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ABSTRAKT
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Nézev diplomové prace: Klonovani a pfiprava plasmidu pro expresi

UDP-glykosyltransferasy z vlasovky slezové

Vlasovka slezova (latinsky Haemoncus contortus), stejné jako ostatni organismy,
vyuzivd k metabolismu exogennich 1 endogennich latek biotransformacni enzymy.
Vyznamnymi zastupci téchto enzymi jsou také UDP-glykosyltransferasy (UGT), které
katalyzuji vznik kovalentni vazby mezi hexosou aktivovanou uridin difosfatem
a metabolizovanou slouceninou, a tim napomahaji eliminaci neZadoucich latek. Zvysena
pozornost k témto enzymim je zpuUsobena ucasti UDP-glykosyltransferas na vzniku
rezistence na anthelmintika, kterymi je léCena hemonchoéza. Studium jejich vlastnosti
a funkci je vyznamnym pomocnikem pfi feSeni otazek rezistence.

UGT se déli do n€kolika rodin a podrodin v z&vislosti na podobnostech sekvenci.
Tato prace se sousttedi na tii zastupce UGT u vlasovky slezové, UGT24C1, UGT365B6
a UGT368B2.

Teoretickd ¢ast diplomové prace zahrnuje poznatky o vlasovce slezové,
hemonchoze a jeji 1écbe, biotransformacnich enzymech a z velké €asti zahrnuje také
vysvétleni pouzitych metod.

Cilem této prace bylo pfipravit plasmid se zaklonovanym genem kodujici UGT,
potvrdit jeho spravnou sekvenci a ovéfit jeho funkcnost, tak aby mohl byt vyuzit

k dal§imu studiu enzymové aktivity.



ABSTRACT
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Candidate: Barbora Wengrynova
Supervisor: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Plasmid construction for expression of UDP-glukosyltransferase

from Haemonchus contortus

The barber’s pole worm (Haemonchus contortus), like other organisms, uses
biotransformation enzymes to metabolize exogenous and endogenous substances.
Important representatives of these enzymes are also UDP-glycosyltransferases, which
catalyze the formation of a covalent bond between hexose activated by uridine
diphosphate and the metabolized compound, thus helping to eliminate undesirable
substances. Increased attention to these enzymes isdue to the involvement
of UDP-glycosyltransferases in the development of resistance to anthelmintics, which
areused to treat hemonchosis. The study of their properties and functions can
significantly help in solving resistance issues.

UGTs are divided into several families and subfamilies depending on sequence
similarities. This work focuses on three representatives of UGT in the Haemonchus
contortus, UGT24C1, UGT365B6 a UGT368B2.

The theoretical part of the diploma thesis includes knowledge
about the Haemonchus contortus, hemonchosis and its treatment, biotransformation
enzymes and also includes an explanation of the used methods.

The aim of this work was to prepare a plasmid with a cloned gene encoding UGT,
to confirm its correct sequence and to verify its functionality, so that it can be used

for further study of enzyme activity.
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1. Uvod

Jednim ze zavaznych parazitl, kteti Skodi zejména skotu, je vlasovka slezova
(latinsky Haemoncus contortus). Jedna se o hlistici zptisobujici onemocnéni malych
prezvykavci, tzv. hemonchozu, kterd ohrozuje hostitele na zivoté, a tim také snizuje
hospodaiské vynosy. Dilezitym prvkem 1écby tohoto onemocnéni jsou anthelmintika.
Anthelmintika pfedstavuji pro organismus vlasovky cizorodé molekuly, tzv. xenobiotika,
ktera podléhaji v téle urCitym procesim =za UCelem jejich odstranéni. Tyto
biotransformacéni procesy jsou umoznény specifickymi enzymy, mezi které patii také
UDP-glykosyltrasferasy (UGT). Pisobenim anthelmintik mtize dojit ke zméné miry
exprese €1 aktivity nejenom UGT, ale 1 jinych enzym, coz umoZiiuje vlasovce vyvinout
si schopnost rezistence viuci anthelmintikim.

Vlasovka slezovd je pravdépodobné nejvyznamnégj$i studovanou hlistici
v souvislosti s anthelmintiky pro jeji schopnosti rozvinuti rezistence. Jedna se o velmi
dobry experimentalni organismus diky vyznamné plodnosti, pomérné velké velikosti
dospélych jedinct a udrzeni vysoké populace jedinct v hostiteli (Kotze a Prichard 2016).

Tato diplomova prace ¢astecné navazuje na moji bakalatskou praci (Wengrynova
2019), ve které jsem se zabyvala vlivem fenobarbitalu na expresi nékterych gent UGT
vlasovky slezové. Tato prace se zabyva jinym tématem, které vSak stale souvisi s UGT
u vlasovky, a to pfipravou plasmidu, ktery by mél nést gen UGT a ktery by mohl byt
pouzit k tvorb& rekombinantniho proteinu v dalSich experimentech.

Vzhledem k jiz velkému mnozZstvi praci zabyvajicich se vlasovkou na katedie
biochemickych véd, a kvlili mé predchozi praci, nezabyvam se v teoretické ¢asti jen
poznatky o vlasovce a biotransformaci, ale obohatila jsem ji i o popis vyuZivanych
metodik.

K experimentim byla vyuzita cela fada metod molekuldrni biologie a genetiky.
Ke klonovani byla pouzita RNA ziskand z citlivého kmene (ISE) vlasovky slezové
a expresni vektor pCIL. Vytvoteny plasmid obsahujici gen pfislusné UGT byl sekvenovan
a jeho funkénost byla ovétena pomoci metody Dot blot. Takto pfipraveny plasmid mlize

slouzit k dal§Simu studiu.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Vlasovka slezova

Vlasovky jsou vysoce patogenni parazité, které se taxonomicky fadi do kmene
Nematoda a nadceledi Trichostrongylidae. Vlasovky jsou schopny parazitovat na vSech
druzich prezvykavcii. Pro vlasovku slezovou jsou typickymi hostiteli mali pfezvykaveci,
zejména ovce a kozy. Jak jméno této hlistice napovida, jedinci parazituji na sliznici slezu,
posledniho oddilu zaludku ptezvykavci.

Vyskyt vlasovky slezové je cCastéjsi v tropickych a subtropickych oblastech
steplym a deStivym podnebim, nez v oblastech schladnym a suchym podnebim
(Arsenopoulos et al. 2021).

Pro vlasovku slezovou je typicky ptimy a rychly zivotni cyklus. Dospélé samice
v infikovaném slezu produkuji vajicka, které jsou vyluovany s vykaly. Na pastviné
se z vajicek vyviji larvy prvniho stupné (L1), ty se déle vyviji a stavaji se z nich larvy
druhého stupné (L2) a postupné i larvy tietiho stupné (L3), které jsou chranéné dvéma
vrstvami kutikuly. Larvy tfetiho stupné se rozsifuji do rizné vzdalenosti od pivodce
amohou byt pozfeny hostitelem. Po vniknuti do sliznice slezu se vlivem okolniho
prostiedi zbavuji kutikuly, rozviji se do konecného Etvrtého stadia (L4) a dospivaji béhem
2-3 tydnti. Vlasovky se vyznacuji vysokou plodnosti. Jedna samicka je schopna
vyprodukovat az 10 000 vajicek za den (Laing et al. 2013).

Jedinci vlasovky slezové maji nacervenalé télo o rozmérech 10-30 x 0,4-0,5 mm.
Samicka je obvykle vétsi nez samecCek. Samicku Ize odlisit dle stuzkovitych bilych
vajecnikli obtocenych ve spirdle kolem tmavého stieva. Pro samecka je typicka pafici

plachetka, dvoulalo¢na burza vyztuzena zebry (Kotrla 1984, Jira 1998).

2.1.1 Hemonchoéza

Prezvykavci infikovani vlasovkou trpi hemonchdézou. Hemonchoéza se obvykle
vyskytuje v akutni formé s riznou rychlosti néstupu a imrtnosti v zavislosti na rozsahu
pfijmu infekénich larev vlasovky. Jelikoz je vlasovka krev sajici parazit, infekce vede
k anémii. Hlistice je schopna produkovat hemolyticky faktor, ktery poSkozuje povrch
erytrocytu, a to vede k jeho degradaci. Anémie se projevuje bledosti sliznic a spojivek

a postupn¢ vede ke zpomaleni rastu mladych zvifat a ke snizeni produkce mléka.
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K pfiznakim miize patfit také submandibularni edém zpisobeny hypoproteinémii,
nutricni potize ¢i zména kvality rouna. Vykaly byvaji pevné a tmavé zabarvené
v disledku piimési krve.

Vsechny tyto zminéné piiznaky vedou k vyznamnym ekonomickym ztratam
disledkem hynuti mladd’at, zaostavanim ve vyvoji a snizené produkce viny a mléka

(Arsenopoulos et al. 2021, Besier et al. 2016).

2.1.1.1 Lécba

Vzhledem k z&vaznosti onemocnéni, velké umrtnosti zvifat a rychlému narustu
populace vlasovky, je potieba ndkazu kontrolovat vyuzitim vhodnych 1é€iv, anthelmintik.
Existuje nejméné Sest jednoaktivnich anthelmintickych skupin a fada dalSich, které
se vyuzivaji i v kombinaci. Rizné typy anthelmintik se mohou lisit svoji t¢innosti,
zejména kvili rozSifenému vyskytu anthelmintické rezistence. Z divodu raznych
mechanismt rezistence a velkych rozdildi jeji zdvaZznosti mezi regiony, je nutné znat
ucinnost jednotlivych skupin 1é¢iv a dle toho zvolit optimalni typ 1é¢iva.

Dostupnymi 1é¢ivy jsou v soucasnosti benzimidazoly, imidazothiazoly,
tetrahydropyrimidiny,  organofosfaty, = makrocyklické  laktony,  salicylanilidy
a substituované fenoly a derivaty amino-acetonitrilu.

Do skupiny benzimidazolll patii prvni moderni Sirokospektré anthelmintikum,
thiabendazol. Tato skupina 1é¢iv plisobi na hlistice na bunécné urovni. Zptsobuje inhibici
polymerace mikrotubulti, coz vede kbunéné smrti. Imidazothiazoly putisobi
proti acetylcholinovym receptoriim. Jejich nejznaméj$im zéastupcem je levamisol.
Organofosfaty zahrnuji naftalofos ¢i  triclorfon a funguji jako inhibitory
acetylcholinesterasy. Zastupci makrocyklickych laktonti, ivermektin a moxidektin,
pouzivaji mechanismus zaloZeny na naruseni nervového prenosu. Skupina salicylanilidd,
kam patii napf. klosantel, inhibuje energeticky metabolismus odpojenim oxidativni
fosforylace. Derivat amino-acetonitrilu, monepantel, pisobi proti nikotinovym
acetylcholinovym receptorim a ma Siroké spektrum aktivity (Besier et al. 2016, Gasser

et al. 2016).
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2.1.1.2 Rezistence

Vlasovka slezova je znama pro svoji vysokou schopnost k rozvoji rezistence
na anthelmintika. Pojmem rezistence se rozumi schopnost organismu piezit pisobeni
takového mnozstvi 1éCiva, které by v normalnim ptipad¢€ vedlo k jeho usmrceni.

Rozvoj rezistence zapocal snejvétsi pravdépodobnosti v disledku podavani
neadekvatnich davek anthelmintik, zejména kvili neznalosti vhodného davkovani nebo
podhodnoceni hmotnosti zvifat. Mechanismy rezistence vici riznym tfidam [éciv
se obecné 1isi, proto si urcité tfidy 1é¢iv mohou zachovat aktivitu proti organismiim, které
jsou odolné vici jiné tfidé. To umoznuje kontrolovat §ifeni infekce pomoci uzivani
kombinace lé¢iv, avSak byly objeveny i rezistence na tyto kombinace. U vlasovky byly jiz
nalezeny rezistence na vSechny tfidy pouzivanych anthelmintik, nejdiive
na benzimidazoly, imidazothiazoly a makrocyklické laktony a v posledni dob¢ také
na pomérné nové 1écivo, monepantenol. Zjisténi pfi¢in vzniku rezistence napomaha
k odhadnuti dalSich dusledkl rezistence, ale poznatky jsou vyuzity i k vyvoji novych
lIéCiv. Proto jsou tyto mechanismy Siroce studovany (Kotze a Prichard 2016).
Mechanismy  rezistence  jsou  zprostfedkované  bud’  farmakodynamicky
¢i farmakokineticky. Pro farmakodynamiku je charakteristicky ubytek cilovych
makromolekul nebo zmény v jejich strukturdch. K farmakokinetickym procesim patii
sniZzené vychytavani 1éciva a zrychlena inaktivace a eliminace 1é¢iva, ktera je zaloZena
na zvySeni exprese a aktivit biotransformacnich enzymul (Stuchlikova et al. 2018).
Arsenopoulos et al. (2021) uvadi, ze rezistence na anthelmintika jsou zptisobovany
mutacemi genl kodujici cile plisobeni pfisluSnych 1é€iv, napf. u bezimidazoll genu

pro B-tubulin.

2.1.1.3 Prevence

Vzhledem k nartistajicimu Sifeni rezistence, je vhodné se zamétovat na prevenci
infekce, tak aby bylo Sifeni onemocnéni pod kontrolou a zistala zachovana citlivost
na anthelmintika. K udrzeni citlivych populaci vlasovky jsou pouzivany ptistupy cilené
1é¢by a cilené selektivni 1€cby. Pti cilené 16€be€ jsou podévana 1é¢iva vSem jedinctim stada
v urcitych ¢asovych intervalech. Tento pfistup by mél omezit poCet nutnych oSetfeni
a minimalizovat tak rozvoj rezistentnich kmeni diky del§im prodlevdm mezi oSetfenimi
a obnovenim populace vlasovek citlivych na anthelmintika. V ptipad¢ cilené selektivni

1é¢by jsou lé¢iva poddvana jen jedinciim, u kterych byla infekce diagnostikovéna.
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Pti tomto pfistupu by se méla snizit expozice hlistic anthelmintikiim, tim padem i sniZzit
riziko nardstu rezistentni populace. K dal$im preventivnim postuptim patii uplatnéni
rotacni pastvy, chov zvifat odolnych k ndkaze, kontrolovana strava zvifat, krmeni
rostlinami s obsahem tfislovin s antiparazitickymi vlastnostmi, pouziti nematofagnich
hub, které jsou schopny znicit infek¢ni larvy, ¢i aplikace vakciny (Arsenopoulos et al.

2021, Getachew, Dorchies a Jacquiet 2007).

2.2 Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika jsou cizorodé¢ latky ptirodniho i syntetického piivodu, které vstupu;ji
do organismu. Tyto latky nejsou ani zdrojem energie, ani stavebni slozkou endogennich
latek, naopak mohou predstavovat riziko vzniklé interakci s endogennimi latkami
a naruSovat fyziologické procesy. Vyznamnym ptikladem xenobiotik jsou l1éCiva, ktera
mohou mit jak farmakologicky, tak toxikologicky ucinek.

Xenobiotika podléhaji v téle nekolika procestim. Do kinetickych procest spada
absorpce, distribuce, akumulace, metabolismus a extrakce. Dynamické procesy souvisi
s interakci latek s cilovou strukturou.

K eliminaci xenobiotik slouZi ¢initelé schopni takové latky metabolizovat. K nim
patii jak transportni proteiny, tak biotransformacéni enzymy (Skalova et al. 2017).
Biotransformacni reakce maji nezameénitelnou roli v odstraiovani potencialné toxickych
exogennich latek, také v odbouravani nezddoucich produkti endogenniho metabolismu
a v neposledni fad¢ kontroluji hladiny a distribuci endogennich signalnich molekul
(Meech et al. 2019). Cilem biotransformace je zménit chemickou strukturu latek, vytvoftit
hydrofilnéjsi metabolit, a tim wurychlit jeho eliminaci. Jakym zplsobem bude
xenobiotikum podléhat vySe zminénym fazim zavisi na jeho struktuie a na pfitomnosti
a vlastnostech enzymi v organismu.

Existuje nekolik faktori, které ovliviiuji metabolismus latek v téle. V1iv miize mit
vek a pohlavi jedince, hormondlni u€inky, biologické rytmy, vyZiva ¢i indukce a inhibice
enzymu (Skalova et al. 2007). Pokud je organismus ve zvyseném kontaktu s xenobiotiky,
muze se branit proti chemickému stresu zvySenim aktivity biotransformacniho enzymu,
pficemz tato indukce mize mit vyznamné farmakologické a toxikologické disledky
(Cvilink, Lamka a Skalova 2009). Indukci se rozumi zvySeni aktivity enzymu nasledkem
zvyseni jeho syntézy nebo snizenim jeho degradace. Cinitelé schopni dosahnout zvyseni

aktivity enzymu se nazyvaji induktory. Ty maji schopnost zvysSit transkripci (expresi)

13



genll pomoci navazani ligandu na transkripcni faktor (cytosolicky ¢i nuklearni receptor).
Naopak inhibitorem mtize byt latka anorganické i organické povahy, kterd ma za nésledek
zbrzdéni enzymové reakce plisobenim pfimo na enzym nebo inhibici jeho aktivity.
Aktivita enzymu muze byt snizend také latkami, které brani jeho syntéze na urovni
transkripce genu (Skalova et al. 2017).

Enzymy jsou zafazeny a pojmenovany dle sekvenéni homologie genti do n€kolika
rodin a podrodin. Kofen zkratky enzymu obsahuje zkraceny nazev a znac¢i nadrodinu,
¢islo oznacuje rodinu, pismeno podrodinu a dalsi ¢islo jednotlivy gen (Matouskova et al.
2018).

Existuji tfi faze biotransformacnich reaket.

2.2.1 Prvni faze biotransformace

V prvni fazi dochazi k oxidaci, redukci, hydrolyze, hydrataci ¢i izomeraci. Diky
témto reakcim vznikd ve struktuie xenobiotika nova funkéni skupina, kterd obvykle
dodéva slouceniné hydrofilngjsi charakter nebo ji zpfistupiiuje dal$im reakcim.

Pravdépodobné nejvyznamnéjSimi enzymy prvni faze jsou enzymy z nadrodiny
cytochromi P450 (CYP). Jde o hemoproteiny, pro které je typicky vysoky pocet isoforem
s riznym vyznamem, poc¢tem substratli, poctem katalytickych aktivit a indukovatelnosti.
Nejveétsi pocet CYP se nachdzi v jatrech, dale také v GIT, plicich ¢i ledvinach. Zastupci
CYP maji v metabolismu xenobiotik i endogennich latek jak hlavni monooxygenasovou
aktivitu, tak vedlej$i peroxidasovou i reduktasovou aktivitu. K dalSim enzymim
schopnym oxidovat xenobiotika nalezi flavinové monooxygenasy (FMO), peroxidasy,
alkoholdehydrogenasy, aldehyddehydrogenasy, aldehydoxidasy, xanthinoxidasy
a mono- a diaminooxidasy.

Opacnou reakci k oxidaci, redukei, provadéji reduktasy. Redukce je oproti oxidaci
mén¢ cCasto vyuZzivanou reakci, avSak v pfipad¢ ketonid, aldehydi, chinont,
nitrosloucenin, S-oxidl a N-oxida se miize jednat o hlavni metabolickou cestu. Dle typu
substratu jsou znamy aldo-ketoreduktasy (AKR), dehydrogenasy/reduktasy s kratkym
fetézcem (SDR) a se stiedné dlouhym fetézcem (MDR), chinonoxidoreduktasa,
thioredoxinreduktasa nebo oxidasy s reduk¢ni aktivitou, napt. CYP ¢i xanthinoxidasa.

V neposledni fadé¢ se do enzyml prvni faze biotransformace tadi enzymy
katalyzujici Stépeni latky za Gcasti vody, tzv. hydrolasy. Zastupci hydrolas maji obvykle

nazvy odvozené od substrati (esterti, amidl, epoxidd...), které hydrolyzuji,

14



napf. esterasy, paraoxonasy, peptidasy, amidasy, epoxidhydrolasy (Cvilink, Lamka
a Skalova 2009, Skalova et al. 2017).

2.2.2 Druha faze biotransformace

Pro druhou fazi je charakteristicka konjugace. Pti konjugaci reaguje xenobiotikum
nebo vznikly metabolit s endogenni latkou za vzniku konjugéatu. Pomoci konjugace je
mozné omezit biologickou aktivitu a toxicitu xenobiotika nebo regulovat endogenni
metabolismus. Xenobiotika v druhé fazi podléhaji glukuronidaci, sulfonaci, methylaci,
acetylaci, konjugaci s glutathionem ¢i konjugaci s aminokyselinami v zavislosti
na pfitomnosti funkénich skupin slouc¢eniny nebo typu organismu.

Béhem sulfonace vystupuje jako donor sulfonu 3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat,
ktery je konjugovan zejména s alkoholy, fenoly a aminy. Reakce jsou katalyzovany
sulfotransferasami. Methylaci katalyzuji methyltransferasy, které véazi methyl
z S-adenosylmethioninu na fenol, thiol nebo dusikaté heterocykly pies kyslik, siru nebo
dusik. Acetylace se ucastni N-acetyltransferasy, které jsou schopny konjugovat
aromatické aminy a hydraziny s acetylovou skupinou pochazejici z acetylkoenzymu A.
Konjugace s glutathionem je velmi vyznamnou reakci druhé faze biotransformace. Tuto
konjugaci glutathionu se slouceninami s elektrofilnimi vlastnostmi uskuteciiuji

glutathion-S-transferasy (GST). Vlastnosti glukuronidace budou zminény dale.

2.2.3 Trteti faze biotransformace

Jako treti faze biotransformace byvaji oznaCovany transportni proteiny, které
pfenaseji xenobiotika a jejich metabolity pfes membrany a napomahaji jejich odstranéni
z organismu. Aby transportéry fungovaly, jsou zavislé na pfijmu energie, kterou ziskavaji
hydrolyzou ATP nebo kontransportem/antiportem latek tvorici membranovy gradient.
Transportéry mohou latky transportovat bud’ do bunky (,,uptake* transportéry) nebo
z buiiky (,,efflux‘ transportéry). Existuje nékolik rodin transportért. Pfikladem jsou ABC
efluxni transportéry nebo uptake pfenaSece hydrofilnich latek, tzv. SLC rodina (Skalova

etal. 2017).

15



2.2.4 Biotransformacni enzymy u helmintl a vlasovky slezové

Metabolismus xenobiotik u helmintii a savct, pfipadné jinych organismi,
se vyrazné li§i jak zastoupenim, tak aktivitami pfisluSnych enzymt. Rozdily
v pfitomnosti a vlastnostech enzymi jsou i mezi samotnymi druhy helminti. Dana
sloucenina muze byt v jednom helmintovi metabolizovana jednim enzymem a v druhém
helmintovi uplné odliSnym. Helminti maji obecné pouze omezenou schopnost
metabolizovat xenobiotika. Ne&kterd xenobiotika dokonce ani biotransformaci
nepodléhaji. O biotransformaci u helmintti je vSak stale malo zjiSténo a neustéle probihaji
nov¢ studie k ziskani novych informaci.

Do soucasnosti bylo studiem enzymi cytochromli P450 u helmintl zjiSténo,
zepro CYP helmintd plati stejné vlastnosti jako u savel, tedy ze maji
jak monooxygenasovou, tak peroxidasovou a reduktasovou aktivitu. U nékterych druhti
vSak byly potvrzeny jen dvé posledné zminéné. I pies relativné nizky pocet genit CYP
pfitomnych u helminti je oxidace anthelmintik spojovdna se vznikem rezistenci.
Napt. krevnicka mocova (Schistosoma mansoni) obsahuje v genomu jedinou kopii genu
CYP, ktera i presto hraje velmi vyznamnou roli v pteziti. Nicmén¢ existuji také helminti,
u kterych bylo nalezeno velké mnozstvi CYP. Analyza genomu had’atka obecného
(Caenorhabditis elegans) odhalila ptitomnost vice nez 80 genli kodujicich CYP.
U vlasovky slezové bylo nalezeno nékolik fylogeneticky stabilnich gentt CYP.

Diky oxida¢nim enzymlim maji helminti schopnost odolavat aktivaci imunitniho
systému hostitele a chranit se pted G¢inky reaktivnich forem kysliku, jejichZz vznik
je aktivaci vyvolavan. K enzymim, které maji ochrannou roli, patfi superoxiddismutasa,
katalasa,  glutathionperoxidasa, = xanthinoxidasa, = cytochrom ¢  peroxidasa
a peroxiredoxiny.

V piipadé¢ slouCenin nesoucich karbonylové skupiny predstavuje hlavni
metabolickou cestu redukce. V genomech helmintd je pfitomen relativné vysoky pocet
gentt SDR/AKR zdiraziujici vyznam reduktas v metabolismu xenobiotik. U vlasovky
slezové byly nalezeny aktivity reduktasy vac¢i ne€kolika substratim (napt. naloxonu
aFLU). U motolice obrovské (Fasciola magna) byla zjisténa aktivita
chinonoxidoreduktasy, u krevnicky jaterni (Schistosoma japonicum) aktivita
D, L-glyceraldehydreduktasy. U had’atka obecného analyza odhalila ptes 60 genti SDR.

U helmintt bylo nalezeno vyznamné mnozstvi hydrolas. Nejvice zastoupeny jsou

nejspise esterasy, véetné fosfatas hydrolyzujicich nitrofenylfosfaty a organofosfaty.
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Glutathion-S-transferasy byly nalezeny u vSech riznych druht helmintd a jsou
pravdépodobné nejvice studovanymi konjugacnimi enzymy u téchto zivocichti. V. GST
helmint byly detekovany rozdily ve specifickych oblastech oproti podobnym savéim
GST. Rozdily v substratové specifite, katalytickych aktivitich a imunogenicité byly
zjistény 1 mezi samotnymi druhy. Vyssi aktivity GST byly objeveny u stievnich paraziti,
napf. tasemnic, nez u paraziti vyskytujicich se v krvi ¢i tkdni. GST u helmintd hraji
dulezitou roli v pteziti jedince v téle hostitele diky tcasti na syntéze prostaglandinii, které
po vylouceni ptsobi proti reakci imunitniho systému hostitele. DalSim prospéchem je,
ze maji podil na detoxikaci lipidovych hydroperoxidii a karbonylovych sloucenin
produkovanych pfi oxidacnim stresu.

P11 studiu genomil helmintd na pfitomnost UGT bylo zjiSténo, Ze u zastupct tiidy
tasemnice nebyly nalezeny Zadné predpokladané geny UGT. To vS§ak miZe byt dano tim,
Ze tyto enzymy jsou u helmintd relativné Spatné prostudovany. UGT byly nalezeny
u had’atka obecného i vlasovky slezové v souvislosti s deaktivaci benzimidazolovych
anthelmintik.

Z dalich konjugacnich reakci byla popsdna acetylace biogennich aminil
u motolice jaterni (Fasciola hepatica) a hadéatka obecného. Aktivita podobna
sulfotransferasam byla prok4zana napft. u krevnicky mocové.

Efluxni transportéry ze tfeti faze biotransformace, zejména ABC transportéry
ajejich zastupce P-glykoprotein (P-gp), byly popsany jiZ u mnoha druhii helminti.
Funkce ABC transportérii byla pozorovana u hadatka obecného (vice nez 60 gent)
ivlasovky slezové. Byla potvrzena Uucast transportéri ABC na rezistenci
makrocyklickych laktont (Cvilink, Lamka a Skalova 2009, Matouskova et al. 2016).

Laing et al. (2013) identifikovali u vlasovky slezové geny kodujici 42 CYP,
44 SDR, 28 GST, 34 UGT a 10 P-gp.

2.3 UDP-glykosyltransferasy

UDP-glykosyltransferasy (UGT) patii do nadrodiny enzymil, které patii do 2. faze
biotransformacnich reakci. Jedné se o enzymy nachazejici se v Zivoci$né i rostlinné fisi,
u hub 1 u bakterii. Tyto enzymy katalyzuji vznik kovalentni vazby mezi hexosami
aktivovanymi uridin difosfatem (UDP) a funk¢ni skupinou lipofilni molekuly, nej€astéji
hydroxylovou, karbonylovou nebo aminoskupinou. Dochazi tak ke konjugaci

glukuronové kyseliny, glukosy, xylosy, galaktosy nebo acetylglukosaminu s malymi
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nepolarnimi molekulami, pfi¢emz vysledné produkty jsou poté neaktivni a vice rozpustné
ve vodé, coz umoziuje jejich exkreci moci ¢i stolici.

Nadrodina UGT je charakterizovana ptitomnosti signdlni proteinové struktury
skladajici se ze 44 aminokyselin, kterd je odpovédna za vazbu UDP z donoru. UGT
seusavel a hmyzu vaze na endoplazmatické retikulum diky pfitomnosti
transmembranové helix. Ty sekvence, které tyto struktury nemaji, obvykle nevykazuji
katalytickou aktivitu (Matouskova et al. 2018).

Geny pro UGT jsou znejveétsi casti polymorfni, tudiz zmény v kodujicich

sekvencich nebo rozdily v regulacnich oblastech mohou ménit expresi nebo funkci UGT.

2.3.1 Lidské UGT

U savci se vyskytuji zejména 4 rodiny UGT: UGT1, UGT2, UGT3, UGTS. Prvni
dvé rodiny byly objeveny a popsany v pribéhu poslednich 4 dekad. Zbylé dvé byly
popséany teprve v poslednich letech. Pro UGT1 a UGT2 je do reakci typické vyuziti
UDP-glukuronové kyseliny. Oproti tomu UGT3 vyuzivaji UDP-glukosu, UDP-xylosu
a UDP-N-acetylglukosamin a UGT8 vyhradn¢ UDP-galaktosu. UGT se v lidském téle
vyznamné zapojuji také do metabolismu endogennich latek, jako napft. bilirubinu
(UGT1A1), steroidnich hormont (UGT1A4, UGT1AS8, UGT2B15), Zlu¢ovych kyselin
(UGT1A3, UGT2B4), v tucich rozpustnych vitaminit (UGT1A3), thyroidnich hormont
(UGT1A9) ¢i neurotransmitertt (UGT1A6) (Meech et al. 2019).

2.3.2 UGT u vlasovky slezové

Matouskova et al. (2018) uvadi, ze sekvenovanim a studiem genomu vlasovky
slezové byla zji§téna ptitomnost 32 domnélych genti UGT, které jsou rozmistény na Sesti
chromozomech. Nejvice genli se nachazi na chromozomu 4. Dle ndzvoslovi sestaveného
na zakladé¢ aminokyselinové sekvence enzymi, jsou UGT u vlasovky rozdé€leny
do 15 rodin. Nékteré rodiny jsou jen jednoclenné, nékteré jsou naopak pomérné
rozvetvené, jako napf. rodina UGT 365. Obr. 1 sjednocuje a srovnava UGT vlasovky
slezové a jiného modelového organismu hlistic - had’atka obecného. Dale popisuje jejich
homologii a piibuznost k jednotlivym rodindm. Toto srovnani odhalilo genové roz¢lenéni
specifickych podrodin UGT. Nékteré rodiny UGT vlasovky jsou homology UGT
ptitomnych u had’atka obecného, av§ak ne€kolik rodin je specifickych pouze pro vlasovku

slezovou (UGT365, UGT366, UGT368).
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Vsechny identifikované UGT

u vlasovky slezové spliuji podminku
pfitomnosti signalniho peptidu, avSak

unékterych  chybi transmembranovy

helix. Zda ma tento nedostatek vliv
na katalytickou aktivitu je predmétem
badani.
Pti  glykosylaci  anthelmintik
probihajici v organismu vlasovky vznikaji
zejména konjugaty s glukosou. Proto
se pfedpoklada, Ze hlavnim darcem cukru
neni

ale UDP-glukosa.

UDP-glukuronova kyselina,

Obr. 1: Fylogeneticky strom UDP-
glykosyltransferas u Caenorhabditis elegans
a Haemonchus contortus (Matouskova et al.
2018). Zelene podtrzené UGT byly
pFipraveny v této praci.



24 PCR

PCR je zkratkou pro polymerasovou fetézovou reakci (angl. Polymerase Chain
Reaction). Jednd se o metodu umoznujici namnozeni vybraného useku DNA
ohranic¢en¢ho dvéma kratkymi oligonukleotidy, tzv. primery.

Reakéni smés pro PCR je tvofena pufrem, vhodnou koncentraci templatové DNA,
primerti, DNA-polymerasy a deoxynukleotidi. DNA-polymerasa je nezbytna ke vzniku
novych fetézcl, umoziuje pfipojovani deoxynukleotidl k primeru/vznikajicimu vldknu
dle komplementarity bazi oproti vldknu templatovému. K PCR jsou pouzivany
tzv. termostabilni DNA-polymerasy, jejichz aktivita neni vyrazn¢ omezena ani pfi teploté
nad 90 °C. Optimalni teplota pro jejich funkci je vSak 72-74 °C.

Samotna reakce je slozena ze 3 krokd, které jsou umoznény zménami teplot.
Prvnim krokem je zahtati reakéni smési na 94 °C vedouci k denaturaci fetézcii ds DNA.
Nésledujicim krokem je annealing, tedy ochlazeni smési na Tm primerd (nejcastéji
50-60 °C), pti které nasedaji primery na komplementarni sekvenci templatové DNA.
Tretim krokem je extenze/elongace charakterizovana zahiatim reakce na teplotu
okolo 72 °C, coz vede k aktivaci termostabilni polymerasy a syntéze nového fetézce
ve sméru 5°-3".

Celé reakce obvykle probiha ve 20-30 po sobé jdoucich cyklech, pticemz plati,
ze pii kazdém cyklu se zdvojnasobi pocet produkti. Pokud je n pocet cykll, z 1 ds DNA
vznikne 2" produktii (Raclavsky 1999, WikiSkripta [online]).
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Obr. 2: Priibeh PCR (Fialova 2018 [online])

2.4.1 Primery

Primery jsou kratké jednovlaknové oligonukleotidy ohranicujici isek DNA, ktery
je potieba amplifikovat. K amplifikaci DNA se pouZivaji 2 primery, tzv. forward (horni,
kodujici) a reverse (dolni, antikodujici, ziskany po pfevedeni na reverzni komplementarni
sekvenci). Na jejich spravném navrhu a pouziti zavisi ispésnost celé PCR. Navrh primera

ma pravidla, ktera by méla byt dodrzena. Mezi tyto charakteristiky pro kazdou dvojici

primerii patfi:

- délka 18-25 nukleotidd, dvojice primert by méla dosahovat podobné délky

- pritomnost nukleotidu G a C 40-60 %, dvojice by m¢la obsahovat podobné

slozeni bazi

- rovnomeérna piitomnost oblasti bohatych na G/C a A/T pary

- absence delsich usek ze stejnych bazi (>4)

- absence komplementarnich sekvenci

(vlasenek)

21

a vnitifnich sekundarnich

struktur



- malo nukleotidd G/C na 3" konci primeru, avSak jeden na uplném konci je
vhodny

- teplota Tm primeru > 50 °C, rozdil mezi Tm primeri by mél byt mensi
nez 1-3 °C

- specificnost primerii — musi se vazat jen k jedinému mistu na matricové DNA

(Smarda et al. 2005, Matouskova 2020)

2.5 Gelova elektroforéza

Elektroforéza je separani metoda, kterd umoznuje rozdélit fragmenty nukleovych
kyselin na zéklad¢ jejich rozdilné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Tato
metoda slouzi jak k samotné separaci, tak k identifikaci a purifikaci NK.

Pro nukleové kyseliny je charakteristickd jejich elektronegativita dand zbytky
kyseliny fosforecné v jejich struktute. FElektronegativita zplsobuje putovani NK
ke kladné elektrodé v gelu po zapojeni do elektrického proudu. Fragmenty NK
se pohybuji rychlosti, ktera je tméma jejich velikosti. Cim je molekula NK mensi, tim
rychleji se pohybuje gelem. Rychlost pohybu molekul NK a G¢innost separace je dana
typem, velikosti a koncentraci pouzitych gelti. Zakladni typy gelt vznikaji z agarosy
nebo akrylamidu.

Agarosovy gel je pfipravovan rozvafenim praskové agarosy v TBE, TAE nebo
TPE pufru nej€astéji v koncentraci 1-3 % pro separaci fragmentti o délkach 100-5000 bp.
V ptipad¢ delSich fragmentl Ize vytvofit gel o menSi koncentraci. Agarosovy gel
se pouziva zejména v horizontdlnim uspotfadani. K jeho charakteristikam patfi snadna
piiprava, pomérné rychly pritbéh separace a velky rozsah délek separovanych fragmentt,
nicméng oproti akrylamidovému gelu ma nizsi rozliSovaci u¢innost.

Akrylamidovy gel se vytvaii polymeraci akrylamidu a bisakryamidu
za pritomnosti persulfaitu amonného a tetramethylethylendiaminu. Pfipravuje se
v koncentraci 3-20 % a fragmenty mohou byt separovany v uspofddani horizontalnim
1 vertikalnim. Nejvetsi vyhodou akrylamidového gelu je schopnost separace takovych
fragmentti NK, které se liSi jen o jediny nukleotid pii velikosti fragmentu do 500
nukleotidd.

Jelikoz struktury NK nemaji zadné optické vlastnosti, museji se k vizualizaci
v gelu pouzit tzv. interkalacni barviva. Tyto barviva se vmezeti mezi dva pyrimidinové

nukleotidy a tim zviditelni NK pfi vizualizaci pomoci UV transluminatoru. Interkala¢ni
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barvivo se miize pfidat ke vzorku pted aplikaci na gel nebo se muze piidat piimo do gelu
pfi jeho ptipravé. Posledni moznosti je maceni gelu se separovanou NK v roztoku
barviva. V dnesni dob¢ se jako interkalacni barviva pouzivaji latky jako SYBR Green,
DAPI, TOTO-1, které vytlacuji diive pouzivany, avSak mutagenni ethidiumbromid
(Beranek 2016).

Velikosti oddélenych fragmentii NK lze ur¢it pomoci standardu (ladder), ktery
obsahuje smés fragmentii pfedem stanovenych velikosti a ktery je nanaSen na gel
soucasn¢ se vzorky. Velikost d€lenych fragmentli je urena porovnanim vzdalenosti
prouzkil standardu a stanovovanych vzorki.

Modernim pfistupem v separaci fragmenti NK je kapilarni elektroforéza, jejiz
kapiléra je naplnéna gelovou matrici. Pouziti kapilarni elektroforézy umoziuje rychlé

oddéleni fragment NK diky vyuziti vysokého napéti (Lee et al. 2012).

Kilobases Mass (ng)

100 42
- B0 42
60 50
=50 42
4.0 k]
3.0 125
2.0 48
1.5 36
-10 42
0s 42

Obr. 3: 1 kb DNA ladder (Zebricek), ktery se aplikuje
do prvni jamky na gelu pro odhadnuti velikosti
separovanych fragmentit DNA (NEB [online]).

2.6 Mc¢éteni koncentrace a Cistoty NK

Znat koncentraci NK ve vzorku je nezbytné pro kroky, ve kterych NK figuruji.

Nejbeéznéjsim zplsobem, jak zméfit koncentraci NK, je spektrofotometrické méfeni.
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Aromatické struktury bazi NK absorbuji ¢asti spektra UV-zéfeni, pfi¢emz nejintenzivnéji
absorbuji zafeni o vlnové délce 260 nm. Plati, ze mira absorpce (A260) je mirou
koncentrace NK v roztoku. Absorbanci o hodnoté¢ 1,0 odpovida koncentrace ds DNA
50 pg/ml.

Ptipadné kontaminace vzorku bilkovinami, které ziistaly ve vzorku i pies izolaci
NK, lze zjistit pomérem absorbanci pti vinovych délkach 260 a 280 nm, jelikoz bilkoviny
absorbuji nejintenzivnéji pti 280 nm. Pomér by mél byt mezi hodnotami 1,8 a 2,0, aby byl
podil absorpce bilkovin pfi 260 nm dostate¢né zanedbatelny pro vypocet koncentrace NK
(Brown 2007, Raclavsky 1999). Pomér absorbanci vinovych délek 260 a 230 nm by m¢l
dosahovat hodnot vétSich nez 1,8. Pokud této hodnoty nedosahuje, znamena
to pravdépodobné znecisténi vzorku organickymi slouceninami ¢i chaotropnimi solemi

(METTLER TOLEDO [online]).

2.7 Klonovani

Klonovani je metoda umoziujici vytvoreni klonu. Tim se rozumi pfenos genetické
informace za G¢elem vytvoreni totozného souboru molekul, buiiky ¢i jedince v porovnéani
s pivodnimi. Procesem klonovani se pozadovand genetickd informace amplifikuje.
Z jedné prvotni molekuly je mozné ziskat velké mnozstvi kopii prostfednictvim
replikacniho aparatu hostitelské bunky.

Pfi molekularnim klonovani neni pfenasSena celd geneticka informace, ale pouze
jeji ¢ast, obvykle fragment NK v délce jedné aZ n¢kolika kbp.

Cely proces je slozen z n€kolika ¢asti s danou posloupnosti. Za¢ina se vybérem
a ptipravou inzertu a vektoru a naslednym vloZenim inzertu do klonovaciho vektoru.
Nasleduje transfer rekombinovaného vektoru do hostitelské builky, namnoZeni téchto
bunék, a nakonec izolace vektorové DNA se zakomponovanym inzertem (Beranek 2016,

LabGuide.cz? [online]).
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SCHEMA PROCESU KLONOVANI

Bufika E. cofi

RE1[ Kionovany naedt |REZ

igace raera
4 h—— Pasobeni CaCl2
v pro permeabilizaci
RET ez Plasmid se zaklonovanym inzertem bunééné stény
McS -
Kompetentni bufika
E. coli

Transformace
-

Recipientni plasmid Vysledny plasmid

'
Transformovana bufika E. coli

Transformované bufiky E. coli na agarové misce

Inokulace 5
kultivatnino media
jednou z bilych kolonii -

Cenfrifugace bakterialnich
bunék ze ziskané kultury

y

Ze ziskanych baktenéinich bunék
je izolovana plasmidova DNA

Izolovany plasmid

Obr. 4: Schéma procesu klonovani (LabGuide.cz’ [online])

2.7.1 Klonovaci vektory

Klonovaci vektor je specifickd DNA, kterd je schopna pfijmout Zadanou DNA
(inzert) a zvysit pocet jejich kopii pomoci vlastni autonomni replikace. Klonovaci vektory
se li§i svou kapacitou pro velikost inzertni DNA, dle toho se také vybira, jaky typ vektoru
bude pouzit. Aby mohl byt vektor pouzit, musi spliiovat nékolik pozadavkl. Musi nést
geny, které umoziuji vlastni replikaci. V jeho sekvenci musi byt pfitomna mista
pro puasobeni restrikénich endonukleas a musi byt umoznéna identifikace jeho pfitomnosti
v hostitelské bunice pomoci selekéniho markeru.

K zéstupcim klonovacich vektorti patii plasmidy, kosmidy, bakteriofagy
a bakteridlni a kvasinkové chromozomy. Kosmidy jsou zménéné plasmidové vektory,
které jsou schopny pfijmout inzert o velikosti az 45 kbp, napt. pii tvorbé genomovych
knihoven. Bakteriofagy jsou bakteridlni viry, které v lytickém cyklu infekce vyuzivaji
hostitelskou buniku k namnozeni vlastni i inzertni DNA. Velikost inzertu inkorporovana
do fagu muze byt 40 az 50 kbp, u bakteriofaga A je idealni velikost mezi 9 az 25 kbp.
Kvasinkové umélé chromozomy umoziuji vlozeni inzertu DNA o délce az 1000 kbp

(LabGuide.cz? [online], Pelley 2012).
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2.7.1.1 Plasmidy

Plasmidy jsou samostatné extrachromozomalni kruhové molekuly dvouvlaknové
DNA, které buiice poskytuji prospésné vlastnosti, napt. schopnost odolat vlivu antibiotik.
Plasmidy, stejn¢ jako chromozomalni DNA, byvaji duplikovany pied bunéénym délenim
a predany do dcefiné buiiky. V technologii rekombinantni DNA byly pro nejcastéjsi
replikaci v bakterii E. coli optimalizovany plasmidy o velikosti 3 az 6 kbp, které jsou
schopny piijmout inzert DNA dlouhy 10 az 15 kbp. Plasmidy maji ve své struktuie
nékolik oblasti dilezitych pfi klonovani. Specifickda sekvence tvotrend 50 az 100
nukleotidy, ktera je rozpoznana polymerasou a spousti tvorbu nového komplementarniho
fetézce, se nazyva pocatek replikace, tzv. ori. Déle obsahuje selekéni marker, cozZ jsou
obvykle geny odpoveédné za rezistenci k nékterému antibiotiku, které umoziuji nasledné
odliSeni kolonii s pfitomnym plasmidem. Selekénim markerem mize byt také gen
pro jinou vlastnost, napt. gen LacZ‘ odpovédny za barevné rozliSeni bunék s prazdnym
vektorem a vektorem s vloZzenym inzertem. Multiple Cloning Site (MCS) nebo také
klonovaci misto ¢i polylinker, je tsek s velkym poctem restrikénich mist pro rizné
restrikéni endonukleasy. Transkripci inzertu u expresnich vektorti fidi oblast promotoru.
Oblast nasedani primeru je sekvence, na kterou nasedaji primery vyuZzivané

pii amplifikaci ¢i sekvenovani (Addgene? [online] ,LabGuide.cz’ [online] Pelley 2012).

pCl

PCI je expresni vektor o velikosti 4006 bp, ktery byl navrzen pro konstitutivni
expresi klonovanych inzerti DNA v sav€ich buiikdch. Sekvence vektoru zahrnuje gen
kodujici rezistenci k ampicilinu. Pfitomnost tohoto genu umoziuje selekci kolonii E. coli
v agaru s obsahem zminéného antibiotika. Zacatek transkripce inzertu v plasmidu pCI
je uskute¢iovan pomoci oblasti promotoru CMV. Urovei genové exprese inzertu zvysuje
pfitomnost zesilovace, chimerického intronu, v genomu pCI. Za intronem je pfitomny
T7 promotor pouzivany k syntéze transkripti RNA pomoci T7 RNA polymerasy, ten
je nasledovany klonovacim mistem pro ucinky nékolika restrikénich endonukleas.
K zastaveni transkripniho procesu slouzi terminator, zde SV40 polyadenyla¢ni signal.

(Promega [online]).
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Obr. 5: Plasmid pCI (Addgene’ [online])

2.7.2 Restrikce

Restrikci se rozumi sestfizeni kruhové molekuly vektoru za tUcelem vzniku
linearni molekuly, aby bylo umoZnéno vneseni pozadované molekuly DNA. Roz$tépeni
muze podléhat také samotna molekula DNA, bud’ za Gi¢elem vysttizeni pouze 1 genu nebo
ke zkraceni dlouhého fragmentu DNA. Pti klonovéni je dulezité, aby byly molekuly DNA
Stépeny presnym a reprodukovatelnym zplisobem, pficemZz musi byt molekula vektoru
rozstépena jen na 1 misté, aby nedoslo ke vzniku fragmenta.

K pteruseni fosfodiesterové vazby mezi nukleotidy slouzi enzym nukleasa.
Ty nukleasy, co odstépuji nukleotidy z konce molekuly DNA, se nazyvaji exonukleasy
aty, co jsou schopny Sté€pit vazby uprostited molekuly DNA, se jmenuji endonukleasy

(Brown 2007).

2.7.2.1 Restrikéni endonukleasy

Specifické endonukleasy vyuzivany pfi restrikci jsou oznacovany jako restrikéni

endonukleasy (RE). RE byly nalezeny u prokaryotickych organismi, kde jejich hlavni
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funkci je ochrana hostitelského genomu pied cizi, zejména bakteriofagovou, DNA
(Pingoud a Jeltsch 2001).

Existuji 3 typy RE, v genovém inzenyrstvi maji vSak vyuziti zejména RE typu II.
Restrikéni endonukleasy II. typu jsou vyjimecné tim, Ze se jejich S$t€pici misto nachazi
v misté tzv. rozpoznavaci sekvence, kterd je charakterizovana specifickou sekvenci
nukleotidii. Rozpoznavaci sekvenci byva obvykle tzv. palindrom, tedy misto, kde se jsou
sekvence nukleotidi v obou fetézcich identické ve sméru 5°-3¢ (Glick, Pasternak a Patten
2010).

Neékteré RE stépi DNA uprostted rozpoznavaci sekvence za vzniku tupych koncti.
Nékteré naopak nestépi ob¢ vlakna ve stejném misté, ale s mirnym posunem. Timto
zpisobem vznikaji na kazdém vlakné¢ ptesahy, tedy kohezni konce, které jsou navzajem
komplementarni a mohou se parovanim opét spojit.

Pokud tedy chceme rozstépit vektor pouze na 1 misté, je nutné najit a pouzit
restrikéni  endonukleasy s takovou odpovidajici rozpoznavaci sekvenci, kterad
se v sekvenci vektoru nachéazi pouze jednou.

Piisobenim RE na DNA vzniknou fragmenty, jejichz velikost je urCena §tépicim
mistem v pavodni molekule. Uspé&$nost §tépeni je mozné nejjednoduseji odhalit pomoci
gelové elektroforézy, ktera je schopna oddélit fragmenty dle velikosti a pomoci ptidaného

DNA velikostniho markeru (Zebticku) 1ze jejich velikost odhadnout.

2.7.3 Ligace

Ligace je proces, pii kterém dochazi ke spojeni molekuly vektoru a poZadované
molekuly DNA. Enzym, ktery toto spojeni katalyzuje se nazyva DNA-ligasa. Pfirozenou
funkei ligasy v bunice je opravovat misto, kde mezi sousedicimi nukleotidy chybi
fosfodiesterova vazba. Pro genetické inZenyrstvi je tento enzym nejcastéji izolovany
z E. coli infikované fagem T4.

Pti ligaci miZe dochazet ke spojeni fragmenti tzv. tupymi konci nebo koheznimi
konci. Pii ligaci jsou vice efektivni kohezni konce vytvotfené rovnou pusobenim
nékterych restrikénich endonukledz na vektor i na klonovanou DNA. Jak jiz bylo popsano
u RE, tento zplsob zaruc¢i vznik navzdjem komplementarnich presahi, tak aby mohlo
dojit snadno ke spojeni. Ligace mezi fragmenty s tupymi konci neni pfili§ efektivni,
protoZe mohou byt spojeny pouze v momenté ndhodného setkani. Tento zpiisob je moZné

provadéet pii vysokych koncentracich DNA. Lepsim zpiisobem je upravit tupé konce
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pfipojenim koheznich koncti. K témto ucelim slouzi linkery, adaptéry ¢i technika

homopolymerniho ptipojeni (Brown 2007).

2.7.4 Transformace

Transformace je nazev pro piijem molekuly DNA bakterialni buiikou. Aby buiika
piijatou  DNA nedegradovala, musi byt do bunky pfijata v plasmidu, ktery
obsahuje replikacni pocatek k zajisténi replikace v hostitelské bunce (Brown 2007).
Primer s DNA muze byt transformovan pouze do builkky kompetentni. To znamena,
ze bunika musi byt néjak fyzikalné ¢i chemicky ovlivnéna, aby cizi DNA pfijala. K tomuto
ovlivnéni se pouziva napft. studeny roztok chloridu vapenatého nebo kratky teplotni Sok
(Glick, Pasternak a Patten 2010). K ptenosu DNA lze vyuzit také metodu elektroporace,
pii které se vyuziva kratky elektricky impulz o vysokém napéti, ktery vytvori ve sténé
bungk péry, jimiz miize dovniti vstoupit rekombinantni DNA (Smarda et al. 2005).

Jako kompetentni buiiky se nejcastéji vyuzivaji bakterie E. coli, avSak lze

transformovat také do bakterii rodu Bacillus a Streptococcus (Brown 2007).

2.7.5 Selekce

Jelikoz transformace je pomérné neefektivni proces, je nutné zjistit, v jakych
bunkach k transformaci doSlo a v jakych ne. Pfijeti plasmidu s DNA lze detekovat
pomoci exprese gentl, které jsou neseny transformovanym plasmidem. U bakterii E. coli
se vyuziva citlivosti na ATB ampicilin a tetracyklin, které obvykle inhibuji riist bakterie.
Pokud vsak u bakterie dojde k pfijmu plasmidu a nasledné expresi genu pro rezistenci,
bakterie jsou schopné rist na agaru i v pfitomnosti zminénych ATB (Brown 2007).
Jenutné dodat, Ze kristu kolonii dochazi i u bakterii, které pfijmuly plasmid
bez poZadovaného inzertu. Proto je nutné navic rozlisit kolonie s plasmidem obsahujicim
inzert. To je umoznéno dal$im selekénim markerem, napf. pouZitim plasmidu
s pfitomnosti vySe zminéného genu LacZ‘ kodujicim vznik B-galaktosidasy schopné

zménit dodany substrat na modry produkt (Glick, Pasternak a Patten 2010).

2.7.6 Purifikace

Purifikaci se rozumi ptecisténi NK od nezddoucich kontaminant nachézejicich se

ve vzorku. Purifikace je uskute¢fiovana jako jedna z ¢asti izolace NK z testovaného
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organismu, dale pokud je potfeba odstranit proteiny ¢i nechténé piimési, napf. soli
od vzorku DNA ¢i RNA. Pfecisténa byva také NK po elektroforetické separaci nebo
produkty enzymatickych reakci.

V dnesni dob¢ jsou jiz obvykle vyuzivany komeréné dostupné purifikacni kity,
jejichz soucasti jsou gravitatni kolonky, které kombinuji principy chromatografie
a centrifugace. Purifikace NK muze byt dosazena také pomoci fenol-chloroformu

¢i precipitaci (LabGuide.cz’ [online]).

2.8 Sekvenovani

Sekvenovani slouzi k uréeni potadi nukleotidii v NK, popisuje tedy jeji primarni
strukturu. Po procesu klonovani ndm sekvenovani produktu umoziuje zjistit, zda cely
proces probéhl uspésné a zda byl pozadovany tisek DNA spravné naklonovéan. Znalost
sekvence DNA nam také umoznuje odvodit aminokyselinovou sekvenci kdédovaného
proteinu (Smarda et al. 2005).

Dvé zédkladni sekvenacni metody byly publikovany vroce 1977. Jednd se
o Gilbertovo degradacni sekvenovani a Sangerovo syntetické sekvenovani
s dideoxynukleotidy. Gilbertova metoda neni v soucasnosti jiz pfili§ uZivana z divodu
nemoznosti automatizace pro pouzivani toxickych reagencii v pritbé¢hu sekvenacniho
procesu.

V dnes$ni dobé se pouzivaji automatizované sekvenacni technologie, které
se neopiraji jen o princip Sangerova sekvenovani. Existuji také sekvenacni metody druhé,

tfeti a vysSi generace, které jsou postaveny na novych odliSnych postupech.

2.8.1 Sangerovo syntetické sekvenovani

Sangerova metoda za¢ina fragmentaci DNA na tseky o velikosti stovek bp, které
jsou poté zaklonovany do vektoru. Po pfidani a pfipojeni sekvenacnich primerti dochazi
k polymerac¢ni reakci zprosttedkované Klenowovym fragmentem DNA polymerasy I.
Reakce probiha ve 4 zkumavkéch, kde se v kazdé nachdzi vSechny deoxynukleotidy
apouze jeden typ dideoxynukleotidu, kterému chybi hydroxylové skupiny na tietim
uhliku deoxyribosy. Diky tomu je po jeho navadzani =zastavena syntéza
polynukleotidového fetézce. Aby reakce fungovala a dideoxynukleotidy se zacleniovaly
do fetézce se spravnou pravdépodobnosti, je nutné dodrzet optimalni pomér

mezi deoxynukleotidem a pfislusSnym dideoxynukleotidem. Obvykle je tento pomér
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1:100, avSak napt. mezi ddATP a dATP je nejvhodnéjsi pomér 1:1. Vysledkem jsou rizné
dlouhé fetézce zakoncené piislusSnym dideoxynukleotidem. Tyto fragmenty se separuji
soucasn¢ v jednom akrylamidovém gelu ak jejich vizualizaci slouzi radioizotopové
znaceny dATP. Vyhodnoceni je zaloZeno na pfifazovani jednotlivych nukleotida

k postupné rostoucim délkam fragmentt li§icich se o 1 nukleotid.

2.8.1.1 Automatizace procesu

V souCasné dobé se jiz vyuzivaji zautomatizované sekvenacni systémy.
Automatizace Sangerova sekvenovani je zalozena na vyuziti kapilarni elektroforézy.
Oproti klasické elektroforéze dosahuje kapilarni elektroforéza vyssi separacni G€innosti
i rychlosti. Umoziuje dosdhnuti vyssi citlivosti, prodlouzeni délky Ccitelné sekvence
alepsi separaci pikii. Stejné jako u klasické elektroforézy se diky elektronegativité
fragmenty DNA pohybuji k anod€ rychlosti umérné jejich délce, pficemz prichod
fragmentu s dideoxynukleotidem je na detektoru pozorovan jako narust fluorescence
o znamé vilnové délce. K detektoru se tedy postupné za sebou dostavaji fragmenty lisici
se o 1 nukleotid. K vizualizaci slouzi fluorescencné znacené dideoxynukleotidy
nebo 5’'-konce sekvenac¢nich primert. Pokud je kazdy dideoxynukleotid oznacen jinym
fluoforem, je mozné pouzit pouze 1 reakéni zkumavku pro 1 sekvenaéni reakci. Dle typu
fluoforu lze urcit typ ptislusSného dideoxynukleotidu prochazejiciho detektorem (Beranek

2016).

SANGEROVA METODA SEKVENOVANI (KAPILARNI PROVEDENI)
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Obr. 6: Princip Sangerova sekvenovani (LabGuide.cz' [online])
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2.9 Exprese a ptiprava rekombinantniho proteinu

Proteiny jsou syntetizovany na zaklad¢ funkénich potieb buniky. Plany k jejich
tvorbé jsou ulozeny v sekvenci DNA, ktera je pii transkripci ptelozena do podoby
mRNA. Dle nukleotidové sekvence této mRNA je poté v procesu translace syntetizovan
protein na zakladé genetického kodu.

Translace je vicestupfiovy proces, ke kterému je zapotiebi pfitomnost ribosomd,
tRNA, mRNA, aminokyselin, ATP, GTP a dalsich faktord. Syntéza proteinti u prokaryot
a eukaryot probihd s nékterymi odliSnostmi. Nejvétsim rozdilem je, ze u prokaryot
probiha transkripce a translace soucasné, jelikoz mRNA nemusi byt nijak upravovana,
kdezto u eukaryot jsou procesy oddélené a probihaji postupné kvili posttranskripénim
upravam (splicingu). Spravnou strukturu a aktivitu proteind zajist'uji rizné posttranslacni
modifikace vytvofen¢ho proteinu, napt. tvorba disulfidickych mustki, glykosylace,
fosforylace, acetylace atd.

Rekombinantni proteiny jsou proteiny, které vznikaji na podkladé rekombinantni
DNA a jsou vyprodukované cizim expresnim systémem. Jejich vyuziti je Siroké.
Uplatiluji se jak v zdkladnim vyzkumu proteomu béhem in vitro experimentt, tak
v aplikovaném vyzkumu pii pfipravé proteind s terapeutickym vyuzitim. Proteomika
zkouma jakékoli vlastnosti proteinu jako je struktura, funkce, modifikace, lokalizace
¢1 interakce s jinymi proteiny ¢i molekulami.

Expresi a produkci rekombinantnich proteinid v hostitelském organismu
(expresnim systému) poskytnul rozvoj technologie molekuldrniho klonovani. Diky ni
jsme schopni pfipravit vektor, ktery umoziuje transport cizorodé DNA do expresniho
systému, jenZ podle ni produkuje protein (Rackova, Miiller a Vojtések 2014, Thermo

Fisher Scientific [online]).

2.9.1 Transfekce/transformace

Aby byl hostitelsky organismus schopny produkovat poZzadovany protein, musi
dojit k pfiymuti genu, ktery protein kdduje. Existuji chemické, virové a fyzikalni metody,
kterymi lze piijmuti genu dosdhnout. Zvoleny postup zavisi na typu buiiky, poZzadovaném
mnozstvi proteinu a cené. Metoda pfijeti cizorodé genetické informace (rekombinantni
DNA) do prokaryotické buniky se nazyva transformace. Zpiisoby transformace pouzivané
v genetickém inZenyrstvi jsou jiz popsany v kap. 2.7.4. V piipadé eukaryotické buiky

se jedna o tzv. transfekci.
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Pti chemické transfekci, se k DNA pridava latka (transfekéni cinidlo), kterad
usnadnuje vstup do bunky. Principem je interakce zaporné nabitych nukleovych kyselin
s kladné nabitymi ionty transfek¢niho Cinidla. Poté pozitivné nabité komplexy fuzuji se
zaporn¢ nabitou bunéénou membranou, tim je vyvoldna endocytéza a DNA
je transportovana dovnitf buiniky. Jako transfekéni cinidlo se hojné pouzival
DEAE-dextran ¢i  CaCl,.  Vsoucasnosti  jsou jiz vyvinuty novéjsi  Cinidla,
jako napt. TransFectin™ (Biorad) ¢i Lipofectamine (ThermoFisher), alternativné také

levnéjsi varianta Polyethylenimin (PEI) (Hunter et al. 2018).

2.9.2 Expresni systémy

Existuje né€kolik typti expresnich systému: bakteridlni, kvasinkové, rostlinné,
bezbunécné, hmyzi a sav¢i. Pii vybéru systému je dilezité zohlednit jaky protein chceme
pfipravit a myslet na jeho funkci a na to jaka je poZadovana rychlost purifikace a velikost
vytézku rekombinantniho proteinu (Thermo Fisher Scientific [online]).

Nejvyuzivangj$im expresnim systémem je bakterie E. coli. Vyhodou této bakterie
je snadné kultivace, rychlost mnozeni, nizké naklady na kultivaéni média a vysoké
vynosy. K nevyhoddm bakteridlniho systému patii problémy s nedostatkem tRNA
a neschopnost posttransla¢nich modifikaci. Expresi proteinit mize u E. coli regulovat
nékolik promotort, nejvyznamnéjsi je promotor T7, dale lambda P1 a trc.

Kvasinky pfedstavuji nejjednodussi eukaryoticky expresni systém. Jejich
ptrednosti je snadnd kultivace a jednoducha purifikace proteind, zajisténi jednoduchych
posttranslaénich uprav a nizké ndklady. Nejhojnéji vyuzivané kvasinky jsou
Saccharomyces cerevisiae a Pichia pastoris.

Vyssi néklady kultivace a vétSi narocnost predstavuji hmyzi buiiky infikované
a poskytuji vysokou expresi proteinu.

PIn¢ funkéni a modifikované rekombinantni proteiny s aktivitou podobnou
pfirozenym proteinim vytvaieji sav¢i bunky. Kultivace v tomto systému je vSak ¢asové
1 finanéné nédkladnd a doprovazend nizkymi hladinami exprese. Exprese u savc€ich
systém je fizena konstitutivné aktivnimi promotory, nej¢astéji odvozenymi z viru SV40
¢1 CMV. Dilezitymi reprezentanty sav¢ich systémt jsou HEK293 (human embryonal
kidney) a CHO (chinese hamster ovary) (Ruckova, Miiller a Vojtések 2014). Sav¢i buiky
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jsou dilezitym zdrojem proteind vyuzivanych ve zdravotnictvi, napt. monoklonalnich
protilatek (Walsh 2014).

Syntéza rekombinantniho proteinu je mozna také bezbunécné, in vitro. Bunécné
extrakty maji schopnost produkovat proteiny diky pifitomnosti komponenti (RNA
polymerasa, transkripéni faktory, ribosomy, tRNA) potiebnych k transkripci, translaci

i modifikaci (Thermo Fisher Scientific [online]).

2.9.3 Izolace a purifikace proteinu

Po syntéze proteinu nasleduje izolace pozadovaného proteinu ze zdrojového
systému. Postupy se 1i8i v zavislosti na tom, zda vznika intraceluldrni nebo extracelularni
protein. U proteinti vylu¢ovanych do média staci k izolaci proteinu oddéleni bunék filtraci
¢i centrifugaci. V pfipad¢ intracelularnich proteint jsou buiiky nejprve resuspendovany
v pufru a nasledné rozruSeny. VétSinu savéich bunék a tkani je mozné pomérné snadno
narusit, napt. homogenizatorem nebo osmotickym Sokem. Naruseni mikrobidlnich bunék
chaotropnimi ¢inidly. Po dokonceni 1ze z homogenizatu ziskat protein opét centrifugaci
nebo filtraci (Walsh 2014). Izolace proteinu ze zdroje je ndsledovdna jeho ocisténim
od dal$ich ptitomnych latek v pufru.

Selektivni purifikaci umoznuji afinitni znacky, kterymi jsou rekombinantni
proteiny opatfeny. K nejpouzivanéjSim znackam patii poly-histidin (6xHis), FLAG tag,
poly-arginin, Strep-tag, glutathion S-transferasa a ¢i MBP-tag (maltosu vazajici protein)
a dalsi.

Histidinova kotva je znacka, hexapeptid, ktery nijak neovlivituje pienos a skladani
proteinu, ani jeho strukturu a funkci. Pfi purifikaci se vyuziva toho, ze tvoii komplex
s chelata¢nimi kovovymi ionty (Ni?*, Co?’, Cu?*" a Zn*") imobilizovanymi na nosici,
napf. kyselin€ nitrilotrioctové (Kosobokova, Skrypnik a Kosorukov 2015). Histidinové
znaCeni lze pouzit také k detekci a kvantifikaci takto znaeného proteinu pouZzitim
protilatek zaméfenym proti samotné znacce. Principem je navazani anti-His tag protilatky
na povrch membréany, na které je nanesen protein. Po promyti a odstranéni nenavazané
protilatky, je membréana inkubovana se sekundarni protilatkou, ktera je schopna rozeznat
primarni protilatku. Vizualizace proteinu znaceného histidinovou kotvou je umoznéna
detekéni znackou piipojenou k sekundarni protilatce. Tento postup lze také pouzit

k ovéfeni, zda byla kotva GispéSné€ odstranéna pii purifikaci (Walsh 2014).

34



Dle piislusného znaceni je vybrana purifikacni metoda. Pfikladem ¢inné vysoce
selektivni purifikacni metody je afinitni chromatografie, pti které je protein diky znacce
navazan na chromatografickou kolonu, nenavdzané proteiny jsou odmyty a zadouci
protein je z kolony uvolnén ptfidanim kompetitivniho ligandu nebo zménou podminek
prostiedi. Afinitni znacka byva enzymaticky odstraniovana, jelikoz miZze ovliviiovat
vlastnosti zhotoveného proteinu. K purifikanim metoddm, které nepouzivaji afinitni
znaCeni, patii gelova filtrace (separace na zakladé velikosti), reverzné¢ fazova
chromatografie (separace podle povrchového naboje) nebo iontové vyménna
chromatografie (separace podle povrchového naboje) (Rickova, Miiller a Vojtések

2014).
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3. Cil prace
Cilem této prace byla pfiprava rekombinantniho proteinu

UDP-glykosyltransferasy vlasovky slezové v eukaryotnich bunikach Expi293.

Préace vyzadovala provedeni téchto dil¢ich krokii:

e Amplifikace kodujici sekvence tii genti vlasovky slezové metodou PCR,
UGT24C1, UGT365B6 a UGT368B2

e Ligace pozadovanych sekvenci do expresniho vektoru pCI

e Transformace plasmidu se zaklonovanou sekvenci do bun¢k E. coli

e Analyza zhotoveného plasmidu se zaklonovanou sekvenci UGT a kontrola

sekvenaci
e Exprese rekombinantniho proteinu v Expi293

e Kontrola uspésnosti transfekce a potvrzeni exprese proteinu metodou Dot blot
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4. Experimentalni Cast

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

cDNA ziskana zjedinci vlasovky slezové citlivého kmene ISE pfipravena v rdmci
bakalarské prace (Wengrynova 2019)

E. coli TOP10 — Life Sciences

Plasmid pCI - Addgene

Primery pro klonovani navrzené doc. Ing. Petrou Matouskovou, Ph.D. a syntetizovany
firmou Generi Biotech

Primer pro sekvenovani, Generi Biotech

Primarni protilatka: Anti-6X His tag® antibody - Abcam

Sekundarni protilatka: Goat Anti-Rabbit - Abcam

4.1.2 Chemikalie

Ampicilin sodium — Duchefa biochemie
Agarosa - Serva

DEPC H>O — Sigma-Aldrich

dNTP smés — Eurogentec

Ethanol 99% (v/v) — Sigma-Aldrich
Skim Milk Powder — Sigma-Aldrich

4.1.3 Enzymy

OneTag® Quick-Load DNA polymerasa - New England Biolabs
Restrikéni endonukleasy Mlul, EcoRl, Nhel, Xbal — New England Biolabs
T4 DNA ligasa — Jena Bioscience

4.1.4 Markery

DNA ladder 1 kb - New England Biolabs
Loading dye solution (6x) — New England Biolabs
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SYBR Safe DNA Gel Stain — Thermo Fisher Scientific

4.1.5 Kity

DNA clean & concentrator®-5 - ZymoResearch

ECL Prime Western Blotting detection reagent - Amersham
NucleoSpin Plasmid — Macherey-Nagel

The Expi293™ Expression System Kit - Thermo Fisher Scientific
ZymoPURE™ II Plasmid Midiprep Kit — ZymoResearch

4.1.6 Pufry a média

LB médium (Luria-Bertani) — VWR Biochemicals

Lyzaéni roztok — slozeni: 50 mM Tris/HCI pH7,4, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1%
Triton X-100, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 40 mM B-glycerolfosfat, 50 mM fluorid
sodny, 10 mM pyrofosfat sodny, 2 mM dithiotreitol, 200 uM vanadi¢nan sodny, H>O,
smés inhibitort (Sigma-Aldrich), 100 mM fenylmethansulfonylfluorid

S.0.C medium - Invitrogen

TAE pufr — slozeni: Tris, kyselina octova, 50 mM EDTA, dH>O

TBST pufr — slozeni: 150 mM NaCl, redestilovand H,O, Tween 20, 0,1 M TRIS pufr pH
8,0

4.2 Technické vybaveni a pomiicky

4.2.1 Pristroje

Autoklav — SHP Steriltechnik AG

Automatické pipety — Research Plus, Eppendorf

Blot Scanner — C-Digit 3600, Li-cor

Box s lamindrnim proudénim — Aura SD4 vertical, BioAir
Centrifuga — Heraeus Biofuge Stratos, Thermo Scientific
Centrifuga — 5415 D, Eppendorf

Centrifuga — 5810 R, Eppendorf

Inkubéator — Incubat 80, Melag

Inkubator — Heracell, Thermo Fisher Scientific
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Inverzni mikroskop — NIB-100, Novel Optics

Hlubokomrazici boxy — Vxe Series Jouan, Thermo Fisher Scientific
Horizontalni elektroforéza — Thermo Scientific™ Owl™ EasyCast™ B1A Mini Gel
Electrophoresis Systems

Horizontalni elektroforéza — FHU6, Mini Submarine Gel, Fisher Scientific
Horizontalni elektroforéza — B2, Owl, Chemos

Laboratorni vaha — M-Prove, Sartorius

Minicentrifuga — Sprout, Heathrow Scientific

Mikrovilnna trouba — Zanussi

PCR cykler — MJ mini, Bio-Rad

PCR cykler — Biometra TAdvanced Twin 48, Analytik Jena
Spektrofotometr — NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific

Termoblok - Thermomixer comfort, Eppendorf

Ttepacka — Duomax 1030, Heidolph

Ttepavy inkubator — NB-205, N-Biotek

Vodni lazen s termostatem - Memmert

Vortex — Vortex V-1, BioSan

Vyrobnik ledové tiisté — Ice Makers, Brema

UV transluminator — UVT-20 SE, Herolab

Vizualizace gelt — Gel Doc, BioRad

Zdroj pro elektroforézu — PowerPac Basic, BioRad

4.2.2 Pomucky

Spicky Eppendorf, mikrozkumavky Eppendorf, laboratorni sklo (Erlenmayerovy batiky,
kadinky, odmérné valce), kahan, Biirkerova komiirka, hokejky, falkony, parafilm, Petriho

misky, pinzeta, rukavice, stojany na zkumavky a mikrozkumavky
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4.3 Pracovni postupy

4.3.1 PCR amplifikace vybranych UGT sekvenci cDNA z vlasovky slezové

Izolace genu kodujici vybrané UGT byla provedena metodou PCR. Jako templat
byla pouzita cDNA ziskand zvlasovky slezové. Na zdkladé sekvence UGT
byly navrhnuté primery obsahujici mista pro restrikéni endonukleasy, jez byly pouzité
v dals$im kroku - restrikci. Pouzit¢ primery a nazvy restrikénich endonukleas

jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1: Amplifikované geny a k nim prislusné primery

UGT Primer: RE Sekvence primeru
F: EcoRI CGT GAATTC ATG TTG ATCTCATTCT
24C1
TTA TCT AGA TTA ATG ATG ATG ATG ATG
R: Xbal ATG TTCCTT CTT AGC TTT
F: Nhel TAT GCT AGC ATG ATT CGC TAC TGT G
365B6
TAT TCT AGA TCA ATG ATG ATG ATG ATG
R: Xbal ATG TTC AAT TTT AGT TTT AGC
F: Mlul TAT ACG CGT ATG CTA GCT CTG CTA C
368B2

GGT ICT AGA TTA ATG ATG ATG ATG ATG
R: Xbal ATG TTC AATTTT TTG CTT TAG

F = forward primer, R = reverse primer. V sekvenci kazdého primeru je podtrzenim vyznaceno
misto pro prislusnou restrikcni endonukleasu. Reverse primer obsahuje navic 6x HisTag (6x
ATG kodujici 6x histidin v opacném-kodujicim retezci, vyznaceno tucné).

PCR reak¢ni smés byla vytvofena dle tab. 2, kdy pro vSechny 3 vzorky
byl vytvofen MasterMix dohromady z 3,5nasobného mnozstvi. Do kazdé zkumavky
bylo odebrano 47 pl Master Mixu a pfidana ptisluSna templatova DNA a odpovidajici
primery. Reakce byla spusténa v PCR cykleru pfi podminkéch uvedenych v tab. 3.
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Tab. 2: Slozeni PCR smési

Komponenta

Objemy pro 1

reakci [pl]

Master

Mix:

3,5nasobek [ul]

OneTag®Standart reaction buffer 10 35
10 mM dNTPs 1 3,5
10 uM FP 1 -
10 uM RP 1 -
Templatova DNA 1 -
OneTag® Quick-Load DNA polymerase 0,25 0,875
PCR H>O 35,75 125,125
Celkovy objem 50 164,5
Tab. 3: Podminky PCR reakce
Krok Teplota Cas Pocet cyklu
[°C]

Inicia¢ni denaturace 94 30s 1

Denaturace 94 15s

Annealing 55 20 s 30

Extenze 68 100 s

Finalni extenze 68 5 min 1

4.3.2 Agarosova elektroforéza

Ke kontrole kvality a velikosti vytvofeného PCR produktu byl pouzit 1,0% gel
agarosy. Mnozstvi gelu bylo upraveno podle velikosti pouzité aparatury. Gel
byl pfipraven rozmichanim agarosy v 1x TAE pufru v Erlenmayerové bance. Roztok
agarosy byl zahtivan 1-1,5 minuty v mikrovlnné troubg, dokud nedoSlo k tplnému
rozpusténi. Jakmile lehce zchladnul (ale neztuhl), byl nalit do pfipravené formy na gel
a byl do n¢j upevnén hieben. Po zatuhnuti byl hieben vyjmut, gel umistén do umyté
aparatury a pielit 1x TAE pufrem. Na parafilmu bylo promichano 5 pl vzorku s 1 pl
nandSeci barvy obsahujici barvivo pro vizualizaci (DNA Gel stain). Do prvni jamky gelu
byly naneseny 2 pl 1 kb DNA marker a do dalSich vzdy cely objem kapky piislusného

vzorku z parafilmu. PfisluSnd aparatura byla spuSténa na 100 V na cca 30 minut.
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V ptipad¢€ pouziti jiné aparatury bylo napéti i Cas upraven. Po prob¢hlé elektroforéze byl
gel zkontrolovan pod UV-translumindtorem a poté vyfocen kamerou pro vizualizaci gelu.

Pokud byla elektroforéza pouzita k velkému mnozstvi vzorkl (napf. u screeningu
kolonii), bylo do jesté neztuhlého gelu ptidano 0,5 ul barviva DNA stain G a vzorky
byly nanaSeny piimo na gel bez barveni, protoze byl pouzit zeleny pufr pro rychlé

znazornéni.

4.3.3 PreciSténi DNA produktu a méfeni koncentrace po PCR

Po kazdé probéhlé PCR byly ziskané DNA produkty piecistény pomoci kitu DNA
clean & concentrator®-5 dle navodu uvedeného v piiloze (10.1).

U precisténych produkti byla zmétena koncentrace a ¢istota DNA na NanoDropu.

4.3.4 Restrikce DNA
Po vytvofeni reakénich smési dle tab. 4 byly smési inkubovany po dobu 60 minut
pii 37 °C.
Jakmile $tépné smési vychladly, byly produkty ptecistény, zkoncentrovany

a byla zméfena jejich koncentrace, viz krok 4.3.3.

Tab. 4: Slozeni restrikcni smési

Cutsmart
Vzorek RE [ul] RE [pl] DNA [pg] H20 [pl]
buffer [pl]
UGT24C1 0,5 EcoRI
UGT365B6 0,5 Nhel
UGT368B2 0,5 Mlul
CI pro
P=ip 0,5 EcoRI
UGT24C1 0,5 Xbal 2,5 0,5 Do 25
pClI pro
0,5 Nhel
UGT365B6
Cl pro
PP 0,5 Mlul
UGT368B2

Smés by méla obsahovat priblizné 0,5 ug DNA na celkovy objem 25 ul smési. V pripadé vyssich
koncentraci DNA byly komponenty reakce upraveny na vyssi objemy smési.
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4.3.5 Ligace

Ze zméfenych koncentraci precisténych produkti z prob¢hlé restrikce

bylo vypocitano potfebné mnozstvi vzorku do ligace pomoci vzorce:

mnozstvi vektoru (v ng) xvelikost inzertu (v kbp)

mnozstvi inzertu (v ng) = ,
velikost vektoru (v kbp)

Mnozstvi vektoru = cca 100 ng

Velikost vektoru = 4,006 kbp

Velikost inzertu = cca 1,6 kbp

K vypoctu poslouzil kalkulator dostupny na webové strance Labguide.cz

(https://labguide.cz/vypocty/vypocet-mnozstvi-inzertu-ligovaneho-do-vektoru/).

Vypocitané mnoZzstvi inzertu bylo vynasobeno tfemi, aby byl splnén vhodny
pomeér mezi poctem konct inzertu a po¢tem konct vektoru, nejcastéji 3:1.
Liga¢ni smés o objemu 20 pl byla smichana z komponent uvedenych v tab. 5

a byla inkubovana ptes noc v PCR cykleru pii 16 °C.

Tab. 5: Slozeni ligacni smesi

Komponenty (]
T4 DNA Ligasa 0,5
T4 DNA Ligation Buffer 2
pClI X
DNA-UGT Y
H>O Do 20
Celkovy objem 20

X=objem pCI vypocitany ze zmérené koncentrace tak, aby smés obsahovala cca 100 ng.
Y=objem DNA-UGT vypocitany ze zméiené koncentrace tak, aby smés obsahovala mnoZstvi
vypocitané pomoci vyse uvedeného vzorce.

4.3.6 Ptiprava zivného média

Jako zivné médium pro experimenty byla pouzita praskova smés agaru
s LB médiem. Pro pfipravu 10 misek bylo rozmichdno 7 g smési na 200 ml vody.
Po rozruseni hrudek a dikladném rozpusSténi byl pfipraveny roztok autokldvovan
20 minut na 121 °C. Pokud pfed vylivanim na misky agar ztuhl, byl rozehiivan
v mikrovinné troubé cca 3 minuty s prubéznym promichdvanim. Na vydezinfikované
plose u zapaleného kahanu bylo k 200 ml tekutého agaru ptidano 200 pl Ampicilinu

o koncentraci 50 mg/ml. Do kazdé misky (@ 10 cm) bylo napipetovano cca 20 ml Zivného
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média, tak aby nedoslo ke kontaminaci. Po ztuhnuti agaru (15-20 minut), byly misky

oblepeny parafilmem a ulozeny do lednice nachystany pro dalsi krok.

4.3.7 Transformace kompetentnich bunck E. col/i TOP10

Pted zah4jenim prace bylo nezbytné vycisténi plochy a rukavic 70% lihobenzinem
k zabranéni ptipadného vneseni ciziho biologického, ¢i jiného materidlu do vzorka.
Z toho diivodu bylo nutné pracovat pii zapaleném kahanu. K praci musely byt vyuzity
sterilni Spicky a pipety urceny k témto tkondim.

K transformaci provedené teplotnim Sokem byly pouzity kompetentni bunky
bakterie E. coli TOP10 uchovavané pii -80 °C, které se tésné pted transformaci nechaly
roztat na ledu.

5 ul ligaéni smési kazdého vzorku bylo samostatné ptidano k 50-100 pl E. coli.
Bunky byly po celou dobu prace umistény na led¢ a po jemném promichéni pipetou
zustaly na led¢ 30 minut. Po uvedené dobé byly na 45 sekund vloZzeny do vodni ldzné
o teplot¢ 42 °C a hned poté ulozeny zpatky na led na minimaln¢ 2 minuty. K takto
teplotné¢ ovlivaénym bunkam bylo ptfidano 150 ul S.O0.C média a cely obsah
byl inkubovan na tiepacce pii 37 °C 60 minut s rychlosti tfepani 200 rpm. V momenté
vloZeni E. coli do inkubétoru byly dany k ptedehtati na 37 °C i misky s zivnym médiem.

Pro kazdy gen byly pouZity dv€ misky, na jednu bylo nakapano 50 pl a na druhou
100 pl transformovanych E. coli. Nakapani rtizného mnozstvi umoznilo optimalizaci
hustoty narostlych kolonii E. coli, tak aby bylo mozné provést jejich ndsledné odebrani.
Nakapana tekutina s kulturou byla rozetfena po celém povrchu agaru sterilni hokejkou
a po zaschnuti byly misky pfeneseny do inkubatoru nastaveného na 37 °C a ponechany
piiblizné 24 hodin. Po vytazeni misek z inkubdtoru, byly na agaru viditeln¢ narostlé

kolonie E. coli. Misky byly ulozeny do lednice pro pozd¢jsi experimenty.

4.3.8 Screening kolonii

Screeningem kolonii je myslena kontrola cca 20 vybranych kolonii od kazdého
genu pro PCR a elektroforézu. Pomoci PCR a nasledné elektroforézy bylo mozné urcit,
zda v pfislusné kolonii E. coli doSlo k replikaci ndmi transformovaného plasmidu
obsahujiciho UGT sekvenci.

Nasledujici prace opét probihala na vydezinfikované plose pii kahanu.
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Kazda vybrana kolonie byla ozna¢ena ¢islem pro umoznéni pozd¢jsi identifikace.
U vybranych kolonii bylo zmisky setfeno malé mnozstvi sterilni Spickou pipety
a pfeneseno do mikrozkumavek pro PCR, ve kterych bylo nachystano 10 pl ddH>O.
Pipetou byly odebrané kolonie dikladné rozmichany. Pfed pfidanim Master Mixu byly
buiiky podrobeny 94 °C na dobu 10 minut, coz vedlo k rozlozeni bun¢k a zptistupnéni
plasmidu. Pro kazdy gen byl pfipraven Master Mix dle tab. 6 a ke kazdému vzorku bylo
napipetovano 10 ul. Reakci byla podrobena také ligacni smés pouzitd k transfekci. Jeji
pouziti poslouzilo ke kontrole a porovnani pii elektroforéze. PCR byla spusténa
za podminek uvedenych v tab. 3 (viz 4.3.1).

Nésledovala elektroforéza produkt, kdy se na gel nanaSelo 10 pl vzorku.
Na hotovém gelu byly hledany prouzky, které by odpovidaly velikosti inzertu
(cca 1,6 kbp).

Tab. 6: Slozeni Master Mix pro colony-PCR

Komponenta Objemy Master Mix (23rc) [ul]
pro 1
reakci [pl]
OneTaq®Quick Load reaction green buffer 4 96
10 mM dNTPs 1 24
10 uM FP 0,5 12
10 uM RP 0,5 12
OneTaq® Quick-Load DNA polymerase 0,1 2,4
PCR H>O 3,9 93,6
Celkovy objem 10 240

Ke kazdym 10 ul H>O s kolonii bylo pridano 10 ul pripraveného Master Mixu. Pouzité FP a RP
jsou uvedeny v tab. 1 (u4.3.1). MM byl vytvoien pro 23 reakci — 20 pro vzorky kolonii, 1 pro
kontrolni reakci s ligacni smési a 2 rezervni objemy pro chyby pri pipetovani.

4.3.9 Odebrani a pteockovani pozitivnich kolonii

Pro vyizolovani dostatecného mnoZstvi plasmidu s UGT bylo potfeba namnoZeni
vybrané pozitivni kolonie E. coli v LB médiu s ampicilinem jako selekénim markerem.

4 ml sterilniho LB média a 4 ul ampicilinu byly napipetovany do sterilni inkubaéni
zkumavky, do které byla odebrana kolonie z misky pomoci sterilni Spicky 10ul pipety

aporadné promichéna. V piipadé¢ namnozeni vétsStho mnozstvi, bylo do sterilni
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Erlenmayerovy banky napipetovano 50 ml sterilniho LB média a 50 pl ampicilinu a opét
pfidana piislusna kolonie.

Bakterialni kultura byla vlozena do inkubdtoru na 24 hodin s nastavenou
teplotou 37 °C s rychlosti tfepani 200 rpm. PomnozZeni bunék bylo viditelné jako zakal

média.

4.3.10  Izolace a purifikace plasmidu a kontrola pomoci PCR a elektroforézy

Nasledujici den po odebrani kolonii byla provedena izolace plasmidu
z namnozenych bun¢k.

Namnozené kultury byly zcentrifugovany a odlitim supernatantu byly oddéleny
pelety, které byly dale zpracovany. V ptipadé malého objemu média byl k izolaci
plasmidu a piedisténi pouzit kit NucleoSpin® Plasmid. V ptipadé vétsiho objemu
byl vyuzit ZymoPURE™ II Plasmid Midiprep Kit. Veskeré provadéné &innosti
byly popsany v navodech kitl, které jsou uvedeny v piiloze (10.2, 10.3).

Izolované plasmidy byly zméfeny na NanoDropu a byla stanovena jejich
koncentrace. Nasledné probéhla kontrola, zda namnozené builky opravdu obsahuji
zadouci inzert v plasmidu. Ziskany material byl podroben PCR a elektroforéze, pticemz
na gelu byl opét hledan pruh, ktery by pfitomnost inzertu potvrdil. Pokud se pfitomnost

potvrdila, vzorky bylo mozné nechat osekvenovat.

4.3.11  Ptiprava vzorku k sekvenovani

K5 pl vzorkim plasmidové DNA bylo napipetovano 5 ul ptislusného SuM

primeru. Vzorky byly poslany do Eurofins Genomics k Sangerovu sekvenovani.

4.3.12  Paséaz Expi293 bunc¢k

K experimentim byl pouzit The Expi293™ Expression System Kit. Expi293 jsou
suspenzni lidské embryondlni buniky ledvin.

Bunéénd suspenze byla uchovdvana ve 250ml Erlenmayerovych baikach
v inkubdtoru pii 37 °C s 8% koncentraci CO> a tfepanim 120 rpm. PasaZovani bun&k
je provadéno zdavodu vymény zivného média, které zajiStuje novou vyZivu
a rozmnozeni. Aby byl zajiStén stabilni rist bunék, pasaZovani musi byt opakovano 2krat

tydné.
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Pti ptipravé nové kultury bun¢k bylo nutné spocitat koncentraci bunék pienaSenou
do sterilni banky a zkontrolovat jejich Zivotnost. Ze suspenze byl odebran 1 ml suspenze
do zkumavky a nasledné bylo z této zkumavky odebrano 20 ul a fedéno 1:1 s trypanovou
modii.

Trypanovd modf umoznila kontrolu Zivotnosti bun¢k, pokud doslo ke zmodrani
bunck, byly povazovany za mrtvé, piicemz Zivotnost by méla dosahovat vice nez 90 %.
Zivotnost bunék v tomto experimentu dosahovala ke 100 %.

10 pl smési bylo naneseno do Biirkerovy komurky pro vypocet koncentrace bunék
v suspenzi. Dle vypoctené koncentrace bylo spocitino kolik ml bunééného roztoku
je potieba pifenést do sterilni Erlenmayerovy bailkky do vysledného objemu 30 ml,
aby pocet bunc¢k dosahoval 600 tisic bun¢k na 1 ml suspenze. Pas4dz probihala kazdy
3.-4. den pii dosazeni koncentrace 3-5 mil bun¢k/ml.

V ptipadé pripravy bunék pro transfekci byla zaroven pfipravena suspenze

o koncentraci 2,5 mil bunék/ml.

4.3.13  Transfekce Expi293 bunck

Do transfekce byly vyuzity osekvenované produkty klonovani, purifikované
plasmidy s inzertem.

Suspenze bunck ptipravend k transfekci byla inkubovana do druhého dne,
béhem kterého doslo k zdvojnasobenti jejich koncentrace na ptiblizné 4-5 mil/ml. Z ni
bylo odebrano takové mnoZstvi, aby byla pfipravena dal$i nova suspenze o objemu
5 ml s koncentraci 3 mil/ml. To odpovidalo 15 milionim bunék, coz bylo dostacujici
pro kontrolu funk¢nosti transfekce a tvorby proteinu pomoci Dot blot.

Ve zkumavce bylo rozpusSténo 5 pg DNA (pfipraveny plasmid s UGT)
v 300 ul Opti-MEM™ transfekéniho média. Jako pozitivni kontrola, ktera odhalila,
zda k transfekci doslo, byl misto plasmidu s UGT pouzit plasmid s genem pro green
fluorescent protein (pmaxGFP).

Ve druhé zkumavce bylo v 280 ul Opti-MEM™ média rozpusténo 16 pl
transfekéniho €inidla ExpiFectamine. Po promiseni byl roztok ¢inidla ExpiFectamine
prepipetovan do zkumavky obsahujici DNA a obsah byl promichan pipetou.
Transfekéni ¢inidlo umoznuje vstup DNA do bunky. Po 20 minutich ustaleni

pfi pokojové teploté byla smés nakapana k pfipravené suspenzi bunck.
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Po 18-22 hodinach bylo ke smési ptikapano 30 ul Enhancer 1 a 300 pl
Enhancer 2 z kitu s cilem zvysit ucinnost transfekce.

Takto ptipravené bunky byly inkubovany po dobu 72 hodin. Po 72 hodinach
byla zkontrolovana kontrolni transfekce s GFP. Uspé&$na transfekce byla prokazana

zelenym zbarvenim a schopnosti fluorescence bunék.

4.3.14  Sbér a lyzace Expi293 bunck

Sbérem bunck se rozumi odebrani transfekovanych bunék a jejich Iyza za ucelem
uvolnéni proteint z bunék.

Po 72hod inkubaci splazmidem obsahujicim gen kodujici UGT byla
z Erlenmayerovych ban¢k slita suspenze do falkon a odebrané vzorky byly stoceny
pii 1000 x g po dobu 5 minut. Po odstfedéni byl supernatant slit a k vzniklym peletam
byl pfidan 1 ml lyza¢niho roztoku. Po faddném promichani pipetou byly vzorky ponechany
40 minut pfi pokojové teploté. Po uvedeném cCase a vortexovani byl kazdy vzorek 10krat
homogenizovan pftes stiikacku, aby byla zajisténa dikladna dezintegrace bunék.
Nasledné se vzorky nechaly ustalit 10 minut pfi pokojové teploté. Vzorky bylo nutné
stoCit 5-10 minut na 10 000 x g pfi -4°C. Vzniklé supernatanty byly uchovavany
pfi -20 °C.

4.3.15  Ovéfeni uspésnosti transfekce metodou Dot blot

Dot blot poslouzil k ovéteni, zda doSlo uspé$né k transfekci. Detekce
byla umoZnéna inkubaci s primdrni krali¢i protilatkou Anti-6X HisTag a sekundarni kozi
protilatkou Anti-Rabbit s navazanou kienovou peroxidasou a nédslednym pouZzitim ECL
Prime Western Blotting detection reagent.

Na nitrocelulosovou membranu o velikosti pfiblizné 9 x 9 cm byly slabé
vyznaceny tecky, vzdaleny od sebe 1,5 cm, zndzornujici misto aplikace vzorku. Vzorky
byly napipetovany na membranu dle schématu a v objemech uvedenych v tab. 7.
Jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek, ktery obsahoval HisTag a ktery byl ovéfen

v predchozich experimentech.

48



Tab. 7: Schéma umisteni vzorkii na membrané pri Dot blot.

lpul |2pl | 3pl [Sul [ 10pul
368B2 . . . . .
Expi293 . . . . .
GFP . . . . .
Pozitivni kontrola . . .

K zaliti membrany bylo pfipraveno 5% mléko v 0,05% TBST pufru. Po naneseni
vSech vzorki na membranu, byla membrana pfelita pfipravenym mlékem. Takto
se inkubovala 2 hodiny pfi pokojové teploté na kyvacce. Po dvou hodinach nasledovalo
promyvani roztokem 0,05% TBST pufrem 4krdt po 15minutovych intervalech.
Po promyti byla k membrané ptiddna primarni krali¢i protilatka proti HisTag a v ni
se nechala membréna inkubovat pfes noc. DalSi den byla slita priméarni protilatka
a membrana byla opét 4krat promyta 0,05% TBST pufrem po 15minutovych intervalech.
Poté byla ptelita na dobu 1 hodiny sekundarni protilatkou. Po odliti sekundarni protilatky,
byla membrana opét promyvéana 4x15 minut 0,05% TBST pufrem. Zavére€nym krokem
bylo pfipraveni substratu kienové peroxidasy smichédnim roztoku A (luminolu) a B
(peroxidu) z Amersham reakéniho kitu v poméru 1:1, preliti membrany substratem
a Sminutova inkubace ve tmé&. Po vSech krocich nasledovalo vyhodnoceni na pfistroji

C-Digit.
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5. Vysledky

5.1 Ptiprava inzerta

Komplementarni DNA izolovana zjedincti vlasovky slezové byla za ucelem
amplifikace celych genii ohrani¢ena primery odpovidajici pozadovanym sekvencim
UGT. Navrhnuté a pouzité primery obsahovaly také cilové sekvence, které byly zadouci
pro puisobeni restrik¢nich endonukledz.

Po pocatecni PCR byla kontrolovéna jeji u¢innost a vznik produktii s odpovidajici
velikosti. Velikost amplifikovanych usekli umoznila vizualizovat agarosova
elektroforéza. Produkty byly naneseny na 1% agarosovy gel. Do prvni jamky byl nanesen
1kbp DNA marker, ktery slouzil k uréeni ptiblizné velikosti dal§ich nanesenych vzork.

Na obr. 7 jsou ve sloupku 1-3 viditelné 3 vyrazné produkty. Kazdy fragment patii
jedné z namnozenych sekvenci pfislusné UGT. Délka DNA vypocitand z referen¢ni
sekvence pro UGT24Cl1 je 1524 bp, UGT365B6 je 1521 bp a pro UGT368B6 1524 bp.
Délka namnozenych produkti byla zaroven prodlouzena o tuseky primert, které
obsahovaly navic sekvenci nukleotidii kodujici 6 histidint, tzv. histidinovou kotvu,
a mista pro pusobeni restrik¢nich endonukleas pro nasledné klonovani. Ve sloupci 1 a 3
jsou pruhy piiporovnani s DNA markerem v hodnotich vysSich nez 2, i tak bylo

predpokladéano, Ze byly namnozeny spravné useky DNA a produkty byly dale vyuzity.

Obr. 7: Vystup elektroforézy po prvnim PCR — amplifikaci genit UGT ohranicené primery
pro restrikcni endonukledzy. Sloupec 1=UGT24CI1, sloupek 2=UGT365B6, sloupek
3=UGT368B2

50



Po potvrzeni pfitomnosti genu elektroforézou, byly produkty piecistény
a zakoncentrovany. Tento zpisob umoznil ziskat mnozstvi NK o urcité koncentraci
a Cistoté uvedené v tab. 8. Poméry absorbanci zmétenych vinovych délek odpovidaji
hodnotam vétSim nez 1,8, coz svéd¢i o vysoké Cistoté¢ vzniklych produkti. Takto

amplifikované vzorky mohly byt pouzity do dalSich experimentd.

Tab. 8: Koncentrace a cistota PCR produktic UGT namérené na NanoDropu

Vzorek Koncentrace [ng/ul] | A260 | A280 | 260/280 | 260/230

UGT24Cl1 48,23 0,965 | 0,508 1,9 1,99
UGT365B6 70,25 1,405 | 0,737 1,91 2,07
UGT368B2 51,81 1,036 | 0,576 1,80 1,9

5.2 Klonovani

Po restrikéni reakci provedené zvolenymi restrikénimi endonukleasami, které
rozstépily ziskané produkty v usecich inkorporovanych do primeri, byly vzorky opét
precistény. Stejnym zpuisobem (Stépeni a precisténi) byl oSetfen také plasmid pCL
Jakmile byly vzorky pfecistény, byla zméfena koncentrace a Cistota DNA v kazdém
vzorku. Tyto koncentrace jsou uvedeny v tab. 9. Koncentrace bylo nutné zméfit kvili
vypoctu mnozstvi vzorku pottebného do ligace. Do liga¢ni reakce bylo pouZito takové
mnozstvi DNA, které bylo dle rovnice vypocitano tak, aby hodnoty odpovidaly 100 ng
vektoru.

Tab. 9: Koncentrace a cistota PCR produktit UGT a plasmidu po restrikci namérené
na NanoDropu

Vzorek Koncentrace [ng/ul] | A260 | A280 | 260/280 | 260/230
UGT24C1 73,64 1,473 | 0,81 1,82 2,05
UGT365B6 74,73 1,495 | 0,82 1,82 1,95
UGT368B2 31,93 0,639 | 0,353 1,81 1,81
pCI pro UGT24Cl1 28,37 0,567 | 0,31 1,83 1,99
pCl pro UGT365B6 32,34 0,647 | 0,387 1,67 1,88
pCI pro UGT368B2 18,94 0,379 | 0,205 1,85 2,47

Po ligaci byly vzorky pouzity k transformaci do kompetentnich bunék E. coli

s vyuzitim metody teplotniho Soku.
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5.3 Screening kolonii

E. coli byly naockovany na agar obsahujici antibiotikum ampicilin. Vzhledem
k tomu, ze primer pCI ma ve své struktufe gen odpovédny za rezistenci k ampicilinu,
byla pfitomnosti ampicilinu v agaru umoznéna selekce bunck s pfitomnym
transformovanym primerem,

Po odebrani vzorka z vybranych kolonii byla provedena PCR reakce a produkty
reakce byly separovany na elektroforetickém gelu. Z pfitomnosti a velikosti pruhu
bylo posuzovano, zda vybrand kolonie obsahuje klonovany primer se zabudovanym
genem pro prislusné UGT.

Z nizkého poctu kolonii pozitivnich na pfitomnost zaklonovaného plasmidu, 1ze
usuzovat, ze ligace nebyla pravdépodobné pftili§ efektivni. Diivodem patrné mohlo byt,
ze vektor nebyl zcela dostépen, a proto byla Gispesnost zaligovani pozadovaného genu tak
nizkd. AvSak 1 ptes tuto situaci byly nékteré kolonie pozitivni.

kbp
30

2,0~ .

1,5~

i

Obr. 8: Kontrola ispésnosti ligace u vybranych kolonii s UGT368B2.

Na obr. 8 je mozné vidét vysledky z elektroforézy pro 20 vzorkit UGT368B2.
Pro dalsi pfeockovani byly vybrany kolonie 7, 19 a 20.
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Obr. 9: Kontrola uispésnosti ligace u vybranych kolonii s UGT24CI.

Na obr. 9 jsou vystupy elektroforézy se vzorky kolonii s UGT24C1. Nejprve
bylo odebrano 10 vzorkii. Z 10 zvolenych kolonii byly zvoleny kolonie 1 a 2 (napravo),
u kterych bylo mozné vidét pruhy spiSe pii prosviceni gelu UV transluminatorem
nez na fotografii gelu. Po namnozeni téchto dvou kolonii bylo zjisténo, ze ani jedna
kolonie vloZeny gen neobsahovala, a proto musel byt proces klonovani opakovan.
Vysledky z tohoto druhého klonovani, po kterém bylo odebrano 20 kolonii, jsou na obr.
9 nalevo. Zde byla pfeockovana a namnoZzena kolonie 14.

Pfi screeningu 20 kolonii s transformovanymi plasmidy s UGT365B6,
byly pod UV transluminatorem spatieny odpovidajici pruhy u kolonii 2, 3 a 10, které vSak
nejsou na fotografii gelu viditelné (obr. 10 nalevo). Po namnoZeni se vSak pfitomnost
plasmidu nepotvrdila, proto bylo i u této UGT klonovani opakovano. Z dalsich 20 kolonii

byla namnozena kolonie ¢. 17 (obr. 10 napravo).

kbp 12 3 45 67 Bo10L
3,0 =
kbp 34567 8 91WL 2.0 _‘::
3.0___ 1,5 —
20—
1,5
111213 14 1516 17 1819 20
w - _ 3,0 .
1112 13 14 15 16 17 18 19 20 )
30 Lt~
20 _—
157

Obr. 10: Kontrola uspésnosti ligace u vybranych kolonii s UGT365B6.
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Vzorky kolonii oznacené pfi screeningu za pozitivni byly nejprve namnozeny
ve 4 ml LB média, poté podrobeny izolaci, purifikaci a PCR. Pokud se pii elektroforéze
PCR produktt potvrdila pfitomnost primeru s piislusnou UGT, byly vzorky namnoZzeny

v 50 ml LB média.

kbp

30
2,0 —_
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Obr. 11: Elektroforéza provedend po PCR pro kontrolu inzertu v plasmidu o velikosti
cca 1,6 kbp. Cisla 1 a 8 odpovidaji UGT24C1; 2, 3 a 4 pro UGT365B6 a 5, 6, 7 a 9 pro
UGT368B2.

Na obr. 11 se nachazi vysledky po prvnim klonovani vsech tfech UGT
ponamnozeni ve 4 ml LB média. Pronasledné namnozeni ve vé&tSim mnozstvi
a k sekvenaci byl vybran vzorek €. 7, ktery odpovidal kolonii €. 20 z obr. 8 s pfitomnou
UGT368B2.

Po opétovném klonovani byly namnoZeny a pomoci PCR a elektroforézy
zkontrolovany 2 kolonie pro UGT24C1 a 365B6 (kolonie ¢. 14 z obr. 9 a kolonie €. 17
zobr. 10 napravo). Jelikoz elektroforéza potvrdila piitomnost klonovanych UGT
(obr. 12), byly tyto kolonie taktéz namnozeny ve vét§im mnozstvi a nasledné byly 1 tyto

vzorky poslany k sekvenaci.
24C1 36586
kbp

3,0
2,0
1,5

Obr. 12: Elektroforéza provedend po PCR pro kontrolu inzertu v plasmidu o velikosti
cca 1,6 kbp u UGT24C1 a 365B6
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V tab. 10 jsou uvedeny zméfené koncentrace namnozenych vzorkd plasmidu
se zaklonovanymi UGT. Podatilo se ziskat vzorky o vysoké koncentraci i Cistoté. Poméry
absorbanci vykazovaly hodnoty vyssi nez 1,9, coz svéd¢i o dobré kvalité pripravenych

vzorkd.

Tab. 10: Koncentrace a cistota PCR produktii klonovanych primerit s UGT namérené na
NanoDropu

Koncentrace Finalni
Vzorek (zf. 2x) koncentrace | A260 | A280 | 260/280 | 260/230
[ng/ul] [ng/ul]
UGT24C1 1020,27 2040,54 20,405 | 10,677 1,91 2,36
UGT365B6 1256,36 2512,72 25,127 | 13,226 1,90 2,31
UGT368B2 817,16 1634,32 16,343 | 8,503 1,92 2,28

I ptes nizkou ucinnost ligace se zdafilo vyprodukovat vzorky, které obsahovaly

plasmidy s poZzadovanym genem UGT.

5.4 Vysledky ze sekvenace

Sekvence z vystupti ze sekvenace byly pomoci programu chromas exportovany

do formatu FASTA k dalSim upravam a zpracovani.

B 86HF48_93946698_ 93946698 - Chromas - o x
ile Edit Options Help

-3 v =) L .} 2K
Open Export | Print | Next Find | Reverse Enhance SatpE T30
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Obr. 13: Vystup z programu chromas

CTG2
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Jelikoz byl sekvenovan cirkularni plasmid s pomoci primeru vazajiciho
se na sekvenci vektoru (EBV_R), byla na vSech vyslednych sekvencich ovéfena
pfitomnost vektorové sekvence pomoci programu VecScreen na portdlu NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/). Na obr. 14 je ptiklad vystupu

z VecScreen, kde zaCatek, nukleotidy 1-35, oznacuje usek pattici do sekvence vektoru.
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Po identifikaci odpovidajiciho tseku vektoru, byla tato ¢ast ze ziskané sekvence

odstranéna.

Distribution of Vector Matches on the Query Sequence
1 204 580 BE4 170
Match to Vector: . Strong . Moderate Weak

Segment of suspect origin:

Segments matching vector:

Strong match: 2-32

Weak match: 33-35
Suspect origin: 1

Obr. 14: Oveéreni pritomnosti sekvence vektoru v ziskané sekvenci pro UGT24C1 pomoci
programu VecScreen

Z diivodu vyuzZiti reverzniho primeru k sekvenovéni bylo nutné pievést vysledné
sekvence na reverzné komplementarni feté¢zec pomoci programu Reverse Complement

(https://www.bioinformatics.org/sms2/rev_comp.html). Takto prevedené sekvence

bez vektorového tseku mohly byt teprve porovnany se sekvencemi referencnimi, které

byly ziskany z databdze WormBase/ParaSite (https://parasite.wormbase.org/index.html).

Sekvence  byly porovnany v programu  MultAlin  (http://multalin.toulouse.

inra.fr/multalin/).

Porovnany byly sekvence vSech tii pfipravenych plasmidi se zaklonovanou
ptislusnou UGT (viz obr. 15, 16, 17). Na obrazcich je viditelny ispéSné prosekvenovany
konec sekvenci. Pro né€kolik rozdilti mezi nukleotidy pfitomnymi v referen¢ni a ziskané
sekvenci mize byt vysvétlenim genova variabilita, kterd se vSak nasledné neprojevuje
v aminokyselinové sekvenci.

Na konci sekvenci je moZzné vidét ¢ast s opakujicim se tripletem CAT (6krat),
kterd po ptepisu do struktury proteinu odpovida 6 histidintim, tzv. histidinové kotvé
neboli HisTag. Tato Cast je poté nasledovana posunutym stopkodonem (TAA).

Sekvence byly sekvenovany nékolikrat s pouzitim riznych sekvenacnich primera,

tak aby byl pokryt cely klonovany gen.
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UGT24C1 TGGGTCAGT TGCACAGACCGARTGGATGCCGGAACAL TGGARGACGGCTATTCTAARAGC T TTTTCTCGATTTCCTGAATACCAGT TTGTGATTCGATACGTGC TGGACGATCTGARGGE TCGGCT TCCA
B6HF48_EBY_R TGGGTCAGT TGCACAGACCGARTGGATGCCGGAACACTGGARGACGGCTATTCTARARGCTTTTTCTCGATTTCCTGAATACCAGT TTGTGATTCGATACGTGC TGEACGATCTGARGEGTCGGCTTCCA
Consensus TGGETCAGTTGCACAGACCGARTGGATGCCGGAACAC TGGARGACGECTATTCTARAAGCTTTTTCTCGATTTCCTGARTACCAGT TTGTGATTCGATACGTGC TRGACGATCTGARGGG TCGGCTTCCA

}Ml 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 11?(_!

UGT24C1  CCTARTGTGCATACGTTCTCATGGCTACCTCAGACTGATCTCCT TCTGCATCCARACACARARGCATTCATTTCACATGGECGGATACARTAGTCTTCAGGAAGCGATCARTTCCGGCGTCCCTCTCATCA
B6HF48_EBY_R CCTARTGTGCATACGTTCTCATGGCTACCTCAGACTGATCTCCTTCTGCATCCARACACARRAGCATTCATTTCACATGGCGGATACARTAGTCTTCAGGARGCGATCARTTCCGGCGTCCCTCTCATCA
Consensus CCTARTGTGCATACGTTCTCATGGECTACCTCAGACTGATCTCCTTCTGCATCCARACACARRAGCATTCATTTCACATGECGGATACARTAGTCTTCAGGEAAGCGATCARTTCCGECGTCCCTCTCATCA

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1

UGT24C1 CAATCGCCCTTTTCGGLGACCAGT TCARRRRC TCCATGATCHCTGCCARGCACGGT TTTGCAGT GARTATCAGGAARGGAGARATCAGTGARGAGACCT TGTACGCAGE TGTCARRGAGGTTTTGACTAR
BEHF48_EBV_R CAATCGCCCTTT-CGGCGACCAGT TCARRAACTCCATGATCGCTGCCARGCACGGTTTTGCAGT GAATATL TCAGT! CTTGTACGCAGCTGTCARAGAGGTTTTGACTAR
Consensus CAATCGCCCTTT . CGGCGACCAGT TCARRARC TCCATGATCGCTGCCARGCACGET TTTGCAGT GAATATCAGGRARGGAGAAA TCAGTGARGAGACCT TGTACGCAGCTGTCARAGAGEGTTTTGACTAR

UGT24C1
BEHF48_EBV_R

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1
CGACARATATTCTCGTARTGTCAARCGACTATCGTTGATGGE TACAGARRARGCCAGTCAGTCCAGARCATTTGCTTATCARGTGGAC TGAGT TCGTRGC TAART TCARGACAC TCGACARTTTGGTTCCA
CGACARATATTCTCGTARTGTCAARCGACTATCGTTGATGETACAGARRARGCCAGTCAGTCCAGARCATTTGCTTATCARGTGGACTGAGT TCGTEGE TARAT TCARGACAC TCGACARTTTTGTTCCA

Consensus CGACARATATTCTCGTAATGTCARRCGACTATCGTTGATGGTACAGAARARGCCAGTCAGTCCAGAACATTTGCTTATCARGTGGACTGAGT TCGTGGCTAART TCARGACACTCGACAATTTeGTTCCA

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
1 1

UGT?24C1 GCTGGGACARAGCTCARCTTCATACAGTATTACTCCATCGACGT TATAGGARCTCTGCTTTTGATARTGATCACTTTTCTATTTATTATTTACARARCTGTTAARRT TGCTCGTTTTGARGTGCTGT TGTA
86HF48_EBY_R GCTGGGACARAGLCTCAACTTCATACAGTATTACTCCATCGACGT TATAGGARCTCTGCTTTTGATARTGATCACTTTTCTATTTATTATTTACARAARCTGTTARRT TGCTCGTTTTGARGTGCTGTTGTA
Consensus GCTGGGACARAGCTCAACTTCATACAGTATTACTCCATCGACGT TATAGGARCTCTGCTTTTGATAATGATCACTTTTCTATTTATTATTTACARARCTGTTAARTTGCTCGTTTTGARGTGCTGTTGTA

1561 1570 1580 1590 16001604
1 1

UGT24C1 GGTCCARARAAGCTARGARGGAAT AR
lefrdll_ﬁﬂ\"_l! GGTCCARARAAGCTARGARGGAACATCATCATCATCATCATTAA

GGTCT THAGARGGAACAA, cs s essnnancns

Obr. 15: Porovnani sekvence nami pripravencho plasmidu s inzertem UGT24Cl1 s referencni
sekvenci UGT24C1 pomoci programu na webové strance MultAlin

UGT3E5BE
BEHFBI
Consensus

UGT36586
BEHFBI
Consensus

UGT36586
BEHFEI
Consensus

UGT36586
B6HFBY

Consensus

UGT36586
B6HFES
Consensus
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I I
TCTCARGARTGT TCACCTCAGTACATGGGCACCACARARCGCTCTTCTCGCTGATCCTCGTCTGACGGTT TTCATCACTCACGGAGGTT TGGGARGCACCACGGAGE TGECCCATC TREGARAACCAGCT
TCTCARGRATGT TCACCTCAGTACATGGGCACCACARARCGLTCTTCTCGLTGATCCTCGTCTGACGGTTTTCATCACTCACGGAGE T T TGGGARGCACCACGGAGL TERCCCATC TGEGARAACCAGCT
TCTCARGAATGTTCACCTCAGTACATGGGCACCACARRRCGCTCTTCTCGCTRATCCTCGTCTGACGRGTTTTCATCACTCACGGAGET TTRGEARGCACCACGGAGL TRECCCATCTGEEARARCCAGCT
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ATCCTTATGCCTATCTTCGLTGATCAGACCAGARRCGCCARTATGT TGGL TARACACGGTGGAGGCATTGTGCTGACGARGTTCGCTTTGGARARTCCCCAGATCATCARAGATGCTT IEMIIRMII'IC‘.T
ATCCTTATGCCTATCTTCGC TGATCAGACCAGARACGCCARTATGT TGGC TRARACACGGT GGAGGCAT TGTGCTGACGARGTTCGCTTTGGARARTCCCCAGATCATCARAGATGCTTTGARAARGATCT
RATCCTTATGCCTATCTTCGCTGATCAGACCAGARRCGCCARTATGT TGGE TARACACGGT GGAGGCAT TGTGCTGACGARGT TCGCTTTGGARRRTCCCCAGATCATCARAGATGCTTTGARAARGATCT
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I I
TCAACGATARRRCATTCTCTCAGARTGCCARACGAT TATCGGAGRTGC TCCGGARCCARCCCATCARTARCGAGGAGCT TCTCATTAGATACAGCGART TCGL TGLARGATTCGGACGTCTCCCARRTCT
TCARCGATARRACATTCTCTCAGARTGCCARRCGAT TATCGGAGATGCTCCGGARCCARCCCATCARTARCGAGGAGCTTCTCATTAGATACAGCGART TCGCTGLARGATTCGGACGTCTCCCARATCT
TCARCGATARRACATTCTCTCAGARTGCCARRCGAT TATCGGAGATGCTCCGGARCCARCCCATCARTARCGAGGAGCTTCTCATTAGATACAGCGAAT TCGCTGCARGAT TCGGACGTCTCCCARRTCT
1.431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 15@.)
CGATCCCTACGGGLGGCACTTATCTTTCAT TGARTATTTCCTCATCGATATTTTCTTAGT TRTCACTAGT TTCGTTGT TCTTGT TGECTTTATTGCTTTTCARATTGT TAGGAGGTGTTTCACTGT TRAR
CGATCCCTACHGECAGCACTTATCTTTCATTGAATATTTCCTCATCAATATTTTCTTAGT TGTCACTAGT TTCATTGTTCTTGTTGCCTTTATTGCTTTTCARATTRT TAGGAGGTGTTTCACTGT TAAR
CGATCCCTACGGGCGGCACTTATCTTTCAT TGARTATTTCCTCATCGATATTTTCTTAGT TGTCACTAGT TTCGTTGTTCTTGTTGCCTTTATTGCTTTTCARATTGTTAGGAGGTGTTTCACTGT TARA
1561 1570 1580 1590 1559

I I

GCTARRAC TRAAAT TGARTGA

GCTARAAC TARAAT TGAACATCATCATCATCATCATTGA
GCTARRACTARRATTGARCAa, v essasrnsensenns

Obr. 16: Porovnani sekvence nami pripravencho plasmidu s insertem UGT365B6 s referencni
sekvenci UGT365B6 pomoci programu na strance MultAlin
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UGTI6BBZ CCARGGCARGCACTATGCCCTTGCATATGARRRARGATATACTGGACGCTTTTGCTGCCTTTCCTARCACARCATTCATATTCARGT TCGATGGCGARGAAGACC TGGARCTGTTCARGCCC TACCCARR
B6HF46_EBY_R CCAAGGCARGCACTATGCCCT TGCATATGARARARGATATACTGGACGCT TTTGCTGCCT TTCCTARCACARCATTCATATTCARGT TCGATGRCGARGARGACL TEGAACTGTTCARGCCC TACCCAAR
Consensus CCARGGCARGCACTATGCCCTTGCATATGARARARGATATACTGGACGCTTTTGRCTRCCTTTCCTARCACARCATTCATATTCARGT TCGATRGCGARGARGACC TGGARCTGTTCARGCCCTACCCARR
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UGT36BB2  CGTTCATGTGATGARGTGGGTGCCACAGGTEGATTTGCTGAGTGATAGARGGTTATCTCTGTTCATCACGCATGCCGGCT TGARCTCCATTACCGARGCGACATATTTTGGARRRCCATGATTACCATE
B6HF46_EBY_R CGTTCATGTGATGARGTGGGTGCCACAGGTGGATTTGC TGAGTGATAGAAGGTTATCTCTGTTCATCACGCATGCCGGCT TGARCTCCAT TACCGARGCGACATATTTTGGARRACCAATGATTRCCATC
Consensus CGTTCATGTGATGARGTGGETGCCACAGGTGGAT T TGC TGAGTGATAGARGGTTATCTCTGTTCATCACGCATECCGGCT TGRACTCCAT TACCGARGCGACATATT T TGGARRRCCARTGATTRCCATC
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882 CCACTTTTTGECGACCAGTTCATTARCGCCARGARTGTGAGGCGAAT TGGATTGGCAGTACTGAT TEAGAGGARCAATCTGARCARGGACACAC TGATAGCARCCATTCGTGARGTGCTATCACCARATG

b
BEHF46_EBY_R CCACTTTTTGGCGACCAGTTCATTARCGCCARGAATGTGAGGCGAAT TRGATTGGCAGTACTGATTGAGAGGARCARTCTGARCARGGACACAC TGATAGCAGCCATTCATGARGTGCTATCACCARATG
Consensus CCACTTTTTGGCGACCAGTTCATTARCGCCARGAATGTGAGGCGAAT TGGAT TGGCAGTACTGATTGAGAGGARCARTCTGARCARGGACACAC TGATARGCAGCCATTCGTGARGTGCTATCACCARATG
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UGT36882 CGAATTACGCACACARRGCATCTACAGTAGCCCGGATTCTTCRTGEGCGACGAGCTRCTGCCCATGCCGARAGTT TCCCARTGEGTGGART THGTGGCCGARGAAGGT TTEATGGACCATCTCATGAT [ﬂl‘l
BEHF46_EBY_R CGARATTACGCACACARRGCATCTACAGTAGCCCGGATTCTTCGTGGECGELGAGCTELTGLCCETGCCGARGTTTCCCARTGEGTGGART TGETGECCGARGAAGGT TTGATGGACCATCTCATGATGAR
Consensus CGARTTACGCACACARAGCATCTACAGTAGCCCGGATTCTTCGTGGGCGACGAGCTGLTGLCCGTGCCGARGTTTCCCARTGEGTGGART TGGTGGCCGARGAAGGT TTGATGGACCATCTCATGATGAR
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UGT36882 RAGCGAGGGATCTGTCATTTATACAGTATTATTGCCTAGACATCATTGCCTATTTGTCAGCACARCTGGTGATCGTCCTATGCGTGGTCTTGTTAGT TTTGAGATATCTCTACARRCARCTTGCTTCARTC
BE6HF46_EBY_R AGCGAGGGATCTGTCATTTATACAGTATTATTGCCTAGACATCATTGCCTATTTGTCAGCACARCTGG TGATCETCCTATGCGTGETCTTGTTAGT TTTGAGATATCTCTACARACARC TTGCTTCARTC
Consensus AGCGAGGGATCTGTCATTTATACAGTATTATTGCCTAGACATCATTGCCTATTTGTCAGCACARCTGGTGATCGTCCTATGCGTGGTCTTGTTAGT TTTGAGATATCTCTACARRCARCTTGCTTCAATC

}561 1570 1580 1590 15&0?

UGT3E882 TTTCTRARGCARRARATTGARTAR
B6HF46_EBY_R  TTTCTAAAGCARAAAATTGAACATCATCATCATCATCATTAR
Consensus  TTTCTRAAAGCARAARATTGAACAS, cuvevensnsrnasses

Obr. 17: Porovnani sekvence nami pripraveného plasmidu s insertem UGT368B2 s referencni
sekvenci UGT368B2 pomoci programu na strance MultAlin
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Na obr. 18 je mozno vidét porovnané aminokyselinové sekvence, které vznikly
prelozenim sekvence nukleotidd klonovanych genli programem Translate

(http://bioinformatics.org/sms2/translate.html) a nasledné porovnany programem

ClusterOmega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) a programem BoxShade

(https://embnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html). Jsou zde vyznafené useky
nalezejici signalnimu peptidu a transmembranovému helixu, ktery tvoii membranovou
kotvu typickou pro UGT. Hvézdickou jsou na obrazku vyznaleny tfi aminokyseliny
dalezit¢ pro katalytickou aktivitu UGT. V modrém ramecku je zvyraznéna pozice,
ve kterém se 1181 UGT24C1 od zbylych dvou enzymt. V tomto mist¢ se typicky vyskytuje
zbytek kyseliny glutamové (E), avsak u UGT24Cl1 je v této pozici histidin (H).
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Hc_UGT24C1 58 3< SENSQ ASSGLTRK T vl
consensus 3

He UGT368B2 113 FRRLLEHEMER =mio Wens R E f= it E
Hc_UGT365B6 114 | CEAL 1R MKELDEKF DV EEA LR CBLGE IE
He_UGT24C1 113 MGSLIE _rquQEEK 1Fn; LFT) *i

COnsensus 121 .. . .. T

He _UGT36882 173 HIRziTEiEr e PRt T Sy B DG L OfE ~ = = = = == == m 1NVRHLG
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Ho_UGT24C1 173 TYGT] PRM?VN EY

consensus 81 . ..%,
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Hc_UGT365B6
He_UGT24C1
consensus

He_UGT368B2
Hc UGT365B6
He_UGT24C1
consensus

He_UGT368B2
Hc_UGT365B6
He_UGT24Cl
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B _UGT368B2
He UGT365BE
He OGT24C1
consensus

transmemhrénmr\'r helix

y TT Hc iF
L¥ 5 ————
s LLIGNT (TT’ L CLRS

Hc_UGT368B2 453
Hc UGT365B6 471
He UGIZ4Cl 468
consensus 481
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Obr. 18: Porovnani vSech tri aminokyselinovych sekvenci, které byly prelozené z nukleotidové
sekvence klonovanych genti
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5.5 Ovéfeni Gspesnosti transfekce metodou Dot blot

K dalsi analyze, ovéfeni funkénosti plasmidu a trasfekci, byl vyuzit jen plasmid
se zaklonovanym genem pro UGT368B2. Transfekce probéhla do suspenznich lidskych
embryonalnich bun¢k ledvin Expi293.

Ovéteni, zda byla transfekce uspésnd a dosSlo k expresi proteinu v buiikach
Expi293, bylo realizovano imunodetekéni chemiluminiscenéni metodou Dot blot.
Stanoveni bylo umoznéno pfitomnosti histidinové kotvy ve struktufe zhotoveného
proteinu, proti kterému byla zaméfena specifickda anti-HisTag protilatka. Vzhledem
k tomu, Ze se v experimentu ovéfovala jen funkcnost transfekce a zdroven koncentrace
vzorku byla vysoka a ptredpokladala se vysoka koncentrace vyprodukovaného proteinu,
nebyla méfena presnd koncentrace ziskaného proteinu. Na membranu byly nanaseny
vzorky v jednotkach objemu od 1 do 10 pl. Na obr. 19 je vystup membrany vyhodnocené
ptistrojem C-Digit, na kterém je mozné vidét pozitivni chemiluminiscenci v piipadé
transfekovaného UGT368B2 a pozitivni kontroly. Samotné¢ Expi293 a GFP
chemiluminiscenci nevykazovalo, jelikoz nebyla v jeho molekule pfitomna histidinova
kotva.

Uspé&snost transfekce byla potvrzena také u bundk s transfekovanym plasmidem

s GFP, u nichz byla rozpoznana schopnost fluorescence.

1pl 2l 3l S5pl 10w

368B2
Expi293

GFP

PK

Obr. 19: Vyhodnoceni Dot blotu pomoci pristroje C-Digit
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6. Diskuze

Studiu vlasovky slezové je vénovana vysoka pozornost. Jedna se o organismus,
ktery zptisobuje vyrazné ztraty na zivotech malych ptfezvykavcl, coz ma za nasledek také
ekonomické dusledky. Dalsim pfredmétem z4jmu je fakt, Ze vlasovka ma vyvinutou
vysokou schopnost rezistence na anthelmintika. Praveé kvili témto diivodiim je vlasovka
podrobovana celkové analyze a védeckym experimentim, které napomahaji k rozpoznéani
jejich vlastnosti, a tim vyvoji novych 1é¢iv a snizeni ztrat.

V soucasné dobé existuje jiz nepfeberné mnozstvi studii, praci a publikaci, které
se zabyvaji tématem rezistence k anthelmintikim u vlasovky slezové. Zasluhu
nad rozkrytim genomu a transkriptomu tohoto helminta maji zejména Laing et al. (2013)
a Schwarz et al. (2013). Genom a transktiptom vlasovky je vSak dale studovéan,
upfesiiovan a zaméfuje se na vyzkum variability s pouzitim novych technologii,
jak popisuje napt. Doyle et al. (2020). Stejné usili jako do studia genomu je vkladano
i do studia proteomu. Tomuto tématu se vénoval kupiikladu Wang et al. (2019), ktery
identifikoval a kvantifikoval proteiny u riznych vyvojovych stadii a obou pohlavi. Stale
ptibyvaji publikace, které se jiz konkrétnéji zaméetuji na jednotlivé schopnosti vlasovky,
vedouci k dosazeni snizen¢ vnimavosti na podana anthelmintika.

Nejvyraznéjsi podil na zvySujici se schopnost rezistence maji enzymy
metabolizujici 1€¢iva. V poslednich letech jsou tyto enzymy, stejné jako jiné vlastnosti
vlasovky, studovany, jak na Urovni genomiky a transkriptomiky, tak na Urovni
proteomove.

Problematice metabolismu 1&¢iv, lékovych interakci a rezistence spojené
s anthelmintiky se vyznamné vénuje vyzkumna skupina katedry biochemickych véd
na Farmaceutické fakult¢ UK. Zde probihaji ex vivo 1 in vitro experimenty zabyvajici se
celym spektrem biotransformacnich enzymii helmintd. Experimenty se tykaji studia
exprese genll jednotlivych enzymi, jejich indukci a inhibici riznymi latkami,
stanovovanim enzymovych aktivit, identifikaci a kvantifikaci hladin metaboliti
ve spojitosti s aktualn€ pouzivanymi anthelmintiky. Zkoumdny jsou navic rozdily
mezi pohlavimi a mezi kmeny citlivymi a rezistentnimi.

Vokial et al. (2012, 2013) se ve vyzkumnych projektech zaobiral metabolismem
flubendazolu a albendazolu a aktivitami biotransformacénich enzymu u kment vlasovky
slezové riizné citlivych na pisobeni anthelmintik. V obou projektech byl metabolismus

studovan jak ex vivo, tak in vitro na subceluldrnich frakcich. V ptipadé flubendazolu byly
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u vSech 4 studovanych kment (ISE, ISE-S, BR, WR) detekovany 4 metabolity: FLU
s redukovanym karbonylem (FLU-R), O-glukosid FLU-R a 2 N-glukosidy FLU. U vSech
rezistentnich kment byla zjiSténa vyssi tvorba vSech metabolitii v porovnani s citlivym
kmenem. V piipadé albendazolu byly u3 studovanych kmena (ISE, BR, WR)
identifikovany 4 metabolity: ABZ-sulfoxid (ABZ-SO) a tii ABZ-glukosidy. Tvorba
glukosidi byla, stejné jako u metabolismu flubendazolu, vyssi u rezistentnich kment,
avSak S-oxidace ABZ u kmene BR byla vyznamné nizs$i nez u kmene ISE. Aktivita UGT
byla sledovana také na modelovém substratu p-nitrofenolu, pficemz schopnost
glukosidace byla podstatné vyssi u rezistentnich kment.

Matouskova et al. (2018) se zaméfili na potencialni roli UDP-glykosyltransferasy
na glykosylaci anthelmintik u vlasovky slezové. Provedli fylogenetickou analyzu,
zabyvali se konstitutivni expresi a rozdily mezi pohlavimi a rezistentnimi kmeny. 32 gentli
UGT bylo diky analyze rozdéleno do 15 rodin UGT, kde rodinu UGT365 tvoii sedm
¢lend, rodinu UGT368 ¢tyii a rodinu UGT24 tii, z nichz jeden transkript pravdépodobné
vznikl fazi dvou UGT v nové verzi genomu. Konstitutivni exprese mRNA 32 UGT
dospélct vlasovky detekovala rozdily mezi samci a samicemi. Porovnani konstitutivni
exprese UGT mezi citlivym kmenem ISE a dvéma rezistentnimi kmeny, IRE a WR, také
ukdzalo rozdily v mife exprese UGT. Vys§i mira exprese nckolika isoforem
byla detekovéna jen u rezistentnich kmend. Jednalo se zejména o UGT371A1 u samcl
a 0 UGT368B2 u obou pohlavi.

Metabolismu albendazolu, ricobendazolu (S-oxidu albendazolu) a flubendazolu
a rozdilim v pohlavi a kmenech ISE a IRE u dospélct vlasovky slezové se vénoval také
projekt Stuchlikové et al. (2018). U FLU bylo v této studii identifikovdno 8 novych
metabolitdl, které do té doby nebyly v Zadnych jinych studiich popsany, mezi nimi
1 n€kolik N- a O-glykosidii. Analyza dale odhalila p&t nove zjisténych metaboliti ABZ,
dva ABZ-N-glykosidy a dva ABZ-SO-N-glykosidy. V piipadé¢ ricobendazolu
bylo objeveno sedm novych metabolitli. Bylo zjisténo, Ze dosp€lci kmene IRE méli vétsi
schopnost metabolizovat anthelmintika nez dospé€lci kmene ISE, nékteré metabolity
vSech tfech anthelmintik byly dokonce nalezeny pouze u kmene IRE. Z porovnani
metabolismu u samic a samcl vychazi vyznamné kvalitativni a semikvantitativni rozdily,
kdy ve vétsin¢ piipadii samice metabolizovaly vice nez samci.

Kellerova et al. (2020a) sledovali vliv subletdlnich davek albendazolu a jeho

aktivniho metabolitu ABZ-sulfoxidu na indukci CYP, UGT a P-gp a na schopnost
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deaktivovat ABZ béhem nasledné expozice u kmene ISE. Vysledky ukdzaly, Ze subletalni
davky ABZ a ABZ-SO vedly k vyznamn¢ indukci 9 UGT.

Metabolismem albendazolu a albendazol-sulfoxidu v juvenilnich stadiich
(vejcich, L1 a L3) vlasovky slezové a v nich pritomnych UGT se zabyvala druhd studie
Kellerové et al. (2020b). Studie ukazala, ze vétSina UGT vykazovala vyssi expresi
v juvenilnich stadiich oproti dospélym jedincim. Nejvyznamnéjsi biotransformacni
reakci v juvenilnich stadiich byla S-oxidace, ale bylo objeveno také nékolik glykosida
u ABZ 1 ABZ-SO. Bylo potvrzeno, ze také juvenilni stadia vykazuji rozdily mezi citlivym
a rezistentnimi kmeny (IRE a WR). Rezistentni kmen IRE tvofil vice glykosidovanych
metaboliti ABZ nez kmen ISE.

O vyznamu vyzkumu biotransformace na farmaceutické fakulté¢ UK svédci také
celd fada obhijenych zavérecnych praci spojenych s tématem vlasovky slezové.
Z poslednich let zde vybiram nékteré zavérecné prace, jejichz cilem bylo sledovani vlivu
nekterych latek na expresi pozadovanych genti a které svymi vysledky pfispély
k nékterym z vySe uvedenych publikaci. Cilem moji bakalaitské prace (Wengrynova
2018) bylo zjistit, zda dochazi k indukci vybranych genit UGT po ptsobeni fenobarbitalu
na jedince z kmene ISE. Pasak (2019) se zabyval vlivem ivermektinu na zménu exprese
genti CYP a P-gp u samci a samic z kmene ISE. Stérbova (2020) ve své diplomové praci
popisuje vliv albendazolu na expresi genit CYP a UGT u dospélcti kmene ISE. Nekovova
(2018) se na rozdil od pfedchozich praci zaméfila na porovnani konstitutivni exprese
11 gentt UGT mezi kmenem ISE a rezistentnim kmenem WR.

Vsechny ptedchozi prace zamértujici se na identifikaci a stanovovani parentnich
latek a metabolitd zahrnuji analyzy metabolismu vlasovky z hlediska celého organismu
¢i subcelularnich struktur nebo piisobeni celych nadrodin enzymi, avSak ne na Grovni
jednotlivych isoforem. Studium exprese genu se zaméfuje jiZz na jednotlivé isoformy
a nabizi moznosti poznani jejich indukovatelnosti a porovnani mezi kmeny a pohlavim,
presto ndm nesdéli, jaké substraty jsou metabolizovany a jaké typy a mnozstvi metabolith
bude vznikat. To je dané tim, Ze nelze stoprocentn¢ piedvidat funkci UGT pouze
na zéklad¢ sekvencni homologie (Matouskova et al. 2018). Z toho divodu je potieba
vytvoieni danych isoforem enzymii metodou exprese a purifikace rekombinantnich
proteinti tak, aby mohl byt metabolismus zadanych latek studovan pifimo na dostupném
enzymu, a tim bychom se dozvéd¢li vice o specifickych aktivitach.

V ramci experimentalni prace byly pfipraveny plasmidy pro expresi ttech UGT,

UGT24C1, UGT365B6 a UGT368B2. K vybéru téchto tfi zastupcli nas vedly rtizné
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davody. UDP-glykosyltransferasy jsou dle homologie sekvence rozdéleny do nékolika
rodin, viz fylogeneticky strom na obr. 1. Byly vybrani tfi zéstupci, tak aby kazda UGT
byla z jiné rodiny.

Z rodiny UGT365 byla ndhodné zvolena UGT365B6 jako ¢lenka velkého klastru
duplikovanych sekvenci. UGT24C1 byla zvolena zdivodu znalosti rozdilné
aminokyseliny v oblasti dualezit¢é pro katalytickou aktivitu enzymu. Typickou
aminokyselinou v tomto misté je kyselina glutamova. U UGT24Cl1 byla v tomto misté
zjisténa pritomnost histidinu, coz se po bioinformatické analyze vytvoieného plasmidu
v této praci potvrdilo. Tato vlastnost dodala zajem pro piipravu plasmidu s danym genem,
aby bylo umoznéno dal§i studium stanovovani aktivity piislusného enzymu.
Piedpokladame, Ze by odliSnost ve zminéné pozici mohla vyvolat, Ze tato UGT bude
preferencné zptisobovat O-glykosylace misto N-glykosylaci. Tato hypotéza bude ovsem
ovéiena az po uspesném stanoveni aktivity této UGT.

Posledni klonovanou UDP-glykosyltransferasou byla ¢lenka rodiny UGT368.
Jak jiz bylo zminéno, Matouskova et al. (2018) pozorovali u této UGT zvySenou expresi
v rezistentnich kmenech vlasovky v porovnani s citlivym kmenem. Déle Kellerova et al.
(2020a) ve své publikaci udava, ze u dospélcii citlivého kmene byla zjisténa zvysena
exprese UGT368B2 po pasobeni davek albendazolu. Vysoka exprese UGT368B2 byla
objevena také u rezistentnich kmenii ISE a WR ve stadiich L1 a L3 (Kellerova 2020b).
Z tohoto diivodu byla vybrana dana UGT, aby bylo mozné studovat také funkce tohoto
konkrétniho enzymu a zjistit, zda opravdu hraje diileZitou roli v anthelmintické rezistenci.

Stejnému tématu, jeZ je obsazeno v této diplomové praci, se vénuje také moje
konzultantka Mgr. Diana Dimunova v ramci své prace disertacni. Transfekce a uspeSnost
exprese v buiikdch Expi293 byla zde v diplomové praci ovéfena jen u UGT368B2.
Ovéfenim zbylych dvou UGT se zabyva pravé Mgr. Diana Dimunova. Dal$imi postupy
bude studium stanoveni aktivit u vytvofenych rekombinantnich enzymu, tak aby

bylo mozné zjistit, jaky podil maji zminéné UGT na metabolismus riiznych substrata.
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7. Zavér

Cilem experimentalni prace bylo ziskat plasmid s v€lenénym genem piislusné
UDP-glykosyltransferasy za vyuziti metod molekularni biologie a genetiky. K témto
metodam pattila amplifikace genu pomoci PCR, ligace do vektoru pClI, transformace
plasmidu do bun€k E. coli, izolace namnozeného plasmidu, kontrola spravnosti sekvenci
pomoci sekvenace, trasfekce a exprese UGT v Expi293 bunkdch a ovéfeni exprese
diky dot blotu.

Uspésné byly piipraveny a sekvenaci ovéfeny plasmidy pro tfi UGT vlasovky
slezové — 24C1, 365B6 a368B2, avSak zorganizacnich a cCasovych davodii byla
transfekce a ovéfeni uspesnosti exprese provedena pouze u UGT368B2.

Zhotovené plasmidy by mély umoznit dalSi studium UDP-glykosyltransferas
na urovni proteinu za ucelem ziskdni dalSich informaci o procesech odehréavajicich se

v metabolismu xenobiotik.
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ZKkratky

A —adenin

ABZ — albendazol

ABZ-SO — albendazol-sulfoxid
AKT - aldo-ketoreduktasy

ATB — antibiotikum

ATP — adenosintrifosfat

BR — kmen rezistentni na benzimidazolova anthelmintika
C — cytosin

cDNA — komplementarni DNA
CMYV - cytomegalovirus

CYP — cytochrom P450

DAPI — 4¢,6-diamino-2-fenylindol
dATP - deoxyadenosintrifosfat

DEPC H;0 — voda osettena diethyl pyrokarbonatem (inaktivatorem RNas)

ddATP - dideoxyadenosintrifosfat

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxyribonukleotidtrifosfaty

ds DNA — dvouvlaknova DNA

EBYV — Epstein-Barro¢ virus

E. coli — Escherichia coli

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

F/FR — forward (horni) primer

FLU - flubendazol

G - guanin

GFP — green fluorescent protein

GST - glutathion-S-transferasa

His — histidin

HisTag — znacka obsahujici 6 po sob¢ jdoucich histidini
IRE — kmen rezistentni na benzimidazolova anthelmintika
ISE — kmen citlivy na vSechna anthelmintika

ISE-S — kmen rezistentni k ivermektinu
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kbp — par kilobazi

L1, L2, L3 —vyvojova stadia vlasovky slezové

lacZ‘ — znaCeni pro gen kodujici B-galaktosidasu

LB médium — Luria-Bertani médium

MCS — Multiple Cloning Site, klonovaci misto
MDR - dehydrogenasy/reduktazy se stfedné dlouhym fetézcem
NK —nukleova kyselina

PCR — polymerazova fetézova reakce

P-gp — P-glykoprotein

RE — restrik¢éni endonukleasy

RNA - ribonukleova kyselina

rpm — otacky za minutu

R/RP — reverse (reverzni/zadni) primer

SDR - dehydrogenasy/reduktazy s kratkym fetézcem
SV40 — simian virus 40

S.0.C medium — Super Optimal broth with Catabolite repression medium
SV40 — simian virus 40

T - thymin

TAE - Tris-borat-EDTA

TBE — Tris-borat-EDTA

TBST — Tris buffered Saline-Tween 20

Tm — teplota tani

TPE - Tris-fosfat-EDTA

TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan

UDP — uridindifosfat

UGT — uridindifosfat-glykosyltransferasa

WR — multirezistentni kmen na v$echna anthelmintika
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10. Prilohy

10.1 Protokol ke kitu ZYMORESEARCH - DNA clean & concentrator®-5

Uprava vzorku
Vsechny centrifugacni kroky by mély byt provadény mezi 10 000 — 16 000 x g.
1. Do 1,5 ml mikrozkumavky piidejte 2-7 objemt DNA Binding Buffer ke kazdému

objemu vzorku DNA dle nize uvedené tabulky. Zvortexujte.

Aplikace DNA Binding Buffer : Vzorek Priklad
Plasmid, genom DNA (>2 kb) 2:1 200 pl: 100 pl

Tab. 11: Pomery DNA Binding Buffer a vzorku pri riizném pouziti

2. Piepipetujte smés do piilozené Zymo-Spin™ Column (kolonky) a tu vloZte
do Collection Tube (sbérné zkumavky). Kapacita kolonky pro vzorek je 800 pl.
Pokud je objem vzorku vys$si nez 800 pl, opakujte nandseni vzorku nékolikrat.

3. Centrifugujte 30 sekund. Odstrante vylouc¢enou tekutinu.

4. Ptidejte 200 pl DNA Wash Buffer na kolonku. Centrifugujte 30 sekund. Opakujte
promyvaci krok.

5. Piidejte > 6 ul DNA Elution Buffer pitimo na kolonu a inkubujte 1 minutu pii
pokojové teploté. Premistéte kolonu do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifugujte

30 sekund za ucelem eluce DNA.
Ultra-¢ista DNA je piipravena pro dalsi pouziti (ZYMORESEARCH! [online]).

10.2 Protokol ke kitu MACHEREY-NAGEL - NucleoSpin® Plasmid

Navod k izolaci plasmidové DNA z E. coli

VSechny centrifugaéni kroky by mély byt provadény na 11 000 x g.
1. Pouzijte 1-5 ml saturované E. coli LB kultury a centrifugujte ji 30 sekund. Slijte
supernatant a odstraiite co nejvice tekutiny.
2. Pftidejte 250 ul Buffer A1. Resuspendujte peletu bunék vortexovanim. Ujistéte se,
ze ve vzorku nezistaly zddné shluky buné¢k pied ptidanim Buffer A2.
Ptidejte 250 ul Buffer A2. Promichejte 6-8ndsobnym pfevracenim zkumavky.

Nevortexujte! Inkubujte pii pokojové teploté 5 minut.
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Ptidejte 300 pl Buffer A3. Opét promichejte rotaci zkumavky 6-8krat, dokud se
modré vzorky zcela neodbarvi. Nevortexujte!

3. Centrifugujte po dobu 5 minut. Opakujte tento krok, pokud neni supernatant zcela
Cisty.

4. Umistéte NucleoSpin® Plasmid Column (kolonku) do 2ml Collection Tube.
Napipetujte na kolonu maximaln¢ 700 pl supernatantu z predchoziho kroku.
Centrifugujte 1 minutu. Odstrante vyloucenou kapalinu ze zkumavky. Opakujte
krok, dokud neaplikujete vSechen zbyvajici lyzat.

5. Ptidejte 600 pl Buffer A4. Centrifugujte 1 minutu. Odstrante vylouc¢enou tekutinu
a umistéte NucleoSpin® Plasmid Column zpatky do prazdné zkumavky.

6. Centrifugujte 2 minuty a vyjméte kolonu ze zkumavky.

7. Umistéte kolonu do 1,5ml mikrozkumavky a ptidejte 50 pl Buffer AE. Inkubujte
1 minutu pfi pokojové teploté a poté centrifugujte 1 minutu k eluci DNA

(MACHEREY-NAGEL [online]).

10.3 Protokol ke kitu ZYMO RESEARCH - ZymoPURE™ II Plasmid
Midiprep Kit

Ptiprava

Centrifugujte 50 ml bakterialni kultury na vice nez 3 400 x g po dobu 10 minut do
vzniku pelety bungk. Slijte supernatant.
Navod

1. Ptidejte k peleté 8 ml ZymoPURE™ P] (&erveny) a resuspendujte ji vortexovanim
¢1 pipetovanim.

2. Piidejte 8 ml ZymoPURE™ P2 (zeleny) a okamzité promichejte 6ndsobnym
oto¢enim zkumavky. Nevortexujte! Nechte stat 2-3 minuty pii pokojové teploté
(lyzace by nem¢la trvat déle nez 3 minuty, aby nedoslo k poSkozeni plasmidové
DNA). Buiiky jsou kompletné zlyzovany, pokud je roztok viskozni a fialovy.

3. Pfidejte 8 ml ZymoPURE™ P3 (zluty) a opatrné promichejte otacenim zkumavky.
Nevortexujte! Jakmile je dokonCena neutralizace, vzorek se obarvi dozluta
s obsahem zlutavého precipitatu.

4. Ujistéte se, Ze je zatka na spodni strané ZymoPURE™ Syringe Filter (stiikacky)

upevnéna k Luer Lock. Umistéte stiikacku do stojanu na zkumavky, prelijte lyzat
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10.

11.

12.

dovnitt ZymoPURE™ Syringe Filter a pockejte 5-8 minut, dokud se precipitat
neustali nahofe.

Odstrante zatku z Luer Lock ve spodni Casti stiikacky a pfemistéte stiikacku do
¢isté 50ml falkony. Vlozte pist do stiikacky a protlacte roztok pies filtr plynulym
pohybem az do doby, kdy ziskate ptiblizné 20 ml ¢irého lyzatu.

K piefiltrovanému lyzatu pfidejte 8 ml ZymoPURE™ Binding Buffer a opatrné
promichejte obsah falkony pfevracenim 8krat.

Odstraiite 50ml Reservoir (rezervoar) z horni &asti Zymo-Spin™ III-P Column
Assembly. Ujistéte se, Ze je spojeni mezi 15ml Conical Reservoir a Zymo-Spin™
1II-P Column pevné a umistéte sestavu do 50ml falkony.

Do vzniklé 15ml Conical Reservoir ptidejte smés z kroku 6 a centrifugujte
na 500 x g po dobu 2 minut. Vyprazdnéte falkonu a opakujte tento krok, dokud
neprojde ptes kolonu cely vzorek.

Aplikujte na kolonu 2 ml ZymoPURE™ Wash 1 a centrifugujte na 500 x g
po dobu 2 minut.

Aplikujte na kolonu 2 ml ZymoPURE™ Wash 2 a opét centrifugujte na 500 x g
2 minuty. Zopakujte tento myci krok.

Odsroubujte fialovou &epicku Luer Lock z horni &asti Zymo-Spin™ III-P Column
a odstraiite 15ml Conical Reservoir. Umistéte Zymo-Spin™ III-P Column do
Collection Tube (sbérné zkumavky). Centrifugujte v mikrocentrifuze
pii> 10 000 x g 1 minutu za tcCelem odstranéni zbytku promyvaciho pufru.
Ptremistcte kolonu do €isté 1,5ml mikrozkumavky a ptimo do kolonky pfipipetujte
200 ul ZymoPURE™ Elution Buffer. Vyckejte 2 minuty a poté centrifugujte
pfi > 10 000 x g 1 minutu (ZYMORESEARCH? [online]).
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