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1 LITERARNI PREHLED

1.1 KLISTATA

Klistata fadime mezi obligatni, hematofagni parazity, ktefi jsou témeét celosvétove
rozSifeni. Jednd se o vysoce obavané vektory lidskych a zvifecich onemocnéni. Mohou
infikovat jak suchozemské obratlovce, vcéetné savcl, tak ptaky, plazy, a dokonce i
obojzivelniky. Jsou to pfenaseci SirSiho spektra patogennich organisml nez jiné skupiny
¢lenovcil. Mezi tyto patogenni organismy muzeme zahrnout houby, viry, bakterie (vetné
rikettsii) a protozoa. Klist'ata navic pfimo zptisobuji smrtelnou klistovou paralyzu, alergické

reakce a otravu (Sonenshine, 2014).

NevsSedni uspéch klistat pii pfenosu onemocnéni souvisi piedev§sim S jejich
dlouhovékosti, vysokym reprodukénim potencidlem a Sirokym spektrem hostiteli, stejné tak
jako s jejich schopnosti vstiebavat velké mnozstvi krve po relativné dlouhy &as (Simo a kol.,

2017).

Onemocnéni zplsobena klistaty miizeme rozdé€lit do dvou skupin: nemoci pienasené
klistaty a nemoci zptisobené klistaty. Mezi onemocnéni pienasend klist'aty fadime napiiklad
lymeskou borelidozu, klistovou encefalitidu, rikettsiozu (zplisobuje naptiklad Horecku
Skaliskych hor, angl. Rocky Mountain fever), ehrlichiézu, nebo lidskou granulocytarni
anaplazmoézu. Neméné vyznamnd jsou zoonotickd onemocnéni pfendSena klistaty, jako je
anaplazmodza a babesioza, které hraji kliCovou roli v celosvétovych ekonomickych ztratach
zemé&délské produkce dobytka (Sonenshine, 2014; Hajdusek a kol., 2013). Mezi onemocnéni
pfimo zpiisobena klistaty zahrnujeme jiz vySe zminénou paralyzu, ktera je charakteristicka
postupnym ochrnutim jedince. Casto kongi smrti, aniz by byla rozpoznana piitomnost klistéte.
Kousnuti n¢kterymi druhy klistat miize zplsobit tézké otravy, ty vSak vedou ke smrti jen

zfidka (Sonenshine, 2014).

U vétSiny patogent dochézi k pfenosu na obratlovce skrze sliny, tento fakt zdliraziuje
vyznam klistécich slinnych Zlaz a slin v procesu pienosu patogenil. Klistéci sliny obsahuji
komplexni a sofistikované farmakologicky u€inné latky, které umoznuji krmeni klistat a
usnadiuji pritok krve z hostitele. Mimo jiné zabranuji bolesti a svédéni, inhibuji hemostazu a
reguluji vrozenou a ziskanou imunitni odpovéd’, angiogenezi a hojeni ran u hostitela

(Francischetti a kol., 2009; Simo a kol., 2017).



Taxonomicky patfi klist'ata do kmene ¢lenovci, podkmen klepitkatci, tfida pavoukovci,
podttida roztoci, nadiad Parasitiformers, ad klistata. Dohromady bylo popsano jiz 907 druhti
klistat (Bowman a kol., 2008). VSechny druhy klist'at jsou rozdéleny do tii ¢eledi: Ixodidae,
Argasidae a Nuttalliellidae (ne moc znama monotypicka ¢eled’, reprezentovand pouze jednim

druhem) (Nava a kol., 2009).

Klistata mazeme rozd¢lit na takzvana ,,mékka™ a ,tvrda®. ,,Mékka* klistata (klistaci,
Celed’ Argasidae) se vyznacuji tim, ze maji mékky hibet bez chitinu, kdezto ,,tvrda“ klist'ata
(klistata, Celed’ Ixodidae) maji tvrdy hibet — aplné€, nebo ¢astecné pokryty chitinem (Nava a

kol., 2009).

V poslednich letech pokroky mediciny a hubeni $klidcti zna¢né omezily vétSinu nemoci
pfenaSenych vektory. Navzdory témto faktim vSechny kliStaty pfenadSené nemoci se i nadale
hojné¢ vyskytuji, a dokonce se zvySuje jejich geografické rozsifeni (Sonenshine, 2014). Z
klistat se stal dosud neprobadany objekt zajmu védca, jak kvili svym schopnostem jakozto
vektori patogent, tak z hlediska farmakologickych a biochemickych vlastnosti molekul, které
produkuji. Znalost klistécich promotori pro pouziti v molekularné biologickych aplikacich,
napomuze k regulaci genové exprese v klistécich bunkach a ptipadné vyrobé rekombinantnich

proteinl.

Rekombinantni proteiny jsou uméle vytvofené pomoci genovych modifikaci. Pti vyrobé
téchto proteinil je do genomu producenta uméle vloZen gen z jiného organismu, kodujici
pozadovany protein (Kodicek, 2004). Pro vytvotfeni rekombinantnich proteinti je za potiebi
gen pro dany protein izolovat a naklonovat v expresnim vektoru. VétSina rekombinantnich
proteinii pouzivanych v 1é¢ivech je lidskych, ale exprimuji se v jinych organismech, jako
napiiklad v bakteriich, kvasinkach, nebo zvifecich bunéénych kulturach (Clark & Pazdernik,
2016).

Rekombinantni proteiny ptivodem ze Sirokého spektra organismi byly jiz Uspésné
produkovany v prokaryotickych expresnich systémech. Ac¢koliv je exprese jakéhokoliv genu
z jakéhokoliv organismu v prokaryotickém hostiteli teoreticky mozna, prakticky eukaryotické
proteiny produkované v bakteriich nemaji vzdy pozadovanou biologickou aktivitu nebo
stabilitu (Glick a kol., 2010). S timto faktem uzce souvisi absence vétSiny posttranslac¢nich

modifikaci proteint u prokaryot.

U prokaryot nejsou jednotlivé kroky syntézy proteinti rozdeleny, a proto k translaci

mRNA dochézi soubézné s transkripci. Naopak u eukaryot probihd transport mRNA z jadra

3



do ribozomu v cytoplazmé nebo na endoplasmatickém retikulu, kde probiha translace. Mnoho
proteinti podstupuje urcity typ posttranslacnich taprav, které jsou vyzadovany pro aktivitu a
stabilitu proteina (Glick a kol., 2010). Z divodu zachovani nativni struktury rekombinantnich

proteinti ur¢itého organismu je vhodné vytvéfet je ptimo v ném.

Rekombinantni proteiny maji vyuziti naptiklad v biotechnologiich nebo pii vyrobé
biologickych 1éciv. Konkrétné proteiny obsazené v kliStécich slindch maji potencionalni
vyuziti v humanni mediciné jakoZto antikoagulancia (Francischetti a kol., 2002; Simo a kol.,
2017).

1.2 TRANSFEKCE KLISTECICH BUNEK

V soucasnosti je k dispozici vice nez Ctyficet bunéénych linii, ziskany byly z tfinacti
druhti Geledi Ixodidae a z jednoho druhu &eledi Argasidae. Uspé&sna izolace a rozmnoZeni
nékolika ekonomicky dilezitych klistécich patogent v klistécich buné¢nych liniich vytvotili
uziteény model pro studium interakci mezi klistécimi builkami a témito virovymi a
bakteridlnimi onemocnénimi. KliStéci bunécné linie se ukazaly byt uzitecnym nastrojem pii
definovani komplexniho charakteru vztahu hostitel-vektor-patogen. Diky dostupnosti novych
genomickych nastroju (napf. RNA interference) se klistéci linie stanou stale dulezitéj$im

doplnkem ke studiu samotnych klistat a klistécich onemocnéni in vivo (Bell-Sakyi a kol.,
2007).

Nektery védcei (Kurtti a kol., 2008; Esteves a kol., 2008; Naranjo a kol., 2013; Tuckow
a kol., 2015) se jiz pokouseli o expresi gend za pomoci transfekce klistécich bunék, nicméné

problémem v jejich vyzkumu byly relativné slabé promotory.

Promotor je specialni regula¢ni oblast v sekvenci DNA, ktera upravuje expresi
ptislusného genu. V zasadé¢ se jedna o to, ze na oblast promotoru se navaze RNA polymeraza
a proteiny podminujici pocatek transkripce, jediné tak muze zacit piepis genu do RNA.
Pocatek transkripce je obzvlasté dilezitym krokem v genové expresi, protoZe jde o hlavni bod,

ve kterém bunka reguluje, ktery protein bude produkovan a v jakém mnozstvi (Alberts, 2002).

RozliSujeme dva druhy promotorti, promotory silné a promotory tzce regulované (angl.
tighly regulated). Silné promotory jsou pii produkci rekombinantnich proteinli pouZivany

Vv pfipadé, kdy je vyzadovan vysoky stupenl genové exprese proteinti z klonovanych gent.



Uzce regulované promotory jsou uZite¢né ve fyziologickych experimentech, jelikoZ se stavaji

Vv bunice aktivnimi jen v reakci na specifické podnéty (Clark & Pazdernik, 2013).

Pro nés experiment a dalsi vyuziti ptipadné¢ nalezenych promotorti by bylo vhodné najit
pfedevsim silné promotory. Na zaklad¢ odbornych ¢lankt jsme tedy vyhodnotili, které

promotory pouzijeme pro nasi praci s klistécimi bunéénymi liniemi.

CMYV promotor, spolecn¢ s kufecim B aktin a CAGGS (coz byl chiméricky konstrukt
promotordt CMV a B aktin) promotorem pouzil Esteves a kol. (2008) pii transfekci klistécich
bunéénych linii BME26. Tyto klistéci embryonalni linie pochézely z klistéte
druhu Rhipicephalus microplus. Vektory obsahovali ¢erveny fluorescenéni protein DsRed2 a
jeho exprese v bunkach trvala az 5 tydnt. Autor ¢lanku zde popisuje, ze CAGGS promotor
byl v bunikach funkéni a DsRed?2 se ukazal jako vhodny reportérovy gen pro klistéci bunky
R. microplus (Esteves a kol., 2008).

Naopak Kurtti a kol. (2008) ve svém pokusu pouzival embryonalni klistéci bunééné linie
druhu Ixodes scapularis ISE6. Pouzival stejné promotory jako v piipadé Esteves a kol. (2008).
Navic pouzil promotor pro Simian Virus SV40, ktery byl pouzit v plazmidu, jez mél jako
reportérovy gen neomycin fosfotransferaza-rezistentni gen. Exprese v buiitkach probihala
zhruba 4 tydny a byla vyhodnocena jako méné¢ stabilni. Nicméné, Gisp&$na exprese DsRed genu
a genu neomycin fosfotransferdza v ISE6 bunécné linii nasvédcuje tomu, ze promotory, které

vedly tyto geny se daji povazovat za funkéni v klistécich bunkach (Kurtti a kol., 2008).

Machado-Ferreira a kol. (2015) ve své praci pouzil promotor CaMV 35S, klistéci
promotor PBm (R. microplus pyretroid metabolizing esterase gene) a promotor SV40. Jako
reportérovy gen byl pouzit GFP. V této praci byly pouzity klistéci bunécné linie R. microplus
BME/CTVM?2 a také zivé organismy, konkrétné larvalni stadium R. microplus a I. scapularis.
Transgenni presun a exprese v eukaryotickych bunikach byly zprostiedkovany pomoci bakterie
A. tumefaciens. V zavéru ¢lanku je uvedeno, Ze transgenni exprese bylo dosahnuto in vivo
Vv obou pouzivanych druzich klistat a také in vitro u klistéci bunééné linie. Jako nejvykonnéjsi
se zdal byt PBm promotor. Nicméné exprese fluorescen¢niho proteinu trvala jen 2-3 tydny

(Machado-Ferreira a kol., 2015).

Virové promotory CMV a SV40 byly tedy oznaCeny jako funkéni v klistécich
bunéénych liniich druhu R. microplus BME26 (Esteves et al., 2008) a I. scapularis ISE6
(Kurtti et al. 2008). V téchto pripadech byly promotory pouzity pro vytvotreni bunéénych linii,



které budou stabilné exprimovat ¢erveny fluorescenéni protein po urcitou dobu, avSak neurcily

relativni silu promotoru.

ProtoZe chtél Tuckow a kol. (2015) najit promotory se zna¢nou transkripéni aktivitou
v klistécich bunkach, zvolil pro svlij experiment promotor pro klistéci gen elongation
factor-1la (ef-7a) a promotor pro gen ribosomal protein (rpl4). Tyto geny byly zvoleny proto,
ze jejich exprese probiha napfi¢ vSemi stadii R. microplus. Jako reportérovy gen poslouzil
dudlni luciferazovy systém (angl. dual luciferase system). Oba testované promotory EF-1a a
rpL4 byly schopné fungovat jako promotory v bunécné linii BME26, coz bylo demonstrovano
aktivitou luciferazy jakozto reportéru. Exprese v buitkdch probihala zhruba 7 dni (Tuckow a

kol., 2015).

Informace o nové sekvenci funk¢éniho klistéciho promotoru zlepsi porozuméni zakladim
molekularni biologie klistat, stejné tak jako poskytne dalsi uzitecné molekularné biologické
nastroje pro experimenty pouzivajici kultury klistécich bunék. Geneticka manipulace
s vektory patogent, jako jsou klistata, mize zleps$it vyvoj alternativnich strategii boje proti
jimi ptfenadSenym chorobam. Klistéci expresni vektory s pouZzitim silnych promotord mohou
byt potencionalné pouzity pro vyrobu rekombinantnich proteini v klistécich buiikach nebo ke

genové upravé pomoci CRISPR/Cas9.



2 CILE PRACE

Cilem prace bude identifikovat sekvence silného promotoru a ovéfit jejich vyuziti

v molekularné biologickych aplikacich s klistécimi bunikami.



3 MATERIAL A METODY

3.1 MATERIAL

3.1.1 Plazmidy

K nasemu pokusu byly vybrany plazmidy pET-30a+ (GenScript), pRSET/EmGFP
(Invitrogen) a phMGFP Vector (Promega). Plazmidy pRSET a phMGFP se vyznacujici tim,
7e v sobé obsahuji gen pro zeleny fluorescenéni protein, coz je potiebna vlastnost k jejich
nasledné detekci. Navic tyto plazmidy obsahuji geny rezistentni na antibiotika, plazmid
pET-30a+ obsahuje gen pro rezistenci na kanamycin, plazmidy pRSET/EmGFP a phMGFP

obsahuji gen pro rezistenci na ampicilin.

3.1.2 Klonovaci vektory

Bylo pouzito n€kolik druhi chemicky kompetentnich bunék E. coli, a to TOP10
(Thermo Fisher Scientific), NEB 5-alpha (New England Biolabs) a NovaBlue Singles
(Novagen/MERCK Millipore).

3.1.3 Bunécné linie

Pro pokus byly vybrany embryonalni klistéci bunééné linie ISE6 a IRE/CTVMI19,
které byly poskytnuty Tick Cell BioBank, Pirbright Institute (Dr. Lesley Bell-Sakyi). Buriky
byly kultivovany v médiu L-15 (Biowest) + 20 % FBS (Biowest) + 10 % TPB + antibiotika.
Dale byla pouzita lidska medulloblastomova bunééna linie DAOY ATCC HTB-186, ktera
byla kultivovana v médiu: DMEM (Biowest)+FBS+ antibiotika.

3.1.4 Chemikalie a roztoky

Tabulka I.: Pouzité chemikalie a roztoky v zavislosti na druhu metody.

Agardzova gelova elektroforéza
TAE pufr 0,04 M tris acetate, 1 mM EDTA
Agaroza 1,5 % agardzy v 1x TAE pufru

Precipitace DNA
3M octan sodny
96 % ethanol

70 % ethanol

DEPC voda

Média a pudy pro kultivaci bakterii

LB medium na 1000ml: 10 g pepton, 5 g kvasinkovy extrakt, 10 g NaCl

LB agar agar v LB mediu

SOC medium na 10ml: 2% trypton, 0.5% kvasinkovy extrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM
MgClz, 10 mM MgSOas, 20 mM glukézy

Antibiotika Ampicilin, Kanamycin




Kultivace kliStécich bunék

PBS 1x PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na;HPO4, 2 mM KH,PO,
L-15 medium

Antibiotika Penicilin, Streptomycin

TPB na 1000 ml: 20 g tryptéza, 2 g dextréza, 5 g NaCl, 2,5 g NaaHPO4

FBS

Kultivace lidskych bunék

DMEM

Antibiotika Penicilin, Streptomycin
3.15 Kity

Tabulka II: Pouzité kity v zavislosti na metodach.

PCR using Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (New England

PCR Biolabs)

Agaroézova gelova 6x DNA Gel Loading Dye (Thermo Fisher Scientific)

elektroforéza GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)

Purifikace DNA illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare)
Klonovani Gibson Assembly Master Mix (New England Biolabs)

I1zolace plasmidu Plasmid Mini Kit a Plasmid Maxi Kit (Qiagen)

Transfekce PolyJet™ In Vitro DNA Transfection Reagent (SignaGen)
3.1.6 Primery

Primery, které byly pouzity pro PCR reakce jsou zaznamenany v Tabulce I11. Primery
byly vyrobeny firmou Generi Biotech.

Tabulka Il1: Pouzité primery.

Nazev primeru Sekvence Tm [°C]
pET-Fga 5-ATT TCG CGG GAT CGA GAT CGATCT CGATCC TCT-3' 65,3
pPET-Rga 5-CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT CCG-3' 69,4
SV40-Fga 5-AGC TAG GGC GCT TTA GGT GTG GAA AGT CCC CAG-3' 68
SV40-Rga 5-AGC CTA GGC CTC CAA AAA AGC CTC CTC ACT ACT-3' 66
RBS-Fga 5-AGG AGC CTC CTC CGG TAC ATATGT ATATCT CCT TC-3' 63,1
RBS-Rga 5-AAA CCT CCG GAT CCG AGG GAATTG TGA GCG GAT A-3' 67
mRFP-Fga 5-ATG GCC TCC TCC GAG GAC GTC ATC AAG GAG TTC-3' 67,4
mRFP-Rga 5-CAC CAC CAC GAG CTC TTA GGC GCC GGT GGA GTG-3' 71
pRSET-Fga 5-CCACAA CGG TTT CCC TCT AGA-3' 56,5
pPRSET-Rga 5-AGA GGC GGT TTG CGT ATT G-3' 55,7
CMV-Fga 5-ACG CAA ACC GCCTCT GTT GAC ATT GAT TAT TGA CTA-3' 63,5
CMV-Rga 5-GGG AAA CCG TTG TGG GAG CTC TGC TTA TAT AGA CCT-3' 65,3
EFIS-Fga 5-CGC AAA CCG CCT CTA TCA GAT AGA ATC AAT AA-3' 59,7
EFIS-Rga 5-TTG TGG CCG ACG GAG AGC GAA GAG AA-3 65,3
PRSET-EF-Fga 5-CTC TCC GTC GGC CAC AAC GGT TTC CCT CTA GA-3' 67,7
pPRSET-EF-Rga 5-TCT GAT AGA GGC GGT TTG CGT ATT GGG CGC-3' 66,6
Rpl41S-Fga 5-ACG CAA ACC GCC TCT AAT AAT AGCTCTGCCTTT-3 63,9
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Nazev primeru Sekvence Tm [°C]

RpL41S-Rga 5-GGG AAA CCG TTG TGG ACG TCG GAG ATG AAA AAG-3' 64,7

ActlS-Fga 5-ACG CAA ACC GCC TCT TGT CCA CGC AGG GTA TAA-3' 68,1

ActlS-Rga 5-GGG AAACCG TTGTGG CTC TTG ATC TCA GGG GTG-3' 67,2

mGFP F 5-CCCCTGCCCTTCGCTTATGA-3' 59,6

mGFP R 5-TGCTTCGCTCCCACGAGTAG-3' 59,2
3.2 METODY

3.2.1 Navrzeni primeru a amplifikace promotori

Specifické primery byly navrzeny V pocitacovém programu Geneious podle znamych
sekvenci promotorti a plazmidi. Délka primert byla 19-36 bazi s teplotou tani v rozmezi od
55,7 do 71 °C, ta byla wurCena podle programu OligoAnalyzer 3. 1
(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer), tak aby rozdil teplot tani u dvojice primerd byl

minimalni.

3.22 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) nam poslouzila k amplifikaci naSich promotorti
a plazmidu. K reakci jsme pouzili Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymerazu. Reakce
probihala ve zkumavkach velikosti 0,2 pl v termocykléru T100 (Bio-Rad). Slozeni PCR reakci

o celkovém objemu 50 pl jsou zaznamenany v Tab. V.

Tabulka 1V: Slozeni PCR reakce.

5x Q5 Reaction Buffer 10 pl
10 mMdNTPs 1l
Forward Primer 2,5 ul
Reverse Primer 2,5ul
Template DNA 1l
Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase | 0,5 ul
Nuclease-Free Water 32,5ul

Teplotni a ¢asovy profil reakce: 30 sekund 98 °C (pocatecni denaturace templatové
DNA a aktivace DNA polymerazy), nasledné probéhlo 30 cyklu 10 sekund 98 °C (denaturace
DNA), 30 s za specifické teploty nasednuti pro pouzité primery (angl. annealing temperature),
30 s 72 °C (syntéza DNA, angl. elongation). Nasledovalo prodlouZeni reakce 2 minuty 72 °C

(angl. final extension) a nasledné ponechani vzorki pfii teploté 10 °C.

Amplifikace ¢asti plazmidu pET-30a+ neobsahujici pivodné obsazeny promotor o
velikosti 5150 bp, prob¢hla s primery pET-Fga a pET-Rga se specifickou nasedaci teplotou
(Tab.11). Obdobné plazmid pRSET/EmGFP, velikost 3528 bp, byl amplifikovan s dvojici
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primeri pPRSET-Fga a pRSET-Rga (Tab.III). Specialn¢ pro promotor EF-1a byl plazmid
PRSET/EmGFP amplifikovan s primery pRSET-EF-Fga a pRSET-EF-Rga (Tab.IIl).

Pro amplifikaci CMV promotoru o délce 588 bp jsme pouzily plasmid pcDNA
DEST 40 a primery s nazvem CMV-Fga a CMV-Rga (Tab. I1l). Promotor SV40 o délce 309
bp byl amplifikovan z plasmidu pcDNA DEST 40 s primery SV40-Fga a SV40-Rga a jejich
nasedaci teplotou (Tab. Ill). Dale byl z téhoz plazmidu amplifikovan RBS o délce 73 bp
pomoci primert RBS-Fga, RBS-Rga (Tab. I11). Fluorescenéni protein mMRFP byl amplifikovan
pomoci primerd MRFP-Fga a mRFP-Rga (Tab.I1lI).

Promotor pro EF-1a, velikost 263bp, byl ziskan analyzou genomové sekvence
I. scapularis (GenBank DS847962.1). Promotor pro gen RpL4, velikost 272 bp, byl ziskan
analyzou genomové sekvence |. scapularis (GenBank DS778096.1). Promotor pro gen Actin,
velikost 50 bp, byl ziskan analyzou genomové sekvence |. scapularis (GenBank DS620365.1).
Reakce probihala se specifickymi primery (EFIS-Fga, EFIS-Rga, RpL41S-Fga, RpL4IS-Rga,
ActlS-Fga,ActlS-Rga) a jejich nasedacimi teplotami (Tab. I11). Sekvence téchto promotort
jsou uvedeny na Obr. 1.

Sekvence EF-1a promotoru
5'-ATCAGATAGAATCAATAAAACCGGAGCATGCGGGCCGCCATGACAGTCAGCAAGATTTAGGACCGCATTTTG
ATAATAAACTTCTTTACAAGCTTTTTATAAAAATATTTAATAAATTTAAAATTACCATAATGTTTTACTTTAATAA
AATATTTATAAACGTTTGCATAACAAAGCGTTTTGTGAACGTATTGATGACGTCATAACCAAGTCGATATATAGC
ACGTGACCCGCCGCCGTCACTTCTCTTCGCTCTCCGTCGG-3'

Sekvence RpL4 promotoru
5-AATAATAGCTCTGCCTTTTATAACGGGCGATAGCTTCCGCTACCTAGCGACTTCTATAGATTCTGCTGAGGAA
GACTAGTAATTTTTTGACAAAACATTAAAGCTATTGTAAAGCTATAAGTAATAAATACAATTTTATAAAATAATT
CACGTAAATGTTTGCGAACAGTTGTGGCTAGAGTTTATTATAGACGGAACTATTTTTGGATCCAAGCATGTAGTT
CGTGTCTATGCGCGCCATGTATTCCTCCGACCTTTTTCATCTCCGACGT-3'

Sekvence Actin promotoru

5-TGTCCACGCAGGGTATAACTCCAGCTGACCAGCACCCCTGAGATCAAGAG-3'

Obrazek 1: Sekvence promotort ziskanych z genomové sekvence |. scapularis.
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3.2.3 Agarodzova elektroforéza

Navazené mnozstvi agardzy bylo pfidano k odmétenému 1XTAE pufru v takovém
mnozstvi, aby byl ziskan gel o pozadované koncentraci (1-2%). Takto vznikly roztok se nechal
vafit pfiblizn¢ 3 minuty v mikrovlnné troubé a po dostatecném ochlazeni (pfiblizn¢ na 50 °C)
byl nalit do elektroforetick¢é vanicky s hiebinkem. Po ztuhnuti byl gel vlozen do
elektroforetické vany, ktera obsahovala 1XTAE pufr. Vzorek byl smichan s 6x DNA Gel
Loading Dye + SYBR. Pro urceni velikosti DNA fragmentt byl pouzit 1 kb marker + SYBR.
Elektroforéza probiha vétsinou pti 120 V, zhruba 45 minut.

3.2.4 lzolace DNA z gelu

Izolace byla provedena piesné podle postupu popsaném v Kitu illustra GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit. Tento kit jsme pouzivali pro izolaci fragmenttt DNA z gelu, je
uréen pro izolaci fragmenti o velikosti v rozmezi od 50 bp az do 10 kb. U takto ziskané DNA
se zm¢fila koncentrace a Cistota vzorku. Na zékladé vysledki se zvazily dalsi kroky a ptipadné

precisténi.

3.2.5 Precipitace DNA

Precipitace neboli vysraZeni slouzi k odstranéni nezadoucich pfimési (napf. soli) ze
vzorku DNA. K DNA byla pfidana 1/10 objemu 3M octanu sodného a 3 objemy 96 %
ethanolu. Vzorek byl ponechan v mrazaku pii -20 °C pies noc (rychlejsi varianta je 20 minut
pfi -70 °C). Nasledné se vzorek centrifugoval pii 14 500 X g, 4 °C, 30 minut. Po centrifugaci
byl odebran supernatant a ptidano 200 pl 70 % ethanolu a nasledné probehla opét centrifugace
pii 14 500 x g, 4 °C, 30 minut. Poté byl odpipetovan supernatant a vzorek byl ponechan

vyschnout. Po dostate¢ném vyschnuti ethanolu byl pelet rozpustén ve 20 pl destilované vody.

3.2.6 Klonovani — Gibson Assembly

Tato metoda umoziuje Vramci jedné izotermické reakce spojeni nekolika
prekryvajicich se DNA fragmentt, bez ohledu na jejich délku. Soucasti reakéni smési je krome
DNA fragmentli také exonukledza, DNA polymeraza a DNA ligdza. Vysledkem reakce je
dvouvlaknova kruhova molekula DNA, ktera mtze slouzit naptiklad jako templat pro PCR,

nebo v nasem ptipadé k ptimé transformaci bunék (Gibson, 2009).

12



Pro nas pokus byl pouzit Gibson Assembly Master Mix. Postupovalo se dle navodu
vyrobce. Jednotliva latkova mnozstvi a hmotnost fragmentt pro protokol Gibson Assembly

jsou zaznamenany Vv Tab. V.

Tabulka V: Latkové mnozstvi a hmotnost fragmentd pro Gibson Assembly.

Fragment Mol [fmol] | Hmotnost [ng]
pRSET/GFP 22,93 50
CMV 68,81 26,28
pET 15,71 50
SV40 47,13 9,44
RBS 78,52 5,15
mRFP 47,12 20,18
EF 73,93 12,84
pRSET EF 24,66 54
RpL4 74,32 13,78
pRSET RpL4 24,78 54
Actin 74,28 3,63
pRSET Actin 24,78 54

3.2.7 Transformace bakterii E. coli
Pro vSechny kompetentni buiky Top10, NEB 5-alpha a NovaBlue Singles byl pouzit

nasledujici postup. Prace probihala v laminarnim boxu za sterilnich podminek.

Pro transformaci bylo pouzito 50 ul suspenze kompetentnich bun¢k. K nim bylo
pfidano 3 pl ligacni smési a probéhla inkubace 30 minut na ledu. Nésledné byl proveden
teplotni Sok na 30 sekund pti 42 °C, poté byla zkumavka se smési pfemisténa na led. Ke smési
bylo ptidano 250 pl SOC média a zkumavka byla inkubovana na tfepacce 1 hodinu pii 37 °C
a 225 rpm. Nasledné byla bunéfnd suspenze rozetfena sterilni sklenénou hokejkou na
Kultiva¢ni agarovou piidu ve mnozstvi 150 pl a 50 pl na plotnu a vzorky se nechaly inkubovat
24 hodin pti 37°C.

3.2.8 Colony PCR

Pro kontrolu, zdali jsou nasSe plazmidy pfitomny v bakteridlnich buikéach byla
provedena tzv. colony PCR. Tato PCR reakce obsahovala primery, které byly specifické pro
na$ klonovany fragment. Pro kazdou transformaci bylo pouzito pro kontrolu nejméné 20
kolonii. Pro separaci PCR produktli byla pouzila gelova elektroforéza v 1 % agar6zovém

gelu.

3.2.9 lzolace plazmidua
Izolace plazmidt z kompetentnich bun¢k byla provedena pomoci Plasmid Mini Kitu a
Plasmid Maxi Kitu (Qiagen) na zakladé postupu, ktery je uveden vyrobcem.
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3.2.10 Transfekce kliStécich bunék
Pojem transfekce zna¢i umélé zavadéni cizorodych nukleovych kyselin do
eukaryotickych bunék, nebo piesnéji do zvitecich bunek (Tuckow a kol., 2015). S bunéénymi

liniemi jsme pracovali v laminarnim boxu za sterilnich podminek.

3.2.10.1 Elektroporace

Jedna se o aplikaci tizenych elektrickych pulsit do Zivych bunék nebo tkani za ucelem
permeabilizace bunécné membrany k pouziti transfekce nebo transformace. Tyto impulzy jsou
dodany generatorem do paru elektrod. Impulz posléze vyvola transmembranovy potencial,
ktery zpasobi vratny rozpad bunééné membrany, coz vede k vytvareni pért, které umozni
molekulam, jako jsou napfiklad DNA, proteiny nebo protilatky, vstoupit do bunky.
K elektroporaci jsme pouzili ptistroj ECM 630 Electroporation System (BTX).

Elektroporace bunéénych linii ISE6 a IRE/CTVM19 plazmidy pPRSET+CMV a
PET+SV40 byla provedena dle protokolu ,,DNA Transfection by Electroporation* (Sambrook
& Russell, 2001). Pouzito bylo 7,2 mil bun¢k ISE6 /4,5ml a 86,4 mil. bungk IRE19 /4,5 ml.
Buriky byly resuspendovany a centrifugovany pii 500 x g, 5 min., 4°C. Nasledn¢ byly buiiky
resuspendovany ve 4, 5 ml nového média a spocitany. Poté probéhla centrifugace pii 500 x g,
5 min., 4 °C a bunky byly resuspendovany pii pokojové teploté v 2,4 ml 1xPBS. Nasledné
bylo 400 pul roztoku pfesunuto do 4 mm elektroporacnich kyvet, tento krok probihal na ledu.
Podminky elektroporace: odpor 300 Q, kapacitance 1050 pF, casova konstanta — 29 ms, napéti
250 V, 350 V a500 V.

3.2.10.2 PolyJet

Transfekce s pouzitim reagencie PolylJet je provadéna na chemické bazi. PolyJet je
popisovan jako biologicky odbouratelné transfekéni Cinidlo na bazi polymeru, u které¢ho bylo
prokazano, ze dokaze zavést DNA do bunécnych linii riznych druhti. Pti transfekcei klistécich
bunéénych linii bylo pouzito médium L-15, pfi transfekci lidskych bunéénych linii bylo
pouzito médium DMEM, low glucose. Efektivita transfekce byla ovétena pomoci PCR se
specifickymi primery pro MGFP a méfenim fluorescence na ¢tece mikrodesticek (Synergy™

H1, Biotek).

Pro reakci jsme pouzili rizné poméry PolyJet:DNA, konkrétné 1:1, 2:1, 3:1 a 4:1.
Rovnéz byly pro reakci pouzity dvé rozdilna mnozstvi DNA (100 ng a 200 ng). Do kazdé
jamky na panelu bylo napipetovano 100 ul média s buiikami (30000 bunék na jamku) 10 ul
mixu pro transfekci (5 pl PolyJetu a 5 ul DNA).
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3.2.11 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro detekci signalu fluorescenénich proteinti fluorescenénim mikroskopem byly
transfekované bunky ISE6 centrifugovany pii 2000 x g, 10 min (Cyto-System Bio-Seal
(Hettich), za pokojové teploty. Bunky byly fixovany na sklicko pomoci 4% PFA, pied fixaci
byl vzorek ohrani¢en hydrofilnim markerem. Fixace probéhla 30 min., nasledné byl vzorek 3x
promyt PBS, vysuSen a zakapnut 2 kapkami Vectashield Antifade Mounting Medium s DAPI.

Nakonec byl vzorek prekryt krycim sklickem, které bylo zafixovano lakem na nehty.
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4 VYSLEDKY

4.1 Transfekce bunécéné linie ISE6 s pPRSET+CMV a pET+SV40

Pro ziskani pozadovanych plazmidovych konstruktii byly vytvofeny ptislusné primery,
jak je uvedeno v Metodach (3.2.1). Nasledné byly pomoci PCR amplifikovany jednotlivé
sekvence. Pied provedenim Gibson Assembly byla provedena PCR reakce jednotlivych
fragmentt. Byly obdrzeny fragmenty, jejichz délka souhlasila, tudiz se nasledné pouzily pro
metodu Gibson Assembly. Vysledek PCR reakce je vyobrazen na Obrazku 2.

Vzorky pro Gibson Assembly
PCR s QS polymerazou

1 -1 kb marker

2 — pET (bez T7 a GFP)
3 — pRSET (bez T7)

4 — SV40 promotor

5 - CMYV promotor

6 — mRFP

' 7-RBS zpET

=
L6000
P
=
\ 35007
—
e
-
-

Obrazek 2: Fragmenty pro Gibson Assembly ziskané pomoci PCR.

Na Obr. 3 je vizualizace obdrZenych plazmidu, kde jsou zobrazeny piislusné promotory
a reportérové geny.

Xhol

mRFP —»

mREP reverse (not complement)
Nde

CMYV promotor — :

SV40 promotor —>
SV40 reverse (not compleme:

nt

PRSET/EmGFP CMV GF P -

4,116 bp

PET mRFP
6210bp

X o 2in VR B

Obrazek 3: A: Plasmid pPRSET+CMV s reportérovym genem GFP pod promotorem CMV navrhnuty v programu

Geneious. B: Plasmid pET+SV40 s reportérovym genem mRFP pod promotorem SV40 navrhnuty v programu
Geneious.
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Po transformaci byla ovéfena pfitomnost namnozenych plazmidi v bakterialnich
bunikach pomoci PCR (Obr. 4).

Colony PCR
mRFP-R + SV40-F
vel. 1093 bp

1-Ta 59°C

2-Ta 60°C

3-Ta 61°C

4 -Ta 62°C

5-Ta 63°C

6 - negativni kontrola|
M -1kb marker

Obrazek 4: Agarézova elektroforéza PCR fragmentd mRFP+SV40 amplifikovanych s pouzitim specifickych

primerd pii riznych nasedacich teplotach.

Obdobné bylo provedeno ovéfeni uspésnosti transfekce klistécich bunék. Tento krok
poslouzil k optimalizaci provadéné elektroporace. Zjistilo se, Ze nejucinnéji probihala
elektroporace pii 500 V. Elektroporace byla tedy provedena podruhé, za stejnych podminek,
jen s rozdilnym napétim, které bylo 250 V a 500 V (Obr. 5).

00 o0 L M -1 kb marker

1 - CMV porzitivni kontrola
2-CMV, 250V
3-CMV, 350V
4-CMV, 500V
5 — CMYV negativni kontrola
6 — mRFP pozitivni kontrola
250 - 7 - mRFP, 250 V

S - 8 —mRFp, 350 V
9 —mRFP, 500 V
10 — mRFP negativni kontrola

1000

Obrazek 5: PCR reakce s DNA izolovanou z ISE6 bungk, které byly transfekovany pPRSET+CMV a pET+SV40.
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Po nasledné kontrole bunék pod fluorescencnim mikroskopem bylo vsak zjisténo, Ze
pouziti elektroporace jako nastroje pro transfekci klistécich bun¢k se nejevi jako vhodna

metoda, jelikoZ nebyl detekovan fluorescenéni signal (Obr. 6).

Modry filtr Zeleny filtr Cerveny filtr

Obrazek 6: Fotografie transfekovanych bunék potizené fluorescenénim mikroskopem. U bungk transfekovanych

pRSET + CMV

plazmidem pRSET+CMV byl oc¢ekavan specificky signal proteinu GFP pii pouziti zeleného filtru, u bunek

transfekovanych plazmidem pET+SV40 signal proteinu RFP pfi pouziti ¢erveného filtru.

4.2 Transfekce kliStéci bunééné linie ISE6 a IRE/CTVM19 (pRSET+EF-10,
PRSET+RpL4, pRSET+Actin)
Pfed zapocetim Gibson Assembly byla provedena PCR jednotlivych fragmenti.
Vysledek je vyobrazen na Obr 7. Byly ziskany fragmenty ocekavané délky, takze se provedla

Gibson Assembly a nasledné transformace bakterialnich bun¢k.

Vzorky pro Gibson Assembly

M1 - 100 bp marker
1-Actin

2-EF

3 -RpL4

4 — prazdné

5 - pRSET-EF

M2 —1 kb marker

M2
—
——1
-suuu
—_—
—
—_—

g

Obrazek 7: Elektroforeticka separace PCR fragmentti uréenych pro Gibson Assembly protokol.

18



Obrazky 8 a 9 obsahuji vizualizaci plazmidd pRSET+EF-1a, pRSET+RplL4 a
PRSET+Actin.

T

Actin promotor

T
EF-1a
promotor

GFP >

GFP —»

PRSET/EmGFP Actin
3578bp

PRSET/EmGFP EF
3,791 bp

Obrazek 8: A: Plasmid pRSET+EF-1a S reportérovym genem GFP pod promotorem EF-la navrhnuty v
programu Geneious. B: Plasmid pRSET+Actin sreportérovym genem GFP pod aktinovym promotorem

navrhnuty v programu Geneious.

T
RpL4 promotor "\

GFP - |
PRSET/EmGFP RplL4
3,800 bp )

Obrazek 9: Plasmid pRSET+RpL4 s reportérovym genem GFP pod promotorem RpL4 navrhnuty v programu

Geneious.

S plazmidy byla provedena uspésna transformace bakterialnich bun¢k, ktera se ovértila

pomoci colony PCR, jejiz vysledek je na Obrazku 10.

Ml 2345678 910NC123 45 67 8910NC1 2345 67 8 910NC
S EEEEDT L B IS I D e TS

PRSET-EF PRSET-Actin PRSET-RpL4

M - 1 kb DNA Ladder (Gene Ruler)
NC - negative control
1 - 10 - numbers of colonies

Obrazek 10: Vysledky elektroforetické analyzy vybranych koloniich na pfitomnost inzertti v plazmidu pRSET.
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Po transformaci byla provedena izolace plazmidi z bakterialnich buné¢k a jejich velikost
jsme se ovéfila pomoci agardzové elektroforézy (Obr. 11). Velikost jednotlivych plazmidi

odpovidala o¢ekavané velikosti pro jejich superspiralizované formy.

M 1 9. 3 M -1 kb marker

1 - pRSET + EF

2 — pRSET + Actin
3000
— 3 —pRSET + RpL4
1000

Obrazek 11: Fotografie gelu s plazmidy izolovanymi z bakterialnich bunék po transfekci.

Pro transfekci byla pouzita reagencie PolyJet. Nebyla zde vSak viditelna zvySena
fluorescence, coz muzeme vyc€ist z grafu na Obrazku 12, kde jsou zaznamenany jednotlivé

hodnoty méfeni fluorescence.

7
6
5_
5 47
< 3
i 2 1
S 1
5 0 . . :
o Q S o
%J cﬁ\ © v& @V
=)
-
L

VARIANTY TRANSFEKCE

Obrazek 12: Graf znazortivjici fluorescenci vykazovanou transfekovanymi klistécimi buitkami. Zobrazeny jsou

i hodnoty fluorescence média (médium) a netransfekovanych bunék (buiky).

Jako kontroly pro transfekci byly pouzity netransfekované buiiky v médiu a samotné
médium. Bunky transfekované jednotlivymi plazmidy vykazovali téméf stejnou fluorescenci
jako kontroly nebo dokonce nizsi (Obr. 12). Lze tedy usoudit, Ze v transfekovanych buikach

neprobihala exprese fluorescenéniho proteinu.
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4.3 Transfekce lidské bunééné linie DAOY

Pomoci PolylJetu byla provedena kontrolni transfekce lidské bunééné linie DAOY.
K transfekci byly pouzity plazmidy phMGFP+CMV, pRSET+CMV, pRSET+EF,
pRSET+Actin, pRSET+RpL4. Transfekce lidskych bunék nam ukazala, Ze nase pozitivni
kontrola plazmid phMGFP+CMYV ma nejvétsi fluorescenéni signal (Obr. 13). Pro kontrolu byl
transfekovan plazmid phMGFP do klistécich bunék IRE19, kde ale nebyla viditelna zadna

fluorescence.

_16
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8
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Obrazek 13: Graf znazornujici fluorescenci vykazovanou lidskymi buitkami transfekovanymi plazmidy
phMGFP+CMV, pRSET+CMV, pRSET+EF, pRSET+Actin, pPRSET+RpLA4.

Nasledné byla provedena PCR reakce s primery pro mGFP. Podle elektroforézy se
MGFP v buiikach nachazel, nicméné nebyla pozorovana zadna fluorescence, coz znamena, ze

CMYV promotor v klistécich buiikach pravdépodobné nefunguje (Obr. 14).

M

—
e
-
M mGFP

‘L_ gl B e AR R
Pomér 1:1 2:1 3:1 4:1 1:1 2:1 3:1 4:1
PolyJet:DNA
M -1 kb marker
1-4 - 100 ng DNA
4-8 — 200 ng DNA

Obrazek 14: Vysledky elektroforetické analyzy na piitomnost plazmidu phMGFP+CMV vV transfekovanych
klistécich burikach.
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5 DISKUSE

V ramci mé prace jsem se zabyvala promotory, které by mély byt schopny vést
genovou expresi Vv klistécich bunkach. Vysledky mych pokust vSak nepotvrdili funkénost
zvolenych promotort v klistécich bunéénych liniich ISE6 a IRE/CTVM19. Divodem mohla
byt Spatné volba promotorid. CMV a SV40 promotory jsou lidské virové promotory, a tudiz se
da pfedpokladat, ze nemusi byt funkéni u ¢lenovcet. Navic Tuckow a kol. (2015) tvrdi, ze tyto
virové promotory byly v klistécich buné¢nych liniich R. microplus slabé a nehodi se tedy pro

experimenty, které vyzaduji rychlejsi a silngjsi expresi proteinti (Tuckow a kol., 2015).

V ¢lancich, o které se opirala mé prace, vSak bylo vice rozdili. Napiiklad Esteves a
kol. (2008), Machado-Ferreira a kol. (2015) a Tuckow a kol. (2015) pouzivali pro své
experimenty jiné bunécné linie nez ja, coz by mohlo byt jednim z divodi, pro¢ jsem
neobdrzela pozitivni vysledky. Déle autofi ¢lankid pouzivali transpozony (Kurtti a kol., 2008;
Esteves a kol., 2008) a rozdilné expresni vektory. Dal§im rozdilem byly reportérové geny, ja
jsem pouzila GFP a mRFP. Esteves a kol. (2008), Kurtii a kol. (2008) a Narajno a kol. (2013)
pouzily jako reportérovy gen DsRed2, Kurtti a kol. (2008) pouzil navic jako reportér neomycin
fosfotransferaza-rezistentni gen. Tuckow a kol. (2015) vyuzil dual-luciferase systému a
Machado-Ferreira a kol. (2015) pouzil zeleny fluorescenéni protein. GFP a mRFP jsou vsak

obvykle pouzitelné ve velké skale bunék (Remington, 2011; Heppert a kol. 2016).

Dale jsem transfekovala klistéci bunétné linie ISE6 a IRE/CTVM19 plazmidy
PRSET+EF-1a, pRSET+RpL4, pRSET+Actin. Tyto klistéci promotory byly zvoleny kvuli
tomu, ze Se jedna o promotory genu, které se bézné vyskytuji v mnoha bunéénych liniich.
Tuckow a kol. (2015) pro svoji studii také pouzil promotory pro geny EF-1a a RpL4, praveé z
toho divodu, Ze jejich exprese probiha napii¢ v§emi stadii R. microplus. Jeho prace také uvadi,
ze EF-1a a RpL4 promotory byly uspé$né pouzity pro vedeni genové exprese dvou rozdilnych
luciferazovych proteini. V mém piipadé byly promotory pro geny EF-1a, RpL4 a Actin
identifikované piimo z genomu I. scapularis, tudiz Ize pfedpokladat, ze pravé tyto promotory

jsou funkéni. Dle naSich vysledkid vSak nebyly.

Celkem jsem vyzkousela dva druhy transfekce. V obou piipadech byla transfekce
uspésnd, coz bylo dokazano provedenim PCR reakce. Transfekce pomoci PolyJetu je vSak
vice ucinnéjsi nez elektroporace. Elektroporace vyuziva pro transfekci elektricky proud.
PolylJet je na chemické bazi, a proto je Setrnéjsi k bunkam a jednodussi na manipulaci. AvSak

PolylJet je uren piedevs§im pro sav¢i buniky. Vhodna transfekéni ¢inidla pro klistéci bunééné
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linie popsal ve své praci Barry a kol. (2013). Jako nejvhodnéjsi se jevili Lipofectamine 2000
a XtremeGENE. Kurtti a kol. (2008) napiiklad ve své praci pouzil k transfekci Effectene

reagent, bez néhoz neprobehla exprese fluorescenéniho proteinu.

Abych se piesvédcila, zdali funguje mnou zvolena metoda transfekce, rozhodla jsem
se transfekovat lidskou bunéénou linii DAOY. Transfekce byla provedena se
stejnymi plazmidy jako transfekce klistécich bun€k, navic byl pouzit plazmid
phMGFP+CMV. Reakce probihala pomoci PolyJetu. V lidskych bunkach plazmid phMGFP
vykazoval nejvyssi fluorescenci, ale v klistécich bunikach jsme nepozorovali Zadné zmény ve
fluorescenci. Nicméné po provedeni PCR reakce byl v klistécich bunkach pfitomny mGFP.
Zjistili jsme tedy, ze plazmid phMGFP je funkéni, kdezto ostatni plazmidy ne. Je tedy mozné,
ze na mé vysledky mohla mit vliv i nevhodna konstrukce plazmidut. Pro budouci pokusy jsem

se tedy rozhodla pouzit jako kostru plazmid phMGFP.

Takto byly optimalizovany podminky transfekce klistécich bunék a vyzkouSeny
rozdilné plazmidy. Tyto poznatky mohou byt vyuzity pro budouci praci s plazmidem phMGFP
a promotory EF-1a a RpLA4.
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6 ZAVER

Pro transfekci bunéénych linii ISE6 a IRE/CTVMI19 byly pouzity plazmidy
s promotory pro CMV, SV40, gen EF-1a, gen Actin a gen RpL4.

Bylo zjiSténo, Ze v porovnani s elektroporaci je PolyJet vhodnéjsi metodou pro
transfekci klistécich bunék.

U zadného z pouzivanych plazmidl nebyly po transfekci klistécich bun€k pozorovany
viditeln¢ zmény fluorescence.

Lidska buné¢na linie DAOY a plazmid phMGFP byly pouzity jako pozitivni kontrola
pro transfekci pomoci PolyJetu.

Plazmid phMGFP ktery je vhodny pro vedeni proteinové exprese v eukaryotickych

buiik4dch bude pouzit jako kostra pro pfipravu expresnich vektori pro klistéci buiiky.
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