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Abstrakt 

Univerzita Karlova 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra biochemických věd 

Kandidát: Mgr. Karolína Štěrbová 

Školitel: prof. RNDr. Lenka Skálová, Ph.D. 

Konzultant: doc. Ing. Petra Matoušková, Ph.D. 

Název disertační práce: Využití transkriptomické analýzy pro studium lékové 

rezistence hlístic 

Haemonchóza, infekce přežvýkavců způsobená hlísticí Haemonchus contortus, negativně 

ovlivňuje zdravotní stav zvířat a živočišnou výrobu. Přestože jsou anthelmintika 

základním nástrojem k léčbě haemonchózy, jejich účinnost rapidně klesá v důsledku 

rozvoje lékové rezistence. Rychlejší inaktivace a eliminace léčiva podmíněné vyšší 

transkripcí enzymů metabolizujících xenobiotika (XME) patří k významným 

mechanismům rezistence. Informace o XME u H. contortus jsou však dosud omezené. 

Hlavním cílem této práce bylo rozšířit poznatky o mechanismu lékové rezistence 

u parazitické hlístice H. contortus se zaměřením na analýzu konstitutivní exprese 

vybraných XME během životního cyklu a porovnání změn v expresi mezi kmeny 

s odlišnou úrovní rezistence a po kontaktu s vybranými anthelmintiky. V genomu H. 

contortus bylo identifikováno 46 členů nadrodiny reduktáz/dehydrogenáz s krátkým 

řetězcem (SDR) a 22 členů aldo/ketoreduktáz (AKR), jejichž konstitutivní exprese byla 

analyzována ve vajíčkách, larvách i dospělcích a porovnávána v kmeni citlivém a 

rezistentním na anthelmintika. Zvýšená exprese akr19 v rezistentním kmeni a po kontaktu 

se subletálními dávkami flubendazolu (FLU) naznačuje možnou účast tohoto enzymu na 

lékové rezistenci. Bylo prokázáno, že i volně žijící stádia jsou schopna deaktivovat FLU 

a účinnější redukce byla pozorována u larev a samic rezistentního kmene. Sledování změn 

v expresi UDP-glykosyltransferáz (UGT) během životního cyklu ukázalo vyšší expresi 

většiny UGT v juvenilních stádiích oproti dospělcům, přičemž ugt368b2 se jeví jako 

vhodný kandidát pro další studie. Kontakt dospělců s albendazolem (ABZ) vedl 

k výrazné indukci několika XME, které mohou přispívat k účinnějšímu metabolismu 

anthelmintik. Vystavení volně žijících stádií subletálním dávkám ABZ během vývoje 

vyvolává změny v expresi genů UGT a Pgp, přičemž některé z těchto změn jsou stabilní 

během životního cyklu hlístic a přenášejí se do další generace. 



Abstract 

Charles University 

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Biochemical Sciences 

Candidate: Mgr. Karolína Štěrbová 

Supervisor: prof. RNDr. Lenka Skálová, Ph.D. 

Consultant: doc. Ing. Petra Matoušková, Ph.D. 

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. contortus, 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 akr19 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 ÚVOD 

Haemonchus contortus je jedním z nejrozšířenějších a nejproblematičtějších 

gastrointestinálních parazitů hospodářských zvířat. Z původního osídlení Subsaharské 

Afriky se rozšířil téměř do celého světa a ročně infikuje stovky milionů přežvýkavců, což 

vede ke špatnému zdravotnímu stavu až úhynu zvířat a významným ekonomickým 

ztrátám jejich chovatelů (Emery et al., 2016). 

Anthelmintika jsou celosvětově používaná léčiva a často jediná možnost v boji proti 

parazitickým červům. Dlouhodobé, nadměrné a nesprávné používání těchto léčiv však 

vede ke stále většímu počtu rezistentních jedinců i kmenů helmintů. Léková rezistence 

helmintů významně omezuje účinnost anthelmintické léčby. Nejzávažnější situace je 

zejména na jižní polokouli, na některých jihoafrických a australských farmách již není 

chov ovcí možný (Sutherland and Scott, 2010; Van Wyk et al., 1989). Rezistence 

některých helmintů na všechny skupiny anthelmintik však byla zaznamenána i v Evropě 

(Rose et al., 2015). 

Výskyt rezistence u přežvýkavců byl jasným katalyzátorem mnoha výzkumů a 

H. contortus spolu s volně žijící Caenorhabditis elegans jsou nejrozsáhleji studované 

hlístice z pohledu mechanismu lékové rezistence. H. contortus prokázal vysokou 

schopnost vyvinout rezistenci vůči všem skupinám anthelmintik a v mnoha případech za 

méně než 10 let od jejich zavedení na trh (Lyndal-Murphy et al., 2014). 

Dosud objevené mechanismy rezistence, ať už specifické či nespecifické, zahrnují 

modifikaci cílového místa léčiva, snížení počtu cílových míst a zvýšený metabolismus či 

eflux léčiva podmíněný vyšší expresí enzymů metabolizujících xenobiotika (XME) 

(James et al., 2009). Zvýšená aktivita XME vede k omezenému vstřebávání, rychlejší 

deaktivaci a usnadněné eliminaci anthelmintik, což se může projevit zvýšenou tolerancí 

na léčivo (Bartikova et al., 2015). Hlístice disponují relativně velkým množstvím genů 

XME a tudíž jsou schopny tvořit vyšší počet metabolitů léčiv a rychleji deaktivovat léčivo 

v porovnání s ostatními třídami helmintů (Matouskova et al., 2016). 

Tato disertační práce rozšiřuje poznatky o mechanismu rezistence u parazitické hlístice 

H. contortus se zaměřením na změny v expresi vybraných XME během životního cyklu 

a po kontaktu s vybranými anthelmintiky. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Haemonchus contortus 

H. contortus, česky vlasovka slezová, je endogenní parazit řadící se do kmene Nematoda 

(hlístice) a čeledi Trichostrongylidae. Z původního osídlení Subsaharské Afriky se 

rozšířil téměř do celého světa, čemuž v minulosti napomohl obchod se zvířaty a 

klimatické změny. Kombinace genetické přizpůsobivosti, vysoké patogenity, krátkého 

generačního intervalu a plodnosti zajistila úspěšnou adaptaci na nejrůznější podmínky 

prostředí, hostitele i kontakt s léčivy (Ballweber, 2001; Emery et al., 2016). 

H. contortus infikuje ročně stovky milionů přežvýkavců, především ovce, kozy a v menší 

míře i divokou zvěř, což vede k významným ekonomickým ztrátám (Naeem et al., 2020). 

Dospělá stádia parazitují ve slezu přežvýkavců a živí se krví z kapilár žaludeční stěny, 

což způsobuje akutní i chronické onemocnění zvané haemonchóza. Závažnost 

onemocnění závisí na počtu pozřených larev, stáří hostitele, úrovni imunity a nutričním 

stavu. Nejvíce ohrožena jsou mláďata a zvířata s nedostatečnou výživou (Saccareau et al., 

2017). Klinické znaky infekce zahrnují letargii, slabost, zvýšenou srdeční a dechovou 

frekvenci, ztrátu vlny či srsti, anemii a bledé sliznice. Rozsáhlé poškození sliznice 

vyvolává změny v žaludeční sekreci a hladině gastrointestinálních hormonů v plazmě, 

což má za následek ztrátu chuti k jídlu. Nedostatek albuminu související se ztrátou krve 

(10 000 červů vysaje až 500 ml krve denně) vede k akumulaci tekutiny ve stěně slezu a 

otoku končetin, manifestující v submandibulární otok. V nejtěžších případech může dojít 

k úmrtí zvířete z důvodu nedostatku plazmatických bílkovin a železa (Besier et al., 2016; 

Carson et al., 2023; Gasser and von Samson-Himmelstjerna, 2016). Nejběžněji však 

dochází k úmrtí zvířat se smíšenou infekcí více druhy gastrointestinálních hlístic, přestože 

osídlení slezu jinými parazity výrazně potlačuje populaci H. contortus (Emery et al., 

2016). 

H. contortus byl v průběhu let schopen vyvinout odolnost vůči všem dostupným 

anthelmintikům, což z něj činí dobrý modelový organismus pro studium mechanismu 

lékové rezistence (Gilleard, 2013). Pro studium rozdílných genetických a fenotypových 

variant tohoto parazita byly cíleně vyšlechtěny laboratorní kmeny, které se dále udržují 

skrze pravidelnou umělou infekci hostitele a sběru larválních stádií (Gasser and von 

Samson-Himmelstjerna, 2016). Mezi často používaný se řadí citlivý kmen SE 

(Susceptible Edinburgh), který byl izolován před léčbou anthelmintiky. Postupným 
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křížením a selekčním tlakem benzimidazolovými anthelmintiky byl selektován citlivý 

kmen ISE (Inbred Susceptible Edinburgh) a kmen rezistentní na benzimidazolová 

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

2.1.1 Morfologie 

Dospělí jedinci H. contortus mají zužující se válcovité tělo o velikosti 10–30 mm. Povrch 

těla je kryt kutikulou, která zajišťuje ochranou funkci. Trávicí soustava je úplná, tvořená 

ústní dutinou, jícnem, střevem a análním otvorem. K narušení žaludeční sliznice 

používají ústní kapsulu obsahující kyjovitý zub. Typický vlnivý pohyb je umožněn 

vrstvou podélných svalových vláken uložených pod kutikulou. Samice jsou větší a 

nápadně pruhované, jelikož se jejich reprodukční systém obtáčí okolo střeva s krví. 

Poznávacím znakem samců je menší velikost a kopulační burza na konci těla (Horák and 

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

 

2.1.2 Životní cyklus 

H. contortus projde celým životním cyklem za cca 20 dní, má tedy nejkratší životní cyklus 

ze všech gastrointestinálních hlístic (Emery et al., 2016). Samice je schopna 

vyprodukovat 5000 až 15000 vajíček denně, která jsou vylučována spolu s trusem 

hostitele (Carson et al., 2023). V ideálních podmínkách se z vajíčka vyvíjí 1. a 2. larvální 

stádium (L1 a L2) až do infekčního 3. larválního stádia (L3), což trvá přibližně 1-2 týdny. 

Životnost volně žijících stádií závisí především na klimatických podmínkách, vlhkosti a 

slunečním záření (Gasser and von Samson-Himmelstjerna, 2016). Následně je infekční 

Obrázek 1 - Morfologie samice a samce H. contortus (Urguhart et al., 1996) 
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larva pozřena spolu s pastvou přežvýkavcem. V bachoru přežvýkavce se vlivem změny 

okolních podmínek larva L3 svléká (xL3) a postupuje dále do slezu, kde se vyvíjí ve 

4. larvální stádium (L4). Další svlékání L4 ve slezu je některými zdroji označováno jako 

5. larvální stadium (L5) (Flay et al., 2022). Během této doby dochází k tvorbě tzv. 

kyjovitého zubu s jehož pomocí dojde k narušení žaludeční sliznice a vyvolání krvácení. 

L5 se pohlavně diferencují v dospělce, kteří se dále živí krví hostitele (O'Connor et al., 

2006; Schwarz et al., 2013).  

Jako ochrana před aktivovanou imunitou hostitele z důvodu silné nákazy může L4 

potlačit další vývoj a přežívat v tzv. hypobióze volně přichycena ke sliznici slezu.  

Pravděpodobně vymíráním dospělců během zimy a následnému snížení imunitní 

odpovědi podpořené stresem z porodu dojde během jara k obnovení vývoje H. contortus 

v hostiteli a další vlně haemonchózy. Existují i případy tzv. zimní haemonchózy, kdy 

k obnovení vývinu hypobiotických larev došlo předčasně (Carvalho et al., 2023; Gatongi 

et al., 1998; Gibbs, 1964).    

Obrázek 2 - Vývojový cyklus H. contortus 
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2.1.3 Vývojová stádia 

Jelikož se H. contortus během svého života setká s aerobním i anaerobním prostředím, 

musí se jednotlivá vývojová stádia přizpůsobovat okolním podmínkám. Tato adaptace 

vyžaduje změny v genové transkripci, které mají významný vliv na metabolismus. 

Vajíčka jsou z hostitele vylučována spolu s trusem. Ke správnému vývinu vyžadují 

teplotu 10–40°C, při teplotách pod bod mrazu přežijí pouze 24 hodin (O'Connor et al., 

2006). Jelikož nepřijímají žádnou vnější potravu, čerpají energii pouze z vlastních zásob 

živin získaných od dospělých jedinců. Ve vajíčkách je zvýšená transkripce genů 

ovlivňujících apoptózu, vývoj, replikaci DNA a stavbu chromozomů (Laing et al., 2016). 

Vývin L1 – L2 probíhá stále v trusu hostitele, ze kterého požírají organický materiál a 

bakterie. Během vývinu dochází ke zvýšení exprese genů spojených s vývojem svalů a 

motorickou aktivitou.  

Infekční L3 jsou nejodolnějším volně žijícím stádiem schopným přežít delší časové 

období. V ideálních podmínkách migrují z trusu do půdy. Jsou schopny laterálního i 

vertikálního pohybu po jednotlivých stéblech pastvy a zvyšují tak šance na pozření 

hostitelem. Míra vlhkosti určuje do značné míry rychlost a vzdálenost migrace, proto 

dochází k hromadnému uvolňování larev během dešťů z vysušeného trusu, který slouží 

jako rezervoár (van Dijk and Morgan, 2011). Infekční larvální stádia již nepřijímají 

potravu a využívají pouze své zásoby živin. Při nepříznivých podmínkách pozastavují 

aktivitu a dochází k poklesu transkripce genů pro metabolické dráhy sacharidů, lipidů a 

tvorby energie (Barger, 1999; Laing et al., 2016). 

Při přechodu ze stádia L3 do L4 jsou larvy ovlivněny především rapidní změnou 

podmínek. Vlivem teplotního šoku a zvýšeného obsahu oxidu uhličitého svlékají 

kutikulu. Při přechodu přes bachor jsou vystaveny relativně vysokému pH, naopak pH 

slezu je podstatně nižší (Ash, 1959). L5 je první stádium živící se krví hostitele. Zvyšuje 

se transkripce genů spojených s metabolismem lipidů, sacharidů a bílkovin. 

Dospělý jedinci mají obvykle bohatý zdroj potravy v hostiteli. Metabolismus je výrazně 

ovlivněn vysokou koncentrací oxidu uhličitého ve slezu. Anaerobní degradace sacharidů 

zajišťuje dostatek energie pro produkci vajíček a komplexní regulaci nervosvalového 

systému. Ke zvýšení exprese dochází u genů potřebných k embryogenezi a tvorbě spermií 

(Laing et al., 2016). 
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2.1.4 H. contortus jako modelový organismus 

Existuje celá řada důvodů, proč je H. contortus vhodným modelovým organismem pro 

výzkum lékové rezistence helmintů. Jelikož se jedná o parazita převážně ovcí a koz, je 

možné k experimentální práci využít přirozeného hostitele. Výhodou je životní cyklus 

bez mezihostitelů, velikost dospělců a vysoká plodnost parazita, což zajišťuje dostatečné 

množství materiálu (Coyne and Smith, 1992). Relativně jednoduché metody izolace a 

kultivace L3 i dospělců, možnost skladování L3 po delší dobu a udržování linie 

opětovným nakažováním hostitele jsou výhodami práce s H. contortus jako vhodným 

modelovým organismem (Gill and Redwin, 1995).  

Další klíčovou předností H. contortus je jeho relativně úzká fylogenetická příbuznost 

s volně žijící hlísticí C. elegans (Blaxter et al., 1998). Díky tomu lze C. elegans využít 

jako heterologní systém pro funkční expresi genů H. contortus (Gilleard, 2004). Ve 

srovnání s C. elegans je však práce s H. contortus podstatně složitější i finančně 

nákladnější, avšak je třeba mít na zřeteli, že H. contortus je parazitickou hlísticí ve 

srovnání s volně žijící C. elegans. Řada fyziologických pochodů i námi studované 

mechanismy lékové rezistence se u parazitických a volně žijících hlístic mohou zásadně 

lišit. 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 3 - Vajíčka a L1 H. contortus  

(zdroj: foto Thuy Linh Zima) 

Obrázek 4 - Dospělci H. contortus 

(zdroj: foto Ivan Vokřál) 
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2.2 Anthelmintika 

Anthelmintika jsou léčiva působící proti parazitickým červům. Rozdělují se do několika 

skupin dle jejich struktury a mechanismu účinku, obecně se však jedná o přípravky 

s vermicidním či vermifugním účinkem. Vermicidní anthelmintika parazita přímo zabíjí, 

naopak vermifugní je pouze paralyzují a zjednodušují tak jejich vylučování z těla 

hostitele (Gasser and von Samson-Himmelstjerna, 2016).  

K dispozici je řada anthelmintik, ovšem stále rostoucí počet rezistentních jedinců 

významně omezuje jejich účinnost. Proto se stále častěji přistupuje k používání 

kombinace léčiv, což zajišťuje vyšší účinnost i vůči rezistentním kmenům a zároveň 

snižuje míru selekce (Playford et al., 2014).  

Existují různé strategie pro léčbu helmintózy. Nejběžnější je pravidelná anthelmintická 

terapie celého stáda. Tento postup však omezuje rozvoj imunity u hostitelů a zároveň 

podněcuje rozvoj rezistence u parazitů. Alternativním přístupem je cílená selektivní léčba 

pouze nakažených zvířat. Tato metoda je šetrnější, avšak složitě proveditelná z hlediska 

testování a léčení každého zvířete individuálně (Calvete et al., 2020; Kenyon and Jackson, 

2012). 

Ideální anthelmintikum je selektivně toxické pouze pro parazita, nikoliv hostitele, 

neindukuje rezistenci, je levné, efektivní, jednoduše použitelné a bezpečné pro životní 

prostředí. 

2.2.1 Mechanismus účinku 

Benzimidazoly (albendazol, flubendazol, mebendazol, fenbendazol atd.), 

imidazothiazoly (levamisol), makrocyklické laktony (ivermektin, doramektin, 

moxidektin), salicylanilidy (klosantel), tetrahydropyrimidiny (pyrantel, morantel) a 

deriváty aminoacetonitrilu (monepantel) jsou hlavní skupiny léčiv používané k léčbě 

helmintóz přežvýkavců, včetně haemonchózy. Účinnost většiny anthelmintik závisí na 

jejich afinitě k cílovým receptorům, ale také na farmakokinetických vlastnostech, které 

usnadňují dosažení účinných koncentrací léčiva v místě účinku (Thompson et al., 1993). 

Benzimidazoly vstoupily na trh od 60. let minulého století. Tato skupina léčiv zahrnuje 

většinu nejčastěji používaných anthelmintik k léčbě helmintóz u koní, přežvýkavců, ale i 

psů a koček (Bill, 1995). Jejich mechanismus účinku spočívá v navázání na strukturální 

protein β-tubulin a jeho následné rozvinutí. Tato abnormální struktura smyčky zabraňuje 

dalšímu přidávání α a β podjednotek tubulinu a následné polymeraci mikrotubulů. Tím 
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dochází k narušení funkce na buněčné úrovni, což má za následek poruchu dělení buněk, 

motility, buněčné sekrece, absorpce živin a intracelulární transport (McKellar and 

Jackson, 2004). Díky výrazné strukturální odlišnosti β-tubulinu hlístic oproti jiným 

organismům jsou léčiva ze skupiny benzimidazolů pro hostitelská zvířata bezpečná. Do 

těla parazitů se dostávají přes trávicí trakt, jelikož nemohou být absorbovány skrze 

kutikulu (Gasser and von Samson-Himmelstjerna, 2016). U přežvýkavců působí bachor 

jako rezervoár léčiv, která se rozpouští především ve slezu následkem nízkého pH 

(Lanusse and Prichard, 1993). Vzhledem k jejich dlouhodobému a častému používání je 

rezistence vůči benzimidazolům celosvětově rozšířena již řadu let (McKellar and 

Jackson, 2004). 

Makrocyklické laktony jsou vysoce účinná anthelmintika proti dospělým i larválním 

stádiím většiny gastrointestinálních a plicních hlístic. Prodloužená doba účinku je dána 

jejich lipofilní strukturou a setrváváním ve slizničních tkáních trávicího traktu (Martin, 

1997). Do těla parazita se vstřebávají skrze kutikulu a váží se na chloridové kanály. To 

způsobí ireverzibilní otevření těchto kanálů, depolarizaci buňky a paralýzu hltanu, tělní 

stěny a děložních svalů (Bill, 1995; Lubega and Prichard, 1991). Nervová soustava savců 

je před toxickými účinky makrocyklických laktonů částečně chráněna absencí 

specifických glutamát-chloridových kanálů a hematoencefalickou bariérou (Svobodová 

and Svoboda, 1995). 

Imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny sdílí stejný mechanismus účinku spočívající 

v aktivaci nikotin-acetylcholinových receptorů ve svalové stěně hlístic, což má za 

následek spastickou paralýzu a snadnější uvolnění dospělých parazitů z těla hostitele. 

Nejrozšířenější z této skupiny léčiv je levamisol, ačkoliv se v některých zemích spíše 

používá k odčervení ovcí morantel (Nielsen and Rasmussen, 1983). 

Jediným zástupcem skupiny amino-acetonitrilových derivátů je monepantel, který se na 

trh dostal v roce 2000. Jeho mechanismus účinku je zcela odlišný od ostatních 

anthelmintik a spočívá ve vazbě na nikotin-acetylcholinový receptor mptl-1, který je 

přítomen pouze u hlístic (Kaminsky et al., 2008). 

  



16 

 

2.3 Biotransformace xenobiotik  

Xenobiotika jsou cizorodé sloučeniny, které nemohou sloužit jako zdroj energie ani jako 

prekurzory pro další biomolekuly. Může se jednat o léčiva, toxiny, potravinářské přídatné 

látky, kontaminanty životního prostředí aj. Ve všech organismech se vyvinuly 

sofistikované detoxifikační systémy, zajišťující metabolismus potenciálně toxických 

xenobiotik (Anzenbacher and Anzenbacherova, 2008).  

Metabolismus xenobiotik zahrnuje jejich biotransformaci a transport. Obecně platí, že 

biotransformace probíhá ve dvou fázích. Reakce I. fáze (oxidace, redukce či hydrolýza) 

vedou většinou k připojení nebo odkrytí hydrofilní skupiny. Ve II. fázi podléhá původní 

parentní látka či její metabolity konjugačním reakcím s endogenními sloučeninami. 

Aktivní transport substrátů, metabolitů a konjugátů přes membrány, zajišťovaný 

proteinovými transportéry, je považován za III. fázi metabolismu xenobiotik. 

Metabolismus xenobiotik je katalyzován enzymy metabolizujícími xenobiotika (XME), 

jejichž výskyt a aktivita zásadně ovlivňují biologický účinek (žádoucí i nežádoucí) 

cizorodé látky (Bartikova et al., 2015). 

Hlístice disponují relativně velkým množstvím genů XME a tudíž jsou schopny tvořit 

vyšší počet metabolitů a rychleji metabolizovat xenobiotikum v porovnání s ostatními 

třídami helmintů (Matouskova et al., 2016). 

Mezi nejdůležitější enzymy zapojené do reakcí I. fáze patří cytochromy P450 (CYP). 

Jedná se o širokou nadrodinu hemoproteinů, které běžně katalyzují monooxygenaci, ale 

jsou také schopny působit jako peroxidázy či reduktázy. Flavinové monooxygenázy jsou 

podstatně méně zastoupenou skupinou XME preferující substráty obsahující atomy 

dusíku, síry a fosforu (Skalova et al., 2011). Alkoholy, aldehydy a ketony jsou často 

metabolizovány reduktázami/dehydrogenázami. Redukce je méně častá reakce než 

oxidace, ovšem pro některá xenobiotika může představovat hlavní metabolickou dráhu 

(Jez and Penning, 2001). UDP-glykosyltransferázy (UGT) a glutathion-S-transferázy 

(GST) představují hlavní konjugační enzymy II. fáze biotransformace. ABC transportéry 

zprostředkovávají přenos xenobiotik skrze lipidovou dvojvrstvu ven z buňky. Transportní 

proces je iniciován interakcí se substrátem, následovaný vazbou ATP, která vyvolává 

konformační změny vedoucí k přenosu substrátu. Nejvýznamnějším ABC transportérem 

z hlediska přenosu léčiv je P-glykoprotein (Linton and Higgins, 2007). 

V genomu H. contortus bylo zatím nalezeno 42 genů CYP, 70 genů SDR, 24 genů AKR. 

28 genů GST, 34 genů UGT a 46 genů ABC transportérů (Matouskova et al., 2016). 
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2.3.1 Cytochromy P450 

Cytochromy P450 (CYP) jsou velkou nadrodinou hemoproteinů nacházející se téměř ve 

všech živých organismech (Nelson et al., 1993). CYP katalyzují širokou škálu reakcí 

zahrnujících endogenní i exogenní substráty. Podílejí se na metabolismu cholesterolu, 

steroidních hormonů, vitamínů, mastných kyselin, eikosanoidů a žlučových kyselin, ale 

hrají i klíčovou roli v biotransformaci xenobiotik, včetně léčiv (Nelson et al., 1993; 

Skalova et al., 2011). Od roku 1989 jsou klasifikovány na základě podobnosti 

v aminokyselinové sekvenci. Proteiny s více než 40% identických sekvencí spadají do 

jedné rodiny a označují se první číslicí za zkratkou. Pokud je podobnost AMK sekvencí 

vyšší než 55%, řadí se do jedné podrodiny označované velkým písmenem. Poslední číslo 

v názvu udává konkrétní izoformu proteinu (Larigot et al., 2022). CYP jsou tvořeny 

apoproteinem a protoporfyrinem IX obsahujícím železo. Jejich monooxygenázová 

aktivita zajišťuje štěpení molekuly kyslíku a následnou vazbu jednoho atomu kyslíku na 

substrát a druhého do molekuly vody. Nezbytným účastníkem této reakce je NADPH-

CYP-reduktáza, v případě helmintů je kódována genem emb-8 (Hartman et al., 2021; 

McDonnell and Dang, 2013). Enzymy CYP napomáhají přeměně substrátu na více 

hydrofilní metabolit, ovšem v některých případech může dojít k tvorbě toxického, více 

reaktivního metabolitu (Guengerich, 2006). 

Genom C. elegans obsahuje geny pro nejméně 86 CYP, včetně čtyř 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 prokázány identické CYP, ovšem 

na rozdíl od C. elegans postrádá rozsáhlé duplikace těchto genů (Laing et al., 2015). 

Většina genů CYP je u H. contortus exprimována ve střevě. Vyšší aktivita těchto enzymů 

v larválních stádiích odráží jejich nezbytnou roli v detoxikaci exogenních látek 

z životního prostředí (Laing et al., 2015). 
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2.3.2 Reduktázy/dehydrogenázy 

Reduktázy jsou NAD(P)H-dependentní enzymy přítomné ve všech genomech, od 

jednoduchých mikroorganismů až po vyšší eukaryota (Barski et al., 2008; Persson et al., 

2009). Redukční biotransformace xenobiotik se obecně vyskytují méně často než 

oxidační, v případě ketonů, aldehydů, chinonů, nitrosloučenin, aminoxidů a sulfoxidů 

však mohou představovat hlavní metabolickou dráhu. Redukční enzymy karbonylových 

sloučenin můžeme klasifikovat do tří tříd: dehydrogenázy/reduktázy se středně dlouhým 

řetězcem (MDR), dehydrogenázy/reduktázy s krátkým řetězcem (SDR) a aldo-keto 

reduktázy (AKR) (Pallotto et al.; Penning, 2015). Enzymy SDR sdílejí společný 

sekvenční motiv definující vazebné místo kofaktoru (TGxxxGxG) a katalytickou tetrádu 

aminokyselin (Tyr, Lys, Asn, Ser), ovšem jejich celková podobnost je pouze 15-30 % 

(Persson et al., 2009). Místo vazby substrátu je vysoce variabilní, což umožňuje 

metabolismus široké škály substrátů včetně steroidů, alkoholů a aromatických sloučenin 

(Jornvall et al., 1995). AKR jsou monomerní rozpustné proteiny charakteristické nízkou 

substrátovou selektivitou a (β/α)8 soudkovým motivem (Barski et al., 2008). MDR je 

velká nadrodina enzymů, dále dělena do několika rodin. Nejvíce prozkoumána je rodina 

AKR, zodpovědná za detoxikaci alkoholů, aldehydů a žlučových kyselin (Jörnvall et al., 

2000; Marschall et al., 2000). Další rodiny reduktáz/dehydrogenáz zahrnují například 

polyoldehydrogenázy, chinonoxireduktázy, mitochondriální proteiny dýchacího řetězce, 

acetylkoenzym A-reduktázy a leukotrien B4-dehydrogenázy (Nordling et al., 2002). 

Většina redukčních enzymů je lokalizována v cytosolu, ale mohou se vyskytovat i 

v endoplazmatickém retikulu či membránách mitochondrií (Barski et al., 2008; 

Oppermann, 2007).  

V případě hlístic jsou informace o redukčních enzymech velmi omezené, přestože jsou 

prokazatelně zapojeny do metabolismu anthelmintik (Stuchlikova et al., 2018; Vokral et 

al., 2012). V subcelulárních frakcích H. contortus byla detekována reduktázová aktivita 

vůči několika modelovým substrátům (D-L-glyceraldehyd, daunorubicin, acenaftenol, 

metyrapon, oracin) (Cvilink et al., 2008) a schopnost dospělých hlístic redukovat 

anthelmintikum flubendazol (Stuchlikova et al., 2018). 

2.3.3 UDP-glykosyltransferázy 

Glykosyltransferázy (GT) jsou enzymy II. fáze biotransformace, které katalyzují přenos 

monosacharidových jednotek z nukleotidem aktivovaného donoru na specifické 
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akceptorové molekuly, čímž zvyšují jejich hydrofilitu a dostupnost pro efluxní 

transportéry (Hashimoto et al., 2009). Přestože jsou akceptory velmi různorodé, 

monosacharidy jsou obvykle vázané na nukleosidmonofosfát či nukleosiddifosfát (NDP), 

např. uridindifosfát (UDP), guanosindifosfát a cytidinmonofosfát (Thorsoe et al., 2005). 

U eukaryot se ve většině glykosylačních reakcí uplatňuje jako donor pouze 10 různých 

NDP-cukrů (např. UDP-glukuronová kyselina, UDP-glukóza, UDP-xylóza či UDP-N-

acetylglukosamin), kdežto u prokaryotických organismů jsou tyto donory mnohem 

rozmanitější (Thorson et al., 2001). Dosud byly GT klasifikovány do 92 rodin s více než 

50 000 geny kódujícími tyto enzymy izolované z různých rostlinných, živočišných, 

houbových a prokaryotických organismů (Malik and Black, 2012).  

UDP-glykosyltransferázy (UGT) tvoří více než 60% všech GT, které byly dosud 

charakterizovány (Hu and Walker, 2002). UGT obratlovců mají délku okolo 530 

aminokyselin, z toho minimálně 40% je sekvenčně identických (Osmani et al., 2009). 

Jedná se o proteiny skládající se z N-koncové domény, transmembránové části a 

C-koncové domény. Dle strukturního rozdělení se UGT řadí do skupiny GT-A, kde 

N-doména rozpoznává donor sacharidu a C-doména obsahuje vazebné místo pro akceptor 

nebo GT-B, kde je tomu právě naopak (Qasba et al., 2005).  

UGT jsou klíčové pro metabolismus velkého množství endogenních, ale i exogenních 

sloučenin, včetně toxinů a karcinogenů z životního prostředí, léčiv a složek potravy. 

Každý enzym UGT může konjugovat řadu různých sloučenin a zároveň mezi 

jednotlivými enzymy dochází ke značnému překryvu v substrátové selektivitě (Hu et al., 

2019). Zatímco u savců převládají reakce s UDP-glukuronovou kyselinou 

(glukuronidace), rostliny, bakterie a bezobratlí živočichové využívají spíše UDP-hexózu 

(např. UDP-glukózu) (Bock, 2016). Glykosylace je také hlavní deaktivační cestou 

benzimidazolových anthelmintik u C. elegans a H. contortus (Laing et al., 2010). 

Kvalitativní i kvantitativní rozdíly glykosylace ABZ a FLU byly pozorovány i mezi 

odlišným pohlavím H. contortus, což dokazuje sex-diferenci v expresi UGT (Stuchlikova 

et al., 2018). 
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2.3.4 P-glykoproteiny 

Přenašeče (transportní proteiny, transportéry) jsou membránově vázané proteiny 

umožňující přechod látek skrze lipidovou dvojvrstvu. Podle směru membránového 

transportu je můžeme dělit na přenašeče zajišťující vstup xenobiotika do buňky (např. 

OATP) a ty, které zajišťují aktivní eflux xenobiotika ven z buňky (ABC). ABC 

transportéry se nacházejí v buňkách všech organismů a z hlediska lékové rezistence jsou 

zkoumány nejvíce (Linton and Higgins, 2007). Výzkum transportů léčiv byl zaměřen 

především na P-glykoprotein (Pgp, ABCB1), nejlépe prostudovaný ABC transportér 

podílející se na metabolismu léčiv. První Pgp u helmintů byl identifikován 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). Pomocí specifických monoklonálních protilátek 

bylo možno lokalizovat tyto proteiny v tkáni helmintů. U H. contortus byl Pgp detekován 

převážně podél trávicího traktu, nejintenzivněji v hltanu a na začátku střeva (Smith and 

Prichard, 2002). Ve studii (Bartley et al., 2009) byla prokázána několikanásobně zvýšená 

citlivost k ivermektinu u L1 H. contortus pomocí inhibice Pgp. Tyto údaje mohou 

naznačovat ochranou funkci Pgp u vývojových stádií před expozicí xenobiotik 

z životního prostředí včetně anthelmintik. Řada studií poukázala na zvýšenou expresi 

genů Pgp i u dospělých jedinců H. contortus, převážně v kmeni rezistentním na 

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

Několik studií potvrdilo, že hlístice jsou schopny metabolizovat určité exogenní 

sloučeniny, včetně anthelmintik. Ne všechna dostupná anthelmintika však byla z tohoto 

pohledu studována a rovněž znalost velké části metabolických drah zůstává neúplná. 

Biotransformace albendazolu (ABZ) byla studována u několika helmintů, včetně 

H. contortus. V I. fázi byl ABZ metabolizován prostřednictvím S-oxidace na aktivní 

metabolit ABZ-sulfoxid (ABZ-SO, ricobendazol) a poté na neaktivní ABZ-sulfon (ABZ- 

SO2). Ve II. fázi byla u H. contortus i C. elegans zaznamenána pouze N-glykosidace 

ABZ, ABZ-SO i ABZ-SO2 (Laing et al., 2010; Stuchlikova et al., 2018; Vokrál et al., 

2013). 

 

Obrázek 5 - Metabolismus ABZ u H. contortus (Stuchlikova et al., 2018) 

 

Přestože se flubendazol (FLU) používá pouze k léčbě helmintóz monogastrických druhů 

zvířat, jeho účinek byl potvrzen i na H. contortus (Bartikova et al., 2010). Na rozdíl od 

několika metabolitů tvořených v I. fázi biotransformace FLU u ovcí byl při studiu 

biotransformace FLU u H. contortus nalezen jediný produkt I. fáze, redukovaný FLU 
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(FLU-R). FLU i FLU-R byl dále metabolizován N-glykosidací, O-glykosidací, O-

acetylací i metylací (Krizova et al., 2009; Stuchlikova et al., 2018; Vokral et al., 2012).  

Hydrolýza nitrilu byla u hlístic poprvé popsána při studiu biotransformace monepantelu 

(MOP). Kromě hydrolytických reakcí byla u H. contortus potvrzena také oxidace MOP. 

Na rozdíl od ovcí však H. contortus netvořil žádné metabolity II. fáze (Stuchlikova et al., 

2014).  

 

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

 

Zatímco výše zmíněná anthelmintika byla u hlístic biotransformována na řadu metabolitů, 

C. elegans ani H. contortus nejsou schopni metabolizovat ivermektin a klosantel (Laing 

et al., 2012; Rothwell and Sangster, 1997; Vokrál et al., 2013). 

Biotransformace anthelmintik u helmintů je obecně těžko předvídatelná. Navíc 

metabolismus těchto léčiv se může výrazně lišit i mezi jednotlivými druhy. U helmintů 

byly rovněž popsány některé typy biotransformačních reakcí (metylace FLU, glykosidace 

ABZ a FLU, hydrolýza MOP), které se nevyskytují u savčích hostitelů (Cvilink et al., 

2009; Stuchlikova et al., 2014; Vokral et al., 2012; Vokral et al., 2013). 
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2.5 Anthelmintická rezistence 

Anthelmintická rezistence je hlavní problém kontroly infekce parazitickými hlísticemi a 

významně omezuje živočišnou výrobu a zdraví zvířat v mnoha částech světa. 

Nejzávažnější situace je zejména na jižní polokouli, kde již není na některých 

jihoafrických a australských farmách chov ovcí možný (Sutherland and Scott, 2010; Van 

Wyk et al., 1989), ale rezistence na všechny skupiny anthelmintik byla zaznamenána 

v celé Evropě (Rose et al., 2015).  

Obecně je léková rezistence helmintů definována jako pokles účinnosti anthelmintik v 

populaci parazitů, která byla původně k léčivu citlivá (Sangster and Gill, 1999). Coles a 

jeho spolupracovníci definovali rezistenci dle kritérií Světové asociace pro rozvoj 

veterinární parazitologie (WAAVP) jako procentuální snížení počtu vajíček v trusu po 

léčbě anthelmintiky, které je <95% (Coles et al., 1992). Jelikož se ke stanovení 

rezistentních jedinců začaly používat i jiné testy, byla definice rozšířena o tzv. 

diskriminační dávku, což je dávka léčiva, která zabrání vylíhnutí 99% vajíček z původně 

citlivé populace (Coles et al., 2006). Toto stanovení však lze použít pouze pro 

anthelmintika s ovicidním účinkem. 

Dosavadní znalosti o faktorech, které mají vliv na vznik rezistence naznačují, že parazité 

s krátkým a přímým životním cyklem si vyvinou rezistenci na léčivo s větší 

pravděpodobností než parazité se složitějším životním cyklem, z důvodu environmentální 

selekce během jednotlivých fází (Sangster and Gill, 1999). Tato teorie platí i pro 

H. contortus, který prokázal vysokou schopnost vyvinout rezistenci vůči všem skupinám 

anthelmintik a v mnoha případech za méně než 10 let od jejich zavedení na trh. Byly 

zaznamenány i případy multirezistence na anthelmintika s různým mechanismem účinku 

(Lyndal-Murphy et al., 2014). Časný výskyt rezistence byl katalyzátorem mnoha 

výzkumů a H. contortus spolu se C. elegans se staly nejrozsáhleji studovanými hlísticemi 

z pohledu mechanismu rezistence (Gasser and von Samson-Himmelstjerna, 2016). 

Rezistence helmintů na anthelmintika je velkým celosvětovým problémem, proto je nutné 

identifikovat faktory a mechanismy jejího vzniku, aby bylo možné zachovat či alespoň 

prodloužit anthelmintickou účinnost u nově vyvinutých léčiv. 

Důvodů vzniku rezistence je několik. Mezi nejčastější patří nedodržení správné dávky 

léčiva a nereflektování vývojového cyklu parazita. K podání dávky nižší, než je 

terapeutická, dochází často v důsledku průměrování hmotnosti celého stáda, což mnohdy 

nereflektuje skutečnou hmotnost jednotlivců (Emery et al., 2016). Někdy se preventivně 
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používá dávka nižší, než je dávka doporučena k léčbě. Parazit je schopen tuto dávku 

přežít a začít tvořit obranné mechanismy (Svobodová and Svoboda, 1995). Také se 

většinou při léčbě nepočítá s rychlejším metabolismem léčiv u některých druhů zvířat, 

např. koz (Sangster and Gill, 1999). Nebezpečí příliš nízkých dávek léčiva také spočívá 

v podněcování k vyšší reprodukci parazita jakožto obranné reakce (Emery et al., 2016). 

Problémem stále zůstává i nadměrné vylučování léčiva a jeho metabolitů spolu s výkaly 

léčeného zvířete do prostředí, kde následně dochází k ovlivňování subletálními dávkami 

léčiva volně žijících vývojových stádií parazitů, která si postupně vyvíjí rezistenci. 

K tomu může přispívat i fakt, že mitochondriální DNA H. contortus podléhá vysoké míře 

mutací, které probíhají až 10x rychleji než u obratlovců (Blouin et al., 1995). 

2.5.1 Mechanismus 

Dosud objevené mechanismy rezistence, ať už specifické či nespecifické, zahrnují 

modifikaci cílového místa léčiva, snížení počtu cílových míst a zvýšený metabolismus či 

eflux léčiva podmíněný vyšší transkripcí genů biotransformačních enzymů (James et al., 

2009). 

Téměř všechny znalosti o možných mechanismech anthelmintické rezistence jsou 

založeny na studiu vybraných kandidátních genů. Většina experimentální práce je spojena 

s hledáním asociací fenotypu rezistentních kmenů s polymorfismy a změnou exprese 

těchto genů, čehož se může dosáhnout porovnáváním citlivé a rezistentní populace 

v terénu či umělou selekcí rezistence během experimentálních infekcí (Gilleard, 2006). 

Mezi nejvýznamnější objev se řadí nalezení mutace v oblastech β-tubulinu jakožto hlavní 

faktor rezistence hlístic na benzimidazoly. Substituce fenylalaninu za tyrosin na pozici 

200 (F200Y) je hlavním determinantem rezistence u H. contortus po celém světě. Tato 

změna aminokyselinové sekvence je výsledkem jednonukleotidového polymorfismu 

z TTC200 na TAC200, což má za následek sníženou afinitu β-tubulinu k benzimidazolům 

(Von Samson-Himmelstjerna et al., 2007). Vzácně se vyskytují mutace též na pozici 167 

(F167Y) a 198 (E198A) (Kotze et al., 2012). Příčinou ztráty citlivosti H. contortus na 

levamisol je delece v genu nikotin-acetylcholinového receptoru v genomové DNA. 

Mutace jsou známy i v genech podjednotky glutamátem řízeného chloridového kanálu 

(McCavera et al., 2009) a polymorfismy v genech P-glykoproteinů (Sangster and Gill, 

1999), což snižuje účinek makrocyklických laktonů. 
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Jiné studie potvrzují, že snížená citlivost H. contortus na levamisol a ivermektin je 

zapříčiněna sníženou transkripcí genů nikotin-acetylcholinového receptoru (Sarai et al., 

2014)  a genů kódujících receptory glc-3 a glc-5 (Williamson et al., 2011). 

Biotransformační enzymy a transportéry xenobiotik do určité míry chrání parazity před 

toxickými účinky anthelmintik a indukce XME může představovat výhodnou obrannou 

strategii (Robinson et al., 2004). Obrannou reakcí zapříčiněnou opakovaným 

vystavováním xenobiotikům může být zvýšení exprese genů XME. Zvýšená aktivita 

XME vede k omezenému vstřebávání, rychlejší deaktivaci a usnadnění vylučování 

anthelmintik, což se může projevit zvýšenou tolerancí na léčivo (Bartikova et al., 2015). 

Zvýšenou expresi vybraných UGT a Pgp u rezistentního kmene H. contortus v porovnání 

s citlivým kmenem potvrdilo několik studií (Janssen et al., 2015; Matouskova et al., 2018; 

Xu et al., 1998). U rezistentních kmenů H. contotus bylo také pozorováno vyšší množství 

metabolitů některých anthelmintik, konkrétně albendazolu a flubendazolu (Stuchlikova 

et al., 2018; Vokral et al., 2012; Vokral et al., 2013). Souvislost zvýšené exprese 

biotransformačních enzymů s rezistencí jasně ukazuje indukce exprese genů UGT po 

expozici C. elegans albendazolu, mebendazolu, thiabendazolu a oxfendazolu, kdy 

nadměrná exprese ugt22 několikanásobně zvýšila IC50 těchto léčiv (Fontaine and Choe, 

2018).  

Bohužel, objasnění mechanismů rezistence u H. contortus a dalších parazitů komplikují 

odlišnosti mezi laboratorními kmeny a terénními izoláty. Také vliv selekčního tlaku 

vyvíjeného na červy v různých chovech, zapříčiněný odlišnými strategiemi odčervování 

či podmínkami prostředí mohou způsobit, že rezistence vůči jednotlivým třídám léčiv 

zahrnuje různé genetické změny, které se nepromítnou do všech izolátů (Chaudhry et al., 

2015). 

2.5.2 Prevence 

Pravidelné preventivní podávání anthelmintik vede ke stále většímu rozvoji rezistence na 

léčiva a snižování přirozené imunity hostitelských zvířat. Prevence vzniku rezistence na 

anthelmintika zahrnuje několik klíčových strategií, která by mohla pomoci udržet 

účinnost těchto léčiv a ochránit zdraví hospodářských zvířat. 

Po celém světě jsou ovce chovány převážně ve venkovních výbězích, kde se pravidelně 

setkávají s infekčními larvami gastrointestinálních parazitů. Za účelem minimalizovat 

tento kontakt, byla zavedena strategie rotační pastvy. Princip spočívá ve střídání více 
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pastvin, kdy některé jsou intenzivně využívány zvířaty a jiné ponechány v klidu. 

Výsledkem je přerušení životního cyklu parazita, snížení dostupnosti hostitelských zvířat 

a následné snížení počtu infekčních larev na pastvě. Další výhodou je méně častý kontakt 

parazita s léčivem, což napomáhá snížení selekčního tlaku na vývoj rezistence. Bohužel, 

tato strategie není příliš úspěšná v zemích mírného pásu, jelikož klimatické podmínky 

umožňují dlouhodobé přežití infekčních larev (Eysker et al., 2005). 

Preventivní vyšetřování trusu podporuje cílené použití anthelmintik a omezuje jejich 

nadměrné užívání. Také přesná diagnostika a určení druhu parazita napomáhá k cílené 

léčbě. Tato opatření jsou ovšem velmi nákladná a vyžadují spolupráci odborníka. 

K likvidaci vývojových stádií hlístic je vhodné využít i fyzikální metody zahrnující 

extrémní teploty, sucho a přímé sluneční záření. Jelikož jsou vajíčka chráněna pevnou 

stěnou, není chemická desinfekce až tak účinná (Ballweber, 2001).  

Nezbytnou součástí kontrolních strategií je poskytování vyvážené, nutričně bohaté stravy, 

zejména u březích samic a jehňat. Bylo prokázáno, že strava doplněná o vysoký obsah 

bílkovin a aminokyselin posiluje imunitní systém a snižuje osídlení parazity (Rocha et 

al., 2011; Sakkas et al., 2013). 

Střídání různých tříd anthelmintik a aplikace plné terapeutické dávky účinně předchází 

adaptaci parazitů na konkrétní léčivo a snížení rizika vzniku rezistence. 

Šlechtění odolných plemen ovcí je dlouhodobou strategií, která může pomoci snížit 

výskyt gastroinstestinálních hlístic. Geneticky odolná plemena jsou méně náchylná 

k infekcím a nevyžadují tak časté ošetření anthelmintiky (Bishop, 2012). 

Také byla provedena řada studií ohledně možnosti biologické kontroly H. contortus. 

Larvicidní účinky byly popsány u toxinů Bacillus thuringiensis (AP et al., 2016) a spór 

Bacollis circulans (Sinott et al., 2016). Nematocidní účinek byl prokázán u metabolitů 

některých hub (Liu et al., 2020). Ke snížení počtu vajíček v trusu také přispělo spásání 

luštěniny Sericea lepedeza (Dykes et al., 2019). 

Kombinace výše zmíněných opatření může významně přispět k prevenci vzniku 

rezistence na anthelmintika a zajistit dlouhodobou efektivitu kontroly gastrointestinálních 

infekcí u hospodářských zvířat. 
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3 CÍLE PRÁCE 

 

Hlavním cílem této práce bylo rozšířit poznatky o mechanismu lékové rezistence 

u parazitické hlístice H. contortus se zaměřením na analýzu konstitutivní exprese 

vybraných enzymů metabolizujících xenobiotika během životního cyklu a porovnání 

změn v expresi mezi kmeny s odlišnou úrovní rezistence a po kontaktu s vybranými 

anthelmintiky. 

 

Dílčí cíle práce byly: 

 

Zhodnocení změn v expresi vybraných UGT, CYP a Pgp u dospělců a v případě UGT i 

volně žijících stádií po inkubaci se subletálními dávkami ABZ a ABZ-SO 

 

Analýza konstitutivní exprese genů UDP-glykosyltransferáz (UGT) u volně žijících stádií 

a porovnání exprese mezi kmeny ISE a IRE 

 

Identifikace genů dehydrogenáz/reduktáz s krátkým řetězcem (SDR) a aldo-keto reduktáz 

(AKR) v genomu H. contortus, analýza konstitutivní exprese vybraných AKR u volně 

žijících i parazitických stádií a zhodnocení změn v expresi mezi kmenem citlivým (ISE) 

a rezistentním na anthelmintika (IRE).  

 

Ověření schopnosti volně žijících stádií redukovat FLU a porovnání tvorby hlavního 

metabolitu FLU-R mezi kmenem ISE a IRE. 

 

Zhodnocení změn v expresi AKR po kontaktu dospělců se subletálními dávkami 

flubendazolu (FLU) 

 

Ověření intragenerační a intergenerační stability změn v expresi genů UGT a Pgp 

vyvolanými expozicí larev ABZ během vývoje 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 Změny v expresi vybraných biotransformačních enzymů 

H. contortus po kontaktu s anthelmintikem 

Kellerová, P., Stuchlíková L.R., Matoušková, P., Štěrbová, K., Lamka, J., Navrátilová, 

M., Vokřál, I., Szotáková, B., Skálová, L. Sub-lethal doses of albendazole induce drug 

metabolizing enzymes and increase albendazole deactivation in Haemonchus contortus 

adults. Vet Res 51, 94 (2020) 

 

Biotransformační enzymy a lékové transportéry do určité míry chrání parazity před 

toxickými účinky anthelmintik. Zvýšení exprese a aktivit XME tak může představovat 

výhodnou obrannou strategii (Robinson et al., 2004). Hlístice mají mnohem vyšší počet 

genů XME než ostatní třídy helmintů (Stuchlikova et al., 2014). Díky tomu jsou schopny 

účinně metabolizovat mnoho anthelmintik (Stuchlikova et al., 2014; Vokral et al., 2013). 

Předchozí studie prokázaly vyšší expresi genů XME a schopnost rezistentních kmenů 

H. contortus tvořit více neaktivních metabolitů léčiva než citlivý kmen (Stuchlikova et 

al., 2018; Vokral et al., 2012; Vokral et al., 2013).  

Předpokládali jsme, že při kontaktu dospělých H. contortus se subletálními dávkami 

léčiva (ke kterému např. dochází při nesprávné léčbě) by mohlo dojí ke změně v expresi 

XME. Tato studie byla navržena tak, aby ověřila účinek subletálních dávek anthelmintika 

albendazolu (ABZ) a jeho aktivního metabolitu ABZ-sulfoxidu (ABZ-SO) na expresi 

CYP, UGT a Pgp dospělých jedinců H. contortus ex vivo. Také byla testována hypotéza, 

zda zvýšená exprese vybraných XME zlepší schopnost deaktivace ABZ během následné 

expozice. 

Po expozici dospělců H. contortus subletálním dávkám ABZ došlo k významné změně 

exprese u tří CYP (cyp2, cyp3 a cyp7). Subletální dávky ABZ-SO ovlivnily expresi 

většího množství genů CYP, indukční účinek byl však mírný a ve většině případů pouze 

při vyšší koncentraci. Výsledky odpovídají studii s ivermektinem, ve které byla 

pozorována vyšší exprese cyp3 a cyp7 po expozici dospělců ivermektinem (Kellerova et 

al., 2019). ABZ-SO indukoval zcela jiné geny, pravděpodobně kvůli vyšší hydrofilitě. 

Jako nejzajímavější kandidáti z rodiny UGT se jeví ugt367A1 samic a ugt26A2 samců, 

jelikož po kontaktu s ABZ ve všech koncentracích došlo k signifikantnímu zvýšení jejich 

exprese. Po inkubaci s ABZ-SO byla nejvýraznější indukce ugt10b1. Dále expozice ABZ 
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a ABZ-SO ovlivnila transkripční hladiny šesti z osmi transportních genů Pgp, ovšem 

změny exprese Pgp vyvolané ivermektinem jsou značně výraznější (Peachey et al., 2017; 

Turnbull et al., 2018). Na druhou stranu, i když ABZ není považován za substrát či 

inhibitor Pgp, tato studie ukazuje indukovatelnost několika členů této třídy po kontaktu s 

ABZ. Kromě toho byl v další části studie prokázán významný nárůst efluxu osmi 

metabolitů ABZ po cílené indukci genů XME. Tyto výsledky podporují hypotézu, že 

enzymy Pgp hrají významnou roli v rezistenci H. contortus, a to nejen v souvislosti s 

ivermektinem.  

S cílem zjistit, zda předchozí indukce ovlivňuje schopnost deaktivovat ABZ během 

následné expozice, byl metabolismus ABZ porovnán u kontrolních vzorků a u 

H. contortus preinkubovaných se subletální dávkou ABZ. UHPLC/MS analýza odhalila 

dvacet metabolitů ABZ u preinkubovaných dospělců, zatímco u neovlivněných jedinců 

bylo detekováno pouze devět metabolitů. Předchozí kontakt se subletálními dávkami 

rovněž vedl ke kvantitativními nárůstu některých metabolitů, hlavně glykosidů. Tyto 

výsledky jsou v korelaci s výsledky transkripční analýzy, nicméně hodnocení rolí 

jednotlivých enzymů v metabolismu ABZ vyžaduje další zkoumání.  

Závěrem lze konstatovat, že kontakt dospělých jedinců H. contortus se subletálními 

dávkami ABZ vedl k indukci zejména UGT a v menší míře CYP a Pgp. Tato indukce 

zlepšila schopnost deaktivovat ABZ v následné expozici prostřednictvím zvýšené tvorby 

neaktivních metabolitů a jejich exportu z těla parazita. To by mohl být způsob, jak kontakt 

se subletálními dávkami léčiva pomáhá parazitům přežít následnou farmakoterapii. 
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4.2 Konstitutivní exprese UDP-glykosyltransferáz u volně 

žijících stádií H. contortus 

 

Kellerová, P., Navrátilová, M., Nguyen, T.L., Dimunová, D., Stuchlíková, L.R., 

Štěrbová, K., Skálová. L., Matoušková. P. UDP-Glycosyltransferases and Albendazole 

Metabolism in Juvenile Stages of Haemonchus contortus. Front Physiol 11, 594116 

(2020) 

 

Významná úloha UGT v biotransformaci ABZ u H. contortus byla v předešlých studiích 

dobře popsána u dospělých stádií (Kellerova et al., 2020b), chyběly ovšem informace o 

expresi UGT volně žijících stádií H. contortus a jejich roli v metabolismu ABZ. I volně 

žijící stádia H. contortus se dostávají do kontaktu s ABZ a jeho metabolity. Zvíře léčené 

ABZ vylučuje se svými exkrementy hlavně ABZ a ABZ-SO do prostředí (Prchal et al., 

2016), které jsou poměrně perzistentní a zůstávají na pastvině po dlouhou dobu (Porto et 

al., 2021). Pokud je léčivy ošetřené zvíře ponecháno na pastvě, mohou se volně žijící 

stádia parazitů snadno dostat do kontaktu se subletálními dávkami léčiva a jeho 

metabolitů, což může přispět k postupnému navykání a rozvoji rezistence.  

Tato studie se zaměřila na expresi UGT a metabolismus ABZ a ABZ-SO ve vajíčkách, 

L1 a L3 H. contortus. Také byla porovnána tvorba metabolitů ABZ a vybraných 

transkriptů UGT mezi citlivým a rezistentním kmenem. Na závěr byla studována 

indukovatelnost jednotlivých UGT expozicí juvenilních stádiích ABZ a ABZ-SO .  

Byla zjištěna vysoká variabilita transkripční úrovně UGT isoforem mezi jednotlivými 

stádii, což ukazuje, že UGT mají v každé životní fázi jinou funkci. Překvapivě bylo devět 

UGT nejvíce exprimováno ve vajíčkách. Vzhledem ke skutečnosti, že vajíčka nepřijímají 

žádné exogenní látky, se transkripční aktivita zaměřuje především na vývoj (Laing et al., 

2016). Deset UGT bylo exprimováno ve stádiu L1 a konkrétně ugt365a1 mělo 

několikanásobně vyšší úroveň exprese v L3 oproti jiným stádiím. Ve srovnání s dospělci, 

většina UGT vykazovala vyšší hladiny exprese v juvenilních stádiích oproti dospělcům 

(Matouskova et al., 2018).  

Pro posouzení změn souvisejících s rezistencí byly porovnány hladiny vybraných UGT 

mezi citlivým kmenem a dvěma rezistentními kmeny H. contortus. U ugt368b2, které 

vykazovalo rozdíl mezi citlivým a oba rezistentními geny dospělců, byla zaznamenána 

vyšší exprese u obou rezistentních kmenů i v případě L1 a L3 (Matouskova et al., 2018). 
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Mohlo by se tak jednat o vhodného kandidáta pro další studie z hlediska rezistence na 

anthelmintika. Indukovatelnost UGT subletálními dávkami ABZ nebo ABZ-SO nebyla u 

volně žijících stádií prokázána. Biotransformační studie ABZ a ABZ-SO ukázala, že 

nejdominantnějším procesem v juvenilních stádiích byla S-oxidace, přičemž ABZ byl 

metabolizován na ABZ-SO a dále na ABZ-SO2. V případě glykosidace bylo 

zaznamenáno několik ABZ-glykosidů a ABZ-SO glykosidů, což prokázalo účast UGT na 

detoxikaci ABZ ve vajíčkách a larvách obdobně jako v dospělcích (Stuchlikova et al., 

2018). V porovnání počtu metabolitů mezi kmeny byly v kmeni ISE detekovány pouze 

tři glykosidované metabolity, zatímco v kmeni IRE jich bylo nalezeno šest. Toto zjištění 

koreluje se studií biotransformace ABZ v dospělých stádiích (Stuchlikova et al., 2018).  

UGT se ukázaly jako důležité enzymy pro detoxikaci ABZ i ve volně žijících stádií a 

pozorované rozdíly mezi citlivým a rezistentním kmenem podporují jejich další výzkum 

z hlediska možné účasti těchto enzymů na rezistenci.  
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4.3 Identifikace a charakterizace dehydrogenáz/reduktáz 

s krátkým řetězcem (SDR) v genomu H. contortus 

 

Štěrbová, K., Rychlá, N., Matoušková, P., Skálová, L., Stuchlíková L.R. Short-chain 

dehydrogenases in Haemonchus contortus: changes during life cycle and in relation to 

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

 

Úspěšný boj proti gastrointestinálním parazitům a předcházení rezistence na léčiva 

vyžaduje hlubší znalosti jejich fyziologie a biochemických drah. Přestože enzymy SDR 

regulují aktivitu mnoha endogenních sloučenin a podílejí se na deaktivaci různých léčiv 

a dalších xenobiotik v mnoha organismech, informace o této rodině enzymů v hlísticích 

byly velmi omezené (Matouskova et al., 2016). Proto bylo cílem této studie 

charakterizovat rodinu SDR v modelové parazitické hlístici H. contortus. 

V genomu H. contortus byly nalezeny předpokládané geny SDR a provedena 

fylogenetická analýza s porovnáním SDR u volně žijící hlístice C. elegans a hostitele 

ovce domácí. Dále byla porovnána konstitutivní exprese vybraných genů SDR 

H. contortus v průběhu životního cyklu a mezi kmenem citlivým (ISE) a rezistentním 

(IRE) na léčiva.  

Na základě sekvence AMK bylo v genomu H. contortus nalezeno 46 členů rodiny SDR. 

Kromě sedmi se u všech Hco_SDR vyskytoval typický motiv vazebného místa kofaktoru 

(TGxxxGxG). Výjimku tvořily SDR3 a HCON_00146780, ve kterých byl první glycin 

nahrazen alaninem, jako je tomu v případě homologu DHS-13 C. elegans a DHRS4 ovcí. 

Tyto homology jsou pravděpodobně zapojeny do metabolismu aromatických 

karbonylových sloučenin (Kisiela et al., 2018). Motiv SDR7 je typický pro širší rodinu 

SDR epimeráz a hydráz a odpovídá homologu ovce a člověka HTATIP2. Fylogenetická 

analýza odhalila několik skupin zmnožených homologních genů H. contortus, což by 

mohlo poukazovat na specifické role SDR v konkrétním organismu. Většina genů SDR 

byla lokalizována na chromozomu 4, u kterého byla již dříve prokázána vysoká rychlost 

rekombinace (Doyle et al., 2018) a vyskytuje se zde i většina UDP-glykosyltransferáz 

(Matouskova et al., 2018). Pro podrobnější analýzu bylo vybráno 23 SDR, které byly 

z důvodu dosud neexistující nomenklatury pojmenovány sdr1 – sdr23. Relativní exprese 

se jak mezi jednotlivými vývojovými stádii, tak i mezi jednotlivými SDR významně lišila.  
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Ve vajíčkách byla zvýšena transkripce sdr6, sdr14 a sdr18, zatímco sdr1, sdr3 a sdr18 

dominovaly v larválních stádiích. U dospělých jedinců obou pohlaví vykazovaly nejvyšší 

expresi sdr3, sdr5 a sdr18, přičemž sdr5 byl více exprimován v dospělých samcích oproti 

všem juvenilním stádiím. Celkově většina SDR vykazovala nejvyšší úroveň exprese ve 

volně žijících larvách, což naznačuje důležitou funkci těchto enzymů v obranně proti 

potenciálně škodlivým xenobiotikům přítomným v životním prostředí. Rozdíly v expresi 

byly pozorovány i mezi jednotlivými larválními stádii, proto se domníváme, že význam 

a funkce jednotlivým SDR se významně odlišuje i v průběhu vývoje larev. Dospělí 

parazitující jedinci se naopak musí vypořádat s obranným imunitním systémem hostitele 

a anaerobními podmínkami v bachoru. Lze předpokládat, že enzymy SDR se na těchto 

procesech také podílejí.  

S cílem zhodnotit vztah mezi SDR a lékovou rezistencí H. contortus byla relativní 

exprese SDR porovnána i mezi kmenem ISE a IRE. Ve vajíčkách a L1 kmene 

rezistentního kmene byla signifikantní vyšší exprese genů sdr1, sdr12, sdr13, sdr16 a 

sdr21, u samců navíc sdr18 a sdr23. Překvapivě, u vývojových stádií L3 a xL3 byla 

většina SDR snížena ve srovnání s citlivým kmenem. Důvodem může být schopnost 

infekčních larválních stádií v nepříznivých podmínkách pozastavit aktivitu a snížit 

transkripci genů pro některé metabolické procesy (Barger, 1999; Laing et al., 2016). 

Předpokládáme, že enzymy rodiny SDR jsou zapojeny do lékové rezistence, i vzhledem 

k dříve zjištěné schopnosti rezistentního kmene účinněji redukovat anthelmintikum 

flubendazol (Stuchlikova et al., 2018). 

Tato studie rozšířila dosavadní informace o enzymech z rodiny SDR u H. contortus a 

poukazuje na potřebu dalšího zkoumání těchto enzymů, jelikož by mohly sloužit jako 

potenciální cíl nových anthelmintik a hrát roli v rezistenci na vybraná anthelmintika 

s karbonylovou skupinou.  
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4.4 Změny v redukci flubendazolu během životního cyklu 

H. contortus 

 

Rychlá, N., Navrátilová, M., Kohoutová, E., Stuchlíková, L.R., Štěrbová, K., Krátký, J., 

Matoušková, P., Szotáková, B., Skálová, 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 katalyzující redukci sloučenin obsahující karbonylovou 

skupinu ve všech organismech, včetně helmintů. Předchozí studie prokázaly důležitou 

roli těchto enzymů při deaktivaci řady léčiv, např. flubendazolu či mebendazolu 

(Malatkova and Wsol, 2014; Raisova Stuchlikova et al., 2018; Stuchlikova et al., 2018; 

Vokral et al., 2012). Až doposud byla redukce FLU studována pouze v dospělých stádií 

H. contortus a informace, zda jsou volně žijící stádia schopna deaktivace anthelmintik 

prostřednictvím karbonylové redukce nebyla známa. Přestože jsou tato léčiva zaměřena 

na parazitická stádia, vajíčka a larvy mohou přijít do kontaktu s FLU vyloučeným spolu 

s trusem léčených zvířat do prostředí a vyvinout si tak ochranné mechanismy.  

Pro doplnění těchto informací byla v této studii zjišťována schopnost volně žijících stádií 

H. contortus redukovat FLU a porovnána tvorba hlavního metabolitu FLU-R u citlivého 

a rezistentního kmene. Jelikož inhibice enzymů zodpovědných za deaktivaci FLU by 

mohla zvýšit jeho anthelmintickou účinnost, byl hodnocen účinek vybraných inhibitorů 

na redukci FLU v subcelulárních frakcích H. contortus in vitro a izolovaných dospělců 

ex vivo. 

Přestože získané výsledky potvrdily schopnost všech vývojových stádií H. contortus 

redukovat FLU, bylo vytvořené množství tohoto metabolitu velmi malé. Oproti vajíčkům 

larvy redukovaly FLU účinněji, i když nejvyšší produkce FLU-R byla naměřena u 

dospělců. Samice redukovaly FLU více než samci a u dospělců rezistentního kmene bylo 

nalezeno více FLU-R než u kmene citlivého. Nejvyšší rozdíl v redukci FLU mezi kmeny 

byl zaznamenán u larev, u kterých došlo k 7krát vyšší tvorbě FLU-R u rezistentního 

kmene oproti kmeni citlivému. Na druhou stranu, u vajíček byla pozorována vyšší 

produkce FLU-R u citlivého kmene, ovšem deaktivace léčiva byla tak nízká, že se 

nemohlo jednat o obranný mechanismus. Dále bylo testováno několik možných 

inhibitorů, které mohou omezit redukci FLU u dospělých jedinců H. contortus a zvýšit 
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tak jeho účinek. Výsledky in vitro ukázaly výrazný inhibiční účinek naringeninu a 

menadionu, inhibitorů lidské karbonylreduktázy 1 (Arai et al., 2015; Shi and Di, 2017). 

Vzhledem k tomu, že rozsah inhibice byl téměř stejný u ISE i IRE, lze předpokládat, že 

inhibovaný enzym je podobně exprimován v obou kmenech. Kyselina glycyrrhetinová, 

inhibitor hydroxysteroiddehydrogenáz (Itoda et al., 2002), a mebendazol, strukturně 

podobný FLU, inhibovaly redukci FLU pouze u kmene ISE, což by mohlo naznačovat 

schopnost kmene IRE nahradit inhibované enzymy jiným enzymem. Oproti výsledků in 

vitro inhibiční účinky naringeninu a mebendazolu nebyly pozorovány ex vivo u 

izolovaných dospělců H. contortus. Rozdílné výsledky mohly být způsobeny vyšší 

hydrofilitou inhibitorů než FLU. Jedinou testovanou sloučeninou snižující tvorbu FLU-R 

ex vivo byl menadion, který byl ale zároveň pro H. contortus velmi toxický. Je tedy 

pravděpodobné, že snížené množství FLU-R bylo způsobeno úmrtím hlístic spíše než 

inhibicí enzymů.  

Výsledky této studie potvrdily schopnost volně žijících stádií deaktivovat FLU 

prostřednictvím redukce karbonylové skupiny. Larvy a dospělé samice rezistentního 

kmene redukují FLU účinněji v porovnání s citlivým kmenem.  
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4.5 Identifikace a charakterizace aldo-ketoreduktáz (AKR) 

v genomu H. contortus 

 

Štěrbová, K., Stuchlíková, L.R., Rychlá, N., Kohoutová, K., Babičková, M., Skálová, L., 

Matoušková, 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 důvodu rozvoje rezistence na léčbu u gastrointestinálních hlístic se stále více do popředí 

výzkumu dostává hledání nových molekulárních cílů a studium mechanismů rezistence. 

Mezi dosud objevené mechanismy rezistence patří i zvýšený metabolismus či eflux léčiva 

podmíněný vyšší transkripcí genů biotransformačních enzymů (James et al., 2009). 

Předchozí studie byly zaměřeny na enzymy CYP, UGT, Pgp a SDR (Kellerova et al., 

2019; Kellerova et al., 2020a; Sterbova et al., 2023). Tato studie byla zaměřena na rodinu 

enzymů AKR u H. contortus, o kterých nebyly dostupné téměř žádné informace. AKR 

jsou důležitými enzymy v metabolismu endogenních látek, ale přeměňují i širokou škálu 

xenobiotických substrátů, včetně léčiv. 

V genomu H. contortus bylo nalezeno 22 domnělých genů AKR, které byly dále 

zkoumány z hlediska fylogeneze a porovnány s volně žijící hlísticí C. elegans, ovčími a 

lidskými AKR. Byla změřena relativní konstitutivní exprese všech 22 kandidátních genů 

a porovnána mezi jednotlivými vývojovými stádii H. contortus. Také byla srovnána 

úroveň exprese jednotlivých AKR v citlivém kmeni a kmeni rezistentním na léčiva a 

ověřena indukovatelnost těchto genů expozicí dospělých stádií s FLU, jelikož se enzymy 

AKR mohou podílet na deaktivaci anthelmintik nesoucích karbonylové skupiny 

(flubendazol, mebendazol) a přispívat tak k rezistenci. 

Sekvenování genomu H. contortus odhalilo 22 členů rodiny AKR. Specifická doména 

byla potvrzena ve všech sekvencích, přičemž klasická katalytická tetráda DYKH byla 

rozpoznána v 17 z nich. V porovnání se savci jsou Hco_AKR fylogeneticky velmi 

vzdáleny, přičemž nejblíže si jsou AKR11 se savčími AKR6A a AKR7A. Distribuce genů 

AKR mezi chromozomy H. contortus je značně nerovnoměrná a nejvíce jich je 

umístěných na chromozomu 1. Exprese genů akr1, akr3 a akr10 byla nejvyšší, většina 

ostatních AKR byla exprimována pouze minimálně. Na rozdíl od SDR, které vykazovaly 

nejvyšší expresi ve volně žijících larvách (Sterbova et al., 2023), jsou AKR exprimovány 
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především v dospělých parazitických stádiích. Většina AKR v L3 a xL3 kmene IRE měla 

sníženou expresi ve srovnání s ISE kmenem, což je v souladu s předchozími výsledky 

enzymů SDR. V dospělých jedincích byly signifikantně zvýšeny akr17 a akr19 v obou 

pohlavích kmene IRE oproti kmeni ISE. Indukce genů AKR po kontaktu s FLU byla 

pozorována pouze u akr9, akr15 a akr19.  

Jako vhodný kandidát z rodiny AKR jakožto cílové místo léčiva či inhibitoru se zdá být 

AKR5, jelikož vykazuje relativně vysokou expresi v dospělých jedincích a je poměrně 

vzdálený od AKR ovcí. AKR10 má nejvyšší expresi po dobu celého životního cyklu 

H. contortus, je též fylogeneticky vzdálen od AKR savců a odpovídá jednomu 

homologu C. elegans. AKR19 vykazovala vyšší konstitutivní expresi v rezistentním 

kmeni a jeho indukovatelnost u samic citlivého kmene může naznačovat účast na 

metabolismu FLU. Všechny tyto charakteristiky činí AKR5, AKR10, AKR17 a AKR19 

významnými pro další studie z hlediska možných cílů léčby a jejich role v rezistenci. 
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4.6 Intragenerační a intergenerační stabilita změn v expresi 

vybraných enzymů 

 

Štěrbová, K., Nguyen, T.L., Žofka, M., Matoušková, P., Skálová, 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 revizním řízení 

 

V předchozích studiích byla prokázána cirkulace ABZ z trusu léčených ovcí do půdy 

(Navratilova et al., 2021). Také je známo, že kontakt parazitické hlístice H. contortus se 

subletálními koncentracemi ABZ vede ke změně exprese a aktivity několika UGT a Pgp 

(Kellerova et al., 2020a; Kellerova et al., 2020b). Tyto výsledky jasně ukazují, že stopové 

koncentrace ABZ a jeho metabolitů jsou v životním prostředí přítomny a ovlivňují 

expresi enzymů metabolizujících xenobiotika, včetně anthelmintik. Nicméně chybí 

informace, zda změny v expresi vybraných enzymů přetrvávají během životního cyklu 

hlístic a zda se promítnou v další generaci. 

V této studii simulující environmentální expozici byla volně žijící stádia H. contortus 

vystavena subletální dávce ABZ během vývoje do L3. Tyto L3 dále sloužily k infekci 

jehňat a zisku dospělců. Exkrementy infikovaných jehňat byly použity pro kultivaci druhé 

generace L3, které byly během vývoje znovu vystaveny účinkům ABZ. Následně byla 

analyzována exprese vybraných UGT a Pgp v první a druhé generaci L3 a také u 

dospělých jedinců.  

Předchozí studie potvrdily vyšší expresi genů ugt26a2 a ugt368b1 v rezistentním kmeni 

H. contortus a jejich indukovatelnost ABZ (Kellerova et al., 2020b; Matouskova et al., 

2018). V této studii kontakt se subletálními dávkami ABZ indukoval expresi ugt26a2, 

ugt368b1 a naopak snížil expresi ugt365a1 v L3. Tyto změny byly zachovány i do druhé 

generace L3, přestože nebyly znovu vystaveny ABZ, což naznačuje mezigenerační 

přetrvávání některých změn v expresi genů XME. Expozice larev ABZ indukovala geny 

ugt365a1 a ugt371a1 v dospělých stádiích H. contortus a následný kontakt druhé 

generace L3 s ABZ indukovatelnost potvrdil.  Exprese genů ugt24b1, ugt368a1, pgp11 a 

pgp13 byla snížena v L3, které byly během vývoje vystaveny ABZ. Tři z těchto změn 

(ugt24b1, ugt368a1, pgp11) byly zachovány do dospělosti, zatímco snížená exprese 

pgp13 byla přenesena do další generace L3. Překvapivě exprese ugt24b1 byla v tomto 
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případě několikanásobně zvýšena. Opakovaný kontakt druhé generace L3 s ABZ opět 

snížil expresi všech zmíněných genů. Vyšší exprese ugt24b1 a ugt368a1 v rezistentním 

kmeni H. contortus byla pozorována ve studii (Matouskova et al., 2018). Zajímavé změny 

byly pozorovány také v případě ugt365b5 a ugt368a2. Jejich relativní exprese byla 

snížena u dospělých jedinců po kontaktu s ABZ během vývoje, ale naopak zvýšena 

v druhé generaci L3, které nebyly vystaveny léčivu. Kromě toho opakovaná expozice 

druhé generace L3 snížila expresi těchto genů.  

Všechny uvedené výsledky prokazují, že vystavení volně žijících stádií H. contortus 

subletálním dávkám ABZ z prostředí vyvolává změny v expresi ugt a pgp genů, přičemž 

některé z těchto změn jsou stabilní během cyklu hlístic a přenášejí se do další generace. 

Tato studie zdůrazňuje význam konceptu střídání pastvin, který omezuje kontakt volně 

žijících stádií helmintů s anthelmintiky na pastvě (Eysker et al., 2005). 
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5 ZÁVĚR 

Tato práce poskytla nové informace o vybraných enzymech metabolizujících xenobiotika 

a rozšířila poznatky o mechanismu lékové rezistence ve všech životních stádiích 

parazitické hlístice H. contortus. 

 

Po expozici dospělců H. contortus subletálním dávkám ABZ došlo k významné změně 

exprese pouze u tří CYP (cyp2, cyp3 a cyp7), ugt367A1 a ugt26A2. Indukovatelnost UGT 

subletálními dávkami ABZ nebo ABZ-SO nebyla u volně žijících stádií prokázána, 

přestože byla zaznamenána tvorba ABZ-glykosidů i ABZ-SO glykosidů. Přestože ABZ 

není považován za substrát či inhibitor Pgp, v této studii došlo ke zvýšení exprese osmi 

genů Pgp po kontaktu s ABZ. Geny se zvýšenou úrovní transkripce mohou přispívat 

k rychlejšímu metabolismu anthelmintik.  

 

Analýza konstitutivní exprese genů UDP-glykosyltransferáz (UGT) během životního 

cyklu poukázala na vyšší hladiny exprese v juvenilních stádiích oproti dospělcům. 

Konkrétně ugt365a1 mělo několikanásobně vyšší úroveň exprese v L3 oproti jiným 

stádiím. V případě ugt368b2, která vykazovala zvýšenou expresi u dospělců rezistentních 

kmenů, byla zaznamenána také vyšší exprese u L1 a L3 rezistentních kmenů oproti 

citlivému kmeni. Mohlo by se tak jednat o vhodného kandidáta pro další studie z hlediska 

rezistence na anthelmintika. 

 

V genomu H. contortus bylo identifikováno 46 členů dehydrogenáz/reduktáz s krátkým 

řetězcem (SDR) a 22 členů aldo-keto reduktáz (AKR). Většina SDR vykazovala nejvyšší 

úroveň exprese ve volně žijících larvách, což by mohlo naznačovat důležitou funkci 

těchto enzymů v obranně proti potenciálně škodlivým xenobiotikům přítomným 

v životním prostředí. Na rozdíl od SDR byly AKR exprimovány především v dospělých 

parazitických stádiích, která se musí vypořádat s obranným imunitním systémem 

hostitele a anaerobními podmínkami v bachoru. Porovnání relativní exprese genů 

SDR/AKR mezi citlivým a rezistentním kmenem H. contortus odhalilo několik 

zajímavých kandidátů pro další studie. 
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Výsledky studie redukce flubendazolu (FLU) během životního cyklu H. contortus 

potvrzují schopnost volně žijících stádií deaktivovat FLU prostřednictvím redukce 

karbonylové skupiny. Přestože jsou tato léčiva zaměřena na parazitická stádia, vajíčka a 

larvy mohou přijít do kontaktu s FLU vyloučeným spolu s trusem léčených zvířat do 

prostředí, což podporuje vytvoření ochranných mechanismů. Navíc účinnější redukce 

FLU u larev a dospělých samic rezistentního kmene v porovnání s citlivým kmenem 

poukazuje na souvislost mezi metabolismem a anthelmintickou rezistencí. 

 

Ověření účasti AKR na metabolismu anthelmintik poukázalo na geny akr9, akr15 a 

akr19, které byly indukovány po kontaktu se subletálními dávkami flubendazolu. Akr19 

byl navíc více exprimován v rezistentním kmeni H. contortus a mohl by tak být 

významným cílovým místem léčby či inhibitoru. 

 

Výsledky studie intragenerační a intergenerační stability změn v expresi genů UGT a Pgp 

prokazují, že vystavení volně žijících stádií H. contortus během vývoje subletálním 

dávkám ABZ z prostředí vyvolává změny v expresi ugt a pgp genů, přičemž některé 

z těchto změn jsou stabilní během cyklu hlístic a přenášejí se do další generace. 
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8 SEZNAM ZKRATEK 

ABZ    albendazol 

AKR    aldo-keto reduktázy 

AMK   aminokyselina 

ATP   adenosintrifosfát 

CYP    cytochrom 

FLU    flubendazol 

GST    glutathion-S-tranferázy 

GT   glykosyltransferázy 

IC50    polovina maximální inhibiční koncentrace 

IRE   Inbred Resistant Edinburgh strain 

ISE    Inbred Susceptible Edinburgh strain 

IVM   ivermektin 

L1    1. larvální stádium 

L2    2. larvální stádium 

L3    3. larvální stádium 

xL3   odpláštěné 3. larvální stádium 

L4   4. larvální stádium 

L5   5. larvální stádium 

MDR   dehydrogenázy/reduktázy se středně dlouhým řetězcem 

MOP   monepantel 

NDP   nukleosid difosfát 

Pgp    P-glykoprotein 

SDR    dehydrogenázy/reduktázy s krátkým řetězcem 

SE    Susceptible Edinburgh strain 

UDP   uridindifosfát 

UGT    UDP-glycosyltransferázy 

XME    enzymy metabolizující xenobiotika 
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