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Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Markéta Babic¢kova
Skolitel: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Sledovani exprese aldo-ketoreduktas u vlasovky slezové

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je krev sajici hlistice vyskytujici se
pfevazné u hospodaiskych zvifat. Tato hlistice zplUsobuje onemocnéni zvané
hemonché6za. Béhem svého vyvoje si vytvoftila rozvijejici se rezistenci na anthelmintika,
coz 1 ptes dobr¢ strategie je stale vétsi celosvétovy problém. Aldo-ketoreduktasy (AKR)
se fadi do super rodiny NADPH-dependetnich oxidoreduktas katalyzujicich oxidaéné-
redukéni reakce aldehydi a ketontl v riiznych organismech od bakterii po savce. U savcil
jsou hojné exprimovany v riiznych tkanich. Jejich zasadni role je hlavné v metabolismu
hormont, xenobiotik, eobiotik, oxidativnich molekul anebo role v lékové rezistenci.
Nékteré druhy AKR jako je napt. aldosareduktasa (ADR) jsou schopné organismus
poskodit. Bohuzel je o téchto enzymech v H. contortus popsano velmi malo, a proto se
tato diplomova prace zaobird zkoumanim domnélych genit AKR v této hlistici. Pomoci
sekvenace genomu se urcilo 22 gent z nadrodiny AKR. Byly zjistény exprese vS§ech AKR
ve vajickach, larvach a dospélcich. Dale se porovnavala exprese AKR ve vyvojovych
stadiich u kmene citlivého (ISE) a kmene H. contortus rezistentniho na benzimidazoly
(IRE). AKR1, AKR3 a AKR10 byly exprimovany ve vSech stadiich nejvice, zatimco
ostatni AKR pouze okrajové. Pfi porovnani exprese mezi kmeny ISE a IRE se objevily
dvé AKR u kmene IRE s velmi vysokou expresi u dospélct. Jde o AKR17 a AKR19,
které¢ mohou souviset s 1ékovou rezistenci. Dle ziskanych vysledkli by bylo zajimavé se

vybranym AKR vénovat vice do hloubky.



Abstract
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Title of diploma theses: The expression analysis of aldo-keto reductases in Haemochus

contortus

Haemonchus contortus is a blood-sucking nematode found mainly in livestock. This
nematode causes a disease called haemonchosis. During its evolution, it has developed
emerging resistance to anthelmintics, a is growing global problem despite good strategies.
Aldo-ketoreductases (AKRs) belong to the super family of NADPH-dependent
oxidoreductases catalyzing oxidation-reduction reactions of aldehydes and ketones in
various organisms from bacteria to mammals. In mammals, they are abundantly
expressed in various tissues. Their essential role is mainly in the metabolism of hormones,
xenobiotics, eobiotics, oxidative molecules or a role in drug resistance. Some species,
such as aldosareduktasa (ADR), are also capable of damaging the organism.
Unfortunately, very little has been described about these enzymes in H. contortus, and
therefore this thesis deals with the investigation of putative AKR genes in this nematode.
Genome sequencing identified 22 genes from the AKR superfamily. Expressions of all
AKRs were detected in eggs, larvae and adults. Furthermore, the expression of AKR in
the developmental stages of the drug-susceptible strain (ISE) and the benzimidazole-
resistant strain (IRE) of H. contortus was compared. AKR1, AKR3 and AKR10 were
expressed the most in all stages, while the other AKRs were only marginally expressed.
When expression was compared between ISE and IRE strains, two AKRs appeared in the
IRE strain with very high expression in adults. These are AKR17 and AKR19, which may
be associated with drug resistance. According to the results, it would be interesting to pay

more attention to selected AKRs in the future.
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1 UVOD

Diplomova priace predkladd obsahlé informace o helmintech konkrétné
o Haemonchus contortus,  anthelmintickych  infekcich, 1ékovych  rezistencich

a studovanych genech aldo-ketoreduktas.

Helminti jsou paraziticti Cervi tvorici heterogenni skupinu organismu. Do této skupiny
patii hojn¢ studovana krev sajici hlistice Haemonchus contortus. Jedna se
o nebezpecného parazita, ktery parazituje na mladych a malych hospodaiskych zvitatech.
Béhem svého zivota se z teplych a vlhkych tropii a subtropii dostal diky migraci i do
chladnéjSich podnebi a mlizeme se snim setkat ivseverni Evrop€. Tato hlistice
zptisobuje u ovci a koz onemocnéni zvané hemonchoza. V diisledku napadenti trpi zvirata
hlavné anémii nebo subkutannim otokem, dochazi k intoleranci zatéze z dusledku
nedostatku krve nebo krvaceni a dochazi az k thynu zvifat. Pomoci urcitych 1ékovych
a nechemickych strategii se zabraiiuje jejich Sifeni. Mezi hojn¢ vyuzivané léky patti
benzimidazoly, imidazothiazoly, makrocyklické laktony a aminoacetonitrilové derivaty.
I pres jejich vysokou ucinnost, misty ¢eli 1écba vysoké rezistenci v diisledku naduzivani
anthelmintik. Na katedie biochemickych véd se problematice rezistence vénuji v ramci
n&kolika projekti. Projekt GACR Dr. Raisové Stuchlikové se zabyval studiem
redukujicich enzymi u H. contortus. Redukujici enzymy u tohoto parazita si ziskaly
zvlastni pozornost na moZznou souvislost s rezistenci na fenbendazol, nebot’ rezistentni
kmeny toto anthelmintikum metabolizuji efektivnéji nez kmen citlivy. Z tohoto ditvodu
se studuji nejen AKR, které jsou pfedmétem mé diplomové prace, ale také dalsi rodiny
reduktas, naptiklad reduktasy/dehydrogenasy s kratkym fetézcem, protoZe zatim neni
ziejmé, které enzymy jsou za vétsi schopnost redukovat flubendazol zodpovédné. AKR
jsou schopné metabolizovat nejen eobioticke latky ale také xenobiotika. Jde o NADPH-
dependentni oxidoreduktasy, které jsou v riznych hladinach exprimované v organech
a tkanich, kde vykonavaji katalytické aktivity. Behem mé experimentalni prace jsem
zjistovala a porovnavala exprese 22 genit AKR v riznych vyvojovych stadiich. Také

jsem porovnavala exprese u kmenti H. contortus s riznou citlivosti na 1éky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Helminti

Paraziti¢ti helminti neboli Cervi tvoii riznorodou skupinu organismd, které infikuji
zejména cloveka ale i1domestikovand zvifata po celém svété. Jsou to plvodci

parazitarnich nemoci nazyvané helmintozy [1].

Spole¢nym znakem helminti je oboustranna

koznésvalovy vak. Helminti dorGstaji velikosti od 1 mm do n€kolika metrd. Jsou to

relativné velké mnohobunécéné organismy, které zptisobuji poSkozeni tkéné. Diky

soumérnost artzn¢ utvareny

spole¢né evoluci helmintd a hostitelit se helminti naucili produkovat fadu riiznych,

vysoce specializovanych molekul, které méni mikroprostiedi kolem sebe, méni hustotu

tkané nebo jsou schopni ovliviiovat imunitni bunky [2, 3, 4, 5].

Rozd€lujeme je do tii taxonomickych skupin: Plathelminthes — ploSténci,

Nemathelminthes — oblovci a Annelida — krouzkovci [3].

( Cestodes
(Tapeworms)

Trematodes
(Flukes)

H | plathelminths
(flatworms) <
E
L
M
|
N ;
Nemathelminths or
Aschelmints
T
(roundworms non-
H segmented )
S
Annelida
(segmented
round worms

Oligochaeta
(Earthworms)

\

Diphyllobothrium spp.”
Hymenolepis nana
Hymenolepis diminuta
Taenia (saginata and solium)

Tissue
Flukes

Blood
Flukes

Ascaris lumbricoides
Ancylostoma duodenale
Capillaria spp.
Enterobius vermicularis
< Necator americanus
Strongyloides stercoralis
Trichuris trichiura
Trichosomoides spp.
\ Toxocara spp. (catis and canis)

Clenorchis sinensis *
Fasciola hepatica
Fasciolepsis busci *
Paragonimus westermani *

{S’chistasoma spp.?

{ Lumbricus terrestris

Obrazek 1 - obecna klasifikace helmintii [3]
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Parazité, kteti nejvice infikuji clovéka, jsou prvni dvé zminéné skupiny. Podle udaji
organizace WHO patii do vyznamnych lidskych parazitl, protoze se jimi nakazilo vice
nez 25 % svétové populace [6]. Helminti vyrazn€ obiraji hostitele o Ziviny, vitaminy
a dalsi vyznamné latky. Produkuji toxiny metabolismu, které ptisobi toxicky na organové
soustavy hostitele. Jejich riiznd stadia jsou schopnd vyvoldvat imunitni reakci
v hostitelském organismu. Helmint je schopen silné hostitele oslabit, tim je hostitel
nachylnéjsi k dalsim onemocnénim, coz muze vést az ke smrti. Parazitarni nemoci jsou

spise chronického charakteru, tedy vlekla, dlouhotrvajici onemocnéni [4, 6].

Pro svlij vyvoj vyuziva parazit jiny organismus bud’ jako kone¢ného hostitele nebo
mezihostitele. Cilem kazdého parazita je neusmrtit svého hostitele. Jeho hlavnim tkolem
je nalézt rovnovahu mezi nim a hostitelem, vyuzivat ho pro svou reprodukci a zachovani

svého druhu [6].

Helminti se fadi do endoparazitii, coz znamend, Ze Ziji uvnitf hostitele. Dle organové

nebo systémové lokalizace jsou parazité [6]:

1. stfevni — objevuji se v gastrointestindlnim traktu vyhradné v tenkém a tlustém
sttevé. Vyskytuji se ve vnitinim prostoru stieva, stievnich kryptéach a jsou schopni

se zanofit do stfevni sliznice. Stievo poskozuji predev§sim mechanicky [4, 6].

2. krevni — objevuji se v krevnim fecisti (larvy filarii) nebo byvaji permanentné
pfichyceni na stén¢ cév (motolice krevnicka mocova). Ovliviiuji i sloZeni krve

napiiklad pokles hemoglobinu a tim zptisobena anémie [4, 6].
3. tkanovi — objevuji se ve vnitinich organech (motolice jaterni) [6].

Helminti maji i dobrou biologickou adaptaci disledkem stfidani vnéjSich podminek
a podminek uvniti hostitele. Nejvice se musi umét pfizplisobit Cervi se slozitym

vyvojovym cyklem. Adaptace je trojiho typu: progresivni, regresivni a inikova [6].

Progresivni adaptace dava parazitovi moznost proniknout do téla hostitele a udrzet
se vném. Radi se sem penetraéni zlazy larvalnich stadii, trny, pfisavky, zuby, zubni

desticky atd. Zajimavosti je, Ze se sem fadi 1 pohyb ¢lankl u tasemnice [6].
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Do regresivni adaptace se zarazuji rizné morfologick¢é zmény, které helminti
vyuzivaji pro zjednoduSeni svého zivota. Naptiklad unich doslo ke zjednoduSeni
traviciho traktu pro Cerpani zivin z hostitele. Druhé zajimavost je naptiklad o¢ni skvrna

u larev motolic [6].

Unikova adaptace neboli také anti-imunitni je velmi dileZitym typem adaptace.
Ochranuje parazita pted vlivem obrannych latek hostitele, tlumi zanétlivé procesy
a moduluje imunitni reakce. Mnoho z nich je schopno tlumit imunitni systém hostitele

a tim si vytvofit vhodné podminky pro své preziti [6].

Vztah mezi parazitem a hostitelem se vyvijel celou fadu staleti a jde tedy o slozity
a komplexni biologicky jev. OvSem je ale dulezité, aby hostitel byl pfirozené, a i druhové
odolny. To samoziejmé¢ muze ovlivnit hygienickd a vyzivova situace. Mize k tomu
ptispét 1 podnebi, které vede k rozvoji a pfenosu parazitarnich nemoci. Jsou to zejména

rozvojové zemé¢, které se nachazi ve vihkém a teplém pasmu [6].
2.1.1 Nematoda

Nematoda neboli hlistice se fadi mezi helminty podkmen Nemathelminthes neboli oblé
hlisty z angli¢tiny roundworms. Jde o nejpocetnéjsi, nejrozsifenéjsi a nejrozmanitejsi
skupinu Zivocicht, kterd cizopasi jak na obratlovcich, tak na rostlinach a bezobratlych.
Vétsina druht se zdrzuje volné v pide a ve vodé€. Nejhojnéjsi skupinou jsou parazitické
hlistice. Do nich se fadi velk¢é mnoZstvi lidskych -cizopasnikQi napt. filarie.
U hospodaiskych zvifat takovéto druhy zpusobuji t€Zkd onemocnéni. Do nich se fadi

napf. plicnivky [7, 8, 9].

T¢lo hlistic byva protahlé, vietenovité, nitovité, valcovité, vzacné 1 jiného tvaru. Je
nesegmentované a pokryté odolnou mnohovrstevnou kutikulou s povrchovymi
kutikuldrnimi utvary, coZ mohou byt hluboké zarezy pfipominajici ¢lankovani. Jedinci
doristaji do velikosti 0,3 mm az 8,5 m. Pro zajimavost je dosud nejvétSim druhem
tkanova hlistice Placentonema gigantissima, ktera cizopasi v placentach vorvana. Vrstvy
kutikuly jsou vyluCovany z hypodermis. Kutikula mé vedle ochranné funkce také funkci
vngjsiho skeletu. Plisobi proti tlaku télnich tekutin a je pruznd a pevna, tim udrzuje tvar
celého téla. Mimo jiné obsahuje fadu diilezitych latek, tj. keratin, kolagen, glykoproteiny
atd. Barva téla byva bélava, naZloutla, az ¢ervend, nebot’ se nékteré druhy Zivi krvi svych

kone¢nych hostitelt. Pod kutikulou a hypodermis se nachazi podélna svalovina. T¢lni
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dutinu vypliuje schizocel, kterym se udrzuje osmoticky tlak, a utvéii se tak podminky

pro latkovou vyménu [7, 8, 9, 10].

T¢lo hlistic je tvofeno ze tii Casti. Pfedni ¢ast neboli hlavova se sklada z ust, pyskt
a jicnu a také receptort, které pomahaji s orientaci v prostiedi. Ve stiedni ¢asti se nachazi
organy travici soustavy a pohlavni organy. V zadni ¢asti pak vyust'uje stievo a pohlavni

organ. VSechny soustavy jsou velmi dobte vyvinuty [7, 8].

Nejvyznamngj§im ¢lankem nervové soustavy je nervovy prstenec. Ten se nachazi
v predni ¢asti téla, obepind jicen a spojuje nervova ganglia. V hlavové ¢asti a na kutikule
se nachazi z1azy a to: amfidy, deiridy a fazmidy. Amfidy jsou na ustnich papilach a slouzi
také k hmatu. Deiridy jsou $ijové papily situované pod hlavovym koncem, nékdy na
urovni nervového prstence. Fazmidy jsou kozni Zlazy, které na povrch vyustuji pory.
Jejich pfitomnost nasledné rozdéluje hlistice na ty, co je maji Phasmida a ty, co je nemaji

Aphasmida [7, 8].

Travici soustavu tvofi rizné modifikovany ustni jicen a u nékterych druht stfevo
vytstujici analnim otvorem. Usta se skladaji z ustni kapsuly, papil, kde jsou &asto zuby
nebo rizné vyristky. Jicen byva svalnaty. Zakladem vylu€ovaci soustavy jsou exkrecni

zlazy neboli renety [8].

Hlistice jsou oddéleného pohlavi — gonochoristé. Sam¢i pohlavni soustava ma jedno
neparové varle. Samici soustava se sklada ze 2 vajecniki. VéEtSina hlistic je vejcoZivoroda
tzn. Ze se jiz v déloze z vajicek lihne larva prvniho stadia. Odolnost larev je dana dle faze

cyklu[7, 8,9, 10].

Vyvoj hlistic je velmi riiznorody. Nékteré se vyvijeji jednoduchymi cykly, jiné zase
slozitymi vyvoji. Dale se miZzeme setkavat is alternativnimi vyvoji, v€etn¢ stiidani
sexualni generace s generaci partenogenetickych samic. Dle jejich Zivotnich cykli je

délime na geohelminty a biohelminty [8].

Geohelminti jsou hlistice spfimym vyvojem. Takovato hlistice nepotiebuje
k dokonceni svého vyvoje mezihostitele. Z vajicka se zaprvé bud’ vylihne larva, kterd
prodéla dvé svlékani a nasledné dosahne larvy tfetiho stadia tedy larvy invazivni, nebo
zadruhé se larva svlékd ptfimo ve vajicku. Koncovy hostitel je nakazen perordlné nebo

perkutanné. Pfi peroralni ndkaze hostitel pozie larvu v jiz kontaminované potrave,
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u perkutanni nakazy se invazivni larvy dostavaji do téla kizi a nasledné do krevniho
obéhu, kterym jsou zaneseny do mista lokalizace. U geohelminti jsou dileziti také
paratenicti hostitelé. Ty jsou zdrojem nédkazy koncového hostitele. Rychlost vyvoje hlistic

je dana fyzikalnimi faktory tedy teplotou nebo vlhkosti pudy [7, 8].

Na druhou stranu biohelminti vyzaduji pro sviij vyvoj alespoini jednoho mezihostitele.
Jde tedy o vyvoj neptimy. Pravé v mezihostitelich dochazi k vyvoji invazivni larvy, ktera
nasledn¢ nakazi definitivniho hostitele. Ten se nakazi pozienim jiz nakazeného
mezihostitele. Vybér mezihostitelii je velmi pestry. Jsou to razné druhy cervi,

bezobratlych (krouzkovci), ale napt. Skrkavky se mohou vyvijet ptes obratlovce [7, §].

2.2 Haemochus spp.

Rod Haemonchus spp. byl poprvé popsan némeckym zoologem Karlem Asmundem
Rudolphim v roce 1803 [11]. S rodem Teladorsagia spp. patii mezi nejvice patogenni
hlisty, ktefti cizopasi pfevazné na malych piezvykavcich. Rod zahrnuje nejméné 12 druhti
hlistii. Nejrozsitenéjsimi druhy jsou Haemonchus contortus (popsan nize) a H. placei.
Rozdilem je, ze prvni hlistice infikuje malé pfezvykavce, na rozdil od toho druh infikuje
velké prezvykavce. Mezi méné Casté druhy se fadi H. similis nebo H. longistipes, ktera

byla objevena v télech velbloudi [11].

2.2.1 Vlasovka slezova

Vlasovka slezova, v n€které literatufe nazyvana i jako slezovka zhoubna, latinskym
nazvem Haemonchus contortus, v praci dale uvadéna jako H. contortus, je jednim
z nejvyznamnéjSich a velmi nebezpecnych parazitl, ktery infikuje mald hospodaiska
zvitata na celém svéte. Jedna se o hlistici, ktera pasobi infekci ve zvifecim hostiteli a tim
dochdzi az k miliardovym ekonomickym ztratdm pro chovatelsky primysl ve svéte.
H. contortus fadime do kmene Nematoda, tiidy Secernentea, tadu Strongylia, celedi

Trichostrongylidae, rodu Haemonchus spp. [7, 12, 13].

Jde o krev sajiciho cca 16-29 mm dlouhého €erva nartiZzovéleé barvy, ktery se zivi krvi

z kapilar. Parazituje hlavn€ na mladych hospodarskych zvitatech, zejména skotu, ovcich

kus dobytka jich vyjde nékolik tisic a slez jimi byva vyplnén cely [12, 13].
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Tento druh hlistice se vyvinul v subsaharské Africe u voln¢ zijicich kopytnikli. Poté
byl diky migraci dobytka rozSifen na vSechny kontinenty. Béhem let se adaptoval na
Sirokou Skalu klimatu artznych druhti hostitelskych zvirfat. Globalni oteplovani
zpusobilo jeho Sifeni do mirnych oblasti napt. do severni Evropy. Teplota, srazky
a vlhkost jsou faktory, které ovliviuji jeho parazitdrni vyvoj. Pro vyvoj larev jsou
pfiznivé teploty tropického a subtropického pasu s relativni 100 % vlhkosti. Obdobi
desth podporuje rist vegetace, coz vede nejen ke kontaminaci pastvin larvami, ale také
prilezitost pro setkani se se svym hostitelem. Sucho z nedostatku srazek je naopak pro
larvy a vajicka az smrtelné. H. contortus mé jedineCnou vlastnost. Pfi neptiznivych
teplotach vstupuje parazit do tzv. faze zastavené¢ho vyvoje neboli hypobiodzy, ktera
nastdva pii nastupu chladnych zimnich nebo naopak za velmi suchych podminek

[14, 15, 16].

H. contortus je velmi plodny parazit s riznymi strategiemi, jak uniknout nepfiznivym
klimatickym podminkdm a imunitnim reakcim hostitele. Nejvétsi pfi¢inou jeho
patogenity je produkce vajicek a sani krve. Samicka H. contortus denné vyprodukuje
5000 - 15000 vajicek. To umoziuje rychlejsi kontaminaci pastvin a daleko lepsi
prezivani v hostitelich za pomoci Castych opakovanych zamoteni. Literatura uvadi, ze
dosp€lci sajici krev mohou odstranit az 3 litry krve denné, coz u hostitele rychle
zpusobuje anémii, pohublost, prijem az smrt. Pravé anémie je zplsobena nejen kvili
tomu, Ze parazit spotfebovava krev hostitele, ale také krvacenim poté, co se parazit oddéli
od mista, kde byl pfisat a zptisobi tzv. hemoragickou 1ézi. Zalude¢ni sliznice je tedy
neustale drdZdéna aporanovdna. Dale mohou zvifata vykazovat eosinofilii
a hypoproteinemii, coZ ma za nasledek bledost sliznic a submandibularni edém tzv. celist
z lahve. H. contortus je schopna produkovat hemolyticky faktor, ktery zpisobuje vyrazné

morfologické zmény na povrchu erytrocytt [11, 13, 15, 16, 17].

2.2.1.1 Zivotni cyklus

Co se tyce zivotniho cyklu vlasovky slezové jeji vyvoj je pfimy dvoufazovy. To
znamena, ze larvy nepotiebuji mezihostitele. Jedné se o geohelminta. Samicky nakladou
do strev a zaludku vajicka, ktera vyjdou ven spolecné s trusem. Vajicka poté zraji na
vzduchu. Uvnitt obalu se zacne tvofit zarodek, ktery se nasledné zméni v larvu. Ta vyleze
z vajicka a svlj dalsi vyvoj prodélava na pastvinach. Larva se dvakrat svléka a poté se

z ni stava invazivni larva, kterd je jako jedina schopna se zménit v dosp€lce v travicim
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traktu hostitele. To celé trva 3 az 11 dni. Nevyvinuté larvy a vajicka nejsou pro hostitele
nijak nebezpecné a jsou straveny a vylouceny z téla ven. K ndkaze dochdzi hlavnég, pokud
je venku rosa, vlhko nebo dést’, protoze invazivni larvy maji moznost pohybovat se
vzhiru po travé a do okoli trusu. Bylo zjisténo, ze v 1été takovato invazivni larva vydrzi

na pastvé az 3 mésice [8, 11, 12].

/9&1 g\\\\»\?\\\\\\\ i,

Obrazek 2 - Vyvojovy cyklus vilasovky slezové: 1 vajicko, 2 vajicko s larvou; 3 larva
prvniho stadia; 4 larva druhého stadia; 5 larva tretiho stadia; 6 invazivni larva na
trave [12]

2.3 Helmintické infekce

Parazitické infekce se S§ifi asuzuji lidstvo jiZz po staleti. Mezi nejbéznéjsi patii
helmintické infekce tedy infekce zplsobené cCervy, které nejCastéji probihaji

v gastrointestinalnim traktu, ale mohou se rozsifit i do tkdni a orgdnt. Po malarii se fadi

[ 24

¢asti svéta zavleceny 1 odoInéjsi druhy helmintti [6, 18, 19].
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Helmintické infekce patii mezi nejrozsifenéj$i infekéni agens. Dnes postihuji
predevdim zemé& s nizkymi pijmy a omezenymi zdroji. Re¢ je tu zejména o zemich
tropického a subtropického pasu Afriky a Ameriky. Nemocnost lidi v téchto zemich
souvisi s chudobou, a to prispiva ke snizeni zeméd¢€lské a ekonomické Cinnosti. Mé to
tedy vliv na kognitivni a socioekonomicky rozvoj daného statu. Helmintické infekce se
déli na geopolitni rozsitené ve vSech pasmech jako je roup détsky, a dale na tropické
majici teplejSi avlh¢i klima vhodné pro mezihostitele. Aby doslo k odstranéni
helmintickych infekci muselo dojit ke zlepSeni podminek prostiedi, zvysené hygiené,
pfistupu k Cisté a pitné vodé¢, lepSimu bydleni a udrzitelnému socioekonomickému
rozvoji. Bohuzel v zemich tfetiho svéta takové podminky neni mozné zcela zavést
a udrzet. V soucasnosti panuje mezi védci shoda, Ze se helmintické infekce geograficky
rozsifuji 1 do chladnéj$ich klimatickych podminek severni polokoule. Riziko infekce zde

bylo obvykle nizké ov§em to se zménilo kvtli vzestupu globalni teploty [6, 11, 19, 20].

Odhaduje se, ze vice nez 1 miliarda lidi v rozvojovych oblastech subsaharské Afriky,
Asie a Ameriky je infikovana jednim nebo vice druhy helmintd. Jde o tzv.
polyparazitismus, ktery je zde normou a infekce byvaji trvalé. Je to vysledek spole¢nych
rysti ekologickych a environmentalnich pozadavkl, cestovanim, expozici a citlivosti
hostitele. Polyparazitismus ma vétsi dopad na morbiditu nez nakazeni jednim druhem
parazita. Také miiZze zvysit nachylnost k dal$im infekcim jako je malarie. Helmintické
infekce maji silné imunomodulac¢ni ucinky na hostitelské buiiky. Mohou vyvolat

zévaznou hypersenzitivni reakci, kterd vede k chronickym alergickym reakcim [19, 20].

2.3.1 Prenos

Helminti napadaji ¢loveka a zvifata zejména ordlné-alimentarni cestou tedy pozienim
vajicek Usty. Dal$i moznosti pienosu je piimy kontakt nebo kontaminovana potrava
avoda — pozienim necisté pitné vody nebo nedostatecné tepelné upravené¢ho masa
z infikovanych zvitat. Dale mohou larvy prostupovat perkutanni cestou, kdy se dostavaji
do téla kiizi pres ranky. Jako posledni je pfenos hematofagnim hmyzem pomoci bodnuti.
Zvlastni formou prenosu je tzv. geofagie, coz znamena konzumace zeminy. Tento jev je

zejména u déti [6, 19].
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2.3.2 Klinické priznaky

Klinické ptiznaky infekci zptisobenych helminty jsou zavislé na jejich druhu, intenzité
dané infekce a samotném véku hostitele. U lidi a zvitat zptasobuji helmintické infekce
predevs§im anémii, eosinofilii, pneumonii a prevalenci podvyzivy. Pokud se podivame na
neurocysticerkozu, ktera vede k tvorbé hromadnych 1ézi na mozku. Nékteré druhy
krevnicek tvofi v téle hostitele granulomy, zanéty sleziny a jater. UrCité druhy helminta
jsou schopné zptsobit zivot ohrozujici anafylaxi v ptipad€, Ze se z cyst uvolni antigen.

wewvr

piipadech zpusobit retardaci rastu, snizenou fyzickou zdatnost nebo poruchu paméti [19].

2.3.3 Patogeneze

Helminti zptisobuji dvoji poskozeni — pfimé a nepiimé. U piimého poskozeni dochazi
k blokddam vnitinich orgdnti nebo uU¢inkim tlaku vyvijeného rostoucimi parazity.
Naptiklad u tasemnic se stievo fyzicky zablokuje jejich velkym mnoZstvim, tim dojde
k tvorbé granulomti a nasledné k zablokovani pratoku krve jatry z divodu tvorby cyst.
To zptisobi v téle patologické zmény. Cysty mohou vznikat v plicich, mozku a jinych
Castech téla, dochdzi k orgdnovym metastdzim a nekréze. Nepiimé posSkozeni je
zpusobeno reakcemi hostitele. Jako ptiklad lze uvést infekci u Schistosomi mansoni.
Vlivem krevnicky stfevni na lidsky organismus dojde ke vzniku granulomu na zakladé
precitlivélosti, to zpisobuje blokadu jaternich sinusoid a k zabranéni pritoku krve.

Dochézi také k zanétlivym zméndm na zakladé hypersenzitivity [19].

2.3.4 Diagnostika

U obyvatel naseho statu je velmi oblibené cestovat za teplem do zemi tropického
a subtropického pasma, proto je dilezitou soucasti kazdého klinického vySetfeni zjistit
cestovni anamnézu. Jde zejména o to, Ze néktefi parazité maji dlouhou dobu Zivota
a jejich ucinky se projevuji aZ po mésicich i1 rocich. Néktefi helminti maji prepatentni
periodu. To je doba, ktera uplyne od vstupu infekéniho organismu do hostitele do prvnich
pfiznaki infekce, proto nemiZeme u infekei rozvijejicich se delsi dobu ocekavat, ze se
projevi par dni po infikovani organismu. Proto by se méla stolice odebirat postupné

v urcitych ¢asovych intervalech, aby se parazit mohl identifikovat [6, 19].
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Dale se vyuzivaji sérologické testy, kdy se vyuzivaji parazit-specifické protilatky ve
vzorcich pacientského séra. Antigenni testy pomdhaji detekovat biomarker parazita.
Hojné se vyuziva i molekularni diagnostika, kde se detekuje nukleova kyselina (NK)
helminta a je schopna ho detekovat na irovni jeho druhu a rodu. NejCastéji se pouzivala
metoda Southern blotting a repetitivni DNA hybridizacni sondy v kombinaci se Southern
bloty. M¢ly ale nizkou senzitivitu a specifitu, coz vedlo k jejich nahrazeni technikami
polymerasové fetézové reakce (PCR). Nejprve se vyuzivala konvencni PCR, kdy
k identifikaci H. contortus slouzilo n€kolik gent napf. interni transkribované spacery
(ITS). Tu nakonec nahradila Real-time PCR, ktera ma za cil kvantifikovat transkripci
cilového genu a proméfit parazitdrni zatéz. Nové byla vyvinuta také kapkova digitalni
PCR (ddPCR), které piekonala vSechna omezeni u konvencni PCR. Je vhodnou volbou
pro detekci a absolutni kvantifikaci hlavnich rodd helminti. Mize byt jako doplitkova

metoda ke konvencni metod¢€ pocitani vajicek [6, 11, 19, 21].

2.3.5 Lécba

K 1é¢bé helmintickych infekei se vyuZzivaji Iéky zvané anthelmintika. Plsobi jak na
ploché (motolice, tasemnice) tak na kulaté cervy (had’atka). Jejich vyznam je obrovsky
pro huménni tropickou medicinu, i pro veterindrni medicinu. Anthelmintika ptisobi bud’
lokalné nebo systémové. Lokalni zpiisobuji vypuzeni ¢erva z gastrointestindlniho traktu.
Systémové se snazi usmrtit dospélce ijeho dal§i vyvojové formy ztkani a organt.
Anthelmintika pracuji na principu paralyzy samotné¢ho cerva nebo poskozuji jeho
kutikulu. Nékteré¢ 1éky jsou schopné zasahovat i do jeho metabolismu. ProtoZze se
metabolické pozadavky u jednotlivych druhi lisi, dé se fict, Ze to jsou vysoce ucinné 1éky,
které piisobi pouze na jeden konkrétni druh helminta. Pfi vyb&ru vhodného léku je
dalezité udrzovat rovnovahu mezi nutnosti 1é¢by a prevenci. Existuje velkd fada
anthelmintickych 1€k, které jsou dostupné pro parazity zivici se krvi. Pfi onemocnéni se
muze podavat ijejich kombinace. Mezi nejpouzivanéjsi léky se pouzivaji napf.
benzimidazoly, coZ jsou prvni Sirokospektralni anthelmintika, kterd jsou vysoce uc¢inna
proti Sirokému spektru parazitl pfezvykavct a jejich parazitickych stadiich. V poslednich
letech ale ucinnost anthelmintik vyrazné klesd a kontrola infekci je ohrozena 1ékovou
rezistenci. Aby se oddalilo selhdni 1€cby je v dnesni dobé& kladen duaraz spise na kontrolu
anthelmintickych rezistenci. Dostupnost nové anthelmintické terapie bude zasadni. Proto
se jiz ted’ zavadi rizné pristupy napt. syntéza novych chemickych entit, kde se hledaji

Iéky s novym mechanismem uc¢inku [19, 20, 21, 22, 23].
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Dnesni doba se piiklani k uzivani zejména rostlinnych 1ékd. Vétsina syntetickych
anthelmintickych 1ékii ma mnoho vedlejsich u€inkt jako jsou bolesti bficha, ztrata chuti
k jidlu, nevolnost, zvraceni atd. Z téchto 1¢kt1 je nejlépe tolerovany 1€k mebendazol. I zde
se ale miize pfi dlouhodobém uzivani objevit bolest hlavy, horecka nebo neutropénie.
Protoze v dnes$ni dobé chceme eliminovat co nejvice skodlivych G¢inkd, priklanime se
k tvorbé anthelmintickych 1¢kti z rostlin, které vedou k mensim vedlej$im u¢inkiim. Mezi
fytoslozky, které vykazuji anthelmintické ucinky, patfi saponiny, alkaloidy, polyfenoly,
ttisloviny aj.. Alkaloidy jsou schopné potlacit pfenos sacharosy ze zaludku do tenkého
stteva, snizuji podporu tvorby glukosy, plsobi na centrdlni nervovou soustavu
a zpusobuji paralyzu helminta. V rozvojovych zemich se 1écba anthelmintiky stala
pfevladajicim nastrojem pro kontrolu helmintickych infekci, bud’ jako cilena 1écba nebo
lécba mezi celymi komunitami. Cilena se zamé&fuje na konkrétni profesni nebo v€kové

skupiny [19, 20].

2.3.6 Rezistence na anthelmintika

Rezistence je schopnost organismu piezit davku léku, kterd by normdlné zabila
organismy stejného druhu a stadia. H. contortus je nejvice studovanou hlistici s ohledem
na odolnost vii¢i anthelmintikiim. Prokézala totiz schopnost si vyvinout rezistenci vici
hlavnim skupindm 1€kd. Na pocatku 21. stoleti byly objeveny i populace, které
vykazovaly multirezistenci, tedy rezistenci vic¢i tfem nebo vice skupindm
anthelmintickych 1€ka. H. contortus si vytvortila rezistenci i k noveé zavedené skupiné 1ékt

aminoacetonitrilovym derivatim konkrétné¢ monepantelu [24].

2.3.6.1 Odolnost vuci benzimidazolum

Benzimidazoly byly jako prvni podrobeny studovani mechanismu rezistence
u H. contortus. Prvni pfimad souvislost mezi interakci b-tubulinu, cilového mista pro
benzimidazolové I¢ky avyvojem I€kové rezistence u H. contortus byla popsana
roku 1986 Laceym a Prichardem [25]. Mutace, které byly spojeny s rezistenci na
benzimidazoly byly nalezeny pravé v b-tubulinu, konkrétné¢ polymorfismus
v kodonu 167 genu kddujiciho izotyp 1 b-tubulinu. Dal§i mutace vedouci k rezistenci
mohou byt na kodonu 200 vedouci k substituci fenylalaninu za tyrosin nebo na

kodonu 198 vedouci k substituci alaninu na kyselinu glutamovou [11, 24, 25].
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2.3.6.2 Rezistence na imidazothiazoly

Levamisol se vaze na nikotinové acetylcholinové receptory H. contortus. Vyvoj
rezistence je vysledkem mutaci v genech kddujicich pravé tyto receptory. Proto jsou

u rezistentnich H. contortus tyto mutované geny detekovany [11, 24].

2.3.6.3 Odolnost vici Closantelu

Closantel patii do skupiny u¢innych 1€kt proti parazitim, kteti se zivi pouze krvi. Tim,
ze jde o uzké spektrum anthelmintik nebyl dosud az tak prozkoumam jako jiné skupiny.
V nékolika zemich se objevila u zvifat rezistence vii¢i tomuto 1éku, proto zacali védci
okrajové studovat jejich metabolismus. Zjistili, Ze se 1€k kumuloval v organismu

rezistentnich H. contortus méné nez u citlivych kmenti [11, 24].

2.3.6.4 Odolnost viéi derivatim aminoacetonitrilu

Jiz pfed uvedenim prvniho 1éku monepantelu na trh byly provedeny studie moZnych
mechanismt rezistence. Rezistentni linie vykazovaly mutace v genu Hco-mptl-1. Byly
zde identifikovany mutace se ztratou funkce jako je delece, kterd vede k chybnému stfihu,
dale inzerce a bodové mutace, které vedou k pred¢asnému ukonceni translace proteinu

[11,24].

2.3.6.5 Mnohocetna lékova rezistence

Postupem casu si helminti vyvinuli rezistenci k riiznym druhtim anthelmintik. Tato
skutecnost predstavuje velkou vyzvu pro kontrolu helmintickych infekci. Mnohocetna
lékova rezistence je definovana jako rezistence na tfi avice tfid anthelmintik.
Multirezistence H. contortus byly zaznamenany v mnoha zemich, Africe, Asii, nebo
Americe. Kvuli multirezistencim by se mély planovat a fidit antiparazitické kontrolni

strategie [11].

2.3.7 Farmaceuticka kontrola

Kwvili rozsahlému rozvoji anthelmintické rezistence u H. contortus se klade zvlastni
daraz na kontrolu a prevenci pomoci cilené 1écby. Jde o pfistup, ktery se snazi udrzet
kolonie Haemonchus v refugiich, aby zlistala zachovana jejich citlivost na 1éky. Refugia
je Cast parazitické populace, kterd neni vystavena anthelmintickym 1ékiim. To znamena,

ze jedinci ziji bud’ volné€ na pastvinach nebo v hostiteli, ktery ale zatim nebyl vystaven

anthelmintické 1écbé. Cilend anthelminticka Iécba je oveim nebo kozam podavéna ve
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specifickych casovych intervalech, aby se co nejvice parazitické populace udrzela praveé

ve zminénych refugiich [11, 21].

2.3.8 Nechemicka kontrola

Jako nechemicka kontrola se vyuzivd management pastvy, Uprava stravy zvifat
(nutricni management), kterd ovliviiuje imunitni systém zvifat, dale vybér zvirat
geneticky odolnych proti H. contortus a podavani riznych podptrnych produktii. Rizeni
pastvy minimalizuje pfijem infek¢nich larev vnimavymi ovcemi a omezuje nadmérnou
kontaminaci pastvin nakazenymi vajicky. Bylo zji$téno, Ze zvifata v dobrém nutricnim
stavu 1épe odolavaji parazitickym infekcim. Pomoci mnoha rostlin, ktera obsahuji
bioaktivni slou¢eniny, jsou zvifata schopna také bojovat proti parazitickym infekcim.
Patfi tam napf. taniny, které se vyznacuji antiparazitickymi vlastnostmi. Ty mohou
zlepSovat imunitni systém zvifat nebo pfimo pisobit na daného parazita v riznych

stadiich [11, 21].

2.3.9 Hemonchoza

Jedna se o parazitdrni onemocnéni zptisobené primarn¢ druhem hlistice H. contortus.
Utinna prevence je nezbytna pro jejich udrzitelny chov v endemickych oblastech, kde se
parazit nachazi. Vyskyt epidemiologie hemonchézy je sezénni. Vysoky bioticky
potencidl H. contortus vede krychlému narGstu parazitické populace a propuknuti
infekce takika bez varovani. I pfes potenciondlni zavaznost onemocnéni 1ze naneStésti

pomoci laboratornich postupti snadno hemonchézu diagnostikovat [21].

Nejcharakteristictejsi ptiznaky pro hemonchézu se tykaji vyhradné krvesavé ¢innosti
larvalnich stadii nebo dospélci. Jak jiz bylo zminéno ty zahrnuji imrti, anémii, sniZzenou
toleranci zatéze ale také subkutanni otok. Dle stupné infekce a imunitni odpovédi je

mozné hemonchézu rozdélit na tfi skupiny: hyperakutni, akutni a dlouhodobou [11, 21].

Hyperakutni forma je nejvzacné;si ze vSech tii skupin. Dochazi pfi ni k velmi vysoké
infekéni zateézi, ktera €itd cca 30 000 dospélych parazitii v téle hostitele. Zvitata byvaji

nejCasteji nalezena mrtva, u prezivsich jsou znamky tézké anémie [11, 21].

wevr

Akutni forma je nejCastéj$Si formou hemonchédzy, s riznou rychlosti nastupu
a umrtnosti. Anémie se zde projevuje bledosti sliznic, nejcastéji je patrna na spojivkach,

které se méni od normalni ervenoriizové az po extrémné bilou. V disledku ztraty krve
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zvifata postupné sldbnou a jsou méné pohyblivd. Dochéazi ke snizeni produkce mléka,
viny, primérného denniho pfirtstku zvifat. Pokud nedojde k aplikaci anthelmintik

dochazi k hypoproteinémii a objevuje se podkozni edém [11, 21].

Dlouhodoba forma je také nazyvana jako chronickd forma hemonchézy. Hostitel je
napaden menS$im mnozstvim paraziti a mize byt ¢asto nerozpoznana. Jde o vysledek
neuspésné anthelmintické 1é¢by. Ptiznaky jsou podobné jako u syndromu podvyzivy tedy

snizeni produkce masa anebo mléka [11, 21].

Diagnézu hemonchoézy 1ze urcit pomoci parazitologickych laboratornich testii. Testy
1ze rozd¢lit na kvalitativni a kvantitativni. U kvantitativnich testii se detekuji a pocitaji
parazitickd vajicka ve stolici. Pocet vajicek je spojen s parazitickou zatézi v hostiteli.
Rozméry vajicek u H. contortus jsou 70 az 85 um. Jejich morfologické znaky nejsou ale
rodové specifické, proto je jejich identifikace velmi obtizna. Lze je ale rozlisit napf.
pomoci filaroidniho jicnu, délky ocasu nebo pfitomnosti 16 stievnich bunék. Navzdory
obtiznosti identifikace vajicek lze velmi dobfe identifikovat larvy L3 v tzv.
koprokulturach. Jako doplitkové vySetfeni se vyuziva hematologické vysetfeni anémie.
Ta ukazuje na infekci. Akutni hemonchoza je nejcastéji spojena se snizenim hematokritu

nebo snizenim koncentrace hemoglobinu [11, 21].

2.3.10 Systétm FAMACHA

Systtm FAMACHA neboli Faffa Malan Chart byl vyvinut v Jizni Africe ajde
o odli$ny pfistup v diagnostice hemonchoézy. Jde o jednoduchy a rychly diagnosticky
indikator anémie. Principem je zhodnoceni barvy spojivkovych membran. Zvitata se
znehybni a jejich oci jsou vySetfovany a hodnoceny pomoci standardizované¢ho souboru
péti barev v rozsahu od ¢ervenortizové (normalni) po bilou (termindlni stidium anémie).
Systém je presny v oblastech s tropickymi nebo subtropickymi klimatickymi
podminkami [11, 21, 26].
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Obrazek 3 - karty slouzici ke kontrole péti casti téla ovce tzv. Five Point Check [26]

2.4 Metabolismus xenobiotik

Pod pojmem metabolismus si pfedstavime obecné vSechny chemické reakce v bunice.
Nekteré reakce se vyskytuji spontanné, ale vétSina z nich vyzaduje zapojeni ptislusnych
enzyml. Reakce se dé€li na katabolické a anabolické. Pii katabolismu se molekuly

rozkladaji, pfi anabolismu se naopak syntetizuji [27].

Do organismu neustale vstupuji riizné latky z okoli. Pokud jde o latky s fyziologickym
vyznamem, které jsou velkym zdrojem energie, jako jsou ziviny, voda, mineraly, jsou
nazyvany eobiotika. Opakem téchto latek jsou xenobiotika. Tady jde o latky, které se
v téle pfirozené nevyskytuji nebo se vyskytuji ve vyrazné nizké koncentraci. Latky
nemaji pro télo zadny fyziologicky vyznam, tedy neslouzi jako zdroj energie nebo jako
stavebni kameny pro endogenni latky aj. Xenobiotika jsou jak pfirodniho, tak
syntetického piivodu. Ptirodni cizorodé latky se vyskytuji v potravé jako rostlinné barviva
nebo aromatické latky. Latky syntetického plivodu zahrnuji 1é¢iva nebo kosmetické
piipravky. Radime sem také jedy a primyslové chemikalie. Jde o hydrofilni, lipofilni
a ionizovatelné latky. Do téla se xenobiotika dostavaji ptfes gastrointestinalni trakt,

dychaci systém nebo ktzi. Cizorodé¢ latky se nasledné dostavaji do krevniho obéhu a na
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zaklade jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti se distribuuji dale v organismu. Pomoci
biotransformacnich enzymi se z xenobiotik stavaji slouCeniny s jinymi chemickymi
strukturami tzv. metabolity. Vylucuji se z téla ven nejcastéji moci nebo stolici ale také

matefskym mlékem, potem nebo dechem [27, 28].

Mezi xenobiotiky existuje mald, ale vyznamna podskupina latek, které jsou pro télo
vlastni. Napftiklad histamin ve véelim bodnuti je stejny jako histamin, ktery produkuje
télo po tom, co clovéka bodne vcela. Nebo predavkovani zelezem je jako Casty jev otravy,

ale pokud je zelezo pfijimano jako zékladni zivina neni brano jako xenobiotikum [27].
Xenobiotika jsou v téle metabolizovéana 4 riiznymi zptsoby [27]:
1. vyfazenim beze zmény
2. nezménénou retenci
3. spontanni chemickou pfeménou
4. enzymatickym metabolismem.

Hydrofilni a lipofilni slou¢eniny jsou eliminovany v nezménéném stavu moci a stolici.
Anorganicka xenobiotika mohou byt ukladdna do kosti (olovo, kadmium), néktera
organicka xenobiotika se ukladaji také v tuku. Spontanni chemicka pfeména je u vétSiny
xenobiotik relativné mal4. U velkého mnozstvi xenobiotik pfevladd enzymaticky

metabolismus [27].
2.4.1 Faze metabolismu xenobiotik

Xenobiotika jsou ztéla eliminovany pomoci dvou nékdy itii fazi. Prvni faze je
konverze, pti které dochazi k reakcim oxidacnim, redukénim a hydrolytickym. Enzym
vnese nebo odkryje funkéni skupinu ve strukture. Pomoci této faze vznika z cizorodé
latky metabolit. Pfi druhé fazi dochazi k reakci endogenni slouceniny s danym
metabolitem. Pfi této fazi dochazi k tzv. konjugaci. Dalsi fazi je transport xenobiotika

a jeho metabolitid z téla ven [28].
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Tabulka 1 - Reakce patfici do 1 a 2 faze biotransformace [28]

1. FAZE BIOTRANSFORMACE 2. FAZE BIOTRANSFORMACE
oxidace glukuronidace
redukce sulfonace

hydrolyza methylace

hydratace acetylace

izomerace konjugace s glutathionem
konjugace s aminokyselinami

Typickymi zastupci enzyma I. faze jsou cytochromy P450. Cytochromy P450,
zkracené CYPs, jsou soucasti nejdilezitéjsi enzymové super rodiny, ktera je zodpoveédna
za metabolismus xenobiotik. Podileji se na fadé metabolickych a biosyntetickych
procesti. Tyto enzymy jsou lokalizovany zejména v membranach endoplazmatického
retikula. Jejich hlavni tlohou je oxidativni metabolismus strukturné riiznorodych
endogennich (steroidli, zlucovych kyselin, mastnych kyselin, eikosanoidi a vitaminil)
a exogennich latek (1é¢iv a chemikalii). Zndmy pocet CYPs enzymu piesahuje 1 000
[29, 30].

Na II. fazi biotransformace se podileji zejména glutathion-S-transferasa a P-
glykoprotein. Glutathion-S-transferazy (GST) patii do hojné rodiny dimernich proteint,
které jsou schopné konjugovat glutathion (GSH) s fadou sloucenin obsahujici elektrofilni
centra. GST jsou schopné v téle konjugovat Sirokou Skalu latek od exogennich po
endogenni. Mezi exogenni substraty pro konjugaci s GSH patii napf. vedlejsi produkty
aktivity reaktivnich forem kysliku, mezi endogenni patii celd fada pesticidd,
organofosfatovych insekticidd, uhlovodikovych insekticidi nebo polycyklickych
aromatickych uhlovodiki. Konjugace hraje také vyznamnou roli pii detoxikaci
reaktivnich metabolitl nebo pfi vyvoji rezistence na chemoterapeutika. Konjugované

produkty jsou nasledné metabolizovany na merkapturové kyseliny [27, 31].

P-glykoprotein (P-gp) je nejrozsahleji studovany transportér adenosintrifosfatu (ATP).
Funguje jako bunéc¢na bariéra na principu vytlacovani daného 1é€iva nebo xenobiotika
z buniky. Nejvétsi roli hraje pfi absorpci a likvidaci nepfirozené latky v téle. Protoze je
schopen vazat a prenaset Sirokou $kalu strukturn€ neptibuznych latek, z nich vétsina je

hydrofobni, v nékterych studiich je nazyvan jako ,,hydrofobni vysavac* [32, 33].
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2.4.2 Aldo-ketoreduktasy

Aldo-ketoreduktasy (AKR) patii do super rodiny alkohol dehydrogenas s dlouhym
fetézcem. AKR jsou cytosolické, rozpustné proteiny vyznacujici se trojrozmérnou
strukturou o velikosti 34-37 kDa. Podileji se na 1. fazi biotransformace cizorodych latek.
Jako kofaktor vyuzivaji nikotinamidadenindinukleotidfosfdt (NADPH). Nachazeji se ve
vSech kmenech, a to u savct, obojzivelniki, prvok, rostlin nebo bakterii. Vétsina AKR
jsou aktivni jako monomery, az na AKR2, AKR6 a AKR7, které se v organismech
vyjadiuji jako funk¢ni multimery. Tyto enzymy maji Sirokou substratovou specifitu. Jsou
schopné  pfeménovat  aldehydy, ketony, monosacharidy, ketosteroidy,
ketoprostaglandiny, prekurzory zlucovych kyselin, chemické karcinogeny a jejich
metabolity. Jejich hlavnim ukolem je redukce aldehydi aketond na primarni
a sekundarni alkoholy. A¢ se AKR podileji spiSe na redukénich reakcich, jsou schopné

katalyzovat i reakce oxidac¢ni [34, 35, 36].

Nomenklatura pro AKR byla zavedena a pfijata roku 1997 organizaci Hugo Genome
Nomenclature Committee (HGNC). Doposud bylo identifikovano 15 rodin AKR o vice
nez 150 proteinech, které jsou v dneSni dobé& aktualizovany na webovych strankéch

http://www.med.upenn.edu/akr/. Samotna nomenklatura AKR je odvozena od nadrodiny

CYPs. Enzymy patiici do nadrodiny jsou oznaceni piiponou AKR znacici ,,aldo-
ketoreduktasu®. Arabska cislice predstavuje rodinu, do které dana AKR patii (shoda
v méné nez 40 % aminokyselinové identit€). Latinské pismeno prezentuje podrodinu, kde
AKR sdili az 60 % sekven¢ni identity. Jednotlivé enzymy dané podrodiny jsou Cislovany
dle chronologie, napt. AKRI1AT1 patii do nadrodiny AKR, rodiny 1, podrodiny A a je
prvnim unikéatnim proteinem v dané podroding. Nomenklatura ma tu vyhodu, Ze kazdému
jednotlivému AKR pfifazuje jedine¢ny ndzev tim, Ze stanovi podobnost jeho

aminokyselinové sekvence s jinymi rodinami a podrodinami [28, 35].
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Systematicky

nézev

AKR1A1

AKR1B1

AKR1B10

AKR1C1

AKR1C2

AKR1C3

AKR1C4

AKR1D1

AKR1E2

AKRBA3

AKRBAS

AKRGA9

AKR7A2

AKR7A3

Obrazek 4 - Systematické a trivialni nazvy lidskych AKR [35]

Trividlni nazev/€asto pouZivany
zkratky

aldehyd reduktazy; ALR; ALDR1
ald6za reduktaza; AR, ALR2

alddza reduktaza podobna tenkému stfevu;
ARL-1

dihydrodioldehydrogenaza 1;
20a,(3a)-Hydroxysteroid dehydrogenaza

dihydrodioldehydrogenaza 2;
3a-hydroxysteroid dehydrogenaza,
typ III

3a-Hydroxysteroid dehydrogenaza, typ II

dihydrodioldehydrogenaza 4;
chlordekonreduktaza;

3a-hydroxysteroid dehydrogenaza, typ 1
D4-3 -ketosteroid-5b-reduktaza

Aldo-ketoreduktazova rodina 1, clen
C-jako 2; AKR1CL2

KCNAB 1; hKvbeta3; draslik
napétové hradlovany kanal, souvisejici s tfepackou

podrodina, b-¢len 1

KCNAB 2; hKvbeta2; draslik
napétové hradlovany kanal, souvisejici s tfrepatkou

podrodina, b-€len 2

KCNAB 3; draslikova napétové fizena
kandl, podrodina souvisejici se shakerem, b-

tlen3

aflatoxin aldehyd reduktaza; AFAR1

aflatoxin aldehyd reduktaza; AFAR2

AKR katalyzuji oxidacné-redukéni reakce na fadé substrati pomoci kofaktoru

NADPH pomoci tzv. bi-bi kinetického mechanismu, ve kterém se kofaktor vaze jako

prvni, ale odchézi jako posledni. Funguje zde jednoducha acidobazicka katalyza. Jako

prvni se v celém mechanismu navéaze kofaktor, ke kterému se ptida substrat. Ve sméru

redukce se z kofaktoru ptenese 4-pro-R hydrid na karbonylovou skupinu substratu,

nasleduje protonace karbonylového kysliku tyrosinem, ktery zde funguje jako kyselina.

Proces oxidace probiha v obraceném sméru, kdy zde tyrosin funguje jako zasada. U AKR

se na katalyze podili také konzervovana katalyticka tetradda jiz zminény Tyr-48, His-110,

Lys-77 a Asp-43 [34, 35].
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Kazdy enzym AKR je charakterizovan stejnym strukturnim proteinovym zahybem,
a to nejcastéji (B/a)8 barelem s inzerci n¢kolika helixti. Déle se na zadni strané AKR
nachazi tfi velké smycky, které definuji specifi¢nost substratu. AKR sdileji také vysoce
konzervované vazebné misto pro kofaktor. Struktura (B/a)8 barel proteini poskytuje
nadrodiné AKR jedinecnou identitu. Charakteristickym rysem této struktury je
pritomnost aktivniho mista na C-konci, ktery udava jiz zminénou S§irSi substratovou
specifitu. Ve struktufe (B/a)8 je centrdlni vnitini prstenec paralelnich [ fetézci
v hyperboloidnim tvaru obaleny vnéjSim obalem z o helixi. To vytvaii vysoce
symetrické usporadani samotného AKR. Dalsim motivem je triosa-fosfat isomerasovy
(TIM) barel, ktery se sklada z vlasenky dvou B fetézcti, které tvoii dno struktury. Horni
¢ast struktury je preruSena fadou vnéjSich smycek a spiral, které se u kazdého AKR méni.
Rizné motivy, smycky aextra helixy dodavaji jednotlivym AKR rozmanitost

[34, 36, 37].

Obrazek 5 - Krystalova struktura aldosareduktasy. Struktura byla stazena z Protein
Data Bank.

Mnoho sav¢ich AKR jsou v dnesni dob¢ potencionalnimi terapeutickymi cili a tvorba
1é¢iv zaloZenych na jejich specifické struktuie vedou k ptipravé sloucenin s poZzadovanou
specifitou a ucinnosti. Napt. pomoci aldosareduktasy (ADR) dochézi v téle k pfemené
glukosy na sorbitol a hyperosmoticky cukr. Tento fakt mlze hrat roli pii diabetické
retinopatii, neuropatii a nefropatii. Jeji inhibitory by se mohly jevit jako uzite¢né pii lécbé

komplikaci u diabetes mellitus [34].
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Védci zatim identifikovali 15 AKR u ¢lovéka. Jsou to AKR1AT1 (aldehydreduktasa),
AKR1B1, 1B10 a1B15 (aldosareduktasy), AKRICI1, 1C2. 1C3 alC4
(hydroxysteroidhydrogenasy), AKRIDI1 (A4-3-ketosteroid-5-B-reduktasa), AKRI1E2
(testis-specificky protein), AKR6A3, 6A5 a6A9 (Kvp proteiny), AKR7A2 a7A3
(aflatoxinreduktasy) [28, 35].

2.4.2.1 AKRI1A1 = aldehydreduktasa

Dutlezity enzym zapojujici se do chemické pfremény kyseliny askorbové. Jedna se
oenzym nalezeny jako prvni. AKRIA1l je -cytosolickd, NADPH-dependentni,
monomerni oxidoreduktasa. Tento enzym je nejvice exprimovan ve vétSing tkani,
pfedev§im v proximalnich tubulech ledvin. AKRI1A1 vykazuje Sirokou substratovou
aktivitu. 'V ledvinach se spojuje s myoinositolovou oxygenasou. Ta preméiuje
myoinositol na D-glukuronat. Tato pfeména poukazuje na tlohu AKRI1A1 v draze

katabolismu myoinositolu [28, 37].

2.4.2.2 AKRI1B1 (ADR) = aldosareduktasa

Jeden znejvice studovanych enzyml v souvislosti sjeho potencidlni roli pii
zprostiedkovani hyperglykemického poskozeni a pti rozvoji sekundarnich diabetickych
komplikaci. Jednd se o Sirokospecificky katalyzator. V porovnani s AKR1A1 mé vyssi
katalytickou uc¢innost. Redukuje mnoho fyziologickych substratt, jako jsou prekurzory
kone¢ného produktu glykosylace (AGE), isokortikosteroidy nebo oxidované fosfolipidy,
ale 1rGzné polutanty z Zivotniho prostiedi. Zasadni roli hraje pfedev§im v proliferaci

bunck hladkého svalstva cév behem aterosklerézy [37].

2.4.2.3 AKRI1B10 = aldosareduktasa z tenkého stieva

AKRI1BI10 je noveé objevenym enzymem. Nachazi se pfedevs§im v tenkém stieve, dale
1 v tlustém stievé, jatrech, brzliku a nadledvinkach. Je specificky pro riizné substraty a je
citlivy k inhibitorim podobnym aldosareduktase. AKRIB10 ma az 100x vyssi
katalytickou aktivitu, kterou vykazuje k nékterym druhtim ketont a lék jako jsou
daunorubicin nebo dolasetron. Je dokazéana jeho silnd exprese u karcinomt plic a jater,
kolorektalniho a délozniho karcinomu. Pomoci siRNA jde AKR utlumit a tim dochazi
k inhibici rlstu a sniZeni rychlosti tvorby loZisek karcinogennich bunék. AKR1B10 hraje

kritickou roli v jejich proliferaci [37].
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2.4.2.4 AKRIC1-C4 = hydroxysteroiddehydrogenasy

Tato podrodina ¢tyf geni sdili mezi sebou vice nez 86 % podobnost, ale jejich
odliSnosti jsou v biochemickych vlastnostech. VSechny ¢tyii enzymy se nachazeji
v jatrech, ale jejich extrahepatalni distribuce je zcela jind. AKR1C1 se nachéazi hlavné
v jatrech, AKR1C2 a 1C3 jsou s velkou dominanci exprimovany 1iv prostaté av
mlécnych zlazach. Enzymy spolupracuji s aldehydy a ketony ajejich pfirozenymi

substraty jsou steroidy a prostaglandiny [28, 37].

2.4.2.5 AKRI1DI1 = A4-3-ketosteroid-5-B-reduktasa

Enzym purifikovany z tkan¢ jater jako jediny katalyzuje 5p-stereospecifickou redukci
pii syntéze zluCovych kyselin. Vykazuje enzymatickou aktivitu pro steroidni hormony,
vcetné testosteronu, progesteronu, kortizolu anebo kortizonu. Je pfitomen i v mozkové
tkani a genitourinarnim traktu. Jeho dileZita role je v degradaci pohlavnich hormoni.

Mutace v genu ma za nasledek neonatdlni cholestazu, hepatitidu az selhéni jater [28, 37].

2.4.2.6 AKR7A2-A3 = aflatoxinové reduktasy

Jde o skupinu cytosolickych proteint, ktera byla poprvé objevena v organismu krys
pro svou schopnost metabolizovat dialdehydaflatoxin B1 na netoxicky alkohol. Jde
o jeden ze dvou skupin AKR, kter¢ se fadi mezi funkcéni dimery. AKR7A3 ma tkanovou
distribuci omezenou na Zaludek, slinivku, ledviny a jatra, AKR7A2 je hojné exprimovan

v extrahepatalnich tkénich [37].
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3 CILE PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo stanovit konstitutivni expresi vybranych AKR
u H. contortus, porovnat ziskané hodnoty v ramci zivotniho cyklu a mezi dvéma kmeny
s riznou citlivosti vic¢i anthelmintikim. Pro ziskani vysledkti bylo nutné provést

nasledujici postupy:

e pievést RNA z biologickych vzorkli do podoby ¢cDNA pomoci reverzni

transkripce
e kvantitativni stanoveni vybranych AKR pomoci qPCR

e vyhodnoceni vysledkl
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4 EXPERIMENTALNI CAST

V této kapitole bude popsan pouzity material, ptistroje, reagencie, pomiicky, technické
vybaveni a technické postupy potiebné pro dosazeni vytycenych cili experimentalni ¢asti

diplomové prace. VSechny postupy byly pfevzaty z protokola.
4.1 Biologicky material

V této diplomové praci byla pouzita vajicka, larvy, sam¢i asamici dospélci

H. contortus.

Zdrava jehnata ve veéku 2-3 meésicti byla infikovana L3 larvami. Kazdému z nich bylo
peroralné podano kolem 6 000 infekcnich larev. Pro praci byly pouzity dva kmeny —
citlivy ISE (Inbread Susceptible Edinburgh) a rezistentni kmen IRE vyvinuty z ISE
selekénim tlakem thiabendazolu [38]. Aby nebyla ostatni zvifata nakazena, byla jehnata
chovana izolované od okolniho prostiedi. Po Sesti tydnech byla usmrcena, pfevezena do
laboratofe a dospélci byli vyjmuti ze slezu. Nésledné¢ se rucné rozdélili dle
morfologickych znaki na samce asamice pod mikroskopem. Byli pfipraveni pro

okamzitou izolaci RNA nebo pieneseni do TRI ¢inidla a zmrazeni na -80 °C [39].

Pii chovu bylo se zvifaty zachazeno dle platnych zakonii — Zakon Ceské narodni rady
¢. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani a zdsadami pro zachazeni a praci
s laboratornimi zvitaty dle Vyhlasky ¢. 419/2012 Sb. o ochran¢€ pokusnych zvitat [39,
40].

4.2 Chemikalie, technické vybaveni a pomiicky

4.2.1 Chemikalie
DTT (dithiotreitol) — Sigma-Aldrich
Inhibitor RNAse — RNAsin- Thermo Fisher Scientific
Nahodné hexamery — Generi Biotech
Primery — Generi Biotech

qPCR kit: xCEED qPCR SG Mix - Biotech
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RT (reverzni transkriptaza) — Protoscript II — New England BioLabs
Smés dNTPs - Eurogentec
voda redestilovana (H20)

4.2.2 Technické vybaveni

Automatické pipety

Pipety se pouzivaji k odméteni presné stanoveného objemu vzorku do zkumavky.

Byly pouzity: Research a Xplorer od firmy Eppendorf.
Vortex

Tento laboratorni pfistroj slouzi k peclivému a rychlému promichani vzorku ve

zkumavce. Byl pouZit: PV 1 od firmy Grant-Bio.
Centrifuga

V tomto pfistroji byly staceny PCR stripy pied samotnou reakci z divodu odstfedéni

vSech ¢asti roztoku. Byl pouzit: Biofuge stratus Heraeus od firmy Thermo scientific.
Pristroj pro Real-Time PCR

Bé&hem real-time PCR dochdzi k tvorbé fluorescenc¢niho zateni. To je dano predevSim

chemickymi vlastnostmi latky, ktera se do reakce ptidava, a to fluoroforu [41].

Hlavni znak, ktery odliSuje real-time PCR od klasické PCR je, Ze prvné zmifiovany
vyuziva misto termocykleru kombinovany termocykler s fluorimetrem. Ten slouZi

k méfeni zmény intenzity fluorescencniho zéfeni [41].

Fluorimetr se sklada ze zdroje excitacniho zafeni, filtri nebo monochromatoru
a detektoru zatfeni. Ve zdroji vznika zafeni, které prochazi filtry nebo monochromatorem,
kde zméni svou vinovou délku. Nasledné vstupuje do vzorku, kde dojde k jeho interakci,
vzniku fluorescen¢niho zareni, které nakonec dopadéd otvorem pies filtr na detektor

zéfeni [41].

Jako zdroje zafeni se pouzivaji halogenové zarovky, LED diody nebo lasery.

K vybrani svétla o urcité vinové délce se vyuzivaji filtry nejcastéji optické, anebo
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monochromatory (hranol nebo difrakéni mftizka). Jako detektory zéteni, které méni
energii urcité vinové délky na elektricky signal, se vyuzivaji fotondsobice nebo CCD
(zafizeni s vazanymi naboji) [41]. Byl pouzit: Quant Studio 6 od firmy

AppliedBiosystems.
PCR termocykler

PCR termocykler je pfistroj pouzivany k namnozeni NK. Teplota se v ném méni
automaticky v ¢asovych intervalech. Opakovéanim se logaritmicky tvoii az miliarda kopii

pozadovaného useku [42]. Byl pouzit: MJ mini od firmy Bio-Rad.
Hlubokomrazici box

Tento pfistroj se pouziva pro hluboké zmrazeni vzorki, které si chceme v laboratofi
uchovat pro dalsi zpracovani. Uvnitt boxu se teplota pohybuje okolo -85 °C. Byl pouzit:

Vxe Series Jouan od firmy Thermo Scientific.
Laminarni box

Jde o laboratorni zafizeni slouzici k udrzeni sterilniho prostfedi pro praci. Tento
pfistroj miZe obsahovat specidlni filtry, nebo také germicidni UV lampu. Filtry slouzi
k zabranéni kontaminace analyzovaného vzorku zaroveil chrani nds napt. pted

kontaminaci chemickymi latkami. Byl pouZzit: UVC/T-AR od firmy BioSan.
Minicentrifuga

Tento pfistroj se pouziva k rychlému sto¢eni Eppendorf zkumavek a mikrozkumavek
pfimo béhem prace. Dochazi k oddéleni latek ve zkumavkéach pomoci odstiedivé sily. Byl

pouzit: Sprout od firmy Heathrow Scientific.

4.2.3 Pomicky

Plastové zkumavky, mikrozkumavky Eppendorf, stojany na zkumavky
a mikrozkumavky, sterilni pipetovaci Spicky, 96 jamkova PCR desticka, 384 jamkova

PCR desticka, filmy na uzavirani, rukavice
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4.3 Metodika

4.3.1 Reverzni transkripce

Principem metody je pfevedeni ribonukleové kyseliny (RNA) na komplementarni

DNA (cDNA) pomoci reverzni transkriptazy (RT). Nasledné je cDNA pouzita pii qgPCR

pro stanoveni miry exprese testovanych geni. RNA byla izolovana Mgr. Stérbovou ze

vSech vyvojovych stadii H. contortus, ze dvou kment. Nasledné byla tato RNA oSetfena

DNasou a nafedéna na finalni koncentraci 0,1 pg/pl pouzivanou jako vstupni material pro

reverzni transkripci.

Postup:

1) Byla ptipravena smés 5 pl fedéné RNA (0,1 pg/pl) a 1 pl hexamerd (10 nM).

2) Nasledné byla smés vlozena do PCR termocykléru, kde se po dobu 5 minut

zahtivala na 65 °C. Zkumavka byla dana na led a mirn¢ stocena.

3) Do smési bylo pfidano 14 pl mastermixu, ktery obsahoval:

Tabulka 2 - ukazka mnozstvi latek, ze kterych byl pfipraven mastermix

LATKA

MNOZSTVI [ul]

reakéni pufr 4
DTT (10x) 2
dNTPs (5§ mM) 2
RT 0,5
H>O 5,5
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4) Tato smés byla zahtivana v PCR termocykléru po dobu 50 minut na teplotu 42 °C,
kde se syntetizovala cDNA anésledné 5 minut na teplotu 80 °C, kde doslo
k denaturaci RT.

5) Po probehlé reakci bylo pridano 180 ul redestilované H>O, ¢imz se pfipravena

cDNA natedila 10x. 5 ul smési odpovidalo 2,5 ng pivodni RNA.
6) Takto ptipravena cDNA se zmrazila a uchovévala pti -20 °C.

4.3.2 Kvantitativni PCR v realném c¢ase

Real-time PCR neboli qPCR je metoda zaloZzena na klasické PCR, ale umozituje ndm
meéfit zmnozeny produkt v pribéhu reakce tzv. v redlném case. Produkty lze detekovat
pomoci fluorescencnich molekul, které odpovidaji mnozstvi amplifikované NK v kazdém

cyklu [43].

Zvlastni daraz je kladen predevsim na kinetiku reakce. Zakladem reakce je cyklicky
se opakujici denaturace, hybridizace a syntéza novych fetézci. Kromé komponent
pouzivanych v klasické PCR je nutné pfidat jesté¢ fluorescencni molekuly, aby bylo
mozné sledovat mnozstvi produktu. V kazdém cyklu je métena fluorescence, pfi¢emz

intenzita zafeni je pfimo iimérna koncentraci pfitomného produktu [44].

Samotnd reakce probihd vcykleru. Ten wumoznuje jak teplotni cyklovani,
tak vyhodnoceni fluorescence v kazdém cyklu. Nékteré cyklery jsou schopné také

analyzovat kiivku tani [44].

Na konci celého méfeni je vytvofena amplifikacni kiivka, kde je namcéfena
fluorescence vynesena proti piislusnému cyklu. Amplifikacni kiivka se d4 rozdélit na

3 casti [44]:
1. Faze pozadi neboli baseline — koncentrace amplikont je nizkd a nelze ji jeSté métit
2. Exponencidlni faze — exponencialni narist mnozstvi amplikont i1 fluorescence

3. Faze ,platé* — systém je nasycen a mnozstvi amplikont se nijak neméni
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mﬁfn_ Plateau
Sample
1,000,000 —
Exponential phase
Threshald
0
Baseline No template
1 1
0 20 40
PCR cycle number

Obrazek 6 — ukdzka amplifikacni krivky [43]
kde intenzita fluorescence piekro¢i prahovou hodnotu detekce. Cim vyssi je koncentrace
templatu ve smési, tim nizsi je hodnota Cy, protoZe se detekuje zvysujici se fluorescence
produktu. Analyza kiivky tani umoziuje rozliSit specifické produkty od téch
nespecifickych [44].
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Postup pro méreni v 96 jamkové desticce:
1) Nejprve byla pfipravena smés pro qPCR.

Tabulka 3 — ukézka mnozstvi latek, které byly pouzity na pfipravu mastermixu do

96 jamkové desticky
LATKA MNOZSTVI [pl]
H>O 4,2
2x koncentrovany SyberGreen 10
F primer (5 pl) 0,4
R primer (5 pl) 0,4

2) Do 96 jamkové desticky bylo napipetovano 15 pl mastermixu a poté bylo ptidano
5 ul cDNA.

3) Desticky byly zalepeny, zvortexovany a zcentrifugovany.
4) Nasledné byly dany do qPCR cykléru.

5) Byl spustén program QuantoStudio 6 flex software a doslo k méfeni stanovenych

parametrtl.
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Postup pro méreni v 384 jamkové desticce:

1) Nejprve byla ptipravena smés pro qPCR.

Tabulka 4 — ukazka mnozstvi latek, které byly pouzity na pfipravu mastermixu do
384 jamkové desticky

2)

3)

4)

5)

LATKA

MNOZSTVI [ul]

H>O 1,22

2x koncentrovany SyberGreen 3,5
F primer (5 pl) 0,14
R primer (5 pl) 0,14

Do 384 jamkové desticky bylo napipetovano 5 pl mastermixu a poté byly pfidany

2 ul cDNA.

Desticky byly zalepeny, zvortexovany a zcentrifugovany.

Nasledné byly dany do qPCR cykléru.

Byl spustén program QuantoStudio 6 flex software a doSlo k méfeni stanovenych

parametrul.
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Hold Stage PCR Stage Melt Curve Stage

Number of Cycles: 40

Step and Hold [0 05 &
Enable AutoDeka P and Hold |0 08

Starting Cycle: |1 Continuous
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= /—
02:00 L6°C/s gp:1s \\ 00:15
76| 1%6°C/s .05 °C/s

60.0 °C 60.0 °C

6°Cls 00:20 1.6°Cs “o1:00
) .

Stept Stepl Step2 Stept Step2 (Dissocia tion)

Obrazek 7 - ukazka jednotlivych cyklii PCR

Vzhledem k upravé DNA polymerasy pouzité v Xceed kitu (Sybr Green I), je mozné
a doporu¢ené vyrobcem pouzivat pouze dvoustupiiové PCR, kdy v jednom teplotnim
kroku nasedaji primery a ihned probiha syntéza, coz vyrazné cely pribéh urychli. Na
konci tohoto kroku v kazdém cyklu je zaznamenana fluorescence. Po probéhnuti vlastni
qPCR nasleduje méfeni kiivky tani (Melt Curve Stage), kdy je postupné zvySovana

teplota a métena fluorescence, ktera umozni ovéfit specifitu reakce.
4.3.3 Statistické zpracovani dat

Uvedené vysledky jsou vyjadieny pomoci priméru + smérodatna odchylka (SD), ktera
byla vypocitana ze 4 biologickych replikati ke kazdému vyvojovému stadiu. Hodnoty
byly vztaZzeny ke dvéma referencnim gentim velké podjednotce RNA polymerasy II
(AMA) a glyceraldehyd-3P-dehydrogenase (GAPDH). Rozdily mezi kmeny ISE a IRE
byly vypocteny pomoci metody ACt, kde data rezistentniho kmene IRE byla vztazena
relativné k datim citlivého ISE kmene. Statistické vyznamnosti rozdilu v genové expresi
kmenti IRE a ISE byly vyhodnoceny pomoci testu Multiple t-test. Veskeré vysledky byly

zpracovavany v programu GraphPad Prism 10.0.2.
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5 VYSLEDKY

5.1 Zpisob vyhodnoceni namérenych dat

U kazdého vzorku se provedlo méfeni pomoci metody qPCR. Po jeho provedeni byla
u kazdé sady primert provedena kontrola kiivky tani a amplifika¢ni kiivky, kterd
znazornuje priubéh reakce. Kritériem pro validitu dat byla nepfitomnost produktu
v negativni (NTC) kontrole, kterd znamend nepfitomnost kontaminace. Za
akceptovatelnou byla povazovana Cihodnota NTC kontroly liSici se nejméné o 5 cykli
od hodnot naméfenych vzorka. Dale byla kontrolovana kiivka tani, zda vykazuje pouze
jeden pik. Takto byly provéfeny vSechny vzorky a sady primerti. V ptipadé, ze nckteré
kritérium nebylo splnéno cely proces bylo nutné opakovat a provést nové méteni. Méteni
bylo provadéno pro AKRIN, AKR2, AKR3, AKR4, AKRS5, AKR6, AKR7, AKRS,
AKR9, AKR10, AKR11, AKR12, AKR13, AKR14, AKR15, AKR16, AKR17, AKRI18,
AKR19, AKR20, AKR21 a AKR22.

Amplification Plot

ARn
2

125

1.00

075

0.50

025

0.00 —

025

Obrazek 8 - vyhovujici amplifikacni kiivka vzorku a NTC kontroly

Na obrazku €. 9 zndzornuje Cervend rovna linie NTC kontrolu, ktera nevykazuje vznik
zadného produktu a exponencialni kiivka fialové barvy znazornuje vzorek. Modra linie

oznacuje tzv. ,,treshold* linii pro odecet C; hodnoty.
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Obrazek 9 - nevyhovujici amplifikacni kiivka

Na obrazku ¢. 10 je zndzornéno Cervenou kiivkou NTC kontrola a modrou kiivkou

vzorek. Od sebe se lis§i méné nez o 5 cykld, coZ je nezaddouct.
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Melt Curve Plot

Derivative Reporter (-Rn’)

85.0 700 75.0 80.0 85.0 00.0 a5.0

Temperature (°C)

Obriazek 10 - vyhovujici kiivka tani

Na obrazku €. 11 je znazornéna spodni Seda kiivka jako NTC kontrola, ktera
nevykazuje zadny pik. Modré kiivka s pikem znédzoriiuje vyhovujici vzorek, ktery

obsahuje pouze jeden produkt.
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Melt Curve Plot
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Obrazek 11 - nevyhovujici kiivka tani

Na obrazku ¢. 12 je modrou kiivkou zndzornéna tvorba dvou pikll u vzorku, kde

evidentn¢ vznikl dalsi nezadouci produkt.

Pokud vzorky spliovaly vyse uvedend kritéria, mohlo se pftejit k vyhodnocovéni

exprese genld. Data byla po odeéteni v programu QuantoStudio 6 Flex Software

vyhodnocena pomoci poc¢itacového programu Microsoft Excel.
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5.2 Sekvencni analyza a lokalizace genomu

Pomoci databaze WormBase bylo nalezeno celkem 22 genit AKR. Nase vysledky jsme
porovnali s vysledky diferencidlniho sekvenovani na zakladé TPM z transkriptomi
v projektu PRJEB560. Vsechny pielozené sekvence AKR byly porovnany a byly hledany
spolecné katalytické aminokyseliny (AMK) definujici AKR pomoci vyhledavani

v databazi konzervovanych domén (Conserved Domain Database CDD (nih.gov)).

HCON_00062820-AKR7

Protein classification: aldo/keto reductase is a soluble NAD(P)(H) oxidoreductase that catalyzes the reduction of aldehydes and ketones to their corresponding
primary and secondary alcohols

1 50 o 150 200 250 300 354
Query $69. e e e e e e e e e = ]

Putative actiw

e site A
catalybic tetrad ) |

specific hits o meceka-lke
Superfanilies AKR_SF superfamily |

Obrazek 12 — Ukéazka sekvenc¢ni analyzy konzervované domény u AKR7 pomoci
nastroje CD Search Tool. Trojuhelniky ukazuji polohu AMK zapojenych do
ptedpokladaného aktivniho mista a katalytické tetrady. Pozice domény odpovidajici
super rodiné¢ AKR jsou zobrazeny pod sekvenci.
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5.3 Porovnani exprese AKR v riiznych Zivotnich cyklech ISE kmene

V této kapitole jsou uvedeny vysledky nameétfené u citlivého ISE kmene. Byla
porovnana rizna zivotni stadia od vaji¢ek po dospélce. Veskera data byla vztazena ke
dvéma referencnim geniim AMA a GAPDH. Pfi porovnani dospé€lcti samic a samct byly

vysledky vztazeny k expresi u samic, ktera byla rovna 1.

Na obrazku ¢. 14 je znazornéna relativni exprese genti AKR v rliznych Zzivotnich
cyklech u citlivého ISE kmene. Je vidét, ze vétSina AKR byla exprimovana jen okrajove.
AKRI1, AKR3 a AKR10 jsou exprimovany ze vSech genu nejvice. Ve vajickach byla
nejvice exprimovana AKR3, AKR8 a AKR10. V L; stadiu doslo k nejvétsi expresi
u AKR10, AKR20 a AKR13. U L3 stadia byla nejvice exprimovana AKR1, AKR3,
AKR6, AKR8, AKR10, AKR18 a AKR20, usvleCenych L3 stadii doslo k expresi
u AKRI1, AKR3, AKR21, AKR6 a AKR10. U samcii a samic doslo k nejvétsi expresi
u AKRI, AKR2, AKR3, AKR4, AKRS5, pouze usamic byla exprese viditelnd
iu AKR 10.

® ISE vajicka
8 OISE L1

= 6} m [SE L3

5 = ISE xL3

-ar N m ISE samice

2 b . ISE samci

0.51 !

o
-
T

prese (AKR/referen
8 g

o
=3
T

! ‘in | i |L i

Obrazek 13 - Porovnani relativni exprese pro vSechny geny AKR u ISE kmene pro
vSechny zivotni cykly H. contortus.
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Na obrazku €. 15 je znazorn€no relativni porovndni exprese geni AKR u samct
a samic. Jsou zde vidét konkrétni statistické rozdily mezi pohlavimi. Sedm genti AKR je
vyrazné vice exprimovano u samic nez u samcu. Jde o AKRS, AKR10, AKR11, AKR12,
AKRI15, AKR16 a AKR20. U AKR10 je dokonce vyrazné ptevladajici rozdil. U samct
je 5 genl exprimovano ve viditeln¢ vys$Sim mnozstvi. Jde o AKR2, AKR9, AKR14,
AKR17 a AKR21. Nejvétsi patrny rozdil mezi samci a samicemi je znatelny u AKR14
a AKR10 s opacnymi tendencemi exprese. Znacné rozdily v expresi mezi jednotlivymi

pohlavimi mtze znamenat odlisné ucely u jednotlivych AKR.

SAMCI vs. SAMICE

Il samice
* .
1000 . [] samci
500

Relativni exprese (samci/samice)

Obrazek 14 - Porovnani relativni genové exprese AKR mezi samci a samicemi. * jsou
znaleny statisticky vyznamné vysledky (P > 0,5).
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5.4 Porovnani exprese mezi kmeny IRE a ISE

V disledku zjisténi vztahu mezi AKR a 1ékovou rezistenci jsou v této kapitole uvedena
jednotliva staddia Zzivotniho cyklu H. contortus uISE kmene citlivého na 1é¢ivo
a rezistentniho IRE kmene odolného vici 1é¢iviim. Veskeré vysledky byly vztazeny k ISE
kmeni. Pro lepsi ptfehlednost ziskanych dat byla hodnota u vsech AKR ISE kmene

normalizovana na hodnotu 1 a vysledky u IRE kmene jsou k této hodnoté vztazeny.

Na obrazku ¢. 16 je porovnani exprese u vajicek kmene ISE a IRE. U vajicek byly
zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v Sesti pfipadech u IRE kmene. Viditelné
nejvyssi exprese oproti ostatnim AKR byla zaznamenana u genu AKR2. Dalsi vyssi
exprese byly detekovany u AKR17, AKR19 a AKR21. Zadn4 nebo velmi nizka exprese
u IRE kmene je viditelnd u genit AKRS a AKR15 oproti ISE kmeni.

:: * VAJICKA I ISE
20k M IRE
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Obrazek 15 - Porovnani relativni exprese ve vajickach u kmene ISE a IRE. * jsou
znaceny statisticky vyznamné vysledky (P > 0,5).
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Na obrazku €. 17 je zndzornéno porovnani relativni exprese u larev L; ISE a IRE
kmene. Statistické vyznamnosti jsou patrné v péti ptipadech u IRE kmene. Nejvyssi
relativni exprese u L1 nizsi nez u vajicek. Tento fakt je 1 patrny z osy relativni exprese,
ktera je na obrazku 16 az v tadech desitek, ale na obrazku 17 je v fddech jednotek. Na
obrazku 17 doslo u AKR18 a AKR 14 ke zvySené expresi, naopak u AKR16 nebo AKR21

doslo ke snizeni.

or ¥ L1 1 ISE
M IRE
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Obrazek 16 - Porovnani relativni exprese v larvach L; u kmeni IRE a ISE. * jsou
znaceny statisticky vyznamné vysledky (P > 0,5).
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Obrazky €. 18 a €. 19 ukazuji larvy stadia L3 a xL3 (larvy svlecené) IRE a ISE kmene.
Jsou viditelné statisticky vyznamné rozdily u obou stadii, na obrazku 18 v Sestnacti

piipadech a na obrazku 19 v patnacti ptipadech IRE kmene.

U 15 AKR gent stadia L3: AKR2, AKR4, AKRS, AKR7, AKR8, AKR9, AKR11,
AKR12, AKRI13, AKRI15, AKRI16, AKR17, AKRI18, AKR19 a AKR22 bylo
zaznamenano snizeni exprese u IRE kmene oproti ISE. Pouze u AKR6 doslo k vyrazné

zvysené expresi stejné jako u stadia xL3 nebo Li. VSe je vidét na obrazku €. 18.

U stadia svlecenych larev xL.3 na obrazku ¢. 19 byl statisticky rozdil exprese v méné
pfipadech nezu L3. U 12 genit AKR2, AKR8, AKR9, AKR11, AKR12, AKR13, AKR14,
AKR15, AKR16, AKR18, AKR19 a AKR22 doslo ke snizeni exprese u IRE kmene.
Ve tfech ptipadech bylo zaznamenano zvySeni exprese u IRE kmene v genu AKRI,

AKR3 a AKR6 v porovnani s ISE kmenem.

U obou téchto stadii jsou vysledky vcelku podobné. U L3 i xLz doslo ke zvyseni
exprese AKR6. Vyrazné rozdily jsou vidét pouze v genech AKR1 a AKR3, kde jsou

u stadia xL3 IRE kmene vyrazné zvysené.

T * L3 M ISE

Relativni exprese

Obrazek 17 - Porovnani relativni exprese u kmene IRE a ISE v larvach stadia Ls. * jsou
znaceny statisticky vyznamné vysledky (P > 0,5).
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Obrazek 18 — Porovnani relativni exprese u kmene IRE a ISE ve svleCenych larvach
stadia xLs. * jsou znaceny statisticky vyznamné vysledky (P > 0,5).

Na obrazku €. 20 jsou znazornéné statisticky vyznamné rozdily u IRE a ISE kmene
u samic ve Ctyfech ptipadech. Ve dvou ptipadech u AKR10 a AKR15 doslo ke snizeni
exprese u IRE kmene a u AKR17 a AKR19 doslo naopak ke zvySeni exprese oproti ISE

kmeni.

Na rozdil u samcii, obrazek ¢. 21, doslo ke statisticky vyznamnym rozdilim hned
u osmi piipadl. V péti ptipadech doslo k prekvapivému snizeni exprese u AKR1, AKRY,
AKR14, AKR21 a AKR22. U AKR17, AKR18 a AKR19 doslo ke zvySeni exprese

v porovnani s ISE kmenem.

U obou pohlavi doslo ke zvySené expresi ve dvou piipadech v AKR17 a AKR19. Ke
snizeni exprese doSlo ale ukaZzdého pohlavi v jinych AKR. Napt. u AKR10 doslo
u samcll ke zvySeni exprese, ale u samic ke snizeni exprese. Na zaklad¢ vysledki IRE
kmene dospélcti u geni AKR17 a AKR19 je mozné, Ze se tyto geny potencialné mohou

ucastnit 1ékové rezistence u H. contortus.
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Obrazek 19 — Porovnani relativni exprese u kmene IRE a ISE u samic. * jsou znaceny
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Obrazek 20 — Porovnani relativni exprese u IRE a ISE kmenu u samci. * jsou znaceny

statisticky vyznamné vysledky (P > 0,5).
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6 DISKUZE

AKR se podileji v lidském organismu na riznych mechanismech jako jsou malignity,
pfeména 1€k, metabolismy hormont. Je tedy jasné, ze i1 v dalSich organismech jako jsou

napf. helminti hraji dtlezitou roli. Bohuzel jsou o nich zndmé jen omezené informace.

Autor Yamamoto a kol. ve svych raznych studiich béhem let 2013 az 2023 studoval
aktivitu rekombinantnich AKR u bource morusového latinskym nazvem Bombyx mori.
Konkrétné zkoumali AKR2E4, AKR2E9, AKRIB a AKR2ES. Bé¢hem vyzkumu byly
AKR purifikovany a zjistovala se jejich aktivita a struktura. Vzhledem k substratové
specifité jednotlivych AKR se mohou podilet napt. na metabolismu glukosy, detoxikaci

toxickych aldehydd nebo se podili na antioxidacnich reakcich [45, 46, 47, 48].

V dalsi studii autora Gua a kol. (2014) identifikovali u miry Helicoverpa armigeri
aktivitu dvou AKR ptekvapivé v tykadlech dospélci. AKR vykazovaly jak NADH, tak
NADPH-dependentni aktivitu. V jiné studii autora Li a kol. (2019) nasli u invazivniho
sktadce Corythucha ciliata tii nové geny AKR podilejici se na fizeni biosyntézy glycerolu.

Autofi tyto geny charakterizovali a zjistovali miru jejich exprese [49, 50].

Ve studii druhé skupiny reduktas/dehydrogenas s kratkym fetézcem (SDR)
u ostnoploutvé ryby motana zlatého Sparus aurata, kterou vypracovali Rosa a kol.
(2018), identifikovali SDR pomoci qPCR. ZvySena exprese SDR u tohoto organismu

hraje roli v kostnim metabolismu nebo mineralizaci tkani [51].

V ¢lanku autora Huanga a kol. (2017) byla popsana studie AKR u krvi pfenasené
piroplazmy Babesie microti pivodce babezidzy, kde zjistovali hladiny reaktivnich forem
kysliku (ROS). Ty méfili pomoci pritokové cytometrie. ROS vedly ke zvySené regulaci
nekterych AKR. To znamena, ze se AKR mohou podilet na obrané¢ organismu proti

oxidativnimu stresu [52].

Kwvtli zlepseni Chagasovy choroby a pochopeni 1ékovych rezistenci byly ve studii
autorky Laury Gonzalez akol. (2017) analyzovany AKR a alkoholdehydrogenasa
v populaci prvoka Trypanosoma cruzi rezistentni k benznidazolu, kterda mé klony
s riznou citlivosti k tomuto 1é¢ivu. Rezistence byla studovéana u vSech stadii. Vyuzivali
2D-gelovou elektroforézu. Zjistili, ze nadmérna exprese téchto proteinti vede ke zvyseni

odolnosti vici 1écivu [53].
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Stejnou problematikou, jako v této diplomové praci, se ve své studii u hlistice
H. contortus zabyvala i Stérbova a kol. (2023). Jediné, ¢im se studie lisila, bylo pouziti
druhé¢ skupiny oxidoreduktas a to SDR. Pii svém vyzkumu méli stejny postup. V genomu
identifikovali 46 domnélych geni SDR z nichZz expresi 23 genl stanovili kvantitativni
metodu qPCR. Pfi porovnavani exprese genti SDR v riznych zivotnich fazich H.
contortus, zjistili, ze stejné jako u AKR se exprese v jednotlivych stadiich lisi. U SDR
doslo knejvyssi expresi u SDR3, SDRS5 aSDRIS8. Vétsina SDR byla nejvice
exprimovana ve volné¢ zijicich larvach. SDRS se exprimovala nejvice u dospélych samcii
v porovndni s juvenilnimi stadii. V porovnani s vysledky vySe ma tedy kazdé stadium
u H. contortus jinou expresi AKR i SDR. Tim, ze jde o enzymy s podobnou katalytickou
aktivitou se da fict, Ze rizné vyvojové zmény v expresi jak u SDR, tak u AKR musi
ukazovat na ptizptisobeni se odliSnym podminkam zivotniho cyklu. Vyvojova stadia jako
vajicka nebo larvy museji byt schopny poprat se vice s vn€jsimi podminkami jako je napf.
pusobeni riiznych xenobiotik na rozdil od dospélych jedincti. Podobné jako v této praci,
porovnavali expresi SDR udvou kmenl sriznou citlivosti na benzimidazoly
u vyvojovych stadii. U vajicek, larev a dospélych kmene IRE doslo ke zvySeni exprese
u SDR1, SDR12, SDR13 a SDR16. Protoze se zatim nikdo nevénoval ani SDR ani AKR
vkmeni H. contortus nelze vysledky porovnat s jinymi studiemi a domnélé geny

zapojené do lékové rezistence by se musely potvrdit funkéni analyzou [54].

Podobnou problematikou se zabyvala také Matouskova a kol. (2018). U H. contortus
identifikovali 32 genii UDP-glykosyltransferasy (UGT) a pomoci konstitutivni exprese
identifikovali statisticky vyznamné rozdily mezi samci asamicemi dospélcti. Daéle
porovnavali expresi mezi ISE citlivym kmenem advéma kmeny rezistentnimi
k benzimidazolu. Zjistili, ze konstitutivni exprese UGT368B2 byla vyssi u obou IRE
kment oproti ISE. To znamen4, Ze tento enzym je pomoci glykosylace schopen podilet

se na lékové rezistenci z divodu deaktivace anthelmintika [55].

Vzhledem k tomu, ze se AKR nasla i u jinych druhd organismi s vyraznou aktivitou

nebo lékovou rezistenci bylo by dobré tuto problematiku vice prostudovat.
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7 ZAVER

V této diplomové praci byla zkouména relativni exprese jednotlivych AKR ve
vajickéach, larvach a dospélcich H. contortus pomoci metody qPCR. Bylo sledovano
celkem 22 geniit AKR, jejichz exprese se vyrazné lisi ve vSech vyvojovych stadiich,
pricemz AKR1, AKR3 a AKR10 maji vyrazné€jsi expresi ve vétSin¢€ stadii oproti ostatnim
genum. Dale byla porovndna exprese AKR ve vSech vyvojovych stadiich u kmene
citlivého na léky a kmene rezistentniho na benzimidazoly. U vSech tii larvalnich stadii
byla prokazana vyssi exprese genu AKRG6 u rezistentniho kmene. U vajicek byla u tohoto
kmene vice exprimovana AKR2. U dospélct IRE kmene byla vyssi exprese AKR17
a AKR19, coz miize mit spojitost s potencialni 1ékovou rezistenci u H. contortus. Na
zakladé¢ mych vysledkii by bylo mozné vybrat AKR, kterou by bylo vhodné se déle
zabyvat, napfiklad pro stanoveni jeji katalytické aktivity a zhodnoceni jeji potencidlni

funkce v rezistenci.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADR

AGE

AKR

AMA

AMK

ATP

bp

cDNA

Ct hodnota

CYPs

ddPCR

dNTPs

DTT

GAPDH

GSH

GST

HGNC

IRE

ISE

ITS

aldosareduktasa

Koneény produkt pokrocilé glykace z angl. Advanced glycation

end products

aldo-ketoreduktasy

velka podjednotka RNA polymerasy II
aminokyselina

adenosintrifostat

par bazi

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
z angl. Cycle of treshold

cytochrom P450

kapkova digitalni PCR

z angl. deoxyribonucleoside triphosphates
dithiotreitol
glyceraldehyd-3P-dehydrogenasa
glutathion

glutathion-S-transferasa

Hugo Genome Nomenclature Committee
rezistentni kmen

citlivy kmen

interni transkribované spacery
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Ly

L;

mRNA

NADH

NADPH

NK

NTC

PCR

P-gp

qgPCR

RNA

RT

SD

SDR

SiRNA

TIM barel

UGT

Uuv

WHO

xL3

larva prvniho stadia

larva tfetiho stadia

jednovldknova nukleova kyselina
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nukleova kyselina

negativni kontrola

polymerasova fetézovd reakce (z angl.

Reaction)

P-glykoprotein

kvantitativni PCR

ribonukleova kyselina

reverzni transkriptaza

smérodatna odchylka
dehydrogenasa s kratkym fetézcem
z angl. Small Interfering RNA
thioiso-fostat isomerasovy barel
UDP-glykosyltransferasa
ultrafialové zafeni

z angl. World Health Organization

svleCena larva tietiho stadia

Polymerase Chain
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