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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Be. Stépanka Jakubcova
Skolitel: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Klonovani a ptiprava plasmidu pro expresi reduktasy

sdri2 z vlasovky slezové

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je paraziticka hlistice zptsobujici
zavazné onemocnéni nazyvané hemonchdza, které postihuje hospodarskd zvirata,
zejména ovce a kozy. Problematika rezistence hlistic na 1é¢bu anthelmintiky predstavuje
vyznamny problém v zemédélském sektoru s vyraznymi ekonomickymi dopady
spojenymi s niz§i produktivitou zvirat. Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
(SDR) jsou vyznamné enzymy podilejici se na metabolické pfemeéné xenobiotik

v organismu, které by mohly souviset s anthelmintickou rezistenci.

V teoretické ¢asti diplomové prace je popsana vlasovka slezovéa, hemonchoza,

rezistence hlistic na 1écbu a biotransformace xenobiotik s dirazem na enzymy SDR.

Experimentalni cast prace zahrnuje pfipravu vektoru (plasmidu) nesouciho
koédujici oblast genu sdril2, expresi a izolaci prislusného proteinu. Vysledkd bylo
dosazeno vyuzitim molekularné biologickych metod, jakymi jsou: PCR, ligace insertu
do vektoru, transformace kompetentnich bunék, restrikéni Stépeni, sekvenovani,

agarosova elektroforéza a western blot.

Rekombinantni protein bude vyuzit k funkéni charakterizaci enzymatické
aktivity, jejiz studium muze ptispét k rozvoji novych terapeutickych strategii a lepSimu

pochopeni mechanismu rezistence.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Be. Stdpanka Jakubcova
Supervisor: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Plasmid construction for expression of sdri/2 reductase

from Haemonchus contortus

The barber‘s pole worm (Haemonchus contortus) is a parasitic nematode
causing a severe disease known as haemonchosis, affecting livestock, especially sheep
and goats. Anthelmintic resistance represents a significant problem in the agricultural
sector, with notable economic impacts associated with decreased animal productivity.
Short-chain dehydrogenases/reductases (SDRs) are essential enzymes involved in the

biotransformation of xenobiotics and may relate to anthelmintic resistance.

The theoretical section describes the barber’s pole worm, haemonchosis,
treatment resistance, and the biotransformation of xenobiotics focusing on SDR

enzymes.

The experimental section involves the preparation of a vector (plasmid) carrying
the protein-coding region of the sdr/2 gene to express and isolate the recombinant
protein. The results were achieved by using molecular biology methods such as PCR,
ligation of the insert to vector, transformation of competent cells, restriction enzyme

digestion, DNA sequencing, agarose gel electrophoresis, and western blot.

The recombinant protein will be used for further functional characterization of
enzymatic activity, which can contribute to the development of new therapeutic

strategies and a better understanding of the resistance mechanisms.
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1 Uvod

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je hlistice, kterd parazituje predevsim
ve slezu ovci nebo koz a zivi se hostitelskou krvi. Zvifata se nakazi pozienim
infek¢niho larvalniho stadia H. contortus. U vnimavych jedincti se pak projevi
onemocnéni zvané hemonchéza a to nejcastéji v podobé bledosti sliznic v ramci
anemického syndromu, c¢ehoz se vyuzivd v diagnostice. Zakladnim terapeutickym
pfistupem je lécba benzimidazoly, imidazothiazoly, makrocyklickymi laktony, nebo
derivaty aminoacetonitrilu. Tato 1é¢iva ptedstavuji skupinu béznych anthelmintik, ke
kterym hlistice mohou vykazovat rezistenci a lécba infikovanych zvitat je tedy
neaéinna. Uhyn zvifat na hemonchézu a nizka produktivita nakaZenych zvifat ma

vyznamny dopad na zemédélstvi a ekonomiku.

Fyziologicky H. contortus metabolizuje anthelmintika pomoci enzymi
preménujici 1éCiva na metabolity, které se snadnéji eliminuji z organismu. Prvni faze
biotransformace se ucastni nc¢kolik enzymt, vetné dehydrogenas/reduktas s kratkym
fetézcem (SDR). Nespravnym podavanim anthelmintik miiZze dojit ke zmén& miry
exprese sdr, nebo jinych genid kodujicich biotransformacéni enzymy a vytvofeni

rezistence. Urychlenim metabolismu anthelmintik dojde ke sniZzeni poZadované

odpovédi hlistic na dané 1é¢ivo.

Na Katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty UK je SDR enzymiim
z riznych organismi vénovana velka pozornost. V ramci projektu GACR Dr. Raisové
Stuchlikové se studuji SDR z H. contortus, piedev§im jejich fylogeneticka,

transkriptomickd, proteomickd a funkéni analyza.

V mé experimentalni ¢asti prace jsem s vyuzitim molekuldrné biologickych
metod amplifikovala kodujici sekvenci genu sdrl2, kterou jsem naklonovala do
vektoru. Po transformaci a kultivaci buné€k, které obsahuji vektor s vlozenou sekvenci
genu sdri2, jsem ptipravila kddovany protein. Tento rekombinantni protein bude dale

vyuzit ke studiu enzymatické aktivity.



2 Teoreticka cast

2.1 Vlasovka slezova (Haemonchus contortus)

2.1.1 Charakteristika

Haemonchus contortus je parazitickd hlistice, kterd se zivi krvi a spada do
kmene: Nematoda, tfidy Secernentea, fadu Strongylida a celedi Trichostrongylidae
(pozd¢ji Haemonchidae). H. contortus je jednim z nejvyznamnéjSich parazit slezu ovci
a koz. Zptsobuje onemocnéni zvané hemonchoéza, které ma velky dopad na zdravi a
vykonost hospodaiskych zvifat. Hlistice je adaptabilni na rizné klimatick¢ podminky,
ale nejlépe prosperuje v teplém a vlhkém prostedi (Flay, Hill, Muguiro 2022). Samci
dosahuji primérné délky 10-20 mm, zatimco samice jsou vétsi s praimérnou délkou 18-

30 mm (Naeem, Igbal, Roohi 2021).

2.1.2  Zivotni cyklus

H. contortus prochazi nékolika stadii zivota — vajicko, larvalni stddia a dospély
jedinec. Vajicka parazita se dostavaji trusem na pastviny. Z vajicek se vyvinou volné
zijici larvy béhem jednoho az sedmi dnti — 1. stddium (L1), 2. stadium (L2) a infekcni
stadium (L3). Vyvoj larev zavisi na vhodnych podminkach prostfedi (Naeem, Igbal,

Roohi 2021).

Larvy L3 jsou infekénim staddiem H. contortus, které jsou zkonzumovany
hostitelem pfi spasani potravy. Preziti a usazeni larev L3 ve slezu ovliviiuje stafi,

plemeno a zdravotni stav hostitele (Flay, Hill, Muguiro 2022).

Po poziti vnimavymi jedinci se L3 diferencuje postupné pies stddium L4 do
stadia L5. Kolem desatého a jedenactého dne se u nezralych L5 vyvine v bukélni duting
lanceta, kterou larva poskodi tkan slezu a vyvolé krvaceni. Larvy L5 nasledné dozréavaji
do dospélych forem a rozmnozuji se. Dospé€lé samice zac¢inaji produkovat vajicka mezi

12. a 15. dnem s vysokym biotickym potencidlem (Flay, Hill, Muguiro 2022).
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Obrazek 1 Schéma Zivotniho cyklu H. contortus u koz

Zdroj: upraveno a pievzato z (Ehsan et al. 2020)

2.2 Hemonchoza

2.2.1 Charakteristika a klinické pfiznaky

Hemonchoza je onemocnéni zpiisobené hlistici H. contortus parazitujici ve slezu
ovci a koz. Infikovand zvifata mohou vykazovat anémii s hypoproteinémii, coz se
nasledné miZe projevit bledosti sliznic a edémem v submandibularni oblasti (Adduci et
al. 2022). Manifestovat se mohou u zvifat i dal§i klinické ptiznaky kterymi jsou:
letargie, slabost, zrychlené dychani a srde¢ni frekvence. Onemocnéni miize zpisobit
uhyn stad, anebo jen vyrazné snizit produktivitu hospodaiskych zvitat. V zavislosti na
mnozstvi pozfenych larev paraziti zvifetem a klinickych pfiznacich 1ze hemonchézu

kategorizovat na hyperakutni, akutni a chronickou (Flay, Hill, Muguiro 2022).

2.2.1.1 Hyperakutni hemonchoza

Hyperakutni hemoncho6za se vyskytuje nejcastéji u mladych zvifat, ktera jsou
vystavena vysoké parazitarni zatézi dosahujici az 30000 larev H. contortus.
Hyperakutni forma hemonchozy se vyznacuje ndhlym tmrtim. U piezivSich zvifat je

pozorovana anémie a meléna. Infikovana zvifata mohou vykrvacet do jednoho tydne,
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jesté pred rozvinutim kompenzacni erytropoézy. Zavazné krvaceni zpusobuje rychly
pokles cirkulujiciho krevniho objemu, které¢ vyusti v hypovolemicky Sok (Flay, Hill,
Muguiro 2022).

2.2.1.2 Akutni hemonchdza

Akutni hemonchodza je charakterizovana niz$i parazitarni zatézi (2 000-20 000
larev H. contortus) zvifat. Na rozdil od hyperakutni formy hemonchoézy, dochazi
v tomto pfipadé k mensim krevnim ztratdm u infikovanych jedincii a k del§imu rozvoji
anémie v pribchu onemocnéni. Zvirata pti akutni hemonchéze vykazuji letargii, slabost,
zrychlené dychani, zrychlenou srdecni frekvenci a bledé¢ sliznice. V disledku poklesu
hematokritu a nepfetrzité ztraty krve nastavd kompenzaéni erytropoéza a stav
nedostatku zeleza. Hemonchdéza zplsobuje kromé anémie také hypoproteinémii.
V disledku hematofagni aktivity H. contortus dochazi k uniku proteini do lumen slezu
hostitele ptes naruSené bunécné spoje. K hypoproteinémii pfispiva rovnéz i sniZzena
absorpce proteind, zapfiinénd ztritou bunck epitelu slezu, a také hojné vyuZzivéani
proteintt k opravé poskozenych tkani. Dusledkem hypoalbuminémie je snizeny
intravaskularni onkoticky tlak a generalizovany, nebo lokalizovany edém (Flay, Hill,

Muguiro 2022).

2.2.1.3 Chronickd hemonchoza

Chronickd hemonchéza vznika pifi ingesci menSiho poctu larev v porovnani s
akutni hemonchozou. Chronickd hemonchéza se vyskytuje v prostfedich, kterd nemaji
tak vhodné podminky pro vyvoj infek¢énich larev. Onemocnéni se mlize u zvitat projevit
snizenim produktivity, zménou v rychlosti rlstu, nebo dojivosti (Flay, Hill, Muguiro

2022).

2.2.2 Moznosti v diagnostice hemonchdzy

2.2.2.1 Hematologické ndlezy a systém FAMACHA®

V jizni Africe byla vyvinuta prakticka metoda umoziujici terénni klasifikaci
anémie, kterd je zaloZzend na hodnoceni zbarveni spojivkové sliznice u malych
prezvykavci. Systém FAMACHA® byl pojmenovany po Dr. Faffa Malan (FAffa MAlan
Chart) a byl vyvinut porovnanim barev spojivek nemocnych zvitat s jejich namefenymi
hodnotami hematokritu (HCT). Na Skale 1-5 je hodnota 1 povazovana za neanemickou,

naopak hodnota 5 odpovida tézké anémii (Flay, Hill, Muguiro 2022).
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Tabulka 1 Systém FAMACHA®

FAMACHA® Hematokrit (HCT) Barva spojivek Doporuceni 1é¢by
1 >28 % cervena ne
2 23-27% ne
3 18-22 % dle potieby
4 13-17 % ano
5 <12 % bleda ano

Zdroj: (Vatta et al. 2001)

Na hodnoceni anémie se krom& HCT podili 1 koncentrace hemoglobinu (Hb),
sttedni objem erytrocytu (MCV) a stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech
(MCHC). M¢teni hematologickych parametrii vyzaduje odbér vzorktl krve a pfistup

k vhodnému laboratornimu diagnostickému zatizeni (Flay, Hill, Muguiro 2022).

2.2.2.2 Post-mortem examinace

Ohniska hemonchézy jsou Casto poprvé rozpoznana az pii Ghynu zvifat. Post
mortem examinace umoziuje rychlé potvrzeni diagndzy vizualizaci paraziti ve slezu
nakazenych zvitat. Hlistice H. contortus maji charakteristické spirdlovité zbarveni, kde
stteva naplnéna krvi jsou Cervend a rozmnozovaci systém samice je bily. Vlasovce
slezové se diky tomuto typickému vzhledu ptezdiva ,.barber ‘s pole worm* (Flay, Hill,

Muguiro 2022; Besier et al. 2016).

2.2.2.3 Koprologické vysetieni

V trusu nakazenych zvifat se nachazi zna¢né mnozstvi vajicek H. contortus. Pro
kvantifikaci vajicek v trusu lze vyuzit flotatni metody McMaster nebo FLOTAC.
Metoda FLOTAC ma velmi vysokou citlivost a pfesnost oproti metodé¢ McMaster.
FLOTAC ve svém postupu zahrnuje homogenizaci vzorku, filtraci, centrifugaci,
aplikaci flotacniho roztoku (naptiklad NaCl) a zavérecné mikroskopické hodnoceni.
Kvantitativni vystup analyzy se vyjadiuje jako pocet vaji¢ek na gram trusu (Cringoli et

al. 2010; Besier et al. 2016; Naeem, Igbal, Roohi 2021; Roepstorft, Nansen 1998).

2.2.2.4 Molekularni metody
Uplatnéni nachézi metoda real-time PCR, ktera kvantifikuje transkripci cilového

genu napi. druhého vnitiniho transkribovaného spaceru (ITS2) ribosomalni DNA
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(Arsenopoulos et al. 2021; von Samson-Himmelstjerna, Harder, Schnieder 2002). K
identifikaci a absolutni kvantifikaci H. contortus lze pouzit také kapkovou digitalni
polymerazovou fetézovou reakci (ddPCR). Metoda ddPCR je =zalozend na
mikrofluidice. Vzorky jsou pfed amplifikacnim krokem PCR rozd€leny do nékolika
olejovych nano kapiek. Méfenim intenzity fluorescence se kapicky definuji jako
pozitivni nebo negativni na pfitomnost templatu. Koncentrace DNA (pocet kopii na pl)
se vypocitadva pomoci Poissonovy statistiky (Elmahalawy et al. 2018; Naeem, Igbal,

Roohi 2021; Zarlenga, Hoberg, Tuo 2016).

2.2.2.5 Imunologické metody

Zakladni sérologickou metodou, kterou je mozné pouzit pro stanoveni antigenu
H. contortus je ELISA (enzyme-linked immunosorbet assay) (Hassan et al. 2019).
Imunologické metody vSak nenachdzi Siroké uplatnéni v diagnostice hemonchdzy.
Omezenim imunologickych testil je antigenni specifita a také skutecnost, Ze protilatky
ptetrvavaji v organismu i1 dlouho po uspéSném vyléceni infekce. Bylo také zjisténo, ze
hladina specifickych protilatek hostitele stoupa na detekovatelnou uroven az poté, co se
zacnou manifestovat klinické priznaky. Imunologické metody jsou dulezitym néstrojem
ve vyzkumu pro odhad urovné expozice, popula¢ni imunity a k identifikaci zvifat

s nizkou imunitni odpovédi (Zarlenga, Hoberg, Tuo 2016).

2.2.3 Prevence, |éCba a anthelmintické rezistence

2.2.3.1 Prevence hemonchozy

StéZejnim preventivnim opatfenim je odpovidajici chovna praxe. Pravidelna
rotace zvifat na pastvin€ mize hrat vyznamnou roli v prevenci hemonchézy. Efektivnim
feSenim je stfidani ovci nebo koz na pastviné s dobytkem, ktery ma omezenou
nachylnost k H. contortus. Nutriéni podminky zvifat do zna¢né miry také ovliviiuji
jejich odolnost viici hlisticim, a proto dobie Zivena zvitata maji lepsi schopnost odolavat
nakaze. Vyznamnym preventivnim opatfenim je také vakcinace (Besier et al. 2016).
Vakcina Barbervax® je komeréné dostupna a byla schvalena pro subkutdnni podéni

ovcim (Adduci et al. 2022).

2.2.3.2 Lécba
Farmakoterapie zvifat pfedstavuje zakladni strategii v 1écbé hemonchdzy.

Hospodatskym zvifatim jsou v ramci 1é€by parazitarnich onemocnéni podavany nekteré
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ze Ctyt hlavnich tfid béznych anthelmintik: benzimidazoly (napf. albendazol,
mebendazol, flubendazol, fenbendazol) imidazothiazoly (levamisol), makrocyklické
laktony (ivermektin, moxidektin) a derivaty aminoacetonitrilu (monepantel). U&innost
dostupnych anthelmintik se postupem casu snizila v dusledku zvySujici se 1€kové
rezistence. Vyvoj rizného stupné 1ékové rezistence mezi hlisticemi byl popsan u vSech

skupin anthelmintik (Zajickova et al. 2021).

2.2.3.3 Anthelmintickd rezistence

Anthelminticka rezistence je stav, kdy paraziti postupné ztraceji citlivost vici
1¢kiim (anthelmintikiim). Hlavni faktory pfispivajici k rozvoji anthelmintické rezistence
zahrnuji vysokou frekvenci pouzivani anthelmintik, nedodrzovani doporuceného
davkovani, hromadnou profylaktickou 1écbu stada, nebo také nepietrzité uzivani pouze

jednoho 1éku (Fissiha, Kinde 2021; Shalaby 2013).

Mechanismy rezistence lze klasifikovat do dvou kategorii: cilové a necilové.
Mechanismus rezistence spojeny s cilovym mistem léciva je zptisobeny primdrné
mutaci v DNA, kterd méni strukturu tohoto mista. Naopak necilovy mechanismus
rezistence je zpuisobeny hlavné zvysSenou detoxikaci a eliminaci 1é¢iva prostfednictvim
zvySené exprese a aktivity enzyml metabolizujicich xenobiotika, nebo transportért

xenobiotik (Rychla et al. 2024).

Benzimidazoly (BZ)

BZ zptsobuji u hlistic pfedevsim inhibici polymerace mikrotubulii (Besier et al.
2016). Hlavni mechanismus rezistence vii¢i BZ je spojen se zménami v cilové molekule
lé¢iva — v B-tubulinu (Lacey, Prichard 1986). U hlistic rezistentnich k BZ byly zjistény
tfi jednonukleotidové polymorfismy (SNP — single nucleotide polymorphism) v genu
pro B tubulinu. Nejrozsifen¢jSim SNP je substituce fenylalaninu za tyrosin na kodonu
200 (F200Y). U dalsich mutaci spojenych s rezistenci na BZ dochazi k substituci
fenylalaninu za tyrosin v pozici 167 (F167Y), nebo k substituci kyseliny glutamové za
alanin v pozici 198 (E198A). Nasledkem genetickych zmén, které se projevi odliSnou
aminokyselinovou sekvenci v proteinu, dochédzi u rezistentnich hlistic k neschopnosti

benzimidazolu vazat se na B-tubulin (Fissiha, Kinde 2021).
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Imidazothiazoly

Imidazothiazoly puasobi jako agonisté nikotinu v cholinergnich receptorech
(nAChR)(Besier et al. 2016). Aktivace nAChR imidazothiazoly vede k trvalé
neuromuskuldrni depolarizaci a spastické paralyze. Rezistence na imidazothiazoly u H.
conortus muze byt zplisobena mutacemi v genech Hco-unc-63 a Hco-acr-8 kodujici
podjednotku nAChr. Tyto geny byly detekovany u imidazothiazol-rezistentnich
Haemonchus spp. a exprimuji protein, ktery se vaze na nAChR. Vazba tohoto proteinu
na nAChR zabraiuje vazb¢ levimazolu (Boulin et al. 2011; Arsenopoulos et al. 2021)
Byl detekovan také vyznamny pokles transkripce gent kodujicich nAChR (Hco-unc-
63a, -63b, -29,2; -29,4, -acr-8a) (Sarai et al. 2014; Arsenopoulos et al. 2021).

Makrocyklické laktony (ML)

Cilovou strukturou ML jsou glutamatové receptory chloridovych iontovych
kanali (GIuCIRs) exprimované v neuronech a svalovych bunkéach hlistic. ML
ireversibilné aktivuji GluCIRs, ¢imz inhibuji aktivitu neuront soucasné s kontraktilitou
svalll a vyvolavaji tak paralyzu a smrt (Kotze et al. 2014). S rezistenci na ML je spojena
mutace v genu pro o-podjednotku GluCIRs (Blackhall et al. 1998). S rezistenci na ML
se také poji P-glykoproteiny, které funguji jako efluxni transportéry (transportuji 1é¢ivo
z intracelularniho prostoru buniky). Expozice ML rezistentnim parazitim H. contortus

vede k nadmérné expresi P-glykoproteinti (Lloberas et al. 2013)

Derivaty aminoacetonitrilu

Cilovymi  strukturami  derivati  aminoacetonitrilu  jsou  nikotinové
acetylcholinové receptory (nAChR). S rezistenci vii¢i monepantelu jsou spojeny mutace
v genech kodujicich nAChR: Hco-des-2H a Hco-acr-23H nebo Hco-mptl-1 (Kaminsky
et al. 2008; Arsenopoulos et al. 2021)

2.3 Metabolismus xenobiotik a H. contortus

Xenobiotika jsou cizorodé latky, které po vstupu do organismu neplni zddnou
fyziologickou funkci. Xenobiotika mohou byt pfirodniho ptivodu, Castéji se vSak jedna
o syntetické latky. Do skupiny xenobiotik se fadi 1é¢iva, navykové latky, kosmetické

piipravky, potravinova aditiva, pesticidy, prumyslové zplodiny a toxiny. Xenobiotika
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jsou distribuovany v organismu na zdkladé jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti,

metabolizovany a nésledn¢ eliminovany (Skalova et al. 2017).

Xenobiotikum dokaze interagovat s endogennimi latkami, a proto piedstavuje
potenciondlni riziko pro organismus. Proti témto potencionaln¢ nebezpe¢nym latkam
vyuziva organismus své obranné mechanismy. V obranné strategii organismu jsou
klicové enzymy metabolizujici xenobiotika (transportni proteiny a biotransformacni
enzymy). Biotransformacni enzymy méni chemickou strukturu ptivodni cizorodé¢ latky
a jeji pfeménou vznikd nova a vice hydrofilni sloucenina, tzv. metabolit, ktery ma

odli$né vlastnosti a chovani v organismu (Skalova et al. 2017).

Biotransformacni reakce 1ze rozdélit na dvé faze. V prvni (konverzni) fazi mize
dochazet k oxidaci, redukci, hydrolyze, hydrataci, nebo izomeraci. V druhé fazi
biotransformace probihaji konjugacni reakce, jakymi mohou byt glukuronidace,
sulfonace, methylace, acetylace, konjugace s glutathionem a konjugace
s aminokyselinami. Transportni procesy xenobiotik a vzniklych metabolitli se oznacuji

jako treti faze metabolismu xenobiotik (Skalova et al. 2017).

Na zdklad€ zjiSténych informaci o Caenorhabditis elegans (volné Zzijiciho
homologa H. contortus) probihd metabolismus xenobiotik ve tfech fazich zahrnujici a)
modifikaci dehydrogenasami/reduktasami s kratkym ftetézcem (SDR) a cytochromy
P450 b) konjugaci glutathion-S-transferasou (GST) a UDP-glykosyltransferasou (UGT)
¢) vylouceni z buiiky effluxnimi ABC transportéry — P-glykoproteiny (Gasser et al.
2016)

2.3.1 Enzymy 1. faze biotransformace

V ramci prvni faze biotransformace jsou do struktury xenobiotika zavedeny,
nebo odkryty funk¢ni skupiny. Na této fazi se vyznamné podili cytochromy P450
(CYP), flavinové monooxygenasy (FMO), peroxidasy, aldo-ketoreduktasy (AKR),
dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR), dehydrogenasy/reduktasy se
sttedn¢ dlouhym fetézcem, esterasy a mnoho dalSich (Skalova et al. 2017). Enzymim

SDR je vénovana samostatna kapitola 2.4.
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2.3.1.1 Cytochromy P450 (CYP)

CYP jsou pocetnou nadrodinou enzymu vyskytujicich se témét ve vsech zivych
organismech (Nelson et al. 1993). CYP katalyzuji Sirokou skalu reakci s endogennimi 1
exogennimi substraty, obvykle prostfednictvim monooxygenasové aktivity, ale maji i
peroxidasovou ¢i reduktasovou aktivitu. CYP se podileji na biosyntéze a katabolismu
steroidd, retinoidu, prostaglandini a mastnych kyselin. CYP se také ucastni detoxikace
1ékt a insekticida. Lidsky genom koduje 57 CYP, z nichz nejvyznamnéjsi je isoforma
CYP3A4 zhlediska metabolismu klinicky pouzivanych 1é¢iv (Laing et al. 2015).
Ptikladem oxidativniho metabolismu anthelmintik u H. contortus je oxidace

albendazolu (ABZ) na albendazol sulfoxid (ABZSO) (Matouskova et al. 2016; Cvilink
et al. 2008).

U H. contortus bylo objeveno 42 gent kdédujicich CYP (Matouskova et al.
2016). Byla zaznamenana dynamika v expresi genil v pribéhu Zivotniho cyklu H.
contortus, kde vétSina gentt pro CYP je vysoce exprimovana v larvalnich stadiich
hlistic. Prokézalo se, Ze exprese gent pro CYP u dospélych samct je vys$si nez u samic.
Hlavni lokalitou exprese gend pro CYP je stfevo. Expresni profily genii kodujicich CYP
u H. contortus a orthologniho organismu Caenorhabditis elegans vykazuji vysokou
podobnost (Laing et al. 2015). Vyzkum provedeny (Yilmaz et al. 2017) identifikoval
zvySenou konstitutivni expresi genu kddujiciho CYP34/35 u vysoce rezistentniho
1zolatu H. contortus v porovnani s citlivymi izolaty. Tento gen by se mohl podilet na

anthelmintické rezistenci.

2.3.2  Enzymy 2. faze biotransformace

Druhé faze biotransformace se ucastni konjugacni enzymy, které katalyzuji
reakci xenobiotika ¢i vzniklého metabolitu s endogenni slouceninou. JelikoZ konjugacéni
reakce vyzaduji dodani energie, je Casto nutné aktivovat endogenni latku pfipojenim
makroergniho kofaktoru. Katalyzatory konjugacnich reakci jsou rtzné transferasy
umoziujici vznik konjugatu, ktery ma vétSinou hydrofilnéj$i charakter nez ptvodni
latka. Cilem konjugace je sniZeni biologické aktivity, snizeni toxicity a snadn&jsi

eliminace xenobiotika (Skalova et al. 2017).
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2.3.2.1 UDP-glykosyltransferasy (UGT)

UGT katalyzuji kovalentni pfipojeni hexosové skupiny k lipofilnim latkéam.
Reakce vyuzivad donort aktivovanych cukri ve formé obsahujici uridinfosfat (UDP)
napf. kyselina  UDP-glukuronovd, UDP-gluk6éza, UDP-xyléoza, UDP N-
acetylglukosamin, které jsou konjugovany pomoci UGT na funk¢ni skupiny raznych
latek. Ackoli je glykosidace neobvyklou konjugacni reakci u obratlovci, prevliada u

rostlin a bakterii (Matouskova et al. 2016). Genom H. contortus obsahuje 34 genl pro

UGT (Laing et al. 2013).

U helmint byla pozorovana detoxikace benzimidazolovych anthelmintik
prostfednictvim glykosidace. Tato biotransformacni reakce byla ucinnéj$i u
rezistentnich kmenti H. contortus nez u citlivych kmeni, coz naznacuje zapojeni UGT
do mozného vyvoje rezistence na benzimidazolova anthelmintika u této hlistce (Vokial
et al. 2012) Ptispivat k 1ékové rezistenci by mohla konkrétné UGT368B2, ktera méla

zvySenou expresi v rezistentnich kmenech (Matouskova et al. 2018).

2.3.2.2 Gutathion-S-transferasy (GST)

Vyznamnou detoxikacni reakci je konjugace elektrofilnich center sloucenin
(napt. epoxidu, ketontl, izokyanatl) s glutathionem (Skalova et al. 2017). U helmint se
GST podileji na detoxikaci lipidovych hydroperoxidi a karbonylovych sloucenin
produkované oxidacnim stresem. GST u helmintli mohou také konjugovat xenobiotika
s glutathionem (GSH), nebo se véazat na anthelmintika. U helmintd nebyly dosud
identifikované Zadné konjugaty anthelmintik s GSH. U H. contortus bylo detekovano 28
genl kodujicich GST (Matouskova et al. 2016). Dle studie (Kandil et al. 2017) by mohl

purifikovany antigen GST slouZit jako biomarker pro diagnostiku ov¢i hemonchdzy.
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Obrazek 2 Biotransformacni draha flubendazolu (FLU) u H. contortus

FLU-R (redukovany flubendazol), FLU-R-glucoside (glukosid redukovaného flubendazolu)
zdroj: pievzato z (Vokial et al. 2012)

2.3.3 PrenaSece (transportéry) xenobiotik

PtfenaSeCe neboli transportéry xenobiotik, jsou proteiny cCasto umisténé v
cytoplazmatické membrané, jejichZz hlavni ulohou je transport latek ptes lipidovou
dvojvrstvu. Transportéry se mohou diferencovat do tfech skupin v zavislosti na formé
vyuzivané energie k transportu. Primarni transportéry pfijimaji energii hydrolyzou ATP,
sekundarni a terciarni transportéry ziskdvaji energii z kotransportu nebo antiportu latek,
které¢ vytvareji na membrané jeden (v piipadé sekundarnich) nebo dva (v ptipadé
terciarnich) gradienty. Transportéry lze rozdé€lit podle sméru transportu latek na tzv.
Huptake transportéry prendsejici substraty do buiky, a ,.efflux* transportéry prenasejici
substraty z buniky. Podle lokalizace transportéri v bunikdch epitelu se déli na apikalni a

basolateralni transportéry (Skalova et al. 2017).

2.3.3.1 P-glykoprotein (P-gp)
P-glykoprotein (ABCB1) je primarni transportér, ktery pro svou ¢innost vyuziva

energii z hydrolyzy ATP. P-gp je vyznamnym zéastupcem rodiny tzv. ABC transportérti
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(ATP Binding Cassette transporter) (Wilkens 2015). Nachazi se prevazné na apikalni
stran¢ epitelidlnich bunck, kde ma klicovy vliv na efflux lipofilnich substrati
z cytoplazmatického do extracelularniho prostoru. Strukturdlné se sklada z Sesti

transmembranovych domén a dvou domén hydrolyzujicich ATP (Skalova et al. 2017).

Funkéni ABC transportér byl u helmintti poprvé popsan u C. elegans (Lincke et
al. 1992). N¢kolik studii prokéazalo zapojeni ABC transportéru do rezistence hlistic vici
makrocyklickym laktontim, pfevazné vuci ivermektinu (Lespine et al. 2012; Godoy et

al. 2015; Ardelli, Prichard 2013; Bygarski, Prichard, Ardelli 2014).

2.4 Dehydrogenasy/Reduktasy s kratkym retézcem (SDR)

2.4.1 Charakteristika SDR

SDR piedstavuji jednu znejvétsich nadrodin enzymii a jsou soucésti vSech
zivych organismt (Skalova et al. 2017). Vroce 2012 bylo v databazi Uniprot pies
160 000 cleni nadrodiny SDR (Persson, Kallberg 2013). V roce 2024 je v Uniprot
databdzi zaznamendno pies pul milionu ¢lenti nadrodiny SDR. Enzymy SDR jsou
pifedevSsim NAD(P)(H) -dependentni oxidoreduktasy. SDR se vyznamné podili na
redukci aldehydd a ketonti spolecné také s aldo-ketoreduktasami (AKR) a
dehydrogenasami/reduktasami se stfedn¢ dlouhym fetézcem (Skélova et al. 2017).
Nicméné lze vramci SDR nadrodiny nalézt i enzymy jako jsou epimerasy Cci
dehydratasy (Persson, Kallberg 2013). Enzymy SDR jsou v organismu zodpovédné za
dalezité fyziologické procesy, ale soucasné¢ se podileji i na metabolizaci uréitych
xenobiotik napf. o-chinony, menadion, doxorubicin, daunorubicin, oracin, metyrapon,
haloperidol, warfarin a dalsi (Skalova et al. 2017). Eobitockymi substraty SDR mohou
byt napt. retinoidy, steroidy, polyoly a mastné kyseliny (Bray, Marsden, Oppermann
2009). Clenové nadrodiny SDR ve fylogenetickych porovnanich vykazuji nizkou
parovou sekvencni identitu kolem 20-30 % (Persson, Kallberg 2013)
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Obrazek 3 Struktura SDR — lidska kortikosteroidni 11 beta-dehydrogenasa 1

Typicka struktura SDR sestavajici z beta-skladaného listu vloZeného mezi tfi alfa
Sroubovice na kazdé stran€. Purpurovou barvou je oznaceny koenzym a modrou barvou zbytky

aktivniho mista Asn143, Ser170, Tyr183 a Lys187. Zdroj: pfevzato z (Persson, Kallberg 2013)

Struktura SDR (viz obr. 3) vykazuje jednodoménovy charakter s Rossmanovym
motivem, kde centralni B-skladany list, tvofeny 6-7 vlakny, je obklopen tiemi o
Sroubovicemi na kazdé strané. SDR muze tvofit monomery, dimery, nebo tetramery.
Sekvence SDR ma typicky kolem 250 aminokyselinovych zbytkd, pfi€emZ nékteré
formy mohou mit az 350 zbytkd. Aktivni misto téchto enzymi je ¢asto formovano
katalytickou tetrddou obsahujici asparagin (Asn-N), serin (Ser-S), tyrosin (Tyr-Y) a
lysin (Lys-K) (N-S-Y-K). Enzymy SDR vyuzivaji koenzymu NAD(P)(H), jehoz
vazebné misto je lokalizovano v N-koncové oblasti (Persson, Kallberg 2013). Na druhé
strané strukturné variabilni C-konec zajiStuje vazbu substratu (Bray, Marsden,

Oppermann 2009). Mechanismus SDR enzym je znazornén na obr. 4.
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NADH

S-androstan, 3-one,

170l

Obrazek 4 Reakcni mechanismus enzymit SDR (3/175-HSD)

Solvent = rozpoustédlo; NADH = koenzym; 5-androstan, 3-one, 170l = substrat; Reakce
je zahdjena pfenosem protonu z hydroxylové skupiny tyrosinu na karbonylovou skupinu
substratu. Nésleduje prenos hybridového aniontu z koenzymu na C3 substratu. Ulohou serinu
vreakci je stabilizace substratu. Lysin se podili na tvorbé vodikové vazby s koenzymem a
snizuje pKa tyrosinu za uelem podpory pienosu protonu. Stabilizaci lysinu ma za ukol
asparagin. Koenzym se vaze jako prvni a jako posledni opousti reakci.; zdroj: pfevzato z

(Filling et al. 2002)

2.4.2 Nomenklatura SDR

V lidském genomu bylo popsano 48 SDR rodin, které odpovidaji 82 genlim
(Skélova et al. 2017). SDR enzymy byly klasifikovany do nékolika typt: ,,Classical
(O), ,.Extended* (E), ,,Intermediate (1), ,,Divergent (D), ,,Complex* (X), ,,Atypical
(A), vSechny ostatni jsou oznacovany typem ,,Unassigned *“ (U). NejCast&jsi typy jsou C
a E. Kazdy ztéchto typl je charakterizovan typové specifickymi sekvencnimi vzory
v misté vazajicim koenzym nebo v aktivnim mist€ (Persson, Kallberg 2013; Persson et

al. 2009).
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Tabulka 2 Sekvencni motivy kofaktoru a aktivniho mista vybranych typu SDR

Typ SDR Sekvence vazby kofaktoru Sekvence aktivniho mista
» Classical“ (C) TGxxx[AG]xG YxxxK
wExtended“ (E) [ST]IGxxGxxG YxxxK
wIntermediate“ (I) [GA]xxGxx[GA] YxxxK
wDivergent® (D) GxXXXXXSXA YxxMxxxK
» Complex“ (X) GGxGxxG YxxxN

X= jakykoli aminokyselinovy zbytek; Zavorky oznacuji alternativy, které mohou byt v dané

pozici; zdroj (Kavanagh et al. 2008)

V nomenklaturnim schématu je kazdé rodiné SDR pfid€leno jedine¢né dislo.
V lidském genomu bylo identifikovano 48 SDR rodin, kterym byla pfidélena cisla od 1
do 48, pfi¢emZ nejnizsi Cislo dostavaji nejbéznéjsi rodiny. Za Cislem rodiny nasleduje
jedno pismeno oznacujici typ SDR, napt. SDRIE ptedstavuje SDR typ Extended.
Nomenklaturni schéma je rozSifeno pfidanim cisla za typové pismeno s cilem
individualné oznacit jednotlivé ¢leny kazdé rodiny SDR, napt. SDR1E1. Kazda varianta
sestfihu, kterd je odvozena od stejného genu, je odliSena ¢islem oddéleného pomlckou,

napt. SDR15CI1-1, SDR15C1-2 (Persson et al. 2009).

2.4.3  Zastupci lidskych SDR

2.4.3.1 Karbonylreduktasy

Karbonylreuktasa 1 (CBR1, SDR2I1CI1) a karbonylreduktasa 3 (CBR3,
SDR21C2 jsou cytosolické enzymy, které katalyzuji reakce nékolika endogennich a
exogennich substratii. Isatin, daunorubicin, doxorubicin, 1,2 naftochinon, fenantrendion,
jsou ptiklady substrati, které jsou metabolizovany enzymy CBR1 1 CBR3. CBRI1 dale
katalyzuje redukci prostaglandinti (PGE1 a PGE2), menadionu a 1,4 naftochinonu. Tyto
enzymy vykazuji vysokou sekvencni identitu okolo 70 %. Exprese CBR1 se ve
vysokych koncentracich nachéazi v jatrech a ledvinéach, ale 1 v dalSich tkanich. Naopak
CBR3 se hojné exprimuje napi. v pankreatu a ovariich. Byla popsana mozna asociace

enzymu s kancerogenezi. Je mozné, Ze CBR1 a CBR3 maji proapoptickou aktivitu a
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jejich exprese se zvySuje, nebo naopak snizuje piiporovnani exprese v normalni a

nadorové tkani (Malatkova, Maser, Wsol 2010).

2.4.3.2 11 B-hydroxysteroiddehydrogenasy (11 8-HSD)

Zastupci enzymu 11 B-hydroxysteroid-dehydrogenas jsou 11 [B-HSDI1
(SDR26C1) a 11 B-HSD2 (SDR9C3). Enzym 11 B-HSD1 aktivuje inaktivni
glukokortikoid kortizon a méni ho na kortizol. Reverzni reakci katalyzuje 11 B-HSD2.
Oba tyto enzymy se odliSuji v jejich tkanové distribuci. 11 B-HSD1 je exprimovan v
jatrech, tukové tkani, plicich a kosternim svalstvu. Naopak 11 B-HSD2 se exprimuje
v cilovych tkanich aldosteronu napf. v ledvinach a tlustém stfevé. Oba enzymy se na
bunécné urovni nachazi v endoplazmatickém retikulu. 11 B-HSD1 se na rozdil od 11 B-
HSD2 vyznamné podili na prvni fazi biotransformace xenobiotik (metyrapon,
ketoprofen, 4-nitrobenzaldehyd a 4-nitroacetofenon a dal$ich). Enzym 11 B-HSDI1 je
spojen s rozvojem nékterych onemocnéni. Napiiklad mutace v genu pro 11 B-HSDI1
muze zplsobovat tzv. kortizon reduktasovy deficit (CRD). Syndrom polycystickych
ovarii, hirsutismus a neplodnost, mohou byt symptomy u Zen postizenych CRD

zptisobené velmi nizkou koncentraci kortizolu (Skarydova, Wsol 2012).

2.4.3.3 Retinoldehydrogenasy (RDH)

RDH se podili na syntéze retinovych kyselin metabolizaci retinolu a retinalu. U
¢lovéka bylo identifikovano 11 ¢leni RDH. Reakce retinoidii byly nejvice studovany
v sitnici v ramci zrakového cyklu. RDHS (SDR9CS) byl prvni identifikovany enzym
katalyzujici syntézu chromoforu 11-cis-retinalu. RDH jsou exprimované napi. v oku,
jatrech, nebo ledvindch. Na buné¢né trovni jsou téméf vSechny RDH lokalizovany
v hladkém endoplazmatickém retikulu. Mutace v genu pro RDHS5 miZe byt spojovana
s onemocnénim fundus albipunctatus, vzacnou formou nocni slepoty. NaruSeni
metabolismu retinovych kyselin v diisledku zmén v expresi RDH miize byt spojovano
s kancerogenezi. S ohledem na schopnost RDH metabolizovat latky obsahujici
karbonylové skupiny lze predpokladat, Ze by tyto enzymy mohly hrat roli
v metabolismu xenobiotik (Skarydova, Wsé1 2012).

2.4.4 SDRu H. contortus
Pivodni odhad poctu genit kodujicich SDR byl 70 (Matouskova et al. 2016;

Laing et al. 2013). Nicméné v pln€ anotovaném genomu bylo identifikovano 46 gent
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kodujicich SDR (Stérbova et al. 2023). Distribuce genii napii¢ chromozomy H.
contortus je relativné rovnomérna, s vyjimkou chromozomu 3 a X, které obsahuji pouze
dve sdr sekvence. Nejvice sdr sekvenci (15) je lokalizovano na chromozomu 4, ktery je
poctem sekvenci nasledovan chromozomy 2 a 5 (10 a 9 sekvenci). Témét ve vSech
Ctyficeti Sesti sdr sekvenci zkoumanych v ramci genomu H. contortus byl nalezen
klasicky motiv (C) TGxxxGxG vazebného mista pro kofaktor, kromé Sesti sekvenci se
zaménami v aminokyselinovém slozeni tohoto motivu. Naopak vazebné misto pro
kofaktor sdr7 (HCON _00097820) koresponduje s motivem E (TGADGTIG) viz tab. ¢.2
(Stérbova et al. 2023).

Studie (Stérbova et al. 2023) se déle zabyvala expresi sdr v riiznych vyvojovych
stadiich kmend H. contortus citlivych a rezistentnich k benzimidazolovym preparatim.
Vyzkum identifikoval riznou miru exprese sdr v zavislosti na vyvojovém stadiu
v ramci jednoho kmene, ale i mezi kmeny. U vajicek, larev a dospélych jedinct se
vyrazng odliSuje relativni exprese jednotlivych sdr. Nejvice se ve vajickach transkribuji
sdr6 (HCON _00131840), sdri4 (HCON 00023910), a sdrl8 (HCON _00108480),
v larvéalnim stadiu dominuji sdr! (HCON _00081410), sdr3 (HCON _00119730), sdri8
(HCON _00108480) a dospéli  jedinci vykazuji nejvy$$i  expresi  sdr3
(HCON 00119730), sdr5 (HCON_00163110) a sdri§ (HCON _00108480). V expresi
sdr hraje také roli pohlavi dospélcii. Sdr5 se exprimuje vice u samcti a sdr/8 u samic.

Celkové dochazi k nejvyssi expresi sdr u volné Zijicich larev.

Srovnani exprese sdr mezi citlivymi a rezistentnimi kmeny H. contortus viuci
benzimidazolovym preparatim odhalilo nékolik sdr se zménénou expresi u
rezistentntho  kmene.  Konkrétn€¢  sdri, sdri2 (HCON _00049110), sdrl3
(HCON _00015620), sdri6 (HCON _00062110) by mohly souviset s 1ékovou rezistenci,
protoze exprese téchto sdr je konzistentné zvySena u rezistentnich kmentt H. contortus

(Stérbova et al. 2023).
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3 Cil prace

Cilem teoretické Casti této diplomové prace je provést literarni reSersi, popsat
problematiku rezistence na 1é€bu onemocnéni zplsobené parazitickou hlistici
Haemonchus contortus a popsat enzymy dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem

(SDR) podilejici se na biotransformaci anthelmintickych 1éc¢iv.

Cilem experimentalni ¢asti této prace je naklonovat plasmid obsahujici kodujici
usek genu vybrané dehydrogenasy/reduktasy (sdri2) a izolovat rekombinantni protein,
ktery je kddovany timto genem. Prace vyzaduje amplifikaci genu metodou PCR, ligaci
genu do klonovaciho a expresniho vektoru, transformaci bun¢k E. coli zaligovanymi
plasmidy, izolaci plasmidd, kontrolu ligace restrikénim S$tépenim, sekvenovani
zaligovanych plasmidl, ovéfovani produktt reakci agarosovou elektroforézou, izolaci

exprimovaného proteinu a detekci purifikovaného proteinu metodou western blot.

27



4 Experimentalni cast
4.1 Pouzity material a technické vybaveni
4.1.1 Biologicky material, chemikalie a reagencie
* Akrylamid (AA) a Bis AA — Sigma-Aldrich
* Agarosa — Serva
* Ampicilin — Duchefa
* APS — Lachema N.P. Brno
* cDNA — ziskana z izolované RNA dospélctt H. contortus reverzni transkripci
* ANTP — Eurogentec
* DTT — Sigma-Aldrich
* ECL Prime Western Blotting detection reagent — Amersham
* E.coli BL21 — Novagen®
* E.coli IM109 — Promega
* EZBlue™ gel staining reagent
* [PTG — Promega
* Isobutanol — Sigma-Aldrich
* Lihometanol — Sigma-Aldrich
* Milli-Q®ultragista voda/redestilovana voda

* Pracovni roztok C (BCA metoda): Roztok A (NaHCO3, Na,CO3, BCAv 0,1 M
NaOH + roztok B (4% CuS0O4.6 H20) v poméru 50:1

* Primarni protilatka (krali¢i) — Anti-6xHis tag (1:1000) — Abcam

* Primery pro sdri2 navrzené doc. Ing. Petrou Matouskovou, Ph.D. - Generi
Biotech

* Primery pro sekvenaci pUC/M13 — Promega

* Primery pro sekvenaci T7 — Addgene

* SDS — BDH chemicals, Lth.

* Sekundarni protilatka (kozi) — Anti-Rabbit (1:10 000) — Abcam
* Skim Milk Powder — Sigma-Aldrich

* TEMED - Sigma-Aldrich
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4.1.2

4.1.3

41.4

* Vektor pPGEM®-T Easy — Promega
* Vektor pET 22b(+) — Novagen®

* X-Gal — Promega

Markery, média a a pufry
* Blotovaci pufr — 25mM Tris, 192 mM glycin, redestilovana voda, methanol

* Elektrodovy pufr — glycin, Tris, SDS, redestilovana voda, pH 8,3
* Draselno-fosfatovy pufr (pH 7,4)
* LB médium (Luria-Bertani) — VWR Biochemicals

*Lyzaéni pufr —-50 mM Tris/HCI pH7,4, 150 mM NacCl, 10% glycerol, 1% Triton
X-100, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 40 mM B-glycerolfosfat, 50 mM fluorid
sodny, 10 mM pyrofosfat sodny, 2 mM dithiotreitol, 200 uM vanadi¢nan sodny,
H20, smés inhibitort (Sigma-Aldrich), 100 mM fenylmethansulfonylfluorid

* NanaSeci barva — Loading dye (6x) — New England Biolabs

* SOC medium — Invitrogen

* SYBR Safe DNA Gel Stain — Thermo Fisher Scientific

* TAE pufr — 40 mM Tris, 20 mM kyselina octovd, 1 mM EDTA, dH>O

* TBST pufr — 150 mM NaCl, redestilovana H,O, Tween 20, 0,1 M Tris pufr pH
8,0

* Tris-HCI pufr — 0,5 M (pH 6,8) a 1,5 M (pH 8,8)
* Velikostni marker — DNA ladder 1 kb — New England Biolabs

* 4x SDS vzorkovy pufr — 200mM Tris/HCI pH 6,8; 40% glycerol; 6% SDS;
0,2M DTT, 0,1g bromfenolova modf, redestilovana H»0

* Marker pro SDS-PAGE — Sigma-Aldrich

Enzymy
* OneTag® quick-load DNA polymerasa — New England Biolabs

* Restrikéni endonukleasy X#ol, Ndel — New England Biolabs

* T4 DNA ligasa — Jena Bioscience

Kity
* Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Devices
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4.1.5

* BugBuster® Protein Extraction Reagent.

* Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit — PCR Clean Up Protocol
* HisPur™ Ni-NTA Spin Columns

* NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up

* NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid)

* Pierce™ BCA Protein Assay Kits

* ZymoPURE™ I Plasmid Midiprep

Technické vybaveni a pfistroje
* Automatické pipety — Research Plus, Eppendorf

* Blotovaci zatizeni — BioRad Trans Blot Turbo

* Centrifuga — Biofuge stratus Heraeus, Thermo scientific

* Centrifuga — 5415 D, Eppendorf

* Centrifuga — 5810 R, Eppendorf

* Elektroforeticky systém Owl™ EasyCast™ B1A — Thermo Scientific™
* Hlubokomrazici boxy — Vxe Series Jouan, Thermo Fisher Scientific
* Minicentrifuga — Sprout, Heathrow Scientific

* Mini-PROTEAN® Tetra Handcast System — BioRad

* MikrovInna trouba, Zanussi

* Laboratorni vaha — M-Prove, Sartorius

* PCR termocyklér —Biometra TAdvanced, Analytik Jena

* Spektrofotometr — Biochrom Ltd. Libra S6

* Spektrofotometr — NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific

* Tecan Spark® - Multimode Microplate Reader

* Termoblok — Thermomixer comfort, Eppendorf

* Ttepacka — Duomax 1030, Heidolph

* Tfepavy inkubator — NB-205, N-Biotek

* Zobrazovaci systém — Uvitec Alliance Q9 Advanced — Baria

* Vortex — Vortex V-1, BioSan
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* Vodni lazen s termostatem — Memmer

* Zdroj napéti — PowerPac Basic, BioRad

4.2 Metodické postupy

4.2.1 Priprava DNA insertu

Pied klonovanim DNA je nezbytné amplifikovat gen zajmu, ovéfit a piecistit
vznikly produkt. K amplifikaci byla pouzita metoda PCR. Vznikly PCR produkt, ktery
byl pozdé&ji pouzit jako insert do vektoru, se ovéfil agarosovou elektroforézou. Nasledné

se PCR produkt precistil komerénim kitem.

4.2.1.1 Amplifikace genu kddujiciho vybranou SDR

Amplifikace genu sdri2 (HCON _00049110) byla provedena metodou PCR.
Templatem DNA polymerasy byla jiz pfipravend komplementarni DNA (cDNA), ktera
byla ziskana z RNA dospélct citlivého kmene (ISE) H. contortus metodou reverzni
transkripce. RNA byla extrahovana fenol-chloroformovou metodou a oSetfena DNAsou.
Primery pro amplifikaci byly navrzeny doc. Ing. Petrou Matouskovou, Ph.D. Primery
obsahuji mista pro Stépeni restrikénimi endonukleasami (RE) Ndel a Xhol. Sekvence
reverzniho primeru byla navic prodlouzena o misto tzv. ,,TEV site”. Na C-
konci exprimovaného proteinu vznikne histidinova znacka tzv. ,,His tag®, ktera bude
odstépitelna TEV proteasou (ENLYFQ|G). Na zacatku kazdého primeru se nachazi tfi

nahodné nukleotidy.

Tabulka 3 Pouzité primery pro amplifikaci genu sdri2 (HCON _00049110)

Primer:

RE Nukleotidova sekvence primeru

F: Ndel TTG CA|T ATG TTT AAT ACA GGG AAG TTC

R: Xhol | TAT C|TC GAG GCC TTG GAA GTA CAG GTT CTC CAA TTT ACT CTT GTIT C

F: ptedni ,forward“ primer, R: zadni ,reverse” primer, RE: restrikéni endonukleasa. V
sekvenci primeru je podtrzenim a symbolem ,,|* vyznaCeno misto Stépeni pfislusSnymi restrikénimi

endonukleasami. Kurzivou je vyznaceno ,,TEV site “. Tu¢n¢ je znacena sekvence sdri2.
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K provedeni PCR byla pfipravena reakéni smés dle tab. 4 do 0,2 ml zkumavek
urenych pro tuto metodu. Smés se promichala vortexovanim a stocila na
minicentrifuze bez enzymu DNA polymerasy. Enzym se pipetoval do reakéni smési jako
posledni. Po ptidani DNA polymerasy se smés jemné promichala pipetovaci Spickou.
Ptipraveny vzorek se umistil do termocykléru, kde probihala PCR reakce za podminek

uvedenych v tab. 5.

Tabulka 4 PCR smés
Vysledna
Komponenta Objem (pl)
koncentrace
5x pufr pro One7aq quick-load s .
X
DNA polymerasu
10 mM dNTPs 0,5 200 uM
10 pM F primer 0,5 0,2 uM
10 pM R primer 0,5 0,2 uM
Templat — cDNA 1 <1,000 ng/pl
One7Zaq quick-load DNA
0,125 1,25 U
polymerasa
Doplnit do
PCR grade H»0 . -
objemu 25

Tabulka 5 Podminky PCR reakce pro Onelaq quick-load DNA polymerasu

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli

Pocatecni

denaturace . 30 :

Denaturace 94 15

Annealing 55 20 30
Elongace 68 60

Zavéretna elongace 68 300 1

Chlazeni 16 o0 o0
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4.2.1.2 Agarosovd elektroforéza

K identifikaci amplifikovanych 1Gsekic DNA byla pouzita agarosova
elektroforéza v horizontalnim uspotfadani. Nejprve byl pfipraven 1% agarosovy gel
v Erlenmeyerové baiice smichanim 0,4 g agarosy s 40 ml 1x TAE pufru. Mnozstvi
agarosy a pufru bylo upraveno dle pouzité aparatury. Vytvoifend smes se prevarila v
mikrovlnné troub€. Zchladla smés se nalila do pfipravené aparatury s vlozenym
hiebinkem. Gel se nechal ztuhnout pfi laboratorni teploté. Poté se elektroforeticka vana
doplnila 1x TAE pufrem tak, aby byl gel zcela ponofeny. Vyndanim hiebinku z gelu
vznikla mista pro aplikaci vzorkti a velikostniho markeru (DNA ladder). Do jedné
jamky se nanesly 3 pl 1 kbp velikostniho markeru. Jednotlivé vzorky se v objemu 5 pl
smichaly s nanaSeci barvou (loading dye) na parafilmu a aplikovaly se do jamek gelu.
Nanaseci barva obsahovala nandSeci pufr a DNA stain. Nanaseci barva zajistila usazeni
jednotlivych vzorkli do jamek v gelu a zaroven jejich néslednou vizualizaci. Separace
probihala 30 minut pii napéti 90 V. Po elektroforéze se pofidila fotografie gelu

zobrazovacim systémem Uvitec.

4.2.1.3 Precisténi PCR produktu a méreni koncentrace
K precisténi produktu PCR byl pouzit komercni kit Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kit (PCR Clean Up Protocol) od firmy Geneaid Biotech Ltd., ktery obsahuje

potiebné reagencie, kolony a zkumavky. Bylo postupovano dle ptilozen¢ho navodu.

V 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavce se v poméru 1:5 smichal PCR produkt
s DF pufrem, ktery obsahoval chaotropni soli guanidinu umoznujici adsorbci DNA na
silikatovy povrch kolony. Smés se promichala vortexovdnim. Pfipravend smés se
napipetovala do kolony umisténé ve sbémé zkumavce. Nasledné¢ se provedla
centrifugace po dobu 30 s. VSechny centrifuga¢ni kroky v tomto postupu se provadély
pfi 14 000 x g. Ze sbérné zkumavky se odstranil pufr, a pak se do ni umistila kolona
zpét. V této fazi se DNA navézala na kolonu. V dal§im kroku se kolona promyla pufrem
s pfidanym ethanolem o objemu 600 pl. Kolona se inkubovala s promyvacim pufrem 1
minutu. VSechny inkuba¢ni doby v tomto postupu probihaly pfii laboratorni teploté.
Nasledné¢ se provedla centrifugace po dobu 30 s. Ze sbérné zkumavky se odstranil pufr,
a pak se do ni umistila kolona zpét. Matrix kolony se vysusil centrifugaci po dobu 3
min. Kolona se vlozila do nové 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky a do stfedu

matrixu kolony se aplikovalo 20 pl eluéniho pufru. Kompletni absorbce elu¢niho pufru
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se zajistila inkubaci kolony s nanesenym pufrem po dobu 2 min. Po posledni 2 min

centrifugaci se v 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavce nachazela eluovana DNA.

U piecistéené DNA byla zméfena koncentrace a zjiSténa Cistota na
spektrofotometru NanoDrop. Nejdiive se zméfil blank (destilovana voda) o objemu 2pul
a poté vzorek o stejném objemu pfi tiech vinovych délkach: 260 nm, 280 nm a 230 nm.
Vysledkem méfeni pfistrojem byla koncentrace DNA v jednotkach ng/ul, absorbance
pii uvedenych vinovych délkach a poméry absorbanci: 260/280 nm a 260/230 nm.
Poméry absorbanci informovaly o ¢istot¢ DNA a mozné pfitomnosti kontaminujicich
latek (proteinti, fenoltl) ve vzorku, které absorbuji pii vinovych délkach 280 nm a 230

nm. Cista DNA ma absorb&ni maximum pii 260 nm.

4.2.2  Klonovani

V prvni fazi bylo provedeno TA klonovani za ucasti klonovaciho vektoru
pGEM®-T Easy. Tento vektor obsahuje pievisy tyminfi, které se na zakladé
komplementarity bdzi vadzou na adeniny 3° konce insertu nasyntetizované One7Zaq
quick-load DNA polymerasou v ramci PCR reakce. Insert byl z klonovaciho vektoru
vysStépen a naklonovan tradiéni metodou (znamou téZ jako subklonovani) za Ucasti

vektoru pET 22b(+), ktery umoznil expresi proteinu.

4.2.2.1 Ligace insertu do klonovaciho vektoru

K ligaci insertu byl pouzit klonovaci vektor (plasmid) pGEM®-T Easy o
velikosti 3015 bp. Ligaéni smés se pfipravila dle tab. 6. do 0,5 ml zkumavky v poméru
3:1 (insert:vektor). Jednotlivé komponenty se pied pouzitim promichaly. Vektor
s kontrolnim insertem se pifed pouzitim kratce centrifugovaly a ligaéni pufr se
vortexoval. Pfipravena ligacni smés se promichala jemnym pipetovanim a inkubovala se

1 hodinu pfi laboratorni teploté.
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Tabulka 6 Ligacni smés pro vektor pGEM®-T Easy

Standardni Pozitivni Negativni
Komponenta
reakce (ul) kontrola (pul) kontrola (pul)
2x rapid liga¢ni pufr pro T4 DNA s s s
ligasu
pGEM®-T Easy vektor (50 ng) 1 1 1
PCR produkt (insert) X - -
Kontrolni insert - 2 -
T4 DNA ligasa 1 1 1
Deionizovana voda doplnéna do
10 10 10
celkového objemu:

X= objem PCR produktu (insertu) vypocitany na zakladé jeho zmétené koncentrace a pouzitého

poméru

Mnozstvi insertu se vypocitalo na dostupném kalkuldtoru na webové strance

https://labguide.cz/vypocty/ligace-inzertu-do-vektoru/.

mnozsvi vektoru (ng) X velikost insertu (kb)
velikost vektoru (kb)

Mnozstvi insertu (ng) =

Rovnice 1 Vypocet mnozstvi insertu k ligaci do vektoru

Zdroj: LabGuide [online] [cit. 2024-03-26]
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4.2.2.2 Transformace kompetentnich bunék E.coli IM109

Pripravené ligacni reakce se kratce promichaly centrifugaci. Do tfech 1,5 ml
sterilnich zkumavek umisténych na ledu se napipetovaly 2 ul ptisluSné ligacni reakce.
Do dalsi zkumavky se pfipravila kontrolni transformacni reakce s 0,1 ng nestépen¢ho
plasmidu (jiného nez pGEM®-T Easy). Kompetentni buiiky JM109 se umistily do
ledové ldzn€ na 5 min a promichaly se krouZivymi pohyby pipetovaci Spickou. K
ligacnim reakcim se pfidalo 50 pl bunék a k neSt€épenému plasmidu 100 pl bunék.
Vzniklé smési se promichaly krouzivymi pohyby pipetovaci Spickou a inkubovaly se 20
min na ledu. Nasledné se provedl teplotni Sok ve vodni lazni o teploté 42 °C trvajici 45-
50 s. Teplotni Sok narusil cytoplazmatickou membranu, a umoznil tak DNA prostoupit
do bunék. Thned po vyndéni z 14zné€ se vzorek umistil zpét na led na 2 min. Ke smésim
obsahujici ligacni reakce se ptidalo 950 pl tekutého SOC média (super optimal broth
with catabolite repression medium) a do zkumavky s kontrolou transformace se ptidalo
900 pl SOC média. Zkumavky se nechaly inkubovat pii 37 °C za intenzivniho tfepani
(150 rmp) po dobu 1,5 h. V této fazi dochazelo k regeneraci cytoplazmatické membrany

a k mnozeni bunék.

Na Petriho misky obsahujici pevné LB médium (Luria-Bertani medium),

ampicilin (100pg/ml), IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid - 0,5 mM) a X-Gal
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(5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galaktopyranosid - 80 pg/ml) se nanesly vzorky
v duplikatu tak, aby byl kazdy nanesen ve dvou rozdilnych mnozstvich (25 a 50 pl)
z divodu rizné ucinnosti ligace a transformace. Vzorky se naockovaly na plotnu
plastovou zahnutou ty¢inkou za piitomnosti zazehnutého kahanu. Takto pfipravené
plotny se inkubovaly pii 37 °C pies noc. Jelikoz vektor pPGEM®-T Easy obsahuje gen
pro rezistenci vaci ampicilinu obsazeném v kultivaénim médiu, bylo tak mozné
vyselektovat buiiky E. coli, které tento vektor piijaly. Bez selek¢niho tlaku maji buiky

tendenci ztracet plasmid béhem bunécného déleni.

Za idealnich podminek na plotné s pozitivni kontrolou narostly bilé kolonie a na
plotné€ s negativni kontrolou narostly modré kolonie. Byla také vyhodnocena kontrola
ucinnosti  transformace na pfislusSnych plotnach s kontrolni reakci. Buiky
s deklarovanou ti¢innosti >1x10® cfu/pg DNA poskytovaly kolem 100 kolonii. Poté byla

provedena identifikace bilych kolonii na plotnach se standardni ligacni reakci.

Modro-bily screening kolonii je zaloZzen na schopnosti enzymu B-galaktosidasy
preménit substrat X-Gal, ktery je obsazeny v kultivacni piid€, na modry produkt. Dojde-
li k aspéSné ligaci instertu do vektoru, inaktivuje se oblast vektoru lacZ kodujici a-
peptid B-galaktosidasy a nedojde k metabolizaci substratu (vznik bilych kolonii). B-
galaktosidasa je enzymaticky aktivni pouze v piipadé, Ze je kompletni a obsahuje oba
své peptidy (a-peptid a w-peptid). V transformovanych buiikach dochazi k procesu a-
komplementace a obnoveni enzymatické aktivity spojenim a-peptidu exprimovanym
vektorem s o-peptidem exprimovanym E.coli (vznik modrych kolonii). IPTG indukuje
transkripci genu pro B-galaktosidasu, inaktivaci lac represoru v regulacni oblasti lac
operonu. (Juers, Matthews, Huber 2012; Gomes, Monteiro, Mergulhdo 2020) (Promega
[online] [cit. 2024-03-26], Martin [online] [cit. 2024-03-26])

4.2.2.3 Identifikace klont — PCR kolonii (colony PCR)

PCR kolonii (colony PCR) je nezbytné provést v ramci ovefeni GspéSné ligace
insertu do vektoru. Tato metoda vyuziva jako templat pfimo kolonie E. coli. Dle poctu
vzorkl se pripravil mastermix dle tab. 7. Narostlé kolonie se na plastovém krytu plotny
oznalily ¢islem, aby nedoSlo k jejich zaméné. Podle poctu oznafenych kolonii se
pfipravil stejny pocet 0,2 ml zkumavek, do kterych se napipetovalo 10 pl ddH-0.
Pipetovaci Spickou se naneslo malé mnozstvi kolonie do pfipravenych a oznacenych

zkumavek s ddH»0, tudiz kazd¢ zkumavce odpovidala 1 kolonie. Suspenze se vlozila do
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termocykléru na ptislusny colony PCR program. Templat se zde denaturuje pii 95 °C po
dobu 10 min. Do kazdé zkumavky stemplatem se piidalo 10 pl pfipraveného
mastermixu. Smes se promichala a vlozila opét do termocykléru. Pouzité¢ F a R primery

umoziuji amplifikaci oblasti plasmidu véetné zaklonovaného insertu.

Tabulka 7 Smés pro PCR kolonii

Komponenta Objem (pl)
5x reakéni pufr s obsahem nanaseciho pufru 4
dNTPs 0,5
Primer F+R 0,5+0,5

One7aq quick-load DNA polymerasa 0,1
H0 4.4
Templat (kolonie v ddH»0) 10
Celkovy objem 20

V dalsim kroku se ovétil PCR produkt agarosovou elektroforézou viz kapitola
4.2.1.2. V ptipad¢ agarosové elektroforézy po PCR kolonii se jednotlivé vzorky
nemusely misit s nandSeci barvou (loading dye) pted aplikaci do jamek gelu, protoze
mastermix jiZ obsahoval nanaSeci a reakéni pufr. SYBR Safe, barvivo slouZzici
k vizualizaci DNA, bylo ptfidano v ramci ptipravy gelu do smési s agarosou a TAE

pufrem.

4.2.2.4 lzolace plasmidu

K izolaci zaligovaného plasmidu pGEM®-T Easy byl pouzit komeréni kit
NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) - miniprep od firmy MACHEREY-NAGEL,
ktery obsahuje potfebné reagencie, kolony a zkumavky. Bylo postupovano dle

piiloZeného navodu.

Vybrand kolonie kizolaci plasmidu se zaoCkovala do 3 ml tekutého,
kultiva¢niho LB média s ampicilinem (100pg/ml). Médium se zaockovanou kolonii se

inkubovalo pti 37 °C za konstantniho tfepani (200-250 rpm) pfes noc.

Ptipravend LB kultura E. coli se centrifugovala po dobu 30 s a vznikly
supernatant se odstranil. VSechny centrifugacni kroky tohoto postupu byly provadény

pii 11 000 x g a pfi laboratorni teploté. Pfidanim resuspenzniho pufru A1 o objemu 250
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pl a vortexovanim doslo k rozpusSténim pelety bunék. Dale byl do smési piidan lyzacni
pufr A2 o objemu 250 pul. Smés se promichala pouhym pievracenim zkumavky (6—8x) a
inkubovala se po dobu 5 min. VSechny inkubace vtomto postupu probihaly pii
laboratorni teploté. Po inkubaci se ke smési napipetovalo 300 ul neutralizaéniho pufru
A3 a opét byla smés promichana nékolikanasobnym pievracenim zkumavky, dokud
nedoslo k tiplnému odbarveni vzorkl. Vzorky se centrifugovaly po dobu cca 5-10 min
do doby, nez byl supernatant zcela Cisty. Supernatant byl napipetovan v maximalnim
objemu 700 pl do silikatové kolony, kterd byla umisténa ve sbérné zkumavce. Byla
provedena dalsi centrifugace po dobu 1 min a vznikla kapalina ve sbérné zkumavce byla
odstranéna. Tento krok byl opakovan, dokud nebyl na kolonu aplikovan veskery

zbyvajici lyzat.

Na kolonu se dale aplikovalo 600 pl promyvaciho pufru A4 s etanolem. Kolona
se centrifugovala po dobu 1 min a vznikld kapalina byla odstranéna ze sbérné
zkumavky. VysuSeni matrixu kolony se provedlo centrifugaci po dobu 2 min. Sucha
kolona byla umisténa do nové 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky a na stfed matrixu
kolony se aplikovalo 50 pl elu¢niho pufru AE. Elu¢ni pufr se absorboval na kolonu
béhem inkubace, kterd trvala 1 min. DNA se eluovala do 1,5 ml mikrocentrifuganci

zkumavky posledni centrifugaci trvajici 1 min.

Po izolaci byla provedena agarosova elektroforéza a zméfena koncentrace a

zjisténa Cistota plasmidu na spektrofotometru NanoDrop viz kapitola 4.2.1.3.

4.2.2.5 OQvéreni uspésnosti ligace vektoru sekvenaci

Uspé&sné zaligovani insertu do vektoru se ovéfilo sekvenovanim Sangerovou
metodou. Za timto G€elem byly vzorky odesilany do firmy Eurofins Genomics. Na
zkumavky, do kterych se pipetovaly vzorky, se nalepily Stitky s identifikacnim ¢islem a
c¢arovym kodem, aby nedoSlo k jejich zaméné. Pro jeden vzorek se ptipravily 2
zkumavky. V prvni byl smichan plasmid s F primerem a v druhé plasmid s R primerem.
Vzorky se pfipravily smichanim 5 pl fedéného plasmidu s 5 pl pfislusného F a R
primeru. Plasmid byl fedény dle zméfené koncentrace tak, aby vysledna koncentrace
zaslana k sekvenaci dosahovala maximdlné 100 ng/ul. K ovéfeni pGEM®-T Easy se

pouzil pUC/M13 ptedni a zadni primer.

TA klonovani bylo provedeno za ucelem ovéteni vloZzeného insertu ve vektoru

sekvenacni metodou, kterou byla zkontrolovana potencidlné chybna syntéza insertu
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zapii¢inénad nedostatecnou hybridizaci primeru k templdtu. Pouzitim sekvenacnich
primerti, nasedajicich na molekulu vektoru, bylo mozné zkontrolovat koncové useky
insertu uréené k nasedani amplifika¢nich primert. Vektor pPGEM®-T Easy také umoznil
efektivni pfipravu insertu restrikénim vystépenim nutnym pro ligaci do expresniho

vektoru.

4.2.2.6 Vlystépeni insertu z klonovaciho vektoru

Izolovany plasmid byl Stépen restrikénimi endonukleasami Xhol a Ndel dle
navrzenych primert. Restrikéni smés byla vytvorena dle tab. 8. a inkubovana 2 h pii 37
°C, 20 min pii 65 °C a 3 min pii 80 °C. Ptipraveny vzorek se separoval agarosovou

elektroforézou viz kapitola 4.2.1.2.

Tabulka 8 Restrikcni smés

Komponenta Objem (pl)

Xhol 2

Ndel 2
Cutsmart pufr 10
Templat (izolovany 0

plasmid)

ddH»0 26
Celkovy objem 50

4.2.2.7 Extrakce a precisténi insertu z agarosového gelu
K extrakci a piecisténi insertu byl pouZit komeréni kit NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-Up od firmy MACHEREY-NAGEL, ktery obsahuje potfebné reagencie,

kolony a zkumavky. Bylo postupovano dle pfilozeného névodu.

Pod UV lampou se skalpelem vyftizl band z gelu, ktery obsahuje vystépeny insert
z plasmidu, a umistil se do Cist¢é zkumavky. Dle odhadované véhy gelu se ptidalo
pozadované mnozstvi pufru (200 pl NTI pufru na 100 mg agarosového gelu). Gel se
rozpustil v pufru inkubaci pfi 50 °C po dobu 5-10 min a pribéZznym vortexovanim.
Nasledovalo navazani DNA na silikatovou kolonu. Pfipravena smés se napipetovala o
maximalnim objemu 700 pl do kolony umisténé ve sbérné zkumavce. Kolona se

nechala centrifugovat 30 s a vznikla tekutina ve sbérné zkumavce se odstranila.
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Vsechny centrifugacni kroky v tomto postupu byly provedeny pti 11 000 x g. Na kolonu
se aplikovalo 700 pl promyvaciho NT3 pufru. Kolona se centrifugovala 30 s a ze sbérné
zkumavky byla odstranéna vznikla tekutina. Promyvaci krok byl jest¢ jednou
zopakovan. VysuSeni matrixu kolony se provedlo centrifugaci po dobu 1 min. Sucha
kolona byla umisténa do nové 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky a do stifedu matrixu
se aplikovalo 15-30 pl elu¢niho NE pufru. Elu¢ni pufr se absorboval na kolonu béhem
inkubace 1 min pii laboratorni teploté. DNA se eluovala do 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni

zkumavky posledni centrifugaci trvajici 1 min.

U precisténé DNA byla zméfena jeji koncentrace a zjiSténa cistota na

spektrofotometru NanoDrop viz kapitola 4.2.1.3.

4.2.2.8 Ligace insertu do expresniho vektoru

K ligaci insertu byl pouzit expresni vektor (plasmid) pET-22b(+) o velikosti
5493 bp. Vektor byl pied ligaci upraven restrikénim $tépenim stejnymi endonukleasami
jako v piipad¢ insertu. Byla vytvofena restrikéni smés dle tab. 8, kde templatem byl
pET-22b(+). Mnoztvi insertu potiebného do liga¢ni smési bylo vypocitano dle rovnice 1

viz kapitola 4.2.2.1.

Liga¢ni smés se piipravila dle tab. 9 do 1,5 ml zkumavek v poméru 3:1
(insert:vektor). DNA ligasa se do smési pfidala jako posledni. Pfipravend smés se jemné
promichala pipetovaci Spickou a nechala se inkubovat pii teploté 16 °C po dobu 2 h az

pres noc.

Tabulka 9 Ligacni smés pro vektor pET-22b(+)

Komponenta Standardni reakce (u)  Kontrola (ul)

10 x ligaé¢ni pufr 2 2

100 mM DTT 2 2

10 mM ATP 1 1

Stépeny pET-22b(+) (50 ng/pl) 2 2
Stépeny insert (107 ng/pl) X -
T4 DNA ligasa 1 1
H>0 bez nukleas doplnit do 20 20

celkového objemu:

X= objem insertu vypocitany na zaklad¢ jeho zméfené koncentrace (107 ng/ul) a pouzitého

pomeéru viz kapitola 4.2.2.1.
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Obrdazek 6 Expresni vektor pET-22b(+)

Na obrazku jsou Cervenym obdélnikem vyznaceny restrikéni endonukleasy (RE) pouzité ke

Stépeni vektoru; Zdroj: Novagen [online] [cit. 2024-03-26]

4.2.2.9 Transformace kompetentnich bunék E. coli BL21

K transformaci byly pouzity kompetentni buitky BL21. Do dvou zkumavek se

napipetovalo 50 pl téchto bunék. Do jedné zkumavky se ptidaly 2 pl zaligovaného
plasmidu (100 ng) a do druhé zkumavky se pfidal stejny objem kontrolniho vzorku
neobsahujici insert pouze S$tépeny plasmid. Vzorky se nechaly inkubovat na ledu po
dobu 30 min. Po inkubaci se provedl teplotni Sok ve vodni ladzni pfi teploté 42 °C
trvajici 10 s. Thned po vyndani z lazn¢ se vzorky opét umistily na led a nechaly se
inkubovat 5 min. Poté se ke vzorkiim ptidalo 950 pul SOC média. Vzorky se nechaly
inkubovat pii teploté 37 °C za intenzivniho tfepani (200rpm) po dobu 60 min. Nésledné

se vzorky naockovaly na pevné LB médium s ampicilinem (100pg/ml) v duplikatu tak,
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aby byl kazdy vzorek nanesen ve dvou rozdilnych mnozstvich (25 a 50 ul) z ddvodu
rizné ucinnosti ligace a transformace. Jelikoz vektor pET-22b(+) obsahuje gen pro
rezistenci vic¢i ampicilinu, bylo tak mozné vyselektovat bunky E. coli, které¢ tento

vektor pfijaly. Pfipravené plotny se nechaly inkubovat pies noc pii 37 °C.

Pokud na kontrolni plotné nenarostly zadné kolonie, provedlo se v nasledujicich
dnech ovéteni piitomnosti plasmidu v narostlych koloniich na plotné se vzorkem
plasmidu pomoci colony PCR s T7 promotorovym a T7 termina¢nim primerem viz

kapitola 4.2.2.3.

4.2.2.10 Izolace a purifikace plasmidu
K izolaci zaligovaného plasmidu pET-22b(+) ve vysoké koncentraci byl pouzit
komeréni kit ZymoPURE™ II Plasmid Midiprep od firmy Zymo Research. Bylo

postupovano dle piilozené¢ho navodu.

Kultura v tekutém LB médiu, pfipravena v kapitole 4.2.2.9, byla druhy den
centrifugovdna pii 2000 x g po dobu 5 min. Vznikly supernatant byl odstranén.
Kultura se resuspendovala v 8 ml P1 pufru vortexovanim. Poté byl pfidan lyza¢ni P2
pufr o objemu taktéz 8 ml. Smés se promichala pouhym pfevracenim zkumavky (5-6x)
a nechala se inkubovat pfi laboratorni teploté 2-3 min. Nasledné byl pfidan lyzacni P3
pufr a opét se smes promichala n¢kolikanasobnym pievracenim zkumavky. Lyzovana
smés se nanesla na filtr stfikacky a nechala se 5-8 min odstat. Do stfikacky se umistil
pist, jehoZ stlatenim se lyzat ptefiltroval do zkumavky typu Falcon o objemu 50 ml. Ke
vzniklému filtratu se pfidal pufr vazajici DNA oobjemu 8 ml a vznikla smés se

promichala pfevracenim zkumavky (cca 8x).

Do nové 50 ml zkumavky typu Falcon byla vlozena kolona. Na kolonu se
naneslo 10 ml filtratu a centrifugovala se pfi 500 x g po dobu 2 min. Centrifugacni
postup se opakoval, dokud nebylo naneseno na kolonu kompletni mnozstvi vzorku. Ze
zkumavky se po kazdém stoCeni odstranila vznikla tekutina. Na kolonu se aplikoval
promyvaci pufr ¢. 1 o objemu 2 ml. Provedla se centrifugace pti 500 x g po dobu 5 min.
Promyvaci proces se opakoval jesté¢ 2x s pufrem ¢. 2. Promyt4 kolona se umistila do
mikrozkumavky, ktera se centrifugovala pii 11 000 x g po dobu 2 min za ucelem
kompletniho odstranéni promyvaciho pufru. Nasledné se na stfed matrixu kolony,

umisténé v nové 1,5 ml zkumavce, napipetoval eluéni pufr o objemu 200 pl. Kolona se
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nechala 2 min inkubovat pfi laboratorni teploté¢ a poté se centrifugovala 1 min pfi

11000 x g.

Po izolaci byla zméfena koncentrace a zjiSténa Cistota plasmidu na
spektrofotometru  NanoDrop. Uspé&$nost ligace byla ovéfena restrikénim §tépenim
izolovaného plasmidu a agarosovou elektroforézou viz kapitola 4.2.2.6. Uspésnost
ligace vektoru pET-22b(+) se ovéfila také sekvenaci viz kapitola 4.2.2.5 za pouziti T7

promotorového a T7 terminac¢niho primeru.

4.2.3 lzolace rekombinantniho proteinu

Rekombinantni protein se exprimoval v transformovanych buitkich BL21 viz
kapitola 4.2.2.9. Kolonie se zaligovanym plasmidem se naockovala do tekut¢ho LB
média s ampicilinem (100pg/ml) o objemu 50 ml. Bunééna suspenze se umistila do
ttepavého inkubatoru na 180 rpm a nechala se inkubovat pii 37 °C. Inkubace byla
pribézné kontrolovana. V dobé&, kdy optickéd hustota vzorku méteného pti vinové délce
600 nm (OD600) dosdhla rozmezi hodnot 0,4-0,8 se zbunétné kultury odebral
kontrolni vzorek do nové zkumavky. Do plivodni bunécéné kultury se ptidalo IPTG (0,4

mM) a pokracovalo se v inkubaci pfi teploté 37 °C, 180 rpm po dobu 3-5 h.

Z takto pfipravenych bunécnych kultur byl izolovan rekombinantni protein
kitem BugBuster® Protein Extraction Reagent. Bylo postupovano dle piiloZeného

navodu.

Tekuté médium s bunéénou kulturou se centrifugovalo 10 min pii 10 000 x g.
Vznikly supernatant se odstranil a vytvofeny pelet na dné¢ zkumavky se rozpustil
v lyza¢nim BugBuster HT reagentu o objemu 2,5 ml na 50 ml buné¢éné kultury. Bunééna
suspenze se inkubovala 10-20 min pfi laboratorni teploté na tfepacce. Poté byla
provedena centrifugace pii 4 °C a 16 000 x g po dobu 20 min za ucelem odstranéni
nerozpustnych bunéénych zbytkli. Supernatant, ve kterém se nachazel izolovany
protein, se prepipetoval do nové zkumavky. Ze supernatantu se odebralo 25-50 ul do
nové zkumavky, do které byl pfidan 4x SDS (dodecylsiran sodny) sample pufr o
stejném objemu. Vzorek proteinli s pufrem se nechal 3 min denaturovat pti 85 °C.

Denaturovany vzorek a nativni proteinovy izolat se uskladnily pfi teploté -20 °C.
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Denaturovany vzorek proteinti byl v nésledujicim postupu pouzit k separaci
elektroforézou na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). U nativniho proteinového

extraktu bylo provedeno precisténi — purifikace a odsoleni.

4.2.4 Purifikace a odsoleni rekombinantniho proteinu

K purifikaci (¢isténi) proteinu, pfipravené¢ho v kapitole 4.2.3, byl pouzit
komeréni kit HisPur™ Ni-NTA Spin Columns. Kolony obsaZzené v kitu umoziuji
purifikaci proteinii znac¢enych histidinovou znackou pomoci afinitni chromatografie

s imobilizovanym kovem (IMAC). Bylo postupovano dle ptfilozeného navodu.

Proteinovy extrakt se smichal se stejnym objemem ekvilibracniho pufru (20 mM
Na3;POy4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol). Vzorek se pfipravil tak, aby vysledny objem
byl > 2 objemim obsazené pryskyfice v kolon€ a zaroven se nepiekrocila jeji vazebna
kapacita. Z kolony, vytemperované na laboratorni teplotu, bylo odstranéno spodni
poutko a poté se umistila do centrifuga¢ni zkumavky. Centrifugaci kolony se odstranil
skladovaci puftr. VSechny centrifugacni kroky v tomto postupu probihaly pti 700 x g po

dobu 2 min.

Na kolonu, umisténou v centrifugacni zkumavce, se aplikoval ekvilibraéni pufr o
dvojnasobném objemu obsazené pryskyfice. Nasledné se kolona centrifugovala a byla
na ni umisténa spodni zatka. Na kolonu, umisténou v ¢isté centrifugacni zkumavce, se
aplikoval pfipraveny vzorek a poté se umistila na 30 min na tfepacku. Spodni zatka se

odstranila, kolona se nechala centrifugovat a vznikla frakce se uchovala.

Na kolonu, umisténou v nové centrifugacni zkumavce, se aplikoval promyvaci
puft (20 mM NazPOs, 300 mM NaCl, 25 mM imidazol) o dvojnasobném objemu
obsazené pryskyfice a nechala se centrifugovat. Promyvaci krok se provedl 5x, pfi¢emz
promyta frakce se sbirala v kazdém kroku do jiné centrifugacni zkumavky. Na kolonu,
umisténou v nové centrifugatni zkumavce, se poté aplikoval elucni pufr s vysokou
koncentraci imidazolu (20 mM Na3POs, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol) o stejném
objemu obsazené pryskyfice. Centrifugaci doslo vlivem imidazolu k eluci proteinu
s histidinovou znackou. Elu¢ni krok se provedl celkem 3x, pticemz jednotlivé frakce se

sbiraly v kazdém kroku do jiné centrifuga¢ni zkumavky.
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U vzorktll eluovanych proteintl, frakce po ekvilibraci a frakei po promyvani byla
zjisténa koncentrace metodou BCA viz kapitola 4.2.5. VSechny vzorky a frakce byly
dale analyzovany metodou western blot viz kapitola 4.2.6. U vzorkii s eluovanym
proteinem bylo provedeno odsoleni z divodu odstranéni imidazolu, ktery byl ve vysoké

koncentraci obsazen v elu¢nim pufru.

K odsoleni vzorku byl pouzit komeréni kit Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter
10K Device - 10,000 MWCO (molecular weight cut-off). V kitu je obsazeno filtra¢ni
zatizeni, centrifugacni zkumavka a vicko. Bylo postupovéano dle piilozeného navodu.
Do filtracniho zafizeni, umisténého v centrifuga¢ni zkumavce, se aplikovaly 4 ml
vzorku. Zavickované filtrani zafizeni bylo centrifugovano pti 3 200 x g po dobu 10
min. Zfiltrované balastni latky byly odstranény zcentrifugacni zkumavky a
k proteintim, zachycenym na filtru, byly ptfidany 3 ml 0,1M draselno-fosfatového pufru
(pH 7.4). Filtracni zafizeni umisténé v centrifugacni zkumavce bylo opét
centrifugovédno pii 3 200 x g po dobu 10 min. Tento postup se opakoval 6x z divodu
dikladného promyti proteini od soli. Zadrzeny ultrafiltrat se z filtracniho zatizeni

ptepipetoval do nové zkumavky.

4.2.5 BCA stanoveni protein(

Ke stanoveni proteinti metodou BCA byl vyuzit kit Pierce™ BCA Protein Assay,
ktery obsahoval potfebné reagencie. Bylo postupovano dle ptilozeného navodu.
Redénim zasobniho roztoku byl pfipraven 0,1% roztok hovéziho sérového albuminu
(BSA). Body kalibra¢ni ktivky se pfipravily do 6 mikrozkumavek dle tab. 10. Negativni
kontrola a vzorky purifikovaného proteinu byly pfipraveny do celkového objemu 100 pl
a fedény 25x a 50x. Negativni kontrolou zde byl proteinovy lyzat ziskany
z transformovanych bunék BL21 kultivovanych bez IPTG. Ptipravil se pracovni roztok

C s obsahem bicinchoninové kyselinny (BCA) a Cu**.

V mikrotitraéni desti€ce se provedly 4 paralelni méfeni vSech pfiipravenych
proteinti. Do jamek mikrotitracni desticky se pipetovalo 10 ul bodi kalibra¢ni kiivky,
10 pl jednotlivych vzorki a 10 pl kontroly. Do kazdé jamky s nanesenymi proteiny
v mikrotitracni desti¢ce se ptidalo 200 pl pracovniho roztoku C. Mikrotitracni desticka
se promichala a nechala se inkubovat po dobu 30 min pfi teplot¢ 37 °C. Poté se

mikrotitracni desticka lehce protiepala a vlozila do pfistroje Tecan Spark. Absorbance
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vytvofeného komplexu, tvofeného proteinem redukovanym Cu” s BCA, se méfila pii

vlnové délce 562 nm.

Tabulka 10 Kalibracni kiivka — BCA stanoveni proteinii

e Koncentrace 0,1% roztok Destilovana H,0

(ng/ml) BSA (nl) ()

1 0 0 50

2 200 10 40

3 400 20 30

4 600 30 20

5 800 40 10

6 1000 50 0

4.2.6 Western blot (imunoblot)

Metoda western blot se skladd ze tfech hlavnich krokd. Prvnim znich je
elektroforetickd separace proteind, kterd umoznuje jejich rozdéleni podle velikosti.
Druhym krokem je pfenos separovanych proteinti z gelu na membranu, kde dochéazi

k jejich fixaci. Poslednim krokem je detekce specifickych proteinii na membrané.

4.2.6.1 SDS-PAGE — Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Pted samotnou elektroforézou bylo nezbytné pfipravit polyakrylamidovy gel
v piislusné aparature. Sklo, sklo se spacerem a hieben se nejprve diikladné omyly jarem
vodou, redestilovanou vodou a lihometanolem. Po oschnuti se skla pfiloZila na sebe,
spojily se sponami, postavily na gumovou podlozku v nalévacim stojanku a ptichytily
vrchnim kolikem. Po sestaveni aparatury se pfipravil roztok na separacni (spodni) gel
v malé kadince viz tab. 11, ktery se lehce promichal a ihned se napipetoval mezi skla
tak, aby dosahoval vysky 4,5 cm od spodniho okraje. Spodni gel se prevrstvil cca 200 pl
isobutanolem nasycenym vodou a nechal se polymerovat po dobu 30-60 min.
Isobutanol se nasledné slil a soustava se velmi opatrné osusila filtraénim papirem, ktery

se nesm¢l dotknout gelu. Poté se v kadince piipravil roztok zaostfovaciho (horniho)
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gelu dle tab. 11. Gel se promichal a napipetoval mezi skla na spodni gel po horni okraj.

Hieben se zasunul do gelu az po drazky. Gel se nechal polymerovat alespoii 30 min.

Tabulka 11 Pripravu gelit pro SDS-PAGE

Komponenta Separacni gel 12,5% (spodni)  Zaostrovaci gel 4% (horni)
Redestilovana voda 8,55 ml 6,42 ml
Pufr 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 Sml -
Pufr 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 - 2,5 ml
40 % AA + bis AA 6,25 ml 0,98 ml
10 % SDS 0,2 ml 0,1 ml

Iniciace polymerace

10 % APS 200 pl 200 pl

TEMED 16 pl 16 pl

Tyto smési jsou pro piipravu dvou 1,5 mm geli; AA = akrylamid, bisAA = bis-akrylamid, APS =
persiran amonny, SDS = dodecylsiran sodny, TEMED = tetramethylethylendiamin,

Dle naméfené koncentrace proteinu se vzorky piipravené v kapitole 4.2.4
natedily 4x SDS vzorkovym a lyza¢nim pufrem s roztokem inhibitorii tak, aby mély
vzorky vyslednou koncentraci 1 pg/ul. Nafedéné vzorky se umistily na 5 min do
predehiatého termobloku na 95 °C. Ptipravené gely se vyndaly ze stojanku, oplachly se
vodou a vyndal se z nich hfebinek. Poté se do stojanku na elektroforézu vlozily gely a
umistily se do elektroforetické vany. Do vnitiniho elektrodového prostoru se nalil
elektrodovy pufr o objemu cca 125 ml tak, aby byl gel cely ponofeny. Do vnéjsiho
elektrodového prostoru se nalil elektrodovy pufr o objemu cca 200 ml tak, aby byla
hladina nad dratkem. Do vnitiniho elektrodového prostoru bylo nezbytné pouzit vzdy

novy elektrodovy pufr, naopak do vnéjsiho bylo mozné pouzit pufr opakované.

Pomoci nanaseciho bloku pipetou s bilymi Spickami se naneslo do kazdé jamky
25 ul vzorku. Molekularni standard se nanesl o objemu 1,25 pl. Aparatura se ptiklopila
vikem a pfipojila ke zdroji s konstantnim napétim 90 V. Zdroj napéti se vypl po
dobéhnuti ¢ela na spodni okraj gelu. Gel byl vyjmut ze skla a odfizl se z n¢j zaostiovaci

gel.
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4.2.6.2 Barveni celkovych proteinu
Prvni gel se obarvil na pifitomnost celkovych proteinu. Gel byl umistén do
plastové krabicky na kyvacku a nechal inkubovat s EZBlue™ gel staining reagent cca

hodinu pfi laboratorni teploté.

4.2.6.3 Prenos proteinti na membrdnu

Na druhém gelu se provedl pfenos separovanych proteini na membranu.
Separacni gel se ponoftil do blotovaciho pufru v plastové krabi¢ce. Do dalSich krabicek
se ponofila 1 nitrocelul6zova membrana a 2 tlusté filtracni papiry. Gel, membrana i
filtra¢ni papiry se nechaly inkubovat v pufru 20 min pfi laboratorni teploté. Blotovani
bylo provedeno v pfistroji BioRad Trans Blot Turbo. Do blotovaci kazety pfistroje se na
sebe naskléadal filtracni papir, nitrocelul6zova membrana, gel a dalsi filtracni papir. Gel
se rukama uhladil, aby mezi membrénou a gelem nebyly bubliny. Pfistroj se zapnul a
navolil se vhodny program pro pozadovanou tloustku gelu (pro 1,5 mm gel — 20 min).
Po skonceni blotovaciho programu se na membrané oznacily nejvyraznéjsi prouzky

markeru (25, 50, 70 kDa).

4.2.6.4 Imunochemicka detekce proteini

Membréna se pinzetou pienesla do plastové krabicky s vikem. Do krabicky se
nalila redestilovana voda a umistila se na kyvacku. Po n€kolika minutach se voda vylila
do vylevky. Proplachovani v redestilované vodé se opakovalo 3x. Do krabicky s
membranou se nalilo 25 ml 5% roztoku mléka v TBST pufru a nechala se 2 hodiny na
trepacce. Po uplynulé dobé se mléko vylilo do vylevky a membrana se oplachla TBST
pufrem. Membrana se nechala inkubovat s primarni protiladtkou ptes noc. Druhy den se
primarni protilatka z krabicky odstranila a nasledovalo oplachovani membrany s TBST
pufrem 4x15 minut. Membrdna se inkubovala 1 hodinu se sekundarni protilatkou
znacenou enzymem — kienovou peroxidasou, a poté se oplachovala TBST pufrem 4x15

minut.

Ptitomnost proteinu se detekovala pfidinim vhodného substratu (ECL Prime
Western blotting detection reagent) pro enzym. Roztok A (luminol solution) s smichal
s roztokem B (peroxide solution) v poméru 1:1. Z krabicky s membranou se odstranil
TBST pufr a na membranu se napipetovalo 1,5 ml substratu po celé jeji ploSe.
Membrana se nechala 5 min inkubovat pfi tlumeném svétle. Pfitomnost

chemiluminiscence na membran¢ se detekovala zobrazovacim systémem Uvitec.
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5 Vysledky

5.1 Amplifikace genu sdr12

Jako prvni krok pro piipravu expresniho plasmidu, coz bylo cilem mé diplomové
préace, byla provedena PCR amplifikace genu sdri2 s pouzitim specifickych primerd.
Kontrola velikosti amplifikovanych useki genu sdri/2 a ucinnosti PCR reakce byla
provedena agarosovou elektroforézou. Gel se vyhodnotil na zdklad¢ piitomnosti

fragmentu v piislusném misté odpovidajicim délce amplifikovaného tseku.

Na obr. 7 se v prvni pozici gelu nachéazi separovany 1 kbp velikostni marker,
ktery je nezbytny pro odhad velikosti nanesenych vzorkd. V pozicich 2-7 se nechaly
separovat PCR produkty.

Délka kodujici sekvence (CDS) sdri2 je 1248 bp. Délka amplifikovaného tseku
byla navic prodlouzena o useky primert obsahujici $t€pné misto pro restrikéni
endonukleasy, TEV site a ndhodné nukleotidy. Na obr. 7 Ize v pozicich gelu 2-7
pozorovat vyrazné pruhy (dale bandy). Prestoze bandy odpovidaji velikosti okolo 2 kbp,
pfedpokladalo se uspésné amplifikovani pozadovanych tsekt DNA. Pokracovalo se

v nasledujicich krocich dle planu, tedy pfecisténi, ligace a transformace buné¢k E. coli.

Obrazek 7 Overeni velikosti PCR produktu
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5.2 PCR kolonii s klonovacim vektorem pGEM"-T Easy
Produkty PCR reakce, kde templatem byly vybrané kolonie E. coli, se ovérily

agarosovou elektroforézou. Gel se vyhodnotil na =zdklad¢ ptitomnosti bandu

v ptislusném misté odpovidajicim délce amplifikovaného useku.

Bylo vybrano celkem 8 kolonii ke kontrole uspésnosti ligace insertu do vektoru
a transformace bunck E. coli. Na obr. 8 se v prvni pozici gelu nachézi separovany 1 kbp

velikosti marker. V pozicich 2-10 se nechaly separovat PCR produkty.

Na obr. 8 je vpozici 4, 8, 9 a 10 ptitomny band o velikosti amplifikovaného
useku sdri2. Pozice 4, 8, 9 odpovidaji koloniim E. coli, které obsahuji UspéSné
zaligovany vektor. V pozici 10 byl separovan kontrolni PCR produkt. Pozitivni kolonie
byla vybrana k nasledné izolaci vektoru. U zbylych PCR produktl v pozici 2, 3,5, 6 a7
nebyl detekovan zadny PCR produkt.

Obrazek 8 Ovéreni ligace vektoru pGEM®-T Easy metodou colony PCR

5.3 lzolace zaligovaného klonovaciho vektoru pGEM®-T Easy

Po ovéfeni pfitomnosti insertu ve vektorech byly z pfislusnych kolonii izolovany
vektory, aby mohly byt inserty zkontrolovany sekvenaci. Izolované vektory byly
pouzity jako templat dal$i kontrolni PCR reakce a zkontrolovany agarosovou
elektroforézou. Na obr. 9 se v prvni pozici gelu nachazi separovany 1 kbp velikosti
marker. V pozicich 2-5 se nechaly separovat produkty, kde byly templatem izolované

vektory a v pozici 6 se separoval kontrolni PCR produkt (kde byla templatem pivodni
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cDNA). Vzorky na gelu na obr. 9 (2, 3, 4, 5) odpovidaji vzorkliim na gelu po PCR

kolonii na obr. 8 (4, 8, 9), pficemz jeden plasmid byl izolovan v duplikatu.

Kromé¢ produktu amplifikace odpovidajicimu velikosti okolo 1-1,5 kbp Ize na
gelu vidét 1 separované plasmidy, které byly pouzité jako templat. Cirkularni molekuly
1ze na gelu jednoduse odlisit od linearnich molekul. PCR produkt nebo Stépeny vektor
je linearni usek DNA, ktery se projevi v podobé jediného bandu. Naproti tomu
cirkularni molekula plasmidu se mtize vyskytovat ve vice konformacich a projevit se na
gelu vice bandy. Zaligovany plasmid se miize vyskytovat ve dvou zakladnich forméch:
covalently closed circle (CCC) a open circular (OC). Obvykle se izolovana DNA
plasmidu vyskytuje ve formé superhelikdlniho CCC monomeru, ktery se diky své
kompaktni struktute pohybuje v gelu nejrychleji. Ostatni formy plasmidu, pohybujici se

v gelu pomaleji, odpovidaji OC monomerim, CCC dimeriim, nebo OC dimertim.

V pozici 6 gelu na obr. 9 se nachdzi band odpovidajici velikosti PCR produktu.
Slaby band velmi malé molekuly v pozici 6 je pravdépodobné vedlej§im produktem
PCR reakce. Plasmidy, které byly i touto druhou kontrolou potvrzeny, byly odeslany na
sekvenaci (vysledky jsou zpracované v kapitole 5.8 po potvrzeni sekvence v cilovém

expresnim vektoru).

Obrdzek 9 PCR kontrola insertu ve vektoru pGEM®-T Easy
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5.4 Restrik¢ni Stépeni zaligovaného klonovaciho vektoru pGEM®-T Easy

Restrikénimi endonukleasami Xhol a Ndel, jejichz Stépna mista jsou obsazena
v primerech pro amplifikaci genu sdri2, se insert vy$tépil z pGEM®-T Easy vektoru.
Cilem nasledné agarosové elektroforézy bylo ovéfit uspésnost Stépeni a ziskat band
obsahujici vystépeny insert, ktery se z gelu extrahoval a pouzil pro ligaci do expresniho

vektoru.

V prvni pozici gelu na obr. 10 se nachazi separovany 1 kbp velikostni marker.
V pozici 3 se nachdzi dva bandy. Protoze je molekula insertu krat$i nez molekula
vektoru, migrovala v gelu rychleji a urazila vétsi vzdalenost. V pozici 2 se pro srovnani

nechal separovat zaligovany, nestépeny plasmid.

Obrdazek 10 Restrikcni Stépeni zaligovaného vektoru pGEM®-T Easy

5.5 PCR kolonii s expresnim vektorem pET-22b(+)

Po ligaci precisténého produktu do expresniho vektoru a transformaci byly
narostlé kolonie opét kontrolovany, zda obsahuji pozadovany insert pomoci PCR.
Produkty PCR reakce, kde templatem byly vybrané kolonie E. coli, se ovéfily
agarosovou elektroforézou. Gel se vyhodnotil na zékladé ptitomnosti bandu,

v ptislusSném misté odpovidajicim délce amplifikovaného tseku.
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Bylo vybréano celkem 14 kolonii ke kontrole uspés$nosti ligace insertu do vektoru
a transformace bunck E. coli. Na obr. 11 se v prvni pozici gelu nachazi separovany 1

kbp velikosti marker. V pozicich 2-16 se nechaly separovat PCR produkty.

Na obr. 11 je vpozici 4, 7, 9, 14 a 16 pritomny band o velikosti
amplifikovaného useku sdri2. Pozice 4, 7, 9 a 14 odpovidaji koloniim FE.coli, které
obsahuji uspésné zaligovany vektor. Pozitivni kolonie byla vybrana k nasledné izolaci
vektoru. V pozici 16 je kontrolni band PCR produktu. U zbylych PCR produkti v pozici
2,3,5,6,8,10, 11, 12, 13 a 15 nebyl detekovan zadny band. Pozitivni kolonie byla

namnozena a z ni izolovany vektor byl opét zkontrolovan agarosovou elektroforézou.

Obrazek 11 Ovéreni ligace vektoru pET-22b(+) metodou colony PCR
5.6 Koncentrace a Cistota vektoru pET-22b(+) se zaligovanym insertem

sdri2

Poté co se elektroforézou ovéfila piitomnost izolovaného vektoru obsahujiciho
sdrl2 byla zméfena jeho vyslednd koncentrace spektrofotometrem Nanodrop.
Vystupem spektrofotometru viz obr. 12 je absorpéni spektrum, které graficky
znazoriuje zavislost absorbance (A) na vlnové délce (1). Koncentrace vysledného
plasmidu je 141,18 ng/ul. Cistota plasmidu, kterd je vyjadiena pomérem absorbanci
260/280 odpovida hodnoté vyssi nez 1,8 (260/280 = 1,95). Cistota plasmidu, ktera je
vyjadiend pomérem absorbanci 260/230 je vyss§i nez 2 (260/230 = 2,24). VSechny

hodnoty pomérti absorbanci odpovidaji vysoké Cistoté plasmidu.
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Well A1

Absorbance Scan

02—

04—

1

Well 260 230 280 ng/ul Ratio 260/230 Ratio 260/280
A1 01412 00630 00722 14148 224 195

Obrazek 12 Vystup ze spektrofotometru NanoDrop — Koncentrace a cistota pET-
22b(+) se zaligovanym insertem sdri2

Osa x = vlnova délka (A) v nm; osa y = absorbance (A)

5.7 Restrikéni Stépeni zaligovaného expresniho vektoru pET-22b(+)
Jako dalsi kontrola bylo opét provedeno restrikéni St€peni endonukleasami X%ol
a Ndel, které byly pouzité pii vkladani insertu do vektoru pET-22b(+). Cilem nasledné

provedené agarosové elektroforézy bylo ovétit uspésnost ligace.

V prvni pozici gelu na obr. 13 se nachazi separovany 1 kbp velikostni marker.
V pozici 3 se nachazi bandy odpovidajici velikosti insertu a vektoru. Protoze je
molekula insertu krat$i nez molekula vektoru, migrovala v gelu rychleji a urazila vétsi

vzdalenost. V pozici 2 se pro srovnani nechal separovat nezaligovany, neStépeny,
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cirkularni plasmid. Po uspésné ligaci byly vzorky plasmidu odeslany na sekvenaci, ktera

byla provedena z obou smérii pro ovéteni sekvence celého genu.

Obrazek 13 Oveéreni ligace vektoru pET-22b(+) restrikcnim Stépenim

5.8 Sekvenace

Vysledek sekvenace byl exportovan do FASTA formatu v programu Chromas.
Referencni sekvence sdri2 byla ziskdna =z databdze WormBase ParaSite

(https://parasite.wormbase.org/index.html) a porovnana se sekvenci insertu sdri2

zaligovaného ve vektoru pET-22b(+). Sekvence ziskanad vyuZitim reverzniho primeru
byla pfevedena na reverzn¢ komplementarni fetézec pomoci SMS (Sequence
Manipulation Suite). Porovnani sekvenci bylo provedeno v programu MultAlin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

Na obr. 14 je v prvnim fadku vysledek sekvenace insertu sdr/2 v pET-22b(+) s
T7 promotorovym primerem, na druhém tadku je vysledek sekvenace insertu sdri2 v
pET-22b(+) s T7 termina¢nim primerem, na tfetim fadku je referencni CDS sekvence
sdrl2 a na &tvrtém fadku shoda sekvenci. Cervené nukleotidy oznaduji vysokou miru
shody, modré nukleotidy jsou odlisné a ¢erné nukleotidy jsou bez shody. Na obr. 14 Ize

pozorovat uspéSné osekvenované konce insertu. V oblasti 1325 - 1342bp se nachdzi
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histidinova znacka — 6x CAC. Sekvenacnimi primery T7 doslo k syntéze pozadovaného

insertu, ale zaroven i k ¢asti vektorové sekvence (1-49 bp; 1346-1379 bp).

1 10 20 30 i S0 21} Kl L] a0 Liwin 110 120 130

T7_seq TITCLCCTCTATGAARTAATTTTGGTTTAACT TTARGARAGGAGATATACATATGT T TARTACAGGGARGTTCTTLGETCRGACTGTTGTTATCACCGRAGCCTC TCRCGGGATLGEGARAGARATEGEA

sdrld ATGTTTARTACAGEGAAGT TCTTOGETCGEACTGT TGT TR TCACCRGAGEC TC TOGCRGEAT CGGGRRRGRRATOGC R
CONEENEUE  sevreserserssnsrssrssonsassssssssnrssnsssssssessarsrdifbliaalacappgaagiicilepplopgactgbiptlateacogpapcclcbogogppat cppgaaagaaakegca
131 140 150 160 17 180 150 200 pall 220 2 240 250 260

T?_seq TTGARGCTGECARAGGATEGAGCCARCATCAETCATAGC TG TARAACCGCARCCGCTCATCCGARGE TRCCGGEARC TATC TACAC TG TGCAGARGAGGT TGARAMGGEE TGEHGEGAARAGCGTTAGCGT
sdrld "HIIE[TGEl'.lllHl.'uliHII’-GHEIIHHl'.ﬂIEl.'-TEHTIIEETEEIMHHIIEEIIIEEl'-l:lERTEEHHE[TEEl'.ﬁEEIIIEIIITETIIZHETEEIIIHEMEMII[HHHIEE[TEEH&HWEEEITIIIEI

pprasagpak aacatcglcabapchgck Lpoogppgaschatchacackpck app Lppgppasaagopthapept

261 270 280 280 Jiuy 310 320 330 340 350 360 370 380 390

T seq &EHTIIETTGH[‘BTG[‘ETEHTEﬂﬁﬁmTCEGTEEEI'I:RH[IEGTEEHBTEEIITGTGHHMHHT TCRGREGERATAGATATACTCATCARCARTGCCTCAGEGAT TRBTCTCRCCARCACT I;IIFIIiIiIZFII?[Ii;I
TI.Lern ACCARCACTGAAGACACTGA

=drl? GCATAGTTGACGTGCGTGATGAGGTATCCETGCGACARGCCGTCGAGTCRECTGTGAARRAAT TCGGLGEARTAGATATACTCATCARCARTGCCTCAGCGATTAGTCTCACCARCAC TGAAGACACTGA
Conzonsus  gcat-agttesceteceteatpagptabooebpceacanpocebopagtcgpctetonasnaatbogpcegaat agat abact.cat.canc ast.eect.capeeabt agtobaRELARCAC TGARGAL AL TGR

391 A0 410 420 A3 A4 50 B0 a4 480 A90 SO0 510 S0

T7_zeq GATGARRRGATATGATCT CGATARRCACAAGAGGARCATTTTTARTGTCARARRC T TRCCTACCGTATC TCARACAARAGCAARRATGCACATATTTTGAACAT TTCCCCACCATTGCTGATE
T7.bern  GATGAAARGATATEATE CHATARACACARGAGGARCAT TTTTRRTGTCARARACT TRECTACDGTATET HCAARGCAARAATGEACHTATT T TGRACAT TTEDCCACCATTGETGATG
edrl2 GATGARRRGATATGATCTGATGCATTCGATARRCACAAGAGGARCATTTTTARTGTCARRRACT TRCCTACCGTATC TCARACAAAGCAARRRTGCACATATTT TGAARCATTTCCCCACCATTGC TGATG
Concancus GATGARARGATATGATCTGATGCATTCGATARRCACAAGAGGARCATTTTTRRTGTCARRRACTTGCCTACCGTATC TCARACAARGCAARRRTGCACATATTTTGARCATTTCCCCACCATTGCTGATG

Lel 30 540 550 S50 L0 560 5S40 [2L]] 610 G20 630 i11] G50

T7.2eq GRAACCAAGGTGGTTCTCTARCCATGTGGCATATACGATGGCARAGTATGETATGTCARTGTGOGTGLTCGEARTECATGRCGART TTCGETCGTACGGAGT TGCCGTCRAACGCGTTATGGCCAT TGACGE
T7_tern  GAACLAAGGTGGTTCTLTARCCATGTGGCATATACGATGGEARAG TATEETATGTCARTGTGLGTGL TLGEAR THEATGACGAAT TTCGETLGTALGGAGT TGLCETCARCGLGT TATGLLCAT THALGE
sdrl?  GARCCARGET T TCTC TRRCCATGTGGECATATACGATHECAMNG TATGETATGTCARTETGOGTGE TCRGIATGCATGACGRAT TTCGETOG TRCGHIGT TGECAETEARCGERT TATGGCCA T TRINCGE
Consensusz GAACCARGGTGGTTCTCTARCCATGTGGCATATACGATGGCARRG TATGGTATGTCARTGTECGTEC TCEGARTGCATGACGART TTCGETCGTACGEAGT TGCCGTCARCGCGT TATGGCCAT TGACGE

B51 BE&0 B0 680 B30 Fon 10 T20 30 740 750 FE0 o 780

T7.seq CGATTTGGACTGCTECCATGGATATGCTCAGTAATGGCGCCGETGCT TCCGGCTCAC GARARGCTGC TATART GECAGACGCEGCC TATEOCATGT TGTCARRARATAGTCGTGRATACAC TGGTCACTT
T7.tern CEATTTGGACTGCTGCCATGGATATGCTCAGTAATGGCGCCGETGCT TCCGGE TCACGARRRGC TG TATARTGECAGACGCGGCCTATGCCATGTTGTCARRRRATRAGTCGTGARTACACTGGTCACTT
sdrl2 CEATTTRGACTGLTGLCATGGATATGLTCAGTAATGACGCCGETGET TECGGETLACGARARGE THE TATART GECAGACGLGGCCTATGCCATGT TRTCAARARATRAGTCRTEARTACACTGGTCACTT
Conzensus  CGATTTGGACTGCTEOCHTGEEATATGETCAG TARTEECGECGH TECT TECBGETCACGRAARGE TG TATRATGECAG CHEGCCTATGECATGTTGTCHARRARTAGTCGTGRATACACTRGTCRCTT

781 Ta0 Sy 810 g20 830 940 50 960 870 980 830 i aLn

Ti_seq TGECATTGACEAGGIATAT TGCGAGETGAGEGEAG TGACCGATTTCRCCAMNTACGECG T TGRCCCTNGTGEACTE AGCAGAT TTETTERT TECGARTGE TEAGART TATECGEAGRCGT T TEGT
T7.tern TECCATTGACGAGGARATATTGOGAGC TGAGGGAGTGACCGATTTCACCARRTACGCCGT TGACCCOAGTRCACCCCTGACAGCAGAT TTCTTCATTCOGAATGL TGRAGAAT TATCCGGAGACGTTTCGT
sdrl? TGCCATTGACGAGGARRTATTGLGAGC TGAGGGAGTGACCGATTTCACCARATACGCCATTGACCCCAGTGCACCCCTGRACAGCAGATTTCTTCATTCCGAATGE TGRAGART TATCC GAAGACGTTTCGT
Conzengus  TGLCATTGACGAGGARATATTGLGAGL TGAGGEAGTGACCGATTTCACCARATACGCCGT TGACCCCAGTGLACCCCTGACAGLAGAT TTCTTCATTCCGARTGC TRAGART TATCCEGAGACGTTTCGT

911 G20 930 940 L GEO 970 980 S 1000 10 L2 1030 Lt

T7_ssq TTATCACGCGA
TZ_kerm  TTATCACGEGRARCACARCOGEE TGECAGTT TATC TRGEAAGACCGE TCTAGATGACGATATCRCARATGT TATAGCGARCATGEAGIARAGGEE TCTCCARGET T TTRGTCRATRAGE TRCARGC TRTTT
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Obrazek 14 Porovnani sekvence insertu sdrl2 zaligovaného do vektoru pET-
22b(+) s referencni sekvenci sdri?2

5.9 Izolace celkovych proteind

Po  uspé&ném  ovéfeni  sekvence  ndsledovala  exprese  proteinu
v transformovanych butikach s plasmidem. VeSkeré proteiny se izolovaly, byla zméfena
jejich koncentrace metodou BCA a nasledné¢ pomoci afinitni chromatografie byla
SDR12 piecisténa. Vzorky se nasledné metodou SDS-PAGE separovaly na zékladé
molekulové hmotnosti. Molekulovd hmotnost proteinu SDR12 odpovida 47,37 kDa.

Molekulova hmotnost byla spoc¢itina pomoci SMS (Sequence Manipulation Suite) na
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webové strance www.bioinformatics.org. Tento protein vznikl po ptelozeni kodujici

nukleotidové sekvence (CDS) sdri2 a ptipocitani pridaného ,,TEV site a ,,His tag* (6

histidinii na C-konci), ktery byl piipojen diky ptislusné sekvenci v plasmidu.

V gelu na obr. 15 byl v pozici 1 a 11 separovan velikostni marker. V pozici 2
byla separovana frakce ziskanad po ekvilibraci kolony v ramci purifikace proteinu a v
pozicich 3-6 byly separovany frakce ziskané¢ promyvanim kolony. V pozici 7, 8, 9 a 10

byly separovany eluované, purifikované vzorky proteinu.

Gel na obr. 15 se vyhodnotil na ziklad¢ ptitomnosti bandu v misté ptislusné
molekulové hmotnosti rekombinantniho proteinu (47,37 kDa). Pozitivni nalez v gelu na
obr. 15 je vpozici 7, 8, 9 a 10. Pfitomnost rekombinantniho proteinu se definitivné

prokéazala imunochemickou detekci.

kbal 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

759
30

25

Obrazek 15 SDS-PAGE — barveni celkovych proteinii

5.10 Chemiluminiscen¢ni detekce protein(

Pozice v gelu na obr. 16 odpovidaji stejnému potadi frakci a vzorka jako v gelu
na obr. 15, s tim rozdilem, Ze vzorky v pozicich 7 a 8 na gelu na obr. 15 byly pro ziskani
vy$§i koncentrace proteinu spojeny a naneseny jako jeden vzorek do pozice 8 na gel pro
western blot na obr 16. Velikostni marker na gelu na obr. 16 byl separovan pouze v

pozici 1.

Gel byl vyhodnocovén kvalitativné a semikvantitativné na zdkladé ptitomnosti
bandt a jejich sily. Na obr. 16 byla detekovéna slaba chemiluminiscence v pozici 4, 5 a
6 v misté odpovidajicim 47,37 kDa. Silnd chemiluminiscence byla detekovana v pozici

8, 9 a 10 v mist¢ odpovidajicim 47,37 kDa. Ze sily bandu lze usuzovat, ze vzorky
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v pozicich 8, 9, 10 obsahuji protein o vyssi koncentraci, nez frakce v pozici 4, 5a 6. V
pozici 4, 5, a 6 se detekoval protein, ktery se ptenesl do frakce promyvacim pufrem
s nizkou koncentraci imidazolu. V pozici 8, 9 a 10 se prokazala ptitomnost proteinu ve
vzorku ziskaného eluci pufrem o vysoké koncentraci imidazolu. V pozici 2 doslo
k nespecifickému navazani primarni protilatky, protoze se band nenachidzi v misté

odpovidajicim 47,37 kDa.

L

Obrazek 16 Western blot purifikovaného proteinu
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6 Diskuse

Anthelminticka rezistence u hlistice Haemonchus contortus piedstavuje globalni
problém v oblasti zemédélstvi, ekonomiky a zdravi malych piezvykavcu (ovcei a koz).
Anthelmintika jsou doposud klicovym néstrojem k 1é€b¢€ parazitarni infekce zpisobené
H. contortus. Zkouméani mechanismu rezistence a hledani novych farmakologickych
pristupl je nezbytné pro feseni této problematiky. Prohloubeni biochemickych znalosti
0 H. contortus je dulezitou soucasti boje proti hemonchédze. Studium H. contortus na
molekularni urovni umoznila publikace genomu této hlistice (Laing et al. 2013;

Schwarz et al. 2013).

Ke vzniku rezistence pfispiva nespravné podavani anthelmintik, coz mize vést
ke zméné miry genové exprese biotransformacnich enzymi a zaroven ke snizeni

ucinnosti 1écby infekce zpisobené H. contortus.

Nejprve byla vyzkumna pozornost zaméfena piedevSim na oxidacni enzymy,
naptiklad cytochromy P450 (CYP) (Laing et al. 2015). Genom H. contortus koéduje
pocetnou rodinu CYP. Tyto enzymy se vyznamné podileji na 1. fazi biotransformace
xenobiotik a exprimuji se hlavné ve stfevé parazita. VétSina téchto enzymu u H.
contortus vykazuje vysSS§i miru konstitutivni exprese v larvalnich stadiich oproti

dospé€lym jedincim.

Katedra biochemickych véd na Farmaceutické¢ fakult¢ UK se =zabyva
problematikou rezistence H. contortus v souvislosti s anthelmintiky dlouhodobé. Prace
vyzkumné skupiny zahrnuje Siroké spektrum ex vivo a in vitro experimenti, které jsou
zaméfené na biotransformacni enzymy helmintl. Vyzkum se zde nesoustedi jen na
expresi genti kddujicich enzymy, ale také na stanoveni schopnosti biotransformacnich
enzymul metabolizovat anthelmintika v zavislosti na citlivosti kmene H. contortus vici
lé¢ivu a pohlavi jedinch. Srovndni konstitutivni a anthelmintiky indukované genové
exprese mezi citlivymi a rezistentnimi kmeny by mohlo pfispét k identifikaci genli

podilejicich se na vzniku rezistence.

V ramci vyzkumu rezistence na katedie byla nejdiive pozornost zamétfena na
UGT, protoze neaktivni biotransformacéni produkty benzimidazolovych anthelmintik
byly v riznych pozicich glykosylované (Stuchlikova et al. 2018). Vyzkum (Matouskova
et al. 2018) se zabyval porovnanim konstitutivni exprese genil ugt v ramci obou pohlavi

dosp€lct H. contortus a mezi ttemi kmeny — citlivymi (ISE) a rezistentnimi (IRE, WR).
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V ramci tohoto vyzkumu byla také provedena fylogenetickd analyza ugt u H. contortus
a volné zijiciho homologniho organismu C. elegans. Porovnani konstitutivni exprese ugt
prokazalo vyssi expresi genu kddujiciho UGT368B2 u obou rezistentnich kmeni i obou
pohlavi. Vyzkum (Kellerova et al. 2020) se zabyval konstitutivni expresi UGT v
juvenilnich stadiich (vajicka, L1, L3) kment (ISE, IRE, WR) H. contortus. V ramci
tohoto vyzkumu byl zdroveil popsan metabolismus ABZ v juvenilnich stadiich. Tento
vyzkum identifikoval odliSnou miru exprese u nékolika ugt mezi kmeny v priabéhu
zivotniho cyklu H. contortus. Vétsina UGT vykazovala vyssi miru exprese v juvenilnich
stadiich v porovnani s dospélymi jedinci. Gen kédujici UGT368B2, ktery vykazoval u
dospélct rezistentnich kment vys$si expresi, vykazoval vyssi expresi také v rezistentnich

kmenech L1 a L3.

Metabolické drahy xenobiotik v aerobnich organismech probihaji ¢astéji pomoci
oxidacnich procesi nez prostfednictvim redukénich procesii. U nékterych anthelmintik,
obsahujicich karbonylové slou€eniny, v§ak dominuji redukéni reakce. Naptiklad u FLU
je nejvice zastoupeny metabolit redukovany, pficemz bylo zjisténo, ze vét§i mnozstvi
redukovaného FLU vznika u rezistentniho kmene H. contortus (Stuchlikova et al.
2018). Proto se momentaln¢ vice pozornosti vénuje enzymiim redukujicim xenobiotika

(Rychla et al. 2024; Stérbova et al. 2023).

Zvysenou aktivitu enzymu lze regulovat jeho inhibici. Z tohoto diivodu byl
proveden vyzkum (Rychla et al. 2024) s cilem identifikovat G¢inné inhibitory enzymu
metabolizujicich flubendazol (FLU) na redukovanou formu (FLU-R) u rezistentnich
(IRE) a citlivych (ISE) kment H. contortus. Tato studie prokazala inhibici redukce FLU
naringeninem a menadionem u dospélct IRE i1 ISE kment. Naopak dalsi potencidlni
inhibitory jako kyselina glycyrrhetinovd a mebendazol vykazovaly inhibi¢ni u¢inek
pouze u ISE kmene. Podobné se vyzkum (Dimunova et al. 2022) zabyval identifikaci
potencidlnich inhibitord konjuga¢nich enzymd. Tato studie tfi potencidlnich inhibitort —
S-nitrouracilu, 4,6-dihydroxy-5-nitropyrimidinu a sulfinpyrazonu — oznacila

sulfinpyrazon, jako potencialni inhibitor glykosylace ABZ enzymy UGT u H. contortus.

Ackoli SDR jsou enzymy, které se nachdzeji ve vSech studovanych organismech,
dlouho nebyly dostupné zadné detailni informace o této nadrodin€ u H. contortus az do
roku 2023. Diplomova prace byla provedena v navaznosti na studii (Stérbova et al.

2023), kterd se zabyvala konstitutivni expresi genli sdr. Tato studie navrhuje vybrané
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sdr, véetn¢ sdri2, jako mozné geny souvisejici s anthelmintickou rezistenci. V této
studii byla metodou qPCR prokadzdna zvySend exprese genu sdrl2 ve vétsing
vyvojovych stadii IRE kmene H. contortus. Zapojeni kandidatnich genii do mechanismu
rezistence vSak muze byt potvrzeno pouze funk¢ni analyzou. Na tomto podkladé bylo
v ramci experimentalni ¢asti této diplomové prace provedeno klonovani plasmidového

vektoru s vlozenym genem sdri2 za Gcelem exprese piislusného proteinu.
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7 Zaver

V teoretické ¢asti diplomové prace byla provedena literarni reSerSe, ve které byla
popséana parazitickd hlistice vlasovka slezova (Haemonchus contortus), onemocnéni
zpusobené timto parazitem, problematika rezistence hlistic na anthelmintikou lécbu,
metabolismus xenobiotik a enzymy dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem

(SDR) podilejici se na biotransformaci anthelmintik.

V experimentalni ¢asti prace byl piipraven plasmid s kodujici sekvenci genu
sdrl2 a ptislusny rekombinantni protein. Metodou PCR byl amplifikovan kodujici usek
genu sdrl2, ktery byl zaligovan do klonovaciho vektoru pGEM®-T Easy. Sekvenaci
zaligovaného vektoru byla ovétena syntéza amplifikovaného useku genu sdri2. Insert
byl z vektoru vystépen restrikénimi endonukleasami a zaligovan do expresniho vektoru
pET22-b(+). Z bunécné kolonie E. coli, kterd obsahovala zaligovany pET22-b(+), byl
po indukci genové exprese izolovan rekombinantni protein. Pfitomnost histidinové
znaCky (His Tag) v sekvenci umoznila precisténi proteinu a jeho detekci metodou
western blot. Pfipraveny rekombinantni protein bude mozné vyuzit ke zkoumani jeho

enzymatické aktivity.
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8 Seznam zkratek
* AA — akrylamid
* ABC — ATP-binding cassette
* ABZ — albendazol
* ABZSO — albendazol-sulfoxid
* AKR — aldo-ketoreduktasy
* APS — ammonium persulfate, persiran amonny
* ATP — adenosine triphosphate, adenosintrifosfat
* BCA — bicinchoninic acid, kyselina bicinchoninova
* bp — base pair, par bazi
* BSA — bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin
* BZ — benzimidazoly
* CBR - carbonyl reductase, karbonylreduktasa
* CCC — covalently closed circle
*cDNA — complementary DNA, komplementarni DNA
* CDS — coding sequence — kodujici sekvence
* C. elegans — Caenorhabditis elegans
* cfu — colony forming units, jednotka tvoftici kolonie
* CRD - cortisone reductase deficiency, kortizon reduktasovy deficit
* CYP — cytochrom P450
* ddH20 — double-distilled H>0, dvakrat destilovana H>0
* ddPCR — droplet digital PCR, kapkova digitalni PCR
* DNA — deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
* ANTPs — deoxynucleotide triphosphates, deoxynukleotid trifosfaty
* DTT — dithiotreitol
* E. coli — Escherichia coli
* EDTA- ethylenediaminetetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraoctova
* ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

* FAMACHA - Faffa Malan Chart
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* FLU — flubendazol

* FLU-R — redukovany flubendazol

* FMO - flavinové monooxygenasy

* F primer — forward primer, ptedni primer

* GluCIRs — glutamatové receptory chloridovych iontovych kanal
* GSH — glutathion

* GST — glutathion-S-transferasy

* Hb — hemoglobin

* H. contortus — Haemonchus contortus

* HCT — hematokrit

* His Tag — znaceni obsahujici 6 histidint v sekvenci za sebou
* HSD — hydroxysteroid-dehydrogenasy

*IMAC — immobilized metal affinity chromatography, afinitni chromatografie
s imobilizovanym kovem

* IPTG — isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

* IRE — inbred resistant-Edinburgh strain, rezistentni kmen H. contortus

* ISE — inbred susceptible-Edinburgh strain, citlivy kmen H. contortus

* ITS2 — internal transcribed spacer 2, druhy vnitini transkribovany spacer
* L —larvélni stadium H. contortus

* lac — lactose

* LB médium — Luria-Bertani medium

* MCHC — mean corpuscular hemoglobin concentration, stiedni koncentrace
hemoglobinu v erytrocytech

* MCV — mean corpuscular volume, sttedni objem erytrocytu

* ML — makrocyklické laktony

* MWCO — molecular weight cut-off

* NADPH — Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

* nAChR — nikotinovy acetylcholinovy receptor

* Ndel — 1. restik¢ni endonukleédza izolovana z Neisseria denitrificans
* OC — open circular
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* OD600 — optical density, opticka hustota pii vinové délce 600 nm
* PCR — polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
* PGE — prostaglandin E

* P-gp — P-glykoprotein

* qPCR — quantitative PCR, kvantitativni PCR

* RDH - retinoldehydrogenasy

* RE — restrik¢ni endonukleasy

* RNA — ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

* rpm — revolutions per minute, otacky za minutu

* R primer — reverse primer, zadni primer

* SDR - short-chain dehydrogenase/reductase, dehydrogenasy/reduktasy
s kratkym fetézcem

* sdr — gen kodujici enzym SDR
* SDS — sodium dodecyl sulfate, dodecylsiran sodny

*SDS-PAGE -  SDS-polyacrylamide  gel electroforesis, elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS

* SMS — Sequence Manipulation Suite
* SNP — single nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus
* SOC médium — super optimal broth with catabolite repression medium
* TAE — Tris-acetat-EDTA
* Taq DNA polymerasa — DNA polymerasa izolovana z Thermus aquaticus
* TBST — Tris-buffered saline + Tween 20
* TEMED — tetramethylethylendiamin
* TEV — tobacco etch virus
* UDP — uridine diphosphate, uridindifosfat
* UGT — UDP-glykosyltransferasa
* ugt — gen kodujici enzym UGT
* UV — ultraviolet light, ultrafialové zatreni
* WR: White River multidrug resistant strain, multirezistentni kmen
* X-Gal - 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid
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* Xhol — 1. restikéni endonukleaza izolovana z Xanthomonas holcicola
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13 Prilohy

Nukleotidova kddujici sekvence (CDS) — HCON 00049110 (sdri?2)

-TTTAATACAGGGAAGTTCTTCGGTCGGACTGTTGTTATCACCGGAGCCTCTCGCGG
GATCGGGAAAGAAATCGCATTGAAGCTGGCAAAGGATGGAGCCAACATCGTCATAGCTG
CTAAAACCGCAACCGCTCATCCGAAGCTGCCGGGAACTATCTACACTGCTGCAGAAGAG
GTTGAAAAGGCTGGGGGAAAAGCGTTAGCGTGCATAGTTGACGTGCGTGATGAGGTATC
CGTGCGACAAGCCGTCGAGTCGGCTGTGAAAAAATTCGGCGGAATAGATATACTCATCA
ACAATGCCTCAGCGATTAGTCTCACCAACACTGAAGACACTGAGATGAAAAGATATGAT
CTGATGCATTCGATAAACACAAGAGGAACATTTTTAATGTCAAAAACTTGCCTACCGTA
TCTCAAACAAAGCAAAAATGCACATATTTTGAACATTTCCCCACCATTGCTGATGGAAC
CAAGGTGGTTCTCTAACCATGTGGCATATACGATGGCAAAGTATGGTATGTCAATGTGC
GTGCTCGGAATGCATGACGAATTTCGGTCGTACGGAGTTGCCGTCAACGCGTTATGGCC
ATTGACGGCGATTTGGACTGCTGCCATGGATATGCTCAGTAATGGCGCCGGTGCTTCCG
GCTCACGAAAAGCTGCTATAATGGCAGACGCGGCCTATGCCATGTTGTCAAAAAATAGT
CGTGAATACACTGGTCACTTTGCCATTGACGAGGAAATATTGCGAGCTGAGGGAGTGAC
CGATTTCACCAAATACGCCGTTGACCCCAGTGCACCCCTGACAGCAGATTTCTTCATTC
CGAATGCTGAGAATTATCCGGAGACGTTTCGTTTATCACGCGAAACACAACCGGCTGCC
AGTTTATCTGGGAAGACCGCTCTAGATGACGATATCGCAAATGTTATAGCGAACATGGA
GAAAAGGCTCTCCAAGGTTTTGGTCGATAAGCTGCAAGCTGTTTTCGAATTCACGCTCA
CAGGTGATAAAGAACGGAAGATCGTTATAGATTTGAAGAATGGGAGTGGATCCATAAGC
GATAGTGGAGACGATCATGCAGATGTCAAGTTTACTTTGGCTGCTGCAGATTTCGCACC
GATGTTCACTGGGAAGCTTACGCCAACGAATGCCTATATGTCAAAGAAACTCACAATCA
AGGGTGACATGAGAAAAGCTTTGACACTGGAAAGCGTTCTGAAGGAAATGAACAAGAGT

AAATTGTGA

Cervené je oznaGeny start kodon ATG — pocatek translace. Modie je oznateny stop
kodon TGA. Zelené jsou oznacené sekvence CDS, dle kterych byly navrZzené F a R

primery pro amplifikaci.
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