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Nazev diplomové prace: Klonovani a piiprava plasmidu pro expresi vybrané reduktasy

z vlasovky slezové

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je patogenni, gastrointestindlni, krev sajici
hlistice. Lékova rezistence u H. contortus a s tim spojené haemonchozy malych prezvykavct,
jako jsou ovce a kozy, predstavuji stale velky problém a jejich dopad jak biologicky,
tak ekonomicky je rozsdhly. Vzhledem k faktu, Ze anthelmintika stale patii ke zlatému

standardu 1écby, je jejich vyzkum podstatny, a to nejen pro hospodaiska zvitata, ale i ¢loveka.

Pravé karbonyl-redukujici enzymy, jako jsou aldoketoreduktasy a dehydrogenasy/
reduktasy s kratkym fetézcem, patii mezi jedny z enzymii 1. biotransformacni faze xenobiotik,
a podili se tak na metabolismu 1é¢iv a jejich zvySené eliminaci. Zvysena eliminace vede
k snizeni toxicity u H. contortus a snizuje ucinnost Ié¢iva u prezvykavci. Studium nejen téchto
enzymil tedy miize vyznamné napomoci v feSeni 1ékové rezistence u H. contortus a ptispét

k vyvoji novych farmak.

Cilem této diplomové prace je zpracovani literdrni reSerSe na dané téma tykajici
se vlasovky  slezové,  problematiky = haemonch6z,  anthelmintik a  pfedevSim
karbonyl- redukujicich enzymii. Experimentalni ¢ast zahrnuje pfipravu plasmidu nesouci gen
reduktasy, vybrané na zéklad¢ kvantitativni analyzy genové exprese u tii kment H. contortus
(ISE, IRE, WR). Plasmid s inzertovanym genem zajmu bude moZzné vyuzit pro dalsi studium

funkce pfislusného enzymu a jeho zapojeni do 1ékové rezistence u H. contortus.
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Title of diploma thesis: Plasmid constuction for expression of selected reductase from

Haemonchus contortus

Barber's pole worm (Haemonchus contortus) is a pathogenic, gastroinstetinal,
blood- sucking nematode. Drug resistance in H. contortus, and the associated haemonchosis
of small ruminants such as sheep and goats, remain a major problem, and their biological and
economic impacts are extensive. Given the fact that anthelmintics are still the gold standard

of treatment, their reaserch is crucial, not only for farm animals but also for people.

Carbonyl-reducing enzymes, such as aldoketoreductases and short-chain
dehydrogenases/reductases, belong to the enzymes of the first phase of xenobiotics
biotransformation and thus participate in drug metabolism and their increased elimination.
Increased elimination leads to decreased toxicity in H. contortus and reduced efficacy of drugs
in ruminants. Research of these enzymes can help tackle with drug resistance in H. contortus

and contribute to the development of new drugs in the future.

The aim of this diploma thesis is based on the construction of plasmid, which will be
used for gene expression of selected reductase from Haemonchus contortus. The reductase was
selected based on quantitative analysis of gene expression in three strains of H. contortus (ISE,
IRE, WR). Plasmid with gene of interest is going to be used to further study the function of the

respective enzyme and its involvement in drug resistance in H. contortus.
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1 Uvod

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus, nematoda) patii mezi patogenni,
gastrointestinalni hlistice parazitujici predev§im na malych piezvykavcich, jako jsou ovce
a kozy. Onemocnéni (Haemonchdza) u malych piezvykavcd se stava ¢im dal veétSim
problémem, a to nejen biologickym, ale 1 ekonomickym, a to predev§im diky rozsahlé 1ékové
rezistenci na vSechna anthelmintika. Studium lékové rezistence je stézejnim bodem pro feSeni
tohoto problému, nebot’” anthelmintika patii stale k Iéku volby tspésné terapie. Mechanismus

rezistence na rizna 1€Civa u H. contortus je zalozen na mnoho ptiCinach od molekularné

genetickych zmén, az po kinetiku samotného 1€¢iva (1; 2).

Mezi dostupnad a Siroce studovanad anthelmintika patii benzimidazoly (albendazol,
mebendazol, flubendazol). Pravé karbonyl-redukujici enzymy, jako jsou aldoketoreduktasy
(AKR) a dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR), se jakozto enzymy
1. biotransformacni faze xenobiotik vyznamné ucastni na metabolismu flubendazolu (FLU).
Tim urychluji jeho eliminaci a snizuji toxicitu u hlistic. Soucasné studie potvrzuji vyznamné
rozdily v aktivité a expresi gent karbonyl-redukujicich enzymii u rezistentnich kment vlasovky
slezové k benzimidazolovym preparatim v porovnani s citlivymi kmeny. Genom H. contortus
obsahuje vice nez 90 riznych karbonyl-redukujicich enzymt, to poskytuje prostor pro vyvoj

novych farmak a ziskéni dalSich poznatka v této oblasti (1).

Teoreticka Cast prace je zaméfena na zdkladni pojmy tykajici se vlasovky slezové,
rezistence na anthelmintika a karbonyl-redukujicich enzymi, patfici do skupiny enzymu
1. biotransformacni faze, vyznamné podilejici se na eliminaci 1é€iv u H. contortus.
Experimentalni ¢ast prace byla zaloZena na vyuziti molekuldrné-biologickych metod, vedouci
k ptipravé plasmidu pro expresi vybrané reduktasy. Pomoci kvantitativni analyzy genové
exprese byly sledovany vybrané geny u citlivého (ISE) a dvou rezistentnich kment vlasovky
slezové (IRE, WR). Pro dals§i praci byla vybrana reduktasa se zvySenou mirou exprese
poukazujici na zvySenou eliminaci 1é¢iva u rezistentniho kmene vlasovky slezové (IRE). Gen
zajmu byl ziskan pomoci izolace RNA z dospélych jedinct hlistic, pfeveden na cDNA pomoci
reverzni transkripce, klonovan a ligovan do expresniho vektoru pCI. Pfipraveny plasmid

nesouci gen vybrané reduktasy bude mozné pouzit pro dalsi vyzkum.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Haemonchus contortus

Haemonchus contortus (vlasovka slezova) je gastrointestinalni patogenni hlistice, ktera
se fadi mezi Strongylida, ttidy Secernentea, nadCeledi Trichostrongyloidae. Patii mezi hlavni
parazity malych ptezvykavci, jako jsou ovce nebo kozy. Jejich vyskyt je vazan na tropické,

subtropické az mirné pasmo podnebi (3; 4).

Vlasovka slezovda ma pifimy Zivotni cyklus. Dospéli jedinci piezivaji ve slezu
(4. zaludek; abomasum), zde dospivaji, pafi se a dospélé samicky kladou vaji¢ka. Ta se poté
dostavaji do dalSich pasazi gastrointestinalniho traktu. S vykaly se vajicka vylucuji na pastvu,
kterou dalsi jedinci stdda pasou. V trusu ndsledné€ dochazi k lihnuti larev, které prochéazeji tfemi
vyvojovymi stadii. Treti stadium je nejvice odolné proti okolnim vlivim a dokéaze prezit
ve vnéjSim prostiedi. Pozitim larev z pastvy dochazi k infekci dalSich jedinct ¢i reinfekcei, larvy
putuji opét do slezu, kde je jejich vyvoj béhem 2-3 tydnii dokoncen. Cely cyklus se opakuje.
Dospéla samicka vlasovky slezové dokaze naklast az 10 000 vajec denné€ a jedno zvife mize

byt infikovano vice jak 1000 jedinci vlasovky slezové (3; 4).

Hostitelska faze dokoncena

béhem 16-21 dna. W K dospivani pres 4. Larvalni

v stadium dochazi ve slezu

Dospélé samice H.
ovce.

contortus kladou
vajicka.

3. Larvalni
stadium - infekeni.
Larvy putuji na
pastvinu a jsou

Délka faze mimo hostitele

i pozieny daldimi
:?;jlka ve maze byt dlouha 2-12 tydnd. fedinci
1. Larvalni stadium ve hnoji. 2. Larvalni stadium ve hnoji.

Obrazek 1- Jednoduché schéma zivotniho cyklu H. contortus v ovci (upraveno a prevzato z: (5)).



Morfologicky jsou jedinci rodu Haemonchus contortus nitkovitého vzhledu, velikost
samic dosahuje primérné¢ 18 mm, samci jsou mensiho vzristu okolo 12,5 mm. Na téle jsou
patrné Cervena, krvi vyplnénd stieva, u samic poté i spirdlovitd déloha. Na piedni strané téla
se nachazi mald Ustni dutina, ktera je opatfena kyjovitym zubem. U samcti nachazime cervikalni

papily a lateralni paprsky bursy copulatrix, u samic vulvu ptekrytou chlopni (6).

2.1.1 Haemonchoéza

Parazitarni onemocnéni vlasovkou slezovou (haemonchdza) je typické pro subtropické
a tropické oblasti, nebot’ teplo a vlhko tvoii idealni podminky pro rozvoj této infekce. Jedinci
tohoto rodu jsou vysoce patogenni, snadno u nich vznikd rezistence na veSkera pouzivana

anthelmintika a v neposledni fad€ nasledny thyn zvitat zptsobuje 1 vysoké ekonomické ztraty

().

Vlasovka slezova patii mezi krev sajici hlistice, jeden zastupce dokaze primérné vysat
0,05 ml — 0,17 ml, coz pti vysokém poctu hlistic mize vést k pomérné vysokym ztratdm krve.
Hlistice se pfi dosazeni plnosti odlucuji od sliznice, avSak krvaceni pretrvava, nebot’ béhem
sani krve dochazi k produkei kalretikulinu, ktery svou vazbou vapenatych kationtii brani srazeni
krve. Chronicky se vysoké ztraty krve projevuji anémii a hypoproteinémii, to vede obecnému
neprospivani a mize byt snadno zaménéno za naptiklad Spatnou skladbu stravy. V zavaznych
akutnich ptipadech dochazi k rozvoji hemoragickych gastritid, edému v abdominalni oblasti
a uhynu pfedevsim mladych jedincii. Typickou klinickou manifestaci je pak bledost zptisobena
anémii, tachykardie, hypopnoe, vodnata stolice, zizen, slabost, letargie, ztrata chuti k jidlu (3;

5).

2.1.1 Anthelmintika a 1ékova rezistence u Haemonchus contortus

Anthelmintika jsou 1éky vyuZivajici se kIlécb& parazitdrnich onemocnéni
(napt. motolice, tasemnice, hlistice) u ¢lovéka a zvifat. Siroce uZivana anthelmintika miizeme
délit do 4 tfid. Jsou to benzimidazoly (albendazol, mebendazol), imidazothiazoly (levamisol),
makrocyklické laktony (ivermektin a moxidektin) a derivaty aminoacetonitrilu (monepantel)

(7; 8; 2).



Lékovou rezistenci rozumime odolnost organismu proti takovym davkam lécivého
ptipravku, ktery by organismus stejného druhu usmrtil. Rezistence skytd obrovskou hrozbu
v 1é¢b¢ parazitarnich onemocnéni jak u zvirat, tak ¢lovéka. Problémem je omezené mnozstvi
anthelmintik na trhu, také nizkd uroven vzdélani a dotace vyzkumu v rozvojovych statech

tropickych oblasti, kde dochazi k masivnim nakazam (7; 2).

Obecné H. contortus poskytuje vyhodny model pro studium a vyvoj anthelmintik,
a to predevsim diky velké reprodukci jedinct. Dospéla samice dokaze naklast az 10 000
vaji¢ek denné, coz vede k zisku dostatecného mnozstvi biologického 1 genetického materilu.
Produkce larvalnich stadii ztrusu je pomérné snadnd, taktéZz je vyhodna velikost samic,
nicméné pro studium dospé€lcii je mozna pouze ex vivo kultivace, tj. ziskani dospélct z hostitele

a nasledna kultivace v laboratornich podminkach, ovSem s velmi omezenou zivotnosti (4; 7).

U H. contortus se rezistence na dosavadni anthelmintika charakterizuje jako vyS$$i nez
95 %, avSak ne uplnd. To dava prostor pro pouziti kombinaci 1€k, ¢i vybranych preparati,
které jsou schopny usmrtit 1 vyznamny podil hlistic. Spolu s reZimovymi opatfenimi a prevenci

muze byt takova 1éCba tspésna (7; 8; 2).

Mechanismus rezistence u H. contortus se u kazdé tiidy anthelmintik obecné lisi.
V rémci vyzkumu mechanismt rezistence je vhodné vzit i v potaz podminky, v kterych jsou
jedinci chovani. Maze dochazet napt. k rozdiltim u laboratorné chovanych zastupct a jedinct
volné zijicich v prostfedi. Taktéz miize dochazet k selekci a genetickym zménam u hlistic

cey

zijicich v uzaviené skupiné hostitele (7; 8; 2).

2.1.1.1 Benzimidazoly

Benzimidazoly (albendazol, mebendazol, febantel) patii mezi prvni Siroce zkoumana
anthelmintika v radmci rezistence u H. contortus. Prvni vyzkumné prace muizeme nalézt
jiz okolo roku 1986 (Lacey and Prichard), které poukazovaly na vyznamnou spojitost mezi BZ
a B-tubulinem, coz je cilova molekula plisobeni téchto 1é¢iv. Pisobenim benzimidazolt dochazi
k inhibici B-tubulinu a vzniku ATP. V soucasné dobé je hlavnim determinantem rezistence
u H. contortus stanovena mutace genu pro B-tubulin F200Y. Jedna se o tzv. SNP (single
nucleotide polymorphism; jednonukleotidovy polymorfismus), kde v aminokyselinové

sekvenci pro B-tubulin byl na 200. misté¢ zaménén fenylalanin za tyrosin. Mezi dal$i vyznamné



mutace patii F167Y a E198A, kter¢ ale nejsou svétove rozsifené. Dochézi taktéz ke vzniku vice
mutaci zaroven (dvou nebo tii), avSak tyto kombinace se nenachazeji na stejné alele pro

B-tubulin, coz patrné naznacuje, ze takova kombinace mutaci je pro jedince letalni (8; 2; 9).

2.1.1.2 Imidazothiazoly

Hlavnim zastupcem imidazothiazolovych preparati je tzv. levamisol (dile Morantel,
Pyrantel). Mechanismus ptsobeni tohoto 1€ku spociva ve vazb& na nikotinovy cholinergni
receptor (nAchR) H. contortus, ¢imz dochézi k svalové paralyze a smrti. Modifikace tohoto
receptoru poté vede krezistenci. Podanim cholinergika (parasympatomimetika), jako
je acetylcholin, u rezistentnich kment H. contortus vedlo k vazbé s nizkou afinitou a prokazalo
se tedy, Zejedinci jsou na tyto latky méné citlivi. Pfipadny geneticky pienos rezistence
na levamisol je patrné¢ polygenni. V soucasné dob¢ neni objasnéna jedna konkrétni pticina
poskozeni nAchR, avSak jsou ustaleny 3 hlavni molekularni zmény. Tyto zmény vedou ke
snizenému poctu nAchR u rezistentnich kment, a tim dochéazi k omezené vazbé¢ 1éCiva, a tedy

1 k vysledné rezistenci (8; 2; 10).

1. Zkracené geny pro podjednotky n4chR

U rezistentnich kmenti na levamisol byla analyzou DNA prokazana pfitomnost zkracenych
gent pro 2 podjednotky cholinergniho receptoru u H. contortus, oznatovany jako Hco-unc-63b

a Hco-arc-8b (2).

2. Snizena transkripce gent pro podjednotky nAchR

Snizena transkripce genl pro podjednotky nAchR byla nalezena u vétSiny rezistentnich kmenii
na levamisol. Dochézi ktzv. Down-regulaci genl, kterd vede k vyznamnému poklesu
transkripce. Jednalo se o geny pro podjednotky: Hco-unc-29.2; Hco-unc-29.3; Hco-unc-29.4;
Hco-unc-26, Hco-unc-63a, - 63b, Hco-arc-8a (2).

3. Snizena transkripce gend pro pomocné proteiny

Predchozi studie dokazuji také vyznamnou down-regulaci genti (Hco-unc-74, -50; Hco-ric-3.1,
-3.2) pro pomocné proteiny asociované snAchR, a to napfi¢ vSemi vyvojovymi stadii

H. contortus (2).



2.1.1.3 Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony fadime mezi semi-syntetické derivaty avermectinu, ktery
je produktem fermentace bakterie Streptomyces avermitilis. Mechanismus ucinku spociva
ve vazb¢ na glutamatové receptory spojené s chloridovymi kandly (GluCIRs), tim dochazi
k hyperpolarizaci membrany a inhibici neurotransmise. Smrt je navozena paralyzou hltanovych
svali a prakticky vyhladovénim jedince. Rezistence u H. contortus neni v soucasné dobé
definovana konkrétni zménou cilového mista, avSak dosavadni studie poukazuji na spojitost
mezi mutacemi genu G/uCla3B, ¢i zménami v receptorech pro kyselinu gama-aminomaselnou

(GABA) (7; 2).

2.1.1.4 Derivaty aminoacetonitrilu

Derivaty aminoacetonitrilu (monepantel) patii mezi nové zkoumana léCiva v oblasti
anthelmintik. Plsobi jako agonisté nikotinovych acetylcholinovych receptora (n4AchR). Jejich
vyhoda spociva v nizkeé toxicité pro savce, diky které jsou i vyssi davky 1é¢iva dobie tolerovany.
Rezistence u H. contortus je spojovana s mutacemi genu pro dvé podjednotky nAchR (Hco-
dec-2H;, Hco-arc-23H, oznaCovana téz jako Hco-mptl-1). Mutace maji charakter delece c¢i

inzerce vedouci k nespravnému sesttihu, ¢i pred¢asnému ukonceni translace proteinu (7; 2; 11).

2.1.2 Terapie a prevence hemonchoz

2.1.2.1 Farmakologicka terapie

Zakladem uspésné terapie je lécba Sirokospektrymi anthelmintiky, jejichz pouziti
komplikuje Siroce rozsifend rezistence. Na hypobiotické stadium larvy jsou v soucasné dobé
ucinnd pouze néktera dostupnd anthelmintika (BZ, makrocyklické laktony a monepantel).
U dospélych jedinct je mozné diky hemofagii pouziti i dalSich sloucenin, které jsou vazany na
krevni proteiny (klosantel, nitroxynil). Tyto slou¢eniny jsou ovSem vazané svou U¢innosti na
dospélého jedince, ktery mé krmnou aktivitu. Komplikaci je také toxicita sloucenin, z toho
divodu je nutné dodrzovat uzkou terapeutickou davku zavislou na hmotnosti konkrétniho
zvitete. Pro GspéSnou 1é€bu je nutné zahrnout reZimova opatieni a vhodnou nefarmakologickou

terapii (5; 12).



2.1.2.2 Nefarmakologicka terapie a moznosti prevence

Nefarmakologicka terapie a prevence je zalozena na celkovém ,,managmentu® pastvy
zvitat. Zakladem jsou kontroly pastvy, ¢imz je zajiSténo sniZeni piijmu infekcnich larev, tak
prejidani zvitat. Vedle kontrol je mozné vyuzivat picnin s anthelmintickymi ucinky, jako je
¢ekanka obecna. Spravnym davkovanim a skladbou bioaktivnich krmiv mize dojit vyrazné
podpote vlastni imunologické odpovédi zvitat proti parazitarni ndkaze. VSechny tyto ptistupy
jsou vhodné piedevSim k prevenci a eventudlni podpore farmakologické 1écby, kterd je

YV 1

zékladnim pilitem Gspésné 1€cby (5; 12).

2.2 Biotransformace xenobiotik

Biotransformaci xenobiotik rozumime metabolickou zménu struktury xenobiotika
(cizoroda latka ptirodniho i syntetického ptivodu) za ucelem snizeni jeho toxicity a usnadnéni
eliminace z organismu. Vysledkem biotransformace jsou metabolity s odliSnou biologickou
aktivitou, fyzikalné-chemickou strukturou, a tedy i €asto s odliSnym piisobenim v organismu.
Zékladni metabolické reakce délime na transportni a biotransformacni, které¢ se dale déli na

reakce 1. a 2. faze (13).

Mezi reakce 1. biotransformacni faze fadime oxidaci, redukci, hydrolyzu, hydrataci
a izomeraci, ¢imZz dochazi k zmén¢ struktury funkcéni skupiny xenobiotika. V 2. fazi pak
dochazi ke glukuronidaci, sulfonaci, methylaci, acetylaci a konjugaci s gluthathionem
¢i aminokyselinami. Zakladem reakci jsou enzymy metabolizujici xenobiotika. Jedna se
o transportni proteiny a biotransformacni enzymy, které katalyzuji metabolické reakce.
Samotnou biotransformaci ovliviiuje nejen struktura xenobiotika, ale také afinita a aktivita

enzymi (13).

Regulace biotransformacnich enzymii miiZze byt zvySena podpofenim rychlosti exprese
daného genu (zvysenim syntézy mRNA) pomoci induktoru. Naopak snizeni u¢innosti enzymu
muize byt docileno inhibici, pouzitim metabolického inhibitoru. Jedna se o specificky,
¢i nespecificky se vazajici, organické nebo anorganické slouceniny, jejichZz vazba vede

k reversibilnim ¢i ireversibilnim zménam, negativné ovliviiujici aktivitu enzymu. (13)



Vzniklé metabolity jsou zpravidla vice hydrofilni, ¢imz je usnadnéna eliminace moci
a fekaliemi. Nékteré latky mohou byt taktéz eliminovany potem, dechem nebo matetskym
mlékem. Lipofilni xenobiotika casto nemusi podléhat biotransformaci, dochéazi poté
k akumulaci a vzniku depositi v tukové tkani. Podobny osud mohou mit i velmi reaktivni formy

xenobiotik, které vytvareni kovalentni vazby s biomakromolekulami (13).

2.3 Karbonyl-redukujici enzymy

Karbonyl-redukujici enzymy [EC.1.1.1 jsou NA(P)DH dependentni, monomerni
a prevazné cytosolické oxidoreduktasy, které se déli do dvou hlavnich proteinovych nadrodin
— AKR (aldo-ketoreduktasy) a SDR (reduktasy/dehydrogenasy s kratkym fetézcem). Jedna
se o velmi pocetnou skupinu enzymi, které jsou spojeny predevsim spole¢nym mechanismem

reakce, tj. redukci karbonylové skupiny, a to ztratou kysliku ¢i adici dvou vodikt (13; 14; 15).

Vzhledem ke skute¢nosti, ze karbonylova skupina je bézné piitomna u vétSiny
eobiotickych 1 xenobiotickych substratii a je zaroven zodpoveédna za biologickou aktivitu téchto
substrati, tak Casto karbonyl-redukujici enzymy reguluji a kontroluji uc¢inky téchto ligand.
Jejich role je také nenahraditelna v patofyziologickych procesech, kde ¢asto dochazi vlivem
oxida¢niho stresu k vzniku reaktivnich forem karbonylovych skupin a jejich detoxikace
je zajistovana pravé enzymy této superrodiny. Mimo to jsou zapojeny do metabolismu 1éCiv,
detoxikace, dale jsou spojovany s rezistenci na urcita 1é¢iva, s mutagenezi a karcinogenezi (13;

14; 15).

2.3.1 Nadrodina aldo-ketoreduktas (AKR)

2.3.1.1 Charakterizace aldo-ketoreduktas

Nadrodina aldo-ketoreduktas obsahuje enzymy, které katalyzuji redoxni reakce
zapojené do riznych biosyntéz a intermediarniho metabolismu. Jedna se o vice jak 190 zastupct
z 16 podrodin. Vzhledem k jejich Siroké substratové specifité hraji diileZitou roli v druhé fazi
biotransformacnich reakcich 1é¢iv a dalSich xenobiotik. Enzymy patfici do této nadrodiny jsou

si strukturné a funkéné velmi podobné (13; 16; 17).



Aldo-ketoreduktasy (AKR) [EC.1.1.1.] patii mezi NA(P)DH dependentni
oxidoreduktasy s Sirokou substratovou specifitou pro karbonylové slouceniny a piedstavuji
nadrodinu cytosolickych oxidoreduktas. Typické eobiotické substraty jsou AGE prekurzory,
kortikosteroidni hormony, chinony, peroxidy, sulfoxidy, metabolity aldehydd a biogennich
amin. Xenobiotické substraty zahrnuji daunorubicin, doxorubicin, oracin, NNK, akrolein
a dal$i. Aldo-ketoreduktasy nachazime napii¢ v§emi organismy a jsou tkanove specifické dle
své izoformy. Velikost vSech aldo-ketoreduktas se pohybuje mezi 34 a 37 kDa a az na vyjimky

(AKR2, 6, 7) jsou monomerni. U ¢lovéka nachazime 15 AKR (13; 18).

Tabulka 1 - Prehled lidskych aldo-ketoreduktas (13).

Aldehydreduktasa AKRI1A1
Aldosareduktasy AKRI1BI1
AKRI1BI10
AKRI1BI15
Hydroxy-steroiddehydrogenasy AKRI1Cl1
AKRI1C2
AKRIC3
AKRI1C4
A4-3-ketosteroid-5-p-reduktasa AKRI1D1
Testis-specificky protein AKRI1E6
Kvp proteiny AKRG6A3
AKR6AS5
AKR6A9
Aflatoxinreduktasy AKR7A2
AKR7A3

Nomenklatura je dana zkratkou AKR (=aldo-ketoreduktasa), arabskou c¢islici, ktera
oznacuje enzymovou rodinu s 40% shodou aminokyselinové sekvence, pismeno oznacujici
podrodinu s 60% shodou aminokyselinové sekvence. Posledni arabska cislice poté udava

unikatni sekvenci daného enzymu (13).

Aldo-ketoreduktasy jsou charakterizovany (p/a)s triofosfatisomerasovym soudkovym
motivem a konzervativnim vazebnym mistem pro pyridinovy nukleotid. Tento motiv ma Siroké
funkéni vyuziti. Je diileZity pro oligomeraci v kvartérni struktury, nebo pro aktivaci kofaktor.
Typickym rysem je pfitomnost aktivniho mista na C-konci, které je pravdépodobné evolu¢nim

rysem (13; 16).



Obrazek 2 - Tercialni krystalograficka struktura aldo-ketoreduktasy s navazanym NADPH. Prevzato z: (19).
(Rozliseni 1.94 4, ID:2F2K)

Kanonickd struktura (P/a)s triofosfatisomerasového soudkového motivu obsahuje
centralni vnitini kruh skladajici se z 8 paralelnich B-sklddanych fetézct, které jsou zabaleny
do 8 wvnéjSich a-helixti. Na schématu krystalografické struktury mizeme vidét 1 navazany
koenzym NADPH (barevn¢). Struktura obsahuje také 3 tzv. variabilni smycky, které udava;ji

substratovou specifitu enzymu (13; 16).

2.3.1.2 Vyznamni zéstupci lidskych aldo-ketoreduktas

AKRIAI

Viibec prvni objevenou aldo-ketoreduktasou byla AKR1AI1. Jedna se o cytosolickou
NADPH dependentni oxidoreduktasu v podobé monomeru. Exprese v organismu je takzvané
ubikvitni, avSak nejvysSi hladiny nalézdme v proximalnich tubulech ledvin. Mé Sirokou
substratovou aktivitu a jeji afinita je podstatné¢ vyssi k negativné nabitym karboxylovym
skupindm v porovnani s ostatnimi substraty. Podobou afinitu ma poté k aromatickym
aldehydiim nebo steroidnim aldehydim. Patofyziologicky hraje roli v aktivaci riznych
prokarcinogenii jako jsou cyklické polyaromatické uhlovodiky nebo trans-dihydrodioly.
Nevhodnym modelem pro studium AKRI1Al se ukizal model hlodavcl, u kterych

je fyziologicka role tohoto enzymu odlisna a vede ke vzniku kyseliny askorbové (13; 16; 20).



AKRI1B1

Druhym Siroce studovanym zéastupcem AKR nadrodiny je AKR1BI1. Tento enzym
je spojovan srozvojem sekunddrnich komplikaci, spojenych s hyperglykémii pii diabetu
melitu. Svym ptisobenim redukuje glukézu pti hyperglykémii, coz je spojovano s poskozenim
tkani. Naslednd inhibice AKR1B1 vedla minimalné ke zpomaleni poskozeni vyvolanych

vysokou hladinou krevniho cukru. Taktéz se ukazalo, ze AKR1B1 zasahuje do procesii zanétu

(13; 16; 21).
AKRI1B10

Podobnym enzymem je pak AKRI1BI10, ktery ma obdobnou strukturu i substratovou
specifitu jako AKR1B1. Vyskytuje se predevsim v tenkém stfeve, a proto je nékdy oznacovana
jako aldosareduktasa tenkého stieva. Mimo to se vyskytuje v thymu, jatrech, kolonu nebo
nadledvinkdch. Role AKRIBI0 tkvi ve vysoké katalytické aktivité¢ k all-frans-retinalu
a ketoniim, ke kterym patii 1 1é€iva jako daunorubicin nebo dolasetron. AKR1BI10 také hraje
roli v rozvoji nadorovych onemocnéni, a to diky své mitogenni aktivité, kterd podporuje
proliferaci nadorovych bunc¢k. Nadmérna exprese byla zjisténa u nadort plic, délohy
a kolorektalniho karcinomu. Fyziologicky se patrné ucastni regulace biosyntézy mastnych

kyselin a chrani pted elektrofilnim poskozenim tkani (13; 16; 22).

AKRI1CI-C4

Hydroxysteroiddehydrogenasy (AKR1C1-C4) jsou enzymy s 86% genovou podobnosti.
Jejich exprese je vazéna na jaterni tkdn, avSak naslednd distribuce mimo jatra je odlisna.
Zastupce -C2 a -C3 pak nachdzime hlavné v prostaté a mlécné Zzlaze. Mezi bézné substraty
AKRI1C1-C4 patti aldehydy, ketony, steroidy a prostaglandiny. Enzymy jsou znamé také pod
nazvem dyhydrodiol dehydrogenasy, a to diky své schopnosti katalyzovat NADP+ vazanou
oxidaci trans-dihydrodiolti aromatickych uhlovodikli na katecholy. V ramci patofyziologie
se enzymy této podrodiny ucastni pfi vzniku a proliferaci estrogen a androgen-dependentnich
nadorovych onemocnéni (BHP, karcinom prostaty a prsu). Mimo jiné zastavaji roli
1 v biotransformaci xenobiotik a zasahuji do metabolismu napf. protinadorovych IléCiv

(doxorubicin, oracin) (13; 16; 23).



AKRI1DI

AKRIDI je jaterni enzym nezbytny pro 5fB-stereospecifické redukéni reakce v ramci
syntézy zlu¢ovych kyselin (kyselina cholova a deoxycholova). Dochazi k redukci dvojné vazby
u A 4-3-ketosteroidli za vzniku cis kruhové struktury. Dal§imi substraty jsou steroidni hormony
(testosteron, progesteron), kortizol, kortizon. Tkanova specifita je vdzana na mozek
a urogenitalni trakt. S velkou pravdépodobnosti se ucasti degradacnich procesti v metabolismu
pohlavnich hormond. Mutace genu pro AKR1D1 vedou k hepatitidam, neonatélni cholestazy

a jaternimu selhani (13; 16; 24).

AKR6 — Kv[f proteiny

Tyto proteiny neplni funkce oxidoreduktas, ale jsou spojovany s napétove fizenymi
draslikovymi kanaly (Kv), a to prostfednictvim N-konce cytosolické domény
T1 transmembranové a-podjednotky Kv kandlu. Jejich funkce spociva v podpote pii tvorbé
podjednotek endoplazmatického retikula a tvorbé proteinti, véetné jejich exprese na povrch
bunky. Pfestoze proteiny AKR6 rodiny obsahuji typické vazebné misto pro AKR enzymy,
tak jejich afinita k béZnym substratim (aldehydy, ketony) je nizka. Hlavni role a davod

podobnosti téchto proteint tedy zlstava nejasny (16).

AKR7A2-A3

Aflatoxin reduktasy byly objeveny jako prvni u hlodavcti, a to pro svou schopnost
metabolizovat dialdehyd aflatoxin B1 na netoxicky alkohol. Jedna se o funkéni dimery.
AKR7A2 ma ubikvitni distribuci v extrahepatalnich tkanich na rozdil od enzymu 7A3, ktery
ma tkénovou specifitu vdzanou na pankreas, Zaludek, ledviny a jatra. Funkce AKR7A2

je spojovana s metabolismem GABA (y-aminomaselné kyseliny) (13; 16; 25).



2.3.1.3 Mechanismus reakce aldo-ketoreduktas

Vétsina proteind z nadrodiny AKR jsou katalyticky aktivni a jejich mechanismus reakce
je zalozen na stereospecifické oxidaci nebo redukci za ucasti koenzymu NA(P)DH. Redukce
probiha v bikinetickém mechanismu, tj. ve 2 soubéznych nebo na sebe navazujicich reakcich.
Aktivni vazebné misto AKR osahuje tzv. katalytickou tetradu slozenou ze 4 aminokyselin
(Tyr- 48, His-110, Lys-77, Asp-43 — Cislovani dle AKR1B1). pH optimum se pohybuje mezi

6,5 a 7,5 pro vétsinu enzymu této nadrodiny (16; 17).

Koenzym NA(P)DH se vaze na termindlni C-konec AKR, strukturné na spodni cast
(a/B)s soudkové struktury, dojde ke stabilizaci vodikovymi a solnymi miustky. Poté dochazi
k prostorové vazbé substratu nad kofaktor a samotné chemickeé reakci, kdy béhem prvni reakce
dochazi k ptenosu hydridového iontu z NA(P)DH na karbonylovy substrat. V druhé reakci
proton, z rozpoustédla vyuzitého k redukci, dava vzniku produktu — alkoholu. Casovy odstup
reakci urcuje piedevS§im rozsah vyvinutého naboje na karbonylové skupiné béhem

piechodového stavu. Mechanismus katalytické reakce je zndzornén na obrazku ¢. 3 (16; 17).
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Obrazek 3 - Schéma katalytickeé reakce u AKR (prevzato z: (17)).



2.3.2 Nadrodina dehydrogenas/reduktas s kratkymi fetézci (SDR)

2.3.2.1 Charakterizace dehydrogenas/reduktas s kratkymi fetézci

Nadrodina dehydrogenas/reduktas s kratkymi fetézci obsahuje az 47 000 ¢lent, ¢imz
patii mezi jedny z nejpocetnéjsich. Jednd se o NAD(P)H dependentni oxidoreduktasy, které
maji obdobné katalytické motivy, a tedy i podobné mechanismy reakci. Jejich celkova

sekven¢ni podobnost je ovSem velmi nizkéd a pohybuje se okolo 15-30 % (13; 26).

Dehydrogenasy/reduktasy s kratkymi fetézci (SDR) [EC.1.1.1.] maji roli v metabolismu
lipidi, aminokyselin, hormont, sacharidi a xenobiotik. Mezi eobiotické substraty patii
steroidy, retinoidy, nukleové sacharidy, polyoly aj. BéZzné katalyzované xenobiotické substraty

jsou doxorubicin, warfarin, daunorubicin, o-chinony, oracin aj (13; 26).

V lidském organismu bylo charakterizovano 48 rodin SDR a jejich lokalizace
je prevazné cytosolicka, ¢astecné jsou piitomny také v hladkém endoplazmatickém retikulu.

V réamci tkanové specifity jsou déleny dle jednotlivych izoforem (13; 26).

Tabulka 2 - Vyznamni zastupci lidskych SDR.

Karbonylreduktasa 1 CBRI1, SDR2ICI
Karbonylreduktasa 3 CBR3, SDR21C2
Karbonylreduktasa 4 CBR4, SDR45C1
Reduktasa L-xylulozy DCXR, SDR20C1
11B-hydroxysteroid dehydrogenasa typ 1 11B-HSD1, SDR26C1
Estradiol 17p-dehydrogenasa 1 17B-HSD1, SDR28C1
Retinol-dehydrogenasa 16 RHD16, SDRICS

Nomenklatura dehydrogenas/reduktas s kratkymi fetézci je dana zkratkou ,,SDR*
a Cislem rodiny. Déle jsou u téchto enzymul urovany tzv. typy, mezi nejcastéjsi patii klasicky
typ oznacovany jako ,.classical = C*. Téchto zastupcl v lidském genomu nachazime 54.
Druhym pocetnym typem je 11 SDR oznacovanych jako rozsifené ,,extended = E*“. Mimo tyto
dva nejrozsifenéjSi typy nachdzime dal$i 4, méné cCasto vyskytujici se, které vykazuji
vyznamnou sekvencni diverzitu, charakterizovanou nepravidelnym motivem aktivniho
vazebného mista — ,,intermediate = 1; divergent = D*; complex = X; atypical = A. VSechny

ostatni jsou oznac¢ovany jako nezndmé ,,unknown = U* (13; 26; 27).



Obrdzek 4 — Tercidlni krystalograficka struktura dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem (SDR1; rozliSeni 1.80A, ID:
Q96LJ7), Prevzato z: (27).

Vazebné misto SDR obsahuje katalyticky aktivni tetradu skladajici se ze Ctyt
aminokyselin: Asn-Ser-Tyr-Lys. Prostorova struktura obsahuje typicky Rossmanniv motiv,
dalezity pro vazbu NAD(P)H. Ten se sklada z 6-7 B-skladanych listt, které jsou obklopeny
3 a-helixy. Typické pro SDR je také variabilni C-termindlni Cast, ktera je diilezita pro vazbu

substratu (28).

2.3.2.2 Vyznamni zastupci lidskych SDR

CBR1, SDR2ICI

Jednd se o monomerni, cytosolickou karbonylreduktasu. Vyskytuje se ubikvitné
jak endogennich, tak xenobiotickych substratl (o-chinony, p-chinony, anthracykliny, warfarin
aj.). Vyssi hladiny CBR1 byly stanoveny v jaterni tkéni, coZ poukazuje na vyznamnou roli
v detoxikaci toxickych karbonyll. Fyziologicky se také UcCastni napf. premény
prostaglandinu E na prostaglandin F2-0, nebo se G€¢astni metabolismu vitaminu K. Také se vaze
na gluthation, coz vysvétluje zvySenou afinitu k substratim konjugovanych gluthanionem (13;
29).



CBR3. SDR21C2

Obdobn¢ jako CBRI1 je CBR3 monomerni, cytosolicka reduktasa, kterd se vyskytuje
ve vSech tkanich. Vyssi distribuce byla zaznamenana ve vaje¢nicich a pankreatu. Oproti CBR1
vykazuje vyssi substratovou selektivitu a jeji aktivita je pomérné nizka k 4-bentoylpyridinu
a menadionu. Rozdily v substratové specifité jsou dany predevsim zménou struktury vazebnych

mist (13; 14; 30).

CBR4, SDR45C1

Karbonylreduktasa 4 je na rozdil od vySe popsanych zastupcli heterotetramer
s navazanym HSD117B8 (17B-hydroxysteroiddehydrogenasa). Od ostatnich zastupcti karbonyl
reduktas/dehydrogenas s kratkym fetézcem se 1i$i spektrem substratd, které katalyzuje. CBR4
ma piedevSim NADPH-dependentni reduktasovou aktivitu k o- a p- chinoniim. Proteinova
exprese byla detekovana v jatrech a ledvinach. Dosavadni zjisténa funkce CBR4 byla popsana

v ramci mitochondrialniho metabolismu mastnych kyselin (13; 14; 31).

DCXR

Jedna se o reduktasu s typickou substratovou specifitou, zajiStuyje NAD(P)H
dependentni redukci L-xyluldzy, tetroz, pentdz, trioz a a-dikarbonylovych sloucenin.
Fyziologicky se tucastni metabolismu kyseliny uratové a také se pravdépodobné podili
na intracelularni absorpci vody a osmoregulacnich procesech buiiky v proximalnich tubulech

ledvin, a to produkci xylitolu jakozto osmoticky aktivni latky (32).

11B-HSD1, SDR26C1

11B-hydroxysteroid  dehydrogenasa je Siroce exprimovand, mikrosomalni
dehydrogenasa v podobé homodimeru. Nachdzime ji v jatrech, mozku, adipocytech aj. Hraje
zasadni roli v aktivaci a inaktivaci glukokortikoidnich hormont, a to reversibilni konverzi

kortisolu na neaktivni metabolit kortizon. Déle katalyzuje také napft. reversibilni konverzi



7-ketocholesterolu na 7-fB-hydroxycholesterol. To ¢ini 11B-HSD1 vyznamny terapeuticky cil

v ramci 1écby riznych onemocnéni (13; 33).

178-HSD1, SDR28C1

17B-hydroxysteroid dehydrogenasa patii mezi cytoplazmatickou dehydrogenasu
v podob¢ homodimeru. Jeji hlavni role spociva v metabolismu pohlavnich hormont (estrogenti
a androgentl). ZajiStuje naptiklad konverzi estronu E1 na vice potentni estrogen (17p3-estradiol)
E2 a ke svym reakcich preferen¢né vyuziva NADH. Polymorfni varianty tohoto enzymu vedou
pravdépodobné k zvySené nachylnosti k hormon-dependentnim nadorovym onemocnéni. Mezi
vysoce studovanou polymorfni variantu patii HSD17B1 Ser312Gly, avSak vysledky mnoha

studii jsou prozatim nekonzistentni (34; 35).

RHDI16, SDRICS

Jedna se o oxidoreduktasu endoplazmatického retikula s preferenci ke kofaktoru NAD.
Katalyzuje oxidaci All-trans-retinolu, 9-cis-retinolu, 11- a 13-cis-retinolu na odpovidajici
aldehydy. RHD16 ma vyssi afinitu k retinolim vazanych na celularni proteiny (CRBP), nez
k volnym retinolim. Tkanova exprese je vazana piedev§im na jaterni tkan, ale byla nalezena
také vendometriu a kuzi. Nové studie také poukazuji na spojitost mezi RHDI6
a hepatocelularnim karcinomem, kde u pacient trpici HCC je potencial k vyuziti RHD16 jako
prognostického biomarkeru (36; 37).



2.3.2.3 Mechanismus reakce dehydrogenas/reduktas s kratkymi fetézci

Katalyticky aktivni tetrada (Asn-Ser-Tyr-Lys) poskytuje zdklad pro mnoho
enzymatickych reakci, jedna se o oxidoreduktasy, epimerasy, lyasy, isomerasy, dehydratasy aj.
Zakladem reakce je katalyticky aktivni aminokyselina — tyrosin, spolu se zbytky serinu, lysinu
a asparaginu. Mechanismus reakce probiha v po sobé jdoucich bifazickych reakcich, kde
v prvni reakci dochazi k vazbé koenzymu NADPH a zaroven dochazi k odstupu koenzymu jako
posledniho v reakci. Samotna redukce za¢ina odevzdanim protonu z -OH skupiny rozpoustédla
na substrat a dojde k pfenosu hydridového aniontu z kofaktoru na karbonylovy uhlik. Lysin
zajiStuje vazbu kofaktoru v blizkosti substratu a serin poméaha vazbé substratu samotného.

Asparagin zajiStuje stabilitu pozice lysinu (27; 28; 38).

Kofaktor - NADPH

Substrat

Serl55

Obrazek 5 - Mechanismus reakce SDR (17p-HSD10). Upraveno a prevzato z: (38).



3 Cil prace

Cilem této diplomové prace je klonovani a piiprava plasmidu pro expresi vybrané
reduktasy z vlasovky slezové (Haemonchus contortus). V teoretické casti byla provedena
literarni reSerSe a seznameni s danym tématem. Experimentalni ¢ast prace zahrnuje piipravu
plasmidu pomoci molekularné biologickych metod (izolace RNA, reverzni transkripce, gPCR,
ligace do vektoru, transformace, namnozeni a izolace plasmidu, ovéfeni sekvenaci, transfekce)

a nasledné zpracovani dat.



v r

4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzity biologicky material, chemikélie a vybaveni

4.1.1 Biologicky material

K experimentélni ¢asti této prace byli pouziti jako biologicky materidl Zivi, dospéli
jedinci z rodu Haemonchus contortus obou pohlavi, s rtiznou citlivosti k anthelmintiktim (ISE,
IRE, WR). Po vyjmuti ze slezu experimentalné¢ nakaZenych ovci byli dospélci oplachnuti
v roztoku PBS. Po mikroskopické separaci dle pohlavi bylo vybrdno nékolik zastupct

z kazdého kmene, kteti byli vloZeni do roztoku TRIzolu a ithned zamrazeni na —80 °C.

4.1.2 Chemikalie, reagencie, kity

Agarosa — Serva

ECL Prime Western Blotting detection reagent - Amersham
¢ DEPC — Sigma-Aldrich

° dNTP — Eurogentec

¢  DTT - Sigma-Aldrich

° E. Coli —kmen TOP10 — Life Sciences

©  Ethanol 99% - Sigma-Aldrich

°  Chloroform — Sigma-Aldrich

Isopropanol — Sigma-Aldrich

° Loading dye 6x (BioLabs.Inc. New England, USA)
Lipofectamin — Life Sciences

° NaCl - Sigma-Aldrich

°  PBS — Sigma-Aldrich

LB medium (Luria-Bertani) s agarem — VWR Biochemicals
Primarni protilatka anti — His Tag — Abcam

°  SW480 - ATCC



°  Q5® High-Fidelity DNA Polymerase — New England BioLabs

°© gPCR kit — Xceed qPCR SG Mix — Lo-ROX - Institute of Applied
Biotechnologies

°  RT — ProtoScript II — New England BioLabs

Sekundarni protilatka — anti-mouse — Abcam

Specifické klonovaci primery — Generi biotech

° SYBR safe — Thermo Fisher Scientific

T4 DNA polymerasa — Life Sciences

° LB medium (Luria-Bertani) — VWR Biochemicals

TRI reagent — Molecular Reasearch Center

4.1.3 Technické vybaveni

Automatické pipety — Research Plus, Eppendorf

Centrifuga — Biofuge stratus Heraeus, Thermo Fisher Scientific
Kuli¢kovy homogenizator — FastPrep24, M.G.P.

°  Laminarni box — AURA 2000, M.A.C, BioAir

°  Laminarni box — UVC/T-AR, BioSan

Minicentrifuga — Sprout, Heathrow Scientific

Mrazici boxy — Vxe Series Jouan, Thermo Fisher Scientific

°  NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific

¢ QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System — Thermo Fisher Scientific
Real-Time PCR analyzator — QuantStudio6, Applied Biosystems
Thermocycler TAdvanced with High-Performance Smart Lid — Biometra
°  Vortex — Vortex V-1, BioSan

°  Mikroskop — Nikon Eclipse TS 100

© Uyvitec Alliance Q9 Advanced - Baria



4.2 Metodika

4.2.1 Kvantifikace a vybér vhodnych geniit AKR a SDR ke klonovani
4.2.1.1 Izolace RNA

Izolace RNA je specifickd predevS§im svymi naroky na Ccistotu, nebot RNAsy
degradujici fet¢zce RNA jsou vSudypfitomné. Svym pisobenim snizuji integritu, a tedy
1 kvalitu vytéZku RNA. Z tohoto divodu je nutné dodrzovat specifické zasady, jako je prace
v laminarnim boxu, ¢astou vyménu rukavic, pouZiti sterilnich zkumavek idealné zbavenych

RNAs, DNAs a proteint.

K homogenizaci biologického materidlu v Iml TRIzolu (= smés fenolu a guanidin
isothiokyanatu), ktery zajistuje uchovani integrity RNA v rdmci izolace, byly pouzity kovové
a sklenéné kulicky o rtizné velikosti, které byly pomoci odmérky ptidany do zkumavek
s bezpeCnostnimi vicky. Zkumavky byly poté vlozeny do kulickového homogenizatoru.
Po dokonc¢eni homogenizace a inkuba¢nim Case 5 minut pfi laboratorni teploté bylo ke vzorkiim
pridano 200 ul chloroformu, vzorky byly promichany tfepanim po dobu 15 s. K odd¢leni vodné
a organické faze byly vzorky centrifugovany 15 min pti 12,000 x g a 4 °C.

Po centrifugaci doslo k oddéleni vodni faze s obsahem RNA, ktera byla peclivé
odpipetovana do sterilni 1,5 ml zkumavky tak, aby nedoslo ke kontaminaci genomovou DNA
a proteiny z mezifaze a organické faze. K vodni fazi bylo pridano 500 pl isopropanolu a roztok
byl inkubovan pii laboratorni teplot¢ 10 min. Vzorky byly centrifugovany ve vychlazené
centrifuze na 4 °C pii 12,000 x g po dobu 10 min. Je vhodné zkumavky v této fazi oznacit
a srovnat stejnym smérem tak, aby bylo mozné odhadnout, kde bude peleta RNA usazena.
K odséati supernatantu byly pouzity sklenéné pipety s protdhlou Spickou, u kterych nehrozi tak
snadné odsati pelety. Peleta byla omyta 1 ml 75% ethanolem, ktery byl Cerstvé natedén DEPC

vodou, a stocena pii 7500 x g, 4 °C, 5 min.

Po odsati supernatantu byly pelety nechany na vzduchu cca 10 min. Takto pfipravena
RNA byla poté rozpusténa v 20-100 ul DEPC vodé (podle velikosti pelety RNA), promichana
a skladovéna pti — 80 °C.



4.2.1.2 Stanoveni koncentrace RNA, DNA

K stanoveni koncentrace nukleovych kyselin Ize pouzit v soucasné dobé¢ jiz n¢kolik
metodik od klasické spektrofotometrické po fluorimetrické. V nasem piipadé¢ bylo k stanoveni

koncentrace RNA/DNA pouzita spektrofotmetrickd metoda v podobé NanoDropu.

Vzorky v objemu 2 ul byly zméfeny proti blanku (destilovana voda) pii 260 nm, 280
nm a 230 nm. V ramci vysledkt ziskdme nejen hodnotu koncentrace RNA/DNA v ng/ul, ale
také pomér absorbanci pti 260 nm a 280 nm, udavajici Cistotu vytézku, eventualni kontaminaci

fenolem ¢i proteiny.

V ptipad¢ vice koncentrovanych vzork (>1pg/ul) je vhodné vzorky pied samotnym

méfenim 10x zedit DEPC vodou, napt. 27 ul DEPC vody + 3 ul rozpusténé RNA.

4.2.1.3 Reverzni transkripce

Izolovana RNA neni vhodna k dal§i préaci predevSim diky své vysoké nestabilité.
Z tohoto divodu je nutné molekuly RNA ptevést na jedno feté¢zcovou cDNA (komplementarni
DNA) pomoci metody ,,reverzni transkripce®™. V ramci této metody je RNA pievedena pomoci
tzv. reverzni transkriptasy za pouziti ndhodnych hexamert, oligo(dT)is nebo specifickych

primert. Metoda je provadéna v laminarnim boxu za pouziti sterilnich nastroji.

Nejprve bylo nutné izolovanou RNA natedit tak, aby jeji mnoZzstvi vstupujici do reakce
odpovidalo 2000 ng, k takto pfipravenému materidlu byl pfidan 1 pul ndhodnych hexamert.
Smés byla inkubovana po dobu 5 min pfi 65 °C. Poté bylo k smési pfiddno 11 pl mastermixu,
ktery byl v mezi€ase pfipraven spolu se sadou pro kontrolu, noRT reakci, tj. smés bez enzymu.

MnozZstvi mastermixu bylo pfipraveno dle poctu vzorku.



Slozeni mastermixu:

Tabulka 3 - Slozeni mastermixu pro RT

Vzorky — RT noRT
4 ul Pufr pro RT (5x%) 4 ul Pufr pro RT (5x%)
2 ul DTT 2 ul DTT
2 ul dNTPs 2 ul dNTPs

0,5 ul Reverzni
transkriptasy

2,5 ul K20 3,0 ul H20

Reakce probihala v thermocykléru za pfislusného programu, u kterého je klicové
dodrZet podminky: pfi pouziti ndhodnych hexamerti nejdiive smés zahtat 10 min na 25 °C,
u syntézy cDNA — zahtivani na 42 °C po dobu 50 min a 5 min denaturace pii 80 °C.
Po dokonceni syntézy cDNA byly vzorky nafedény 5x redestilovanou vodou

(. + 80 ul ddH.0).

4.2.1.4 Real-time PCR (¢PCR)

Stanoveni acinnosti primeru

Pted pouzitim navrzenych primert je nutné jednotlivé primery ovéfit, tj. stanovit
ucinnost a pii kazdém meéteni provést NTC kontrolu neboli reakei bez templatu, aby doslo

k zjisténi ptipadnych amplifikaci v ramci samotnych primerd, kterd neni Zadouci.

K stanoveni byla pouZita sm&€sna cDNA sériové fedéna tzv. pétkovou fadou v celkovém
objemu 50 pl. Celkem byly provedeny 4 tfedéni, koncentrovany vzorek a 1x NTC. Z takto
natfedénych vzorki bylo odebrano 5 pl a pfidano 15 pl mastermixu (viz tab. 3) kazdy vzorek

byl ptipraven v duplikatu.



Piiklad stanoveni ¢innosti:
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Obrazek 6 - Amplifikacni graf — stanoveni ucinnosti primerii pro gen AKR3.

Na grafu pozorujeme na ose x hodnotu ,,Ct“ tj. pocet cykll, ve kterych doslo k amplifikaci. Na ose y se nachazi
hodnota ,,ARn®, coz je normalizovana hodnota fluorescence reportéru. Prvni ¢ervené oznacené vzorky jsou vzorky s nejvyssi
koncentraci, hodnota Ct se pak zvysuje se snizujici se koncentraci vzorku. Cerven& oznageny vzorek je NTC s nulovou
amplifikaci.

Kvantifikace geni

Kvantifikace genti byla provedena metodou kvantitativni PCR (¢gPCR), tj. PCR
v realném case. Veskeré primery pro cilové i referencni geny byly navrzeny doc. Ing. Petrou
Matouskovou, Ph.D. Jako wvnitini kontrola byly pouzity referenéni geny kodujici
glyceraldehyd- 3-fosfat-dehydrogenasu (GAPDH) a geny pro komplex proteini vazajicich
nuklearni ¢epicku pre-mRNA (NCBP). K praci byl pouzit komeréni SYBR qPCR kit, ktery
zahrnoval: 2x koncentrovany roztok SYBR green I (DNA polymerasa, dNTPs, pufr, SGI,
Mg?").

Tabulka 4 - Slozeni mastermixu pro gPCR.

SYBR Green qPCR kit 1x vzorek [pl]
ddH20 4,20
2 x SYBR Green mix 10
F Primer (5pM) 0,4
R Primer (5uM) 0,4
cDNA (fedéna 1:4) 5
celkem 20




1. Do 0,5 ml zkumavky byl pfipraven mastermix pro prislusny pocet vzorkl, smés byla

pripravena tak, aby vysledna koncentrace primert byla 100 nM.

2. Do stripu urc¢eného k gPCR bylo napipetovano 15 pl mastermixu.

3. Ke smési bylo pfidano 5 pl nafedéné cDNA, u NTC kontroly byla pouzita voda.

4. Takto pfipraveny strip byl zapecetén folii, aby nedoslo k odpareni vzorkii béhem reakce.
5. Vzorky byly promichany a kratce centrifugovany.

6. Vzorky byly umistény do PCR cykléru a v programu Quant Studio 6 (ThermoFisher) byly

nastaveny parametry reakce rozvrzeni vzorki a cilovych gent.

Hold Stage PCR Stage Melt Curve Stage
MNumber of Cycles: 40
Enable AutoDeka
Startng Cyde: 1

@ Step and Hold 0 :05 =
Continuous

100}
95.0°°C 95.0 °C 95.0 °C

/ 0z:00 16°0fs 9015 ' 00:15
Y = \

o] 18%/s

>
@
4

/ ,80.0 °C 60.0 °C
Aseus 00:20 1.6°C/s 01:00

wef )

s

Step! Stept Gtep? Stept Step? (Dissaciation)

Obrazek 7 - Parametry pouzitého programu qgPCR.

Ptiklad vystupu amplifikace:
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Obrazek 8 - Priklad amplifikace genu SDRS.



Derivative Reporter {(—Rn )

Temperature {°C)

Obrazek 9 - Krivka tani — gen SDRS.

Vypocet komparativni metody:

ct = 278¢q

ACq = Cq(Target Gene) — Cq(Reference Gene)

4.2.1.5 Vybér genti pro klonovani

Vyhodnoceni dat a statistiky bylo provedeno pomoci komparativni metody v programu
MS Excel. Pro dalsi praci byly vysledky zpracovany v podobé grafii a byly vybrany geny,
jejichz hodnota byla alterovana (viz 5.2.2).

4.2.2 Klonovani

4.2.2.1 Reversni transkripce

Pro samotné klonovani byly pouzity vzorky po oSetfeni DNAsou I. K nafedéné cDNA
byl ptfidan misto ndhodnych hexameri, 1 pl primeru uniHCO, ktery obsahuje poly(T) usek,
komplementarni k poly(A) iseku mRNA a mastermix byl obohacen o inhibitor RNAs. Déle jiz
probéhla reverzni transkripce dle obdobného navodu vyse (viz 4.2.1.3).



4.2.2.2 Namnozeni vzorku

Ke klonovani nami vybraného genu (SDR5) bylo navrzeno nékolik primert, které
byly pouzity v prvnim kole amplifikace. Primery byly navrzeny doc. Ing. Petrou
Matouskovou Ph.D. Byly pfipraveny reakce, které¢ zahrnovaly vSechny mozné kombinace,
tak aby bychom =zajistili amplifikaci kyzen¢ho tiseku CDS mRNA, piipadné vyloucili

nefunkéni primery.

-p- <=
* CDS/F CDS/R *
UF \ cDs | UR
S'UTR ‘ sdr/F sdr/R ‘ 3'UTR
-p- <=
ATG Stop kodon

Obrazek 10 - Schéema mRNA s misty naseddani pouZitych primerii.

Tabulka 5 - Kombinace pouzitych primerii ke klonovani.

Kombinace pouzitych primeri

1 UF-UR
UF-CDS/R
UF-SDR/R
UR-CDS/F

CDS/F-CDS/R

SDR/R-CDS/F

SDR/F-CDS/R
SDR/F-UR

[c IR B LY, B S VS I \S ]

Ke klonovani byla pouzita Q5® High-Fidelity DNA Polymerasa a opét byl pfipraven
mastermix pro odpovidajici mnozstvi vzorkd dle nasledujiciho navodu (primery byly

pipetovany dle tabulky 5 az do vyslednych vzork):



Tabulka 6 - Slozeni mastermixu pro PCR — klonovani.

PCR master mix — klonovani 1x vzorek [pl]
5X Q5 Reakeéni pufr 5
10 mM dNTPs 0,5
10 uM F+R Primer (2+2)
Q5 High-Fidelity DNA Polymerasa 0,25
Templat 1
DEPC H20 14,25

PCR program:

Tabulka 7 — Program PCR — klonovani.

Pocate¢ni denaturace 98 °C 30s
98 °C 10s
Annealing - 30 cyklt 55°C 20s
72 °C 2 min
Elongace 72 °C 2 min

16 °C )

4.2.2.3 Agarosova elektroforéza

K ovéfeni a zjisténi amplifikovanych tseki byla pouzita horizontdlni agarosova
elektroforéza, na zékladé které byly vybrdny vzorky, u kterych doSlo k namnoZeni

pozadovaného useku.

Byl pfipraven 1% agarosovy gel, a to odvdZenim 0,4 g agarosy na predvazkach
a rozpusténim v 40 ml 1x TAE pufru v 250 ml Erlennové barnice. Po zchladnuti gelu bylo
pfidano 0,5 pl SYBR safe interkala¢niho barviva pro UV vizualizaci DNA. Gel byl nalit
do sestavené aparatury a ponechan pii laboratorni teploté. Po zatuhnuti byl zcela ponofen
do 1x TAE pufru. Vzorky byly naneseny po smichani s nanaSeci barvou (6x loading dye)

vobjemu 5 ul do jednotlivych jamek. Tim byla zajisténa vizudlni detekce a usazeni vzorku



do jamek gelu. Do prvni jamky byl nanesen DNA ladder-marker o velikosti 1 kbp. Elektroforéza
probihala cca 30 min na 90 V. Vysledné bandy amplifikovanych vzorkt byly vizualizovany

pomoci UV transluminatoru a gel byl vyfocen pro pozd¢jsi analyzu.

Slozeni 10x TAE pufru:

- 0,4 M Tris/0,2 M kyselina octova/10 mM EDTA

4.2.2.4 1zolace a precisteni DNA

K precisténi byl pouzit kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up. Jedné se o komercné
dodavany kit, s jiz zahrnutymi reagenciemi a adsorpcnimi mikrokolonami urcené k izolaci

vyuzitim centrifugace.

1. Upraveni objemu vzorku. Vzhledem k objemu reakéni smési pro PCR reakci (<30 pl) bylo
nutné, dle navodu, upravit objem pro piecisténi. Objem byl upraven na 50 pl pcr grade vodou.
K takto pfipravenému vzorku byly pfiddny 2 objemy DNA vdazajiciho NTI pufru (soucast
pufru).

2. Vazba DNA na kfemikovou kolonku. Vzorek byl nanesen na kolonku, kterd byla umisténa
do mikrozkumavky a centrifugovan pti 11,000 x g, 30 s. Po centrifugaci byla spodni c¢ast

zkumavky vyprazdnéna.

3. Promyti kifemikové kolonky. Membrana byla 2x promyta promyvacim NT3 pufrem
s obsahem ethanolu. Na kolonku bylo naneseno 700 pul pufru a byla provedena centrifugace pii

stejnych podminkach. Postup opakovan po vyprazdnéni zkumavky.

4. VysuSeni kifemikové kolonky. Kolonka byla se vzorkem centrifugovana po dobu 1 min pfi
11,000 x g. Tim bylo docileno odstranéni zbytkli promyvaciho pufru, ktery by mohl

kontaminovat vyslednou eluci a vzorek.

5. Eluce DNA. Kolonka byla umisténa do nové 1,5 ml zkumavky a na membranu kolonky bylo
naneseno 30 pl eluéniho pufru NE. Kolonka byla inkubovana 1 min pii pokojové teploté a
nasledné byla centrifugovana o dobu 1 min pii 11,000 x g. U takto pfipraveného vzorku byla

stanovena koncentrace DNA pomoci Nanodropu.



4.2.2.5 Amplifikace vybranych tusekt

U precisténych produktl bylo nasledné provedeno druhé kolo amplifikace s kombinaci
primert ,,CDS/F-CDS/R*, tedy pro kodujici oblast daného genu (SDR 5). PCR reakce
obsahovala stejné reagencie a opisovala stejny postup jako v ptipadé prvniho PCR (viz4.2.2.2).

Amplifikované useky byly opét ovéieny agarosovou elektroforézou, zda jsou produkty

pritomny a odpovidaji teoretické délce. Elektroforéza probéhla stejné dle jiz popsaného navodu

(viz 4.2.2.3). Poté byly produkty ptecistény.

4.2.2.6 Enzymaticka restrikce

Pfed samotnou ligaci bylo nutné provést Stépeni pomoci restrikénich endonukledz,
k nasemu S$tépeni byly vybrany restriktasy EcoRI-HF a Xbal (jejichz cilova mista byla pfidana

pomoci primert). Ke §tépeni byly piipraveny nasledujici reakce v celkovém objemu 10 ul:

Tabulka 8 - Smés k enzymatické restrikci

PCR Produkty[ul] Plasmid pCI [pl]
Smartcut pufr 1 1
EcoRI-HF (GLAATTC) 0,5 0,5
Xbal (TYCTAGA) 0,5 0,5
ddH20 2 -
Templat 6 8

Ptipravené smési byly inkubovany po dobu 2 hodin pfi teploté¢ 37 °C, nasledovala
inaktivace enzymu pii 65 °C po dobu 20 min a zavére¢né zahtati na 80 °C po dobu 3 min.
Pro vypocet mnozstvi ligovaného inzertu byla u vzorki stanovena koncentrace a takto upravené
vzorky byly pfipraveny k nasledné ligaci do vektoru pCl a transformaci do kompetentnich

bunék E.coli TOP10.



4.2.2.7 Ligace inzertu do vektoru pCI

Klonovani genu vybrané reduktasy bylo provedeno do expresniho vektoru pCI. Jedna
se o plasmid pro expresi v sav¢ich bunkach o celkové délce 4006 bp, ktery obsahuje gen
kédujici rezistenci k antibiotiku Ampicilin, diky kterému je zajisténa jednoduchd nasledna
selekce kolonii v E. coli, CMV promotor a klonovaci misto s rozpoznavacimi sekvencemi pro

rizné restrikéni endonukleasy.

Bgl i

CMV I E.

Enhancer/Promoter Bsi98 |

Pst| 17 1
Nhel |1052
108 1] | XBal | 1058
pCl Intron Bst98 1063
Vector LT | 1069
: Kpn | 1079
(4008bp)  gy40 Late 1081
poly(A) a 1087

Acc | 1088
Smal |1094
BstZ | (1098
Not | 1098

06B5VADE_4A

Obrazek 11 - Schéma pCI vektoru (prrevzato z: (39)).

K inzerci Stépenych produkti do pracovniho vektoru pCI byla pfipravena smés pro
vzorky + 1x kontrola bez templatu. Do smési byly piidany 2 ul st€peného plasmidu pCI,
1 ul T4 DNA ligasy, 1 ul ligacniho pufru a 6 pl PCR produktii. Takto pfipravena reakce byla
inkubovéna 1 h pti 16 °C.

Mnozstvi vkladaného inzertu bylo vypocteno na zaklade rovnice (40) :

mnozstvi insertu (v ng) = velikost insertu (v kb) x mnozstvi vektoru (v kb) /velikost vektoru (v kb)



4.2.2.8 Transformace teplotnim Sokem

K transformaci zaligovaného plasmidu byly pouzity kompetentni bunky E.Coli TOP10
uchovavané pii -80 °C. Bunky byly po vyndéani ponechany na ledu, suspenzi nijak nezahtivame,
nevortexujeme ani nepipetujeme, aby nedoslo k poskozeni bunék, které jsou velmi nachylné
k mechanickému poskozeni, pracujeme v sterilnim prostfedi se sterilizovanymi nastroji,

Spickami.

K 250 pl bunécéné suspenze byl piidan cely obsah liga¢ni smési (10 ul) a smés byla
promichéna krouzivymi pohyby pipetovaci Spickou. Bunky byly poté inkubovany 30 min
na ledu. Teplotni Sok byl proveden umisténim zkumavek s buitkami na 90 s do 42 °C, nésledné
byly builky okamzité¢ premistény na led a inkubovany 1-2 min. K bunkdm byl pfidan
1 ml pfedem zahtatého SOC media a suspenze byla inkubovana na tfepacce 60 minut pii 37 °C
a 220 rpm. Nasledn¢ byly bunécéné suspenze s plazmidem rozetfeny na predehiaté plotny s LB

agarem obsahujicim amplicilin.

4.2.3 Piiprava kolonii nesouci transformovany plasmid

4.2.3.1 Ptiprava kultivacnich medii a zaockovani transformovanych bun¢k

Ke kultivaci kompetentnich bun€k obsahujici plasmid s genem zajmu bylo pouzito
pevné LB médium s obsahem agaru. Bylo piipraveno 300 ml smési rozpusténim 10,5 g suché
smési LB média s agarem v destilované vod¢. Pro zaockovani potencialné narostlych kolonii
bylo poté piipraveno i tekuté LB médium, které vzniklo rozpusténim 1,55 g média v 100 ml

destilované vody. Obé média byla pied pouzitim sterilizovana v autoklavu pii 121 °C.

Po vychlazeni medii bylo do roztoku ptfidano antibiotikum Ampicilin v kone¢né
koncentraci 25 mg/ml, aby byla docilena selekce bakterii. V takovém piipad¢ dojde k ristu
pouze téch bungk, které obsahuji zaligovany plasmid, jenZ obsahuje gen kodujici rezistenci

k tomuto antibiotiku.

Do Petriho misek byla poté tato smés nalita v tloustce cca 0,5 cm a ponechana ztuhnout.

Na takto pfipravené misky byla pak rozetfena kultura bunc¢k E.Coli pomoci sterilni hokejky.



Byly pfipraveny 2 plotny pro kazdy vzorek, 1x 100 ul suspenze, 1 x veSkery obsah suspenze
+ 1 x kontrola. Plotny byly umistény do inkubatoru na 37 °C ptes noc do druhého dne.

4.2.3.2 Colony PCR

Pro selekci transformovaného plasmidu s cilovym genem (SDRJ5) byla provedena
,Colony PCR* a nasledna agarosova elektroforéza. Jedna se o modifikaci PCR, kde jsou jako
templat pouzity vykultivované kolonie. Na zobrazeném gelu by pak mély byt opét
amplifikovany produkty v poZadované délce bp. Buiky zkolonii byly sterilni Spickou
vypichnuty, jemné resuspendovany v 10 pul H>O. Tato smés byla zahtata na 95 °C, kratce
zchlazena a poté bylo ptidano 10 ul mastermixu pro Colony PCR (tabulka 9).

Tabulka 9 - Mastermix pro Colony PCR

Colony PCR [ul]

Reakéni pufr 4
dNTPs 0,5
Primery CDS/F + CDS/R 0,5+0,5
Taq polymerasa 0,1
H:0 4.4
Templat 10
Celkem 20

Po dokonceni amplifikace byl ptipraven 1% gel pro agarosovou elektroforézu (viz 4.2.2.3).
Po vizualizaci gelu UV lampou byly vybrany ty vzorky, které obsahovaly produkty poZadované

délky, a tedy u nich probéhla transformace tspesné.

Ptislusné kolonie byly oznaceny a sterilni Spickou vypichnuty do 3 ml tekutého LB
média obsahujiciho ampicilin, buiiky byly kultivovany do druhého dne na mechanické tiepacce

pii 37 °C a 220 rpm.



4.2.4 Heterologni exprese plasmidu nesouci gen zajmu

4.2.4.1 Izolace plasmidové DNA

Izolace namnozeného plasmidu z kultury kompetentnich bunék E.Coli byla provedena

komerénim kitem NucleoSpin Plasmid. Bylo postupovano dle ptilozeného postupu.

1. Centrifugace kultury. Bunky byly zbaveny supernatantu centrifugaci pti 11,000 x g, 30 s.

2. Lyza bunék. Peleta bun¢k byla resuspendovana v 250 ul pufru (A1) tak, aby byla plné
rozptylena v roztoku ptred ptfidanim lyzacniho pufru. K resuspendované kultufe bylo ptidano
250 pl lyzaéniho pufru (A2) a smés byla promichéna piekldpénim 6-8x a inkubovana 5 min
pti pokojové teploté. Smés intenzivné nemichame, aby nedoslo k poskozeni genomoveé DNA,
a tim kontaminaci pozadovanych plasmida. Nakonec bylo ptidano 300 pul (A3) pro vysrazeni

proteintl.

3. Odstranéni precipitatu. Smés byla centrifugovana 5-10 min pii 11,000 x g, pokud lyzat

neni projasnény muzeme tento postup opakovat.

4. Vazba DNA na silikatovou kolonku. Kolonka pfilozena v kitu byla umisténa
do mikrozkumavky a bylo naneseno az 750 ul lyzatu. Nasledné byla provedena centrifugace

pii 11, 000 x g, 1 min. Supernatant byl odstranén.

5. Promyvani silikatové kolonky. Membrana kolonky byla promyta nejprve
500 ul AW promyvaciho pufru a centrifugovana po dobu 1 min pti 11,000 x g, supernatant byl

odstranén a postup byl opakovan s pufrem s obsahem etanolu (A4).
6. Suseni silikatové kolonky. Prazdna kolonka byla centrifugovéana 2 min pii 11,000 x g.

7. Eluce plasmidové DNA. Eluce byla provedena elu¢nim pufrem (AE), ktery byl nanesen
vobjemu 30 pl na membranu kolonky. Nasledné byla kolonka inkubovdana 1 min

a centrifugovana po dobu 1 min pii 11,000 x g.

U vzorku plasmidové DNA byla stanovena spektrofotometricky koncentrace a byla uchovéana

pii — 20 °C



4.2.4.2 OneTaq PCR

Ovéfeni pritomnosti zaklonovaného plasmidu obsahujici gen zajmu bylo provedeno
pomoci OneTaq PCR v celkovém objemu 25 pl. Jako templat byla pouzita izolovana
plasmidova DNA z kultury kompetentnich bun¢k. Dle poctu vzorki byl pfipraven mastermix.

K separaci a vizualizaci daného tiseku byla opét pouzita agarosova elektroforéza dle obdobného

postupu (viz 4.2.2.3).

Tabulka 10 - OneTaq PCR.

One7aq Quick-Load polymerase kit 1x vzorek [pl]
5 x OneTaq Quick-Load pufr 5
10 mM dNTPs 0,5
10 uM F + R primer 0,5+0,5
OneTag Quick-Load DNA
0,125
Polymerasa

Template DNA 1

ddH20 17,375

4.2.4.3 Ptiprava vzorku k sekvenaci

K vyslednému ovéfeni zaklonovaného tuseku bylo nutné nechat vzorky tzv.

osekvenovat.  Sekvenace  byla  provedena  komerén€¢ v Eurofins  Genomics

(https://eurofinsgenomics.eu/) Sangerovou metodou.

K uspésné sekvenaci je nutné, aby byl vzorek pfipraven alespoii v koncentraci
100 ng/pl. Pokud tato podminka neni dodrzena, miize dojit k nekompletni sekvenaci,

¢i k vzniku tzv. Sumu v rdmci sekvence, ktery ji mize ucinit necitelnou.

Z ptipraveného vzorku izolovaného plasmidu bylo odebrano 5 ul, ke kterému bylo
ptidano 5 pl primeru (CDS/F pro gen SDRJ5). K tomuto vzorku byl pfipraven druhy, obsahujici
5 ul primeru pro pCI/F plasmid. Vzorky byly opatieny Stitky a odeslany.


https://eurofinsgenomics.eu/

4.2.4.4 Ptiprava plasmidu ve vysokém poctu kopii

Po tspésné sekvenaci bylo vhodné pro dalsi experimentalni praci piipravit pozadovany
plasmid ve vyssi koncentraci. Izolovana plasmidova DNA (5 ul) byla transformovana
do kompetentnich bun¢k E. Coli pomoci metody teplotniho Soku (viz 4.2.3.3). Transformované
bunky, které¢ byly inkubovany v SOC mediu, byly poté zaoCkovany do 50 ml tekutého LB
média s obsahem ampicilinu (25 mg/ml). Kultura byla inkubovéana do druhého dne pii 37 °C
a 220 rpm.

Nasledujici den byla kultura stazena a centrifugovana pii 2000 x g, 5 min. DoSlo
k oddé€leni kultury a supernatantu, ktery byl odstranén do pfislusného odpadu. K izolaci
plasmidové DNA byl pouzit ZymoPURE II Plasmid Midiprep kit. Bylo postupovéano

dle nasledujiciho navodu ptilozeného v kitu.

1. Resuspendace bunécéné kultury. Kultura byla resuspendovdna v 8 ml chlazen¢ho

Tm

ZymoPure ™ pufru (P1) vortexovanim ¢i pipetovanim.

2. Lyza bunécné Kkultury. K homogenni smési bun¢k bylo pfidano 8 ml lyza¢niho pufru
ZymoPure™ (P2). Smés byla promichdna preklapénim 5-6x a nechdna inkubovat
2-3min pii laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 8 ml ZymoPure™ pufru P3 a smés byla

promichéna opét preklapénim, tak abychom zabranili poSkozeni genomické DNA z bun¢k.

3. Filtrace lyzatu a odstranéni balastnich latek. Lyzovana smés byla nanesena na filtr
stiikacky ptilozené v kitu (nutné ujistit se, zda Sroubovaci ventil je v tomto kroku uzavien).
Smés byla ponechana 5-8 min odstat, aby doSlo k odd¢leni tekutého lyzatu a balastnich latek,
které jsou na povrchu tekutiny. Poté byl do stiikacky umistén pist a do €ist¢ 50 ml falkony
byl lyzat ptefiltrovan. Zbytek balastnich latek byl odstranén a umistén do odpovidajiciho
odpadu.

5. Vazba DNA na kolonku. K filtratu bylo piidano 8 ml ZymoPure™ binding (pufr vazajici
DNA na kolonku) pufru a smés byla jemné promichéana pteklapénim. Do nové 50 ml falkony
byla umisténa kolonka pfiloZena v kitu, na tu bylo naneseno 10 ml filtratu a byla provedena
centrifugace pfi 500 x g 2 min. Byl odstranén supernatant a opakovan postup, dokud nebylo

naneseno veskeré mnozstvi vzorku.



6. Promyvani kolonky. Na kolonu byly naneseny 2 ml promyvaciho pufru €. 1. Byla provedena
centrifugace pfi 500 x g 5 min. Cely proces byl zopakovan 2x s promyvacim pufrem

¢. 2 s obsahem etanolu.

7. Eluce. Kolonka byla ptenesena z falkony do mikrozkumavky a centrifugovana 2 min pfi
11. 000 x g, tim byly odstranény zbytky promyvaciho pufru. Poté bylo na kolonu naneseno
200 ul eluéniho pufru a byla inkubovana cca 2 min. Eluce byla provedena centrifugaci po dobu

1 min pfi 11.000 x g.

4.2.4.1 Kultivace a pasdzovani bun&cné linie SW480

Pasazovani bunék

Ke zkuSebni heterologni expresi genu zdjmu zaklonovaného do pracovniho vektoru pCI
byla pouzita bunécnéd linie SW480 kvili optimalizované transfekci t€chto bunék vyuzivané pro
jiné ucely. Jedna se adherentni bunky lidského adenokarcinomu tlustého stteva (3-4 nadorové
stddium) rostouci na povrchu kultivaéni lahve/mikrotitracni desticky. Pasdzovani bunék
je klicové k udrzeni bunék v pozadované koncentraci tak, aby nedochézelo k ,,pfertistani*

bun¢k a jejich vzajemnému kontaktu vedouci k inhibici reakce.

Ke kultivaci bylo pouzito DMEM médium, s obsahem 10% FBS séra (Fetal Bovine
serum), s pridavkem HEPES (pufrujici roztok) a antibiotik penicilinu a streptomycinu.
Pasazovani bunék bylo provadéno 2x tydné. Pred manipulaci s buiikami bylo nutné zahiat PBS,
médium a trypsin ve vodni lazni na 37 °C, piipravit kulturu do laminarniho boxu osetfené¢ho

minimalné 20 min UV zafenim.

Jako prvni bylo sterilné odsato staré¢ kultivaéni médium a buiiky byly oplachnuty
2 x 6 ml PBS. K oddéleni kultury od kultiva¢ni lahve bylo ptidano 1,5 ml trypsinu. Smés byla
inkubovana po dobu 5 minut pii 37 °C. Kultura byla zkontrolovadna pod mikroskopem, zda
opravdu doslo k oddéleni bun€k od povrchu a bylo pfidano 5 ml kultiva¢niho média, ¢imz
se zastavilo dalsi Stépeni trypsinem. Kultura byla promichéna a byl odebran cca 1 ml kultury
do nové kultivaéni lahve doplnéné 12 ml média. Takto pfipravend pasaz byla popsana a uloZena

do inkubatoru.



Pro stanoveni poc¢tu bunck v kultufe byla pouzita Biirkerova komurka. Byl stanoven

pocet bunck v 9 velkych ctvercich a pocet v 1 ml dopocitan dle vzorce:
Cc = x/g -z + 10%

C = pocet bun¢k v 1 ml suspenze
x/9 = pocet v jednom ctverci

7z = fedéni

Priklad vypodétu z rovnice:

Stanoveny pocet bunék v 9 ¢tvercich Biirkerovy komiirky = 52,63.

_ 52,63

- -1 10
¢ 9

¢ =585000c/ml

Pro néslednou transfekci byly buiiky nasazeny do 24 jamkové desticky o objemu 500 pl
a koncentraci bunék 50 000 bun¢k na jamku. Desticka byla oznacena a umisténa do inkubatoru
(37 °C). Potfebny objem byl vypocten dle vzorce:

CZ - VZ
Vl = C
1

Vi = objem bunék nutny k transfekci
C> = pocet bun¢k na 1 ml nutny k transfekci
V> = celkovy objem vzorku (napt. 14 ml pro 24 j. desti¢ku)

C; = koncentrace buné&k po vypoctu z Biirkerovy komirky

4.2.4.2 Transfekce

Ke zkuSebni transfekci byly ptipraveny 2 sady o 4 jamkach buné¢né kultury, kde v prvni
sad€ probehla transfekce kontrolniho plasmidu s GFP a v druhé plasmidu pCI s genem SDRS.
Plasmid s GFP (green fluorescein protein) byl pouZzit k ovéteni Gi¢innosti transfekce, u kterého

v ptipadé Gspésné transfekce pozorujeme pod fluorescenénim mikroskopem fluorescenci. Jako



transfekéni Cinidlo byl pouzit lipofectamin. Pro transfekci bylo ¢inidlo lipofectamin nafedéno
v Opti-MEM médiu (25 pl + 0,75 ul) pro prislusny pocet jamek. Obdobné DNA (Plasmid
obsahujici SDR5/ GFP o koncentraci 500 ng/ul) byla nafedéna v Opti-MEM mediu a byl pfidan
reagent P3000 uréeny pro transfekci (25 pl + 1 ul + 1 ul). Smés ¢inidla a rozpusténé DNA byla

smichdna v poméru 1:1 (25 pl + 25 ul) a inkubovana 15 min pii laboratorni teploté.

Nasledn¢ byla smés jemné nakapana na kultivované buitky SW480 na mikrotitracni
desticce, u kterych bylo predem odsato médium s obsahem FBS séra a nahrazeno 450 pl média
bez séra. Desticka byla umisténa do inkubatoru (37 °C) a bunky byly kultivovany 2 dny.
Priitbézné byla kontrolovdna eventualni ptfitomnost fluorescence u bunck transfekovanych

genem GFP. Posledni den byly buniky sklizeny a dale zpracovany.

4.2.4.3 Ptiprava bunééného lyzatu a stanoveni bilkovin metodou BCA

Slozeni pouzitych pufra

- Lyzacni pufr s obsahem inhibitort proteas: 20 mM Tris-HCI/ pH 7.5/ Inhibitory PMSF
- TBST - 8,77g NaCl/ 3ml Tween 20/ 100 ml TRIS

Izolace proteinu

Z transfekovanych jamek bylo odsato médium a do kazdé jamky bylo ptidano 50 ul
lyzacniho pufru s inhibitory proteas. Po dvou minutach inkubace na ledu byly bunky seskrabany
a postupn¢ preneseny s vesSkerym lyzacnim pufrem do mikrozkumavky, dale byly vzorky
inkubovény na ledu 30 min. Homogenizace lyzatu byla provedena pomoci injekéni stiikacky.
Homogenizat byl centrifugovan 10 min pii 13,000 x g a 4 °C a nasledné byl odebran supernatant

pro dalsi praci.

Stanoveni proteini metodou BCA

Stanoveni bilkovin bylo provedeno pomoci BCA metody, ktera je zaloZena na reakci
proteinti a Cu?* v alkalickém prostiedi. M&d’ ve formé& Cu'* reaguje v pH 10 s bicinchoninovou
kyselinou a vytvari modrofialovy komplex, u kterého miizeme stanovit absorbanci pfi 562 nm.

Intenzita zbarveni je poté pfimo umérnd mnoZzstvi proteinu ve vzorku.



K sestrojeni kalibracni kiivky byl pouzit 0,2 % BSA standard (2000 pg/ml) nafedény
1:1 na vychozi koncentraci 1000 pg/ml (0,1 %).

Tabulka 11 - Kalibracni kiivka — BCA.

Vysledna koncentrace BSA Objem 0,1 % Objem des.

[pg/ml] BSA [ul] H,0 [ul]
1 0 0 100
2 200 20 80
3 400 40 60
4 600 60 40
5 800 80 20
6 1000 100 0

Vzorky byly pfipraveny fedénim 20x a 10x. Takto pfipravené vzorky byly napipetovany
do mikrotitracni destiCky v objemu 10 pl a bylo ptfidano 200 pl pracovniho roztoku, ktery byl
pfipraven smichanim roztoku A (NaHCO; Na;CO;, BCA v 0,1 M NaOH) a roztoku
B (4% CuS04.6 H20) v poméru 50:1. Desticka byla inkubovana 30 min pii 37 °C a nasledné

bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni pii 562 nm.

4.2.4.4 Overeni transfekce pomoci metody dot blot

Ov¢érteni transfekce bylo provedeno pomoci imunodetekéni metody dot blot. Jedna
se o variaci western blotu, jenZz nezahrnuje elektroforetickou separaci proteinti, ale piimé
naneseni denaturovanych vzorkl na nitrocelul6zovou ¢i PVFD membranu a jejich naslednou

detekci pomoci protilatek.

Pfed nanesenim vzorkl byla membrana kondiciovana redestilovanou vodou a nasledné
byly naneseny vzorky v riznych koncentracich, minimalni koncentrace by méla byt 10 pg/ul.
Po zaschnuti vzorkl byla membrana blokovéana 2 h 5% roztokem mléka v 0,05 % TBST pufru.
Mléko bylo slito a membrana osusSena na papife. Nasledovala inkubace pfes noc s primarni
protilatkou anti-His tag. Druhy den byla primarni protilatka odpipetovdna a membrana byla
promyvana TBST pufrem (4x15 min). Po oplachu membrany byla provedena lh inkubace
se sekundarni protilatkou s kienovou peroxidasou. Po uplynuti doby byla membrana opét

promyta TBST pufrem (4x15 min). Pro chemiluminiscenéni detekci byl pouzit roztok



Amersham ECL Prime Western Blotting detection reagent — A (roztok luminolu) + B (roztok
peroxidu) v poméru 1:1. Membrana byla rovnomérné roztokem pokryta a inkubovéana ve tm¢é
po dobu 5 min. Nasledna detekce byla provedena pomoci chemiluminiscenéniho systému

Uvitec Alliance Q9 Advanced.

4.2.5 Statistika

Zmény exprese vybranych genil byly poc¢itany v MS Excel komparativni metodou (viz
4.2.1.4) na zékladé ziskanych hodnot Ct. Hodnoty byly normalizovany viéi referenénimu
GAPDH a dale byly hodnoty relativné porovnavany k hodnotam u citlivého kmene. Statisticky
byly hodnoty zpracovany v programu GraphPad Prism 9.1.0 pomoci nepéarového
mnohonasobného T-testu bez vzajemné korekce. Za statisticky vyznamné byly povazovéany

rozdily hodnot od hladiny vyznamnosti P < 0,05.

Obdrzené sekvence byly ve dvou dostupnych formatech-textovém, ktery obsahoval
Cistou sekvenci a formatu ,,.ab1* pfimo ze sekvenatoru. Sekvence byla vytazena z formatu

,,.-abl“ a zkontrolovana.



5 Vysledky

5.1 Izolace RNA

Izolace byla opakovana u dvou sad vzorki, u obou bylo dosazeno izolace pfiblizné

stejného mnozstvi RNA s obdobnou ¢istotou, hodnoty koncentraci byly stanoveny

spektrofotometricky pomoci Nanodropu.

Tabulka 12 - Vysledky izolace RNA fenol-chloroformovou metodou.

Cistota

Vzorky | ng/pl 20(0;)1)‘1’5 H,0 | 260/280 | 260/230
ISEM4 | 3614 5,5 25 1,98 21
ISEMS | 14859 | 13 6,7 2,07 1,6
ISEM6 | 7874 2,5 55 2,06 1,72
ISEF4 | 1522,0 | 13 6,7 2,08 1,7
ISEF5 | 23165 | 09 7.1 2,08 2,23
WRM4 | 8555 23 5.7 2,05 1,34
WRMS | 1000,8 2 6 2,04 0,96
WRM6 | 851.6 23 5.7 2,08 1,69
WRF4 | 24341 | 08 72 2,06 2,12
WRF5 | 27200 | 07 73 2,03 1,9
WRF6 | 19484 I 7 2,09 2,15
IREM4 | 683,7 2,9 5.1 2,01 1,85
IREM5 | 2053 9,7 0 1,94 1,98
IREM6 | 5822 34 4,6 1,91 1,67
IREF4 | 2080,7 I 7 2,08 1,88
IREF5 | 671,0 3 5 1,97 1,73
IREF6 | 14135 1,4 6,6 2,08 1,84

Tabulka obsahuje tidaje o vytézku RNA v ng/ul, mnozstvi vzorku odpovidajici 2000 ng (pro RT), mnozstvi vody

pro dalsi reakci a informace o Cistoté. (oznaceni vzorkid: kmen dle rezistence + M = male, F = female)

Standardné u samicich (F) vzorku bylo izolovano vétsi mnozstvi RNA, coZz vychazi

ze samotné anatomie jedincl, kde samicky rodu Haemonchus contortus jsou robustnéj$i.

U vsech vzorkil se pomér absorbance 260/280 nm a 260/230 nm blizi hodnoté 2, coZ poukazuje

na vysokou cistotu a kvalitu extrakce bez kontaminace proteiny.



5.2 Vysledky a analyza genové exprese

5.2.1 Stanoveni a vypocet u¢innosti primera

Pred pouzitim navrzenych primert je dulezité stanovit Gi¢innost, ta byla stanovena dle

navodu (viz 4.2.1.4). Vyhodnoceni dat z kvantitativni PCR bylo provedeno pomoci vypocta

v programu MS Excel. Hodnoty Ct z dané amplifikace byly ziskany z programu jako ¢ista data,

pramérné hodnoty duplikati byly zaneseny do grafu s linedrni regresi. V idealnim ptipadé by

se efektivita pouzitych primerti méla blizit k hodnoté 1 (100 %).

Tabulka 13 - Hodnoty Ct — stanoveni ui¢innosti.

Vzorek Priimérné hodnoty
Ct
1 19,94
2 21,95
3 24,33
4 26,62
y =-3,2069x + 32,678
AKR3 R2 = 0,9989
30,000
25,000 @, o......
"""" ®-.....,
20,000 e
& 15,000
10,000
5,000
0,000
1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Log(c)

Obrazek 12 - Grafické znazorneni vypoctu efektivity pro primery genu AKR3.

Hodnoty linearni regrese byly pouZzity k vypoctu €innosti dle vzorce:

1

eff = 10-32069 — 1

eff =105%



5.2.2 Zpracovani a vyhodnoceni dat genové exprese

V ramci stanoveni genové exprese vybranych genit AKR a SDR bylo provedeno
kvantitativni stanoveni pomoci metody gPCR. Vyhodnoceni dat bylo provedeno na zakladé

komparativni metody s naslednou upravou v programu MS Excel a GraphPad.

Srovnavany byly hladiny genové exprese zastupct tii kment H. contortus (ISE,
IRE, WR) a to sdirazem na kmen IRE (kmen rezistentni na benzimidazolova
anthelmintika). Pro dalsi experimentalni praci byly sledovany hladiny gent se zvySenou
hodnotou, poukazujici na vysSi ucast na metabolismu 1é¢iva a jeho rychlejsi eliminaci.
Signifikantné zvysené hladiny u obou pohlavi byly zaznamenany u genu SDRS (obr. 13
a 14), ktery byl vybran pro klonovani. Pro dalsi praci by bylo vhodné zvazovat i vyuziti
genu AKR 1, u kterého byla také vyssi exprese u obou pohlavi kmene IRE (obr. 15 a 16).
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Obrazek 13 - Graficky zpracované vysledky genové exprese — geny SDR — kmeny ISE, IRE, WR Female.
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Obrazek 14 - Graficky zpracované vysledky genové exprese — geny SDR — kmeny ISE, IRE, WR Male.

4+ mm |SE
- = WR
o * mm RE
o 3
<
(6]
P
7]
2 24
Q.
x
)
‘s
2 1]
&
o *

o_

AKR1 AKR2 AKR3

Obrazek 15 - Graficky zpracované vysledky genové exprese — geny AKR — kmeny ISE, IRE, WR Female.
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Obrazek 16 - Graficky zpracované vysledky genové exprese — geny AKR — kmeny ISE, IRE, WR Male.



5.3Klonovani

5.3.1 Vysledky ptipravného klonovani

Ptipravné klonovani zahrnovalo PCR reakce se vSemi kombinacemi primert tak,
abychom =zajistili amplifikaci CDS tseku mRNA pro gen SDRS5 a eventudlné vyloucili
nefunk¢éni kombinace primerd. Vzorky byly naneseny na 1% agarosovy gel a byla provedena

elektroforéza, ktera nam umoznila vizualizaci danych tusekt (Obr.17).

Obrazek 17 - Gelova elektroforéza — pripravné klonovani.
V prvni jamce byl nanesen 1 kbp velky DNA marker. Od druhé jamky jsou naneseny vzorky 1-8 pro gen SDRS
s jednotlivymi kombinacemi primert (viz tab.¢. 14).

Tabulka 14 - Tabulka s kombinacemi pouzitych primerii s délkou vysledného produktu

Kombinace pouzitych primera Délka produktu (bp)
1 UF-UR 948
2 UF-CDS/R 885
3 UF-SDR/R 661
4 UR-CDS/F 896
5 CDS/F-CDS/R 868
6 SDR/R-CDS/F 616
7 SDR/F-CDS/R 316
8 SDR/F-UR 404

Na zakladé gelové elektroforézy byly vybrany pro dalsi amplifikaci vzorky 1 (SDRS —
UF-UR) a 5 (SDR5 — CDS/F-CDS/R), u kterych probehla amplifikace produktii v pozadované
délce 948 a 868 bp. U téchto vybranych vzorkl byla provedena druha amplifikace v podobé
PCR s primery pro kodujici oblast (CDS) mRNA pozadovaného genu SDR. Tim bylo docileno
dostatecné namnoZeni pozadovaného useku pro dal$i praci. Spolu s amplifikovanym
fragmentem byl piecistén 1 vzorek plasmidu pClI, ktery byl pouZit k expresi. U vSech vzorkl

byla spektrofotometricky stanovena koncentrace.



Tabulka 15 - Koncentrace amplifikovanych vzorkii k restrikcnimu Stépent.

Vzorek Koncentrace [ng/pl] Cistota (260/280)
Plasmid pCI 71.8 1,91
SDR 5 (1) 51,2 1,84

5.3.1.1 Enzymaticka restrikce

Takto pfipravené vzorky bylo po piecisténi mozné §tépit RE, jejichz rozpoznavaci misto

bylo ptidano k sekvenci v rdmci pouzitych CDS-primerd.

Koncentrace pouzitych vzorkd po enzymatickeé restrikci:

Tabulka 16 Koncentrace Stépenych vzorkii.

Vzorek + pouZzité RE Koncentrace [ng/ul] Cistota (260/280)
Plasmid pCI (EcoRI + Xba) 70,2 1,87
SDR5 (1) (EcoRI + Xba) 35,6 1,80

Obrazek 18 - Gel s produkty po kontrolni enzymatické restrikci plasmidu V prvni jamce je nanesen
plasmid pCI nestepeny, v druhé jamce byl nanesen vzorek po reakci s EcoRI — HF, v jamce ¢. 3 byl
nanesen vzorek po reakci s restriktasou Xbal. V jamce ¢. 4 je poté vzorek plasmidu po Stépeni obéma
restriktasama. Jamka ¢.5 — marker 1kbp.

Také bylo provedeno kontrolni Stépeni pouzitého plasmidu, jednak obéma restrikénimi
enzymy dohromady, tak kazdym zvlaSt' pro pfipadné odhaleni nefunkéniho enzymu. Po
precisténi stépenych vzorkl (amplifikovaného fragmentu a plasmidu) byla provedena ligace

a transformace do kompetentnich bun¢k E. coli.



5.3.1.2 Colony PCR

Po uspésné transformaci a kultivaci kolonii nesouci plasmid s cilovym genem byla
provedena tzv. ,,colony PCR®“. Jedna se o modifikaci PCR, kterd nam umoznila ovétit
pritomnost transformovaného plasmidu (viz 4.2.3.2) rovnou v koloniich bez nutnosti ¢isténi

plasmidu. Vizualizace byla provedena agarasovou elektroforézou (Obr. 19).

Obrazek 19 - Colony PCR — gel.

Na gelech je jasn¢ vidét amplifikace u vzorku — kolonie €. 2 (SDRS) o délce 868 bp
v porovnani k 1kbp dlouhému markeru. Tato kolonie byla zaockovana do 3 ml tekutého
kultivacniho média. Nasledujici den byla provedena izolace plasmidu (viz. 4.2.4.1) a stanoveni

koncentrace.

Tabulka 17 Vysledna koncentrace izolovaného plasmidu.

Vzorek ‘ Koncentrace [ng/pl] ‘ Cistota (260/280)

SDR5 —K-2 ’ 113 ‘ 1,83



5.3.1.3 Vysledky sekvenace

% ABI Chromatogram: \\faf.cuni.cz\data\ users\matouspT\DATA p\diplomly\hco_NR\sekv2\DHK840_22208409_22208409.2b1 [ro-E- =)

J";\% Selected: none | S2mple: 22208409 |File: \\faf cuni.cz/datalusers\matousp7 DATA p'diplomlcy'heo_NR'sekv2 DHKS40_22208409_22208409.2b1

; il | e (FF‘”’”” W ““ i M\M

Obrazek 20 - Priklad vystupu z programu ABI.

Horizontal Scale 20 30 40 50 60 70 20
GG Gorer e eeree == IICAGATIACCG(G CTCGACG GATG GCATCG GAAACAGACGGCCACCGATTTGGCCGCTCATCCGG ATAATCG A

Ziskanou sekvenci lze snadno otevfit napt. v programu chromas ¢i ABI a exportovat ji
ve vhodném formatu pro dal§i upravy. Sekvenci je potfeba nejdiive zkontrolovat, zda
neobsahuje Cast vektorové sekvence, coz je pravdépodobné, nebot’ byl sekvenovan cirkularni

plasmid.  Ovéfeni  bylo  provedeno  pomoci  webové  aplikace  VecScreen

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/). Ve vystupu je pak graficky oznacena Cervena
cast shodujici se se sekvenci vektoru, bile sekvence klonovaného genu. K ziskéani ,,0¢isténé*
sekvence genu lze vyuzit napf. webovou aplikaci Range extractor DNA

(https://www.bioinformatics.org/sms2/range_extract dna.html).

Distribution of Vector Matches on the Query Sequence

27T ] Bii 1111

Match to Vector: . Strong . Moderate . Weak

Segment of suspect origin:
Segments matching vector:

Strong_ match: 848-1095
Suspect origin: 1096-1111

Obrdazek 21 - Oveérent pritomnosti sekvence vektoru pomoci web. aplikace VecScreen.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/
https://www.bioinformatics.org/sms2/range_extract_dna.html
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ATGCCAGTGTCATCGT TCRARCGARCGATTCTGATCACCGGCTCGACGGATGECATCGGARRACAGACGGCCACCGATTTGGCCGCTCATCCGGATARTCGAGTCATTATCCATGGACGARGTGRAGAAR

GATCACCGECTCGACGGATGGCATCGGARRACAGACGGCCACCGATTTGGLCGCTCATCCGGATAATCGAGTCATTATCCAT GGACGARGT GRAGARR
sesessssssnssrsssnsnassnssssssssiflCACCGECTCGACGGATGGCRTCGGARRACAGACGGCCACCGATTTEGCCGETCATCCGGRTARTCGAGTCATTATCCAT GEACGARGT GARGRAR

1311 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I I
ARTGCGAGACGACTCGAGACCARATCGTCARGGAGACCGEARACCCARCARATGTCRACTATATTGCCGCCGATTTRTCCGT TATGARAGAGRET TGCCCATTTTGCCGACARAG TRARARGCCGATTTCC
AATGCGAGACGAC TCGAGACCARATCGTCARGGAGACCGGARRCCCARCARATGTCGACTATATTGCCGCCGATTTGTCCGT TATGARRGAGGT TGCCCATTT TGCCGACARAGTGARAAGCCGATTTCE
ARTGCGAGACGACTCGAGACCARRTCGTCARGGAGACCGGARACCCARCARATGTCGRCTATATTGLCGCCGAT TTGTCLGT TATGARRGAGGT TGLCCATTTTGCCGACARAG TGARARGCCGATTTCL

261 270 280 290 300 U] 320 330 340 350 360 aro 80 390

I 1
GGARTTGARTGTGC TATTATGTARTGCCGRCGTET TRARTCCCCGACGAGCAGAGACAGT GGATGGACTCGARATGACAT TCCAGGT TRATCACCTATCACACTTTGTCATCAGCCGACAGCTGCGTCCA
GGARTTGAATGTGC TATTATGCARTGLCGGLGTGT TGARTCCCCGACGRGC TGAGACAGTGGATGGACTCGAARTGACAT TCCAGGTTARTCACCTATCACACTTTGTCATCAGCCGACAGCTGCGTCCC
GGARTTGARTGTGCTATTATGEARTGLCGECGTGT TGARTCCCCGACGAGLaGAGACAGT GGATGGACTCGAARTGACAT TCCAGGTTARTCACCTATCACACTTTGTCATCAGCCGACAGCTGCGTCC a

391 400 410 420 430 A4 a50 460 470 480 490 500 510 520
I 1
CTTCTTCAGCAGARCTCGCCTTCTCGARTCATCTTCAT TTCARGCATATGCTATGATTGGETACCCTCTCAATTTTTCTGATCTCCARGCCACCARC TACGGCGATGCCTATTTACAGTATTCACGTAGCA
CTTCTTCAGCAGRACTCGCCGTCTCGGATCATCTTCGTTTCARGCATATTCTATGATTGGTACCCTCTCGATTTTTCTGATCTCCARGCCACCARCTACGGCGACGCCTATTTGCAGTATTCACGTAGLA
CTTCTTCAGCAGRRCTCGCCg TCTCGaRTCATCTTCGTTTCARGCATATECTATGATTGGTACCCTCTCGATTTTTCTGATCTCCARGCCACCARCTACGGCGACGCCTATT TaCAGTATTCACGTAGCA

:521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 ESIIJ

ARCTGATGAARTCATATGACAGCGT TCAGAC TGGC TCGGGARRAR TCLGAT GGAGTAACGGTGARCGT TCTGGARCCGGGAGTATGCGARRCGARACT TCTCAARRGAGGLGGT TAT TCTGGTGGRCCGGT
ARCTGATGAATCATATGACAGCGT TCAGAC TGGCCCRTGARARA TCCGACGGAGTARCGGTGARCGT TCTTGAGCCGGGEGTATGCGARACGARRCTCLTCARARGAGGCGGT TATTCTRETRGACCGGT
ARCTGATGARTCATATGACAGCGT TCAGAC TGGC cChgGAARARTCCGRcGGAGTARCGGTGAACGT TCTgGAaCCGGGaGTATGCGARACGARACT cCTCARARGAGGCGGTTATTCTGGTGGACCGET

651 660 670 680 690 700 o 20 730 740 750 760 770 780
I 1
GARGGACGGARGCGTGGCACCAGTACATCTTGT TATGTCTGAGGAAG TGAAGAATAT TACCGGLGGGTATTTCARTARCCGTGGAARGAGGATCACCTCAT TGAGTGCTGAC TCGACGGATGCCARACAG
GARGGACGGARGCG TGGECACCAGTGCATCTTGTARTGTCTGAGGARGTGARGARTAT TACCGGLGGGRTATTTCARTARCCGT GGAARGAGGATCACC TCATTGAGTGCTGAC TCGACGGATGCCARRCAG
GARGGACGGARGCGTGECACCAGTaCATCTTGTaATGTCTGAGEARGTGARGARTATTACCGGCGGETATTTCARTARCC GTGGAAAGAGGATCACCTCATTGAGTGCTGAC TCGACGGATGCCARACAG

781 7930 800 10 a20 830 840 90 858

| |
CAGGATCGCCTGTGGACARTGAGT GAGGAGATCTGTTCCARGTTCGGCATCACGTTTTGA

CAGGATCGCCTGTGGACART GAGTGAGGAGATCTGTTCCARGT TCGGCATCACGTTTCATCATCATCATCATCATTGA
CAGGATCGCCTGTREACAATGAGT GRGGAGATCTGTTCCARGT TCGGCATCACGTTTCA: sssssssssasssasas

Obrazek 22 - Vysledna sekvence genu SDR5 v porovnani s obdobnym genem databaze.

Po ziskani Cisté sekvence genu SDRS bylo mozné nasi sekvenci porovnat se sekvenci

v databazi, a provést tak ovefeni. Vidime, ze zacatek nebyl uplné osekvenovany (kvili pouziti

CDS_F primeru). Na konci vidime sekvenci prodlouZzenou o odpovidajici usek kodujici

piipojeny His-tag (viz obr. 23). Rozdilné identifikované nukleotidy odpovidaji sekvencni

variabilité¢ a pfitomnosti riznych jednonukleotidovych zmén (SNP), které jsou u vlasovky

pomeérné Casté (41).
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TGSTDGIGKATATOLARHPDNRY ITHGRSEEKCETTRDOIVKETGHPTHYDY IARDLSYHKEVAHF ADKYESRFPELNYLLCNAGYLNPRRAETVDGLEHTFOYNHLSHFY ISROLRP
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I 1
LLOOHSPSRIIFYSSICYDHYPLOFSOLOATHYGDAYLOYSRSKLHHHHT AFRLAREKSDGY TYNYLEPGYCETKLLKRGGYSGGPYKDGSYAPYHL YHSEEYKNI TGGYFNHRGKRI TSLSADSTDAKD
LLOORSPSRIIFYSSTFYDHYPLOFSDLOATHYGDAYLOYSRSKLHNHATAFRLAREKSDGY TYNYLEPGYCETKLLKRGGEYSGGPYKDGSYAPYHLYHSEEYKNI TGGYFNNRGKRT TSLSADSTOAKD
LLOQHSPSRIIFYSSTcYDHYPLOFSDLOATHYGDAYLOYSRSKLHNHHTAFRLAREKSDGYTYNYLEPGYCETKLLKRGGYSGGPVKDGSYAPYHLVHSEEVKNI TGGYFNNRGKRITSLSADSTOAKD

261 270 280 285
QDRLHTHSEEICSKFGLTF

ODRLHTHSEETCSKF G TFHHHHHH
ODRLWTHSEEICSKFGITF . . . ...

Obrazek 23 - Translace nukleotidové sekvence do sekvence aminokyselinové.

Podivame-li se na pieloZenou sekvenci proteinu, vidime, Ze vétSina téchto zmén se

v aminokyselinové sekvenci neprojevila diky degenerovanému genetickému kodu, a jsou tedy

na tieti pozici kodujicich tripletti. Jedinou pozorovanou zménou je mutace C147F. Na konci

sekvence

muizeme vidét jiZz zminény piipojeny 6x His-tag.



Conserved domains on [lcl|seqsie_MPVSS_Be02eaBe4ef0d60dca20bddB92bedbof] view 2

Local guery sequence

Protei

SDR family oxidoreductase (domazin architecture 1D 10143178)
SDR (short-chain dehydrogenase/reductase) family NAD(P)-dependent oxidareductase similar to human dehydrogenase/reductase SDR family member on chromosome X (DHRSX), 2 novel non-classical secretary protein
associated with starvation induced autophagy, and to plant Tic32, an essential component in chloroplast biogenesis
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Obrazek 24 - Vysledek urceni konzervativnich usekit sekvence sekvenovaného genu SDRS.

Dalsi potvrzujici analyzu sekvence jsme provedli pomoci databaze Conserved Domain

z portalu NCBI (Home - Conserved Domains - NCBI (nih.gov)), ktera urcuje to, zda sekvence
obsahuje potiebné konzervativni seky a zda se tedy jedna opravdu o dehydrogenasu, coz bylo

potvrzeno nalezem typického Rossmannova motivu.

Motiv Rossmannova zahybu
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CBR1{H.Sapiens) HSSGIHYALYTGGNKGIGLATIVRDLCRLFSGDYYLTARDYTRGOA
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Obrazek 25 - Srovndni sekvence konzervativniho motivu dalsich SDR ze zdstupcii obdobné rodiny.

Pti porovnani cilového genu pieloZeného do proteinu s nékolika typickymi zastupci této
rodiny (napf. lidské SDR a SDR Caenorhabditis elegans/remanei) vidime nékolik vysoce
konzervovanych motivi, jinak velmi variabilnich sekvenci. Z katalytické tetrady typické pro
dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (Asn-Ser-Tyr-Lys) vidime pouze dvé velmi

konzervované aminokyseliny, (Asn (N) a Ser (S) — oznaceny Cerven¢), dalsi dveé se u rliznych

dehydrogenas lisi.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd

5.3.2 Vysledky heterologni exprese
5.3.2.1Vysledky stanoveni proteinii metodou BCA

Pro prvni ovéfeni a vyzkouseni exprese naklonované SDRS byl plasmid spole¢né
s kontrolnim plasmidem obsahujicim GFP transfekovan do bunék SW480. Po 48 h byla
uspesnost transfekce potvrzena pritomnosti fluorescence v fluorescenénim mikroskopu.

Koncentrace izolovanych proteini byla stanovena metodou BCA.
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Obrazek 26 - Kalibracni kiivka — stanovent proteinit — BCA.

Na zéklad¢ stanovenych absorbanci byla sestavena kalibracni kiivka, tj. zavislost
nameétené absorbance (A) na koncentraci substratu (c). Kiivka byla prolozena linearni regresi a

z rovnice byla vypoctena koncentrace ve stanovovaném vzorku.

Tabulka 18 - Vysledky namérené absorbance — stanoveni proteinii - BCA.

20x 10x
0,19942 0,37882
0,18082 0,38242
0,17132 0,33182
0,19062 0,32862
0,185545 0,35542

AW N =

>



Ptiklad vypoctu z rovnice:

y = 0,00068x
_0,00068
X = 0,185545

x =272,9-20 = 5457,2 ug/ml

5.3.2.2 Vysledky ovéteni transfekce metodou Dot Blot

Kontrolni ovéfeni pfitomnosti exprimovaného proteinu z kultury SW480 bylo
provedeno imunodetekéni metodou dot blot, kde pomoci specifické anti-his tag protilatky byl
detekovan protein zajmu (SDRS5) produkovany bunécnou linii. Vzorky byly naneseny
od minimalni koncentrace 10 pupg/ul. U vzorku SDRS5 byla detekovana zvySena
chemiluminiscence znacici pravdépodobnou pozitivitu a uspéSnost transfekce. Pro dalsi
analyzu je nutné optimalizace postupu, pfiprava proteinu ve vyssi koncentraci a provést ovéreni
znovu, idedlné cely postup western blotu véetné elektroforetické separace pro ovéieni i spravné

velikosti vznikajiciho proteinu.

Obrazek 27 - Overeni pritomnosti proteinu pomoci metody Dot Blot.
V prvnim radku byla nanesena kontrola GFPv objemu (2, 5, 10, 15 ul). V druhém
radku je protein zajmu SDRS (2, 5, 10, 15 ).



6 Diskuse

Rezistence u H. contortus k benzimidazolovym a dal§im preparatim je celosvétovym
problémem spojenym s rozsdhlymi parazitarnimi infekcemi hospodaiskych zvitrat vlasovkou
slezovou. Vzhledem k faktu, ze anthelmintika stale patii k jediné moznosti tspésné 1écby,

je studium mechanismu rezistence a vyvoj farmak hlavnim prostfedkem k feseni.

V ramci Ceské republiky prob&hl pouze jeden vyzkum zabyvajici se souéasnou situaci
rezistence u H. Contortus na farmach, a to pouze na kozich. Bylo sledovano celkem 24 farem
se zaméfenim na benzimidazolova anthelmintika a ivermektin. Rezistence proti
benzimidazolovym preparatim, hodnocena ptredevSsim na zaklad¢ egg hatch testu, byla
potvrzena u 18 farem (75 %), pfi¢emz trovei rezistence byla u 4 farem hodnocena jako vysoka.
Vedle rezistence na benzimidazolova anthelmintika byla sledovdna rezistence také
na ivermektin, ktera byla potvrzena u 13 farem (54 %), z toho 8 farem bylo vyhodnocenych
jako vysoce rezistentnich. Jedenact farem (46 %) bylo zarovenl vyhodnoceno jako rezistentni

k benzimidazolovym preparatim i ivermektinu (42).

Bylo potvrzeno riziko rozvoje rezistence na anthelmintika spojené s chovem velkého
poctu jedinci ve stddu a nedostatecnym dodrZzovanim opatieni pii 1€¢bé anthelmintiky.
Na vétsin¢ farem nedochazelo k vazeni jednotlivych zvifat ke stanoveni ucinné davky
anthelmintika a také pouze 14 (58 %) z dotazovanych chovatelii posilalo vzorky fekalii na dalsi
analyzu u¢innosti 1é&iva. Bylo zjisténo Ze u¢innost 1é¢iva se v Ceské republice po 16¢bé
anthelmintiky bézné vibec nesleduje. Studie zahrnovala 1 dotaznik zaméfeny na chovatele,
farmare. Bylo sledovano dosazené vzdélani farmaiti a dosavadni zkuSenosti s chovem, které
mohou souviset rozvojem rezistence napi. diky neodbornému zachdzeni s 1éCivy. VétSina
dotdzanych chovatelll (v€kovy median 45 let) dovrsila pouze zakladniho vzdélani, ¢i vzdélani
druhého stupné (71 %), pocet chovatelii se vzdélanim v zemédélském oboru byl pouze 33 %.
Spolu s Ceskou republikou sdili problém s lékovou rezistenci u H. Contortus i dalsi evropské

zemé (Slovenko, Dansko, Francie, Svycarsko) (42).

Studium mechanismu rezistence proti benzimidazolovym preparatim probihd jiz
po mnoho let a zndmou cilovou molekulou je B-tubulin, u které dochéazi k vzniku SNP (Single
nucleotide polymorphism, 167, 198, 200). Zmény vedou k snizené vazbé 1éCiva a k nizké afinité
benzimidazolovych preparati k cilové molekule (B-tubulin). Dal§i mechanismy zahrnuji napf.

zvySenou eliminaci benzimidazolovych preparati u rezistentnich kmeni (IRE) oproti citlivym



kmentim (ISE), a to diky zvySenym hladinam biotransformac¢nich enzymt u H. contortus, jako

jsou pravé AKR, SDR ajiné (1; 43).

Ptedchozi studie byly provadény ptredevsim na tfech zastupcich této 1€kové skupiny,
a to na albendozalu, ricobendazolu a flubendazolu. Pravé redukce karbonylu pomoci karbonyl-
reduktas (AKR, SDR), je hlavni cestou 1. biotransformacni faze xenobiotik, pti které dochazi
k deaktivaci flubendazolu u H. contortus. Studie byly zalozeny na porovnani metabolismu
téchto anthelmintik mezi kmeny ISE a IRE u samicich a sam¢ich zastupcit H. contortus. Byla
provedena kultivace Zivych jedincli ex vivo sa bez anthelmintika, nasledné byly vzorky
zpracovany a analyzovany pomoci HPLC/MS/MS, kde byly sledovany jednotlivé metabolity
a jejich hladiny (1).

Studie potvrzuji patrné rozdily mezi metabolismem 1éCiva u samicich a samcich
zastupctl IRE kmenu, kde samici jedinci dosahovali vyssi eliminace 1é¢iva, neZ samci a také
celkové vyssi eliminace oproti citlivému kmenu ISE. V ramci 2. biotransformacéni faze
flubendazolu u H. contortus se UCastni eliminace pfedevSim mikrosomalni
UDP - glukosyltransferasy, coz bylo potvrzeno na zékladé¢ detekce vysSiho mnozstvi
glukosylovanych metaboliti u kmene IRE. Navic byly taktéz potvrzeny zvysSené hladiny
exprese UDP — glukosyltransferas v ramci rezistentniho kmene IRE. ZvySenou tvorbu
redukovaného flubendazolu u rezistentnich kmenti by také mohly objasnit 1 vysledky genové
exprese v ramci této diplomové prace, kde byly zjistény vyrazné vyssi hladiny genu SDRS
u samicich zastupcti kmenu IRE a to mnohonasobné. Vyssi hladiny byly stanoveny také u genu

AKR1 obou pohlavi kmenu IRE (1; 43).

Porovnanim cest metabolismu jednotlivych 1é¢iv u kmenu IRE a ISE se potvrdil nejen
fakt, Ze aktivita/exprese enzyml u IRE kmenu je vy3$8i nez u kmenu ISE, ale také
7ze do eliminace jsou zapojeny jak enzymy 1. biotransformaéni faze (oxidasy, reduktasy,
hydrolasy), tak enzymy 2. biotransformacni faze (glykosidasy, acetylasy). Toto zjisténi tedy
potvrzuje, Ze na vzniku rezistence u H. contortus se podili enzymy 1. i 2. biotransformacni

faze, a poskytuje tak prostor pro dalsi studie (1; 43).

JakoZzto moZné feSeni zvySené eliminace 1éCiva u H. contortus se jevi na zaklade
stanoveni enzymatickych aktivit vyuZiti metabolickych inhibitori (napf. menandion,
pyridinkarboxaldehyd, naloxon aj.). Dosavadni experimentdlni prace (Vokial a kol. 2012)
dokladaji dikazy o moZzném vyuziti pravé menandionu, ¢i pyridinkarboxaldehydu, jakozto

ucinného inhibitoru reduktas v metabolismu flubendazolu u H. contortus. To dava prostor pro



vyvoj novych farmak, ktera by prodlouzila eliminaci flubendazolu, a tim tedy prodlouzila i jeho

pusobeni (43).

Zakladem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo po provedeni izolace RNA,
reverzni transkripce a naslednd analyza genové exprese pomoci gPCR u vybranych jedinct
vlasovky slezové. Pro dalsi experimentalni praci byl vybran gen SDRJ, u kterého byla hodnota
genové exprese vyznamné zvysena (obr. 13). Jednalo se o gen samiciho zastupce H. contortus
z kmene IRE (kmen rezistentni na benzimidazolova anthelmintika). Vyznamnym faktorem pro
vybér genu byl fakt, ze kmen IRE, u kterého byly zjistény alterované hodnoty genové exprese
genu SDRS, vznikl genetickym tlakem z kmene ISE (kmen citlivy na vSechna anthelminitika),
tudiz sdileji stejny geneticky zdklad. Na rozdil od kmene WR (kmen rezistentni na vSechna
anthelmintika), ktery byl pfipraven izolaci z prostfedi (White River, Jizni Afrika). Gen SDRS
se podafilo amplifikovat ve velkém mnoZstvi pomoci PCR reakce s pfisluSnymi primery
a nasledné zaklonovat do pracovniho vectoru pCI. Plasmid byl namnoZen v kompetentnich
bunkach E. Coli TOP10, diky ¢emuz bylo mozné ziskat vysoky pocet kopii ptipraveného

plasmidu pro dalsi studium a expresi rekombinantniho genu SDRS.



r W
7 Zavér

V ramci diplomové prace byla zpracovéana literarni reSerSe na dané téma, tykajici
se souc¢asné¢ho stavu haemonchéz, anthelmintik, biotransformaci xenobiotik a vybranych

enzymu ze superrodiny karbonyl-redukujicich enzymt.

V experimentalni ¢asti byl pfipraven plasmid nesouci gen vybrané reduktasy SDRS,
a to pomoci molekularné biologickych metod (izolace RNA, reversni transkripce, gPCR, ligace
do vektoru, transformace, namnoZeni a izolace plasmidu, ovéfeni sekvenaci, transfekce).
Ptipraveny plasmid s genem zajmu bude mozZné vyuzit pro dalsi studium karbonyl-redukujicich

enzymi, jakozto enzymu podilejicich se na metabolismu anthelmintik.



Seznam pouZzitych zkratek

° ABZ - Albendazol

° AKR - Aldoketoreduktasy

BHP — Benigni hyperplazie prostaty

BZ — Benzimidazoly

°  CBR - Carbonyl reductase

CDS - Coding Sequence — kbddujici sekvence genu

CMV - Cytomegalovirus

DEPC voda — Voda bez nukledz, oSettena diethyl pyrokarbonatem
°  FLU — Flubendazol

GABA - Gama-aminomadselnd kyselina

°  GAPDH - Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenasa

GFP — Green fluorescent protein, fluorescencni protein z mediz
IRE — Kmen rezistentni na benzimidazolové anthelmintika

ISE — Kmen citlivy na vSechna anthelmintika

LB medium — Luria-Bertani medium

°  NADPH - Nikotinamidadenindinukleotidfosfat, koenzym

NCBP — Nuclear cap-binding protein complex

NNK — Nicotine-derived nitrosamine ketone, Specificky karcinogenni keton z tabaku
°  NTC — No template control

PCR — Polymerase chain reaction

PEI — Polyethylenimin

° RCB — Ricobendazol

RE — Restrikéni endonukleasy

RT — Reverzni transkripce

SDR — Short-chain dehydrogenase/reductase

SNP — Single nucleotide polymorphism; jednonukleotidovy polymorfismus
SOC médium — Super Optimal Broth medium

°  TBE — Tris-Borat-EDTA pufr

©  TBST — Tris-buffered saline + Tween 20 - pufr

WR — Kmen rezistentni na vSechna anthelmintika
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12 Prilohy

12.1 Ptiloha 1 - Sekvence pouzitych primerti v ramci klonovani.

SDR5 Hco

° Hco sdr5 UF: 5" -TTT CAG ACC ACC ATC ACC GA- 3" Tm=558°C

° Hco sdr5 UR: 5°-AGC TTT ATT CTG ATC AAC AAG TGG T-3" Tm=53,5°C

° Hco sdr5 CDS/F: 5°-TCA GAA TTC ATG CCA GTG TCA TC-3" Tm=54,6°C

° Hco sdr5 CDS/R: 5°-TAT TCT AGA TCA 6x (ATG) AAA CGT GAT GCC GAA C-3° Tm=62,6 °C
°  Hco_sdr5_SDR/F:5°-TGA TCT CCA AGC CAC CAA CT- 3° Tm=5893°C

°  Hco_sdr5_SDR/R: 5°-GTT TCG CAT ACT CCC GGT TC- 3° Tm=59 °C



12.2 Ptiloha 2 — Sekvence CDS — SDRS5

>sdr5_HCON_00163110_CDS
AGTTTCAGACCACCATCACCGATCGAGGTGCAGCTGGTGAACGTTCG
ATGCCAGTGTCATCGTTCAAACGAACGATTCTGATCACCGGCTCGACGGATGGCATCGGA
ARACAGACGGCCACCGATTTGGCCGCTCATCCGGATAATCGAGTCATTATCCATGGACGA
AGTGAAGAARAATGCGAGACGACTCGAGACCAAATCGTCAAGGAGACCGGARACCCAACA
AATGTCGACTATATTGCCGCCGATTTGTCCGTTATGAAAGAGGTTGCCCATTTTGCCGAC
AAAGTGAAAAGCCGATTTCCGGAATTGAATGTGCTATTATGTAATGCCGGCGTGTTGAAT
CCCCGACGAGCAGAGACAGTGGATGGACTCGARATGACATTCCAGGTTAATCACCTATCA
CACTTTGTCATCAGCCGACAGCTGCGTCCACTTCTTCAGCAGAACTCGCCTTCTCGAATC
ATCTTCGTTTCAAGCATATGCTATGATTGGTACCCTCTCGATTTTTCTGATCTCCAAGCC
ACCAACTACGGCGATGCCTATTTACAGTATTCACGTAGCAAACTGATGAATCATATGACA
GCGTTCAGACTGGCTCGGGAAAAATCCGATGGAGTAACGGTGAACGTTCTGGAACCGGGA
GTATGCGAAACGAAACTTCTCAARAGAGGCGGTTATTCTGGTGGACCGGTGAAGGACGGA
AGCGTGGCACCAGTACATCTTGTTATGTCTGAGGAAGTGAAGAATATTACCGGCGGGTAT
TTCAATAACCGTGGAAAGAGGATCACCTCATTGAGTGCTGACTCGACGGATGCCAAACAG
CAGGATCGCCTGTGGACAATGAGTGAGGAGATCTGTTCCAAGTTCGGCATCACGT TTHEH

GCAGATGAAGACATTTGCAATATTTCTTTGCACCACTTICTTCGATCAGAATARAGETTTGTA

Zluté oznadeny UTR oblasti mRNA se zelend oznadenymi pfislusnymi primery
(Hco_sdr5 UF, Hco sdr5 UR). Modife oznacen pocatek translace mRNA (aminokyselina
methionin), rizové pak terminalni kodon TGA. Cervenym textem jsou oznadeny primery

k CDS oblasti (Hco sdr5 CDS/F+R).



