25-30.

Opét jsou namétené hodnoty pouzity jako priméry Ct biologickych duplikati vSech
vyvojovych stadii pro 20 SDR enzymi.
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Obrazek 25 — Porovnani relativni genové exprese vybranych SDR enzymii ve vyvojovém

stadiu vajicka H. contortus mezi kmenem ISE a IRE

Na obrazku 25 jsou uvedeny relativni genové exprese enzymid SDR 1 — SDR 20 ve
vyvojovém stadiu vaji¢ek H. contortus v porovnani mezi kmenem ISE a IRE. Z vysledkt je
ziejmé, zZe exprese veétSiny SDR enzym u vajicek byly vyssi u kmene IRE nez u kmene ISE, a
to nejvice u SDR 12, SDR 13 a SDR 16. Naopak byl zjistén vyrazny pokles genové exprese
SDR 19 u IRE oproti ISE. U vajicek kmene ISE také SDR 5 a SDR 14 vykazovaly vyssi

genovou expresi nez u vajicek kmene IRE. Velmi vyrovnanou expresi vykazovaly enzymy SDR

2, SDR 3, SDR 7 a SDR 8 obou kmenti.
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Obrazek 26 znazoriiuje porovnani relativni genové exprese enzymi SDR 1 — SDR 20
ve vyvojovém stadiu L1 H. contortus mezi kmenem citlivym a rezistentnim. Vysledky byly
velmi obdobné jako u vaji¢ek, nebot’ k velmi vyraznému zvyseni exprese u kmene IRE oproti
kmeni ISE doslo u enzym@ SDR 12, 13 a 16. Podobné¢ jako u vajicek H. contortus doSlo 1 zde
k vyrazné sniZzené genové expresi u SDR 19 u rezistentniho kmene. U enzym@ SDR 4, 5 a 14
byla genova exprese vyssi u kmene ISE nez u IRE. Vyrovnané hodnoty genové exprese u L1

larev kmeni ISE i IRE vykazoval enzym SDR 9.
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Obrazek 26 — Porovnani relativni genové exprese vybranych SDR enzymii ve vyvojovém

stadiu L1 H. contortus mezi kmenem ISE a IRE
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Na obrazku 27 jsou uvedeny relativni genové exprese enzymii SDR 1 — SDR 20 ve
vyvojovém stadiu L3 H. contortus v porovnani mezi kmenem ISE a IRE. Pfekvapivé u L3 kmen
ISE v prevazné vétsin€ disponoval vysSimi hodnotami relativni exprese vétSiny enzymi SDR
ve srovnani s kmenem IRE. Pouze u SDR 12 a SDR 16 byla zjiSténa vyssi exprese u IRE nez
u ISE. Naopak nejslabsi expresi u kmene IRE viéi kmeni ISE vykazovaly enzymy SDR 3
a SDR 19.
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Obrazek 27 — Porovnani relativni genové exprese vybranych SDR enzymii ve vyvojovém

stadiu L3 H. contortus mezi kmenem ISE a IRE

Obrazek 28 ukazuje relativni genové exprese enzyml SDR 1 — SDR 20 ve vyvojovém
stadiu xL3 H. contortus v porovnani mezi kmenem citlivym a rezistentnim kmenem. Podobné
jako u larev L3 i u larev xL3 byla u kmene IRE vyssi relativni exprese vétSiny SDR oproti
citlivému kmeni ISE. Pouze enzym SDR 16 vykazoval zhruba dvojndsobné vyssi expresi
u kmene IRE vici ISE. Naopak u enzymt SDR 12 a SDR 19 byla relativni genova exprese u

IRE velmi nizka.
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Obrazek 28 — Porovnani relativni genové exprese vybranych SDR enzymi ve vyvojovém
25

stadiu xL3 H. contortus mezi kmenem ISE a IRE
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Obrazek 29 — Porovnani relativni genové exprese vybranych SDR enzymii u dospélych

samic H. contortus mezi kmenem ISE a IRE
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Na obrazku 29 jsou znazornény relativni genové exprese enzymit SDR 1 — SDR 20
dospélych samic H. contortus v porovnani mezi kmenem ISE a IRE. Enzymy SDR 1, 12, 13,
18 a 20 kmene IRE byly vice exprimovany u rezistentniho kmene oproti kmeni citlivému.
K vice jak dvojnasobnému zvySeni exprese vSak doSlo pouze u enzymu SDR 12 a SDR 13.
Samice rezistentniho kmene naopak mély n¢kolikandsobné sniZenou genovou expresi enzymu
SDR 19.

Na obrazku 30 jsou uvedeny relativni genové exprese enzymi SDR 1 — SDR 20
dospélych samcl H. contortus v porovnani mezi kmenem citlivym a rezistentnim. U samct byl
op¢t nejpatrnj$i narist relativni genové exprese rezistentniho kmene u SDR 12 a SDR 13.
Shodné jako u samic byla velmi nizkd genova exprese SDR 19 kmene IRE vici kmeni ISE.
Dale také exprese SDR 14 byla o vice nez polovinu mensi u rezistentniho kmene oproti kmeni

citlivému.
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Obrazek 30 — Porovnani relativni genové exprese vybranych SDR enzymii u dospélych

samcu H. contortus mezi kmenem ISE a IRE
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6. DISKUSE

Velmi vaznym problémem pii 1é€bé hemonchdz je stale se zvysujici rezistence vlasovky
slezové na podavana anthelmintika vSech hlavnich skupin. Rezistence je obecné definovana
jako schopnost organismu vypotadat se s béznou davkou anthelmintika, ktera by za normalnich
okolnosti vyvolala zménu ve prospéch organismu. V praxi Ize s ohledem na rezistenci na
anthelmintika u gastrointestinalnich parazitti hlistic, jako je naptiklad H. contortus, na
rezistenci nahlizet jako na zménu v reakci pfi 1écb¢ anthelmintiky. Tato zména se projevuje
snizenou ucinnosti 1éCiva ¢i celkovou neucinnosti. Vaznym dopadem této rezistence jsou
zvysujici se finan¢ni naklady za 1é¢bu hemonchdz a zvySeny thyn skotu a malych prezvykavci
po celém svéte. Pricin vzniku rezistence na podavana anthelmintika je nékolik. Predevsim je to
vSak podévani téchto 1é¢iv hospodatskym zvitatim v nepfimetenych davkach a také jejich Casté
a neodivodnéné uzivani (Kotze a Prichard 2016; Yan et al. 2021).

Mechanismy vzniku 1ékové rezistence mohou byt zalozeny na farmakodynamice nebo
farmakokinetice. Farmakokineticky zprostfedkovana rezistence spocivd ve zvySené expresi,
resp. aktivité¢ enzymi metabolizujicich xenobiotika, tj. biotransformac¢nich enzymi a 1ékovych
transportért. Hlistice jsou znamé tim, Ze jejich vybava Citd fadu enzymi metabolizujicich
xenobiotika. Funkce téchto enzymu je pfedevSim detoxikace a eliminace xenobiotik. Tyto
enzymy zprostiedkovavaji hlisticim uc¢innou obranu i vii¢i negativnimu piisobeni anthelmintik
(Kellerova et al. 2019; Stuchlikova Raisova et al. 2018).

Pro udrzitelnou a ispé$nou 1é€bu parazitdz je nezbytné detailni poznani paraziti véetné
jejich genomu, transkriptomu, proteomu, lipidomu a metabolomu. Pokroky v této oblasti
prinasi zna¢né vyhody ve vSech aspektech boje proti infekcim zpiisobenych riznymi druhy
parazitl. Rozdily v molekularnich strukturach a metabolickych drahach u parazith a jejich
hostitelt mohou pfispét k identifikaci potencidlnich novych cilii 1ékové a/nebo vakcinacni
terapie. Rozdily v molekularnich strukturach a metabolickych drahach u kment citlivych
a rezistentnich viic¢i lé¢iviim mohou pomoci poznat mechanismy Iékové rezistence u parazit
(Matouskova et al. 2016).

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni exprese vybranych gent z nadrodiny SDR
u vSech vyvojovych stadii H. contortus a porovnani této exprese mezi kmenem ISE (citlivy
kmen na anthelmintika) a kmenem IRE (rezistentni kmen na anthelmintika).

Z porovnani exprese jednotlivych SDR v jednotlivych vyvojovych stadii je ziejmé, ze
béhem ontogeneze se exprese téchto enzymil vyrazné méni. U vétSiny SDR larvy disponovaly

nekolikanasobné vy$§imi hodnotami genové exprese oproti vajicktim 1 dospélctim. Tato vysoka
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exprese u voln¢ zijicich larev miize souviset s jejich nutnou ochranou pied reaktivnimi
karbonyly, které se ve vnéjSim prostiedi vyskytuji. Ve studii Michaeal a Subramanyam (2013)
se vyhodnocoval oxidativni stres a indukce antioxidacnich enzymul zplsobenych vnéjSimi
vlivy, napt. nizkymi teplotami apod. Expozice chladu, hypoxie a jaderného polyedrického viru
po dobu 24 hodin vedla u larev k vyznamnému zvyseni tvorby peroxidu vodiku se sou¢asnym
zvySenim peroxidace lipidi a hladin karbonylu ve stfevé. Antioxida¢ni enzymy, jako je
superoxiddismutasa a katalasa, se také vyznamné zvysily ve tkanich a zvySené antioxidacni
enzymy se vratily na kontrolni hodnoty béhem zotaveni. Ontogenni stadia larev vykazovala
klesajici schopnost tkani prekonat oxidacni stres vyvolany stresory. Vyznamné zvyseni aktivity
antioxidacnich enzyma béhem kratkého stresového obdobi naznacilo tedy mozny ptrechodny
obranny mechanismus larev, aby se zabranilo poskozeni bunék vyvolané oxida¢nim stresem
(Michaeal a Subramanyam 2013).

Pti porovnani exprese SDR mezi samci a samicemi byla ve vétSin€ piipadii pozorovana
vys$si exprese u samic nez u samct. Pouze enzymy SDR 1, 3, 4, 5 a 8 vykazuji vys$si hodnotu
genoveé exprese u samcl nez u samic.

Pfi porovnani mezi kmeny doslo k vyssi genové expresi u rezistentniho kmene u SDR
1 a SDR 3 v 1. vyvojovém stadiu larvy, dale u genu SDR 16 ve stadiu L3 a xL3. Také vajicka
a L1 u SDR 18 vykazala vyssi expresi u kmene IRE oproti kmeni ISE.

Studie Stuchlikové Raisové et al. (2018) porovnavala metabolismus benzimidazolovych
l1é¢iv mezi kmenem citlivym a kmenem rezistentnim hlistice H. contortus. Z vysledkl této
studie je zfejmd vysSi produkce metabolitii 1. a II. faze biotransformace anthelmintika
albendazolu 1 flubendazolu u dospé€lych jedincii H. contortus rezistentniho kmene viici kmeni
citlivému. Flubendazol je u dospé€lct H. contortus transformovan na metabolit s redukovanou
karbonylovou skupinou. Redukovany flubendazol byl ve vétsi mife tvofen u dospélcii kmene
IRE oproti dospélclim kmene ISE (Stuchlikovéa Raisova et al. 2018). Na redukci flubendazolu
by se mohly podilet SDR enzymy, proto nas zajimalo, zda bude u IRE kmene vys$i exprese
nekterého z téchto enzymu. Z vysledka této diplomové prace je patrné, ze u dospélci kmene
IRE dochazi ke zvySené expresi fady SDR oproti dospélciim kmene ISE. Také u vajicek kmene
IRE byly zjistény vyssi hodnoty exprese SDR 1, SDR 6 a SDR 18 oproti kmeni ISE. K nartistu
exprese u L1 kmene IRE oproti kmeni ISE doslo u SDR 1, SDR 3 a SDR 18. U vyvojového
stadia L3 a xL3 tomu tak vSak nebylo, zde byla exprese vétSiny SDR nizsi, diivod je vSak
neznamy.

Redukce karbonylovych sloucenin byla také studovana v subcelularnich frakcich

dosp€lého H. contortus ve studii Cvilinka et al. (2008). Pro hodnoceni aktivit enzymu
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redukujicich karbonyl bylo pouzito n¢kolik modelovych substratti. U H. contortus byla zjisténa
schopnost redukovat karbonylovou skupinu v§ech modelovych substrati. Redukce karbonylové
skupiny predstavuje predevsim deaktivacni cestu chranici organismy pied toxickym uc¢inkem
reaktivnich aldehydi a ketonli. Proto mlize vyznamna aktivita enzymi redukujicich karbonyl
pomoci H. contortus pusobit proti G¢inku anthelmintik nebo jinych xenobiotik nesoucich
karbonylové skupiny (Cvilink et al. 2008).

Jak uz je znamo, xenobiotické slouceniny z vnéjsiho prostiedi (napft. 1éky, potravinarské
doplnky, kontaminanty zivotniho prostedi a jiné) vstupuji na trvalo do zvifeciho organismu.
Zde je prevazna vétsina téchto xenobiotik metabolizovana specifickymi enzymy na polarné;si
slouCeniny, aby se z tél zvirat snadnéji vylucovaly (Cvilink et al. 2009). V genomu helmintt
bylo identifikovano mnoho genti pro enzymy redukujicich karbonylové slouc¢eniny. Nejméné
70 gent kodujicich SDR bylo detekovano v genomu hlistice H. contortus, ale také 24 gent
kodujicich AKR (MatouSkova et al. 2016). Kromé tedy SDR enzymil se na redukci
karbonylovych slouc¢enin u H. contortus mohou podilet i aldo-ketoreduktasy (AKR).

Aktivity reduktas vu¢i anthelmintikim nesoucim karbonylové skupiny jako je
flubendazol (FLU) a mebendazol (MEB) a vii¢i dal§im substratim, byly testovany i u ndmi
studovaného helminta H. contortus. Ve studii Vokiéla et al. (2012) se u této hlistice zjistily
reduktasové aktivity viici FLU, MEB, metyraponu, naloxonu a 4-pyridinkarboxaldehydu.
Nekteré z téchto aktivit byly indukovany u hlistic dfive vystavenych subletalnim davkam FLU
in vivo. Studie zjistila zvySeni redukce FLU a naloxonu u kment rezistentnich oproti kmentim
citlivym (Vokial et al. 2012). Barski et al. (2008) pojednava o nadrodiné AKR a jejich roli
v metabolismu xenobiotik. Redukce reaktivnich karbonyli pomoci AKR vede k jejich
deaktivaci a ke zkraceni doby jejich setrvani v buiice. Uloha AKR pii detoxikaci nebezpeénych
xenobiotik je stale vice markantni (Barski et al. 2008). Je pravdépodobné, Ze aplikace
modernich technologii, jako jsou knock-out a transgenni technologie, in vivo siRNA,
fluorescencni substraty a inhibitory, v kombinaci s metabolomickou analyzou pfinesou dalsi
informace tykajici se fyziologickych funkci téchto proteind.

Zavérem lze fici, Ze metabolismus anthelmintik a enzymy metabolizujici xenobiotika
u hlistic by si zaslouZily vice pozornosti. Podrobné;jsi informace mohou pfispét k zefektivnéni
farmakoterapie. Dalsi idaje o rozdilech xenobiotik mezi parazity a jejich hostiteli mohou byt
cenné pro navrh novych potencidlnich anthelmintik. Nakonec 1 hlubsi znalost mezidruhovych
rozdild helmintl by mohla pomoci objasnit rizné ucinnosti 1€k u jejich jednotlivych parazith

(Cvilink et al. 2009).
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7. ZAVER

=  Vajicka, larvy a dospélci H. contortus byli ziskani izolaci.

= Probehlo tfidéni dospé€lct H. contortus na zakladé pohlavi.

= Byla vyizolovana RNA a pfipravena cDNA.

= Byla stanovena relativni genova exprese vybranych SDR enzymi u vajic¢ek, larev,
samcl a samic pomoci metody qPCR.

=  Béhem ontogeneze H. contortus dochazelo k nejvyssi expresi vétSiny SDR v larvalnich
stadiich. Gen SDR 5 byl nejvice exprimovan u dospélych samcti a u genu SDR 18 doslo
k vyznamné expresi ve stadiu vajicka.

* Pfi porovnani exprese vybranych SDR mezi samci a samicemi H. contortus bylo
zjisténo, Ze exprese vétSiny SDR byla vyssi u samic nez u samcii. Naopak gen SDR 19
vykazoval u samic expresi nékolikandsobné niz§i nez u samct.

= Pfi porovnani exprese SDR mezi kmeny ISE a IRE byla zji§téna vyrazné zvySena
exprese SDR 1, SDR 12 a SDR 13 u dospé€lcti kmene IRE oproti ISE. U vétSiny nizSich
vyvojovych stadii kmene IRE byly vyssi exprese SDR 12, SDR 13 a SDR 16 oproti ISE.
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8. POUZITE ZKRATKY

Cesky vyznam zkratky

ZKkratka Anglicky vyznam zkratky
ACR acyl-CoA reductases acyl-CoA reduktasy
ADH alcohol dehydrogenases alkoholdehydrogenasy
AKR aldo-keto reductases aldo-keto reduktasy
AMA RNA polymerase 11 RNA polymerasa II
ATP adenosine triphosphate adenosintrifosfat
3-hydroxybutyrate 3-hydroxybutyratdehydrogenasa
BDH; dehydrogenase type 2 typ 2
175-hydroxysteroid 17B-hydroxisteroiddehydrogenasa
17B-HSD12 dehydrogenase type 12 typ 12
cinnamyl alcohol
CAD dehydrogenases cinnamylalkoholdehydrogenasy
CBRI1 carbonylreductase 1 karbonylreduktasa 1
complementary komplementarni
cDNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina
Co-A coenzyme A koenzym A
Ct threshold cycle X
CYP cytochromes P450 cytochromy P450
DEPC diethylpyrocarbonate diethylpyrokarbonat
DHT dihydrotestosterone dihydrotestosteron
DMSO dimethylsulfoxide dimethylsulfoxid
DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina
2'"-deoxy nucleoside 5'-
dNTPs triphosphates 2'-deoxynukleosid 5'-trifosfaty
DOX doxorubicin doxorubicin
DOXOL doxorubicinol doxorubicinol
double-stranded dvouvlaknové deoxyribonukleova
dsDNA deoxyribonucleic acid kyselina
DTT dithiothreitol dithiotreitol
EDTA ethylenediaminetetraacetate ethylendiamintetraacetat
FLU flubendazole flubendazol
FMO flavin monooxygenases flavinové monooxygenasy
GALE UDP-galactose-4-epimerase UDP-galaktosa-4-epimerasa
glyceraldehyde-3-phosphate glyceraldehyd-3-fosfat
GAPDH dehydrogenase dehydrogenasa
GST glutathione-S-transferases glutathion-S-transferasy
HSD hydroxysteroid dehydrogenase hydroxysteroiddehydrogenasa
Inbread Resistant Edinburgh,
IRE MHco5 X
Inbread Suspectible Edinburgh,
ISE MHco3 X
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LTD leukotriene B4 dehydrogenases leukotrien B4 dehydrogenasy
medium-chain dehydrogenasy/reduktasy se
MDR dehydrogenases/reductases sttedné dlouhym fetézcem
MEB mebendazole mebendazol
MRF myogenic regulatory factors proteiny mitochondridlni odezvy
mRNA messenger ribonucleic acid mediatorova ribonukleova kyselina
NAD(H) nikotinamid adenin dinucleotid nikotinamidadenindinukleotid
nicotinamide adenine
NAD(P)(H) dinucleotide phosphate nikotinamidadenindinukleotidfostat
4-(methylnitrosamino)-1-(3- 4-(methylnitrosamino)-1-(3-
NNAL pyridyl)-1-butanol pyridyl)-1-butanol
4-(methylnitrosamino)-1-(3- 4-(methylnitrosamino)-1-(3-
NNK pyridyl)-1-butanone pyridyl)-1-butanon
NTC negative template control negativni kontrola
pufrovany fosfatovy fyziologicky
PBS Phosphate Buffered Saline roztok
PCR polymerase chain reaction polymerédzova fetézova reakce
PDH polyol dehydrogenases polyoldehydrogenasy
pKa acid dissociation constant disocia¢ni konstanta kyseliny
QOR quinone oxidoreductase chinonoxidoreduktasy
quantitative polymerase chain kvantitativni polymerasova
qPCR reaction fetézova reakce
RNA ribonucleic acid ribonukleova kyselina
rRNA ribosomal ribonucleic acid ribosomalni ribonukleova kyselina
ROS reactive oxygen species reaktivni formy kysliku
RT reverse transcription reverzni transkripce
real-time polymerace chain polymerazova fetézova reakce
RT-PCR reaction v redlném Case
SD standard deviation smerodatna odchylka
short-chain dehydrogenasy/reduktasy
SDR dehydrogenases/reductases s kratkym fetézcem
single-stranded jednovlaknova deoxyribonukleova
ssDNA deoxyribonucleic acid kyselina
tRNA transfer RNA transferova ribonukleova kyselina
UDP uridine diphosphate uridindifosfat
UGT UDP-glucuronosyltransferases UDP-glukuronosyltransferasy
UTP uridine triphosphate uridintrifosfat
uv ultraviolet ultrafialové
kvasinkové/tetramerni
YADH yeast alcohol dehydrogenase alkoholdehydrogenasy
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