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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Valentyna Funiokova
Skolitel: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Klonovani a priprava sond pro detekci P-glykoproteinu

z vlasovky slezové

Anthelmintickd rezistence gastrointestindlnich hlistic je vyznamnym problémem
celosvétového rozsahu. Vlasovka slezova, parazitickda hlistice malych pifezvykavced,
je v soucasnosti schopna rozvinout rezistenci vici vSem tfiddm anthelmintickych 1éc¢iv.
Jednim z mechanismi rozvoje této rezistence muze byt efluxni transport 1éCiv zajistény
P-glykoproteiny ze skupiny ABC transportéri. U vlasovky slezové nalézdme celkem
10 homologli tohoto transportéru. Studium jednotlivych transportéri by mohlo odhalit
konkrétni homology zapojené do mechanismi anthelmintické rezistence.

V predkladané diplomové praci jsme se zamétili na P-glykoprotein-9.2, ktery vykazuje
zvySenou konstitutivni expresi u rezistentnich kment vlasovky slezové. Uvodni &ast
diplomové prace pfinasi celistvy prehled informaci tykajicich se této hlistice, anthelmintické
rezistence a ABC transportérti. Experimentalni ¢ast prace je vénovana ptipraveé plazmidi pro
in vitro syntézu hybridiza¢nich RNA sond znacenych digoxigeninem a jejich uziti pti detekci
mRNA P-glykoproteinu-9.2 v histologickych fezech vlasovky slezové metodou chromogenni
RNA in situ hybridizace. CilovdA mRNA P-glykoproteinu-9.2 byla detekovand u samic

v hypodermis, intestindlni tkani, vajecnicich a déloze naplnéné vajicky.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Valentyna Funiokova
Supervisor: Doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Construction of plasmid and probes for detection of
P-glycoprotein in Haemonchus contortus

Anthelmintic resistence in parasitic nematodes has become an alarming issue
worlwide. Haemonchus contortus, a pathogenic nematode of small ruminants, has become
resistant to all types of anthelmintic drugs. Important players of the anthelmintic resistence
are ABC transporters, most notably P-glycoproteins. In Haemonchus contortus,
10 homologues of Pgp have been identified. Research of individual P-glycoproteins could
reveal particular transporters involved in anthelmintic resistence mechanisms.

The diploma thesis focuses on P-glycoprotein-9.2, whose constitutive expression
is higher in resistant strains of H. contortus than in susceptible strain. The opening chapters of
the diploma thesis deals with the topic of parasitic nematode H. contortus, anthelmintic
resistence and description of ABC transporters. The main part of this thesis is dedicated
to construction of plasmids for in vitro preparation of digoxigenin-labelled RNA probes, and
detection of P-glycoprotein-9.2 mRNA by chromogenic RNA in situ hybridisation.
Target mRNA of P-glycoprotein-9.2 was found in hypodermis, intestinal tissue, ovaria

and uterus including eggs.
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1. UVOD

Vlasovka slezova je gastrointestinalni hlistice z Celedi Trichostrongylidae, parazitujici
ve slezu malych prezvykavcl. Infekce timto parazitem, tzv. hemonchoza, je zavazné
onemocnéni zpusobujici uthyn postizenych zvitat, ktery vede v celosvétovém meétitku
k vyraznému poklesu zivocisné produkce (Naecem et al. 2021). Zavaznym problémem
komplikujicim 1écbu hemonchozy je anthelminticka rezistence, vyvinutd v soucasnosti vici
vSem dostupnym anthelmintikiim, véetné jejich kombinaci. Tento Siroky rozsah rezistence
je dusledkem nejen piihodnych biologicko-genetickych vlastnosti hlistic, ale také nevhodné
nastavené 1€cby a podavani subletalnich davek anthelmintik (Kaplan 2020, Fissiha et Kinde
2021). Vlastni rozvoj rezistence mize byt navozen mechanismy farmakodynamickymi, jako
je zména struktury cilového mista 1éciva, ale také mechanismy farmakokinetickymi,
zpusobenymi ¢innosti biotranformacnich enzymil a efluxnich transportérti (Stuchlikové
Raisova et al. 2018).

Mezi nejznaméjsi efluxni proteiny patii ABC (ATP binding casette) transportéry.
Tyto transmembranové proteiny hydrolyzuji adenosin trifosfat (ATP) a uvolnénou energii
vyuzivaji k transportu riznorodych substrati skrze lipidovou dvojvrstvu, ¢imZ snizuji jejich
intracelularni koncentraci. Jako substrat mohou slouzit jak latky endogenni povahy
(napf. ionty, cukry, peptidy), tak xenobiotika, jejichz potencialné skodlivy ucinek je efluxnim
transportem eliminovan (Goffeau er Hertogh 2013). V popfedi zdjmu stoji zejména
P-glykoprotein, resp. jeho homology, ktery je vyznamnym Ccinitelem chemoterapeutické
rezistence u fady lidskych nadorovych onemocnéni (Sun et al. 2012). Vysledky mnohych
studii vSak naznacuji uplatnéni nékterych homologl P-glykoproteinu také pifi rozvoji
anthelmintické rezistence. Studie Kellerové P. a kolektivu odhalila odliSnou miru exprese
nékterych homologli P-glykoproteinu mezi rezistentnimi a citlivym kmenem vlasovky
slezové. U rezistentnich kmeni byl nejsilnéji exprimovan P-glykoprotein-9.2 (Kellerova ef al.
2019). Timto transportérem se proto zabyva 1 predkladana diplomova prace, jejimz cilem je
detekce mista jeho transkripce pomoci metody chromogenni RNA in situ hybridizace.

Charakterizace a lokalizace jednotlivych homologti P-glykoproteinu vlasovky slezové
by mohla odhalit transportéry piimo zodpovédné za selhdvani anthelmintické terapie
a objasnit mechanismy rezistence k anthelmintikiim. Ziskané poznatky by mohly napomoci

také k nalezeni novych a efektivnéjSich 1éciv.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Vlasovka slezova

Vlasovka slezova, latinsky Haemonchus contortus, je jednim z nejrozsifenéjSich
gastrointestindlnich paraziti malych piezvykavcl. Jedna se o krevsajici hlistici z Celedi
Trichostrongylidae, ktera napada sliznici slezu ovci a koz a zptsobuje tak onemocnéni zvané
hemonchéza (Iliev ef al. 2017, Naeem et al. 2021)

Ptiznaky hemoncho6zy vychazeji z hematofagniho principu vyzivy Cerva. Postizena
zvitata trpi letargii, anémii, edémy, hemoragickou gastritidou a dal$imi komplikacemi, které
mnohdy vedou k tthynu zvitat. Jeden dospélec vlasovky je totiz schopen vysat 30-50 ul krve
za den, coz pii infekci tisici Cervy €ini ztratu 50 ml krve denn¢é. Hemonchdza miize probihat
ve tfech formach, které se lisi zavaznosti klinickych pfiznakd. Jedna se o formu chronickou,
akutni a hyperakutni, pfi niz mize byt zviie infikovano az 30 000 dospélymi cervy. Pfi této
(Naeem et al. 2021, Besier et al. 2016)

Geografické rozsiteni vlasovky slezové je hojné predevSim v oblasti tropického
a subtropického podnebného pasu, kde jsou piihodné podminky (zejména teplota a vlhkost)
k vyvinu volné Zijicich vyvojovych stadii. Diky své vysoké adaptabilité¢ vSak vlasovka
proniké i do oblasti mirného pésu, kde vyvolava epidemie sezonniho charakteru (Besier et al.
2016). Siroké zemé&pisné rozsifeni je pak spolu s mohutnym biotickym potencialem a zna¢nou
patogenitou pfi¢inou vyznamnych ekonomickych dopadii, které souviseji s poklesem
produkce mléka a viny, ale také s ndklady na 1é€bu postizenych zvirat (Arsenopoulos et al.

2021).

2.1.1 Morfologie

Vlasovka slezova ndlezi podobné jako vétSina hlistic mezi gonochoristy s vyraznymi
znaky pohlavniho dimorfismu. Jeji t€lo ma nitkovity tvar s patrnym anteriornim zuZenim
(Bartova et Klime§ 2004). Velikost samic se pohybuje mezi 18-30 mm, samci dosahuji
rozmert mensich, a to 10-20 mm (Roeber et al. 2013a).

Povrch téla je kryty pruznou a pevnou kutikulou predstavujici tzv. exoskelet.
Ten je tvofen pievazné zesitovanym kolagenem, ktery je produkovan epidermdlnimi
buitkami. Béhem vyvinu je exoskelet nékolikrat svlecen a znovu obnoven. Vlasovka je skrze
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kutikulu schopna pfijimat ziviny, stejné¢ jako nckterda anthelmintika (napf. levamisol,
makrocyklické laktony) (Harder 2016). Pod kutikuldrni vrstvou se nachazeji pasy
hypodermis, mezi kterymi je uloZzena podélnd hladka svalovina. T¢lni sténa je pak od
ostatnich soustav odd€lena dutinou vyplnénou tekutinou, tzv. pseudocoelem (Bartova et
Klimes 2004).

Celym télem hlistice prochazi travici trubice, kterd zacind Ustnim otvorem
trojuhelnikového tvaru. V Gstni dutiné nalezneme dorzalné situovanou lancetu nezbytnou
k perforaci abomasalni sliznice. Na dutinu Ustni naseda jicen (pharynx), ktery dale pokracuje
ve stfevo. Konec travici trubice piedstavuje u samic rectum a u samct kloaka, kam kromé
travici soustavy usti také pohlavni Zlazy (Roberts et Janovy 2009).

Nervovy systém je slozen z jicnového nervového prstence, z néhoz se do téla tdhnou
nervova vldkna propojend pfi€nymi spojkami, tzv. komisurami. V hlavové casti
nalezneme dvé lateralné¢ wulozené amfidy, které piedstavuji chemorecepéni organy.
Ty mohou odpovidat na podminky prostfedi (svétlo a teplo) a napomahat tak larvé L3
zaujmout stanovisté s nejvyssi pravdépodobnosti na setkani s hostitelem. V téle vlasovky
nalezneme také dalsi drobné senzorické orgdny — papily, které maji mechanorecepéni
a chemorecep¢ni vlastnosti (Basyoni ef Rizk 2016, Ashton et al. 1999).

Reprodukéni systém samic tvofi parové vajeniky, na néz nasedaji vejcovody
a délohy. Vaje¢niky jsou lokalizovany zhruba na irovni prvni tfetiny stfeva a zbytek pohlavni
soustavy je ovinut okolo travici trubice naplnéné krvi. D€lohy maji silnou svalnatou sténu
a jsou naplnény velkymi vaji¢ky v rizném stadiu oogenetického vyvoje. Na parové délohy
naseda jedna vagina, ktera Usti do vulvy nachazejici se na ventralni stran¢ prvni poloviny téla.
Vulva je kryta chlopiiovitym vybézkem. Reprodukéni systém samcil je slozen z neparového
varlete, chamovodu, semennych vackli a vyvodného kandlku, jenz vede do kloaky.
DalSim organem je kopula¢ni bursa (bursa copulatrix) umisténa na konci téla.
Jedna se o lalo¢naty organ, z n¢hoz vystupuji spikuly. Spikuly ptedstavuji jehlicovité Utvary,
které usnadiiuji pfichyceni samce k samici béhem kopulace a dale napomahaji pfestupu
spermii do vaginy (Naeem et al. 2021, Basyoni ef Rizk 2016).

Exkre¢ni systém vlasovky ma tubularni charakter. Sklada se ze dvou dlouhych kanali
probihajicich v laterdlnich pasech hypodermis, které jsou v predni Césti téla propojeny
pficnym spojovacim kanalkem. Ten usti do exkre¢niho poru umisténého na ventralni strané
téla. Kromé sekre¢né-exkrecni funkce se tento systém podili také na osmoregulaci (Basyoni et

Rizk 2016).
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Srdce ani cévni systém u hlistic nenalezneme. Funkci obéhového sytému zde plni
tekutina vyplilujici pseudocoelomovou dutinu. Rovnéz dychaci systém neni vytvoifen, nebot

vymeéna plynt probihé celym povrchem téla (Bartova ef Klimes§ 2004).

Obr. 1: Anatomie hlistic

(Roberts et Janovy 2009, upraveno)

2.1.2  Zivotni cyklus

Zivotni cyklus vlasovky slezové trva 3-4 tydny a je tvofen Sesti vyvojovymi stadii.
Paraziticky zpisob Zivota zahajuje vlasovka béhem tretiho larvalniho stadia (L3), zatimco
prvni polovinu Zivota Zije volné, a tedy neparaziticky (Herath et al. 2021).

Prvnim vyvojovym staddiem jsou vajicka, ktera se spolu s trusem infikovaného zvitete

dostavaji na pastviny. Zde pti optimalnich podminkéch (teplota 15-37 °C, vlhkost 85-100 %)
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pokracuje jejich vyvoj do prvniho (L1) a druhého (L2) larvéalniho stadia, ktera se zivi
bakteriemi a detritem. Larvy tfetiho stada (L3) jiz potravu nepfijimaji a diky pevné kutikule,
vytvarejici povrchové pouzdro, jsou vysoce odolné vici vnéjSim nepfiznivym podminkam.
Larva L3 je oznacovéna jako infekcni, nebot’ je spolu s potravou pasivné prenesena do téla
hostitele. Po ingesci zvifetem se L3 larva svléka a zanotfuje do sliznice abomasa, kde probiha
pfeména na ctvrté larvalni stddium (L4) (Naeem et al. 2021, Roeber et al. 2013b). V tomto
bod¢ mize dojit k tzv. hypobidze, pfi niz je dalsi vyvoj cerva docasné zastaven. Hypobioticka
faze muze byt navozena naptiklad z divodu neptiznivého prostiedi ¢i imunitni odpovédi
hostitele (Angulo-Cubillan et al. 2007).

Za ptihodnych podminek pak vyvoj pokracuje a je dovrSen staddiem dospélce,
ktery se stejn¢ jako larvy L4 zivi krvi. Po spéafeni kladou oplozené samice v abomasu
infikovaného zvitete az 10 tis. vajicek denné, ktera se spolu s trusem dostavaji

zpét na pastviny. Takto je zapocat dalsi Zivotni cyklus (Herath ef al. 2021).

vyvinuti dospéleil

S

\

Trus s vajicky

il

Infekéni larva
L3

Vajicka na pastviné

Obr. 2: Zivotni cyklus vlasovky slezové

(Roeber et al. 2013b, upraveno)

12



2.1.3 Lécba hemonchézy

Existuje fada strategii, jak pfistoupit k 1écbé hemonchozy - od pravidelného
preventivniho odcervovani vsSech jedincti bez ohledu na skute¢nou piitomnost infekce,
az po 1écbu indikovanou na zaklad¢ specifickych parametrti, jako napi. anemického skore,
skore télesné kondice, prirGstku zivé vahy ¢i poctu vajicek v trusu infikovaného zvifete
(Naeem et al. 2021).

K samotné 1é¢bé jsou pak vyuzivana anthelmintickd 1éciva. Vybér konkrétniho
anthelmintika ¢i jejich kombinaci by mél byt proveden na zaklad¢ zvazeni nezbytnosti 1écby,
zavaznosti infekce a prevalence anthelmintické rezistence v dané oblasti. Ve skutecnosti je
také vyznamné posuzovana finan¢ni nakladnost 1é¢by (Herath et al. 2021). Nejvyznamng;jsi

skupiny anthelmintik jsou popsany nize.

Benzimidazoly

Benzimidazoly se fadi do skupiny anthelmintik se Sirokospektrym uc¢inkem.
Krom¢ 1é¢by infekci hlisticemi jsou vyuzivany také proti tasemnicim (Cestoda) a nékterym
motolicim (7rematoda). Mechanismus jejich ucinku spocivd ve vazbé na cytoskeletalrni
protein  PB-tubulin, ¢imz je potlacena jeho polymerace a tvorba mikrotubul.
Vysledkem této interakce je pak naruseni bunécné struktury a mitotického déleni
s nasledkem bunééné smrti. Mezi zdstupce této skupiny patii thiabendazol, fenbendazol,

albendazol, pfipadné jejich sulfoxidové derivaty (Herath ef al. 2021, Minagawa et al. 2021).

Imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny

Ackoliv se jednd o strukturné odlisné latky, sdileji stejny mechanismus U¢inku —
jsou agonisty nikotinovych acetylcholinovych receptorti (NAchR). Aktivaci téchto receptorti
dochazi ke spastické paralyze svalstva parazita a k jeho naslednému vypuzeni z téla hostitele.
Predstavitelem anthelmintik ze skupiny imidazothiazol je levamisol.

Zastupci tetrahydropyrimidinti jsou pyrantel a morantel (Herath ef al. 2021).

Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony jsou latky pisobici kromé vétSiny hlistic také na nékteré
ektoparazity. Princip jejich UCinku spociva ve vazbé na glutamat-chloridové kanaly
v nervovych a svalovych buiikdch. Hyperpolarizace téchto buné€k, ktera vede k uniku
chloridovych iontl, je pfic¢inou paralyzy Cerva a jeho nésledné smrti. Tyto latky poskytuji také

prodlouzeny protektivni ucinek, ktery je disledkem jejich lipofilni struktury, Siroké tkanove
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distribuce a nizké clearance. Zastupci této skupiny léCiv jsou ivermektin, avermektin

a moxidectin (Lanusse et al. 2016).

Derivaty aminoacetonitrilu

Jedinym ptedstavitelem této skupiny anthelmintik je monepantel, ktery cili na larvalni
1 dospéla vyvojova stadia gastrointestinalnich hlistic (Herath et al. 2021). Monepantel ptisobi
vnizkych  koncentracich  jako  pozitivni  allostericky =~ modulator  nikotinovych
acetylcholinovych receptorii specifickych pro hlistice, v koncentracich vyssich (> 0,1 uM)
funguje jako jejich pifimy agonista. Timto G€inkem navozuje spastickou paralyzu a naslednou

smrt parazita (Abongwa et al. 2017).

Salicylanilidy a substituované fenoly

Léciva této skupiny jsou vyuzivana nejen k 1écbé infekci zpasobenych hlisticemi,
ale ptisobi také proti tasemnicim, motolicim a n¢kterym ektoparazitim (klist’ata, vsi) (Lanusse
et al. 2016). Mechanismem ucinku je naruSeni energetického metabolismu bun€k parazita,
tzv. uncoupling oxidativni fosforylace, ktery vede k depleci ATP. Mezi sanicylanilidy patfi
closantel a rafoxanid. Ptikladem subsituovanych fenoli jsou disofenol a nitroxynil (Herath et

al. 2021).

2.2 Anthelminticka rezistence

Pojmem anthelmintickd rezistence rozumime stav, kdy aplikace standardnich davek
dosazeni potieba zvysit koncentraci 1é¢ivé latky nad standardni mez (Kaplan 2020). Jinymi
slovy dochézi k navySeni poctu jedinci odolnych k davkam léciva, které jsou pro zbytek
populace téhoz druhu letalni (Muchiut et al. 2018).

U parazitickych hlistic se setkavame s Sirokym rozsahem anthelmintické rezistence,
ktera je dusledkem jejich ptihodnych biologicko-genetickych vlastnosti (kratky zivotni
cyklus, vysoka reprodukéni rychlost a geneticka diverzita) a nevhodného managementu 1écby.
Mezi faktory, které k rozvoji rezistence pfispivaji, patii zejména casté a profylaktické
podavani anthelmintik a poddavkovani, vyplyvajici znespravné stanovené vahy

infikovaného zvitete (Kaplan 2020, Fissiha ef Kinde 2021).
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Celosvétovy rozsah anthelmintické rezistence doklada také fada studii. Narodni studie
v Australii prokazala 96% prevalenci rezistence k benzimidazolim a levamisolu a 54%
prevalenci k makrocyklickym laktoniim. Studie provedené ve Skotsku odhalily vice nez 80%
rezistenci k benzimidazoliim. Podobna situace je i v Jizni Americe, kde v nékterych oblastech
Brazilie dosahuje rezistence k albendazolu a ivermektinu 100 %, pficemz 54 % testovanych
farem vykazuje znamky multilékové rezistence. Obdobné vysledky pfinesl i prizkum z Jizni
Afriky, podle n¢hoz vykazovala vlasovka slezova 99% rezistenci k minimalné jednomu
testovanému anthelmintiku (benzimidazoly, ivermektin, levamisol, rafoxanid) (Muchiut et al.

2018).

2.2.1 Mechanismy anthelmintické rezistence

Aktivita anthelmintik zavisi na procesech farmakodynamickych, tykajicich se vazby
léciva na cilové misto, ale také farmakokinetickych, které ptedurcuji koncentraci,
v jaké se lé¢ivo ke svému cili dostane. Podstatou anthelmintické rezistence jsou zmény téchto
farmakodynamickych i farmakokinetickych procest, jejichz nasledkem je pak sniZeni aktivity

1é¢iv (Stuchlikova Raisova ef al. 2018). Mezi nejvyznamnéjsi mechanismy rezistence patii:

1. modifikace cilové struktury

Alterace cilové struktury 1éCiva vede ke snizeni afinity 1éCiva k danému mistu ¢i uplné
ztraté schopnosti toto misto rozpoznat. Cilovym mistem miize byt enzym, transportér nebo
jind bunécna struktura, jejichz funkce je vazbou léciva znemoznéna. Podstatou modifikace
cilového mista je mutace v genu kdodujici danou strukturu (Harder 2016, Wolstenholme et al.

2004).

2. zesileni metabolismu lé¢iva

Anthelminticka rezistence je také spojena se zvySenou aktivitou biotransformacnich
enzymil, které se podileji na deaktivaci xenobiotik, vcetné¢ anthelmintik.
Zvysenou konstitutivni expresi mizZzeme pozorovat jak u nékterych enzyml prvni faze
biotransformace, které xenobiotika deaktivuji oxidacnimi, redukénimi ¢i hydrolyzaénimi
reakcemi  (cytochromy P450), tak u biotransformacnich enzymt druhé faze,

vyuzivajici reakce konjugacni (napt. UDP-glykosyltransferazy) (Matouskova et al. 2016).
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3. zvySeny eflux IéCiva

Soucasti systému, jenz interaguje s xenobiotiky a chrani télo parazita ptred jejich
pusobenim, jsou také efluxni transportéry. Jednd se o transportni proteiny lokalizované
v cytoplazmatické membrané bunck, které zprostfedkovavaji aktivni pfesun xenobiotik
do extracelularniho prostoru. Timto mechanismem snizuji intracelularni koncentraci 1éciv
amoznost jejich navazani na cilové misto. NejznaméjSimi efluxnimi transportéry jsou

P-glykoproteiny (Fissiha ef Kinde 2021).

2.2.2 Anthelminticka rezistence u vlasovky slezové

V soucasné dob¢ je vlasovka slezova schopna vyvinout rezistenci ke vSem dostupnym
anthelmintikim, vcetné jejich kombinaci (Besier et al. 2016). Doba potiebna k rozvoji

rezistence se pohybuje od 4 do 9 let po zavedeni 1é¢iv do praxe (Herath et al. 2021).

1. Rezistence k benzimidazoltim

Rezistence k této tfid¢ anthelmintik je zalozena na modifikaci cilové struktury 1éCiva,
konkrétné B-tubulinu. Tato zména je vysledkem jednonukleotidového polymorfismu (SNP)
Z TTCz00 na TAC200, kterd vede k ndhradé fenylalaninu tyrosinem v pozici 200. Dalsi SNP
je mozné nalézt v kodonech 167 a 198, avsak jejich vyskyt neni pfili§ rozSifeny. Tyto mutace

se mohou vyskytovat soub&zn¢, avsak nikdy na stejné alele (Kotze et Prichard 2016).

2. Rezistence k imidazothiazolum

Pfi¢inou rezistence k imidazolovym anthelmintiklim je patrné alterace jejich cilového
mista, tedy nikotinovych acetylcholinovych receptori (NAchR). U rezistentnich jedinct
je popisovano nékolik zplisobli modifikace téchto receptor. Prvni moznosti je zkraceni gent
Hco-unc-63 a Hco-acr-8 pro podjednotky NAchR receptoru, coz vede k naruSeni spravné
funkce receptoru. Dal§i moZznou zménou je snizend exprese genti pro podjednotky tohoto
receptoru (konkrétné genti Hco-unc-63a, Hco-unc-63b, Hco-acr-8a a vSech paralogli genu
Hco-unc-29) a také sniZzena exprese genll pro proteiny, které se na spravné funkci NAchR
podileji (Hco-unc-74, Hco-unc-50, Hco-ric-3.1 a Hco-ric-3.2). VSechny vySe zminéné
modifikace vedou ke snizeni poctu NAchR, ktera je pak samotnou podstatou rezistence k této

skuping 1é¢iv (Arsenopoulos et al. 2021, Kotze et Prichard 2016).
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3. Rezistence k makrocyklickym laktontim

Rezistence vii¢i makrocyklickym laktonim doposud nebyla jednoznacné objasnéna.
Studie, zabyvajici se timto typem rezistence, totiz poukazuji na nékolik moznych mechanismu
vedoucich ke ztrat¢ citlivosti k témto anthelmintikim. Mezi zvazované piiciny rezistence
patii mutace v genu pro a-podjednotku glutamat-chloridového kanalu, zmény receptort
pro kyselinu y-aminomadselnou, ale také zvyseny eflux zajistény P-glykoproteiny (Kotze et

Prichard 2016).

4. Rezistence k derivatum amino-acetonitrilu

Ztrata citlivosti  vlasovky slezové k monepantelu, kterda byla navozena
experimentalnimi  podminkami, je spojovdana s mutacemi v genech Hco-acr-23H
a Hco-MPTL-1 pro nikotinovy acetylcholinovy receptor. Tyto mutace vedly k chybnému
sestfihu pre-mRNA a pfedcasné terminaci translace (Kotze ef Prichard 2016). Rezistence
k monepantelu jiz byla pozorovana iv pfirodnich podminkéach, avSak mechanismy jejiho

vzniku zatim nebyly objasnény (Van Den Brom et al. 2015).
5. Rezistence k salicylanilidim

Mechanismy vzniku rezistence ke closantelu zatim nejsou plné vysvétleny. Existuje
vSak nékolik pfedpokladi zaloZenych na vysledcich doposud provedenych studii,
které detekovaly redukované mnozstvi anthelmintika v télech rezistentnich cervi.
Domnélou pti¢inou této rezistence by mohl byt sniZeny pfijem anthelmintika rezistentnimi
parazity, pevna vazba closantelu na albumin a jeho obtizna disociace v travicim traktu cerva

¢i zvySena exkrece pomoci efluxnich transportérii (Arsenopoulos ef al. 2021).

2.2.3 Detekce anthelmintické rezistence

K odhaleni a monitorovani rezistence k anthelmintickym 1é€iviim slouzi metody

provadéneé in vivo, in vitro a metody molekularné-biologické (Fissiha ef Kinde 2021).
1. Invivo testy

Celosvétove vyuzivanou metodou pro posouzeni pfitomnosti anthelmintické rezistence
je testovani ubytku vajicek parazita v trusu infikovaného zvifete neboli FECRT (z angl.

Faecal Egg Count Reduction Test). Provedeni tohoto testu je pracné, ale nevyZaduje poraZeni
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infikovanych zvifat. Samotny test spoc¢iva v porovnani poctu vajicek parazita v trusu zvifete
pfed zahijenim 1écby a po 1écbé (Muchiut et al. 2018). Testu se Ucastni také skupina
infikovanych zvitat, ktera 1é¢bu nepodstoupila a figuruje zde jako kontrolni soubor.

K vypoctu FECRT je mozné pouzit nize uvedenou rovnici, kde parametr Xt
predstavuje aritmeticky primér poctu vajicek na 1 gram trusu zvitete 1écen¢ho anthelmintiky
a Xc aritmeticky primér poctu vaji¢ek v 1 gramu trusu zvitete z kontrolni skupiny (Kaplan

2009).
FECR[%] = 100 x (1-X1/Xc)

Rezistence je povazovéana za pritomnou, je-li procentudlni pokles v poctu vajicek
parazita niz$i nez 95 % a spodni 95% hladina spolehlivosti je nizs§i nez 90 % (Kotze et
Prichard 2016).

Dalsi in vivo technikou k vySetfeni anthelmintické rezistence je kontrolovany test
ucinnosti zkracené¢ CET (z angl. Controlled Efficacy Test), ktery je vysoce spolehlivy,
avSak oproti FECRT vyzaduje porazku vySetfovanych zvirat. Podstata této techniky spociva
v urCeni skutecného poctu parazitli v gastrointestindlnim traktu ziskaného b&hem pitvy
ze zvitete léCeného anthelmintiky a zvifete neléCeného. Pro svou nékladnost vSak tento test

neni pfili§ vyuzivan (Muchiut et al. 2018).

2. In vitro metody

Tato skupina metod oproti technikdm in vitro nestanovuje skute¢né pocty parazitickych
hlistic ¢i jejich vajicek, ale zkouma schopnost anthelmintik zasdhnout do vyvojového cyklu
parazitii a eliminovat tak pocet dospélych jedinci.

Test lihnuti vajicek neboli EHT (z angl. Egg Hatch Test) umoziuje detekovat pfitomnost
rezistence ke skupiné benzimidazolovych anthelmintik. Tato skupina 1é€iv totiz disponuje
ovicidnimi vlastnostmi, inhibuje embryonaci a lihnuti Cerstvych vajicek paraziti. Provedeni
testu je zalozeno na inkubaci Cerstvych vaji¢ek parazita s roztoky anthelmintika o riizné
koncentraci. Vajicka rezistentnich kmenti parazita jsou schopny podlé¢hat dalSimu vyvoji
alihnout se i vtakovych koncentracich 1é¢iva, kterd jsou pro citlivé kmeny letalni.
Ze ziskanych dat je urcena hodnota LCso, ktera je porovnéana s oficidlni LCso uznavanou pro

dané 1écivo (Fissiha er Kinde 2021).
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Dalsi in vitro technikou je testovani vyvoje larev neboli LDA (z ang. Larval development
assay), kterou je mozno vyuzit k detekci rezistence proti benzimidazoliim, imidazothiazolim
a makrocyklickym laktonim. Vyhodou je moznost vysetfit rezistenci k témto anthelmintikiim
soucasn¢ bé¢hem jednoho testovaciho béhu. Principem testu je sledovani schopnosti vyvoje
parazita ze stadia vajicka po infekéni L3 larvu v pfitomnosti riznych koncentraci
anthelmintik. Samotny test pak existuje ve dvou modifikacich, a to bud’ s kultivaénim médiem

tekutym ¢i agarovym (Kotze et Prichard 2016).

3. Metody molekularné-biologické

Tyto metody detekuji anthelmintickou rezistenci na trovni mutaci DNA, piitomnych
u rezistentnich paraziti. Mezi techniky vyuzivané k detekci téchto zmén patii zejména
alelové-specificka PCR, real-time PCR, analyza polymorfismu délky restrik¢nich fragmentt
¢i pyrosekvenovani. Vyhodou molekularné-biologickych metod je predevsim jejich vysoka
sensitivita a specifita a moznost pouziti DNA izolované nejen z dospélych parazitii, ale také
z vajicek a larev. V souCasné dob¢ lze vSak témito metodami stanovit pouze rezistenci

k benzimidazoliim, nebot’ je jeji genetickd podstata pln¢ definovana (Muchiut ef al. 2018).

2.3 ABC transportéry

ABC transportéry nalezi do velké a rozmanité rodiny ABC proteini, které nalézame
napfi¢ vSemi Zivymi organismy. Pro tuto proteinovou rodinu je charakteristickd schopnost
hydrolyzy nukleosid trifosfatu (NTP) a vyuZziti uvolnéné energie ke katalyze rlGznych
biochemickych procesti (Hopfner 2016).

ABC transportéry jsou lokalizovany v plazmatické membrané bunék ¢i1 bunéénych
organel. Tyto proteiny hydrolyzuji ATP a uvolnénou energii vyuZzivaji k transportu
riznorodych substratii skrze lipidovou dvojvrstvu. Tento proces je na dodani energie zavisly,
nebot’ se jedna o transport latek proti jejich koncentra¢nimu gradientu. Substratem ABC
transportéri mohou byt ionty, cukry, aminokyseliny, polysacharidy, peptidy, proteiny,
ale také rlizna xenobiotika. U prokaryot zajist'uji ABC transportéry export latek endogennich,
ale také import latek nezbytnych k zivotu. U eukaryot maji tyto proteiny efluxni charakter
a slouzi tedy k transportu substratu z bunék do extracelularniho prostoru (Goffeau et Hertogh

2013).
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2.3.1 Struktura a mechanismus funkce transportéru

ABC transportéry jsou v aktivnim stavu slozeny celkem ze ¢tyf domén - dvou
nukleotid-vazajicich domén (NBD) a dvou domén transmembranovych (TMD). Tyto domény
se mohou nachazet jak separatn¢ na izolovanych polypeptidovych fetézcich
(typicky prokaryot), tak spoletné na jednom polypeptidovém fetézci (Theodoulou et Kerr
2015). Tyje pak mozné dale rozliSit na transportéry celistvé, tvotfené polypeptidovym
fetézcem se vSemi Ctyimi doménami (TMD-NBD-TMD-NBD), a transportéry polovi¢ni
(TMD-NBD), které¢ musi dodatecné¢ dimerizovat, aby byl transportér funk¢ni (Liu et Pan
2019).

NBD domény jsou umistény v cytoplazmé, kde vazi a hydrolyzuji ATP.
V jejich struktufe 1ze odliSit dv€ subdomény — katalytickou a  o-helikdlni.
Katalytickd subdoména obsahuje strukturné konzervované motivy. Jedna se napt. o Walkertv
A motiv, jenz interaguje s fosfdtovymi skupinami ATP, a Walkeriv B motiv
s charakteristickou sekvenci h-h-h-h-D, kde h ptedstavuje jakékoliv hydrofobni reziduum
a D aminokyselinu glutamat, ktera aktivuje molekulu vody k ataku y-fosfaitu ATP.
Dal$imi konzervovanymi strukturami jsou pak D-smycka, nachazejici se v misté kontaktu
dvou NBD domén, a A-smycka, jejiz postranni aromaticky fetézec lezi v blizkosti adeninové
casti vazancho ATP. a-helikalni subdoména obsahuje C-smycku s typickym motivem
LSGGAQ), jenz se podili na navazani struktury ATP a Q-smycku, dilezitou ke kontaktu s TMD
doménami. Obé domény NBD zaujimaji vzdjemnou konformaci ,hlava-ocas®.
Strukturné konzervované motivy jsou tak orientovany proti sobé na rozhrani téchto domén,
¢imz vznikaji dvé vazebna mista pro ATP (Liu ef Pan 2019, Hollenstein ef al. 2007).

Transmembranové domény (TMD) zajiStuji vlastni translokaci pfislusnych substrati.
Ve své struktufe obsahuji hydrofobni aminokyseliny umoZiujici jejich pevné ukotveni
v lipidové dvojvrstveé. Oproti doménam NBD jsou strukturné variabilni, coz podtrhuje jejich
schopnost transportu chemicky rtiznorodych substratii. Mohou se lisit jak primarni strukturou,
tak délkou, konformaci €1 po€tem transmembranovych usekil. Efluxni ABC transportéry
obsahuji 6 transmembranovych Usekll na jednu TMD doménu, zatimco ABC importéry
prokaryot maji téchto usekt celkem 10-20 (Hollenstein et al. 2007, Pierman et al. 2018).
Dalsi odliSnosti efluxnich transportérll je pfitomnost intracelularnich smycek, které vybihaji
z lipidové dvojvrstvy hloubéji do cytoplazmy. Mezi transmembranovymi useky nalezneme
také tzv. parovaci smycky, které zajiStuji napojeni na NBD domény v oblasti Q-smycek

a-helikalnich subdomén (Rees et al. 2009).
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Mechanismus translokace substrdtu ABC transportérem spociva ve zméné jeho
konformace, kterd je vyvolana navazanim ATP. V dobé nepfitomnosti nukleotidu zaujimaji
NBD domény oteviené uspotadani. To se vSak méni po vazbé ATP, kdy se domény pftiblizi
adochazi ktésnému sevieni nukleotidu. Tato konformac¢ni zmeéna je prostiednictvim
Q-smycky prenesena na TMD domény s navazanym substratem, kde iniciuje zménu afinity
k substratu ze stavu vysokoafinitniho na nizkoafinitni. V této chvili je substrat uvolnén
na opatnou stranu membrany. Nasledna hydrolyza ATP vede k otevieni NBD domén
svirajicich nukleotid a obnoveni vysokoafinitniho uspotaddni TMD domén na plvodni strané¢

membrany (Liu ef Pan 2019, Hollenstein et al. 2007).

2.3.2 Lidské ABC transportéry

V lidském téle nalezneme 49 ABC transportnich proteinii uspofadanych do 7 podrodin
(ABCA az ABCG), které sdruzuji transportéry s obdobnou strukturou genu,
aminokyselinovou sekvenci a doménovou organizaci. Tyto transportni proteiny
jsou lokalizovany na apikalnim ¢i bazolateralnim povrchu buné¢k mnoha organt, napf. jater,
tenkého stfeva, ledvin ¢i mozku, kde kromé transportu latek endogennich zajist'uji pienos
také fady xenobiotik, vcetn¢ 1é¢iv. Neékteré ABC transportéry jsou navic zapojeny
do procest udrzeni bunééné homeostazy, bunééné¢ho déleni, prezentace antigenu ¢i regulace
iontovych kanalli (Liu et Pan 2019, Russel 2010).

U lidi mohou ABC transportéry zastavat také roli kauzalnich faktordi pii rozvoji
nekterych onemocnéni. Dochazi k tomu tehdy, je-li pfisluSny gen mutovan a funkce
transportéru narusena. Nejvyznamnéj$im ptrikladem takového onemocnéni je cysticka fibroza,
pfi niZ dochéazi k mutaci genu CFTR/ABCC7, jehoZ produktem je ATP-fizeny chloridovy
kanal. Mezi dal$i onemocnéni, jejichZ podstatou je narusena funkce ABC transportéril, patii
Tangierova choroba, Pseudoxanthoma elasticum ¢i Dubin-Johnsontiv syndrom (Theodoulou
et Kerr 2015).

Neméné vyznamné je uplatnéni ABC transportérii pfi rozvoji mnohocetné lékové
rezistence (MDR), kterd se u lidi tyka zejména 1éCiv protinddorovych. Pojem MDR oznacuje
schopnost bun¢k rozvinout rezistenci k Sirokému spektru strukturné a funkéné odlisnych
1é¢iv. Podstatou této rezistence je nadmérna exprese ABC transportéri rakovinnymi buiikami.
Zvyseny eflux 1é¢iv je pak disledkem jejich sniZzené intracelularni koncentrace,
coz vede k omezeni jejich apoptického ¢i cytotoxického ucinku. Na rozvoji MDR se nejvétsi

merou podileji ti1t ABC transportéry: P-glykoprotein (ABCB1), multidrug resistence protein 1
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(MRP1, ABCC1) a breast cancer resistence protein (BCRP, ABCG2) (Sun et al. 2012, Lange
2007).

P — glykoprotein (ABCB1)

P-glykoprotein (z angl. Permeability-associated glycoprotein) je nejdéle znamym
anejlépe popsanym ABC transportérem nachdzejicim se v lidském téle. Tento transportni
protein o hmotnosti 170 kDa a délce 1280 aminokyselin je kodovan genem MDR1/ABCBI1,
nachazejicim se na chromozomu 7q21 (Xiao et al. 2021).

P-glykoprotein je fyziologicky exprimovan v cel¢ fadé tkani. Nalezneme jej
na povrchu bunék proximalnich tubulii ledvin, hepatocytti, v bunikach kiry nadledvin, tenkého
stieva, placenty ¢i hematoencefalické bariéry. Mistem lokalizace je vzdy apikélni ¢i luminalni
strana bunék. Tento transportér zde totiz plni ochrannou funkci a brani bunky pied vstupem
nezadoucich a potencialné toxickych latek. Exprimovan je vSak i v rakovinnych bunkach,
kdeje pfi¢inou jiz zminéné MDR. Vyskytuje se v bunikach solidnich nadort
1 hematologickych malignit, kde jeho pfitomnost negativné koreluje s pozitivni 1écebnou
odezvou (Sun ef al. 2012).

Tento transportér je schopen vazat a prenaSet Sirokou sSkalu substratti, od malych
molekul shmotnosti 350 Da az po polypeptidové struktury s hmotnosti 4 000 Da.
Typicky se v§ak jednd o neutrdlni ¢i pozitivn€ nabité latky hydrofobniho charakteru.
Z 1&civ se kromé cytostatik jako jsou antracykliny, vinca alkaloidy a taxany, jedna napiiklad
o blokatory vapenatych kanalli, imunosupresiva, antihistaminika ¢i inhibitory HIV proteéaz

(Liu ef Pan 2019, Sun ef al. 2012).
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Obr. 3: Struktura lidského P-glykoproteinu

(Protein Data Bank [online])

Multidrug resistence protein 1 (MRP1)

Tento protein, kodovany genem ABCCI na chromozomu 16pl13, byl prvnim
objevenym zastupcem C podrodiny ABC transportérii. Fyziologicky jej muzeme nalézt
napt. ve tkani plic, varlat, placenty, ledvin, kosterniho svalstva ¢ mozku.
Lokalizovan je krom¢ mozkovych kapilar a placentarni tkané vzdy na bazolateralni membrané
bun¢k. ZvySena exprese MRP1 byla pozorovana také u nékolika typl rakovinnych
onemocnéni napt. neuroblastomu ¢i nemalobunééného karcinomu plic (Xiao et al. 2021).
Obdobn¢ jako P-glykoprotein ma itento transportér Sirokou substratovou specifitu,
umoznujici rozvoj MDR.  Charakteristickymi substraty MRP1 jsou organické anionty
amfipatické povahy, které jsou vétSinou konjugovany s glutathionem, glukuronidy ¢i sulfaty.
Kromé celé fady xenobiotik se MRP1 podili také na transportu nékterych endogennich latek,
a to tfeba cysteinylleukotrienu C4 (Liu ef Pan 2019).
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Breast cancer resistence protein (BCRP)

Transportér BCRP o hmotnosti 72 kDa a délce 655 aminokyselin je kodovan genem
ABCG2 nachézejicim se na chromozomu 4q22. Radime jej mezi transportéry poloviéni,
které musi pro své spravné fungovani dimerizovat. BCRP je exprimovdn na apikalni
membran¢ bunék placenty, tenkého stieva, mléénych Zlaz, prostaty, mozku, jater a vajecnikd,
ale také v mnoha typech rakovinnych bunék. Jeho exprese je zde povazovana za negativni
prognosticky marker, a to zejména u akutni myeloidni leukémie. ZvySenou expresi BCRP,
kterd je disledkem MDR, mlizeme pozorovat také napt. u rakoviny tlustého stieva, prsou,
zaludku ¢i glioblastomu. Mezi substraty BCRP patii kromé protinadorovych 1é¢iv a dalsich
xenobiotik také latky endogenni, a to napt. konjugaty steroidnich hormont (Sun et al. 2012,

Degorter et al. 2012).

2.3.3 ABC transportéry u vlasovky slezové

Jak jiZ bylo feceno diive, ABC transportéry nalézame napfi¢ vSemi Zivymi organismy,
véetné hlistic. Obdobné jako u lidi i zde plni fadu fyziologickych funkci, pfedev§im vSak
poskytuji ochranu pted toxiny pochazejicimi z okolniho prostfedi. V soucasnosti je témto
transportérim veénovana pozornost zejména v souvislosti s anthelmintickou rezistenci,
na jejimz rozvoji nesou dle fady studii vyznamny podil. U rezistentnich kmenti nékterych
helminti byla totiz prokdzana zvySend exprese néckolika ABC transportéri.
Naru$enim ¢i Gplnou deleci genli pro tyto transportéry byla citlivost k anthelmintikiim
zvySena. Rovnéz uziti inhibitori ABC transportérti vedlo k obnoveni citlivosti rezistentnich
hlistic k anthelmintické 1é€bé (Ardelli 2013).

Studium ABC transportéri u vlasovky slezové zapocalo odkrytim jejiho genomu
vroce 2013 (Laing et al. 2013). Celkem bylo v genomu vlasovky identifikovano 46 ABC
transportértt (Matouskova 2016). Nejvetsi pozornost je pfitom vénovana P-glykoproteiniim,
ato zdavodu jejich zndmé ucasti na lékové rezistenci u savcli. Oproti lidem, u nichz
nachazime pouze jeden P-glykoprotein, je pro helminty typicky vyskyt n¢kolika homolognich
zastupcl tohoto transportéru. Odlisné P-glykoproteiny by tak mohly branit poSkozeni
gangliové nervové soustavy hlistice toxiny, zatimco u savcli funkci ochrany centralniho
nervového systému zajiStuje P-glykoprotein exprimovany v hematoencefalické bariéie
(Prichard et al.2007). U vlasovky slezové bylo nalezeno celkem 10 P-glykoproteint (Laing et

al. 2013). Dle studie provedené Kellerovou P. a kolektivem se konstitutivni exprese téchto
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transportérti 1iSi v zavislosti na pohlavi a také mezi rezistentnimi (IRE - Inbread resistant-
Edinburgh, WR - Wild River) a citlivym (ISE - Inbread susceptible-Edinburgh) kmenem
vlasovky. Ze sedmi studovanych gent pro P-glykoproteiny vykazoval nejvy$§i miru
konstitutivni exprese u rezistentnich kmenti gen Pgp-9.2 a diale Pgp-9.1 a Pgp-11.
V ramci této studie byla také sledovdna zména exprese jednotlivych P-glykoproteinti po
vystaveni Cervil subletdlnim davkdm ivermektinu. Vyznamné zvySend exprese navozena
ivermektinem byla pozorovdna u Pgp-9.2 (u samcti), Pgp-10 a Pgp-11 (usamic). VétSina
studovanych transportéri byla silnéji exprimovana v ¢ervech samciho pohlavi, coz muze
indikovat odlisnost detoxifikacnich mechanismli mezi pohlavimi (Kellerova et al. 2019).
Vyznamné rozdily v expresi jednotlivych P-glykoproteinii byly pozorovany také
v pribéhu vyvojového cyklu vlasovky slezové. V parazitickych stadiich (larva L4 a dospélec)
byla oproti volné¢ zijicim formam prokazdna zvySena exprese Pgp-3, Pgp-9.2, Pgp-11
a Pgp-16 (Issouf et al. 2014). Vysledky dalsi studie navic prokazaly zvySenou expresi Pgp-9.2
v L3 larvach rezistentniho izolatu oproti citlivému izolatu vlasovky slezové (Raza et al

2016).
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Obr. 4: Konstitutivni exprese Pgp-9.2 u rezistentnich a citlivého kmene vlasovky slezové

(Kellerova et al. 2019)
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Obr. 5: Znazornéni struktury Pgp-9.2 pomoci programu Protter

[http://wlab.ethz.ch/protter/start/]

2.4 RNA in situ hybridizace

RNA in situ hybridizace je molekularné-biologickd metoda vyuzivana k vizualizaci
genové  exprese a  stanoveni  prostorové  distribuce = mRNA  transkripti.
Podstatou této metody je specifickd vazba znacené RNA sondy ke komplementarni sekvenci
RNA v biologickém materialu. Vysledkem spojeni znacené anti-sense sondy se sense mRNA
je pak dvoutetézcova hybridni molekula, kterou je mozno detekovat metodou kompatibilni
s charakterem pouZzité znacky. Zkoumany biologicky material pfitom miiZze byt zpracovan
do podoby  histologickych  fezli,  ¢iponechdn  celistvy  (modifikace  metody
na tzv. Whole Mount in situ hybridization) (Tsai et Harding 2013, Jensen 2014).

RNA sondy mohou byt znaCeny tfemi zdkladnimi typy latek: radioizotopy,
fluorochromy a hapteny (antigeny). Znaceni radioizotopy (nejcast&ji *H, *°S, 1251, °P) je vsak
dnes na Ustupu, a to zejména kvili Casové naro¢nosti autoradiografické detekce,
kratké Zivotnosti izotopili a nutnosti dodrzovani piisnych pravidel, které s sebou prace
s radioaktivnim materialem pfinasi. VétSina soucasnych aplikaci in situ hybridizace vyuziva
sondy znacené Dbiotinem, digoxigeninem, fluoresceinem <¢i bromodeoxyuridinem.
Dle zpiisobu jejich detekce pak rozliSujeme dvé modifikace této metody, a to fluorescenéni
in situ hybridizaci (FISH) a mladsi chromogenni in situ hybridizaci (CISH) (Long et Lloyd
1997, Chotteau-Leliévre et al. 2005).
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2.4.1 Chromogenni in situ hybridizace (CISH)

Podstatou metody chromogenni in situ hybridizace je reakce enzymu peroxiddzy
¢i alkalické fosfatazy s chromogennim substratem, kterd vede ke vzniku barevného precipitatu
v misté¢ hybridizované RNA sondy. Tato sonda je nejCastéji znacend digoxigeninem,
ktery je do jeji struktury inkorporovan b&hem procesu in vitro transkripce. Vlastni detekce
navdzanych sond je poté umoznéna pfidanim anti-digoxigenin protilatek konjugovanych
s enzymem (Jensen 2014, Chottteau-Leliévre et al. 2005).

Nespornou vyhodou chromogenni in situ hybridizace oproti metodé FISH je moZznost
detekce barevného produktu pomoci klasické svételné mikroskopie, niz§i cena provedeni,

ale také stabilita vyslednych preparatii (Hanna et Kwok 2006).

Alkalicka fosfataza

%% %

AL

Anti-DIG protilatka
Digoxigenin

RNA sonda (anti-sense)

Edl~—<¥

RNA templat (sense)

Obr. 6: Mechanismus chromogenni RNA in situ hybridizace

(Young et al. 2020, upraveno)

27



3. CIL PRACE

Cilem ptedkladané diplomové prace byla ptiprava plazmidd pro in vitro syntézu
hybridiza¢nich RNA sond znacenych digoxigeninem a uziti téchto sond pii detekci mRNA
P-glykoproteinu-9.2 v histologickych fezech vlasovky slezové metodou chromogenni

RNA in situ hybridizace.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Technické a chemické vybaveni, biologicky material

4.1.1 Technické vybaveni

Pristroje

Autoklav, SHP Steriltechnik AG

Automatické pipety, Eppendorf

Centrifuga 5415 D, Eppendorf

Centrifuga Biofuge stratus Heraeus, Thermo Fisher Scientific
Elektroforeticka soustava OwlTM EasyCastTM B1A Mini Gel, Thermo Scientific™
Elektroforeticky zdroj PowerPac Basic, BioRad
Hlubokomrazici box Vxe Series Jouan, Thermo Scientific
Inkubator Incubat 80, Melag

Inkubator NB-205, N-Biotek

Kulickovy homogenizator FastPrep24, M.G.P.

Laboratorni vaha M-Prove, Sartorius

Laminarni box UVC/T-AR, BioSan

Mikroskop Eclipse TS 100, Nikon

Mikrovinna trouba, Zanussi

Minicentrifuga Sprout, Heathrow Scientific

Spark Multimode Reader, Tecan

Thermocycler TAdvanced with High-Performance Smart Lid, Biometra
Thermomixer comfort, Eppendorf

Uvitec Alliance Q9 Advanced, Baria

Vodni lazen s termostatem, Memmert

Vortex V-1, BioSan

Pomiicky

Laboratorni sklo (kddinky, odmérné valce, Erlenmeyerovy banky, sklenéné Petriho misky),
barvici nadoby, sklenény stojan na sklicka, mikrozkumavky Eppendorf, jednorazové Spicky,
podlozni a kryci skli€ka, plastové Petriho misky, ockovaci hokejky, plastové falkony,

parafilm, filtr 0,22 pm, stojany na zkumavky
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4.1.2 Chemické vybaveni

Chemikalie

20x SSC, Serva

Agarosa, Serva

Bouin’s solution, Sigma-Aldrich

Dextran sulfate sodium salt, Sigma-Aldrich

Diethyl pyrocarbonate (DEPC), Sigma-Aldrich
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, Penta Chemicals
DTT, Sigma-Aldrich

EDTA disodium salt dihydrate, Sigma-Aldrich

Ethanol absolutni, Penta Chemicals

FastRed TR/Naphtol AS-MX tablety, Sigma-Aldrich
Formamid deionized, Carl Roth

Glycerin bezvody, Penta Chemicals

Glycin p.a., Lachema n.p. Brno

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, Penta Chemicals
Kyselina chlorovodikova, Penta Chemicals

Kyselina octova, Penta Chemicals

LB (Luria Bertani) agar, VWR Biochemicals

LB (Luria Bertani) broth, VWR Biochemicals
Maleinova kyselina, Sigma-Aldrich

Montovaci medium ProLong Gold Antifade, Invitrogen
NaCl, Penta Chemicals

Proteinase K from Tritirachium album, Sigma-Aldrich
S.0.C. medium, Invitrogen

TRIreagent, Molecular Research Center
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Penta Chemicals
Tween 20, Sigma-Aldrich

Xylenes, Sigma-Aldrich
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Enzymy

OneTaq® Quick-Load DNA polymeraza, New England BioLabs
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase, New England BioLabs
Restrikéni endonukleaza Ncol, New England BioLabs

Reverse Transcriptase- ProtoScript II, New England BioLabs
Kity

DIG Nucleic Acid Detection Kit, Roche

DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7), Roche

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up, Macherey-Nagel
NucleoSpin Plasmid (No Lid), Macherey-Nagel

pGEM® -T Easy Vector Systems, Promega
ZymoPURE™ II Plasmid Midiprep Kit, Zymo Research

Ostatni

Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments, Roche

DNA ladder 1 kbp, New England Biolabs

DNA ladder 100 bp, New England Biolabs

dNTP, Eurogentech

E.Coli competent cells IM109, Promega

Koniské sérum, Sigma-Aldrich

Green Gel Loading Buffer with DNA stain, Jena Bioscience
M13 Forward/Reverse Primer, Generi Biotech
Néhodné hexamery, GeneriBiotech

Ribonucleic Acid from Torula utilis, Sigma-Aldrich
Specifické primery pro ptipravu sond, GeneriBiotech

SYBR Safe DNA Stain, Invitrogen

31



4.1.3 Priprava pufri, roztoki a kultiva¢nich médii

1x TAE pufr (500 ml)
1x TAE pufr byl ptipraven ziedénim z 10x TAE pufru DEPC vodou. K 50 ml 10x TAE bylo
piidano 450 ml DEPC vody. SloZeni vysledného pufru bylo 40 mM Tris, 20 mM kyseliny
octové a ImM EDTA.

LB (Luria Bertani) agar (300 ml)

Tato kultivacni ptida byla pfipravena rozpusténim 12 g LB agaru ve 300 ml destilované vody
a naslednou sterilizaci pti 121 °C v autoklavu. Ke zchladlému LB agaru (na cca 50 °C) bylo
pfidano 300 pl ampicilinu s koncentraci 50 mg/ml. Petriho kultivacni misky byly naplnény
zhruba 20 ml takto pfipravené smési. Po Uplném zatuhnuti bylo na pidu kazdé misky
postupné rozetteno 100 pl IPTG a 20 ul X-Gal. Zhotovené plotny byly uchovavany pfi teploté
4 °C.

LB médium (100 ml, 50 ml)

LB médium bylo pfipraveno do jedné uzaviratelné lahve o objemu 150 ml a tii
Erlenmeyerovych banék o objemu 50 ml. Navazky LB média v praskové podobé byly
rozmichéany v destilované vodé v poméru 0,025 g/1 ml a po Uplném rozpusténi autoklavovany
pii teplote 121°C. Nasledné byl do vychladlého média pfidan ampicilin (50 mg/ml) v poméru

1 ul na 1 ml média.

DEPC voda (4 x 900 ml)
V prostoru digestote bylo do 4 lahvi naplnénych 900 ml ultracisté vody ptidano 900 ul DEPC
¢inidla (diethyl pyrokarbonat). Smés byla dukladné promichdna a inkubovédna ptes noc

pfi laboratorni teploté. Autoklavovani probéhlo nasledujici den pfi teploté 121°C.

Pufr kyseliny maleinové — MAB (2 x 600 ml)
Navazka 7,55 g kyseliny maleinové (0,1 M) a 5,7 g chloridu sodného (0,15 M) byla
rozpusténa ve 650 ml DEPC vody. Vysledné pH pufru bylo pomoci pecicek NaOH upraveno

na hodnotu 7,5. Sterilizace pufru prob¢hla v autoklavu pii 121 °C.

10% Tween 20 (2 ml)
Roztok 10% Tweenu 20 byl pfipraven do 5 ml sterilni zkumavky smichanim 200 ul Tweenu

20 a 1800 ul DEPC vody.
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20% glycerol (250 ml)
Z divodu vysoké hustoty glycerolu bylo jeho potiebné mnozstvi stanoveno skrze hmotnost.
Roztok 20% glycerolu tak vznikl smichanim 63 g glycerolu a 200 ml DEPC vody.

Sterilizace roztoku probé¢hla v autoklavu pti 121 °C.

Substratovy pufr (250 ml)

Ve 250 ml DEPC vody bylo rozpusténo 5,84 g chloridu sodného (0,4 M) a 3,03 g
tris(hydroxymethyl)aminomethanu (0,1 M). pH vysledného roztoku bylo upraveno na
hodnotu 8,2. Sterilizace pufru prob¢hla pii 121 °C v autoklavu.

Pufr proteinazy K (250 ml)
Ve 250 ml DEPC vody bylo rozpusttno 4,65 g disodné soli kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA) (50 mM) a 3,03 g Tris (0,1 M). Vysledné pH pufru bylo

upraveno na hodnotu 8. Sterilizace pufru prob¢hla pti 121 °C v autoklavu.

20% kyselina octova (200 ml)
Roztok 20% kyseliny octové byl piipraven v den jeho pouziti ptidanim 40 ml 99% kyseliny
octové do 160 ml DEPC vody.

0,2% glycin (250 ml)
Roztok 0,2 % glycinu byl pfipraven rozpusténim 0,5 g glycinu ve 250 ml DEPC vody.

0,1M fosfatovy pufr (250 ml)

K ptipravé 0,1 M fostatového pufru byly nejdiive nachystany roztoky A a B. Roztok A vznikl
rozpusténim 7,16 g hydrogen fosfore¢nanu disodného dodekahydratu (Na;HPOs. 12H>0)
ve 100 ml DEPC vody. Obdobné byl pfipraven roztok B, a to rozpusténim 3,12 g dihydrogen
fosfore¢nanu sodného dihydratu (NaH>PO4 . 2H>0) ve 100 ml DEPC vody. Pro ptfipravu
0,1 M fosfatového pufru o pH 7,2 bylo smichdno 90 ml roztoku A s 35 ml roztoku B
a doplnéno do 250 ml DEPC vodou. Na zavér bylo pfiddno 1,75 g chloridu sodného.
Takto pfipraveny roztok byl autoklavovan pii 121 °C.

Promyvaci pufr (450 ml)

K pfipravé promyvaciho pufru byly navazky 5,22 g kyseliny maleinové (0,1 M)
a 3,95 g chloridu sodného (0,15 M) rozpustény ve 450 ml DEPC vody. Nésledné bylo
do pufru pfidano 1,35 ml Tween 20. Vysledné pH pufru bylo upraveno na hodnotu 7,5 a takto

pfipraveny roztok byl sterilizovan v autoklavu pii 121 °C.
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Detek¢ni pufr (200 ml)
Detekéni pufr vznikl rozpusSténim 3,15 g Tris hydrochloridu (0,1 M) a 1,17 g chloridu
sodného (0,1 M) ve 200 ml DEPC vody. Poté byla upravena hodnota pH na 9,5 a pufr

autoklavovan pii teploté 121°C.

Blokovaciho pufr (50 ml)

Pro ptipravu blokovaciho pufru bylo navazeno 5 g blokovaciho ¢inidla (soucast DIG Nucleic
Acid Detection Kit) a rozpusténo v 50 ml MAB pufru. Sterilizace takto pfipraveného pufru
probéhla v autoklavu pii 121 °C.

Blokovaci roztok (200 ml)
Blokovaci roztok byl pfichystan nafedénim blokovaciho pufru s MAB pufrem v poméru 1:10.

Pro zajisténi Cerstvosti byl tento roztok pripravovan teprve v den pouziti.

Roztok chromogenniho substratu BCIP/NBT (2 ml)
Roztok chromogenniho substratu vznikl rozpusténim 40 pl BCIP/NBT zéasobniho roztoku
(soucast DIG Nucleic Acid Detection Kit) ve 2 ml detekéniho pufru. Ptiprava tohoto roztoku

byla provedena tésné pted jeho pouzitim.

Roztok chromogenniho substratu Fast Red (10ml)
Ve zkumavce zakryté alobalem byla v 10 ml DEPC vody postupné rozpusténa tableta s Tris-
pufrem a tableta Fast Red a vysledny roztok byl pfefiltrovan ptes sttikackovy filtr o velikosti

p6rt 0,22 um. Piprava tohoto roztoku byla provedena tésné pred jeho pouzitim.

4.1.4 Biologicky material

Jako biologicky material byli pro tcely této prace pouziti dospélci vlasovky slezoveé
(Haemonchus  contortus) zcitlivécho kmene ISE (Inbred susceptible-Edinburgh).
Zdrava mlad’ata ovce domaci o stafi 3-4 mésicli byla oralné infikovana suspenzi s cca 5 000
infekénimi larvami L3. V dobé€ nejvyraznéjSich piiznaki infekce, zhruba po 50 dnech, byla
zvifata poraZzena v souladu se zdkonem ¢.246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani.
Ze ziskaného ovciho slezu byli dospélci izolovani pomoci agarové metody a ndsledné promyti
fyziologickych roztokem. Na zékladé¢ morfologickych charakteristik byli Cervi roztfidéni
dle pohlavi a pro izolaci RNA uloZeni pfi -80 °C v TRIzol Reagentu. Pro pfipravu
histologickych fezil byli 30 minut fixovani v Bouinové roztoku a néasledn¢ ihned zalévani do

parafinu (provedla pani LukeSova).
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4.2 Metodika

4.2.1 Izolace RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) byla izolovana z dospélych jedinct vlasovky slezové
ulozenych pii -80 °C v 1 ml TRIzol Reagentu. TRIzol Reagent je komerc¢né dostupna smes
fenolu, guanidin isothiokyanatu a ¢erveného barviva, ktera zajist'uje solubilizaci biologického
materialu a denaturaci proteini béhem homogenizace vzorku. Zaroven vsSak inhibuje aktivitu
ribonukleaz (RNaz), ¢imz zachovava integritu izolované RNA.

Veskera prace se vzorky byla nasledné provedena v laminarnim boxu, jehoz pracovni
deska byla dekontaminovéana piipravkem RNAseZAP. K manipulaci se vzorky byly pouzity
sterilni zkumavky a ¢isté rukavice, jejichz pouziti dale eliminovalo moznost degradace vzorku
ubikvitné se vyskytujicimi RN4zami.

Vzorky vyjmuté z - 80 °C se nechaly pfti laboratorni teploté rozmrazit. Nasledné byly
davkovacem ptidany kovové kulicky rtizné velikosti a vzorky pfemistény do kuli¢kového
homogenizatoru, kde doslo k vytvofeni stejnorodé smeési. Po 5 minutdch odstani pfi
laboratorni teploté bylo ke smési ptidano 200 pl chloroformu. Vzorky byly protfepany a dale
centrifugovany po dobu 15 minut pfi 4 °C a 12 000g. Odstfedénim doSlo k vytvotfeni
tii vrstev: horni vodné faze obsahujici RNA, mezifaze a rizové zbarvené organické faze
s proteiny a DNA.

Vodna faze byla opatrné prenesena do sterilni 1,5 ml zkumavky, do niZ bylo pfidano
500 pl isopropanolu. Po 10 minutach inkubace pii laboratorni teploté byly vzorky opét
centrifugovany pii 4 °C a 12 000g po dobu 10 minut. Nésledné byl odstranén supernatant
a vznikla peleta RNA byla omyta Cerstvé natedénym 75 % ethanolem. Vzorky byly pecliveé
promichany a centrifugovany pii 4 °C a 7 500g po dobu 5 minut. Supernatant byl opét
odstranén a peleta RNA ususena na vzduchu zhruba 10 minut, dokud nezacala zpriihlediiovat.
Nakonec bylo do zkumavek ptidano 20 — 100 pl vody oSetfené diethyl pyrokarbonatem
(DEPC), dle velikosti pelety.

Po promichdni a Uplném rozpuSténi pelety byla spektrofotometricky stanovena
koncentrace RNA pfistrojem Tecan Spark. Stanoveni probihd pii vlnové délce 260 nm,
pii které dochazi kabsorpci UV zafeni heterocyklickou strukturou pyrimidinovych
a purinovych bazi. K posouzeni kvality izolace nukleové kyseliny a jejiho znecisténi proteiny
¢i fenolem jsou vyuzivany poméry A260/A280 a A260/A230. Izolace nukleové kyseliny je
Usp&s$na, jsou-li tyto poméry vétsi nez 1,8. Takto pfipravené vzorky RNA byly do doby

dal$iho zpracovani uchovavany pii teploté -80°C.
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4.2.2 DNAse treatment

Pojmem DNAse treatment oznacujeme proces, pii némz jsou vzorky izolované RNA
ocistény od zbytkli genomové DNA pomoci enzymu DNazy 1. Jednd se o DNA selektivni
endonukledazu, kterd odbourdva jedno- 1 dvoufetézcové struktury DNA na kratké
oligonukleotidy.

Cely nasledujici postup byl provadén v lamindrnim boxu ur¢eném pro praci s RNA.
Do cistych 1,5 ml zkumavek byly nejprve natedény vzorky RNA pomoci DEPC vody tak, aby
byla jejich vysledna koncentrace 5 pug a objem 26 pl. K takto pfipravenym vzorkim byla
pipetovana smés enzymu a pufru do celkového objemu 30 pl. Po dikladném ppromichani
a kratkém stoceni byly vzorky inkubovany pii 37 °C a otackach 500 rpm po dobu 25 minut.
Za tUcelem inhibice enzymu byl dale ptidan 1,5 pl 0,1M EDTA a vzorky inkubovany
pti 75 °C 10 minut. Po skoncéeni inkubace a kratkém umisténi na led bylo ke vzorkiim ptidano

18,5 ul DEPC vody.

Tab. 1: Slozeni reakéni smési pro DNase treatment

10x reakéni pufr 3ul
DNaza 1 ul
Templat (izolovana RNA) S5ug
DEPC voda Xul (doplner_lo do celkového
objemu)
Celkovy objem 30 ul

4.2.3 Reverzni transkripce

Proces reverzni transkripce zajiStuje pfevod molekul RNA do podoby cDNA
(complementary DNA) pomoci enzymu reverzni transkriptazy. Tento enzym prodluzuje
useky primeri ptidanych do reakce, ¢imz zajiStuje vznik jednofetézcového vlakna DNA
komplementarniho k sekvenci templatové RNA. Jako primery zde byly pouzity ndhodné
hexamery — oligonukleotidy o délce Sesti nukleotidi o nahodné sekvenci.
Reverzni transkripce je pro dalsi praci nezbytnym krokem, a to z diivodu strukturni nestability

RNA a jeji nachylnosti k degradaci ubikvitnimi RNazami.
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V lamindrnim boxu byly pfipraveny dvé sady vzorkti, z nichZ k jedné z nich nebyla
pfidana reverzni transkriptdza. Tato sada slouzila jako tzv. noRT kontrola pro zjisténi
kontaminace vzorkli genomovou DNA. Do cistych zkumavek byla napipetovdna RNA
ziedéna na koncentraci 1000 ng a hexamery. Takto piipravena smés byla pfemisténa do PCR
cykleru nastaveného na teplotu 65°C. Po uplynuti 5 minut byly vzorky z cykleru vyjmuty
a premistény do chladiciho stojanku, kde bylo ke kazdému vzorku ptidano 14 pl mastermixu
(slozeni v Tab. 2). Poté byly navraceny zpét do PCR cykleru, kde doslo nejprve k jejich
zahtati na 10 minut pii 25 °C a poté byla pii 42 °C po dobu 50 minut syntetizovana cDNA.
Posledni fazi pak byla denaturace enzymu, kterd probihala 5 minut pti 80 °C. Takto upravené

vzorky byly nafedény redestilovanou vodou na 100 ul a uchovavany pii -20 °C.

Tab. 2: SloZeni mastermixu pro reverzni transkripci jednoho vzorku

RT smés noRT smés
4 ul pufr 5x 4 ul pufr 5x

2 ul dithiothreitol 2 pl dithiothreitol
2 ul dNTPs 2 ul dNTPs

0,5 pl reverzni transkriptaza -

5,5 ul DEPC voda 6 ul DEPC voda

Celkovy objem 14 pl

4.2.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro pfipravu sond, pomoci nichZ bude provedena vlastni detekce P-glykoproteinu-9.2,
byly vybrany tfi useky pfisluSného genu Hco-Pgp-9.2. Sekvence tohoto genu s barevné
vyznafenymi oblastmi amplifikace je umisténa v ptiloze 12.1. Tyto useky byly vyselektovany
polymerazovou fetézovou reakci (PCR) za pouziti specifickych primert navrZenych
doc. Ing. Petrou MatouSkovou, PhD. Sekvence primerti uvadi Tab. 3.

Nejprve byl dle Tab. 4 pfipraven mastermix (vyjma primerd) v 3,5 ndsobném
mnozstvi, ktery byl po 48 pl rozpipetovan do 0,2 ml zkumavek. Do kazdé zkumavky byl
nasledn¢ pifidan jeden par primerd specifickych pro pfipravu sondy ¢&.1, ¢.2 ac.3.

Takto pfipravené vzorky byly promichdny na vortexu, kratce stoeny na stolni centrifuze
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a umistény do PCR cykleru k zapoceti amplifikace. Teplotni podminky a délku jednotlivych

fazi PCR reakce znazoriiuje Tab.5.

Tab. 3: Sekvence primeri pro pfipravu inzertil reprezentujicich hybridiza¢ni sondy

Forward Primer Reverse Primer al‘llli)lliill{((:)slfu
Inzert ¢.1 CAACGATTCAGGCGACATGT | AGCCAATACCAACATACAAGGA 510 nt
Inzert ¢. 2 AGGATCTGGAGCGACTGAAA GTCGAAGTAGGTGGCATCCA 383 nt
Inzert ¢. 3 ACACAAAACCAACAGACGGA CAGAGCCGTCCAAAGCATC 497 nt
Tab. 4: SloZeni reakéni smési pro PCR
5x Q5 reakéni pufr 10 ul
10 mM dNTPs 2ul
Forward Primer 1 ul
Reverse Primer 1 ul
Q5 DNA Polymeraza 0,5 ul
Templat (cDNA) 2 ul
voda 33,5ul
Celkovy objem 50 pl
Tab. 5: Reak¢ni podminky PCR
teplota cas
Pocatecni denaturace 98 °C 30s
Denaturace 94 °C 20s
Annealing 55°C 20s 30x
Elongace 68 °C 1 min
Finalni elongace 68 °C 5 min
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4.2.5 Agarosova elektroforéza

Pro detekci PCR produktii by pouzita agarosova elektroforéza, jejiz princip spociva
v rozdilné pohyblivosti fragment nukleovych kyselin v zavislosti na jejich délce a prostorové
konformaci. Krats$i fragmenty putuji k anod¢ rychleji, zatimco pohyb delSich fragmenta
je vyrazngji brzdén strukturou agarosového gelu. K odhadnuti velikosti fragment slouzi
velikostni marker tzv. DNA ladder, jenz je na gel nanasen spolu se vzorky a obsahuje smés
fragment znamé délky.

K samotné elektroforéze byl pouzit 1% agarosovy gel, ktery byl pfipraven z0.4 g
agarosy a 40 ml 1x TAE pufru. Takto pfipravend smés byla zahtata v mikrovinné troubé
do stavu uplného rozpusténi agarosy. Nasledné¢ byla nalitd do -elektroforetické vany
s hiebinkem, jenZ byl po ztuhnuti gelu vytaZen. Gel byl ponoien do 1XTAE pufru a do prvni
jamky byly naneseny 3 ul velikostniho markeru. Ze zkumavky s PCR produkty bylo
odebrano 5 pl, smichdno na parafilmu s 1,5 pl nanaseci barvy a aplikovdno do jamky
agarosového gelu. Elektroforéza probihala pfi 100 V po dobu 20 minut a vystup byl
zviditelnén v pfistroji Uvitec.

¥ Wew

4.2.6 Precisténi PCR produktu a stanoveni jeho koncentrace

Pro odstranéni zbytkti nukleotidl, primera a dalSich slozek polymerazové reakce byl
zbytek vzorku nasledné precistén pomoci kitu NucleoSpin® Gel and Clean-up dle piilozeného
navodu (viz pfiloha 12.2). Poté byla zméfena koncentrace precisténého vzorku pfistrojem

Tecan Spark.

4.2.7 Klonovani

Po elektroforetické detekci a precisSténi PCR produkti bylo pfistoupeno k vlastnimu
klonovani. Ugelem tohoto procesu bylo ziskani dostate¢ného mnoZstvi cDNA nezbytného
k syntéze RNA sond. PouzZity zde byly vektory typu p-GEM®-T Easy a kompetentni buiiky
IM109.

4.2.7.1 A-tailing

Pojmem A-tailing rozumime enzymaticky katalyzované vneseni nukleotidu dATP
na 3’konce PCR produktt s tupymi konci. Vyuziva se zde schopnosti 7ag DNA polymerazy
nespecificky pfipojit na 3’konec jeden adenosin. Pouzity vektor p-GEM®-T Easy
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je linearizovany a své 3’konce ma modifikované thymidiny, coz zvySuje u€innost samotné
ligace pii inserci PCR produktu a zamezuje samovolné recirkulizaci vektoru.

Do ttech cistych 0,2 ml zkumavek byla pfipravena reakéni smés dle Tab. 6 o celkovém
objemu 10 pl. Do kazdé této zkumavky byl pfitom pfidan jeden ze tfti PCR produkti
reprezentujici hybridizacni sondy 1,2 a 3. Takto nachystané vzorky byly inkubovany po dobu
30 minut pii 70 °C.

Tab. 6: Slozeni reak¢éni smési pro A-tailing

PCR produkt 2 ul

10x Tagq reakéni pufr 1 pl
2 mM dATP 1 ul

Taq DNA polymeraza 1 ul
Deionizovana voda S5ul
Celkovy objem 10 pnl

4.2.7.2 Ligace do vektoru p-GEM®-T Easy

V tomto kroku byl insert, v nasem piipadé PCR produkt s pfipojenym adenosinem na
3’konci vnesen do vektoru p-GEM®-T Easy a pevné pfipojen enzymem T4 DNA Ligizou.
Vlastni inzerce PCR produktu pfitom probéhla do tzv. mnohocetného klonovaciho mista
(z angl. multiple cloning site, MCS), které leZi v oblasti reportérového genu lacZ kodujiciho
enzym [-galaktosidazu. Oblast MCS, jez nese celou fadu restrik¢nich mist, je dale lemovéna
promotory pro enzymy T7 a SP6 RNA polymerazu. Pouzity vektor p-GEM®-T Easy
o celkové velikosti 3015 bp nesou také selekéni gen Amp', ktery poskytuje transformovanym
buitkdm schopnost rezistence vii¢i ampicilinu.

Pro uspésny prubéh ligacni reakce bylo nezbytné stanovit mnozstvi vkladaného inzertu
tak, aby byl pomér mnozstvi inzertu ku vektoru 3:1. Vypocet byl proveden dle nize uvedené

rovnice.

Mnozstvi inzertu (ng) = Mnozstvi vektoru (ng) x velikost inzertu (kb)/Velikost vektoru (kb) x 3
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Obr. 7: Struktura pGEM®-T Easy Vector

(Promega [online])

Pted sestavenim vlastni reakce byly zkumavky s vektorem a pufrem fa4dn€ promichany
a kratce stoCeny. Poté byla do tfi 0,2 ml zkumavek pfipravena ligacni smés, jejiz slozeni
popisuje Tab. 7. Do kazdé¢ zkumavky byl pfitom ptidan jeden ze tfi PCR produkth
s modifikovanymi 3’konci. Reakéni smés byla poté promichdna pipetou a inkubovadna po

dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté.

Tab. 7: SloZeni reak¢éni smési pro ligacni reakcei

2x reakéni pufr 2,5 ul

pGEMP®-T Easy vektor (50 ng) 0,5 ul
PCR produkt 1 pl

T4 DNA Ligaza 0,5 ul

voda 0,5 pl

Celkovy objem 20 ul
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4.2.7.3 Transformace kompetentnich bunék JM109

Pro transformaci byly vybrany kompetentni buiiky E.coli typu IM109, které zajist'uji
vysokou stabilitu inzertu diky deficienci endonukleaz. Vlastni transformace byla provedena
teplotnim Sokem pii 42 °C, pii niz se stala cytoplazmaticka membrana bunék prostupnou
a vektor mohl proniknout do bunék.

Cely proces transformace byl provadén v laboratofi vyclenéné pro praci s GMO
a za sterilnich podminek pii zapaleném kahanu. Buiikky JM 109, skladované pfi teploté -80 °C,
byly umistény na led, dokud neroztaly. Mezitim byly na led nachystany tii 1,5 ml sterilni
zkumavky pro oddélenou transformaci bun€k vektory s tfemi odliSnymi inzerty. Do kazdé
z téchto zkumavek byly napipetovany 2 uljedné liga¢ni smési a 50 pl bunééné suspenze.
Pipetovani bunék bylo provadéno velmi opatrné z ditvodu jejich vysoké kiehkosti. Po jemném
promichéni transformacni reakce pipetou byly zkumavky ponechany 20 minut na led¢.
Teplotni Sok byl nasledné proveden ponofenim zkumavek na 45-50 sekund do vodni 14zné
o teploté¢ 42 °C a jejich okamzitym navracenim na led. Po 2 minutich bylo k obsahu kazdé
zkumavky pfidano 600 pl S.O.C. média a tato findlni smés byla inkubovana piti 37 °C
1,5 hodiny s tfepanim 200 rpm. Pro kazdou transformacni kulturu byly nachystany dvé
predehtaté plotny s LB agarem. Na kazdou plotnu bylo naneseno a dikladné rozetieno 100 pl
transformacni smési a takto zaockované plotny byly inkubovany pies noc pfti teploté 37 °C.

Kolonie, které byly na plotnadch pozorovatelné nésledujici den, byly tvofeny pouze
uspésné transformovanymi bunikami obsahujicimi vektor s genem rezistence k ampicilinu.
RozliSeni bun€k majici vektor sinsertovanym fragmentem bylo déile umoZznéno

tzv. modro-bilou selekci.

4.2.8 Colony PCR

K ptfedbéznému prikazu (screeningu) piitomnosti vektoru s insertem byla pouzita
modifikace polymerdzové fetézové reakci, tzv. colony PCR, pfi niz neni templatem izolovana
DNA, ale fragment kolonie.

V GMO laboratofi pfi zaZehnutém kahanu bylo na plotnach ocislovano 5 bilych
kolonii z kazdé transformacni reakce. Do sterilnich zkumavek obsahujicich 10 pl vody byl
pipetovaci Spi€kou pifidan fragment piisluSné kolonie a vzorky byly na 10 minut pfemistény
do cykleru, kde byly zahtaty na 95 °C. Mezitim byl dle Tab. 8 pfipraven mastermix vyjma
primert, které byly do kazdé reakce pfidany zvlast. Do zkumavek se zahtatym templatem

bylo pfiddno 9 pl mastermixu a piisluSné primery v uvedeném mnozstvi. Poté byly vzorky
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navraceny do cykleru zapoceti amplifikacni reakce. Pfitomnost produktii byla ovéfena
agarosovou elektroforézou, jejiz ptipravu a postup uvadi kapitola 4.2.5.

Kolonie, u nichz se pfitomnost vektoru s insertem piedbézné prokdzala, byly
pieockovany do kultivacnich zkumavek s3 ml sterilntho LB média s ampicilinem

(ptiprava viz. kapitola 4.1.3) a kultivovany ptes noc pfi teploté 37 °C a 200 rpm.

Tab. 8: Slozeni reak¢éni smési pro Colony PCR

Templat 10 pl
10x Tagq reakéni pufr 4 ul
10 mM dNTPs 0,5 ul
Forward + Reverse primer 0,5 ul+ 0,5 pl
Taq DNA Polymeraza 0,1 pul
voda 4,4 ul
Celkovy objem 20 pl

Tab. 9: Reakéni podminky Colony PCR

Teplota Cas
Iniciacni denaturace 94 °C 30s
Denaturace 94 °C 15s
Annealing 55°C 30s 30x
Elongace 68 °C 25s
Finalni elongace 68 °C 5 min
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4.2.9 Izolace plazmidové DNA a Quick-Load PCR

Druhy den po zaockovani LB média buitkami JM109 z pozitivnich kolonii byla
provedena izolace plazmidové DNA pomoci komeréné dostupného kitu NucleoSpin Plasmid.
Vlastni postup izolace je uveden v piiloze 12.3.

Vysledky screeningu byly ovéteny reakei Quick-Load PCR, pfi niz byla pouzita DNA
polymeraza v tzv. Quick-Load pufru zelené barvy, kterd se pii elektroforéze nemusi michat
s nanasecim pufrem. Pro odpovidajici pocet vzorkli byl nejprve pfipraven mastermix dle
Tab.10, ktery byl po 19,5 ul rozpipetovan do Cistych 0,2 ml zkumavek. V mastermixu byly
pfitom pouzity komercni primery M13, jejichz vazebné misto lezi v sekvenci vektoru mimo
oblast MCS. Nasledn¢ bylo do reakce ptidano 0,5 pl ptislusné plazmidové DNA jako templat.
Po promichdni a kratkém stoCeni byly zkumavky pieneseny do PCR cykleru. Detekce
produkti byla provedena agarosovou elektroforézou dle kapitoly 4.2.5., modifikovanou

pridavkem barviva SYBR safe (0,4 ul) pro naslednou vizualizaci fragmentu.

Tab. 10: Slozeni reak¢éni smési pro Quick-Load PCR pro jeden vzorek

5x Quick-Load pufr 4 ul
10 mM dNTPs 0,5 ul
Forward + Reverse M 13 primer 1 pl
OneTaq Quick-Load DNA 0.1 ul
polymeraza aa
templat 0,5 pl
voda 13,9 ul
Celkovy objem 20 nl

Tab. 11: Reakéni podminky Quick-Load PCR

Teplota Cas
Inicia¢ni denaturace 94 °C 30s
Denaturace 94 °C 15s
Annealing 55°C 20s 30 x
Elongace 68 °C 1 min
Finalni elongace 68 °C 5 min
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4.2.10 Sekvenace plazmidové DNA

Ptitomnost kyzenych inzert v plazmidové DNA byla definitivné potvrzena v Eurofins
Genomics pomoci Sangerova sekvenovani. Jednotlivé vzorky plazmidové DNA byly
pripraveny do 1,5 ml zkumavek oznafenych carovymi kédy. Do kazdé zkumavky bylo
napipetovano 5 pl primeru, 3 pl plazmidové DNA (pfi koncentraci 200 az 300 ng/ul) a 2 pl
ddH»O. Jako sekvena¢ni primer byl pouzit reverzni M13 primer, jehoz vazebné misto
v plazmidu p-GEM®-T Easy lezi pred oblasti MCS, konkrétné vrozmezi 176.-197.
nukleotidu.

Dle vysledkl sekvenace bylo také mozné urcit, v jakém sméru byly inserty do vektor
zaligovany. Tato informace je nezbytnd pro vybér restrikéni endonukleazy a RNA

v

polymerazy pro pozd¢jsi linearizaci plazmidu a tvorbu hybridiza¢nich RNA sond.

4.2.11 Masivni namnoZeni plazmidu v kompetentnich buiikich a jeho izolace

Plazmidy se sekvenaéné potvrzenou piitomnosti inzertu byly namnoZeny za ticelem
ziskani dostate¢ného mnozstvi plazmidové DNA, které je nezbytné k uspésné syntéze RNA
sond.

Uvodnim krokem tohoto procesu byla transformace kompetentnich bunék JM109
plazmidy, jejichz izolace je popséana v kapitole 4.2.9. Vlastni proces transformace a kultivace
bunék v S.0.C. médiu pak probéhl za podminek uvedenych v kapitole 4.2.7.3. K pomnozZeni
transformovanych bunck byly pfichystany tfi Erlenmeyerovy baiikky s 50 ml LB média
s obsahem ampicilinu. Do kazdé banky bylo pfiddno 20 pl transformacni kultury a smés
inkubovana pies noc pii teploté 37 °C s tiepanim 200 rpm.

Druhy den byly kultury transformovanych buné¢k prelity z Erlenmeyerovych banék
do centrifugacnich zkumavek a stoCeny po dobu 5 minut pifi 2000g. Po odstranéni
supernatantu byla zapocata izolace plazmidové DNA pomoci komeré¢né dostupného kitu
ZymoPURE Plasmid MidiPrep Kit. Postup izolace je uveden v pfiloze 12.4. Vysledkem
tohoto kroku byly tfi vzorky plazmidové DNA s obsahem odliSnych inzertl, z nichZ budou
hybridiza¢ni RNA sondy transkribovéany.
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4.2.12 Linearizace plazmidové DNA

Aby mohly byt plazmidové inzerty pfevedeny do podoby RNA sond, bylo nutné
plazmidy enzymaticky linearizovat. K tomuto ucelu byla vybrana takova restrikni
endonukledza, jejiz restrikéni misto lezi v oblasti MCS a zaroven neStépi zadny z naSich
inzertd. Jako vhodny enzym tak byla vybrana endonukleaza Ncol.

Pfed samotnou linearizaci byla zméfena koncentrace plazmidové DNA pomoci
piistroje Tecan Spark. Z davodu nizké koncentrace vzorku s insertem ¢.1 bylo dale
pracovano pouze s plazmidy obsahujici inserty 2 a 3.

Do dvou 1,5 ml sterilnich zkumavek byla pfipravena reakéni smés dle Tab. 12,
pricemz restrikéni endonukledza byla pfidana az jako posledni. Obsah smési byl jemné
promichén pipetou a kratce stocen ve stolni centrifuze. Poté byly vzorky inkubovéany 3 hodiny
pti teploté 37 °C s tfepanim 500 rpm. Inaktivace enzymu dale prob¢hla pii 80 °C po dobu 20
minut. Produkty linearizace byly detekovany pomoci agarosové elektroforézy (viz. kapitola

4.2.5), kde byly porovnany s plazmidy v cirkularni podob¢.

Tab. 12: Slozeni reak¢éni smési pro linearizaci plazmidu

Plazmid s inzertem 2 Plazmid s inzertem 3
Restrikéni endonukleaza Ncol 6 ul 6 ul
10x NEB pufr Sul Sul
Plazmidova DNA (6 pg) 14,4 pl 25,2 ul
voda 24,6 pl 13,8 ul
Celkovy objem 50 pl

4.2.13 Ethanolova precipitace

Precipitace vzorkii ethanolem byla provedena za tucelem jejich pfecisténi
a zakoncentrovani. Nejprve byl do obou zkumavek s linearizovanymi plazmidy pfidan 1 pl
glykogenu pro zviditelnéni DNA pelety. Vzorky byly déale smichany v poméru 10:1
s 3M octanem sodnym o pH5,2. Ve 2,5 ndsobném mnoZstvi byl ktéto smési pifidan

100% ethanol vychlazeny na teplotu -20 °C. Po dikladném promichani byly vzorky umistény
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na 30 minut do — 80 °C. Nasledovalo stoc¢eni vzorkil pfi 16 000 x g po dobu 10 minut
v centrifuze vychlazené na 4 °C. Po odstranéni supernatantu bylo do zkumavek piidano 20 pl
80% ethanolu, smés promichdna a znovu centrifugovdna. Po opétovném odstranéni
supernatantu byla peleta linearizované plazmidové DNA 5 minut suSena pii laboratorni

teploté a findln¢ rozpusténa ve sterilni ddH-»0.

4.2.14 Tvorba RNA sond znac¢enych digoxigeninem

Po linearizaci a piecisténi plazmidové DNA mohlo byt piistoupeno k vlastni tvorbé
hybridizacnich sond. K tomuto procesu byl vyuzit komeréné dostupny DIG RNA Labelling
Kit, jenz obsahoval SP6 a T7 RNA polymerdzu a smés nukleotidi s UTP znadenym
digoxigeninem (DIG). SP6 i T7 RNA polymerdzy jsou DNA-dependentni enzymy,
které katalyzuji syntézu RNA fetézce ve sméru 5'—3' bez pfitomnosti primerd.
Jejich promotorové oblasti jsou lokalizovany kolem MCS oblasti v pGEM®-T Easy vektoru,
¢imz je umoznén obousmérny prepis inzertu do RNA. Hybridiza¢ni sondy bylo nutné
ptipravit ve sméru anti-sense tak, aby byly po aplikaci na cilové misto schopné hybridizovat
se sense mRNA. Na zédklad¢ orientace insertii ve vektorech byla pro nase potieby zvolena SP6
RNA polymeraza. Mnozstvi zna¢enych RNA sond vytvofenych béhem in vitro transkripce
zavisi zejména na mnozstvi templatové DNA vlozené do reakce. Za standardnich podminek
vznikd z 1 pg templatu pfiblizné 10 pg RNA znacené digoxigeninem.

Proces ptipravy vzorkli pro tvorbu hybridizacnich sond byl provadén v laminarnim
boxu ur¢eném pro praci s RNA. Pied ptipravou reakéni smési bylo nejprve potieba vypocitat
objem vnasené¢ plazmidové DNA tak, aby bylo jeji pocateéni mnoZzstvi v kazdé zkumavce
I pg. K patfiénému objemu templatu byla pfidina DEPC voda a poté byly zkumavky
umistény na led. Zbytek reakéni smési byl pfidan dle Tab.13. Po jemném promichani
a stoceni byly vzorky inkubovéany 2 hodiny pii 37 °C v cykleru. Pro odstranéni DNA templatu
byly do kazdé zkumavky ptidany 2 pul DNazy 1 a obsah inkubovan 15 minut pi1 37°C.
Reakce byla zastavena ptfidanim 2 pl 0,2 M EDTA o pH 8. Koncentrace RNA sond
byla stanovena piistrojem Tecan Spark. Pfipravené hybridiza¢ni sondy byly skladovany

pfi teploté — 80 °C.
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Tab. 13: Slozeni reakéni smési pro in vitro transkripci RNA sond

Sonda 2 Sonda 3

Plazmidova DNA 5,8 ul 4,3 ul

DEPC-H20 7,2 ul 8,7 ul
10x NTP znadici smés 2 ul
10x transkripcni pufr 2 ul
Inhibitor RNaz 1 ul
RNA Polymeraza SP6 2 ul
Celkovy objem 20 pl

4.2.15 Priprava histologickych Fezi

Histologické ftezy vlasovky slezové byly pfipraveny na katedie biologickych
a lékarskych véd pani laborantkou P. LukeSovou. Struény postup prace je uveden nize.

K fixaci dospélct vlasovky slezové byl pouzit Bouinlv roztok, jenz obsahuje
formaldehyd, kyselinu pikrovou a kyselinu octovou. Po fixaci trvajici 30 minut byly vzorky
na hodinu ponoteny do 80% ethanolu a nésledné odvodnény ve tfech laznich acetonu béhem
24 hodin. Poté byly oSetfeny xylenem, a to ve dvou laznich po dobu 10 minut, ktery zajistil
projasnéni tkané. Vzorky byly dale pfemistény do termostatu, kde byly 2 hodiny inkubovany
pii teploté 56 °C ve dvou laznich parafinu a nakonec zality do parafinového blocku.

Z parafinovych blockl byly pomoci mikrotomu vytvoreny fezy o tloustce 7 nm.
Ty byly napnuty polozenim na vodni hladinu a nasledné¢ umistény na podlozni sklicka.

Takto pfipravené fezy byly skladovany pfi teploté 4 °C.
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4.2.16 RNA in situ hybridizace

Ptipravené RNA sondy a histologické tezy vlasovky slezové byly findlné pouzity
k detekci mRNA P-glykoproteinu-9.2 pomoci techniky RNA in situ hybridizace. Priib¢h této

techniky mtzeme rozdélit tii klicovych krok:
a) deparafinace histologickych fezi a naneseni hybridiza¢nich sond

b) stringentni promyvani a aplikace anti-DIG protilatek konjugovanych

s alkalickou fosfatazou

¢) naneseni chromogenniho substratu, jenz umozni kolorimetrickou detekci

hybridizované sondy

Ke kolorimetrické detekci byly pouzity dva typy chromogennich substrati - FastRed
TR/Naphtol AS-MX, jenz poskytuje Cerveny precipitat, a BCIP/NBT, ktery byl soucésti kitu
DIG Nucleic Acid Detection Kit a vytvaii precipitdit tmavé modry. Oba tyto
substraty vyzadovaly pfipravu odlisSnych pufrovacich roztokii a caste¢nou modifikaci
pracovniho postupu. Postup deparafinace histologickych fezii a naneseni hybridizacnich sond
byl proveden pro oba substrdty shodnym zpisobem, stejné¢ jako proces stringentniho
promyvani. Nasledujici kroky vsak nesly zna¢né odliSnosti, a proto jsou pro kazdy substrat
popsany odd¢lené€. Cely experiment RNA in situ hybridizace pii pouziti substratu FastRed
TR/Naphtol trval 3 dny, nebot’ zahrnoval dvé celonocni inkubace. VyuZiti DIG Nucleic Acid
Detection Kitu a substratu BCIP/NBT tuto dobu zna¢n¢ zkratilo, a to na pouhy jeden den.

4.2.16.1 Deparafinace histologickych Fezii a naneseni hybridiza¢nich sond

Procesy deparafinace 1 dalS§i opracovani histologickych fezii bylo provedeno
ve sterilnich sklenénych vanach, které byly naplnény cca 200 ml piislusnych roztoku.
Mikroskopicka sklicka byla do téchto roztokli vzdy zcela ponofena a ponechéana k inkubaci.
Ptesné poradi roztokli a ¢asy inkubace uvadi Tab. 14. Pfed zapocetim celého procesu byla
sklicka oznacena ¢islem sondy (2 nebo 3), ktera bude pii hybridizaci pouzita.

Nejprve byla provedena deparafinace histologickych fezii pomoci xylenu a roztokt
ethanolové fady o sestupné koncentraci. Nasledné byly fezy zavodnény pomoci DEPC-H>0
a dale inkubovany v 0,2M roztoku kyseliny chlorovodikové. Mikroskopicka sklicka byla dale

pfesunuta nejprve do PK pufru pfedehfatého na 37 °C, knémuZz byla posléze pfidana
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Proteindza K (16 pl/100ml). Po inkubaci sklicek v roztoku 0,2% glycinu byl proveden kratky
oplach v ledové 20% kyseliné octové umisténé v digestofi. Poté navazovala inkubace skli¢ek
v roztoku 20% glycerolu a jejich Setrné omyti v roztoku 2x SSC.

Mezitim byly pfipraveny dva hybridiza¢ni mixy, jejichz slozeni popisuji Tab. 15 a 16.
Z takto pfipravenych mixid byly dle Tab. 17 namichany dvé hybridizacni smési, kazda
s obsahem jiné RNA sondy (sondy 2 nebo sondy 3). Objemy jednotlivych slozek hybridiza¢ni
smési uvedené v Tab 17. vSak bylo potifeba vynésobit poctem sklicek tak, aby bylo mozné
na kazdé sklicko aplikovat objem 200 pl. Hybridiza¢ni smés byla namichana tésné pred
aplikaci na sklicka. Do té doby byl hybridizaéni MIX 1 uchovavan v termostatu pii teploté
70 °C a MIX 2 pfi teploté laboratorni.

Sklicka omyta v roztoku 2x SSC byla polozena na ptedehiatou sklenénou desku,
na niZ byla na dobu 10-12 minut pfemisténa do teploty 70 °C. Po vyjmuti z termostatu byla
sklicka kratce ochlazena polozenim na ledovou desku vymrazenou na -80 °C a poté umisténa
na pracovni plochu. Na kazdé sklicko bylo aplikovano 200 pl Cerstvé pripravené hybridizacni
smesi s ptislusnou sondou. Takto pfipravené fezy byly piekryty krycim sklickem a pfemistény
do vlhké komurky, kde byly inkubovany pfi teploté 60 °C. Skli¢ka urcena k detekci pomoci
substratu Fast Red byla inkubovéana ptes noc po dobu cca 18 hodin, zatimco sklicka pro
detekci substratem BCIP/NBT byla inkubovana pouze 2,5 hodiny. Do procesu RNA in situ
hybridizace byly zaclenény také preparaty kontrolni, které¢ byly inkubovany s hybridiza¢ni

smési bez obsahu hybridiza¢nich sond.
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Tab. 14: Postup opracovani histologickych ezl pfed nanesenim hybridiza¢nich sond

Typ roztoku

Tab.

Doba inkubace
Xylen 15 min
Xylen 15 min
100 % Ethanol 15 min
100 % Ethanol 15 min
96% Ethanol 5 min
70% Ethanol 5 min
50% Ethanol 5 min
30% Ethanol 5 min
DEPC-H,0 5 min
0,2M HC1 20 min
PK pufr (37 °C) 5 min
Proteinaza K (37 °C) 17 min
0,2% glycin 5 min
20% kyselina octova
(vychlazena na ledu) I5s
0,1M fosfatovy pufr (PBS) 5 min
20% glycerol 15 min
2x SSC 5s
15: SlozZeni hybridiza¢niho mixu 1
Hybridiza¢ni MIX 1
20x SSC 0,625 ml
Torula RNA 2,5 mg
0,1M fosfatovy pufr 0,375 ml
Celkovy objem 1 ml
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Tab. 16: Slozeni hybridiza¢niho mixu 2

Hybridiza¢ni MIX 2
Deionizovany formamid 1,25 ml
10% Tween 20 0,25 ml
dextran 0,25 g
Celkovy objem 1,5 ml

Tab. 17: Slozeni hybridizacni smési

Hybridizaéni smés
Hybridiza¢ni MIX 1 77 ul
Hybridiza¢ni MIX 2 122,5 pl
RNA sonda €. 2 nebo €. 3 0,5 ul
Celkovy objem 200 pl

4.2.16.2 Stringentni promyvani

Cilem stringentnich oplachi bylo odstranéni nespecificky navazanych RNA sond,
které by mohly nésledné slouZit jako zdroj faleSné€ pozitivnich signald.

Po uplynuti doby hybridizace byla mikroskopicka sklicka vyjmuta z termostatu
a pinzetou z nich byla Setrné odstranéna kryci sklicka. Preparaty byly ponofeny do roztoku
2x SSC s obsahem Tweenu 20 a navraceny do termostatu, kde prob¢hla inkubace pii 50 °C.
Dale byly preparaty inkubovany pfi laboratorni teploté ve tfech dalSich roztocich SSC

o klesajici koncentraci. Pfesné ¢asy inkubace a koncentrace roztokti jsou uvedeny v Tab. 18.
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Tab. 18: Postup provedeni stringentniho promyvani

Typ roztoku Doba inkubace
2x SSC+ 0,1% Tween 20
15 min
(50 °C)
1x SSC 15 min
0,5x SSC 15 min
0,1x SSC 15 min

4.2.16.3 Aplikace anti-DIG protilatek a detekce substratem Fast Red

Po provedeni stringentnich oplachii v roztocich SSC byla sklicka inkubovana 5 minut
v MAB pufru. V mezicase byly pfipraveny dva blokovaci pufry, jejichz slozeni uvadi Tab. 19.
Objemy jednotlivych slozek byly pfitom vynasobeny poctem analyzovanych sklicek tak, aby
bylo mozné na kazdé z nich aplikovat 200 pl pfipraveného pufru. Anti-DIG protilatky byly
pritom do 2% blokovaciho pufru pfidany tésné pted jeho uzitim. Sklicka vyjmuta z MAB
pufru byla pfemisténa do vlhké komurky, kde byla ptevrstvena 200 pl 4% blokovaciho pufru
a inkubovana 30 minut pfi laboratorni teplot¢.

Poté¢ byl pufr z prepardti odstranén opatrnym sklepnutim a skli¢ka ponechéana
k vyschnuti. Suché preparaty byly pokryty 200 pul 2% blokovaciho pufru s obsahem anti-DIG
protilatek a po uzavieni krycimi sklicky navraceny do vlhké komtrky. Nésledné probéhla pii

4 °C celono¢ni inkubace trvajici cca 18 hodin.

Tab. 19: Slozeni blokovacich pufrt

4% blokovaci pufr 2% blokovaci pufr
Koniské sérum 8 ul 4 ul
MAB pufr 192 ul 195,6 ul
Anti-DIG protilatky - 0,4 pl
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Nadchazejici den byla sejmuta kryci skla a preparaty inkubovany ve dvou MAB
pufrech, vkazdém po dobu 20 minut. Poté byla sklicka pfemisténa na 5 minut
do substratového pufru. V mezicase byl pfipraven roztok s chromogennim substratem Fast
Red. Nasledn¢ bylo aplikovano 200 ul takto pfipraveného chromogenniho substratu na suché
preparaty, které byly pfemistény do zatemnéného prostoru. Vyvolavaci reakce probihala cca
15 minut. Preparaty byly nasledné Setrné omyty DEPC vodou a zafixovany montovacim

médiem. Findlni preparaty byly skladovany pii teploté 4 °C.

4.2.16.4 Aplikace anti-DIG protilatek a detekce substratem BCIP/NBT

Proces aplikace anti-DIG protilatek a detekce chromogennim substratem BCIP/NBT
byla provedena dle instrukei pfiloZzenych ke kitu DIG Nucleic Acid Detection Kit (Roche).
Neni-li uvedeno jinak, je ptiprava pouzitych roztokl a pufrii popsdna v kapitole 4.1.3. Jejich
potadi pii experimentu a ¢asy inkubace zobrazuje Tab. 20.

Po inkubaci histologickych fezti s hybridizacnimi sondami a stringentnim promyvani
(kapitola 4.2.16.1 a 4.2.16.2) byla sklicka Setrné¢ oplachnuta promyvacim pufrem
a inkubovana v prosttedi blokovaciho pufru.

Mezitim byl pfipraven pracovni roztok s anti-DIG protilatkami, ktery vznikl
nafedénim protilatek blokovacim roztokem v poméru 1: 5 000. Vialka s anti-DIG protilatkami
(soucast DIG Nucleic Acid Detection Kit) byla pfed pouzitim centrifugovana po dobu 5 minut
pii 10 000 rpm. Poté bylo do 5 ml sterilni zkumavky napipetovano 2,5 ml blokovaciho
roztoku, k némuz bylo pfidano 0,5 pl sto¢ené suspenze protilatek.

Po vyprSeni doby inkubace v blokovacim pufru byla sklicka lehce osuSena
a pfipravena k aplikaci 200 pl roztoku s anti-DIG protilatkami. Preparaty s nanesenym
roztokem protilatek byly prekryty krycim sklickem a inkubovany 30 minut pii laboratorni
teploté. Poté probéhlo opatrné sejmuti krycich skli¢ek a oSetfeni preparatli v promyvacich
roztocich, v kazdém po dobu 15 minut. Za Gc¢elem ekvilibrace preparati pred nanesenim
chromogenniho substratu byla sklicka kratce ponofena do detekéniho pufru. Poté bylo
na kazdé sklicko naneseno 200 pl roztoku chromogenniho substratu BCIP/NBT a preparaty
pfemistény do zatemnéného prostoru. Tvorba barevného precipitatu byla velmi rychla,
proto byla vyvolavaci reakce po cca 20 minutich ukoncena oplachem skli¢ek DEPC vodou.

Vytvotené preparaty byly zafixovany montovacim médiem a uchovavany pii teploté 4 °C.

54



Tab. 20: Postup detekce substratem BCIP/NBT

substratu

Typ roztoku Doba inkubace
Promyvaci pufr 5 sec
Blokovaci roztok 30 min
Roztok anti-DIG protilatek 30 min

Detekéni pufr 2-5 min
Roztok chromogenniho
15 min
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5. VYSLEDKY

5.1 Priprava hybridiza¢nich RNA sond

5.1.1 Priprava inzerta

Prvotnim krokem v pfipravé hybridizacnich sond byla polymerazova fetézova reakce,
kterd umoznila ztemplatové cDNA vyselektovat a amplifikovat tfi zddouci useky genu
Hco-Pgp-9.2. Pfitomnost téchto usekti, reprezentujicich sondy ¢.1, 2 a 3, byla nésledné
potvrzena agarosovou elektroforézou. K posouzeni délky fragment byl pouzit 100 bp DNA

ladder. Vystup agarosové¢ elektroforézy dokumentuje Obr. 8.

1000 bp
500 bp

Obr. 8: Detekce amplikonti pomoci agarosové elektroforézy

Do jamky vlevo je nanesen 100 bp DNA ladder, nasleduji amplikony €. 1, 2 a 3.

Po precisténi PCR produkti pomoci komer¢niho kitu NucleoSpin Gel and PCR product
Clean-up, byla stanovena jejich koncentrace ptistrojem Tecan Spark (Tab. 21). Posouzeni
Cistoty amplikoni bylo provedeno na zékladé¢ poméru absorbanci A260/A280. Hodnoty

pomért vétsi nez 1,8 naznacuji vysoky stupen Cistoty.

Tab. 21: Koncentrace amplikoni PCR

Koncentrace (ng/ul) A260/280
Amplikon 1 142,31 1,91
Amplikon 2 77,47 1,90
Amplikon 3 93,05 1,98
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1000 bp
500 bp

5.1.2 Ovéreni uspéSnosti klonovani

Ocisténé PCR produkty byly opatfeny adeninovymi koncovkami, zaligovany
do vektori P-GEM-T Easy a vneseny do kompetentnich bun¢k E. Coli typu JMI109.
Transformované buiiky byly nasledné¢ kultivovany na plotnach s zivnou ptudou s obsahem

ampicilinu.

5.1.2.1 Colony PCR

Uspé$nost ligace a pfitomnost inzertu byla v narostlych koloniich ovéfena pomoci
screeningové metody Colony PCR. Z kazdé dvojice ploten bylo vybrano a ocislovano
5 kolonii bilé barvy, které byly do reakce vneseny jako templat. Detekce produktd byla
provedena elektroforézou na 1% agarosovém gelu. Jako velikostni marker byl pouzit 100 bp
DNA ladder.

Vystup elektroforézy zndzorniuje Obr. 9. Zleva je nanesen DNA ladder, nasleduji
kolonie s insertem €. 1, 2 a 3. Pfitomnost kyzeného insertu byla pozitivné testovana u vSech
kolonii kromé kolonii s ozna¢enim 2-5, 3-1, 3-2 a 3-5. K néaslednému pomnozeni v LB médiu
byly vybrany dvé kolonie z kazdé skupiny, konkrétné kolonie s oznacenim 1-2, 1-4, 2-2, 2-4,

3-3 a 3-4 a jako kontrola jedna modra kolonie (K), ktera obsahuje vektor bez insertu.

Obr. 9: Detekce produktti Colony PCR pomoci agarosové elektroforézy

5.1.2.2 Quick-Load PCR

Z bakterialnich kultur, jez vznikly pomnoZenim vybranych kolonii v LB médiu, byla
vyizolovdna plazmidovd DNA. Ta byla pouzita jako templat v reakci Quick-Load PCR,
pomoci niz byly potvrzeny vysledky piedeslého screeningu. K amplifikaéni reakci byly
vyuzity primery M13, jejichz vazebné misto lezi v sekvenci vektoru mimo oblast MCS. Délka

produktt byla porovnana s velikostnim markerem 100 bp.
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Detekce amplikonli byla provedena agarosovou elektroforézou (Obr.10) Zleva je
nanesen DNA ladder, poté nasleduji plazmidové DNA pochazejici z kolonii 1-2, 1-4, 2-2, 2-4,
3-3, 3-4 a kontroly (K). Pfitomnost zadoucich insertii byla potvrzena ve vSech reakcich.
Koncentrace plazmidové DNA ve vzorcich byla nasledné stanovena pfistrojem Tecan Spark

(Tab. 22).

1000 bp
500 bp

Obr. 10: Elektroforeticka detekce produktt reakce Quick-Load PCR

Tab. 22: Koncentrace izolované plazmidové DNA

Koncentrace (ng/ pl) A260/A280
Plazmidova DNA 1-2 219,53 1,97
Plazmidova DNA 1-4 218,13 1,93
Plazmidova DNA 2-2 190,12 1,92
Plazmidova DNA 2-4 115,38 1,99
Plazmidova DNA 3-3 238,77 1,93
Plazmidova DNA 3-4 240,32 1,93

5.1.2.3 Sekvenace

Definitivni potvrzeni pfitomnosti inzerti v plazmidové DNA bylo provedeno
Sangerovym sekvenovanim v Eurofins Genomics. Vystupni data z elektroforeogramii byla
ptevedena programem Chromas do FASTA formatu, ktery je kompatibilni s bioinformaénimi

programy.
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Protoze byl jako sekvenacni primer pouzit reversni primer M13, bylo nutné sekvence
ocistit od vektorovych rezidui a ptelozit do reverzné¢ komplementarni podoby. K tomuto tcelu

byly pouzity webové programy VecScreen (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/),

DNA Range Extractor (http://www.bioinformatics.org/sms2/range extract_dna.html)

a Reverse Complement (http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_comp.html).  Ukéazka

vystupu z programu VecSreen je zndzornéna na Obr. 11.

Distribution of Vector Matches on the Query Sequence

1 286 572 858 1144

Match to Vector: . Strong . Moderate Weak

Segment of suspect origin:

Segments matching vector:
Strong_match: 2-117, 615-1144
Weak match: 1

Obr. 11: Vystup programu VecScreen.

Oblasti zbarvené cervené oznacuji tiseky sekvence nalezici vektoru. Zadouci sekvence naseho inzertu
je zbarvena bile.

Takto zpracované sekvence bylo mozné porovnat se sekvencemi referenénimi pomoci

programu MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/), viz obr.12, 13 a 14. V sekvenci

inzertu ¢. 2 byla nalezeno nékolik nukleotidovych zdmén, znichz vétSina ma charakter
same-sense mutaci.

Na zékladé vyse provedenych krokti bylo potvrzeno, Ze oba inzerty byly do vektoru
zaligovany ve sméru od promotoru T7 RNA polymerazy k promotoru SP6 RNA polymerazy.
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261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 |
ACAATTTGAARCACGACGTGACACARAACTGTTTGAAATACGTCTACCTTGGTTGTGGAATATTCGCAGCAGCARCGATTCAGGCGACATGTTTCCTGACTGTCGGAGARARCCTGGTGAATCARTTGAGG
CARCGATTCAGGCGACATGTTTCCTGACTGTCGGAGARARCCTGGTGAATCARTTGAGG

....................................................................... CARCGATTCAGGCGACATGTTTCCTGACTGTCGGAGARARCCTGGTGAATCAATTGAGG
391 400 4q10 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 |
CGACAGTTTTTCARGTCARTTCTTCGCCARGACATTCCATGGTTTGATARGAATGGTTCAGGAACAT TGGCCACARAGCTGTTCGACAATCTCGAACGAGTCAAGGARGGARCCGGCGACARAGTCGGTC

CGACAGTTTTTCARGTCARTTCTTCGCCARGACATTCCATGGTTTGATARGAATGGTTCAGGAACAT TGGCCACARAGCTGTTCGACAATCTCGAACGAGTCAAGGAAGGARCCGGCGACARAGTCGGTC
CGACAGTTTTTCARGTCARTTCTTCGCCARGACATTCCATGGTTTGATARGAATGGTTCAGGAACAT TGGCCACARAGCTGTTCGACAATCTCGAACGAGTCAAGGARGGARCCGGCGACARAGTCGGTC

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 |
TGATGATCCAGTATGTGGCACAGTTCTTCGGTGGCTTCATCGTGGCATTCACCTATGACTGGARACTCACGCTGATTATGATGTCCCTGGCTCCATTCATGATCATGTGCGGAGCATTTATTGCTAGGTT
TGATGATCCAGTATGTGGCACAGTTCTTCGGTGGCTTCATCGTGGCATTCACCTATGACTGGARACTCACGCTGATTATGATGTCCCTGGCTCCATTCATGATCATGTGCGGAGCATTTATTGCTAGGTT
TGATGATCCAGTATGTGGCACAGTTCTTCGGTGGCTTCATCGTGGCATTCACCTATGACTGGARACTCACGCTGATTATGATGTCCCTGGCTCCATTCATGATCATGTGCGGAGCATTTATTGCTAGGTT

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
1 |
GATGGCCACTGLAGCGACTCGTGAGGCCARAAAGTATGCAGTGGCTGGAGGAATAGCCGARGAGGTGCTTACTTCGATGAGGACTGTTATGGCTTTCARCGGACAGCCTTATGAGTGCGAARGGTACARG
GATGGCCACTGCAGCGACTCGTGAGGCCARAAAGTATGCAGTGGCTGGAGGAATAGCCGARGAGGTGCTTACTTCGATGAGGACTGTTATGGCTTTCARCGGACAGCCTTATGAGTGCGAARGGTACARG
GATGGCCACTGCAGCGACTCGTGAGGCCARAAAGTATGCAGTGGCTGGAGGAATAGCCGARGAGGTGCTTACTTCGATGAGGACTGTTATGGCTTTCARCGGACAGCCTTATGAGTGCGAARGGTACARG

761 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
1 1
CAGGCACTGGARGATGGTAAATCTACAGGARTAARRGARATCCTTGTATGTTGGTATTGGCTTCGCARTTACATTTCTGATCTTGTTCTCTTCCTATTGCTTGGCATTTTGGEGTCGGCACGGATTTCGTCT
CAGGCACTGGARGATGGTAAATCTACAGGARTARRGARATCCTTGTATGTTGGTATTGGCT

CAGGCACTGGARGATGGTAAATCTACAGGAATARRGARATCCTTGTAT GT TOETAT TGO T s s s ss s e s sssssssonssssssssnssssssssnsssssssssnsssssssssnssssssssnnss

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

1 1
ACARTAACCGGATGCARGG TGGARCTGTGATGACGGTCTTTTTTGCCGTTATGATGGGCTCTATGGCGCTTGGACARGCTGGACCTCAGTTTGCTGTTCTCGGCACAGCTATGGGTGCAGCCGGATCTCT

Obr. 12: Porovnani vysledki sekvenace inzertu €. 1 s referencni sekvenci genu Hco-Pgp-9.2

PgPa.2
HRZ2=-4
Consensus

PgPa.,2
HRZ-4
Consensus

PgP9.2
HRZ2-4
Consensus

PgP9.2
HR2-4
Consensus

1951 1960 1970 1980 1930 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
1 1
CTATCTACGARTGACGACAARAGAGAARAARACTGCTGCAARCARGTCGGTGARAGCCGTARAGGATC TGGAGCGACTGAARARARAGAACTCGAAGARGAAGGTGCTGTCAGAGCGARCCTCATTARAATCT

TAGGATCTGGAGCGACTGARRARAGARCTCGAAGARGARGGTGCTGTCAGAGCGARCCTCATTARARTCT
asttastrsttastisstittitetisttantisntarsssnssssrsntsanssssssDNGGATCTGGAGCGACTGARAARAGARCTCGAAGAAGAAGGTGCTGTCAGAGCGARCCTCATTAAAATCT

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
1 |

TTAGGTATGCTCGACCCGARTGGCCTTTTATCACTATTGCCGTACTCTCCTCARTCGTACARGGATGCGTTTTTCCAGCTTTCTCCTTATTCTTCACACAARRTTATCGACGTGTTCTCARAGCGACCGLG
TTAGGTATGCTCGACCCGARTGGCCTTTTATCACTATTGCCGTACTCTCCTCARTCGTACAAGGATGCGTTTTTCCAGCTTTCTCCTTATTCTTCACACARAT TATCGATGTGTTCTCARAGCGACCAGG
TTAGGTATGCTCGACCCGAATGGCCTTTTATCACTATTGCCGTACTCTCCTCARTCGTACARGGATGCGTTTTTCCAGCTTTCTCCTTATTCTTCACACAARTTATCGACGTGTTCTCARAGCGACCaGG

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
1 |
TGATCCATCGCTCAGGAGCGATGGCCATTTTTGGGCACTCATGTTTCTCGTACTGEGTATTATTCARGCTATCTCTATGCTTCTACAGTGTTTCTTCTTTGGTATGTCAGCAGAAAGGCTCACARTGCGG
TGATCCATCGCTCAAGAGCGATGGCCATTTTTGGGCACTCATGTTTCTTCTCTTGGGTGTTATTCARGCTATCTCTATGCTTCTACAGTGTTTCTTCTTCGGTATGTCAGCCGAACGGCTCACARTGCGG
TGATCCATCGCTCAaGAGCGATGGCCATTTTTGGGCACTCATGTTTCTecTacTGGGTaT TATTCARGCTATCTCTATGCTTCTACAGTGTTTCTTCTTeGGTATGTCAGCaGAAaGGCTCACARTGCGG

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470
1 |

CTTCGTTCARAGATCTTCARCARTGTGATGAGARTGGATGCCACCTACTTCGACATGCCTCGCCATTCACCTGGCARARTCACCACCCGACTAGCCACGGATGCACCCAACGTGARATCGGCTCTCGACT
CTTCGTTCARAGATCTTCARCARTGTGATGAGARTGGATGCCACCTACTTCGACA
CTTCGTTCARAGATCTTCARCARTGTGATGAGARTGGATGCCACCTACTTOGACA. o v v s s e s s s s s s sssssssssssssssssssssssstssssstssssstsssssttssssttsssstsss

Obr. 13: Porovnani vysledkl sekvenace inzertu €. 2 s referencni sekvenci genu Hco-Pgp-9.2
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Conzensus

Consensus

Consensus

2731 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850
1

PgP9,.2 GCTGAATTCTGTCATCATCTGGATGGACCACACARAACCAACAGACGGARRGCCCTTATTCAGGGCGTCTCATACGGTTTCGCCTGCAGTATTTTCTATTTCTTGTACGCTTCATGCTTCCGATTCGGAG

HR3-4 ACACARARCCARCAGACGGARAGCCCTTATTCAGGGCGTCTCATACGGTTTCGCCTGCAGTATTTTCTATTTCTTGTACGCTTCATGCTTCCGATTCGGAG
CONSENSUS  .iviesvesssssssssssssssssssns ACACARARCCAACAGACGGARAGCCCTTATTCAGGGCGTCTCATACGGTTTCGCCTGCAGTATTTTCTATTTCTTGTACGCTTCATGCTTCCGATTCGGAG

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2920 2940 2950 2960 2970 2980
I

PgP9.2 CATGGCTTATCGTCCACGGCTACCTCGGGCCGATGARCGTTCTTAGGGTTGAGCTCGCAATTTCTTTCACTGCTGGTAGTCTTGGTTTTGCCAGCTCGTATTTCCCCGAGTATATCARAGCTACATTTGE
HR3-4 CATGGCTTATCGTCCACGGCTACCTCGGGCCGATGARCGTTCTTAGGGTTGAGCTCGCAATTTCTTTCACTGCTGGTAGTCTTGGTTTTGCCAGCTCGTATTTCCCCGAGTATATCARAGCTACATTTGE

2991 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110
1

CATGGCTTATCGTCCACGGCTACCTCGGECCGATGARCGTTCTTAGGGTTGAGCTCGCAATTTCTTTCACTGCTGGTAGTCTTGGTTTTGCCAGCTCGTATTTCCCCGAGTATATCARAGCTACATTTGE

PgP9.2 TGLCGGTCTCATTTTTCATATGCTGGAGGAGARGCCACGTATCGACGGCATGAGCAGCAACGGTARARAACCGARGATCCTTGGCGCTGTCARACTGGATCARGTATACTTCAACTATCCCGAGCGACCA
HR3-4 TGCCGGTCTCATTTTTCATATGCTGGAGGAGARGCCACGTATCGACGGCATGAGCAGCAACGGTARARARCCGARGATCCTTGGCGCTGTCARACTGGATCARGTATACTTCARCTATCCCGAGCGACCA

TGCCGGTCTCATTTTTCATATGCTGGAGGAGARGCCACGTATCGACGGCATGAGCAGCAACGGTARARARCCGARGATCCTTGGCGCTGTCARACTGGATCARGTATACTTCARCTATCCCGAGCGACCA

3121 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240
I

PgP9,2 GATGTGCCCATACTTCAGGGACTCAATATCAGGGTGGAACCCGGCGARRCTCTGGCTTTGGTTGGACCGAGTGGTTGTGGARAGTCTACCGTGATATCGCTACTTGARRGGTTTTACGATGCTTTGGACG
HR3-4 GATGTGCCCATACTTCAGGGACTCAATATCAGGGTGGARCCCGGCGAARCTCTGGCTTTGGTTGGACCGAGTGGTTGTGGAARGTCTACCGTGATATCGCTACTTGARAGGTTTTACGATGCTTTGGACG

3251 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370
1

GATGTGCCCATACTTCAGGGACTCAATATCAGGGTGGARCCCGGCGAARCTCTGGCTTTGGTTGGACCGAGTGGTTGTGGAAAGTCTACCGTGATATCGCTACTTGARRGGTTTTACGATGCTTTGGACG

1
PgP3,2 GCTCTGTTGAAATCGATGGTAACGACATACGCGARATGAACCCTTCTCACCTGCGTGCCCATATTGCATTGGTATCACAGGAGCCARTCCTCTTCGACAGATCCATCAGGGACARCATCCTGTATGGLCT

HR3-4 GCTCTG

CONSENSUS  BLTET G, 4 vesrsrnrassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssstssestssassssssssssntssssrrntssssrsses

Obr. 14: Porovnani vysledkl sekvenace inzertu €. 3 s referencni sekvenci genu Hco-Pgp-9.2.

5.1.3 Izolace masivné namnoZeného plazmidu

Pro naslednou tvorbu sond bylo zapotfebi ziskat vétSi mnozstvi plazmidu o vyssi
koncentraci. Po izolaci plazmidové DNA kitem ZymoPURE Plasmid MidiPrep Kit byla
zmétena koncentrace plazmidové DNA pfistrojem Tecan Spark. K posouzeni Cistoty izolath
byl vyuzit pomér absorbanci A260/A280. Jak je uvedeno v Tab. 23, koncentrace prvniho
vzorku je oproti ostatnim vyrazné nizsi, proto byly v dalSich krocich vyuzity pouze plazmidy

s inzerty €. 2 a 3.

Tab. 23: Koncentrace masivné namnozenych plazmidii

Koncentrace (ng/pl) A260/A280

Pla?mldova l?NA 96,65 1,94

s insertem ¢.1
Pla.zmldova ]3NA 42,74 1,95

s insertem ¢. 2
Pl i A DNA

azmidova L 237,17 1,95

s insertem ¢. 3
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5.1.4 Linearizace plazmidové DNA

Vybér vhodné restrikéni endonukledzy byl proveden pomoci webového programu

Restriction Summary (http://www.bioinformatics.org/sms2/rest_summary.html), ktery zadané

sekvence provéiil na pfitomnost restrikénich mist mnoha endonukledz. Ukazku vystupu
z tohoto programu dokumentuje Obr. 15. Enzymy zbarvené zelen¢ $té€pi zadanou sekvenci
jednou, Zluté zbarvené dvakrat. Z enzymdu, které inzert nestépi (bilé barvy), byl vybran
takovy, jehoz restrikéni misto v sekvenci vektoru p-GEM-T Easy lezi na strané prilehlé
k promotorové oblasti T7 RNA polymerazy. Jedin¢ tak bude mozné v nasledujicim kroku

nasyntetizovat RNA sondu v anti-sense sméru.

Mspl c|cgg 94, 262
Nael gcclgge none
Narl gg|cgec none
Ncol c|catgg none
Ndel ca|tatg 247
Ndell |gatc 166, 188
NgoMIV g|ccgge none

Obr. 15: Vystup programu Restriction Summary

(https://www.bioinformatics.org/sms2/rest summary.html)

Uspésnost linearizace byla ovéfena agarosovou elektroforézou, kde byly linearizované
plazmidy porovnany s ptivodnimi vzorky cirkularnich plazmidi. Jako velikostni marker byl
pouzit 1 kbp DNA ladder. Vysledek elektroforézy zachycuje Obr.16 — zleva je nanesen DNA
ladder, nasleduje plazmid s inzertem €. 2 a €. 3 v cirkularni (C) a linearizované (L) podob¢.
Pohyb linearizovaného plazmidu by mél byt pomalejsi nez plazmidu cirkularniho, ¢emuz
odpovida i1 vystup provedené elektroforézy. Koncentrace ptecisténych produktd linearizace

byla néasledné stanovena pftistrojem Tecan Spark.
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3000 bp

Obr. 16: Vizualizace cirkularnich a linearizovanych plazmida

Vlevo vizualizovan DNA ladder, nasleduje vektorova DNA s inzertem ¢.2
v cirkularni (C) a linearizované (L) podob¢ a obdobn¢ vektorova DNA
s inzertem €. 3

Tab. 24: Koncentrace linearizovanych vektorti

Koncentrace (ng/pl) A260/A280
Llnear.lzovany vektor 172,58 1,84
s insertem 2
Llnear.lzovany vektor 234,99 1,84
s insertem 3

5.1.5 Tvorba RNA sond zna¢enych digoxigeninem

Linearizované vektory s inzerty byly pouZity v procesu in vitro transkripce jako
templaty pro tvorbu RNA sond znacenych digoxigeninem (DIG). Koncentrace a Cistota

pfipravenych sond byla stanovena spektrofotometrickym meéfenim na pfistroji Tecan Spark
(Tab. 25).

Tab. 25: Koncentrace RNA sond znac¢enych digoxigeninem

Koncentrace (ng/pl) A260/A280
DIG-RNA sonda 2 854,72 1,85
DIG-RNA sonda 3 1248,69 1,87
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5.2 RNA in situ hybridizace

Vytvotené hybridiza¢ni sondy byly findln€é pouzity k detekci mRNA
P-glykoproteinu-9.2 v histologickych fezech vlasovky slezové. Vlastni detekce byla
provedena pomoci dvou typi chromogennich substratii - FastRed a BCIP/NBT, jimz byl
prizptisoben cely proces RNA in situ hybridizace. Vysledné preparaty byly pozorovéany
a zdokumentovany ve svételném mikroskopu (Obr. 17-20.)

Na Obr. 17 jsou zaznamendny vzorky negativni kontroly, které byly pfipraveny
inkubaci histologickych ezl vlasovky slezové s hybridizacni smési bez obsahu RNA sondy.

Obr. 18 porovnava vystup detekce substratem FastRed (vlevo) a BCIP/NBT (vpravo)
pfi hybridizaci sondy ¢. 2 na fez vlasovky slezové samiciho pohlavi. Vznik barevného
precipititu je patrny ve tkdni stfeva (infestinum), vajeniku (ovarium) a delohy (uterus)
naplnéné vajicky (ovum). Na tezu, kde byl k vizualizaci hybridiza¢nich sond pouzit substrat
BCIP/NBT, se navic jevi jasné¢ zabarvena i oblast hypodermis. Ta je vSak po aplikaci
substratu FastRed zabarvena velice slabé. Aplikace RNA sondy €. 3 pfinesla vysledky shodné
se sondou €. 2 (Obr.19).

Z diivodu nedostateéného poctu a nizké kvality histologickych fezii ze samct vlasovky
slezové, byla RNA in situ hybridizace provedena pouze s chromogennim substratem FastRed.
Jak dokumentuje Obr.20, i takto pouzité fezy byly pietrhané, ¢imz byla znemoznéna jejich
plnohodnotnd interpretace. Pozitivné 1ze hodnotit pouze gonadélni tkan (festes) a hypodermis,

v nichz je patrny vznik barevného precipitatu.

64



Obr. 17: Kontrolni vzorky

Histologické fezy samic vlasovky slezové inkubované s hybridizacnim mixem bez piitomnosti
hybridizacnich sond. Na preparatu vlevo byla provedena detekce substratem Fast Red, vpravo
substratem BCIP/NBT.

Obr. 18: Detekce mRNA Pgp-9.2 u samic vlasovky slezové pomoci RNA sondy ¢.2

Na preparatu vlevo byl k detekci pouzit substrat FastRed, vpravo substrat BCIP/NBT. (1) intestinalni
tkan, (2) ovarium, (3) uterus, (4) ovum, (5) hypodermis
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Obr. 19: Detekce mRNA Pgp-9.2 u samic vlasovky slezové pomoci RNA sondy ¢.3

Na preparatu vlevo byl k detekci pouzit subtrat FastRed, vpravo BCIP/NBT. (1) intestinalni tkan,
(2) ovarium, (3) uterus, (4) ovum, (5) hypodermis

Obr. 20: Detekce mRNA Pgp-9.2 u samci vlasovky slezové pomoci RNA sondy ¢. 2.

U obou samcich preparatu byl vyuzit chromogenni substrat FastRed. (1) testes, (2) hypodermis
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6. DISKUZE

P-glykoprotein byl prvnim ABC transportérem, ktery byl v lidském téle identifikovan.
Dnes je na né pozornost upfena zejména v souvislosti s chemoterapeutickou rezistenci
a neuspéSnou lécbou fady onkologickych onemocnéni. Celosvétové nejcastéjSim typem
rakoviny byla v roce 2020 rakovina prsu, ktera tvotila 12,5 % vSech ptipadi (WHO [online]).
V bunkéch karcinomu prsu vykazujicich mnohocetnou 1ékovou rezistenci byla zjisténa 2,74x
vyssi  exprese P-glykoproteinu oproti bunkam citlivym (Mechetner et al. 1998).
Vysledky dalsi studie prokézaly, ze zvysSend exprese P-glykoproteinu vyznamné snizuje
odezvu na 1écbu ze 68 % na pouhych 17 % (Burger et al. 2003). Exprese P-glykoproteinu
v malignich buiikdch byla také pozorovdna u vice nez 50 % pacientl s relapsem akutni
myeloidni leukémie. Niz§i miru exprese pfitom vykazovali pacienti mladsi 35 let, coz mize
castecné vysvétlit hor$i odezvu na 1é¢bu u pacienti starSiho véku (Han et al. 2001, Leith et al.
1999).

Uplatnéni P-glykoproteinu na lékové rezistenci neni tématem pouze humanni mediciny,
ale tykéd se také oblasti veterindrni. Parazitické hlistice disponuji velkym potencidlem pro
rozvoj anthelmintické rezistence. U vlasovky slezové, krevsajiciho parazita malych
ptezvykavcl, se jiz rezistence projevila vi¢i vSem uZzivanym anthelmintikiim.
Vyznamnou ulohu v jejim rozvoji hraji kromé biotransformacnich enzymt homology
P-glykoproteinu. Ty mohou pfi nespravném managementu anthelmintické lécby podléhat
zvySené expresi a omezit tak vazbu léCiva na cilové struktury. U vlasovky slezové byla
doposud zdokumentovand zvySend exprese navozena makrocyklickymi laktony u gent
Hco-Pgp-2, Hco-Pgp-9.1, Heco-Pgp-13 a Heo-Pgp-16 (Godoy et al. 2015a, Godoy et al. 2016,
David et al. 2018, Godoy et al. 2015b). Pro porozuméni uplatnéni téchto transportéra
v mechanismech anthelmintické rezistence je nezbytna nejen jejich diikkladna charakterizace,
ale také lokalizace.

Doposud byly v téle vlasovky slezové lokalizovany tfi P-glykoproteiny — Pgp-2, Pgp-9.1
a Pgp-13. Ve pharyngedlni ¢asti travici trubice byly detekovany dva transportéry, a to Pgp-2
a Pgp-13. P-glykoprotein-13 byl navic lokalizovan v hlavovych neuronech, pravdépodobné
amfidech, a v epitelidlni tkani lemujici exkrecni kanaly (Godoy et al. 2015a, David et al.
2018). Vyskyt P-glykoproteinu-9.1 byl prokazan v samici pohlavni soustavé, konkrétné
ve tkani d€lohy (Godoy et al. 2016). Detekce vSech téchto tii transportérii byla provedena
technikou fluorescenni imunolokalizace, jejiz podstata spociva ve vazbé specifickych

protilatek na epitopy zkoumaného proteinu. Tyto protilatky je pfitom nutné pfipravit

67



procesem cilené imunizace zvifat, k némuz je pouzita emulze s obsahem ptisluSnych in vitro
syntetizovanych antigend. Fluorescen¢ni znackou pak muze byt oznacena protilatka primarni,
pfipravena vyse uvedenym zptisobem, ¢i komerén¢ dostupnd protilatka sekundarni (Zaqout et
al. 2020).

V této diplomové praci jsme se zaméfili na detekci mRNA P-glykoproteinu-9.2 pomoci
pomérné nové techniky chromogenni RNA in situ hybridizace. Zakladem této techniky
je hybridizace digoxigeninem-znacenych anti-sense sond, které¢ byly pfipraveny metodami
molekuldrniho klonovani, k sense mRNA v histologickych fezech vlasovky slezové.
Vlastni vizualizace cilové mRNA pak byla umoznéna anti-digoxigenin protilatkami
konjugovanymi s alkalickou fosfatdzou. Technika chromogenni RNA in situ hybridizace
obchazi nutnost pfipravy specifickych protilatek, které hraji v procesu fluorescencni
imunolokalizace kli¢ovou roli, a umoziluje detekci barevného signdlu ve svételném
mikroskopu. Stava se tak technikou nendro¢nou a velmi dostupnou.

Vystup provedené RNA in situ hybridizace byl v naSem ptipad¢ hodnotitelny pouze
usamic. Sam¢éi preparaty byly znehodnocené potrhanim ¢i ztratou nékterych casti
histologickych fezli. Jedna se pravdépodobné o nasledek mensich télesnych rozmért a vyssi
kiehkosti, nez je tomu u samic vlasovky slezové. Fixaci a nésledné zalévani do parafinu by
bylo vhodné u samcii vlasovky slezové optimalizovat.

Lokalizace cilové mRNA byla v samicich fezech shodna u obou pouzitych RNA sond,
detekujicich odliSné useky genu Hco-pgp-9.2. Barevny precipitat pii uziti substratu FastRed
1 BCIP/NBT byl identifikovatelny v hypodermis, intestinalni tkéani, vajecnicich a déloze,
vcetné vajicek. Intenzita zabarveni oblasti hypodermis byla po aplikaci substratu FastRed
oproti BCIP/NBT nizk4, avSak chromogenni RNA in situ hybridizace je metodou kvalitativni,
proto mizeme hodnotit i tento nalez jako pozitivni.

Rozsahla distribuce mRNA P-glykoproteinu-9.2 v rozlicnych organech samic vlasovky
slezové miize svédcit pro jeho vyznamné fyziologické uplatnéni. Zazivaci trakt slouzi nejen
k pfiymu Zivin, ale funguje také jako vstupni brana pro latky Skodlivé. P-glykoprotein-9.2 by
zde mohl plnit protektivni Glohu a branit vsttebani nebezpeénych xenobiotik z luminélniho
prostoru. Detekce P-glykoproteinu-9.2 v pohlavnim traktu by mohla nasvédcovat také jeho
uloze v zachovani reprodukéni schopnosti v pfipad¢, dostane-li se do téla vlasovky
xenobiotikum napf. s ovicidnimi vlastnostmi. Témito vlastnostmi disponuji mimo jiné také
anthelmintika ze skupiny benzimidazoll (Fissiha et Kinde 2021).

Né&které studie, vyuzivajici metodiku RNA in situ hybridizace, aplikovaly pii pouziti

kromé anti-sense sondy také sondy kontrolni. Cilem pozitivni kontrolni sondy byla obvykle
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mRNA nesouci informaci o bilkovin€ strukturniho vyznamu a znamém misté exprese.
Jednalo se naptiklad o molekulu B-tubulinu, ktery je soucasti cytoskeletarni soustavy
eukaryotnich bun¢k. Negativni kontrolni sondy byly naopak namifeny vic¢i strukturam
organismu z jiné fiSe, nez kam nalezi organismus studovany. V parazitologickych studiich
tak byla vyuzivana negativni kontrolni sonda proti mRNA reduktazy z bakterie
Bacillus subtilis (Chelladurai et al. 2019). Za negativni kontrolu Ize povazovat také sense
sondy, avsSak jejich pouziti muze byt problematické, nebot’ Castokrat poskytuji signal
na pozadi (tzv. background staining) (Hejatko et al. 2006). V nasem piipad¢ byla pouzita
pouze negativni kontrola bez pfitomné sondy, ktera eliminovala vliv pozadi, tedy navazani
barviva bez pfitomnosti sondy. Pro ovéfeni vysledkii naseho experimentu a jeho publikovani

je vSak do budoucna nutné zaclenit do procesu RNA in situ hybridizace obé kontrolni sondy.
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7. ZAVER

Cilem ptedkladané diplomové prace byla piiprava plazmidd pro in vitro syntézu
hybridiza¢nich RNA sond znacenych digoxigeninem a uziti téchto sond pii detekci mRNA
P-glykoproteinu-9.2 v histologickych fezech vlasovky slezové metodou chromogenni
RNA in situ hybridizace.

Plnohodnotna interpretace vysledkit RNA in situ hybridizace byla z divodu zna¢ného
poskozeni sam¢ich preparatii provedena pouze u histologickych fezli samic vlasovky slezové.
Vznik barevného precipitatu, detekujici pfitomnost studované mRNA, byl zaznamenan
v hypodermis, intestinalni tkéni, vajecnicich a déloze s vajicky. Pro ovéfeni nami zjisténé
lokalizace P-glykoproteinu-9.2 je do budoucna nutné do experimentu zaclenit také sondy

kontrolni.
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8. ZKRATKY

ABC
ATP
BCIP
cDNA
CET
CFTR
CISH
dATP
ddH»0
DEPC
DIG
DNA
dNTP
E.coli
EDTA
EHT
FECRT
FISH
H»0
Hco
IPTG
IRE
ISE
kbp
LB médium
LCso
LDA
MCS
mRNA
NAchR
NBD

ATP binding cassette

adenosin trifosfat
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfatat

complementary DNA, komplementarni DNA
controlled efficiency test, kontrolovany test u¢innosti
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
chromogenni in situ hybridizace

deoxyadenosin trifostat

double-destilled water, dvakrat destilovana voda
diethyl pyrokarbonat

digoxigenin

deoxyribonukleova kyselina

deoxynukleotid trifosfaty

Escherichia coli

ethylendiamintetraoctova kyselina

egg hatch test, test lihnuti vaji¢ek

faecal egg count reduction test, test sniZzeni poctu vajicek v trusu zvifete

fluorescenéni in situ hybridizace
voda

Haemonchus contortus

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid
Inbread resistant-Edinburgh

Inbread susceptible-Edinburgh
kilobase pairs, 1000 parti bazi
Luria-Bertani medium

letalni koncentrace

larval development assay, test vyvoje larev
multiple cloning site

messenger RNA, mediatorova RNA
nikotinovy acetylcholinovy receptor

nukleotid-vazajici doména
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NBT
noRT
PCR
Pgp
RNA
RNazy
rpm
RT
SNP
TAE pufr
TMD
UTP
WR
X-Gal

nitroblue tetrazolium

no reverse transcriptase, reakéni smes bez obsahu reverzni transkriptazy
polymerazova fetézova reakce

P-glykoprotein

ribonukleova kyselina

ribonukleazy

pocet otacek za minutu

reverse transcriptase, reakéni smés s obsahem reverzni transkriptazy
single nucleotide polymorphism, jednonukleotidoovy polymorfismus
Tris-acetat-EDTA pufr

transmembranova doména

uridin trifosfat

Wild River

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galakto-pyranosid
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12. PRILOHY

12.1 Sekvence genu Hco-Pgp-9.2

Zluté je vyznacena sekvence insertu €. 1, modfe insertu €. 2 a zelené sekvence insertu €. 3.

>PgP9.2
ATGGGTTTCTTAAAGAAGAAAGGGAAAGCAGCCGATAGCAAAGAGTCAGAGAATGACAAC
GAAGAAGAAAAGAAAGATGATGCACCGAAAGCCAGTATCCCACAACTGTTCCGTTACACA
ACCACATTCGACAAGTTGTTGCTCTTGATCGGTTCAACTGTCGCTATGGGTACTGGTATG
GGACTCCCAATGATGGCTATTATCATGGGTGACATCACGCAGAACTTCATGAGCGTCAAT
GGAAACAGAACTTCTTTTCAACAATTTGAACACGACGTGACACAAAACTGTTTGAAATAC
GTCTACCTTGGTTGTGGAATATTCGCAGCAGCAACGATTCAGGCGACATGTTTCCTGACT
GTCGGAGAAAACCTGGTGAATCAATTGAGGCGACAGTTTTTCAAGTCAATTCTTCGCCAA
GACATTCCATGGTTTGATAAGAATGGTTCAGGAACATTGGCCACAAAGCTGTTCGACAAT
CTCGAACGAGTCAAGGAAGGAACCGGCGACAAAGTCGGTCTGATGATCCAGTATGTGGCA
CAGTTCTTCGGTGGCTTCATCGTGGCATTCACCTATGACTGGAAACTCACGCTGATTATG
ATGTCCCTGGCTCCATTCATGATCATGTGCGGAGCATTTATTGCTAGGTTGATGGCCACT
GCAGCGACTCGTGAGGCCAAAAAGTATGCAGTGGCTGGAGGAATAGCCGAAGAGGTGCTT
ACTTCGATGAGGACTGTTATGGCTTTCAACGGACAGCCTTATGAGTGCGAAAGGTACAAG
CAGGCACTGGAAGATGGTAAATCTACAGGAATAAAGAAATCCTTGTATGTTGGTATTGGC
TTCGCAATTACATTTCTGATCTTGTTCTCTTCCTATTGCTTGGCATTTTGGGTCGGCACG
GATTTCGTCTACAATAACCGGATGCAAGGTGGAACTGTGATGACGGTCTTTTTTGCCGTT
ATGATGGGCTCTATGGCGCTTGGACAAGCTGGACCTCAGTTTGCTGTTCTCGGCACAGCT
ATGGGTGCAGCCGGATCTCTTTATCAGATCATCGATAGAGAACCAGAGATTGACTCTTAC
TCGCAGGAAGGTGTGAGACCGTCTACTCTCACAGGGAAACTCACAATCTCAAACTTGAAA
TTTACCTATCCAACACGACCAGATGTGCCTATTCTCAAGGGTGTCTCGTTCGAAGCGAAT
CCTGGGGAARACGATAGCATTGGTCGGTCCAAGTGGTTGCGGAARRAAGTACCATAGTCCAG
TTGTTGCTACGTTATTACAATCCTGATGACGGAAAGATTACGATAGATGGTGTGGAAATC
GACAAGCTTAATATCGAGTTCCTTCGGAACTACGTCGGAGTCGTCTCTCAAGAGCCAATG
CTTTTCAATACAACGATTGAACAGAACATCCGCTACGGACGAGAGAATGTCACGGACGCT
GAAATCACGGCTGCTCTACGTAAAGCAAACGCTTATGACTTTGTACAGTCATTCCCTGAT
GGAATCTATACGAACGTTGGTGACCGTGGCACCCAGATGTCCGGCGGCCAGAAGCAACGT
ATAGCCATTGCTCGTGCGTTGGTCAGAGATCCGAAAATTCTCCTGCTGGATGAGGCCACT
AGCGCTCTCGACGCCGAAAGTGAACATGTCGTCCAGCAGGCTCTAGAGAACGCTTCCAAG
GGAAGAACCACCATCGTTGTAGCTCATCGACTGTCTACTATTCGAAATGCTGACAGAATC
ATTGCTATTAAGGATGGAGAAGTGATGGAAGTCGGCACTCATGACGAGCTGATGGCCCGG
AAAGAACTGTACCATGAATTGGTCAATTCTCAGGTGTTCGTCGATGTCGACGGGGATGGT
GAGGAAGCTGGTGCGCGGCGCACTCCGCCACTCTCACGATCARAGTCGCCGTCGAATAAT
TCAGCTGACTTTATGGGCCTCGGATCCCAACTATCTACGAATGACGACAAAAGAGAAAAA
ACTGCTGCAAACAAGTCGGTGAAAGCCGT

CGCCATTCACCTGGCAAAATCACCACCCGACTAGCCACGGATGCACCCAACGTGAAATCG
GCTCTCGACTACCGTTTTGGTGCCGTTTTCAGTTCACTTGTTTCCGTGGGTTGTGGCATT
GGAATTGCATTCTATTCTGGATGGCAAATGGCACTTTTAGCAATCTCCATCTTTCCTTTG
GGTGCAGCTGGGCGAGCGATTCAGATGAGGTTCATGTCTGGTCGTGCGACTGCCGATGCG
AAGGAGATGGAAAACAGTGGAAAGATTGCTATGGAAGCGATCGAGCATATTCGAACGGTA
CAGGCATTGACGTTGGAACGTCGGCTTCATGCTGAATTCTGTCATCATCTGGATGGACC

81



TTGAAATCGATGGTAACGACATACGCGAAATGAACCCTTCTCAC
CTGCGTGCCCATATTGCATTGGTATCACAGGAGCCAATCCTCTTCGACAGATCCATCAGG
GACAACATCCTGTATGGCCTGCCACCAGGTTCTGTCAGTGAAGCTGAAGTGCATGAAATC
GCACAACGTGCTAACATCCACAAATTCGTAATGGAATTGCCCGAGGGCTACAACACACGT
GCGGGAGAGAAAGGCGTGCAGCTGTCTGGTGGGCAGAAACAACGAATCGCCATCGCGCGT
GCTCTCATCAGAAATCCGAAAATTTTGCTGCTTGACGAGGCTACCAGTGCCTTGGATACC
GAAAGCGAGAAGGTTGTGCAAGAGGCGCTCGACAAGGCATCAGAAGGCCGCACCTGTATC
GTTGTGGCACATCGGCTGTCGACTGTCGTCAATGCCAATTGCATCATGGTAGTCCAAGGA
GGAAAAATTGTTGAAAAAGGAACACACAACGAACTAATGCAAGCAAAAGGTGTGTATTGG
GAGCTCACACAAAAGCAGACGACGGCAAAAGAATAA
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12.2 Postup prace s kitem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

MucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

5 Protocols
5.1 PCR clean-up

The following protocol is suitable for PCR clean-up as well as DNA concentration and
removal of salts, enzymes, etc. from enzymatic reactions (SDS < 0.1 %).

Before starting the preparation:
* Check if Wash Buffer NT3 was prepared according to section 3.

1 Adjust DNA binding condition

+ 2 vol NTI per
For very small sample volumes <30pl adjust the vl sampl:l':
volume of the reaction mixture to 50—-100 pl with water.

It is not necessary to remove mineral oil.

Mix 1 volume of sample with 2 volumes of Buffer NTI
(e.g., mix 100 puL PCR reaction and 200 pL Buffer NTI).

Note: For removal of small fragments like primer dimers
dilutions of Buffer NTI can be used instead of 100 %
Buffer NTI. Please refer to section 2.3.

2 Bind DNA

Load I
Place a NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column i
into a Collection Tube (2 mL) and load up to 700 pL

sample.
Centrifuge for 30 s at 11,000 x g. Discard flow-through
and place the column back into the collection tube. Q 11’2?1‘ g

Load remaining sample if necessary and repeat the
centrifugation step.

3 Wash silica membrane

+ 700 pL NT3
Add 700 pL Buffer NT3 to the NucleoSpin® Gel and H
PCR Clean-up Column. Centrifuge for 30 s at 11,000 x g.
Discard flow-through and place the column back into the

collection tube. Q 11,000 x g
30s

Becommended: Repeat previous washing step to + 700 pL NT3
minimize chaotropic salt carry-over and improve Age/
Agqy values (see section 2.7 for detailed information).

11,000x g
D e
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NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

Dry silica membrane

Centrifuge for 1 min at 11,000 x g to remove Buffer NT3
completely. Make sure the spin column does not come in
contact with the flow-through while removing it from the
centrifuge and the collection tube.

Note: Residual ethanol from Bufter NT3 might inhibit <~ 11000% 9
enzymatic reactions. Total removal of ethanol can be 1 min
achieved by incubating the columns for 2-5 min at 70 °C

prior to elution.

Elute DNA

Place the NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column o ma
into a new 1.5 mL microcentrifuge tube (not provided). RT

Add 15-30puL Buffer NE and incubate at room 1 min
temperature (15-25 °C) for 1 min. Centrifuge for 1 min

at 11,000 x g. "’1":1“;:9

Note: DNA recovery of larger fragmenis (> 1000 bp) can
be increased by multiple elution steps with fresh buffer,
heating to 70 °C and incubation for 5 min. See section
2.8 for defailed information.
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12.3 Postup prace s kitem NucleoSpin Plasmid (No Lid) (Macherey-Nagel)

Plasmid DMNA purification

5 NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid)
protocols

5.1 Isolation of high-copy plasmid DNA from E. coli
Before starting the preparation:
* Check if Wash Buffer A4 was prepared according to section 3.

1 Cultivate and harvest bacterial cells

Use 1-5 mL of a saturated E.coli LB culture, pellet
cells in a standard benchtop microcentrifuge for 30 s
at 11,000 x g. Discard the supernatant and remove as

much of the liguid as possible. < 11’22:]: g
Note: For isolation of low-copy plasmids refer to section
5.2

2 Celllysis

250 pL A1
Add 250 uL Buffer A1. Resuspend the cell pellet E H
completely by vortexing or pipetting up and down. Make Resuspend
sure no cell clumps remain before addition of Buffer A2!

Attention: Check Buffer A2 for precipitated SDS prior fo
use. If a white precipitate is visible, warm the buffer for
several minutes at 30—40 °C until precipitate is dissolved + 250 pL A2
completely. Mix thoroughly and cool buffer down to room

temperature {18-25 °C). -g

Add 250 pL Buffer A2. Mix gently by inverting the tube RT,5 min
68 times. Do not vortex to avoid shearing of genomic

DMA. Incubate at room temperature for up to 5 min or

until lysate appears clear.

Add 300 pL Buffer A3. Mix thoroughly by inverting + 300 pL A3
the tube 6-8 times until blue samples turn colorless Mix
completely! Do not vortex to avoid shearing of genomic

DHNA!

Make sure to neutralize completely to precipitate alf
protein and chromosomal DNA. LyseControl should furn
completely colorless without any traces of blue.

3 Clarification of lysate
Centrifuge for 5 min at 11,000 x g at room temperature. .g

Repeat this step in case the supernatant is not clear!
11,000 x g,
5-10 min

MACHEREY-NAGEL — 07/2021, Rev. 12 15

85



NucleoSpin® Plasmid/ Plasmid (NoLid)

Bind DNA

Place a NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) Column
in a Collection Tube (2 mL) and decant the supernatant
from step 3 or pipette a maximum of 700 pL of the
supernatant onto the column. Centrifuge for 1 min
at 11,000 x g. Discard flowthrough and place the
MucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) Column back €5 11,000xg,
into the collection ube. 1 min

Load
supernatant

Repeat this step to load the remaining lysate.

Wash silica membrane
Optional:

Recommended: If plasmid DNA is prepared from + 500 pyl. AW

host strains containing high levels of nucleases (e.g.,
HE101 or strains of the JM series), it is strongly
recommended performing an additional washing step 11.000 x
with 500 uL Buffer AW, optionally preheated to <ae "Imln g
50 °C, and centrifuge for 1T min at 11,000 x g before

proceeding with Buffer A4. Additional washing with

Buffer AW will also increase the reading length of DNA

sequencing reactions and improve the performance of

critical enzymalic reacfions.

Add 600 puL Buffer A4 (supplemented with ethanol, + 600 pL A4
sea section 3). Centrifuge for 1 min at 11,000 x g.

Discard flowthrough and place the NucleoSpin® €5 11.000xg,
Plasmid/ Plasmid (NoLid) Column back into the empty 1 min
collection tube.

Dry silica membrane

Centrifuge for 2 min at 11,000 x g and discard the
collection tube.

Note: Residual ethanolic wash buffer might inhibit

enzymalic reactions. Q 11,000 x g,
2 min

Elute DNA

Place the MNucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid)
Column in a 1.5 mL microcentrifuge tube (not provided) RT,1 min
and add 50 pL Buffer AE. Incubate for 1 min at room

temperature. Centrifuge for 1 min at 11,000 x g.

+ 50 pL AE

11,000 x g,

Note: For more efficient elution procedures and @ e

alternative elution buffer (e.g., TE buffer or water) see
section 2.5.

16
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12.4 Postup prace s kitem ZymoPURE™ II Plasmid Midiprep Kit (Zymo Research)

Protocol

Buffer Preparation:

v Add 107 ml of 95% ethanol to the 28 ml ZymoPURE™ Wash 2 (Concentrate) before
use.

v The ZymoPURE™ P2 and ZymoPURE™ Binding Buffer may have precipitated. If this
occurs, dissolve the precipitate by incubating the bottles at 30-37 °C for 10-20 minutes
and mix by inversion. Do not microwave!

Before Starting:

¥ Centrifuge up to 50 ml of bacteral culture at = 3,400 x g for 10 minutes to pellet the cells
in a 50 ml conical tube. Discard supernatant.

Plasmid DNA Purification
The following procedure should be performed at room temperature (15-30°C).

1. Add 8 ml of ZymoPURE" P4 (Red) to the bacterial cell pellet and resuspend completely
by vortexing or pipetting.

2. Add 8 mlof ZymoPURE™ P2 (Blue) and immediately mix by gently inverting the tube 6
times. Do not vortex! Let sit at room temperature for 2-3 minutes'. Cells are completely
lysed when the solution appears clear, purple, and viscous.

3. Add 8 ml of ZymoPURE"™ P3 (Yellow) and mix gently but thoroughly by inversion. Do
not vortex! Invert the tube an additional 5 times after the sample tumns completely yellow.
The sample will furn yellow when the neutralization is complete, and a yellowish
precipitate will form.

4. Ensure the plug is attached to the Luer Lock at the bottom of the ZymoPURE ™ Syringe
Filter-X. Place the syringe filter upright in a tube rack and load the lysate in the
ZymoPURE"™ Syringe Filter-X* and wait 5-8 minutes for the precipitate to float to the
top.

5 Remove the Luer Lock plug from the bottom of the syringe and place it into a clean 50
ml conical tube. Place the plunger in the syringe and push the solution through the
ZymoPURE"™ Syringe Filter-X in one continuous motion until approximately 20 ml of
cleared lysate is recoverad. Save the cleared lysate!

The volume of lysate recovered from the syringe filter is critical for optimal plasmid DNA
binding to the spin-column. Please refer to page 10 in the appendix regarding the
adjustment of the volume of ZymoPURE™ Binding Buffer used in step 6 if the clarified
lysate volume is below approximately 20 mi.

6. Add 8 ml of ZymoPURE™ Binding Buffer to the cleared lysate from step 5 and mix
thoroughly by inverting the tube 8 times.

To continue processing the lysate using the recommended vacuum protocol, proceed
to the next page. If a vacuum is not available, proceed to page 7 for an alternative
cenfrifugation method.
" Do not allow the lysis reaction o proceed for more than 3 minutes. Excessive lysis can result in denatured
plasmid DMA.

*1f the precipitate has formed a homogenous layer at the surface of the neutralized lysate, then inverd the tube
3-4 times prior to loading the lysate into the ZymoPURE ™ Syringe Filter-X.
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Centrifugation Protocol:

Perform steps 1-6 as indicated in the general protocol on page 5 and continue with the
profocol below using a swinging-bucket centrifuge.

7.

10.

11.

12

13.

Remove the 50 ml Reservoir from the top of the Zymo-Spin” V-PS Column
Assembly. Ensure the connection between the 15 ml Reservoir-X and Zymo-Spin™
V-PS Column is finger-tight and place the assembly into a 50 ml conical tube.

Add 10 ml of the mixture from step 6 into the 15 ml Reservoir-X/Zymo-Spin™ V-PS
Column Assembly, and centrifuge at 500 x g for 2 minutes. Empty the 50 ml conical
tube and repeat this step until the entire mixture has passed through the column.

Add 5 ml of ZymoPURE™ Wash 1 to the Zymo-Spin™ V-PS Column Assembly and
centrifuge the column at 500 x g for 2 minutes. Discard the flow through.

Add 5 ml of ZymoPURE™ Wash 2 to the Zymo-Spin™ V-PS Column Assembly and
centrifuge at 500 x g for 2 minutes. Repeat this wash step.

Remove and discard the 15 ml Reservoir-X from the Zymo-Spin™ V-PS Column. Place
the Zymo-Spin™ V-PS Column in a Collection Tube and centrifuge at = 16,000 x g for
1 minute, in a microcentrifuge, to remove any residual wash buffer.

Transfer the Zymo-Spin™ V-PS Column into a clean 1.5 ml tube and add 200 pl of
ZymoPURE™ Elution Buffer'** directly to the column matrix. Incubate at room
temperature for 2 minutes, and then centrifuge at = 16,000 x g for 1 minute in a
microcentrifuge.

Optional: For removal of residual endotoxins*®, place the EndoZero™ Il Spin-Column
in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube. Add the entire eluate from step 13 into the
EndoZera™ Il Spin-Column, wait 2 minutes, and then centrifuge at 10,000 x g for 1 minute
in a microcentrifuge. Store the eluted plasmid DNA at = -20°C.

'The ZymoPURE ™ Elution Buffer contains 10 mM Tris-HCI, pH 8.5, 0.1 mM EDTA. If required, pure water can
also be used to elute the DMA.

*The DMA yield can be increased by pre-warming the ZymoPURE™ Elution Buffer to 50 "C andlor increasing
the incubation period up to 10 minutes prior io centrifugation.

?For low copy number plasmids or if higher concentration is desired, the plasmid DMA can be eluted in as litle as
150 pl.

4 This optional step will reduce endotoxin levels from £ 1 EWpg of plasmid DNA to £ 0,025 EU/pg of plasmid DMA.

% Dwe to the EndoZero™ Il Spin-Column chemistry, some plasmid DMA will be lost during this step. The percent of
plasmid DMA loss will be dependent on the amount of plasmid DMA that is going throwgh the spin-column. The
plasmid DMA loss is generally not significant for moderate and high-copy number plasmids. However, it can be
significant for low-copy number plasmids or lower yielding preps.
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