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ABSTRAKT
Univerzita Karlova
Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Bc. Katefina Sulcové
Skolitel: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Plisobeni fenbendazolu na biotransformacni enzymy vlasovky slezové

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je hlistice parazitujici v gastrointestinalnim
traktu prezvykavct. U napadenych zvifat zplisobuje nemoc nazvanou hemonchoéza. Ta se
projevuje anémii, ubytkem na hmotnosti a celkovym neprospivanim. V mnohych ptipadech
muze dojit az k uhynuti jedince. K 1é€bé se pouzivaji latky, obecné nazyvané anthelmintika,
pusobici proti riznym parazitlim, pfedev§im helmintim. Celosvétovym problémem je uz fadu
let rezistence parazitl vici vSem skupinam téchto 1€¢iv. To je nejspiSe nasledkem castého a
neadekvatniho pouzivani anthelmintik, kdy dochazi k vystaveni paraziti sub-letdlnim davkdm
téchto 1é¢iv. Mechanismy rezistence se liSi v zavislosti na skupin¢ anthelmintika, a jeho
mechanismu U¢inku. Tato prace se zabyva studiem rezistence H. contortus vuci fenbendazolu,
anthelmintiku ze skupiny benzimidazolii. Jednim z mechanismi by mohla byt zména exprese

gend nékterych biotransformacnich enzymt a efluxnich transportért.

V této praci byla sledovdna exprese vybranych genll biotransformacnich enzymi a
transportérti ze skupin cytochromti P450 (CYP), UDP-glykosyltransferas (UGT) a P-
glykoproteint (Pgp) u dospélcit H. contortus dvou kment, rezistentniho IRE (Inbred resistant
Edinburgh stain) a citlivého ISE (Inbred Susceptible Edinburgh). Jedinci byli vystaveni
fenbendazolu (1 uM) po dobu 4 a 12 hodin. Exprese vybranych genli kddujicich
biotransformacni enzymy byla zméfena pomoci kvantitativni PCR. Vysledky byly
normalizovany za pouziti referennich geni GAPDH a NCBP a vztaZeny ke kontrole
(0,1% DMSO). Z vybranych gent byla zména v expresi pozorovana pouze u genu pgp-9.2
u samic kmene IRE po 12hodinové inkubaci. Tento efluxni transportér by se mohl podilet

na rezistenci samic H. contortus k fenbendazolu.
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Barber’s pole worm (Haemonchus contortus) is a parasitic nematode in the
gastrointestinal tract of small ruminants. In infected animals it causes a disease called
haemonchoses. Its signs are anaemia, weight loss and animals are in general not thriving. In
numerous cases it can cause death. For treatment of this disease substances called anthelmintics
are used. Parasite resistance to all groups of these drugs has been a worldwide problem for
several years. It is probably due to frequent and inaccurate use of anthelmintics when the
parasites are exposed to sub-lethal doses of the drug. Mechanisms of resistence vary depending
on anthelmintic group and its mechanism of action. This thesis focuses on studying mechanism
of resistence of H. contortus to fenbendazole, a benzimidazole anthelmintic. Changes in
expression of some biotransformation enzymes and efflux transporters genes could contribute

to resistence.

In this study expression of selected genes of biotransformation enzymes and efflux
transporters from CYP (cytochromes P450), UGT (UDP-glukosyltransferases) and P-gp (P-
glycoprotein) groups in adults of H. contortus from two strains, the resistant IRE (Inbred
resistant Edinburgh stain) a susceptible ISE (Inbred Susceptible Edinburgh) was studied.
Worms were exposed to fenbendazole (1 uM) for 4 and 12 hours. Expression of selected genes
encoding biotransformation enzymes was analysed by quantitative PCR. The results were
normalized by reference genes GADPH and NCBP and related to control (0,10% DMSO).
Change of expression was observed only in the pgp-9.2 gene in females of IRE strain after
12-hour incubation. This efflux transporter could have a role in fenbendazole resistence

in H. contortus females.
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1. Uvod

Nakazy zpusobené helminty jsou v nékterych oblastech, pfedevSim v tropickych
rozvojovych zemich, jednim z nejvétSich zdravotnich 1 ekonomickych problémi. Nejedna
se vSak pouze o problém téchto oblasti, helmintdzy jsou rozsifené i v rozvinutych zemich
mirného pasu. U lovné ¢i domaci zvéie se velmi Casto setkdvdme s hromadnymi uthyny

v nasledku napadeni helminty (HORAK P., SCHOLZ T. 1998).

Hlistice napadajici gastrointestindlni trakt pfezvykavcl jsou nejpocetnéjsi skupinou
hlistic a jimi zptsobena gastritida patii mezi hlavni pficiny ztrat produktivity u koz a ovci.
Nejohrozengj$§imi skupinami jsou mlad’ata, jedinci vystaveni stresu, s poruchou imunity
a v rekonvalescenci. Parazity zplsobujici nejvétsi ekonomické ztraty jsou zastupci Celedi
Trichostrongyloides, kam patii i vlasovka slezova (Haemonchus contortus) (LANKOVA S. et
al. 2018).

Kontrola hemonchozy je ze znacné ¢asti zavisla na pouziti anthelmintik. Rezistence ¢ervii
k pouzivanym anthelmintikiim je proto vyznamnym faktorem zpisobujicim ztraty. H. contortus
je schopny si k nim rezistenci vyvinout velmi snadno a ve svété jsou rozSifeny kmeny
rezistentni ke v§em hlavnim skupindm téchto 1é¢iv. Pochopeni mechanismi rezistence je stalym
cilem pfti studiu riznych kment H. contortus. Navic bylo zaznamenano, ze doba mezi uvedenim
nového 1é¢iva a rozvojem rezistence k nému nepiekracuje deset let. Jedna se tedy o dulezity
krok pro kontrolu jejiho rozvoje (FISSIHA W., KINDE M.Z. 2021; KOTZE A.C., PRICHARD
R.K. 2016).

Obecné mohou nematoda vyuzit jen urCitou Skalu mechanisml. Lze je rozdélit
na specifickeé, které pfimo souvisi s mechanismem uc¢inku dané skupiny anthelmintik, a
nespecifické mechanismy tykajici se piedev§im metabolismu a transportu léciva skrz
membrany. U nespecifickych mechanismi se tedy uplatiluje fada indukovatelnych enzymi
v prvni a druhé fazi metabolismu i fada transportéri (HARDER A. 2016; KELLEROVA P. et
al. 2020; KOTZE A.C., PRICHARD R.K. 2016).

Mezi enzymy metabolizujici xenobiotika v¢etné anthelmintik patfi enzymy cytochromy
P450 (CYP) v prvni fazi metabolismu, kdy dochazi k modifikaci struktury nej€astéji pomoci
oxidace. CYP se vSak mohou chovat také jako peroxidasy a reduktasy. V druhé fazi dochazi
ke konjugaci slouceniny ¢i jejiho metabolitu z prvni faze s endogennimi latkami za ptisobeni
napiiklad UDP-glykosyltransferas (UGT). Glukosidace byla u H. contortus zaznamenana jako
draha inaktivace benzimidazolovych anthelmintik (MATOUSKOVA P. et al. 2016). Posledni



soucasti metabolismu je pak aktivni transport membranami, ktery zprostfedkovavaji efluxni
transportéry a chrani tak organismus pied toxickym plsobenim latek. Patii sem ABC-
transportéry (ATP-binding cassete), z nich pak pfedev§im P-glykoproteiny (Pgp), které jsou
spojovany s rezistenci u H. contortus. Jejich zvySena exprese vede k vyssi tvorbé neaktivnich
metabolitl a pfi sub-letalnich davkach zlepsuje schopnost Cervii deaktivovat 1€Civo, a tedy
prezit dalii setkani s nim (HARDER A. 2016; KELLEROVA P. et al. 2020; MATOUSKOVA
P.etal. 2016).

Této prace se zabyva zménami v expresi téchto enzymil po vystaveni dospélct H.
contortus sub-letalnim davkam fenbendazolu. A tedy jejich moznym podilem v rozvoji
rezistence k tomuto 1é¢ivu. Konkrétnimi sledovanymi enzymy jsou: CYP7, CYP3, UGT368B2,
UGT367A1, UGT371A1, UGT26A2, Pgp9.2 a Pgp10.



2. TEORETICKA CAST

2.1.Helminti

Helminti jsou mnohobunééni paraziticti cervi spadajici do kmene plosténci
(Platyhelminthes), hlistice (Nematoda) a vrtejsi (Acanthocephala) (VOLF, P; HORAK P a
kol. 2007). Patii mezi organizmy, které se parazitickému zivotu pfizptsobily nejvice, to vedlo
napt. k sekundarni redukci az naprostému vymizeni nékterych zivotnich funkci a organovych

soustav (HORAK P., SCHOLZ T. 1998).

2.1.1.  Hlistice (Nematoda)

Hlistice jsou jednou z nejpocetnéjSich a nejrozsitenéjsich skupin zivocichd. Parazituji
nejen na obratlovcich, ale rovnéz na bezobratlych a rostlinach. Nekteré druhy také ziji volnym
zpusobem zivota. Zastupci parazituji jak ve stfevech, tak v extraintestinalnich tkanich. Z toho
vyplyvd 1 rozdilné pfizptisobeni jednotlivych  skupin (BARON S. 1996;

HORAK P., SCHOLZ T. 1998).

T¢lo téchto zivocichi je nesegmentovang, valcovité, protahlé az nitkovité se zuzujicimi
se konci. Nejbéznéji jsou hlistice bilé barvy, tmavsi zbarveni je znakem pritomnosti vajicek
nebo potravy ve stievé. Povrch pokryva pevnd a pruznd kutikula zastévajici ochrannou funkei,
mimo to piisobi proti tlaku t&lnich tekutin a udrzuje tvar ¢erva (HORAK P, SCHOLZ T. 1998).
Jednd se o nebunécnou strukturu, komplexniho chemického sloZeni — obsahuje predevsim
proteiny a mens§i mnozstvi lipidii. Neni rovnomérné tlusta, nybrz tvoifi podélné listy, které
zaroven rozdéluji svalovinu do Ctyft sektorti. Také na ni miiZeme nalézt struktury tvaru ryh, trnti
nebo vétsich Gtvarti nazyvanych alae. Kutikula je nebunéénou strukturou, tudiz neroste spolu
s jedincem a musi byt svlékana. U vétSiny hlistic k tomu dochézi Ctytikrat a podle toho se
rozliSuji 1 jednotliva larvalni stadia. Kutikula je vylu¢ovana syncytiem, jednovrstvou pokozkou

(BARON S. 1996; HORAK P, SCHOLZ T. 1998; SMRZ J. 2015; VOLF P., HORAK P. 2007).

Pod kutikulou nalezneme hypodermis, jez mé charakter jiz zminéného syncytia a taktéz
tvofi Ctyfi liSty, z nichZ je dorzélni a vertebralni spojena s nervovym systémem. Posledni
vrstvou télni stény je svalovina tvofend vrstvou podélnych vldken hladké svaloviny

(BARON S. 1996).
Travici soustava

Hlistice nemaji pravou télni dutinu, ale pseudocoelom, ktery neméa mesoteliovou vystelku

a je vyplnén tekutinou (BARON S. 1996). Tato tekutina zastava funkci ob&hové a dychaci
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soustavy, na této funkci se podili také difuze. Po celé délce téla jim prochazi travici trubice,
dale zde nalezneme pohlavni organy. Ob¢ soustavy jsou volné, upevnéné pouze v oblasti
vyvodil. Travici soustava je Uplnd s tstnim otvorem obklopenym senzorickymi papilami,
v predni ¢asti téla, hltanem s ndpadnymi svalovymi Gtvary pro pumpovani potravy do stfeva a
analnim otvorem, v zadni ¢asti téla. Ustni aparét je mimo papil tvofen Gstni kapsulou, pysky a
Zasto je opatfena vyristky, trny, zuby nebo sklerity (BARON S. 1996; HORAK P., SCHOLZ
T. 1998; SMRZ J. 2015).

Vylucovaci soustava

Vylucovaci soustava je tvofena renetami, zlaznatymi buikami, ty jsou napojeny
na exkre¢ni kanalky, chordy. Soustava je zakonfena exkre¢nim sinem a neparovym exkre¢nim
pérem tsticim ven z t&la (HORAK P., SCHOLZ T. 1998). S vylu¢ovacim systémem je také
do jisté miry spojen sekrecni systém, ktery plni funkci v osmoregulaci, antikoagulaci a iontové
regulaci. VyluGuje rovndZ protedzy, acetylcholin a daldi latky (BARON S. 1996, SMRZ J.
2015).

Svalova soustava

Svalovina je ulozena pod vrstvou kutikuly a hypodermis, tvofena je vrstvou podélnych
svalovych vldken uspotfadanych do Ctyt list. Kazda buitka ma kontraktilni ¢ast uchycenou
ke kutikule a nekontraktilni ¢ast obsahujici jadro s cytoplazmatickym vyb&zkem. Ten slouzi
ke spojeni s ostatnimi bunkami svaloviny a Sifeni nervového signalu. Pohyb hlistic je
uskutecnén mrskanim nebo vinénim téla, probihajicim soucasnou relaxaci svaloviny na jedné
stran¢ téla a kontrakci na stran€ druhé. Tyto pohyby rovnéZz nahrazuji peristaltické pohyby

stteva (BARON S. 1996, HORAK P., SCHOLZ T. 1998).
Nervova soustava

Nervova soustava hlisti je gangliového typu. Jejimi ¢astmi jsou prstenec nervovych
ganglii okolo hltanu a z néj vptedu a vzadu vybihajici dvé nervové trubice uloZené na vybézcich
hypodermis. V hlavové c¢asti se nachdzi vétSi mnoZstvi nervovych zakonceni ve formé
mechano- a chemoreceptorii. Kutikula obsahuje fadu zlaz s pfedpokladanou senzorickou
funkci, v hlavové ¢asti nalezneme tzv. amfidy, naopak v ocasni ¢asti se nachazeji fazmidy.
Pomoci jejich pfitomnosti, ¢i nepifitomnosti se hlistice déli na dvé skupiny, Phasmida a
Aphasmida. Nervovy vzruch se pienasi na pomérné velkou vzdalenost, 1 pfestoZe nebyla

u vétSiny nervovych bun€k prokazana ptitomnost Schwannovych bunék, Sifeni vzruchu pomoci
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akéniho potencialu, ani amplifikace jeho ptenosu (BARON S. 1996; HORAK P., SCHOLZ T.
1998).

Reprodukéni soustava

Hlistice jsou ve vétSin€ pripadd dvojiho pohlavi s pohlavnim dimorfismem. Vajicka
hlistic jsou v zéavislosti na vyvojovém cyklu riizné odolna, chranéna pouze tenkym obalem,
&i vici vngjsim vliviim velmi odolnd vajicka se silnou sténou (HORAK P., SCHOLZ T. 1998).
Samci byvaji mens$i nez samice, maji zakiiveny zadni konec a u nékterych druhti nalezneme
kopulac¢ni struktury jako je spikula a burza, obvykle obé jmenované. Sam¢i pohlavni soustava
se dale sklada z neparového varlete, velké a malé ejakulacni zlazy a vyvodu, jez tsti do kloaky.
Samici soustava je tvofena vétSinou dvéma ovarii, trubicovitou délohou a svalnatou vaginou

ustici ve vulvu (BARON S. 1996).

Spermie jsou obvykle amébovité, nebo tyCovitého tvaru, nemaji axonemu ani akrozom.
Pohybuji se za pomoci panozek a uvnitt se nachazi fibrozni télisko, organela slouzici jako
zasobarna cytoskeletovych bilkovin. Oocyty maji ti1 vrstvy, uvniti lipidovou, stfedni chitino-
proteinovou a vné lipoproteinovou. Vnégj$i obal vajicka je tvotfen sténou délohy a je slozen
z glykosaminoglykanti a lipoproteinti. Pro oplozeni je nezbytna kopulace (HORAK P.,
SCHOLZ T. 1998).

Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus zahrnuje vSechny kroky od vzniku zygoty, ptes rist embrya a jednotliva
larvalni stadia aZ po dospélce (BARON S. 1996). Hlistice mohou mit jak pfimy (monoxenni),
tak nepfimy (heteroxenni) vyvoj (HORAK,1998). Po oplozeni a vzniku zygoty se vytvofi
chitinova schranka, pod kterou se nachazi membrana, ktera Cini vajicko nepropustnym
pro téméf vSechny substance, vyjma kysliku a oxidu uhli¢itého. U nekterych druhli navic
vznika tfeti proteinova vrstva na povrchu chitinové schranky. Vyloucené vajicko muze
obsahovat, jednobunécnou zygotu, skupinu blastomer, ¢i pln€ formovanou larvu. Nékteré druhy

tvoii larvy, které se deponuji v tkanich hostitele (BARON S. 1996, SMRZ J. 2015).

Ptimy vyvojovy cyklus probiha bez ti€asti mezihostitele. Oplozené vajicko je vylouceno
s trusem a za vhodnych podminek (vlhkost, teplota) se vyviji az po infek¢ni larvu. Tato larva
je nasledné poziena hostitelem, ¢i se u n€kterych zastupcii miize do téla dostat perkutanné
bodavym hmyzem. Nepfimy vyvoj se vyznaCuje nutnosti mezihostitele, nejbéznéjsi jsou
bezobratli (korysi, krouzkovci, hmyz atd.). Mezihostitel pozie vajicka, ¢i larvy 1. stadia a
v jejich téle pokracuje vyvoj az po stadium infekéni larvy. Definitivni hostitel se néasledné
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nakazi pozienim volnych infek¢nich larev, ¢i celého mezihostitele. Vyhodou je moznost

prezivat pii neptiznivych podminkach v mezihostiteli (HORAK, 1998).
2.1.1.1. Vlasovka slezova (H. contortus)

Vlasovka slezova (H. contortus) je vysoce patogennim krev sajicim gastrointestinalnim
parazitem koz a ovci, pfipadné dalSich pfezvykavci, napadajici sliznici slezu. Patii do tiidy
hlistic (Nematoda), podtiidy Secernentea (Phasmidea) a celedi Trychostrongyloidae
(HORAK P. SCHOLZ T.,1998; LANKOVA et al. 2018).

Jedinci jsou nitkovitého tvaru s kutikulou kryjici jejich télo a poskytujici ochranu pted
travicimi enzymy hostitele. V piedni ¢asti maji ustni kapsulu s kyjovitym zubem, kterym
rozruSuji cévy hostitele a zivi se jejich krvi. Samci jsou mensi, méti 10-20 mm, typickym rysem
je kopulaéni burza pfitomna na jednom konci téla. Samice dlouhé 18-30 mm, jsou na pohled
spiralovit¢ pruhované a aktivnéjsi. ,,Pruhovani je disledkem bilych vaje¢nikii omotanych
kolem stieva naplnéného krvi (JEZKOVA T. 2022; LANKOVA et al.. 2018; SENDOW 1J.
2003).

Ptenos parazita probiha fekalné-oralni cestou z kontaminované potravy (pastviny). Jejich
vyvojovy cyklus je pfimy. Ve vajicku vylouceném s trusem se vyvine larva prvniho stupné
(L1), nasleduje dvoji svlékani kutikuly az po larvalni stddium L3 — infekéni larvu. Toto stadium
je pohyblive a, nejCastéji rano a vecer, vyléza na stébla trav, se kterymi je poziena a dostava se
do téla hostitele. Invazivni larva se nasledné ptichyti na sliznici slezu, kde dospé&je. Na rozdil
od dospélcti a L3 stadii Zivicich se krvi, se larvy L1 a L2 Zivi bakteriemi v trusu (JEZKOVA T.
2022; SENDOW J. 2003).

H. contortus je celosvétové velmi rozSifeny. NejCastéji ho vSak diky jeho teplomilnosti
nalezneme ve vlhkém tropickém podnebi, sezonné v zavislosti na teploté a vlhkosti vzduchu se
vSak vyskytuje ve vétSin€ klimatickych zon. S klesajici teplotou klesd moZznost vyvoje infekéni
L3 larvy a vymezuje se spiSe na sezonni epidemie hemonchdzy v letnich mésicich. H. contortus
pak chladné zimy mirného klimatu prezivd ve formé& hypobiotické larvy. Jejich vys$si pocty
na jafe nasledné vedou k epidemiim pokud jsou teploty v 1ét¢ dostatecné vysoké (BASIER R.B.
2016; JEZKOVA 2022). Jeho rozsiteni napomohl obchod se zvifaty a vysoka geneticka
ptizplsobivost. Diky vysokému biologickému potencidlu, samice mohou produkovat az 5 000-
10 000 vajicek denné, se epidemie Casto vyskytuji témeétf bez varovani. Dospélci narusuji
zaludec¢ni sliznici a zplsobuji gastritidu, ndsledné se rozviji anémie. S tim souvisi vysoka

mortalita a ndsledné ekonomické ztraty (BESIER R. B. et al 2016; SENDOW 2003).
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2.2.Helmintézy a hemonchodza

Hemonchoza patii do skupiny helmintoz, infekci zptisobenych parazitickymi cervy. Tato
onemocnéni jsou celosvétovym problémem v oblasti zvirat 1 lidi, predevSim v ekonomicky
slabych subtropickych a tropickych oblastech. K infekei dochédzi bud’ perordlni cestou, ¢i
perkutanné. Jednotlivé ptiznaky odpovidaji napadenému organu a druhu ¢erva, dle toho se také
li§i. Nejbéznéjsi jsou vSak bolesti bficha, prijmy, zvraceni, podvyziva, Unava, hepato- a
splenomegalie, pneumonitida, anémie, lymfedém a dalsi (AL AMIN A. S. M. WADHWA R.
2022; STEJSKAL F. 2005).

Hemonchoza vyvoland H. contortus se vyskytuje v akutni i chronické formé¢. Akutni
forma se rozviji po pozfeni mnozstvi infek¢nich larev najednou (az 10 000 ¢i vice). Diky
vysokym krevnim ztratdm je pribéh prudky a Umrtnost ve stadé vysoka. Pfiznakem
onemocnéni je bledost sliznic a kiiZe, slabost, letargie a dusnost zptisobené anémii (JEZKOVA

T. 2022).

Pokud je pocet spasenych larev mensi, samotny prab¢h je zavisly na stavu napadeného
zvitete. VIiv ma nejen staii a velikost jedince, ale také genetické predispozice, vyziva a celkovy

zdravotni stav (JEZKOVA T. 2022).

Po naruseni sliznice slezu dochazi k morfologickym a fyziologickym zménam a k rozvoji
gastritidy. Objevuji se bélavé povlaky na sliznici a zhorSuji se travici 1 absorpcni schopnosti.
Nésledné vznikd anémie v diisledku nedostatecné kompenzace ztrat krve. Objevuje se
hypertrofie lymfatickych uzlin, otoky télnich dutin a podkozi zapfi¢inéné narusenou
rovnovahou onkotického tlaku. U chronického pribéhu jsou ptiznaky nespecifické a podobaji
se podvyzive, zvife chfadne a hubne, dochazi ke zpomaleni ristu. Trus mize byt tmavy kvuli
okultnimu krvaceni, u hemonchozy se bézné nevyskytuje prijem. NeléCend milze vést

az k uhynuti zvifete (BESIER 2016; FOX M.T. 2014; JEZKOVA T. 2022).

2.2.1. Lécba

Zakladem 1écby hemonchozy jsou antiparaziticka 1é¢iva, anthelmintika. To se dopliiuje
o podptrnou 1écbu, kvalitni seno a injekci zeleza. Nedilnou soucasti je vSak rovnéz prevence,
kterou je nutno uzpusobit konkrétnimu chovu, zahrnuje rychlou rotaci pastvin a jejich asanaci,
zahrnujici koseni nespasenych rostlin a odstrafiovani vykall.. Preventivni od¢ervovani je

nevhodné z ditvodu rychlého rozvoje rezistence (BESIER R.B. 2016; JEZKOVA T. 2022).
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Anthelmintika jsou vétSinou syntetické latky, jez se vazi na specificka mista, zptisobuji
nestabilitu, paralyzu a smrt parazita. Problémem je masivnim pouzivanim zplsobena,
celosvétove rozsifena rezistence na tato 1éCiva, ktera 1é¢bu komplikuje (BESIER R.B. 2016;

DOBSIKOVA R. 2012).

V zavislosti na cilovou tfidu parazita Ize anthelmintika rozdélit na antitrematoda,
anticestoda a antinematoda. K 1€cbé hemonchdzy se uziva posledni zminéna skupina. Tato
lé¢iva mizeme podle mechanismu U€inku a struktury rozdélit do nasledujicich skupin:
benzimidazoly, imidazothiazoly, makrocyklické laktony a IéCiva ostatnich struktur. (BESIER

R.B. 2016; LAMKA J. 2006)
2.2.1.1. Benzimidazoly

Benzimidazoly byly uvedeny na trh v roce 1961, jedna se o Sirokospektra anthelmintika
pusobici na celou fadu dospélcti paraziti i vyvojovym stadiim, n¢které z latek ptisobi i ovicidng.
V minulosti byly diky této skutec¢nosti, jejich bezpecnosti, vysoké efektivit¢ a snadnému
podavani Siroce pouzivany. Dusledkem toho doSlo ke globdlnimu rozsifeni rezistence.
Mechanismus Uc¢inku téchto 1é¢iv je na bunééné Urovni. Zpiisobuji inhibici polymerace
mikrotubuld vedouci k bunééné smrti. Lécivo se specificky vaze na B-tubulin, zpiisobuje jeho
konformacni zménu a diky tomu dochézi k zastaveni dalsi polymerace podjednotek v burikach.
Mikrotubuly jsou velmi dilezité pro energeticky metabolismus, nitrobunécny transport,
proliferaci, mitdzu, udrZzovani tvaru bunky ¢i pohyb buniky. Dochazi k vy¢erpani energetickych
rezerv a ochrannych faktort, néasledné je inhibovédno i vyluCovani odpadnich latek. To je
zakonCeno smrti parazita. (BESIER R.B. 2016; HARDER A. 2016; LAMKA J. 2006;
SCHANKOVA §.2013)

Benzimidazoly jsou vétSinou podavany oralné, z gastrointestinalniho traktu se diky nizké
rozpustnosti ve vod¢ vstieba pouze malé mnozstvi a vétsi ¢ast pretrvava v zazivacim traktu,

odkud je nasledné i nemetabolizované vylou¢eno. (CANOVA K. 2017; DOBSIKOVA R. 2012)
Samostatné pouzivané benzimidazoly uz ve vétSiné ptipadi nejsou ucinné, jejich uziti se
nyni omezuje spiSe na kombinaci s jinymi anthelmintiky. Mezi stale pouzivané zastupce této

skupiny patii albendazol, fenbendazol, oxfendazol, mebendazol parbendazol a kambendazol

(BESIER R.B. 2016; SCHANKOVA §.2013).
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2.2.1.1.1. Fenbendazol

Fenbendazol (FBZ, Obr. 1) patfi do skupiny Sirokospektrych benzimidazolovych
anthelmintik a je pouzivan ptfedevsim ve veterinarni mediciné pro 1écbu hlisticovych infekci,
pusobi vsak i proti jinym helmintim jako jsou napf. Tasemnice rodu Taenia. Je schvalen

pro pouziti u ovci, dobytka, koni, ryb, pst, kocek a kralikii (PubChem 2004).

V Ceské republice je registrovan pro komeréni vyuziti pod ndzvy Bioveta fenbendazol,

Caniquantel, Caniverm, Cestal, Curifen, Gallifen, Helmigal, Panacur, Pigfen, Worm Stop a

Zantel (USKVBL 2023).
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Obrdazek I Fenbendazol
Zdroj: https://cs.m.wikipedia.org/wiki/Fenbendazol

2.2.1.2. Imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny

Imidazothiazoly a jejich derivaty tetrahydropyrimidiny jsou druhou novodobou skupinou
Sirokospektrych anthelmintik. Pfedstaveny byly v druhé poloviné 60. let 20. stoleti. Obé&
skupiny jsou nikotinovymi agonisty a s tim souvisi 1 mechanismus jejich U¢inku. Plsobi
na acetylcholinové receptory ve svalech parazita a zptisobuji paralyzu, ve vyssich davkach pak
pusobi interferenci s metabolismem sacharidl. Jsou dobie absorbovany po orélni, parenteralni

1 topické aplikaci a metabolizovany pfevazné v jatrech. Levamisol (imidazothiazol) je z této

vvvvvv

wevr

skupiny tetrahydropyrimidinti. Rezistence paraziti k tomuto lé¢ivu je velmi Castd, nicméné
H. contortus zistavé prozatim k levamisolu citlivy. V budoucnu vSak 1ze rozsifeni rezistence

o¢ekavat (BESIER R.B. 2016; DOBSIKOVA R. 2012; SCHANKOVA S. 2013).
2.2.1.3. Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony ptfedstavily po svém uvedené v 80. letech novou éru. Jedna se

o biosyntetickd 1éciva efektivni vii¢i vétsin€ druhli nematod a vSem jejich vyvojovym stadiim.
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Aktivitu vykazuji 1 proti nékterym ektoparazitim. Tyto latky plisobi naruseni nervového
pfenosu, ptsobi na chloridové kanaly fizené glutamatem, které jsou specifické pro parazity;
dale podporuji uvoliiovani kyseliny gamaaminomaselné (GABA) z presynaptické Stérbiny a
kone¢né plsobi také jako pfimi agonisté na GABA receptorech. Tyto pochody vedou
ke zvySenému toku chloridovych ionti do neuronu, jeho hyperpolarizaci a inhibici nervového
prenosu. Dochazi k navozeni celkové paralyzy svalstva vSech vyvojovych stadii parazita a
k jejich uhynu. Makrocyklické laktony jsou metabolizovany v jatrech, avSak vétSina zlstava
po peroralnim podéani v travicim traktu a je nezménéna vyloucena stolici. Pro pfezvykavce,
kon¢ a prasata se jedna o pomérné bezpecna léciva. Piikladem téchto anthelmintik jsou
ivermektin, moxidektin a doramektin (BESIER R.B. 2016; DOBSIKOVA R. 2012;
SCHANKOVA §.2013)

2.2.1.4. Amino-acetonitrilové derivaty

Z této skupiny latek popsanych az v roce 2008 je jako jediny dostupny monepantel. Tyto
syntetické slouceniny jsou vysoce ucinné proti vSem gastrointestinalnim hlisticim. Pisobi proti
nikotinovym acetylcholinovym receptorim Hco-MPTL-1 a zptisobuji nekontrolovany tok iont
s naslednou depolarizaci svalovych bunék a paralyzou hlistice. Bohuzel i v ptipadé této skupiny
uz byla pozorovana rezistence parazitll k této latce (BESIER R.B. 2016; SCHANKOVA §.
2013).

2.2.1.5. Dalsi skupiny

Organofosfaty - starSi skupinou oralnich anthelmintik jsou organofosfaty. Tato léCiva
jsou stale vyuzivana v zemich, kde jsou povolena. Mechanismus ucinku organofosfati je
zalozen na inhibici acetylcholinesterasy, z toho plyne jejich potencidlni toxicita pro savce stejné
jako pro cilené parazity. Pfi podavani je tudiz tfeba opatrnosti. H. contortus je k témto
pfipravklim v porovndni s jinymi hlisticemi citlivéjsi a bylo hlaSeno pouze malé mnoZzstvi
piipadl rezistence. Nevyhodou je ale nizsi aktivita proti jinym druhlim nematod, pfedevSim

jejich larvalnim stadiim. Patii mezi n€ naftalofos, triclorfon a pyraclyfos (BESIER R.B. 2016).

Salicylanilidy a substituované fenoly — tato skupina zahrnuje mnozstvi sloucenin
pusobicich inhibici energetického metabolismu. Jedna se o anthelmintika s uzkym spektrem,
specificky plsobi proti krev-sajicim hlisticim. Nékteré z latek maji prodlouzenou aktivitu, coz
predurcilo tyto latky k vzniku rezistence. Ta je v endemickych oblastech casta, avSak
v oblastech s nizkym rizikem se tolik nevyskytuje. Mezi tyto latky patii napt. klosantel,

rafoxanid, disofenol a nitroxynil (BESIER R.B. 2016).
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Spiroindoly — tyto hetrocyklické slouceniny jsou nejnovéjsi skupinou anthelmintik a
pusobi jako nikotinovi cholinergni antagonisté. Pfikladem je derquantel, ktery je vSak
pro komerc¢ni vyuziti vyrabén pouze jako kombinace s abamektinem. Derquantel sam o sobé

neni plné G&inny proti viem hlisticim (BESIER R.B. 2016; SCHANKOVA §. 2013).

V minulém odstavci padla zminka o kombinaci anthelmintik. Tato moznost zahrnuje
Sirokou Skalu moznosti, avsak produkty nejsou ve vSech zemich povoleny. Primarnim ucelem
je zajistit ucinek v ptipadé rezistence helmintl proti nékteré z komponent kombinace. I prestoze
v tomto piipad¢ je vyskyt rezistence mén¢ Casty, dochazi k nému a je pak oznac¢ovan terminem
multirezistence. Mimo jiz zminénou kombinaci derquantel-abamektin jsou dostupné rtzné
kombinace benzimidazolii, makrocyklickych laktont, levamisolu, klosantelu a organofosfatii

(BESIER R.B. 2016).
2.3.Rezistence

Rezistence je obecné definovana jako schopnost organismu prezit plisobeni 1éCiva
v davkach, které by za norméalnich okolnosti jedince stejného druhu a stadia zabily. Z hlediska
gastrointestinalnich parazitli je anthelminticka rezistence geneticky pfenosnd ztrata citlivosti
k 1é¢ivu v populaci ¢erva, ktefi byli ptivodné citlivi (FISSIHA W., KINDE M.Z. 2021; KOTZE
A.C., PRICHARD R.K. 2016).

Rezistence je v dnes$ni dob¢é vyznamnym problémem nejen v 1€cbé parazitarnich
onemocnéni. Ve vétSiné piipadit doslo k rozvoji rezistence na danou skupinu lé¢iv v casovém
useku deseti let od zavedeni 1é¢iva. Jejich nepfiméfené pouzivani a nespravné postupy aplikace
vedly v Case k rozvoji rezistence a jejimu celosvétovému rozsifeni. Coz ma za nasledek znacné
ekonomické ztraty v doty¢nych oblastech. Obecné mezi predispozice k rozvoji rezistence patii
Casta l1écba anthelmintiky, nedostatecné davky, cileni a na¢asovani masové 1é€by a v neposledni
fad¢ také genetické predispozice samotného parazita. (FISSIHA W., KINDE M.Z. 2021;
KOTZE A.C., PRICHARD R K. 2016).

Dalsi komplikace pfinesl rozvoj multirezistence, tedy rezistence jedince ke dvéma a vice
skupinam anthelmintik, ¢i l1é¢iv obecné, které mohou mit stejny 1 rozdilny mechanismus u¢inku

(FISSIHA W., KINDE M.Z. 2021).
2.3.1. Mechanismy

H. contortus byl a stale je intenzivné studovan s cilem pochopit mechanismy rezistence

k jednotlivym tfiddm anthelmintik. Studie poukazaly na specifické molekuldrni mechanismy,
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kterymi se hlistice brani u¢inku hlavnich skupin anthelmintik, jako jsou benzimidazoly,

imidazothiazoly a makrocyklické laktony (KOTZE A.C., PRICHARD R.K. 2016).

Moderni anthelmintika jsou vuci citlivym kmentm ucinné z 99%, zbyld menSina jsou
zpusobem dochazi ke vzniku rezistentnich populaci a rozvoji anthelmintické rezistence vlivem
selek¢éniho tlaku. Mechanismy rezistence jsou multifaktorialni a zavisi na fadé zmén vcetné
zmény cilové struktury léc¢iva s nésledkem ztraty interakce 1éciva s jeho cilem, zmény
v metabolismu inaktivujicim ¢i odstranujicim 1é¢ivo, piipadné branicim jeho aktivaci. Dalsi
zmény se mohou objevit v distribuci 1éCiva, kdy je zabranéno tomu, aby se léCivo dostalo
k cilové struktuie nebo je zvysen jeho eflux. Muze dojit k zvyseni exprese cilovych struktur
1é¢iva za cilem obejit ucinek 1éciva a posledni cesta zahrnuje expresi strukturné podobnych
proteind, které nejsou, na rozdil od ptivodnich, citlivé k ptisobeni 1é¢iva (FISSTHA W., KINDE
M.Z.2021; HARDER A. 2016; KOTZE A.C., PRICHARD R K. 2016).

Rezistence k benzimidazolim byla spojena se zménou genové sekvence pro beta-tubulin,
pficemz postaci zména sekvence na jediné pozici. Takto zménény protein ma nasledné nizsi
afinitu k benzimidazolovym léciviim. Mezi jednotlivymi nematody se navic jednonukleotidové
polymorfismy spojené s rezistenci na tyto latky 1isi. Nejbéznéjsi z nich je vymeéna fenylalaninu
za tyrozin v pozici 200, dale se vyskytuje totoznd vyména, avSak v pozici 167, tieti substituci
je nahrada kyseliny glutamové alaninem v pozici 198 (FISSIHA W., KINDE M.Z. 2021;
HARDER A. 2016).

U makrocyklickych laktont se pfedpoklada, Ze zdrojem rezistence mohou byt mutace
v genu pro glukézou tizeny chloridovy kandl. Mimo to jsou s rezistenci spojovany 1 ABC
transportéry, P-glykoprotein pifedevSim. Tyto transportni proteiny slouzi jako efluxni
mechanismy transportujici lipofilni molekuly pfes membrany, tim sniZuji koncentraci 1é¢iva
v bunice a brani mu tak dosahnout cilové struktury (FISSITHA W., KINDE M.Z. 2021;
HARDER A. 2016). V genomu H. contortus bylo vytipovano 10 Pgp gentl, z nich maji vyznam
k anthelmintikiim zv1a§té geny pro Pgp-1, Pgp-2, Pgp-9, Pgp-16 a Pgp-17 (HARDER A. 2016).

Hlistice maji mnoho rtiznych indukovatelnych enzymii, které slouzi k jejich ochrané pred
toxickymi latkami vcetné anthelmintik. V porovnanim s ostatnimi helminty maji pomérné
vysoké mnozstvi téchto enzymil a rezistentni kmeny vykazovaly v porovnani s citlivymi kmeny
vys§i tvorbu neaktivnich metabolitd (VOKRAL I. et al. 2012; VOKRAL 1. et al. 2013). Mezi

tf1 hlavni detoxikacni reakce fadime modifikaci, konjugaci a exkreci toxické slouceniny. Téchto
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akci se ucastni enzymy cytochromy P450 a dehydrogenazy kratkych fetézct pro modifikaci,
UDP-glukuronosyl transferasy a glutathion S-transferasy pro konjugaci. I tento nespecificky
mechanismus byva spojovan nejen s rezistenci k makrocyklickym laktonim (FISSIHA W.,
KINDE M.Z. 2021; HARDER A. 2016). U rezistentnich kment H. contortus byla pozorovana
zvy$ena exprese isoformy UGT368B2 (KELLEROVA P. et al. 2020).

Co se rezistence vici nikotinovym agonistim tyce predpoklada se, Ze mechanismem
rezistence je zména cilové struktury, receptoru, ¢imz dojde ke zméné afinity mezi receptorem
a lécivem. S rezistenci u této skupiny 1€Civ byly spojeny zmény exprese genu pro podjednotky
nikotinového acetylcholinového receptoru, stejné tak zkracené formy podjednotek tohoto

receptoru (FISSIHA W., KINDE M.Z. 2021; KOTZE A.C., PRICHARD R.K. 2016).

Mechanismy rezistence k jednotlivym tfidam anthelmintik se vétSinou lisi a diky tomu je
mozné, Ze jedna tfida 1é¢iva mize zlstat I€inna 1 piestoze jedinec je rezistentni k jinému typu
anthelmintika. Vyjimkou jsou nespecifické efluxni dréhy, které mohou vést k rezistenci
k nékolika tfiddm 1éciv a rozvoji tzv. multirezistence (ARSENOPOULOS K.V. et al 2021;
FISSIHA W., KINDE M.Z. 2021).
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3. Cil prace

Cilem této prace bylo sledovat zmény v expresi zvolenych gent, které koduji
biotransformacni enzymy cytochromy P450, UDP-glukosyltransferasy a transportéry P-
glykoproteiny, v dospélcich H. contortus kmene citlivého k anthelmintikiim (ISE) a kmene

k nim rezistentniho (IRE) po inkubaci se sub-letdlni davkou fenbendazolu.
Dil¢i ukoly zahrnovaly izolaci dospé€lct z biologického materidlu a tfidéni dle pohlavi;
vystaveni jedinct piisobeni sub-letdlni davky FBZ po dobu 4 a 12 hodin; izolaci RNA, reverzni

transkripci, stanoveni relativni exprese jednotlivych genti v ovlivnénych a kontrolnich

dospélcich za pomoci qPCR a porovnani zmén v expresi.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1.Biologicky material, pristrojové vybaveni, reagencie a chemikalie
Biologicky material

Zdrava jehnata, 3-4 mésice stara, byla infikovana peroralni suspenzi obsahujici pfiblizné

600 larev tretitho stadia (L3) H. contortus. Pro tuto studii byl vybran kmen citlivy
k anthelmintikiim (ISE) a kmen k nim rezistentni (IRE). Ovce byly chovany v akreditovanych
stajich Zeméde€lské spolecnosti Byst ve vnitinich boxe pro prevenci nakazy jinymi
gastrointestindlnimi parazity. Pro kontrolu rozsahu infekce byl po péti tydnech odebran trus a
po sedmi tydnech byla jehnata omracena a usmrcena. Nasledné byl odebran sléz obsahujici
dospélé jedince H. contortus. Se viemi zvitaty bylo zachizeno v souladu se Zakonem Ceské

narodni rady na ochranu zvifat proti tyrani ¢. 246/1992 Sb. Ve znéni pozd¢jsich piedpisi a dle

Vyhlasky ¢. 419/2012 Sb. o ochrané pokusnych zvirat.
Pristrojové vybaveni

Automatické pipety — Eppendorf

Blokovy inkubétor - Eppendorf

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

Minicentrifuga — Sprout, Heathrow Scientific

PCR cyklér - MJ mini, Bio-Rad

Ptistroj 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
Reagencie a chemikalie

dimethyl sulfoxid (DMSO) - Sigma-Aldrich

DNAsa I pufr — New England BioLabs
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DNAsa I — New England BioLabs

dithiotreitol (DTT) - New England BioLabs
ethylendiamintetraacetat (EDTA) - Sigma-Aldrich

ethanol - Sigma-Aldrich, 99%

expozi¢ni médium RPMI-1640 (modifikované) - Sigma-Aldrich
fenbendazol — Sigma-Aldrich

chloroform — Sigma-Aldrich

isopropanol — Sigma-Aldrich

nahodné hexamery — Generi Biotech

primery (2 referen¢ni, housekeeping, geny pro GAPDH a NCBP, 2 geny pro cytochromy P450,
4 geny pro UGP a 2 geny pro Pgp) - Generi Biotech

qPCR Xceed SG Mix — Institute of Applied Biotechnologies
reverzni transkriptasa (RT): ProtoScript® II — New England BioLabs
RT puft: ProtoScript II — New England BioLabs

smes deoxynukleotidi (ANTPs) - Eurogentec

TriReagent® - Molecular Research Centre
Pracovni pomiicky

Laboratorni  sklo, pinzeta, plastové zkumavky, mikrozkumavky, stojany
na mikrozkumavky, mrazici stojanky na mikrozkumavky, pipety, pipety na malé objemy,
pipetovaci $picky, sklenéné Pasteurovi pipety, PCR desticky, kulicky kovové a keramické,

nadoba na led, bunicina, rukavice.

4.2.Pracovni postupy

4.2.1. Izolace dospélcii z biologického materidlu

Dospéli jedinci H. contortus byli ziskani ze slezu infikovanych ovci za pouZiti agarové
metody (Obr. 2) (VAN WYK et al. 1980). Po jejich izolaci byli podle morfologickych znakl
typickych pro samce a samice roztifidéni. Urceni pohlavi bylo provedeno okometricky proti
cernému pozadi. (Obr.3). U samic lze pozorovat Cervenobilé pruhovéani tvofené krvi

naplnénym stfevem, kolem néjZ jsou omotany vajecniky. Zaroven jsou samice $ir$i, delsi a
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aktivnéjsi nez samci. Kontrola morfologickych znakt byla provedena za pouziti binokularniho
mikroskopu, kde se k identifikaci vyuzila ptitomnost vulvy ve stiedni, nebo koncové ¢asti téla

u samic a kopula¢ni burzy na konci téla samct.

Obrazek 3 Trizeni dospélcit dle pohlavi

Nahore vlevo samci, nahore vpravo samice, dole tFizena smés

Zdroj fotografie — Katerina Sulcova

4.2.2. Inkubace s 1é¢ivem

Po rozttidéni byli dosp€lci inkubovani s 1é¢ivem. Pro kazdy vzorek byly pouzity 2 ml
fenbendazolu rozpusténého v DMSO a 1000x zfedéného v RPMI médiu, aby vysledna
koncentrace FBZ byla 1 pM. Pro kontrolni vzorek byl misto FBZ pouzit DMSO s vyslednou

koncentraci 0,1%, odpovidajici koncentraci DMSO ve vzorku s FBZ. Do pfipravenych jamek
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s FBZ/DMSO byli umisténi dospélci: 10 samicek, ¢i 15 samctli. Inkubace byla provedena
pti 37°C po dobu 4 h nebo 12 h v atmosféte s 10% CO,. Po ukonceni inkubace byli ¢ervi
oplachnuti PBS pufrem, osuseni a umisténi do tadné oznacenych 2 ml zkumavek s 1 ml

TRIzolu a zamrazeni na -80°C.
4.2.3. Izolace RNA

K izolaci RNA byla pouzita smés fenolu a guanidin isothiokyanatu, oznacovana TRIzol.
Tato smés umoziuje lyzu bunék a tkani a zaroven zajistuje vyssi stabilitu RNA. Jedinci byli
do této smeési ulozeni v predchozim kroku. RNA je velmi nachylnd k plsobeni voln¢ se

vyskytujici RNAsy, a proto je nutné pracovat v k tomu ur¢eném laminarnim boxu a rukavicich.

Vzorky ¢ervli byly rozmrazeny a v laminarnim boxu byly pfidany drobné keramické
kulicky, které pomohou rozrusit tkdné¢ a homogenizovat obsah zkumavek. Nasledné byly
vlozeny do homogenizatoru a homogenizovany 3krat 40 vtefin na 6 m/s, mezi jednotlivymi
cykly byly zkumavky zchlazeny na ledu, aby nedoslo k znehodnoceni vzorku teplem vzniklym

béhem homogenizace.

Po Sti-minutovém stani pii pokojové teploté jiz nasledovala samotné izolace za pouziti
fenol-chloroformové extrakce. Pii tomto procesu dojde k oddéleni RNA od lipidd a proteind
pomoci pridavku 200 pl s vodou nemisitelného chloroformu. Po intenzivnim tfepani v ruce a
2-3 minutovém stani byly zkumavky stoCeny v chlazené centrifuze pii 12 000 g po dobu
15 minut. Béhem toho doslo k oddéleni dolni organické faze s chloroformem a lipidy, prstence

tvofeného precipitovanymi proteiny a horni vodné faze, ve které je obsazena RNA (Obr. 4).

Vodna faze byla pfenesena do nové zkumavky, minimalni objem by mél byt 400 ul. Zde
je nutno postupovat opatrné a nedotknout se pipetou prstence oddélujiciho faze, aby nedoslo

ke kontaminaci izolované RNA.

l fonpdichilorafarm
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S - —
- . Vodnd Fee
PROTREPAMI ':\.'{ CENTRIFUGACE f,;hf atriahiuji DRA
-’:‘i — ke Meribhze
b L ' | chsahuje sradening proteini
Nl -t R7I .
et i T "7 Organickd fdze
N S S bt abeg lipidy

Obrazek 4 fenol-chloroformova extrakce

Zdroj: http://biochemie.lfp.cuni.cz/pages/vyuka/materialy/archivV/Leiden _teorie.pdf

25



Do ptenesené vodné faze se pak piidalo 500 pl isopropanolu a obsah byl ditkladné
promichan na vortexu. Po 10ti-minutovém stani pii pokojové teploté nésledovala opétovna
centrifugace, tentokrat po dobu 10 minut pii 12 000 g. B€hem tohoto procesu dojde k vysrazeni

RNA na dn¢€ zkumavky a vzniku tzv. pelety.

V dal§im kroku byl supernatant odstranén a nahrazen 75 % ethanolem cerstvé
pfipravenym z absolutniho ethanolu natfedéného DEPC vodou. Vzorek byl v ruce promichan,
aby doslo k oddéleni pelety od stény zkumavky a jejimu dikladnému oplachnuti. Néasledn¢ se
vzorek naposledy centrifugoval pfi 7 500 g po dobu 5 minut a byl odstranén supernatant.
K tomu byla pouzita sklenénd pipeta s vytazenym koncem, kterd umoziuje diikladné odstranéni
kapaliny bez poruSeni pelety. Po odpafeni zbytkového ethanolu byly pelety dle velikosti
rozpustény v 20-40 ul DEPC vody a zkumavky ditkladné promichény.

Podle dalsiho postupu byly vzorky ulozeny na led, nebo zamrazeny pii -80°C.
4.2.4. Méreni koncentrace a Cistoty RNA

Cistota a koncentrace izolované RNA byla méfena spektrofotometricky na piistroji Tecan
Spark. Pro stanoveni miry kontaminace proteiny bylo vyuZito méfeni absorbance pii dvou
vlnovych délkéch. Pii 260 nm vykazuji absorpéni maximum nukleové kyseliny a pti 280 nm

proteiny. Nasledné byl stanoven pomér absorbanci Az60/A2so.

Idealné€ by se hodnoty mély pohybovat v rozmezi 1,8-2,0. V ptipad¢, ze je pomét nizsi
nez 1,75, doslo k velké kontaminaci proteiny nebo organickymi latkami. Je mozné méfit 1 miru

kontaminace chloroformem za pomoci poméru Azeo/A230.
4.2.5. Osetireni DNAsou I

Vzorky byly oSetieny DNAsou, aby byla odstranéna piipadnd kontaminace genomovou
DNA. DNAsa selektivné §tépi pouze DNA, RNA tedy ziistane neporusena. K tomuto kroku
byla pouzita endonukleasa DNAsa I. MnozZstvi reagencii vychdzi z namétené koncentrace RNA

v pfedchozim kroku a opét byla provedena v laminarnim boxu v rukavicich.

Do pfedem pfipravenych zkumavek byly napipetovany objemy vzorku tak, aby pro kazdy
vzorek byly ve zkumavce 4 pg RNA v DEPC vodé¢, vSe je nutno Spickou pipety promichat.
Nasledné byly pfidany 4 pl mastermixu obsahujiciho DNAsu a pufr v poméru 1:3. Mnozstvi
pridavané vody bylo dopocitano tak, aby byl celkovy objem roven 30 ul. Pro ilustraci viz

Tabulka 1.

26



Tabulka 1 Priklad vypoctu objemii RNA a vody

4ug pl H20 (do 26
koncentrace (ng/ul) | RNA ul)
F1 1526,71 2,6 23,4
F2 1799,04 2,2 23,8
F3 1970,60 2,0 24,0
F4 1700,53 2,4 23,6
M1 942,12 4,2 21,8
M2 1049,86 3,8 22,2
M3 566,16 7,1 18,9
M4 705,11 5,7 20,3

Vzniklad smés byla nasledné dikladn¢ promichana na vortexu, kratce sto¢ena na stolni
centrifuze, aby na sténdch zkumavek neulpivaly kapicky, a zkumavky byly vlozeny

do inkubéatoru na dobu 25 minut pti 37°C a tfepanim nastavenym na 500 rpm.

Po inkubaci bylo ptidano 1,5 ul 0,1 M EDTA, vzorky byly promichdny a stoCeny jako
po pridani mastermixu a opét inkubovany po dobu 10 minut pfi 75°C. Timto krokem dojde

k inaktivaci pfidané DNAsy. Po inkubaci je nutno zkumavky umistit na led.

V poslednim kroku byly vzorky natedény DEPC vodou tak, aby vysledna koncentrace
RNA byla 0,1 pg/ul. Po ptidani vody byly vzorky diikkladné¢ promichany a dle dal$iho kroku

bud’ uloZeny na led, ¢i zamrazeny pii -80°C.
4.2.6. Reverzni transkripce

V tomto kroku je RNA c¢innosti reverzni transkriptasy pfevedena na jednofetézcovou
cDNA (complementary DNA). Tento proces probiha v PCR cykléru za pouziti ndhodnych

hexamerd jako primeru pro amplifikaci.

Vzorky byly znovu rozmrazeny a promichany na vortexu. Do novych zkumavek byl
napipetovan 1 pl ndhodnych hexamert, nasledné 5 pl v ptedchozim kroku oSetfené a naredéné
RNA (koncentrace 0,1 pg/ul) a smés byla fadné Spickou pipety promichana. Zkumavky byly
po dobu 5 minut zahfivany v PCR cykléru na teplotu 65°C.

Na ptfenaSeni vzorkd do laminarniho boxu byl pouzit mrazici stojanek. Dal§im krokem
bylo pfidani 14 pl mastermixu pfipraveného dle Tabulky 2. Po ptidani mastermixu byly vzorky

promichdny na vortexu, sto¢eny na stolni centrifuze a umistény zpét do PCR cykléru.
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Tabulka 2 Mnozstvi slozek pro pripravu mastermixu pro reverzni transkripci

1 vzorek 22 vzorkl

(ul) (ul)
DEPC H,0O 5,5 121
RP pufr 4 88
DTT 2 44
dNTPs 2 44
RT 0,5 11
Celkem 14 308

Cyklér byl nastaven na program s nasledujicimi kroky: 1. zahfati na 25°C po dobu
10 minut; 2. zahtivani na 42°C po dobu 50 minut a 3. zahtati na 80°C po dobu 5 minut. Behem
téchto krokli dojde nejprve k nasednuti primerti na templatovou RNA v prvnim kroku, nasledné
pusobenim reverzni transkriptasy k syntéze komplementarniho fetézce DNA a v poslednim
kroku je reverzni transkriptasa denaturovana vysokou teplotou a dochazi k zastaveni procesu

(BERANEK M. 2016).

Po ukonceni reakce byl kazdy vzorek nafedén redestilovanou, deproteinovanou vodou
(ddH20), vznikla cDNA byla 10x zifedéna a byla uchovana pii -20°C. V tomto stavu jsou
vzorky ptipraveny ke kvantitativni PCR analyze (qQPCR).

4.2.7. Kvantitativni PCR (qPCR)

Polymerasova fetézova reakce je molekuldrné biologickd metoda. Jejim principem je
n¢kolikanasobna syntéza konkrétniho useku DNA podle templatového vlakna plisobenim
enzymu DNA-polymerasy. Usek, ktery chceme amplifikovat, je oznaden pomoci primeri,

kratkych oligonukleotidiit (BARTOVA E. 2011; BERANEK M. 2016).

Reakce probihd v termocykléru a ma tfi faze: denaturace, annealing a elongace. Kazdy
krok probiha za specifickych podminek a postupné dochazi k rozvolnéni dvousroubovice
b&hem prvni faze, nasednuti primerd na komplementarni mista béhem annealingu a nakonec
k syntéze samotného nového polynukleotidového fetézce (BARTOVA E. 2011; BERANEK M.
2016).

U klasické PCR reakce je produkt detekovan az po ukonceni reakce. Naopak
béhem kvantitativni PCR, také ozna¢ované jako PCR v realném case, je do reakéni smési navic
piidavéana interkalacni latka schopna fluorescence, ¢i fluorescencni sonda, které béhem reakce

hybridizuji se vznikajicim vldknem. Fluorescence je méfena po kazdém cyklu. Pokud
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k amplifikaci dochazi, projevi se to zvysujici se intenzitou fluorescence. Mizeme tak v priabéhu
reakce (v redlném cCase) sledovat pribeh reakce. Kiivka je pak esovitého charakteru, ktery je

pro PCR typicky (4WORKS Solutions; BERANEK M. 2016).

V nasem piipad¢ bylo pouzito nespecifické barvivo SYBR Green I, které naseda
na dvouretézcovou DNA (dsDNA), fluorescence pak odpovidda mnozstvi dsDNA v reakci.
Kvantitativni PCR je schopnd pomérné pfesné stanovit mnozstvi vySetfované DNA a jako
v naSem piipad¢, je Casto parovana s reverzni transkripci pro stanoveni exprese genii. Mimo
toto ma fadu dalSich vyuziti: stanoveni mnozstvi templatové DNA, ktera do reakce vstoupila;

detekce amplifikaci a deleci genti a dalsi (BERANEK M. 2016).
Vyhodnoceni vysledki

Amplifikacni kiivka (Obr. 5) je grafickym znazornénim reakce, na ose X jsou vyneseny
cykly a na Y fluorescenéni signal korigovany na hodnotu pozadi. Hodnoceni se provadi
v exponencialni fazi, konkrétné v bod¢, kdy kiivka poprvé presdhne limit detekce (treshold).
Odpovidajici cyklus je pak oznacovan C; (cycle treshold). Plati, ze ¢im vice bylo ve vzorku
DNA, tim dfive dojde k piekonani tohoto bodu a vstupu reakce do exponencidlni faze

(4WORKS Solutins; BERANEK M. 2016).
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Obrazek 5 Amplifikacni krivka

29



Zdroj: krivka z analyzy

Pii absolutni kvantifikaci se vychazi zkalibracni kiivky, kterda ma vzdy nelinearni
(exponencialni) charakter. V idealnim ptipad¢ dojde v rdmci jednoho cyklu ke zdvojnasobeni
poctu amplikonii. Tato kvantifikace, vSak nezohlednuje ztraty, ke kterym doslo v procesu
piipravy vzorku a nepocitd s vlivem inhibitord v reakéni smési (4WORKS Solutions;

BERANEK M. 2016).

Z toho divodu se castéji vyuziva relativni kvantifikace, pfi které se soucasné
s vySetfovanym genem stanovuje gen referen¢ni. V piipadé sledovani genové exprese to byva
endogenni kontrolni gen, ktery musi mit prokdzanou na okolnich podminkach nezavislou
konstantni expresi (4WORKS Solutions; BERANEK M. 2016). V této praci byly pouZity geny
pro glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu (GAPDH) a Nuclear cap binding protein (NCBP).

Pti pouziti nespecifickych sond jako je nami pouzita SYBR Green I, mohou vznikat
nespecifické produkty, ¢i dimery primert. Pro kontrolu se vyuziva kiivky tani (Obr. 6), kterd
vyuziva riznych hodnot teploty tdni u jednotlivych produkti. Na kfivce je zaznamenana
fluorescence pti vzrustajici teploté. V ptipadé, ze se zde objevi pouze jeden vrchol, reakce
probihd specificky a jiné produkty se netvotfi. V opacném piipadé dochazi ke vzniku
nespecifickych produktl, které maji vétSinou teplotu tdni nizs$i nez specificky produkt

(4WORKS Solutins).
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Obrazek 6 Priklad krivky tani
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Zdroj: krivka z analyzy
Vlastni analyza

Pro vlastni analyzu byl pouzit qPCR kit obsahujici DNA polymerasu, dNTPs, pufr a
nespecifické barvivo SYBR Green 1. Déle byly pouzity specifické primery pro stanoveni
UGT368B2, UGT367A1, UGT371A1, UGT26A2, CYP7, CYP3, Pgp9.2 a Pgp10 genli. Geny
a koncentrace FBZ byly zvoleny na zakladé ptedchozi studie genové exprese po inkubaci Cervii
se sub-letalnimi davkami albendazolu (ABZ) (KELLEROVA P. et al. 2020). Jednotlivé slozky

smési byly smichany a vodou doplnény na kone¢ny objem reakéni smési 6 pl.

Mastermix byl za pouziti automatické pipety napipetovan pro kazdy gen v duplikatu
do 384 jamkové PCR desticky (Real-time PCR array). Jedna se o miniaturizaci, vyrazné tim
dojde k uSetfeni reagencii. Nasledn€ byly napipetovany 2 pl vzorku. Vysledny objem byl 8 pl.
Navic byla pro kazdy gen ptidana negativni kontrola pro odhaleni pfipadné kontaminace, kde

byla misto vzorku pouzita redestilovana voda.

Tabulka 3 Slozeni reagencii mastermixu pro qPCR

1 vzorek 22 vzorkl

(n) (nh)
Redestilovana H,0 1,68 36,96
gPCR kit 4,00 88
Primer (F+R) 0,32 7,04
Vzorek cDNA 2,00 44
Celkem 8,00 176

4.3.Statisticka analyza

Ziskané hodnoty byly zpracovany v programu Microsoft Excel a nasledné¢ hodnoceny

za pomoci programu GraphPad Prism (9.5.1.). Vyjadieny byly jako pramér = SD.

Byla vyuzita metoda relativni kvantifikace (AAC:), jez umoziluje stanovit zmény
v expresi genu u jednotlivych méfenych vzorkt vic¢i hladin€é exprese kontrolniho vzorku.

RovnéZ byla provedena normalizace na referencni gen.
Hodnoty ziskané méfenim duplikatl byly nejprve zprimérovany a ndsledné dosazeny
do vyrazu 2-(€tvz=Ctref) kde Ctvz je C: pro vzorek a Ctref je Ci pro referendni gen.

Neovlivnénym vzorkiim byla pfifazena hodnota 1,00, k niz byly vztaZeny diive normalizované

vysledky ovlivnénych vzorkd. Nasledna analyza v programu GraphPad Prism zahrnovala
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metodu two-way ANOVA, Dunnetiv vicenasobny srovnavaci test s hladinou vyznamnosti

stanovenou na P < 0,05.
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5. Vysledky

5.1.Exprese vybranych geni

Graf 1 znazoriiuje relativni expresi vybranych genid biotransformacnich enzyma a
transportért samic H. contortus kmene ISE po 4hodinové inkubaci s fenbendazolem
o koncentraci 1 uM. Byla porovnana exprese mRNA u ¢ervt ovlivnénych FBZ viici kontrolnim

neovlivnénym vzorkiim. Signifikantni zmény exprese nebyly pozorovany u zadného z gent.
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Graf 1 Porovnani exprese vybranych genii u samic H. contortus kmene ISE po 4 h

expozici FBZ o koncentraci 1 uM vuci kontrole; * signifikantni zména (P < 0,05)

Graf 2 ukazuje expresi mRNA u samct stejného kmene po 4hodinové inkubaci s FBZ
o koncentraci 1 uM vii¢i neovlivnéné kontrole. Ani u samct nebyly pozorovany signifikantni

zmény exprese piisluSnych gent.
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Graf 2 Porovnani exprese vybranych genii u samcii H. contortus kmene ISE po 4 h

expozici FBZ o koncentraci 1 uM vuci kontrole; * signifikantni zména (P < 0,05)

Graf 3 znazoriiuje relativni expresi vybranych genl u samic H. contortus kmene ISE
po 12hodinové inkubaci s fenbendazolem o koncentraci 1 pM vic€i neovlivnéné

kontrole. Nebyly zaznamenény zadné vyznamné zmény exprese.
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Graf 3 Porovnani exprese vybranych genit u samic H. contortus kmene ISE po 12 h

expozici FBZ o koncentraci 1 uM vuci kontrole; * signifikantni zmena (P < 0,05)
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Nasledujici Graf 4 ukazuje expresi mRNA u samct stejného kmene po 12hodinové
inkubaci s FBZ o koncentraci 1 uM v porovnani s neovlivnénou kontrolou. Nebyly pozorovany

zadné signifikantni zmény v expresi genu.
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Graf 4 Porovnani exprese vybranych genii u samcit H. contortus kmene ISE po 12 h

expozici FBZ o koncentraci 1 uM vuci kontrole; * signifikantni zmena (P < 0,05)

V grafech je vyobrazena exprese mRNA u samic (Graf 5) a samcii (Graf 6) H. contortus
kmene IRE po 4hodinové¢ inkubaci s FBZ o koncentraci 1uM. Exprese byla rovnéz porovnana
s kontrolnimi neovlivnénymi vzorky. V obou piipadech nedoslo k zaznamenani vyznamnych

zmeén v expresi vybranych gend.
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Graf 5 Porovnani exprese vybranych genii u samic H. contortus kmene IRE po 4 h

expozici FBZ o koncentraci 1 uM vuci kontrole; * signifikantni zména (P < 0,05)
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Graf 6 Porovnani exprese vybranych genii u samcii H. contortus kmene IRE po 4 h

expozici FBZ o koncentraci 1 uM vuci kontrole; * signifikantni zména (P < 0,05)

Na dal$ich dvou grafech jsou znazornény relativni exprese vybranych geni u samic (Graf

7) a samcu (Graf 8) H. contortus kmene IRE po 12hodinové inkubaci s FBZ porovnany

s neovlivnénou kontrolou. V tomto piipad€ byla zaznamenana signifikantné zvySena exprese

genu Pgp9.2 u samic. Zadné dalsi vyznamné zmény exprese pozorovany nebyly.
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expozici FBZ o koncentraci 1 uM vuci kontrole; * signifikantni zména (P < 0,05)
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Graf 8 Porovnani exprese vybranych genii u samcii H. contortus kmene IRE po 12 h

expozici FBZ o koncentraci 1 uM vuci kontrole; * signifikantni zména (P < 0,05)
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6. Diskuze

Stale se rozvijejici rezistence H. contortus k anthelmintikim je dana nékolika faktory.
Jednim z rizik pro jeji vznik je dlouhodobé vystavovani parazita sub-letdlnim davkam, coz
P. et al. 2019). S mechanismem rezistence k benzimidazolovym anthelmintikiim jsou
specificky spojovany jednonukleotidové polymorfismy v genu pro beta-tubulin 1 (SHALABY
H.A. 2013). Nejedna se viak o jediny zptisob vzniku rezistence u nematod. Rada studii
prokazala ucast nespecifickych mechanismii jako je zvySeni exprese biotransformacnich
enzymil, metabolizujicich tyto latky, a efluxnich transportérii. Uké4zalo se, ze hraji u hlistic
vyznamnou roli vrozvoji rezistence nejen na anthelmintika zrodiny benzimidazold.

(KELLEROVA P. et al. 2020).

Biotransformacni enzymy slouzi k ochrané organismu pied potencidlné negativnimi
ucinky xenobiotik. U dospélct rezistentniho kmene H. contortus byla pfi porovnani
metabolismu benzimidazolovych 1€¢iv pozorovana vyssi schopnost tvorit metabolity I. a II. faze
biotransformace nez tomu tak bylo u kmene citlivého (VOKRAL I etal. 2012). Studie
Kellerové a kol. z roku 2020 pak prokdzala, Ze vystavenim dospélcli H. contortus sub-letdlnim
davkam albendazolu, jednoho z benzimidazolovych anthelmintik, dochézi ke zvySeni exprese
hned n¢kolika enzymd, jez se podili na biotransformaci tohoto lé¢iva. Diky tomu dojde

k rychlejsi metabolizaci a eliminaci latky z téla parazita (KELLEROVA P. et al 2020).

Cilem této prace bylo sledovat zmény v expresi gent, které koduji biotransformacni
enzymy CYP, UGT a transportéry Pgp u dospélci H. contortus citlivého (ISE) a
k anthelmintikiim rezistentniho (IRE) kmene po jejich expozici sub-letalni davce fenbendazolu.
Koncentrace FBZ i sledované geny byly zvoleny na zdklad€ dfive zminéné studie Kellerové a

kol. z roku 2020.

Vyznamny podil CYP, hlavni skupiny biotransformacnich enzymt, na rozvoji 1ékoveé
rezistence byl prokazan u fady druhtit (KELLEROVA P. et al 2019). Oxidace anthelmintik byla
pozorovana hned u n€kolika helmintii a u n€kterych byla rovnéz spojena s rozvojem rezistence
k témto 16¢ivim (MATOUSKOVA P. et al 2016). Studie Kellerové a kol. z roku 2019 nejprve
prokézala zvySeni genové exprese CYP po vystaveni sub-letalnim davkam makrocyklického
laktonu ivermektinu (KELLEROVA P. et al 2019). V nasledujici studii pak byla prokazana
zména exprese CYP genil po inkubaci se sub-letalnimi davkami albendazolu (KELLEROVA
P. et al 2020). V obou pfipadech doslo ke zvySeni exprese genil cyp-3 a cyp-7 u obou pohlavi.
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V ptipadé¢ této prace vSak nebyly zjistény zadné vyznamné zmény exprese zminénych gent.
Ve studii Stasiuk a kol. z roku 2019 byly studovany biotransformacéni drahy benzimidazold,
pfi¢emz bylo opakované ukézano, ze hlavni cestou biotransformace je u nematod konjugace
s hexozou. Byly vSak prokazany i jiné zplisoby metabolizace jako je oxidace prostfednictvim
CYP (STASIUK S.J. et al. 2019). Na této reakci se v piipad¢ albendazolu a fenbendazolu
mohou podilet rozdilné izoformy téchto enzymi, coz by mohlo byt pfi¢inou toho, ze jsme
po expozici FBZ nepozorovali zadné signifikantni zmény exprese u obou pohlavi i kmenid H.

contortus.

Dalsi skupinou enzymi vybranou do této prace jsou UGT zprostiedkovavajici zminénou
glykosidaci, ktera je u hlistic Castou cestou biotransformace malych sloucenin a jejich zvySena
exprese by pak mohla pfispivat k ochran¢ organismu pted benzimidazoly (STASIUK S.J. et al.
2019). Zména exprese nc¢kolika UGT genti byla hlaSena u dospé€lct H. contortus po expozici
sub-letdlnim davkam ABZ (KELLEROVA P. et al 2020). BohuzZel obdobné jako u CYP nebyla
ani u UGT zaznamendna zadnd vyznamna zmeéna exprese vybranych UGT gent v obou

kmenech i pohlavich.

Kromé¢ téchto dvou skupin enzymt se tato prace vénovala také sledovani zmén exprese
efluxnich transportértt Pgp. U H. contortus bylo identifikovano né&kolik Pgp gentl, jejichz
exprese byla zménéna vlivem vystaveni nizkym davkam ivermektinu (KELLEROVA P. et al
2019). V nasledujici studii Kellerové a kol. pak byla zaznamenéna zvySena exprese pgp-9.2
u samct, pgp-10 a pgp-11 u samic po expozici ABZ (KELLEROVA P. et al 2020). V této praci
byla pozorovana pouze signifikantni zména exprese u genu pgp-9.2 u samic kmene IRE H.
contortus. K indukci exprese doslo aZ po 12hodinové inkubace s FBZ. U kratsi expozice nebyly
zadné vyznamné zmény zjiStény, transkriptomicka odpoveéd’ se nezménila ani u samcti stejného
kmene. Protoze rozdilni exprese genti pro Pgp (KELLEROVA P. et al 2019), CYP
(STUCHLIKOVA L.R. 2018) a UGT (MATOUSKOVA P. et al. 2018) uz byla zaznamenana

vvvvvv

k diikaztim o pohlavné specifické detoxikaci.

Skutecnost, ze doslo ke zméné exprese tohoto genu pouze u kmene rezistentniho
k benzimidazolim nikoli u kmene citlivého souhlasi s jiZ znamym vztahem Pgp s rezistenci

obecné a piispiva k teorii, Ze tyto transportéry hraji jistou roli v rezistenci k benzimidazoltim.

V porovnani se studii Kellerové a kol. (2020) vénované albendazolu nebyly
u fenbendazolu sledovdny zmény v expresi zddného z vybranych genti pro CYP a UGT.
V piipad€ Pgp jsme pozorovali zménu v expresi Pgp-9.2 u samic, naopak Kellerova a kol. tuto
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zménu zaznamenali po expozici albendazolu u samcti (KELLEROVA P. et al 2020). To

poukazuje na rozdily v genové expresi po expozici riznymi 1é¢ivy ze skupiny benzimidazola.

Rozdily sledované jak mezi pohlavim, tak u rizné délky expozice ukazuji na vyznam
sledovéani exprese u obou pohlavi zvlast a v n€kolika Casovych intervalech. Otazkou stéle
zustava mira, do jaké se zména exprese genu transportéra podili na rezistenci k 1é¢ivu. Nami
zjisténé vysledky déale koresponduji s jiz zminénou studii Stasiuk a kol. z roku 2019, ktera
zjistila zménu transkripce v reakci na vystaveni FBZ pouze u vyvojového stadia L3 H.

contortus.

V souvislosti se sub-letadlnimi davkami 1éCiva je moZnost rozvoje rezistence zminéna
ve studiich Kellerové a kol. z roku 2019 a 2020 a v této préci. S ohledem na vysledky a pomérné
uzky vybér genti by bylo vhodné v tématu pokracovat a studii dale rozsifovat s volbou jinych

gent €1 se zaméfit na studium exprese u zminéného vyvojového stadia L3.
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7. Zavér

Cilem této prace bylo sledovat zmény v expresi gent biotransformacnich enzymt CYP a
UGT a efluxnich transportéra Pgp u dospélct H. contortus dvou raznych kment, rezistentniho

k benzimidazolim IRE a citlivého kmene ISE, po expozici sub-letalni davce fenbendazolu.

Vzhledem k vysledklim zjisténym v praci lze fict, Ze na rozdil od albendazolu, FBZ v sub-
letalni davce (1uM) vybrané zastupce ze dvou skupin biotransformacnich enzymt CYP a UGT
neindukuje. Signifikantni zména byla pozorovana pouze u genu pgp-9.2. Indukce tohoto genu
byla pozorovéana pouze u samic H. contortus kmene IRE po 12hodinové inkubaci. S ohledem
na indukci efluxniho transportéru pouze u kmene IRE se miizeme domnivat, ze miize souviset
s rozvojem rezistence u samic H. contortus. Vhodné by vSak bylo $ir$i testovani napf. s riiznymi

koncentracemi FBZ.
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8. Pouzité zkratky

ABC
ABZ
cDNA
Ct
CYP
ddH>0O
DEPC

DEPC H>O

DMSO
DNA
dsDNA
dNTPs
DTT
EDTA
FBZ
GABA

GAPDH

IRE
ISE

L1,L2,L3

mRNA

NCBP

ATP binding cassette (ATP-vazebné kazetové transportéry)
albendazole (albendazol)

complementary DNA (komplementarni DNA)

cycle of treshold (cyklus s naristem fluorescence nad prah pozadi)
cytochrome P450 (cytochrom P450)
double-distilled water (redestilovana voda)
diethylpyrocarbonate (diethylpyrokarbonét)
water (voda oSetfena 0,1 %

diethylpyrocarbonate treated

diethylpyrokarbonatem)

dimethylsulfoxid (dimethylsulfoxid)

deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleona kyselina)

double-strand DNA (dvouvlaknova DNA)

deoxyrnucleotides (smés deoxynukleotidi)

dithiotreitol

ethylenediaminetetraacetic acid (kyselina ethylendiamintetraoctova))
fenbendazole (fenbendazol)

gamma aminobutyric acid (kyselina gama-aminomaselna)
dehydrogenase (glyceraldehyd-3-

glyceraldehyde 3-phosphate

fosfatdehydrogenasa)
inbred resistant Edinburgh stain
inbred suspectible Edimburgh stain

first, second, third larval stage (larvalni stadium prvniho, druhého, tfetiho

stupng&)

messenger RNA (mediatorova RNA)
nuclear cap binding protein

p-value (hladina vyznamnosti)

42



PBS phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)

Pgp P-glycoprotein

qPCR quantitative polymerase chain reaction (kvantitativni polymerazova fetézova
reakce)

RNA ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

RT reverse transcriptase (reverzni transkriptasa)

SD standard deviation (smérodatna odchylka)

UDP uridine diphosphate (uridindifosfat)

UGT UDP-glucuronosyltransferase/glucosyltransgerase

(glukuronosyltransferasa/glukosyltransferasa)

uv ultraviolet (ultrafialové zateni)
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