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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Katefina Kohoutova
Skolitel: doc. Ing. Petra Matouskova, PhD.

Nazev diplomové prace: Studium transportni aktivity P-glykoproteinu-9.2 vlasovky

slezové

Hemonchdza je globdlné rozsifené onemocnéni postihujici drobné prezvykavce.
Pivodcem tohoto onemocnéni je gastrointestinalni hlistice vlasovka slezova
(Haemonchus contortus), ktera se zivi krvi svého hostitele. Terapie hemonchéz pomoci
anthelmintik je komplikovdna celosvétové se rozsifujici rezistenci. Jednou z moznych
pricin rozvoje anthelmintické rezistence je snizeni koncentrace anthelmintika
vorganismu cerva vduUsledku zvySené exprese P-glykoproteini z nadrodiny
ABC transportérll. Studium transportni aktivity téchto transportérd by mohlo pomoci

pochopit mechanismus rozvoje rezistence a zefektivnit [é¢bu hemonchéz.

Cilem predlozené diplomové prace bylo charakterizovat transportni aktivitu
P-glykoproteinu-9.2 a jeho interakci s vybranym inhibitorem pomoci heterologniho
expresniho systému. Adherentni bunééna linie HEK293 byla transfekovana plazmidem
nesoucim gen Pgp-9.2 vlasovky slezové. Uspéina exprese byla ovéfena dot blotem.
Transportni eseje bohuZel poukazovaly na neschopnost P-glykoproteinu-9.2 pfendset

substraty skrz bunéc¢nou membrdanu v pouzité bunécné linii.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Katefina Kohoutova
Supervisor: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Title of diploma thesis: The efflux transport activity of P-glycoprotein-9.2 from

Haemonchus contortus

Haemonchosis is a globally widespread disease affecting small ruminants.
The causative agent of the disease is the gastrointestinal nematode Haemonchus
contortus, which feeds of the blood of its host. The treatment of haemonchosis with
anthelmintics is complicated by the worldwide spread of resistance. One possible
cause of the development of anthelmintic resistance is a decrease in anthelmintic
concentration in the worm due to increased expression of P-glycoproteins from
the ABC transporter superfamily. The study of the transport activity of these
transporters could help to understand the mechanism of resistance development

and make the treatment of haemonchosis more effective.

The aim of this thesis was to characterize the transport activity of
P-glycoprotein-9.2 and its interaction with a selected inhibitor using a heterologous
expression system. The adherent cell line HEK293 was transfected with a plasmid
carrying the Pgp-9.2 gene of the Haemonchus contortus. Successful expression was
verified by dot blot. Unfortunately, transport essays indicated the inability of
P-glycoprotein-9.2 to translocate substrates across the cell membrane in the used cell

line.



OBSAH

L. UVOD cuiiiieccccresesseseesesessssesesestsassssssesessssssssssessssssssssssessssssssssesestssssssssesessssssssssssessssssssssssssssnssnes 8
2. TEORETICKA CAST ....ooueeieerrrusneetessssssesetsesssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 10
2.1 VLASOVKA SLEZOVA (HAEMONCHUS CONTORTUS) .veeuveteuressuesenisessiesensaessseessseesssesssseesssessnseessssssnseesnns

b B N C-ToTe |40} i To =a g A [ =11 ] AU

2.1.2 ZIVOUNT CYKIUS ..ottt ettt ettt n ettt et s e sanans

2,13 MOISOIOGIC. ...ttt ettt s

D O S« 1-T 0o Y [l 1 Lo 4o LSRR

2.1.5  LECDA NEMONCROZY ...ttt e st s et e e st e s s stae e s ssaaessssseaesas
2.2 ANTHELMINTIKA

2.2.1  Anthelmintickd rezistence
2.2.2  Anthelminticka rezistence u vlasovky slezové...

2.2.3  Metody detekce anthelmintiCké reziSteNCE..............cueeccvveeeeeviureeeiieeeesiieeeeieeeesiaeeeesiraeaens
2.2.4  Prevence rozvoje anthelminticKé reziStence ............ccccueweeeeeeenveeesiieenieeniiesieese e
2.3 ABC TRANSPORTERY ..ieiiiiitieeteseeeiiittteeesesesutateeeeesssesuntateeaessesasnbasaeaessssasssesaeesesssasssnssaaeesssssnsnsees
B Y B 1 4V ] 4 1| (o USRS
2.3.2  EflUXNi MECAGNISITIUS ..ottt ettt ettt e aeenane s
2.3.3  LiASKE ACB trANSPOITEIY .....veeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeteeeaaa e e tttaeeataaaeeaaaaesstsasaesssssasssssaeasssanannns
2.3.4  ACB transportéry U VIASOVKY SIEZOVE...........cccuuueeecueeeeciiieeeeiiieeeieeeeesieeeesiseaaesissaeesiranaens
3. CILPRACE ...ttt ettt et ettt s st s st n s 35

4.1
4.1.1
4.1.2
4.1.3
4.1.4
4.1.5
4.1.6

4.2
4.2.1  Pristroje
4.2.2  Laboratorni pomiicky

4.3 BUNECNE LINIE .. ceteuitteeeeiteeesitteeesiiteeeeateeesatteessabeeeesuteeeseanbeessabeeaeeaabeeesaasbeeesasbeaesanbbeesnnssaeesanneens

4.4 IMIETODIKA ettt teee e e e ettt e e e e ettt e e e e e s bbb et e e e e e saanebeeeeeeeaeaanbeaeeeeeeesannbnneeeaeeesaannnreneeeessannnn
I Y o Ko o1V o o T o1V -1 SO PRSP
B.4.2  TEANSFEKCE ..o ettt ee ettt e ettt e ettt e e ettt e e e et e s e e atsaaestsaaasasssaseasssnaeatrananns
v S 0 Lo i ][ ] SO PP TPPPPI
Y ([ XY o Yo Y 1] [ =Y=J U S
4.4.5  StANOVENT DIIKOVINY ..ottt e s e e e et e e et a e s svtaaesastaesssaaaeesssanenns
4.4.6  POlymerdzoVa FELEZOVEA FBAKCE ..........uceccueeeeeeeeeeeeieeeeseeeeeeeeeeettaaeetseaeestaraaeeitsaaeasisasenns 44
4.4.7  AQQArozoVa eleKtrOfOrEZa . ...........uuiucviueeeeieeeeeiie e eeee et eette e e et tee e e et e e esiesaeesraaeens

4.4.8  Statistické vyhodnoceni dat

B.  VYSLEDKY ..ueeeeeieuiiieeetesessesessessessesssssesssesessssasessessessssssessesssssssssessessssssessessssssessessessssssesesnns 47
5.1 OPTIMALIZACE TRANSFEKCE PLAZMIDEM EXPRIMUJICIM GFP ..covvviiiieeeee e 47
5.2 OVEREN{ USPESNOSTI TRANSFEKCE METODOU DOT BLOT 1uuuieierereresesesesesesesesesesssesssesesesssesesesesesesesesesens 48
53 VYHODNOCENI TRANSPORTNICH ESEJ 1vvvvrererrrererrerereeeeeeerereeereeereeereeseeesrseersrersrersrssersrsrsrersrsrsreresererees 49

G 2 MY o1 To Yo [o To T[0T )V o I =Y =] SR 51

5.3.2  COICEINOVEA BSEj....ueeceeeeeeeeeeee et e ettt e ettt e e et e e e e tsaaeetsaaeeaassasessssaaaesasasaans 54

5.3.3  Porovndni vysledku jednotlivych transportnich €Seji ................cccoueeecvuveeeeviveeesiieeeesireneanns 54

5.4 DETEKCE MYKOPLAZIMAT «.vveteeeteeeeeteeeeeeaeeeeseaaseessasesesssssesesesaseessasesesssssesesesseessesesesssntesesssssnsesassnes 55

6. DISKUSE .....cciiieeiieeirenerrenereneeeseressrnscressssnseressssnsessssssassssssssassssssesassesnssesassesnsssansesnssssssesnssssnsennnsns 57
T ZAVER e eeeeeeeeeeececeesesessessssssestssessssesssse st ssessssessssesssesensssentssessesessnsssensssessssessnsssensssensesesasassens 61



POUZITE ZIRATKY everreieeereeeieissessessessessssssesssssssssessessessssssessessssssessessesssessessessssssessessesssssssssssnes 62

SEZNAM TABULEK ......voveueerieeuereeetsesesseseessssssssesessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssessssnssssssssssanen 64
SEZNAM OBRAZKU ........cueeerrreuereeeiessseseeessesssesesessssssssesssesssssssessssnsnsssssessssnssesssensssnsessssssnsnenens 65
SEZNAM GRAFU .......eveeeeeeereteaeeeesessseseeessesssessessesssssesssessssssssessssssnsssssesesssssesssenssensssssssssnenens 66
POUZITA LITERATURA .....eeeeeeerrecresseetsesesseessssessssessssssesssesssenssssssssssensssentessssssssensesensenssssssaens 67



1. UVOD

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je vysoce patogenni krevsajici hlistice,
kterd napadd abomasum drobnych prezvykavcl. Infekce zplisobend vlasovkou, tzv.
hemonchdza, je zavainé onemocnéni, které snizuje produkci nakaZeného zvirete
a nasledné zplsobuje jeho uhyn. V dlsledku tohoto onemocnéni dochazi celosvétové

k vyraznym ekonomickym a hospodarskym ztratam (Naeem et al. 2021).

Zasadni komplikaci pfi 1é¢bé hemonchdz je neustdle se prohlubujici anthelminticka
rezistence. Jeji rozvoj je spojen zejména s intenzivnim a nekontrolovanym podavanim
téchto latek, ale také s vysokou adaptabilitou a genetickym polymorfismem vlasovky
slezové. V soucasné dobé byla rezistence zaznamendna jiz u vSech tfid doposud
vyvinutych anthelmintik (Fissiha et Kinde 2021, Besier et al. 2016a). Vlasovka disponuje
jak specifickymi, tak nespecifickymi mechanismy, jez ji chrani pfed ucinky pouzitého
anthelmintika. Specifické mechanismy se mohou projevit jako zmény v sekvencich
DNA, jejichz nasledkem dojde ke zméné cilového mista pro anthelmintikum.
Nespecifické mechanismy jsou zprostfedkovany enzymy metabolizujicimi xenobiotika
(XMEs, zangl. Xenobiotic Metabolising Enzymes) a membranovymi efluxnimi

transportéry (Lespine et al. 2012, Matouskova et al. 2016).

V souvislosti s rozvojem rezistence  jsou nejvice  studovany  ABC
(z angl. ATP binding cassette) transportéry, které vyuzivaji energii skladovanou
ve formé adenosin trifostatu (ATP) k aktivnimu transportu substratu pres bunécnou
membranu. Spektrum substratd transportovanych pomoci téchto membranovych
proteinll je velmi rdznorodé. MuzZe se jednat o antibiotika, toxiny, steroidy,
polysacharidy, ionty, lipidy, peptidy ¢i proteiny (Thomas et Rampé 2018). ABC
transportéry hlistic jsou usporddany do sedmi podrodin (ABC-A az ABC-G) na zakladé
podobnosti ve funkci. Nejvice pozornosti je vénovano podrodiné B, do které patfi
P-glykoproteiny (Langeland et al. 2021). Pravé ty jsou v soucasnosti hojné skloriovany
v souvislosti s rozvojem lékové rezistence u hlistic. Hlavnim dlvodem je opakované
pozorovana zvysena exprese téchto transportérli u rezistentnich kmend. U vlasovky
slezové bylo identifikovano 10 homologl P-glykoproteinu, jako hlavni podilejici se na

rezistenci byly uréeny dva Pgp-2 a Pgp-9 (Ardelli 2013, Pacheto et al. 2022).



Pravé Pgp-9.2 byl pfedmétem zkoumani predlozené diplomové prace v ramci které

jsme studovali jeho transportni aktivitu provedenim nékolika transportnich eseji.
Charakterizace efluxniho transportu P-glykoproteini a jeho mozna inhibice
u parazitickych hlistic by mohly byt klicovym krokem pro pochopeni mechanismu

rezistence a také selhani athelmintické terapie.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Vlasovka slezova (Haemonchus contortus)

Vlasovka slezova je vysoce patogenni krevsajici hlistice, ktera se taxonomicky
fadi do tfidy Secernentea, tadu Strongylida, celedi Trichonstrongylidae a rodu
Haemonchus. Typickym hostitelem jsou drobni prezvykavci, zejména ovce a kozy.
Nazev tohoto parazita je odvozen od mista jeho plsobeni, tedy slezu, kone¢ného
oddilu Zaludku prezvykavcl (Tak et al. 2014). Onemocnéni zplsobené H. contortus
se nazyvda hemonchdza. NakaZeni jedinci trpi anémii a hypoproteinémii. Zasazeny
travici systém nefunguje jak m3, je ovlivnén prijem dusiku a organickych latek. Zvite
neprospiva a ztraci hmotnost, coZ snizuje jeho produktivitu. TéZzka nebo nelécena
infekce pak muzZe vést i kjeho uUhynu (Adduci et al. 2022). Primarnim dUsledkem
infekce je signifikantni pokles v produkci viny a mléka, coz vede kvyraznym

ekonomickym ztratam (Arsenopoulos et al. 2021).

Infekce zplsobené parazitickymi hlisticemi jsou celosvétové kontrolovany
pomoci anthelmintik. | v pfipadé optimdlné nacasované, strategické |écby je tento
zpUsob terapie velmi nakladny a ve vétsiné pripadll pouze ¢astec¢né ucinny. Nadmérné
a Casté pouzivani anthelmintik navic v minulosti vedlo ke znaénym problémim

s rozsifenim rezistentnich kmen hlistic (Roeber et al. 2013).

2.1.1 Geografické rozsireni

H. contortus nejlépe prospiva vteplém a vlhkém prostfedi. Prevalence
hemonchdz je proto znaéné vysoka v tropickych klimatickych pdsmech obou hemisfér
v oblasti mezi rovnobézkami 23,5° severni a jizni Sifky, kde jsou teploty dostatecné
vysoké, aby umozZnily celorocni vyvoj infekénich larev. Klicovym faktorem je také
dostatek vlahy, nebot larvalni vyvoj a prezivani je v obdobich sucha zpomaleno.
Ve vlhkych tropech predstavuje hemonchdza neustalou hrozbu, nebot zvifata mohou

zUstat trvale nakazena.

Vyskyt vlasovek neni omezen pouze na tropické oblasti. DalSimi misty vyskytu
jsou jih Afriky, vychodni Australie, vybrané ¢asti jihu USA, jih a vychod Asie a stred jizni

Ameriky, pro ktera jsou charakteristickd tepla destiva léta. Téchto kratkych obdobi
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v roce jsou vlasovky schopné, diky svému vysokému biotickému potencidlu, vyuzivat

pro jejich vyvoj a pUsobit kratké sezénni epidemie.

Vzhledem ke klicové uloze klimatickych faktord pti urcovani sou¢asného rozsireni
helmint(i, budou trvalé zmény klimatu ovliviovat globalni vyskyt a vyznam vlasovky
slezové. To bude mit za ndsledek, Ze délka obdobi pfiznivych pro jeji vyvoj
se pravdépodobné prodlouzi. ZvySené riziko hemonchdzy je relativné velké zejména
kvlli, jiz zminénému, vysokému biotickému potencidlu, adaptabilité a genetickému
polymorfismu tohoto parazita. Zmény spojené s globalnim oteplenim jiz zacinaji byt
patrné. V roce 2003 bylo v Nizozemsku zaznamendno neobvykle vysoké zatizeni jehnat
infekci zplsobenou H. contortus. Podobné tomu je i ve Spojeném Krélovstvi, kde
za poslednich 30 let prlzkumy ukazuji rostouci prevalenci infekci zplsobenych

H. contortus, zejména v severnich oblastech (Besier et al. 2016a).

2.1.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus vlasovek je pfimy a zahrnuje $est vyvojovych stadii (obr. 1). Zhruba
prvni polovinu svého Zivota Zije vlasovka volné, mimo télo hostitele, zbylou ¢ast plsobi

paraziticky.

Prvnim vyvojovym stadiem jsou vajicka, ktera naklade dospéld samicka
v infikovaném slezu. Jedna se o ovalny shluk zhruba ¢tyf bunék, ktery spolu s trusem
opousti télo hostitele, nebot dalsi zmény probihaji vyhradné za pritomnosti kysliku.
Poté, uz mimo télo hostitele, pokracuje jejich vyvoj prvnim (L1), druhym (L2) a tfetim
larvalni stadiem (L3) (Nikolaou et Gasser 2006). Tento proces trva od jednoho do sedmi
dnl v zavislosti na klimatickych podminkach, optimalni teplotni rozmezi je 15-37 °C
v kombinaci s 80-100% vlhkosti (Naeem et al. 2021). Kazda larva prochazi dvéma
fazemi vyvoje. V pribéhu prvni faze se krmi a roste, druhd faze je neaktivni (tzv.
letargicka), béhem které dochazi k podstatnym strukturnim zménam, jejichz vysledkem
je plné wvyvinuté larvalni stadium snovou kutikulou. Treti larvdlni stadium je
oznacovano jako infekéni, nebot je spolu s potravou pfeneseno do traviciho traktu
hostitele. Po ingesci L3 larva putuje do slezu, kde se zbavuje kutikuly a pfeménuje

se na Ctvrté larvalni stadium (L4) a nasledné dospélou hlistici. Obé tato stadia se Zivi
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krvi prezvykavce. Po oplodnéni samcem kladou dospélé samice v infikovaném slezu

az nékolik tisic vajec denné (Nikolaou et Gasser 2006).

Vhodna teplota a vlhkost jsou kritickymi parametry pro vyvoj zejména prvnich tfi
larvalnich stadii, tedy té faze cyklu, kdy vlasovka Zije volné. Nepfiznivé pocasi jsou
vlasovky schopny preckat ve stavu tzv. hypobidzy, béhem které docasné zastavi sv(j

vyvoj, dokud nenastanou opét vhodné podminky (Arsenopoulos et al. 2021).

_

Eggs released by female
and incorporated into
facal pellet

Adult in
abomasum
or intestines

At

Swallowed larse
develop into adult

L:larvae suspended
in dew drop

Fecal pellet

L

larvae in grass

Obrdzek 1 Zivotni cyklus H. contortus
Pfevzato z: Machen et al. 1998

2.1.3 Morfologie

Dospélé vlasovky jsou na vlas tenké s postupnym anteriornim zuzenim. Celé télo
je bélavé Zluté, nicméné pozrena krev jej barvi do ¢ervena. Travici trakt zacind Ustni
dutinou, ktera je vybavena lancetou slouzZici k naruseni sliznice hostitele. Samci nesou

na konci téla kopulaéni bursu a par jehlicovitych spikuli. Samice maji vulvu prekrytou
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chlopfiovitym vybézkem a bilou délohu, kterd se obtaci kolem krvi naplnénych stfev
a vytvari pro vlasovku typické vinuti. Rozdil mezi pohlavimi je patrny také v délce téla,
samci (10-20 mm) jsou zpravidla mensi nez samice (18-30 mm). Télo hlistic je pokryto
kutikulou tvofenou zejména kolagenem, ktera zajistuje ochranu v gastrointestinalnim
traktu (Tak et al. 2014, Arenopoulos et al. 2021, Naeem et al. 2021). Vyvojova stadia a

morfologické znaky H. contortus jsou vidét na obrazku 2.

Obrazek 2 Vyvojova stadia a morfologické znaky H. contortus
Na obrdzku jsou vidét vyvojovd stddia a charakteristické znaky H. contortus: (a) —
vajicka, (b) — L3 larva s patrnym koncovym zuZenim, (c) — chlopriovity vybéZek, ktery

prekryvad vulvu dospélé samice, (d) — kopulacni bursa (1) a spikule (2) dospélého samce

Prevzato z: Naeem et al. 2021

2.1.4 Hemonchodza

Patofyziologie hemonchdézy a jeji pfidruzené klinické projevy jsou spojené

s anémii, kterd se rozviji na zdkladé krevsajici aktivity parazita. Vlasovky zalinaji sat
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krev ve chvili, kdy dosahnou ¢tvrtého larvalniho stadia, anémii je mozné detekovat
10-12 dni od nakaZeni. Kazdy dospély cerv je za den schopen vysat 30-50 pL krve,
coz ¢ini 30 ml denné v ptipadé, Ze je zvife parazitovdno tisicem infekénich larev.
Zavaznost onemocnéni Uzce souvisi s poctem usidlenych larev a existuje silna korelace
mezi ztrdtou krve a mnoZstvim dospélych vlasovek v organismu zvitete. Dlsledek
infekce proto do znacné miry zavisi na rychlosti pfijmu infekénich larev, imunitni
odpovédi hostitele a aktivaci erytropoézy (Arsenopoulos et al. 2021, Besier et al.

2016a).

V zavislosti na rozsahu infekce a intenzité odpovédi organismu rozliSujeme tfi

typy hemonchdzy — hyperakutni, akutni a chronickou.

Hyperakutni forma se vykytuje relativné vzacné. Zvife je infikovano az 30 000
dospélymi vlasovkami, coZ vede k rozvoji hemoragické gastritidy a signifikantni anémie.
Objevuje se také bledost sliznic (zejména spojivek), podkoini edémy, otok celisti

a meléna. Jedinec progresivné slabne aZ nakonec kolabuje a hyne.

Pro akutni formu tohoto onemocnéni je charakteristicky pozvolnéjsi rozvoj
a infekce 2 000 az 20 000 vlasovkami. Zvife nejprve jevi zndmky mirné anémie, ktera je
ale kompenzovédna aktivaci hematopoetickych procesli. Po nékolika tydnech
pak dochazi k poklesu hematokritu, vyéerpani zasob Zeleza, organismus uz nezvlada

nahrazovat krevni ztraty, coz zplUsobi vznik perzistentni smrtelné anémie.

Infekci mensSim poctem vlasovek po delsi dobu charakterizujeme jako
chronickou formu hemonchézy. K jejimu rozvoji dochazi v oblastech s méné pfiznivymi
podminkami pro vyvoj larvalnich stadii a typicky je doprovazena infekcemi
zpUsobenymi i jinymi helminty. MUzZe byt také disledkem nelspésné anthelmintické
terapie. Klinicky je ¢asto tato forma nerozpoznana, dokud nedojde k narlistu poctu
cervl, nebo koslabeni imunitniho systému hostitele. Zvife vypada podvyZivené,
neroste a dochazi ke snizeni produkce viny a mléka (Arsenopoulos et al. 2021, Besier

etal. 2016a).

Existuje nékolik zpUsobl, jak potvrdit, zda se jednd o infekci H. contortus.
V prvni fadé sledujeme pfitomnost klinickych projevi onemocnéni. Jak jiz bylo

zminéno, vlasovky jsou velmi plodné a v Cerstvém trusu nemocnych zvitat je velké
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mnozstvi vajicek. Ta sice nelze odlisit od vajicek pribuznych cizopasnik(, ale pokud jsou
pfitomny L3 larvy, mohou byt spolehlivé identifikovany pfi koprologickém vysetreni.
V tropickych a subtropickych oblastech je popularni systém FAMACHA (z angl. Faffa
Malan Chart). Na zakladé tabulky se hodnoti zabarveni spojivek, diky cemuz je mozné
odhadnout zavaznost anémie. Dale se vyuZivaji molekularné-biologické metody, z nichz
dnes prevaZzuje metoda polymerazové retézové reakce (PCR, z angl. Polymerase Chain
Reaction). V ptipadé umrti zvifete pitva odhali pfitomnost dospélych vlasovek
a znacné petechie na sliznici Zaludku, dale také ascites, velmi bledé sliznice
nebo submadibularni edém. Post-mortem diagndza je velmi presna, ale je nutnd dobra
znalost morfologie dospélé vlasovky. Diagnostiku mohou doplnit i hematologicka
vySetieni, ktera potvrdi anémii, snizené hodnoty hematokritu a hemoglobinu

(Arsenopoulos et al. 2021, Naeem at al. 2021).

2.1.5 Lécba hemonchozy

Lékem volby pfi terapii infekci zplisobenych gastrointestindlnimi hlisticemi jsou
anthelmintika (Adduci et al. 2022). V poslednich 50 letech byla chemickd kontrola
parazitarnich infekci u hospodarskych zvitat velmi Uspésna, a to hlavné diky znacné
efektivité anthelmintik, které dokazaly zajistit redukci vice nez 95 % hlistic. Bohuzel
intenzivni a nekontrolované podavani téchto latek vedlo krozsifeni rezistentnich
kmen( vlasovek (Fissiha et Kinde 2021). Existuji studie zabyvajici se dalSimi
nekonvencnimi latkami a jejich vlivem na pribéh hemonchdz. Prikladem mohou byt
antiprotozoika, heterocyklické slouéeniny nebo organofosfaty, které pro své toxické
pUsobeni nebyly v minulosti pouzity, ale ukazalo se, Ze uspésné funguji

proti rezistentnim kmenlm H. contortus (Naeem et al. 2021).

Byly vyvinuty kontrolni strategie, jejichZ integrace mlze pomoci zefektivnit |é¢bu
hemonchdéz. Mezi tyto strategie patfi kvalitni vybrana strava, dale také pravidelnd
rotace pastvin i cilena lécba. Kvalitni strava zamérfend na dostatecny prijem bilkovin
posili imunitni systém hostitele a redukuje tak proliferaci parazita. Pravidelnd rotace
pastvin zajisti minimalni kontakt s infekénimi larvami a zamezi dalsi kontaminaci pastvy
novymi vajicky. Praktikuje se také cilend Iécba, kdy jsou anthelmintika podana pouze

vybranym jedincdm na zdkladé pravidelnych vysetfeni, coz umoini vyselektovat
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citlivéjsi zvirata a snizit tak ndklady na anthelmintika (Arsenopoulos et al. 2021, Naeem

etal 2021).

2.2 Anthelmintika

Mezi nejCastéji pouzivand moderni anthelmintika patfi benzimidazoly (BZ),
makrocyklické laktony (ML), imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny a také derivaty
aminoacetonitrilu (AAD) (Arsenopoulos et al. 2021). Mechanismus ucinku vybranych

anthelmintik je shrnut v tabulce 1.

Tabulka 1 Mechanismus ucinku vybranych anthelmintik

Cilové misto Trida Zastupci

Thiobendazol, mebendazol,

Mikrotubul .
I ubuly albendazol, netobimine

Benzimidazoly

Aminoacetonitrilové

derivaty

Monepantel

Tetrahydropyrimidiny

Pyrantel, morantel

lontové kanaly Imidazothiazoly

Levamisol

Makrocyklické laktony

Ivermektin, moxidectin

Spiroindoly Derquantel
-——- Piperazin
Salicylanilidy Closantel
Energeticky metabolismus
Chlorované sulfonamidy Clorsulon

Modifikovdno podle: Kéhler 2001, Abongwa et al. 2017

Benzimidazoly

Benzimidazoly jsou, od svého uvedeni na trh vroce 1960, hojné vyuzZivany
ke kontrole parazitl jak ve veterinarni, tak lidské mediciné. Jednd se o Sirokospektra
anthelmintika, kterd jsou dobre tolerovana a bez vyraznych vedlejSich ucink( (Son
et al. 2020). Primarnim mechanismem ucinku benzimidazoll je selektivni vazba

na cytoskeletalni protein B-tubulin, ktery, spolu s a-tubulinem, tvofi zakladni slozku
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mikrotubul( (Jaeger et Costa 2017). DUsledkem této vazby je inhibice polymerace
tubulinu, ¢imZ je zabranéno formaci mikrotubull. Soucasné je inhibovan pfijem
glukézy a deplece glykogenu (Taman et Azab 2014). Mikrotubuly jsou dynamické
bunécné organely, které zasahuji do rfady Zivotné dulezitych pochod(, véetné mitdzy,
motility a transportu. Interakce s lécivem vede k vychyleni z rovnovdhy a akumulaci
volného tubulinu. Vzhledem k mnoha klicovym rolim, které mikrotubuly v bunécnych

procesech zastavaji, vede jejich destrukce ke smrti buriky (Kéhler 2001).

Makrocyklické laktony

Do této skupiny anthelmintik se fadi avermektiny (napf. ivermektin (IVM)
a doramektin) a milbemyciny (napf. moxidektin). Tato lé¢iva se pouzivaji ke kontrole
nematoddéz u zvirat, ale jsou také lékem volby pfi lécbé onchocerkézy u lidi.
Makrocyklické laktony cili na glutamdatem Ftizené chloridové kandly (GluCls), které
ve své strukture obsahuji a-podjednotku. Jedna se o proteinové komplexy, které jsou
fylogeneticky pfibuzné s GABA chloridovymi kanaly obratlovci a pravdépodobné
vykazuji i podobnou sestavu podjednotek. Ivermektin pUsobi jako agonista glutamatu,
ktery je zodpovédny za otevirani chloridovych kandld. V nizkych koncentracich
ivermektin pouze potencuje ucinek glutamatu, pfi vyssich koncentracich zplsobi primé
otevieni kandlu (Kohler 2001). Nasledkem je zvySeny influx chloridovych iontl

do buriky, hyperpolarizace a svalova paralyza ¢erva (Roeber et al. 2013, Kéhler 2001).

Imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny

Zastupce této kategorie anthelmintik tvofi dvé strukturné odlisné skupiny latek,
jez maji podobny mechanismus ucinku - imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny. Tyto
latky se chovaji jako agonisté neurotransmiteru acetylcholinu. Selektivné aktivuji
nikotinovy receptor pro acetylcholin (nAChR), ktery se nachazi na povrchu svalovych
bunék hlistic. Vazba téchto IéCiv na rozpoznavaci misto excitaéniho receptoru zpusobi
depolarizaci bunky, jez vede ke spastické paralyze svaloviny Cerva. (Kohler 2001,

Abongwa et al. 2017).
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Salicylanilidy a substituované fenoly

Mechanismem Ucinku téchto latek je inhibice energetického metabolismu
parazitQ. Pfi terapii hemonchdz se uplatriuji zejména closantel, rafoxanid, disofenol
a nitroxynil. Jednda se o Uzkospektra anthelmintika, kterda puUsobi specificky
proti krevsajicim helintdm. Maji zvlastni vyznam pro tlumeni infekci zplsobenych
H. contortus, protoZe nékteré znich (closantel a disofenol) poskytuji prodlouzeny
protektivni Ucinek i nékolik tydnl po podani. Tato skutecnost vsak vedla k rozvoji
rezistentnich kmenu v endemickych oblastech, kde byl intenzivné pouzivan, ale obecné
je neobvykla v situacich s nizsSim rizikem, kde neni opodstatnéné pouziti dlouhodobé

plsobiciho anthelmintika (Besier et al. 2016b).

Aminoacetonitrilové derivaty

Aminoacetonitrilové  derivaty predstavuji novéjsi tfidu  anthelmintik
se Sirokym spektrem Gcinku, véetné rezistentnich kmenil, a nizkou toxicitou.
Nejznaméjsim zastupcem této skupiny je monepantel, ktery plsobi jako agonista
nikotinovych receptorll pro acetylcholin. Vysledkem této interakce je spasticka
paralyza a smrt ¢erva. Pfi podani v nizkych koncentracich (< 1 nM) pUsobi jako pozitivni
alostericky modulator, pfi koncentracich vyssich (> 0,1 uM) se chova jako plny agonista

(Abongwa et al. 2017, Lanusse et al. 2016).

Spiroindoly

Derquantel byl prvnim semisyntetickym c¢lenem této skupiny anthemintik.
Na trh byl uveden vroce 2010 pro pouZiti v kombinaci s makrocyklickym laktonem
abamektinem pod obchodnim nazvem STARTECK. Derquantel plsobi jako antagonista
nikotinovych receptorl a ve spojeni s abamektinem ma vynikajici Sirokospektrou
ucinnost proti parazitickym hlisticim, véetné téch, které jsou rezistentni

k benzimidazolim, levamisolu a makrocyklickym laktonim (Abongwa et al. 2017).

2.2.1 Anthelminticka rezistence

Anthelminticka rezistence (AR) je definovana jako schopnost parazita tolerovat

davku anthelmintika, ktera by byla pro normalni citlivou populaci smrtelnd (Muchiut
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et al. 2018). Aby doslo k rozvoji rezistence musi ¢ast populace vystavena ucinkim
athelmintika prezit lécbu, rozmnoZit se a predat geny asociované s rezistenci
svym potomk(lm. S dalsi selekci a reprodukci se frekvence téchto gend v populaci

zvySuje (Sangster et al. 2018).

ProtoZze ma rezistence geneticky zaklad, lze ji zaznamenat jako zmény
v sekvencich DNA, které ovliviiuji funkci nebo expresi jinych genovych produktd. Cilena
rezistence je zpusobena mutaci receptoru, ktery je cilem I|éCiva a souvisi s jeho
mechanismem Ucinku. Tato mutace mulze byt zplUsobena jednonukleotidovymi
polymorfismy (SNPs, z angl. Single Nucleotide Polymorphisms) nebo jinymi genetickymi
zménami, jez vedou ke zméndm v aminokyselinovych sekvencich receptoru a afinité
receptoru k léCivu. Mlze dojit také ke zménam v pomocnych bilkovinach nebo jinych
latkach, které se podili na sprdvném fungovani receptoru, zménam v regulacnich
slozkach, které ovliviuji Uroven exprese receptoru, zméndm v dlleZitosti funkce
receptoru pro Zivotaschopnost organismu, nebo vremediacnich ¢ kompenzadich

mechanismech (Lespine et al. 2012).

Vsechny tyto procesy jsou prikladem specifickych mechanism( rezistence,
jez zaznamendavame typicky napf. u vlasovek rezistentnich k benzimidazolim (Lespine
at al. 2012). Vedle toho disponuji hlistice fadou nespecifickych mechanismd,
které chrani organismus parazita pred xenobiotiky nezavisle na jejich strukture.
Tyto mechanismy jsou zprostfedkovany enzymy metabolizujicimi xenobiotika

a membranovymi efluxnimi proteiny (Matouskova et al. 2016).

Rezistence byla zaznamenana jiz u vSech tfid anthelmintik a ma se za to, Ze ¢as
potiebny k jejimu rozvoji od uvedeni |éCiva na trh je v soucasné dobé méné nez 10 let.
Jednd se o dynamicky proces, jehoz pribéh mulze ovlivnit fada faktorlli — hostitel,
parazit, typ anthelmintika a jeho uziti, prostredi, ve kterém se nakazené zvife nachazi

a také klimatické podminky (Fissiha et Kinde 2021).

Ve veterinarni mediciné je standardné vyZadovano, aby anthelmintikum
pfi jednorazovém osetreni efektivné odstranilo 95 % parazitickych hlistic z organismu
hostitele. U¢innost nizéi ne# tato hodnota, a jednozna¢né u&innost nizsi nez 90 %, je

povaZovana za dlikaz rezistence na anthelmintika (Lespine at al. 2012).
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2.2.2 Anthelminticka rezistence u vlasovky slezové

Rezistence k benzimidazolum

Rezistence k benzimidazolim je spojena se zménami ve struktufe B-tubulinu.
Nasledkem SNPs dochazi kzaméné aminokyseliny v genu pro B-tubulin izotyp 1,
coz brani vazbé léciva (Fissiha et Kinde 2021). Nejéastéji se jednd o bodovou mutaci
na 200. pozici, kde dochdzi k zdméné fenylalaninu za tyrozin (F200Y). Mezi dal$i SNPs
patfi bodové mutace na pozici 167 (F167Y) a 198 (E198A). Ty se vSak objevuji méné

Casto (Arsenopoulos et al. 2021).

Rezistence k makrocyklickym laktonim

Mechanismus rezistence k makrocyklickym laktonim nebyl doposud zcela
objasnén. Studie zabyvajici se avermektin- a moxidektin-rezistentnimi populacemi
H. contortus zaznamenaly zvySenou frekvenci alel pro a-podjednotku GluCls,
coz naznacuje, Ze mutace vtomto genu muZe souviset s rozvojem rezistence (Fissiha
et Kinde 2021). Dalsi vyzkum ved| ke zjisténi, Ze soucasné s rezistenci jsou pfitomny
polymorfismy v genech pro P-glykoprotein (Pgp), které vedou ke zvySené expresi

tohoto efluxniho transportéru (Arsenopoulos et al. 2021).

Rezistence k imidazothiazoliim/tetrahydropyrimidiniim

Rezistence k této skupiné anthelmintik je zaloZzena na zménach v nikotinovém
receptoru pro acetylcholin. Provedené studie odhalily mutace vgenech
pro podjednotku zminéného receptoru. U vlasovky slezové se jedna konkrétné o geny
Hco-unc-63 a Hco-acr-8, které byly detekovany u rezistentnich kmen(, nikoli vSak
u kmen citlivych. Nasledkem téchto mutaci dochazi k produkci proteinu, ktery se vaze
na nikotinové receptory a znemoziuje tak vazbu léciva na cilové misto. Jind skupina
védcll zaznamenala vyznamné sniZeni exprese genl Hco-unc-29.3 a Hco-unc-63
u rezistentni populace vlasovek. Navic byl potvrzen pokles viech ctyf typl genu
Hco-unc-29 (Hco-unc-29.1, -29.2, -29.3 a -29.4). Po dalsim prozkoumani rezistentnich
kmenu byla zaznamendna vyssi Uroven rezistence u vSech subpopulaci, u kterych byla
snizena exprese genl kodujicich nikotinové receptory Hco-unc-63a, -63B, -29.2, -29.4,

-26 a -acr-8a (Arsenopoulos et al. 2021).

20



Rezistence k amincetonitrilovym derivatim

V ramci experimentalnich studiich byly larvy H. contortus po nékolik generaci
selektovany pomoci AAD, konkrétné monepantelu. Vzniklé mutantni linie
pak vykazovaly rezistenci k terapeutickym ddvkam léciva. U téchto rezistentnich linii
byly nalezeny mutace vgenech (Hco-des-2H, Hco-acr-23H a Hco-MPTL-1)
pro nikotinové receptory. Zaznamenané zmény vedly k defektnimu sestfihu, inzercim
a bodovym mutacim, jejichz nasledkem byla prfedc¢asna terminace proteinu (Kotze

et Prichard 2016, Arsenopoulos et al. 2021).

Rezistence k salicylanilidim

Closantel je uUzkospektré anthelmintikum pUsobici pouze proti krevsajicim
parazitim jako je H. contortus nebo Fasciola hepatica. Ztohoto divodu mu bylo
vénovano méné pozornosti, nez Castéji pouzivanym Sirokospektrym anthelmintikim
jako jsou benzimidazoly (Kotze a Prichard 2016). V ramci studie byl porovndn pfijem
a metabolismus closantelu u rezistentnich a citlivych kmena. Vysledkem bylo zjisténi,
Ze ani jedna skupina nevykazovala schopnost metabolicky zpracovat toto I[écCivo.
Pravdépodobnou pfic¢innou rezistence je tedy sniZzeny pfijem closantelu rezistentnimi
parazity, silnéjsi vazba tohoto |éciva k albuminu a zvySena exkrece z téla rezistentnich

cervl (Arsenopoulos et al. 2021).

Enzymy metabolizujici xenobiotika

Xenobiotika predstavuji cizorodé slouceniny, které nemohou byt wvyuzity
jako zdroj energie, Ci prekurzor pro syntézu biomolekul. V organismu jsou tyto latky
neutralizovany sofistikovanymi detoxikacnimi systémy, které jsou reprezentovany
pomoci enzym{ metabolizujicich xenobiotika. Vysledkem jsou hydrofilnéjsi produkty,

které jsou snadnéji vylouéeny.

Biotransformace xenobiotik je rozdélena do dvou fazi. Béhem prvni faze
dochdzi kodkryti nebo vneseni hydrofilnich skupin do molekuly xenobiotika
prostrednictvim oxidacnich, redukénich nebo hydrolytickych reakci. Nejdulezitéjsi
enzymy prvni faze jsou bezesporu cytochromy P450 (CYPs), které katalyzuji preménu

fady exogennich i endogennich sloucenin. V druhé fazi jsou xenobiotika, nebo jejich
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metabolity vzniklé béhem prvni faze biotransformace, konjugovany sendogenni
slou¢eninou. Mezi nejznaméjsi zastupce enzyml druhé faze patfi glutation-S-

transferazy (GSTs) a UDP-glykosyltransferazy (UGTs).

Zvysend exprese rlznych XMEs muzZe pfispivat ke snizeni ucinnosti
anthelmintické terapie a rozvoji rezistence. Navzdory relativné nizkému mnozstvi genl(
pro CYPs u hlistic byla u nékolika druh( pozorovana oxidace anthelmintik a v nékterych
pfipadech byla zvySena oxidacni aktivita spojena s rezistenci k [é¢ivim. S cizorodymi
sloueninami interaguji také membranové efluxni transportéry, které rozdélujeme
do péti rodin: ABC transportéry, MATE transportéry (z angl. Multidrug and Toxic
Compound Extrusion Transporters), MFS transportéry (z angl. Major Facilitator
Superfamily Transporters), RND transportéry (z angl. Resistance Nodulation Division
Transporters) a SMR transportéry (z angl. Small Multidrug Resistance Transporters).
V souvislosti s AR jsou nejvice studovany ABC transportéry, které budou popsany nize

(Matouskova et al. 2016).

2.2.3 Metody detekce anthelmintické rezistence

Rezistence nemusi byt jedinym dlvodem selhani anthelmintické terapie.
Na viné muZe byt nespravna ddvka I|éc¢iva, nebo jiné onemocnéni vyznadujici
se podobnymi klinickymi pfiznaky. Snarlistem AR se proto zvySuje poptavka

po spolehlivych a standardizovanych detekénich metoddch (Fissiha et Kinde 2021).

In vivo metody

Popularni metodou pro posouzeni ucinnosti anthelmintik je test ubytku vajicek
v trusu infikovaného zvirete (FECRT, z angl. Faecal Egg Count Reduction Test). Technika
porovnava pocet vaji¢ek v trusu hostitele pred a po |é¢bé. Vzorky by mély byt sbirany
10-14 dni po podani anthelmintika, protoZe osetfeni mlzZe docasné zastavit kladeni
vaji¢ek, aniz by doslo k usmrceni dospélych hlistic (Fissiha et Kinde 2021). Rezistence je
v testované populaci pfitomna, jestlize procentualni snizeni poctu vajicek je mensi,
nez 95 % a spodni 95% hladina spolehlivosti je nizsi nez 90 %. Tento test ma urcité
limity, mezi které se fadi naklady na jeho provedeni, nedostatec¢na presnost, odlisSny

obsah vajicek v jednotlivych vzorcich a také nizka citlivost. | pres vyjmenované
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nedokonalosti je tato metoda detekce doporucena Svétovou asociaci pro pokrok
ve veterinarni parazitologii (WAAVP, z angl. World Association for the Advancement
of Veterinary Parasitology) pro rutinni diagnostiku rezistence (Kotze et Prichard 2016,

Sangster et al. 2018).

In vitro metody

V poslednich letech je predmétem zkoumani vyvoj metod, které by slouzily
jako alternativy k FECRT testu. Jednou z moznosti jsou in vitro biologické testy,
které vyuzivaji volné Zijici stadia parazita k méreni citlivosti na anthelmintika. Zminéné
testy jsou cenové dostupnéjsi, relativné rychlé a vyhybaji se jakymkoliv negativnim
dopadlm na hospodarska zvifata a nenesou s sebou nékteré nepresnosti FECRT testu

(Kotze et Prichard 2016).

Ke zjisténi pritomnosti rezistence na benzimidazolova anthelmintika se pouziva
test lihnuti vajicek (EHT, z angl. Egg Hatch Test). Benzimidazoly zabranuji embryonaci
a lihnuti vaji¢ek parazitickych helmintt. Cerstva vajicka jsou umisténa do 96-jamkové
desticky a inkubovana srlznymi koncentracemi anthelmintika po dobu 48 hodin
pfi teploté 27 °C. Vajicka rezistentnich kmend, i pfes pritomnost potencialné letalnich

davek léciva, pokracuji ve vyvoji a lihnou se v larvy (Fissiha et Kinde 2021).

Dalsi metodu detekce je test larvalni vyvoje (LDT, z angl. Larval Development
Test). V prlbéhu testu jsou vajicka, nebo prvni larvalni stadia, vystavena rlznym
koncentracim vybraného anthelmintika. Pro citlivé kmeny je inkubace
s anthelmintikem letdlni, zatimco rezistentni jedinci jsou schopni pokracovat ve vyvoji

a dosahnout stadia infekéni larvy (Jabbar et al. 2006, Kotze et Prichard 2016).

Test motility larev (LMT, z angl. Larval Motility Test), nebo také test larvalni
paralyzy, byl vyvinut pro detekci rezistence k nikotinovym agonistim (levamisolu
a morantelu) (Taylor et al. 2002). Infekéni larvy jsou po dobu 24 hodin ve tmé
inkubovany pti 25 °C vruznych koncentracich anthelmintika. Nasledné jsou na 20
minut vystaveny svétlu. Rezistentni larvy jsou svétlem stimulovany a jevi zndmky
motility. Poté se vypocita pocet nepohyblivych larev jako podil z celkového poctu

testovanych larev pfi kazdé koncentraci (Fissiha et Kinde 2021).
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Molekuldrni metody

Molekularni metody se vyznacuji vysokou citlivosti a specifitou a je diky nim
moziné detekovat mutace na drovni 1 % populace. To predstavuje velkou vyhodu
ve srovnani s klasickymi parazitarnimi metodami, nebot dokadzi odhalit rezistentni
parazity ve velmi raném staddiu. Kromé toho lze materidl na provedeni analyzy ziskat
nejen z dospélych vlasovek, ale také z L3 larev a vajicek. Diky tomu je moziné
se vyhnout porazeni hospodarskych zvitat za ucelem ziskani dospélcli viasovky slezové.
Nejcastéji jsou vyuzivany tyto techniky: alelové-specifika PCR, real-time PCR,
pyrosekvenovani a PCR, jeZ analyzuje polymorfismy restrikénich fragmentl (Kotze

et Prichard 2016, Muchiut et al. 2018).

2.2.4 Prevence rozvoje anthelmintické rezistence

Vyvoj novych anthelmintik je zdlouhavy a ndkladny proces, proto je potieba

s rozvahou pouZivat stavajici zplUsoby, které minimalizuji rozvoj rezistence.

Dllezitym preventivnim opatfenim je korektni uziti Iéc¢iva. Vyssi riziko rozvoje
rezistence je spojeno s podanim nedostatecné davky nebo s ¢astou a opakovanou
aplikaci anthelmintik ze stejné tfidy. Pfed podanim je proto doporuéeno nejprve
spolehlivé urcit typ hlistice a vybrat ucéinné anthelmintikum. Dale také dodrzet
pfilozené pokyny a IéCivo spravné nadavkovat (Fissiha et Kinde 2018). Jinou strategii
k odddleni rezistence je pouziti dvou anthelmintik zrlznych tfid spodobnym
spektrem, ale jinym mechanismem uc¢inku. Kombinace mebendazolu s levamisolem
se v minulosti ukazala byt ucinnd proti infekcim zplUsobenym H. contortus (Shalaby

2013).

Rezistence je geneticka vyhoda, jeZ se fenotypové projevi az poté, co frekvence
rezistentnich alel dosahne pomérné vysokych hodnot. Proto je ddlezité,
aby preventivni opatfeni byla zamérena na sniZeni rychlosti, sjakou se kumuluji
rezistentni alely. Strategie na zpomaleni rozvoje rezistence musi byt implementovany
vrané fazi vyvoje rezistence drive, nez se objevi jakykoliv klinicky dikaz o snizeni
ucinku léciva. Toho lze dosdhnout dodrzovanim doporucenych postupl, které zajisti
udrzeni dostatecné urovné refugii (Shalaby 2013, Fissiha et Kinde 2021). Refugium je

cast populace parazita, jeZ neni vystavena pulsobeni Iéciva. Nepodléha
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tudiz selekénimu tlaku a zajisti tak udrzeni citlivych jedincl v populaci (Shalaby 2013,
Sangster 2018). Parazitologové proto doporucuji selektivni pfistup, kdy jsou léky
podany pouze zvifatim, kterd |écbu potiebuji. LéCba zvifat, jeZ jsou méné zatizena
Cervy totiz nepfispiva ke kontrole parazitl a odstranuje duleZity zdroj refugii, ¢imz

se urychluje rozvoj rezistence (Shalaby 2013).

2.3 ABC transportéry

ABC transportéry se fadi do velké a rozmanité nadrodiny ABC proteind,
jez nachdzime napfi¢ vSemi organismy. Jedna se o membranové komplexy,
které vyuZivaji energii skladovanou ve formé ATP k aktivnimu transportu substratu
pfes bunéfnou membrdnu proti koncentraénimu gradientu. Spektrum substratq,
které mohou byt transportovany pomoci ABC transportér(, je velmi rlznorodé. Mize
se jednat o antibiotika, toxiny, steroidy, lipidy, ionty, polysacharidy, peptidy ¢i proteiny
(Thomas et Rampé 2018).

Podle sméru transportu rozliSujeme ABC transportéry simportni a exportni
funkci. U prokaryotickych bunék nachdazime oba tyto typy lokalizované
v cytoplazmatické membrané. Zajistuji import pro bunku ddlezitych Zivin a export
endogennich latek ¢&i xenobiotik. U eukaryot se mohou tyto transportéry nachazet
i na membrdnach dalSich organel. U téchto bunék pIni ABC transportéry zejména

funkci efluxni pumpy (Dean et al. 2022, Wilkens 2015, Beek et al. 2014).

2.3.1 Struktura

Typicky ABC transportér je tvofren dvéma odliSnymi doménami,
transmembranovou doménou (TMD, z angl. Transmembrane Domain) a nukleotid-
vazajici doménou (NBD, z angl. Nucleotide Binding Domain). Lokalizace téchto domén
je odlisnd v zavislosti na druhu bunky, u eukaryot se nachdazi spole¢né na jednom
polypeptidovém fetézci, zatimco u prokaryot jsou oddélené na izolovanych
polypeptidovych fetézcich. Dale rozliSujeme transportéry podle struktury na celistvé
a polovicni. Celistvé sestavaji z polyptidového retézce, ktery nese vsSechny Cctyfi
domény (TMD-NBD-TMD-NBD), zatimco transportéry polovi¢ni jsou tvoreny dvéma

polypeptidovymi fetézci, kde kazdy nese dvé domény (TMD-NBD), a aby vznikl plné
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funkéni transportér, musi probéhnout dimerizace. Domény, které jsou soucasti
polovi¢nich transportéri mohou byt na obou polypeptidovych fetézcich identické

(homodimerni) nebo odlisné (heterodimerni) (Wilkens 2015, Beek et al. 2014).

Hydrofilni NBD doména je orientovdna smérem do cytoplazmy. Ve své
struktufe obsahuje vysoce konzervované motivy potfebné pro vazbu a hydrolyzu
molekuly ATP. Prvni z téchto motivl je WalkerQv motiv A, jeZ skrze lyzinova rezidua
interaguje s B- a y-fosfaty ATP. Dalsim nezbytnym motivem je Walkerlv motiv B,
jehoz ukolem je koordinace horecnatych iont(, které jsou nezbytné pro hydrolyzu ATP.
DulezZitou soucasti je i LSGGQ motiv, ktery se nachazi v a-helikalni subdoméné a podili
se na vazbé ATP. DalSimi konzervovanymi motivy jsou D-smycka, kterd pfimo naseda
na Walkeriv motiv B a predstavuje kontaktni misto dvou NBD domén, a A-smycka
obsahujici ve své sekvenci aromatickd rezidua (zejména tyrozin) podilejici se
na umisténi ATP. Dvé NBD domény jsou situovany tak, Ze konzervované motivy jsou
zrcadlové orientovany proti sobé, takze vznikaji dvé vazebnd mista pro ATP (Beek et al.

2014).

TMD doména prochazi lipidovou dvojvrstvou a vytvari hydrofobni poér, skrz
ktery je translokovan substrat. Je slozena z nékolika segmentl (a-helix(), jejichz pocet
je variabilni v zavislosti na typu transportéru. Efluxni ABC transportéry maji zpravidla 6
a-helixl na jednu TMD doménu, zatimco importéry maji téchto uUsek( 10-20. TMD
domény neobsahuji Zadné konzervované sekvence a jsou velmi strukturné variabilni,

coz umoznuje transport chemicky réiznorodych substrata (Wilkens 2015).

2.3.2 Efluxni mechanismus

Transportni cyklus zac¢ind vazbou substratu k TMD doméné (obr. 3). Poté dojde
k vazbé dvou molekul ATP a dimerizaci NBD domén. Tento krok vyvola konformacni
zmény vTMD doménéach, které zméni svoje postaveni ze smértujicich dovnitr,
na smérujici vné. Substrat je nasledné translokovdn skrz membrdanu a uvolnén
do extracelularniho prostoru. ATP je hydrolyzovano za vzniku adenosin difosfatu (ADP)
a fosfatu (Pi), jakmile jsou tyto molekuly uvolnény a NBD domény disociuji, transportér

se vraci do vychoziho stavu (Wilkens 2015).
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A inward outward
facing 2 ATP facing

Obrazek 3 Exportni mechanismus ABC transportéru

PriloZeny obrdzek zndzorriuje exportni mechanismus ABC transportéru. Transportér je
otevifen smérem do cytosolu a na cilové misto TMD domén se vdZe substrat (D). Dvé
molekuly ATP se vdzi na NBD domény, které ndsledné dimerizuji. TMD domény méni

svoji konformaci, oteviraji se smérem vné a dochdzi k uvolnéni substratu.

Prevzato z: Wilkens 2015

2.3.3 Lidské ACB transportéry

Lidsky genom koduje 48 ABC transportérd, které jsou usporadany do sedmi
podrodin (ABC-A az ABC-G) na zakladé strukturni podobnosti, pofadi a sekvencni
homologie vNBD a TMD doménach (Chen et al. 2016, Dean et al. 2022). Vétsina
téchto transportnich komplex(i je lokalizovdna na kartddovém lemu enterocytd,
kanalikularni membrané hepatocytl, membrané proximalnich tubuld ledvin
a také jako souédst membrdany epitelidlnich bunék hematoncefalické bariéry. Tyto
struktury zajistuji transport substratd pres plazmatické membrany a ochranu bunék
pred xenobiotiky, zdrovenh mohou svym hojnym vyskytem v gastrointestindlnim traktu
ovliviiovat absorpci, distribuci, exkreci a obecné farmakokinetiku podanych [éciv.
Nékteré ABC transportéry jsou také zodpovédné za udrzeni homeostazy endogennich
agens (Choi et Yu 2014).
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Specifické mutace v genech pro ABC transportéry byly pozorovany u nékterych
genetickych onemocnéni. Pfikladem je cystickda fibréza, autozomalné recesivni
onemocnéni, jehoZ rozvoj zapfi¢ifuje mutace v genu pro transmembranovy receptor
CFTR (z angl. Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), ktery funguje
jako chloridovy kanal a hraje dilezitou roli v exokrinni sekreci. V plicich nemocného
dochazi nasledkem mutace k produkci hustého lepkavého hlenu, ktery mize ucpavat
dychaci cesty a vést k Zivot ohrozujicim infekcim. DalS$i onemocnéni, kterd souvisi
s mutaci v genu pro ABC transportér jsou Tangierska choroba (ABCA1), hypertrichdza
(ABCA5), Dubin(v-Johnsoniv syndrom (ABCC2), X-vdzand adrenoleukodystrofie
(ABCD1) a dalsi (Dean et al. 2022).

Dalsi vyznamnou oblasti, do které ABC transportéry zasahuji, je farmakoterapie
nadorovych onemocnéni. Zejména se jedna o rozvoj mnohocetné lékové rezistence
(MDR), ktera byva jednim z hlavnich problému pfi |écbé rakoviny. Ziskana rezistence
chrani buriky nejen pred lé¢ivem pouzivanym béhem terapie, ale také pred ostatnimi
léCivy, které, mohou, ale nemusi, byt strukturné ¢i funkéné podobné vybranému
chemoterapeutiku. Podstatou MDR je zvySend exprese ABC transportérd rakovinnymi
burikami. Vysledkem je zvySeny eflux |éCiva z rezistentni bunky. Jednim z moznych
zpUsobu, jak se vyvarovat MDR, je doplnit terapii o inhibitory ABC efluxnich pump,
které zajisti, ze intraceluldrni koncentrace farmaka nebude snizena. MDR fenotyp je
spojovan zejména se zvySenou expresi P-glykoproteinu (P-gp/ABCB1), multidrug
resistance-associated proteinu 1 (MRP1/ABCC1) a breast cancer resistance proteinu

(BCRP/ABCG2) (Chio et Yu 2014).

P-glykoprotein

P-glykoprotein (obr. 4), zndmy také jako multidrug resistance protein 1 (MDR1),
byl poprvé izolovan zkolchicin-rezistentnich bunék ovarii cinského krecka. Je
syntetizovan v endoplazmatickém retikulu jako glykosylovany meziprodukt, nasledné
modifikovan v Golgiho apardtu a exportovan na bunécény povrch. Lidsky P-glykoprotein
je kédovan dvéma MDR geny (MDR1/ABCB1 a MDR3/ABCB4), které vznikaji duplikaci
a jsou lokalizovany na dlouhém raménku chromozomu 7g21. Vysledny transportér je

tvoren jednim polypeptidovym Fetézcem o délce 1280 aminokyselin a molekulové
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hmotnosti 170 kDa (Silva et al. 2015). Hojné zastoupen je na apikalnim povrchu
epitelidlnich bunék stfev, ZluCovodl, proximalnich tubull ledvin, pankreatickych
vyvodl, nadledvin, placenty a také jako soucast hematoencefalické
a hemototestikuldrni bariéry. Jeho fyziologickou roli je eliminace endogennich
metabolitl a ochrana orgadn( pred cizorodymi a potencidlné nebezpecnymi latkami

(Silva et al. 2015, Genovese et al. 2017, EImeliegy et al. 2020).

P-glykoprotein je schopny vazat a transportovat zburiky velké mnoZstvi
chemicky, strukturné a farmakologicky rozlicnych slouéenin. Mezi jeho substraty
se fadi chemoterapeutika, blokatory vapenatych kandll, steroidni latky, linearni
a cyklické peptidy, fluorescencni barviva, pesticidy a dalsi. Jednd se vétSinou o slabé
amfipatické a relativné hydrofobni slouceniny, které casto, neni to ale pravidlem,
obsahuji ve své struktufe aromaticky kruh a kladné nabity atom dusiku (Silva et al.

2015).
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Obrazek 4 Topologicky model lidského P-glykoproteinu

Struktura P-glykoproteinu je tvorfena dvéma homolognimi polovinami. Soucdsti kazdé
z nich je jedna TMD doména, kterd sestdvad ze Sesti a-helix(, a jedna NBD doména

orientovand smérem do cytosolu.

Prevzato z: Silva et al. 2015
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Multidrug resistance-associated protein 1

Multidrug resistance-associated protein 1 byl poprvé klonovan z bunécné linie
lidského plicniho karcinomu vroce 1992. Je kédovan ABCC1 genem lokalizovanym
na 16pl13.1 chromozomu za vzniku 1531 aminokyselin dlouhého polypeptidu
s molekulovou hmotnosti 190 kDa. Tento transportér je exprimovan ve vétSiné tkani
s relativné vysokymi hladinami v plicich, sleziné, varlatech, ledvinach, nadledvinach,
Stitné Zldze a mocovém meéchyfi. Ddle je také soucdsti hematoencefalické,
hematotestikularni a hematolikvorové bariéry. Strukturné se jednd o atypicky ABC
transportér skladajici se ze tfi TMD a dvou NBD domén (Yin et Zhang 2011, Ma et al.
2014).

MRP1 zajistuje transport Sirokého spektra substratl od protinddorovych Iéciv
po fluorescenéni barviva. Mezi zndmd protinddorova léciva se fadi antracykliny,
epipodofylotoxiny, Vinca alkaloidy, metotrexat, mitoxantron a kamptoteciny. Dale jsou
pomoci ného transportovany dalsi typy farmak jako jsou Iéky podavané HIV pozitivnim
pacientdim nebo antibiotika. Kromé latek exogennich pres tento transportér
probihd také transport latek télu vlastnich, kde se jedna zejména o volny glutation,
glutation-konjugované leukotrieny, konjugaty kyseliny glukuronové a sulfonové (Yin et

Zhang 2011).

Breast cancer resistance protein

Breast cancer resistance protein byl objeven a poprvé klonovan z doxorubicin
rezistentnich bunék nadoru prsu. Transportér dlouhy 655 aminokyselin, o molekulové
hmotnosti 72 kDa, je kddovan lidskym BCRP genem, ktery je lokalizovan na 4q22
chromozomu. Strukturné se jedna o transportér polovicni, tvoreny jednou TMD
a jednou NBD doménou, ktery funguje jako homodimer, ¢i jako tetradimer spojeny

disulfidickymi mastky (Staud et Pavek 2005).

BCRP vykazuje vysokou efluxni kapacitu a Sirokou substratovou specifitu. Je
exprimovan na apikdlni membrané bunék placenty, tenkého a tlustého streva,
hepatocytli, proximalnich tubuld ledvin, mozku a vcelé fadé nadorovych bunék.
Mezi jeho substraty patfi kladné ¢i zaporné nabité organické ionty, a dale

také protinddorova |éciva, napfiklad metotrexat, flavopiridol, metoxantron
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nebo kaptoteciny. Fotosenzitizéry, jako je feoforbid A ¢i protoporfyrin IX a jim podobné
slouc€eniny, se také rfadi mezi substraty tohoto transportéru, coZ naznacuje, Ze BCRP je
moznou pri¢inou bunécné rezistence na fotodynamickou terapii. (Staud et Pavek 2005,

Mao et Unadkat 2015).

2.3.4 ACB transportéry u vlasovky slezové

ABC transportéry hlistic jsou usporadany do sedmi podrodin (ABC-A az ABC-G)
na zdkladé podobnosti ve funkci. V soucasnosti je nejvice studovana hlavné podrodina

B, jez zahrnuje P-glykoproteiny (Langeland et al. 2021).

P-glykoproteiny jsou vyznamnou soucasti detoxikacniho systému hlistic. Na rozdil
od savcl, u nichZ nalezneme dva aZ tfi geny pro P-glykoprotein, vykazuji hlistice
pfitomnost 7 az 15 genl pro tento transportér. Je pravdépodobné, Ze vyssi pocet
homologl souvisi s nepfitomnosti hematoencefalické bariéry a proto P-glykoproteiny

zajistuji ochranu a transportni funkce nervové tkané (Ardelli 2013).

P-glykoproteiny jsou dnes hojné sklofiovany v souvislosti s rozvojem anthelmintické
rezistence. Divodem je zvySena exprese téchto efluxnich proteind, jez byla opakované
prokazana u rezistentnich kmen0. Inhibici jejich funkce doslo ke zvyseni citlivosti
k anthelmintiku. Stejny fenomén byl pozorovan i u savcl. U vlasovky slezové bylo
doposud identifikovdno 10 homologl P-glykoproteinu, jako hlavni podilejici

se na rezistenci byly ur¢eny Pgp-2 a Pgp-9 (Ardelli 2013, Pacheto et al. 2022).

Reyes-Guerrero a kolektiv (2020) sledovali hladiny transkripce mRNA 10 funkcnich
genu pro P-glykoproteiny u dvou izolath H. contortus, citlivych a rezistentnich k IVM,
a dale také porovnali genovou expresi v rdmci vyvojovych stadii (vajicka, L3 a L4 larvy
a dospélci). U volné zZijicich stadii rezistentnich vlasovek byla zaznamenana
signifikantné zvySend exprese genu pro Pgp-16. L4 larvy vykazovaly signifikantné
zvySenou miru exprese pro geny Pgp-1, Pgp-2, Pgp-10, Pgp-11 a Pgp-12 a u dospélcl
byly signifikantné zvySeny hladiny vSech genl pro P-glykoprotein, s vyjimkou Pgp-10
(Reyes-Guerrero et al. 2020). Konstitutivni exprese P-glykoproteind u H. contortus
se |isi také v zavislosti na pohlavi. Studie provedena v roce 2019 prokazala vyssi miru

exprese u samcl vlasovky slezové (obr. 5). Rozdily mezi pohlavimi byly patrné

i po vystaveni dospélcd subletdlnim davkam IVM. Zmény v expresi vyvolané timto
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l[éCivem byly opét vyraznéjsi u samcq, signifikantné byla zvySena zejména exprese
Pgp-9.2, ddle také Pgp-9.1, Pgp-10 a Pgp-13. U samic se jednalo o Pgp-10 a Pgp-11

(Kellerova et al. 2019).
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Obrazek 5 Porovndni exprese vybranych P-glykoproteinit u samcii a samic H. contortus

Prevzato z: Kellerova et al. 2019

P-glykoprotein-2

P-glykoprotein-2 byl prvnim ABC transportérem, ktery byl pfimo spojen
s rezistenci k makrocyklickym laktonim u H. contortus. Godoy a kolektiv (2015) zjistili,
Ze mira exprese Pgp-2 je nejvyraznéjsi v hlavové ¢asti ¢erva, konkrétné v oblasti hltanu
a hlavovych nervl, déle také v blizkosti senzorickych papil a na uUrovni stfev. Ortolog
Hco-pgp-2 u Caenorhabditis elegans (Cel-pgp-2) je exprimovan v oblasti stfev a také
v hltanu. Stfevni Cel-pgp-2 se podili na pinocytdze, okyselovani lysozom( a ukladani
lipidG. Lokalizace Hco-pgp-2 v proximalni casti stfeva naznacuje podobnou funkci,
véetné modulace a transportu lipidovych substratd. Exprese Pgp-2 v hlavové oblasti
mUze byt klicova pro pochopeni rezistence k ML, jelikoz inaktivace téhoz ortologu

u C. elegans vedla ke zvyseni citlivosti (Godoy et al. 2015a).

P-glykoprotein-3

Jedny z hlavnich efektorovych bunék, se kterymi se H. contortus v organismu

hostitele setka jsou eozinofilni granulocyty. Produkty eozinofilnich granul sestavaji
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ze Ctyr vysoce bazickych protein(, které jsou toxické pro hlistice. Issouf a kolektiv
(2014) proto sledovali, zda-li pritomnost téchto sloucenin ovlivni miru exprese
P-glykoprotein(. Vajicka H. contortus vystavena produktim eozinofilnich granul
vykazovala zvySeny eflux rhodaminu 123 z bunék. Vystupem studie bylo tvrzeni,
Zze produkty eozinofilnich granul specificky interaguji s P-glykoproteiny, konkrétné
doslo kindukci exprese Pgp-3 a vmensi mife zvySené expresi Pgp-16 (Issouf

et al. 2014).

P-glykoprotein-9

Godoy a kolektiv (2016) sledovali expresi Pgp-9 u dospélych ¢ervli H. contortus.
Objevili, Ze u vlasovky pravdépodobné existuji tfi kopie genu pro Pgp-9 (Pgp-9.1, Pgp-
9.2 a Pgp-9.3). Pomoci specifické protilatky se podafilo spolehlivé lokalizovat expresi
Pgp-9.1 vreprodukénim systému samic, konkrétné v déloze. Vyznam transportniho
proteinu v tomto misté se doposud nepodatilo objasnit. Pravdépodobné je, ze Pgp-9.1
zajistuje odstranéni xenobiotickych produktl z déloini tkané a transport lipidovych
molekul nezbytnych pro dozrani vajicek. ZvySena exprese Pgp-9.1 také chrani délozni
svalovinu pred paralyzujicim uclinkem avermektind, diky ¢emuZz je umoZnéno

uvolfiovani vajicek z téla samice (Godoy et al. 2016).

Pgp-9.2 byl metodou RNA in situ hybridizace lokalizovan v histologickych fezech
vlasovky slezové. U samic byl detekovan v hypodermis, intestinalni tkani, vajecnicich

a déloze (Funiokova 2022).

P-glykoprotein-13

P-glykoprotein-13 byl u H. contortus lokalizovan v travicim traktu, na povrchu
bunék vystylajicich vylucovaci kanalky, dale také v oblasti hlavovych nerv(, amfid
a hltanu. Pfitomnost Pgp-13 na povrchu epitelidlnich bunék larev a dospélct vlasovky
koresponduje s predchozim ndlezem Pgp-9.1 v déloze, jehoZ zapojeni do redukce
toxickych sloucenin béhem embryonalniho vyvoje bylo pozorovano také u C.elegans
a savcl. Pgp-13 sdili strukturni podobnost s Cel-pgp-12, Cel-pgp-13 a Cel-pgp-14,

coZ naznacuje, Ze se jedna o ortology s podobnou funkci (David et al. 2018).
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P-glykoprotein-16

Funkce a lokalizace transportéru Pgp-16 u vlasovky slezové neni doposud
objasnéna. U dospélych jedincl rezistentnich kmen( byla pozorovdna vyssi mira
exprese tohoto homologu v porovnani s ostatnimi vyvojovymi stadii. Dale bylo zjisténo,
Zze Pgp-16 spolu s nékterymi dalSimi transportéry interaguje s produkty eozinofilnich
granul hostitele, takZe zaujimd dulezitou ulohu vochrané pred imunitni reakci

hostitelského organismu (Godoy et al. 2015b).
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3. CiLPRACE

Cilem predloZzené diplomové prace bylo studium transportni aktivity efluxniho

transportéru P-glykoproteinu-9.2 vlasovky slezové.
Prace vyZadovala provedeni téchto dil¢ich krok(:
e Transfekce HEK293 bunék plazmidem nesoucim Pgp-9.2

e Kontrola UspéSnosti transfekce a potvrzeni exprese proteinu metodou

dot blot

e Provedeni transportnich eseji za Ucelem hodnoceni efluxni aktivity Pgp-9.2
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy

4.1.1

4.1.4

Biologicky material

Plazmid pCl, Promega
Primarni protilatka: Anti 6x HisTag
Primery pro detekci Mycoplasma spp.

Sekundarni protilatka: Goat Anti-Rabbit

Enzymy

DNA polymeraza, Jena Bioscience

Trypsin, Sigma-Aldrich

Chemikalie

Agardza, Serva
Destilovana voda
dNTP smés, New England Biolabs
PBS/0,5% SDS, Sigma-Aldrich
Redestilovana voda
Substraty P-glykoproteinu
o Rhodamin 123, Sigma-Aldrich
o Calcein AM, Sigma-Aldrich

Valspodar, Sigma-Aldrich

Markery

Evagreen® fluorescent Gel Stain, JenaBioscience

DNA ladder 100 bp, New England Biolabs

Kity
Lipofectamine™ Transfection Reagent, Thermo Fisher Scientific™

ECL Prime Western blotting detection reagent, Amersham™

Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific™
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4.1.6 Pufry a média

e Eagle’s miminal essential medium (EMEM), Biosera

e Hank’s balanced salt solution médium (HBSS), Biosera
e Fosfatovy pufr (PBS), Sigma-Aldrich

e TBST pufr

e TEA pufr

4.2 Technické vybaveni a laboratorni pomicky

4.2.1 Pristroje

e Destickovy spektrofotometr Infinite M200 PRO, Tecan
e Elektroforetickd souprava OWL, Bio-Rad

e [nkubator, Memmert

e Kyvacka, iBiotech

e Laboratorni vaha M-Prove, Sartorius

e Laminarni box, Bioair

e Mikrovinna trouba, Zanussi

e Spark Multimode Reader, Tecan

e Mikroskop NIB-100, Novel Optics

e Mikroskop Eclipse TS 100, Nicon

e PCR cykler MJ mini, Bio-Rad

e Pipety, Eppendorf

e Termomixer, Eppendorf

e UV transluminator s kamerou, Alliance-Uvitec
e Vortex V1, Biosan

e Vodnilazen s termostatem, Memmert

4.2.2 Laboratorni pomticky

e 24-jamkové desticky, TPP

e 96-jamkova mikrotitra¢ni desticka, Gama group
e Birkerova komrka

e Kahan

e Kadinky
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e Kryci sklicka

e Kultiva¢ni lahve 75 cm?, TPP

e Laboratorni rukavice

e Mikrozkumavky 0,2 ml, Eppendorf
e Multikanalova pipeta, Eppendorf
e Nitrocelul6zovd membrana, Bio-rad
e Parafilm

e Pinzeta

e Sklenéné pipety 5 mla 10 ml

e Stojanek na zkumavky

e Spicky, Eppendorf

e Vanicka
4.3 Bunécné linie
Pro experiment byly pouzity HEK293 (Human Embryonic Kidney) burky (obr. 6).
Jedna se o bunécénou linii odvozenou od ledvinnych bunék potraceného embrya,
ktera byla transformovana lidskym adenovirem typu 5. Imortalizace probéhla poprvé
vroce 1973 inkorporaci fragmentu virového genomu do 19. chromozomu bunék.
Tato skutecénost vedla knaruseni mechanismi kontroly bunécného cyklu

a také kinhibici apoptdzy, ¢ehoZ dnes vyuzivame k opakované kultivaci bunék (Malm

et al. 2020).

Obrazek 6 Mikroskopicky pohled na bunécnou linii HEK293
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4.4 Metodika

4.4.1 Pasazovani bunék

PasaZovani bunék je proces, pfi kterém se oddéli ¢ast bunék z péstované
kultury a prenese se do nové kultivacni lahve soucasné s pridanim nového média.

Takto je zabezpecen kontinualni rast dané bunécné kultury.

Pasaziovani probihalo dvakrat tydné vlaminarnim boxu pfi dostatecné
konfluenci bunék, tj. 70-90 %. Ke kultivaci bylo pouZito Eagle’s miminal essential
medium (EMEM) s L-glutaminem a 10% fetdlnim hovézim sérem (FBS, z angl. Fetal
Bovine Serum). Pfed samotnym pasdazovanim se nejprve ve vodni |azni zahtalo
médium, fosfatovy pufr (PBS, z angl. Phosphate Buffer Saline) a trypsin na teplotu
37 °C. Z kultivacni lahve se odstranilo médium a pfisedlé buriky se dvakrat oplachly
7 ml PBS. Nasledné byla pfidan 1 ml trypsinu a bunky byly vloZzeny na 3-5 minut zpét
do inkubatoru, kde do$lo k oddéleni bun&k ode dna kultiva¢ni lahve. U¢inek trypsinu
byl neutralizovdn pfidanim 5 ml kultivaéniho média a burnky byly pomoci pipety
resuspendovdny. Cast suspenze, jejiz objem se urcil na zakladé vychozi konfluence,
byla umisténa do nové lahve s 12 ml média a inkubovana za standardnich podminek

(37 °C, 5% CO>). Buriky byly prlibézné testovany na pritomnost mykoplazmat.

4.4.2 Transfekce

Transfekce je proces, béhem kterého je exogenni nukleova kyselina vnesena
do hostitelské bunky za uéelem modifikace jeji genetické informace. Rozvoj technologii
v této oblasti dnes umoznuje transfekci rlznych typl nukleovych kyselin, mezi néz
se fadi deoxyribonukleové kyseliny (DNA), ribonukleové kyseliny (RNA), ale také malé

nekddujici RNA kyseliny jako jsou siRNA, shRNA a miRNA (Chong et al. 2021).

V pribéhu tohoto experimentu byly HEK293 bunky transfekovany 500 ng

plasmidové DNA podle instrukci v Lipofectamine ™ 3000 Reagent protokolu.

Buriky byly spocitany v Birkerové komlrce a nasazeny na 24-jamkovou desti¢ku
v poctu 1,5 x 10°/ml. Desti¢ka byla nasledné vloZena do inkubatoru (37 °C, 5% CO,),
kde byly bunky kultivovany 24 hodin do 70-90% konfluence. Nasledujici den

se vlaminarnim boxu z jamek odsalo kultivaéni médium a bylo nahrazeno 450 pl
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Cerstvého EMEM média, které bylo ve vodni ldzni predehfato na teplotu 37 °C.
Pro transfekci byl pfipraven roztok, ktery obsahoval plasmidovou DNA, Opti-MEM
médium a P3000 Reagent. Knému byl, v poméru 1:1, pfidan roztok Lipofectaminu
v Opti-MEM médiu. Tato smés se nechala 15 minut inkubovat pfi laboratorni teploté
a nasledné byla po kapkach pfidana k burikdm. Do nékterych jamek bylo pridano
samotné Opti-MEM jako negativni kontrola porovnani aktivit. Jako pozitivni kontrola
slouzily bunky transfekované plazmidem exprimujicim zeleny fluorescencni protein
(GFP, z angl. Green Fluorescent Protein). Po transfekci byly buriky 72 hodin uloZzeny

v inkubatoru pfi 37 °C a v atmosfére 5% CO..

4.4.3 Dot blot

Metoda dot blot je pouzivdna pro detekci proteinu ve vzorku. Pritomnost
konkrétniho proteinu je detekovana pomoci primarni protilatky, kterd se na néj
specificky vaze. Navazana primarni protildtka je ndasledné rozpoznana znacenou
sekundarni protilatkou, kterou je moiné chemiluminiscencné ¢i fluorescencné

detekovat (Gwozdz et Dorey 2017).

Béhem tohoto experimentu slouZila metoda dot blot kovéfeni uspésné
transfekce. Pro detekci byla pouzita primarni krali¢i protilatka Anti-6x HisTag
a sekundarni kozi protilatka Anti-Rabbit s navazanou kifenovou peroxidazou. K realizaci

chemiluminiscenéni detekce byl pouzit ECL Prime Western blotting detection reagent.

Na nitrocelulézovou membranu byly napipetovany vzorky vybrané zprvni
a druhé transfekce — z kazdé transfekce jeden vzorek zjamky s transfekovanymi
burikami a jeden vzorek z jamky, kterd slouzila jako pozadi (netransfekované buriky
ovlivnéné pouze transfekénim cinidlem). Kazdy vzorek byl napipetovan dvakrat, vzdy
v objemu 1 pl a 3 pl. RozloZeni vzorkd na membrané je vidét na obrazku 7. Po zaschnuti
byla membrana v blotovaci krabicce zalita roztokem 5% mléka a ponechdna na kyvacce
po dobu 60 minut. Nasledné byl roztok mléka slit, membrana oplachnuta
redestilovanou vodou a dals$i hodinu inkubovana na kyvacce zalita primarni protilatkou.
Po uplynuti dané doby se primarni protilatka slila, membrana byla étyrikrat po péti

minutdch oplachnuta TBST pufrem a nasledné opét hodinu inkubovana na kyvacce
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tentokrat s protilatkou sekundarni. Poté se sekundarni protilatka slila a membrdana byla

oplachnuta stejné jako po inkubaci s primarni protilatkou.

Dalsim krokem byla chemiluminiscenc¢ni detekce. Roztok A (luminol solution)
a roztok B (peroxide solution) z Amersham reakéniho kitu byly smichany v poméru 1:1.
Vzniklou smési byla prelita nitrocelulézova membrana a inkubovdna v temnu po dobu
5 minut. Pomoci pinzety byla membrdna pfenesena na eurofdlii, do které byla
vodotésné zabalena. Nésledné byla detekce provedena pomoci zobrazovaciho zafizeni

Uvitec Alliance.
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Obrazek 7 RozloZeni vzorkit na nitrocelulozové membrané

PriloZené schéma ilustruje, jak byly jednotlivé vzorky umistény na membrdné — I. vzorek
pozadi z prvni transfekce, Il. vzorek pozadi z druhé transfekce, Ill. vzorek proteinu

z prvni transfekce, IV. vzorek proteinu z druhé transfekce

4.4.4 Transportni esej

Transportni aktivita transfekovaného Pgp-9.2 byla testovdna provedenim
efluxni eseje. Jako transportni substraty byla pouzita fluorescencni barviva rhodamin

123 a calcein AM.
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Rhodamin 123 je lipofilni sloucenina, jez se hromadi v mitochondriich diky
negativnimu potencidlu na vnitfini membrané téchto organel, zaroven se jedna
o specificky substrat ABC transportérll, konkrétné P-glykoproteinu. Eflux rhodaminu
zprostredkovany P-glykoproteinem vedl kvyvoji funkénich testd umoZiujicich
analyzovat aktivitu tohoto transportéru. Jedna se zejména o metody pratokové
cytometrie a fluorescencni analyzy (Jouan et al. 2012). Calcein AM slouZi jako indikator
Zivotaschopnosti bunék. Jednd se o nefluoreskujici hydrofobni slouceninu,
ktera snadno prostupuje neporuSenou bunécnou membrdanou. Uvnitf bunky je
pfeménén esterazami na zelené fluoreskujici hydrofilni produkt, ktery slouZil jako

substrat pro efluxni transportér (Chung et al. 2017).

Ptfi pouziti fluorescencéniho substratu odrdzi intenzita fluorescence aktivitu
transportéru. Bunky exprimujici transportér vykazuji nizsi hodnoty fluorescence
nez bunky kontrolni. V pfitomnosti inhibitoru by méla intenzita fluorescence byt
srovnatelnd s intenzitou kontrolnich bunék, nebot dochazi k akumulaci substratu uvnitf

buriky.

Rhodaminova efluxni esej

Ve vodni lazni bylo na teplotu 37 °C zahfato Hank’s balanced salt solution
(HBSS) médium a transfekované bunky byly podrobeny mikroskopické kontrole.
Nasledné bylo EMEM médium v jamkach nahrazeno 500 pl HBSS média, jez obsahovalo
10 uM rhodamin 123. Do vybranych jamek byl navic ptidan roztok inhibitoru, pouzit byl
valspodar v koncentraci 10 uM. Buriky byly inkubovany 2 hodiny pfi teploté 37 °C.
Po uplynuti této doby bylo odebrano HBSS médium a buriky byly dvakrat oplachnuty
roztokem PBS. V dalsim kroku bylo pfidano 500 ul PBS/0,5% SDS, po ¢emz nasledovala
5 minutovd inkubace na termomixeru. Po inkubaci bylo z kazdé jamky odebrdno
dvakrat 100 ul a byla zmérena fluorescence za niasledujicich podminek: excitac¢ni

vinova délka 458 nm, emisni vinova délka 530 nm.

Calceinova efluxni esej

Calceinova efluxni esej byla provedena podobnym zplsobem jako esej

rhodaminova. K bunkam bylo pfidano 500 ul HBSS média s calceinem AM v koncentraci
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2 UM a do vybranych jamek byl opét pridan valspodar v koncentraci 10 uM. Inkubace
probihala pfi 37 °C po dobu 60 minut. Nasledné bylo odebrano HBSS médium, buriky
byly dvakrat oplachnuty PBS a 5 minut inkubovany s500 ul PBS/0,5% SDS.
Fluorescence byla mérena pfi excitacni vinové délce 488 nm a emisni vinové délce

517 nm.

4.4.5 Stanoveni bilkoviny

Bicinchoninovd metoda (BCA, z angl. Bicinchonin Acid Assay) se vyuziva
ke stanoveni koncentrace proteinu ve vzorku. Proteiny reaguji v zdsaditém prostredi
s Cu?*. Vysledkem této interakce je redukce médnatych iontd na ionty médné,
které ndsledné reaguji s kyselinou bicinchoninovou za vzniku fialového komplexu.
Koncentrace proteinu je méfena spektrofotometricky, komplex vykazuje nejvyssi
absorbanci pfi vinové délce 562 nm. Absorbance je Umérnd mnoistvi proteinu a je
vypocitana na zdkladé porovnani se znamym standardem, jako je napf. bovinni sérovy
albumin (BSA, z angl. Bovine Serum Albumin) (Johnson 2012). Schéma reakce je

znazornéno na obrazku 8.

Step 1) Step 2)
2 BCA
Protein
(eysteine, cystine, + Cu Temperature-dependent BCA-Cul+
tyrosine, tryptophan reaction Complex
amino acid residues)

Obrazek 8 Schéma stanoveni proteinit metodou BCA
Prevzato z: Johnson 2012
Ke stanoveni koncentrace proteinu byl pfi tomto experimentu pouZit Pierce™

BCA Protein Assay Kit.

Do 96-jamkové desticky se napipetovaly roztoky standardd, které byly pripraveny
naredénim BSA destilovanou vodou tak, aby odpovidaly ptislusSnym koncentracim (viz
tabulka 2). Nasledné byly do dalSich jamek napipetovany vzorky v tetraplikatech.

Roztoky standardd i vzork( byly pipetovany v objemu 10 pl. Do takto pfipravenych
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jamek bylo pomoci automatické multikanalové pipety pfidano 200 pl pracovniho
roztoku C pfipraveného smichanim pracovnich roztok( A a B v poméru 50:1. Nasledné
byla desti¢ka vloZzena do termomixeru, kde byla inkubovana po dobu 30 minut (37 °C,

350 rpm). Po uplynuti této doby byla zmérena absorbance pfi vinové délce 562 nm.

Tabulka 2 Priprava roztokii standardii

Cislo roztoku Koncentrace 0,1% roztok BSA  Destilovana voda

[ng/ml] (] (]

1 0 0 100

2 200 20 80

3 400 40 60

4 600 60 40

5 800 80 20

6 1000 100 0

4.4.6 Polymerazova retézova reakce

Polymerdzova retézova reakce je metoda rychlého zmnozeni vybraného Useku
DNA. Cely proces amplifikace zahrnuje tfi kroky. V prvnim kroku probéhne za vysokych
teplot denaturace DNA. V druhém kroku dojde k nasednuti primer( na specifickd mista
DNA. Poslednim krokem je syntéza DNA, kterou zajistuje termostabilni enzym
DNA polymerdza. Tyto kroky se cyklicky opakuji, dokud nedojde k amplifikaci

dostate¢ného mnozstvi plvodni molekuly DNA (Joshi et Deshpande 2011).

Pomoci PCR detekce byla ve vzorcich bunéénych kultur testovana pritomnost
Mycoplasma sp. Jako zdrojovy materidl slouzilo médium s bunkami, ve kterém dana

kultura rostla alespon dva dny.

Nejprve byl dle tabulky 3 pfipraven master mix ve 4,5 ndsobném mnoZstvi.
Pfipravena smés byla rozpipetovana do ¢tyr 0,2 ml mikrozkumavek po 24 ul. Do dvou
mikrozkumavek byl pridan 1 pl kultivacniho média, které bylo opakované odebirano

buikdm pfi pasazi. Zkumavka se samotnym master mixem slouZila jako negativni
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kontrola a do ¢tvrté mikrozkumavky byla napipetovana pozitivni kontrola. Pfipravené
vzorky byly promichany na vortexu a vloZeny do cykleru. Sekvence pouZzitych primer

je vidét v tabulce 4, reakéni podminky jsou popsany v tabulce 5.

Tabulka 3 SloZeni reakcni smési (master mix)

Slozka smési Objem [pl]
10x reakéni pufr Taqg Buffer 5
10 mM dNTP Mix 1
smés 20 uM Primeru FV-Myco-F a 20 uM 1,25
primeru FV-Myco-R
Polymerdza Taq 0,1
Voda 16,65
Celkovy objem 24
Tabulka 4 PouZité primery
FV-Myco-F GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG
FV-Myco-R CGG ATAACG CTT GCG ACCTATG
Tabulka 5 Reakcni podminky
Opakovani Teplota [°C] Cas
1x 94 2 min . Sl;tr:’:‘:aezy
94 30s Denaturace
30x 60 30s Annealing
72 1min30s Extenze
1x 72 5 minut ZaverecCna extenze
1x 4 Ochlazeni vzorku
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4.4.7 Agarodzova elektroforéza

K detekci produktli amplifikovanych béhem PCR byla pouZita agardzova
elektroforéza. Princip této metody spocivd vrozdilné pohyblivosti jednotlivych
fragment( nukleové kyseliny, kterd je dana jejich rozdilnou velikosti. Plati, ze delsi
fragmenty migruji pomaleji nez kratSi. Nukleova kyselina nese diky zaporné nabitym
fosfatim zaporny ndboj, a proto se v elektrickém poli pohybuje smérem k anodé

(Lab Guide 2022).

Separace produktd probihala v 1% agarézovém gelu, ktery byl pfipraven
rozpusténim 0,4 g agarézy ve 40 ml TEA pufru. Pfipravena smés byla zahrata
v mikrovinné troubé do Uplného rozpusténi agardzy. Jesté horky gel byl nalit
do elektroforetické vanicky s hfebinkem, ktery byl po zatuhnuti z gelu vytazen. Z kazdé
mikrozkumavky bylo odebrano 8 pl vzorku a na parafilmu smichano s nandseci barvou.
Po smichani byly vzorky pomoci pipety vneseny do jamek, které vznikly v gelu
po vytazeni hiebinku. Spolu se vzorky byly do gelu aplikovany také 4 ul velikostniho
markeru, tzv. DNA ladderu, ktery slouzil k odhadu velikosti separovanych fragmentu.
Pfi tomto experimentu byl pouZit marker obsahujici fragmenty od 100 do 1500 paru
bazi dlouhé. Elektroforéza probihala pfi napéti 100 V do Uplného rozdéleni fragmentu

(cca 30 minut).

4.4.8 Statistické vyhodnoceni dat

Po normalizaci na mnozstvi bilkoviny byla ziskana data transportnich eseji z méreni
fluorescence statisticky zhodnocena v programu GraphPad Prism 9 metodou
neparového Studentova t-testu. Za statisticky vyznamné by byly povazovany rozdily

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

V predloZzené experimentdlni praci byla zkoumdna transportni aktivita
P-glykoproteinu gastrointestinalni hlistice vlasovky slezové. Konkrétné se jednalo
o Pgp-9.2 vybrany doc. Ing. Petrou Matouskovou, PhD. Do vektoru pCl (obr. 9) gen
Pgp-9.2 zaklonovala a sekvenci ovéfila Dr. Linh T. Nguyen, jez plsobi na katedre

biochemickych véd.

Balll
\ CHWY | E, Enhancer/
Promater

on

Bst9sl

2lpsy 17 ¥

| Mhel 1052
" Bst98l) | Xhol [1058
I| || v;ilw Intron ||I Erorl |1063
| Miul [1069

|
Lo (4008bR)  gy4p Late — Kpnl 1079
Voo paly(A) \ ¥bal |1081
'h_ 1‘\ '~.1 Sall  |1087
Amo -~ .| Acel |1088
"N N\ 1 ori 5 BAmMHEA | smar | 1004
AN \\W s / \| Bstzl |1008
ff/ Mot |1098

Mwﬁh“""—-—-—‘r{--

Obrazek 9 Plazmid pCI
Prevzato z: Promega

5.1 Optimalizace transfekce plazmidem exprimujicim GFP

Pred transfekci plazmidem exprimujicim Pgp-9.2 byly buriky v ramci optimalizace
nejprve transfekovany plazmidem exprimujicim zeleny fluorescencni protein. Buriky
byly nasazeny na 24-jamkovou desti¢ku v po¢tu 1 x 10°/ml, 1,5 x 10°/ml a 2 x 10°/ml.
Nasledujicim krokem byla transfekce bunék plazmidem nesoucim GFP. Po 72 hodinach
inkubace byly bunky zkontrolovany pod fluorescenénim mikroskopem, kde v pfipadé
Uspésné transfekce bylo mozné pozorovat zelené zbarveni a schopnost fluorescence
bunék (obr. 10). Nejlépe transfekce probéhla u bunék nasazenych v po¢tu 1,5 x 10°/ml,

a proto byly vtomto poctu bunky nasazeny i pfi transfekci Pgp-9.2.

47



Transfekce bunék plazmidem exprimujicim GFP probihala také soucasné
s transfekci bunék plazmidem s Pgp-9.2, kde slouZila jako pozitivni kontrola. | vtomto

pfipadé byla pozorovano kyzené zelené zbarveni a schopnost fluorescence bunék.

Obrazek 10 Mikroskopicky pohled na HEK293 buiiky transfekované plazmidem nesoucim
GFP

5.2 Ovéreni uspésnosti transfekce metodou dot blot

Metodou dot blot byla ovérfena UspésSnost transfekce a také skuteénost,
Zze HEK293 buriky opravdu exprimuji Pgp-9.2. Histidinova kotva pfitomnd na C-konci
exprimovaného proteinu byla detekovana pomoci specifické anti-HisTag protilatky.
Primarni protilatka byla poté rozezndna protilatkou sekundarni s navazanou kfenovou
peroxiddzou. Tento enzym reagoval s peroxidem vodiku, ktery ndsledné zpusobil

oxidaci luminolu na luminiscen¢ni produkt, ktery umoznil chemiluminiscenéni detekci.

Hodnoceny byly vzorky protein( odebrané po prvni a druhé transfekci. Souc¢asné
s nimi byly pro porovnani na membranu naneseny také vzorky pozadi. Kazdy vzorek
vidy v koncentraci 1 pl a 3 pl. Na obrazku 11 je vidét nitrocelulézovd membrana
po chemiluminiscencéni detekci. V mistech, kam byly napipetovany vzorky proteint
je moZné pozorovat pozitivni chemiluminiscenci (vzorek lll. a IV.). Metodou dot blot
bylo tedy potvrzeno, Ze transfekce bunék plazmidem exprimujicim Pgp-9.2 probéhla

uspésne.
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Obrazek 11 Nitrocelulozova membrana po chemiluminiscencni detekci

Nitrocelulézovd membrdna po chemiluminiscencni detekci - I. vzorek pozadi z prvni
transfekce, Il. vzorek pozadi z druhé transfekce, Ill. vzorek proteinu z prvni transfekce,

IV. vzorek proteinu z druhé transfekce

5.3 Vyhodnoceni transportnich eseji

Pro posouzeni transportni aktivity Pgp-9.2 byla provedena transportni esej.

Jako fluorescencni substraty byly pouzity rhodamin 123 a calcein AM.

ProtoZe jsou P-glykoproteiny efluxni transportéry, bylo v pribéhu experimentu
sledovano, zda bude fluorescenéni substrat ztransfekovanych HEK293 bunék
pumpovan ven. Soucasné byla posuzovana efluxni aktivita transportéru v pfitomnosti
inhibitoru. Videdlnim pripadé by buriky exprimujici P-glykoprotein vykazovaly nizsi
miru fluorescence v porovnani s burikami kontrolnimi, zatimco u bunék ovlivnénych
pritomnosti inhibitoru by byla mira fluorescence podobna burikdm kontrolnim. Ziskané

vysledky ale bohuZel nekorespondovaly s touto hypotézou.

Zhruba 72 hodin po transfekci byly bunky inkubovdny sHBSS médiem,
jez, v zavislosti na provadéné eseji, obsahovalo bud 10 uM rhodamin 123, nebo 2 uM

calcein AM. Do vybranych jamek byl pfidan valspodar v koncentraci 10 uM. Po inkubaci
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byly buriky vystaveny pusobeni PBS/0,5% SDS, po c¢emiZ nasledovalo méreni
absorbance. Vzorky byly na desticku nanaseny v duplikdtech a vysledné hodnoty

absorbance byly zprdmérovany.

Vedle transportni eseje byla pro normalizaci stanovena koncentrace bilkoviny
v transfekovanych bunkach. Vzorky pro BCA metodu byly odebrany po transportni eseji
a do zpracovani uchovany v mrazaku pfi teploté -20 °C. Vden zpracovani byly
pfipravené standardni roztoky a odebrané vzorky proteinli smichany s pracovnim
roztokem C a po probéhlé inkubaci byla zmérena jejich absorbance. Namérené
hodnoty standardnich roztokd byly zprimérovany a byla z nich sestavena kalibra¢ni
kfivka (graf 1), ktera zndzornuje zavislost namérené absorbance na koncentraci
proteinu. Pomoci rovnice linedrni regrese byly poté spocitany koncentrace proteinu

v jednotlivych vzorcich.

Graf 1 Kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci BSA
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Vyse zminéné ziskané hodnoty byly vyuZity k vypoctu procentualni akumulace
fluorescencniho substratu v HEK293 burikach. Vysledky jednotlivych transportnich eseji

jsou shrnuty ptiloZzenych tabulkach.
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5.3.1 Rhodaminova esej

Prvni rhodaminovad esej

Akumulace rhodaminu 123 v bunkdch exprimujicich Pgp-9.2 byla
120,5 + 14,32 %. V porovnani s kontrolnimi bufikami bylo v transfekovanych bunkach
akumulovdno zhruba o 20 % vice fluorescenéniho substratu, takie je patrné, Ze
nedoslo k jeho efluxu ven z bunék. Vysledky prvni rhodaminové transportni eseje jsou

vidét v tabulce 6.

Tabulka 6 Vysledky prvni rhodaminové eseje

Koncentrace  Mira absorbance Pramér

bilkoviny vztazena na PFefgg: na hodnot Sr:iz::;'::ané
[nug/ml] bilkovinu [%]
GFP 246,42 38,29 80,97 80,97
456,65 27,75 58,69
Pozadi 382,74 61,21 129,44 100,0 30,08
332,15 52,90 111,87
298,25 47,52 100,50
Pgp-9.2 363,15 60,27 127,45 120,5 14,32
333,27 63,09 133,42
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Druha rhodaminovd esej

Pfi druhém pokusu o rhodaminovou esej vykazovaly transfekované buriky
akumulaci 89,4 + 20,3 % fluorescencniho substratu. V porovnani s kontrolnimi burikami
byla mira fluorescence v transfekovanych burikach zhruba o 11 % nizsi, coz naznacuje,
Ze byl rhodamin 123 Uspésné translokovan ven z bunék. Nicméné vzhledem k hodnoté
smérodatné odchylky nebyla tato zména vyhodnocena jako statisticky vyznamnd a
neni tedy mozné s jistotou tvrdit, Ze tato transportni esej byla Uspésna. Vysledky druhé

rhodaminové eseje jsou vidét v tabulce 7.

Tabulka 7 Vysledky druhé rhodaminové eseje

Koncentrace Mira absorbance . Primér . ,
. . . Prepocet na Smérodatna
bilkoviny vztaZzend na 100 % hodnot odchvika
[nug/ml] bilkovinu 0 [%] ¥
99,57 296,56 123,47
GFP 89,1 34,4
144,11 131,50 54,75
167,62 257,48 107,20
88,78 278,88 116,10
Pozadi 100,0 12,3
149,55 204,46 85,12
75,55 219,96 91,57
88,73 207,10 86,22
Pgp-9.2 65,41 159,28 66,31 89,4 20,3
109,76 278,0 115,74
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Treti rhodaminovd esej

Treti rhodaminova esej byla doplnéna o inkubaci bunék v pfitomnosti 10 uM
valspodaru, jez mél inhibovat transportni aktivitu Pgp-9.2. V burikiach exprimujicich
P-glykoprotein bylo akumulovdno pramérné 247,4 + 54,6 % rhodaminu 123.
Inhibované bunky vykazovaly akumulaci 263,6 + 42,8 %. Akumulace substratu
v transfekovanych bunkach byla, stejné jako v pfipadé prvni rhodaminové eseje, vyssi
v porovnani s burikami kontrolnimi. Buriky vystavené plisobeni inhibitoru akumulovaly
o 16,4 % vice fluorescenéniho substratu nez burky transfekované Pgp-9.2. Z
namérenych hodnot je patrné, Ze tento experiment se nepovedl, v burkach
tranfekovanych plazmidem doslo k vétsi akumulaci rhodaminu 123, nez u bunék
kontrolnich (pozadi) a nelze tedy tento experiment povaZzovat za povedeny. Proto ani

porovndni plsobeni inhibitoru nelze provést. Vysledky této eseje jsou vidét v tabulce 8.

Tabulka 8 Vysledky tieti rhodaminové eseje

Koncentrace Mira absorbance . . Primeér . 3
; . . . Prepocet Smérodatna
bilkoviny vztaZzend na na 100 % hodnot odchvika
[ug/ml] bilkovinu ° % y
GFP 25,24 1572,52 200,82 200,82
58,51 756,05 96,55
Pozadi 100,0 3,4
57,05 810,01 103,45
14,92 2494,66 318,59
Pgp-9.2 19,58 1862,14 237,81 247,4 54,6
29,22 1454,53 185,76
17,00 2531,55 323,30
_Pgp-9.2 21,19 1909,27 24383 2638 42,8
s inhibitorem
17,75 1755,57 224,20

53



5.3.2 Calceinova esej

Posledni provedenou transportni eseji byla esej calceinova. Stejné jako v pripadé

tfeti rhodaminové eseje byly transfekované buriky vystaveny plsobeni valspodaru

v koncentraci 10 uM. U bunék exprimujicich Pgp-9.2 doslo k akumulaci 131,4 + 35,1 %

calceinu. Zatimco bunky inkubované v pfitomnosti inhibitoru vykazovaly akumulaci

148,4 + 22,7 % tohoto substratu. Ve srovnani s bufikami kontrolnimi bylo mnoZstvi

substratu v transfekovanych bunkach opét wvyssi, konkrétné o 31,4 %. Vysledky

calceinové eseje jsou shrnuty v tabulce 9.

Tabulka 9 Vysledky calceinové eseje

Koncentrace Mira absorbance . . Pramér . i
, . . . Prepocet Smérodatna
bilkoviny vztaZzend na na 100 % hodnot odchvlka
[nug/ml] bilkovinu ? [%] 4
138,89 160,33 64,24
Pozadi 124,03 254,27 101,88 100,0 28,5
124,45 334,17 133,89
86,32 439,50 176,09
Pgp-9.2 191,37 225,30 90,27 131,4 35,1
97,73 319,11 127,85
78,49 421,32 168,80
_Pep-9.2s 126,35 291,44 116,77 148,4 22,7
inhibitorem
108,38 398,37 159,61

5.3.3 Porovnani vysledkt jednotlivych transportnich eseji

Porovnani jednotlivych transportnich eseji je shrnuto v grafu 2. Pouze u jedné

z provedenych eseji byla akumulace substratu v transfekovanych burnikach nizsi

v porovnani s buiikami kontrolnimi. U zbyvajicich tfi eseji vykazovaly transfekované

bunky akumulaci vyssi. V pripadé treti rhodaminové eseje byl dokonce rozdil akumulaci

vice nez dvojnasobny. U inhibovanych bunék byla v obou ptipadech pozorovana
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akumulace substratu vyssi nez v burikach neovlivnénych inhibitorem, coz naznacuje, ze
aktivita P-glykoproteinu byla valspodarem alespon ¢astecné inhibovdna, nicméné ani

jeden rozdil nebyl statisticky vyznamny.
Graf 2 Porovnani vysledku jednotlivych transportnich eseji
Akumulace fluorescencniho substratu
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5.4 Detekce mykoplazmat

Metodou PCR detekce bylo testovano, zda kultivovana bunécna kultura neni
kontaminovanda pritomnosti Mycoplasma spp. Testovani kontaminace je dulezitym
krokem, jelikoz mykoplazmata pfitomna v bunééné kulture mohou znacné ovlivnit
metabolismus a rlst bunék pfi kultivaci. Dale mohou mit vliv také na syntézu proteind,
sekreci cytokini nebo dokonce zpUsobit poSkozeni DNA a RNA. Pfi provadéni

experimentl na téchto bunkach poté hrozi, Ze ziskané vysledky budou zkreslené.

K amplifikaci fragmentd kontaminujici DNA byly pouzity primery pfimo navriené
pro detekci mykoplazmat. Pro PCR byly pfipraveny ctyfi mikrozkumavky s master
mixem. Do dvou byl pridan vzorek média, ktery byl odebran v prlbéhu prace
s buikami, do treti mikrozkumavky byla pfidana pozitivni kontrola a posledni
mikrozkumavka se samotnym master mixem slouzila jako negativni kontrola.

Po amplifikaci v cykleru byly fragmenty separovany v 1% agardézovém gelu. Vedle
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vzorkd byl do gelu vnesen také DNA ladder, ktery slouzZil k odhadu velikosti

amplifikovanych fragment.

Obrazek 12 popisuje vystup agardzové elektroforézy, kde je vidét, ze doslo
k amplifikaci pouze pozitivni kontroly (vzorek I.). Pomoci PCR detekce bylo prokazano,
e pouzivané bunééné kultury nejsou kontaminovany Mycoplasma spp.

a prezentované vysledky nebyly kontaminaci ovlivnény.

Obrazek 12 Vystup agarosové elektroforézy
Vystup agarosové elektroforézy: I. pozitivni kontrola, Il. negativni kontrola, . vzorek 1,

IV. vzorek 2, V. DNA ladder
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6. DISKUSE

Evolucni tlak na prezZiti je hnaci silou |ékové rezistence, ktera je v sou¢asné dobé
velkou vyzvou pro moderni medicinu. Rezistence ohroZuje Zivotnost Iékll a omezuje
moznosti |écby pacientl. Jeji vyskyt je vysoky ve vSech oblastech onkologie
a infekénich chorob. Jakakoliv biologicka entita schopna evoluce mize pod selekénim
tlakem vyvinout schopnost rezistence. Patogeny jsou pak schopny odoldvat
antimikrobidlnim  1atkdm jako jsou antibiotika, antivirotika, antimykotika,

antiprotozoika a v neposledni fadé také anthelmintika (Yilmaz et Schiffer 2021).

Kontrola infekci zplsobenych hlisticemi u lidi i zvifat zavisi témér vyhradné
na pouziti anthelmintik. Rychly vyvoj rezistence u rady parazitd hospodarskych
a domdcich zvifat je reakci na Siroké pouZivani anthelmintik a ohroZuje Uspésnost
kontroly parazitli, ktefi infikuji ¢lovéka. V prlimyslové vyspélych zemich jsou témito
lé¢ivy kaZdorocné oSetfeny stovky miliond koz, ovci a skotu. Geneticky zdklad
rezistence neni doposud zcela vysvétlen, nicméné diky pokrokdm v molekularni biologii
jsou postupné sekvenovany genomy nejrozSirenéjSich parazitl. Znalost genomu
daného parazita mdzZe byt pouZzita k pochopeni a charakterizaci rozvoje anthelmintické

rezistence (Doyle et Cotton 2019).

Vlasovka slezova je casto pouZivana jako modelovy organismus pfi studiu
antelmintické rezistence u hlistic. Kompletni sekvenace jejiho genomu probéhla
v ramci velkého projektu mezi lety 2004 az 2013 (Laing et al. 2013, Schwarz et al.
2013). Od té doby je genom a transkriptom vlasovky dale studovan a upfesnovan. Jeho
vyzkumem za poutziti novych technologii se zabyvaji napf. Doyle a kolektiv (2020).
Vedle studia genomu je zkouman také proteom tohoto parazita. Wang a kolektiv
(2019) vypracovali studii v ramci které identifikovali a kvantifikovali proteiny u rdznych

vyvojovych stadii H. contortus (Wang et al. 2019, Doyle at al. 2020).

Problematikou anthelmintické rezistence se zabyvd také vyzkumna skupina
na katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty UK v Hradci Krdlové, ktera
se soustfedi na studium biotransformacnich enzym0( vlasovky slezové a jejich roli
v rozvoji lékové rezistence. Kromé indukce biotransformacnich enzymi disponuje
vlasovka i jinymi nespecifickymi mechanismy, které ji chrani pred plsobenim
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anthelmintik. Tyto mechanismy jsou zprostfedkovany efluxnimi membranovymi
proteiny, tzv. ABC transportéry. V souvislosti s rezistenci jsou nejvice studovany
Pgp-2 a Pgp-9, jejichz zvySenad exprese vede ke snizeni koncentrace anthelmintika

v organismu cerva.

Transportnimi proteiny hlistic se zabyvali Godoy a kolektiv (2015, 2016),
ktefi vramci experimentalnich studii lokalizovali P-glykoproteiny vlasovky slezové
a studovali také jejich transportni aktivitu. Konkrétné se jednalo o homology Pgp-2,
Pgp-9.1 a Pgp-16. Béhem experimentu byly LLC-PK1 (epithelial-like pig kidney cells)
buriky transfekovany vektorem obsahujicim gen pro Pgp. Pomoci rhodaminové
¢i calceinové transportni eseje byla ndsledné zhodnocena transportni aktivita
transfekovaného proteinu. Soucasti studie bylo také hodnoceni aktivity transportért
v pritomnosti makrocyklickych lakton(. Vystupem eseje byla inhibice transportu
P-glykoproteinu. U Pgp-2 doslo k akumulaci pouze 25 % fluorescenéniho substratu
v porovnani s kontrolnimi  bufikami, vpfipadé Pgp-9.1 bylo akumulovdno
60 % rhodaminu 123 opét ve srovnani s kontrolnimi burikami a buriky transfekované
Pgp-16 akumulovaly v porovnani s kontrolnimi bunkami pfiblizné 50 % fluorescencniho

substratu (Godoy et al. 2015a, 2015b, 2016).

Dalsi studie zabyvajici se aktivitou efluxnich transportérd hlistic byla vypracovdna
Chelladurai a kolektivem (2021). Vramci této vyzkumné prace byla studovédna
transportni aktivita P-glykoproteinu hlistice Toxocara canis (Tca-Pgp-11.1). Efluxni
aktivita byla posuzovana také v pfitomnosti inhibitoru. Jako expresni systém byly
pouzity LLC-PK1 bunky, jez byly transfekovany plazmidem exprimujicim Tca-Pgp-11.1.
Uspés$nost transfekce byla potvrzena kvantitativni PCR metodou a imunoblottingem.
Nasledné byla provedena transportni esej, kde jako modelové substraty byly pouzity
fluorescencni barviva hoechst 33342 a rhodamin 123. Transfekované buriky vykazovaly
vyznamny  (p<0,01) pokles akumulace hoechst 33342, coz svédcilo
o funkéni efluxni aktivité Tca-Pgp-11.1. Kinetické studie méfici eflux rhodaminu 123
ukdzaly, Ze efluxni aktivita transportéru se zastavila pfiblizné po 50 minutach.

(Chelladurai et al. 2021).

Pro analyzu transportni aktivity P-glykoproteinu je moiné pouzit také metodu

pratokové cytometrie. Kerboeuf a Guégnard (2011) pomoci této metody sledovali, jak
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pfitomnost inhibitoru ovlivni eflux rhodaminu 123 zvajicek H. contortus.
Jako inhibitory byly pouzity ortovanadi¢nan sodny a mysi monoklonalni protilatka proti
lidskému MDR1. Eflux rhodaminu 123 byl posuzovan na zdkladé rozdilu intenzity
fluorescence v inhibovanych a kontrolnich burikdch. Kinetika efluxu byla analyzovana
pomoci prutokového cytometru v 1,5minutovych intervalech po dobu 9 minut.
Vysledkem inkubace sinhibitorem byla zvySend akumulace rhodaminu 123
ve vajickach. V porovnani s vajicky kontrolnimi byla akumulace substratu ve vajickach

inhibovanych 2,4-2,5x vyssi (Kerboeuf et Guégnard 2011).

Téma vyuZiti prlitokové cytometrie pro posouzeni vlivu inhibitor( na P-glykoprotein
bylo zpracovano také na Farmaceutické fakulté UK. Hned dvé diplomové prace
se zabyvaly problematikou inhibice transportu lidskych ABC transportéri ve snaze
testovat nové nizkomolekularni Iatky, které by mohly byt pouZity pfi modulaci MDR

(Burianova 2020, Jurcakova 2021).

Vramci experimentdlni ¢asti této diplomové prace byla za pouziti modelovych
substratd hodnocena transportni aktivita P-glykoproteinu vlasovky slezové. Jako
expresni systém byly pouzity HEK293 bunky, jez byly v pribéhu experimentu
transfekovany plazmidem exprimujicim Pgp-9.2. Po Uspésné transfekci byla provedena
transportni esej, béhem které jsme sledovali, jak bude efluxni aktivita P-glykoproteinu
ovlivnéna plsobenim inhibitoru. Vyhodnoceni transportni eseje bylo provedeno
porovnanim rozdild v akumulaci substratu mezi bunkami inhibovanymi, burikami
exprimujicimi Pgp-9.2 a burikami kontrolnimi. KyZzenym vysledkem meéla byt inhibice
P-glykoproteinu, a tudiz vyssi akumulace fluorescencniho substratu v burikach, které
byly vkontaktu sinhibitorem. Nicméné rozdily vakumulaci mezi bunkami
transfekovanymi a bunkami kontrolnimi poukazovaly na to, Ze ackoliv byl Pgp-9.2

uspésné transfekovan, k translokaci substratu ven z bunky nedoslo.

Je zcela moiné, Ze HEK293 bunky nejsou vhodnym expresnim systémem
pro studium aktivity P-glykoproteinu a pro budouci experimenty by bylo lepsi pouzit
buriky jiné. V predchozich experimentech byla pro expresi PgP-9.2 na katedre vyuzZita
suspenzni bunééna linie Expi293, ktera je odvozena pravé z bunécné linie HEK293, kde
efluxni esej fungovala. Pgp-9.2 byl schopen transportovat rhodamin 123 ven z bunék.

BohuZel poufziti suspenzni linie pro efluxni eseje se ukazalo jako experimentdlné
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naroc¢né. Proto byla tato prace vypracovana v adherentni linii HEK293, coZz se bohuzel
neosvédcilo. Védecti pracovnici na katedie biochemickych véd se v soucasné dobé
zabyvaji testovanim bunécné linie LLC-PK1, jez se osvédcila a byla opakované pouzita

béhem vyse popsanych experimentu.

Dalsim krokem pfi budoucim vyzkumu by mohlo byt doplnéni tohoto experimentu
o inkubaci bunék srlznymi koncentracemi vybraného anthelmintika, napfiklad
ivermektinu, ktery je povazovan za substrat i inhibitor Pgp (v zavislosti na koncentraci).
V pfipadé uspéchu pak mohou dalsi experimenty zahrnovat také studium dalSich
potencialni inhibitor( Pgp, které by mohly podpofit akumulaci ivermektinu a tim
zpUsobit jeho lepsi plsobeni, predevsim u rezistentnich parazitd. Je témér jisté,
Ze rezistence bude predstavovat stale vétSi hrozbu pro hospodarskd zvifata a také
pro clovéka. Proto je duleZité pokracovat ve vyzkumu a co nejdfive objasnit
mechanismy jejiho vzniku, abychom mohli |éCit nakazené jedince a efektivné bojovat

proti rezistentnim parazitim.
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7. ZAVER

V této diplomové praci byla zkoumana transportni aktivita P-glykoproteinu-9.2
gastrointestinalni hlistice vlasovky slezové. Gen pro Pgp-9.2 byl vnesen v expresnim
plazmidu do bunééné linie HEK293. Uspé&sna transfekce byla potvrzena metodou dot
blot. Schopnost efluxu fluorescenéniho substrdtu byla ovéfovana provedenim
rhodaminové a calceinové transportni eseje. Ziskané hodnoty akumulace substratu
vSak poukazovaly na neschopnost Pgp-9.2 translokovat substrat ven z HEK293 bunék.

Ani pouZiti inhibitoru nemélo signifikantni vliv na zvyseni akumulace substratu v burice.
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8. POUZITE ZKRATKY

AAD

ABC

ADP

AR

ATP

BCA

BSA

BCRP

DMSO

DNA

EMEM

FBS

BZ

CFTR

CYPs

EHT

FAMACHA

FECRT

GFP

GluCls

GSTs

HBSS

HEK293

IVM

aminoacetonitrilové derivaty

ATP-binding cassette

adenosin difosfat

anthelminticka rezistence

adenosin trifosfat

bicinchonin acid assay, bicinchoninova metoda
bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin
breast cancer resistance protein

dimetylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

eagle’s miminal essential medium

fetal bovine serum, fetalni hovézi sérum
benzimidazoly

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
cytochromy P450

egg hatch test, test lihnuti vajicek

faffa malan chart

faecal egg count reduction test, test ubytku vajicek v trusu zvirete
green fluorescent protein, zeleny fluorescenéni protein
glutamatem fizené chloridové kanaly
glutation-S-transferazy

hank’s balanced salt solution médium

human embryonic kidney

ivermektin
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LDT
LLC-PK1
LMT
MATE
MDR1
MFS
ML
MRP1
nAchR
NBD
PBS
PCR
Pgp

Pi

RNA
RND
SMR
SNPs
TMD
UGTs

WAAVP

XMEs

larval development test, test vyvoje larev

epithelial-like pig kidney cells

larval motility test, test motility larev

multidrug and toxic compound extrusion transporter
multidrug resistance protein 1

major facilitator superfamily transporter

makrocyklické laktony

multidrug resistance-associated protein

nikotinové receptory pro acetylcholin

nucleotide binding domain, nukleotid-vazajici doména
phosphate buffer saline, fosfatovy pufr

polymerase chain reaction, polymerdzova retézova reakce
P-glykoprotein

fosfat

ribonukleova kyselina

resistance nodulation division transporter

small multidrug resistance transporter

single nucleotid polymorfisms, jednonukleotidové polymorfismy
transmembrane domain, transmembranova doména
UDP-glykosyltransferazy

world association for the advancement of veterinary parasitology,

svétova asociace pro pokrok ve veterinarni paraziologii
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