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Anotace

Tato prace se zabyva mechanismy vzniku rezistence paraziti hospodaiskych zvifat
na anthelmintickd 1é¢iva. Na molekularni drovni srovnava konstitutivni expresi gent
kodujicich transmembranovy prenase¢ P-glykoprotein u parazitarni hlistice vlasovky slezové
(Haemonchus contortus). P-glykoprotein odpovida za pfenaseni 1éCiv a ostatnich cizorodych
latek zbun¢k do jejich extracelularniho prostoru odkud jsou vyluovany z organismu.
Zvysend exprese genu a s ni souvisejici mnozstvi P-glykoproteinu na cytoplazmatickych
membranach bun¢k miZze mit za nasledek vznik a rozvoj rezistence nejen u H. contortus, ale
i dalsi vyznamnych paraziti hospodaiskych zvitat.

Potencialni mechanismus vzniku rezistence byl zjistovan pozorovanim a porovnavanim
exprese gend mezi citlivym (ISE), rezistentnim (IRE) a multi-rezistentnim (WR) kmenem
H. contortus. Provedeny experiment mél n¢kolik ¢asti: kultivace a izolace dospélcil tii kment
H contortus, izolace RNA, oSetieni RNA pro reverzni transkripci, reverzni transkripce RNA
na cDNA a kvantitativni PCR Vv realném c¢ase. Ze ziskanych dat zpracovanych pomoci
statistické analyzy dat delta-delta Ct skute¢né vyplyva, ze by n€kolik urcitych gentt mohlo mit
vliv na vznik helminto-rezistence. Tento vysledek mtiZze v budoucnu napomoci vyvoji novych
1€Civ a strategii v boji proti parazitarnim hlisticim.

Klic¢ova slova: Haemonchus contortus, P-glykoprotein, exprese gent, rezistence

Annotation

This work deals with mechanism of development anthelmintic resistance of farm animal
parasites. At the molecular level it compares the constitutive expression of genes encoding
the transmembrane transporter P-glycoprotein in a parasitic nematode Haemonchus contortus.
P-glycoprotein is responsible for drug transport and other exogenic substrates from cells
to their extracellular space from where they are excreted from the organism. Overexpression
of the gene and the related amount of P-glycoprotein on the cytoplasmic membranes of target
cells may result in the development of resistance not only in H. contortus but also in other
important parasites of farm animals.

The potential mechanism of resistance development was ascertained by observing
and comparing of gene expression between susceptible (ISE), resistant (IRE)
and multi-resistant (WR) strains of H. contortus. The performed experiment had several parts:
H. contortus adults’ cultivation and isolation, RNA isolation, RNA treatment for reverse
transcription, reverse transcription of RNA to cDNA, and real-time quantitative PCR.
The data, which were processed by using statistical analysis of delta-delta Ct indicate
that several genes could have an effect on helminth-resistance. This result might be helpful
in the future in order to develop new drugs and strategies for fight with parasitic nematodes.

Keywo FdS: Haemonchus contortus, P-glycoprotein, resistance, gene expression
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1 Uvod

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je vyznamnym pivodcem gastrointestinalniho
onemocnéni malych pfezvykavcl zvaného hemonchéza. Postizeni jedinci slabnou a vykazuji
znamky anémie, ktera je zpusobena sanim krve H. contortus na sliznici slezu. Toto
onemocnéni snizuje uzitkovost, ¢imz ohrozuje produkci malych 1 velkych chovl
hospodaiskych zvifat po celém svété. Casto konéi uhynem vy&erpanych jedinct. Vyznamnou
roli hraje 1 patogenita tohoto druhu. Samicka denné¢ klade nékolik tisic vajicek, ktera
se s trusem dostavaji na pastvinu a infikuji dalsi jedince. Podstatna je tudiz prevence a v€asny
zachyt infekce.

Prevence a lé¢ba hemonchozy se provadi podavanim anthelmintickych 1é¢iv. Zavaznym
problémem je vSak vznik rezistence vuc¢i hlavnim tfiddm pouzivanych anthelmintik.
Rezistence se vyviji zejména z divodu Castého a chybného podavani 1é¢iv. Anthelmintika
proti hemonchdze jsou proto ¢asto uc¢inna pouze nékolik let od jejich uvedeni na trh.

Mechanismy a faktory vzniku rezistence nejsou v dnesni dobé dostateéné prozkoumany
a vyzaduji vyssi pozornost. Je pravdépodobné, ze vliv na rozvoj rezistence ma zvySena
exprese gent kodujici transmembranovy pienase¢ P-glykoprotein (P-gp). P-glykoprotein,
umistény na cytoplazmatické membran¢ parazita, prenasi 1éCiva zbunky do jejiho
extracelularniho prostoru. Pfedlozena prace je zaméfena na rozdily v expresi P-gp genti
mezi citlivym, rezistentnim a multi-rezistentnim kmenem H. contortus.



2 Prehled literatury

2.1 Problematika parazitoz

,,Parazistismus je jednou z nejvice rozsSifenych zivotnich strategii organismi a hraje
dulezitou roli v evoluci.“ ,,Jedna se o vztah mezi organismy, pfi kterém jeden z partneri ma
z tohoto souziti prospech, a druhy skodu.*

»Z hlediska zivotnich cykli parazity rozdélujeme na jednohostitelské (monoxenni,
napft. giardie) a vicehostitelské (heteroxenni, napt. echinokok).” ,,Podle toho, kde probiha
sexudlni faze rozmnoZzovani, potom hostitele v ramci vicehostitelskych cykli délime
na mezihostitele (zddné mnoZeni nebo pouze asexudlni mnozeni) a definitivni (findlni)
hostitele (sexudlni ¢ast cyklu).” Nekteré z helmintdz jsou soucasné zoondézami, coz znamena,
Ze jsou schopny pienosu ze zvifete na ¢lovéka. ,,Podle toho, kde se parazit v hostiteli naléza,
rozliSujeme endoparazity a ektoparazity. Endoparaziti Ziji uvnitt téla hostitele (napt. giardie
a tasemnice) a muzeme je rozdé€lit na vnitrobunééné (intraceluldrni) a mimobunécné

se vyskytuji na povrchu téla hostitele (napft. vs$i).*

Jednémi z vyznamnych parazitdrnich infekci jsou helmintézy vyvolané parazitickymi
¢ervy (helminty) nebo jejich infek¢énimi stadii. [23] Helminti jsou velmi riznorodou skupinou
zivocichti, do niz byvaji tradiéné zahrnovani zastupci motolic (Trematoda), tasemnic
(Cestoda), jednorodych (Monogenea) a hlistic (Nematoda). Helmintdzy, jejichz pivodcem je
parazit z rodu Haemonchus, jsou oznacovany jako hemonchdzy. Z hlediska ontogenetického
vyvoje jsou helminti velmi variabilni skupinou. ,,Kromé dospélcti a vajicek mohou mit
i pomérné velky pocet morfologicky odlisnych larvalnich stadii, vyuZzivajicich b&hem
ontogenetického vyvoje 1 n€kolik typt hostiteld.*

,Sifeni parazitli v populacich hostitele, které miize probihat mezi neptibuznymi jedinci,
se nazyva horizontdlni pfenos. Sexudlné prenosni paraziti se pienaSeji mezi sexudlnimi
partnery pfi rozmnoZovani piislusného hostitelského druhu. Neékteti paraziti se mohou
prenaset prednostné ¢i dokonce vyhradné na potomstvo infikovaného hostitele, pak se tento
ptrenos nazyva vertikalni. [41]

Parazité zplsobuji znané ekonomické ztraty chovatelim malych pfezvykavci
a predstavuji zdvazny problém pro celosvétovou hospodarskou produkei. ,,Silné parazitarni
infekce nezplsobuji pouze ztraty ptimé (zvySeny thyn, vyssi podil konfiskovanych ¢asti téla
na jatkach a niZ§i kvalita masa), ale 1 ztraty nepfimé — sniZeni produkce (vyrazné zhorSena
uzitkovost, pfedev§im hmotnost odstavovanych jehnat), maji negativni vliv na reprodukci
(vyrazné sniZzena plodnost), zpisobuji zvySenou vnimavost k ostatnim onemocnénim

(zvyseny vyskyt infek¢nich i neinfek¢nich chorob a sekundarné zvySeny thyn).* [13]

»Vyznam helmintii jako patogenii ¢lovéka i zvifat je nesporny, o ¢emz svéd¢i odhady
poctu infikovanych lidi. Napiiklad schistosomy parazituji asi u 200 miliont a ohrozuji kolem
600 milionil osob, pocet lidi infikovanych lymfatickymi filariemi je asi 120 miliont. Kolem



miliardy osob je nakaZzeno Skrkavkami. Témét jedné miliardy dosahuje odhad poctu infekci
tenkohlavci (Trichuris trichiura).« [41]

Ochranu hostitelt pfed helminty zajist'uji latky ze skupiny anthelmintickych 1é¢iv, jejichz
nejvyznamnéj$imi tfidami jsou benzimidazoly, makrocyklické laktony a nikotinovi agonisté.
Nicméné svét V poslednich letech suzuje rozvijejici se rezistence helmintd vic¢i témto
léciviim, kterd ohrozuje fadu chovi hospodarskych zvirat. Proto je nutné vénovat
problematice rezistence vyssi pozornost a zohlediiovat ji v preventivnich chovatelskych
opatienich.

2.1.1 Prevalence helmint6z v Ceské republice

,Nejpodstatnéjsimi parazitologickymi nalezy v Ceskych chovech jsou nalezy plicni,
stievni a slezové Cervivosti, motolic a tasemnic.” [13] K puvodctim plicni ¢ervivosti patii
zastupci Celedi Metastrongylidae, Dictyocaulidae (napf. Dictyocaulus filaria zptsobujici
onemocnéni diktyokaul6za) a Protostrongylidae (napi. Mullerius capillaris zpusobujici
onemocnéni protostrongylidéza). Mezi vyznamné parazity zijici ve slezu a tenkém stieve jsou
Ostertagia ostertagi, Cooperia curticei, Nematodirus filicollis a cetné druhy rodu
Trichostrongylus. Pavodci jaterni monoli¢natosti jsou Dicrocoelium dendriticum a Fasciola
hepatica, ktera jiz v obdobi migrace larev muze zpusobit tzv. akutni fascioldzu.

Nejvyznamnéjsi zastupci tasemnic Zijicich v tenkém stievé hostitele jsou Moniezia benedeni,
Moniezia expanza. [25]

,,Prevalenci gastrointestinalnich hlistic u ovci v Ceské republice publikovali Langrové
etal. (2008). Nejcastdji se u ovci vCeské republice vyskytovaly hlistice rodu
Trichostrongylus (Trichostrongylus axei, Trichostrongylus colubriformis i Trichostrongylus
vitrinus) a Teladorsagia circumcincta.“ ,Piibliznéu 50 % ovci v Ceské republice
se vyskytuje druh tasemnice Moniezia expansa. (viz tab. 1)« [28]

Tab. 1: Prevalence gastrointestinalnich hlistic v Ceské republice [28]

Druhy tadu Strongylida: Prevalence (%)
Trichostrongylus axei 87.50
Trichostrongylus colubriformis 75.00
Teladorsagia circumcincta 75.00
Chabertia ovina 68.75
Trichostrongylus vitrinus 62.50
Nematodirus filicolis 52.08
Oesophagostomum venulosum 50.00
Bunostomum trigonocephalum 47.90
Nematodirus battus 31.25
Haemonchus contortus 29.17
Cooperia curticei 18.75
Ostertagai trifurcata 6.25




Kudrnacova (2012) provadéla studii, jejimz cilem bylo zjistit vyskyt a sezénnost
gastrointestinalnich paraziti u ovce domaci (Ovis aries). Od biezna 2009 do tnora 2010
uskutec¢nila prizkum parazitologického stavu stada (15 berantl, 15 ovcei a 15 jehnat) na severu
Ceské republiky. Ze vsech parazith v této studii byl nejb&znjsim zastupcem rod
Trichostrongylus (58 % u bahnic a 69 % u berant). [19]

2.2 Hemonchoza

Hemonchoéza je gastrointestinalni parazitoza, jejimiz ptvodci jsou zastupci rodu
Haemonchus. ,,Nejcastéji postihuje jehniata ve véku 6-10 tydni. ,,K nejvétsi vin¢ invazi
dochézi v naSich podminkach v obdobi kvétna a Cervna, jsou ale bézné 1 u starSich jehnat
v obdobi pozdniho 1éta a podzimu.” [13] Hemonchodza se vyskytuje s riiznou mirou nastupu
a umrtnosti, ktera zavisi na mnozstvi pfijatych larev paraziti hostiteli. Projevy infekce jsou
spojeny s ubytkem krve v organismu hostitele zpisobeného sanim krve jedinci H. contortus.
piipadech méni z béZné Cervené az na bilou. [3] Tato zména se vyuziva k identifikaci jedincd,
u kterych je podani 1éCiva jiz nezbytné, prostiednictvim metody zvané FAMACHA (obr. 1).
Porovnanim zbarveni sliznice spojivek se specidlni kartou, na niz jsou zndzornény ruzné
barevné stupné anémie, 1ze snadno zjistit uroven infekce daného jedince. [15]

Obr. 1: Pouziti systtmu FAMACHA v praxi [34]

Se zvysujici se ztratou krve zvifata slabnou a jsou neschopna aktivniho pohybu. Vykaly
byvaji tmavé, coz je zpusobeno pfitomnosti Krve, vodnaté a silné pachnouci. Béhem této
infekce muze téz dojit k ubytku hmotnosti, tvorbé edému ¢i odlupovani pramena viny.

U jedinci se vSak obvykle mira nachylnosti k hemonchéze lisi. Podil zvirat ve stadu
postizenych riznymi stupni onemocnéni je z velké ¢asti urCen geneticky a vyznamné
zprostiedkovan jejich pfijmem nutriéné vyvazené stravy. [3]
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2.2.1 Haemonchus contortus
Haemonchus contortus (vlasovka slezova) patii mezi hematofagni hlistice malych
pfezvykaved. Radime jej dotfidy Secernentea, fadu Strongylida, nadéeledi
Trichostrongyloidea, ¢eledi Trichostrongylidae. [41]

Je  nejrozsahleji  studovanym  trichostrongylidnim  nematodem s ohledem
na anthelmintickou rezistenci. Ukazalo se, ze ma schopnost vyvinout rezistenci ke vSem
hlavnim tfiddm anthelmintickych 1é¢iv. Kromé toho byl tento druh také predné studovan,
nebot’ je diky svym biologickym a fyziologickym znakiim vybornym experimentalnim
modelem. K témto faktoriim patii znacna plodnost, idealni velikost dospélych cervili, snadné
zavadéni a udrzovani infekci nékolika tisict ¢erva v hostitelich. [18]

A

Obr. 2: H. contortus — morfologické rozdily mezi samcem a samici [24]

Morfologie

,Hlistice jsou velmi pocetnou, morfologicky i biologicky rtiznorodou skupinou
helmintt.“ [35] ,,Popsano je celkem na 30 000 druhd, ale pfedpokladén je mnohem vétsi pocet
(az 0,5 milionu druht1).“ ,, T€lo maji valcovitého az nitovitého tvaru, nesegmentované, dlouhé
od nékolika milimetri po nékolik decimetrd i metrt.” [17] Povrch téla hlistic je tvofen
mnohovrstevnou kutikulou, kterda H. contortus chrani pied nepfiznivymi podminkami
v travicim traktu hostitele. Kutikula hlistic byva roz€lenéna hlubokymi zafezy
do prstencovitych utvaru, které piipominaji ¢lankovani - pseudosegmentace. [35] Plni
ochrannou a opornou funkci (vnéjsi skelet neboli exoskelet). Jedinci ji béhem ristu nékolikrat
svlékaji. ,,Pod kutikulou se nachazi pokozka (hypodermis)“ a podéIné hladké svalstvo. Stahy
svalstva nahrazuji stfevni peristaltiku. ,,Mezi télni sténou a travicim traktem je kompaktni
télni dutina — pseudocoel, vyplnéna tekutinou. Ta zde nahrazuje obéhovou soustavu a funguje
jako hydrostatickd opora pro svalovinu. Travici soustava a pohlavni organy jsou
v pseudocoelu ulozeny volng, pfirostlé jsou pouze na svych vyvodech. Tvar téla zptisobuje, ze
i organové soustavy maji protahlou, nitovitou formu.* [17]
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Morfologie samce a samice hlistice je zobrazena na obrazku 3. V piedni ¢asti se nachazi
dutina ustni (kapsula). Okolo Ustniho otvoru hlistic byvaji rozmistény hlavové papily, které
slouzi jako chemorecepéni organy a zaroven i jako organy hmatu. Nize pod hlavovym
koncem jsou sijové papily neboli deiridy. ,,Do vSech téchto papil usti nervova vlakna.“ Okolo
ustniho otvoru mohou byt umistény pysky (labia). Na dn¢ ustni dutiny byvaji zuby ¢i listovité
utvary. Na spodni ¢ast dutiny Gstni naseda jicen, ktery se smérem k zadnimu konci ¢asto
roz§ifuje v kulovity Gtvar (bulbus). Na jicen navazuje ve stfedni ¢asti stievo, které na povrch
usti fitnim otvorem u zadniho konce téla. ,,U sameckt se v zadni ¢asti stfeva piipojuji vyvody
pohlavnich zlaz a spolu s nim tusti do kloaky.*“ ,,U samicek stfevo vyustuje do rektalniho
otvoru.* [35]

Hlistice jsou oddéleného pohlavi (gonochoristé) s viditelnym sexualnim dimorfismem.
Samci jsou obvykle mensi, s odlisné utvarenou koncovou ¢asti téla (obr. 2). ,,Pohlavni organy
sameckl byvaji neparoveé.” Tvofi je varle prechazejici v chamovod, semenny vacek a vyvodni
vacek, ktery usti do kloaky. [35] ,,Zadni konec té¢la samce byva zahnut ¢i spiralovité stocen
amuze tvofit rozSifeninu — kopulacni bursu (bursa copulatrix).” ,,Dalsi soucasti samci
pohlavni soustavy jsou pfidatné kopulacni struktury jako sklerotizované parové jehlice —
spikuly ¢i neparové gubernakulum.” [17] Pohlavni organy samic jsou parové. ,,Ve vaje¢nicich
se vytvareji vajecné builky, které prochdzeji vejcovodem do délohy, kde se po oplozeni
sam¢im spermatem vytvareji vajicka. Vajicka odchazeji z téla sami¢ek vulvou bud’ v pouze
rozryhovaném stavu (samicky oviparni), nebo jiz s vyvinutymi larvami (samicky
ovoviviparni), u mnoha skupin hlistic odchazeji z téla samicek jiZ vyvinuté larvy (samicky
viviparni).“ [35]

,Dychaci ani cévni systém neni vytvofen. Vyména plyna se dé€je celym povrchem téla,
pii pfenosu se nékdy mize uplatnit hemoglobin rozpustény v télni tekutiné. Nékteré druhy
mohou ¢aste¢né piejit na anaerobni metabolismus.* [17]

,Centralni nervovy systém tvoii nervovy prstenec, ktery obklopuje jicen a spojuje
nervova ganglia. Z tohoto prstence vychazi nékolik nervovych stvoll, které sméruji jak

do predni ¢asti tela, tak i do zadni, kde jsou navzijem spojeny riznym pocétem piicnych
spojek (komisur). [35]

H. contortus ma bilou prihlednou barvu, ale zastupci se Casto zdaji byt Cerveni, coz je
zpusobeno krvi hostitele obsazené V travici trubici. Samci dosahuji délky 12-22 mm
a na konci téla maji dobfe vyvinutou kopula¢ni burzu. Samice dosahuji 18-30 mm, vyrazné
prosvita zazivajici aparat naplnény krvi, kolem néhoz se spiralovité vine déloha. [§]
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Obr. 3: Morfologie samce a samice hlistice [14]

Vyvojovy cyklus H. contortus

H. contortus se fadi mezi geohelminty neboli helminty s pfimym Zivotnim cyklem,
ktery je zobrazen na obrazku 4.

eey

Dospélci ziji ve slezu, kde produkuji az 5 000 vajicek denné. Vajicka vychazeji
spole¢né s exkrementy z téla hostitele do vné&jsiho prostiedi. [31, 35] ,,Vajicko je vysoce
rezistentni na vysuSeni a vii¢i nizkym teplotdm, na pastvinach proto mize prezivat aZ 1 rok.*
[13] ,,Optimalni podminky pro vyvoj vaji¢ek jsou 25-30 °C a vlhkost 70-80 %.“ [31]
Z vajicek se za takovychto podminek jiz velmi brzo (za 14-17 hodin) lihnout larvy I. stadia
(L1), které se v prub&hu nasledujicich 80-90 hod. 2x svlékaji a vyviji se v larvu Il. stadia (L2).
L1 a L2 se zivi bakteriemi pfitomnymi na pastvingé. ,,Maji schopnost rozsahlé horizontalni
i vertikalni migrace po pastvinach, zejména za vlhka.” Odolnost larev ve vnéj$im prostiedi
roste se stupném invaze. [8] Larvy Ill. stadia (L3) jiz potravu nepiijimaji. Jedna se o stadium,
které je velmi odolné vii¢i vn€jsim podminkam. [31] ,,Snasi teploty i pod 0 °C, pfes zimu vSak
znana Cast larev hyne. Pfimé slunecni svétlo je taktéZ usmrcuje. Schopné nakazy ziistavaji
asi 4-6 meésicu. [8] L3 nazyvame larvou infekéni, které ptichazi do hostitele pasivné
peroralné, s potravou. [35] Ve slezu pronika do sliznice, kde dospiva do IV. stadia (L4).
V tomto stadiu muze dojit k hypobidze, coz je stav, ktery nastava za nepfiznivych podminek.
Hypobioza byva ovlivnéna prostiedim (v Zaludku 1 mimo hostitele), odpovédi imunitniho
systétmu na parazitozu a dalSimi faktory. Nejéastéji probiha béhem chladnych mésict,
ptipadn¢ béhem obdobi sucha. Larva zastavi sviij vyvoj, zpomali metabolismus a v hostiteli
pouze pieziva, dokud nastane obdobi s ptiznivéjsimi podminkami. Po znovuobnoveni vyvoje
L4 opousti mukozu a po dal$im svlékani se nasledujicich 15-18 dni vyviji v dospélého jedince
ptipraveného kopulovat. [31]
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Obr. 4: 1. Vajicka vyloucena dospélymi jedinci H. contortus s trusem do vngjsiho prostfedi 2. Lihnuti larev
na vzduchu a jejich dospivani do infekéniho stadia 3. Prijem infekeni larvy hostitelem 4. Zivot dospélych cervi
ve slezu [6]

2.2.2 Lécba

V nasich podminkéch je Castd koexistence n€kolika endoparazitli, proto je pii prevenci
endoparazitéz nutny systémovy pristup.

,Doba odcerveni, jeho Cetnost a volba pouzitého preparatu je zalozena na mistnich
znalostech, priibéhu pocasi, druhovém nalezu paraziti a poctech parazitarnich vajicek v trusu
zjisténych pifi kontrolnim vySetfeni. ,,Idedlni anthelmintikum® by mélo byt bezpecné
pro zvitata, ale vysoce efektivni proti dospélcim a nedospélym stadiim vyskytujicich se
parazitli, rychle, uplné¢ metabolizované, dostupné v nejriznéjSich aplikacnich formach,
ekonomické a kompatibilni s dal§imi 1éky.*

»Kazdému odcerveni stada by meélo predchazet koprologické vysSetfeni®. Pfi tomto
vySetfeni je laboratornim vySetfenim urcen druh parazitii a pocet jejich vajicek na 1 g trusu
(kvantitativni koprologie). ,,Z po€tu nalezenych vajicek se odvodi, zda je od¢erveni nutné
(1é¢bu vyzaduji nalezy 10 000 vajicek v 1 g trusu).” Odcerveni bez koprologického vySetieni
je zasadni chybou. ,Nevime, jaky typ endoparaziti se v chovu vyskytuje a ktery preparat
k od¢erveni pouzit, a pokud neni od¢erveni nutné, zbavime stado i stfevnich parazitt, které
potiebuje k formovani imunity.*
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,Prevence parazitdoz musi splnit tato kritéria:

Zabranit tézkym invazim, u nichz dochazi k velmi ¢astym tuhyntim.

Snizit kontaminaci pastvin vyvojovymi stadii parazitu.

Minimalizovat dopad parazit6z na uzitkovost zvirat.

Formou koprologickych vysetfeni sledovat uc¢innost odcerveni a vyvoj imunity
nebo rezistence parazitd.* [13]

owphpE

Anthelmintika

»Anthelmintika jsou 1é¢iva vétSinou syntetického, ¢asteéné biosyntetického ptivodu®.
V praxi se uzivaji proti vice tfidam endoparazitt i ektoparaziti. ,,Antiparazitarni 1éCivé
ptipravky jsou cCasto zalozeny na kombinaci anthelmintik nebo anthelmintik
a antiektoparazitik.« [22]

»Anthelmintika Ize podavat ve formé roztoku (benzimidazoly a ivermektiny), injekéné
(imidathiazoly a ivermektiny) nebo ve formé medikace jadrného krmiva. Tato aplika¢ni forma
je ale z divodu moznosti vzniku parazitarni rezistence nejméné vhodna.* [13]

»LéCiva s ucinkem proti plivodcim nematod6z jsou v soucasnosti fazena do skupin
makrocyklickych laktont, benzimidazold, imidazothiazold a 1é¢iv ostatnich chemickych
struktur.” [22]

l. Benzimidazoly (BZ2)

Benzimidazoly jsou nejrozsahlejsi skupinou anthelmintik odvozenou od jediné
chemické struktury. ,,Jsou to 1éCiva s antinematodni, z ¢asti s antitrematodni i anticestodni
,» VEtsina 1é¢iv skupiny pusobi jak proti vyvojovym, tak i dospélym stadiim helmintd, nékteré
i ovocidng.*

»Mechanismus uc¢inku je zaloZen na inhibici B-tubulinovych subjednotek nezbytnych
pro tvorbu mikrotubulG v bunikdch parazitd. Jejich naruSend tvorba se ndvazné projevi
zadoucim poskozenim funkcnosti celé parazitarni buiky. Afinita BZ Kk parazitarnimu typu
3-tubulinu je mnohonédsobné vyssi nez k B-tubulinu bunék oSetfovanych zvifat, coZ umoziiuje
jejich ucinné davkovani bez vedlejSich projevti u 1é¢enych zvifat.” [22]

,Od zavedeni thiabendazolu (TBZ) v roce 1961 byly na trh postupné uvedeny dalsi
ptipravky: fenbendazol, mebendazol, albendazol, oxfendazol, oxibendazol, parbendazol
a kambendazol.« [37]

1. Makrocyklické laktony (ML)

»Makrocyklické laktony jsou I1é¢iva biosyntetického pluvodu s antinematodni
a anticktoparazitarni G¢innosti. Jsou ¢lenény na avermektiny a milbemyciny.“ Pozménuji
funk¢nost glutamatu, jimz je podporovan nervovy pienos chloridovymi kanaly.
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»Ivermektin - (IVM) je historicky prvnim 1é¢ivem avermektinové skupiny,
I V soucasnosti stale patfi mezi nejvyznamnéj$i makrocyklické laktony a zaroven i 1éCiva
veterinarni mediciny.” ,,Plsobi proti vyvojovym 1 dospélym stadiim hlistic.“
Mezi avermektiny dale patii moxidektin, doramektin i eprinomektin. [22]

1. Nikotinovi agonisté

Nikotinovi agonisté jsou léciva uplatiujici se proti vyvojovym i dospélym stadiim
hlistic. Pasobi jako excita¢ni neurotransmiter na acetylcholinovych receptorech svalovych
bunék nematod. Jejich vyslednym efektem je spastickd paralyza vnimavych nematod, ktera
jsou nasledné vypuzena peristaltikou stfeva v zivém stavu. Do této skupiny 1é¢iv zahrnujeme
imidazothiazoly, tetrahydropyrimidiny (pyrantel, oxantel a morantel) a derivaty
amino-acetonitrilu.

»Imidazothiazoly je dlouhodobé uzivana skupina anthelmintik, ktera ma vyhradné
antinematodni G¢inky.“ [22] Jedinym v soucasnosti registrovanym zastupcem této skupiny je
levamizol (levotocivy isomer tetramizolu), ktery je ,,a¢inny proti dospélym i vyvojovym
stddiim nematod, ovocidni u¢inky ale nema*.

Vyznamnym zastupcem derivati amino-acetonitrilu je monepantel, nejnovéjsi objev
mezi 1éCivy s antinematodnim ucinkem. Roku 2009 byl schvélen pro veterindrni pouziti.
Je G¢inny proti Sirokému spektru hlistic véetné kmenu rezistentnim na BZ, imidazothiazoly
¢i ML. [27]

2.2.3 Rezistence na anthelmintika
Obecné 1ze rezistenci charakterizovat jako schopnost jedincii ur¢itého kmene parazitii
tolerovat davku léciva, ktera je pro vétSinu jedinct téhoz kmene za béZnych podminek citlivé
populace smrtelnd. ,,Tato rezistence se projevuje snizenou Uc¢innosti terapeutické davky,
piicemZ k docileni norméalni €innosti je potfeba bud’ zvySené¢ho davkovani, nebo CastéjSiho
opakovani 1écby.“ Tyto skutecnosti ,,neaimérné zvysuji ndklady na 1écbu a v konecné fazi je
nutna zmeéna antiparazitika.” [36]

Poprvé byla hlasena rezistence na benzimidazolova lé¢iva u H. contortus. Tento druh
si postupné vyvinul rezistenci na vSechny tfidy anthelmintickych 1é¢iv. Uvadi se, ze
rezistence se ve vétsin¢ piipadt objevila do 10 let od zavedeni kazdé nové skupiny 1éCiv.
Schopnost kontrolovat tohoto parazita byla ztizena béhem 90. let minulého stoleti, kdy
se objevily prvni izolaty, které vykazovaly multi-rezistenci (tj. rezistenci vici tiem nebo vice
riznym tfidam anthelmintickych 1é¢iv). Dnes vétSina polnich izolath vykazuje urcitou Groven
rezistence na BZ, imidazothiazoly i ML. Rezistence byla hlasena u H. contortus také vaci
naposledy zavedené skupiné 1éCiv, derivatim aminoacetonitrilu, z nichz nejznaméjsim je
monepantel. Jak se urovné multi-rezistence zvySuji (tj. jak se snizuje ucinnost kazdého
jednotlivého 1éCiva) a tato rezistence zacina zahrnovat I monepantel, bude kontrola

vvvvvv

,,Detekce rezistence se provadi n¢kolika metodami. Nejbéznéjsim zptisobem v piipadé,
ze zname pocet vajicek ve vykalech, mize byt FECRT (z angl. faecal egg count reduction
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test). FECRT je test redukce poétu vajicek nachazejicich se ve vykalech hostitele po podani
lé¢iva. Svétova asociace pro rozvoj veterinarni parazitologie definuje rezistence pii redukci
niz8i nez 95 %. DalSim nastrojem pouzivanym k vyjadfeni uspéSnosti odCerveni je ERP
(zangl. Egg Reappearance Period), tedy doba, za kterou jsou po odcerveni ve vykalech
detekovana vajicka paraziti. Je vyjadfena v tydnech po aplikaci anthelmintika,
kdy procentualni redukce klesne pod 80 % pro BZ a pyrantel a pod 90 % v ptipadé IVM
nebo moxidektinu. Koprologické vySetfeni se provadi kazdy tyden, dokud nedojde k nalezu
vajicek ve vykalech. Zkracujici se doba od odcerveni do znovuobjeveni vajicek je
piedpokladem pro rozvoj rezistence. Mezi dalsi metody, které 1ze pouzit k detekci rezistence,
patii test lihnuti vajicek EHT (z angl.Egg Hatch Test) uzivany pro BZ a test vyvoje larev
na mikroagaru MALDT (z angl. Microagar Larval Development Test).“ Oba tyto testy jsou
zalozeny na schopnosti larev piezivat a vyvijet se v prostiedi s riznymi koncentracemi
anthelmintickych léciv. [4]

Vvskyt rezistence ve svété

,,Ke vzniku rezistence na jednotlivé skupiny anthelmintik doslo brzy po jejich uvedeni
na trh. Prvni zminka o rezistenci se objevila na tehdy velmi rozSifené¢ anthelmintikum
fenothiazin v 50. letech minulého stoleti.” TFi roky po uvedeni na trh byla roku 1964 hlasena
rezistence na thiabendazol. V roce 2012 byla hlaSena rezistence téZ na monepantel, ktery byl
uveden do praxe roku 2009.

Zpravy o vyskytu rezistentnich kment jsou fadu let publikovany ze zemi s rozvinutym
chovem ovci (Australie, Novy Zéland, JAR), dale ze zemi Latinské Ameriky, Indonésie
a z evropskych zemi jsou to zejména Anglie, Skotsko, Wales, Irsko, Dansko, Francie,
Némecko, Belgie, Nizozemi a Recko. Ve viech zemich svéta, kde byla rezistence zjisténa,
se jedna predevsim o nematoda z fadu Strongylida, u ovci a koz z Celedi Trichostrongylinae
(H. contortus, Ostertagia spp., Cooperia spp., Trichostrongylus spp.). ,,Nedavné studie
v USA a Evropé zjistily prevalenci BZ-rezistence vétsi nez 75 %. Studie rezistence
na pyrantel na jihu USA ukéazala, Ze u vice nez 40 % farem se objevila tato rezistence.” [28]

Rezistence na izemi Ceské a Slovenské republiky

V Cechéch i na Slovensku je nejvice rozsifena rezistence na benzimidazolova 1é¢iva.
Chroust (2000) prokéazal na uzemi Ceské republiky pfitomnost rezistentnich rodt Ostertagia
spp. a Trichostrongylus spp. u ovci provedenym FECRT testem. Test prokazal rezistenci
na levamizol v 67,8 % a fenbendazol v 85,7 %. [5]

Studie provedené na Slovensku mezitim prokazaly, ze se i v této zemi vyskytuji ov¢i
farmy s vyskytem gastrointestindlnich nematod rezistentnich na benzimidazoly.
Cernanska et al. (2006) nalezli rezistentni parazity na tiech z 25 vySetfovanych chovii ovci
z ruznych regiont Slovenské republiky.

Ve studii z roku 2007 byly ze 14 testovanych chovii z riiznych regionti Ceské republiky
prokdzany 3 chovy s vyskytem rezistence vii¢i benzimidazolim s vysledky testu FECRT
V rozmezi mezi 68-75 %. [40]
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Faktory vzniku rezistence

Rozvoj rezistence nejvice ovliviiuje selekéni tlak, coz znamenad, Ze se dale rozmnozuji
pouze jedinci, ktefi prezili 1é¢bu anthelmintiky.

Aby bylo mozné ptedejit rozvoji selekéniho tlaku, je nutné dodrzovat né€kolik zdsad:

1. Karanténa novych i Cerstvé odCervenych zvitat. Nezadouci je téz sdileni pastviny
nékolika farmafi, ¢imz by se populace rezistentnich paraziti snadno rozsifila
mezi nékolik stad dobytka. [15]

2. Dodrzovani aplika¢ni davky anthelmintik dle hmotnosti a véku zvifete. Nutné je
predchazet poddavkovani, Které byva zptusobeno zejména nespravnym odhadem
télesné hmotnosti hostitele zvifete.

3. Optimalné 1€Cit pouze zvifata s vysokym poctem vajicek nalezenych ve vykalech
¢i zvifata s patrnymi klinickymi pfiznaky onemocnéni.

4. Neaplikovat 1éc¢iva piiliS Casto a v pravidelnych intervalech stfidat ucinné latky.
Dlouhodobym pouzivanim stejného 1é¢iva dochazi k ucinné selekci jedné subpopulace
parazitl, ktera je schopna piezit v piitomnosti konkrétniho typu 1é¢iva. [27]

5. Horak (2004) doporucoval stfidani pastvin — ¢ast pastvin melo byt vhodné celoro¢né
pouze sekat, na téchto pastvinich v daném roce nepast. Pristupem UV zafeni
az na pudu dochazi k preruseni vyvojovych cyklii geohelmintli a tthynu larvalnich
forem paraziti. V nasledujicim roce méla byt tidajné pastvina vhodna k prvni pastvé
stada nebo k pastvé stada po odCerveni. [13] ,,Silvestre et al. (2002) ovSem uvadi, Ze to
muze byt pfi¢inou silného selekéniho tlaku, ktery vznikd na zaklad¢ faktu, ze
po odCerveni zUstavaji v télech zvifat pouze rezistentni parazité. Kdyz se tato zvifata
vypusti na zacatku sezony na pastvinu, ktera je €istd, dojde k jeji kontaminaci vajicky
rezistentnich parazitii. Mira selekéniho tlaku pak zavisi na tom, kolik infek¢énich larev
citlivych jedincti dokazalo na pastviné prezit a vytvorit tak konkurenci rezistentnim
larvam.* [15]

Mechanismy vzniku rezistence

Mechanismy rezistence se vuci riznym tiidam 1é¢iv obecné lisi (obr. 5), a proto si ur¢ita
tiida léCiv muze zachovat aktivitu proti Cerviim v polni populaci, ktefi jsou rezistentni
vici ostatnim tfidam lé¢iv.

Ptedpoklada se, ze se rezistence mize rozvijet tfemi mechanismy:

1. Omezenim vstupu léCiva do bunck parazitii zvySenou expresi efluxnich transportéra
(transportni proteiny). Nejstudovanéj$imi efluxnimi transportéry U nematod jsou
P-glykoproteiny pattici do rodiny ABC transportéru.

2. ZvySenim aktivity biotransformacnich enzymil metabolizujicich 1é€iva, k cemuz muize
dochazet jak u parazita, tak hostitele. V piipadé parazita dochézi k inaktivaci 1é¢iva
a k jeho snadngjsi eliminaci z organismu, coz umozni pteziti odolnych jedinct a vede
k rozvoji selek¢niho tlaku. V piipadé hostitele zvySena aktivita metabolickych enzymu
zpusobi zrychlené¢ odbourdvani 1éC¢iva, kterého se tak do téla parazita dostane
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V podstatné mensi mife, nez je urCena doporucena terapeuticka davka. ZvySena
aktivita téchto enzymli miize navic usnadnit vyvoj rezistence s jinym mechanismem
(napf. mutace genu pro dany receptor). [16]

Je znamo, ze biotransformacni enzymy jako cytochrom P450 (CYP), skupina
pritomna témét ve vSech zivych organismech, je spojena s rezistenci na 1éky u savcd,
hmyzu i helmintd. U vajiek a larev gastrointestinalnich nematod Cooperia oncophora
a Ostertagia ostertagia byla po expozici inhibitoru CYP piperonylbutoxidu (PBO)
prokdzéana zvysena toxicita TBZ a IVM. Podobn¢ u H. contortus bylo prokazano, ze
PBO zvysuje citlivost na rotenon (sekundarni metabolit patfici mezi flavonoidy, ktery
se pouziva v Sirokém spektru jako insekticid a pesticid). Navic se ukazalo, Ze
H. contortus a Caenorhabditis elegans maji pomérné¢ vysoké mnozstvi gend pro tyto
enzymy. Napiiklad genom C. elegans koduje az 86 CYPa a H. contortus 42, vcetné
ctyt velkych xenobioticky indukovanych enzymovych rodin: CYP35, CYP34, CYP33,
CYP31.

Gen CYP34/35 vykazuje vysokou expresi v multi-rezistentnim izolatu larvalniho
stadia L4 H. contortus po expozici TBZ. [26]

3. Zménou cilového mista terapie (napf. mutaci v genu nebo regulacni oblasti pro dany
enzym Ci transportér). Napiiklad rezistence vici BZ u H. contortus je zduvodiovana
mutaci u B-tubulinového isotypu. [16]
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Obr. 5: Mechanismy rezistence (a - snizeni difuze 1é¢iva, b - modifikace cilové molekuly, ¢ - zvySeni
efluxu, d - inaktivace léCiva, e — ztrata schopnosti buniky pfijmout 1é¢ivo) [10]

2.3 P-glykoprotein (P-gp)

,.P-glykoprotein (P-gp) je efluxni transmembranovy protein lokalizovany apikalné
V cytoplasmatické membrané (obr. 6). Pfenasi xenobiotika (latky vstupujici do organismu,
které nemaji zadnou fyziologickou funkci, tj. neslouzi jako zdroj energie ani pro vystavbu
endogennich latek) skrz lipidovou dvojvrstvu do extracelularniho prostoru bunky.
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,,Roku 1976 se P-gp stal prvnim identifikovanym a klonovanym transportérem rodiny
ABC transportéri.” ,, Transportéry ABC katalyzuji transport Sirokého spektra endogennich
a exogennich substrati ve vsSech zivych organismech.” ,Patfi mezi transportéry, které
ziskavaji energii nutnou k transportu hydrolyzou ATP.*

U savcu byl identifikovan pouze jeden P-gp. U cloveka jej koduje gen ABCB1 (diive
nazyvan MDR1 — odvozeno zangl. multi-drug resistence). ,,P-gp u savci se podili
na eliminaci 1é¢iv do zluce a cirkulaci 1é¢iv v hepatocytech i enterocytech.« ,,V enterocytech
vyznamné ovlivituji absorpci fady vysokomolekularnich lipofilnich substrati. Tyto substraty
jsou vypuzovany zpét témito transportéry, coz vyznamné snizuje jejich biodostupnost a brani
absorpci (naptiklad 1é¢iv).“ ,Navic se P-gp podili na eliminaci nékterych latek
(napf. digitoxin — srde¢ni glykosid podporujici ¢innost srdce) a organickych iontd z krve
do lumina stieva.” ,,V ledvinach se ucastni exkrece 1é¢iv do modéi.“ ,,.Zamezuje vstup
xenobiotik do bunék endotelu, ¢imz celkové snizuje expozici centralni nervové soustavy
cizorodym latkam, 1éciviim a jejich metabolitim.

»P-gp hraje vyznamnou roli v absorpci, distribuci a eliminaci fady 1é¢iv, ¢imz
se vyznamn¢ podili na farmakokinetice 1é¢iv. Nadmérna exprese a funkénost P-gp je jednou
z hlavnich pficin 1ékové rezistence k terapii.* [38]

P-glykoprotein

Cytoplazmaticka
membrana

Obr. 6: Molekula P-glykoproteinu [1]

2.3.1 Vliv P-glykoproteinu na vznik rezistence
Prvni zminka o rezistenci mySich leukemickych bunék k terapii se objevila jiz roku
1950. V roce 1973 byla popsana spojitost mezi efluxnim transportem daunomycinu
s rezistenci k jinym chemoterapeutikiim, ale souvislost tohoto jevu s nadmérnou expresi
P-glykoproteinu objevena nebyla. [30] R. L. Juliano a V. Ling jako prvni izolovali P-gp
zZ ovarialnich bun€k chemoterapeuticky rezistentniho ¢inského kiecka v roce 1976.
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V humanni mediciné zvySena exprese P-gp zpusobuje resistenci na anthracykliny,
epipodophyllotoxiny, vinca alkaloidy, taxany a dal$i chemoterapeuticka 1é¢iva. P-gp
na membranach  nddorovych  bunék  vytlacuje  Sirokou Skalu  chemoterapeutik
do extracelularniho prostoru, ¢imz snizuje jejich cytotoxicky ucinek. Inhibice P-gp zptisobuje
zvyseni citlivosti rezistentnich nadorovych bun¢k na chemoterapeutika a mtize vést k uspésné
chemoterapii. [9]

,U détské akutni lymfoblastické leukémie je exprese P-gp znacné vyssi pfi navratu
onemocnéni ve srovnani s ¢asem primarni diagnézy. Také u karcinomu mlécné zlazy byla
chemoterapie a hormonalni 1écba spojena se zvySenim exprese ABCB1 genu. U pacient,
Unichz byla zaznamendna exprese P-gp v nadorovych bunkach, dochdzelo k trojnasobné
vys§imu selhani terapie nez u pacientll s negativni expresi P-gp. ZvySend exprese genu
ABCB1 miiZe byt tedy vyuzita v predikci Spatné prognézy u nékterych onemocnéni. OvSem
nadmérnd exprese P-gp nemusi byt indukovana jen 1é¢ivy nebo chemickymi slouc¢eninami, ale
i fyzickym stresem, UV zafenim, rentgenovym zatfenim, tepelnym Sokem atd.*

U hlodavct je vznik P-gp kédovan Mdrla, Mdrlb geny [30]. ,,Pfedstavu o hlavni
uloze P-gp, jiz ma byt eliminace lipofilnich latek z téla, podporuje predevsim skutecnost, ze
geneticky manipulované (knock-out) mysi kmeny postradajici mysi homolog P-gp jsou
zivotaschopné bez projevil patologickych zmén, avsak jsou citlivéjsi k toxickému poskozeni
xenobiotiky.* [38]

Rezistence u H. contortus

Zvysena exprese P-gp u nematod, které¢ byly vystaveny anthelmintické 1é¢b& naznacuje
roli P-gp v efluxu anthelmintik a s ni souvisejici vznik rezistence. Bylo zaznamenano zvySeni
citlivosti na néktera anthelmintika, zejména IVM, u rtiznych P-gp knock-outovanych kmend
C. elegans, coz také poskytuje dikazy o jejich roli v ochrané pted anthelmintiky.

Rada studii, které popisuji zvySenou transkripci genti kodujicich P-gp u rezistentnich
nematod napovida, Ze by P-gp mohl souviset s rozvojem rezistence. [32] U H. contortus bylo
identifikovano 8 homologi pgp, z nichz 2 byly lokalizovany: pgp-2 v hltanu, stievech
a neuronech hlavy a pgp-9.1 v dé€loze samic. [7] Pgp-2 i pgp-9 by mohly souviset s rezistenci
na IVM. [11] Lloberas et al. (2013) uvedli, ze 1é¢ba infikovanych jehnat pomoci IVM zvysila
transkripéni hladiny pgp-2 u rezistentnich helmintd H. contortus ve srovnani s helminty
ziskanymi z neoSetfenych zvifat. [32] Pgp-2 byl prvni charakterizovany ABC transportni gen
spojeny s ML rezistenci u H. contortus. [13] N¢které inhibitory sav¢iho pgp méni transportni
funkci P-gp. Takové inhibitory mohou také zvysit citlivost hlistic na ML. [7] Napiiklad
pouziti inhibitora (MDRI — z angl. multi-drug resistance inhibitors) ke zvyseni toxicity
anthelmintik vi¢i nematoddm dale naznacuje roli transportérii 1éCiv na vznik rezistence.
Bartley et. al. (2009) uvedli, ze soucasné podavani valspodaru zvysilo citlivost rezistentnich
izolatd H. contortus na IVM. [33]
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3 Cil prace

1.

Zjistit rozdily v expresi osmi znamych P-gp genli mezi citlivym, rezistentnim
a multi-rezistentnim kmenem H. contortus, zvlast’ u samic a samcu.

Stanovit konkrétni P-gp, které by mohly souviset s anthelmintickou rezistenci
u H. contortus.

4 Metodika

4.1 Modelovy organismus

Pro testovani byly vybrany tfi kmeny H. contortus:

citlivy na anthelmintika - ISE (Inbred Susceptible Edinburgh)
rezistentni na benzimidazolova anthelmintika - IRE (Inbred Resistant Edinburgh)
multi-rezistentni - WR (White River)

4.2 Ziskavani dospélca H. contortus — Agarova metoda

Princip: Dospéli ¢ervi kmentt WR, ISE a IRE byli ziskani z abomasa ovci pomoci agarové
metody.

Postup:

1.

No ok~ wd

8.

Obsah abomasa ovce proplachnout fyziologickym roztokem (obr. 7) a prelit
do sklenéné nadoby (obr. 8).

Nadobu umistit do vodni 1azn¢ pti 40 °C a nechat pevné ¢asti sedimentovat.

Odstranit supernatant.

Zbyvajici sedimenty (cca 300 ml) doplnit 300 ml agarové suspenze.

Nechat smés gelovat na platech gazy (obr. 9).

Ponorit gazy do fyziologického roztoku.

Inkubovat platy 1 hodinu (v inkubatoru nematoda migruji z agarového gelu
do roztoku) (obr. 10).

Izolovat nematoda z roztoku.

Cervi byli nasledné dle jednotlivych kmend roztfidéni na samice (F) a samce (M)
(obr. 11 a 12). Hlavnimi rozliSovacimi morfologickymi znaky byla rozdilna velikost samcii,

zihané zbarveni samic zapiiCinéné propletenymi stievy s pohlavnimi organy, vulva samic
a kopulac¢ni bursa samct. Vlasovky byly identifikovany pod binokularnim mikroskopem.
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F

Obr. 8: Obsah abomasa s fyziologickym roztokem [39]
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Obr. 9: Platy se sedimenty a agarem [39]

Obr. 10: Inkubované platy [39] Obr. 11: UdrZzovani H. contortus pii 37 °C béhem ttidéni [39]
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Obr. 12: Ttidéni H. contortus kmenu ISE [39]

4.3 Fixace dospélca H. contortus

Princip: Z divodu izolace RNA byli ¢ervi nejprve fixovani v TRIzolu.

Postup: 10 samic a 15 samci z kazdého kmene ve 4 biologickych replikatech vlozit do 1ml
TRIzolu (ve 2 ml Sroubovaci zkumavce) (tab. 2).

Tab. 2: Schéma vzorkid jednotlivych samic a samci H. contortus umisténych ve zkumavkach s 1 ml
TRIzolu

ISEF1-10 |ISEM1-15 |[IREF1-10 |IREM1-15 [WRF1-10 |WRM1-15

ISEF2-10 |ISEM2-15 |IREF2-10 |IREM2-15 |WRF2-10 |WRM2-15

ISEF3-10 |ISEM3-15 |[IREF3-10 |IREM3-15 |WRF3-10 | WRM3-15

ISEF4-10 |ISEM4-15 |IREF4-10 |IREM4-15 |WRF4-10 |WRM4-15
4.4 lzolace RNA

Princip: TRIzol, smé&s fenolu a guanidin isothiokyanatu, umoziuje selektivni izolaci celkové
RNA z malého mnozstvi tkani ¢i bunék. Pfi izolaci RNA zlstavd zachovana jeho integrita
béhem homogenizace tkané€. Piidavek chloroformu a néasledné stoceni rozdéli smés na vodni
a organickou fazi, pfiemz RNA bude vyhradné v horni vodni fazi. Nasledné selektivni
vysrazeni RNA pomoci isopropanolu umozni izolaci Cisté RNA.
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Tab. 3: Material pottebny pro izolaci RNA

200 ul chloroform

500 ul isopropanol

1 ml 75 % ethanol

DEPC H,0 (samci v 20 ul, samice v 30 ul)

Postup:

1.

©oN RN

N
= o

12.
13.
14.
15.
16.

Zvlast kazdy vzorek homogenizovat s keramickymi kulickami — 50/s, 3 minuty, 3x
(obr. 14).

Smés nechat stat pfi laboratorni teploté 5 minut.

Ke smési ptidat chloroform a 15 sekund tfepat.

Smés nechat stat 2-3 minuty pfi laboratorni teploté.

Smés stacet ve vychlazené centrifuze Heraeus — 15 minut, 12.000 g, 4 °C.

Ze smési piepipetovat horni vodni fazi do 1,5 ml zkumavky.

K ptepipetované vodni fazi pridat isopropanol a promichat.

Smés nechat stat pii laboratorni teploté 10 minut.

Stocit smés ve vychlazené centrifuze — 10 minut, 12.000 g, 4 °C.

. Ihned od smési odstranit supernatant.
. Peletu omyt v 75 % ethanolu, zamichat pieklapénim a stocit ve vychlazené centrifuze

—5 minut, 7.500 g, 4 °C.

Odstranit supernatant sklenénou pipetou s vytazenym koncem.

Ususit peletu na vzduchu.

Rozpustit peletu v DEPC H,0 a promichat.

Smés nechat stat 5 minut pii laboratorni teploté a poté znovu promichat.
Peletu ulozit na led.

Obr. 13: Pracovni plocha uréena pro izolaci RNA [39]
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Obr. 14: Smés tkané H. contortus a TRIzolu za ptitomnosti kuli¢ek pro homogenizaci [39]

4.5 OsSetfeni RNA pro reverzni transkripci

Princip: OSetfeni vzorki RNA DNAsou, ktera selektivné §tépi pouze DNA a odstrani
pfipadnou kontaminaci vzorkli genomovou DNA.

Tab. 4: Material potiebny pro oSetieni RNA

Materidl pro 1x vzorek:
1,5ul 0,1M EDTA pH 8
8,5 ul DEPC H,0
4 ug RNA
3 ul pufr
1 ul DNAsa
Postup:

1. Do jednotlivych 0,5 ml zkumavek napipetovat RNA a H,0O, aby vysledna koncentrace
byla 4 pg/ul (tab. 10).

2. Ptipravit master mix pro odpovidajici pocet vzorkl (+2) - pufr, DNAsa (tab. 4).

3. Master mix promichat ve vortexu a mirné stocit.

4. Master mix rozpipetovat do jednotlivych zkumavek se smési RNA a H,0.

5. Smés promichat a inkubovat 25 minut pti 37 °C s ttepanim 500 rpm.

6. Ke smési piidat 0,1 M EDTA (tab. 4) a nechat inkubovat 10 minut pii 75 °C
(inaktivace DNAsY).

7. Ke smési ptidat DEPC H,O (tab. 4). Vysledna koncentrace smési je 127 ng/ul.

8. Smés uchovavat v mrazaku na -70 °C.

27



4.6 Reverzni transkripce (syntéza cDNA)

Princip: RNA je reverzni

transkriptdzou prevedena na jedno

fetézcovou cDNA

(complementary DNA) s pouzitim jednoho primeru (nahodné hexamery).

Tab. 5: Material pottebny pro smés master mixu

Materidl pro 1x vzorek:

Material pro 24 + 2 vzorkd:

4 ul pufr 104 ul pufr
2ul DTT 52 ul DTT
2 ul ANTP 52 ul dNTPs

5,5 ul DEPC H,0

143 ul DEPC H,0

0,5 reverzni transkriptdza

13 reverzni transkriptaza

Tab. 6: Material potiebny pro reverzni transkripci

Material pro 1x vzorek:

Materidl pro 24 vzorkd:

1 pl primer (ndhodna hexamera)

24 pl primer (ndhodna hexamera)

5 ul vzorek RNA po oSetfeni DNAsou

120 pl vzorek RNA po osetieni DNAsou

14 ul Master mix

336 ul Master mix

7,5 ].11 dd Hzo

180u1 dd H,0

Postup:

Vzorky vlozit na chladici desticku.

No ook~ owhE

cDNA uchovavat pii -20 °C.

4.7 Real-time PCR

Ptipravit smés primeru a RNA, zamichat a stocit v centrifuze (tab. 6).
Inkubovat 5 minut 65°C v PCR cykléru.

Do smési ptidat Master mix, zamichat, sto¢it (tab. 5 a 6).
Inkubovat 10 minut na 25 °C, poté 50 minut na 42 °C a 5 minut 80 °C.
Vyslednou smés naiedit dd H,O (tab. 6).

Princip: Metody real-time PCR jsou schopny pomérné piesné kvantifikovat vstupni mnozstvi
vySetfovaného templatu DNA. V qPCR cykléru dochazi k reprodukci vybranych tusekl

cDNA.

Material: 15 pl Master mix, 5 ul cDNA

Tab. 7: Material potiebny pro smés Master mixu

Materidl pro 1x vzorek:

Material pro 48 + 2 vzorkd:

4,2 ul dd H,0

109,2 ul dd H,0

10 pl SG mix

260 pl SG mix

0,8 ul smes primert

20,8 ul smés primera
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Postup:

1. Napipetovat Master mix (tab. 7) a cDNA do 96 jamkové desti¢ky (tab. 8). Vzorky
byly napipetovany v duplikatech (technicky replikat).

2. Zalepit desticku folii.

3. Vlozit desticku do PCR cykléru.

Tab. 8: Schéma vzorkd pro jeden gen piipravenych do PCR cykléru:

1] 2 3| 4 5 6 7 8 9 10 11] 12|
A ISE ISE ISE ISE IRE IRE IRE IRE WR WR WR WR
F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4
5 ISE ISE ISE ISE IRE IRE IRE IRE WR WR WR WR
F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4
c ISE ISE ISE ISE IRE IRE IRE IRE WR WR WR WR
M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4
D ISE ISE ISE ISE IRE IRE IRE IRE WR WR WR KONTROLA
M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 (H=0)

4.8 Statisticka analyza dat

Postup:

1. Zkontrolovat prab¢h fluorescenénich kiivek tani.

Exportovat hodnoty Ct do Excelu.

3. Provést vypocet podle metody ,,comparative Ct*: 2*(-ACq),
kde ACq=Cq(TG)-Cq(RG).

4. 'V programu GraphPad Prism 4.0 vytvofit grafy pro vizualni znazornéni zmén exprese
genul.

N
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5 Vysledky
5.1 I1zolovana RNA

Z dospélct ISE kmene H. contortus byla pomoci fenol-chloroformové extrakce izolovana
RNA. Mnozstvi a Cistota ziskané RNA byla méfena pomoci spektrofotometru NanoDrop.
Mnozstvi RNA pro jednotlivé vzorky je uvedeno v tabulce ¢. 9. Pomoci poméru absorbanci
pii vinové délce 260 nm a 280 nm lze zjistit kontaminaci proteiny. Hodnota by méla byt
V idealnim ptipadé vétsi nez 1,8. Obdobné Ize z poméru absorbanci pii 260 nm a 230 nm
zhodnotit kontaminaci fenolem. Tato hodnota by se méla idealn¢ blizit 2.

Tab. 9 Koncentrace izolované RNA

Vzorek é‘;r/‘ﬁf)””ace RNA T A260 A280 260/280 260/230
ISE F1 2546,07 63,652 32271 | 197 138
ISE F2 332,67 8317 4,426 1,88 0,82
ISE F3 2126,6 53,165 26,158 | 2,03 1,85
ISE F4 161,82 4,045 2188 1,85 0,44
IRE F1 2818,04 70,451 36,248 | 1,94 2,08
IRE F2 2668,68 66,717 33,63 1,98 2
IRE F3 257492 64,373 32693 | 197 127
IRE F4 2454,08 61,352 30014 | 1,98 123
WR F1 141713 35,428 17181 | 2,06 1,02
WR F2 2173,56 54,339 27361 | 1,99 112
WR F3 2062,71 51,568 25812 | 2 137
WR F4 27853 6,963 3718 187 0,71
ISE M1 605,57 15,139 7,013 1,01 0,66
ISE M2 809,68 20,042 9,933 2,04 152
ISE M3 861,77 21,544 10748 | 2 118
ISE M4 673,45 16,836 8319 2,02 1,29
IRE M1 791,97 19,799 9,908 7 1
IRE M2 640,23 16,006 7,994 7 0,88
IRE M3 390,81 9,77 5,129 19 0,98
IRE M4 804,56 20,114 10,83 1,86 0,83
WR ML 583,76 14,594 7247 2,01 0,89
WR M2 91,75 2204 1,29 178 0.26
WR M3 133,75 3,344 1,865 1,79 0,43
WR M4 234,64 5,866 3,077 191 0.74

Z tabulky ¢. 9 je zfejmé, ze RNA byla izolovana u vSech vzorkl. Vsechny vzorky
obsahovaly dostatecné mnozstvi RNA. Data ndzorné¢ ukazuji, Ze mnozstvi RNA izolované
z vétsiny samic (F) H. contortus né¢kolikanasobné piesahuje mnozstvi RNA izolované
ze vzorki samct (M). To odpovidd rozdilné morfologii samic a samcii H. contortus.
Kontaminace proteiny u vSech vzorkl splituje uvedenou normu. Nejniz§i mnozstvi RNA
obsahoval vzorek WR M2. Z poméru absorbanci 260 nm a 230 nm je ziejmé Ze byl vzorek
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WR M2 kontaminovan fenolem (0,26). Kontaminace fenolem je vidét i u dalSich vzorkd,
predevsim u téch s koncentraci RNA <500 ng/ul. Nicméné, tato kontaminace nebranila
Vv procesu dal$i planované metodiky.

5.2 Vypocet RNA pro oSetifeni DNAsou

Pro odstranéni pfipadnd kontaminace vzorkl genomovou DNA byly vzorky oSetfeny
DNAsou.

Vzorky bylo nutné standardizovat na stejnou koncentraci RNA. Z toho divodu byl
proveden vypocet, ktery urcil, jaky objem izolovaného materidlu obsahuje 4 pg RNA a jak
velkym mnozstvim H,O je potieba jej doplnit, aby celkovy objem vzorku ¢inil 26 pl.

Tab. 10: Koncentrace RNA

vzorek ng/ul 4 ng RNA [pl] Hzﬁlﬂlo 26 ul
ISE F1 2546,07 1,6 24,4
ISE F2 332,67 12,0 14,0
ISE F3 2126,6 1,9 24,1
ISE F4 161,82 24,7 1,3
IRE F1 2818,04 14 24,6
IRE F2 2668,68 1,5 24,5
IRE F3 2574,92 1,6 24,4
IRE F4 2454,08 1,6 24,4
WR F1 1417,13 2,8 23,2
WR F2 2173,56 1,8 24,2
WR F3 2062,71 1,9 24,1
WR F4 278,53 14,4 11,6
ISE M1 605,57 6,6 19,4
ISE M2 809,68 4,9 21,1
ISE M3 861,77 4,6 21,4
ISE M4 673,45 59 20,1
IRE M1 791,97 51 20,9
IRE M2 640,23 6,2 19,8
IRE M3 390,81 10,2 15,8
IRE M4 804,56 5,0 21,0
WR M1 583,76 6,9 19,1
WR M2 91,75 18,0 8,0
WR M3 133,75 18,0 8,0
WR M4 234,64 17,0 9,0

Koneé¢ny objem kazdého vzorku byl tedy 40 pul a vysledna koncentrace RNA odpovidala
127 ng/ul. Vzorek WR M2 obsahoval pfili§ malo RNA a nebyl tedy nafedén na konecny
objem 40 pl. V této fazi byla RNA pfipravena pro reverzni transkripci (viz metodika 4.5
a4.6).
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5.3 Analyza qPCR

5.3.1 Princip metody
,Metody real-time PCR jsou schopny pomérné piesné kvantifikovat vstupni mnozstvi
vySetfovaného templatu DNA.“

Pti real-time PCR je reak¢ni smés obohacena o interkala¢ni latku SYBR Green schopnou
fluorescence. SYBR Green se v kazdé reakci vimezetuje do dvou vlakna DNA. ,,K vyzatovani
fluorescen¢niho zafeni dochdzi jen, pokud je v reakéni zkumavce amplifikovan templat
DNA* (obr. 15). ,Nartst fluorescence pak vykazuje esovity charakter typicky pro PCR*
(obr. 17 a 18). ,,Tvorbu produkti lze na obrazovce monitoru sledovat Vv pribéhu procesu
Vv ,redlném case.” ,,Svételné kvantum zachycené na detektoru by mélo byt pfimo tmérné
mnozstvi vznikajiciho amplikonu.“ [2]

A A A
m Pokud jsou molekuly SYBR Greenu navazany na dvoufetézcovou
7 7 7 DNA, tak vydavaji fluorescenci

DENATURACE DNA
Uvolfiovani molekul SYBR Greenu z denaturovanych molekul DNA:

fluorescence klesa
o © o
g
o o reverse
NASEDANI PRIMERU primer
o o o Nasedani molekul SYBR Greenu na vznikajici

dvoufetézcové molekuly DNA: fluorescence se zvy3uje

lor_wz o o
primer

SYNTEZA DNA

A A A
m Mira fluorescence je dvounasobna oproti plvodnimu templatu

Obr. 15: Zabudovani barviva do dvouietézcového vlakna DNA [21]
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Obr. 16: Zobrazeni nespecifickych produktii na ktivce tani [42]
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Obr. 17: Aplifikaéni kiivka [42]

(Cy), (Cp, (Cp,; pocetcykll

teplota

,2Amplifika¢ni kfivky maji pfi kvantifikaci vyneseny na ose X pocty reakcnich cykld;
naose Y je intenzita fluorescence zachycena na detektoru po korekci pozadi (Rn hodnota)*

(obr. 17). [2]

A
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?
g Lineamni faze
>
Tegl 8
Exponencialni faze
--------------------------------------------- Pozadi fluorescence
0 5 10 15 20 25 30

Ct Pocet cyklu

Obr. 18: Pribéh reakce qPCR na amplifikaéni kiivce [20]
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»Hodnoceni mnozstvi molekul DNA se provadi v exponencialni fazi, resp. v takovém
cyklu, kdy esovita amplifika¢ni kiivka svou vyskou fluorescence poprvé piekona hodnotu
meze detekce (threshold). Tento cyklus se oznacuje cycle treshold (Ct). Cim vice molekul
templatové DNA je obsazeno v reakéni smési, tim rychleji dojde k pifekonani meze detekce
a bude dosazeno exponencialni faze reakce* (obr. 18).

,,PI1 relativni kvantifikaci je soucasné s vysetfovanym genem amplifikovan a hodnocen
téz referencni gen®, ktery ,,musi mit ve sledovaném typu bunék prokazanu konstantni expresi
nezavislou na okolnich podminkach.*

Kvantita lze vyjadfit porovnavanim hodnoty Ct pro vysetiovany a referencni gen.
,,Pro kvantifikaci je dulezitd hodnota delta Ct (ACt), ktera vyjadiuje matematicky rozdil
mezi hodnotami Ct pro referencni a studovany gen. Je-li hodnota Ct pro vySetiovany gen nizsi
nez pro gen referencni (méa vySsi expresi nez referencni gen), musi byt hodnota ACt kladna.
V opacném piipadé¢ je hodnota zaporna.* [2]

5.3.2 Vlastni vysledky qPCR

Me¢fteni bylo provedeno na vSech pfipravenych vzorcich (24 x) pro znamé P-gp geny
u H. contortus: pgp-2, pgp-3, pgp-9.1, pgp-9.2, pgp-10, pgp-11, pgp-13, pgp-16. Jako geny
referencni byly pouzity GAPDH a NCPB.

Samotny vypocet genové exprese byl proveden podle rovnice 2°(-ACt).

Genova exprese byla nasledné porovnavana mezi kmeny ISE, IRE a WR zvlast
pro samice a pro samce. Ze zjisténych udaji byly pomoci programu GraphPad Prism 4.0
vytvofeny grafy, které umoZnily zmény v expresi genl vizualné znazornit.
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Obr. 19: Konstitutivni exprese genti samcti kmena ISE, IRE a WR, *signifikantni zména (P < 0,05)

Na obrazku ¢. 19 je zobrazena konstitutivni exprese genii U samct kmenu ISE, IRE
aWR. Zgrafu lze vidét zna¢né rozdily v expresi uréitych genl. Nékolikanasobné zvyseni
exprese genil kmene WR se ve srovnani s kmenem ISE vyskytlo u pgp-9.1, pgp-9.2 a pgp-16.
Exprese genu pgp-16 byla téz znané zvySena u kmene IRE ve srovndni s expresi t¢hoz genu

kmene ISE.

35



Konstitutivni Samice

exprese
4= *
Hm ISE
- l B IRE
* — WR
I R S l.
1- *
09 1 | | | 1 | |
; b A v N0 A & ©
QQ QQ 9 9' Q/ Q/ Qr Q/
¥ P

Obr. 20: Konstitutivni exprese genti samic kmeni ISE, IRE a WR, *signifikantni zména (P < 0,05)

Na obrazku ¢. 20 je zobrazena konstitutivni exprese genl samic pro kmeny ISE, IRE
a WR. Exprese genii probihala u vSech tfi kmenli velmi obdobné¢ vyjma geni pgp-9.2
a pgp-16. Ve srovnani s hodnotou ISE je pro gen pgp-9.2 patrna vyrazné vyssi exprese kmene
WR, zatimco U kmene IRE je exprese tohoto genu vyrazné niz§i. ZvySena je téz exprese
pgp-16 kmene WR ve srovnani s expresi téhoz genu kmene ISE.
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6 Diskuze

V boji proti vzniku a vyvoji 1ékové rezistence H. contortus na anthelmintika by mohlo
pomoci bliz§i poznani mechanismt vzniku takové rezistence. V této praci jsem se zaméfila
na studium mechanismu, které minimalizuji vstup 1é¢iva do bun¢k parazitli zvySenou expresi
efluxnich P-gp transportérGi (viz Mechanismy rezistence v kapitole 2.2.3: Rezistence
na anthelmintika). Zkoumanymi geny byly geny kodujici transmembranovy protein
P-glykoprotein, ktery je zodpovédny za eflux anthelmintik a dalSich cizorodych latek z bunky
do jejiho extracelularniho prostoru, ¢imz zabranuje poskozeni cilovych bunck témito 1éCivy.
Indukce tvorby P-glykoproteinu mize piedstavovat vyhodnou strategii tohoto parazita
V ochrané pted toxickymi ucinky anthelmintik. Cilem této prace tudiz bylo sledovani exprese
vSech doposud prokazanych gent H. contortus (pgp-2, pgp-3, pgp.9.1, pgp-9.2, pgp-10,
pgp-11, pgp-13, pgp-16) kodujicich P-gp mezi citlivym a rezistentnimi kmeny ISE, IRE
aWR.

Metodou pro zkoumani exprese genti byla zvolena kvantitativni PCR, ktera je schopna
pomérné presné kvantifikovat vstupni mnozstvi vySetfovaného templatu DNA. Vysledné
hodnoty, které kvantitativné zhodnotily expresi vybranych geni, byly zaneseny do grafa
pro vizuélni grafické porovnani. Na obr. 19, kde je zndzornéna P-gp genova exprese U samct,
jsou patrné vyrazné signifikantni zmény (P < 0,05) u multi-rezistentniho kmene. Jedna se
0 indukci exprese genti pgp-9.1, pgp-9.2 a pgp-16 ve srovnani s expresi tychz gend u kmene
ISE, ktery je citlivy vici ptisobeni vSech anthelmintickych 1é¢iv. Pti dikladnéjSim pozorovani
lze zaznamenat az sedminasobné vyssi expresi genu pgp-16, pétinasobné vyssi genu pgp-9.1
a tém¢ert Ctyinasobné vyssi genu pgp-9.2. Podobny jev lze pozorovat i u genu pgp-16 kmene
IRE, ktery vykazuje rezistenci vici nékterym anthelmintikiim (napt. BZ), jehoz exprese oproti
ISE byla zvySena téméf Sest krat. Z obrazku 20, na némz je zobrazena genova exprese P-gp
U samic, jsou patrné signifikantni zmény (P < 0,05) u kmene WR. Jedna se o Ctyfnasobné
vyssi indukci exprese pgp-9.2 a téméf tiinasobné vyssi expresi pgp-16 ve srovnani s expresi
tychz gent kmene ISE. Pro gen pgp-9.2 kmene IRE lze naopak zaznamenat jeho signifikantni
inhibici oproti pgp-9.2 kmene ISE.

Rozdily v expresi genti pgp-9.1, pgp-9.2 a pgp-16 u citlivého a rezistentnich kment
by mohly skute¢n¢ naznacovat roli téchto gend Vv rozvoji rezistence. Podobn¢ Raza et al.
(2016) ve své studii pozorovali expresi P-gp gentl u larvalnich stadii (L3) H. contortus
citlivého (Kirby) a rezistentniho (WAL) kmene. Transkripce gend pgp-9.1, pgp-9.2 zde byla
signifikantné vyss$i u rezistentniho kmene ve srovnani s citlivym (Kirby). Toto zjisténi je
v souladu s moji praci i se studii Sarai et al. (2013), ktera popsala zvySenou expresi pgp-9
u rezistentniho kmene WAL ve srovnani s citlivym Kirby, opét u larvalnich stadii. Tato studie
vsak nemohla zohlednit tii rizné homology pgp-9, protoze jejich existence v t€ dobé nebyla
znama. Williamson et al. (2011) taktéz uvadéli signifikantné zvySenou expresi pgp-2 a pgp-9
v multi-rezistentnim izolatu ve srovnani s citlivym izolatem. Raza et al. (2016) naopak
nepotvrdili zvySenou transkripci pgp-16 u rezistentniho kmene WAL, coz je v rozporu S mym
pozorovanim. Na rozdil od téchto studii, které sledovaly zmény P-gp genové exprese
na larvalnich stadiich Zijicich ve vnéjSim prostfedi, mlj experiment je proveden piimo
na parazitickych stadiich H. contortus, a tak pfimo dokazuje rozdil v expresi P-gp geni
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mezi rezistentnimi a citlivym kmenem. Dale je z vysledktu ziejmé, ze se li§i exprese P-gp
genil v zévislosti na pohlavi a na tento fakt je potfeba brat zfetel v dalSich studiich. U samct
zmeény v expresi P-gp gent byly ¢astéjsi nez u samic.

Zkoumani exprese vybranych genii pomoci kvantitativni PCR bylo provedeno jednou.
Pro potvrzeni nasich vysledkl by bylo nutné experimenty zopakovat. Do budoucna by bylo
zajimavé zkoumat vliv riznych koncentraci 1é¢iv na expresi P-gp gend. Timto zplsobem
by také bylo mozno potvrdit ¢i vyvratit zmény, které byly v expresi geni v této praci
zaznamenany, at’ se jednalo o inhibici ¢i indukci. Otdzkou vsak stdle zGstava, zda jsou tyto
uvedené zmény vyznamné pro reakci organismu parazita na pusobeni anthelmintik a s tim
souvisejici vznik ¢i pfipadny rozvoj rezistence. Tyto otazky jsou predmétem dalSiho
zkoumani exprese genil hlistice H. contortus.
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[ Zavér

V této praci byla zkoumdna exprese genii kddujicich membranovy efluxni transportér
P-glykoprotein u parazitické hlistice vlasovky slezové (Haemonchus contortus). Vysledky
Vv ptedlozené praci prokazaly zmény v expresi genii mezi citlivym ISE a rezistentnimi IRE
a WR. Konkrétné¢ béhem exprese gent pgp-9.1, pgp-9.2 a pgp-16 se projevila signifikantni
zména U rezistentnich kment vlasovky slezové oproti citlivému. Rozdilna exprese téchto gent
u rezistentnich kmenii by mohla souviset se zvySenou ochranou parazita proti 1é¢ivim, a tedy
zména konstitutivni exprese téchto gend (pgp-9.1, pgp-9.2 a pgp-16) by mohla byt jednim
Z mechanismii vzniku rezistence u H. contortus. Spravné pochopeni mechanismi vzniku
rezistence u H. contortus je zasadni pro vyvoj 1éCiv a strategickou 1éCbu zavazného
onemocnéni ovci, hemonchozy.
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8 Pouzité zkratky

L1
L2
L3
L4

FECRT

reduction test)

ERP

larva L. vyvojového stadia
larva II. vyvojového stadia
larva III. vyvojového stadia
larva IV. vyvojového stadia

test redukce poctu vajicek ve vykalech hostitele (z angl. faecal egg count

doba, za kterou jsou po odcerveni ve vykalech znovu detekovana vajicka

parazitt (z angl. Egg Reappearance Period)

EHT
MALDT
CYP
P-gp

ISE
Edinburgh)

IRE
WR

MDRI
inhibitors)

BZ
TBZ
ML
IVM
PBO
DEPC
EDTA
ddH20
DTT

dNTP

test lihnuti vajicek EHT (z angl. Egg Hatch Test)

test vyvoje larev na mikroagaru (z angl. Microagar Larval Development Test)
cytochrom P450

p-glykoprotein

kmen H. contortus citlivy na anthelmintika (z angl. Inbred Susceptible

kmen H. contortus rezistentni na BZ (z angl. Inbred Resistant Edinburgh)
multi-rezistentni kmen H. contortus (z angl. White River)

inhibitory zvySujici toxicitu anthelmintik (z angl. multi-drug resistance

benzimidazol

thiabendazol

makrocyklické laktony

ivermektin

piperonylbutoxid

diethylpyrokarbonat

kyselinu ethylendiamintetraoctovou

dvakrat destilovana voda (z angl. double-distilled water)
dithiotreitol

deoxynukleosid trifosfaty
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RNA ribonukleova kyselina
DNA deoxyribonukleova kyselina
SG mix SYBR Green mix

cDNA  DNA syntetizovana podle RNA v reakci katalyzované enzymem reverzni
transkriptazou (z angl. complementary CDNA)

gPCR  Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (z angl. Real-time polymerase
chain reaction)
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