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N§zev diplomov® pr§ce: ZmŊny v expresi vybranĨch enzymŢ metabolizuj²c²ch l®ļiva 

u parazita po kontaktu se sublet§ln²mi d§vkami l®ļiv 

 Parazitem, kterĨ zpŢsobuje vĨznamn® ztr§ty v chovu hospod§ŚskĨch zv²Śat skrze 

onemocnŊn² zvan® hemonch·za, je vlasovka sl®zov§ (Haemonchus contortus). Jedn²m 

z anthelmintik pouģ²vanĨm ve veterin§rn² medic²nŊ v boji proti hemoch·ze je 

i ivermektin (IVM). PŚ²ļinou probl®mŢ s t²mto parazitem je ļastĨ vĨskyt rezistence 

na IVM i dalġ² pod§van§ anthelmintika. PŚedpokl§d§ se, ģe urļitou roli v rezistenci 

u vlasovky mohou hr§t enzymy z rodiny cytochromŢ P450 (CYP) a efluxn² transport®ry 

P-glykoproteiny (P-gp). Tato diplomov§ pr§ce se vŊnuje vlivu sub-let§ln²ch koncentrac² 

IVM na zmŊnu exprese genŢ pro jednotliv® CYP a P-gp. PŚed vlastn²m experimentem 

se dospŊlci kmene ISE H. contortus rozdŊlili na samce a samice. Po inkubaci dospŊlcŢ 

se 3 rŢznĨmi koncentracemi IVM, byla izolov§na RNA a zmŊna exprese vybranĨch genŢ 

se stanovila metodou qPCR. Byly zjiġtŊny vĨrazn® rozd²ly v expresi testovanĨch genŢ 

u samcŢ a samic. Kontaktem vlasovek s IVM doġlo k signifikantn²m zmŊn§m v expresi 

testovanĨch genŢ jak pro CYP tak i P-gp. Indukļn² efekt IVM byl nejv²ce zŚetelnĨ 

v genech pro P-gp. 

 

 

 



 

 

Abstract 

Charles University  

Faculty of Pharmacy in Hradec Kr§lov® 

Department of Biochemical Sciences 

 

 

Candidate: Bc. Michael Pas§k 

Supervisor: prof. RNDr. Lenka Sk§lov§, Ph.D. 

Title of diploma thesis: The changes in expression of selected drug-metabolizing enzymes 

in parasites after exposition to sublethal doses of drugs 

The parasite, which causes significant losses of small ruminants through a disease 

called haemonchosis, is the abomasal nematode Haemonchus contortus. IVM is 

one of the anthelmintics used in veterinary medicine to eliminate haemonchosis.  

The main problem with this parasite is the presence of drug resistance to almost all 

administered anthelmintics including IVM. It is believed that xenobiotic-metabolizing 

enzymes such as cytochromes P450 (CYPs) and membrane efflux transporters P-

glycoproteins (P-gps), play the role in resistance in H. contortus. This study focuses 

on the effect of sublethal doses of IVM on expression of selected CYPs and P-gps. 

Females and males of susceptible ISE strain H. contortus were separated before our 

experiment. After incubation of nematodes with three different concentrations of IVM, 

RNA was isolated and the changes in expression of selected genes were analyzed using 

qPCR. Significant sex-differences were observed in inducibility of tested genes. 

Significant IVM-induced changes in H. contortus were found in expression of CYP 

and P-gp genes. The induction effect of IVM was most pronounced in P-gp genes. 
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1. ĐVOD 

Hl²stice jsou velmi nebezpeļn² parazit® pŚedstavuj²c² z§sadn² probl®m v chovu 

ovc² a pŚeģvĨkavcŢ. Nejzn§mŊjġ²m pŚedstavitelem tohoto chovatelsk®ho probl®mu je 

endoparazit vlasovka sl®zov§ (Haemonchus contortus), kter§ byla vybr§na jako 

modelovĨ organismus pro tuto diplomovou pr§ci. Parazituje ve slezu ovc² a jinĨch 

pŚeģvĨkavcŢ. ZpŢsobuje z§nŊty sliznice a tŊģkou an®mii. 

L®ļba hemonch·zy spoļ²v§ v pod§v§n² anthelmintik, hlavnŊ makrocyklickĨch 

laktonŢ (napŚ. ivermektinu) nebo benzimidazolŢ (napŚ. albendazolu). Avġak ļastĨm 

a opakovanĨm pod§v§n²m anthelmintik vlasovky pŚest§vaj² bĨt vŢļi anthelmintikŢm 

citliv® - vznik§ tzv. l®kov§ rezistence, hlavn² faktor komplikuj²c² l®ļbu hemonch·zy 

a dalġ²ch helmint·z. Jedn²m z farmakokinetickĨch principŢ rezistence je zvĨġen² exprese 

genŢ pro enzymy metabolizuj²c² l®ļiva, kter§ se pot® st§vaj² inaktivn²mi.  

V r§mci t®to pr§ce byla sledov§na a porovn§v§na exprese vybranĨch genŢ 

pro enzymy u vlasovky sl®zov® po kontaktu s anthelmintikem ivermektinem (IVM) . 

C²lem bylo zjistit, jestli je parazit po kontaktu se sublet§ln²mi d§vkami l®ļiv schopen 

za ¼ļelem sv®ho pŚeģit² zmŊnit expresi a aktivitu svĨch biotransformaļn²ch enzymŢ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 

 

2. TEORETICK Ć ĻĆST 

2.1 Hl²stice 

Hl²stice jsou vġudypŚ²tomn® organismy na zemi. Zahrnuj² volnŊ ģij²c² parazity 

rostlin, ļlovŊka a dalġ²ch ģivoļichŢ. Disponuj² tr§vic²m, rozmnoģovac²m, nervovĨm 

a exkreļn²m syst®mem, ale postr§daj² c®vn² a dĨchac² syst®m. Hl²stice maj² kruhovĨ 

prŢŚez tŊla s jednoduchou stavbou, kde na jednom konci tŊla jsou ¼sta a na druh®m Śitn² 

otvor (Basyoni a Rizk 2016). 

TŊlo hl²stic je pokryto kutikulou, kter§ se skl§d§ z nŊkolika vrstev epi-, exo-, 

mezo-, endokutikuly a kaģd§ z nich se mŢģe skl§dat z nŊkolika podvrstev. Lemuje 

vġechny ektoderm§ln² ļ§sti tr§vic²ho traktu. Jej² funkce nen² jen oporn§, 

ale jedn§ se o dynamickou strukturu, kter§ umoģŔuje pohyb hl²stic, prob²h§ pŚes ni 

vĨmŊna l§tek a ¼ļastn² se interakc² s hostitelem (Volf et al. 2007). Epikutikula obsahuje 

vrstvu bohatou na polysacharidy, zlepġuj²c² obranyschopnost hl²stice. VĨbŊģky 

hypodermis pod kutikulou rozdŊluj² svazky svalŢ do ļtyŚ kvadrantŢ (Basyoni a Rizk 

2016). Poļet svazkŢ svalŢ ud§v§ typ svalstva ï holomyarn², polymy§rn², meromy§rn². 

S tr§vic²m traktem jsou spojeny svalov® buŔky (Volf et al. 2007). 

Kutikula, svalstvo a hypodermis tvoŚ² dohromady hydrostaticko-skelet§ln² 

syst®m. Syst®m ohraniļuje nepravou tŊln² dutinu ï pseudocoel, kter§ je vyplnŊn§ tŊln² 

tekutinou, pod²lej²c² se na tŊln²m turgoru i rozvodu ģivin. V tŊln² dutinŊ jsou buŔky, kter® 

se mohou pohybovat v tŊln² tekutinŊ a ¼ļastnit se vnitrobunŊļn® komunikace, uskladnŊn² 

vitaminu B12, synt®zy proteinŢ nebo imunitn²ch dŊjŢ (Basyoni a Rizk 2016). 

Centr§ln² nervovĨ syst®m je tvoŚen hltanovĨm prstencem, odkud vyb²haj² nervov§ 

vl§kna z amfid a hlavovĨch neuronŢ. Z prstence smŊŚuj² smŊrem dozadu dors§ln², 

ventr§ln² a later§ln² nervov® provazce. TŊla hl²stic jsou bohat§ na mal® senzorick® org§ny 

jako cervik§ln² nebo kaud§ln² senzorick® papily, kter® pŚedstavuj² chemick® 

a mechanick® receptory. Amfidy jsou chemoreceptory, vyskytuj²c² se ve vŊtġinŊ hl²stic. 

Hl²stice maj² vŊtġinou dvŊ amfidy, um²stŊn® later§lnŊ v hlavov® ļasti a ļasto slouģ² 

k jejich identifikaci (Basyoni a Rizk 2016). Neurony v amfid§ch zachycuj² chemick® 

a tepeln® sign§ly z okol², umoģŔuj² naj²t vĨhodnŊjġ² pozici pro hled§n² hostitele, 

vyhnout se pŢsoben² nox a toxinŢ. Srovn§n²m rezistentn²ch a senzitivn²ch kmenŢ 

H. contortus se uk§zala znaļn§ degenerace tŊchto neuronŢ u rezistentn²ch kmenŢ 

(Freeman et al. 2003). 
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Zaļ§tek tr§vic² soustavy hl²stic tvoŚ² dutina ¼stn² s pysky, nŊkdy ozuben§, hltan, 

kterĨ spojuje dutinu ¼stn² a stŚevo (Basyoni a Rizk 2016). Hltan lze u nŊkterĨch hl²stic 

rozdŊlit na ļ§st svalnatou a ģl§znatou. V zadn² ļ§sti se mŢģe hltan rozġiŚovat a vytv§Śet 

kulovitĨ nebo k·nickĨ bulbus. U trichineloidn²ch hl²stic tvoŚ² lem hltanu ģl§znat® buŔky-

stichocyty, uspoŚ§dan® do stichosomu (Volf et al. 2007). Stichosom je sekreļn² org§n, 

jehoģ sekrety mŊn² procesy v buŔk§ch hostitele ve prospŊch parazita (Sofronic-

Milosavljevic et al. 2015). StŚevo pŚedstavuje jednoduch§ trubice s postrann²m vĨbŊģkem 

na zaļ§tku ï slep® stŚevo. U samic ¼st² stŚevo an§ln²m otvorem, u samcŢ je vy¼stŊn² 

spoleļnŊ s pohlavn² soustavou do kloaky. Ļ§st ģivin, aŠ uģ se jedn§ o tr§veninu z tr§vic²ho 

traktu hostitele, obsah rostlinnĨch bunŊk nebo krev mŢģe bĨt pŚij²m§na i povrchem tŊla 

(Volf et al. 2007). 

Hl²stice jsou gonochorist® oddŊlen®ho pohlav² se sexu§ln²m rozmnoģov§n²m, 

ale v r§mci cyklu se u nŊkterĨch druhŢ mŢģe objevit hermafroditismus nebo 

partenogeneze (Volf et al. 2007). Samļ² rozmnoģovac² soustava je tvoŚena varletem, 

semennĨm v§ļkem a ch§movodem, kam ¼st² pŚ²datn® ģl§zky (Basyoni a Rizk 2016). 

Z velmi tenk®ho nitkovit®ho varlete se z§rodeļnou tk§n² vede odvodnĨ kan§lek 

do ch§movodu (vas defferens), slouģ²c² pro dopravu samļ²ch bunŊk a pŚech§zej²c² 

v ch§momet (ductus ejaculatorius). Samci nedosahuj² rozmŊru samic, jejich tŊlo smŊrem 

dozadu vytv§Ś² vl§knitĨ vĨbŊģek a st§ļ² se do tvaru p²smene C. Zadn² ļ§st tŊla se mŢģe 

rozġiŚovat v org§n bursa copulatrix, ten umoģŔuje fixaci samice v m²stŊ gonoporu 

a usnadŔuje rozmnoģov§n² (Smrģ 2013). Kopulaļn² burza je sloģena ze tŚ² lalokŢ 

vyztuģenĨch ģebry. Utv§Śen² a rozloģen² ģeber je dŢleģitĨm taxonomickĨm znakem (Volf 

et al. 2007). K pŚichycen² k samiļ²mu pohlavn²mu otvoru pŚi kopulaci slouģ² tak® spiculi 

(Smrģ et al. 2013). Jsou vloģeny do samiļ² vulvy, kterou rozġ²Ś² a umoģn² lepġ² pŚesun 

spermi² do samice (Basyoni a Rizk 2016). Spikuly jsou jehlicovit®, pohybliv®, vŊtġinou 

p§rov® ¼tvary, u nŊkterĨch druhŢ je pouze jedna, u jinĨch nejsou pŚ²tomny vŢbec. Dr§ģky, 

v nichģ se spikuly pohybuj² a samotn® oddŊlen² spikul zajiġŠuje gubernaculum, 

to ale u nŊkterĨch druhŢ chyb². Orientaci spikul u nŊkterĨch hl²stic pak zajiġŠuje 

podpŢrn§ struktura telamon, ve ventr§ln² a later§ln² ļ§sti kloaky (Volf et al. 2007).  

Samice dosahuj² vŊtġ²ch rozmŊrŢ. Samiļ² tenkĨ vajeļn²k (ovarium) se rozġiŚuje 

ve vejcovod (oviduct) a nakonec v dŊlohu (uterus). DŊloha dosahuje povrchu tŊla jako 

nep§rov§ pochva (vagina). DŊloha je mnohem vŊtġ² neģ vejcovod, je naplnŊna vaj²ļky 

v rŢzn®m st§diu oogeneze, kterĨm se zde tak® tvoŚ² jejich v²cevrstevn® obaly (Basyoni a 

Rizk 2016). Zral§ vaj²ļka jsou obalena mechanicky i chemicky odolnĨm chitin·sn²m 
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nebo lipoidn²m obalem. Obal je odolnĨ proti mechanick®mu tlaku, vlhkosti, vysych§n², 

zavodnŊn² nebo vymrznut² a mŢģe bĨt i lepkavĨ (Smrģ et al. 2013). Samiļ² vĨvod 

je tvoŚen ventr§lnŊ uloģenou svalnatou vulvou. Jej² um²stŊn² u samice bĨv§ 

taxonomickĨm znakem. Z ov§ri² putuj² oocyty do dŊlohy, ale k jejich oplozen² spermiemi 

dojde uģ ve vejcovod (Volf et al. 2007). 

Hl²stice pŚi sv®m vĨvoji proch§zej² ļtyŚmi larv§ln²mi st§dii ï na konci kaģd®ho 

st§dia syntetizuj² novou kutikulu a starou svl®kaj². U Ś§du Rhabditida, zahrnuj²c² 

Caenorhabditis elegans, se vyskytuje fenom®n ,,dauer larvañ, kdy larva nesvl®k§ kutikulu 

pŚedchoz²ho st§dia a dojde k vrstven², coģ ji umoģŔuje pŚeģ²t i nepŚ²zniv® podm²nky 

(Kiontke a Fitch 2013). 

VĨvoj hl²stic mŢģe bĨt buŅ monoxenn² - pŚ²mĨ nebo heteroxenn² zahrnuj²c² 

mezihostitele. Monoxenn² vĨvoj je typickĨ pro geohelminty jako napŚ. ġkrkavka. 

K infekci monoxenn²ch hl²stic doch§z² peror§lnŊ (pozŚen²m infekļn² larvy) 

nebo perkut§nnŊ. N§sleduje migrace tk§nŊmi hostitele a usazen², vŊtġinou v tr§vic² 

soustavŊ. Heteroxenn² hl²stice jsou biohelminti s mezihostitelem, aŠ uģ bezobratl²m 

nebo obratlovcem. PatŚ² sem i skupina hl²stic Secernentea, kter§ vyuģ²v§ mezihostitele 

aģ do st§dia L3, kdy uģ je infekļn² pro definitivn²ho hostitele. K pŚenosu tŊchto hl²stic 

doch§z² peror§lnŊ, pozŚen²m infikovan®ho mezihostitele nebo prob²h§ vĨvoj v ļlenovc²ch 

saj²c²ch krev (napŚ. fili§rie), kteŚ² slouģ² jako vektory a pŚi s§n² krve dojde k prŢniku 

infekļn²ch st§di² do hostitele (Volf et al. 2007). 

U nŊkterĨch hl²stic ļeledi Trichostrongylidae se vyskytuje fenom®n hypobi·zy. 

Doch§z² k ustrnut² vĨvoje larvy, to umoģŔuje pŚeļkat nevhodnou dobu pro vĨvoj. Nejv²ce 

se hypobi·za vyskytuje v regionech se zimou, trvaj²c² i nŊkolik mŊs²cŢ (Meradi et al. 

2016). Ve vĨvoji v dospŊlce u hostitele pak larvy pokraļuj² na z§kladŊ stimulŢ jako je 

porod. T²m se produkce infekļn²ch st§di² synchronizuje s obdob²m rozen² neimunn²ch 

ml§Ņat hostitele (Volf et al. 2007). Hypobi·za je prim§rn² forma pŚezimov§n² 

u Haemonchus contortus, jej²ģ infekļn² forma je nejm®nŊ odoln§ vŢļi zimn²m 

podm²nk§m. Hypobiotick® larvy u H. contortus se ale vyskytuj² i v extr®mnŊ suchĨch 

podm²nk§ch (Gatongi et al. 1998).  

Existuj² dva z§kladn² typy exkreļn²ho syst®mu hl²stic: glandul§rn² a tubul§rn². 

Tubul§rn² typ, charakteristickĨ pro Secernentea, se skl§d§ ze dvou kan§lŢ, pŚ²ļnŊ 

propojenĨch spojovac²m kan§lem v hypodermis, dotv§Śej²c²ho tvar p²smene H. 

Do spojovac²ho kan§lu mohou ¼stit ģl§zy s exkreļn² funkc² a tento kan§l ¼st² stŚedovĨm 

duktem skrze exkreļn² p·r ven z tŊla. Lokace exkreļn²ho p·ru je specifick§ a slouģ² jako 
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taxonomickĨ znak (Basyoni a Rizk 2016). Glandul§rn² typ, charakteristickĨ pro volnŊ 

ģij²c² moŚsk® a sladkovodn² hl²stice, je sloģen z jednobunŊļn® ventr§ln² renety (ģl§znat® 

exkreļn² buŔky) situovan® v tŊln² dutinŊ nebo pseudocoelomu, pŚipojen® pŚ²mo 

na exkreļn² p·r (Volf et al. 2007).  

2.1.1 Vlasovka sl®zov§ (Haemonchus contortus) 

Vlasovka sl®zov§ je stŚevn² parazit tŚ²dy Secernentea, Ś§du Strongylida, ļeledŊ 

Trichostrongylidae a rodu Haemonchus (Tak et al. 2014). VolnŊ ģij²c² H. contortus je 

nejv²ce patogenn² v subtropech a vlhkĨch tropech, kde nejv²ce hroz² infekce vaj²ļky. 

Vlasovka se ģiv² krv² hostitele, a proto je nejvĨraznŊjġ²m znakem hemonch·zy an®mie 

(Waller a Chandrawathani 2005). Infikovan® ovce ukazuj² znaļn® sn²ģen² koncentrace 

hemoglobinu zejm®na v l®tŊ, kdy je aktivita saj²c²ch vlasovek nejvŊtġ² (Tak et al. 2014).  

2.1.1.1 Morfologie 

TŊlo vlasovky sl®zov® je pokryto kutikulou, tvoŚenou zejm®na z kolagenu, 

chr§n²c² hl²stici v tr§vic²m traktu hostitele. DospŊlci maj² tvar vl§kna s tŊlem zbarvenĨm 

do ļervena d²ky vys§t® krvi z hostitele. U samic lze zpozorovat i b²le vajeļn²ky, obtoļen® 

okolo stŚeva (Tak et al. 2014). Vulva je u samic kryta kutikul§rn² Śasou (J²ra 1998). Samci 

disponuj² na rozd²l od samic burzou s later§ln²mi laloky a spikuly (Kuchai et al. 2012). 
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Obr. 1: Haemonchus contortus A ï tŊlo samice; B - tŊlo samce; C ï vulva samice; D ï burza se 

spikuly; E ï zakonļen² samice; F ï vaj²ļko (Kuchai et al. 2012) 

DospŊl® vlasovky ģij² ve slezu (abomasu), kde jsou pŚichyceny ke sliznici. 

Z vaj²ļek se za pŚ²znivĨch podm²nek vyv²jej² larvy aģ do stadia L3, kter® je infekļn² 

pro hostitele aliment§rn² cestou. Zpr§vy o vĨskytu vlasovky u ļlovŊka jsou ojedinŊl® (J²ra 

1998). 

2.1.1.2 Rezistentn² kmeny  

Z hlediska citlivosti na anthelmintika lze rozliġit nŊkolik kmenŢ vlasovky sl®zov®. 

Kmen IRE (Inbred Resistant Edinburgh) je vysoce rezistentn² na IVM a ļ§steļnŊ 

rezistentn² na benzimidazoly. Kmen WR (White River) se vyznaļuje m²rnou rezistenc² 

na levamisol z Śad imidazothiazolŢ, vysokou rezistenc² na benzimidazoly a IVM (Yilmaz 

et al. 2017), jedn§ se o multirezistentn² izol§t z²skanĨ z Jiģn² Afriky (Van Wyk et al. 
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1980). CitlivĨ kmen ISE (Inbred Susceptible Edinburgh) je odvozenĨ od citliv®ho izol§tu SE 

(Susceptible Edinburgh) a byl izolov§n z ter®nu jeġtŊ pŚed zaveden²m benzimidazolovĨch 

l®ļiv (Roos et al. 2004). Rezistentn² IRE kmen se vyvinul z ISE po kontaktu 

s anthelmintiky. PŚi exvivo studii (Stuchl²kov§ et al. 2018) se uk§zalo, ģe 10-72 % 

podanĨch anthelmintik dospŊlcŢm H. contortus bylo metabolizov§no bŊhem 24 hodin 

a vŊtġ² metabolizace byla zaznamen§na u dospŊlcŢ z kmene IRE neģ ISE, coģ mŢģe 

znamenat, ģe zvĨġenĨ metabolismus by mohl pŚisp²vat k rozvoji rezistence. Porovn§n²m 

metabolickĨch pŚemŊn albendazolu, flubendazolu a rikobendazolu u ISE a IRE kmenŢ 

se zjistila vŊtġ² schopnost rezistentn²ch IRE deaktivovat anthelmintika. PŚ²ļinou mŢģe bĨt 

vŊtġ² exprese enzymŢ 1. a 2. f§ze biotransformace. Bylo zjiġtŊno, ģe do metabolismu 

benzimidazolŢ u vlasovek se zapojuj² enzymy obou f§z² (Stuchl²kov§ et al. 2018). 

Rezistence vlasovek na benzimidazoly byla jiģ zaznamen§na po cel®m svŊtŊ. 

VĨskyt velk®ho mnoģstv² rŢznĨch rezistentn²ch kmenŢ ukazuje na genetickou 

heterogenitu a na schopnost vlasovek reagovat na selektivn² tlak vytv§ŚenĨ 

chemoterapeutiky (Roos et al. 2004). 

2.1.1.3 VĨvojovĨ cyklus  

DospŊlci ģij² ve slezu hostitele, zat²mco samiļky produkuj² vaj²ļka, kter§ 

odch§zej² stolic² hostitele. Z vaj²ļek se nejprve vyvine prvn² larv§ln² st§dium L1. 

PostupnĨm svl®k§n²m a vĨvojem se pŚes st§dium L2 dost§v§ aģ do st§dia L3. Toto 

st§dium je infekļn² a mŢģe bĨt spaseno spolu s tr§vou hostitelem. Po pozŚen² L3 putuje 

do slezu hostitele a vyv²j² se do st§dia L4 (Laing et al. 2013). Do 21 dn² od samotn®ho 

pozŚen² larv§ln²ho st§dia se pak jiģ hl²stice mŢģe zaļ²t rozmnoģovat (Gilleard 2013). 

S porovn§n²m ostatn²ch hl²stic z Ś§du Strongylida se H. contortus vyznaļuje tak® 

extr®mn² plodnost² (Coyne a Smith 1992). Samiļka je schopna produkovat aģ 10 000 

vaj²ļek dennŊ (Laing et al. 2013). Larvy L3 zŢst§vaj² ģivotaschopn® pŚi teplot§ch 15- 

22̄ C i nŊkolik mŊs²cŢ s minim§ln²m ¼mrt²m v populaci (Gilleard 2013). L4 st§dium 

a dospŊlci u hostitele pak zpŢsobuj² hemorhagick® gastritidy, hypoprotein®mie a an®mie 

(Laing et al. 2013). Nejrychleji se larv§ln² st§dia vyv²jej² za vlhkĨch a teplĨch podm²nek, 

larvy jsou nav²c schopny zastavit vĨvoj pŚi nevhodnĨch podm²nk§ch jako jsou dlouh® 

zimy (Waller et al. 2004). Schopnost zastavit vĨvoj a pŚeļkat nepŚ²zniv® podm²nky 

vĨznamnŊ pomohla k celosvŊtov®mu rozġ²Śen² tohoto parazita (Laing et al. 2013). Tento 

fenom®n se nazĨv§ hypobi·za a je typickĨ pro rody Haemonchus a Teladorsagia. 
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K rozvoji infekce d§le pŚisp²v§ kontaminace pastviny larvami L3 a vĨskyt jehŔat 

na pastvŊ, jejichģ imunitn² syst®m nen² jeġtŊ plnŊ vyvinutĨ (Roeber et al. 2013).  

 

Obr. 2: Ģivotn² cyklus gastrointestin§ln²ch hl²stic Ś§du Strongylida (Roeber et al. 2013, 

upraveno) 

2.2 Hemonch·zy 

Intenzita a rozvoj infekce z§vis² na mnoha podm²nk§ch: mnoģstv² ļervŢ 

v tr§vic²m traktu hostitele, zdrav² a stav imunitn²ho syst®mu, podm²nky v okoln²m 

prostŚed² (typ pastviny, klima), stresu a stravŊ. Nejv²ce infikovan§ jsou pak mlad§ zv²Śata 

s m®nŊ vyvinutĨm imunitn²m syst®mem a ty, kter§ se pohybuj² v prostŚed² vysoce 

kontaminovan®m L3 larvami. Nejv²ce patogenn² jsou larvy L4 zpŢsobuj²c² an®mii, kter§ 

se projevuje obvykle do dvou tĨdnŢ. Dalġ²mi akutn²mi pŚ²znaky jsou ed®my, ļernŊ 

zbarven§ stolice, sn²ģen§ produkce vlny a ¼bytek svalŢ. Mezi chronick® pŚ²znaky patŚ² 

¼bytek hmotnosti a sn²ģenĨ pŚ²jem potravy (Roeber et al. 2013). Zaģ²vac² pot²ģe jsou 

dŢsledkem patogenn²ho mechanismu H. contortus, kterĨ spoļ²v§ v pŚ²m®m napaden² 

a poġkozen² ģaludeļn² muk·zy hostitele. Poġkozen²m pariet§ln²ch bunŊk ģaludeļn² 

muk·zy doch§z² ke sn²ģen² produkce HCl a zvĨġen² pH slezu. ZvĨġen® pH mŢģe bĨt tak® 
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dŢsledkem sekrece amoniovĨch iontŢ z parazita, aby nedoġlo k poġkozen² kutikuly 

pŢsoben²m tr§vic²ch enzymŢ hostitele (Angulo-Cubill§n et al. 2007). V invazi do tk§n² 

pom§haj² vlasovce cysteinov® proteinasy, kter® jsou aktivn² ve velk®m rozsahu pH. 

Proteasy slouģ² k hydrolĨze peptidickĨch vazeb a k degradaci kolagenu i elastinu, t²m 

pom§haj² proniknout skrz muk·zn² vrstvu slezu (Dzik 2006).  An®mie a s n² spojen§ ztr§ta 

hemoglobinu mohou bĨt dŢsledkem ods§v§n² krve, zpŢsobuj²c² ¼bytek krve 0,05 ml 

na jednoho ļerva za den (Tak et al. 2014). 

Na rozġ²Śen² infekc² zpŢsobenĨch hl²sticemi maj² nejvŊtġ² vliv klimatick® 

podm²nky a l®ļba anthelmintiky v dan® oblasti. Nakaģen® ovce se zejm®na vyskytuj² 

v oblastech se sez·nn²mi deġti (Roeber et al. 2013). Nejv²ce jsou hemonch·zou postiģeny 

ovce v oblastech s prŢmŊrnou mŊs²ļn² teplotou 18C̄ a 50 mm sr§ģek (Waller a 

Chandrawathani 2005). Proto m§ H. contortus nejvŊtġ² patogenitu ve vlhkĨch tropech 

a subtropech, ale je schopen se adaptovat i na horġ² podm²nky, coģ jej spolu s jeho 

rezistenc² na anthelmintika Śad² mezi vĨznamn® parazity (Waller et al. 2004). 

2.3 L®ļba hemonch·z 

Paraziti hospod§ŚskĨch zv²Śat zpŢsobuj² vĨznamn® chovatelsk® a finanļn² ztr§ty 

v zemŊdŊlstv² (Roeber et al. 2013). Na l®ļbu helmint·z neexistuje efektivn² vakc²na, 

jejich l®ļba a profylaxe je v§zan§ na anthelmintika, kter§ eliminuj² parazity z hostitele 

skrz rŢzn® mechanismy ¼ļinku (Taman a Azab 2014). Hemonch·za pŚedstavuje 15 % 

ze vġech gastrointestin§ln² infekc² malĨch hospod§ŚskĨch zv²Śat (Fawzi et al. 2015). 

V Braz²lii patŚ² rod Haemonchus mezi parazity nejv²ce ovlivŔuj²c² hospod§Śsk§ zv²Śata 

(Jaeger a Carvalho-Costa 2017). Jako moģn§ ochrana proti hemonch·ze v podobŊ 

imunoprofylaxe se jevily pŚ²rodn² proteiny z H. contortus (Fawzi et al. 2015). 

NapŚ. v Austr§lii byla v  menġ² m²Śe vyuģ²v§na vakcinace pŚ²rodn²m antigenem 

H. contortus pod n§zvem Barbervax (Gonz§lez-S§nchez et al. 2018). Tyto proteiny 

redukovaly exkreci vaj²ļek, ale pro jejich zisk bylo bohuģel nutn® infikovat zv²Śata 

dospŊlĨmi ļervy (Fawzi et al. 2015). Efektivn² l®ļba hemoch·z proto potŚebuje v²ce 

kontroln²ch syst®mŢ jako je pod§van² anthelmintik ļi rotace pastvy (Gonz§lez-S§nchez 

et al. 2018). Rotace pastvy spoļ²v§ v setrv§n² na urļit® ļ§sti pastvy 2-3 dny, n§sleduje 

pŚesun na dalġ² ļ§st, pŚiļemģ n§vrat na startovn² ļ§st pastvy bude po 30 dnech (Waller a 

Chandrawathani 2005). Dalġ²m uģiteļnĨm kontroln²m syst®mem by mohla bĨt pr§vŊ 

vakcinace. Je zn§mo, ģe v pŚ²rodn²ch a experiment§ln²ch podm²nk§ch doch§z² u ovc² 
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k rozvoji rezistence na parazita zejm®na po reinfekci. Vysokou m²ru rozvoje imunity 

v experiment§ln²ch podm²nk§ch zaznamenala vakcinace s antigeny larev L3 a dospŊlci 

H. contortus. Pouģit² tŊchto vakc²n m§ ale st§le znaļn® nevĨhody jako poļet nutnĨch 

d§vek (5 - 6), omezen§ doba trv§n² ochrany a nutnost pŚedchoz² infekce zv²Śat pro zisk 

nativn²ho proteinu (Gonz§lez-S§nchez et al. 2018). Posledn²mu probl®mu je moģno se 

vyhnout pouģit²m podobn®ho, ale rekombinantn²ho proteinu z H. contortus (Fawzi et al. 

2015). Vakcinace jak nativn²m tak rekombinantn²m proteinem prok§zaly vĨznamnou 

redukci v exkreci vaj²ļek a poġkozen² slezu hostitele hl²stic² H. contortus. Vakcinace by 

mohla jednou hr§t dŢleģitou roli v boji proti infekc²m H. contortus, ale st§le je jeġtŊ 

potŚeba zlepġit ļasovĨ harmonogram pod§v§n² ļi proces produkce pomoc² rekombinace 

(Gonz§lez-S§nchez et al. 2018).  

 Hlavn²m pŚ²stupem v redukci hemoch·z je proto pouģit² anthelmintik (Fawzi et 

al. 2015). Anthelmintika jsou v nŊkterĨch pŚ²padech velmi efektivn², ale tak® velmi drah§. 

(Roeber et al. 2013). KvŢli ġpatn®mu managementu chovu, masivn²mu 

a nekontrolovateln®mu pod§v§n² anthelmintik doġlo k rozġ²Śen² rezistentn²ch kmenŢ 

vlasovek (Kaplan a Vidyashankar 2012). UrļitĨ stupeŔ rezistence u hl²stic byl jiģ 

zaznamen§n u vŊtġiny anthelmintik a lze  pŚedpokl§dat, ģe d²ky masivn² distribuci 

anthelmintik se bude vyv²jet selektivn² tlak ve prospŊch rezistentn²ch alel (Geary 2012, 

Gonz§lez-S§nchez et al. 2018). 

3. ANTHELMINTIKA  

Mechanismus ¼ļinku anthelmintik je rŢznĨ: inhibice transportu, modulace iontovĨch 

kan§lŢ, ovlivnŊn² nervov®ho syst®mu a inhibice pŚ²jmu potravy (Kºhler 2001). K l®ļbŊ 

nematod·z se pouģ²v§ cel§ Śada prepar§tŢ, nicm®nŊ mezi dominantn² skupinu 

chemoterapeutik patŚ² benzimidazoly. Zasahuj² ɓ-tubulin a mikrotubuly parazita (Volf et 

al. 2007). Mezi rutinnŊ pod§van§ anthelmintika proti hl²stic²m, parazituj²c²ch na 

hospod§ŚskĨch zv²Śatech, patŚ² mimo benzimidazoly, makrocyklick® laktony 

a imidazothiazoly, tak® novŊjġ² monepantel (aminoacetonitrilovĨ deriv§t) (Roeber et al. 

2013).  

3.1 Benzimidazoly 

Prim§rn² mechanismus ¼ļinku benzimidazolovĨch anthelmintik je zaloģen 

na interakci s cytoskelet§rn²m ɓ-tubulinem, kterĨ je spolu s Ŭ-tubulinem hlavn² souļ§st 
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mikrotubulŢ (Jaeger a Carvalho-Costa 2017). Interakce zpŢsobuje inhibici polymerace 

tubulinu a ztr§tu cytoplasmatickĨch mikrotubulŢ, nav²c u nŊkterĨch ļervŢ byla 

zaznamen§na i porucha pŚ²jmu gluk·zy a deplece glykogenu (Taman a Azab 2014). 

D²ky inhibici polymerace mikrotubulŢ, dojde k inhibici transportu sekreļn²ch v§ļkŢ 

a vylit² jejich obsahu s tr§vic²mi enzymy. Tento dŊj byl pozorov§n u vlasovek pŚi pouģit² 

flubendazolu, kdy doġlo k inhibici transportn²ch v§ļkŢ a vylit² jejich obsahu 

v cytoplazmŊ (Kºhler 2001). Benzimidazolov§ anthelmintika maj² jen minimum 

vedlejġ²ch ¼ļinkŢ u ļlovŊka, ale dlouhodob® uģ²van² mŢģe poġkodit j§tra a kostn² dŚeŔ. 

Nav²c u albendazolu se pŚedpokl§d§ teratogenita a embryotoxicita (Taman a Azab 2014). 

Benzimidazolov§ anthelmintika jsou ale ġiroce vyuģ²van§ zvl§ġtŊ ve veterin§rn² 

medic²nŊ. Jejich ļast® pouģ²v§n² vede k vytv§Śen² selekļn²ho tlaku a vzniku rezistence 

(Jaeger a Carvalho-Costa 2017). Rezistenci hl²stic na benzimidazoly je moģno urļit 

pomoc² PCR (Coles et al. 2006). PŚepokl§d§ se, ģe bodov§ mutace v genu pro ɓ-tubulin, 

je spojena se vznikem rezistence (Roeber et al. 2013). 

Albendazol je nejdŢleģitŊjġ² anthelmintikum z benzimidazolŢ proti hl²stic²m 

u zv²Śat i lid² (VokŚ§l et al. 2013b). Jeho antiparazitick§ aktivita nez§vis² pouze na afinitŊ 

k  ɓ-tubulinu, ale tak® na farmakokinetice a tk§Ŕov® distribuci v hostiteli (Alvarez et al. 

2000). Farmakokinetiku ovlivŔuje exprese a aktivita enzymŢ, metabolizuj²c²ch 

xenobiotika. Tyto proteiny slouģ² jako efektivn² ochrana pŚed potenci§ln² hrozbou 

v podobŊ l®ļiva nebo jin®ho xenobiotika. Enzymy metabolizuj²c² l®ļiva jsou tak® pŚ²mo 

spjaty s l®kovou rezistenc² v hl²stic²ch (Matouġkov§ et al. 2016). U savcŢ podl®h§ 

albendazol enzymov® pŚemŊnŊ, sulfoxidaci, za ¼ļasti CYP. KromŊ CYP, hl²stice 

H. contortus disponuj² i dalġ²mi enzymy, chr§n²c² je pŚed neģ§douc²m ¼ļinkem 

anthelmintik, napŚ. katalasa m§ antioxidaļn² aktivitu a chr§n² hl²stici pŚed oxidaļn²m 

stresem. Albendazolu se H. contortus br§n² pomoc² UDP-glukuronosyltransferasy, jej²ģ 

aktivita je vŊtġ² u rezistentn²ch kmenŢ neģ u ISE kmenŢ a mŢģe proto pŚisp²vat 

k rezistenci na anthelmintika (VokŚ§l et al. 2013b).  

3.2 Makrocyklick® laktony 

Jsou to slouļeniny zahrnuj²c² skupinu avermektinŢ (napŚ. IVM a doramektin) 

a novŊjġ² milbemyciny (napŚ. moxidectin). Jedn§ se o produkty mikroorganismŢ rodu 

Streptomyces. PŚi studiu metabolismu IVM  u savcŢ se jako hlavn² metabolizuj²c² enzymy 

uk§zaly cytochromy P450 (VokŚ§l et al. 2013a). ZpŢsobuj² paralĨzu somatickĨch svalŢ 
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ļerva, inhibuj² funkci hltanu a nedoch§z² proto k dalġ²mu pŚijmu potravy. Jejich pŢsoben² 

je zprostŚedkov§no vazbou na chloridov® kan§ly ovlivŔovan® glutam§tem (GluCl), 

specifick® pro bezobratl®. IVM funguje jako agonista a otev²r§ kan§ly, to vy¼sŠuje 

v ireverzibiln² tok chloridovĨch iontŢ, hyperpolarizaci bunŊļn® membr§ny a svalovou 

paralĨzu (Kºhler 2001, Wolstenholme et al. 2004). Za rezistenci na makrocyklick® 

laktony u H. contortus jsou zodpovŊdn® l®kov® pŚenaġeļe P-glykoproteiny (P-gp). Jedn²m 

z ligandŢ P-gp je i IVM , funkce P-gp je proto dŢleģit§ pŚi odstranŊn² makrocyklickĨch 

laktonŢ z bunŊk parazita. Proto lze zvĨġenou expresi genŢ k·duj²c²ch P-gp povaģovat 

za marker rezistence na makrocyklick® laktony (Prichard 2001). 

3.3 Aminoacetonitrilov® deriv§ty (AADs) 

Aminoacetonitrilov® deriv§ty jsou vysoce aktivn² proti gastrointestin§ln²m 

hl²stic²m, vļetnŊ rezistentn²ch kmenŢ. Vyznaļuj² se aminoacetonitrilovĨm j§drem 

s rŢznĨmi aryloxy skupinami. Jako nejv²ce ¼ļinnĨ z t®to skupiny se uk§zal monepantel 

(AAD 1566) s n²zkou toxicitou u savcŢ a dobŚe tolerovanĨ u ovc², kdy i pŚi vyġġ² d§vk§ch 

bylo pozorov§no minimum vedlejġ²ch ¼ļinkŢ (Kaminsky et al. 2008). Monepantel 

vykazoval dobrou ¼ļinnost proti ġirok®mu spektru gastrointestin§ln²ch hl²stic ovc², 

vļetnŊ kmenŢ rezistentn²ch na benzimidazoly a makrocyklick® laktony. Monepantel 

¼ļinkuje jako modul§tor nikotinovĨch acetylcholinovĨch receptorŢ u mnoha druhŢ 

hl²stic. U H. contortus pŢsob² jako modul§tor tŊchto receptorŢ a zpŢsobuje 

hyperkontrakci svalŢ, vedouc² k jejich paralĨze (Abongwa et al. 2018). Monepantel je 

aktivn² sloģkou anthelmintika pod obchodn²m n§zvem ZolvixÈ, byl poprv® distribuov§n 

v roce 2009. Prvn² rezistence byla ale zaznamen§na jiģ dva roky po uveden² na trh (Van 

den Brom et al. 2015). 

3.4 Budoucnost l®ļby helmint·z 

Vzhledem ke st§l® absenci ¼ļinnĨch vakc²n je distribuce chemoterapeutik 

neust§le na vzestupu a spolu s nimi stoup§ i alarmuj²c² mnoģstv² rezistentn² parazitŢ. 

Strategie zaloģen§ na anthelmintik§ch mŢģe bĨt Śeġen²m pro infekci, ale na rozd²l 

od vakc²n nezabr§n² reinfekci, kter§ mŢģe nastat i do dvou tĨdnŢ po vyl®ļen². Naproti 

tomu vakcinace zabraŔuje rozġ²Śen² infekce a sniģuje moģnost pŚenosu patogena (Geary 

2012). Pochopen² vzniku rezistence u parazitickĨch hl²stic je naprosto kl²ļov® 

pro efektivn² pouģ²v§n² anthelmintik a objeven² markerŢ, podle kterĨch by bylo moģno 
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rezistence sledovat. Tyto znalosti lze tak® vyuģ²t pro navrhov§n² novĨch chemoterapeutik 

a pro jejich lepġ² zac²len² (James et al. 2009). Pochopen² neurobiologickĨch pochodŢ d²ky 

motolici Schistosoma mansoni pomohlo urļit c²l, dle kter®ho by se mohl vĨvoj novĨch 

l®kŢ zamŊŚit. TŊmito c²li jsou neurotransmitery a receptory nervov®ho syst®mu 

parazitickĨch hl²stic. Neurotransmitery a receptory zodpov²daj² za kontrolu dŢleģitĨch 

funkc² jako je reprodukce, pohyb nebo pŚ²jem potravy. Vyznaļuj² se nav²c rapidn²m 

terapeutickĨm efektem a odezvou ihned od pod§n² (Taman a Azab 2014). 

Pro ¼spŊġnĨ boj s parazity je kl²ļov® zn§t tak® genom parazita, urļenĨ jeho 

sekvenc². N§slednĨm porovn§n²m sekvenc² lze naj²t rozd²ly v organismu, kter® mohou 

vĨznamnŊ pŚispŊt k pozn§n² mechanismŢ rezistence, metabolismu anthelmintik, objeven² 

novĨch potenci§ln²ch c²lŢ budouc² terapie a rozvoji vakc²n (Matouġkov§ et al. 2016). 

4. REZISTENCE  

Mechanismy rezistence a jejich vĨvoj jsou intenzivnŊ zkoum§ny, protoģe vĨskyt 

rezistentn²ch pŢvodcŢ byl zjiġtŊn prakticky u vġech dŚ²ve ¼ļinnĨch l®ļiv ze skupiny 

anthelmintik, antibiotik ļi antimykotik. Rezistentn² populace vznik§, pokud se rozmnoģ² 

skupina jedincŢ, kteŚ² jsou schopni pŚeģ²t urļitou koncentraci l®ļiva (Sk§lov§ et al. 2011). 

Definice rezistence je popisov§na na z§kladŊ ¼spŊġnosti a selh§n² l®ļby l®ļivem. Nast§v§ 

v momentŊ, kdy se u vn²mav® populace uk§ģe pokles ¼ļinnosti l®ku a organismus se stane 

tolerantn². Rezistence je kompletn², pokud pŚestane bĨt ¼ļinn§ i maxim§ln² d§vka l®ku, 

kter§ by uģ nemŊla bĨt organismem tolerov§na. Vyskytuje se v populaci, kter§ je 

nositelem genu spojen®ho s rezistenc². Rozd²ln§ manifestace ļasto komplikuje jej² 

detekci u parazitŢ, kteŚ² tvoŚ² rozs§hl® populace a maj² vysokĨ stupeŔ genetick® 

variability. Studie proveden® na rakovinnĨch buŔk§ch prok§zaly, ģe rezistence mŢģe 

nastat dŊdiļnĨmi zmŊnami ï genetickĨmi (mutace, delece) a epigenetickĨmi (metylace 

genu v promotorov® oblasti mŢģe v®st ke sn²ģen² transkripce proapoptotickĨch genŢ 

a k rezistenci n§dorovĨch bunŊk vŢļi sign§lŢm smrti) (James et al. 2009). 

 Genetick® zmŊny u ļervŢ jsou identifikov§ny zejm®na na z§kladŊ SNPs 

(jednonukleotidovĨch polymorfismŢ). SNP jsou z§kladem genetick® rozmanitosti 

populace. Vedou k substituci aminokyselin v c²lov®m proteinu pro l®ļivo a zpŢsob² tak 

sn²ģen² jeho ¼ļinku. Populace H. contortus je dŢkazem rychl®ho n§rŢstu vyselektovan®ho 

rezistentn²ho druhu. VŊtġina experimentŢ prok§zala vztah rezistentn² populace 

a specifick® mutace, nejv²ce u benzimidazolŢ. NapŚ²klad rezistence na benzdimidazoly je 



21 

 

spojena s mnoha SNPs v genu, kterĨ k·duje jejich c²lovĨ protein ɓ-tubulin. SNP m§ 

ale jen menġ² roli v rezistenci, dŢleģit® jsou i mechanismy zpŢsoben® efluxn²mi pumpami 

nebo cytochromy (James et al. 2009). 

Rezistence v organismu je zapŚ²ļinŊna zmŊnou ve farmakokinetice nebo 

farmakodynamice l®ļiva. Farmakokinetick® mechanismy zabraŔuj² vstupu l®ļiva 

do buŔky, zrychluj², zefektivŔuj² jeho deaktivaci nebo usnadŔuj² jeho eliminaci. Jsou 

zprostŚedkov§ny enzymy metabolizuj²c²mi l®ļiva (biotransformaļn² enzymy 

a transportn² proteiny). Mezi farmakodynamick® mechanismy rezistence patŚ² zmŊna 

struktury receptorŢ, popŚ. zvĨġen² mnoģstv² c²lovĨch molekul, na kter® l®ļivo ¼ļinkuje. 

Tyto mechanismy pom§haj² nŊkterĨm jedincŢm v populaci tolerovat vysok® d§vky, 

kter® by za norm§ln²ch okolnost² nebyli schopni pŚeģ²t (Jaeger a Carvalho-Costa 2017, 

Matouġkov§ et al. 2016). 

4.1 Enzymy metabolizuj²c² xenobiotika  

Metabolismus l®ļiv a jinĨch xenobiotik zajiġtuj² enzymy metabolizuj²c² 

xenobiotika (XME), zahrnuj²c² biotransformaļn² enzymy a transport®ry. Xenobiotika 

jsou l§tky, kter® nemaj² fyziologickou funkci, neslouģ² jako zdroj energie, 

ani jako prekurzory endogenn²ch l§tek. Jsou to cizorod® l§tky pŚ²rodn²ho 

nebo syntetick®ho pŢvodu jako aromatick® l§tky, rostlinn® metabolity, ale zejm®na l®ļiva 

(Cvilink et al. 2009). Biotransformace xenobiotik, slouģ²c² k detoxikaci nebezpeļnĨch 

l§tek, m§ obvykle dvŊ f§ze. Prvn² f§ze zahrnuje procesy oxidace, redukce a hydrolĨzy, 

kdy jsou v molekule odhaleny nebo do n² zabudov§ny hydrofiln² skupiny. Druh§ f§ze je 

konjugace produktŢ prvn² f§ze s vhodnou endogenn² slouļeninou (Matouġkov§ et al. 

2016).  Ke konjugaci mŢģe slouģit glutathion, glukuronov§ kyselina, aminokyselina nebo 

sulf§t. Jako tŚet² f§ze metabolismu xenobiotik se oznaļuje aktivn² transport metabolitŢ 

a konjug§tŢ pŚes membr§nu. Enzymy biotransformac² pŚemŊŔuj² xenobiotika 

na hydrofilnŊjġ² slouļeniny, kter® se snadnŊji vylouļ² (Cvilink et al. 2009). 

Do prvn² f§ze biotransformace patŚ² CYP, flavinov® monooxygenasy, peroxidasy, 

monoaminooxidasy a dalġ² enzymy oxiduj²c² xenobiotika, ale i reduktasy 

(dehydrogenasy) a hydrolasy. Konjugaci s glukuronovou kyselinou zajiġŠuj² UDP-

glukuronosyltransferasy. Elektrofiln² slouļeniny jsou konjugov§ny s glutathionem za 

¼ļasti glutathion-S-transferas (GST). Aromatick® aminy a hydroxylaminy mohou 

podl®hat acetylaci N-acetyltransferasou (NAT). Sulfonaci katalyzuj² sulfotransferasy 
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(SULT). Pokud hydrofiln² konjug§t nen² schopen proj²t lipofiln² membr§nou, je 

transportov§n napŚ. pomoc² ABC transport®rŢ, mezi kter® paŚ² i P-gp, dŢleģitĨ pro eflux 

(Cvilink et al. 2009). 

Proces metabolismu xenobiotika v organismu ilustruje n§sleduj²c² sch®ma: 

 

Obr. 3: Sch®ma metabolismu xenobiotik (Matouġkov§ et al. 2016, upraveno) 

Nejprve dojde ke vstupu xenobiotika do buŔky, n§sleduje prvn² f§ze 

biotransformace, pot® mŢģe pokraļovat druh§ f§ze tj. konjugace. Nakonec dojde 

k vylouļen² xenobiotika (Matouġkov§ et al. 2016). 

4.2 Enzymy metabolizuj²c² xenobiotika u hl²stic 

Hl²stice maj² enzymy jak prvn² tak i druh® f§ze zejm®na ze tŚ²dy GST (Cvilink et 

al. 2009). U vġech enzymŢ je ale velk§ mezidruhov§ variabilita, kter§ znemoģŔuje 

zobecnŊn² a extrapolaci dat z²skanĨch u jednoho druhu hl²stic na ostatn² druhy (Laing et 

al. 2013, Cvilink et al. 2009)  

Exprese enzymŢ hl²stic se liġ² u jednotlivĨch pohlav², stejnŊ jako je tomu u savcŢ. 

Tento pŚedpoklad byl potvrzen kvalitativn²m a semikvantitativn²m porovn§n²m 

metabolismu anthelmintik. Uk§zaly se znaļn® rozd²ly v metabolismu u obou pohlav² 

H. contortus. U samic bylo zaznamen§no v²ce metabolitŢ neģ u samcŢ, pŚev§ģnŊ 

se jednalo o N-glykosidy (Stuchl²kov§ et al. 2018).  

V n§sleduj²c²ch kapitol§ch budou probr§ny enzymy, kterĨmi jsem se zabĨval ve sv® 

diplomov® pr§ci. 
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4.2.1 Cytochromy P450 (CYP) 

 CYP katalyzuj² oxidaci endogenn²ch a exogenn²ch slouļenin. Funguj² jako 

termin§ln² oxidasy pŚij²maj²c² elektrony z NADPH-CYP-reduktasy, cytochromu b5 

a cytochromu b5-reduktasy. Monooxygenasov§ aktivita pak spoļ²v§ ve schopnosti v§zat 

vzduġnĨ kysl²k, rozġtŊpit ho a jeden kysl²kovĨ atom zabudovat do molekuly substr§tu, 

druhĨ do molekuly vody (Kotze 1997, Sk§lov§ et al. 2011). KromŊ zmiŔovan® aktivity 

mohou m²t tak® katalytickou funkci jako oxytransferasy nebo reduktasy. 

Oxytransferasov§ aktivita  byla pops§na u H. contortus, a spoļ²v§ v pŚenosu kysl²ku 

z jednoho substr§tu na jinĨ (Cvilink et al. 2009). 

Dlouho dobu se pŚedpokl§dalo, ģe hl²stice CYP postr§daj². D²ky pokroku 

v genetick® analĨze se prok§zala jejich existence u Caenorhabditis elegans, H. contortus 

a dalġ²ch ļervŢ (Cvilink et al. 2009). U hl²stic maj² CYP funkci oxygenas i reduktas. 

U H. contortus a C. elegans se oxiduje CYP albendazol na albendazolsulfoxid. 

Monepantel se u H. contortus metabolizuje na sulfonov® metabolity (Matouġkov§ et al. 

2016). Vyġġ² exprese a monooxygenasov§ aktivita CYP byla  zaznamen§na u larv§ln²ch 

st§di² H. contortus L1 a L3 v²ce neģ u dospŊlcŢ (Kotze 1997). PŚedpokl§d§ se, ģe vŊtġ² 

exprese je dŢsledkem vystaven² volnŊ ģij²c²ch larv§ln²ch st§di² mnoģstv² 

environment§ln²ch toxinŢ a k detoxikaci tŊchto exogenn²ch slouļenin je tedy potŚeba 

vyġġ² aktivitu CYP. MŢģe to bĨt tak® zvĨġenĨmi n§roky na metabolismus d²ky 

endogenn²m toxinŢm a slouļenin§m dŢleģitĨch pro vlastn² rozvoj (Laing et al. 2015).  

4.3 Transport®ry xenobiotik 

Transport je tŚet² f§z² metabolismu xenobiotik. ZprostŚedkov§vaj² ho membr§novŊ 

v§zan® proteiny, kter® rozdŊlujeme na dva hlavn² typy: transport®ry importuj²c² (uptake) 

a exportuj²c² (efluxn²) xenobiotika (Cvilink et al. 2009). Membr§nov® efluxn² 

transport®ry chr§n² organismus pŚed extern²mi toxickĨmi slouļeninami a lze je rozdŊlit 

celkem do pŊti rodin, pŚiļemģ transport®ry hraj²c² dŢleģitou roli v l®kov® rezistenci jsou 

hlavnŊ ABC transport®ry (P-gp) (Matouġkov§ et al. 2016). 

Transport®ry lze tak® rozdŊlit na z§kladŊ toho, v jak® formŊ pŚij²maj² energii 

nutnou k transmembr§nov®mu transportu substr§tŢ na prim§rn², sekund§rn² a terci§rn². 

Podle tohoto krit®ria jsou ABC transport®ry povaģov§ny za prim§rn², z²sk§vaj²c² energii 

nutno k transportu hydrolĨzou ATP. Ostatn² transport®ry z²sk§vaj² energii z kotransportu 

nebo antiportu iontŢ a jinĨch l§tek, kter® tvoŚ² na membr§nŊ gradient. Gradient vznik§ 
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prim§rn²m transport®rem, kterĨ k funkci potŚebuje ATP. U sekund§rn²ch transport®rŢ je 

potŚeba jen jeden gradient, terci§rn² transport®ry potŚebuj² dva gradienty (Sk§lov§ et al. 

2011). 

4.3.1 ABC transport®ry 

ABC transport®ry jsou nejrozġ²ŚenŊjġ² exportn² proteiny. Poprv® byly pops§ny 

u bakteri², ale vyskytuj² se t®mŊŚ ve vġech buŔk§ch. TypickĨ ABC transport®r je sloģen 

z transmembr§novĨch a nukleotid-v§zaj²c²ch dom®n (Leprohon et al. 2011). Jsou 

povaģov§ny za prim§rn² transport®ry, z²sk§vaj²c² energii nutnou k transportu hydrolĨzou 

ATP. Transportuj² substr§t proti gradientu transportovan® l§tky. NŊkter® ABC 

transport®ry jsou lokalizov§ny apik§lnŊ (P-gp), jin® jsou na basolater§ln² membr§nŊ 

(napŚ. u epiteli§ln²ch bunŊk enterocytŢ a hepatocytŢ) (Sk§lov§ et al. 2011). Jejich 

substr§tem jsou jak lipofiln² xenobiotika, proch§zej²c² skrz membr§nu, tak i hydrofiln² 

metabolity a konjug§ty, tvoŚen® biotransformaļn²mi enzymy (Cvilink et al. 2009). 

Nach§zej² se u mnoha druhŢ helmintŢ jako Schistosoma mansoni, Fasciola hepatica, 

Haemonchus contortus, Caenorhabditis elegans a pravdŊpodobnŊ pŚisp²vaj² k l®kov® 

rezistenci tŊchto organismŢ (Leprohon et al. 2011). Farmakokinetiku l®ļiv nejv²ce 

ovlivŔuje P-gp z rodiny ABC transport®rŢ (Cvilink et al. 2009). 

4.3.1.1 P-glykoprotein (P-gp) 

Jedn§ se o efluxn² pumpu integrovanou do membr§ny, zodpovŊdnou za transport 

lipofiln²ch substanc² vļetnŊ mnoha l®kŢ. Rezistence d²ky P-gp byla zaznamen§na 

u helmintŢ, savcŢ i protozoi². P-gp zprostŚedkov§v§ aktivn² jednosmŊrnĨ transport l®kŢ 

z buŔky, kter® do n² pronikly pasivn² difuz², a jeho exprese je indukov§na rovnŊģ l®ky 

(Kerboeuf et al. 2003). Dle klinickĨch studi² mohou nŊkter® slouļeniny inhibovat P-gp 

nespecificky, napŚ. blok§tor kalciovĨch kan§lŢ verapamil, kterĨ je substr§tem P-gp 

(Wessler et al. 2013). 
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Obr. 4: TrojrozmŊrn§ simulace P-gp (Sk§lov§ et al. 2011) 

Informace o struktuŚe a funkci ABC transport®rŢ jsou u parazitickĨch hl²stic 

omezeny. Efluxn² pumpy P-gp ale hraj² dŢleģitou roli v rezistenci na makrocyklick® 

laktony. V tŊle parazitŢ jsou P-gp rozptĨleny a jejich exprese se mŢģe liġit v rŢznĨch 

st§di²ch vĨvoje. U H. contortus se P-gp 2 nach§z² v hltanu a hlavovĨch neuronech, P-gp 

9.1 v rozmnoģovac² soustavŊ samic (David et al. 2018). Nav²c data z²skan§ (Godoy et al. 

2016) potvrdila expresi P-gp 9.1 v dŊloze rezistentn²ho kmene H. contortus, kde by ji 

tento transport®r mohl chr§nit pŚed paralytickĨm ¼ļinkem avermektinŢ, 

kter® by znemoģŔovaly uvolnŊn² vaj²ļek z dospŊl²ch samic. Exprese P-gp byla d§le 

zaznamen§na i v exkreļn² soustavŊ (David et al. 2018). PŚesn§ lokalizace vġech P-gp 

transport®rŢ u H. contortus ale zŢst§v§ zat²m nejasn§. 
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5. CĉL PRĆCE 

C²lem m® diplomov® pr§ce bylo zjistit, zda jsou n²zk® d§vky anthelmintika IVM  

schopny ovlivnit expresi vybranĨch genŢ u samcŢ a samic dospŊlcŢ kmene ISE 

H. contortus.  

D²lļ² ¼koly zahrnovaly: 

1. Zjistit vliv n²zkĨch koncentrac² IVM na zmŊnu exprese vybranĨch CYP 

2. Zjistit vliv n²zkĨch koncentrac² IVM na zmŊnu exprese vybranĨch P-gp  

3. Ze zjiġtŊnĨch vĨsledkŢ vytipovat CYP a P-gp, jejichģ zvĨġen§ exprese 

by mohla pŚisp²vat k l®kov® rezistenci H. contortus 
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6. EXPERIMENTĆLNĉ ĻĆST 

6.1 BiologickĨ materi§l, vybaven², chemik§lie 

6.1.1 BiologickĨ materi§l 

Zdrav§, parazity nezat²ģen§ jehŔata byla or§lnŊ infikov§na L3 larvami 

H. contortus. Chov infikovanĨch jehŔat prob²hal za speci§ln²ch podm²nek na farmŊ 

v HoŚ²nŊvsi, ve vĨchodn²ch Ļech§ch. Podm²nky chovu byly v souladu s poģadavky 

Ministerstva ZemŊdŊlstv² a vġechny experimenty prob²haly v souladu etick® komise 

Farmaceutick® fakulty. K infekci byl pouģit citlivĨ kmen ISE. Po sedmi tĨdnech 

od infekce byla jehŔata usmrcena jateļn² pistol² a vykrven²m. Pot® z nich byl vyjmut slez, 

kterĨ byl n§slednŊ transportov§n do laboratoŚe. DospŊl® hl²stice byly ze slezu separov§ny 

za pouģit² agarov® metody. DospŊlci byli n§slednŊ roztŚ²dŊni v Petriho misk§ch na samce 

a samice podle vĨġe uvedenĨch morfologickĨch znakŢ, odliġnĨch pro obŊ pohlav². 

N§sledovalo rozdŊlen² po 10 jedinc²ch od kaģd®ho pohlav² do jednotlivĨch jamek na 24-

jamkov® destiļce a jejich kultivace v m®diu s l®ļivem rozpuġtŊnĨm v DMSO nebo pouze 

s DMSO bez l®ļiva v pŚ²padŊ kontroln²ch vzorkŢ. Koncentrace DMSO v m®diu byla 

0,1 %. Po 4, 12 a 24 hodinov® inkubaci s rŢznĨmi koncentracemi l®ļiv n§sledovalo 

pŚenesen² hl²stic do mikrozkumavek s 0,5 ml TriReagentu a zamrazen² na -80ÁC 

v hlubokomraz²c²m boxu.  

6.1.2 Chemik§lie 

DNasa I, New England Biolabs 

Diethylpyrokarbon§t (DEPC), Sigma-Aldrich 

Dithiotreitol (DTT), Sigma-Aldrich 

Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich 

Ethanol 99 %, Sigma-Aldrich 

Chloroform, Sigma-Aldrich 

Isopropanol, Sigma-Aldrich 

Ivermektin (IVM)  



28 

 

Kyselina ethylendiamintetraoctov§ (EDTA) 

N§hodn® hexamery, Generi Biotech 

Primery (GAPDH, NCBP, CYP, P-gp), Generi Biotech 

qPCR Core Kit for SYBR Green I ï xCEED Biotech 

Reverzn² transkriptasa: ProtoScript II ï New England BioLabs 

Redestilovan§ voda 

SmŊs dNTPs, Eurogentec 

TRI Reagent, Molecular Research Center 

6.1.3 PŚ²stroje 

Automatick® pipety, Eppendorf 

BlokovĨ inkub§tor ï Thermomixer Comfort 5355, Eppendorf 

Centrifuga ï Biofuge Stratos Heraeus 

Homogeniz®r kuliļkovĨ ï FastPrep24, M. G. P. 

Lamin§rn² box ï UVC/T-AR, BioSan 

PCR cykl®r ï MJ mini, Bio ï Rad 

PŚistroj na Real-Time PCR ï QuantStudio 6, Applied Biosystems 

Spektrofotometr ï NanoDrop 2000, Thermo Science 

   Vortex ï Vortex V-1 plus, BioSan 

6.2 Postup 

6.2.1 Izolace RNA 

Po rozmrazen² vzorkŢ s hl²sticemi roztŚ²dŊnĨmi dle pohlav² a rŢzn® doby expozice 

anthelmintiku, n§sledovalo jejich zcentrifugov§n² a pŚenesen² do lamin§rn²ho boxu, 
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kterĨ je urļen pouze pro izolaci RNA. Pr§ce v lamin§rn²m boxu umoģŔuje eliminovat 

styk vzorku s vġudypŚ²tomnĨmi RNasami, kterĨ by vedl k jejich znehodnocen².  

Do kaģd® zkumavky byla d§vkovaļem pŚid§na jedna odmŊrka sklenŊnĨch kuliļek 

a jedna kovov§ kuliļka. PŚed vlastn² homogenizac² se v hlubokomraz²c²m boxu vychladil 

drģ§k homogeniz§toru. Vzorky byly homogenizov§ny 3 min s tŚep§n²m 50 m/s. 

Homogenizace pŚispŊla k rozruġen² tk§nŊ. Homogen§t se nechal odst§t pŚi teplotŊ 

laboratoŚe 5 min a pŚidalo se 100 ml chloroformu. N§slednĨm tŚep§n²m po dobu 

15 s v ruce vzniklo ve zkumavce rozhran² dvou vrstev. Po dvou minutov®m odst§t² 

za laboratorn² teploty byly vzorky 15 minut st§ļeny ve vychlazen® centrifuze na 4C̄ 

pŚi 12 000 g. Centrifugac² ve vzorku vznikly dvŊ f§ze: horn² vodn² s RNA a spodn² 

organick§. Horn² f§ze byla pŚenesena pipetou do nov® 1,5 ml mikrozkumavky. PŚi tomto 

procesu nesmŊlo doj²t ke styku ġpiļky pipety s mezif§z², protoģe by hrozila kontaminace 

genomovou DNA. N§sledn® pŚid§n² 250 ml isopropanolu k vodn² f§zi a jemn® prom²ch§n² 

vysr§ģelo RNA a usnadnilo dalġ² izolaci. Po 10 min odst§t² pŚi laboratorn² teplotŊ se 

vzorky stoļily v centrifuze na 12 000 g, 10 min a teplotŊ 4C̄.  

Vzorky se do centrifugy um²stily vġechny otev²r§n²m smŊrem do stŚedu, aby bylo 

jasn®, kde lze pŚedpokl§dat vĨskyt pelety RNA, aby nedoġlo k jej²mu nechtŊn®mu ods§t² 

bŊhem n§sleduj²c²ho kroku, pokud by byla neviditeln§. Mezit²m byl naŚedŊn 75 % ethanol 

z absolutn²ho, pomoc² DEPC vody. Po n§sledn® centrifugaci se opatrnĨm odlit²m 

odstranil supernatant a vĨsledn§ peleta se omyla 0,5 ml naŚedŊn®ho ethanolu. 

PŚekl§pŊn²m v ruce se vzorky zam²chaly a opŊt stoļily na 5 min v centrifuze nastaven® 

na 7500 g pŚi 4C̄, um²stŊn® opŊt otev²r§n²m smŊrem do stŚedu. N§sledovalo opatrn® 

odlit² supernatantu a ods§t² zbytkŢ pomoc² sklenŊn® pipety s ¼zkĨm koncem. VĨsledn§ 

peleta se suġila na vzduchu v boxu 6-10 min, dokud nebylo zŚeteln® jej² gelovatŊn² 

(zprŢhledŔov§n²). Uschl® pelety byly rozpuġtŊny v DEPC vodŊ, jej² mnoģstv² se odv²jelo 

od pohlav² izolovanĨch hl²stic. U samcŢ se pouģilo 20 ml DEPC vody a u samic 30 ml 

DEPC vody. N§sledovalo zam²ch§n² na vortexu, stoļen² a odst§t² vzorkŢ, po kter®m se 

m²ch§n² a stoļen² zopakovalo. Vzorky byly uloģeny do boxu s ledem a pŚipravily se 

instrumenty pro mŊŚen² koncentrace a ļistoty RNA Nanodropem. 

6.2.2 MŊŚen² koncentrace a ļistoty RNA Nanodropem 

Koncentrace z²skan® RNA byla zmŊŚena na spektrofotometru NanoDrop. 

PŚed vlastn²m mŊŚen²m se zmŊŚil slepĨ vzorek v podobŊ 2 ml redestilovan® vody. 
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Pot® se zmŊŚila koncentrace ve 2 ml kaģd®ho vzorku. Z pŚ²stroje lze tak® zjistit 

kontaminaci proteiny podle pomŊru absorbanc² pŚi 260 nm, odpov²daj²c² absorbanci DNA 

a 280 nm, kter§ odpov²d§ absorbanci proteinŢ. Hodnota pomŊru by mŊla v ide§ln²m 

pŚ²padŊ bĨt vŊtġ² neģ 1,8. RovnŊģ lze zjistit z pomŊru absorbanc² pŚi 260 nm a 230 nm 

kontaminaci fenolem. Hodnota by se mŊla v ide§ln²m pŚ²padŊ bl²ģit 2. 

6.2.3 Đprava DNasou 

DNasa I je enzym, selektivnŊ ġtŊp²c² pouze DNA, ļ²mģ dojde k odstranŊn² 

pŚ²padn® kontaminace vzorkŢ genomovou DNA. Izolovan® vzorky obsahuj² rŢzn§ 

mnoģstv² RNA, proto bylo nutn®, pŚed pouģit²m DNasy, standardizovat vzorky 

na jednotnou koncentraci RNA. Koncentrace RNA z Nanodropu je v ng/ml. D§le bylo 

potŚeba vypoļ²tat, jak® mnoģstv² izolovan®ho vzorku bude obsahovat 4 mg RNA a kolik 

vody je potŚeba doplnit do celkov®ho objemu 26 ml.  

Tab. 1: VĨpoļet mnoģstv² RNA vzorkŢ a vody 

 [ng/ml] 4 mg RNA v [ml]  H2O do 26 ml VĨsledn§ 

koncentrace [mg/ml]  

ISE KF1 753,3 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 

ISE IVM F1 1328,8 3,0 23,0 0,1 

ISE IVM F2 1209,5 3,3 22,7 0,1 

ISE IVM F3 1194,8 3,3 22,7 0,1 

ISE KM1 712,0 5,6 20,4 0,1 

ISE KM2 360,0 11,1 14,9 0,1 

ISE KM3 385,0 10,4 15,6 0,1 

ISE IVM M1 1000,0 4,0 22,0 0,1 

ISE IVM M2 726,0 5,5 20,5 0,1 

ISE IVM M3 460,0 8,7 17,3 0,1 

 

Do oznaļenĨch 0,5 ml zkumavek byla nejdŚ²ve pipetov§na DEPC voda a pot® 

mnoģstv² izolovan®ho materi§lu, odpov²daj²c² 4 mg RNA. TakovĨto vzorek byl 

pŚipravenĨ pro pouģit² DNasy. 

N§sledovalo pŚipraven² mastermixu, kdy na kaģdĨ vzorek bylo potŚeba 4 ml. 

Mastermix se pŚipravoval z 1 ml DNasy a 3 ml pufru. Ke vzorkŢm se vģdy pŚipoļ²tal jeden 

vzorek nav²c jako rezerva, pro pŚ²pad nechtŊnĨch ztr§t v dŢsledku ulp²van² kapaliny 

na stŊnŊ zkumavky. SmŊs se pot® sm²chala na vortexu a byla rozdŊlena do kaģd® 
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zkumavky s RNA. N§sledovala inkubace vzorkŢ ve stoln²m inkub§toru vyhŚ§t®m 

na 37̄ C po dobu 25 minut s tŚep§n²m 500 rpm. Po m²rn®m stoļen² vzorkŢ se ke kaģd®mu 

z nich pŚidalo 1,5 ml 0,1M EDTA a nechaly se inkubovat 10 minut pŚi 75C̄, aby doġlo 

k inaktivaci DNasy. K jednotlivĨm vzorkŢm bylo pot® pŚid§no 8,5 ml DEPC vody, byly 

prom²ch§ny na vortexu a stoļeny. VĨsledn§ koncentrace takto oġetŚen® RNA odpov²dala 

0,1 mg/ml a objem kaģd®ho vĨsledn®ho vzorku odpov²dal 40 ml. Po ¼pravŊ DNasou 

n§sledovala reverzn² transkripce. Pokud reverzn² transkripce nen§sledovala ihned, 

nechaly se vzorky zamrazit na -80̄ C v mraz²c²m boxu. 

6.2.4 Reverzn² transkripce 

Kl²ļem procesu reverzn² transkripce je enzym reverzn² transkriptasa, 

kterĨ pŚepisuje prim§rn² sekvenci nukleotidŢ RNA do struktury DNA. Z²skan® molekuly 

cDNA jsou bez rizika rychl® degradace. Nezbytnou podm²nkou pro funkci enzymu je 

vģdy pŚ²tomnost primeru, kterĨ je komplement§rn² k templ§tov® RNA a od kter®ho 

startuje samotnĨ proces reverzn² transkripce, pŚid§v§n²m deoxyribonukleosidtrifosf§tŢ 

(dNTPs) do novŊ vznikaj²c² cDNA (Ber§nek 2016). 

Proces reverzn² transkripce se provedl se vzorky RNA o koncentraci 0,1 mg/ml, 

z²skanĨch z vĨġe uvedenĨch postupŢ. Nejprve se pŚipravila smŊs RNA a primerŢ. 

Do 0,2 ml eppendorf zkumavek bylo napipetov§no vģdy 5 ml RNA ŚedŊn® na 0,1 mg/ml 

z kaģd®ho vzorku a do jednotlivĨch zkumavek bylo pŚid§no 1 ml n§hodnĨch hexamerŢ 

jako primerŢ. SmŊsi se pŚipravily ve dvou sad§ch ï jedna na reverzn² transkripci a jedna 

na noRT kontrolu, takzvanŊ bez pŚid§n² reverzn² transkriptasi do vzorkŢ v dalġ² f§zi 

postupu. Vzory bez reverzn² transkriptasi slouģily jako kontrola, jestli nebyla izolovan§ 

RNA kontaminov§na genomovou DNA. Po zam²ch§n² na vortexu byly smŊsi RNA 

a primerŢ vloģeny do PCR cykl®ru. ZahŚ²v§n²m doġlo k denaturaci RNA a t²m 

se umoģnilo nasednut² primerŢ. N§slednŊ byly vzorky m²rnŊ stoļeny a vloģeny do boxu 

s ledem. 

BŊhem zahŚ²v§n² se pŚipravily dvŊ sady mastermixŢ ï pro reverzn² transkripci, 

oznaļovan® jako RT a pro kontrolu, oznaļovan® jako noRT, ve kterĨch byla reverzn² 

transkriptasa nahrazena vodou. Pro kaģdĨ vzorek se vģdy pŚipravil mastermix z obou sad. 

Reagencie pro kaģdou sadu mastermixŢ se pŚipravovaly s pŚipoļten²m jednoho vzorku 

nav²c ï z dŢvodu moģnĨch ztr§t pŚi pipetov§n². 
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PŚipraven® mastermixy se po prom²ch§n² na vortexu a stoļen², rozpipetovaly 

po 14 ml z jedn® i druh® sady mastermixŢ k jednotlivĨm vzorkŢm. K jednomu vzorku 

se tedy pipetovalo 14 ml RT mastermixu a k totoģn®mu vzorku v druh® eppendorf 

zkumavce se pŚidalo 14 ml noRT mastermixu. KoneļnĨ objem jednoho vzorku byl 

po pŚid§n² mastermixu 20 ml. 

Tab. 2: Sloģky pro reverzn² transkripci 

Reagencie mastermixu pro: 1 vzorek RT [ml]  1 vzorek noRT [ml]  

Pufr 4 4 

DTT 2 2 

dNTPs 2 2 

RT 0,5 - 

H2O 5,5 6 

 

N§sledovalo prom²ch§n² 20 ml vznikl® smŊsi mastermixu se vzorkem na vortexu, 

stoļen² a opŊtovn® vloģen² zpŊt do cykl®ru. Na cykl®ru byly nastaveny teplotn² zmŊny 

v danĨch intervalech. 

Po vyjmut² z cykl®ru se do kaģd® smŊsi vzorku pŚidalo 80 ml redestilovan® vody, 

ļ²mģ se pŚipraven§ cDNA zŚedila pŊtkr§t a sn²ģila se t²m moģn§ chyba z pipetov§n² 

vŊtġ²ho mnoģstv² templ§tu pŚi n§sledn® PCR reakci. 

Takto pŚipraven§ cDNA mŢģe bĨt uchov§v§na pŚi -20̄ C. 

6.2.5 PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Polymerasov§ ŚetŊzov§ reakce je amplifikaļn² metoda. Na z§kladŊ znalosti 

sekvence DNA, kter§ m§ bĨt amplifikov§na se syntetizuj² dva oligonukleotidy, kaģdĨ 

z nich je komplement§rn² k sekvenci jednoho ŚetŊzce dvouġroubovice na opaļnĨch 

konc²ch amplifikovan®ho ¼seku. Oligonukleotidy pln² funkci primerŢ a ohraniļuj² 

amplifikovanĨ segment. DNA polymerasa syntetizuje v pŚ²tomnosti dNTPs z obou 

primerŢ nov® ŚetŊzce. Samotn§ technika je zaloģena na pouģit² speci§ln² DNA 

polymerasy z termofiln² bakterie (napŚ. Taq DNA polymerasy z bakterie Thermus 

aquaticus). Tato polymerasa je schopna sn®st i vysok® teploty, nedenaturovat na rozd²l 

od samotn® molekuly DNA a lze ji opakovanŊ pouģ²t i pŚi nŊkolika cyklech n§sleduj²c²ch 

za sebou (Alberts et al. 2005). 
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PCR reakce prob²haj² v termocykl®ru dle tŚ²teplotn²ho profilu. Nejprve dojde 

k zahŚ§t² na teplotu denaturace DNA a k jej²mu n§sledn®mu rozvolnŊn² na jednoŚetŊzce. 

N§sleduje hybridizace primerŢ s DNA (tzv. annealing) za sn²ģen® teploty. OpŊtovn® 

zvĨġen² teploty v posledn²m kroku umoģn² polymerase, d²ky pŚ²tomnosti dNTPs, zdvojit 

poļet pŚ²tomnĨch ŚetŊzcŢ (tzv. elongace). Opakov§n²m denaturace, annealingu 

a elongace vznikaj² nov® templ§ty pro dalġ² reakce a v podm²nk§ch in vitro tak z²sk§v§ 

PCR svŢj cyklickĨ charakter. Nov® ŚetŊzce se pŚi PCR amplifikuj² geometrickou Śadou. 

Efektivitu polymerace ovlivŔuje struktura templ§tov® DNA, sloģen² reakļn² smŊsi, 

teplotn² profil PCR a tvorba nespecifickĨch produktŢ (Ber§nek 2016). 

6.2.6 Real-time PCR 

Kvantitativn² PCR v realn®m ļase (qPCR) vych§z² z klasick® PCR. Reakļn² smŊs 

je obohacena buŅ o floureskuj²c² interkalaļn² l§tky nebo o fluorescenļn² sondy, kter® 

pŚi PCR hybridizuj² ke vznikaj²c²m amplikonŢm. K emisi flourescence doch§z² pouze 

pokud je v reakļn² zkumavce amplifikov§n templ§t DNA. SvŊteln® kvantum zachycen® 

na detektoru by mŊlo bĨt pŚ²mo ¼mŊrn® mnoģstv² fluorescenļn²ho substr§tu, nav§zan®ho 

na DNA v prŢbŊhu tvorby amplikonu. Tvorbu produktŢ lze na rozd²l od klasick® PCR 

sledovat v prŢbŊhu procesu ,,v realn®m ļaseò a elektroforetick§ detekce produktŢ 

se neprov§d². 

Amplifikaļn² reakce prob²h§ v termocykl®ru vybaven®m zdrojem z§Śen² (laser) 

a detektorem (foton§sobiļ), kterĨ po filtraci optick®ho paprsku zaznamen§ flourescenci 

jako poļet dopadaj²c²ch fotonŢ. Reakļn² smŊs se pipetuje do mikrotitraļn²ch destiļek 

a poļet paralelnŊ vyġetŚovanĨch vzorkŢ bĨv§ od 24 do nŊkolika tis²cŢ (Ber§nek 2016). 

6.2.6.1 Kvantifikace pomoc² PCR v realn®m ļase 

Metodou real-time PCR lze pomŊrnŊ pŚesnŊ kvantifikovat vstupn² mnoģstv² 

vyġetŚovan®ho templ§tu. Kvantifikace mŢģe bĨt absolutn² nebo relativn². K absolutn² 

kvantifikaci slouģ² kalibraļn² vzorky o zn§m® koncentraci DNA, z nich se z²sk§ 

neline§rn² kalibraļn² z§vislost. Absolutn² kvantifikace nezohledŔuje ztr§ty extrakc² 

nukleovĨch kyselin, pipetov§n²m nebo reverzn² transkripc². U relativn² kvantifikace 

se vĨsledek vztahuje na referenļn² gen, kterĨ se amplifikuje spolu s vyġetŚovanĨm 

genem. Referenļn² neboli housekeeping gen mus² m²t ve sledovan®m typu bunŊk 

konstantn² expresi, neovlivnŊnou experiment§ln²mi ani environment§ln²mi podm²nkami 

dan®ho syst®mu. Slouģ² k minimalizaci kvantifikaļn²ch chyb zpŢsobenĨch rozd²lnĨm 
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poļ§teļn²m mnoģstv²m vzorkŢ, kvalitou nukleovĨch kyselin nebo jinou ¼ļinnost² synt®zy 

cDNA (Prada-Arismendy a Castellanos 2011, Ber§nek 2016). 

6.2.6.2 PrŢbŊh qPCR 

KŚivka z²skan§ pŚi realïtime PCR zahrnuje nŊkolik f§z². Poļ§teļn² 

tzv. background f§zi, kdy doch§z² k postupn®mu rŢstu DNA, ale mnoģstv² DNA je zat²m 

mal®, proto vznikaj²c² specifick§ flourescence nepŚesahuje nespecifickou flourescenci 

pozad². N§sleduje f§ze exponenci§ln²ho rŢstu, kdy mnoģstv² amplifikovan® DNA narŢst§ 

a intezita flourescence pŚes§hne ¼roveŔ pozad². V t®to f§zi se prov§d² kvantifikace 

templ§tov® DNA (Prada-Arismendy a Castellanos 2011). Cyklus kdy amplifikaļn² kŚivka 

poprv® pŚekon§ vĨġkou specifick® flourescence ¼roveŔ meze detekce (threshold ï mez 

detekce) se nazĨv§ cyklus prahu (Ct - cycle of threshold). Ļ²m v²ce templ§tov® DNA je 

v reakļn² smŊsi, t²m rychleji se pŚekon§ mez detekce a dos§hne se exponenci§ln² f§ze 

reakce. Tedy ļ²m v²ce bude templ§tov® DNA, t²m menġ² bude hodnota Ct (Ber§nek 2016). 

BŊhem line§rn² f§ze doch§z² ke zpomalen² reakce a n§rŢst produktu je line§rn². Posledn² 

f§z² je plateau f§ze, kdy doch§z² k vyļerp§n² reagenci², amplifikace zde jiģ prob²h§ velmi 

m§lo a m²ra flourescence neodpov²d§ mnoģstv² DNA (Prada-Arismendy a Castellanos 

2011). 

Amplifikaļn² kŚivky maj² na ose x vyznaļenĨ poļet reakļn²ch cyklŢ a na ose y je 

flourescenļn² sign§l po korekci pozad², zachycenĨ na detektoru (Rn). Pokud bylo pŚi real-

time PCR pouģito pŚidan® pasivn² referenļn² barvivo, na jehoģ vlnovou d®lku lze 

normalizovat sign§l z detektoru a odstranit tak optick® rozd²ly mezi jamkami, vliv 

pipetovac²ch chyb a omezit kol²s§n² intenzity svŊteln®ho toku bŊhem amplifikace, 

vyznaļuje se na ose y delta Rn (Ber§nek 2016). 



35 

 

 

Obr. 5: F§ze real-time PCR (Prada-Arismendy a Castellanos 2011, upraveno) 

 

6.2.6.3 Pouģit² qPCR 

V pŚedkl§dan® diplomov® pr§ci se pouģila metoda qPCR pro zjiġtŊn² zmŊn 

v genov® expresi samļ²ch i samiļ²ch enzymŢ H. contortus CYP 1, CYP 3, CYP 7 

a transport®rŢ P-gp 1, P-gp 9.1, P-gp 11 a P-gp 16. Jako referenļn² housekeeping geny 

se pouģily geny pro GAPDH a NCBP (jadernĨ ļepiļku v§zaj²c² protein), kter® umoģnily 

relativn² kvantifikaci. Housekeeping geny zajist², ģe odchylka v mnoģstv² DNA 

po amplifikaci nebude zpŢsobena rozd²lnĨm mnoģstv²m DNA, kter® vstoupilo do reakce. 

Vġechny vzorky, po rŢznĨch dob§ch inkubace, by mŊly obsahovat st§le stejn® mnoģstv² 

referenļn²ch genŢ, bez zmŊn v jejich expresi. 

Pro spr§vnĨ prŢbŊh PCR jsou dŢleģit® primery, kter® po nasednut² na DNA ve f§zi 

annealingu, ohraniļ² amplifikovanĨ ¼sek a umoģn² pr§ci DNA polymerasy. V t®to pr§ci 

se primery reverse a forward, naŚedily kaģdĨ na koncentraci 5 mM a sm²chaly.  Primery 

se d§le sm²chaly s qPCR kitem, coģ je smŊs fluorescenļn²ho substr§tu SYBR green I, 

dNTPs, pufru a DNA polymerasy. 

SYBR Green I patŚ² mezi interkalaļn² l§tky, v§zaj²c² se na dvouvl§knovou DNA. 

Flourescence po nav§z§n² roste. Denaturac² se l§tka z vl§kna uvolŔuje. Mezi nevĨhody 
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interkalaļn²ch barviv patŚ² nespecifiļnost, flourescenci zvyġuj² jak®koli nespecifick® 

produkty (Ber§nek 2016). 

DNA polymerasa pŚi sv® ļinnosti spotŚebov§v§ dNTPs a syntetizuje z nich nov§ 

vl§kna. Pro funkci polymerasy je nutnĨ reakļn² pufr, kterĨ vytv§Ś² vhodn® pH, optim§ln² 

mnoģstv² MgCl2 iontŢ a redestilovan§ voda, bez DNas i RNas. SmŊs primerŢ spolu 

s redestilovanou vodou a qPCR kitem pŚedstavuje mastermix. 

Mastermix byl pŚipraven podle Tab. 3 pro kaģdĨ c²lovĨ a referenļn² gen. Vzorky 

genŢ byly stanovov§ny v duplik§tech. K celkov®mu mnoģstv² mastermixu se pŚipoļ²taly 

vģdy 3 vzorky nav²c, pŚiļemģ jeden z nich slouģil jako negativn² kontrola a dva byly 

pŚipoļteny nav²c kvŢli moģn® chybŊ v pipetov§n². Na jeden vzorek pŚipadalo 15 ml 

mastermixu. Pro pŚ²pravu 12 vzorkŢ bylo potŚeba mnoģstv² mastemixu vyn§sobit 27. 

Tab. 3: Obsah mastermixu 

Poļet reagenci² pro jeden vzorek [ml]  

Redestilovan§ voda  4,20 

qPCR kit 10,00 

Forward primer (5 mM) + 

Reverse primer (5 mM) 

 0,8 

 

N§slednŊ se hotov§ smŊs mastermixu rozm²chala na vortexu a stoļila, 

aby se pŚedeġlo nechtŊnĨm ztr§t§m, zpŢsobenĨch ulp²v§n²m vzorku na stŊnŊ zkumavky. 

Mastemix se rozpipetoval do PCR stripŢ. PCR stripy byly pŚedem peļlivŊ rozvrģeny, 

aby vzorky v duplik§tu byly pod sebou a posledn² jamku obsadila negativn² kontrola. 

Pro kaģdĨ vzorek vļetnŊ negativn² kontroly se do jamky stripu pipetovalo 15 ml 

mastermixu. Pot® se pŚidalo 5 ml ŚedŊn® cDNA k jiģ napipetovan®mu mastermixu 

v jamce. Za ¼ļelem pŚedej²t pŚ²padn® kontaminaci byly mastermix a ŚedŊn§ cDNA 

pipetov§ny kaģdĨ na opaļnĨ konec jamky ve stripu. Do posledn² jamky stripu, kde byla 

negativn² kontrola, se pipetovala redestilovan§ voda m²sto vzorku.  

Stripy byly zav²ļkov§ny f·li² a stoļeny na centrifuze, aby doġlo k dokonal®mu 

prom²sen² mastermixu a cDNA nebo vody (v pŚ²padŊ negativn² kontroly). 
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Tab. 4: Zn§zornŊn² rozm²stŊn² vzorkŢ na PCR destiļce pro jednu testovanou koncentraci IVM  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

a FK1 FK2 FK3 FI1 FI2 FI3       

b FK1 FK2 FK3 FI1 FI2 FI3       

c MI1 MI2 MI3 MK1 MK2 MK3       

d MI1 MI2 MI3 MK1 MK2 MK3 NK      

 

FK ï kontroln² vzorky samic, FI ï samice ovlivnŊn® IVM , MK ï kontroln² vzorky samcŢ, 

MI ï samci ovlivnŊn² IVM , NK ï negativn² kontrola 

 

Vzorky samcŢ i samic se testovaly vģdy v duplik§tech. V posledn² jamce 

se testovala i negativn² kontrola, kter§ eliminuje faleġnou pozitivitu vĨsledku, 

zpŢsobenou dimery primerŢ nebo kontaminac². Testovaly se vzorky kmene ISE 

po inkubaci s IVM po 4, 12 a 24 hod.  

Dle sch®matu v Tab. 4 byly v duplik§tu testov§ny geny pro CYP 1, CYP 3, CYP 7, 

P-gp 1, P-gp 9.1, P-gp 11, P-gp 16 i referenļn² geny pro GAPDH a NCBP. Kontroly 

noRT, pro vylouļen² pŚ²padn® kontaminace DNA pŚi izolaci se testovaly stejnĨm 

zpŢsobem. 

Po vloģen² stripu do PCR cykl®ru a spuġtŊn² pŚ²sluġn®ho programu, zaļne vlastn² 

PCR reakce. Reakce prob²h§ v nŊkolika f§z²ch, kter® se opakuj² po dobu 40 cyklŢ.  

Na konci amplifikaļn²ho procesu se provedla analĨza kŚivky t§n² (melting curve 

analysis). Teplota t§n² je teplota, pŚi kter® existuje nukleov§ kyselina ve formŊ jedno- 

i dvouŚetŊzce ve vz§jemn®m pomŊru 1:1 (Ber§nek 2016). Detekce flourescenļn²ho 

sign§lu je monitorov§na pŚi postupn®m zvyġov§n² teploty. Nejprve dojde k ochlazen² 

vzorku na 60̄C po dobu 1 min. N§sleduje postupn® zvyġov§n² teploty o 0,5C̄ 

za 5 s aģ do 95̄ C. Zvyġov§n²m teploty doch§z² k postupn®mu rozvolnŊn² dvouvl§knov® 

DNA, interkalaļn² l§tka se uvolŔuje a flourescenļn² sign§l postupnŊ kles§. V ide§ln²m 

pŚ²padŊ je nejvŊtġ² pokles flourescence zaznamen§n jen v ¼zk®m teplotn²m rozmez². 

VĨġe uvedenĨm postupem byly nejprve otestov§ny referenļn² geny k·duj²c² 

GAPDH a NCBP. Tyto geny byly vybr§ny na z§kladŊ studie (Lecov§ et al. 2015), 

kde se uk§zaly jako vhodn² kandid§ti pro studium genov® exprese dospŊlcŢ H. contortus. 

Pot® n§sledovalo otestov§n² vlastn²ch genŢ. Po jednotlivĨch genech se vģdy provedla 

analĨza kŚivky t§n², ļ²mģ se zkontrolovalo, ģe nevznikaj² nechtŊn® produkty. PŚ²tomnost 

takov®ho produktu by se projevila dalġ²m p²kem na kŚivce. U negativn² kontroly 

se zkoumala pravidelnost linie, tedy ģe u n² nedoġlo k ģ§dn® amplifikaci, kter§ by znaļila 
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moģnou pŚ²tomnost kontaminanty. Pozornost se vŊnovala hlavnŊ rozd²lu vzd§lenost² 

jednotlivĨch Ct mezi duplik§ty. Ct pro jednotliv® geny v duplik§tu se nesm² liġit v²ce neģ 

o 0,5. V opaļn®m pŚ²padŊ se jedn§ o chybu v pipetov§n² nebo o ġpatn® naŚedŊn² primeru. 

Pokud nedoġlo k ģ§dn® komplikaci, pŚistoupilo se k vlastn² analĨze genŢ pro CYP 

a P-gp. Testovan® vzorky ovlivnŊn® IVM byly vģdy rozdŊleny dle pohlav² na samiļ² 

a samļ². KaģdĨ vzorek byl testov§n v duplik§tu a ve tŚech kopi²ch. U vġech vzorkŢ 

po qPCR se zkontrolovala Ct hodnota, negativn² kontrola a provedla se analĨza kŚivky 

t§n². 

Z²skan§ data byla statisticky vyhodnocena Ing. Petrou Matouġkovou Ph.D. 

pomoc² dvoufaktorov® analĨzy rozptylu (two way anova) a graficky zpracov§na spolu 

s Mgr. Pavl²nou Kellerovou v programu GraphPad Prism 6.0. 
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7. VħSLEDKY 

7.1 Zhodnocen² dat namŊŚenĨch pomoc² qPCR 

U pouģit® interkalaļn² l§tky SYBR Green I existuje riziko jej²ho nav§z§n² 

na dimery primerŢ, ļ²mģ mŢģe doj²t k faleġn®mu zvĨġen² mnoģstv² DNA templ§tu. 

Po dokonļen² qPCR reakce se proto kontrolovala kŚivka t§n², na kter® lze dle jej²ho 

prŢbŊhu zjistit tvorbu specifickĨch a nespecifickĨch produktŢ. Derivac² kŚivky t§n² 

se rovnou odeļetl vzniklĨ vrchol p²ku, pŚedstavuj²c² teplotu t§n². KŚivka s jedn²m 

vrcholem znamen§ tvorbu jen specifick®ho produktu, v²ce vrcholŢ pak znaļ² 

o pŚ²tomnosti nespecifickĨch produktŢ.  

 

Obr. 6: Spr§vnĨ prŢbŊh kŚivky t§n² duplik§tu 

Pro dosaģen² vŊtġ² pŚesnosti kvantifikace byly vzorky stanovov§ny v duplik§tech. 

Rozptyl jednotlivĨch Ct hodnot vzorkŢ v r§mci jednoho duplik§tu, kterĨ nepŚesahoval 

0,5, byl povaģov§n za pŚijatelnĨ. Pokud byl rozptyl vŊtġ² (zpŢsobenĨ nepŚesnĨm 

pipetov§n²m, ġpatnĨm prom²ch§n²m nebo n²zkou kvalitou vzorku) bylo nutn® mŊŚen² 

prov®st znovu.  

Pozornost se vŊnovala tak® negativn² kontrole, u kter® nedoġlo k ģ§dn® 

amplifikaci. To znamenalo absenci pŚ²padn® kontaminanty a data se mohla d§l 

zpracov§vat. 
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Obr. 7: Esovit§ amplifikaļn² kŚivka se spr§vnĨmi Ct hodnotami duplik§tu (Ct hodnoty se nach§z² 

v prŢseļ²ku kŚivky s threshold lini²) 

Spolu s c²lovĨmi geny, se testovala exprese i dvou genŢ referenļn²ch, 

kter® umoģnily relativn² kvantifikaci DNA. Data byla odeļtena z programu 

QuantStudio 6 Flex Software a zhodnocena v programu Microsoft Excel. 

Provedl se vĨpoļet dle rovnice 2- DCt. PŚiļemģ DCt je rozd²l prŢmŊrnĨch Ct hodnot 

z duplik§tu a referenļn²ch genŢ. 

Exprese vybranĨch genŢ byla stanovov§na u vlasovek kmene ISE, kter® byly 

exponov§ny n²zkĨm koncentrac²m IVM  ï 1, 10 a 100 nM. Samci a samice byli 

inkubov§ny zvl§ġŠ. Kaģd§ sada vzorkŢ pro jedno pohlav² zahrnovala vġechny tŚi 

testovan® koncentrace a kontrolu, neovlivnŊnou ģ§dnĨm anthelmintikem. Kaģd§ 

koncentrace, vļetnŊ kontroly, se stanovovala v triplik§tech. Doba inkubace vlasovek 

s IVM byla 4, 12 a 24 hodin pro obŊ pohlav² a vġechny sledovan® koncentrace. 

Vlasovky neovlivnŊn® IVM (kontroln² vzorky) byly inkubov§ny za stejnĨch 

podm²nek v m®diu, kter® obsahovalo pouze rozpouġtŊdlo IVM (DMSO). Exprese 

testovanĨch genŢ ve vlasovk§ch exponovanĨch IVM byla vztaģena k expresi namŊŚen® 

v kontroln²ch vzorc²ch, u nichģ byla nastavena na hodnotu 1. T²m se umoģnilo grafick® 

zn§zornŊn² rozd²lŢ v expresi vyvolanĨmi kontaktem vlasovek s IVM.  

Statisticky signifikantn² zmŊna v expresi je v grafu oznaļena hvŊzdiļkou. Rozptyl 

v mŊŚen² v r§mci kaģd®ho triplik§tu pro danou koncentraci, vļetnŊ kontroly, je v grafu 

vyznaļen jako smŊrodatn§ odchylka. 
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7.2 Vliv ivermektinu na expresi vybranĨch genŢ pro CYP  

 

Obr. 8: Exprese CYP 1 u samic (F) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 100 nM) 

po dobu 4, 12 a 24 hodin.  

 

Obr. 9: Exprese CYP 1 u samcŢ (M) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 

100 nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin.  

V grafu na Obr. 8 a Obr. 9 je zn§zornŊna samļ² a samiļ² exprese CYP 1 

u vlasovek, ovlivŔovanĨch n²zkĨmi d§vkami IVM. Z uveden®ho grafu je zŚejm§ indukce 

u samcŢ po 12 hodin§ch ovlivŔov§n² 1 nM IVM. Naopak exprese samiļ²ch genŢ zŢst§v§ 

bez zmŊny. 
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 Obr. 10: Exprese CYP 3 u samic (F) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 

100 nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin  

 

Obr. 11: Exprese CYP 3 u samcŢ (M) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 

100 nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin  

Porovn§n² exprese CYP 3 u samcŢ a samic vlasovek exponovanĨch IVM je 

prezentov§no na Obr. 10 a Obr. 11. Jak je patrn®, IVM v n²zkĨch d§vk§ch neovlivŔoval 

expresi CYP 3 u samic. Indukce CYP 3 u samcŢ nastala po 4 hodin§ch inkubace 

se 100 nM IVM.  

 



43 

 

 

Obr. 12: Exprese CYP 7 u samic (F) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 100 nM) 

po dobu 4, 12 a 24 hodin 

 

Obr. 13: Exprese CYP 7 u samcŢ (M) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 

100 nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin 

Rozd²l v expresi CYP 7 u samcŢ a samic vlasovek, vystavenĨch n²zkĨm 

koncentrac²m IVM , je zn§zornŊn na Obr. 12 a Obr. 13. N²zk® d§vky IVM nemaj² vliv 

na expresi CYP 7 u samcŢ. Naopak u samic se po 12 hodin§ch inkubace s 10 nM IVM 

projevuje indukce. 
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7.3 Vliv ivermektinu na expresi vybranĨch genŢ pro P-gp  

 

Obr. 14: Exprese P-gp 1 u samic (F) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 100 nM) 

po dobu 4, 12 a 24 hodin  

 

Obr. 15: Exprese P-gp 1 u samcŢ (M) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 

100 nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin  

Obr. 14 a Obr. 15 ukazuj² zmŊnu exprese P-gp 1 samcŢ a samic vlasovek, 

vystavenĨch IVM. Samice zvĨġily svoji expresi po 12 hodin§ch inkubace s 10 nM IVM. 

VĨznamn§ indukce nast§v§ i u samcŢ ovlivŔovanĨch 1, 10 a 100 nM IVM po dobu 

12 hodin. 
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Obr. 16: Exprese P-gp 9.1 u samic (F) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 

100 nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin  

 

Obr. 17: Exprese P-gp 9.1 u samcŢ (M) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 

100 nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin  

ZmŊny v expresi samļ²ch a samiļ²ch transport®rŢ P-gp 9.1 vlasovky, po inkubaci 

s IVM, jsou pŚedstavov§ny na Obr. 16 a Obr. 17. Je zde evidentn² inhibice u samic, 

ovlivŔovanĨch 12 hodin 1 nM IVM. K indukci P-gp 9.1 doch§z² u samcŢ po jejich 

ovlivŔov§n² 1 nM IVM po dobu 24 hodin. 
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Obr. 18: Exprese P-gp 11 u samic (F) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 

100 nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin  

 

Obr. 19: Exprese P-gp 11 u samcŢ (M) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 

100 nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin  

Na Obr. 18 a Obr. 19 je uvedena zmŊna v expresi samļ²ch a samiļ²ch enzymŢ P-

gp 11 u vlasovek, po jejich ovlivnŊn² IVM. Indukce samiļ²ch P-gp 11 nast§v§ 

po 4 hodinov® inkubaci s 1 nM a 100 nM IVM. U samcŢ nedoġlo ke zmŊnŊ exprese P-gp 

11 vlivem n²zkĨch d§vek IVM. 
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Obr. 20: Exprese P-gp 16 u samic (F) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 

100 nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin  

 

Obr. 21: Exprese P-gp 16 u samcŢ (M) vlasovek kmene ISE inkubovanĨch s IVM (0, 1, 10, 

100 nM) po dobu 4, 12 a 24 hodin  

Obr. 20 a Obr. 21 zn§zorŔuj² zmŊnu exprese enzymu P-gp 16 u samic a samcŢ, 

vystavenĨch IVM. Indukce P-gp 16 nastala u samcŢ po 12 hodinov®m ovlivŔov§n² 

100 nM IVM . U samic se exprese enzymu nezmŊnila. 

 

 

 














