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Abstrakt
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Vedouci: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Klonovani a pfiprava plasmidu pro expresi reduktazy

z vlasovky slezové

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je nejvyznamnéjsi patogenni
hlistice malych prezvykavcli, zejména ovci a koz. ZplUsobuje haemonchodzu,
v dlsledku ¢ehoz dochazi k masivnimu thynu nakaZenych zvifat. Hlavnim feSenim
nakazy je farmakoterapie schvalenymi anthelmintiky. V soucasnosti je stdle se
zvétSujicim problémem nardstajici rezistence vlasovky vaci  dostupnym

anthelmintik(im, coz vede k dopadim ekologickym, tak ekonomickym.

PFicin rezistence vlasovky je nékolik. Mezi mechanismy rezistence, jiné nez
v cilové molekule anthelmintika, lze zaradit zvySenou aktivitu enzyma 1. faze
biotransformace zprostfedkovanou karbonyl-redukujicimi enzymy. Konkrétné
aldoketoreduktazy a dehydrogendzy/reduktazy. Zvysend aktivita téchto enzymui
vede k rychlejSimu metabolismu [éCiv, vzniku neucinnych metabolitd a selhani
[écby.

Cilem diplomové prace byla pfiprava plasmidu pro expresi vybrané
reduktazy, ktery mlzZe byt vyuZit pro dalsi studovani aktivity a pripadné tvorbu
novych cilenych Ié¢iv. Metody pouzité v experimentdlni ¢asti byly izolace RNA,

reverzni transkripce, PCR, Stépeni, ligace, colony PCR, kontrola sekvenci a

transfekce bunék pro expresi proteinu.
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Haemonchus contortus is the most important pathogenic nematode
of small ruminants, mostly sheep and goats. It causes haemonchosis leading to
massive deaths of infected animals. Pharmacotherapy by approved anthelmintics
is the main solution to the disease. Currently, the growing resistance to available
antihelmintics is still bigger and bigger problem, leading to economical and

ecological issues.

There are many causes of resistance. Among the non-target site
mechanisms of resistance belongs the increased activity of enzymes from the first
biotransformation phase mediating carbonyl-reduction; specifically
aldo/ketoreductases and dehydrogenases/reductases. Increased activity of these
enzymes leads to faster drug metabolism, formation of inactive metabolites and

therapy failure.

The aim of the thesis was to prepare a plasmid for the expression of
selected reductase, which can be used for further study of the activity and possibly
design of new targeted drugs. Method, which were used during my experimental
work, involved isolation of RNA, reverse transcription, PCR, restriction digest,
ligation, colony PCR, plasmid isolation and sequence verification and cell

transfection for protein expression.
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1 Uvod

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus, nematoda) je jednim
z nejvyznamnéjsich patogennich cerva. Nejcastéji parazituje
v gastrointenstindlnim traktu ovci a koz. DUsledkem jsou veliké krevni ztraty
prezvykavci a jejich ndsledny Uhyn, coz ma vyznamny ekonomicky dopad pro jejich
chovatele. V¢asna a efektivni |é¢ba je tedy pro zvladani ndkazy esencidlni. Bohuzel
stale castéjSim problémem v terapii haemonchdzy je masivni rozvoj rezistence
k pouzivanym lécivim. Nékteré mechanismy rezistence jsou spole¢né pro vSechny

pouzivané skupiny léciv, nékteré jsou specifické pouze pro urcitou skupinu [1].

K 1é¢bé haemonchdzy se pouziva fada léCiv s rGznym mechanismem ucinku,
jednou z nejpouzivanéjsich skupin jsou benzimidazoly (albendazol, flubendazol).
Dale se vyuzivaji naptiklad makrocyklické laktony, imidazothiazoly ¢i spiroindoly.
Karbonyl-redukujici  enzymy, mezi které patfi aldoketoreduktdazy a
dehydrogenazy/reduktazy s kratkym retézcem, se studuji kvili jejich moznému
zapojeni do rezistence H. contortus k benzimidazolim, konkrétné k flubendazolu

[1].



2 Teoreticka cast
2.1. Haemonchus contortus — vlasovka slezova

Haemonchus  contortus  (vlasovka  slezovad) je nejcastéjsim
gastrointestindlnim parazitem malych preZvykavcu, zejména ovci a koz. Pricemz
dochazi k napadeni zalude¢ni mukdzy, konkrétné ¢asti zaludku zvané slez. Kromé
H. contortus jsou dalSimi ¢astymi parazity ovci Teladorsagia a Trichostrongylus axei

[1; 2].

Vyskyt H. contortus je vyznamné ovlivnén pocasim a teplotnimi
podminkami. Vyvoj vajicek a larev probiha na pastvinach a je limitovan na oblasti
s vysokou vlhkosti v pribéhu teplych mésicli. Obecné lze fici, Ze prevalence H.
contortus je vysokd v tropickych klimatickych zdnach na obou hemisférach. Ovsem
larvy, v pfipadé nevyhovujicich podminek, mohou prezit mimo télo hostitele i delsi
dobu a zpUlsobit tak ndkazu mimo bézné, ocekdvané obdobi. Za to vdéci svému
rozmanitému  genetickému  polymorfismu a  specifickym  adaptacnim

mechanismidm (hypobioza ve 4. larvalnim stadiu)[3; 4].

Zivotni cyklus H. contortus (Obr.1) trva pfiblizné 17-21 dn(. Infekce zacina,
kdyZ prezvykavec pozfe larvu v infekénim stadiu L3 — filiariform. L3 forma larev je
chranéna ochrannou kutikulou, ktera zvySuje Sance na preziti v suchych, horkych
podminkach. Nasledné larvy putuji do Zaludku a zde se usidli v slezu. Po odstranéni
kutikuly dojde k zanofeni do vnitfni vrstvy a preméné do L4, vétSinou do 48 hodin.
V pfipadé nevhodnych podminek, typicky se jedna o zimni obdobi, dochazi k jevu
zvany hypobidza. Hypobidza je stav, ktery umoziuje larvam prezit po urcitou dobu
a vyckavat na vhodné podminky pro opétovny vyvoj a prenos. Poté ndsleduje
posledni preména v dospélého jedince, ktery prezivda v zaludku sanim krve
infikovaného hostitele. Samicka H. contortus produkuje 5000-15000 vajicek za den.
Vajicka jsou vylucovana s trusem. Na pastvinach dochazi k vyvoji vlarvu za
pfijatelnych podminek, tudiz vysokd vlhkost a teplo. Prvni larvalni stadium
(rhabditiform) trva 4-6 dn(, druhé stadium po odstranéni kutikuly prechazi v treti,

infekéni stadium [5; 6; 7].
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Obr. 1 - Vyvojovy cyklus Haemonchus contortus (ptrevzato z: [5])

Tvar H. contortus je cylindricky, samic¢ky dosahuji délky 18 az 30mm,
samecci jsou kratsi, v priméru dosahuji 10-20 mm. Diky své schopnosti Zivit se
hostitelovou krvi maji mirné nacervenalé zbarveni. Samecek je charakteristicky
asymetrickym zadnim lalokem a ocasni ¢asti ve tvaru pismene Y s kopulatorni
bursou (Obr. 2). Vulva samicek je pokryta pro né dalezitym krytim, které mze byt
redukovano v maly utvar, podobny kouli (Obr. 3). Obé pohlavi maji na svém
povrchu ochrannou kutikulu, jenZ je slozena z 3 rozdilnych vrstev, primarné

skladajici se z kolagenu [8; 9].
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Obr. 2 — Morfologie Haemonchus spp. pod elektronovym mikroskopem (samecek)
Samci ocasni ¢ast ve tvaru pismene Y s kopulatorni burzou (Cervena Sipka) (prevzato z: [8])

Obr. 3 — Morfologie Haemonchus spp. pod elektronovym mikroskopem (samicka)
Polymorfismus vulvarniho kryti u samice; A — Siroky, velky plat; B — Gtvar podobny kouli (pfevzato
z:[8])

2. 2. Haemonchodza a l1écba

2. 2. 1. Obecna charakteristika nemoci

H. contortus je nejvice patogennim parazitem ovci, dlivodem, pro¢ tomu
tak je, jsou jeji schopnosti velmi rychle se mnozit a také nutnost Zivit se krvi
hostitele. Odtud také vyplyva hlavni klinicky projev haemonchdzy, kterym je
anémie. Jejim typickym projevem je palor mukdznich membran. Ten Ize pozorovat
zejména na spojivkach, které mohou mit barvu od cervenortzZové az po bilou
v terminalnim stadiu nemoci. V priméru dospély jedinec zapficini ztratu 30 az 50
mikrolitr( krve za den, celkem se krevni ztraty pohybuji kolem 30ml krve denné,
anémii Ize detekovat po 10-12 dnech od nakaZeni. Zavaznost onemocnéni tedy

zavisi na poctu larev, jeZ jsou pozfeny a vyvinou se v dospélce a také na

individudlnim stavu jedince. Nejcastéji se vyskytuje u jedincl, ktefi neziskali
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pfirozenou imunitu, u kojicich samic a také u ovci, ktefi se s dosud s H. contortus

nesetkali (endemické nakazy) [4; 10, 11, 12].

2. 2. 2. Subtypy haemonchdzy a jejich projevy

Na zakladé intenzity Ize haemonchdzu rozdélit do tfi subtyp(: hyperakutni,
akutni a chronicka. Hyperakutni se vyznacuje masivnimi ztratami krve (nakaza pres
30 000 jedincl H. contortus). Ty Usti v chronickou gastritidu a umrti jedince bez
predchozich, typickych symptomu. PrezZivsi kusy ndsledné jevi symptomy velmi

podobné formé akutni [4; 10; 11; 12; 13].

U akutni formy se anémie rozviji delsi dobu. K umrti jedince zpravidla
dochazi po 4-6 tydnech od nakaZeni, zalezi na velikosti ndkazy. Akutni formu
zpUsobuje 2 000-20 000 jedincl H. contortus. NakaZzené zvife jevi znamky vyssi
Unavy, polehdva a odmita pohyb. PFi progresi onemocnéni se rozviji
hypoproteinémie kvili ztratam krve. Ta vede k rozvoji ventralniho edému a otoku
dolni ¢elisti, tzv. bottlejaw (Obr. 4). Bolest ani prljem nejsou typické. Onemocnéni
je doprovazeno lozZiskovymi ztratami viny a charakteristickym bilym zbarvenim

spojivek (Obr. 5) [4; 10; 11; 12; 13].

Obr. 4 — Bilé zbarveni spojivek (prevzato z: [13])

Za chronickou haemonchézou oznacujeme stav, kdy je jedinec nakaZen
mensim, ale perzistentnim mnoZstvim parazitl. BéZné se charakteristickymi

symptomy nevyznacuje, ty se objevuji pouze pokud se pfijem larev H. contortus
13



zvy$i, nebo jsou nastoleny nevyhovujici nutriéni podminky pro prezvykavce. Casto
jsou doprovazeny jinymi parazitdrnimi onemocnénimi. Typickym projevem je
celkové neprospivani jedince. Unava, ztrata hmotnosti. Také mGzeme pozorovat
snizenou tvorbu materského mléka a nizsi hmotnost mladat. Pfedpoklada se, Ze

velké mnozstvi takovychto nakaz probéhne bez povsimnuti [4; 10; 11; 12; 13].

2. 2. 3. Diagndza

Vcasna diagnoza je klicovym parametrem zvladani haemonchdzy, protoze
jen diky ni lze zahdjit |écbu véas. V dne$ni dobé se vyuzivd nékolik metod
zaloZzenych na raznych principech detekce, jez jsou soucasti tzv. IPM (integrated
parasite management). Cilem je predchazet Siteni nemoci a soucasné

minimalizovat chemickou lé¢bu [4; 14].

V dnesni dobé je zlatym standardem systém FAMACHA. Vyhodnocuje
intenzitu anémie na zdkladé pozorovani zbarveni spojivek. Od ¢ervenorizové aZ po
bilou, znacici fataIni stav. Cilem pfi zavadéni FAMACHA systému bylo ziskat metodu,
ktera je lehce proveditelnd, rychla, levna a Ize diky ni vysetfit velky pocet zvifat. Na
zdkladé vysledkd vysetfeni je pak umoinéno podani anthelmintik jen tém
jedinclim, ktefi ndkazu nezvladaji a hrozi u nich fatalni pribéh. Diky tomu se jednak
zachrani vétsi pocet jedincl ve stddé, na druhé strané se sniZuje riziko rozvoje

rezistence [4; 14; 15].

Mezi laboratorni metody diagnostiky fadime FWECs a laboratorni
identifikace vajicek a larev v vzorku trusu. FWECs (faecal worm egg counts) se
vyuZivaji pro méreni relativniho rizika. TéZ FWECs nachdzi uplatnéni pti diagndze,
pokud nebyla provedena nekropsie, nebo pfiznaky haemonchdzy jsou atypické.
Identifikace vajicek a larev je rutinnim krokem pfi diagnostice. V dnesni dobé je na
vzestupu uziti molekularni biologie pfi diagnostice. Nedilnou soucasti diagnostické
kaskady H. contortus je nekropsie. Postmortem nélez vede k rychlému a jasnému
potvrzeni nakazy. Uplatnéni nachdzi zejména pfi ndhlém propuknuti ndkazy a

Uhynu vétsiho poctu jedinca [4; 14; 16].
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2.2.4. Lécba

VcEasné zahajeni |éCby je v managmentu haemonchdzy zcela esencialni.
Cilem je vyléceni nakazené zvére a soucasné prevenovat Sifeni nemoci a zamezit
rozvoji rezistence. Vidy by méla byt kombinovana chemicka Iécba
s nefarmakologickymi postupy. Minimalné 6 jednotlivych skupin ucinnych latek se
vyuziva proti H. contortus a nékteré se vyuzivaji v kombinacich. Nutnost masivniho
pouziti anthelmintik vedla k rozvoji rezistence, kterd dnes velmi komplikuje 1é¢bu.
Ovsem ucinnost jedné latky se mUze lisit i na zakladé regionu, kde je latka pouzita

[4].

2.2.4. 1. Benzimidazoly

Thiabendazol byl prvnim, masivné pouzivanym Sirokospektrym
anthelmintikem. Jeho vyhodou byla bezpecnost, snadné podani a vysoka ucinnost.
Mistem ucinku je inhibice polymerizace mikrotubull vedouci k smrti parazita. Od
70. let se stdle pouzivaji dalSi derivaty benzimidazolu, témi jsou albendazol,
fenbendazol, kambendazol a oxibendazol, v nékterych zemich se vyuZivaji i
thiofanat a netobimin (pozn. febantel a netobimin jsou tzv. pro-benzimidazoly, Cili
proléciva, ktera jsou az po aplikaci metabolizovana v aktivni Uc¢innou latku). Dnes
nejvice pouzivanymi jsou pravé albendazol, fenbendazol a jejich sulfoxidové
derivaty. Bohuzel jejich samostatné pouziti nepfindsi kyzeny efekt z dlivodu
vyvinuté rezistence. PouzZivany jsou zejména v kombinacich s jinymi skupinami

anthelmintik [4; 17].

2. 2. 4. 2. Imidazothiazoly/tetrahydropyrimidiny

Skupina Sirokospektrych Iéku, ktera byla zavedena do terapie jako druha
v pofadi po benzimidazolech. Jednd se o agonisty nikotinovych a antagonisty
acetylcholinovych receptori. Nejvice pouzZivanym je levamisol, v urcitych
oblastech je stale uzivan morantel pro lécbu ovci. Stejné jako u benzimidazolu je

problémem novodobé terapie rostouci rezistence [4; 18].
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2. 2. 4. 3. Organofosfaty

Organofosfaty zastavaly specifickou roli v terapii parazitarnich onemocnéni.
H. contortus jevi vyssi citlivost v(ci této skupiné nez jiny helminti. Tudiz uplatnéni
nachdzely v pfipadech, kdy neslo pouZit jind anthelmintika z divodu rezistence.
Pouzivanymi léCivy byly naftalafos, triclorfon a pyraclyfos. Nevyhodou je jejich vyssi
toxicita pro infikované zvite, plsobi totiz jako inhibitory acetylcholin esterazy,
z tohoto dlivodu se dnes jiz nepouzivaji. Uvadim je pouze kvili jejich postaveni

v terapii z historického hlediska [4].

2. 2. 4. 4. Makrocyklické laktony (MLs)

Makrocyklické laktony jevily pfi zavedeni vysokou ucinnost proti hlistim a
dokonce ektoparazitlim. Dnes, stejné jako u predeslych skupin, jejich uc¢innost
klesa. Narusuji nervovy prenos parazitl potenciaci glutamatem oteviranych
chloridovych kanalk(. Tento proces vede k nadmérné excitaci a paralyze jedince.
V zavislosti na jejich farmakokinetice a farmakodynamice mlze kombinace vice
MLs vyustit v synergismus, ¢i antagonismus. Vyhodou je jejich bezpeénost. Ze
zastupcu jsou pouzivany avermektin, milbemycin, ivermektin a moxidectin [4; 18;

19].

2. 2. 4. 5. Salicylanilidy a substituované fenoly

Skupina ¢itajici velky pocet molekul. U haemonchdzy nachdzi nejvétsi
uplatnéni klosantel, rafoxanid a disfenol a nitroxynil, posledni dva musi byt
aplikovany injekéné. Tyto 4 molekuly jevi Uzké spektrum, cilené zcela na helminty
Zivici se krvi. Inhibuji energeticky metabolismus, narusuji oxidativni fosforylaci

helmintd [4; 18].
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2.2.4.6. Aminoacetonitrilové derivaty

Monepantel byl zaveden v roce 2009. Diky specifickému Gc¢inku na nikotin-
acetylcholinovych receptorech (vdze se na podjednotku Hco-MPTL-1) a
mechanismim podobnym ML bylo dosazeno nové efektivni terapie. Dusledkem je
nadmérna kontrakce svaloviny hlistic a jejich Umrti. U&inny je proti larvdm i
dospélym jedincim H. contortus. Vyhodou je dosavadni nizka, avSak narlstajici

rezistence [4; 20; 21].

2.2.4.7.Spiroindoly

Derquantel je pouzivan pouze v kombinaci sabamektinem. Jednd se
anatagonistu B-typu nikotinovych cholinergnich receptort. Diky ucinku na B-
subtypu receptoru je ucinny i proti hlistdm jinak rezistentnim v0ci jinym
anthelmintikim. Nejvy$si Gc¢innost dosahuje proti dospélciim a L4 stadiu H.

contortus. Tato kombinace je stdle predmétem intenzivniho vyzkumu [4; 20].

2. 2. 5. Rezistence a jeji mechanismy

Rezistenci lze definovat jako stav, kdy dany organismus je schopny odolat
definované davce |éciva, kterda by pro jiné, nerezistentni jedince byla smrtelna.
Zjednodusené lze fici, Ze ucinnost pouZivané ucinné latky (API) se snizuje
v porovnani s Ucinnosti pfi jejim zavedeni do terapie. Existuji dva typy rezistence —
nespecifickd a specifickd. Hlavnim zprostredkovatelem nespecifické imunity jsou
efluxni transportéry. Ty svym fungovanim limituji a snizuji koncentraci |éciva
v bunce bez ohledu na jejich strukturu, misto uc¢inku. Druhym typem je rezistence
specificka, ktera je vazana na jednotlivé skupiny léciv. Zprostfedkovana je fadou
raznych mechanism. V praxi hlavni roli hraje praveé rezistence specificka. To je také
dlivodem, proc€ je raciondlni pouziti kombinace léciv rliznych |ékovych skupin,
rozSifuje se tak spektrum Ucinku. BohuzZel dnes pozorujeme pripady extenzivni

rezistence u H. contortus. V Queenslandu, Austrdlii, byly pozorovany
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multirezistentni druhy vUci tfem hlavnim lékovym skupindm (benzimidazoly,

imidazothiazoly a MLs.)[22; 23; 24].

Vyzkum rezistence tak jde ruku v ruce s vyvojem novych APIs. Dva aspekty
komplikuji zkoumani rozvoje rezistence. Prvnim aspektem je, Ze rezistence se muze
vyvinout bez ohledu na vysledky laboratorniho zkoumani. Druhym je geneticka
predispozice a vnéjsi podminky pusobici v dané lokalité (farma, chov), jez mohou
vést k rozvoji mistné specifické rezistence a jejiho mechanismu odliSného od

obecné znamych jeva [22; 23; 24].

2.2.5. 1. Benzimidazoly

Mistem ucinku benzimidazolG je zastaveni polymerizace mikrotubul
vazbou na B-tubulin. Odtud také vyplyva zakladni mechanismus rezistence, kdy u
rezistentnich kmenG se sniZzuje pocet vazeb mezi lécivem a cilovou strukturou,
kterou je konkrétné isotyp -1- B-tubulin. Primarnim ddvodem zisku rezistence je
zdména rezidua Tyr za Phe na 200. misté v proteinovém retézci (Obr. 6), oznacovan
jako F200Y SNP. Dal$imi dvéma mutacemi na isotypu-1, které byly popsany, jsou
F167Y a E198A, jejich vyskyt ale neni tak signifikantni jako F200Y [22; 25; 26].

SATAACGTATTAGACGTTGTCCGCAAAGAAGCTGAAGGTTGTGATTGCCTTCAGGGCTTCCA

ATTGACGCATTCACTTGGAGGAGGCACTGGATCTGGAATGGAAATTCGTGAAGAGTACCCT

167
GATAGAATTATGGmcGHETCCGTrGWCCATcACCCAAGGTATCEGAEMTGTCGTAGA

198 200
ACCCTACAATGCTACCCTTTAGAACACCGATGARACATTCTGTATTGACAACGAAGCTCT
GCA TAC

GTATGATATCTGCTTCCGCACTTTGAACTCACAAATCCAACCTATGGAGA 3’

Obr. 5 — Cast DNA kddujici R-tubulin s vyznaéenymi mutacemi zodpovédnymi za rozvoj
rezistence (prevzato z: [25])

2. 2. 5. 2. Imidazothiazoly

Nejpravdépodobnéjsi  pri¢innou  rezistence  k imidazothiazolovym

derivatim se jevi zmény na cholinergnich nikotinovych receptorech (nAChR).
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Levamisol se vaze na dvou aktivnich mistech na nAChR a u levamisol-rezistentnich
jedincl bylo zjisténo, Ze na vazebném misté s nizsi afinitou se levamisol vaze
vyraznéji méné nez u nerezistentnich jedinci na témze misté. Na molekularni
Urovni lze popsat tfi hlavni pficiny. Prvni je zkraceni podjednotek gent pro nAChR
(Hco-unc-63 a Hco-acr-8). Druhym dldvodem je snizena transkripce podjednotek
genU pro nAChR, konkrétné podjednotky Hco-unc-29.3 a Hco-unc-63. Dale bylo u
rezistentnich kmen( H. contortus zaznamenano snizeni exprese gend (Hco-unc-
74,-unc-50,-ric-3.1 and-ric-3.2) potfebnych pro spravnou konformaci a funkénost
nAChR. Nejedna se ale o univerzalni zdroje rezistence, coz naznacuje, Ze dlivodem

rezistence levamisolu mohou byt jiné, rizné mechanismy [22; 27].

2. 2. 5. 3. Makrocyklické laktony

Pticin rezistenci k MLs je zdokumentovano nékolik, aviak stale se presné
nevi, co je hlavnim dlivodem snizeného ucinku téchto latek. Zde zminim nékolik
prikladli mozné insenzitivity H. contortus. ZvySena Cetnost alel pro a-podjednotku
GluCl, zmény na GABA receptorech, snizeny transkripce gent pro GluCls (glc-3 a
glc-5) a také zvySena exprese P-gp. lvermektin jevi specifické postaveni, protoze
pravé H. contortus je vyrazné vice citlivy vici ivermektinu. PFi¢inou je pritomnost
zbytku Gly na tfeti doméné GIluCl, méné senzitivni druhy maji na tomto misté

zbytek vétsi. Tudiz mutace Gly zbytku vedla k narustu rezistence [22; 28; 29].

Vroce 2014 byl nalezen dal$i mozny dlvod rezistence, jedna se o
anatomickou a funkéni zménu, defekt amfid. Polymorfismus genu Hco-dyf-7 je
pricinou této rezistence a jeho pfitomnost byla zpozorovana u rady rezistentnich

vzork( z celého svéta [22; 28; 29].

2. 3. Metabolismus xenobiotik

Metabolismus |éCiv je klicovy faktor ovliviiujici Ucinnost Iéciv. Podstatou
metabolismu je tvorba hydrofilnéjsich derivatd léciva za ucelem jejich zvysené

exkrece. Pfi metabolismu latky mGze dojit k fadé moznym jeviim, avsak nejcastéji
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chemickou reakci vznika latka s vyrazné redukovanou aktivitou. Nebo m{iZe vznikat
latka se zachovalou aktivitou, pfikladem je preména kodeinu na morfin. Ve
specifickych pfipadech vznikne latka s aktivitou vyrazné vyssi, toho lze vyuzit pfi
pfipravé proléciv, napt. mykofenolat-mofetil, klopidogrel. Nebo metabolizaci mlze
vzniknout produkt s vyznamné toxickym ucinkem pro organismus, jako je tomu u

pfemény paracetamolu na N-acetyl-p-benzochinon-imin (NAPQI) [30; 31; 32].

Metabolismus lé¢iv probihda ve dvou fazich. V I. fazi biotransformace
dochazi k zavedeni ¢i obnazeni polarni funkéni skupiny (-OH, -SH, -NH2, COOH, -0)
do struktury |éCiva. Polarita molekuly se zvySuje pouze mirné, ale funkéni skupina
nasledné slouzi v druhé fazi metabolismu pro konjugaci. |. faze zahrnuje reakce
oxidacni, redukéni a hydrolytické. Pro ¢lovéka ma nejvyssi vyznam oxidacni reakce,
katalyzovadna cytochromem P450. Sem fadime hydroxylaci, o-dealkylaci, N-oxidaci
a oxidaci alkoholové skupiny na karboxylové kyseliny. Zakladnimi reakcemi
reduktivniho charakteru jsou azo-, nitro- a keto-redukce. Poslednim typem reakci
jsou hydrolytické, pfi kterych dochazi k hydrolyze esterd ¢i amidl za uvolnéni

pfislusnych funkénich skupin (-OH ¢i -NH») [30; 31; 32].

Il. faze je nazyvana fazi konjugacni. Principem je konjugace vzniklého
produktu z I. faze s endogennim substratem. Vznika tak produkt vyrazné hydrofilni
s minimalizovanou farmakologickou aktivitou. NejéastéjsSim typem konjugacnich
reakci je glukuronidace, kdy probiha navazani kyseliny glukuronové s -OH, NH2,
nebo -COOH skupinou. Dale se miZeme setkat se sulfataci, pfi které do reakce
vstupuje PAPS (fosfoadenosin-fosfosulfat). Minoritnimi reakcemi jsou pak N-

acetylace, methylace ¢i konjugace napr. s AMK, glutathionem [30; 31; 32].

2. 3. 1. Karbonyl-redukujici enzymy

S ohledem na téma své prace nyni vice rozvedu karbonyl-redukujici enzymy
(CBRs), neboli karbonylreduktazy. Jednd se skupinu enzym0 patfici do skupiny
oxidoreduktdz, zahrnujici dvé nadrodiny — aldo-ketoreduktazy (AKRs) a small chain
dehydrogenases/reductases (SDRs), neboli dehydrogendazy/reduktazy s kratkym

fetézcem [33; 34].
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Podileji se na celé radé reakci, jak endogennich proces(, tak metabolismu
xenobiotik. Lze je charakterizovat jako nizkomolekuldrni, monomerické a
v cytosolu se nachazejici NADPH-dependentni enzymy (Obr. 7). Principem reakce
je redukce karbonylové skupiny substratu za soucasné oxidace NADPH, ktery
vystupuje jako katalyzator reakce. Reakci Ize schematicky vyjadfit jako R-CO-R” +
NADPH +H* -> R-CHOH-R" + NADP*. Ve vétSiné pripadl se jedna o reakci
ireverzibilni. CBRs byly nalezeny ve tkani savc(, rostlin, hub, kvasinek, bakterii, ryb.
U savcu se nachazeji v riznych tkanich, napfiklad v mozku, jatrech, nadledvinkach

[33; 34; 35].

Obr. 6 — Krystalicka struktura lidské CBR1 v komplexu s hydroxy-PP (prevzato z PDB)

2. 3. 2. Aldo-ketoreduktazy (AKRs)

Jednd se o nadrodinu karboynylreduktdz. Jsou zodpovédné za
metabolismus prostaglandind, steroid(, biogennich amin( ¢i chinonovych
derivat(. Aktivaci polycyklickych aromatickych trans-dihydrodiol(i vedou k vzniku
reaktivnich o-chinon( Ucastnicich se kancerogennich pochod( pfi koureni tabaku.
Na strané druhé neutralizuji nitrosaminketony odvozené od nikotinu ¢i aflatoxiny.
Aktivita CBRs je také Uzce spjatd s rezistenci k chemoterapeutikiim pfi 1écbé

onkologickych onemocnéni [36; 37; 38].
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Celkové existuje 16 rodin AKRs, pficemzZ 15 z nich je pfitomno v lidském
organismu. Aby se predeslo chybam pfi zarazovani, pojmenovavani, tak byla
zavedena jednotnd nomenklatura. Nazev vzdy zacind jako AKR nésledujici arabskou
Cislici ur€ujici konkrétni rodinu (s >40% shodou v AMK fetézci). Dale pismeno

oznacujici podrodinu a Cislice ji specifikujici (shoda s AMK 60% a vice)[36; 37; 38].

Chromosomal
Gene Protein Names (Aliases) Localization
AKR1A1 Aldehyde reductase; dihydrodiol dehydrogenase 1 1p33-p32
AKR1B1 Aldose reductase 7q35
AKR1B10 Small intestine~like aldose reducrase; 9-cis-retinal reductase 7q33
AKR1B1S 3-Kero-acyl CoA reducrase 7q33
AKRI1C1 3ar(20ax }-Hydroxysteroid dehydrogenase; dihydrodiol dehydrogenase 1 10p15-10p14
AKR1C2 3ar-Hydroxysteroid dehydrogenase oype 3; dihydrodiol 10p15-10p14
dehydrogenase 2 bile acid-binding protein
AKR1C3 3a-Hydroxysteroid dehydrogenase type 20 178-hydroxysteroid 10p15-10p14
dehydrogenase type 5: prostaglandin F synthase; dihydrodiol dehydrogenase X
AKRICSH 3oe-Hydroxysteroid dehydrogenase type 1; dihydrodiol dehydrogenase 4; 10p15-10p14
chlordecone reductase
AKR1D1 Steroid 58-reductase 7q32-7g33
AKRI1E2 15-Anhydro-D-fructose reductase 10p15
AKRGAZ Potassium voltage gated channel 3-subunit-1 3g26.1
AKRBAS Potassium voltage gared channel g8-subunic-2 1p36.3
AKRGAD Potassium voltage gated channel 8-subunic-3 17p13.1
AKRZA2 Aflatoxin aldehyde reducrase 1p35.1-p36.23
AKR7A3 Afaroxin aldehyde reductase 1p35.1-p36.23

Obr. 7 — Ptehled lidskych AKRs a jejich lokalizace na konkrétnim chromozomu (pfevzato z
(37])

K dneSku je v PDB zarazeno 84 struktur AKRs, které sdili spolecné rysy.
Zakladem je typické sloZzeni protein(, které formuji (a/R)-barel. V ném 8 a-helix(
se stfida s 8 RB-retézci. R-fetézce splyvaji v jadre barelu a vytvareji jeho oporu. Ze
zadni strany struktury se nachazi 3 neusporadané smycky, které podstupuji
konformacni zménu po navdzani kofaktoru a karbonylové funkéni skupiny
substratu. Misto vazici kofaktor si zachovava striktni prostorovou konformaci.
Nikotinamidova funkéni skupina je v anti-konformaci vici ribose a vodik, ktery
redukuje karbonylovou f. skupinu je vidy 4-pro-R. Na spodu barelu se nachazi
specificka katalytickd tetrada, ktera také neméni svdj tvar. Diky flexibilité
zminovanych tfi smycek je zajisténa Siroka substratova specifita [36; 37; 39].
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Avsak pro lidské AKRs existuje i nékolik vyjimek. AKR6 rodina nejsou
enzymem, nybrz kontroluji transport K*' iontl. Ne vSechny AKRs jsou
oxidoreduktazami, AKR1D1 maji pozménénou katalytickou tetrddu (His zaménén
za Glu), v disledku toho redukuji dvojnou vazbu v steroidnim skeletu. Také neplati,
ze vSechny AKRs jsou monomerni struktury, B-fetézce AKR6 rodiny existuji jako

tetramery, také se objevuji teorie, Ze AKR7 rodina je dimerni [36; 37; 39].

2.3.2.1. AKR1A1

AKR1A1l je sloZzen z 325 aminokyselin. Katalyzuji redukci alifatickych i
cyklickych aldehydl, jevi zvySenou aktivitu k negativné nabitym substratiim,
napriklad glukorunat, sukcinat-semialdehyd. Hlavni misto vyskytu v téle jsou jatra,
zde katalyzuji reakci vedouci kvzniku mevalondtu (meziprodukt pfi syntéze
cholesterolu) a ledviny, dale také v mozkové kire ¢i tenkém stfevé. V mensi mire
je exprimovan také v plicich, sleziné. Nenachazi se v srdecni a kosterni svaloviné.
Existuji dUkazy, Ze aktivita AKR1A1 pfimo ovliviiuje bunécnou signalizaci pomoci
NO. Dochazi ktomu pres redukci GSNO, tudiz AKR1A1 zde vystupuje jako S-
nitrosoglutathion reduktdza. Také je prokazana souvislost mezi aktivitou enzymu a
vznikem rakoviny plic. Pfedpokladanym mechanismem je aktivace polycyklickych
aromatickych uhlovodiki PAH vedouci k vzniku reaktivnich forem kysliku ROS.
Aktudlni studie také poukazuji na souvislost mezi depleci AKR1A1 a schizofrenii
rezistentni k |é¢bé. AKR1A1 redukuje glukorunat (GlucA), ktery zvysSuje sekreci fady
|éCiv. Predpoklada se tedy, Ze nizsi aktivita AKR1A1 vede k zvySené hladiné GlucA a
tim k zvySené depleci psychofarmak podavanych u schizofrennich pacientt [40; 41;

42; 43].

2.3.2.2. AKR1B10

AKR1B10 se primarné vyskytuje v Zaludku, tenkém a tlustém strevé,
specificky vrychle se obnovujicich epitelidlnich burkdch. Redukuje fadu
endogennich sloucenin, napfriklad retinoidy, isoprenylové aldehydy i peroxolipidy

poskozujici lidské burnky. Kromé toho metabolizuji fadu xenobiotik (primarné
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dolasteron a nabumeton, ddle také daunorubicin, doxorubicin a kyselinu
tiaprofenovou), jako jsou Iéky nebo PAH. AKR1B10 katalyzuje redukci retinalu za
vzniku retinolu, coZ je prvni krok pfi syntéze kyseliny retinové. Kyselina retinova
hraje stéZejni roli pfi bunécné proliferaci, diferenciaci a morfogenezi rady bunék.
AKR1B10 tak zajistuje homeostdzu retinoidd v GIT tkanich, mimo GIT je
metabolismus retinoidl zajistén jinymi enzymy. Dale jsou popsdany tfi zakladni
funkce AKR1B10, které jsou nezdvislé na enzymatické aktivité. Témi jsou ovlivnéni
syntézy lipid(/mastnych kyselin v nddorovych bunkach RAO-3 u karcinomu prsu,
kde interaguji s acetyl-CoA karboxyldzou a tim zamezuji proteolyze a zvysuji
syntézu lipid(. Také interaguji s shock proteinem 90 a. Také je prokazana interakce
s glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendzou, coz vede k sniZzené aktivité autofagu [44;

45].

Jak jsem zminfoval vySe, nejvétsi aktivita enzymu je mérena v GIT. Naopak
snizend aktivita AKR1B10 je prokdzana v rakovinovych lézich tlustého streva,
zaludku a u pacientd s ulcerdzni kolitidou a Crohnovou nemoci. AKR1B10 je
esencialni pfi ochrané jaderné DNA. DalSimi nemocemi, které jsou naopak spojené
s vySSi aktivitou AKR1B10 jsou napfiklad hepatocelularni karcinom, nealkoholické
ztukovaténi jater, rakovina plic, prsu ¢i pankreatu. Do budoucna se uvaZzuje nad
vyuzitim AKR1B10 inhibitoru pfi terapii téchto nemoci, nebo nador( rezistentnich

k 1éCbé [44; 45].

2.3.2.3. AKR1C3

AKR1C izoformy katalyzuji redukci na pozici C3, C5, C17 a C20 steroidniho
jadra. AKR1C3 navic katalyzuje pfeménu prostaglandind H2 a D2 na jejich aktivni
formu, proto byva oznacovdn i jako PGF syntdza. AKR1C3 vykazuje nejvyssi
katalytickou aktivitu z rodiny AKR1C pfi preméné testosteronu na androsten-3,17-

dion, reversibilné redukuje 5 a-DHT, estrogen a progesteron[46; 47].

Misty s nejvyssi koncentraci enzymu jsou jatra a prostata. ZvySené hodnoty
AKR1C3 jsou spojovany s rozvojem kastracné rezistentnim karcinomem prostaty
(CRPC) a téz slouzi jako biomarker progrese karcinomu prostaty. Existuji i popsané

pfipady adenokarcinomu a spinocelularniho karcinomu vychazejiciho z plic a
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z gastroezofagealni spojky, u kterych byla prokazana vyssi aktivita zminovaného
enzymu. Kvuli preméné prekurzord progesteronld na jeho aktivni metabolit je
enzym spojovan s nej¢astéjsSim zenskym nadorovym onemocnénim, karcinomem
prsu. AKR1C3 je ve velmi vysoké mife exprimovan v nddorovych burikiach a jeho

zvySené hodnoty souvisi s horsi progndzou pacientek[46; 47].

Pro tyto ddvody se enzym AKR1C3 jevi jako potencionalni cil
chemoterapeutik u pacientli s CRPC a estrogen-pozitivnim karcinomem prsu.
Inhibitory tohoto enzymu jsou napfiklad nesteroidni antiflogistika (NSAIDs),
analoga steroidnich hormonu, flavonoidy a derivaty sulfonylurey (DSU). Vétsina
inhibitord jsou karboxylové kyseliny, jez musi byt aktivnim transportem prendaseny
do bunék, proto je cilem syntetizovat inhibitory bez -COOH funkéni skupiny.
Protoze jsou enzymy AKR1C1 a C3 velmi podobné, je zZadouci, aby pfipravovana

Ié¢iva nevykazovala zkfizenou substratovou specifitu[46; 47].

2.3.2.4. AKR7A3

AKR7A3 je relativné neprobadany enzym, vétsina studii o jeho funkci jsou
z poslednich deseti let. Stejné jako u predchozich enzymu se predpoklada jeho role
v nadorovém bujeni. AKR7A3 je vlidském téle zodpovédny za detoxifikaci
aflatoxinu B1, silného hepatokarcinogenu. Gen pro tento enzym se nachazi na
chromosomu 1p36, hypermetylace promotoru genu a zkraceni chromosomu jsou
faktory, které jsou spojovany s downregulaci AKR7A3. AKR7A3 inhibuje aktivaci
ERK, c-Jun a NF-kappaB faktor(, vystupuje tedy jako tumor-supresorovy faktor.
Zvysena hladina enzymu. Nizkd hladina AKR7A3 je spjata s zvySenou hladinou alfa-
1-fetoproteinem, nizkou Urovni diferenciace nadorovych bunék a tudiz i horsi
progndézou pacientl s HCC, existuji i dikazy pro jeho protektivni faktor u pacientek
s nddorem prsu. Snizend hladina AKR7A3 koreluje s horsi progndzou a snizenou
dobou doziti u pacientl s nddorem Stitné Zlazy, presny mechanismus zde neni
znam, ale predpoklada se ovlivnéni autofagie a zpomaleni metastatického Siteni

nadorovych bunék [48; 49].
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2. 3. 3. Dehydrogenazy/reduktazy s kratkym retézcem (SDRs)

SDRs predstavuji jednu z nejvétsich nadrodin enzymu vibec. Napfi¢ vSemi
druhy sdili podobnost aminokyselinové sekvence 20 az 30%. Zakladem struktury je
jednodoménovy Rossman(v zahyb s centralnimi B-listy sloZzenymi mezi tfremi a-
helixy na kazdé strané. Mohou byt monomerni, dimerni, nebo tetramerni
struktury. Bézné jsou tvoreny 250 aminokyselinovymi zbytky, vyjimecné Ize nalézt
zastupce s prodlouzenym C-koncem, jez mohou byt tvofeny az 350 rezidui
aminokyselin. Aktivni misto enzymu je tvoreno katalytickou tetradou — Tyr, Lys, Ser
a Asn. Na rozdil od jinych dehydrogendz nevyzaduji vazbu kovového prvku
v aktivnim misté enzymu pro pribéh reakce. Koenzym vazici misto se nachazi na

N-konci fetézce a SDRs vykazuji zna¢nou substratovou specifitu [50].

SDRs délime do 7 zakladnich skupin (Obr. 9). Nejvétsi mnozZstvi zastupcl
spadd mezi klasické SDRs — cca 68000 zastupclh. Druhou nejpocetnéjsi jsou

prodlouzené SDRs s vice nez 37000 enzymy [50].

" SDR )

Intermediate

Oxido- rases Enoyl

reduciases reductases

Obr. 8 — 7 druh( SDRs. Horni ¢islo specifikuje pocet zastupct, spodni ¢islo pocet rodin. Pod
nimi je specifikovana aktivita jednotlivych skupin (prevzato z: [50])
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Vétsina SDRs rodin je pfitomna v bakteriich, dale potom v eukaryotnich
organismech. Pouze minimum rodin lze nalézt v archebakteriich — Archea. 212
rodin je specifickych pouze pro prokaryota, pro eukaryota pouze rodin 90 (Obr. 10).

V lidském organismu existuje a je zdokumentovano 47 SDR rodin [50].

A B

16 212
0
34
112
0

Archaea 90

Bacteria

Eukaryota E

Obr. 9 — RozloZeni SDR rodin mezi Archea (A), prokaryota (B) a eukaryota (E). 34 rodin se
nachazi napric¢ vsemi druhy, naopak neexistuje typicky zastupce pro Archea (pfevzato z: [50])

2. 3. 3. 1. 3R-hydroxysteroid dehydrogenaza (3R-HSD)

3R-hydroxysteroid dehydrogenadza je enzym z SDR rodiny, ktery je vazany na
membrané endoplazmatického retikula a mitochondrii. V lidském téle se nachazi
v fadé tkani v zavislosti na konkrétni izoformé. HSD1 Ize najit v mléénych Zlazach,

placenté a k(zi, HSD2 v nadledvinkach, vajecnicich a varlatech [51; 52].

3R-HSD je klicovym enzymem pfi syntéze steroidnich hormon, konkrétné
glukokortikoidl, mineralokortikoid(i, progesteronu, androgend i estrogenll. Na
druhé strané také katalyzuji rozkladné reakce 5a-androstanu a 5a-pregnanu, to
ovSem zalezi na rozdilné tkanové lokalizaci — Leydigovy buriky vs. hepatocyty [51;

52].
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ZvySena aktivita 3B-HSD1 je zjiStovana u pacientek s karcinomem prsu, a
proto se do budoucna uvaZuje nad uzitim inhibitorl jako potencialnich Iéciv. Vyvoj
byl dlouho zpozdén strachem, Ze bude dochazet k inhibici i izoformy HSD2, coz by
vedlo k depleci kortizolu a aldosteronu. Bylo ale prokazano, Ze inhibitory trilostan

a epostan vykazuji vyrazné vyssi afinitu k 38-HSD1 [51; 52].

2. 3. 3. 2. Retinoldehydrogendza (RDH)

Existuje nékolik druhli RDH, zminim se zde o dvou momentalné
zkoumanych formdach. RDH12 je enzym zodpovédny za nékolik krokl
enzymatickych reakci vedoucich k vzniku zrakového pigmentu, 11-cisretinalu (Obr.
11). Jevi vyssi afinitu k retinalaldehydim nezZ k retinolim, nejvyssi afinitu vabec
vykazuje k vSem trans-retinalum. RDH12 je kddovdna 7 exony, skldda se z 316
aminokyselinovych zbytkl a nejvice je exprimovana ve vnitfnim segmentu
fotoreceptor(, nachazi se ale také v kdzi, jatrech a ledvinach. Mutace RDH12 jsou

spojovany se vznikem LCA (Leber congenital amaurosis) [53; 54].

Nové zkoumanym enzymem je RDH10. Jeho snizené hladiny a naruseni
metabolismu retinolu vedou k zrychleni poskozeni myokardu a rozvoji
kardiomyopatie pfi soucasné rozvinutém diabetu mellitu Il. typu. Pfedpokladanym
mechanismem je navozena kardiotoxicita vysokou hladinou retinolu a lipotoxicita

a nasledna feroptosa z divodu nizkych hladin trans-retinovych kyselin [53; 54].

0 HNATIFH W A D
W.— k\-‘_._/-"

all-Drans redin all-trans redimal

Obr. 10 — Mechanismus reakce RDH12 (prevzato z: [53])

2. 3. 3. 3. Dihydropteridinreduktaza (DHPR)

DHPR je enzym zrodiny SDR, ktery se ucastni a zajistuje preménu

tetrahydrobiopterinu (BH4) na dihydrobiopterin (BH2). BH4 je esencidlni,
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neproteinovy kofaktor hydroxylace Phe, Tyr a Trp. Pfi nedostatku BH4 je narusSena
a snizena ona hydroxylace Ustici k hyperfenylalaninemii (HPA). Negativné ovlivnéna
je i funkce serotoninového a dopaminového systému. HPA je marker indikujici

rozvinutou fenylketonurii [55].

2. 3. 3. 4. UDP-galaktose-4-epimerdaza (GalE)

GalE je naprosto esencidlni enzym pro metabolismus galaktosy v lidském
téle. Vyskytuje se vSech zdravych bunkdach lidského téla. Jako jediny enzym je
schopny katalyzovat preménu mezi glukosylovymi a galaktosylovymi zbytky,
konkrétné konverzi uridindifosfo-a-D-glukosy na uridindifosfo-a-D-galaktosu (Obr.
12). Nedostatek GalE se projevuje jako galaktosémie, autosomalné recesivni
onemocnéni. Takto vznikld galaktosémie mulze mit 3 formy: generalizovana,
pokrocild a periferni. Posledni dvé zmifiované jsou témér bezpriznakové, lisi se
aktivitou GalE v rlznych tkanich. U pokrocilé formy je vyrazné sniZena jaterni
ve vSech tkanich a projevuje se charakteristickymi symptomy galaktosémie [56;

57].

g OH

HO

LIEH-gle O —UDP LUEHF-gal O —— IO
o Cr

] " M
UDPF = —P—eO=P= L T
. - .;:,?"J O
& Gm-’%_,ﬂj
HO
Obr. 11 — Epimerizace UDP-glc na UDP-gal katalyzovano GalE (prevzato z: [56])

2.4.SDRs a jiné enzymy u H. contortus

2. 4. 1. Fylogeneze a rozloZeni gen(i SDR

Fylogenetickd analyza SDR rodiny H. contortus spolecné s ovéimi proteiny

poukazuje na existenci vice SDR predchiddcd pred rozdélenim organismQ.
29



Rozdéleni genetické informace pro SDR je relativné rovnomeérné. Nejvice sekvenci
(15) se nachazi na chromozomu 4, nasleduje chromozom 2 a 5 (10 a 9 genu).

Chromozomy 3 a X nesou pouze dva SDR useky [58].

2. 4. 2. Exprese SDR v jednotlivych Zivotnich stadiich

Exprese se liSi vyrazné, a to jak v zavislosti na druhu SDR, tak na Zivotnim
stadiu parazita a pohlavi. Ve vajickach jsou nejvice zastoupenymi izoformy SDR6,
SDR14 a SDR18. V larvalnim stadiu maji dominantni postaveni SDR1, SDR3 a
SDR18. Celkovy pocet dosud zndmych gen(l kddujicich SDR je 46, u AKRs je to pouze
24 [58; 59].

U dospélct obou pohlavi SDR3, SDR5 a SDR18 jevi nejvyssi miru exprese.
SDR5 bylo ve vysSim zastoupeni u samcu, naopak u samicek se ve vetSi mife

vyskytuje SDR18 [58; 59].

Vibec nejvétsi miru exprese SDRs vykazuji volné Zijici larvy s vyjimkou
SDR5, ktery se nejvice vyskytuje u dospélcid. Vyvojové zmény v expresi SDRs
nejspise reflektuji nutnost adaptace jedince na rozdilné Zivotni podminky. U larev
je stézejni oxidativni fosforylace jakozto zaklad aerobniho metabolismu. Dospélci
naopak upfednostiuji anaerobni metabolismus, jehoZ hlavni drahou je glykolyza.
TaktéZz maji dospélci redukované metabolické cesty pro syntézu aminokyselin,
purinG a pyrimidinQ a lipidG. Soucasné volné Zijici formy H. contortus potiebuji
k preziti ochranu proti v pfirodé se vyskytujicim xenobiotiklim, naopak paraziticka
stddia museji odoldvat imunitnimu systému jedince. Ve vSech téchto procesech se
predpokladad, Zze mira exprese jednotlivych SDRs ovliviiuje schopnost preziti jedince

[58; 59].

2. 4. 3. SDR a jejich role v 1ékové rezistenci

Znalost genetické informace paraziti je nové klicovd k identifikaci
mechanismu rezistence, ruku v ruce s timto aspektem jde soucasné i vyvoj novych

[éCiv s zcela novym mechanismem ucinku [58; 59].
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Predpoklada se, Ze mira exprese urcitych SDRs Uzce souvisi s rezistenci H.
contortus k farmakologické 1écbé. Pfi porovnavani rezistentniho a citlivého kmene
H. contortus bylo zjiSténo, Ze ve vajickach, larvach i dospélcich rezistentniho kmene
jsou ve vyssi mite exprimovany SDR1, SDR12, SDR13 a SDR16. Mensi miru exprese
jevil pouze SDR19 [58; 59].
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3 Cil prace

Cilem diplomové prace byla pfiprava a klonovani plasmidu nesouci gen pro
vybrany enzym reduktazy vlasovky slezové (Haemonchus contortus). K tomu bylo
vyuzito metod molekuldrni biologie (gPCR, ligace, transformace, izolace a
amplifikace plasmidu, sekvenace a transfekce). Takto pfipraveny plasmid s genem

zajmu muze byt vyuzit pro dalsi vyzkum.
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4 Experimentalni cast

4.1.1.

4.1. 2.

4. 1. Pouzité chemikalie, vybaveni

Chemikalie, reagencie, kity

e Agarosa—Serva

e ECL Prime Western Blotting detection reagent — Amersham

e dNTP —Sigma-Aldrich

e [E- Coli—kmen TOP10 - Life Sciences

e FEthanol 99% — Sigma-Aldrich

e Chloroform — Sigma-Aldrich

e |sopropanol — Sigma-Aldrich

e Loading dye 6x (BioLabs.Inc. New England, USA)

e LB medium (Luria-Bertani) s agarem — VWR Biochemicals

e Primarni protilatka anti — His Tag — Abcam

e Q5 High-Fidelity DNA Polymerdaza — New England BiolLabs

e (PCR kit — Xceed qPCR SG Mix — Lo-ROX — Institute of Applied
Biotechnologies

e Sekundarni protilatka — anti-mouse — Abcam

e Specifické klonovaci primery — Generi biotech

e SYBR safe — Thermo Fisher Scientific

e T4 DNA polymeraza — Life Sciences

e LB medium (Luria-Bertani) — VWR Biochemicals

e TRl reagent -Molecular Reasearch Center

Pouzité vybaveni

e Automatické pipety — Research Plus, Eppendorf

e Centrifuga — Biofuge stratus Heraeus, Thermo Fisher Scientific
e Laminarni box — AURA 2000, BioAir

e Minicetrifuga — Sprout, Heathrow Scientific

e Mrazici boxy — Vxe Series Jouan, Thermo Fisher Scientific
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e Thermocycler TAdvanced with High-Performance Smart Lid -
Biometra
e Vortex — Vortex V-1, BioSan

e Uvitec Alliance Q9 Advanced — Baria

4. 2. Metodika
4. 2. 1. Amplifikace SDR

Jako prvni byla provedena amplifikace SDR3 a SDR18, kde jako templat byla
pouzita jiz pripraved cDNA zpredem provedené reverzni transkripce. Pro
amplifikaci bylo vyuZito metody PCR. Pro PCR byla pfipravena potfebnd reakcni

smés, neboli mastermix.

Reagencie Mnozstvi

vul
FW primer 1
REV primer 1
cDNA (templat) 2
5x Q5 pufr 10
dNTP 2
Q5 DNA-polymeraza 0,5
dd H20 33,5

Tabulka 1 — PCR smés pro amplifikaci SDR

Specifické primery pro amplifikaci SDR3 a SDR18 byly vyuzity, vidy musi byt

pouzit forward a reverse primer pro dany gen.

Nasledné se mastermix napipetoval do 4 mikrozkumavek a ty se umistily do
PCR cykléru na predem prednastaveny program (Tab. 2). Nejprve byla smés zahtata
na 98°C po dobu 30 sekund, tento proces je nazyvan jako denaturace a dochazi zde
k rozvolnéni vodikovych vazeb dvouvldknové molekuly DNA a vzniku
jednoretézcové DNA. Nasleduje annealing, kdy smés je ochlazena na 60°C. Pfi
annealingu se navazi primery a DNA-polymeraza na jednotlivé retézce molekuly

DNA. Poté dochazi k pfipojovani jednotlivych dNTP jakoZzto stavebnich kamen(
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molekuly DNA a formuje se nova dsDNA. Tento cyklus byl opakovan 30x a teplota
se zde ménila z 98°C na 60°C a na 75°C. Pri kazdém jednotlivém cyklu bylo pavodni

mnozstvi DNA zdvojndsobeno.

98°C 98°C 60°C 75°C 72°C 4°C
30 10” 15~ 15~ 57 nekonecno
30 cykld

Tabulka 2 — PCR program pro amplifikaci, Zluté oznacend cdst byla opakovdna 30x (Cas je
uveden v sekunddch)

4. 2. 2. Agarosova elektroforéza (ELFO)

Produkty z PCR se analyzuji pomoci horizontdlni agarosové elektroforézy.
Principem metody je separace vzniklych fragmentd v gelu podle velikosti pomoci
jednosmérného elektrického proudu a jejich porovnani s markerem molekulovych
hmotnosti (tzv DNA ladder, Zebti¢ek). Separace probihd na zdkladé prostupnosti
molekuly DNA strukturou gelu (¢im vétsi je molekula DNA, tim hlfe prostupuje
gelem). Od toho se tedy odviji i koncentrace gelu, niz$i koncentrace je zadouci pro

vétsi molekuly DNA, aby jim byl umoznén prichod gelem.

Pfi pfipravé gelu se navazilo 0,4g agarosy, ke které se pridalo 40 ml Cistého
1x TAE pufru. Na 30-40 sekund se umistilo do mikrovinné trouby. Roztok agarosy
se pak prelil do vani¢ky v elektroforetické vané a do roztoku agarosy se umistil
hieben, ktery vytvofil jamky pro nandseni vzorku. Po ztuhnuti se gel naorientoval
tak, aby vzorky byly bliz k zaporné elektrodé a prevrstvilo se 1x TAE pufrem. Do
prvni jamky byly naneseny 2ul markeru (100bp) a do dalSich jamek 5ul vzorku
smichanych se vzorkovym pufrem obsahujicim kontrastni latku (DNA stain).

Elektroforéza probihala 30 minut pfi napéti 90 V.

SloZeni 10x TAE pufru: 0,4 M Tris/0,2 M kyselina octova/10 mM EDTA
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4. 2. 3. Pfecisténi produktu PCR

Po provedeni PCR je produkt nutné vidy predistit pro nasledné méreni
koncentrace dsDNA a jeji dalSi zpracovani. Pro precisténi byl vyuzit pfedem

pfipraveny kit pro precisténi, sestava se ze 4 krokd.

V prvnim kroku je nutné si pfipravit vzorek. Bylo napipetovano 10pul vzorku
do 1,5ml mikrocentrifugacni zkumavky. Ke vzorku se poté pridalo 50ul DF pufru a

promisilo se na vortexu.

V druhé fazi probihd vazba DNA na absorpéni vrstvu kolony (DF —
diafiltracni, princip je zaloZen na pfidani rozdilného pufru po provedeni prechozi
filtrace). DF kolona se vlozila do 2 ml sbérné zkumavky a do DF kolony byl pfenesen
nami promiseny vzorek. Centrifugovalo se 16000x g podobu 30 sekund, protekly

obsah se odstranil a DF kolona se vratila zpét.

Ve tieti fazi probiha samotné Cisténi zachycené dsDNA. Pfimo do stfedu DF
kolony se ptidalo 600ul Cisticiho pufru, nechalo se 1 minutu stat pfi laboratorni
teploté. Nasledné se centrifugovalo 30s na 16000x g. Protekly Ccistici pufr
s obsahem necistot se odstranil, DF kolona se vratila zpét do sbérné zkumavky a na

sucho se centrifugovalo dalsi 3 minuty pfi 16000 x g pro kompletni vysuseni.

V poslednim kroku probihd eluce precisténé dsDNA. DF kolona se
premistila do nové, sbérné 1,5ml mikrocentrifugaéni zkumavky. Do stfedu kolony
se napipetovalo 20ul eluéniho pufru (lze pridat az 50ul, ale chceme
koncentrovanéjsi vzorek) a 2 minuty se ponechalo pfti laboratorni teploté, aby

elucni pufr zcela DNA vyvazal. Po 2 minutach se 2 minuty centrifugovalo pii 16000x

g.

4.2. 4. Méreni koncentrace DNA

Po precisténi bylo nutno zméfit koncentraci dsDNA pro dalsSi postupy.
Principem zjistovani koncentrace je méreni absorbance vzorku, jako pozadi (blank)
se pouzivd PCR H20. MnoZstvi nanaseného vzorku na desticku bylo 1ul, méreni

probihalo pomoci spektrofotometru Tecan SPARK.
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4.2.5. Stépeni

Po precisténi dsDNA je dalSim krokem Stépeni. Pomoci ptislusnych enzymi
se Stépil pfipraveny produkt (dsDNA) a také plasmid, do kterého nasledné budeme

vznikly fragment DNA ligovat.

Ke Stépeni se vyuZily 2 enzymy — Xhol a Ndel (enzymy se mezi sebou lisi
restrikénim mistem, které obsahuji pouzité primery). Stejné dva enzymy se pridaly
i do smési s plasmidem, pouZili jsme nosny plasmid pET-22b(+). Plasmid byl stépen
v tzv. MCS misté obsahujicim celou fadu vhodnych enzymd. Stépenim stejnymi
enzymy bylo docileno linearizace plasmidu, s odpovidajicimi konci jako pfipraveny

fragment, ktery bude do plasmidu ligovan.

Pro Stépeni byly ptipraveny 4 smési obsahujici nasi dsDNA a 4 vzorky
s plasmidem. U vzorkd s plasmidem byla pfipravena smés s obéma enzymy (bude
vyuzita pro ligaci), pro ovéreni Stépeni jednotlivymi enzymy smés pouze

s enzymem Xhol a s enzymem Ndel a jako ¢tvrtou smés pouze plasmid bez enzymu.

Reagencie Mnoistvi v pl
Xhol 1
Ndel 1
Restrikéni pufr 2
dsDNA (SDR3, SDR18) 16

Tabulka 3 — SloZeni smési obsahujici dsDNA pro stépeni, 4 vzorky

Xhol (pl) Ndel (ul) Pufr (ul) PET-22b(+) H20(ul)
(1)

1 1 1 7 =

- - 1 3 6

- 1 1 3 5

1 - 1 3 5

Tabulka 4 — SloZeni smési obsahujicich plasmid pET-22b(+) pro Stépeni, Zluté oznacena je

smés pro nadchdzejici ligaci
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Takto pripravené smési se nechaly inkubovat 1 hodinu pfi 37°C (béhem

této doby probiha stépeni prislusSnymi enzymy).

Po Stépeni je nutnosti provést gelovou elektroforézu se smésmi obsahujici
plasmidy pro ovéreni, zda-li doSlo k potfebnému nastépeni. Objem vzork(
nandasenych na elektroforézu byl 5ul, pouze u smési s obéma enzymy se nanasely

pouze 2ul, aby se zbytek usetfil pro nasledné ¢isténi a ligaci.

Po elektroforéze je opét nutnosti smés precistit (Cisténi pomoci kitu viz.

kapitola 4. 2. 3. Precisténi produktu PCR a zméfit koncentraci.

4. 2. 6. Ligace a colony PCR

Po Stépeni a precisténi plasmidu i insertu je dalSim krokem ligace, vneseni
nasi dsDNA do pET-22b(+). Pro provedeni ligace se musi vypocitat orientacni
mnozstvi insertu a vektoru tak, aby reakce mohla probihat bezproblémové. Pro
vypocet je nutno znat velikost vektoru v kb, jeho mnoZstvi v ng a velikost inzertu
v kb, vypocet byl proveden za vyuziti LabGuide.cz. Pro hladky pribéh reakce je
doporuceno pouzit mnozstvi inzertu a vektoru v poméru 3:1. Pro vypocet mnozstvi
se vychazi z koncentraci po Stépeni. Pfi pouziti 2 pl precisténého vektoru
(koncentrace pfiblizné 60ng) vyslo mnozstvi inzertu na 17 ng, tudiz do reakce bude
pouzito pfiblizné 50 ng pro dodrzeni poméru 3:1, coZ pfi namérenych koncentraci

pro fragment SDR3 odpovida pfiblizné 4 pl a SDR8 6,5 pl.

VYPOCET MNOZSTVi INZERTU LIGOVANEHO DO VEKTORU

Velikost vektoru [kb] 5.49
Mnoistvivektoru [ng] 120

Velikost inzertu [kb] 0.8

Mnozstvi inzertu [ng] 17.4B633B797814206
Vypokitar | Rezetovat

Obr. 12 — Vypocet mnoiZstvi inzertu v ng pres LabGuide.cz
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Pro ligaci byla nasledné pfipravena reakéni smés v nasledujicim sloZeni.
Jako kontrola byla pouZita totoZzna smés, kde misto dsDNA bylo pouzZito pouze 6,5

pl H20. Inkubace liga¢ni smési probihala pfi 16°C pfes noc.

Reagencie Mnoistvi v pl
T4-DNA-ligaza 0,5
pufr 1
pET-22b(+) 2
SDR3 + H20 4 +2,5
nebo SDR18 6,5

Tabulka 5 — SloZeni reakcni smési pro ligaci

Po dokonceni ligace je dalSim krokem inzerce plasmidu pET-22b(+)
s vlozenou dsDNA do chemicky kompetentnich E. coli (pUsobenim CaCl2 je
narusena integrita plazmatické membrany pro usnadnéni vstupu plasmidu do
buriky). Nejprve byly buriky s pfidanou ligovanou smési chlazeny 30 minut na ledé.
Poté byl proveden heatshock (burky se zahteji na 42°C na 1 minutu), ktery zpusobi
ztekuceni membrany a umozni pfijem plasmidu burnkou. Pfidd se SOC médium

(médium bohaté na Ziviny) a necha se tfepat hodinu pfi 37°C.

Po hodiné byla smés nanesena na Zivné pldy tvorené LB médiem
s ampicilinem pro selekci bunék. Nas inzert obsahuje gen pro rezistenci
k ampicilinu. Vzorek byl nanesen na plGdu v objemu 50 pl a 150 pl. Celkem bylo
naneseno na 6 pud (SDR3, SDR18 a kontrolni s H20) a nechalo se pres noc

kultivovat pfi 37°C.

Druhy den po kultivaci se odebiraly vzorky pro colony PCR. Bylo odebrano
10 vzorkl z ptd, na které se nanaselo 150ul média. Kolonie se manualné nabraly
na Spicku pipety a byly pfemistény do mikrozkumavek s 10ul H20. Takto odebrané
kolonie se nechaly zahtivat 10 minut pfi teploté 95°C. Béhem této doby byl

pfipraven mastermix pro colonyPCR.
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Reagencie Mnoizstvi v pl
OneTaq pufr 4
dNTP 1
F3/F18-primer 1
R3/R18 primer 1/1
OneTaq polymerdza 0,15
H20 3,85

Tabulka 6 — SloZeni mastermixu pro colony PCR
Reagencie Mnoistvi v pl

pET-22b(+) 0,5

T7seq primer 0,5

T7 term primer 0,5

H20 13,35

Tabulka 7 — SloZeni kontrolni smési pro colony PCR

95°C 94°C 94°C 55°C

10° 307 | 157 307

30 cykll

68°C
257

68°C

Tabulka 8 — OneTaq colony PCR schéma

Po dokoncéeni colony PCR bylo provedena gelova elektroforéza. Na gel bylo

naneseno 3 pl markeru 100bp a 8 pl jednotlivych vzorkd.

4.2.7.Sekvenace

Soucasné byly vzorky obsahujici primery SDR3 a SDR18 po Stépeni

odeslany k sekvenaci. Sekvenace je metoda, ktera umoznuje popis jednotlivych

nukleotidt v molekule DNA.

40




Poté byla provedena ligace s vyuZzitim T4-DNA-ligazy a zero-blunt vektoru,

ktera téZ nebyla Uspésna.

Rozhodli jsme se tedy tedy zacit od zacatku, PCR amplifikaci, kdy jako
templat byl vyuzit SDR3 produkt po sekvenaci, u kterého byla jistota, Ze poradi

nukleotid(l je takové, jaké by mélo byt.

4. 2. 8. PCR amplifikace, gelova elektroforéza, precisténi a méreni
koncetrace (2. pokus)

Jako templat byly pouzity SDR3 od docentky Matouskové ve znamé
koncentraci 100 pg/ pl, SDR3 po sekvenaci v koncentraci 5ng/ul, u kterého vime,
ze poradi nukleotidd odpovida konsenzu a nové SDR3, dosud nepouZité. Program
PCR se nezménil (viz. 4. 2. 1). Do smési byl pfidan Q5-High-GC-Enhancer pro

zvyseni vytézku PCR.

SloZzeni PCR smési bylo nasledujici:

Reagencie Mnoistvi v pl
Q5-pufr 10
dNTP 2
F-primer SDR3 2,5
R-primer SDR3 2,5
Templat 1
Q5-DNA-polymeraza 0,5
Q5-High-GC-Enhancer 10
H20 21,5

Tabulka 9 — SloZeni reakcni smési pro PCR amplifikaci

4. 2.9. Ligace do blunt vectoru

Po zméreni koncentrace byla opét provedena ligace, tentokrat za vyuziti
rozdilné ligazy a pufru. Bylo ligovdno do Zero-blunt vektoru. Smés se po

napipetovani nechala 15 minut kultivovat pfi pokojové teploté. Po 15 minutach se
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cely objem prenesl ke kompetentnim E. coli a inkubovalo se 30 minut na ledu. Po
30 minutach byl proveden heatshock, nadsledné se smés prenesla na 2 minuty opét
na led a poté bylo k smési ptiddno 250 ul SOC média. Nechalo se 1 hodinu tfepat
pfi 36°C, 225 rpm.

Reagencie Mnoistvi v pl
Zero-blunt vector 0,5
SDR3 (45,22 ng/ul) 2
pufr 1
T4-DNA ligaza 0,5
H20 1

Tabulka 10 — SloZeni ligacni smési pro ligaci do Zero-blunt vectoru

Po dokonceni kultivace byla smés nanesena na dvé plotny (LB agar

s kanamycinem) v objemu 50 ul a 150 ul, nechalo se kultivovat pres noc pti 37°C.

4. 2.10. Colony PCR (2. pokus)

Kolonie narostly, byly odebrany vzorky, které se prenesly do 10 ul H20 a do
kazdé mikrozkumavky byl nasledné napipetovano 10 pl mastermixu. Schéma PCR

reakce pro colony PCR je totozné jako pfi prvnim provedeni (viz. 4. 2. 6.).

Reagencie Mnoistvi v pl
OneTaq pufr 4
dNTP 1
F-primer SDR3 0,5
R-primer SDR3 0,5
OneTaq polymeraza 0,15
H20 3,85

Tabulka 11 — SloZeni mastermixu pro colony PCR

Po dokonéeni colony PCR bylo provedeno ELFO. Kolonie €. 3 vyhovovala.

Pro dalsi pokracovani byla opét odebrana z plotny a zaockovana do 3ml LB média

s 3ul kanamycinu. Nechalo se 24 hodin kultivovat pfi 36°C, 200 rpm.
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4. 2.11. Izolace plasmidu a méfeni koncentrace

Po kultivaci musi byt provedena lyza bunék, aby doslo k uvolnéni Zeroblunt
plasmidu s nasi dsDNA pro zméreni koncentrace. K izolaci bylo vyuZito komeréniho

setu NucleoSpin Plasmid/Plasmid (NoLid).

V prvnim kroku se odebralo 5ml LB média s E.coli a prenesly se do
standardni mikrozkumavky. Centrifugovalo se 30 sekund pfi 11000x g. Supernatant

se odstranil a opatrné se odstranila pomoci pipety zbylé LB médium.

Druhym krokem je vlastni lyza. K peleté E. coli se pfida 250ul Buffer Al a
resuspendovalo se pomoci vortexu tak, aby nezUstaly Zadné shluky bunék.
Nasledné se pfidd 250 ul Buffer A2. Promisilo se opatrnym prevracenim
mikrozkumavky 6-8x (nesmi se umistit na vortex, doslo by k poskozeni molekuly
DNA). Inkubovalo se pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut, dokud lyzat nebyl
Ciry. Poslednim krokem lyzy bunék bylo pridani 300ul Buffer A3. Opét se promisilo

prevracenim mikrozkumavky 6-8x.

Ve tretim kroku byl precistén lyzat. Mikrozkumavka se umistila do
centrifugy a centrifugovalo se 5 minut pfi 11000x g, pokud supernatant neni Ciry

je nutno krok opakovat.

Ctvrtym krokem bylo navazani molekuly DNA na membranu. NucleoSpin
Plasmid/Plasmid (NoLid) kolona se umistila do 2ml sbérné mikrozkumavky a cely
objem supernatantu z kroku tfi byl pfenesen na kolonu a centrifugovalo se 1

minutu pfi 11000x g. Protekla kapalina se odstranila.

V patém kroku se promyvd membrana s navazanou DNA. Do kolony bylo
napipetovano 600 pl Buffer A4 (nutno pred prvnim pouZitim pridat ethanol) a 1
minutu se centrifugovalo pfi 11000x g, protekld kapalina s necistotami se

odstranila.

Sesty krok bylo suseni membrany, 2 minuty se centrifugovalo pfi 11000x g

a kapalina se odstranila.

V poslednim kroku se eluuje DNA. NucleoSpin Plasmid/Plasmid (NoLid)

kolona se premistila do nové 1,5ml mikrozkumavky. Na kolonu bylo napipetovano
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30 pl Buffer AE, inkubovalo se 1 minutu pfi laboratorni teploté a nasledné bylo

centrifugovano 1 minutu, 11000x g.

Nasledné byl odebran 1 pl pro zméfeni koncentrace pomoci absorbance,

jako blank byla pouzita PCR H,0.

4. 2. 12 Sekvenace vektoru s dsDNA

Vzorek obsahujici Zero-blunt plasmid s vioZzenou dsDNA pro SDR3 byl

odeslan k sekvenaci do firmy Eurofins Genomics.

4. 2.13. Stépeni zero-blunt vektoru a pET-22b(+) plasmidu

Po zméreni koncentrace bylo provedeno stépeni enzymy Xhol a Ndel.
Stépeni byl podroben jak zero-blunt plasmid s nasi dsDNA, tak budouci vektor

plasmid pET-22b(+). Smés pro stépeni byla nasledujici:

Reagencie Mnoistvi v pl
Enzym Xhol 1
Enzym Ndel 1
rCut Smart Buffer 1
Zeroblunt+SDR3 (c=1176ng/ul) nebo 7
PET-22b(+) (c=245ng/ul) 3
-ke smési s plasmidem pET-22b(+) bylo pfidano 4 ul H20

Tabulka 12 — SloZeni smési pro stépeni enzymy Xhol a Ndel

Smés se nechala reagovat 1 hodinu pfi 36°C bez tfepani.
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4. 2. 13. Gelova elektroforéza, extrakce z gelu a precisténi

S produkty po Stépeni byla provedena gelova elektroforéza. Pro nasledné

méreni koncentrace bylo nutné plasmidy z gelu extrahovat a predistit.

K tomu byl vyuzit komercéni set NucleoSpin Gel and PCR Clean-up. Nejprve
se pomoci Cistého skalpelu vyfizla ¢ast gelu s plasmidy, je nutné minimalizovat
dobu pUsobeni UV svétla, aby se predeslo poskozeni DNA. Gel byl po extrakci
zvazen (m=200mg) a prenesen do Cisté mikrozkumavky. Ke gelu se napipetovalo
400 pul Buffer NTI (pro gel o koncentraci <2% se na kazdych 100 mg gelu pfida 200
ul pufru). Nechalo se inkubovat 5-10minut pfi 50°C. Kazdé dvé minuty se kratce

vortexovalo do doby, neZ se gel zcela rozpustil.

V druhém kroku byl cely objem pfenesen do NucleoSpin Gel and PCR Clean-
up Column, kterd byla vloZzena do 2ml sbérné mikrozkumavky. 30 sekund se

centrifugovalo pfi 11000x g pro navazani molekuly DNA na kolonu.

V tfetim kroku byl na kolonu nanesen 700 ul Buffer NT3, opét se
centrifugovalo 30 sekund, 11000x g. Cely krok byl jesté jednou zopakovan, aby byla

zajisténa potrebna Cistota.

Ctvrty krok je nutny pro vysuseni kolony. Nechalo se 1 minutu centrifugovat

pri 11000x g.

V poslednim kroku se kolona premistila do nové 1,5ml mikrozkumavky.
Pfimo na stfed kolony byl nanesen 15 ul Buffer NE a inkubovalo se pfi laboratorni

teploté 1 minutu. Nasledné se 1 minutu centrifugovalo pfi 11000x g pro eluci DNA.

Zméfila se koncentrace pomoci absorbance.
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4. 2. 14. Ligace SDR3 do pET-22b(+) a colony PCR

Pro ligaci byly pfipraveny 2 smési.

LIGACE KONTROLA
PET-22b(+) 2 ul 2 ul
T4 DNA ligaza 0,5 ul 0l
T4-pufr 1 ul 1ul
SDR3 6,5 pl 6,5 ul

Tabulka 13 — SloZeni ligacni a kontrolni smési pro ligaci

Obé smési se nechaly inkubovat 30 minut pti laboratorni teploté. Po pul
hodiné byl cely objem prepipetovdn ke kompetentnim E. coli, nechalo se stat 30
minut na ledu. Byl proveden heatshock (42°C, 2 minuty), na 45 sekund se preneslo
na led. Poté bylo k burikdm pfidano 250 pl SOC média a nechalo se hodinu tfepat
pfi 37°C, 225rpm.

Po dokonceni ligace byla smés pfenesena na LB plotny s ampicilinem. Bunky
s liga€ni smési byly naneseny na dvé plotny v objemu 50 pl a 100 pl. Kontrolni smés
byla nanesena pouze v objemu 50 pl. Na plotné, kam bylo naneseno 100 pl
narostla jedna kolonie. S odebranym vzorkem bylo provedeno colony PCR (viz. 4.

2.6.)

4. 2.15. MIDIPREP

Narostla kolonie obsahovala poZzadovany insert, pfislusny plasmid byl proto
pfipraven ve vétSim mnoiZstvi metodou midiprep. Odebral se vzorek z pozitivni
kolonie a zaockoval se do 50ml LB média, nechalo se kultivovat pres noc pfi 36°C a
tfepalo se pfi 225 rpm. Midiprep byl proveden za vyuziti komeréniho setu

ZymoPURE Il Plasmid Midiprep Kit.
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4.2.15. 1. Obecny protokol

Druhy den se bakteridlni kultura odstredila pfi 3400 x g po dobu 10 minut,

aby doslo k sedimentaci bunék, supernatant se odstranil.

K suspendovanym burkdm bylo pfiddno 8 ml ZymuPURE P1 (Red) a

kompletné se resuspendovalo vortexovanim/pipetovanim.

Nasledné bylo pfidano 8 ml ZymoPURE P2 (Green) a okamzité se promisilo
prevracenim zkumavky 6-8x. Poté se nechalo odstat 3 minuty pfi laboratorni

teploté (bunky jsou zcela lyzovany, kdyz roztok je Ciry, fialovy a viskézni).

Po dokonceni lyzy se ke smési napipetovalo 8 ml ZymoPURE P3 (Yellow) a
opét se opatrné promichalo prevracenim zkumavky, nesmi se vortexovat. Po
dokonéeni neutralizace se smés zbarvila do Zluta a na povrchu se vytvofil Zluty

precipitat.

Lyzat byl prenesen do ZymoPURE Syringe Filter, kde musel byt utésnény
uzaveér, aby nedoslo k proteceni. Po preneseni se muselo 5-8 minut pockat, aby

precipitat ploval na povrchu smési.

Po vysrazeni precipitatu byla odstranéna zatka ze spodu Syringe Filter a celd
sestava se umistila do nové, 50 mililitrové konické zkumavky. Za pomoci pistu se
smés protlacila pres filtr jednim, kontrolovanym pohybem tak, aby bylo ziskdano cca

20 ml ¢istého lyzatu.

K Cistému lyzatu se pridalo 8 ml ZymoPURE Binding Buffer a promisilo se

prevracenim zkumavky 8x.

4. 2. 15. 2. Centrifugacni protokol

Z vrcholu Zymo-Spin 1lI-P Column Assembly byl odstranén 50 ml reservoar.
Muselo se zajistit, Ze spojeni mezi 15 ml konickym reservoarem a Zymo-Spin IlI-P

Column je tésné a cela soustava se umisti na 50 ml zkumavku.

10 ml lyzatu z predeslého kroku bylo pfeneseno do 15 ml Conical
Reservoir/Zymo-Spin IlI-P Column soustavy a centrifuguje se 2 minuty pfi 500 x g.
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50 ml zkumavka s proteklou kapalinou se vyprazdni a krok se opakuje, aby cely

objem lyzatu prosel kolonou.

Do soustavy s kolonou byly napipetovany 2 ml ZymoPURE Wash 1 a

centrifugovalo se 500 x g po dobu 2 minut.

Dale se ptidal 2 ml ZymoPURE Wash 2 a centrifugovalo se 500 x g po dobu

2 minut. Cely promyvaci proces byl zopakovan.

Zymo-Spin llI-P Column byl pfenesen do nové sbérné mikrozkumavky a
centrifugovalo se 1 minutu pfi 1000 x g pro odstranéni zbytkového promyvaciho

pufru.

V poslednim kroku byla kolona prenesena do nové 1,5 ml shérné
mikrozkumavky a pfimo na kolonu bylo naneseno 200 ul ZymoPURE Elution Buffer.

Pockalo se 2 minuty pro kompletni navazani a centrifugovalo se 1 minutu pfi 10000

Xg.

Po poslednim kroku bylo nutnosti zméfit koncentraci. Opét se mérila

absorbance, jako blank byla pouzita PCR H;O.

4. 2.16. Exprese proteinu

Pro kontrolu exprese protein byl pouzit plasmid pET-22b(+) s vloZenou

sekvenci dsDNA SDR3 o znamé a vhodné koncentraci (c=197 ng/ul).

4. 2.16. 1. Transformace tepelnym Sokem

Pfed samotnou expresi proteinu bylo nutné plasmid transformovat do

bunék, které jsou exprese schopné. Nami byly vyuzity BL21 buriky.

K 50 pl BL21 bunék se pfidalo 2 pl plasmidu. Nechalo se 30 minut stat na
ledé. Nasledné byl proveden heatshock (42°C, 10 sekund) a bunky byly umistény

zpét na led na 5 minut. Po 1 hodiné se 50 pul rozetfelo na ampicilinovou plotnu a
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50 pl se napipetovalo do 3 ml LB média s 6 pl ampicilinu (AMP) (c=50mg/ml). Bylo

kultivovano pres noc.

4. 2. 16. 2. Méteni optické density a indukce exprese

Jako slepy vzorek bylo pouzito Cisté LB médium, ke kterému bylo pfidano

100 pl AMP. Z této smési se odebral 1 ml do kyvety pro méreni.

Nasledné se zméfila absorbance v ¢ase 0. K LB médiu s AMP se pfidalo 500

pl inokula, odebral se 1 ml a zméfila se absorbance v ¢ase 0.

LB médium s inokulem se nechalo tfepat (37°C, 225 rpm) a pravidelné

v hodinovych, respektive 30 minutovych intervalech se métila OD.

Cas Absorbance
0 hod 0,051
1 hod 0,114
2 hod 0,300

2,5 hod 0,495

Tabulka 14 — Namérené hodnoty absorbance pri méreni OD

Cilova hodnota absorbance byla 0,4-0,8. Takovéto hodnoty odpovidaji log-
fazi bunécného déleni. Po 150 minutach (A=0,495) se z inokula odebraly 4 ml do
mikrozkumavky, jednalo se o vzorek pred pfidanim indukéniho ¢inidla IPTG. Ke

zbylému 40 ml inokula se pfidalo 160 pl 100mM IPTG pro indukci exprese.

Odebrané 4 ml se ihned stocily (2500 x g, 5 minut) a supernatant se

odstranil. Obdobné byl po 5 hodinach stocen a slit vzorek s pfidanym IPTG.

4. 2. 16. 3. Extrakce proteinu a méreni koncentrace

K extrakci proteinu bylo vyuzito komerc¢niho lyza¢niho roztoku.

K Non-I vzorku bylo napipetovano 200 pul BUGBUSTER PROTEIN extraction

reagent, k vzorku po indukci se pfidaly 2 ml BUGBUSTER PROTEIN extraction
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reagent. Vzorky se resuspendovaly pfi laboratorni teploté po dobu 20 minut pfi
10000 rpm. Po resuspendaci byly vzorky sto¢eny po dobu 20minut, 16000 x g pti 4
°C. Supernatant byl pfenesen do novych mikrozkumavek (sedimentované burnky se

odstranily) a okamZité se umistilo na led.

Dalsim krokem bylo méreni koncentrace proteinu. K méreni koncentrace
byla vyuZita mikrotitracni desticka. Pro méreni koncentrace byly nase vzorky
naredény (fedi se 5x a 20x). Tedy 10 ul vzorku + 40 pl H20 a 10 pl vzorku + 190 pl
H20.

Prvnich 6 sloupcd tvorily vzorky o presné znamé, odstupnované

koncentraci pro vytvoreni kalibracni krivky.

Koncentrace 0,1% roztok BCA Destilovana voda
1 0 pg/ml 0 ul 100 pl
2 200 pg/ml 20 ul 80 ul
3 400 pg/ml 40 pl 60 ul
4 600 pg/ml 60 pl 40 pl
5 800 pg/ml 80 ul 20 ul
6 1000 pg/ml 1000 pl oul

Tabulka 15 — SloZeni smési a jejich koncentrace pro kalibracni krivku

Dalsi 2 sloupce tvofily Non-IPTG 5x a 20x zfedéné a posledni dva sloupce
byly vzorky s ptidanym IPTG 5x a 20x zfedéné. Celkem 10 sloupcl po 4 fadcich,
pipetovalo se 10 ul do kazdé jamky. Nasledné bylo do kazdé jamky pfidano 200 pl
pracovniho roztoku C (NaHCO3, Na2CO3, BCA v 0,1M NaOH + 4% CuSO4 . 6 H20
v poméru 50:1). Inkubovalo se 30 minut pfi 37°C za stadlého tfepani. Po 30

minutach se zmérila koncentrace.

Princip metody je zaloZen na reakci proteinu s kationty Cu?* v alkalickém
prostfedi. Kationty Cu?* se redukuji na Cul*, které vytvafi v prostfedi o pH=10
stabilni modrofialovy komplex s BCA (bicinchonic acid). Absorbance komplexu je

mérena pfi 562 nm.
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Obr. 13 — Schéma reakce pfi tvorbé komplexu

4.2.16. 4. DotBlot

Na membranu z nitrocelulézy byly naneseny vzorky ve 2 fadach. Nahote
byla nanesena pozitivni kontrola, coZ byl izolovany Cisty protein obsahujici his tag.
V druhé fadé byly naneseny vzorky. Nanaselo se 2,5 a 7,5 pl vzorku, které byly

v koncentraci 10 pg/ml.

Membrdna se prelila 5% roztokem mléka v TBST pufru. Umistilo se na
kyvacku a nechalo se 2 hodiny blokovat. Po 2 hodinach se mléko slilo a membrana
se oplachla redestilovanou vodou. Nasledovala inkubace s primarni protilatkou
(anti-6x Histag, rabbit, 1:1000) 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po 1 hodiné se
protildtka odstranila a oplachovalo se TBST pufrem (4x po dobu 5 minut).
Nasledovala inkubace se sekundarni protildtkou (GOAT, anti-rabbit, 96 cqm). Po 1

hodiné se opét oplachovalo TBST pufrem.

K detekci se pripravilo Cinidlo. Smisilo se ECL Prime Peroxide Solution + ECL
Prime Luminol Enhancer Solution v poméru 1:1. Bylo naneseno na membranu tak,
aby celda membrana byla ponofena a vyvijelo se 5 minut vtemné komore. Nasledné
byla membrana snimana pomoci Uvitec Alliance Q9 Advanced systému pro

zobrazeni vysledku.
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5. Vysledkova cast
5.1 Amplifikace SDR3 a SDR18

Jako prvni krok byla provedena amplifikace DNA kédujici SDR3 a SDR18. Pro
ovéreni Uspésné amplifikace byly vzorky byly naneseny na 1% agarosovy gel a byla

provedena gelova elektroforéza, ktera nam umoznila jejich vizualizaci (Obr. 14).

100bp  SDR3 SDR18

-_— -

Obr. 14 — Gelova elektroforéza — amplifikace SDR3 a SDR8. V prvni jamce byl nanesen
100bp marker. Nasledné v jamkach 1-2 bylo naneseno zprava SDR3 a SDR18

Po provedené elektroforéze a precisténi vzorkl se zméfila koncentrace

amplifikované DNA. K méreni koncentrace se vzdy odebral 1 pl vzorku.

Ratio Ratio

260 230 280 ng/ul 260/230 260/280 Sample IDs
Al 0,028 0,0621 0,0132 28,01 0,45 2,12 SDR3
A2 0,0187 0,0114 0,0096 18,66 1,64 1,95 SDR18

Tabulka 16 — Namérené absorbance vzorku a koncentrace dsDNA po precisténi

5. 2. Restrikéni Stépeni enzymy Xhol a Ndel

Amplifikovana DNA i plasmid pET-22b(+) byly stépeny dvéma restrikénima
endonukleazama Xhol a Ndel. Po $tépeni byla provedena horizontalni gelova
elektroforéza pro vizualizaci. Objem nandasenych vzork( byl 5 ul, smés obsahujici
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oba enzymy byla nanesena v objemu 2 pl (amplifikovand DNA nebyla nanasena na
gel vibec, aby nedoslo ke zbyte¢nym ztratdm vzorku, byla pouze precisténa) (Obr.

15).

100bp 1 2 3 4

Obr. 15 — Gelova elektroforéza — stépeni enzymy Xhol a Ndel. V prvni jamce je nanesen
marker 100bp. Déle v jamkach 1-4 bylo naneseno pET-22b(+) s obéma enzymy (1), pET-22b(+) bez
enzyma (2), pET-22b(+) s Xhol (3) a pET-22b(+) s Ndel (4)

Po vizualizaci Ize jasné vidét, Ze Stépeni prislusSnymi enzymy Uspésné
probéhlo, protoze nestépeny plasmid vypadd jinak nez stépené vzorky; v gelu
putuje rychleji, kvali tzv. ,supercoiled” formé, kterd i pfesto, Ze ma stejnou velikost,

diky svému sbaleni prochazi gelem |épe a vypada tedy kratsi.

Po precisténi vzork(l se opét zmérila koncentrace (Tab. 18).

Ratio Ratio
260 280 ng/ul  260/230 260/280 Sample IDs
Al 0,0146 0,0189 0,0067 14,63 0,77 2,2 SDR3 po stépeni
A2 0,0076 0,1132 0,0042 7,6 0,07 1,83 SDR18 po $tépeni
C1 0,0565 0,8719 0,0338 56,49 0,06 1,67 pET-22b(+) s Xhol a Ndel

Tabulka 17 — Koncentrace vzorki s dsDNA po Stépeni (prvni dva) a pET-22b(+) stépeny obéma

enzymy (posledni)
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5. 3. Vysledky colony PCR po ligaci

Po precisténi vzorkd byla provedena ligace na zakladé vypoctl pro pouzitd
mnozstvi (viz kap.4.2.6.) a nasledovala transformace E. coli. Druhy den byly

narostlé kolonie kontrolovany pomoci ,,colony PCR”.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 k p 100bp

— =

Obr. 16 — Gelova elektroforéza — colony PCR. V horni fadé (jamky ¢. 1 — 9) byly naneseny
vzorky s SDR13. V dolini fadé (jamky ¢. 1 — 9) byly naneseny vzorky s SDR18. Vedle nich v obou
sloupcich byla nanesena kontrolni smés (k) a prazdny plasmid pET-22b(+) (p) a 100bp marker.

Po vizualizaci gelovou elektroforézou (Obr. 16) Ize vidét, Ze k inzerci SDR3

ani SDR18 do plasmidu pET-22b(+) nedoslo.

5. 4. Vysledky sekvenace PCR

Vzhledem k nelspésnému vytvoreni plasmidu obsahujictho SDR3 nebo
SDR18 byly na kontrolu sekvenace poslany amplifikované DNA ziskané v prvnim
kroku (kap. 5.1.). Sekvenace byla zaddna komercni firmé Eurofins Laboratories
(Némecko), v rdmci sluzby LightRun sekvenace, kam se posilaji vzorky ve smési

primerd oznacené zakoupenym barkdodem (5ul precisténého PCR vzorku + 5pl
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primeru). Sekvenaci bylo prokazano, ze poradi nukleotid(i v amplifikované DNA

odpovida oblastem pouzitych FW- i REV-primer( a sekvenci SDR3 (Obr. 17, 18).

SOR3_COS
DHKE91 _rc
FH

Consensus

1
|

10 20 30

ATGTCCTCGTCGATGACATCGCTTACGGCA
TTGCATATGTCCTCGTCGATGACATCGCTTACGGCA
TTGCATATGTCCTCGTCGATGAC

Lbgcabt ATGTCCTCGTCGATGACatcgectbacpgca

Obr. 17 — Porovnani sekvence kddujiciho useku SDR3 (zacatek sekvence), obdrzené

sekvence (DHK691_rc)

SDR3_CDS
DHEG90
REY_rc

Consensus

a pouzitého FW-primeru

751
| 4 + + +
ACGATTGGAGTARACGGTGGCATGCAGGCCCATATATAA
ACGATTGGAGTARACGGTGGCATGCAGGCCCATATAGAGAACCTGTACTTCCAAGGCCTCGAGATAAAGT
CATGCAGGCCCATATAGAGARCCTGTACTTCCARGGCCTCGAGATA
acgatbegpaptaaaceebeppCATGCAGGCCCATATApAzaacctgtactbccaagpgcctopagata, . ..

760 770 780 790 800 810 g20
$ + |

Obr. 18 — Porovnani sekvence kodujiciho useku SDR3 (konec sekvence), obdrzené sekvence
(DHK690) a pouZitého REV-primeru

DHEGBI3_rc
SDR18-CD5S

FH
Conzensus

1
| 4 + +
ATTTTGCATATGGCTTCGATTCTCCGTTCGACGAAGGGI
ATGGCTTCGATTCTCCGTTCGACGAAGGGI
TTGCATATGGCTTCGATTCTCCGTTC
++LEgcabt ATGGCTTCGATTCTCCGTTCgacyaappe

10 20 30 ‘

Obr. 19 — Porovndni sekvence koédujiciho useku SDR18 (zacatek sekvence), obdrzené

sekvence (DHK693_rc)

DHEBS92
SDR18-CDS
REY_rc
Consensus

a pouzitého FW-primeru

al 760 770 780 790 800 810 814
| $ ' + + + + |
ATCCGTCTTGATGGTTCACTTCGTATGLCGCCGGAGAACCTGTACTTCCARGGCCTTCGAGATA
ATCCGTCTTGATGGTTCACTTCGTATGCCGCCGTAR

CTTCGTATGCCGCCGGAGARCCTGTACTTCCARGGCCT-CGAGATA

atcogbocbbgateebbocaCTTCGTATGCCGCCGgAgaacctebackbccaaggoet . cpagpat.a

Obr. 20 — Porovnani sekvence kddujiciho Useku SDR18 (konec sekvence), obdriené
sekvence (DHK692) a pouzitého REV-primeru. Zluté vyznaceny nukleotid je v sekvenci navic.

Po sekvenaci produktu SDR18 je ziejmé, Zze FW-primer opét odpovida
zadané sekvenci (Obr. 19). REV-primer bohuzel nevyhovuje, Ize vidét, ze na 807.
misté je navic thymidin prfesné v oblasti cilového mista endonukleazy Xhol

(CTCGAG) (Obr. 20, zluté vyznaceno).
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Vzhledem ktomu, Ze neni jasné, zda jde o problém sekvenace nebo

primeru, tak se dale pracovalo tedy pouze s SDR3.

5. 4. Vysledky amplifikace SDR3 (2. pokus)

Byla provedena dalsi PCR amplifikace pouze s primery pro SDR3. Pro
vizualizaci byla opét vyuZita gelova elektroforéza (Obr. 21). Byly pouZity tfi rlzné

templaty.

1 2 3 100bp

Obr. 21 — Gelova elektroforéza — amplifikace SDR3. V prvni jamce nanesen zcela novy SDR3
(1), v druhé SDR3 po sekvenaci (2),ve tfeti SDR3 od doc. Matouskové (3). Vlevo 100bp marker.

Vsechny tfi produkty byly precistény pomoci komeréniho setu (viz 4. 2. 3.)

a zmeéfila se koncentrace.

280 ng/pl Ratio 260/ Ratio 260/ Sample ID

0,0866 0,124 0,0454 86,57 0,7 1,91 SDR3-NR
0,0561  0,0897  0,0299 56,09 0,63 1,38 SDR3-3P
0,0452  0,0639 0,024 45,22 0,71 1,88 SDR3-seq

Tabulka 18 — Namérené koncentrace po PCR amplifikaci

Vzhledem k Uspésné sekvenaci prvniho PCR vzorku SDR3, byl pro dalsi praci

pouzit vzorek, ktery vznikl s pouZitim tohoto templatu. Jeho koncentrace byla
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45,22 ng/ul (Tab. 19). Dale byl pro praci vyuzivan pouze tento produkt, ktery byl
nasledné klonovan do sekvenacniho plasmidu Zero-Blunt s vyuZitim komercniho

kitu a komercnich kompetentnich bunék E. coli TOP10.

5. 5. Vysledky colony PCR a méreni koncentrace dsDNA

v Zero-blunt vektoru

2 1 100bp

—

L‘.
[

Obr. 22 — Gelova elektroforéza po colony PCR — v jamkach ¢. 1 — 11 byly naneseny vzorky z
jednotlivych narostlych kolonii. Vpravo marker 100bp.

Z jedenacti kontrolovanych kolonii Ize vidét, Ze pouze v kolonii €. 3 doslo
k ligaci dsDNA SDR3 do Zero-blunt plasmidu (Obr. 22). Po provedeni colony PCR a
nasledné kultivaci kolonie ¢. 3 v chemicky kompetentnich E. coli byla provedena
lyza bunék pro uvolnéni Zero-blunt plasmidu obsahujici dsDNA SDR3. Nasledné
byla zmérena koncentrace spektrofotometricky. Koncentrace plasmidu byla 194,35

ng/ul.
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5. 6. Vysledky sekvenace Zero-blunt plasmidu s SDR3
dsDNA

Vzorek Zero-blunt plasmidu s viozenym Usekem SDR3 dsDNA byl nasledné

v/

odeslan k sekvenaci, plasmid byl sekvenovan z obou smérd pro lepsi pokryti

sekvence.
1 1o 20 30 40 500 B0 7o 80 90 100 110 120 130
: 0
DHE710_rc CAGCTGCGARAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTARGT TGEGTARCGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGT TGTARARCGACGGCCAGTGAAT TGTARTACGACTCACTATAGGRCGRAATTGEGCCCTCT
DHE713 ATCTA-AGGGCGAATTGGGCCCTCT
SOR3-C0S

csssssscssessssssssssCha.aggpcgaatigggcoctct

CONBENBUS . .ccvsevssssssssssssssnsssssssssssssssssssansassnss

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

I
DHK710_rc AGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGARTTCAGGTTGCATATGTCCTCGTCGATGACATCGCTTRCGGCAGCGARATTCCTTACCGACCGCGTAGCTGTCGTGTCTGCTTCAR
DHK713 RAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGARTTCAGGTTGCATATGTCCTCGTCGATGACATCGLT TRCGGCAGCGAAAT TCCTTACCGACCGCGTAGCTGTCGTGTCTGCTTCAR

S0R3-COS ATGTCCTCGTCGATGACATCGCTTACGGCAGCGAAAT TCCTTACCGRCCGCGTAGCTGTCGTRTCTGCTTCAR
Ce tgcatgot tgtgatggatatct LE ttgcat ATGTCCTCGTCGATGACATCGCTTACGGCAGCGAAATTCCTTACCGACCGCGTAGCTGTCGTETCTGCTTCAR
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

] 1

DHK710_rc¢ CCARGGGTATTGGCTTCGCTATTGCTARAAGACTGGGAGCAGATGGAGCATCTGTAGTTGT TRAGCAGCAGARAGC TGARARRTGTTGAGGATGCCGTGARTGCCCTGCGAGTAGAAGGCATTGATGCTGT
DHK713 CCARGGGTATTGGCTTCGLTATTGC TARRAGAC T GGGAGCAGATGGAGCATCTGTAGT TGT TAGCAGCAGARAGC TGARRARTG T TGAGGATGCCGTGAATGCCCTGCGAGTAGARGGCATTGATGCTGT
SDR3-CDS CCARGGGTATTGGCTTCGECTATTGC TARRAGACTGHGAGCAGATGGAGCATCTGTAGTTGT TAECAGCAGARAGCCGARARATGTTGAGGEATGCCGTGARTGCCCTGCGAGTAGAAGGCATTGATGCTAT
Congensus CCARGGGTATTGGCTTCGCTATTGCTARRAGACTGGGAGCAGATGGAGCATCTGTAGTTGT TAGCAGCAGARAGCL GARARATGTTGAGGATGCCGTGARTGCCCTGCGAGTAGRAGGCATTGATGCTGT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1
DHK710_r¢ GGGAGTTCCAGCTCATGT TGGAATARAGGATGATCGGARARAGC TCATTCARTACGCAATTGATCGT TATGGTARAC TAGACATTCTGGT TTCTARCGCAGCCGTCARTCCTCATTTTGLTGATATTATG
DHK713 GGGAGTTCCAGCTCATGT TGEAATARAGGATGATCGGARAARGT TCAT TCARTACGCAAT TGATCGTTATGGTARAC TAGACATTCTGGT TTCTRACGCAGCCGTCARTCCTCATTTTGGE TGATATTATG
SDR3-CDS GGGAGTTCCAGCTCATGT TGERATARAGGATGATCGGARARARAC TCATTCARTACGCAAT TGATCGATATGGTARAC TAGACATTCTGGT TTCCARTGCEGCCGTCARTCCTCATTTTGETGATATTATG
Consensus GGGAGTTCCAGCTCATGT TGGARTARAGGATGATCGGARARREC TCATTCARTACGCAAT TGATCGE TATGGTARAC TRAGACATTCTGGT TTCLARCGCaGCCGTCARTCCTCATTTTGGTGATATTATG

:521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 BSl.J

DHK710_rc¢ AGTATTTCTGATTCTCARTGGGACAAGCTTCTACARATCARTGTCCGATCTGCCCTACARC TCACACARGARGC TGC TCCACAT TTGGAGGCCAGCGGTCG TREGARCGT TGTTCTTGTGTCATCTGTAG
DHKZ13 AGTATTTCTGATTCTCARTGEGACARGCTTCTACARATCARTGTCCGATCTGCCCTACARC TCACACARGAAGC TGLTCCACAT TTGGAGGCCAGLEGTCGTEEGARCGTTGTTCTTGTGTCATCTGTAG
SDR2-CDS AGTATTTCTGATTCTCARTGGGACAAGCTTCTACARATCARTGTCCGATCTGCTCTACARC TTACACARGARGC TGCTCCACATTTGGAGGCCAGCGGTCGTEEARRCGTTGTTCTTGTGTCATCTGTAG
Consensus AGTATTTCTGATTCTCARTGGGACARGCTTCTACARATCARTGTCCGATCTGCcCTACARC TeACACARGARGC TGCTCCACATTTGGAGGCCAGCGGTCGTEEgARCGTTGTTCTTGTGTCATCTGTAG

651 BED B70 680 E90 700 710 720 730 70 750 760 TH 780

1
DHK710_r¢ CTGGTTACTCTCCAATTGATGGGCTTGGAGCCTATTCAGT TRTGARGAGTACACTCATCGGAC TCARTARAGCAC TCAGCCAATCCCTGECTCGRACGGARCAT TCGAGT CAACGCCATAGCACCAGGAAT
DHK713 CTGETTACTCTCCARTTGATEGGCTTRGAGCCTATTCAGT TRATGAAGAGTACAC TCATCGEACTCARTARAGCACTCAGCCARTCCCTGECTCGACKGARCAT TCGAGT CARCGCCATAGCACCAGGRAT
SDR3-CDS CTGGTTACTCTCCCATTGATGGGCTTGGAGCCTATTCAGT TRATGARGAGTACACTCATCGGAC TCARTARAGCACTCAGCCAATCCCTCGCCCGACGRAARCATTCGAGT CAACGCCATAGCACCAGGAAT
Consensus CTGGTTACTCTCCaATTGATGGGCTTGGAGCCTATTCAGT TRTGAAGAGTACACTCATCGGAC TCARTARAGCACTCAGCCAATCCCTeGOLCGRACGEARCATTCGAGTCAACGCCATAGCACCAGGRAT

781 790 200 210 820 230 840 850 960 870 980 890 900 910

1 1

DHK7L0_rc  TATACGGACGGACT TCAGCAGAGC TCTGTATGAGART GRAGTAGACCATCAGARCTGGT TGCGC TCGATTCCTCTAARCCGET TGEGACACGCTGATGARTGCGCAGATGCTGTTTCGT TTCTGETATCC
DHK713 TATACGGACGGACTTCAGCAGAGC TCTGTATGAGAATGARGTAGACCATCAGARCTGGTTGCGCTCGATTCCTCTARACCGGT TGGEACACGCTGATGARTGCGCAGATGCTGTTTCGTTTCTGGTATCE
SDR3-CDS TATACGGACGGACTTCAGCAGAGCTCTGTATGAGAATGAARTAGACCATCAGARCTGETTGCGCTCGATTCCTCTARACCGGT TGGGACACGCTGATGARTGCGCAGATGCTGTTTCGTTTCTGGTATCC
Consensus TATACGGACGGACT TCAGCAGAGC TCTGTATGAGAAT GAAg TREACCATCAGARCTGGT TGCGC TCGATTCCTCTARACCGGT TGGGACACGCTGATGAR TGLGCAGATGCTGTTTCGTTTCTGGTATCE

911 920 930 940 a50 960 a70 g0 990 1000 1010 1020 1030 1040
1 1

DHKZL0_r¢  GATGARGCCAGCTACATCTCAGGAGAGACGATTGGAGTARRCGE TEGCATGCAGGCCCATATAGAGARCCTGIACT TCCARGGCCTCGAGATACCTGAAT TCCAGCACACTGGCGGRCCGT TAC TAGTGEA

DHK713 GATGARGCCAGCTACATCTCAGGAGAGACGATTGGAGTAAACGETGGCATGCAGGCCCATATAGAGARCCTGTACTTCCARGGCCTCGAGATACCTGAAT TCCAGCACACTGGCGGCCGT TACTAGTGGA
SDR3-CDS GATGAAGCCAGCTACATCTCAGGAGAGACGATTGGAGTAAACGGTGGCATGCAGGCCCATATATAR

Consensus GATGARGCCAGCTACATCTCAGGAGAGACGAT TRGAGTARACGE TGECATGCAGGCCCATATAgRgaacet gt actbecaapgectcpagat acet gaat Locageacact ggepgecgtbactagtega

104l 1050 1060 1070 108 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
I 1
DHKZL0_re  TCCGAGCTCGGTACCARGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTARCGC-TCACCTAATGT
DHK713  TCCGAGCTCGGTACCAAGCT TGATGCATAGCTTGAGTATTCTARCGCGTCACCTARATAGC TTGGCGTARTCATGGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAARTTGTTATCCGCTCACARTTCCACACARCAT
SOR3-CD5
Consensus teogagotopgbaccaagetlgatgeatagctigagt ablobaacRC.LoaCttaa. s isssssssssssssossssssossnsssnsssssssssssssssssssssssssnsssssssssnsssssns
1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1248
I 1
DHK710_rc
DHE713 ACGAGCCGGARGCATARAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGARTGAGCTAARCTCCCATTARTTGCGTTGCGCTCACT
SOR3-CDS

COMBEMBUE  4issssesststssrsssstsstetssststsststestsstsstitsssenscttessissnsssestesssosses

Obr. 23 — Porovnani kédujici sekvence SDR3 se ziskanou nukleotidovou sekvenci Zero-blunt
plasmidu s vlozenou SDR3 dsDNA (DHK710, DHK713).

Nami odesland sekvence byla porovnana se sekvenci z databaze WormBase
obsahujici cely genom H. contortus. Na obr. 23 Ize vidét, Ze sekvence se aZ na
vyjimky shoduji. Na urcitych mistech se jednotlivé nukleotidy liSi, coz odpovida
frekvenci tzv. single nucleotide polymorphism (SNP). Pfi porovnani sekvence
prelozené do aminokyselin, se oba proteiny az na jednu zménu v pozici 50. (P50L)

shoduiji.

58



1 10 a0 n 40 50 60 0 80 90 100 110 120

| |

SDR3=DK  HSSSHTSLTARKFLTDRYAYYSASTKGIGFATAKRLGADGASYYYSSRKLKNYEDAYHALRYEGIDAYGYPAHYGTKDDRKKL IQYATDRYGKLDTLYSHARYHPHF GDIHSTSDSOHDKLLOTHYRSAL
SDRI  NMSSSHTSLTARKFLTDRYAYYSASTKGIGFAIAKRLGADGASYYYSSRKPKNYEDAYNALRYEGIDAYGYPAHYGIKDORKKLIOYAIDRYGKLOILYSHARYNPHF GDINSISDSQHDKLLOINYRSAL
Consensus  HSSSHTSLTARKFLTDRYAYYSASTKGIGFATAKRLGADGASYYYSSRKLKNYEDAYNALRYEGIDAYGYPAHYGIKDDRKKL IOYAIDRYGKLDILYSNARYNPHF GDINSISOSOHDKLLOTNYRSAL

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

SOR3-DK  OLTOEAAPHLEASGRGNYYLYSSYAGYSPIDGLGAYSYHKSTLIGLNKALSOSLARRNIRYNATAPGIIRTOFSRAL YENEYDHONHLRSIPLNRLGHADECADAYSFLYSDERSY ISGE TIGYNGGHOA
SDR3  (OLTOEAAPHLERSGRGHYYLYSSYAGYSPIDGLERAYSYHESTLIGLHKALSOSLARRNIRYNATAPGTTRTDFSRAL YENETDHONHLRSIPLHRLGHADECADAYSFLYSDERSY ISGE TIRYNGGHOA
Consensus  OLTOERAPHLEASGRGNYYLYSSYAGYSPIDGLGAYSYHKSTLIGLNKALSASLARRKIRYNATAPGITRTDF SRAL YENE ! DHONHLRSTPLNRL GHADECADAYSFLYSDEASYISGE TIGYNGGHOA

261 268

SDR3-DK  HIEMLYFQ
SDR3 HI
Consensus Hl......

Obr. 24 — Porovnani prislusné proteinové sekvence SDR3 z databaze s preloZenou ziskanou
nukleotidovou sekvenci (SDR3-DK).

5. 7. Preklonovani SDR3 ze sekvenacniho do expresniho

vektoru

Po ovéreni sekvence v sekvenacnim vektoru Zero-Blunt, bylo nasledné
nutné preklonovat ziskanou SDR3 do expresniho plasmidu pET22b(+). Plasmid
nesouci SDR3 (izolovany z kolonie ¢.3) byl stépen restrikénimi endonukledzami
Xhol a Ndel. Nasledné byla provedena gelova elektroforéza a vznikly fragment byl
vyfiznut a preciStén z gelu. Stejnym zpUsobem byl Stépeny i plasmid pET22b(+),

ktery byl precistén rovnou po Stépeni bez kontroly na gelu.

1 kbp 1 2
—_ O e

Obr. 25 — Gelova elektroforéza — stépeni pomoci Xhol a Ndel. Zleva v prvni jamce marker
1kbp, v jamce druhé nestépeny Zero-blunt plasmid s SDR3 dsDNA (1) a v treti Stépeny (2).

Na obr. 25 Ize vidét, Ze stépeni probéhlo, tak jak by mélo. Na gelu je patrny
vystépeny fragment o pfriblizné velikosti 900bp, coZz odpovida predpokladané
velikosti SDR3.
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5. 8. Koncentrace pET-22b(+) a SDR3 po $tépeni Xhol a
Ndel

Koncentrace obou precisténych vzorkd byla zmérena spektrofotometricky.
Koncentrace SDR3 byla 28,03 ng/ul, koncentrace pET-22b(+) 19,39 ng/pl. Jedna se
o pomérné nizké koncentrace, které mohou negativné ovlivnit dalsi vysledky prace.
Nasledovala ligace a transformace vzorku do chemicky kompetentnich bunék E.

coli.

5. 9. Vysledky colony PCR po ligaci dsDNA SDR3 do pET-
22b(+)

o 1. 72, AW, 7 s

1 ]
*

- e

Obr. 26 — Gelova elektroforéza po colony PCR — v jamkach €. 1 — 8 byly naneseny vzorky z
jednotlivych narostlych kolonii. Vlevo marker 1kbp.

Na obr. 26 |ze vidét, Ze 8. kolonie vyhovovala. Doslo k ligaci dsDNA SDR3 do
plasmidu pET-22b(+). Tato kolonie byla pouzita k ziskani vétsSiho mnozstvi plasmidu
midiprepem. Pro jistotu byl plasmid opét sekvenovan a potvrzena byla pfitomnost

SDR3.
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5. 10. Vysledky stanoveni proteinu metodou BCA

Pro ovéreni exprese SDR3 byl plasmid transfekovdan do bunék BL21. Po
indukci IPTG byly z bunééného lyzatu uvolnény proteiny a jejich koncentrace byla

stanovena metodou BCA.

kalibra¢ni krivka

1,4
y =0,1315x e
1,2 R?=0,9981 .
Ea

1 .
0,8 e
0,6 o.
0,4

®.-

0,2

0

0 2 4 6 8 10 12

Obr. 27 — Kalibracni krivka vyuzita pro vypocet koncentrace proteinu metodou BCA

Na zdkladé namérenych koncentraci byla sestrojena kalibraéni kfivka, tedy
zavislost absorbance (osa y) na koncentraci vzorku (osa x). Hodnoty byly proloZeny

pfimkou linearni regrese a z rovnice byla dopoctena koncentrace naseho vzorku.

Koncentrace proteind pred indukci byly 745,1 pg/ml a po indukci 613

ug/ml.
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5. 11. Vysledky transfekce metodou DotBlot

Obr. 28 — Vysledek metody DotBlot — prikaz pfitomnosti proteinu

ZavérecCny experiment ovéfil pfitomnost exprimovaného proteinu ve smési
pomoci detekce protilatkou proti Histidinové kotvé, ktera diky plasmidu byla na C-
konci SDR3. Na obr. 26 Ize vidét v pravém hornim rohu pozitivni kontrolu
pfitomnosti proteinu. Ve spodni rfadé lze vidét prlikaz proteinu ve dvou rdznych

koncentracich.
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6 Diskuse

Haemonchdza predstavuje velmi problematické onemocnéni postihujici
malé prezvykavce, zejména ovce a kozy. Plvodcem haemonchdzy je Haemonchus
contortus, hlistice parazitujici v gastrointestindlnim traktu zvitat. Infekce je ve
velkém poctu pfipadud letdlni, coZ s sebou nese vyznamny negativni ekonomicky

dopad pro chovatele zvére [1; 4].

Esencialni pro zvladani nakazy je véasna diagnostika a zahajeni Gcinné IéCby
antiparazitiky. BohuZel znacnym problémem se stava neustdle nar(stajici |ékova
rezistence k vétsiné dostupnym, Siroce pouzivanym anthelmintik(im. Existuji dva
hlavni druhy rezistence. Prvnim typem je rezistence nespecificka, ktera je
zprostiedkovana zejména efluxnimi transportéry. Druhym, vyznamné;jSim typem je
rezistence specifickd. Ta je vazana na jednotlivé skupiny |éCiv, zprostfedkovdna je
pomoci specifickych enzymatickych drah. Zadouci je tedy sledovani a popis rozvoje

rezistence a soucasny vyvoj novych, ucinnych anthelmintik. [4; 22].

V poslednich letech se vyzkum rezistence, a tedy i potencialnich novych
[éCiv ubira riznymi sméry. Jednim z téchto smér( je zkoumani dvou enzymatickych
nadrodin — aldoketoreduktazy a reduktazy/dehydrogendzy s kratkym retézcem.
Jednd se doposud o velmi malo prozkoumané enzymy, tudiz je do jejich vyzkumu,

jakozto potencialnich cild novych léciv, vkladana velika nadéje [33; 50; 59].

SDRs predstavuji zasadni roli v signalnich procesech, nékolik SDRs se
dokonce podili na metabolismu anthelmintik, pfedstavuji tak vyznamny zdroj
rezistence. Pfi srovnavani urovni transkripce jednotlivych SDR mezi kmenem
citlivym k lé¢iviim (ISE) a kmenem rezistentnim k benzimidazolim (IRE) byly
zjistény rozdily v hladinach jednotlivych enzym. Ve vajickach IRE kmene byly ve
zvysené mire exprimovany SDR1, SDR12, SDR13, SDR16 a SDR21. SDR4 a SDR19
byly naopak ve vy$si mife v ISE kmeni. V larvalnim stadiu L1 byly v IRE kmeni
exprimovany ve zvySené mire tytéZ enzymy jako ve vaji¢ku, spolu s nimi i SDR2 a
SDR20. Naopak v L3 stadiu byla vétSina SDR v IRE kmeni exprimovana méné oproti
ISE kmeni. Pouze SDR12, SDR16 a SDR21 dominovaly u IRE v L3 stadiu. U dospélcl
IRE dominovala exprese SDR1, SDR12, SDR13, SDR18, SDR21 a SDR23 v porovnani

s ISE. Pfi srovnani obou pohlavi byl zjistén pouze jeden signifikantni rozdil, SDR1
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dominoval u sami¢iho pohlavi IRE kmene. Na zdkladé téchto zjisténych informaci
Ize usuzovat, Ze reduktdazy mohou zastavat vyznamnou roli v [ékové rezistenci H.
contortus. Z tohoto ddvodu je nezbytné jim do budoucna vénovat pozornost

jakoZto moznym cildm vyvijenych Iéciv [59].

Oxidacni aktivita enzymu byla dlouhodobé prehlizena u helmintd, nové se
ale jeji zkoumani dostava do popfredi. H. contortus ma mnoho gen( pro cytochomy
(CYP) a jejich exprese se lisi v zavislosti na Zivotnim stadiu parazita. Geny CYPs pro
endogenni substraty, které se vyskytuji jako jedna kopie v obratlovcich se téz
vyskytuji jako jedna kopie v H. contortus. Naopak geny CYPs pro metabolismus
xenobiotik se vyskytuji ve vice kopiich, to je nejspise zplisobeno duplikaci genl po
expozici k danému toxinu. Ve vyssi mife byly exprimovany CYP34 a CYP35 (nékteré
jsou inducibilni xenobiotiky) a jsou naddle zkoumany jako potencidlni zdroje
rezistence. Jako zdroj rezistence je zdokumentovana oxidace albendazolu na
albendazol-sulfoxid u H. contortus, C. elegans, ale také u Dicrocoelium dendriticum
a Fascioloides magna. U H. contortus je zdokumentovana dvojnasobnd oxidace
monepantelu (MOP) na MOP-sulfoxid a nasledné na MOP-sulfon. MOP-sulfon

vznikd pouze v multirezistentnich druzich White River izolatech [59].

ZenzymU |l. faze stoji za zminku glutathiontransferazy (GSTs) a UDP-
glykosyltransferazy (UGTs). Prvni zminované se Ucastni detoxifikace lipidovych
peroxidl a karbonylovych sloucenin. Soucasné GSTs jsou schopny vazat glutathion
s xenobiotiky, ale dosud nebyly identifikovdny konjugaty glutathionu
s antihelmintiky. ZvySena exprese GSTs je ale spjata s vyssi odolnosti larev H.

contortus a C. elegans vuci vysychani [59].

Glukosidace byla popsana jako jedinecnda metoda deaktivace
benzimidazoll albendazolu a flubendazolu u H. contortus a C. elegans. Taktéz byla
namérena vyssi aktivita UGTs u volné Zijicich larev H. contortus, predpoklada se

jeho vyznam u metabolismu naftalofosu [22; 59].

DalSim vyznamnym zdrojem rezistence nejen u helmintd jsou efluxni
transportéry. V pripadé helmintd jsou nejvyznamnéjsi rodinou ABC- transportéry
(ATP-binding cassette). V pfipadé nematod byl ABC transportér popsan u H.

contortus, B. malayi, C. elegans, u nékolika dalSich druhG Caenorhabditis a fady
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dalSich. Zdokumentovana je rezistence k MLs, zejména k ivermektinu, za kterou

stoji pravé ABC transportéry [59].

V Uvodu experimentalni ¢asti byl pomoci PCR amplifikovan gen pro SDR3
s ptisluSnymi primery. Poté nasledovalo zaklonovani nejprve do Zeroblunt
plasmidu, nasledné byl nas gen vloZen do vektoru pET-22b(+). Takto modifikovany
plasmid byl vlozen do kompetentnich E. coli. Tim byla umoznéna translace
pfislusného genu do aminokyselinové podoby. Takto pfipraveny enzym muze byt

vyuzit pro zkoumani rezistence, i pfipravu novych ucinnych latek.
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7 Zavér

Vramci diplomové prace byla provedena literarni reserSe zahrnujici
problematiku H. contortus, haemonchdz, moznosti |éCby této nakazy a taky stav
lékové rezistence na nejastéji pouzivana anthelmintika. Soucasti reserSe jsou i
kapitoly tykajici se dvou nadrodin enzymO - karbonylreduktdzy a

dehydrogenazy/reduktazy s kratkym retézcem.

V experimentalni ¢asti byl za vyuziti metod molekuldrni biologie pfipraven
plasmid nesouci gen pro SDR3. Vyuzitymi metodami byla PCR, ligace do vektoru,
sekvenace, transformace, namnoZeni a izolace plasmidu a transfekce. Takto

pfipraveny plasmid muze byt vyuZit ddle pro studium aktivity tohoto enzymu.
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8 Seznam pouzitych zkratek

e ABC - ATP - binding cassette

e AKR — Aldoketoreduktaza

e AMK - Aminokyselina

e AMP — Ampicilin

e APl — Active pharmaceutical ingredient

e BCA - Bicinchonic acid

e BH4 — Tetrahydrobiopterin

e BH2 — Dihydrobiopterin

e CBR - Karbonylreduktaza

e CRPC - Kastracné rezistentni karcinom prostaty
e CYP - Cytochrom

e DF — Diafiltrace

e DHPR - Dihydropteridinreduktaza

e DSU — Derivat sulfonylurey

e ECL-Enhanced chemiluminiscence

e EDTA — Kyselina ethylendiamintetraoctova
e FAMACHA - Faffa Malan Chart

e FW —Forward primer

e FWEC - Faecal worm egg counts

e GalE — Uridildifosfatgalaktosa-4-epimeraza
e GIT — Gastrointestinalni trakt

e GlucA - Glukuronat

e GluCl — Glutamate gated chlorid channels
e GSNO - S-nitrosoglutahion

e GST — Glutathion tranferaza

e HPA — Hyperfenylalaninemie

e HSD — Hydroxysteroiddehydrogenaza

e |PM —Integrated parasite management

e |PTG —Isopropyl B-D-1-tiogalaktopyranosid

¢ |RE — Benzimidazole resistant isolate



ISE — Susceptible isolate

LB — Lysogeny broth

LCA — Leber congenital amaurosis

MCS — Multiple cloning site

ML — Makrocyklické laktony

MOP — Monepantel

nAChR — Nikotinovy acetylcholinovy receptor

NAPQI — N-acetyl-p-benzochinon-imin

NSAID — Non-steroidal anti-inflammatory drug

PAH — Polycyklicky aromaticky uhlovodik

PAPS — Fosfoadenosin fosfosulfat

PGF — Prostaglandin F syntaza

REV — Reverse primer

ROS — Reaktivni formy kysliku, reactive oxygen species
Rpm — Rounds per minute

SDR — Small chain dehydrogenases/reductases

SOC — Super optimal broth

TAE — Tris — acetat — EDTA pufr

TBST — Tris-buffered saline with 0,1% Tween 20 detergent

UGT — UDP-glukuronosyltransferaza
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