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ABSTRAKT

Fascioloides magna, dvouhostitelska motolice z ¢eledi Fasciolidae parazitujici u domécich a
volné Zijicich piezvykavcd severni Ameriky a stiedni Evropy véetné Ceské Republiky.
V Ceské republice se vyskytuje tento vysoce patogenni helmint u jelenovitych a turovitych,
pficemz zpusobuje t¢Zkd poSkozeni jater a prevalence této ndkazy misty dosahuje az 95%.
Presto biologie F.magna dosud neni zcela prozkoumana a informace souvisejici s
molekularni podstatou interakce mezi parazitem a hostitelem ¢i funkce urcitych molekul
produkovanych timto parazitem zlstavaji velmi omezené. Dle zjisténi naSeho pfedchoziho
vyzkumu exkre¢né-sekrecni produkty dospélce F. magna (ESP) obsahuji zna¢né mnozstvi
molekul, které hraji zasadni roli pfi priniku do tkani hostitele, traveni a Uniku pfed imunitni
odpovédi. Mezi nejvice abundantni patii cysteinova peptidaza - cathepsin L (FmCL).
Predpoklada se, ze FmCL hraje klicové role v pribéhu celého zivotniho cyklu, u vSech stadii
a v ruznych procesech. Za timto tcelem jsme provedli pilotni studii, v nizZ jsme stanovovali
urovenl exprese FmCL u miracidii a dospélct. Pro porovnani miry exprese u téchto dvou
stadii byla aplikovana metoda qPCR. Vysledky experimentu potvrdily nase ocekavani, ze u
dospélych Cervi je tento enzym exprimovan v mnohem vétsi mife nez u miracidii. Soucasné
jsme se pokusili expresi FmCLI1 lokalizovat na histologickych fezech dospélcem, avSak

pozorovany signdl lokalizaci jasn€ neprokazal.

Klicova slova: Fascioloides magna, cysteinové peptidazy, cathepsin L, exprese, gJPCR, RNA
in situ hybridizace



ABSTRACT

Our experimental organism Fascioloides magna is a digenetic liver fluke from Fasciolidae
family which parasitizes in domestic and free-living ruminants of North America and Central
Europe including Czech Republic. In Czech Republic this highly pathogenic worm causes a
severe liver damage to cervids and bovids and the prevalence locally reaches up to 95%.

The biology of F. magna including e.g. the characteristics of host-parasite molecular
interaction and the functions of particular molecules produced by the parasite are not fully
understood. According to results of our previous research the excretory-secretory products of
F. magna adults contain number of molecules which play the crucial role in host tissue
invasion, digestion and evasion of the host immune response. One of the most abundant is
cysteine peptidase cathepsin L (FmCL). FmCL is supposed to play various key roles in
biological processes of all stages during a life cycle and therefore we can suppose its different
expression level in particular life stages. In order to define the expression level of FmCL we
performed the pilot study with miracidia and adults where the qPCR method was applied. The
results of this experiment revealed much higher expression level of FmCLL1 in adults than in
miracidia. The attempt to in situ localize the mRNA transcripts of FmCL1 in parafin sections

of adult worm was also realized but the localization of recorded signal was not clear.

Keywords: Fascioloides magna, cysteine peptidases, cathepsin L, expression, gPCR, RNA in
situ hybridization
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ESP — exkrec¢né sekre¢ni produkty
ISH — in situ hybridizace

CL — cathepsin L

CB — cathepsin B

CC — cathepsin C

CE — cerkariova elastaza

CD — cathepsin D

CF — cathepsin F

LAP — leucin aminopeptidaza
LGMN — legumain

gPCR — kvantitativni PCR

Konkrétni enzymy jsou vzdy pojmenovany zkratkou ptislu§ného organismu a nasledné
zkratkou enzymu napt. cathepsin L Fascioloides magna - FmCL



UVOD

Zastupci ¢eledi Fasciolidae predstavuji dvouhostitelské motolice. Definitivnimi hostiteli jsou
doméaci ¢i volné Zijici pfezvykavci, v nékterych piipadech i Clovék. Nakaza jaternimi
fasciolidnimi motolicemi (napi. fascioloza — Fasciola hepatica, F. gigantica; fascioloidoza —
Fascioloides magna), je zavazné onemocnéni piezvykavci i ¢lovéka (Lotfy et al. 2008).
V celosvétovém meéftitku zptisobuje ndkaza t€émito parazity znacné hospodaiské Skody a pocet
lidskych nakaz v pripad¢ fascioldzy se odhaduje az na 17 miliontt (Mas-Coma et al. 2005,
Piedrafita et al. 2010). V souvislosti vyvojem chemoterapeutik a vakcina¢nich latek
namifenych proti témto motolicim jsou pak zkoumdny esencidlni molekuly, které hraji
zasadni roli v biologickych procesech napfi¢ celym zivotnim cyklem téchto motolic. Jednou
z takovych skupin molekul jsou proteolytické enzymy, tzv. peptidazy. Peptidazy se ucastni
dalezitych procest jako je penetrace do hostitele, migrace tkani, traveni ¢i unik pfed imunitni
odpoveédi hostitele (Tort et al. 1999, Delcroix et al. 2006, McKerrow et al. 2006). Sou¢asné se
fadi mezi abundantni enzymy obsazené v exkre¢né-sekre¢nich produktech dospélct téchto

motolic (Dowd et al. 1994, Jefferies et al. 2001, Robinson et al. 2009).

Nejvice prozkoumanou skupinou peptidaz jsou tzv. cysteinové peptidazy, kam patii enzymy
jako napf. cathepsin L, B, legumain a dalsi. Cysteinové peptidazy jsou multifunkéni enzymy,
jejichz funkce se mize v pribc¢hu Zivotniho cyklu ménit a stejné tak zfejmé i jejich exprese
(Sajid & McKerrow 2002, Robinson et al. 2008a, Rawlings & Salvesen 2013). Vyzkum
exprese téchto enzymi u jednotlivych stadii motolic ndm pak pomaha pochopit jejich funkci
Vv pritbéhu Zivotniho cyklu a provazanost s jednotlivymi procesy. V minulosti bylo prokazano,
ze exprese téhoz genu se v prub&hu zivotniho cyklu konkrétni motolice mize dramaticky
ménit (Ghoneim et al. 2008, Dvoték et al. 2009, Doleckova et al. 2010). Informaci o trovni
exprese je tedy mozné vyuzit také za Ucelem piipravy a zvySeni ucinnosti nékterych
antiparazitarnich latek. Parazitovi miZe byt napf. znemozZnéna migrace, pokud bude
chemoterapeutikum cileno na peptidazu urcenou k migraci juvenilniho stadia (napi. CL3 a
CB1-3 u NEJ F. hepatica), ¢cimz by bylo mozné uz na pocatku zabranit propuknuti infekce
(Cancela et al. 2008, Corvo et al. 2009, Norbury et al. 2011).

V této praci jsme se zaméfili na sledovani exprese cysteinové peptidazy - cathepsinu L u
vyvojovych stadii Fascioloides magna (miracidia a dospélci).



CILE PRACE

1)

2)

3)

4)

Zpracovat dostupnou literaturu orientovanou na peptidazy motolic a shrnujici zejména
informace o urovni exprese a lokalizaci jednotlivych peptidaz u jednotlivych vyvojovych
stadii motolic.

Pomoci metod PCR/qPCR ovéfit zastoupeni katepsinu L u jednotlivych vyvojovych
stadii Fascioloides magna a méfit uroven jeho exprese.

S vyuzitim metod RNA in situ hybridizace se pokusit lokalizovat oblasti s nejvyssi mirou
exprese katepsinu L

Nameéifend data porovnat s publikovanymi informacemi pro nejptibuznéjsi parazitické

organismy napfi. Fasciola hepatica a Fasciola gigantica.



LITERARNI PREHLED

1.1 Celed Fasciolidae

Motolice z ¢eledi Fasciolidae jsou jedny z nejvétSich, nejznaméjsi a z pohledu veterinarni
mediciny nejvyznemnéjSich dvouhostitelskych trematod. Tato celed v soucasné dobé
zahrnuje 6 rodu a 9 znamych zastupci - Fasciola hepatica, F. gigantica, F. jacksoni, F.
nyanzae, F. tragelaphi, Fascioloides magna, Fasciolopsis buski, Protofasciola robusta,
Parafasciolopsis fasciolaemorpha (Lotfy et al. 2008). Ackoliv se jedna ptedev§im o jaterni
(ptip. stfevni — F. buski, P. robusta) parazity velkych herbivornich savct, 3 druhy téchto
motolic mohou parazitovat i u ¢lovéka (F. hepatica, F. gigantica, F. buski) (Mas-Coma &
Bargues 1997, Lotfy et al. 2008). Za bazalni fasciolidy této ¢eledi jsou povazovany druhy
Parafasciola robusta (slon), F.buski (prase,Clovék) a P. fasciolaemorpha (jelenoviti)
parazitujici V tenkém stfevé definitivniho hostitele. Jejich mezihostiteli jsou na rozdil od
ostatnich zastupct plzi Celedi Planorbidae. S postupnym geografickym rozsitenim, vznikem
novych druht a pfizpisobenim se jinym definitivnim hostitelim se vyvinula i dal$i organova
lokalizace paraziti této Celedi. Evoluéné mladsi motolice F. hepatica, F. gigantica,
F. jacksoni, F. magna parazituji ve zlu¢ovodech nebo jaternim parenchymu definitivnich
hostitelli a jako mezihostitelé figuruji v Zivotnim cyklu plzi z celedi Lymneidae. VSechny
motolice ¢eledi Fasciolidae v§ak prochazeji obdobnym vyvojovym cyklem viz. Obr. 1. (Mas-
Coma & Bargues 1997, Lotfy et al. 2008, Roberts & Janovy 2009).V této diplomové praci se
kromé experimentalniho organismu Fascioloides magna, vénuji charakterizaci dalSich dvou

dobie prozkoumanych motolic této ¢eledi F. hepatica a F. gigantica.



Dospélci F. hepatica i F. gigantica byvaji lokalizovani ve zlu¢ovodech pievazné ovci, koz a
dobytka (ptip. ¢loveka). Fasciola hepatica je kosmopolitné rozsifena v mirném pasu a
F. gigantica se vyskytuje v tropickém pasu hlavné Afriky a Asie. V mistech, kde dochazi
k piekryvani oblasti vyskytu obou druhd (hlavné v Africe a Asii), mohou byt u nékterych
zvitecich definitivnich hostiteld detekovany oba druhy motolic soucasné, pficemz muze
dochazet i k jejich hybridizaci. (Ashrafi et al. 2006, Periago et al. 2008, Mas-Coma et al.
2009). Onemocnéni, které zptuisobuje nakaza témito dvéma druhy, se nazyva fascioldza a fadi
se mezi nejcastéjsi parazitozy svéta (Mas-Coma 2004, Mas-Coma et al. 2005, 2009). Nejvice
ptipadi lidské fascioldzy je zaznamenavano vV ramci Evropy hlavné ve Francii, Portugalsku a
Spanélsku a Velké Britanii (Esteban et al. 1998, Keiser & Utzinger 2009). Jizni a vychodni
Asie, hornaté oblasti Jizni Ameriky, oblasti kolem Kaspického mote a udoli Nilu patii mezi
endemické oblasti, kde je lidska fasciol6za vaznym problémem (Esteban et al. 1998, Mas-
Coma et al. 1999, Curtale et al. 2000, Mas-Coma 2004). Veterinarni fasciol6za piezvykavci
predstavuje pak celosvétovy problém, jak zhlediska vyznamnych ekonomickych ztrat
(Spithill & Dalton 1998, McManus & Dalton 2006), tak z hlediska mozného pfenosu na
¢lovéka (Mas-Coma et al. 2005). U nakazenych kust dobytka dochazi k poklesu produkce
mléka i omezeni vahového pfiristku, ¢imz se snizuje vynos masa. Navic se ke klinickym
projeviim fascioldzy oslabeného jedince mohou pfidruzit sekundarni bakteridlni infekce
negativné jesté vice ovlivityjici kondici zvifat. To mé neztidka za nasledek az thyn hlavné
mladych zvifat, pficemz u ovci jsou thyny ¢ast&jsi nez u dobytka (Pybus 2001).V souvislosti
s kazdoro¢nimi vyznamnymi ekonomickymi ztratami, zvySujici se prevalenci lidskych nakaz
a zdravotnim rizikem, které tyto motolice ptedstavuji, nartista také vyznam védeckych
vyzkumt zaméfenych na boj s témito parazity. Jednou z moznosti potencialni cili v tomto
boji mohou piedstavovat i esencidlni molekuly produkované témito motolicemi, na néz je
mozné zacilit nejriznéjs$i typy léciv, nebo které lze vyuZzit jako soucdst vakcinacnich
ptipravka (Piacenza et al. 1999, Mulcahy & Dalton 2001, Dalton et al. 2003a, McManus &
Dalton 2006, Changklungmoa et al. 2012). Navic diky porozuméni principim molekularniho
fungovani nejriznéjSich d&ji v zivém organismu prostiednictvim detailni charakterizace
funkcei téchto molekul nam nasledné umozni poodhalit nékteré neprobadané oblasti z biologie

parazita i jeho hostitele.



Vzhledem k blizké ptibuznosti F. hepatica a F. gigantica s experimentalnim organismem této
prace F. magna, mohou byt nékteré z dfive zaznamenanych poznatk vyuzity pfi naSem

vyzkumu a soucasné nase vysledky extrapolovany na zminéné druhy motolic.

1.1.1 Fascioloides magna

Fascioloides magna (Bassi, 1875) je jaterni motolice ¢eledi Fasciolidae s dvouhostitelskym
zivotnim cyklem, ktery zahrnuje jako mezihostitele plze zceledi Lymnaidae. V naSich
podminkach slouzi jako mezihostitel vodni plicnaty plz Galba truncatula, nicméné byla
zaznamenana také piirozena nakaza plza rodu Radix (Erhardova-Kotrla 1971, Faltynkova et
al. 2006, Leontovy¢ et al. 2014). Primarnimi definitivnimi hostiteli F. magna jsou zastupci
&eledi jelenovitych (Cervidae), u kterych prevalence této nakazy dosahuje v CR misty az 95%
(Erhardova-Kotrla 1971, Novobilsky et al. 2007).

Tento parazit je v Ceské republice nepiivodnim druhem, p¥i¢emz se jedna o druh do Evropy
zavleCeny v prubéhu 19. stoleti ze Severni Ameriky spolu s jelenci béloocasymi (Odocoileus
virginianus) a jeleny wapiti (Cervus elaphus canadensis) (Swales 1935, Erhardova-Kotrla
1971). V ramci Evropy se F. magna vyskytuje v Chorvatsku, Némecku, Polsku, Mad’arsku,
Rakousku, Ceské Republice a na Slovensku (Majoros G 1994, Majoros et al. 2000,
Marinculic et al. 2002, Rajsky et al. 2002, Novobilsky et al. 2007, Kasny et al. 2012,
Sattmann et al. 2014, Demiaszkiewicz et al. 2015, Malcicka 2015). V Ceské Republice byly
nékazy F.magna zaznamenany piedeviim v oblasti Jiznich a Stfednich Cech a Sumavy

(Novobilsky et al. 2007, Kasny et al. 2012)

Pfi ndkaze definitivniho hostitele ¢eledi Cervidae, jsou dospéli ¢ervi F. magna o velikosti
2,5-10 cm lokalizovani v jaternim parenchymu v pouzdie z pojivové tkané, které vytvari
télo hostitele reagujici na infekéni agens. Dosud neni prokdzano, zda parazit k tvorbé
pseudocysty néjakym zplisobem pfispiva. Motolice v této jaterni pseudocysté, propojené
zlucovody, dospivaji a produkuji vajicka, kterd odchazeji do vnéjSiho prostfedi se stolici
(Swales 1935, Erhardova-Kotrla 1971). Takovi hostitelé se nazyvaji specificti definitivni
hostitelé. Tato motolice se ale mize vyskytovat i u dalsich kopytnikd, ktefi v zivotnim cyklu

parazita hraji roli tzv. nespecifickych ¢i netypickych hostitelti (Pybus 2001).



V ptipadé nespecifickych hostitellt jsou dospélé motolice produkujici vajicka obklopeny
Vv jaterni tkani pseudocystou, jejiz morfologie neumoziuje prichod vajicek travicim traktem
do vngjsiho prostiedi. Zivotni cyklus parazita je tak pierusen. Nespecifickym hostitelem je
napf. tur doméci (Bos primigenius f. taurus) (Swales 1935, 1936, Pybus 2001).

Pfi nakaze netypickych hostitell nedochazi v jaterni tkani K tvorbé pseudocysty. Motolice
tak neustale migruji (nejen) jaternim parenchymem bez dosazeni pohlavni dospé€losti. Béhem
této migrace ¢asto dochazi také k proniknuti do plic. Kontinualni migrace nedospélych ¢ervi
pak muze zplsobit zna¢né poSkozeni vnitfnich organti, které mize byt vV pozdni fazi Casto
letalni. Netypickym hostitelem F. magna je napt. koza domaci (Capra hircus) nebo ovce
domaci (Ovis aries) (Erhardova-Kotrla & Blazek 1970, Foreyt & Todd 1976, Pybus 2001).

1.1.1.1  Zivotni cyklus F. magna

Vzhledem k tomu, Ze mezihostitelem F. magna je vodni plz, je Zivotni cyklus této motolice
véazan na vodu. Silnosténna vajicka s operkulem se uvolnuji z trusu definitivnich hostitelt do
vodniho prostiedi a pii teploté 15-30°C po dobu 4-7 tydnl se vyviji obrvend larva
miracidium, ktera opousti vajicko operkulatnim otvorem (Swales 1935, Campbell 1961).
Miracidium aktivné¢ vyhledava mezihostitele a S vyuzitim obsahu penetraénich Zzlaz
pravdépodobné proteolytickych enzymt) je schopné penetrovat do téla plze. Se zménou
prostiedi se miracidium pfi priicchodu do téla plze méni na staddium zvané sporocysta a dochazi
k zapoceti asexudlniho mnozeni parazita. Postupné vznikaji matefské rédie, které nasledné
opousti télo sporocysty protrzenim télni stény, jehoZz nasledkem sporocysta hyne a zbylé
zarodky redii dokoncuji svlij vyvoj ve tkanich plze (Swales 1935, Erhardova-Kotrla 1971).
Uvnitt téla matetskych rédii dochazi obdobnym zptsobem jako u sporocysty k asexualnimu
mnozeni a vzniku dal$i generace redii — dcefinych rédii (Laursen & Yoshino 1999). Jaky je
findlni pocet generaci téchto larvalnich stadii neni dosud zcela jasné. Swales (1935) a
Erhardova-Kotrla (1971) se shoduji na po¢tu 2 generaci, zatimco Vignoles et al. (2006)
zminuji u velkych plzi Galba truncatula pritomnost i tfeti generace mirn¢ degenerovanych
redii. Kompletni vyvoj uvnitf plze trva 40-58dni (Swales 1935) a doba tohoto vyvoje je
primarné zavisla na teploté vnéj$iho prosttedi a druhu plze. Je zdokumentovano, ze parazit je
dokonce schopen v mezihostitelském plzi v podobé riznych vyvojovych stadii i pfezimovat

(Erhardova-Kotrla 1971). Uvnitt redie vznika stadium cerkarie, kterd opousti télo plze, volné
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plave a zachytava se na vegetaci. Za pomoci cystogennich Z1az se cerkarie encystuje, méni se
tak na odolné dormantni stadium zvané metacerkarie, které¢ je infekéni pro definitivniho
hostitele. Po pozifeni metacerkarie spolu s vegetaci se metacerkarie ve stievé definitivniho
hostitele excystuje, juvenilni motolice penetruje stfevni sténu a migruje jaternim
parenchymem, kde nasledné, opouzdiena pojivovou tkani hostitele, dospiva (Erhardova-
Kotrla 1971, Foreyt & Todd 1976). V tzv. pseudocysté dochazi k produkci vajicek, kterd
odchazi z téla hostitele travicim traktem a spolu s trusem se dostavaji do vnéjSiho prostiedi
(Swales 1935, Erhardova-Kotrla 1971, Malcicka 2015). Podle Erhardova-Kotrla (1971)

mohou dospélé motolice prezivat v hostiteli az 5 let.

Obr. 1. Schéma Zivotniho cyklu motolice Fascioloides magna (kresba L. Jedlickova).
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Je ziejmé, ze v pribéhu zivotniho cyklu se jednotliva stadia neobejdou bez ucinkl Sirokého
spektra mnolekul, které produkuji. Predpokldda se také, ze konkrétni jednotlivd molekula
muze byt zapojena u riznych zivotnich stadii v n€kolika odlisSnych procesech. Nékterymi
z takovych molekul mohou byt také proteolytické enzymy (peptidazy), které jsou esencialni
napt. pro uspeSné proniknuti do hostitele, traveni ¢i vyhybani se imunitnimu systému
(Chapman & Mitchell 1982, Carmona et al. 1993, Yoshino et al. 1993, Berasain et al. 1997,
Tort et al. 1999, Caffrey et al. 2004, Delcroix et al. 2007, Dvotédk et al. 2008). V ptipade
motolic bylo prokazano, ze nékteré z téchto enzymu jsou striktné syntetizovany pouze jednim
stadiem napf. cerkariova elastaza - cerkarie Schistosoma mansoni (McKerrow 1989, Salter et
al. 2002), a jiné mohou mit zastoupeni v ramci celého zivotniho cyklu ur¢itych druhti motolic,
napi. cathepsin L u F.gigantica (Ghoneim et al. 2008), cathepsin B u Trichobilharzia regenti
(Doleckova et al. 2010). Predlozena diplomova prace se zabyva problematikou rozdilné
exprese cysteinové peptidazy F. magna, pravé cathepsinu L, Vv riznych stadiich zivotniho

cyklu.

1.2 Peptidazy

Jak uz bylo zminéno, peptidazy jsou enzymy, které hraji zasadni roli v Zivotnich procesech
vSech organizmi veetn€ motolic. U dobfe prozkoumanych ¢eledi motolic, jako Fasciolidae a
Schistosomatidae bylo prokazano, ze jak u larvalnich stadii, tak i u dospélych motolic jsou
peptidazy dilezitou soucasti procest interakce mezi parazitem a hostitelem (Tort et al. 1999,
Prowse et al. 2002, Caffrey et al. 2004, Collins et al. 2004, Delcroix et al. 2007, Dvorak et al.
2008). Peptidazy motolic se dostaly do poptedi svétového vyzkumu pfiblizné¢ ve druhé
poloving 20. stoleti (v 1. poloviné 20. stoleti, jesté nebyla zadna z peptidaz podrobné
zkoumana), coz ma souvislost také s odhalenim detailti zivotnich cykli jednotlivych druht
motolic. V padesatych letech 20. stoleti byla prokazana proteolytickda aktivita sekretd
penetracnich zlaz larvalnich stadii (cerkarii) u jednoho z nejvice studovanych modelovych
organismi - Schistosoma mansoni (Lee & Lewert 1956, Timms & Bueding 1959, Stirewalt &
Kruidenier 1961), pozdéji také u dospé€lci Fasciola hepatica (Howell 1966, Rupova &
Keilova 1979). Srapidnim pokrokem védy v oblasti molekularni biologie, biochemie a

imunologie bylo do dnesni doby charakterizovano velké mnozstvi téchto enzymu (Tab. 1.),



zejména z divodu jejich vyuziti jako cilt chemoterapeutik napft. inhibitor SmCB (McKerrow
et al. 2006, Abdulla et al. 2007) ¢i jako soucast vakcin (napft. cathepsiny L1 a L2 nebo leucin
aminopeptidaza u F. hepatica) (Dalton et al. 2003a, McManus & Dalton 2006, Acosta et al.
2008).

Tab. 1. Pocet peptidaz u nejvyznamnéjSich ¢eledi motolic podle databaze MEROPS
(verze 9.13) (http://merops.sanger.ac.uk) (Rawlings et al. 2014).

Fascioliae | Schistosomatidae | Paragonimidae | Opisthorchidae | Heterophyidae

13 20 13 123 4

1.2.1 Rozdéleni peptidaz

Peptidazy se rozdé€luji do nekolika skupin na zakladé¢ tiech hlavnich parametri:
a) pozice na aminokyselinovém fetézci, kde enzym katalyzuje hydrolyzu peptidické vazby
b) mechanizmus katalyzy

c) molekularni struktura

Podle pozice stépeni peptidické vazby se peptidazy déli na exopeptidazy, endopeptidazy a
omega-peptidazy. Exopeptidazy §tépi tuto vazbu na jednom z koncti polypeptidového fetézce
(N-konec, C-konec) a dale se ¢leni na aminopeptidazy (odstépuji aminokyselinu z N-konce),
di- a tripeptidyl-peptidazy (odstépuji dipeptid nebo tripeptid z N-konce), karboxypeptidazy
(odstépuji aminokyselinu z C-konce), peptidyl-dipeptidazy (odstépuji dipeptid z C-konce) a
dipeptidazy (Stépi dipeptidy). Endopeptidazy na rozdil od exopeptidaz $tépi peptidické vazby
uvnitt polypeptidového fetézce a omega-peptidazy (schopné Stépit i isopeptidickou vazbu)
Stépi peptidickou vazbu bez preference N- nebo C-konce (Barrett et al. 2004).

Mechanizmus katalyzy zavisi na povaze skupin postrannich fetézct, nachéazejicich se na

aminokyselinach aktivniho mista enzymu, a jejich vlastnostech (napf. u cysteinovych peptidaz
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SH’, u serinovych OH-) (Barrett et al. 2004). V soucasnosti jsou peptidazy na zakladé
mechanizmu katalyzy rozdéleny na tyto skupiny: serinové, cysteinové, threoninové,
aspartatové, glutaminové, asparaginové, metalopeptidazy a peptidazy s neznamym
mechanizmem Kkatalyzy, u kterych je znama pouze nukleotidova sekvence (Rawlings et al.
2014)

Jako rozsifeni soucasné klasifikace podle katalytického typu bylo zavedeno tiidéni do rodin a
klanti na zakladé molekularni struktury, homologie a také funkce do rodin a klant
(Rawlings & Barrett 1993). Rodina sdruzuje skupiny enzymi, ve kterych se kazdy enzym
evoluéné vztahuje alespont k jednomu z dalSich enzymi spadajicich do téze rodiny, a to na
zakladée celé sekvence, nebo alesponn jeji konzervované Ccasti, ktera je zodpovédna za
katalytickou aktivitu. Skupina rodin, vykazujicich vzajemnou evolu¢ni spojitost bez ohledu na

statistickou vyznamnost podobnosti sekvenci, je oznacovana jako klan.

1.2.2 Prehled nejvyznamnéjsich peptidaz vybranych skupin motolic

Vzhledem k nami zvolenému experimentalnimu organismu — Fascioloides magna je tato
kapitola zaméfena predevsim na peptidazy zastupctu Celedi Fasciolidae. U této Celedi bylo
dosud identifikovano a prozkoumano nejvice proteolytickych enzymd ze skupiny
cysteinovych peptidaz. Bylo prokazano, ze tyto molekuly hraji ve vyvoji motolic zdsadni roli
a jejich funkce i mira exprese se muze v prubéhu zivotniho cyklu ménit v zavislosti na zivotni
strategii jednotlivych stadii viz Obr. 1. Naptiklad miracidium vyhledava hostitelského plze a
vyuziva peptidazy k penetraci do jeho téla, béhem svého pohybu ve vod¢ nepfijimé Ziviny
(Boyunaga et al. 2001). Pokud srovname toto larvalni stadium napiiklad S plné vyvinutym
dospélcem, peptidazy jsou vyuzivany hlavné k traveni piijimané krve, nikoliv k penetraci
(napt. CL1 F.gigantica) (Ghoneim et al. 2008). Dale mohou vykonavat rozdilnou funkci
V parazitové zivotnim cyklu napf. jednotlivé isoformy cysteinovych peptidaz. Jejich exprese
je tedy v ramci zivotniho cyklu velmi fizena zivotni strategii daného stadia. U fasciolidnich
motolic patii mezi nejprozkoumanéjsi enzymy cysteinové peptidazy, napi. cathepsin B a L,
pficemz u nékterych z nich byla v souvislosti s jejich funkci lokalizovana i jejich exprese
(Dalton et al. 2003b, Meemon et al. 2004, 2010, Beckham et al. 2009)
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Jelikoz nejvice prozkoumanymi jsou v souvislosti s peptidazami motolice celedi
Schistosomatidae, kterd zahrnuje dobfe prozkoumani organismy Schistosoma mansoni a S.
japonicum, tak jsou nékteré z poznatki ziskanych u téchto motolic vyuzity v této praci
k doplnéni a srovnani podobnych informaci tykajicich se motolic fasciolidnich. Vyvojovy
cyklus a zivotni strategie schistosom se od fasciolidnich motolic li§i, nicmén¢ obé¢ tyto celedi
vykazuji urCité spole¢né znaky tykajici se napt. spektra nejdilezitéjSich identifikovanych
peptidaz a nékterych jejich funkci, kterymi jsou u Celedi Schistosomatidaec podobné jako u

Celedi Fasciolidae - cysteinové peptidazy.

Obr. 2. Zivoetni cyklus S. mansoni (upraveno podle Roberts & Janovy, 2009).
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V réamci ostatnich skupin motolic je soucasny vyzkum proteolytickych enzyml zamétren
predevsim na n€kolik dalSich druhti zejména z Celedi Opisthorchidae (napf. Opisthorchis
viverini, Clonorchis sinensis), Paragonimidae (napt. Paragonimus westermani) Tab. 2. Proto
je reSerSe informaci souvisejicich s peptidazami téchto motolic také pfedmétem této prace a

dale budou oznacovany jako ,,peptidazy dalsich motolic*.

1.2.3 Peptidazy a jejich funkce v kontextu s Zivotnim cyklem

Na zéklad¢ dostupnych informaci je evidentni, ze se funkce vétSiny uvedenych peptidaz
mohou ptekryvat. Je znamo, ze podobnou funkci mohou zastdvat také rtizné isoformy téhoz
enzymu, které jsou specificky exprimované v ur€itém zivotnim stadiu motolice
napt. FNCL1 - 5 u F. hepatica — juvenilni motolice a dosp¢lci (Dalton et al. 2003b, Cancela et
al. 2008, Corvo et al. 2009, Robinson et al. 2009, McVeigh et al. 2012). Jsou znamé také
ptipady, kdy podobnou funkci mize u riznych druht motolic vykonavat zcela jiny enzym
jako je tomu naptiklad u schistosom, kde je hlavni histolytickou peptidazou CB (Sajid 2003,
Dvorék et al. 2005), zatimco u F. hepatica plni tuto funkci CL (Dalton et al. 2003b).

Jesté¢ nedavno se trematodologové domnivali, Ze, z hlediska nezbytnosti pro preziti
parazita jsou dulezité peptidazy ptfedevSim invazivnich stadii a dospélych jedinc napf.
cathepsiny L a B u F. hepatica (Dalton et al. 2003b, Cancela et al. 2008, Robinson et al.
2011). V dnesni dobé¢ existuje vSak fada studii prokazujicich expresi a znacnou esencialitu
cysteinovych peptidaz také u larvalnich stadii pfip. 1 vaji¢ek motolic. Napiiklad CB ve
vajickach F. gigantica se nejspise tcastni utvareni vajecné skotfapky. Navic je mozné, ze je
tento enzym zapojen i do procesu degradace vitelogeninu (prekurzor zloutkového proteinu)
Vv pribéhu embryogeneze (Meemon et al. 2004). Dal$im znamym enzymem produkovanym
vajicky, ale i miracidii vykazujici odliSnou funkci je leucin aminopeptidaza schistosom, jejiz
predpokladanou funkci je naopak degradace vajecné skotapky pii lihnuti miracidii z vajicek
(Xu & Dresden 1986, McCarthy et al. 2004). Jakmile se miracidium zméni ve sporocystu
v téle hostitelského plze, predpoklada se, Ze cysteinové peptidazy exprimované miracidiem a
uréené K penetraci do plze, se ve stadiu sporocysty pravdépodovné tcastni procest nutnych k

zapoceti ¢i udrzovani infekce v hostitelském plzi (Yoshino et al. 1993).
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V nasledujici tabulce (Tab. 2.) je uveden prehled peptidaz, jejich funkci a zivotni stadium
motolice, u které je dany enzym exprimovan. Vzhledem k tématu diplomové prace (Expresni
profil katepsinu L u jednotlivych vyvojovych stadii Fascioloides magna) a smysluplnosti
rozsahu prace, tabulka nezahrnuje vSechny dosud identifikované peptidazy, ale pouze ty, u
kterych se v literatufe uvadi data alespon pro dvé vyvojova stadia motolic. Peptidazy, které
jsou z hlediska vyzkumu sice vyznamné, ale dostupna literatura zahrnuje data z vyzkumu
pouze na dospélcich ¢i jiném jednom zivotnim stadiu motolic, nejsou V této praci podrobnéji

diskutovany.
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Tab. 2. Prehled peptidaz identifikovanych u vice neZ jednoho vyvojového stadia motolic

a jejich predpokladana funkce.

ENZYM MOTOLICE | STADIUM PREDPOKLADANA FUNKCE
F. hepatica NEJ, D
(Carmona et al. 1993,
) ) Day et al. 1995, Brindley
F. gigantica V. Mé’ SDp, R mozny PVOdl.','ja et al. 1997, Dalton et al.
’ formovani vajicek, 2003b, Cancela et al.
_ excystace MC, 2008, Ghoneim et al.
- V, Sp, C, Sch, g
cathepsin L S. mansoni D penetrace tkant, 2008, Corvo et al. 2009,
ik tra\éem» . Dvot4k et al. 2009,
, . Unik pfed imunitou Young et al. 2011, 2010,
PR V.D hostitele Li et al. 2012)
C. sinensis V, C, Mg, D
F. gigantica V, Me, NEJ
S. mansoni C,D (_C;affrey et al. 2002,
Sajid 2003, Meemon et
traveni, migrace, al. 2004, Dvorak et al.
cathepsin B S. japonicum V,C,D penetrace stfevni stény | 2005, McGonigle et al.
obména glykokalyxu 2008, Beckham et al.
. V, Mr, Sp, C, 2009, Doleckova et al.
T. regenti Sch, D 2010, Chen et al. 2011)
C. sinensis Me, D
O.viverrini V, Mg, JUV, degradace krve a
thepsin E D hostitelské tkané, (Kang et al. 2004, 2010,
EElbuE el prezivani uvnitf Pinlaor et al. 2009)
C. sinensis Me, JUV, D hostitele
. ) . migrace, penetrace, :
cathepsin D S. japonicum V, Mr, C, D tréveni hemoglobinu (Verity et al. 1999)
S. mansoni V,Mr, C,D
i V, Mr, Me, e Xu & Dresden 1986,
F. hepatica NEJ, D trav§n1, 11(1hnut1 larev Af:osta etal. 1998. 2008
z vajicek, penetrace McCarth ; '
: S y et al. 2004,
. Ieucm. ; F. gigantica Mr, Me, JUV, .tkan_e’ tnik p.red van Balkom et al. 2005,
aminopeptidaza D imunitou hostitele, Song et al. 2008
remodelace povrchové Changklungrﬁoa et,al
P. westermani Me, D membrany tegumentu | ;5 Kang et al. 2012')
C. sinensis Me, JUV, D
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ENZYM MOTOLICE | STADIUM PREDPOKLADANA FUNKCE

S. mansoni C,D (Dalton & Brindley
» o 1996, Caffrey et al.
. aktivace jinyc
F. hepatica NEJ, D o ! y 2000, Chacén et al.
peptidaz jako je CL, )
CB 2003, Delcroix et al.
i i i , traveni ]

legumain F. gigantica Me, NEJ, D ) 2006, Adisakwattana et

hemoglobinu a | 2007 Laha et al

al. , Laha et al.

O. viverini V, Me,JUV,D albuminu

2008, Cancela et al.

C. sinensis Mc,JUV,D 2010, Kang et al. 2015)

V - vajicko; Mr - miracidium; Sp - sporocysta; R - redie; C - cerkarie; Me - metacerkarie;
Sch - schistosomulum; NEJ - z angl. ,,newly excysted juvenile®, nedospélé motolice, které
penetruji stievni sténu a migruji télni dutinou az do jater;

JUV - juvenil, nedospéla motolice, kterd migruje a zivi se jaterni tkéni; D - dospélec

Tato diplomova prace je primarn¢ zameéfena na analyzu a lokalizaci exprese vyznamné
cysteinové peptidazy cathepsin L u jednotlivych vyvojovych stadii Fascioloides magna.
Studie dotykajici se tohoto tématu byly jiZ rozpracovany u nejvice piibuznych motolic
F. hepatica a F.gigantica. Jednim z naSich cild je zjistit, zda se exprese a lokalizace
cathepsinu L u vyvojovych stadii F. magna shoduje s poznatky u dalSich zastupcti motolic
Celedi Fasciolidae, jako F. hepatica a F. gigantica. Nasledujici kapitoly proto budou
zaméfeny zejména na dostupné informace o cysteinovych peptiddzach predevsim

fasciolidnich motolic.
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1.2.4 Cysteinové peptidazy

Obecné je znamo, Ze se cysteinové peptidazy u motolic Gcastni procest spojenych s tinikem
pfed imunitni odpovédi hostitele, s aktivaci enzymi (napi. aktivace CB, CL, CD legumainem)
(Dalton et al. 1996, Sajid 2003, Adisakwattana et al. 2007) s travenim (napi CL,CB — hlavni
travici peptidazy Fasciolidae a Schistosomatidae) (Brindley et al. 1997, Delcroix et al. 2006,
Dvorak et al. 2009), s virulenci (napt. CL1 u F. hepatica) (Collins et al. 2004, McVeigh et al.
2012), s penetraci, migraci tkani, excystaci encystovanych stadii (napi. CL,CB,CE) (Salter et
al. 2002, Cancela et al. 2008, Doleckova et al. 2009, Chantree et al. 2012), a lihnutim larev
(Sajid & McKerrow 2002). Jiz dlouho znamym faktem je, Ze cysteinové peptidazy jsou velice
imunogenni latky, a proto slouzi i jako diagnostické markery pii nakazach napt. F. hepatica,
F. gigantica, O. viverini a S. mansoni (napi. cathepsin L a B, legumain) (Grogan et al. 1997,
Sajid & McKerrow 2002, Laha et al. 2008).

1.2.4.1 Cathepsin L

Cathepsin L byl identifikovan v sekretomu riznych druh motolic v¢etné fasciolidnich, kde
patii mezi nejabundantnéj$i slozky (Robinson et al. 2009, Cantacessi et al. 2012). U
F. hepatica bylo dodnes popsano pies 20 dalSich enzymu z rodiny cathepsini L, které jsou
fazeny do péti klanti (CL1-CL5) (Robinson et al. 2008b, 2009, Rawlings & Salvesen 2013)
Jejich exprese je regulovana s ohledem na stadium zivotniho cyklu a koresponduje s migraci
parazita tkanémi hostitele. Napf. u fasciolidnich motolic je CB exprimovan u NEJ, dokud
jedinec migruje tkani. Jakmile se vyvine v dospélce, zacne se zivit krvi a produkovat vajicka,
je exprese CB utlumena a hlavni roli travici peptidazy ptebira CL (Grams et al. 2001,
Robinson et al. 2008b, 2009). U F. gigantica bylo zatim identifikovano kolem 10 enzymu
z rodiny cathepsinit L (Grams et al. 2001, Irving et al. 2003, Rawlings & Salvesen 2013).
Podobné byly u S. mansoni identifikovany 3 isoformy cathepsinu L (SmCL1,SmCL2,SmCL3)
(Smith et al. 1994, Michel et al. 1995, Dvorak et al. 2009) homologni s geny cathepsini
SjCL1,SjCL2,SjCL3 u S. japonicum (Day et al. 1995, Dvorak et al. 2009). Pozdé&ji se v§ak
ukazalo, ze enzymy SmCL1 i SjCL1 jsou vice homologni spiSe s cathepsinem F
identifikovanym u P. westermani nez s SmCL2, proto byly tyto dva enzymy nakonec
prejmenovany na SmCF1 a SJCF1 a nasledné prefazeny ke cathepsinim F (Tort et al. 1999,
Caffrey et al. 2004).

16



a) Cathepsin L - Fasciolidni motolice

Tab. 3. Cathepsin L a jeho pFitomnost u jednotlivych stadii ¢eledi Fasciolidae.

ENZYM STADIUM F. hepatica STADIUM F. gigantica
cathepsin L1 D V,Mr, Sp,R,C,D
cathepsin L2 D e
cathepsin L3 NEJ e
cathepsin L4 NEJJD |
cathepsin L5 D e

Cathepsin L byl identifikovan jak u NEJ [,,newly excysted juveniles*] (nedospélych motolic,
které penetruji stfevni sténu a migruji jaternim parenchymem) i dospélcti F. hepatica
(Carmona et al. 1993, Smith et al. 1993, Harmsen et al. 2004, Corvo et al. 2009). Bylo
zjisténo, ze existuje neékolik isoforem tohoto enzymu a Ze nékteré napt. FhCL3 a FhCL4 jsou
nejspiSe 1 specificky exprimované jako jediné ze zminénych cathepsint L u NEJ s funkci
spojenou s excystaci, penetraci stfevni stény a migraci tkanémi hostitele (Dalton et al. 2003b,
Cancela et al. 2008, Robinson et al. 2008b, Norbury et al. 2011, Corvo et al. 2013). CL1 a
CL2 byly detekovany v exkrecné sekre¢nich produktech (ESP) dospélcti F. hepatica a
lokalizovany v bunkach epitelu lemujiciho stievo (Jefferies et al. 2001, Dalton et al. 2003b),
kde zastavaji funkci traveni krve a jaterni tkané (Tort et al. 1999, Dalton et al. 2003b, Lowther
et al. 2009). Bylo zjisténo, Zze ne vSechny CL jsou sekretovany do lumen stfeva. Nékteré
isoformy se tak nepochybné uplatiiuji i pii St€peni proteint na povrchu cerva &i pfi
normalnich buné¢nych procesech (Chapman & Mitchell 1982, Roche et al. 1997).

Dalsi moznou funkci je ochrana parazita pfed napadenim imunitnim systémem hostitele
ptedevs§im u invadujiciho NEJ a migrujiciho juvenila (Carmona et al. 1993, Smith et al.
1993). Byla zaznamenana imunomodula¢ni/imunosupresivni funkce, kdy sekretované
cathepsiny L byly v hostiteli schopné blokovat tvorbu protektivni Th1 odpovédi a pomahaly
tak rozvoji neprotektivni Th2 odpovédi (O’Neill et al. 2001, Dalton et al. 2003b).
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Naproti tomu studie vénované konkrétnim isoformam cathepsinu L u riznych vyvojovych
stadii ptibuzné motolice F. gigantica se tykaji zatim pouze isoformy CL1. Pfitomnost tohoto
enzymu byla detekovana u vSech vyvojovych stadii, nejvyssi zastoupeni tohoto enzymu bylo
detekovano v exkreéné-sekre¢nich produktech (ESP) dospélct. Funkce i lokalizace u
dospélych cervi se shoduje s vySe zminénymi poznatky 0 CL1 a CL2 F. hepatica (Ghoneim
et al. 2008, Meemon et al. 2010).

b) Cathepsin L — Schistosomni motolice

Tab. 4. Cathepsin L a jeho piitomnost u jednotlivych stadii ¢eledi Schistosomatidae.

ENZYM | STADIUM S. mansoni | STADIUM S. japonicum

cathepsin L2 V,C,D V,D

cathepsin L3 V, Sp, C, Sch, D D

Cathepsiny L2 a L3 jsou enzymy, které se Gcastni predevsim traveni hemoglobinu, ale také se
ucastni interakce mezi parazitem a hostitelem (Sajid & McKerrow 2002). U S. mansoni byl
SmCL2 byl identifikovan u dospélcti S. mansoni a lokalizovan v reprodukéni soustaveé samic
a také v canalis gynaecophorus u samce (Michel et al. 1995, Brady et al. 2000), pozdéji se
vSak autoriim Bogitsh et al. (2001) nepodafilo tento fakt potvrdit. Nicméné SmCL2 byl témito
autory nové lokalizovan ve stievé dospélce. SmCL2 byl identifikovan také v acetabularnich
zlazach cerkarie S. mansoni, takze jeho pfedpokladana funkce souvisi ziejmé i s penetraci
kaze hostitele (Dalton et al. 1997). SmCL3 se podatilo lokalizovat ve stievé dospélého Cerva,
ale jeho exprese byla potvrzena také ve vajickach, sporocystach, cerkariich i ve
schistosomulach (Dvoték et al. 2009).
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1.2.4.2 Cathepsin B

Cathepsin B je cysteinova peptidaza, u které¢ se funkce mezi cCeledi Fasciolidae a
Schistosomatidae zna¢n¢ 1i8i. U Fasciolidnich motolic se jednéd pfedevSim o migra¢ni funkci
spojenou S unikem pred imunitnim systémem hostitele, zatimco Schistosomy tyto enzymy
vyuzivaji ptevazné k traveni hemoglobinu (vyjimku tvoti SjCB2 viz dale) (Dalton et al.
2003b, Sajid 2003, Collins et al. 2004, Delcroix et al. 2006).

a) Cathepsin B — Fasciolidni motolice

Tab. 5. Cathepsin B a jeho piitomnost u jednotlivych stadii ¢eledi Fasciolidae.

ENZYM STADIUM F. hepatica STADIUM F. gigantica
cathepsin B1 NEJ Me, NEJ, D
cathepsin B2 NEJ Me, NEJ, JUV
cathepsin B3 NEJ Me, NEJ

Cancela et al. (2008) poukazuji na fakt, ze zadny z té€chto 3 CB nebyl detekovan u dospélce F.
hepatica. Naproti tomu, bylo ale zaznamenano né€kolik CB u invazniho stadia NEJ (Wilson et
al. 1998, Cancela et al. 2008, Beckham et al. 2009). U tohoto stadia byl cathepsin B
lokalizovan v epitelovych bunkach a lumen stfeva (Creaney et al. 1996, Wilson et al. 1998,
Beckham et al. 2009), kde nejspise plni obdobnou funkci jako CL (penetrace stievni stény a
migrace tkani, obrana pied imunitni odpovédi) (Cancela et al. 2008, McGonigle et al. 2008).

Meemon et al. (2004) detekovali expresi CB1 u invaznich stadii i dospé€lce F. gigantica,
zatimco CB2 a CB3 byly exprimovany vyhradné€ invazivnimi stadii. Transkripty CB1 byly u
NEJ i dospélce F. gigantica lokalizovany V epitelu stfeva, ale v ptipadé dospélce také
v reproduk¢ni soustaveé. Podle Chantree et al. (2012) je FgCB2 u metacerkarie exprimovan ve
form¢ inaktivniho proenzymu na zakladné prikazu lokalizace pouze v epitelu stfeva. FgCB2

u NEJ a juvenilt byl lokalizovan jak v epitelu, tak i v lumen stfeva. NEJ nevyuziva CB
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Kk traveni, protoze stfevo v tomto stadiu Zivotniho cyklu ma (narozdil od stieva dospélce)
pouze sekre¢ni funkci (Bennett & Threadgold 1973, Wilson et al. 1998). Jakmile NEJ vstoupi
do jaterniho parenchymu a za¢ne se Zzivit jaterni tkani (méni se na stadium juvenila — JUV),

exprese CB se snizuje a zvySuje se exprese CL (Robinson et al. 2008b).

b) Cathepsin B — Schistosomni motolice

Tab. 6. Cathepsin B a jeho piitomnost u jednotlivych stadii ¢eledi Schistosomatidae.

ENZYM | STADIUM S. mansoni | STADIUM S. japonicum | STADIUM T. regenti

cathepsin B1 C,D D V, Mr, Sp, C, Sch, D

cathepsin B2 D C,D V, Mr, Sp, C, Sch, D

Cathepsin B1 byl oznafen za nejvice abundantni peptidazu ve stievé S. mansoni. Tato
peptidaza byla lokalizovana jak v lumen, tak i v bunkach stfevniho epitelu. Na rozdil od
celedi Fasciolidae, kde je hlavnim travicim enzymem CL1/CL2, kli¢ovym enzymem
v procesu degradace hemoglobinu u Schistosomatidae je ziejmé CB1 (Dalton et al. 2003b,
Sajid 2003, Collins et al. 2004, Delcroix et al. 2006). Lokalizace SmCB2 byla potvrzena také
V tegumentu a parenchymu samct S. mansoni ve vétsi mife nez u samic, kde byl lokalizovan
pouze v parenchymu. CB2 nejspise neplni funkci traviciho enzymu, ale spise pomaha parazitovi
V obrané proti imunitnimu systému hostitele (proces obmény povrchovych proteini parazita)
(Caffrey et al. 2002). Dvorak et al. (2008) zminuji detekci SJCB2 také v sekretomu cerkarie S.
japonicum. U cerkarii S.mansoni je znamo, ze pro penetraci kliize vyuzivaji schistosomy enzym
zvany cerkariova elastaza patfici do skupiny serinovych proteaz. Z dostupnych poznatkii vyplyva,
ze cerkarie velmi piibuzné motolice S. japonicum nejspise vyuzivaji SJCB2 misto cerkariové
eleastazy. Doleckova et al.(2009) zminuji detekci TrCB2 u T. regenti s predpokladem stejné
funkce jako SjCB2. Autofi v praci z roku (2010) poukazuji na rozdily v expresi TrCB1 a TrCB2 u
jednotlivych stadii. Nejvyssi exprese téchto enzymu byla zaznamenana u schistosomul a dospélcii
T. regenti. Expresni profil se liSi u larvalnich stadii, kdy mira exprese TrCB1 (narozdil od TrCB2)

je na nizké hladin¢€ do doby, nez parazit dosp¢je do stadia schistosomuly.
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1.2.4.3 Legumain

Asparaginyl endopeptidaza, jinak také nazyvana legumain, je enzym ze skupiny cysteinovych
peptidaz, ktery ma také vyznamné zastoupeni u Celedi Fasciolidae i Schistosomatidae.
Intenzivni vyzkum tohoto enzymu probiha hlavné u schistosom, u kterych je vyznamnou
soucasti kaskady travicich enzymi a vyznamnym antigen s moznym vyuZzitim v oblasti 1é¢by
schistosomiazy (Dalton & Brindley 1996, Chacén et al. 2003) Jeho piedpokladana funkce u
schistosom 1 fasciolidii ovSem podle dostupné literatury nespociva v piimé degradaci
hostitelskych proteini jako je albumin ¢i hemoglobin, ale ve schopnosti aktivovat jiné
enzymy travici kaskady (CL, CB, CD, CC, CF). Lokalizace exprese legumainu schistosom i
fasciolidu se shoduje s expresi zminénych travicich enzymt — gastrodermalni bunky stfeva.
Nevyskytuje se vSak v exkre¢né-sekre¢nich produktech (Dalton et al. 1995, Dalton &
Brindley 1996, Chacon et al. 2003, Delcroix et al. 2006, Adisakwattana et al. 2007). U
F. gigantica byly identifikovany dva legumainy FQLGMN1 a FgLGMNZ2 oba u metacerkarie,
juvenila a dospélce, prislusné proteiny byly lokalizovany ve stfevnim epitelu juvenila a
dospélce (Adisakwattana et al. 2007). Legumain F. hepatica byl detekovan u NEJ a dospélci
(Cancela et al. 2010).
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1.2.4.4 Cysteinové peptidazy ostatnich druhti motolic

V souvislosti se zivotnimi stadii motolic celedi Opisthorchidae bylo také zkouméno
zastoupeni n¢kolika cysteinovych peptidaz, které byly zkoumany hlavné u stadia
metacerkarie, juvenila a dospélce. Spektrum detekovanych peptiddz u této Celedi zahrnuje
stejné jako u fasciolidnich i schistosomnich motolic peptidazy jako je CL, CB, CF nebo
legumain. Dostupnd literatura uvadi znacnou pfibuznost mezi cysteinovymi peptidazami
vSech tii uvedenych Celedi. Neni vSak jasné, do jaké miry se shoduje i jejich funkce (Kang et
al. 2004, 2010, 2015, Laha et al. 2008, Pinlaor et al. 2009, Chen et al. 2011, Li et al. 2012).
Motolice z ¢eledi Opisthorchidae ptedstavuji vyznamné lidské patogeny, zplsobujici vazné
onemocnéni, ¢asto spojené s rakovinovym bujenim. (Lun et al. 2005, Shin et al. 2010)
Legumain mize do budoucna predstavovat vyznamny cil chemoterapeutik pii 1écbé
klonorchiazy (Ju et al. 2009). Mezi zastupce této celedi patii napi. Clonorchis sinensis a
Opisthorchis viverini.

Cathepsin L — tato peptidaza byla detekovana u vajicek, cerkariii, metacerkarii a dospélce C.
sinensis, jeho lokalizace byla vizualizovana v epitelu stfeva a ve vajickach uvniti uteru
dospélého cerva, v tegumentu metacerkarie a ustni piisavce a ocasku cerkarie (Li et al. 2012).
Cathepsin B — Cathepsin B C. sinensis byl detekovan u metacerkarie a dospé€lce, v jehoz
stfevé a exkrecné sekre¢nich produktech byl i lokalizovan (Chen et al. 2011)

Cathepsin F — byl detekovan ve vajickach, metacerkariich, juvenilech i dospélych Cervech
Opisthorchis viverini, lokalizovan v dospé€lci ve stievé a reprodukénich organech vcetné
vajicek (Pinlaor et al. 2009). U C. sinensis bylo identifikovano 12 cathepsind F. U
metacerkarie, juvenila a dospé€lce byl vypracovan i expresni profil, ktery naznacuje zvysujici

se expresi pii dospivani parazita (Kang et al. 2004, 2010).
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1.3 Metody vyuzivané pro analyzu genové exprese

K detekci, zda organizmus exprimuje/neexprimuje uréité geny lze vuzit v podspaté jen
zakladni nastaveni PCR a cDNA jako templat. Pokud vSak chceme znat miru exprese urc¢itého
genu, porovnavat hladiny exprese mezi rtiznymi vzorky nebo dokonce expresi genu
lokalizovat, je zapotiebi jiz specidlnich metod. Nejpouzivanéj$i metody k méfeni genové
exprese jsou shrnuty v tabulce Tab.7.

V této diplomové préci byla sledovana mira exprese cathepsinu L s vyuzitim kvantitativni
PCR (qPCR) metody, ktera umoziiuje na zaklad¢ sledovani amplifikace v realném cCase
kvantifikovat mnozstvi mRNA transkripti jednotlivych genl. K nasledné vizualizaci této
exprese V tkanich experimentalniho organizmu jsme zvolili RNA in situ hybridizaci, ktera
obecn¢ umoznuje lokalizovat transkripci konkrétniho genu (F. magna cathepsinu L) a tim 1
Iépe odhadnout jeho funkci. Z vySe uvedenych divodi jsou nésledujici kapitoly vénovany

praveé témto metodam.

Tab. 7. Nejpouzivanéjsi metody analyzy genové exprese (podle Fryer et al. 2002)

METODA VYSVETLENI ZKRATKY
Comparative EST analysis Comparative Expressed-Sequence-Tag analysis
MPSS Massively Parallel Signature Sequencing
RT-PCR Reverse Transcription PCR
SAGE Serial Analysis of Gene Expression
gPCR Quantitative PCR

Differential - display RT- PCR Differential — display Reverse Transcription -

PCR
Microarray DNA-¢ip technologie
Macroarray Technologie reverzni dot-blot hybridizace
Northern Blot Memranova hybridizace RNA
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131 gPCR

gPCR je metoda nejéastéji vyuzivana k detekci riznych patogend, analyzu genové exprese,
SNP (single nucleotide polymorphysm) analyzy, analyzy chromosomalnich aberaci a nové
také detekci proteind pomoci real-time imuno PCR (Kubista et al. 2006, Bustin et al. 2009).

Pomoci qPCR lze na zéklad¢ sledovani piitomnosti a mnozstvi cDNA kvalitativné i
kvantitativné hodnotit genovou expresi. Pfi qPCR dochazi k PCR amplifikaci cDNA
templatu, vzniklého reverzni transkripci z RNA. Princip metody spociva v monitoringu
narlstu poctu kopii amplifikovaného tiseku Vv realném case, kdy je v casovych intervalech
automaticky odecitan fluorescen¢ni signal barviva ¢i sondy. Vysledna data (kfivky) jsou

analyzovana pomoci softwaru, nikoliv pomoci gelové elektroforézy.

Metody kvantifikace genové exprese lze rozdélit na dva typy:
a) absolutni kvantifikace

b) relativni kvantifikace

Pti absolutni kvantifikaci je stanovovan vstupni pocet kopii sledovaného genu pomoci
externiho standardu a standardni kiivky.

Za ucelem relativni kvantifikace se pouzivaji tzv. referenéni geny, u kterych se
predpoklada, ze jejich exprese je vysoce stabilni napfi¢ vSemi tkanémi zivého organismu.
Jedny z nejpouzivanégjSich referen¢nich gent jsou napt. GAPDH, 18S RNA, B-aktin, aktin
(Liu et al. 2012, Kozera & Rapacz 2013). Tyto geny jsou amplifikovany ve stejném
standardizovaném procesu jako geny sledované. Vysledky tykajici se referenénich genti pak
slouzi zejména K porovnani a korekci relativnich hodnot a na zaklad¢é téchto vysledu je
nasledné stanovena relativni hodnota exprese sledovanych gent. (Bustin 2000, Livak &
Schmittgen 2001, Bustin & Mueller 2005)

Hodnoty odectu fluorescen¢niho signélu v pribéhu gPRC tvofti esovité zahnutou amplifikacni
kiivku. Na této kiivce rozliSujeme 3 faze: exponencialni, linearni a plato (Obr. 3.).

K nejvétsimu nartustu mnozstvi amplifikovaného produktu. V této casti kiivky je pak také
definovén tzv. prah, na jehoz Grovni ma mira signdlu vypovidajici hodnotu. Misto, kde tato
pfimka protind amplifikacni kiivky, oznacuje cyklus, ve kterém obsahuji vSechny

amplifikované vzorky stejny pocet vzniklych kopii. Zpocatku, kdy je mnoZstvi
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amplifikovaného produktu malé nelze fluorescenéni signal zachytit, pozdéji je ale narGst
produktu exponencidlni a G€innost reakce se blizi 100%. V linedrni fazi reakce se produkt
kumuluje, ale G¢innost reakce klesa a reagencie jiz omezuji amplifikaci. Nakonec ve fazi plato

ustava akumulace produktu a jeho mnoZzstvi se jiz neméni z diivodu vycerpani reakce.

Obr. 3. Faze qPCR amplifikace (upraveno podle VanGuilder et al. 2008).

Plato

Linearni
Prah pro odecitani hodnot

_/ Exponencialni

Cvklus ——

Mnozstvi qPCR produktu ——

1.3.1.1 MIQE guidelines

gPCR je velmi citliva metoda zahrnujici mnoho kroku (viz Obr. 4.) a vyzadujici vysokou
pracovni obezfetnost a preciznost. Mnohé publikované studie stouto tématikou casto
postradaji dostatek experimentalnich dat a brani tak ¢tenafi nejen kriticky zhodnotit kvalitu
prezentovanych vysledkd, ale i v ¢ase opakovat uvedené experimenty (Bustin et al. 2009).
V souvislosti s touto skute¢nosti vznikla v roce 2009 publikace snazvem ,,The MIQE
Guidelines: Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments® (Bustin et al. 2009). Ktera shrnuje dosavadni nedostatky v terminologii,
postupech i nejcastejsi konflikty publikovanych dat. Tento navod zahrnuje mimo jiné seznam
veskerych informaci, které je nutné pii spravném provedeni qPCR a nasledném publikovani

vysledd zohlednit.
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Obr. 4. Schéma postupu qPCR analyzy podle MIQE (dle Bustin et al. 2009).

[ 1ZOLACERNA |

| REVERZNI TRASKRIPCE |

| VYBER REFERENCNICH GENU |

| KONTROLA SPECIFICITY PRIMERU |

)

| KONTROLA UCINNOSTI gPCR AMPLIFIKACE |

STANOVENI LOD
(LIMIT OF DETECTION)

[ PCR EXPERIMENT |

| KONTROLA STABILITY EXPRESE REF. GENU |

| NORMALIZACE DAT |

| VYHODNOCENI EXPERIMENTU |

1.3.1.2 Vyuziti gPCR

V dne$ni dobé je tato metoda hojné¢ vyuZivana védci v oblasti vyzkumu nadorovych
onemocnéni a vzhledem k jeji vysoké citlivosti také Casto k diagnostice rliznych patogent
napf. rizné vird a bakterii, Leishmanii (Bernard & Wittwer 2002, Mackay et al. 2002,
Beillard et al. 2003, Niesters 2004, De Long et al. 2010). V ptipadé¢ motolic je qPCR
vyuzivana k molekularni diagnostice (ten Hove et al. 2008, Kim et al. 2009, Alasaad et al.
2011, Rahman et al. 2011, Cnops et al. 2013, Gordon et al. 2015) a detekci a méteni hladin
exprese nejriznéjsich genti (Smith et al. 2008, Pereira et al. 2011, Caban-Hernandez et al.
2012, Pereira-Janior et al. 2013, Zeraik et al. 2013), mezi nimiz se pomérné malo objevuji
peptidazy. Tato metoda byla vyuzita napf. u schistosomnich motolic k méfeni hladiny exprese
CL a CB (Moertel et al. 2008, Dvorak et al. 2009, Doleckova et al. 2010).

Vétsina dostupnych studii exprese motolic prezentuje méfeni exprese pouze za pouziti
reverzni transkripce se specifickymi primery pro sledovany gen, piipadné¢ doplnénou

mnozstvim proteinu ziskaného z jednotlivych méfenych vzorkd jako napt. SmCL2, FgCL1
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(Brady et al. 2000, Ghoneim et al. 2008). Nebo je genova exprese hodnocena pomoci
transkriptomovych studii (Farias et al. 2011, Young et al. 2011, Cantacessi et al. 2012).

1.3.2 RNA Insitu hybridizace (ISH)

Analyzu Grovné genové exprese byva casto vhodné doplnit o jeji lokalizaci, ¢ili vizualizaci
mRNA transkripti ve studované tkani. In situ hybridizace je metoda, ktera slouzi k detekci
nukleotidovych sekvenci na trovni bunék, tkanovych fezii az celych organismi (tzv.
Wholemount ISH). Tato metoda je zaloZzena na komplementarnim navazani nukleotidové
proby na specifickou cilovou sekvenci RNA. Hybridizaci pak v ptipadé sledovani exprese
genu vznikd RNA-RNA kombinace. Poté co znacend proba nasedne na odpovidajici sekvenci
ve fixované bunce, ¢i tkani je mozné tuto interakci vizualizovat. Tyto proby mohou byt
znaeny radioaktivnimi, fluorescenénimi nebo antigennimi bazemi (radioizotopy 3H, 35S,
1251, 32P, 33P; biotin, fluorescein, digoxigenin, alkalicka fosfataza, bromdeoxyuridin). Podle
typu pouzittho znafeni se pak tato metoda vyhodnocuje pomoci autoradiografie,
fluorescencni mikroskopie nebo imunohistochemie. Veskeré tkanové ¢i bunééné vzorky musi
byt pro ucely in situ hybridizace vzdy odpovidajicim zpisobem fixovany, z diavodu
stabilizace nukleovych kyselin. (Jin & Lloyd 1997, Jensen 2014).

In situ hybridizace obecné je metoda v dnesni dob¢ Siroce vyuzivana ve vyzkumu nadorovych
onemocnéni, diagnostice virovych patogent a genetickych chorob (Lebo et al. 1993,
Nagarajan & Saikumar 2012, Raquin et al. 2012, Haugg et al. 2014).

V ramci motolic se ISH vyuziva k lokalizaci riznych gent (nejen mRNA i DNA), mezi
nimiz jsou také geny peptidaz napt. FhCL, FhLAP, FgCB, FgCL, SmCL (Grams et al. 2001,
Dalton et al. 2003b, Meemon et al. 2004, 2010, Dillon et al. 2007, Changklungmoa et al.
2012).
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1.3.2.1 FISH (Fluorescent in situ hynridization)

Tato velice citlivda metoda byla piivodné pouzivana pro klasifikaci chromozomu. Od té doby
se ale jeji pouziti v medicin€ i1 biologii zna¢n¢ rozsifilo. FISH se v dnesni dob¢ hojn¢ vyuziva
v cytogenetickych analyzach jako je mapovani chromozomadlnich genii, charakterizovani
genetickych abnormalit, identifikace genetickych abnormalit spojenych s genetickymi
chorobami nebo poruchami souvisejicimi s abnormalnim ristem tkané, detekce virovych
genomi. FISH proby jsou nejcastéji znacené biotinem, digoxigeninem nebo fluoresceinem
(Jin & Lloyd 1997). Signal vznikly hybridizaci je vizualizovan fluorescenéni mikroskopii. U
této metody 1ze kombinovat nékolik specificky zna¢enych prob najednou, kdy je kazda pak
vizualizovana jinou barvou. Tento typ FISH se nazyva ,,Multicolor FISH*. Multicolor FISH
umoznuje detekovat mnoho chromozomalnich zmén v genomu Vv jediné reakci a spolehlivé se

tak uplatnuje pii diagnostice (Lee et al. 2001, Jensen 2014).

1.3.2.2 CISH (Chromogenic in situ hybridization)

Jedna se o metodu in situ hybridizace, ktera kombinuje FISH a histochemické metody. Casto
pouzivana je metoda zalozena na peroxidazové reakci, kde je hybridizovana proba znacena
napt. digoxigeninem (DIG). Vyslednou barevnou reakci je mozné rozeznat v klasickém
svételném mikroskopu. Narozdil od FISH je tato metoda levnéj$i a nevyzaduje vybaveni pro
fluorescen¢ni mikroskopii. Vyhodou také je, Ze barevna reakce vyvoland na zkoumanych
preparatech je oproti fluorescenci trvala (Tanner et al. 2000, Hanna & Kwok 2006). Ve vsech
vySe zminénych studiich tykajici se in situ hybridizace a peptidiz motolic byla pouzita

chromogenni in situ hybridizace.
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MATERIAL A METODIKA

2.1 Sbér materialu
2.1.1 Dospélci a vajicka

Vzhledem ke skuteCnosti, ze definitivnimi hostiteli F. magna jsou zastupci jelenovité zvére,
neni mozné zavést kompletni cyklus F. magna v prostorach PiF UK. Dospélci F. magna byli
tak sezénné ziskavani pitvou odlovené vysoké zvére Vramci podzimnich mysliveckych
nahandk (Budohrad, Gabéikovo) . Cervi byli naslednd pieneseni do Petriho misky
s fyziologickym roztokem (10mM PBS, 150mM NaCl; pH 7,4), kde byli tfidéni a vybirani
pouze zivi, nepoSkozeni jedinci. Ti byli nasledné umisténi do Ccistych Petriho misek
s fyzilogickym roztokem, kde do$lo k odstranéni poslednich zbytkli tkané¢ a obsahu
pseudocysty. Po oc€isténi bylo pfistoupeno k okamzité fixaci ¢ervi dle potieb pro jednotlivé
protokoly (uvedeny nize). Sbér vajicek probihal po dokonceni pitvy vyplachem vSech ¢asti
jaterni tkan¢ a veskerého pouzitého nacini kohoutkovou vodou. Vajicka byla nasledné
koncentrovana a preciStovana dekantaci suspenze, nasledné¢ byla uchovavéna v odstaté

kohoutkové vodé ve tmé pti 4°C az do pouZiti.

2.1.2 Sbér miracidii

V laboratornich podminkéach byla miracidia ziskdna inkubaci vajicek ve tm¢ pii cca 26°C
v Petriho misce s odstatou kohoutkovou vodou po dobu 21-35 dnti. Po uplynuti této doby byly
Petriho misky umistény pod zdroj umélého svétla, které¢ indukovalo lihnuti miracidii. Pti
samotném sbéru bylo vyuzito silné pozitivni fototaxe miracidii, atrahovanych kuzelem svétla
K okraji Petriho misky, odkud byla odebirana pipetou do centrifugacnich zkumavek
umisténych na ledu. Chlad vyrazné snizuje aktivitu miracidii, coz mélo za nasledek jejich
klesnuti ke dnu zkumavky. Takto vychlazené zkumavky byly posléze centrifugovany tak, aby
miracidia prezila (3-5x 15min, 4000 x g, 4°C). Vitalita miracidii byla po centrifugaci ovéfena
pozorovanim pod svételnym mikroskopem. Vysledkem byla koncentrovana suspenze

miracidii s minimalnim obsahem vody, ktera byla nasledné nahrazena fixazi (kap. 2.2.1).
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2.2 Priprava materialu pro molekularni analyzy

V piipravé materidlu pro pldnovanou analyzu genové exprese byl kladen diraz na shodné
zpracovani vzorkli. K izolaci celkové RNA byl po mnohondsobném testovani dalSich
moznosti pouzit kit High Pure tissue isolation kit (Roche) a k pfipravé ¢cDNA kit First Strand
cDNA synthesis kit (Roche).

2.2.1 Izolace celkové RNA
e Dospélec

Zivi dospélci byli po promyti ve fyziologickém roztoku uloZeni po jednom do prazdné
mikrocentrifuga¢ni zkumavky (5 ml) a okamzit¢ zmrazeni v tekutém dusiku. Takto
zamrazeny material byl skladovan v -80°C do dal$iho zpracovani. Pro ucely izolace RNA byl
zmrazeny cerv pii pokojové teploté sterilni Ziletkou urychlené podélné rozdélen na poloviny
(bilateralni soumérnost téla dospélce F. magna umoziiuje plnohodnotnou izolaci RNA i z
poloviny téla, protoze obsahuje polovinu veskerych organli). Pro izolaci celkové RNA byla
polovina téla vloZena do sterilniho sklenéného pistového homogenizéatoru umisténého na ledu.
Dale byly pfidany 3 ml lyza¢niho pufru High pure RNA tissue isolation kit (Roche) a tkan
byla zhomogenizovana. Pro ucely jednotlivych izolaci bylo odebrano vzdy 800 pl tohoto
homogenétu a dale zpracovano podle protokolu uvadéného vyrobcem. Zbytek homogenatu
byl uchovavan v -80°C pro dalsi izolace RNA. Celkova RNA byla vyizolovana do 60 pl

elu¢niho pufru, ktery je soucasti izolacniho kitu.

e Miracidia

K vodné suspenzi miracidii (kap. 2.1.2) (cca 100 ul) bylo poté ptidano 800 ul lyza¢niho pufru
z jiz zminovaného kitu pro izolaci celkové RNA. Takto pfipraveny material byl uchovavan v -
80°C do zpracovani. K izolaci jednoho vzorku celkové RNA byl pouzit veSkery objem
materidlu (100 pl), ktery byl rozmrazen a homogenizovan elektrickym homogenizatorem.
Dalsi zpracovani probéhlo podle protokolu vyrobce. Vysledna celkova RNA byla vyizolovana

do 20 pl elu¢niho pufru, ktery je soucasti izola¢niho kitu.
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Koncentrace RNA byla méfena na spektrometru Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) a

integrita byla ovétena pomoci gelové elektroforézy.

2.2.2 Reverzni trankripce

Vzhledem ke stute¢nosti, ze RNA je molekula velmi nestabilni a nachylna k degradaci, byla
celkova RNA ihned piepsana do cDNA pomoci kitu First strand cDNA synthesis kit (Roche)
podle manudlu vyrobce za pouziti ptrilozenych Oligo(dT) primerd. Jiz v této fazi jsme
K piipravé vzorku pfistupovali podle MIQE guidelines zminénych v kapitolach 1.3.1.1.
K ucelim analyzy a nasledného porovnani genové exprese mezi jednotlivymi vzorky pomoci
gPCR je zapotiebi, aby vstupni mnozstvi celkové RNA bylo u vSech prepisovanych vzorki
stejné. V pripadé RNA vzorki z dospélcti a miracidii bylo pro ptepis do cDNA pouzito vzdy
600 ng celkové RNA. cDNA obou stadii (DcDNA, MRcDNA) byla nasledné skladovana pfi -
20°C.

2.3 Priprava materidlu pro histochemické analyzy

Material pro histochemické analyzy, v naSem ptipadé pro RNA in situ hybridizaci, vyzaduje
okamzitou fixaci nukleovych kyselin. Pro tyto ucely byl na fixaci celych dospélych Cervii F.
magna pouzit Bouiniv roztok (Sigma). Zivi ervi byli vloZeni do centrifuga¢ni zkumavky
(50ml) s Bouinovym roztokem o objemu minimaln¢ 10x vét§im nez byl objem vloZené tkang.
Po nékolika hodinéach fixovani, kdy doslo ke ztuhnuti tkané, byl ¢erv sterilni Ziletkou rozdélen
na Ctvrtiny pro zajiSténi lepsi prostupnosti fixaZe tkani. Vzorky byly fixovany po dobu 3-4dni.

Nasledné byly zhotoveny paratinové blocky pro ptipravu tkanovych fezu.
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2.3.1 Zalévani do parafinu

Aby mohly byt vzorky zality do parafinu, musela byt 75% etanolem vymyta kyselina pikrova
(soucast Bouinova roztoku), tento proces se opakoval tak dlouho, dokud se kyselina pikrova
nepiestala z tkané uvolnovat. Nasledovalo odvodnéni tkané etanolovou fadou o zvySujici se
koncentraci (75%, 96%, 100%). Takto odvodnéna tkan byla inkubovana 2x 15 min v xylenu,
ktery tkan projasnuje. Poté byly vzorky inkubovany pii 56°C v termostatu v nasyceném
roztoku xylen/parafin. Prosyceni ¢istym parafinem probihalo v termostatu 14 hodin pfi 56°C.
Parafinova lazen byla vyménéna po 1 hoding, poté po 12 hodinach a po finalni hodinové lazni
byly vzorky zality parafinem do silikonové formy.

Cely proces, v¢etné Casovych udaji je uveden v Tab. 8. Takto zalité vzorky byly

skladovéany pfi pokojové teploté do dalSiho zpracovani.

Tab. 8. Shrnuti protokolu zalévani tkané do parafinu.

Bouinova fixaz 3-4 dny
75% EtOH (vymyvani kys. pikrové) dle potieby
75% EtOH 3x 30 min
96% EtOH 3x 30 min
100% EtOH 3x 30 min
xylen 2x 15 min
xylen/parafin (56°C) 15 min
parafin [ 1h

parafin 11 12 h
parafin II1 1h
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2.3.2 Priprava rezi

Na mikrotomu Shandon Finesse ME byly zhotoveny fezy z parafinovych blo¢ku (kap. 2.3.1)
(5um, 6um, 10um) s pouzitim kovovych ¢epelek (Thermo Scientific). Jednotlivé fezy byly
pokladany na vodni hladinu, aby doslo k jejich napnuti. Poté byly z vodni hladiny pomoci
Stétce premistény na podlozni sklicko SuperFrost® Plus (Thermo Scientific). Jednotliva
skli¢ka byla polozena na ptedehiatou plotnu (55°C), aby fezy prilnuly k povrchu a zaschly. Po
zaschnuti byly takto pfipravené vzorky co nejrychleji zpracovany. Maximalni doba
skladovani takto ptipravenych vzorkli ve 4°C nepiesahla 7 dni. Déle skladované vzorky jiz

nebyly v pokusech pouzity.

2.4 MOLEKULARNI METODY

2.4.1 Detekce exprese cathepsinu L1 u dospélcu a miracidii

2411 PCR

DcDNA i MRcDNA byly natedény na koncentraci 100 ng/ul a pouzity jako templat v PCR s
navrZzenymi specifickymi primery pro cathepsin L1 (FmtotalCL1F, FmtotalCL1R), podle
sekvence pro FmCL1 F. magna (GenBank EU877764.1). Sekvence primerdi i parametry
reakce, ktera probehla na piistroji C 1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) jsou zaneseny v tabulce
Tab. 9. K vyhodnoceni experimentu byla pouzita gelova elektroforéza s 1,5% agardézovym gelem
obsahujicim Sybr green v Ix TAE pufru (Life Technologies). Jako standard byl pouzit
HyperLadder Il (Bioline). Elektroforéza probihala 30 min pii 100V.
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Tab. 9. Amplifikace cDNA FmCL1 kddujici sekvence.

SloZeni reakéni smési Amplifikaéni cyklus
12541 | vostor i (clontech) [l % | 38
0,5 ul FMCL1F (10uM) 94°C 60 s
0,5 ul FmCL1R (10uM) 58°C 60 s
1wl cDNA (100ng/ul) 72°C 60 s
10,5 pl dH,0 72°C 10 min

FmtotalCL1F: 5°- ATGCGATTGTTCATACTCGCTGTCCTC - 3°
FmtotalCL1R: 5°- ATCACGGAAAACGTTCGACCATCG - 3¢

24.1.2 Extrakce amplikonii z agar6zového gelu

35x

Amplikony FmCL1 byly z gelu vyfiznuty za pomoci sterilniho skalpelu a DNA byla vyizolovana

pomoci kitu QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen) podle pokynti vyrobce. Z vyizolované

DNA byly pfipraveny vzorky pro sekvenacni analyzu a zaslany na sekvenaci do sekvenacni

labotatofe (Seqlab) PiF UK (vzorky byly pfipraveny podle pokynl této laboratofe

https://www.natur.cuni.cz/biologie/servisni-laboratore/laborator-sekvenace-dna/znaceni-

vzorku-a-prijem-materialu).

2.4.1.3 Klonovani do plazmidu pGEM®-T Easy

Produkty extrahované z gelu byly zaligovany do pGEM®-T Easy vektoru za pomoci kitu

pGEM®-T Easy vector system I (Promega) podle protokolu vyrobce, byly pouzity 3ul

vyizolované DNA z amplikonii. Reakce byla inkubovana pies noc ve 4°C v PCR

mikrozkumavkach.
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2.4.1.4  Transformace bunék XL1-Blue (E.coli)

Kompetentni buitkky XL1-Blue (Life Technologies) (50ul) byly $etrné (pomalu) rozmraZeny.
Bylo k nim ptfidano 5 ul produktu ligacni reakce a smés byla inkubovéana 30 minut na ledu.
Nasledné byly bunky vystaveny teplotnimu Soku (45 s, 42°C) a umistény zpatky na led. Poté
bylo ptidano 200 ul SOC media (Life Technologies) zahtatého na 37°C a reakéni smés byla
2,5 h tiepana (37°C, 225 ot./min). Kultiva¢ni misky s LB mediem a agarem byly v mezicase
potieny 50 ul Ampicilinu (100nM, Sigma), 30 pl IPTG (100mM Sigma) a 40 ul X-Gal (Life
Technologies). Poté bylo aplikovano 50 pl transformovanych bunék a takto piipravené

kultiva¢ni misky byly pfes noc inkubovéany v termostatu ve 37°C.

2.4.15 Kontrolni PCR bakterialnich kolonii a sekvenace

Pro kontrolu, zda prob¢hla transformace spravné, tak aby bylo mozno pfistoupit k sekvenaci,
byly z bakterialnich kolonii pipetou odebrany jednotlivé vzorky a pieneseny do PCR
mikrozkumavky s 11,5 ul vody. Takto piipravena suspenze byla pouZita jako DNA templat
pro PCR (Tab. 10.) spouzitim primerd M13F/M13R specifickych pro pouzity vektor.
Vysledky byly po gelové elektroforéze vizualizovany v UV svétle na 1,5% agar6zovém gelu
obsahujicim v 1x TAE pufru (Life Technologies) Sybr Green- fluorofor specificky se vazajici
na DNA a jednotlivych amplikonii. Amplikony, u kterych byl potvrzen inzert, byly vyfiznuty

a zpracovany stejnym zpusobem jako v kapitole 2.4.1.2. a sekvenovany.
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Tab. 10. PCR sprimery M13F, M13R komplementarnich k sekvenci klonovaciho

vektoru.

SloZeni reakéni smési Amplifikaéni cyklus
EmeraldAmp GT PCR o
12,5l Master Mix (Clontech) 9°C 300s
A
0,5 ul M13F (10uM) 94°C 60 s
0,5 ul M13R (10uM) 55°C 60's 30X
11,5 ul DNA 72°C 60 s
A\ 4
72°C

M13F: 5°- TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3’
M13R: 5’- CAG GAA ACAGCT ATGACC -3

2.4.2 Vybér referencnich genii a testovani specifity primeri

Referen¢ni geny slouZzi k normalizaci qPCR dat. Jedna se o geny, u kterych se predpoklada
stala uroven exprese ve vSech studovanych vzorcich. Slouzi jako vnitfni kontrola k expresnim
datim a kompenzuji rozdily mezi jednotlivymi vzorky (kvalita RNA, mnoZstvi pouZité¢ho
templatu). Jako referencni geny byly v tomto experimentu zvoleny po dikladném prohledani
literarnich zdroji - glyceraldehyd trifosfat dehydrogendza (GAPDH), ATP syntaza
podjednotka B (ATP5B), cytochrom ¢ oxidaza podjednotka | (COXI) a beta aktin (ACTB).
Podle ¢cDNA sekvenci téchto genti byly navrzeny specifické primery urcené k amplifikaci
jejich fragmentl (50-150 bp). Taktéz byly navrZeny primery se stejnymi parametry pro
FmCLI1frag podle sekvence zminéné v kapitole 2.4.1.1. Sekvence navrZenych primert a
velikosti fragmentd jsou zaneseny v tabulce Tab. 11. Navrhovani primerd probihalo
s ohledem na jejich pozdé€jsi vyuziti v qPCR experimentech, proto byly zvoleny ty kratké
fragmenty a vSechny primery byly navrZeny s co nejpodobnéjSimi parametry (podil GC,
teplota tani).
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Tab. 11. Primery pro amplifikaci referen¢nich genii a FmCLI1.

Primery Velikost amplikonu
FmCL1fragF 5° - ACCGGAGAGTATAGACTGGCGTGATT — 3¢ 149 b
FmCL1fragR 5‘ - TGCTCAGAAAATGACACCGTGGTTC — 3¢ P
FMGAPDHF 5 - TCAGAAGGTCGTTGATGGTCCCT — 3¢ 123b
FMGAPDHR 5°- TCGGGAATGACT TTGCCCACAG - 3¢ P
FmMCOXIF 5°- TTACCTCGTCGGGTGTGTGTGTATG - 3¢ 87 b
FmMCOXIR 5°- ACTCCCTGCAGAAATAACAGCACCT -3¢ P
FmMACTBF 5°‘- TGCGACGTCGATATTCGAAAGGATCTG — 3¢ 103b
FMACTBR 5°- GCAGTAATTTCCTTCTGCATGCGGTC — 3¢ P
FmATPS5BF 5°- CTTTCCAAGTCGCCGAAGTGTTCA -3¢ 132b
FmMATP5BR 5¢ - CCAACCATGAAAAAGGCAGCCTCT -3¢ P

2421 PCR

Specificita primerti z Tab. 11 byla otestovana pomoci PCR, parametry i sloZeni reakce bylo
stejné jako v Tab. 9. K vyhodnoceni vysledki byla provedena gelova elektroforéza jako
v ptedchozich kapitolach (1,5% agarézovy gel) a amplikony byly vizualizovany UV svétlem a
vytiznuty. Nasledné zpracovani probéhlo podle kap. 2.4.1.2 ; 2.4.1.3 ; 2.4.1.4 . Déle byla
provedena kontrolni PCR jako v kapitole 2.4.1.5 a vzorky byly zaslany na sekvenaci do
sekvenacni laboratofe PiF UK jako v kap. 2.4.1.2.

2.4.3 Priprava plazmidového templatu pro testovani acinnosti primeri

Optimalizace qPCR metody zahrnuje nékolik krokli a vyzaduje vysokou spotfebu cDNA
materialu. Z divodu nedostatku cDNA materidlu bylo v ptipad¢ testovani G€innosti primera

pfikro€eno k pfipravé plazmidového templatu. Jednd se o linearizované plazmidy
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kompetentnich bunék XL1-Blue (Life Technologie) s inzertem odpovidajicim fragmentim
amplifikovanym primery z tabulky Tab.11. K pfipravé téchto plazmida byly vyuzity vzorky

bakterialnich kolonii z kapitoly 2.4.2.1, u kterych byl sekvenaci potvrzen odpovidajici inzert.

2.4.3.1 MnoZeni plazmidi

Pipetou odebrany vzorek bakterialni kolonie byl pfenesen do 20 ml tekut¢ého LB média
s 20 pl ampicilinu (50mg/ml Sigma Aldrich). Vzorek byl nasledné inkubovan v tiepacce pies
noc (37°C, 2250t./min).

2.4.3.2 lzolace plazmidii

Namnozené plazmidy byly izolovany kitem High Pure Plasmid Isolation kit (Roche) dle
navodu. Plazmidova DNA byla eluovana do 100 pl sterilni dH,0.

2.4.3.3 Linearizace plazmidu

Plazmidy byly linearizovany §tépenim pomoci restrikéniho enzymu Sall. Do $tépici reakce
bylo pouzito celé mnozstvi plazmidové DNA (100ul). Byl pfidan 11ul Buffer O a 2 ul Sall.
Reakce probihala v cycleru C 1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) 12 hodin ve 37°C, poté

nasledovala inaktivace enzymu pii 65°C 20 minut.

2.4.3.4 PreciSténi linearizovanych plazmidi

Po dokonceni linearizace plazmidi nasledovalo ptecisténi reakéni smeési pomoci kitu
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) podle protokolu vyrobce. Takto synteticky

pfipraveny templat byl natedén 1:100 a nasledn¢ uchovavan v -20°C.
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2.4.4 Testovani afinnosti primeri

Aby bylo dosazeno v qPCR experimentu optimalni amplifikace a métfeni exprese bylo co
nejpiesnéjsi, je nutné ovérit ucinnost qPCR amplifikace u jednotlivych sad primera z Tab. 11.
Pii nizké amplifikacni G¢innosti dochazi s kazdym amplifika¢nim cyklem k velkym ztratdm
Vv podobé neamplifikovanych kopii a nésledn¢ tak zkresleni vyslednych dat. Optimélni
ucinnost amplifikace se pohybuje v rozmezi 95-105% a urcuje, kolik procent pfitomnych
kopii daného templatu je v reakci amplifikovano. Ke sledovani amplifika¢ni reakce v realném
¢ase bylo vyuzito fluorescencni barvivo Sybr Green, které vzdy po navazani na dvouvlaknovy
templat vydava fluorescenéni signal. Cim vice se templat v prib&hu amplifikace mnoZi, tim se
zvySuje 1 intenzita signalu. Tento signdl je sniméan a reakce je nasledn¢ vyhodnocena podle
ktivky vzniklé jeho postupnym nariistem. Hodnoty Cq (,,cycle of quantification®) udavaji
cyklus, ve kterém bylo ode¢itané miry fluorescence dosazeno. V qPCR experimentu byl

pouzit Sybr Green ve formé komerc¢niho qPCR master mixu iQ™ SYBR ® Green Supermix

(BioRad).

2441 gPCR

Pro qPCR testovani Uc¢innosti primerd byla pouzita jako templat linearizovana plazmidova
DNA z kroku 2.4.3.4 s inzertem odpovidajicim vzdy pfislusné sadé primert z Tab. 11.
K otestovani u¢innosti primert byla z plazmidové DNA pfipravena desitkova fedici fada od 1
do 1:10000. Parametry a sloZeni reakce, ktera prob¢hla v piistroji BioRad - iQ5 Multicolor
Rael - Time PCR Detection System je zaneseno v Tab. 12. Vzorky byly testovany
v dubletech. Uginnost amplifikace byla po skonéeni reakce vyhodnocena softwarem gBase+

(Biogazelle).
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Tab. 12. qPCR amplifikace / testovani u¢innosti primera z Tab. 11.

245 (JPCR - méreni exprese FmCL1

Primery z piedchozi kapitoly 2.4.4.1, které vyhovovaly kritériim amplifika¢ni u¢innosti, byly
pouzity pro vyslednou qPCR analyzu. qPCR amplifikaéni cyklus probéhl podle stejnych
parametru jako v Tab. 12. Slozeni reak¢éni smési se liSilo pouze v pouzitém templatu. Jako
templat byla pouzita DcDNA a MRcDNA z kapitoly 2.2.2, ktera byla nafedéna 1:100. Do
kazdého vzorku bylo nésledné pfidano stejné mnozstvi cDNA (2 pl). Vzorky byly méteny

SloZeni reakéni smési Amplifikaéni cyklus
6.25 ul ig:;“;ﬂfﬂiﬁg(ggg; 95°C 3 min
0,5 ul ,primerF* Tab.11 95°C 15s
0,5 ul ,primerR* Tab.11 58°C 15s
2 ul plazmidové DNA 72°C 15s
5,25 ul dH,0 72°C 60s

50x

v tripletech. Vysledna data byla vyhodnocena softwarem qBase+ (Biogazelle).
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2.4.6 Priprava RNA prob pro lokalizaci transkripti FmCL1

2.4.6.1 Ovéreni specificity primert

Pro ptipravu RNA prob byly navrzeny primery pro fragmenty o velikosti 300-500 nukleotidi
podle sekvence CL1 F. magna z kap. 2.4.1.1. Sekvence jednotlivych primert i velikost
navrzenych prob jsou zaneseny v tabulce Tab. 13. Pomoci PCR byly tyto fragmenty
amplifikovany, parametry reakce a slozeni reak¢ni smési je zaneseno v tabulce Tab. 14. Jako
templat byla pouzita DcCDNA. DcDNA byla natedéna na koncentraci 100 ng/ul. Vysledky
PCR byly vyhodnoceny pomoci gelové elektroforézy a amplikony byly vizualizovany na
1,5% agarorovém gelu se Sybr Green v 1x TAE pufru (Life Technologies). Amplikony byly
nasledné vyfiznuty z gelu a vzorky byly dale zpracovany jako v kapitole 2.4.1.2 a pro tGcely
sekvenace zaklonovany jako Vv kapitole 2.4.1.3 a dale zpracovany shodné jako v kapitolach

2.4.1.4 2 2.4.1.5 a zaslany na sekvenaci do sekvenaéni laboratoie PfF UK (seqlab).

Tab. 13. Primery a velikosti préb pro in situ hybridizaci (ISH)

Velikost navrzené proby

Nazev primeru (nt — pocet nukleotidii)

FmCL1lishlF: 5°- TGTAATGGTGGATGGATGGAGCGA - 3°

FmCL1ish1R: 5 - TAACCTTGATCACCCCACCACGAT - 3¢ 386 nt
FMCL1ish2F: 5 - GCATTTCGTACCAGGCAAAAGGGA — 3°
FmCL1ish2R: 5° - TGCACATCCACAGCAACTGCAA - 3¢ 445 nt
FmCL1ish3F: 5* - AGCTGACGATGAGCACAGACGAA - 3°

412 nt

FmCL1ish3R: 5° - GCTGTTGCCATAGTTCCTGGTACAGT - 3¢

41




Tab. 14. Amplifikace navrZenych fragmenti FmCL1ish1, FmCL1ish2,FmCL1ish3

SloZeni reakéni smési Amplifikaéni cyklus
EmeraldAmp GT PCR
) 40
125l Master Mix (Clontech) C 300s
A
,,PrimerF* Tab. 13. o
0,5 ul (10uM) 94°C 60 s
,primerR* Tab. 13. o 35x
0,5 ul (10uM) 58°C 60 s
1ul DcDNA (100ng/ul) 72°C 60 s
\ 4
10,5 ul dH,0 72°C 10 min

2.4.6.2 Priprava RNA prob znacenych digoxigeninem (DIG)

Pro pripravu RNA prob znacenych digoxigeninem byl pouzit kit DIG RNA Labeling Kit
SP6/T7 (Roche). Jako vstupni material byly pouzity plazmidy z pozitivnich bakterialnich
kolonii v v kapitole 2.4.6.1. V téchto koloniich byly sekvenaci potvrzeny inzerty odpovidajici
FmCL1lishl, FmCLlish2, FmCLIlish3. Tyto plazmidy byly proto namnoZeny stejnym
zpusobem jako v kapitole 2.4.3.1 a vyizolovany kitem High Pure Plasmid Isolation kit
(Roche) podle navodu. Plazmidy byly eluovany do 100 ul dH,0. Na zakladé dat ze sekvenace
zkap 2.4.6.1 byla pomoci softwaru Genious zjisténa orientace inzertu v plazmidu. Aby
vytvofené proby byly anti-sense RNA, byly plazmidy linearizovany enzymem Notl, ktery
Stépi dany plazmid v misté mezi inzertem a T7 promotorem. SloZeni §tépici reakce 1 pribéh
odpovida reakci v kapitole 2.4.3.3. Reakce byla nasledné ptecisténa kitem Qiaquick PCR
Isolation kit (Qiagen), linearizované plazmidy byly eluovany do 20 ul dH,O. Nasledné byly
takto pfipravené plazmidy pouZzity pro vyrobu antis-sense RNA prob pomoci kitu DIG RNA
Labeling kit SP6/T7 (Roche). Pii pfipravé prob byla ze zminéného kitu pouzita SP6
polymeraza (misto T7). Nasledny postup probihal podle protokolu vyrobce. Pfipravené proby
byly uchovavany v -80°C.
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2.4.7 RNA insitu hybridizace

K lokalizaci mRNA transkripti FmCL1 ve tkénich F. magna byly pouzity parafinové fezy
z kapitoly 2.3.2 a RNA proby pro FmCL1 (FmCLZLish2, FmCL1ish3) zna¢ené DIG, jejichz
pfiprava je zminéna v kapitole 2.4.6.2. Experiment RNA in situ hybridizace probihal po dobu
3 dni. Zahrnoval procesy deparafinizace parafinovych fezi, ptipravu tkdné pro hybridizaci
préb a samotnou hybridizaci. Druhy den byly nejprve vymyvany nenavazané proby a
hybridiza¢ni medium. Dale byly aplikovany anti - DIG protilatky konjugované s alkalickou
fosfatazou. Tteti den byly nenavazané protilditky odmyty a hybridizované proby byly
kolorimetricky vizualizovany pomoci FastRed TR/Naphtol AS-Mix a pozorovany
mikroskopem Olympus BX53 vybavenym kamerou Olympus DP72 nejprve ve svételném poli
a poté pod fluorescen¢nim filtrem TRITC. Podrobny postup je popsan nize. Protokol, podle
kterého bylo v této diplomové praci postupovano, byl vyvinut v laboratoti Prof. Greveldinga
v Némecku pro ucely RNA in situ hybridizace na lidské motolici S.mansoni. Tento prokol byl
mirné pozménén s ohledem na pouziti odlisné tkané (F. magna), nez pro kterou byl tento
postup vyvinut. Upravy protokolu byly diskutovany na pracovisti RNDr. M. Marese, CSc na
UOCHB AV CR, kde je protokol Prof. Greveldinga aktualn& rovnéz aplikovan.

Piehled pouzitych chemikalii je shrnut v tabulce Tab. 15. SloZeni nékterych pouzitych
pufrid je zaneseno v tabulce Tab. 16. VétSina inkubaénich krokt probihala v kyvetach za
dodrzovani ptisnych opatfeni, aby nedoSlo ke kontaminaci RN4zami. Veskeré laboratorni
nastroje, material 1 povrch byl udrzovan bez ptitomnosti enzymt degradujicich RNA (RNaz)
pomoci dekontaminaéniho roztoku RNaseZap® RNase Decontamination Solution (Life
Technologies), ktery byl pouzit podle pokynil vyrobce.

Veskeré vodné roztoky byly piipraveny z MilliQ H,O oSetfené dietylpyrokarbonatem
(DEPC), dale jen DEPC-H,0. DEPC-H,0 byla ptipravena dle pokynti vyrobce — ve zkratce:
byl ptidan 1 ml DEPC do 11 dH,O a michana pi#i pokojové teploté pies noc. Voda byla
nasledné prefiltrovana pres 0.22 pum filtr a 2x 20 min klavovana pii 121 °C. Tato voda byla
pouzita k ptipravé vSech roztokil potiebnych pro hybridizani experiment. VSechny cerstvé
namichané pufry (kromé pre,- a hybridiza¢nich pufrli) byly znovu autoklavovany 1x 20 min

pi1 121°C a pouzity do 24 hodin.
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Tab. 15. Prehled pouzitych chemikalii pro RNA in situ hybridizaci.

Pouzité chemikalie

Kyselina maleinova

20x SSC (Saline sodium citrate) (Promega) (Sigma Aldrich)

10x PBS 7.4 (Sigma Aldrich) Kyselina octova (Penta)

Montovaci medium Fluoromount

Bezvody glycerol (Penta) (Sigma Aldrich)

Deionizovany formamid (Sigma Aldrich) NaCl (Sigma Aldrich)
Dextran sulfat, Mw = 500 (Sigma Aldrich) NaOH (Sigma Aldrich)
Dietylpyrokarbonat (DEPC) (Sigma Aldrich) Proteinaza K (Sigma Aldrich)

Protilatky Anti-DIG konjugované
EDTA (Sigma Aldrich) s alkalickou fosfatazou (AP)
(Roche)

Substrat pro AP: FastRed

Etanol (100%, 96%) (Penta) TR/Naphtol AS-Mix (Roche)

Glycin (Penta) Trizma Base (Sigma Aldrich)
HCI (Penta) Tween 20 (Sigma Aldrich)
Inaktivované konské sérum (Life Technologies) Xylen (Penta)

Kvasinkova RNA - Ribonucleic acid from torula yeast
(Sigma Aldrich)
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e Pouzité pufry a jejich slozeni

Slozeni pufrd, pouzitych pro in situ hybridizaci, a kone¢né koncentrace jednotlivych slozek v
roztoku je vyjadfeno v tabulce Tab. 16. Uvedené pufry byly piipraveny v DEPC-H,0 a
klavovany (kromé pre-hybridiza¢nich pufri) 20 min pii 121 °C. Ostatni pufry jako roztoky
etanolové tady (70%, 50% a 30%), 1x PBS, 1x SSC, 2x SSC, 0,2% glycin, 0,2M HCI,
20% kyselina octova a 20% glycerol byly pfipraveny rozpusténim ptislusného mnozstvi latky

v DEPC-H-0 a nasledn¢ klavovany (kromé roztokl etanolu a kyselin) 20 min pii 121 °C.

Tab. 16. Slozeni pufri pro RNA in situ hybridizaci.

PK (Proteinaza K) pufr | MAB (Maleic acid buffer) Substratovy pufr
100mM Tris 0,1 M kyselina maleinova 0,1M Tris
50mM EDTA 0,15 M NacCl 0,4M NaCl
pH 8,0 pH 7,5 pH 8,2
Pre-hybridiza¢ni pufr A Pre-hybridiza¢ni pufr B
Img/ml kvasinkové RNA
(Ribonucleic acid from 50% deionizovany formamid
torula yeast)
5x SSC 1% Tween 20
1x PBS 10% dextran sulfat
RNA préba (Tab. 13)
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2.4.7.1 Protokol RNA in situ hybridizace

Sklicka s parafinovymi fezy byla inkubovana v xylenu (2x 5min), nasledné ve 100% etanolu
(2x 5min) a poté nésledovala série Sminutovych inkubaci v etanolové fadé (96%, 70%, 50%,
30%). Pro findlni zavodnéni vzorkt byla sklicka inkubovana 5 minut v DEPC-H,0. Poté byly
vzorky inkubovany 20 min v 0,2M HCI. Dale byly vzorky pre-inkubovany 5 min v PK pufru
(Tab. 16.) ptedehiatém na 37°C. Nasledné byla piidana Proteinaza K (1 ug/ml) a inkubace
probihala dal$ich 17 minut pii 37°C. Po $tépeni proteinazou K byly vzorky inkubovany 5 min
Vv roztoku 0,2% glycinu. 20% kyselina octova byla vychlazena na 4°C a jednotliva sklicka do
ni byla na 15s ponofena a pfesunuta na 5 min do kyvety s 1xPBS. Poté probéhla inkubace ve
20% glycerolu po dobu 15 minut, vzorky byly poté kratce oplachnuty 2x SSC a polozeny na
10-12min na predehraty termoblok (70°C). Po uplynuti inkubaéni doby byla skli¢ka kratce
zchlazena na -80°C. Soucasné byly nafedény piislusné proby (FmCL1ish2, FmCLI1ish3;
1:100) v pre-hybridiza¢nim pufru A (Tab. 16.) a byly inkubovany pii 70°C. Po 10-12
minutdch byl tento roztok kratce zchlazen na ledu a smichan s pre-hybridiza¢nim pufrem B
(Tab. 16.) za vzniku hybridizaéniho pufru, ktery byl ihned aplikovan na sklicko
S histologickymi fezy. Takto pfipravené vzorky piekryté krycim sklickem byly ve vlhké
komirce inkubovany pti 42°C ptes noc (16 - 18 h).

Druhy den byly vzorky inkubovany ve 42°C v 2x SSC s 0,1% Tween 20 po dobu 15
minut. Déle nasledovalo 15 minut inkubace v 1x SSC pfi pokojové teploté. Poté byly vzorky
piemistény do pufru MAB ( angl. ,,maleic acid buffer) (Tab. 16.) a inkubovany 5 min. Byl
piipraven 4% blokovaci roztok pfidanim kofiského tepeln€ inaktivovaného séra do pufru
MAB a vzorky v ném byly 30 minut inkubovany. Nasledn¢ byly na vzorek aplikovany
komeréni anti-DIG protilatky konjugované s alkalickou fosfatazou natedénévl: 500 ve 2%
blokovacim roztoku. Rezy byly takto inkubovany ve tmé pii 4°C do nasledujiciho dne (16 -
18 hodin).

Dalsi den byly vzorky oplachovany 2x 20 minut v MAB pufru. Poté byla provedena
pétiminutova inkubace v substratovém pufru (Tab. 16.). Nakonec byl aplikovan FastRed
TR/Naphtol AS-Mix dle pokynu vyrobce, jakozto substrat pro alkalickou fosfatazu. V
Casovych intervalech (viz. dale) byl monitorovan vznik barevného produktu, ktery indikoval

pfitomnost a lokalizaci hledané mRNA.
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Vyvijeni reakce bylo sledovano v ¢asovém rozmezi 5 - 28 hodin. Z pocatku bylo vyvijeni
sledovano v kratkych casovych intervalech (5-10 min), zhruba po 1 hodiné, kdy nebyla
pozorovana tvorba barevného precipitatu, byly intervaly prodlouzeny (30 min — 1h).

Pro zastaveni reakce byly vzorky ponofeny do DEPC-H,O, zamontovany do vodou
feditelného média Fluoromount a pfikryty krycim sklickem. Po zaschnuti byly okraje kryciho
sklicka zalakovany a v co nejkratsi dobé pozorovany pod mikroskopem. Vzorky byly
pozorovany pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus BX53 vybavenym kamerou Olympus
DP72 jednak v klasickém svételném poli a nasledné také ve fluorescencnim spektru za pouziti

filtru TRITC.
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VYSLEDKY

3.1 Detekce exprese cathepsinu L1 u dospélce a miracidii

Prostfednictvim PCR a s vyuzitim specifickych primertt Fmtotal CL1F/FmtotalCL1R byly z
cDNA dospélct (D) i miracidii (MR) F. magna ziskany amplikony o velikosti cca 1000 bp
(Obr. 9). Tyto vzorky byly osekvenovany a ziskané sekvence byly podrobeny analyze
v programu  Genious. Pomoci online nastroje @ BLASTn v databazi NCBI
(http:\\blast.ncbi.nlm.nih.gov) byly tyto sekvence identifikovany jako cathepsin L1 F. magna.
(EU877764.1). U miracidii byl zaznamenan vznik dvou amplikond o velikosti ccal000 bp a
2000 bp (Obr. 9.). Oba byly sekvenovany a vyhodnoceny, obé sekvence odpovidaji FmCL1.
Sekvence vétsiho amlikonu obsahovala nékolik inzerci sekvenci o délce nékolika desitek
nukleotidi. Amplikony o velikosti 1000 bp byly klonovany, pfitomnost inzertu v 10
narostlych bakteridlnich koloniich MR a D byla zkontrolovana prostiednictvim PCR a ziskana

amplifikovand DNA byla opét sekvenovana. Vsechny sekvence odpovidaly FmCL1.

Obr. 9. Detekce FMCL1 v cDNA dospélce (D) a miracidii (MR) (1,5% agarozovy gel se
Sybr Green)
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3.2 Vybér referen¢nich geniti a testovani specifity primert

Jako referen¢ni geny byly vybrany geny GAPDH, ACTB, ATP5B, COXI jakozto zastupci
Casto vyuzivanych referenc¢nich gen. Pomoci PCR byly fragmenty referenc¢nich gent i
fragment FmCL1 uspé$né amplifikovany z MRcDNA 1 DcDNA. Specifita primera byla
ovéfena naslednou sekvenaci. Analyzou v BLASTn bylo potvrzeno, ze jednotlivé sekvence

odpovidaji fragmentiim vybranych gent.

3.3 Testovani u¢innosti primeru - gPCR

U jednotlivych sad primera byla testovana amplifika¢ni ¢innost s vyuzitim qPCR. Z divodu
velké spotieby nebyla jako templat k t€émto ucelim pouzita cDNA ani jednoho ze stadii (D ¢i
MR). Jako templat pro jednotlivé reakce byla zhotovena desitkova fedici fada plazmidové
DNA se zaklonovanym inzertem odpovidajicim jednotlivym parim primert z Tab. 11. Na
zaklad¢é vzniklé standardni kiivky byla spocitana G¢innost podle vzorce E = 10"(-1/slope), kde
slope vyjadiuje hodnotu sklonu této kiivky. Optimalni G¢innost primert by se méla
pohybovat v rozmezi 95-105%. V nasem ptipadé byla amplifika¢ni G¢innost vyhodnocena
pomoci softwaru gBase+ (Biogazelle) a bylo zjisténo, ze krom¢ COXI genu bylo této
uc¢innosti dosazeno. Z diivodu nesplnéni pozadovanych kritérii (a¢innost 95-105%) byl gen
COXI z dalSich analyz vyfazen. Ostatni geny byly shledany z hlediska amplifika¢ni i€¢innosti
primerd jako vyhovujici. Vysledky pro jednotlivé geny jsou uvedeny v tabulce Tab. 17. na
obrazku Obr. 10 jsou ziskané standardni kiivky, podle nichz byla vypocitana amplifikaéni

ucinnosti primert u jednotlivych gent.
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Obr. 10. Standardni kiivky GAPDH, COXI, ACTB, ATB5B a FmCL1 (export z

Qbase+). Je-li Gcinnost amplifikace rovna 100%, rozdil v kvantifikaénim cyklu mezi

jednotlivymi fedénimi pouzitého templatu je cca 3,33 cyklu.
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Tab. 17. Amplifika¢ni Gcinnosti primeru jednotlivych genu (analyzovano v qBase+ ).

Gen Amplifika¢ni ac¢innost
FmCL1 102,1%
GAPDH 101,3%

ACTB 98,9%
ATP5B 98,8%
COXI 89,1%

3.4 Méreni exprese FMCL1 u miracidii a dospélce F. magna

Po dosazZeni nezbytné trovné optimalizace byla k findlnimu méteni exprese FmCL1u obou
stadii byla pouzita DcDNA a MRcDNA. Pro analyzu byly pouzity 3 biologické replikaty
(cDNA ze 3 dospélych ¢ervl a 3 sbérti miracidii) a 3 technické replikaty (reakce probihala
Vv tripletech jednotlivych vzorkl). Vzorky FmCLI1 1 referencni geny byly amplifikovany
vVjednom gPCR béhu. Data byla nasledné¢ vyhodnocena pomoci softwaru Base+
(Biogazelle).

Pied samotnym vyhodnocenim pokusu, zda je/neni exprese CL1 u té€chto stadii rozdilna byla
zhodnocena kvalita ziskanych dat (napf. signifikantni rozdily mezi technickymi replikaty,
negativni kontroly, ,,melting kiivky*). Technické replikaty byly podrobeny kontrole a pomoci
online nastroje QuickCalcs (GraphPad software) byly z analyzy vylouceny vzorky, jejichZ
rozdil hodnoty Cq (,,cycle of quantification®) v ramci tripletu byl signifikantni (p<0,5). Déle
byly analyzovany kiivky pro negativni kontroly, které splnily vSechna aplikovana kritéria. Pti
kontrole kiivek tani (,,melting kiivky*), bylo ovéfeno, ze v ramci reakce doslo k amplifikaci

pouze jednoho produktu v kazdém vzorku.
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3.5 Normalizace dat

K normalizaci dat podle referencnich gent je tfeba provést tzv. geNorm analyzu, jejiz
vysledek ndm pomuze urcit, které z testovanych genti jsou nejstabilnéji exprimované piipadné
V jaké kombinaci je pro vyhodnoceni experimentu pouzit. Pro optimalni analyzu je vhodné
otestovat alespont 8 genil (Cim vice, tim 1épe) a 10 biologickych replikat. Striktni minimum
pro geNorm nanalyzu jsou 3 kandidati pro referencni geny a 2 biologické replikaty.
Normalizovat data pouze podle jednoho referen¢niho genu se nedoporucuje.

geNorm analyza byla provedena v softwaru qBase+ na vzorcich FmGAPDH, FmATP5B,
FmACTB. Vypoctend hodnota M u jednotlivych genli udava, které geny jsou nejstabilnéji
exprimované a je zanesena v tabulce Tab. 18. Limitni hranice pro M byla stanovena na M<I.
Podle tohoto kritéria vychazi jako nejstabilnéji exprimovany gen GAPDH. Ostatni geny jsou

mirné nad hranici. S ohledem na tuto skute¢nost bylo nakonec pfistoupeno k normalizaci dat

na zéklad¢ jediného genu GAPDH.

Tab. 18. Hodnoty M pro referen¢ni geny GAPDH, ACTB, ATP5B (analyza geNorm;

gBase +).

Referencni gen Vypoctena hodnota M
GAPDH
ACTB 1,106
ATP5B 1,110
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3.6 Porovnani exprese FmCL1 mezi dospélci a miracidii

Po normalizaci dat podle GAPDH byly odeéteny hodnoty exprese pro jednotliva stadia.
Vysledky vyjadiuji vyssi expresi FmCL1 u dosp€lci nez u miracidii (Obr.11.). Tuto
skutecnost jiz pied samotnou analyzou dat ptredbézné naznacil charakter amplifikacnich
kiivek, kdy u vzorki ¢cDNA z dospélce dochdzi k zachyceni fluorescencniho signalu pfii
amplifikaci FmMCL1 mnohem dfive nez u miracidii, coz naznacuje zna¢ny rozdil v pocatecnim
mnozstvi kopii FmCL1 (Obr. 12.). V analyze byly porovnany cDNA ze 3 dospélct a 3 sbért
miracidii. Podle dat vyhodnocenych v gBbase+, které odpovidaji grafu na Obr. 11., vychazi

relativni hladina exprese dospélcti téméf 1700x vyssi nez u miracidii.

Obr. 11. Graf porovnani primérné hodnoty exprese FmCL1 u dospélct a miracidii

(normalizovano podle GAPDH).

100,000 -
~
(@]
2
N—r
@ 10,000 -
7]
et
o
x
(<B]
&
o
% 1,000 -
o 7
=
z
i
=
o2
0,100 -
0,010 - . L

Dospélec (n=3) Miracidia (n=3)

53



Obr. 12. Amplifika¢ni k¥ivky znazoriujici narist fluorescence. Cervené dospélec,

modie miracidia.
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3.7 Lokalizace transkriptii FmCL1 na fezech F. magna

Byly navrZzeny primery pro ptipravu 3 hybridiza¢nich prob pro gen FmCL1 FmCLlishl,
FmCLI1ish2 a FmCL1ish3. Specificita primert byla potvrzena sekvenaci, pomoci softwaru
Genious byly identifikovany piislusné sekvence odpovidajici navrzenym fragmentim 0

velikosti 386 nt, 445 nt, 412 nt.

Obr. 13. Amplifikace FmCL1ishl, FmCL1ish2, FmCL1ish3 (1,5% agar6zovy gel se Sybr
Green).

ISH1 ISH2

Ptipravené anti - sense RNA proby byly oznaceny digoxigeninem, zatim pouze FmCL1ish2 a
FmCLL1ish3 (z dtvodu technické kapacity) byly dle vypracovaného protokolu pro RNA in situ
hybridizace otestovany v fedéni 1:100 na 6 pm fezech. Specifickd barevna reakce nebyla na
fezech z dospélce F. magna v tomto pilotnim experimentu lokalizovana. Pfi pozorovani ve
fluorescenénim mikroskopu byla navic zjiSt€éna vysoka autofluorescence tkané dospélého
¢erva, ktera mohla zkreslit vysledky. Jako negativni kontrola slouzil fez, ktery byl inkubovan

V hybridiza¢nim pufru bez prob (Obr.18.). Vzorky byly vyvolavany 6 h 20 min.
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Obr.18. Vysledky RNA in situ hybridizace prob FmCL1ish2 a FmCL1ish3.

Na obrazku A je 6um fez inkubovany s probou FmCL1ish2, je patrné mirné riizovo-oranzové zabarveni kolem stfeva (0znacené Sipkami).
Nicméné podobné zabarveny je i cely parenchym. Vysledkem uspéSné hybridizace by mél byt siln€¢ cerveny signal, ktery zde nebyl
pozorovan. Obrazek B ukazuje pro porovnani negativni kontrolu k témto vzorkiim. Na obrazku C je fez inkubovany s probou FmCL1ish3. Na

tomto obrazku neni patrny zadny barevny signal. Pfi porovnani s negativni kontrolou vypada tento obrazek C shodné. Métitko odpovida

250 pm.




DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo porovnat expresi cathepsinu L u vyvojovych stadii F. magna
a pokusit se lokalizovat mMRNA transkripty tohoto genu v téle dospélého Cerva. Za timto
ucelem byly v nasi laboratofi zavedeny metody qPCR a RNA in situ hybridizace. Ob¢ tyto
metody vyZzaduji jako vstupni material vysoce kvalitni RNA, ktera byla v naSem piipadé
nejvice limitujicim faktorem pro qPCR experimenty. Selhani aplikace klasickych postupti
izolace RNA nas vedlo k optimalizaci izola¢ni metody, kterd byla nasledné aplikovdna na
vSechna zivotni stddia F. magna. Timto bylo zjisténo, ze nejvhodnéjsi metodu prozatim
ptedstavuje izolace kitem High Pure Tissue isolation kit (Roche). Touto metodou se podatilo
ziskat RNA z dospélcii a miracidii bez znamek degradace, nicméné nevyhodou byla vyssi
spotieba materidlu, coz byl problém zejména v ptipadé miracidii a ostatnich larvalnich stadii.
Pokus o izolaci RNA z vaji¢ek F. magna touto metodou byl bohuzel neuspésny. Piesto, ze se
podafilo porusit vaje¢né skofapky a izolovat tak RNA z obsahu vajicek, nebyla touto metodou
zadnd RNA vyizolovana. Toto muze byt zpusobeno napiiklad Spatnym pronikdnim RNA
fixaéniho roztoku pfes sténu vajicka a tim zvySeni nachylnosti RNA zarodku k degradaci.
V n¢kolika dalSich pokusech bylo vyloufeno zaneseni kolonky (pomoci které byla RNA
izolovana) zbytky skotdpek predchéazejici opakovanou centrifugaci supernatantu. Presto
pouzité postupy nebyly nejspiSe pro izolaci RNA zvajicek vhodné. Materidl (RNA)
z ostatnich stadii se nepodafilo izolovat v dostate¢ném mnozstvi ziskat (30 ul o koncentraci
120 ng/ul RNA). Analyza qPCR proto byla prozatim zalozena na stadiu miracidia a dospélce.
Vzhledem k omezenému mnozstvi RNA materialu z miracidii nebyl u této metody stanoven
templatu ve vzorku, pii které je uspésné detekovano 95% testovanych vzorkd (Bustin et al.
2009). Amplifika¢ni ucinnost primerd byla za ucelem tUspory materialu testovana na
syntetickém templatu nikoliv na cDNA jednotlivych stadii.

Po uspésné izolaci RNA z miracidii a dospélct a splnéni vSech potfebnych narokd na
kvalitu, jsme pfistoupili k samotné qPCR s cilem stanovit miru exprese FmCL u tak odli$nych
stadii jakymi jsou dospé€lec a miracidium. Miracidium je voln€ Zijici larvalni stadium, které
nepfijima potravu a ve vodnim prostiedi aktivné vyhledava mezihostitelského plze s vyuzitim

energie ziskané z aerobniho metabolismu pii odbourdvani zasob glykogenu.
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Naopak dospélec je schopen pfijimat nutrienty z vnitiniho prostiedi hostitele a energii
ziskéavat na rozdil od miracidia s vyuzitim procesti anaerobniho metabolismu (Lloyd & Barrett
1983, Tielens et al. 1984, 1991, Halton 1997, Boyunaga et al. 2001, Moss 2009). Z tohoto
hlediska se pouziti miracidii a dospélcti F. magna jevi jako vhodny a zajimavy model pro
experiment zaméfeny na ovéfeni nasi hypotézy o ptedpokladané rozdilné expresi FmCL1
mezi témito dvéma stadii. S ptihlednutim k biologii téchto dvou stadii (miracidium, dospélec)
a predpokladané funkci CL u fasciolidnich motolic napf. penetrace, migrace tkéani, traveni,
obrana pied imunitnim systémem hostitele (Carmona et al. 1993, Dowd et al. 1995, Prowse et
al. 2002, Yamasaki et al. 2002, Dalton et al. 2003b, Ghoneim et al. 2008, Robinson et al.
2008b) lze ptredpokladat, ze u miracidia, se FmCL1 nejspiSe ucastni penetrace do téla
mezihostitelského plze, nicméné tato funkce nebyla zatim prokazana. Navic FmCL by mohl
byt u miracidii pfitomen jiz ve formé proteinu obsazeného predevS§im v penetracnich Zlazach,
jako cathepsin B u miracidia S.mansoni, jehoz lokalizaci v penetra¢nich zlazach
nevylihnutého miracidia zminuji autofi Dresden et al. (1983). V takovém piipadé by se dalo
predpokladat, Zze exprese FmCLIu tohoto stddia bude na minimalni urovni. Naopak u
dospélce lokalizovaného v pseudocysté v jaternim parenchymu je FmCLI1 pravdépodobné
exprimovan ve vysoké mife a ucastni traveni krve (Dalton et al. 2003b, Collins et al. 2004,
Lowther et al. 2009).

Jedinou praci zabyvajici se expresi cathepsinu L u riznych stadii fasciolidnich motolic je
studie Ghoneim et al. (2008) u F. gigantica. Autofi ve své studii prokazali expresi FgCL1 u
vSech vyvojovych stadii ovSem mira této exprese nebyla stanovena. Autortim se podafilo také
zjistit, ze mnozstvi FgCL1 ziskané z ESP dospélci bylo 1,5x vétsi nez v homogenatu
miracidii. U FgCL1 pfitomného v miracidiich se autofi rovnéz domnivaji, Ze se nejspise
uplatituje pfi procesech penetrace do mezihostitelského plze. U dospélce pak tyto data autoti
komentuji jako vysledky podporujici hypotézu, ze se FgCL1 podili pravé na traveni
hostitelskych proteinti, penetraci tkani ¢i tiniku imunitni odpovédi hostitele. Studie zaméfené
na porovnavani exprese peptidaz mezi jednotlivymi stadii motolic za vyuziti qPCR jsou
znamy pouze u schistosom (napf. cathepsin L3, cathepsin B1,B2) (Dvorak et al. 2009,
Dolec¢kova et al. 2010). S vysledky studie Dvoiék et al. (2009) nelze naSe vysledky srovnavat,
jelikoz lze ptedpokladat, ze s ohledem na jiny druh motolice bude funkce cathepsinu L S.

mansoni odlisna. Funkci hlavni travici peptiddzy u S. mansoni pravdépodobné zastava
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cathepsin B (Dfive identifikovany SmCL1 patii navic jiz do skupiny cathepsini F) (Tort et al.
1999, Sajid 2003, Caffrey et al. 2004, Dvorak et al. 2005).

V nami realizovanych experimentech byla exprese FmCLI potvrzena nejdiive s vyuzitim
klasické PCR s templatovou cDNA z miracidii a dospélce, kdy se podatilo amplifikovat
produkty o velikosti cca 1000 bp, u kterych byla néasledné potvrzena shoda se sekvenci
FmCLI1, a to jak u dospé€lce, tak u miracidii. U miracidii vSak doslo také k amplifikaci dalSiho
produktu odpovidajiciho podle markeru velikosti cca 2000 bp. Tento produkt byl také
osekvenovan a bylo zjisténo, Ze se jednalo rovnéz o FmCLI. Rozdilnd velikost tohoto
amplikonu byla dana inzerci sekti nukleotidi v cDNA v sekvenci FmCLI1, které znaci
nejspiSe pfitomnost intrond. Tento produkt byl amplifikovan ziejmé diky kontaminaci
RNA genomickou DNA, kterd vznikla nejspiSe neoSetfenim izolované RNA DNAzou,
z divodu moznych naslednych vysokych ztrat RNA (Heinrich et al. 2007). Pouzitim DNAzy
po izolaci RNA dochazi k odstranéni veskeré DNA ze vzorku a tedy k eliminaci genomické
kontaminace (Ziegler et al. 1992, Huang et al. 1996, Sanyal et al. 1997, Bustin 2002, Heinrich
et al. 2007). Pti izolaci vzorki RNA pro qPCR experiment, byl tento krok vzdy zahrnut jako
soucast protokolu zminovaného izola¢niho kitu (High Pure Tissue isolation kit, Roche
obsahuje DNAzu I).

Pfi méteni hladiny exprese FmCL1 v ¢cDNA miracidii a dospé€lce byla pouZzita metoda
qPCR. Tento qPCR experiment pfedstavoval pilotni pokus v testovani exprese jednoho genu
na omezeném poctu dospélych jedinci a miracidii F. magna. Experiment byl proveden
primarné¢ za ucelem implementace problematiky genové exprese do helmintologické
laboratote, seznamenim se se souvisejicimi metodickymi postupy a k naslednému navrZeni
optimalniho ptistupu v dalSich experimentech. Vysledky prvotnich testovacich pokust méteni
exprese FmCLI1s vyuzitim qPCR odhalily, Ze FmCL1je ve vy$§i mife pravdépodobné
exprimovan u dospélct (1700x) nez u miracidii. Nicméné jednd se zatim pouze o primarni
data, podminky experimentu je nutné dale optimalizovat.

Idedlni pocet testovanych biologickych replikath k ziskédni skute¢né reprezentativniho
souboru hodnot relativni genové exprese u dospélcti 1 miracidii, je alespoit 10. Nase
podminky vSak zatim umoznily testovat pouze 3 biologické replikaty od obou stadii. Pii takto
nizkém poctu testovanych biologickych replikath dochdzi k ¢astecnému zkresleni primérné
hodnoty relativné exprese. Na druhou stranu i1 tak maji vysledna data urcitou vypovidajici

hodnotu.
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Déle je tteba prihlédnout také vysledkim testu stability exprese zvolenych referencnich gend.
V naSem piipad¢ byly jako referen¢ni geny zvoleny GAPDH, COXI, ACTB a ATP5B. Tyto
geny byly po konzultaci s odbornikem Richardem Nadvornikem, Ph.D (SEQme s.r.0.)
zvoleny nahodné podle nejcastéji vyuzivanych geni v dostupné literature a dat dostupnych
z transkriptomu F. magna (Piantoni et al. 2008, Dvorak et al. 2009, Turabelidze et al. 2010,
Caban-Hernandez et al. 2012, Cantacessi et al. 2012, Liu et al. 2012, Kundu et al. 2013).
Prozatim neexistuje zpusob, ktery by umoznoval pfedem urcit, které geny budou stabilné
exprimovany a které nikoliv a jako vhodny referencni gen muze ve findle slouzit jakykoliv
gen se stabilni expresi (Bustin 2000, de Jonge et al. 2007, Goulet et al. 2007, Bustin et al.
2009). Vytipovanych kandidati na referenéni geny bylo na pocatku experimentu mnohem
vice nez Ctyfi vySe zminéné. AvSak vétSinu vybranych genl se nepodafilo identifikovat
v transkriptomu F. magna a tim ziskat informaci o jejich sekvenci (napf. B mikrotubulin,
hypoxantin fosforibozyl transferaza, calnexin, cyklofilin a dalsi). Analyza byla nakonec
provedena pouze se tfemi referencnimi geny, jelikoz dodatecné byl vyloucen jest¢ COXI pti
testovani G¢innosti primerd, z divodu nizké amplifika¢ni Géinnosti (Livak & Schmittgen

2001, Kubista et al. 2006, VanGuilder et al. 2008, Bustin et al. 2009).

Pomoci softwaru Qbase+ (Biogazelle) byla tzv. geNorm analyzou otestovana stabilita
jednotlivych referenénich gent (Bustin 2002, Hellemans et al. 2007, Hellemans &
Vandesompele 2014). V ramci experimentu byly nakonec otestovany 3 referen¢ni geny na 3
biologickych replikatech, ¢ili jakési striktni minimum bylo podle manuédlu Qbase+ dodrZeno.
Po provedeni analyzy byly ziskany hodnoty tzv. geNorm M (hodnota M urcuje stabilitu
exprese daného genu). Interval, ve kterém se limitni hodnoty M mohou pohybovat, se 1i$i na
zaklad¢ testovanych vzorkl. Pokud se jedna o normalizaci genomické DNA, hodnota M by
mela byt mensi nez 0,2 (M<0,2). Jedna-li se o analyzu vzorkii velmi homogennich napft.
kultury stejnych typt bun¢k, pak by hodnota M méla byt mensi nez 0,5 (M<0,5). Jestlize se
testuji vzorky velmi heterogenni (napf. rtizné typy bunék a tkani, vzorky z rozdilnych
organizmil) mohou byt referen¢ni geny vice variabilni a akceptovatelné hodnoty M se v tomto
ptipadé mohou pohybovat az do M<1. Hodnota M<1 je maximalni akceptovatelny limit.
Vyssi hodnoty M jiz zna¢i nutnost Upravy experimentu a nelze na zaklad¢ nich geny
oznacit za stabiln¢ exprimované (Hellemans et al. 2007, Hellemans & Vandesompele 2011,
2014, Yang et al. 2015). V nasem piipad¢ se jedna sice o stejné organizmy v rizné fazi

zivotniho cyklu, nicméné¢ stavba téla i slozeni organti je zcela odlisné (Dinnik & Dinnik 1956,
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Erhardova-Kotrld 1971). Na zaklad¢ tohoto faktu spadaji naSe vzorky spiSe do kategorie
heterogennich vzorkl a parametr pro hodnotu M byl nastaven na M<1. Toto kritérium splnil
Z testovanych gent pouze GAPDH, coz znamena, Ze z 3 testovanych referencnich gent je
GAPDH nejstabilnéji exprimovan.

K normalizaci dat jsme tedy nasledné ptistupovali na zékladé predpokladu, ze GAPDH
pfedstavuje gen stabiln¢ exprimovany a data byla normalizovana pouze na zdkladé hodnot
ziskanych z GAPDH (Caban-Hernandez et al. 2012, Garske et al. 2013, Zeraik et al. 2013).
Normalizace na zéklad¢ jediného referenniho genu se dnes jiz nedoporucuje, ackoliv vétSina
studii publikovanych i v impaktovanych casopisech je cCasto zalozena pravé na této
neoptimalni metod¢ normalizace (Suzuki et al. 2000, Tricarico et al. 2002, Vandesompele et
al. 2002, Bustin et al. 2009, Dvotédk et al. 2009, Ojalvo et al. 2009, Doleckova et al. 2010,
Pereira et al. 2011). Normalizace podle jediného genu je podle Bustin et al. (2009) pfipustna
pouze ve chvili, kdy lze prokéazat opravdu velmi stabilni expresi daného genu na opravdu
Sirokém souboru dat. Optimalni pocet referencnich genti neni dany, vzdy je tfeba tyto geny
otestovat a za pomoci algoritmu (napt. geNorm, BestKeeper, NormFinder) urcit, které a jaky
pocet z referen¢nich gent je pro normalizaci dat v dané studii optimalni (Vandesompele et al.

2002, Andersen et al. 2004, Pfaffl et al. 2004, Bustin et al. 2009).

Co se tyce statistického vyhodnoceni vyslednych dat, v naSem piipad€ nelze pouzit zadny ze
statistickych testli. Parametricky test nezle provést, protoZze ho neni mozné aplikovat na tak
maly soubor dat, na takto malém souboru nelze urcit, zda maji data normalni distribuci.
Pokud bychom pfistoupili k neparametrickému testu, z diivodu nedostatku dat by vysledna
hodnota p vysla timto zptisobem vzdy nesignifikantni. Vysledky naseho qPCR experimentu
tedy vtuto chvili nelze statisticky vyhodnotit, avSak tuto skute¢nost jsem diskutovala
nékolikrat se specialistou v oboru, Richardem Nadvornikem, Ph.D (SEQme s.r.0), ktery

doporucil vysledy 1 v této omezené podob¢ prezentovat

V ptipad¢ naSeho experimentu tedy vysledna data podléhaji urcitému zkresleni, které je
zpiisobeno nejen nedostatenym mnoZstvim otestovanych biologickych replikatd, ale
pfedevSim neoptimalni normaliza¢ni strategii. Nasledna optimalizace vyzaduje experiment
rozsifit. Presto, Ze se jedna pouze o primarni data tykajici se relativni exprese FmCLI,

nepiedpokladame, Ze by se vysledek analyzy po rozsifeni experimentu naprosto zménil. Je
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vSak mozné, ze po dalsi optimalizaci podminek nebude napiiklad rozdil v expresi FmCL1

mezi dospélci a miracidii tak markantni.

V ramci diplomové prace jsem se rovnéz pokusila i o lokalizaci mRNA transkriptd FmCLI1 na
parafinovych histologickych fezech dospélého Cerva. K tomuto ucelu byla vyuzita metoda
RNA in situ hybridizace, ktera predstavuje moderni a efektivni pfistup v lokalizaci proteini
Vv bunikach, tkanich ¢i organech motolic. Na rozdil od ¢asové naro¢nych imunohistologickych
pristupt, které¢ vyzaduji zdlouhavé piipravy zahrnujici produkci rekombinantnich proteini a
naslednou imunizaci laboratornich zvifat za Gcelem ziskani protilatek (Bogitsh et al. 2001,
McCarthy et al. 2004, Bukovsky et al. 2008), je lokalizace pomoci in situ hybridizace
rychlejsi proces vyzadujici znalost pouze zndmé sekvence lokalizovaného genu.

Tato metoda byla jiz testovana také na fasciolidnich motolicich F.hepatica a F.gigantica
(Dalton et al. 2003b, Meemon et al. 2004, 2010). Univerzalni protokol pro in situ hybridizaci
prozatim neexistuje a kazda laboratot zatim nezavisle optimalizuje sviij vlastni pfistup. My
jsme béhem aplikace této metody vyuzili poznatkll prezentovanych v pracich Dalton et al.
(2003b), Meemon et al. (2004, 2010), Quack et al. (2009), Cogswell et al. (2011), Laurer et
al. (2011) s tim, ze i v tomto ptipad¢ jsme provedli pilotni experiment.

Na zaklad¢ sekvence FmCL1 z transkriptomu F. magna byly navrzeny a ptipraveny RNA
proby (Cantacessi et al. 2012). Tyto proby byly nasledné pouzity dle protokolu pro RNA in
situ hybridizaci, ktery byl vyvinut v laboratofi Prof. Greveldinga v Némecku pro organismus
S. mansoni (Quack et al. 2009, Leutner et al. 2011, Hahnel et al. 2014). Tento protokol
vyuziva detekci chromogenniho signalu.

Pti pozorovani vysledku inkubaci ve svételném mikroskopu nebyl na histologickych
fezech dospélci F. magna jednoznacné rozeznéan specificky chromogenni signal potvrzujici
uspésnou hybridizaci RNA prob. Pti pouziti proby FmCL1ish2 v fedéni 1:100 (kapitola 3.7;
Obr. 18. A) bylo na fezech pozorovano pouze velmi slabé rizovo-oranzové zabarveni
Vv oblastech kolem stfeva F. magna, nicméné podobné& byl zabarven i veSkery parenchym.
K vytvoreni jasné rozliSitelného ¢erveného precipitatu nedoslo. Pouziti FastRed TR/Naphtol
AS-Mix (Sigma Aldrich) (Speel et al. 1992, Dalton et al. 2003b, Lauter et al. 2011),
umoziuje pii pozorovani pod filtrem TRITC detekovat fluorescencéni signdl vzniklého
precipitatu, ktery by mohl teoreticky odpovidat slabé chromogenni reakci v okoli stfeva.
Nicméné z divodu silné autofluorescence tkané nebylo mozné ani tento signal jasné

definovat.
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Diive byl takto lokalizovan FhCL pomoci in situ hybridizace DNA prob ve stievé
F.hepatica (Dalton et al. 2003b) (Obr. 19.)

Obr. 19. Lokalizace FnCL pomoci DNA in situ hybridizace (Dalton et al. 2003b).
A - negativni kontrola, * oznacuje stfevo; B - fez F.hepatica (20 um) s hybridizovanymi
probami, Sipkou je oznacené stfevo, po jehoz vnitinim obvodu je ziejmy silny cerveny

precipitat znacici reakce sondy s transkripty FhCL.
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Na zakladé studii publikovanych Dalton et al.(2003b) a Meemon et al. (2004, 2010) Ize i
Vv piipadé F. magna predpokladat lokalizaci FmCL1 priméarn€ v buiikdch stfeva dospélého
Cerva, které jsou predpokladanym mistem lokalizace a sekrece vSech travicich peptidaz
motolic (Skelly & Shoemaker 2001, McCarthy et al. 2004, Dvoték et al. 2009, Kang et al.
2010, 2012).
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ZAVER

Tato prace se zabyva porovnanim exprese cathepsinu L1 u miracidii a dospélcii F. magna s
vyuzitim qPCR a dale lokalizaci mRNA transkritpii tohoto genu na fezech tkani dospélého
¢erva s vyuzitim RNA in situ hybridizace.

Pomoci PCR bylo potvrzeno zastoupeni FmCL1 v ¢cDNA miracidii a dospélcti F. magna.
V pilotnich qPCR experimentech zamétenych na expresi FmCL1 byla u téchto dvou stadii
ziskana data prokazujici vyssi expresi FmCL1 u dospélci nez u miracidii. Zaroven byla
Vv protokolu odhalena kritickd mista, kterd vyzaduji naslednou optimalizaci, kdy je vhodné
cely experiment rozsifit a zopakovat. V nasledujicich experimentech bude pocet testovanych
biologickych replikati navysSen alespon na 10 dospélych jedinci a 10 nezavislych sbéri
miracidii F. magna. Z transkriptomu F. magna byly jiz vybrany dal$i potencialni referen¢ni
geny, napt. beta tubulin (TUBB), ubiquitin C (UBC), tata box binding protein (TBP) a tyrosin
3 monooxygenaza (YWHAZ), které by doplnili set stavajicich referen¢ni gent pro optimalni
geNorm analyzu a naslednou piesnéjsi normalizaci dat. Vysledkem zminéné optimalizace by
mél byt manual aplikovatelny v nasi laboratofi pfi testovani exprese dalSich enzymu travici

kaskady F. magna v Sir§im métitku (napf. geny cathepsinu B, D).

Vzhledem Kk ¢asové naroCnosti a metodické obtiznosti prob&hl prozatim pouze pilotni
experiment lokalizace FmCL1.Transkripty FmCL1 se pomoci RNA in situ hybridizace
Vv tomto pilotnim experimentu nepodafilo jednozna¢né lokalizovat. Na zakladé¢ vysledki

opakovanych experimentti bude provedena optimalizace pouzitého protokolu.

V zapocaté praci budu pokracovat béhem doktorského studia, kdy budou mnohé z mych

pilotnich experimentii dotazeny a realizovany na vSech vyvojovych stadiich F. magna.
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