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Abstrakt
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Nazev disertacni prace: Vyuziti transkriptomické analyzy pro studium lékové
rezistence hlistic

Haemonchoza, infekce piezvykavci zptisobena hlistici Haemonchus contortus, negativné
ovlivitluje zdravotni stav zvifat a zivociSnou vyrobu. Pfestoze jsou anthelmintika
zakladnim nastrojem k 1é¢bé haemonchézy, jejich ucinnost rapidné klesa v dusledku
rozvoje lékové rezistence. Rychlejsi inaktivace a eliminace 1é¢iva podminéné vyssi
transkripci enzyml metabolizujicich xenobiotika (XME) patii k vyznamnym
mechanismim rezistence. Informace o XME u H. contortus jsou vSak dosud omezené.
Hlavnim cilem této prace bylo rozsifit poznatky o mechanismu lékové rezistence
u parazitické hlistice H. contortus se zaméfenim na analyzu konstitutivni exprese
vybranych XME béhem zivotniho cyklu a porovndni zmén v expresi mezi kmeny
s odliSnou urovni rezistence a po kontaktu s vybranymi anthelmintiky. V genomu H.
contortus bylo identifikovano 46 c¢lenti nadrodiny reduktaz/dehydrogenaz s kratkym
fetézcem (SDR) a 22 €lentd aldo/ketoreduktaz (AKR), jejichZ konstitutivni exprese byla
analyzovana ve vajickach, larvach i dospé€lcich a porovnavana v kmeni citlivém a
rezistentnim na anthelmintika. ZvySend exprese akrl9 v rezistentnim kmeni a po kontaktu
se subletalnimi davkami flubendazolu (FLU) naznacuje moZnou ucast tohoto enzymu na
1ékové rezistenci. Bylo prokazéano, Ze 1 volné Zijici stadia jsou schopna deaktivovat FLU
a ucinngjsi redukce byla pozorovana u larev a samic rezistentniho kmene. Sledovani zmén
v expresi UDP-glykosyltransferdz (UGT) béhem zivotniho cyklu ukdzalo vys$si expresi
vétSiny UGT v juvenilnich stadiich oproti dospélctim, ptiCemz ugt368b2 se jevi jako
vhodny kandidat pro dalsi studie. Kontakt dospélcii s albendazolem (ABZ) vedl
k vyrazné indukci nékolika XME, které mohou pfispivat k u¢innéj§imu metabolismu
anthelmintik. Vystaveni volné€ Zijicich stadii subletalnim davkam ABZ bé&hem vyvoje
vyvolava zmény v expresi gentit UGT a Pgp, piicemz nékteré z t€chto zmén jsou stabilni

behem zivotniho cyklu hlistic a pfenéseji se do dalsi generace.
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Title of Dissertation Thesis: The use of transcriptomic analysis in study of drug-
resistance in nematodes

Haemonchosis, an infection of ruminants caused by the nematode Haemonchus contortus,
negatively affects animal health and the economics of livestock production. Although
anthelmintics are a basic tool in the treatment of haemonchosis, their efficacy is rapidly
decreasing due to drug resistance development. Increased inactivation and efflux of
anthelmintics associated with higher transcription of xenobiotic metabolizing enzymes
(XME) belong to a significant drug-resistance mechanism. However, information about
XME in H. contortus is still limited. The aim of this study was to increase knowledge
about the mechanism of drug resistance in the parasitic nematode H. confortus, focusing
on the analysis of constitutive expression of selected XME throughout the life cycle and
comparing changes in expression between strains with different levels of resistance and
after exposure to selected anthelmintics. In the genome of H. contortus, 46 members of
short-chain reductases/dehydrogenases (SDR) and 22 members of aldo-keto reductases
(AKR) were identified, whose constitutive expression was analyzed in eggs, larvae, and
adults and compared in an anthelmintic-sensitive and resistant strain. Increased
expression of akr/9 in the resistant strain and after contact with sublethal doses of
flubendazole (FLU) suggests its potential involvement in drug resistance. Deactivation of
FLU by free-living stages was demonstrated and more effective reduction was observed
in larvae and females of the resistant strain. Analysis of changes in the expression of
UDP-glycosyltransferases (UGT) throughout the life cycle showed a higher expression
of most UGT in juvenile stages compared to adults, with ugt368b2 as a suitable candidate
for further investigation. Exposure of adults to albendazole (ABZ) led to a significant
induction of several XME, which may contribute to more efficient anthelmintic
metabolism. Exposure of free-living stages to sublethal doses of ABZ during
development induces changes in UGT and Pgp gene expression, some of which are stable

throughout the nematode life cycle and are transmitted to the next generation.
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1 Uvopb

vvvvv

Haemonchus contortus je jednim znejrozsifenéjSich a nejproblematictéjsich
gastrointestindlnich paraziti hospodatskych zvirat. Z ptivodniho osidleni Subsaharské
Afriky se rozsitil téméf do celého svéta a rocné infikuje stovky miliont pfezvykavci, coz
vede ke Spatnému zdravotnimu stavu az thynu zvifat a vyznamnym ekonomickym
ztratdm jejich chovatelti (Emery et al., 2016).

Anthelmintika jsou celosvétové pouzivana 1éCiva a Casto jedind moznost v boji proti
parazitickym Cerviim. Dlouhodobé, nadmérné a nespravné pouzivani téchto 1éciv vSak
vede ke stale vétSimu poctu rezistentnich jedincti i kment helmintt. Lékova rezistence
helmintli vyznamné omezuje uc¢innost anthelmintické 1éCby. Nejzavaznéjsi situace je
zejména na jizni polokouli, na nekterych jihoafrickych a australskych farméch jiz neni
chov ovcei mozny (Sutherland and Scott, 2010; Van Wyk et al., 1989). Rezistence
nékterych helmintii na v§echny skupiny anthelmintik vSak byla zaznamenana i v Evropé
(Rose et al., 2015).

Vyskyt rezistence u piezvykaveii byl jasnym katalyzdtorem mnoha vyzkumi a
H. contortus spolu s volné Zijici Caenorhabditis elegans jsou nejrozsahleji studované
hlistice z pohledu mechanismu lékové rezistence. H. contortus prokéazal vysokou
schopnost vyvinout rezistenci vici vSem skupinam anthelmintik a v mnoha ptipadech za
méné nez 10 let od jejich zavedeni na trh (Lyndal-Murphy et al., 2014).

Dosud objevené mechanismy rezistence, at’ uz specifické ¢i nespecifické, zahrnuji
modifikaci cilového mista 1é¢iva, sniZzeni poctu cilovych mist a zvySeny metabolismus ¢i
eflux léc¢iva podminény vysSi expresi enzymil metabolizujicich xenobiotika (XME)
(James et al., 2009). ZvySena aktivita XME vede k omezenému vstrebavani, rychlejsi
deaktivaci a usnadnéné eliminaci anthelmintik, coz se miize projevit zvySenou toleranci
na lé¢ivo (Bartikova et al., 2015). Hlistice disponuji relativné velkym mnozstvim genti
XME a tudiz jsou schopny tvofit vyssi pocet metabolith 1€Civ a rychleji deaktivovat 1é€ivo
v porovnani s ostatnimi tfidami helminti (Matouskova et al., 2016).

Tato disertacni prace rozsifuje poznatky o mechanismu rezistence u parazitické hlistice
H. contortus se zaméfenim na zmény v expresi vybranych XME béhem Zivotniho cyklu

a po kontaktu s vybranymi anthelmintiky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Haemonchus contortus

H. contortus, ¢esky vlasovka slezova, je endogenni parazit fadici se do kmene Nematoda
(hlistice) a celedi Trichostrongylidae. Z pivodniho osidleni Subsaharské Afriky se
rozsifil témét do celého svéta, ¢emuz v minulosti napomohl obchod se zvifaty a
klimatické zmény. Kombinace genetické ptizptisobivosti, vysoké patogenity, kratkého
generacniho intervalu a plodnosti zajistila uspé$nou adaptaci na nejriiznéj$i podminky
prostiedi, hostitele 1 kontakt s 1é¢ivy (Ballweber, 2001; Emery et al., 2016).

H. contortus infikuje ro¢n¢ stovky miliont pfezvykavct, predevsim ovce, kozy a v mensi
mife 1 divokou zvéf, coz vede k vyznamnym ekonomickym ztratam (Naeem et al., 2020).
Dospéla stadia parazituji ve slezu prezvykavcu a zivi se krvi z kapilar zalude¢ni stény,
coz zpusobuje akutni i chronické onemocnéni zvané haemonchodza. Zavaznost
onemocnéni zavisi na poctu pozienych larev, stafi hostitele, urovni imunity a nutriénim
stavu. Nejvice ohroZena jsou mlad’ata a zvifata s nedostatecnou vyzivou (Saccareau et al.,
2017). Klinické znaky infekce zahrnuji letargii, slabost, zvySenou srde¢ni a dechovou
frekvenci, ztratu viny ¢i srsti, anemii a bledé sliznice. Rozséhlé¢ poskozeni sliznice
vyvolava zmény v zalude¢ni sekreci a hlading gastrointestindlnich hormonti v plazmé,
coz ma za nasledek ztratu chuti k jidlu. Nedostatek albuminu souvisejici se ztratou krve
(10 000 cerva vysaje az 500 ml krve denn€) vede k akumulaci tekutiny ve sténé€ slezu a
k amrti zvifete z divodu nedostatku plazmatickych bilkovin a Zeleza (Besier et al., 2016;
Carson et al., 2023; Gasser and von Samson-Himmelstjerna, 2016). Nejbéznéji vSak
dochdazi k timrti zvifat se smiSenou infekci vice druhy gastrointestinalnich hlistic, pfestoze
osidleni slezu jinymi parazity vyrazné potlacuje populaci H. contortus (Emery et al.,
2016).

H. contortus byl v pribéhu let schopen vyvinout odolnost vii¢i v§em dostupnym
anthelmintiklim, coz z néj ¢ini dobry modelovy organismus pro studium mechanismu
1ékové rezistence (Gilleard, 2013). Pro studium rozdilnych genetickych a fenotypovych
variant tohoto parazita byly cilené vySlechtény laboratorni kmeny, které se dale udrzuji
skrze pravidelnou umélou infekei hostitele a sbéru larvalnich stadii (Gasser and von
Samson-Himmelstjerna, 2016). Mezi casto pouzivany se ftadi citlivy kmen SE

(Susceptible Edinburgh), ktery byl izolovan pted lécbou anthelmintiky. Postupnym



kfizenim a selekénim tlakem benzimidazolovymi anthelmintiky byl selektovan citlivy
kmen ISE (Inbred Susceptible Edinburgh) a kmen rezistentni na benzimidazolova

anthelmintika IRE (Inbred Resistant Edinburgh) (Roos et al., 2004).

2.1.1 Morfologie

Dospéli jedinci H. contortus maji zuzujici se valcovité télo o velikosti 10—30 mm. Povrch
téla je kryt kutikulou, ktera zajist'uje ochranou funkci. Travici soustava je Uplna, tvofena
ustni dutinou, jicnem, stfevem a andlnim otvorem. K naruSeni zalude¢ni sliznice
pouzivaji Gstni kapsulu obsahujici kyjovity zub. Typicky vinivy pohyb je umoZznén
vrstvou podélnych svalovych vlaken ulozenych pod kutikulou. Samice jsou vétsi a
napadné pruhované, jelikoz se jejich reprodukéni systém obtaci okolo stfeva s krvi.
Poznavacim znakem samcti je mensi velikost a kopula¢ni burza na konci téla (Horak and

Scholz, 1998; Kuchai et al., 2012; Naecem et al., 2020; Widiarso et al., 2018).

vajetnik

déloha vulva

Spil-c:ul',.r
kopulaéni burza

Obrazek 1 - Morfologie samice a samce H. contortus (Urguhart et al., 1996)

2.1.2 Zivotni cyklus

H. contortus projde celym Zivotnim cyklem za cca 20 dni, ma tedy nejkratsi Zivotni cyklus
ze vSech gastrointestinalnich hlistic (Emery et al., 2016). Samice je schopna
vyprodukovat 5000 az 15000 vaji¢ek denné, kterd jsou vylucovana spolu s trusem
hostitele (Carson et al., 2023). V idealnich podminkach se z vajicka vyviji 1. a 2. larvalni
staddium (L1 a L2) az do infekéniho 3. larvélniho stadia (L3), coz trva ptiblizn€ 1-2 tydny.
Zivotnost volné Zijicich stadii zavisi pfedeviim na klimatickych podminkach, vihkosti a

slune¢nim zafeni (Gasser and von Samson-Himmelstjerna, 2016). Nasledné je infekéni

10



larva poziena spolu s pastvou piezvykavcem. V bachoru piezvykavce se vlivem zmény
okolnich podminek larva L3 svléka (xL3) a postupuje dale do slezu, kde se vyviji ve
4. larvalni stadium (L4). Dalsi svliékani L4 ve slezu je nékterymi zdroji oznaCovano jako
5. larvalni stadium (L5) (Flay et al., 2022). Béhem této doby dochazi k tvorbé tzv.
kyjovitého zubu s jehoz pomoci dojde k naruSeni zaludec¢ni sliznice a vyvolani krvaceni.
L5 se pohlavné diferencuji v dospélce, ktefi se dale zivi krvi hostitele (O'Connor et al.,
2006; Schwarz et al., 2013).

Jako ochrana pfed aktivovanou imunitou hostitele z divodu silné nédkazy mtze L4
potlacit dalsi vyvoj a prezivat v tzv. hypobidze voln¢ pfichycena ke sliznici slezu.
Pravdépodobné vymirdnim dospélci béhem zimy a naslednému snizeni imunitni
odpovédi podpoiené stresem z porodu dojde béhem jara k obnoveni vyvoje H. contortus
v hostiteli a dal$i viné haemonchdzy. Existuji i pfipady tzv. zimni haemonchézy, kdy
k obnoveni vyvinu hypobiotickych larev doslo pfedcasné (Carvalho et al., 2023; Gatongi
et al., 1998; Gibbs, 1964).

LS
La _ - \ | \ Daospélei

"

paraziticka stadia

Vajicka

- volné Zijici stadia

L2

Obrazek 2 - Vyvojovy cyklus H. contortus
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2.1.3 Vyvojova stadia

Jelikoz se H. contortus béhem svého zivota setka s aerobnim i anaerobnim prostedim,
musi se jednotliva vyvojova stadia pfizpisobovat okolnim podminkdm. Tato adaptace
vyzaduje zmény v genové transkripci, které maji vyznamny vliv na metabolismus.
Vajicka jsou z hostitele vyluCovana spolu s trusem. Ke spravnému vyvinu vyzaduji
teplotu 10—40°C, pfi teplotach pod bod mrazu pieziji pouze 24 hodin (O'Connor et al.,
20006). Jelikoz neptijimaji zddnou vnéjsi potravu, Cerpaji energii pouze z vlastnich zasob
zivin ziskanych od dospélych jedinci. Ve vajickdch je zvySena transkripce gent
ovliviiujicich apoptdzu, vyvoj, replikaci DNA a stavbu chromozomii (Laing et al., 2016).
Vyvin L1 — L2 probiha stale v trusu hostitele, ze kterého poziraji organicky material a
bakterie. Béhem vyvinu dochazi ke zvysSeni exprese gend spojenych s vyvojem svall a
motorickou aktivitou.

Infekéni L3 jsou nejodolnéj$Sim volné Zijicim stddiem schopnym piezit del§i Casové
obdobi. V idealnich podminkach migruji z trusu do pidy. Jsou schopny lateralniho i
vertikdlniho pohybu po jednotlivych stéblech pastvy a zvysuji tak Sance na pozieni
hostitelem. Mira vlhkosti uréuje do znacné miry rychlost a vzdalenost migrace, proto
dochazi k hromadnému uvolilovani larev béhem destl z vysuseného trusu, ktery slouzi
jako rezervoar (van Dijk and Morgan, 2011). Infek¢ni larvalni stadia jiz nepfijimaji
potravu a vyuzivaji pouze své zasoby zivin. Pii nepfiznivych podminkach pozastavuji
aktivitu a dochazi k poklesu transkripce genti pro metabolické drahy sacharida, lipidd a
tvorby energie (Barger, 1999; Laing et al., 2016).

Pti ptechodu ze stadia L3 do L4 jsou larvy ovlivnény piedev§im rapidni zménou
podminek. Vlivem teplotniho Soku a zvySeného obsahu oxidu uhlicitého svlékaji
kutikulu. Pfi pfechodu pies bachor jsou vystaveny relativné vysokému pH, naopak pH
slezu je podstatné niZsi (Ash, 1959). L5 je prvni stadium Zivici se krvi hostitele. Zvysuje
se transkripce genil spojenych s metabolismem lipidii, sacharidi a bilkovin.

Dospély jedinci maji obvykle bohaty zdroj potravy v hostiteli. Metabolismus je vyrazné
ovlivnén vysokou koncentraci oxidu uhli¢itého ve slezu. Anaerobni degradace sacharidl
zajiStuje dostatek energie pro produkci vajicek a komplexni regulaci nervosvalového
systému. Ke zvySeni exprese dochadzi u genti potiebnych k embryogenezi a tvorbe spermii

(Laing et al., 2016).
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Obrazek 4 - Dospélci H. contortus
(zdroj: foto Thuy Linh Zima) (zdroj: foto Ivan Vokidl)

2.1.4 H. contortus jako modelovy organismus

Existuje cela fada divodu, pro€ je H. contortus vhodnym modelovym organismem pro
vyzkum 1ékové rezistence helminti. Jelikoz se jedna o parazita prevazné ovci a koz, je
mozné k experimentalni praci vyuzit pfirozené¢ho hostitele. Vyhodou je Zivotni cyklus
bez mezihostiteld, velikost dospélct a vysokd plodnost parazita, coz zajist'uje dostatecné
mnozstvi materidlu (Coyne and Smith, 1992). Relativn€ jednoduché metody izolace a
kultivace L3 i dospé€lcli, moznost skladovani L3 po delsi dobu a udrzovani linie
opétovnym nakazovanim hostitele jsou vyhodami prace s H. contortus jako vhodnym
modelovym organismem (Gill and Redwin, 1995).

Dalsi klicovou piednosti H. contortus je jeho relativné tizka fylogenetickd piibuznost
s volné Zijici hlistici C. elegans (Blaxter et al., 1998). Diky tomu lze C. elegans vyuzit
jako heterologni systém pro funkéni expresi geni H. contortus (Gilleard, 2004). Ve
srovnani s C. elegans je vSak prace s H. contortus podstatné sloZit&jsi 1 finan¢né
nakladnéjsi, avSak je tfeba mit na zieteli, Ze H. contortus je parazitickou hlistici ve
srovnani s volné Zijici C. elegans. Rada fyziologickych pochodi i nami studované
mechanismy Iékové rezistence se u parazitickych a volné Zijicich hlistic mohou z4sadné

lisit.
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2.2 Anthelmintika

Anthelmintika jsou 1éCiva piisobici proti parazitickym cerviim. Rozdéluji se do n€kolika
skupin dle jejich struktury a mechanismu Uc€inku, obecné se vSak jedna o ptipravky
s vermicidnim ¢i vermifugnim u¢inkem. Vermicidni anthelmintika parazita piimo zabiji,
naopak vermifugni je pouze paralyzuji a zjednoduSuji tak jejich vyluCovani z téla
hostitele (Gasser and von Samson-Himmelstjerna, 2016).

K dispozici je fada anthelmintik, ovSem stdle rostouci pocet rezistentnich jedinct
vyznamné¢ omezuje jejich UCinnost. Proto se stile castéji piistupuje k pouzivani
kombinace 1éCiv, coz zajistuje vySsi ucinnost 1 vici rezistentnim kmentim a zaroven
snizuje miru selekce (Playford et al., 2014).

Existuji rizné strategie pro 1écbu helmintozy. Nejbéznéjsi je pravidelnd anthelminticka
terapie celého stada. Tento postup vSak omezuje rozvoj imunity u hostitelti a zaroven
podnécuje rozvoj rezistence u parazitl. Alternativnim piistupem je cilend selektivni 1écba
pouze nakaZenych zvifat. Tato metoda je Setrnéjsi, avSak slozité proveditelna z hlediska
testovani a lé¢eni kazdého zvitete individualné (Calvete et al., 2020; Kenyon and Jackson,
2012).

Idealni anthelmintikum je selektivné toxické pouze pro parazita, nikoliv hostitele,
neindukuje rezistenci, je levné, efektivni, jednoduse pouzitelné a bezpecné pro zivotni

prostiedi.

2.2.1 Mechanismus uc¢inku

Benzimidazoly  (albendazol, flubendazol, @ mebendazol, fenbendazol atd.),
imidazothiazoly (levamisol), makrocyklické laktony (ivermektin, doramektin,
moxidektin), salicylanilidy (klosantel), tetrahydropyrimidiny (pyrantel, morantel) a
derivaty aminoacetonitrilu (monepantel) jsou hlavni skupiny lé¢iv pouzivané k lécbé
helmintéz piezvykavcel, véetné haemonchodzy. Uginnost vétsiny anthelmintik zavisi na
jejich afinité k cilovym receptoriim, ale také na farmakokinetickych vlastnostech, které
usnadniuji dosazeni G€innych koncentraci 1é¢iva v misté u¢inku (Thompson et al., 1993).
Benzimidazoly vstoupily na trh od 60. let minulého stoleti. Tato skupina lé¢iv zahrnuje
vetsinu nejcastéji pouzivanych anthelmintik k 1é¢bé helmint6z u koni, prezvykavct, ale 1
pstt a kocek (Bill, 1995). Jejich mechanismus uc¢inku spoc¢iva v navdzani na strukturalni
protein B-tubulin a jeho ndsledné rozvinuti. Tato abnormalni struktura smycky zabrafuje

dal$imu ptidavani a a B podjednotek tubulinu a nasledné polymeraci mikrotubulii. Tim
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dochazi k naruseni funkce na bunééné trovni, coz ma za nasledek poruchu déleni bunék,
motility, bunééné sekrece, absorpce zivin a intracelularni transport (McKellar and
Jackson, 2004). Diky vyrazné strukturdlni odliSnosti B-tubulinu hlistic oproti jinym
organismum jsou léCiva ze skupiny benzimidazoll pro hostitelska zvitata bezpecna. Do
téla paraziti se dostdvaji pies travici trakt, jelikoz nemohou byt absorbovany skrze
kutikulu (Gasser and von Samson-Himmelstjerna, 2016). U ptezvykavct plisobi bachor
jako rezervoar léciv, kterd se rozpousti piredevSim ve slezu nasledkem nizkého pH
(Lanusse and Prichard, 1993). Vzhledem k jejich dlouhodobému a castému pouzivani je
rezistence vici benzimidazolim celosvétoveé rozSitena jiz fadu let (McKellar and
Jackson, 2004).

Makrocyklické laktony jsou vysoce Uc¢inna anthelmintika proti dospélym i larvalnim
stadiim vétSiny gastrointestinalnich a plicnich hlistic. Prodlouzena doba uc¢inku je dana
jejich lipofilni strukturou a setrvavanim ve slizni¢nich tkanich traviciho traktu (Martin,
1997). Do téla parazita se vstiebavaji skrze kutikulu a vazi se na chloridové kanaly. To
zpisobi ireverzibilni otevieni téchto kanall, depolarizaci buiiky a paralyzu hltanu, télni
stény a déloznich svala (Bill, 1995; Lubega and Prichard, 1991). Nervova soustava savct
je pred toxickymi uc¢inky makrocyklickych laktonii ¢astené chranéna absenci
specifickych glutaméat-chloridovych kanalti a hematoencefalickou bariérou (Svobodova
and Svoboda, 1995).

Imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny sdili stejny mechanismus ucinku spocivajici
v aktivaci nikotin-acetylcholinovych receptori ve svalové sténé hlistic, coz ma za
nasledek spastickou paralyzu a snadnéjsi uvolnéni dospélych paraziti z téla hostitele.
Nejrozsitengjsi z této skupiny 1éciv je levamisol, ackoliv se v nékterych zemich spise
pouziva k od¢erveni ovci morantel (Nielsen and Rasmussen, 1983).

Jedinym zastupcem skupiny amino-acetonitrilovych derivatl je monepantel, ktery se na
trh dostal vroce 2000. Jeho mechanismus UCinku je zcela odlisSny od ostatnich
anthelmintik a spo¢iva ve vazbé na nikotin-acetylcholinovy receptor mptl-1, ktery je

pfitomen pouze u hlistic (Kaminsky et al., 2008).
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2.3 Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika jsou cizorodé slouceniny, které nemohou slouzit jako zdroj energie ani jako
prekurzory pro dals$i biomolekuly. Muze se jednat o 1éCiva, toxiny, potravinaiské piidatné
latky, kontaminanty zivotniho prostfedi aj. Ve vsSech organismech se vyvinuly
sofistikované detoxifikacni systémy, zajistujici metabolismus potencialné toxickych
xenobiotik (Anzenbacher and Anzenbacherova, 2008).

Metabolismus xenobiotik zahrnuje jejich biotransformaci a transport. Obecné plati, ze
biotransformace probiha ve dvou fazich. Reakce 1. faze (oxidace, redukce ¢i hydrolyza)
vedou vétSinou k pfipojeni nebo odkryti hydrofilni skupiny. Ve II. fazi podléha ptivodni
parentni latka Ci jeji metabolity konjugaénim reakcim s endogennimi slouceninami.
Aktivni transport substratli, metaboliti a konjugatl pfes membrany, zajiStovany
proteinovymi transportéry, je povazovan za III. fazi metabolismu xenobiotik.
Metabolismus xenobiotik je katalyzovan enzymy metabolizujicimi xenobiotika (XME),
jejichz vyskyt a aktivita zasadn€ ovliviiuji biologicky ucinek (Zddouci i nezadouci)
cizorodé¢ latky (Bartikova et al., 2015).

Hlistice disponuji relativné velkym mnozstvim gentt XME a tudiz jsou schopny tvofit
vyssi pocet metaboliti a rychleji metabolizovat xenobiotikum v porovnani s ostatnimi
tfidami helminti (Matouskova et al., 2016).

Jedna se o Sirokou nadrodinu hemoproteind, které bézné katalyzuji monooxygenaci, ale
jsou takeé schopny pusobit jako peroxidazy ¢i reduktazy. Flavinové monooxygenazy jsou
podstatné méné zastoupenou skupinou XME preferujici substraty obsahujici atomy
dusiku, siry a fosforu (Skalova et al., 2011). Alkoholy, aldehydy a ketony jsou ¢asto
metabolizovany reduktdzami/dehydrogenazami. Redukce je méné Castd reakce nez
oxidace, ovSem pro n¢kterd xenobiotika miize predstavovat hlavni metabolickou drahu
(Jez and Penning, 2001). UDP-glykosyltransferazy (UGT) a glutathion-S-transferazy
(GST) ptedstavuji hlavni konjugaéni enzymy II. faze biotransformace. ABC transportéry
zprostiedkovavaji pfenos xenobiotik skrze lipidovou dvojvrstvu ven z buiiky. Transportni
proces je iniciovan interakci se substratem, néasledovany vazbou ATP, kterd vyvolava
konformacéni zmény vedouci k ptfenosu substratu. Nejvyznamnéjsim ABC transportérem
z hlediska pfenosu 1éc¢iv je P-glykoprotein (Linton and Higgins, 2007).

V genomu H. contortus bylo zatim nalezeno 42 geni CYP, 70 genti SDR, 24 genti AKR.
28 geni GST, 34 gent UGT a 46 genit ABC transportérti (Matouskova et al., 2016).
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2.3.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou velkou nadrodinou hemoproteinti nachazejici se témet ve
vSech zivych organismech (Nelson et al., 1993). CYP katalyzuji Sirokou Skalu reakci
zahrnujicich endogenni i1 exogenni substraty. Podileji se na metabolismu cholesterolu,
steroidnich hormon, vitaminti, mastnych kyselin, eikosanoidi a zluCovych kyselin, ale
hraji i klic¢ovou roli v biotransformaci xenobiotik, vcetné 1éCiv (Nelson et al., 1993;
Skalova et al.,, 2011). Od roku 1989 jsou klasifikovdny na zdkladé¢ podobnosti
v aminokyselinové sekvenci. Proteiny s vice nez 40% identickych sekvenci spadaji do
jedné rodiny a oznacuji se prvni Cislici za zkratkou. Pokud je podobnost AMK sekvenci
vys$si nez 55%, tadi se do jedné podrodiny oznacované velkym pismenem. Posledni ¢islo
v ndzvu udava konkrétni izoformu proteinu (Larigot et al., 2022). CYP jsou tvofeny
apoproteinem a protoporfyrinem IX obsahujicim Zelezo. Jejich monooxygendzova
aktivita zajiSt'uje St€peni molekuly kysliku a naslednou vazbu jednoho atomu kysliku na
substrat a druhého do molekuly vody. Nezbytnym ucastnikem této reakce je NADPH-
CYP-reduktaza, v ptipadé helmintd je kodovana genem emb-8 (Hartman et al., 2021;
McDonnell and Dang, 2013). Enzymy CYP napoméhaji pfeméné substritu na vice
hydrofilni metabolit, ovSem v nékterych ptipadech mize dojit k tvorbé toxického, vice
reaktivniho metabolitu (Guengerich, 2006).

Genom C. elegans obsahuje geny pro nejmén¢ 86 CYP, véetné Ctyt rodin, které jsou
indukovatelné xenobiotiky (CYP31, CYP33, CYP34, CYP35) (Laing et al., 2010; Menzel
et al., 2001; Menzel et al., 2005). U H. contortus byly prokazany identické CYP, ov§em
na rozdil od C. elegans postrada rozsahlé duplikace téchto genti (Laing et al., 2015).
Vétsina gentt CYP je u H. contortus exprimovana ve stieve. Vyssi aktivita téchto enzymt
v larvalnich stadiich odrazi jejich nezbytnou roli v detoxikaci exogennich latek

z Zivotniho prostredi (Laing et al., 2015).
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2.3.2 Reduktazy/dehydrogenazy

Reduktdzy jsou NAD(P)H-dependentni enzymy ptitomné ve vSech genomech, od
jednoduchych mikroorganismti az po vyssi eukaryota (Barski et al., 2008; Persson et al.,
2009). Redukcni biotransformace xenobiotik se obecné vyskytuji méné cCasto nez
oxidacni, v ptipad¢ ketonti, aldehydl, chinond, nitrosloucenin, aminoxidi a sulfoxidi
vSak mohou piedstavovat hlavni metabolickou dréhu. Redukéni enzymy karbonylovych
sloucenin muzeme klasifikovat do tii tfid: dehydrogendzy/reduktézy se sttedné dlouhym
fetézcem (MDR), dehydrogenazy/reduktdzy s kratkym fetézcem (SDR) a aldo-keto
reduktdzy (AKR) (Pallotto et al.; Penning, 2015). Enzymy SDR sdileji spolecny
sekvenéni motiv definujici vazebné misto kofaktoru (TGxxxGxG) a katalytickou tetradu
aminokyselin (Tyr, Lys, Asn, Ser), ovSem jejich celkova podobnost je pouze 15-30 %
(Persson et al., 2009). Misto vazby substratu je vysoce variabilni, coz umoziuje
metabolismus Siroké Skaly substratl véetné steroidu, alkohold a aromatickych sloucenin
(Jornvall et al., 1995). AKR jsou monomerni rozpustné proteiny charakteristické nizkou
substratovou selektivitou a (B/a)s soudkovym motivem (Barski et al., 2008). MDR je
velké nadrodina enzymi, déle délena do n¢kolika rodin. Nejvice prozkouména je rodina
AKR, zodpovédna za detoxikaci alkoholti, aldehydi a Zlu¢ovych kyselin (Jornvall et al.,
2000; Marschall et al., 2000). Dalsi rodiny reduktdz/dehydrogendz zahrnuji naptiklad
polyoldehydrogenazy, chinonoxireduktdzy, mitochondrialni proteiny dychaciho fetézce,
acetylkoenzym A-reduktazy a leukotrien B4-dehydrogendzy (Nordling et al., 2002).
VétSina redukénich enzymi je lokalizovana v cytosolu, ale mohou se vyskytovat i
v endoplazmatickém retikulu ¢i membranach mitochondrii (Barski et al., 2008;
Oppermann, 2007).

V ptipadé hlistic jsou informace o redukénich enzymech velmi omezené, piestoze jsou
prokazatelné zapojeny do metabolismu anthelmintik (Stuchlikova et al., 2018; Vokral et
al., 2012). V subcelularnich frakcich H. contortus byla detekovana reduktazova aktivita
vicéi nékolika modelovym substratim (D-L-glyceraldehyd, daunorubicin, acenaftenol,
metyrapon, oracin) (Cvilink et al., 2008) a schopnost dospélych hlistic redukovat
anthelmintikum flubendazol (Stuchlikova et al., 2018).

2.3.3 UDP-glykosyltransferazy

Glykosyltransferazy (GT) jsou enzymy II. faze biotransformace, které katalyzuji pfenos

monosacharidovych jednotek znukleotidem aktivovaného donoru na specifické
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akceptorové molekuly, ¢imz zvySuji jejich hydrofilitu a dostupnost pro efluxni
transportéry (Hashimoto et al., 2009). Pfestoze jsou akceptory velmi rtznorodé,
monosacharidy jsou obvykle vazané na nukleosidmonofosfat ¢i nukleosiddifosfat (NDP),
napf. uridindifosfat (UDP), guanosindifosfat a cytidinmonofosfat (Thorsoe et al., 2005).
U eukaryot se ve vétsSing€ glykosylacnich reakei uplatiiuje jako donor pouze 10 riznych
NDP-cukrt (napt. UDP-glukuronova kyselina, UDP-gluk6za, UDP-xyléza ¢i UDP-N-
acetylglukosamin), kdezto u prokaryotickych organismu jsou tyto donory mnohem
rozmanit¢jsi (Thorson et al., 2001). Dosud byly GT klasifikovany do 92 rodin s vice nez
50 000 geny koédujicimi tyto enzymy izolované zriiznych rostlinnych, zivociSnych,
houbovych a prokaryotickych organismti (Malik and Black, 2012).
UDP-glykosyltransferazy (UGT) tvoii vice nez 60% vSech GT, které byly dosud
charakterizovany (Hu and Walker, 2002). UGT obratlovci maji délku okolo 530
aminokyselin, z toho minimalné 40% je sekvencné identickych (Osmani et al., 2009).
Jednd se o proteiny skladajici se z N-koncové domény, transmembranové casti a
C-koncové domény. Dle strukturniho rozdéleni se UGT ftadi do skupiny GT-A, kde
N-doména rozpoznéava donor sacharidu a C-doména obsahuje vazebné misto pro akceptor
nebo GT-B, kde je tomu prave naopak (Qasba et al., 2005).

UGT jsou klicové pro metabolismus velkého mnozstvi endogennich, ale i exogennich
slou€enin, véetné toxind a karcinogenl z Zivotniho prostfedi, 1é¢iv a slozek potravy.
Kazdy enzym UGT miZe konjugovat fadu rGznych sloucenin a zaroven mezi
jednotlivymi enzymy dochazi ke znacnému piekryvu v substratové selektivité (Hu et al.,
2019). Zatimco u savci pievladaji reakce s UDP-glukuronovou kyselinou
(glukuronidace), rostliny, bakterie a bezobratli Zivoc¢ichové vyuZzivaji spisSe UDP-hexd6zu
(napf. UDP-gluk6zu) (Bock, 2016). Glykosylace je také hlavni deaktivacni cestou
benzimidazolovych anthelmintik u C. elegans a H. contortus (Laing et al., 2010).
Kvalitativni 1 kvantitativni rozdily glykosylace ABZ a FLU byly pozorovany i mezi
odliSnym pohlavim H. contortus, coz dokazuje sex-diferenci v expresi UGT (Stuchlikova

et al., 2018).
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2.3.4 P-glykoproteiny

PfenasecCe (transportni proteiny, transportéry) jsou membranové vazané proteiny
umoziujici prechod latek skrze lipidovou dvojvrstvu. Podle sméru membranového
transportu je mizeme dé€lit na prenasece zajistujici vstup xenobiotika do bunky (napf.
OATP) a ty, které zajistuji aktivni eflux xenobiotika ven zbunky (ABC). ABC
transportéry se nachazeji v buitkach vSech organismi a z hlediska 1ékové rezistence jsou
zkoumany nejvice (Linton and Higgins, 2007). Vyzkum transportii 1é¢iv byl zaméten
piredevsim na P-glykoprotein (Pgp, ABCB1), nejlépe prostudovany ABC transportér
podilejici se na metabolismu 1é¢iv. Prvni Pgp u helminti byl identifikovan v C. elegans
(Lincke et al., 1992), poté byly geny Pgp nalezeny i u S. mansoni, F. hepatica a
H. contortus (Kerboeuf et al., 2003). Pomoci specifickych monoklonalnich protilatek
bylo moZzno lokalizovat tyto proteiny v tkani helmint. U H. contortus byl Pgp detekovan
pfevazné podél traviciho traktu, nejintenzivnéji v hltanu a na zac¢atku stfeva (Smith and
Prichard, 2002). Ve studii (Bartley et al., 2009) byla prokdzana nékolikanasobn¢ zvysena
citlivost k ivermektinu u L1 H. contortus pomoci inhibice Pgp. Tyto udaje mohou
naznaCovat ochranou funkci Pgp u vyvojovych staddii pied expozici xenobiotik
z Zivotniho prostiedi véetné anthelmintik. Rada studii poukézala na zvy$enou expresi
geni Pgp 1 u dospélych jedinci H. contortus, prevazné v kmeni rezistentnim na

ivermektin (Janssen et al., 2015; Williamson et al., 2011)
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2.4 Biotransformace anthelmintik u hlistic

Nekolik studii potvrdilo, ze hlistice jsou schopny metabolizovat urcité exogenni
slouceniny, v€etné¢ anthelmintik. Ne vSechna dostupné anthelmintika vSak byla z tohoto
pohledu studovéna a rovnéz znalost velké Casti metabolickych drah zlstava neuplna.
Biotransformace albendazolu (ABZ) byla studovdna u nékolika helmint, vcetné
H. contortus. V 1. fazi byl ABZ metabolizovan prostfednictvim S-oxidace na aktivni
metabolit ABZ-sulfoxid (ABZ-SO, ricobendazol) a poté na neaktivni ABZ-sulfon (ABZ-
SO»). Ve 1L fazi byla u H. contortus i C. elegans zaznamenana pouze N-glykosidace
ABZ, ABZ-SO i ABZ-SO> (Laing et al., 2010; Stuchlikova et al., 2018; Vokral et al.,
2013).
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Obrazek 5 - Metabolismus ABZ u H. contortus (Stuchlikova et al., 2018)

Ptestoze se flubendazol (FLU) pouziva pouze k 1é€bé helmintdoz monogastrickych druhii
zvirat, jeho Ucinek byl potvrzen i na H. contortus (Bartikova et al., 2010). Na rozdil od
nckolika metaboliti tvotfenych v 1. fazi biotransformace FLU u ovci byl pfi studiu

biotransformace FLU u H. contortus nalezen jediny produkt I. faze, redukovany FLU
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(FLU-R). FLU i1 FLU-R byl dile metabolizovan N-glykosidaci, O-glykosidaci, O-
acetylaci i metylaci (Krizova et al., 2009; Stuchlikova et al., 2018; Vokral et al., 2012).

Hydrolyza nitrilu byla u hlistic poprvé popsana pii studiu biotransformace monepantelu
(MOP). Kromé¢ hydrolytickych reakci byla u H. contortus potvrzena také oxidace MOP.
Na rozdil od ovci v8ak H. contortus netvotil zadné metabolity II. faze (Stuchlikova et al.,

2014).
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Obrazek 6 - Metabolismus FLU u H. contortus (Stuchlikova et al., 2018)

Zatimco vysSe zminéna anthelmintika byla u hlistic biotransformovana na fadu metabolitt,
C. elegans ani H. contortus nejsou schopni metabolizovat ivermektin a klosantel (Laing
et al., 2012; Rothwell and Sangster, 1997; Vokral et al., 2013).

Biotransformace anthelmintik u helmintl je obecné téZko piedvidatelnd. Navic
metabolismus téchto 1é¢iv se mlize vyrazné lisit i mezi jednotlivymi druhy. U helmintd
byly rovnéZ popsany nékteré typy biotransformacnich reakci (metylace FLU, glykosidace
ABZ a FLU, hydrolyza MOP), které se nevyskytuji u sav¢ich hostitelt (Cvilink et al.,
2009; Stuchlikova et al., 2014; Vokral et al., 2012; Vokral et al., 2013).
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2.5 Anthelminticka rezistence

Anthelminticka rezistence je hlavni problém kontroly infekce parazitickymi hlisticemi a
vyznamné omezuje zivo¢isSnou vyrobu a zdravi zvifat v mnoha castech svéta.
jihoafrickych a australskych farmach chov ovci mozny (Sutherland and Scott, 2010; Van
Wyk et al., 1989), ale rezistence na vSechny skupiny anthelmintik byla zaznamenéna
v celé Evropé (Rose et al., 2015).

Obecné je 1ékova rezistence helmintti definovana jako pokles ucinnosti anthelmintik v
populaci parazitl, ktera byla ptivodné k 1é¢ivu citliva (Sangster and Gill, 1999). Coles a
jeho spolupracovnici definovali rezistenci dle kritérii Svétové asociace pro rozvoj
veterinarni parazitologie (WAAVP) jako procentudlni snizeni poctu vaji¢ek v trusu po
1é¢b¢ anthelmintiky, které je <95% (Coles et al., 1992). Jelikoz se ke stanoveni
rezistentnich jedincti zaCaly pouzivat i jiné testy, byla definice rozsifena o tzv.
diskrimina¢ni davku, coZ je davka l1éc¢iva, ktera zabrani vylihnuti 99% vajic¢ek z piivodné
citlivé populace (Coles et al., 2006). Toto stanoveni vSak lze pouZzit pouze pro
anthelmintika s ovicidnim u¢inkem.

Dosavadni znalosti o faktorech, které maji vliv na vznik rezistence naznacuji, ze parazité
s kratkym a pfimym Zivotnim cyklem si vyvinou rezistenci na lé¢ivo s véEtsi
selekce béhem jednotlivych fazi (Sangster and Gill, 1999). Tato teorie plati 1 pro
H. contortus, ktery prokéazal vysokou schopnost vyvinout rezistenci vii¢i vSem skupinam
anthelmintik a v mnoha pfipadech za méné nez 10 let od jejich zavedeni na trh. Byly
zaznamenany i pfipady multirezistence na anthelmintika s riznym mechanismem t¢inku
(Lyndal-Murphy et al., 2014). Casny vyskyt rezistence byl katalyzitorem mnoha
vyzkumt a H. contortus spolu se C. elegans se staly nejrozsahleji studovanymi hlisticemi
z pohledu mechanismu rezistence (Gasser and von Samson-Himmelstjerna, 2016).
Rezistence helmintli na anthelmintika je velkym celosvétovym problémem, proto je nutné
identifikovat faktory a mechanismy jejiho vzniku, aby bylo mozné zachovat ¢i alespon
prodlouzit anthelmintickou u€innost u nove vyvinutych 1éciv.

Dutivodl vzniku rezistence je nékolik. Mezi nej€astéjsi patii nedodrzeni spravné davky
léciva a nereflektovani vyvojového cyklu parazita. K podani davky niz$i, nez je
terapeuticka, dochazi Casto v disledku primérovani hmotnosti celého stada, coz mnohdy

nereflektuje skuteCnou hmotnost jednotlivet (Emery et al., 2016). Nékdy se preventivné
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pouziva davka niz$i, nez je davka doporucena k 1éCbé. Parazit je schopen tuto davku
prezit a zacit tvorit obranné mechanismy (Svobodovd and Svoboda, 1995). Také se
vetsinou pii 1€Ebe nepocitd s rychlejSim metabolismem 1¢é¢iv u nékterych druhii zvirat,
napt. koz (Sangster and Gill, 1999). Nebezpeci ptilis nizkych davek l1éciva také spociva
v podnécovani k vyssi reprodukci parazita jakozto obranné reakce (Emery et al., 2016).
Problémem stale zlstava i nadmérné vylucovani 1éCiva a jeho metabolitl spolu s vykaly
1éCeného zvitete do prostiedi, kde nésledné dochdzi k ovliviiovani subletdlnimi davkami
1éCiva volné zijicich vyvojovych stadii parazith, kterd si postupné vyviji rezistenci.
K tomu muize piispivat i fakt, Ze mitochondridlni DNA H. contortus podléhé vysoké mife

mutaci, které probihaji az 10x rychleji nez u obratlovct (Blouin et al., 1995).

2.5.1 Mechanismus

Dosud objevené mechanismy rezistence, at’” uz specifické ¢i nespecifické, zahrnuji
modifikaci cilového mista 1é¢iva, snizeni poctu cilovych mist a zvySeny metabolismus ¢i
eflux léciva podminény vyssi transkripci genti biotransformacnich enzymu (James et al.,
2009).

Témét vSechny znalosti o moZznych mechanismech anthelmintické rezistence jsou
zaloZeny na studiu vybranych kandidatnich genti. VétSina experimentélni prace je spojena
s hledanim asociaci fenotypu rezistentnich kmenti s polymorfismy a zménou exprese
téchto genll, cehoz se mize dosdhnout porovnavanim citlivé a rezistentni populace
v terénu ¢i umélou selekci rezistence béhem experimentalnich infekci (Gilleard, 2006).
Mezi nejvyznamnéjsi objev se fadi nalezeni mutace v oblastech B-tubulinu jakoZzto hlavni
faktor rezistence hlistic na benzimidazoly. Substituce fenylalaninu za tyrosin na pozici
200 (F200Y) je hlavnim determinantem rezistence u H. contortus po celém svété. Tato
zména aminokyselinové sekvence je vysledkem jednonukleotidového polymorfismu
z TTC200 na TAC200, coz mé za nasledek snizenou afinitu B-tubulinu k benzimidazolim
(Von Samson-Himmelstjerna et al., 2007). Vzacné se vyskytuji mutace téz na pozici 167
(F167Y) a 198 (E198A) (Kotze et al., 2012). Pfic¢inou ztraty citlivosti H. contortus na
levamisol je delece v genu nikotin-acetylcholinového receptoru v genomové DNA.
Mutace jsou zndmy i v genech podjednotky glutamatem fizeného chloridového kanalu
(McCavera et al., 2009) a polymorfismy v genech P-glykoproteinti (Sangster and Gill,

1999), coz sniZzuje G€inek makrocyklickych laktont.
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Jiné studie potvrzuji, Ze snizena citlivost H. contortus na levamisol a ivermektin je
2014) a genti kodujicich receptory glc-3 a glc-5 (Williamson et al., 2011).
Biotransformac¢ni enzymy a transportéry xenobiotik do urcité miry chrani parazity pred
toxickymi G¢inky anthelmintik a indukce XME mtize pfedstavovat vyhodnou obrannou
vystavovanim xenobiotikim mtize byt zvysSeni exprese gentt XME. ZvySena aktivita
XME vede k omezenému vstiebavani, rychlejsi deaktivaci a usnadnéni vylucovani
anthelmintik, coz se mize projevit zvySenou toleranci na lécivo (Bartikova et al., 2015).
Zvysenou expresi vybranych UGT a Pgp u rezistentniho kmene H. contortus v porovnani
s citlivym kmenem potvrdilo nékolik studii (Janssen et al., 2015; Matouskova et al., 2018;
Xuet al., 1998). U rezistentnich kmenti H. contotus bylo také pozorovano vys$i mnozstvi
metaboliti nekterych anthelmintik, konkrétné albendazolu a flubendazolu (Stuchlikova
et al., 2018; Vokral et al., 2012; Vokral et al., 2013). Souvislost zvySené exprese
biotransformacénich enzymi s rezistenci jasné ukazuje indukce exprese genlt UGT po
expozici C. elegans albendazolu, mebendazolu, thiabendazolu a oxfendazolu, kdy
nadmérnd exprese ugt22 n€kolikanasobné zvysila ICso téchto 1é¢iv (Fontaine and Choe,
2018).

Bohuzel, objasnéni mechanismil rezistence u H. contortus a dalSich parazitii komplikuji
odli$nosti mezi laboratornimi kmeny a terénnimi izolaty. Také vliv selek¢niho tlaku
vyvijeného na Cervy v riznych chovech, zapfi¢inény odlisnymi strategiemi od¢ervovani
¢i podminkami prostfedi mohou zpisobit, ze rezistence vici jednotlivym tfidam 1éCiv
zahrnuje rizné genetické zmény, které se nepromitnou do vSech izolatt (Chaudhry et al.,

2015).

2.5.2 Prevence

Pravidelné preventivni podavani anthelmintik vede ke stale vétSimu rozvoji rezistence na
1é¢iva a snizovani pfirozené imunity hostitelskych zvitat. Prevence vzniku rezistence na
anthelmintika zahrnuje né€kolik klicovych strategii, kterd by mohla pomoci udrzet
ucinnost téchto 1é¢iv a ochranit zdravi hospodarskych zvitat.

Po celém svéte jsou ovee chovany prevazné ve venkovnich vybézich, kde se pravidelné
setkavaji s infek¢nimi larvami gastrointestinalnich paraziti. Za tc¢elem minimalizovat

tento kontakt, byla zavedena strategie rotacni pastvy. Princip spociva ve stiidani vice
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pastvin, kdy nékteré jsou intenzivné vyuzivany zvifaty a jiné ponechany v klidu.
Vysledkem je pteruseni zivotniho cyklu parazita, snizeni dostupnosti hostitelskych zvitat
a nasledné sniZzeni poctu infek¢nich larev na pastvé. Dalsi vyhodou je méné Casty kontakt
parazita s 1é¢ivem, coz napomaha snizeni selek¢niho tlaku na vyvoj rezistence. Bohuzel,
tato strategie neni pfili§ UspéSna v zemich mirného pasu, jelikoz klimatické podminky
umoziuji dlouhodobé pteziti infekEnich larev (Eysker et al., 2005).

Preventivni vySetfovani trusu podporuje cilené pouziti anthelmintik a omezuje jejich
nadmérné uzivani. Také presna diagnostika a urCeni druhu parazita napomaha k cilené
1é¢bé. Tato opatfeni jsou ovSem velmi nakladna a vyzaduji spolupréci odbornika.

K likvidaci vyvojovych stadii hlistic je vhodné vyuzit i fyzikalni metody zahrnujici
extrémni teploty, sucho a ptfimé slunecni zateni. Jelikoz jsou vajicka chranéna pevnou
sténou, neni chemicka desinfekce az tak ucinna (Ballweber, 2001).

Nezbytnou soucasti kontrolnich strategii je poskytovani vyvazené, nutricné bohaté stravy,
zejména u brezich samic a jehnat. Bylo prokazano, ze strava doplnéné o vysoky obsah
bilkovin a aminokyselin posiluje imunitni systém a snizuje osidleni parazity (Rocha et
al., 2011; Sakkas et al., 2013).

Stiidani riznych tiid anthelmintik a aplikace plné terapeutické davky ucinné predchazi
adaptaci paraziti na konkrétni 1éCivo a snizeni rizika vzniku rezistence.

Slechténi odolnych plemen ovci je dlouhodobou strategii, kterd miize pomoci snizit
vyskyt gastroinstestindlnich hlistic. Geneticky odolna plemena jsou méné nachylna
k infekcim a nevyzaduji tak Casté oSetfeni anthelmintiky (Bishop, 2012).

Také byla provedena fada studii ohledné mozZnosti biologické kontroly H. contortus.
Larvicidni u¢inky byly popsany u toxinQ Bacillus thuringiensis (AP et al., 2016) a spor
Bacollis circulans (Sinott et al., 2016). Nematocidni u¢inek byl prokézan u metabolitli
nékterych hub (Liu et al., 2020). Ke sniZeni poctu vaji¢ek v trusu také ptfispélo spasani
luSténiny Sericea lepedeza (Dykes et al., 2019).

Kombinace vySe zminénych opatieni mlze vyznamné piispét k prevenci vzniku
rezistence na anthelmintika a zajistit dlouhodobou efektivitu kontroly gastrointestinalnich

infekei u hospodarskych zvirat.
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3 CILE PRACE

Hlavnim cilem této prace bylo rozsifit poznatky o mechanismu lékové rezistence
u parazitické hlistice H. contortus se zaméienim na analyzu konstitutivni exprese
vybranych enzymi metabolizujicich xenobiotika béhem zivotniho cyklu a porovnéani
zmén v expresi mezi kmeny s odliSnou urovni rezistence a po kontaktu s vybranymi

anthelmintiky.

Dil¢i cile prace byly:

Zhodnoceni zmén v expresi vybranych UGT, CYP a Pgp u dospélcti a v ptipadé¢ UGT i
volné zijicich stadii po inkubaci se subletalnimi ddvkami ABZ a ABZ-SO

Analyza konstitutivni exprese genti UDP-glykosyltransferaz (UGT) u volné zijicich stadii

a porovnani exprese mezi kmeny ISE a IRE

Identifikace genti dehydrogenaz/reduktaz s kratkym fetézcem (SDR) a aldo-keto reduktaz
(AKR) v genomu H. contortus, analyza konstitutivni exprese vybranych AKR u volné

Zijicich 1 parazitickych stadii a zhodnoceni zmén v expresi mezi kmenem citlivym (ISE)

a rezistentnim na anthelmintika (IRE).

Ovéteni schopnosti volné Zijicich stadii redukovat FLU a porovnani tvorby hlavniho

metabolitu FLU-R mezi kmenem ISE a IRE.

Zhodnoceni zmén v expresi AKR po kontaktu dospélci se subletdlnimi ddvkami

flubendazolu (FLU)

Ovéfeni intrageneracni a intergeneracni stability zmén v expresi geni UGT a Pgp

vyvolanymi expozici larev ABZ béhem vyvoje
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Zmény v expresi vybranych biotransformacnich enzymi
H. contortus po kontaktu s anthelmintikem

Kellerova, P., Stuchlikova L.R., Matouskova, P., Stérbova, K., Lamka, J., Navratilova,
M., Vokial, 1., Szotdkova, B., Skalova, L. Sub-lethal doses of albendazole induce drug
metabolizing enzymes and increase albendazole deactivation in Haemonchus contortus

adults. Vet Res 51, 94 (2020)

Biotransformac¢ni enzymy a lékové transportéry do ur¢ité miry chréni parazity pred
toxickymi U¢inky anthelmintik. Zvyseni exprese a aktivit XME tak mtze predstavovat
vyhodnou obrannou strategii (Robinson et al., 2004). Hlistice maji mnohem vyssi pocet
genl XME neZ ostatni tfidy helminta (Stuchlikova et al., 2014). Diky tomu jsou schopny
ucinné metabolizovat mnoho anthelmintik (Stuchlikova et al., 2014; Vokral et al., 2013).
Ptedchozi studie prokazaly vyssi expresi geni XME a schopnost rezistentnich kmenti
H. contortus tvortit vice neaktivnich metaboliti 1é¢iva nez citlivy kmen (Stuchlikova et
al., 2018; Vokral et al., 2012; Vokral et al., 2013).

Predpokladali jsme, Ze pii kontaktu dospélych H. contortus se subletalnimi ddvkami
lé¢iva (ke kterému napt. dochazi pti nespravné 1écb€) by mohlo doji ke zméné v expresi
XME. Tato studie byla navrZena tak, aby ovéftila Gi€inek subletalnich davek anthelmintika
albendazolu (ABZ) a jeho aktivniho metabolitu ABZ-sulfoxidu (ABZ-SO) na expresi
CYP, UGT a Pgp dospélych jedinch H. contortus ex vivo. Také byla testovana hypotéza,
zda zvySena exprese vybranych XME zlepsi schopnost deaktivace ABZ béhem nésledné
expozice.

Po expozici dospélctt H. contortus subletdlnim davkam ABZ doslo k vyznamné zméné
exprese u tii CYP (cyp2, cyp3 a cyp7). Subletalni davky ABZ-SO ovlivnily expresi
vétsiho mnozstvi genti CYP, indukéni t€inek byl v§ak mirny a ve vétsing€ ptipadu pouze
pii vySsi koncentraci. Vysledky odpovidaji studii s ivermektinem, ve které¢ byla
pozorovana vyss§i exprese cyp3 a cyp” po expozici dospélcii ivermektinem (Kellerova et
al., 2019). ABZ-SO indukoval zcela jiné geny, pravdépodobné kviili vyssi hydrofilite.
Jako nejzajimavéjsi kandidati z rodiny UGT se jevi ugt36741 samic a ugt2642 samcu,
jelikoZ po kontaktu s ABZ ve vSech koncentracich doslo k signifikantnimu zvySeni jejich

v

exprese. Po inkubaci s ABZ-SO byla nejvyrazné&jsi indukce ugt/0b1. Déle expozice ABZ

28



a ABZ-SO ovlivnila transkripéni hladiny Sesti z osmi transportnich genti Pgp, ovSem
zmény exprese Pgp vyvolané ivermektinem jsou znacné€ vyraznéjsi (Peachey et al., 2017,
Turnbull et al., 2018). Na druhou stranu, i kdyZ ABZ neni povazovan za substrat ¢i
inhibitor Pgp, tato studie ukazuje indukovatelnost nékolika ¢lenti této tfidy po kontaktu s
ABZ. Krom¢ toho byl v dalsi ¢asti studie prokdzan vyznamny nariist efluxu osmi
metabolith ABZ po cilené indukci gent XME. Tyto vysledky podporuji hypotézu, ze
enzymy Pgp hraji vyznamnou roli v rezistenci H. contortus, a to nejen v souvislosti s
ivermektinem.

S cilem zjistit, zda pfedchozi indukce ovliviiuje schopnost deaktivovat ABZ b&éhem
nasledné expozice, byl metabolismus ABZ porovnan u kontrolnich vzorkii a u
H. contortus preinkubovanych se subletalni divkou ABZ. UHPLC/MS analyza odhalila
dvacet metabolitii ABZ u preinkubovanych dospélcti, zatimco u neovlivnénych jedinct
bylo detekovano pouze devét metabolitti. Pfedchozi kontakt se subletalnimi davkami
rovnéz vedl ke kvantitativnimi narastu nékterych metaboliti, hlavné glykosidi. Tyto
vysledky jsou v korelaci s vysledky transkripéni analyzy, nicméné hodnoceni roli
jednotlivych enzymi v metabolismu ABZ vyzaduje dal$i zkoumani.

Zavérem lze konstatovat, ze kontakt dospélych jedinci H. contortus se subletalnimi
davkami ABZ vedl k indukci zejména UGT a v mensi mife CYP a Pgp. Tato indukce
zlepsila schopnost deaktivovat ABZ v nasledné expozici prosttednictvim zvysené tvorby
neaktivnich metabolitli a jejich exportu z téla parazita. To by mohl byt zplisob, jak kontakt

se subletalnimi davkami 1éCiva pomaha parazitim piezit naslednou farmakoterapii.
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4.2 Konstitutivni exprese UDP-glykosyltransferaz u volné
Zijicich stadii H. contortus

Kellerova, P., Navratilovd, M., Nguyen, T.L., Dimunova, D., Stuchlikovéd, L.R.,
Stérbova, K., Skalova. L., Matouskova. P. UDP-Glycosyltransferases and Albendazole
Metabolism in Juvenile Stages of Haemonchus contortus. Front Physiol 11, 594116
(2020)

Vyznamna tloha UGT v biotransformaci ABZ u H. contortus byla v predeslych studiich
dobfte popsana u dospélych stadii (Kellerova et al., 2020b), chybély ov§em informace o
expresi UGT volné Zijicich stadii H. contortus a jejich roli v metabolismu ABZ. I volné
zijici stadia H. contortus se dostavaji do kontaktu s ABZ a jeho metabolity. Zvife 1écené
ABZ vylucuje se svymi exkrementy hlavné ABZ a ABZ-SO do prostiedi (Prchal et al.,
2016), které jsou pomérn¢ perzistentni a ziistavaji na pastviné po dlouhou dobu (Porto et
al., 2021). Pokud je 1éCivy oSetfené zviie ponechdno na pastvé, mohou se volné zijici
stddia parazitii snadno dostat do kontaktu se subletdlnimi davkami léciva a jeho
metabolitll, coZ mlze ptispét k postupnému navykani a rozvoji rezistence.

Tato studie se zamé&fila na expresi UGT a metabolismus ABZ a ABZ-SO ve vajickach,
L1 a L3 H. contortus. Také byla porovnana tvorba metaboliti ABZ a vybranych
transkripth UGT mezi citlivym a rezistentnim kmenem. Na zavér byla studovana
indukovatelnost jednotlivych UGT expozici juvenilnich stadiich ABZ a ABZ-SO .

Byla zjisténa vysoka variabilita transkripéni trovné UGT isoforem mezi jednotlivymi
stadii, coz ukazuje, ze UGT maji v kazdé Zivotni fazi jinou funkci. Pfekvapivé bylo devét
UGT nejvice exprimovano ve vajickach. Vzhledem ke skutecnosti, Ze vajicka nepiijimaji
zadné exogenni latky, se transkripéni aktivita zamétuje predevSim na vyvoj (Laing et al.,
2016). Deset UGT bylo exprimovano ve stddiu L1 a konkrétn€ ugt365al mélo
nekolikanasobné vyssi urovei exprese v L3 oproti jinym stadiim. Ve srovnani s dospélci,
vétsSina UGT vykazovala vyssi hladiny exprese v juvenilnich stadiich oproti dospélciim
(Matouskova et al., 2018).

Pro posouzeni zmén souvisejicich s rezistenci byly porovnany hladiny vybranych UGT
mezi citlivym kmenem a dvéma rezistentnimi kmeny H. contortus. U ugt368b2, které
vykazovalo rozdil mezi citlivym a oba rezistentnimi geny dospélcti, byla zaznamenana

vy$§i exprese u obou rezistentnich kment i v ptipadé L1 a L3 (Matouskova et al., 2018).
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Mohlo by se tak jednat o vhodného kandidata pro dalsi studie z hlediska rezistence na
anthelmintika. Indukovatelnost UGT subletalnimi ddvkami ABZ nebo ABZ-SO nebyla u
voln¢ zijicich stadii prokazana. Biotransformacni studie ABZ a ABZ-SO ukazala, ze
nejdominantnéjSim procesem v juvenilnich stadiich byla S-oxidace, pficemz ABZ byl
metabolizovdan na ABZ-SO a déile na ABZ-SO,. V pfipadé¢ glykosidace bylo
zaznamenano nékolik ABZ-glykosidi a ABZ-SO glykosidii, coz prokdzalo i¢ast UGT na
detoxikaci ABZ ve vajickach a larvach obdobn¢ jako v dospélcich (Stuchlikova et al.,
2018). V porovnani poctu metaboliti mezi kmeny byly v kmeni ISE detekovany pouze
tii glykosidované metabolity, zatimco v kmeni IRE jich bylo nalezeno Sest. Toto zjisténi
koreluje se studii biotransformace ABZ v dospélych stadiich (Stuchlikova et al., 2018).

UGT se ukazaly jako dilezité enzymy pro detoxikaci ABZ i ve volné Zijicich stadii a
pozorované rozdily mezi citlivym a rezistentnim kmenem podporuji jejich dalsi vyzkum

z hlediska mozné t¢asti téchto enzymu na rezistenci.
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4.3 Identifikace a charakterizace dehydrogenaz/reduktaz
s kratkym retézcem (SDR) v genomu H. contortus

Stérbova, K., Rychla, N., Matouskova, P., Skalova, L., Stuchlikova L.R. Short-chain
dehydrogenases in Haemonchus contortus: changes during life cycle and in relation to

drug-resistance. Vet Res 54, 19 (2023)

Uspé&sny boj proti gastrointestindlnim parazitim a piedchazeni rezistence na 1é¢iva
vyzaduje hlubsi znalosti jejich fyziologie a biochemickych drah. PiestoZze enzymy SDR
reguluji aktivitu mnoha endogennich sloucenin a podileji se na deaktivaci riznych 1é¢iv
a dalSich xenobiotik v mnoha organismech, informace o této rodiné¢ enzymd v hlisticich
byly velmi omezené (Matouskova et al., 2016). Proto bylo cilem této studie
charakterizovat rodinu SDR v modelové parazitické hlistici H. contortus.

V genomu H. contortus byly nalezeny piedpokladané geny SDR a provedena
fylogenetickd analyza s porovnanim SDR u volné zijici hlistice C. elegans a hostitele
ovce domaci. Déle byla porovndna konstitutivni exprese vybranych genti SDR
H. contortus v pribéhu Zivotniho cyklu a mezi kmenem citlivym (ISE) a rezistentnim
(IRE) na léciva.

Na zéklad¢é sekvence AMK bylo v genomu H. contortus nalezeno 46 ¢lenii rodiny SDR.
Kromé sedmi se u vSech Hco SDR vyskytoval typicky motiv vazebného mista kofaktoru
(TGxxxGxG). Vyjimku tvofily SDR3 a HCON_ 00146780, ve kterych byl prvni glycin
nahrazen alaninem, jako je tomu v ptipad¢ homologu DHS-13 C. elegans a DHRS4 ovci.
Tyto homology jsou pravdépodobné =zapojeny do metabolismu aromatickych
karbonylovych sloucenin (Kisiela et al., 2018). Motiv SDR7 je typicky pro $irsi rodinu
SDR epimeraz a hydraz a odpovida homologu ovce a ¢lovéka HTATIP2. Fylogeneticka
analyza odhalila n€kolik skupin zmnozZenych homolognich gent H. contortus, coz by
mohlo poukazovat na specifické role SDR v konkrétnim organismu. VétSina geni SDR
byla lokalizovana na chromozomu 4, u které¢ho byla jiz diive prokdzana vysoka rychlost
rekombinace (Doyle et al., 2018) a vyskytuje se zde i vétSina UDP-glykosyltransferaz
(Matouskova et al., 2018). Pro podrobné&jsi analyzu bylo vybrano 23 SDR, které byly
z divodu dosud neexistujici nomenklatury pojmenovany sdrl — sdr23. Relativni exprese

se jak mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii, tak 1 mezi jednotlivymi SDR vyznamné liSila.
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Ve vajickach byla zvySena transkripce sdr6, sdri4 a sdri8, zatimco sdrl, sdr3 a sdri8
dominovaly v larvélnich stadiich. U dospélych jedincti obou pohlavi vykazovaly nejvyssi
expresi sdr3, sdr5 a sdrl8, ptiCemz sdr5 byl vice exprimovan v dospélych samcich oproti
vSem juvenilnim stadiim. Celkové vétSina SDR vykazovala nejvyssi Groven exprese ve
volné zijicich larvach, coz naznacuje dulezitou funkci téchto enzymii v obranné proti
potencidlné Skodlivym xenobiotikiim pfitomnym v zivotnim prostfedi. Rozdily v expresi
byly pozorovany 1 mezi jednotlivymi larvalnimi stadii, proto se domnivame, ze vyznam
a funkce jednotlivym SDR se vyznamné odlisuje i v prabéhu vyvoje larev. Dospéli
parazitujici jedinci se naopak musi vypofadat s obrannym imunitnim systémem hostitele
a anaerobnimi podminkami v bachoru. Lze ptredpokladat, ze enzymy SDR se na téchto
procesech také podileji.

S cilem zhodnotit vztah mezi SDR a lékovou rezistenci H. contortus byla relativni
exprese SDR porovnana i mezi kmenem ISE a IRE. Ve vajickdch a L1 kmene
rezistentniho kmene byla signifikantni vys$i exprese gent sdrl, sdri2, sdri3, sdri6 a
sdr2l, u samcu navic sdri8 a sdr23. Ptekvapivé, u vyvojovych stadii L3 a xL3 byla
vétSina SDR snizena ve srovnani s citlivym kmenem. Divodem miZe byt schopnost
infek¢nich larvalnich stadii v nepfiznivych podminkéch pozastavit aktivitu a snizit
transkripci gendl pro nékteré metabolické procesy (Barger, 1999; Laing et al., 2016).
Piedpokladame, Ze enzymy rodiny SDR jsou zapojeny do 1ékové rezistence, 1 vzhledem
k diive zjiSténé schopnosti rezistentniho kmene ucinnéji redukovat anthelmintikum
flubendazol (Stuchlikova et al., 2018).

Tato studie rozsifila dosavadni informace o enzymech z rodiny SDR u H. contortus a
poukazuje na potiebu dalSiho zkoumani téchto enzymd, jelikoZ by mohly slouzit jako
potencidlni cil novych anthelmintik a hrat roli v rezistenci na vybrand anthelmintika

s karbonylovou skupinou.
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4.4 Zmény v redukci flubendazolu béhem Zivotniho cyklu
H. contortus

Rychla, N., Navratilova, M., Kohoutova, E., Stuchlikova, L.R., Stérbova, K., Kratky, J.,
Matouskova, P., Szotdkova, B., Skalova, L. Flubendazole carbonyl reduction in drug-
susceptible and drug-resistant strains of the parasitic nematode Haemonchus contortus:

changes during the life cycle and possible inhibition. Vet Res 15, 55 (2024)

SDR a AKR jsou enzymy katalyzujici redukci sloucenin obsahujici karbonylovou
skupinu ve vSech organismech, vcetné helmintti. Pfedchozi studie prokazaly dilezitou
roli téchto enzymut pii deaktivaci fady léciv, napt. flubendazolu ¢i mebendazolu
(Malatkova and Wsol, 2014; Raisova Stuchlikova et al., 2018; Stuchlikova et al., 2018;
Vokral et al., 2012). AZ doposud byla redukce FLU studovana pouze v dospélych stadii
H. contortus a informace, zda jsou volné Zzijici stddia schopna deaktivace anthelmintik
prostiednictvim karbonylové redukce nebyla znama. Pfestoze jsou tato 1é¢iva zaméfena
na paraziticka stadia, vajicka a larvy mohou pfijit do kontaktu s FLU vyloucenym spolu
s trusem lécenych zvitat do prostiedi a vyvinout si tak ochranné mechanismy.

Pro doplnéni téchto informaci byla v této studii zjistovana schopnost volné Zijicich stadii
H. contortus redukovat FLU a porovnana tvorba hlavniho metabolitu FLU-R u citlivého
a rezistentniho kmene. JelikoZ inhibice enzyma zodpovédnych za deaktivaci FLU by
mohla zvysit jeho anthelmintickou uc€innost, byl hodnocen t¢inek vybranych inhibitort
na redukci FLU v subcelularnich frakcich H. contortus in vitro a izolovanych dospélcti
ex vivo.

Piestoze ziskané vysledky potvrdily schopnost vSech vyvojovych stadii H. contortus
redukovat FLU, bylo vytvofené mnozstvi tohoto metabolitu velmi malé. Oproti vaji¢kiim
larvy redukovaly FLU u¢innéji, 1 kdyZ nejvyssi produkce FLU-R byla naméfena u
dospélct. Samice redukovaly FLU vice neZ samci a u dospélcii rezistentniho kmene bylo
nalezeno vice FLU-R neZ u kmene citlivého. Nejvyssi rozdil v redukci FLU mezi kmeny
byl zaznamenan u larev, u kterych doslo k 7krat vyssi tvorbé FLU-R u rezistentniho
kmene oproti kmeni citlivému. Na druhou stranu, u vajicek byla pozorovana vyssi
produkce FLU-R u citlivého kmene, ovSem deaktivace 1éCiva byla tak nizka, Ze se
nemohlo jednat o obranny mechanismus. Déle bylo testovano nékolik moZnych

inhibitoril, které mohou omezit redukci FLU u dospélych jedinct H. contortus a zvysit
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tak jeho ucinek. Vysledky in vitro ukéazaly vyrazny inhibi¢ni U¢inek naringeninu a
menadionu, inhibitort lidské karbonylreduktazy 1 (Arai et al., 2015; Shi and Di, 2017).
Vzhledem k tomu, Ze rozsah inhibice byl téméft stejny u ISE i1 IRE, Ize ptedpokladat, ze
inhibovany enzym je podobné exprimovan v obou kmenech. Kyselina glycyrrhetinova,
inhibitor hydroxysteroiddehydrogenaz (Itoda et al., 2002), a mebendazol, strukturné
podobny FLU, inhibovaly redukci FLU pouze u kmene ISE, coz by mohlo naznacovat
schopnost kmene IRE nahradit inhibované enzymy jinym enzymem. Oproti vysledki in
vitro inhibi¢ni U¢inky naringeninu a mebendazolu nebyly pozorovany ex vivo u
izolovanych dospélct H. contortus. Rozdilné vysledky mohly byt zplisobeny vyssi
hydrofilitou inhibitoriti nez FLU. Jedinou testovanou slouc¢eninou snizujici tvorbu FLU-R
ex vivo byl menadion, ktery byl ale zaroven pro H. contortus velmi toxicky. Je tedy
pravdépodobné, Ze snizené mnozstvi FLU-R bylo zptsobeno tmrtim hlistic spiSe nez
inhibici enzymii.

Vysledky této studie potvrdily schopnost volné zijicich stadii deaktivovat FLU
prostfednictvim redukce karbonylové skupiny. Larvy a dospélé samice rezistentniho

kmene redukuji FLU u¢innéji v porovnani s citlivym kmenem.
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4.5 Identifikace a charakterizace aldo-ketoreduktaz (AKR)
v genomu H. contortus

Stérbova, K., Stuchlikova, L.R., Rychlé, N., Kohoutova, K., Babickova, M., Skalova, L.,
Matouskova, P. Phylogenetic and transcriptomic study of aldo-keto reductases in

Haemonchus contortus and their inducibility by flubendazole. Int J Parasitol Drugs Drug

Resist 25 (2024)

Z duvodu rozvoje rezistence na lécbu u gastrointestinalnich hlistic se stale vice do poptedi
vyzkumu dostava hledani novych molekularnich cil a studium mechanismt rezistence.
Mezi dosud objevené mechanismy rezistence patii i zvyseny metabolismus ¢i eflux 1é¢iva
podminény vyssi transkripei gent biotransformacénich enzyml (James et al., 2009).
Piedchozi studie byly zaméteny na enzymy CYP, UGT, Pgp a SDR (Kellerova et al.,
2019; Kellerova et al., 2020a; Sterbova et al., 2023). Tato studie byla zaméfena na rodinu
enzymi AKR u H. contortus, o kterych nebyly dostupné téméi zadné informace. AKR
jsou dulezitymi enzymy v metabolismu endogennich latek, ale preméiiuji i Sirokou skélu
xenobiotickych substratl, véetné 1€¢iv.

V genomu H. contortus bylo nalezeno 22 domnélych genti AKR, které byly dale
zkoumany z hlediska fylogeneze a porovnany s voln¢ zijici hlistici C. elegans, ov€imi a
lidskymi AKR. Byla zmétena relativni konstitutivni exprese vSech 22 kandidatnich gent
a porovnana mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii H. contortus. Také byla srovnana
uroven exprese jednotlivych AKR v citlivém kmeni a kmeni rezistentnim na 1é¢iva a
ovétena indukovatelnost téchto genti expozici dospélych stadii s FLU, jelikozZ se enzymy
AKR mohou podilet na deaktivaci anthelmintik nesoucich karbonylové skupiny
(flubendazol, mebendazol) a pfispivat tak k rezistenci.

Sekvenovani genomu H. contortus odhalilo 22 ¢lenil rodiny AKR. Specificka doména
byla potvrzena ve vSech sekvencich, pficemz klasicka katalyticka tetraida DYKH byla
rozpoznana v 17 znich. V porovnani se savci jsou Hco AKR fylogeneticky velmi
vzdaleny, pfi¢emz nejbliZe si jsou AKR11 se savéimi AKR6A a AKR7A. Distribuce genti
AKR mezi chromozomy H. contortus je znacné nerovnomérnd a nejvice jich je
umisténych na chromozomu 1. Exprese gent akrl, akr3 a akrl( byla nejvyssi, vétSina
ostatnich AKR byla exprimovana pouze minimaln¢. Na rozdil od SDR, které vykazovaly

nejvyssi expresi ve volné zijicich larvach (Sterbova et al., 2023), jsou AKR exprimovany
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predevsim v dospélych parazitickych stadiich. VétSina AKR v L3 a xL3 kmene IRE méla
snizenou expresi ve srovnani s ISE kmenem, coz je v souladu s pfedchozimi vysledky
enzymt SDR. V dospélych jedincich byly signifikantné zvyseny akrl7 a akri9 v obou
pohlavich kmene IRE oproti kmeni ISE. Indukce genti AKR po kontaktu s FLU byla
pozorovana pouze u akr9, akrl5 a akrl9.

Jako vhodny kandidat z rodiny AKR jakozto cilové misto 1éCiva €i inhibitoru se zda byt
AKRS, jelikoz vykazuje relativné vysokou expresi v dospélych jedincich a je pomérné
vzdaleny od AKR ovci. AKR10 ma nejvyssi expresi po dobu celého zivotniho cyklu
H. contortus, je téz fylogeneticky vzdalen od AKR savci a odpovidd jednomu
homologu C. elegans. AKR19 vykazovala vys$si konstitutivni expresi v rezistentnim
kmeni a jeho indukovatelnost u samic citlivého kmene muize naznacovat cast na
metabolismu FLU. VSechny tyto charakteristiky ¢ini AKRS, AKR10, AKR17 a AKR19

vyznamnymi pro dal$i studie z hlediska moznych cili 1é¢by a jejich role v rezistenci.
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4.6 Intragenerac¢ni a intergeneracni stabilita zmén v expresi
vybranych enzymi

Stérbova, K., Nguyen, T.L., Zofka, M., Matouskova, P., Skalova, L.. Environment-like
exposure of free-living stages of Haemonchus contortus to albendazole: the intra- and
intergeneration stability of altered expression of UDP-glycosyl transferases and ABC-

transporters. Chemosphere — v reviznim fizeni

V piedchozich studiich byla prokdzana cirkulace ABZ z trusu 1é¢enych ovci do pudy
(Navratilova et al., 2021). Také je znamo, Ze kontakt parazitické hlistice H. contortus se
subletalnimi koncentracemi ABZ vede ke zméné exprese a aktivity n€kolika UGT a Pgp
(Kellerova et al., 2020a; Kellerova et al., 2020b). Tyto vysledky jasné ukazuji, ze stopové
koncentrace ABZ a jeho metabolitl jsou v zivotnim prostfedi pfitomny a ovliviuji
expresi enzyml metabolizujicich xenobiotika, véetné¢ anthelmintik. Nicméné chybi
informace, zda zmény v expresi vybranych enzymu ptetrvavaji béhem zivotniho cyklu
hlistic a zda se promitnou v dalsi generaci.

V této studii simulujici environmentalni expozici byla volné zijici stadia H. contortus
vystavena subletalni ddvce ABZ béhem vyvoje do L3. Tyto L3 dale slouzily k infekci
jehnat a zisku dospélcti. Exkrementy infikovanych jehnat byly pouzity pro kultivaci druhé
generace L3, které byly béhem vyvoje znovu vystaveny u¢inkim ABZ. Nasledné byla
analyzovana exprese vybranych UGT a Pgp v prvni a druhé generaci L3 a také u
dospélych jedinct.

Piedchozi studie potvrdily vyssi expresi genil ugt26a2 a ugt368b1 v rezistentnim kmeni
H. contortus a jejich indukovatelnost ABZ (Kellerova et al., 2020b; Matouskova et al.,
2018). V této studii kontakt se subletalnimi davkami ABZ indukoval expresi ugt26a2,
ugt368b1 a naopak snizil expresi ugt365al v L3. Tyto zmény byly zachovany i do druhé
generace L3, pfestoZe nebyly znovu vystaveny ABZ, coZ naznafuje mezigeneracni
pfetrvavani né€kterych zmén v expresi genit XME. Expozice larev ABZ indukovala geny
ugt365al a ugt37lal v dospélych stadiich H. contortus a nasledny kontakt druhé
generace L3 s ABZ indukovatelnost potvrdil. Exprese gent ugt24b1, ugt368al, pgpll a
pgpl3 byla snizena v L3, které byly béhem vyvoje vystaveny ABZ. Tii z téchto zmén
(ugt24bl, ugt368al, pgpll) byly zachovany do dospélosti, zatimco snizend exprese
pgpl3 byla prenesena do dalsi generace L3. Prekvapivé exprese ugt24b1 byla v tomto
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ptipad¢ nékolikanasobné zvySena. Opakovany kontakt druhé generace L3 s ABZ opét
snizil expresi v§ech zminénych genli. Vys$si exprese ugt24bl a ugt368al v rezistentnim
kmeni H. contortus byla pozorovana ve studii (Matouskova et al., 2018). Zajimavé zmény
byly pozorovany také v piipad¢ ugt365b5 a ugt368a2. Jejich relativni exprese byla
snizena u dospélych jedincl po kontaktu s ABZ béhem vyvoje, ale naopak zvySena
v druhé generaci L3, které nebyly vystaveny lécivu. Kromé toho opakovana expozice
druhé generace L3 snizila expresi téchto gend.

Vsechny uvedené vysledky prokazuji, Ze vystaveni volné Zijicich stadii H. contortus
subletalnim davkam ABZ z prostfedi vyvolavd zmény v expresi ugt a pgp gent, pfic¢emz
nékteré z téchto zmén jsou stabilni béhem cyklu hlistic a pfenaseji se do dalsi generace.
Tato studie zdirazituje vyznam konceptu stfidani pastvin, ktery omezuje kontakt volné

cey

zijicich stadii helmintii s anthelmintiky na pastvé (Eysker et al., 2005).
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5 ZAVER
Tato prace poskytla nové informace o vybranych enzymech metabolizujicich xenobiotika

a rozsifila poznatky o mechanismu Iékové rezistence ve vSech zivotnich stadiich

parazitické hlistice H. contortus.

Po expozici dospélct H. contortus subletdlnim davkam ABZ doslo k vyznamné zméné
exprese pouze u tii CYP (cyp2, cyp3 a cyp7), ugt36741 a ugt26A42. Indukovatelnost UGT
subletalnimi davkami ABZ nebo ABZ-SO nebyla u volné zijicich stadii prokazana,
pfestoze byla zaznamenéna tvorba ABZ-glykosidl i ABZ-SO glykosidu. Pfestoze ABZ
neni povazovan za substrat ¢i inhibitor Pgp, v této studii doslo ke zvySeni exprese osmi
genll Pgp po kontaktu s ABZ. Geny se zvySenou urovni transkripce mohou pfispivat

k rychlej§imu metabolismu anthelmintik.

Analyza konstitutivni exprese genit UDP-glykosyltransferdz (UGT) béhem zivotniho
cyklu poukazala na vyssi hladiny exprese v juvenilnich staddiich oproti dospélctim.
Konkrétné ugt365al mélo nékolikanasobné vyssi Groven exprese v L3 oproti jinym
stadiim. V piipad¢ ugt368b2, ktera vykazovala zvySenou expresi u dospélct rezistentnich
kmeni, byla zaznamenéna také vySsi exprese u L1 a L3 rezistentnich kment oproti
citlivému kmeni. Mohlo by se tak jednat o vhodného kandidata pro dalsi studie z hlediska

rezistence na anthelmintika.

V genomu H. contortus bylo identifikovano 46 ¢lenti dehydrogendz/reduktaz s kratkym
fetézcem (SDR) a 22 ¢lent aldo-keto reduktaz (AKR). VétSina SDR vykazovala nejvyssi
urovenl exprese ve volné Zijicich larvach, coz by mohlo naznacovat dulezitou funkci
téchto enzyml v obranné proti potencidlné Skodlivym xenobiotiklim pfitomnym
v Zivotnim prostiedi. Na rozdil od SDR byly AKR exprimovany piedevs§im v dospélych
parazitickych stadiich, kterd se musi vypotfadat s obrannym imunitnim systémem
hostitele a anaerobnimi podminkami v bachoru. Porovnani relativni exprese genli
SDR/AKR mezi citlivym a rezistentnim kmenem H. contortus odhalilo nékolik

zajimavych kandidatt pro dalsi studie.
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Vysledky studie redukce flubendazolu (FLU) béhem Zzivotniho cyklu H. contortus
potvrzuji schopnost volné zijicich stadii deaktivovat FLU prostfednictvim redukce
karbonylové skupiny. Piestoze jsou tato 1éCiva zaméiena na paraziticka stadia, vajicka a
larvy mohou piijit do kontaktu s FLU vyloucenym spolu s trusem lécenych zvirat do
prostiedi, coz podporuje vytvofeni ochrannych mechanismti. Navic u¢innéjsi redukce
FLU u larev a dospélych samic rezistentniho kmene v porovnéni s citlivym kmenem

poukazuje na souvislost mezi metabolismem a anthelmintickou rezistenci.

Ovéfeni ucasti AKR na metabolismu anthelmintik poukézalo na geny akr9, akrl5 a
akr19, které byly indukovany po kontaktu se subletalnimi davkami flubendazolu. Akr19
byl navic vice exprimovan v rezistentnim kmeni H. contortus a mohl by tak byt

vyznamnym cilovym mistem 1é¢by ¢i inhibitoru.

Vysledky studie intrageneracni a intergeneracni stability zmén v expresi gentt UGT a Pgp
prokazuji, ze vystaveni voln¢ zijicich stadii H. contortus béhem vyvoje subletdlnim
davkam ABZ z prostfedi vyvolavd zmény v expresi ugt a pgp genl, piiemz nékteré

z téchto zmén jsou stabilni béhem cyklu hlistic a pfenaseji se do dalsi generace.
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drug-resistance. Vet Res 54, 19 (2023), AIS: 0,785, IF: 4,4 Q1 (D1)

Podil autorky:
e Piiprava L3 na cilené nakaZeni jehnat
e [zolace vyvojovych stadii a dospélctt H. contortus
e Extrakce RNA a syntéza cDNA
e Kvantitativni analyza exprese pomoci qPCR
e Statistické vyhodnoceni a zpracovani vysledkt z qPCR

e Podil na sepsani publikace

Publikace IV.

Rychla, N., Navratilova, M., Kohoutova, E., Stuchlikova, L.R., Stérbova, K., Kratky, J.,
Matouskova, P., Szotdkova, B., Skéalova, L. Flubendazole carbonyl reduction in drug-
susceptible and drug-resistant strains of the parasitic nematode Haemonchus contortus:
changes during the life cycle and possible inhibition. Vet Res 15, 55 (2024), AIS: 0,785,
IF: 4,4 Q1 (D1)

Podil autorky:
e Priprava L3 na cilené nakaZeni jehnat
e Izolace vyvojovych stadii a dospélch H. contortus

e Inkubace s flubendazolem
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Publikace V.

Stérbové, K., Stuchlikova, L.R., Rychla, N., Kohoutova, K., Babi¢kova, M., Skalova, L.,
Matouskova, P. Phylogenetic and transcriptomic study of aldo-keto reductases in
Haemonchus contortus and their inducibility by flubendazole. Int J Parasitol Drugs Drug

Resist 25 (2024), AIS: 0,977, IF: 4.1 Q1

Podil autorky:

e Piiprava L3 na cilené nakazeni jehnat

e [zolace vyvojovych stadii a dospélctt H. contortus
e Inkubace s testovanym léCivem

e Extrakce RNA a syntéza cDNA

e Podil na sepsani publikace

Publikace VI.

Stérbova, K., Nguyen, T.L., Zofka, M., Matougkova, P., Skalova, L. Environment-like
exposure of free-living stages of Haemonchus contortus to albendazole: the intra- and
intergeneration stability of altered expression of UDP-glycosyl transferases and ABC-

transporters. Chemosphere — v reviznim tizeni

Podil autorky:

e Piiprava L3 na cilené nakaZeni jehnat

e Ovlivnéni vzorki testovanym lécivem

e Kultivace vajicek v trusu, izolace L3 a dospélct H. contortus
e Extrakce RNA a syntéza cDNA

e Kbvantitativni analyza exprese pomoci qPCR

e Statistické vyhodnoceni a zpracovani vysledkli z qPCR

e Podil na sepsani publikace

44



7 OSTATNI VYSTUPY

7.1 Utast na védeckych konferencich

Stérbova, K., Matouskovd, P., Skdlova, L., Constitutive expression of sdr genes
throughout the life stages of Haemonchus contortus; pfednaska. 26™ Helminthological

Days, 20.-24.9.2021 Destné v Orlickych horach, Ceska republika

Stérbova, K., Matouskovd, P., Skalovd, L., Constitutive expression of sdr genes in drug-
susceptible and drug-resistant strains of Haemonchus contortus; prednaska. 12t

Postgraduate and Postdoc Conference, 1.-2.2.2022 Hradec Kralové, Ceska republika

Stérbova, K., Matouskova, P., Skdlova, L. Flubendazole-induced changes in the
expression of sdr genes in Haemonchus contortus; poster. 27% Interdisciplinary

Toxicology Conference, 29.8.-1.9.2022 Hradec Kralové, Ceska republika

Sterbovd, K., Matouskovd, P., Skalovd, L., Expression of selected genes in Haemonchus
contortus exposed to sub-lethal doses of fenbendazole; piednaska.13™ Postgraduate and

Postdoc Conference, 1.-2.2.2023 Hradec Kralové, Ceska republika

Sterbovd, K., Rychla, N., Stuchlikova, L.R., Matouskova, P., Skalova, L., Flubendazole-
induced changes in the expression of selected sdr genes throughout the life cycle of
Haemonchus contortus; prednaska. 27% Helminthological Days, 8.-12.5.2023 Destné
v Orlickych horach, Ceska republika

Stérbova, K., Rychld, N., Stuchlikovad, L.R., Matouskova, P., Skdlovd, L., Flubendazole-
induced changes in the expression of selected sdr genes throughout the developmental
stages of Haemonchus contortus; poster. International Congress of the European
Association for Veterinary Pharmacology and Toxicology, 2.-5.7.2023 Bruggy,
Belgie
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Stérbova, K., Lespine, A., Matouskova, P., Skdlovd, L., Anthelmintic activity of
albendazole on C. elegans wild-type and ivermectin-resistant strains; prednéska.
14 Postgraduate and Postdoc Conference, 30-31.1.2024 Hradec Kralové, Ceska
republika

Stérbova, K., Matouskova, P., Skalovd, L. Differential gene expression of enzymes from
SDR and AKR family in H. contortus in relation to anthelmintic resistence; prednaska.

Parasites in the Pacific 2024 Conference, 26.-29.8.2024 Auckland, Novy Z¢land

7.2 Absolvované kurzy a zahranicni staze

16.-20.8.2021 Letni $kola statistickych metod, SC & C Partners s.r.o., Brno, Ceska
republika

30.11.2021 Kurz Real-Time PCR, SEQme s.r.0., Hradec Kralové, Ceska republika

28.2.-4.3.2022 Kurz odborné pripravy k ziskani kvalifikace a odborné zpisobilosti
na useku pokusnych zvirat dle §15d odst. 3 zakona ¢. 246/1992 Sb. - navrhovani

pokusi a projekta pokusi, Veterinarni Univerzita Brno, Ceska republika

7.8.-20.8.2022 Course Science Communication in Theory and Practice, University of

Copenhagen, Dansko

11.-12.1.2023 Microarray training course, Biomedicinské centrum, Plzeii, Ceské

republika

11.9.-11.12.2023 Tr¥imési¢ni zahrani¢ni staz, Paul Sabatier University ve spolupraci
s INRAE, Toulouse, Francie
Vedouci: prof. Anne Lespine
Népln: Cilem staze bylo osvojeni zdkladnich laboratornich metod a eseji nezbytnych pro
praci s modelovym organismem Caenorhabditis elegans a ovéfeni zkiiZzené rezistence

anthelmintik z rodiny benzimidazolti a makrocyklickych laktonti.
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7.3 ReSené granty

Hlavni fesitel
2021 — 2024 Grantova agentura Univerzity Karlovy ¢. 194421
Ontogenetic changes in expression and inducibility of carbonyl reductases in parasitic

nematode Haemonchus contortus

Clen tymu
2019 — 2020 Grantova agentura Univerzity Karlovy ¢. 156819

Metabolic pathways of new potential anthelmintics in Haemonchus contortus and its host

2021 —2023 START/SCI/052

Anthelmintics in the environment — detection, consequences, a possible solutions
2023 Grantova agentura Ceské republiky &. 20-14581Y

Transcriptomic, proteomic and functional analysis of carbonyl reductases in parasitic

nematode Haemonchus contortus
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8 SEZNAM ZKRATEK

ABZ albendazol

AKR aldo-keto reduktazy

AMK aminokyselina

ATP adenosintrifosfat

CYP cytochrom

FLU flubendazol

GST glutathion-S-tranferazy

GT glykosyltransferazy

ICso polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace
IRE Inbred Resistant Edinburgh strain

ISE Inbred Susceptible Edinburgh strain

IVM ivermektin

L1 1. larvalni stadium

L2 2. larvélni stddium

L3 3. larvélni stddium

xL3 odplasténé 3. larvalni stadium

L4 4. larvalni stadium

L5 5. larvalni stadium

MDR dehydrogendzy/reduktazy se sttedné¢ dlouhym fetézcem
MOP monepantel

NDP nukleosid difosfat

Pgp P-glykoprotein

SDR dehydrogenézy/reduktazy s kratkym fetézcem
SE Susceptible Edinburgh strain

UDP uridindifosfat

UGT UDP-glycosyltransferazy

XME enzymy metabolizujici xenobiotika
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