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Abstrakt

Univerzita Karlova
Far maceutavelk @§déakkKi 8§l ov®

Katedra biochemickich vnd

KandiBdgitchael Pas§8k
Gkolitel: prof. RNDr. Lenka Sk&lov§, Ph.D.

N§zev diplomov@xpr@&seé: viImPmaynwieh enzymT me
uparazita po kontaktu se sublet8l n2zmi d§gvk

ParaziteTsolktijee Tvtiyphithmu ® hospodsBfs kT ch
onemocniDn?2 zv gewvidsovka soonfegiemanehus contortys] e d n 2 m
zanthelmintk mug2 vanim ve vet eboji8r np?r o imiged i hcez nmolX
i ivermektin( I VM) . PS2 | indmtrpat ®mift sem je | ast’
nal VM i dal g2 pod8&vSendPoknhtBllgl mienyezistheai ur | it
uvl asovky mohowodthirdy eynwzgomlyra@imTuPdd 0t ( LY PP
P-glykoproteiny (Pgp). Tat o di pl om®dws j pr Fe¢ §d@3ab koncce
IVWMnaz mPnu exprese genT -gpPGefladhotmi e®RpEVYP
sedos p NI clBEHkaorgontessr o z d DI i | i naPos amobaai sdms p |
se3 r TznTl mi konlcghariazelmov § vM RNA a zmDna e
sestanovila metodou qPCB Yy |l y zj i gt Dnyexprasn®teserzd¥vhp’
usamcT a samic. KlovwM ackaséelgon vid B k a m eegpresi z mND n ¢
testovanl chCY®Peak TRgjpak | mda k| n? ef ekt Il VM b
v genech pro Rp.



Abstract
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Faculty of Pharmacy n Hr adec Kr 81 ov®
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CandidateBc.Mi chael Pas§k
Supervisor: prof. RNDr. Lenka Sk&8lovsg, Ph.

Title of diploma thesis: fie changes in expression of selected anegabolizing enzymes

in parasites after exposition to settial doses of drugs

The parasite, which causes significant losses of small ruminants through a disease
called hamonchosis, is the abomasal nematddaemonchus contortusiVM is
oneof the anthelmintics used in veterinary medicitee eliminate haemonchosis
Themain problem withthis parasite is the presence drug resistance talmost all
administered anthelmintiagscluding IVM. It is believed that xenobiotimetabolizing
enzymes suchscytochromesP450 (CYPs) and membrane effluxransporters P
glycoproteins(P-gps), play therole in resistance irH. contortus This study focuses
onthe effect ofsublethal dosesf IVM on expression of selectegdYPs and Rgps.
Females and malesf susceptible ISE straill. contortuswere separated before our
experiment. After incubatioof nematodes with three different concentratioh$vVM,
RNA was isolatedind the changes in expressiorsefected genes were analyzesing
gPCR Significant sexdifferences were observed imducibility of tested genes
Significant IVM-induced changes ikl. contortuswere found irexpression ofCYP

andP-gp genesThe induction effect ofVM was mostpronouncedn P-gp genes
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1. BvoD

HI 2stice jsou velp®ie®tanebpzpe| zZchoudna zipt
ovec2 a pSNeegvzinkGanvlXjTg.2 m pSedstavitelem toho
endoparazitvlasovka s& o v Baempnchuscontortug , kbtyelra8 vybr &8na
modeloorvgiani smus pr o t uParazitugie skz amoozvocii pT o i
pSegvIiApmvscobS8unjlet y as it iNHkiowe an®mi i .

L®| hamonch- zyposdsv &mn2g amlt shwmakidcykhick ic K
laktoni] (n a piv@rmektiru) nebo benzimidazdl (n a pafbendazal). Av gak | ast T n
aopakownim pod§anferitik vl asovky pSestg§vaj2 bDbit
ci tdvizm@ k § . | ®k o vh§l arfaelitdtik otmeh ¢ & ,wj 2hce2moln®lhb z y
adal 2t miJnetd-uR? anr ma k ok ipm é tnica@ pilfsthence je zvli ¢
genTenpmyanet abol i zujk2e?r 8§ ®lei waot ® st 8vaj 2 in

Vr8§mci t @tyd aprs§ealovEnaxpr @eoaga ogpbilgdnhec
proenzyny uvlasovky & ov ® p o knthalmiatilkerh ivermsktinem (IVM) .

C2 | e mzjidiity jestli je parazip o kont akt u se s ubscheger8!| n2 mi

za¥sl el em s vz@mibexppeS eackittizvi t u svich biotransfo



2. TEORETICKCL CST

21 HIlI 2sti ce

Hl 2 sjgoivcgeudy pS2tomn® organismy na zemi
rostiny | | ovRDka a daDg3pbnygjiayotirgthilc?2m, rozmn.
aexkreln2zm syst ®m®wmen 2 &ll eh apctds essyEsitaGerh. ma j 2 Kk
prTSejiedBAlo@ushou stavbou, kdenatda ujh®dn St k
otvor (Basyoni a Rizk 2016)

TNDIhe 2jse¢ i pokryto kuti kzwmlDdkuw yrdtekdpie ex8, se sk
mezeg, endokutikuy a kamd & hz se mTrlek oslkilk8ad aggodzvr st e\
vgechny ektoder m8Il n2 | 8§st i tr8vic2ho tr
alej eds@8 ynami ckou strukturu, kter§ umogRuUj
vi mRDna ¥l &tsd kn 2 a shestitelem{Velfr etigk 2007). Epikutikula obsahuje
vrstvu bohatou napolysacharidy z | ep guj 2ch2o p rodstan Wy BisDgkye
hypodermispodkutikulou r o0 z d &/hzkyjsvaT do| t k $ a d r(BasybnT a Rizk
2016) Po |l et sv adBtypSsgalstaal Mol omyaryBr n2polmemomy §
Str8§vic2msouag&peijnenyVoseta.POOH ® buRky

Kutikula, svalstvo ahy p o d e r midohromady loydéstaicko-s k e | et §1 n 2
syst ®&Bych ®agmn e pur av ou i pdéudctoeldtue ivlypp & NI n 2
tekutnoupoé$ P na m@igatdAr oz vodVt I m? nduu Rknyd, jkstoeur
se mohou pohybovattv Dl n2 t e k utvimilX rao bvd ml3lem@utk losinea ¢h m R @&
vitaminu B12 s y nytp®teinf neboi mu n i t n(Basyoni alRizk Z016)

Centr8§8ln2 nervovl syst ®mdjika dt wydermall2t a
v | § Iz mrafid a hlavoV ¢ heurod. Zpr st ence smRSujddr s Pn2&m
ventr 8l n2 a | ater8ln2 nervov® provazce. TI
j ako cervi k8l n?z nebo kaud8Il n2 chaweinczko®& i c k
amechan c ke@&ptory. Amfidy jsou chemoreptoryvy s kyt upvNe il 8.8t v e
HI 2 stixc@t grnanahiidy, d mBst Dn ®vhlilaatveorv&® nlNDast o s | o1
k jejich identifikaci (Basyoni a Rizk 2016)Neurony va mf i d 8 c h2 zaklkdémicaul ®
at epel n® oskiogr§!l yummm gRuj 2 naj2t vIihodnhj g?
vwhnouts e pTsoben?.Srooxvn&n2mxreZi stentn2ch a
H.contortusse uk8zala znaln8 degenerace tDchtoc
(Freemaret al 2003).



Zal §tek tr8Vvetsta BB apydgnt mkedys ohtanb en §
kterT spojuje ¢BasydnimRizk2816)n H|l @ ast $ewvo u nNkt
rozdRlit na | §st zsavdanl 2n ahtTsdplana ospeh) 8 Somababua V.
kulovithim&ldo bl Indblusi.drJ2 atrifclhistic twvoS2 | e
stichocytyu s po S§dan® (Volf esal. 2007h Stishosong e s ek Bpl n2 o
jeh o gekrety mnN n 2 pvibecRIsgc h hostitel e (Sefenicpr os pl
Milosavljevicetal.2015) St Sevo pSedst avpugset rj erdm2omd uvcihbgn
na zails8ltekpu® st Sevo. U samic %Wst?2 stSevo a
s poDlsplorh|l avn? okloakyd tS§8svowyidi n, aS utgr Svei g2ehdm
traktu hostitele, obsah rostlinnlTch bunnk
(Volf et al.2007).

HIl 2 st i g¢gaen ojcshaoar d 31t eé®n ® hsoe psoehxl vadl2n2 m r o0z mn.
alevr 8§ mcyik | a s e u nNkterTch druhT mT g e ok
parerogenezeg(Volf et al. 2000. Saml 2 rozmnogovac?2 soustava
semennim v8|l kem a cp&antor® dEabysnt dkRizkn2016) t 2
Zv el mi tenk®ho nitkovit®ho varl et e s e z &
doc h 8 mo \(vasddeférens, sl oug?2c? pro dopravu sam|?
vc h 8 modudus ejaculatorijsSamcinedosahuj 2 ,r gzemprcuh stahhioc
dozadu vytvgsS2z vIigknitl vibhRDgek a st§lz2 s
rozgi 9o \g#rsa copulatrix ten umogRuj en2 6t Maqions pmi
ausnadRuj e r(Bmmdo @@oi@Bwlzal n?2 bur ztad2g leo ks[l o g
vyztugenich gebry. Utvs§Sen2 a rozi(dolien2 ge
etal.2009.Kp Si c hys@emwlpdkm| avn2 mu ot voru spichli kopu
(Smregal.2013.J sou vlIiogeny do samil? wvulvy, kte
s p e r nsamdice(Basyoni a Rizk 2016Spi kuly jsou jehlicovit®
p8§rov® Ytvary, u nRkterTch dmnuh TvTbe§ ¢pkoy,z e
vni chg se spikuly pohybuj 2 a gubemanlorh N ® o d
toaleun Dkt er T ch druhT <chyb?2. Orientaci spi k
podpTr n 8telanomvuek tvuernat r 81 n2 a (Moladta.20®).n2 | §st i

Samice dbBbsghafl2rB8amidl 2?2 taarikn sevaj @il 98 jke
ve vejcovod ¢viduch a nakonec d N | ¢uterus. DNd mhhahuj e povrchu
nep8rov §agnd.dOWVvaha je mnohem vDtg2 neg vej
vi Tzn®m st §dikt eorolge nee ezde tak® (BasywBad | ej i

Rizk 2016) Zr al 8 vaj 2|l ka jsou obalena mechani
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nebo | ipoidn2m olpratimemn.h a®hb alk ®mar dd alkmnl, vl h
zavodnhDn2 neabomTwyemrbzin(S t? ey bl.2@lB.aSvalmi | 2 v 1 v oo
jet voSen ventr 8l nib ul ogenou sval natou vV u
taxonomi ckTaw &rmiazk eprut Wwj 2alebjoecjyit cyh doop dddd eorhy | «
dojde ug Wdfetal2p0d)ov od

H 2stice pSi svemy&aivw§lin?pmio ddasabij ik a g d
st8dia syntetizuj? novou IRbabdititauzl auh r @ u s @
Caenorhabditseleganssev y s kyt uj e f e mo,m®ndy , |dakuiNcdu N eag wl
pSedchédzizahoa sdoj de k vrstvemepS2czong vi® pwrda
(Kiontke a Fitch 2013)

VIivoj hl2stic mTgeoSEmi beNombeoeewonxzn

mezihostitele Mono x enn?2 vIivoj je typickl pro geo
Kinfekci mohdsenon2choch§pdzSpear2ar §i mPDek]| n
neboper kut 8nnhn. N§sl eduje migrace tKk38gnDhDmi |

soustatwv®r oxdenn? h1 2 s tsmezikostitelsmoauS buigo hted z2md nrt a
neboobr atl oveceis.kuPdtn$Scdrgresmt kter §8 vyug2veg me
agosttdi a L3, kdy ug je infekln2 prbobldsefiaildt
doch8z2 poezSeng2lmNl nfi kovan®hovineozii hesobvt et
saj2c2(crhapkS.eviktle $r iloagpSijiakdn¥ektoeydoj
i nf ek]| n2 thdstitee@v@fetiak 200d).0

U nNRkterl ehTWithbsromglidaese vyskytuje fenom®r
Doch8z2 k ust,tonmtRepBleV kjae Inawv hwidmoju. dMebjuv p
se hypobi-za vysé&ytzumeuy t eygajWeeatibtial n Dk ol
2016) Ve vegjiivdospRNl ce u hostitele pak | vy po
porad. T2m se produkce infeobldonbeémnasito@eEmE? clyr
ml 8§ Nat (Mol etial €008 Hypobi - za | e pri m8rn?2 f
u Haemonchuscontortus i ej?2g infek] n?2 foMhtai mpeé mne|
podm?2 rHy®m.bi ot i élkc@tortussealeyyskyt uj @xtr ®mnnND such]
podm2 n k (&atdmgiet al. 1998)

Exi st uj 2 dva z8kl adn? typy exkreln2zho s\
Tubultgrenttar akt er Sesernentgksie psrkd §d§ z,e@ SdVval Kk
propoh espoj ov ac 2viypodermnis &bt eve§j & ct2vhaor p2smene
Dospoj ovacmbhouvubtfi h SSeyw kr el pa2 tfeunntos tkka s&ISedov
duktem skrmpzenz#Xkrae| okacmjeepéadcieiinéeh® ®» sl ¢

11



t axonomi @asyoni a RizkkR016) Gl andul,8hat aktyerviostnilc k T
gij2c?2 moSsk® aj e | slddeglenm dzun NH IN2®s tviemd r §1 n 2
exkreln?2sibwRktI @2 v dutinhD nedhDi pps &uwnd®o cpR?
nae x k r e I{\olf et al 2007).

2.1.1 Vlasovka sl o \(H&emonchuscontortus)

Vlasovka sz o v & t jSe v n2 [Sacerenea t SEréfgyida| el ed N
Trichostrongylidaea roduHaemonchug(Tak et al. 2014) Vo | nijN2 Hgéontortusje
nejv2ce vsathaige®mprexch a, vkidlel ailejveopedhoz? |
VI asovka se giv2jkrwe]hbsazhB] §2mazpakeéem
(Waller a Chandrawathani 2009) nf i kovan® ovce wukatdracg 2 zna
hemogl obi nu®zB] mMRdyn phevlasavek e y (Takegad 20149 c 2

2.1.1.1 Morfologie

TN | dasovky sk o vig®pokrytok ut i kul ou, t v kolgenyo u  z e j
chr8n2cariglvigeeimcitraktu hostittdllem Dohap Vien
do | ervena dhaytvyeBe® Wrsamizc |,pbt®penor o
ok ol o (Taket@le201d)Vul va je u samic (Jkerry®).8hrdiut i k ul
di spomwjzd2haod ¢ amie clddkwarsmkalyKushaietal 2019.

12
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Obr. 1: Haemonchus contortusit N1 o ;B atnf)lcoe siavaoh@aeamicaD i burza se
spikuly;Eirzakonl|l enRivaa imil & @etdl ROA2A) h a i

6abédmasu) , kde | sou
podm2nek vyvZ2je

DosphDI ® vIasbegky

se za pS2znivich

Zvaj?2] ek
al i ment §rwvieSovkgue d tl cow.N kZap rjJ&8voya o j ve

prohostitel e
1998.

2112 Rezi s knenyt n 2
a nwabogky s camt @ k a |

i vost. na
vVyoa el § etzelsn @

Zhl edi ska ci t|l
Kmen IRE (nbred ResistantEd i nbur gh) j e

rezistentindazmal yb.e nkmem WR
I mi d avzyostohkioauz orleTz i st e nlgM (Yimaz benzi

mul ti déeding t(vad Wykstpli zol §t

(White River) se

na levamisot S a d

etal 2017) j edn8 se o
13



1980)Ci t | i v 1 (IkbredSosceptlEdinburd)j e odvozenl od citl i\
(Susceptible Edinber®hu aehynD pSeHov@nmeden?
| ®| (Raos et al 2004) Re zi st e ntmer? se lvRikul 48E pokontaktu
santhelmintiky. P Sexvivo studii ( St u c het alkk018)$ e uk § z a2, ge
podanT ch adha shpeDHndomantislky | o met abol i hadim §no bl
avihNDt g2 metabol i zacao shpyNHmentd &£En dBeegn df @ e u
znamenal gedgk me byanbhpl SissnpBavojrezistenceP or ovng§n2 m
met abol i ¢ kdbentazoBubemdazolu aikobendazolu u ISERRE kmen T
sezjistila vRtg2 schopnosemintkzi B$%lnitmé c hmT &
vDt g2 expr.ad §oimmansiommaceBy | o z § egretBoolismu
benzi mi dazodé€ aapdijawsjov et aycrhetabd@I@)E f § z 2
Rezistencevlasovekna benzimidazoly b@j i § zaznamen8na po ¢
Vi skweal k®ho mnogst v? kT2miTc hu kragaiij £t emd n 29
heterogenitu a na schopnostasovek r eagov at na sel ektivn?2

chemoterapeutik{Rooset al. 2004)
2113 Vivojovl cyklus

DospDiDI ci gij 2 ve sl ezu hostitele, zat
odch§8zejhbéstiteetZolaj €4 ek se peypPfvdavygineé st
Postupnim sivokeBemeast §ostuvE2ag do st §d
st8§diumnieai mTgk| bTttrfvasiemmosspatefiees?t L3
do skzu hostitele ayw 2§ e d o Ylaifgki aa20134Do 2 lod d@ mot n®h o
pozSen2 | arsve§|makhoj is¢ Shlli2ast i c (&illeard 2083) z a| 2 t
Spor ov noSnt2anthh 2 & 8 § dStrongylidase H. contortusvy znal uj e t a
extr ®mn 2 (CpyhecadSmiths1l®®25a mi | ka j e schopo@a prod
vaj 2| eWlangetmln2dl3)Lavy L3 zTst8vaj2 givetasch:
22Ci nNDkol i i MDm&Ilcn[?2 npopitani(Gilléard 2043) L4 st&dium
ad o dcpuhostitelepak p Tsobuj 2 he mo rhypapptei®@Ri®e gaa sa m @nmii ¢
(Laingetal 2013) Nejrychl eji se vlahrkvi8dhn 2a stteSpdliTac hv
l arvy jsou nav2c schopny zast a\soud! oiuh®j p
zimy (Waller et al 2004) Schopnost zastavit vIivoj a
viznamnhD pemoéVv Bto\y®Be n2 (Lanyettl@0lP)dantaz i t a
fenom®n se nazlv § eh ytppbHaekdnchysar Teladarsagiay

14



K rozvoji infekced § Ip&Si sp2v§ kont amivmmame LpBasa viihgky
napastvhD, jejichg i munit nRoetegtalt2®B) nen2 | egH

dospélci samci

/" a samic \

vyvoj v dospélce
vajicka v trusu

ingesce

7

wywvoj larvy z vajicka

Obr. 22 Gi vot n?2 cy k!l us hg & sstgrisaonyylida $Rodaber & laln 20&£3h

upravend
22Hemonch- zy

Intenzitaa r oz v o] i nfekce Zz8vismnongast mAohaer
vtr8vic2m traktu hostitele, zdr aovk?o | @ 2 mt a\
pr os(typmshvinykliima),stresu a stravR. Nejv2ce infi
sm®nN vyvinutTm imunitn2m sypbosBmemh aysgce
kont ami novan®m®mj i 3toccdeaampm?amisou | arvy L4 zpTs
se projevuje obvykle dop8v¥ppaty dad®myD,al
zbarven8 stolice, sn2gen8§ produkceauwlISRy a
“uubytek hmotnosti a(Reecbetefjab 20I3) p Fajgé mapdt pav y
dTsl edkem pat ogeth codtrtas mketcenraln p $ pnenBehpragd evn 2
apogkozen? galhostiteld nPogk&@zeng2m pariet8lnz2c
muk-zy doch8z2 kdasnv?¢begezir.p pdvdsgkecne® HHAH mT ¢

15



dTsl edkem sekreceparnmoniitoav,l chbyglmzdmy| & utki
pTsobtem&vn c2 ch e (agulorJu bhi cdsat 007gMien v a z i do t Kk
poms§lvlaspveec y st ei ninagy® pret ® jsou aktivn? vV e
Proteasywysirou d?% ek pe patkiegradadi Koladenu elastnietb2 m
pom8haj 2 proni knoslketu(Dzik2006) AmuGmized 2asysrog ten @ z t
hemogl obinu mohou blt,zpTsloddk e m 2008\ Srk2 |
naj ednoho | (@aketal 20149 den

N a rozg2Sen?: i nf ekc? zpTsobenTch hl 2 s
podm2nkyamt hle®|nmbiant i kyNak adem® oblca&stsie. zej m
v oblastech se sem n #dne gRoabertal 2013)Nej v2 ce j sou hemonch-
ovce voblastech r TmhDr nou mNs 2@ a 50 mime psl ro@\gmika 1 8
Chandrawathani 2005) Pr oH. contarigsnej vt g2 patogenitu ve

asubtrpech,al e j e schopen se adaptovat jehio n

a
rezistenc?2 na ant hel mi nfWalleratal®80d? mezi vl

23L®] ba hemonch:. z

Parazi hospod§Sskich zv2Sat zpTsobuj2 vIz
vz e mDd [Roabéret al 2013) Na | ®| bu hel mafnda k tza knoe2enxai , s t
jejich | ® ba a profyl axe | e par&iyahodlitelehna ant
skrz rTzn® me@dmamd Azabw0laddeimoknwcphSedst @ uj e 1
zevgegdistrointestingln? i nf ¢ @Fawzietmlad0is5x h hos
VBr az? |lroddHaemanth$shezipar azity nejv2ce ovlivRuj:
(Jaeger a CarvalhGosta 2017)J ak o mogn§ oemb na h apzogl ro & thi h
imunoprofylaxe sej evi |y p S 2 rzoH wohtortys (Fawzieet aly2015)
NapvR.ust myal v meng2 m2Se vyug2vgna vakcinac
H.contortuspod n8zvem( Banm i4588Imecait x@alz2018) Tyto proteiny
redukovalye x kK r e c i vaj 2| ek, B b bk unpetlon ® @ jnifcdhk oxziag k
dos pnI TyrHawzileteat 2015) Ef ekt i vemot ®} baphoto pot$S
kontr ol n2 c hjepsoyds& vRam]? | daniatabeepbstay & 0 h kS88Ineczh e z
et al 2018) Rotacepaat vy speltfv8n¥%¥ na uddnyt @ 8 s8setdiujp
pSesandal g2 | 8§st, pSilemg n§vrat(Wallarast ar t
Chandrawdtani 2005)Dal g2 m ugitelnTm kontropng&wmhDsys
vakcinace. p&2rzodkmpeh gement 8§l n2ch podm2nk§

16



krozvoji rezistencema parazita zeVm®okopomi¥Irunfekeoij
vexperi mermtd§nzmk@lk h 2z az naanetniad en w alkecri emva cle3d
H. contortus Pougi t?2 t DcshttSlneviark® 2 meakigh opdbye et nu't
d§v@ek6), omezen8 doba trvs8&§n2 ochrany a nutn
nativn?2 hoGom2s8laeacat @ 2018) Pos |l edn?2 mu pr obl ®mu
vyhnout ppdwdint@hedk,o nmblien a nt nk dordortys(Faovzietaln u z
2015) Vakcinace jak nativnZzm tak rekombinant
redukcive x kr eci vaj 2| ek a po ¢Hkcornodus ¥akcsndcebgy u  h o st
mohl a jednou hrb®tj idTplredidcoostantugredaldiemvst 81 e |
pot Seba zlepgitpbd§b@hphacmenpgodmkce pom
( Go n zS88lnecetha 2018)

HI avn2m predulcitreunpoecnh vz j @i tpZ oa m(Fdpvebimi nt i k
al. 2015) AnthelmintikajsouviDk t er T ch pS2padech vel mi ef ek

(Roeber et al 2013) Kv Tlgipat n®mu managemesitwn? mi o
anekontrolovéeln@nu p o dd@htwemintikd o g lroo zK2 Sema n2 elai ktmen
vlasovek (Kaplan a Vidyashankar 2012 r | i t T reztupe&nce u hl 2s

zaznamen8n u vDtlgei p@pakt Bdhmi ntgiek d&d ky ma
anthel mintik se bude vyv?2jet s kaeyR012 vnz t
Gonz&lgarecha 2018.

3. ANTHELMINTIKA

Mechanismus ¥l i nk uinhbive tlarspgomuj modulak o peoviTehl
kan®IVT,j vnhDn2 ne minibic®hS? j smyus (tp@nthud s vyl 20 O D)
nematod- z se poug2vdi cre®EN Smaai pdemiam &
chemoterapeuti k.Zpaa B-aulukna mikrotumilygparazigVoly et
al. 2007). Me z i rutinnhD podS§8vahn & s, apnatcr Baeal i miunjt2ick?ac
hospod§Sski,pat Bimd Derzimidizoly makrocyklick® |
ai mi dazot hiazol gpantefl akm®noav B} gh (Roabérdtalv] der
2013)

3.1 Benzimidazoly

Prim&8rmechani s mes z i%hiidh&kao!l ov Tjceh zaanl tohgeel nr

nainterakci sc y t o s k ef-tebuliGemn 2kt er TsUf @b slpion@m hl avn?
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mi k r o t(Jadper b TarvalhGosta 2017) | nt er akce z gylhesracd uj e |
tubulinu azt r 8tu cytoplasmaticklch mikrotubul T
zaznameonEmp ST gmuk - zy a de fTamanea Azab 30k4d g e n u
D 2 knitibici polymerace mikrat b ul T, i ddjide ck transportu s
avyl it?2 | etjriSuvhi co?bnsia heun zsy my . TViasovelp Sd Dpolbigl t
flubendazolu, k d y doignlhoi bkci transportn2ch vs8l kT
vcytopl(&K2rmD er Be2zindzdd v 8§ ant hel mi minimkna maj 2
vedl ej g2uc hl IlvibdkkiaT dl oumddeb ® oywkowdan2 j 8§8tr a
Nav2c u alpbSenddpaozkol| 8ud & ebrgotoxcita¢Tgnean a Azab 2G14) e m
Benzi mi dazol ovjSou @engihred and n wziykl g89getadv& t er i n§r
medi defpMch | ast®vpouvgBSedh2 seee&l k2ho t1l ak
(Jaeger a CarvalhGosta 2017)Rezistencih| 2 8&ai benzi mi dazoly | e
p 0 mo ¢ 2(CoRsetRil 2006)P Sepo k| §d§ s ecevgéna prdd-tultliny § mu t
je spojena seznikem reistene@ (Roeberet al. 2013)

Albendazolj e n e j d3nthenjintiku® jbge2n zi mi dabb? §t ipa2om
uzvz2 SaltVadle®hEa3b) Jeho antiparazitick8 aktiyv
k b-tubulinu,at t ak ®r mak oki net i ce lostiteli{dvikeret@ di str
2000) Farmakokinetik ov | iexpRRsej & aktvit enzymBt abol i zuj 2c
xenobiotika Tyto proteiny sl oug? jako efekti v
vpodobD | @ nx@bobictiabEmzymynet abol i zjugdw 2t d kKB® | v R
spjatysl ® k ov ou rhelz?i sstt iMaicd lu gvialo20®B) U savcT podl @
al bendazol e n,zsylioxidac®z ap S&BMPH DI o WP, hl 2 st i ce
H.contortusd i s pdnud & lerggmmic hr §n2 c2nejjesdpSedm Yl ir
ant hel minti k, naps§. katal asa m8 antioxida
stresem. Albedazolu seH. contortusb r 8 n 2 p o-ghukwdo syO P r ansf er as)
aktivita je vhRtg2 u rezisatemfme@chr ktmenf$
k rezistenci na anthelmintika V o ket5ag2013b)

32Makrocyklick® | aktony

Jsoutoboul eahnoyskupituaver mekt ilViMTa doramekiils .
anovDnDj g2 mil breoxidetn). dgdfiBapb. o produkty mik
Streptomyce® Si st udi uVMnetsadbwd T ssmeu j ako hlavn2 m
uk§8zaly cytoOV¢hhkoag®l3®2BPDsobuj?2 parallzu sor
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| er va, i nMhitanbau jn2e dfpuotdk8cait g2 mu pSij mu potravy
je zproswv@edloavsno chlori doyl®utkar@8iC)y ovl i
speci fi ek ®b.rpavtoflur@uje jako agonista ot k & A,Btdvyy ¥%4s Suj e
vireverzibiln2 tok chloridovlch svaowuT, hy
par a( K2 bl e, rWwolgehilineet al 2009. Za rezistenci nmma kr ocy k| i c k
laktony uH. contortug sou zoPE®@PkoN® PpP-Gykopatgig(P-gp).J edn2 m

z | i g-gpied [VM,BunkceP-gpj e pr ot o od Blte @intd& 2 p $iakr o c )
| akt bno T paiazitaProto lzez v g e n o ugefekx-pd wehjdigcp? povagov at
zamarkerrezistencanamakrocyklik &bktony (Prichard 2001)

33Ami noacetonitrilov® derivsgty

Ami noacet oni t jsouvysove®aktivdnefrri ovt8it y gastr oi nt e
hl 2 s,tvilee2tm D rezi stVgrtnmd wh 2 kmenTami noaceton
sr T z naryloxy skupinamiJ ako nej vt ®eo%bkoplinygy se uk§z
(AAD1566)sn2 zkou toxicitou u savcT a dobSe tol
byl o pozorov8&8no mi ni(Kkamimsky gt eald 20@8) Mcnepdmtel %] i n k °
vykazoval dobrou %Y innost proti gi rok®mu
v ekmenrTezi stentn2ch ananalke oz iy ki Madoatelyy a kt or
“wWinkuje |jako omd adetyidhdlinoorv Treehdkeogtionr T u  mno h:
hl 2 st iHccontortls p Ts ob 2 mgdaklo§Doht o raepdsobuf e
hyperkontrakcis v a | T, k jejiehdpoaur cailAbozgeaet al 2018) Monepantel je
aktivn2z slogbod abcheldm?mnd nighla vieonp Zo® vdixstr
vroce 2009Pr vn2 r ezdlegshemaejeid@har oky po (Varveden?
den Bromet al. 2015)

34Budoucnost | ® by hel mint- z

Vzhleden ke st 8§81 ® absenci wlinnTch wvakc2n
neust 8l e na vrmiiemit uptuo wap S piol al ar muj 2c2 mno
Strategie zalogen8 na ant hiedfmakndii ,k 8ahe mié
odvakczabm&n?2 reinfekci, kter8&8 mTge nast at
tomu vakcinace zabraRuje rozg2Sen(eaiynf ekc:é
2012) Pochopen? vzni ku rezistence u par azi f

pro efektivr? pouj 8 \nahthelmintka obj even2 marker T, podl e
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rezi stence sledovat. Tyto znal osti l ze t ak
a pro jeji damektalR@®)Poabdpen2 neur obi ol ogi ck
motolici Schistosoma mansopomohbur | i t c¢c2 | , dl e kter ®ho by
| ®k T z a MMJiktjsau neurdransmitery a receptorynervo®h ¢ y st ® m
par azi t i @ Meurothnsniitéry asrécéptoryodpo? d @ja2 kontrol u dT|I
funkc2 jako je repmporaw.¥ gz nZslehjybaafimbdo? pS?
t er ap mafekencalodezoui h n e d o(@ampnoadigah 2014)

Pro YspDhDgar azbiotjy sj ¢ ak@hlomv @azagit a, ur
sekvenc?. Ng§slednTm por ov mgakmik$ ek ®e moh ol
vi znamnBhDpomSSins?p Meckhani smT rezistence, met a
novich potenci 8§l n2ch c2| (IMabtuaduegekc?i6§ er api e

4. REZISTENCE

Mechanismy rezistenca j ej i ch vIivoj jsou intenzivn
rezistentnzch pTvodcT byl zji gthNDn praktic
anthel mintik, antibiotik | antimykoti k. f
skupina jedimhdpnikteS$egjtsowr($3k § lebalR1d)ncent r
Definice rezistence je popisov8§na na z8kl a
vmoment D, kdy se u vn2mav® popul ace ukgge
toleransnenc®ege kompl et nz, pokud pSestan:

kter§8 by ug nemhRla bTt or g ama psuriearc i t, o | ketreo

nositelen ge nu s p®rjeezni®&®htoe nc 2 . Rozd?1 n8 manifest
det ekci uePar arvxosST, rbkzs&§hl ® popul ace a r
variability. Studie proveden® na rakovinn
nastatd Ddi | nT mii g2zmmen a(rmult mice, del ece) a epige

genuvpr omot or omPgvddktlea sstniz §en?2 transkripce pi
akrezistenci ng8dorovlI c HJabeetaD2009 Tl i signg§l T
Genetick® zmBDny u |l ervT |jsou identi fi

(jednonukl eotidovich pol ymor fki®Bs mTdz maSiNR o

populaceVedou ksubstituci aminokyseling 2 | ov®m proteinu pro | @
sn2 gen? |PephlacHdntortug . d Tkazem[stye hy Wwhel elgtr ov
rezistentn?2ho dr uhu. V Dwztghi mmeaz i esx p@t intme ng o
aspeci fick® mutace, nejv2ce u benzimidazol
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spojena snnoha SNPs genu, kterl k - dujbetubylire j iSONWP  or®8l o
alej en memrge2zirsotleincvi , dTl egit® jsou i mechan
nebo cytochromyJamest al 2009)

Rezistencev organismu jez ap $S2 | i n N e farmakdBinetice nebo
farmakodynamiacenak ®ki vati ck® mechani smy z
dob uRkrychlup zef ekt i vRuj 2nefjoa b o a d R aejintinacy ésbud
zprost Sedk oy §neyt abeord 4 ] ?(ekdindt r ansf or mal n?
atransporw.mMmMeziprdbwbemakodynami ck® mechani sm
strukturyr e ¢ e ptorSTen2vimphogst v2 ,paklt evi®c h ®mo ivek il
Tyto mechanismyp o m&jm Nkt er T m populaci oteipvaty ws dk€® k y ,
kt dyz8nor m§l n2ch okol p&®@Rgemacaryalh@ostas 20170 p n i
Mat o u @tkaln201%.

4.1 Enzymy metabo | i zxenoBidika

Metabolismus | ®| i v axengbbtniTkc h z ®&jnizgytmyj 2met abol i
xenobiotika(XME), z ahr nuj &fc@r nbail ont2r aenn z y mX}enohiotkh r an s p
jsou | 8yt kte® nema j Hyziologickou funkci nes | ou g2 j ako zdro
anijakoprekurzory endogenn?2ch | 8t ek. Jsou to Ci
nebosynt eti ck®ho pTvodurpaskodoi aa®maeecph®hh §lytk
(Cvilink et al 2009) Biotrarsformacexenobiotik sl odigtza@®i kka c i nebez
| 8tmeS8k obdyfKW§.zePrvn2 f8ze zahrnuje prpcesy
kdyjsouvmo |l ekul e odhal en§gnyebypyddof nDmaabdlud®ize
konjugace pr odwlkddnopu venr?d ofgSegnéhe s osulgjobol veSn i n ¢
2016) Kek onj ugaci mThios, glskirom o ¢ 8t k,grisinelyselimanebo
sul f 8§t S& § meétabolismu xenobiotls e oznal uje aktivn2 tr
ak onj upg $erde mbr §Emaymy biotrarsf or mp S MNRuj 2 xenob
nahydrofilnhRDj g2 sl oul enCviinketalkR@®@B)r ® se snadn]|

Do prvn2 f §zepabd¥®t rfa nasvfi onronva®c, peroxidasp x y g e n
monoami hooxi dasy a dal g?2 ealez y meglukbisp x i d uj ?
(dehydrogenasy hydrolesy. Konjugaci sglukuronovou kyselinouz a j i gPu j 2
glukuronosyltransferasyfe | ekt r of i | n?2 sl oul glatathiogemzas ou K
Y4] a slutathion§-trarsf er a s (GST) . Aromati ck® aminy
podl|l ®h at -acetytrangférascui (NAN). Solfiaci k a t a | sylfptnansferasy

21



(SULT). Pokud hydrofil n?2 kodAj ulgi8pofndm?2 sncehmbp
transpomap ®.v SpoGnotcrralh s merzti @k ger @ Tpa$a til Pr o
(Cvilink et al. 2009)

Procesnetabolismwenobiotikav organisnui | ustruj e n8sl eduj 2c
Buiika
Importujici Faze | Faze Il Exportujici
transportér Oxidace Konjugace s transportér
I Redukce endogennimi '
Hydroxylace slouceninami

Obr.3Sch®ma met abol i smu ete2@bupavenpk ( Mat ougkovs§

Nejprve dojde k vstupux enobi oti ka do buRky, n8§s
bi otransfor mace, pot ® thTkdnpigacp. oNakoret dojda t dr
kvyl oul en? (Man o luefd 20Las a

4.2 Enzymymet abol i zuj 2 ch?l 2xsednacbi ot i ka

Hl 2 sti ce jakpjrtregkn ziy mir u h® f SEEBCvirk ptm®n a z
al. 2009) Uvgech enzymTmezei daluehhov gl Ww&riabilita,
zobeceRh?apol aciujednahb druhthd R st Ti @ lruhy(Laioget at n 2
al. 2013 Cuvilink et al. 2009

Exprese enzlyimjl2 hd 2jseedmncotslei vich pohl av?2,
Tento pSedpoklad byl potvrzen kvalitati:
met aboli smu anthel mintiknetdhbhdzalsynuse 2dDibhalu
H. contortus Us a mi ¢ byl o Za@aenameetna8bnool i ¥ T neg u ¢
sejednalo o Nglykosidy( St u c hetat 2018\ §

Vn8sl eduj2c2ch kapitol 8ch budou probr8ny
di pl omov® pr 8ci
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4.2.1 Cytochromy P450(CYP)

CYP katalyzuf o x i daci endogenn2ch a 2%jakogenn?2
ter mi n§lynp2Si p & md f 8 ¢ RADRHIC¥kréduktasyy cytochromu b5
acytochromu b&eduktasy. Monooxygenas®a k t i vi t a pak spol 2v§ v
vzdugnl kysl2k,kyskgkoOpitahomazakedemvat d
druhl do mdKoteeklQ97$k & leway801). Kr omND zmi Rovan® a
mo h ou m2 t t ak® katalytickou f unds/c i j al
Oxytransferasoy aktivita by | a pwH soBtortasa s pop Se8oxu kys| 2
zj ednoho s ubkQuiink&al2o0®a jinl

Dlouho dobu se pSecpPorkd Stdrag baj 2g e DR Ik2ys
vgenet i c ks raonka§lziazlea | eCpenarhabdigsxelegarislecontogus u
a dal ¢ 2(Cvilink ktear 200R) Uh | 2 s t CYP funkai jo¥ygenas i reduktas
U H. contortus a C. elegans se oxiduje CYP albendazol na albendazolsulfoxid
Monepantel seu H. contortusmetabolizij e na s ul f o(nMbavt@® uegeldtoavbgo | i
2016)Vygg2 exprese a monooxygenamewl§arakgli i d
s d R contortusL 1  a Ln3e gv 2uc edkotzeplBI7)c TP Sedpok!l §d§ se
exprese jedTsl edkem vystaven? vol ninnodggisjt2vc? ¢
environment &kdne?tcohx i tkaaxiin Tt Dcht o exogenn?2ch
vygg2 aktivitu CYP. MTge to bit tak® zv
endogen 2 m Troax isn oul eni n§ ml dPive@ainget a RO1F) r o

4.3 Tr a n s p xxenob®tiky

Tr anspofr §mejamlismuenchidtk Zpr ost Sedkov§vaj?2
v8zan® ,prkoteadi®l yoad g me hl avn?2 typy: transport
a expor t uj %eachiotika Elilinku rtnal )2009) Me mbr 8nov® ef |
transport®ry chr§§n2 organi smualzpe$ed doxti ¢r
celkemdop Nrodinnk, p St F amgpoc 8 ®BF § g h tl eRjk2mEzis@ndjsow
hl axBO tr anRBgpd Mta® o yefat 20463

Transport®ry | ze tak® arko®z dffolrintD npaSi 7 & km.
nutnou ktransmemB ov ® mu transportu substr8tT na p
Podl e t ohjostoou kKABQ @rriaansport®ry povagovsgny
nutnokt r anspor t u hOysdraorlalizsopuo rAtT@r.y kotasspoBw aj 2 e
nebo antiportu,i @ahefT®atyoBichal s'eebr &§nn g
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pri m&repmrt ®aefmunkkcierpotkSebuje ATP. U seku
pot Seba jen jeden gradient, teg3k§l®oanh® tr a
2011).

431ABC transport ®ry

ABC tr anjsspoour t®ejyr o0z g2 SenPpgev @olpslEyny2 |
ubakteri2, ale vyskytuj2 se t®mNRS ve vgect
zt ransmembr §nov-V § haja? ci (édrobdyoet @n2011) Jsou
povagovs8§ny za p,,zizm&r8iva | t2rc& ntepeawstgp®oiryt ruu thryau
ATP. Transportuj ? substr 8t prot.i gradi et
transport®ry jsou -dpokajuzc@abmsapiak&8rg8Dn{
(naps§. u epiteli8ln?2ch (%% oREBal 8011).dejiobcyt T
substr S8k mpjosol n2 xenobioti kagtakipyoco®Bizlen?2
met abol ity a konjsugrgmyl, n2tnfCviekmeRsl Yoo t r a n
Nach8zej? se u mno Bchistodama magnsotkasdiolminepatia j a k o
Haemonchusontortus, Caenorhabditiselegansap r av d Dp o d o b nlN® kpS/i®s p 2
rezistencit Dc ht o  o(legr@éhonietsain Z011) Farmakokineti ku |
ovliv-gpuzj ediPny ABC (Quilink et al2aD9)t ®r T

4.3.1.1 P-glykoprotein (P-gp)

Jedn8 se o ienftleugxrno?v apnuonug addop onmvelhdhnspduh yz, a
l i pofiln2ch substaRez2i svleentgeb ydriakoylz alz h ®bkdn ¢
uhel mi nt T, zsooadmz[p rio sptnS@itdok vwm® jednosmRrnl t
zbuRky, kironkly® adsd vm2aj e é uezpr es e ojveh Bigryd u k o
(Kerboeufet al 2003) DI e k1 i ni c kT dXk t str ihysithibowaPep u n
nespecificky, naps§. bl ok8tor kal ci-gpvi ch ¥
(Wessleret al 2013)
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P-glykoprotein
® o

Obr.4:Tr ojrozmDr g8 s(iSnketSll20ttEs P

I nformace o struktuSejsoau fuarkadi tABCk Ttcrh:
omezenyEf | uxn?2 -gpalelpryajPd e golivroaizi st enci na mak .|
laktony. V't NDp &r ajsouR-ghr ozpt T 1 eny a mnTeyeit grhT zenxipcrhe s e
st §di 2 clhH.comtortausgeB-gp2nachv@tt anu a hlavegwlch ne
9lvr ozmnogovac? (Dawudetali2zal8)Blavdmi dat a etalskans§
2016) potvrdila expresi-Bp 9.1 vd D | cezsentd h o  kHneomartus kde byiji
tento transport®Sedmobphratht §okim Yal 1 nk e
kt dyzBhnemogRovaly uvolsmp@n 2. cEapegB-hpébga dz§8 | e
z a z n a mievn Senxaksr ceu sniPavid & al 2018).PSesn§ IvakBgpi zace
t r ans pld cont@tusglezuT s z&@vwrem asn§.
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5. CéL PRCCE

C2lm@i pl omo v ® zjigtit, Blaj es obuy In? zk® d8WMy anth
schopny olivnit expresivy br aggd milsamc T a s ankmene I8®s p NI ¢

H. contortus
D21 | 2 zaMitowly vy

c h kzormlTerpreser yalz 2 aQ¥®/dvh n a

2. Zjistitvl i v n2zklTch koncentvykeaPgpvdh na z

3.Ze zji gt NDniytpdvat CYPsalRgp k Tj ejichg zvIige
bymoh!| a p $i®kmezis@adH. ckntortus

1. Zjistitv ]l i v n2zkT
T
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6. EXPERI MENTCLNE LCST

6.1Bi ol ogi ckT materi 81, vybaven?2,

6.1.1Bi ol ogi ckT materi §I

Zdr av §, parazity nezat2gen8 jehRata |
H.contortus Chov i nfi kovanmnzlac hs pjeech Rd tn 2 g ho bp2ohdani?
vVHo®sBv sivi ctwveedn2ch Lech8ch. soaladmPproigyadat by u
Mi ni sterstva ZemDdDI st v?2 a vgechny experi
Farmaceuti clhnf@k ¢ a k blytty tplotenjISE Pos e d mi tTdnec
odinfekcebylaj e hRamacena | at el n.Po tp@ich byovyjrautslaz, vy kr v
kterT byl n8slednhD Dopap®p®rhb¥8§hide bgbygr a
za pougit2 .Bgapbi®i mbybdy P&tsi ield o Mnsansé § SK d I
asamcepodl e vIige uvedenlTch morfologicklch
N8sl edoval olOjr@diddld ekitio) dp&d h| av 2 fhmekpa@gdd not | i
j amk ov ® apjetskultivicevem® d il B | sir voezmp u § DKSOInebo pouze
sDMSO bez plS®|piawdd K o nt Konckntrégce BMS® m®dk T. byl a
0,1%. Po4, 12a 24h o d i inkuba®sr Tz nT mi koncentracemi I
pSenede@ms?2tic do m0% mloTzikeagerduvae & mr a z e802C n a

vhl ubokomraz2c2m boxu
6.1.2Chemi k81 i e
DNasa ) New England Biolabs
Diethylpyrdka r b dDEBQ) SigmaAldrich
Dithiotreitol (DTT), SigmaAldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO), SigmaAldrich
Ethanol 9%%, SigmaAldrich
Chloroform, SigmaAldrich
Isopropangl SigmaAldrich

lvermektin(IVM)
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Kyselina ethyl dBDdA)ami nt etraoctov§

N&§ hodn® ,GenerdBiogechy

Primery (GAPDHNCBP, CYP, P-gp), Generi Biotech

gPCR Core Kit for SYBR Greeni IXCEED Biotech

Rever zn2astProto8csipt Ifi NgwtEngland BioLabs

Redestilovan8 voda

SmNDs g Buiodgentec

TRI ReagentMolecular Research Center
6.13PS2stroje

Automatick® pipety, Eppendor f

Bl ok ov T iiTinenuomiger @omfort 5355, Eppendorf

Centrifugai Biofuge Stratos Heraeus

Homogeni z ®f FaiRrdp24) Mk @.P1

Lami n 8§ i 0VC/THAR,BioSan

PCR c¢ yMJim@i Bioi Rad

PSi st r oTjime PGRI GuaraStudid, Applied Biosystems

Spektrofotometi NanoDrop 2000, Thermo Science

Vortexi Vortex V-1 plus, BioSan

6.2 Postup

6.2.1 Izolace RNA

Po rozmr asghln?stvizoamiT rozt $S2dnRnTmi dle p

anthelmnt i k u ng8sl edoval o jejich zcentrifugov
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ktgrel urlen pouze prlbamizom§racid m RINAXx u PurBe @R u
stykvzorkusy gudy p S2RNasamin T kit er Tj djyi «ledzan&hodnocen
Do kagd® zkumavky bjednao ddndy kime bdwlniclpsSk d §

ajednak ovov g kulilka. PSed!| wbaktomd alydlaid gne mio x 2
dr g8k homogeni z8&toru. Vzoninksy Sép$S0yd/sth o mo g e
Homogeni zaceoprSugemd at kg§nh. Homogen§t s e

| aboratoSe 5 mim achp Sirddlos mee NOSI ednl m
15svruce vooi k|l o v e 1z k udveuwrstev. Rodvauhmi anru?t ov ® m o d st
zal abor at g byly%zorkydprhimutst§ | eny ve vychl azZen® ce
p S2000¢g . Centrifugac?2dvi& zhwz rzk WRMWM@AI kslpyo d n 2
organi ck&bylapie né s & 8aoe pniopvetnilobz, Ku md v ky . PSi t
procesu nesmhDlo dojmezke8s3tykprgpodgé&ybypilpe
genomovouDNAN S s | ed n ® rmiSopropSnolkv @802 f §zi a jemn®
vysr8gel o RNA a wusnadnilo dalg?2 izolaci
vzor ky centridugeinad®00g, 10 mi nC.a teplotn 4
Vzorky se do centrifugy m2 svtgiel cgten?yr SmtDm em do bga Sedu,
jasn®, kde |l ze pSedpokke8dagtp? sk ntecme INa®yn
bNDhem n8sl eduj?2c2ho kroku, pokud%déhgnolbyl a n
zabsolutn?2ho, pomm@Es | PER®r ivfolgaciPose opat
odstranil supernatant visl edns§ pel et a s e damoglul. a 0,5
PSekl §p0Decemse vzorky zam2chaétgtmi opHNé¢ saD
na 7500C,yg prB3d s t4Bm@& St sanbDrem do st Sedu.
odl!| i erfatanguumpd s §t 2 zbyt kT pomadkd ms kiblmslRen®n i p
pel et a swduchw éoxtt 10 n ai n, dokud nebyl o zSet
zprThl ddR&JwEM3d ® pel eDEPByVgdPNpzpepgt Dmyogs
od poihzZcalvevanT ch hl 2 st i olDEPQ vosiyaamicsdmicS® pougi
DEPC vody. 2ZNa&8ms?2 celd@reRa | oat ol en2 a odst 8t 2 vz

m2 c ha&rn2| en2 zopakoval o. Vzorky byly ul oge
instrumenty pro mRSen2 koncentrace a | istoc¢
622MNSen2 koncentrace a |istoty RNA

Koncentrace z2skan® RNA byl a zmNSena

PSeldstnz2m mNSens?lne ps e wzonddoghidr 2d e st vollyo v a n ®
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Potse®mNSila konaentkrmna@id®h ovp $220trrkaij.e Zl ze t a
kontaminaci proteiny podle pomRDru absorban
a 280 nnmpokeelB88 absomHmamoit ap potmdirdid gblyn 2 mi) |
pS2padhNnkBht 1yBt gRo vpnoMyD rluz ea bzsjoirsbtaintc 2z p Si 2
kontaminaci fenolemde8lbdhmt pShygadB MmNt §i v

6.23Dpr avaouDN

DNasa | je enzym, selektivnhD gobptcaniproa
pS2padn® kontaminace Izmolr&kVvange nomonloy  dIN:
mnogstv2 RWANnutpmn®t o pSe das,psandaridizo?amvzobk
najednotnou koncentraci RNA. Konceate RNA zZNanodropujevngh. D81 e byl o
pot Sglpadl| 2t at, jak® mno § sobsafovad ng BMAcakolikn ®h o v
vody | e p odo&lkobRahaijeoyp26m.i t

Tab.1:VT pol et mnogstv2 RNA vzorkT a vody

[ng/m] |4ngRNAV[M] |H:Odo26m |[VT sl edn §
koncentracg¢ny/ni]
ISE KF1 7533 5,3 20,7 0,1
ISE KF2 1106,2 | 3,6 22,4 0,1
ISE KF3 1008,6 | 4,0 22,0 0,1
ISEIVMF1 |13288 |3,0 23,0 0,1
ISEIVMF2 |1209,5 | 3,3 22,7 0,1
ISEIVM F3 |11948 | 3,3 22,7 0,1
ISE KM1 7120 5,6 20,4 0,1
ISE KM2 3600 11,1 14,9 0,1
ISE KM3 3850 10,4 15,6 0,1
ISE IVM M1 | 10000 | 4,0 22,0 0,1
ISE IVM M2 | 7260 55 20,5 0,1
ISE IVM M3 | 4600 8,7 17,3 0,1
Do oznalenTch 0,5 ml zkumavek bypt® nej
mnogstv2 izolovan®ho maRNA rTiaklow,koreb thywvov 2 d a

pSipravenl gyro pougit?2 DN

N§sl edoval o pSi,prladdyenda meagget mvmor ek b
Mastermi x sdnpMya3navpwfal uz Ke vzorkTm se v
vzorek nav2c jako rezer vaTs |Iperdok up Su2lppazdv ame «

nast DnnN zISmNav ksyee pot® sm2chala na vortext
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zkumarky sRNA. N§sl edovala inkubace wvzorkT ve s
na37 Cpodobu25 minkt Sep&§n2m 500 rpm. Po m2rn®m st
znich pSid®dl,dMLEDTA a nechaly €e hbkudogh
kinaktivaci DNesy. Kj ednot |l i vim vzor k TmDBEPE vody, iylpt ® p S

prom2ch8ny na vortexu a stoleny. VIisledns§
0,1 ng/n a objewml Klaggd®@®ok u o048 pl.oPvo2 dYagdr aviD DNas
ng8sl edovala reverzn? transkripce. Pokud

nechaly se vzorky zamrazit® 0 Cvmr az2 c2 m boxu.
6.24Reverzn2 transkripce

Kl 2] em procesu revengymnr?e v é m am?2 ésatirpacnes k
kt @orplée suj e pri m8&r n2RNAdoksvukturycDNAZD2ukK @ro® i o[l e k-
CDNA jsou bez ri zNe&zab yrtyncohul ®p dddkoyamakdoaje ep r o
vgdy pS2tomnostkomrpil eemretng B In@ t davo® ketReNrA® h 0
startuje samotnl prpSiedss vr§envzenr zdsato rxtiyrr @ rbdolgituiF
(dNTPs) do noviBezigink&k] 20269 DNA

Proces reverzn?2 transkripce semgprovedlI
z2skawvligke axzmvedenich postupT. Nejprve se
Do 0,2ml eppendorf zkumaveknbyRNA nSepditgnt® onva§ nO
zk a g d ®h oadvoz ojrekdunziiumbvekl ¥ £t b pl&linddSrmwad nT ch hexan
jakopr i m@miTsi se pSispardaBjcildyn avemadvewer zn2 tra
na noRT kontrol u, takzvamd) Hez vdlir B ntS§ 7 i
postupu. Vzory basz srlewaridrny? jtarkabrnyskkarnitpetol ay
RNA kontaminov8§naPgemamédcbg8nDNAa vortexu
apr i médogefly do PCR cyldu. Za h S2 WM denlkat ur aci RNA
seumognil o naseshaddaDpdyymgr WHDoNt ol eny a vl
sledem.

BNhem zahS2vgn2 se pSiiprravirley edwvzih?2s adya
oznal ovan® jako RT a pro ,koret rkaleu,T chz rbayll o
transkripbisa nahrazenavodoB.r o kagdl vz or eé&stersnezobogshd. p Si p
Reagencie pro kagdou s adpSitpecssjédeuhonizotki s e p
navizé¢ Tvodu mognTch ztr8&8t pSi pipetov§gn?2.
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PSi prma®tn®r mi xy se po pr om2rozhigovaly na v o
poldmzj edn® i druh® sady mast ejedmonmx Vzorku | e d n
setedy pipetovalo 14m RT mastermixu a k ot o g n ® mud rvuzho®& keip pve n d
zkumavce s@ Si d am moRTL Mastermixu.K o n e | bjein jednoho vzorku byl
pop Si d&stednixu 20m.

Tab.2:S1 opky reverzn2 transkripci

Reagencie mastermixu pr| 1 vzorek RT ] | 1 vzorek noRT ]
Pufr 4 4
DTT 2 2
dNTPs 2 2
RT 0,5 -
H20 55 6

N8sl edoval @npr v a#AnchdSi® 2 massvizoekenma vortexu,
stolen2 a opRNtovn® WwWao gceynk2l @ mulDtb yd oy myakslt &rv
vd a n intervalech.

Po vyjcktl2®rzu se do kagdeiremBsitiVvVooerkh®
| 2mg se pSipraven§ cDNA zSedila phRDtkr§gt e
vDt g2ho mnogstv2 templ 8tu pSi n8&§sledn® PCEF

Takto pSipmiIgenBl tDNAIWEV EvEna pSi

6.2.5 PCR (PolymeraseChain Reaction)

Polymerasovsg SetRzov§ reakce je ampli:
sekvence DNA, kter8&8 m8§& Dblt amplifikovgna
znich je kompédlwmemeiSr pedkoho SethNDzce dvou
kone ch amplifikovan®ho Yseku. Ol igonukl eot
ampl i fi kovaDNA pofyrmeyasee syritetizuje w S2t omno s totou d NTP s
primerT noS®moSet§Nztcechni ka | e zal ogena
polymerasyzt er mof i | n?2 bakterie (xakeSieTheifmasq DNA
aquaticug . Tato polymerasa jJje schopna sn®st i
od samotn® mbtrekjui yopaphSmanDkpbugatcikl ech
za seboyAlberts et al. 2005.
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PCR reakad etermocgkl® 2uh d| e t fréfiu.eNejpreetdojdeh o
kz a h Bagdpldtu denaturace DNAgkej 2 mu n§sl edn®mu rozvoln
N8sl eduj e hybrDONAitz.caonealingr iznae rsfn2sgen® t epl ot
zvigen2 popepledny mv kr ok uved®rkoyg neSi dNTBEndvojie r a s
pol et pS2tomnl elongacB)e@plazkcolv § At mv .denat ur ace
aelongacev zni kaj?2 nov® temppd&dm? mwibhcthdh&| g2 sk&ak
PCR svTj cyklickl charakter. Nov®k&et Bade:
Efektivitu polymerace ovlivRuje struktur a
tepl ot n2atpwoorflid nPeCsRp e ¢ (Bfeir §lekh 2@riégdukt T

6.2.6 Realtime PCR

KvantitatrievanPnaGEECR)VY c h8z 2 z kd aaksli nc?2k ® nRITsF
jeobohacend uN o fl oureskuj2c?2 interkalaln2z | §i
pPICR hybridizuj? ke veamiXiaj lcédmr easnpeé n ke nd
pokudjew eak| n2 zkumavce DaNWp |l iSfvilkioevl 8Snn® tkevnapnlt Sutt
na detektoru by mhRDlofblUbrpSetmaol WumApbn®u e b ¢
naDNAvpr TbDhu tvorTwy rdmp lpirkodnuk.t T | ze na r o
sledovat wr TbNDhu , pwvo creesad a @aktrofbpeatsiec k 8§ det ekce p
seneprov§gd?2.

Amplifikal n2 reakter moopRh®r v vybaven®m zdr
adet ektorem (foton8sobil), kterT po filtre
jako pol et dopadaj 2c2ch fotonT. Reak| n2z s

apol et paralelnhD vyget SovanlclBenvgonek T2016&)8
6.2.6.1 Kvantifikacep o mcP€ERvr eal n®m | as e

Metodou reatime PCRIzepomRDpBBsnN kvantifikovat Vv
vyget Sovan®ho templ 8tu. Kvantifikace mTge
kvanti fikaci s| oughn § rkadcentrdciDBA, kA i cvliz os &y z 9 s
nel i nkea8lrinbzr&@ipshsA b s ol ut n?2 kvantifikace nezol
nukl eovich kyselin, pi petdv@&nzami nefkeo kvanmt
sevisledek vztahuje naamplifikieespauns yn g e tgSov, a nK tn
genem.Re f e r eebdli mdusekeepinggen mus? m?2 t ve sl edova
konstantnéoelkipveBmou e xepnevriirnoennnieSnl tn®lmi2 mainip
dan®ho slysk@@®mnoi ma&l i zaci kvantherdnl k| ndzt?2lc
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pol 8t el n2mwv znonrokgTs,t vk2val i t ou nukl eovich kyse
cDNA (PradaArismendy a Castellanos 2011 Ber 8ihek 2016

6262 Pr TbNh gPCR

KSi vka z2 skitime§ PCP Sahrnujerrefakol i k f §z2 . P
tzZvwbackground f 8zaost kpy®thohc h& 22 knnogstvz DN
mal ®, proto vznikaj2c?2 specifick8 floures

pozad?2. NS8sleduje f8kedyexmpogea @2 DrhlakdpThsotf§ K &
aintezitaf | our escence pSe¥gEl®he WEoiveReppzaodBd
t empl 8t (Pra@®ArBMieAdy a Castellanos 2010y k| us kdy ampl i fi k
poprv® pSekpad@ifVibdk@ s c emezeaetekoétlrestolRti mez

detekcels e n aykllis\p@hu (Ct cycle of treshold)L. 2 m v2ce tejmpl §tov
vieak| n2 smDsi, ohEmmeychlee¢jkcoeeapfelss&hne
reake.Tedy | 2m v2ce bude templ 8t o(vBRe rDNMe k t 20mlL €
BNDhémnd&8rdmexc h8z2 ke zapnodmallsetn 2p rroedaukk@eus |j eed nl 2i
f §zplateple 8z e, kdyyHecph8m?2 &mplgiemickdce zde i
m8|l o a m2 r an efoldopuorve? sdc8e nnffPemdgAsismently alChisfellanos

2011)

Amplifikaln?2 k8yrhg| mppabbgebHenjena ose
flourescenln?2 sigadhypenkomakdku ¢lotegidd P RKin
ti me PCRp $iodpagris@ o n 2 referen]| n? barvi vo, n
nor mal i z oweatdéktoris & gdersnli t z t ak optick® rozdz21ly
pi petovacémézicthybaomiddaztsygsnsv idtneEleh®mo ampkuf ik
vyznal uj gdettacRn(nBae roS8nee k 2016) .
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Obr. 5: F § z e-time ®@R(PradaArismendy a Castellanos 20Lipravend

6263 Pougit2 qPCR

VpSedkl §dan® diplomov® pr §ciji sgemPdmougi |
vgenov® expresi s a m|H cohtortusCY® 4, YR 3, €EYP 7enz y mT
at r ansp-gplt @ I1, Mp 11 akFgp 16.Ja k o r e horseleepingety

sep o uy@enyproGAPDHaNCBP(j ader nl | epi | kkier®u Ga gnpk k2 p
rel at i vn?2. Heusekeeping fgenk &g ii st 2 , g e n oogdscthvy2l k B N A

poampl i fikaci nebude zpTs o,b ekusieupil@Glardakce.nT m mi
Vgechny,porZTamdocbh§ c h ibryk urldd ye sthShdpa @t mno g s |
refergreinMMbel jeficméExpresiv

Pro spr 8§PCRijsod TTpBHtm@2ry, kteDRAveDEniased:r
annealingu, ohranil?2 amplifikovwan®t d/sperk§ cai
se primery reverlkaegmkoicenrasi®&V da $m@mBeiedy |l y.
se d§l esgP@GRkitemal g®g s mNDs fl uorescen| n2ho su
dNTPs, pufruta DNA polymerasy

SYBR Green | patS2?2 mezi interkalaln?z | &
Flourescence po av §mferD’e nat ur aeé¢ | $lend §WezimleR U jhen.d y
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i nterkal al n2ch bar floirascepiat 5%y qnejsppeicak ®kobis
produkty( Ber 8nek 2016) .

DNA polymerasgp Si s v ® | i nn dNTPsia sysitptiaujege b v v § §
v | §.lPofankcipolymeragj e nutnl reak| vhophf®r pp ki m§ 0 n
mnogst wdi oMgTI a rwdheheztDNds 0 RNeniSEmNs pri mer T s
sredestilovanowodou agPCR kitenp S e duje mastermix

Mastermixb y | apeSpogle Tab.®r o kagdl c21lovi a refe
genT byly dtupdadk®di@®®ynmm &gst vz master mi xu ¢
vgByzorky navz2c,nipcsh | Imdgu gield ejna katvabylye gat i v
pSi pypdawanc kvTli pmopen@a&mped2ny vzormk pSi

mastermi xu.l2Pzor bB2lpylaodupot Seba mBgst vz n

Tab. 3: Obsahmastermixu

Pol et reagencimf] pro
Redest iotlao v a| 4,20
gPCR kit 10,00
Forward primer (5rM) + | 0,8
Reverse primer (M)

N8§sl ednhD se hot ov 8§ smis master mi xu r
abysep Sedegl o necghp Padime zh ¢ V@arkEimp 2 sziumAaVE).
Mastemi x se rozpi P€CtRowsalripy BYRys tprSiegB.m g
abyvzorkyvdupl i k8t u byly pod sebou a posl edn?
Prok a gdT vier e R kontply se donj@mky stripu pipetovalo 186l
mastermixu Pot® sel pSedBAh® i GDNrapk pet ovan®mu
viamce.Za Yl el emSppadaP? tkontaasnienramciix bay | e dnNn
pi petov§8noypaklangidTk onnaec . | Dmk pos e esnei pamky s
negativn?2 kontrola, se pvwoket ovala redesti/|

Stripybylyzav?2 ]| kovg§ny f -1li2 a st dbkena®muna ce

prom2sen2 mastermixu a CcDNA nebo vody (Vv
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Tab.4:Zn8zornPNDn2 rozm2stNn?2 v testovdngkoncentraBidMR de st i |

1 2 3 4 5 6 7 8 19 10 |11 |12
FK1 |FK2 |FK3 |FI1 |FI2 |FI3
FK1 |FK2 |FK3 |FI1 | FI2 |FI3
MI1 | MI2 | MI3 | MK1 | MK2 | MK3
MI1 [ MI2 | MI3 | MK1 | MK2 | MK3 | NK

o0 TL

FKikontrol n2 vizsoarnkiyc es adWldikvi lFlAm® r ol n2 vz or ky
MIiTsamci olVM,NkinnBgati vn2z kontrol a

Vzorky samcT i s amidcu p$ @ k\Bptoesdl levdanl2y | vagmn
set estoval a [ ne&kdgatriSvnél i kno mtuj el afledkue g nou
zpTsobenou di mery p r.iTestovaly senvedrkg kmierenl$Ea mi n a
poinkubaci slVM po 4, 12 a 24 hod.

Dles ¢ h ® mEab. dbylyvd u p lut & § tygemyproCYP1, CYP3, CYP7,

P-gp 1, P-gp 9.1, Rgp 11, Rgp 16 i ref eryemnGAPDH agNECBP. Kontroly
nRT, pro vyloulen2 pS2padn® ideadstavalyait eg md mDN.
zpTsobem.

Po vliogen2 stra pupu@pt IPCR g 2deda®ungen ®hloa sptr
PCR reakceReakcgp r o8vh Dk ol i ka k¢ & z ®padohud 8 cy k!l T.

Nakonciamplifikal n2 ho pe opeswedl a anallza kSivk
analysis)Tepl ota t&n2 je trewkIlokyslingveSif ok tmddr @ ealx
idvouSetNzce ve vVvzEBRemMs®enkDepeR@IDIB Quu rle:sic en| n?
sigj& umonitorovsgna pSi postupn®oc lelvayzmgeonvg r
vzorkuna 60C po dobu 1 min. N8§sl eduje ostup
zabsa @o95C.Zvygov_8&§n2 m t eppolsottuyp ndRontuh 8 zo2k mko V ® D n 2
DNA, interkalaln2 | 8tka se uvolWudee§lan2fnl o
pS2paePvife g2 pokles flowrk®menepl aamhmmea:

Vige uvedenTm post upeynr ebfyelrye gike jdl prjgreen? o |
GAPDH a NCBR Tyto gery byly vy by Ban  z § k| a(dL®e csitalB2015¢
kdeseu k 8yjardvhodAk andpd@&t st udi um gendvc@ntogus pr es e
Pon®sl|l edoval o otestov8n? vl astn?povedlgenT.
anal Tza kSlizvrkey €& n2hk ent mbekcehjp admadu Kamgost P S
takov®ho produktu p¥%kerm rmpaUo knSegvactai.vdhal gk om

sezkouma |l a pravidelnost | dg&%dre® dnmglyi fJiekacin?z k
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mognou pS2tomnoPsotzok mmtsd misneantlynoval a hl av
jednotlivich Ct meaij eddooplki§k Pt g evsPeg enje s m?2
005Vopal n®m pS2padhipispet ed$B2 onethyba gpat n

Pokud ng8og®okampli kaciaspst savapite ge
a Rgp. Test ovanwDW@®ol klyy owdgdy rozdDI einfy2 dl e

asaml 2. Kagdl vzdueki b§tlut as.wWevwdgeehh vkop i
pogPCRs e zkontrolovala Ct hodnot a, negativn:
t 8n2

Z?2 s k an Byla statistickyvy hodnocena 1| ng. Petrou \Y

pomaw2ouf akt or ov ® (haomay dnavaj rgorzapftiycl kuspolm pr a ¢ 0\

sMgr. Pavt auKellerovau v programuGraphPad Prism 6.0
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7. VhSLEDKY

71Zhodnocen? daptomm@e@RSenT ch

U pougit® interkal &bkxistuerli&tikkyo §¥BR hGr en
nadimery primeff, | 2 mg mT&etaldoegr®@mu zvIgen? mnogst
Podokon| en? q Po@®® kontrelavdlakeS | s &, mat En &l @ |j2¢ 2 ho
pr T b4pdtitutvorbus peci f inceksipcenci d i ckT dDrerprvadeéktklSi v
serovnou odel et vz nti kv dj 2wer2c ho$ p Vpoaldus2t g§mS e
vricholem znamensSs tvor bu j en specifick®h
opS2t oimresspteci fickTch produkt T.

=
fr

I
I\

i
—

Bl

0.4
S S S S S S — o

Derivative Reporter (-Rn’)

G40 G690 740 JFano 840 290 240

Temperature (=)

Obr.6:Spr &vnil prTbnNh kSivky t&n2 duplik8tu

Pro dosagen? vNRDtg2? pSeshasbivdhPphpkitieka
Rozptyl jednotl i virc8mcCt jlreahmhtehep®ek ke wa l
05 byl povagov®okud Ip\Wli | amEhdhepnEisg? (
pi petmpv gipdptr o m2ne & maé ourkdalitak vzorky) bylonut n® mNSen:
prov®st znovu.

Pozornost se vDnoval a tak® nea&gd@gatni® n?2
amplifikaci. To znamenal o absenci pS2pad

zpracovsgvat .
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Obr.7.Esovi t § a,mplifikallmédkﬁ';iamia depbpk8&8#nl mCt C
vpr Tsel 2ku kSivky s threshold [ini?2)

Spolu sc 2 | o wénmise testoval expresei dvou gerfl r ef eche n| n 2
ktaem®Jgnily relativn2Datka anhyilfa k@momghianu tDeNnAa
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7.2 Vliv ivermektinu naexpressvy br agmé T T CYPr o
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Obr. 8: Expre® CYP 1 u samio(F) vlasovekkmenelSEi n k u b o vINdMh(D, &, B0,180 nM)
po dobu 4, 12 a 24 hodin.
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Obr. 9: Exprese CYP1 u sant TM) vlI asovek kmene IVM®EL IOn k u b o v a
100nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin.

V grafu naObr.8 aObr.9j e zn8zornhNDna samj|? a san
uvl asovek, ovlivRovanTwwe dheér®Haoigrd&fvk ajmée 4
u samtd lpodi ng§ch ovlivRovgn2 1 gneMT sVtiM8v Nao

bez zmDny.
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CYP 3 (F)
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Obr. 10 Exprese CYP3 u sanic (F) vl asovek kmenelVMIEL LOp Kk ubove
100nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin
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Obr. 11. Exprese CYP3 u samd (M) viasovek kmenelVMBEL IOnkubovae
100nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin

Porovngn? exprese CYP 3 u samcT a sam
prezent Obr 80mObr.ilaJ ak | e pant2rznk®,c hl VAMB wk §ch ne.
expresi CYP 3 u samic. I ndukce CYP 3 u
sel100nM IVM.
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CYP 7 (F)
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Obr.12Exprese CYP 7 u samic (F) WM@sloo,2knMk mene |
po dobu 4, 12 a 24 hodin
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Obr. 13 Exprese CYP7usac T )( M|l asovek kmenelVMBEL IOhkubove
100nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin

Rozdvekpresi CYP 7 u samecystawnéaladion vl
koncentrag nivM,j e z n 8§ z@br. I2AObr.43aN2 zk® d8vky | VM ne
naexpresi CYP 7 8 a m&Ngopaku samicsg o 12 hodi n&%cnMIVMnkubac
projevuje indukce
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7.3 Vliv ivermektinu naexpresivy br agmé T P-gpr o
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Obr. 14 Exprese Rplusanc(F) vl asovek kmeneVM(GE10, 10GkM)bovanT ¢
po dobu 4, 12 a 24 hodin
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Obr. 15 Exprese Rgp 1 u senc M) vli asovek kmenelVM®EL 10nkubove
100nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin

Obr. 14 a Obr. 15 ukazuf z mDnu e xgPr els es aPmcViasowek s ami c
vystavenTch | VM. Samioc el 2z vhloddii | nyoasv\Mj.nik uebxapcr
Viznamng indukce nastg&v§g§ i uMEHpedbuov! i vF
12 hodin.
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P-gp 9.1 (F)
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Obr. 16: Exprese Ryp 9.1 u saric (F) viasovek kmenelVM®EL IOnkubove
100nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin
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Obr. 17 Exprese RIp9 . 1 u samcT (M) vlasovduM (kméhe | SE
100nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin

ZmDngx presi samit%ams p-gmod @asdyvRy b inkubaci
SIVM, j sou pSedsQhrlba@f.h7yJenazde evident n? i nh
ov !l i v Ro vhadinl IcrM IVM2 Kindukci Rgp 9 . 1 d a ¢ Is & prgejich
ov Il i v Ro vi\8hpd dotu 24 hddin.
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P-gp 11 (F)
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Obr. 18 Exprese Rp11 u samic (F) vl asovel¥YM R rele | SE
100nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin
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Obr. 19 Exprese Rp11 u samcT (M) vlasoveR®RWMKmeale | SE i
100nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin

NaObr.18a0Obr.19) e uvedermraxpzmBmaswam|2ch-a sami
gp 11 uvl asovek, po jejich ov! i-gpn1din 2 n a sVtiMB v §|
podhodi nov ® 1nvi&kldOmslicYM.s U samcT nedogdpo ke z
11 viivem n2zklTch d§vek 1 VM.
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P-gp 16 (F)
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Obr. 20. Exprese Rp 16 us ami ¢ ( F) vli asovek kiviMe@e€, 10,SE i nk
100nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin

Obr. 21: Exprese Rgp l6us amc Tvi(aMovek kmene IIVMEO, 1,4k ubovan
100nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin

Obr.20aObr.21zn 8§ u¢2mMNNnu expr egpel6 e ngymiuc ,Pa s am
vyst av e n lndukce Fgv M nastala u samTpo12hodi nov®m ovl i vF
100nMIVM.U samic se exprese enzymu nezmBDnil a.
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