Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich

Prirodovédecka fakulta

Detekce glyoxylatové drahy v KkliStéti Ixodes ricinus

Bakalatska prace

Veronika Pavlasova

Skolitel: RNDr. Ondiej Hajdusek, Ph.D., Biologické centrum AV CR,

Parazitologicky tstav, Ceské Budgjovice

Konzultant: doc. Mgr. Tomas Dolezal, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2020


https://wstag.jcu.cz/portal/studium/prohlizeni.html?pc_phs=-2121444242&pc_mode=view&pc_windowid=226545&pc_phase=action&pc_pagenavigationalstate=AAAAAQAGMjI2NTQ1EwEAAAABAAhzdGF0ZUtleQAAAAEAFC05MjIzMzcyMDM2ODU0NzY3NDg1AAAAAA**&pc_type=portlet&pc_interactionstate=JBPNS_rO0ABXeQAA51Y2l0ZWxVY2l0aWRubwAAAAEABTIwOTA3ABBwcm9obGl6ZW5pQWN0aW9uAAAAAQA8Y3ouemN1LnN0YWcucG9ydGxldHMxNjgucHJvaGxpemVuaS51Y2l0ZWwuVWNpdGVsRGV0YWlsQWN0aW9uAAZkZXRhaWwAAAABAAp1Y2l0ZWxJbmZvAAdfX0VPRl9f&pc_windowstate=normal&pc_navigationalstate=JBPNS_rO0ABXctAAhzdGF0ZUtleQAAAAEAFC05MjIzMzcyMDM2ODU0NzY3NDg1AAdfX0VPRl9f#prohlizeniDetail

Pavlasova V., 2020: Detekce glyoxylatové drahy v klistéti Ixodes ricinus. [Detection
of the glyoxylate pathway in the tick Ixodes ricinus, Bc. Thesis, in Czech] — 56 p.,

Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Bud&jovice, Czech republic.

Annotation:

Ticks are important blood-feeding ectoparasites and vectors of human and
animal diseases. The development of rational anti-tick vaccines and drugs is strongly
dependent on the identification of biochemical differences between ticks and
vertebrates. The glyoxylate cycle was so far found only in bacteria, plants, fungi, and
nematodes. Surprisingly, one article described an increase of glyoxylate, a product of
the glyoxylate cycle, during embryogenesis in ticks. Aim of my work was to confirm
the activity of the glyoxylate cycle (isocitrate lyase) in ticks, mainly in the developing
eggs of Ixodes ricinus, by setting-up the biochemical test coupled with a specific
inhibitor.

Key words: Ixodes ricinus, tick, isocitrate lyase (ICL), aceA, glyoxylate cycle,

Escherichia coli

Prohlasuji, ze svoji bakalafskou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouzitim
pramentl a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvefejnénim své bakalatské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve
vetejn¢ pristupné casti databdze STAG provozované JihoCeskou univerzitou
v Ceskych Budgjovicich na jejich internetovych strankéach, a to se zachovanim mého
autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim,
aby toutéZ elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢.
111/1998 Sb. zveifejnény posudky Skolitele a oponentl prace i zdznam o prib&hu a
vysledku obhajoby kvalifikacni prace. RovnéZz souhlasim s porovnanim textu mé
kvalifika¢ni prace s databazi kvalifikacnich praci Theses.cz provozovanou Narodnim

registrem vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicichdne .............. L,
Veronika Pavlasova



Podékovani

Rada bych timto pod¢kovala Ondrovi Hajduskovi za vielé ptijeti do laboratofte,
moznost zde vypracovat bakalafskou praci a uzitecné rady béhem prace. Dale bych
rada podékovala Gabi, Zuzce, Radkovi a Terce za pomoc pii praci v laboratofi, trpélivé
zodpovidani vSech otadzek a skvélou pracovni atmosféru. Velky dik patfi Zdeikovi
Frantovi za pomoc s klonovanim, Honzovi Pernerovi za pomoc s krmitky a Honzovi

Erhartovi za jeho neustaly piisun nejenom klistéciho materialu ke zkoumani.

Chtéla bych také podekovat své rodin€ a drahé polovicce za nekoncici podporu

v mém nekonc¢icim studiu a samoziejmé¢ kamaradim, bez kterych by to prosté neslo.



Obsah

1 Uvod a literdrni prehled.........co.cvevruceceeeeeceesesese et esees s 1
1.1 GlyoXylatovy CYKIUS .....ooviiiiiiiiiciicc e 1
1.1.1  Enzymy glyoxylatového cykIu .......ccccooviiiiiiiiiiiiii e 2
1.1.2  Glyoxylatovy cyklus a organiSmy ..........c.ccccevveeriiiiniinnieninc e 3
1.1.3  Regulace glyoxylatového cyklu a inhibitory enzymu .............cccevvvveennee 4
1.2 KISTALA coeeiieieiee ettt ettt nneas 5
1.2.1  Systematika a morfologie ........ccccovveiiiiiiieeie e 6
122 ZIVOINE CYKIUS c.cveveevevesesececic ettt 7
A O 1 (S o - T T RSP RUPRTPR 12
3 Materidl @ MELOAY .....eoviiiiiiiiieic s 13
3l KIESTALA .t 13
3.2 Identifikace a kvantifikace bakterii obsazenych ve vajickach klistéte
IXOUES FICINUS....c.eeviiiieeeee et 13
3.2.1 lzolace DNA z Kklistécich vajiCek .....ccoovvvriiiiiiniiiiieesece e 13
3.2.2  Identifikace bakterii pomoci PCR a sekvenace 16S rRNA.................. 13
3.2.3  Elektroforéza v agar6zovém gelu..........ccocovviiiiiiiiiiiiiincce 14
324 SEKVENACE .....c.eeiiiiiieiiiiiiteie ettt 14
3.25  Kvantifikace bakterii pomoci qRT-PCR ........cccooiiiiiiiiiiiiccn 14
3.3  Priprava pozitivni kontroly pro biochemickou €sej ..........c.cevvrviriiirernenn. 15
3.3.1  Amplifikace aceA genu standardni PCR ........c..coceoiiiiiiiiiiciccn 15
3.3.2  Klonovani aceA do vektoru pASK IBA 37 plus........cccoeoeiiiiniinnnnn. 16
3.3.3  Izolace proteinl z bakteridlniho peletu.............cooiiiiiiiiiiiiiiiiin, 19
3314 SDS-PAGE ..ottt s 20
335  WEeSLern DIOL..........oviiiic 20
3.3.6  Izolace proteinti pribézné odebiranych vzorkl...........ccooeverveniirrinnnne. 20

3.3.7  SDS-PAGE a western blot pribéZzné odebiranych vzorki................... 21



e}

3.4 BioChemMiCKA €S€] ....cviivieiriiiiiiiiiiiii s 21

3.4.1  Zpracovani sntSek pro biochemickou €sej........ccccuvvvviiiiiiiiieniiiienninn. 21
3.4.2  BiOCheMICKA @S] ....cviiviiiiiiiiiiieiiiiie it 22
3.5 Krmeni samic na umélych membranach..........cccccocviiiniiiinii e 23
VSIEAKY ..ot 24

4.1 Identifikace a kvantifikace bakterii ve vajickach klistéte Ixodes ricinus ....24
4.1.1  Vliv antibiotik na sani a kladeni samic.............cccceeeeiiiiieeiiiiiieee e, 24

4.1.2  Amplifikace bakteridlni 16S rRNA pomoci PCR, sekvenace a qRT-PCR

pro kvantifikaci bakteril ..........cueviiiiiiiiiiici e 25
4.2  Ptiprava pozitivni kontroly pro biochemickou €s€j..........ccccevvvriiiiiiiinennn. 28
4.2.1  Amplifikace genu aceA z genomu Escherichia coli..........c.cccccocenenee. 28
4.2.2  Ligace atransformace do E. coli TOP10 bun€k.........cccceevrerernnennnnn. 28
4.2.3  Exprese rekombinantniho proteinu pomoci anhydrotetracyklinu ........ 30
4.2.4  Ovéfeni exprese rekombinantu @CEA ...........cocvviiieriiiiie s 32
4.3  Ovéfeni aktivity rekombinantniho proteinu pomoci biochemické eseje ..... 33

4.4 Detekce isocitrat lyazy biochemickym testem ve vajickach klistéte Ixodes

FICITIUS .ottt r ettt r et een e r e 35
4.5  Detekce isocitrat lydzy biochemickym testem u jinych druht klistat......... 37
4.6  Test inhibitoru na KrmitKu .........cccooiiiiiiiiii e 38
DISKUZE ... e 42
ZLAVET .ottt b e 47
PEILONA. ... 48
Seznam pouZite IIEETAULIY ........eveiiiiriiieesee e 51



Seznam pouzitych zkratek

PBS

aceA
acetyl-CoA
ACO

ADP

ATP
BLAST

bp
CoA-SH
CS
dH.0
ddH20
DNA
EC

E. coli
EDTA

EtOH

ICL
IDH
KEGG

LB
MDH
NAD*
NADH
O.D.
O/N
PBST

phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

gen kodujici isocitrat lyazu Escherichia coli
acetylkoenzym A

akonitaza

adenosindifosfat

adenosintrifosfat

Basis Local Alignment Search Tool, online vyhledava¢
nukleotidovych sekvenci

base pair, jednotka délky nukleovych kyselin

koenzym A

Citratsyntaza

distilled water, destilovana voda

double-distilled water, dvakrat destilovana voda
deoxyribonucleic acid, kyselina deoxyribonukleova
enzyme comission number, numerické klasifikacni schéma pro
enzymy

Escherichia coli

ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate,
dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové
ethanol

itaconic acid, kyselina itakonova (itakonat)

isocitrate lyase, isocitrat lyaza

isocitratdehydrogendza

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, online databaze
genl a genomu

Luria-Bertani medium

malatdehydrogenaza

nikotinamidadenindinukleotid oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotid redukovana forma
optical density, opticka densita

over night, pfes noc

1x fosfatovy pufr doplnény o 0,05 % Tweenu



PCR

PEP

Pi

PVDF
gRT-PCR

rpm
rRNA
S.0.C.

SDS-PAGE

SEM
TAE
Tris
W.H.O.

polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
phosphoenolpyruvate, fosfoenolpyruvat

inorganic phosphate, anorganicky fosfat
polyvinylidenfluorid

quantitative polymerase chain reaction, kvantitativni
polymerazova fetézova reakce

revolutions per minute, otacky za minutu

ribosomal ribonucleic acid, ribozomalni ribonukleova kyselina
Super Optimal broth with Catabolite repression, tekuté
kultiva¢ni medium s represi katabolitd (pfidanou glukdzou)
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS)

standard error of the mean, standardni chyba praméru
tris-acetat-EDTA

trisaminomethan

World Health Organisation, svétova zdravotnicka organizace


https://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression

1 Uvod a literarni ptehled

1.1 Glyoxylatovy cyklus

Citratovy cyklus (také Krebstuv cyklus, cyklus kyseliny citronové nebo cyklus
trikarboxylovych kyselin), objasnény Vv roce 1937 Krebsem a Johnsonem, umoziuje
oxidaci dvou atomt uhliku (naptiklad z acetyl-CoA) na dvé molekuly COg, a zaroven
uvoliuje Ctyfi pary elektront k produkci energie (Krebs and Johnson, 1980; Thauer,
1988). Glyoxylatovy cyklus byl objeven béhem studia bakterialniho ristu na acetatu a
jinych dvouuhlikatych (C2) slouceninach (Kornberg and Krebs, 1957). V piipadg, ze
jsou zdrojem uhliku slouceniny, které jsou metabolismem degradovany vyhradné na
acetylové skupiny (acetat, mastné kyseliny, ketogenni aminokyseliny), nedochazi u
nékterych organismi k jejich pfeméné jen citratovym cyklem. U téchto organismil,
kterymi jsou napiiklad bakterie rostouci na zivinami chudych médiich, je zadouci
¢astecné presmérovat uhlik od oxidaénich krokt citratového cyklu ke glukoneogenezi
atudiz k tvorbé biomasy (Dolan and Welch, 2018). Oba cykly tedy bézi soucasné kvuli
vybalancovani mezi energetickym metabolismem a tvorbou prekurzorl
glukoneogeneze. Glyoxylatovy cyklus je tak vyznamnou anaplerotickou drahou u

bakterii, protist, rostlin a nékterych zivocichd.

Glyoxylatovy cyklus sestava z péti reakci. Nejprve je acetyl-CoA (C2)
kondenzovan s glyoxylatem (C2) za vzniku malatu (C4). NAD* dependentni
malatdehydrogenaza pak katalyzuje oxidaci malatu na oxalacetat (C4) za soucasné
redukce NAD* na NADH. Citratsyntaza katalyzuje vznik citratu (C6) z oxalacetatu a
jedné molekuly acetyl-CoA. Akonitdza pak pfeménuje citrat na isocitrat (C6) ptes
cis-akonitat a isocitrat lyaza katalyzuje pfeménu isocitratu na glyoxylat a sukcinat
(C4). Jinymi slovy, poslednim krokem glyoxylatového cyklu je formovani sukcinatu
a regenerace glyoxylatu skrze reakci isocitrat lyazy (Uchida et al., 1986). Vznikajici
sukcindt a malat jsou oxidovany a davaji vzniku fumaratu a oxalacetatu, ktery dale
muze vstupovat do glukoneogeneze. Oxalacetat muze byt preménény fosfoenolpyruvat

karboxykinazou na fosfoenolpyruvat a pomoci fruktoza-1,6-bifosfatdzy na glukozu.



1.1.1 Enzymy glyoxylatového cyklu

Vétsina enzymil glyoxylatového cyklu je spolecnd s cyklem citratovym,
nicméné dva enzymy (isocitrat lyaza (ICL) a malat syntaza (MS)) jsou jedine¢né pro
tento cyklus. Jak je zfetelné z obrazku 1, v Krebsové cyklu existuje regulace isocitrat
dehydrogendzy  (IDH)  fosforylaci a  defosforylaci  skrze  enzymy
isocitratdehydrogenaza kinazu (IDH kinazu) a isocitratdehydrogenaza fosfatazu (IDH
fosfatazu). Timto zplisobem je mozna inhibice citratového cyklu a pfesmérovani
isocitratu na isocitrat lyazu a tudiz do glyoxylatového cyklu. V prokaryotické bunce se
enzymy glyoxylatového cyklu nachazi v cytoplasmé, u eukaryot se vyskytuji ve
specializovany organelach, jako jsou endosomy a peroxisomy (konkrétné

glyoxyzomy) (Huang et al., 1983).

Acetate
Acetyl CoA
PEP COo, synthetase
ADP+Pi
PEP Acetyl CoA CoA-3H
Carboxykinase ATP }4‘
Citrate .
Oxaloacetate s;,,,,,ase Citrate
Malate Aconitase
dehydrogenase 2H
IDH kinase
Malate Isocitrate

CoA-SH

Isocitrate DH Isocitrate DH
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2H

co, ‘\\-/
1DH phosphatase

2-oxoglutarate phose

Fumarate
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-oxoglutarate
Succinate 2H
dehydrogenase CO, dehyrd nase

Succinate CoA-SH Succinyl CoA

ATP DP+Pi

Succinyl CoA
synthetase

Fumarase

H,0

Obrazek 1: Schéma citratového cyklu bakterie Escherichia coli s vyznafenym
glyoxylatovym cyklem (Cornah and Smith, 2002). Isocitrat vznikajici z citratu je isocitrat
lydzou §tépen na glyoxylat a sukcinat. Glyoxylat je za ucasti malat syntdzy kondenzovan
s acetyl-CoA na malat. Vznikly sukcinat a malat mohou byt metabolizovany az na oxalacetat,
ktery muze vstupovat do glukoneogeneze. Enzymy glyoxylatového cyklu jsou oznaceny

¢ervenym Krouzkem.



Tabulka I: Enzymy glyoxylatového cyklu a jimi katalyzované reakce. Pievzato z (Cornah

and Smith, 2002). EC: Enzyme commision number.

Nazev enzymu a zkratka Reakce EC

oxalacetat + acetyl-CoA + H,O — [citroyl

CoA] — citrat + CoA 4.1.3.7

Citratsyntaza [CS]

Akonitaza (citrat hydrolyaza,

akonitat hydratdza) [ACO] citrat <« [cis-akonitat] + HoO < isocitrat 42.1.3

Isocitrat lyaza [ICL] isocitrat «»> glyoxylat + sukcinat 4131

glyoxylat + acetyl-CoA + H,O — malat +

CoA 41.3.2

Malat syntaza [MS]

NAD*-malat dehydrogenaza

[MDH] malat + NAD* < oxalacetat + NADH + H" | 1.1.1.37

1.1.2 Glyoxylatovy cyklus a organismy

Glyoxylatovy cyklus je velmi dobfe popsan u mikroorganismt (Maharjan et
al., 2005; Dunn et al., 2009), kli¢icich semen (Kornberg and Beevers, 1957) a hlistic
(Rothstein and Mayoh, 1965; Reiss and Rothstein, 1974; McKinley et al., 1979; Liu et
al., 1995; Siddiqui et al., 2000). Indukce glyoxylatového cyklu se objevuje jako
odpovéd’ na rizné fyziologické a stresové situace. Cyklus byl prvné objeven u
Pseudomonas fluorescens (Kornberg and Krebs, 1957). Pozdé¢ji se ukazalo, ze cyklus
se Ucastni pfremény tukil na sacharidy u semen olejnatych rostlin (Kornberg and
Beevers, 1957). Nicméné nejvice je o enzymologii cyklu znamo diky studiu na bakterii
Escherichia coli (E. coli) (Kornberg, 1966; Britton et al., 2001; Maharjan et al., 2005).

Jedinymi Metazoa, u kterych je potvrzena aktivita ICL a MS, jsou hlistice
v ranych stadiich embryogeneze (Liu et al., 1995; Kondrashov et al., 2006). Nékteii
autofi uvedli aktivitu ICL nebo MS i u jinych Metazoa, véetné ptakt (Davis et al.,
1990Db), obojzivelnikt (Goodman et al., 1980; Davis et al., 1986) a savcu. Tyto objevy
jsou vsak znacné kontroverzni, aktivita enzymi byla pozorovana pouze za
pfedpokladu extrémnich patologickych stavli organismu, naptiklad pii dlouhodobém
hladovéni (Eprintsev et al., 2002), hibernaci (Davis et al., 1990a), nebo pii problémech

spojenych s alloxanem indukovanym diabetem (Popov et al., 1998; Volvenkin et al.,



1999). Hlavnim problémem je vSak neschopnost identifikovat geny ICL a MS
v genomech metazoi (s vyjimkou gent hlistic) (Kondrashov et al., 2006). Vyzkum
profesora Kondrashova se zakladal na bioinformatické analyze zaméfené na detekci
homolognich genii obou dvou enzymu specifickych pro glyoxylatovy cyklus
v dostupnych kompletnich genomech riznych zvitat. Byly nalezeny pseudogeny u
ruznych skupin organismi, zahrnujici i obratlovce, bohuzel Zadny z vysledkti nebyl

ovéten experimentalné (Kondrashov et al., 2006).

1.1.3 Regulace glyoxylatového cyklu a inhibitory enzymu

Obecné je cyklus zajimavy z hlediska medicinského, kde se regulace
glyoxylatového cyklu vyuziva v boji proti Skodlivym agens. Alespon jeden z enzymi
glyoxylatového cyklu byl totiz identifikovan u rostlinnych a Zivocisnych patogend,
jakymi jsou napf. Pseudomonas aeruginosa zpusobujici zanéty mocovych cest,
stfedniho ucha, ¢i hnisani ran (Crousilles et al., 2018), Cryptococcus neoformans
majici podil na meningitidé (Xu et al., 2016), Mycobacterium avium, intracelularni
patogen postihujici buniky imunitniho systému (Zu Bentrup et al.,, 1999) a
Mycobacterium tuberculosis zptsobujici tuberkulozu (Zu Bentrup et al., 1999),
Fusarium graminearum, rostlinny patogen postihujici kulturni plodiny (Park et al.,
2016), Leptosphaeria maculans postihujici Brassicae, napt. brukev fepku (Idnurm and
Howlett, 2002) a mnoho dal$ich. Diky ptitomnosti enzymu glyoxylatového cyklu u
téchto a dalsSich patogenti a zaroven jejich nepfitomnosti U obratlovci, je vyhodné

vyuzit glyoxylatovy cyklus jako cil antimikrobialnich ptipravki.

Inhibitory glyoxylatového cyklu mizou byt bud’ cilené na isocitrat lydzu, nebo
na malat syntazu. VétSina soucasnych inhibitord byla vyvinuta, nebo testovana, na
bakterii Mycobacterium tuberculosis, ptivodci tuberkulozy, ktery v soucasné dobé
vykazuje razantni narust rezistence na bézna antibiotika (W.H.O. Fact sheets on

tuberculosis - https://www.who.int/tb/publications/factsheets/en/, stazeno 5.5.2020).

Inhibitory isocitrat lyazy miizeme rozdélit na pfirodni a syntetické. Jako ptirodni
inhibitory lze zminit dva extrakty vyuzivané hojn¢ v ¢inské medicing, a to extrakty ze
zazvoru lékatského (Zingiber officinale) a badyaniku pravého (Illicium verum) (Lu et
al., 2010). Relativné nové byl zjistén inhibic¢ni efekt chelerythrinu obsazeného ve

vlastovi¢niku vétsim (Chelidonium majus) na isocitrat lyazu (Liang et al., 2011).


https://www.who.int/tb/publications/factsheets/en/
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk02jBUgG_jvCdf3n7LKSX4dPz4B4vQ:1588536842993&q=Chelidonium+majus&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjvzfTxwJjpAhVlolwKHdqOCfwQkeECKAB6BAgXECo

Syntetickych inhibitord je velka fada, naptiklad 3-nitropropionat (Schloss and Cleland,
1982), 3-bromopyruvat (Ko and McFadden, 1990), nebo kyselina itakonova
(McFadden and Purohit, 1977). Jejich problém ¢asto spociva v inhibici nejen
glyoxylatového cyklu, nybrz 1 jinych metabolickych drah. Napftiklad itakonat, ktery
prokazatelné inhibuje isocitrat lyazu, je zaroven kompetitivnim inhibitorem sukcinat
dehydrogenazy (komplexu I1) elektronového transportniho fetézce (Ackermann and
Potter, 1949). Ackoliv je kyselina itakonova v soucasné dobé vyrabéna synteticky
fermentaci sacharidd pomoci hub Aspergillus itaconicus a Aspergillus terreus
predevsim Kk vyrob¢ pryskyfic, plasti, barev a syntetickych vlaken (Willke and Vorlop,
2001; Okabe et al., 2009), ukazuje se, ze si ji mnohé organismy umi Syntetizovat za
jinymi ucely. V makrofazich obratlovci je itakonat in vitro silné indukovan
antimikrobialni aktivity naznacuje novy biologicky ucinek a mohl by vyrazné ptispét
k zlepSeni terapeutického piistupu k 16¢bé zanéti (Bambouskova et al., 2018; Mills et
al., 2018; Yu et al., 2019).

1.2 Klistata

V 80. letech byla biochemickou eseji detekovana ptitomnost glyoxylatu, a tim 1
glyoxylatového cyklu, ve vyvijejicich se vajickach klistéte Hyalomma dromedarii.
Nartst glyoxylatu byl detekovan po celou dobu vyvoje vajicka, nartist v ¢ase prudce
stoupal a kulminoval 15. dne po ovipozici, u nové vylihlych larev byl vSak nartst
minimalni (Kamel and Fahmy, 1982). Nikdy ale nebyly izolovany proteiny tohoto
cyklu, ani nedos$lo k nalezeni sekvence gend kodujiciho isocitrat lydzu nebo malat
syntazu. V soucasné dobé mame k dispozici genom klist'at Ixodes ricinus a Ixodes
scapularis. Nicméné v téchto genomech nebyla zatim objevena homologie s geny
kodujicimi tyto enzymy a to z diivodu jejich absence, nebo sekvenéni odlisnosti od jiz
znamych sekvenci téchto genil z jinych organizmu. Jak jiz bylo zminéno vyse,
glyoxylatovy cyklus neni soucasti normalniho savéiho metabolismu, proto je mozné
proti nému cilit latky, které ho inhibuji. Objevem genu kddujiciho isocitrat lyazu nebo
malat syntazu by tak mohlo dojit k vyraznému védeckému pokroku pii vyrobé

protikliStécich ptipravki.

Dulezitou soucasti klistat jsou symbiotické bakterie, které¢ patii do roda

Rickettsia, Francisella, Coxiella, Wolbachia a Midichloria (Ahantarig et al., 2013).
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Napiiklad mezi dulezité symbionty klistéte Ixodes ricinus patii bakterie Midichloria
mitochondrii, u které byl zjistén vliv na sani a svlékani klistat (Ninio et al., 2015). Pro
velké mnozstvi rodu je typicka francisella-like symbioticka bakterie nalezena u rodta
Dermacentor, Amblyomma, Ornithodoros, Hyalomma a Rhipicephalus (Scoles, 2004;
Ivanov et al., 2011), u které se spekuluje, ze se vyvinula z pivodné patogenni bakterie
Francisella tularensis (Gerhart et al., 2016), zptsobujici tularémii u zajici s moznym
pfenosem na Clovéka, ktery mize probihat pies klist¢ (Zellner and Huntley, 2019).
Ackoliv je glyoxylatovy cyklus pfitomny v bakteriich, u né¢kolika dilezitych skupin
intracelularnich bakterii chybi, a to véetné fadu Rickettsiales, kam mizeme zafadit
bakterie Midichloria mitochondrii nebo Nicolleia massiliensis, dalsiho endosymbionta
klistéte Ixodes ricinus (KEGG).

1.2.1 Systematika a morfologie

Klistata jsou hematofagni rozto¢i pienaSejici Siroké spektrum zvifecich i
lidskych patogent (de la Fuente et al., 2008). Systematicky tato arachnida fadime mezi
Parasitiformes, fadu Ixodida a rodiny Ixodoidea (Keirans, 2009). V sou¢asné dob¢ jsou
ustanoveny tii ¢eledi klistat, Argasidae, Ixodidae a Nuttalliellidae (Sonenshine, 1991;
Nava, 2009). Do celedi Ixodidae (,.tvrdych® klistat) se fadi rody Amblyomma,
Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes a Rhipicephalus (Guglielmone,
2010). Vyskytuje se u nich jednohostitelsky (v§echna stadia saji na jediném hostiteli),
dvouhostitelsky, ¢i tithostitelsky (kazdé stadium saje na jiném hostiteli) Zivotni cyklus.
Ttihostitelsky cyklus je nejcastéjsi a ptitomny i u naseho nejbéznéjsiho klistéte Ixodes
ricinus (obrazek 2). Dospélci skupiny Ixodidae maji vyrazny sexualni dimorfismus a
vzdy jen jedno nymfalni stddium. K pafeni dochdzi na hostiteli, s vyjimkou rodu
Ixodes, jehoz zastupci se bézné pafi i mimo hostitele (Sonenshine, 1991).

Nejvyraznéjsi rozdily mezi Argasidae a Ixodidae jsou shrnuty v tabulce I1.

Mezi Argasidae, neboli ,,mékka” klistata fadime rody Antricola, Argas,
Nothoaspis, Ornithodoros a Otobius (Guglielmone, 2010). Na rozdil od ,,tvrdych®
klistat nemaji na dorsalni strané chitinizovany hibetni §titek (scutum). Tato klist'ata
maji vice nymfalnich instari (multi-hostitelsky zivotni cyklus) a kjejich pareni
nedochazi na hostiteli. Samice jsou schopny sat opakované po kratkou dobu (minuty)

a po kazdém sani kladou stovky vajicek (Sonenshine, 1991).



cey

Skupina Nuttalliellidae je reprezentovana pouze jednim zastupcem zijicim
Vv Jizni Africe, ktery se zda byt chybéjici evoluéni spojkou mezi ,,tvrdymi‘ (Ixodidae)

a ,,m¢ékkymi‘ (Argasidae) klistaty (Keirans et al., 1976; Houck, 1994) .

Tabulka I1: Shrnuti zakladnich rozdili mezi Argasidae a Ixodidae (Sonenshine, 1991).

Znak Argasidae Ixodidae
T¢€lni povrch mékky kozovity :[?lm POXIYV, scutum piitomno
scutum nepritomno
Ustni &st na ventralni strané, neviditelna vpredu, viditeln shora
shora
Stadium nymfy nékolik pouze jedno
Doba siini 30-60 minut nékolik dni
dospélce
Pocet sni nékolik jedno
samice
Kladeni vajicek nékolikrat jednou
Pocet vajicek 400-500 3000-8000
Sexualni nendpadn® nApadny
dimorfismus enapacny apadny
o nidikolni, hostitele napadaji ¢ekaji na hostitele ve vyssich
Vyhledavani hnizdech. ieskvnich. d h h y ‘blech
hostitele V hnizdech, jeskynich, oupatec patrech vegetace (nz)lpr. na stéblec
aj. travy

1.2.2  Zivotni cyklus

1.2.2.1 Trihostitelsky zivotni cyklus (I1xodes ricinus)

Zivotni cyklus klistéte Ixodes ricinus zahrnuje stadium vejce a tfi nasledna
aktivni vyvojova stadia: larvu, nymfu a dospélce. Kazdé aktivni stadium Saje jen
jednou a pokazdé na jiném hostiteli (téihostitelsky zivotni cyklus), kdy hostitelem
muze byt jakékoliv zvife z fad plazl, ptakil i savci. Po nasati krve dochazi k svlékani

a preméné na dalsi stadium. Zatimco mensi larvy a nymfy saji vétSinou na mensich



savcich (mysi, kralici), dospéla samice saje obvykle na velkych savcich (jeleni, srnci
a divoka prasata), viz obrazek 2. Pfi sani je samice schopna nasat az 1 ml krve a zvétsit
svou velikost az 100X. Po oplodnéni samcem naklade tisice vaji¢ek a hyne. Dospéli

samci krev nesaji.

@, vaicka 1. ricinus

dospélec

Obrazek 2: Schéma znazoriujici tiihostitelsky Zivotni cyklus klistéte Ixodes ricinus.
Larvy obvykle saji na mensich hostitelich, kterymi mohou byt mysi, ptaci a mensi plazi. Po
nasati larva opousti hostitele a na vlhkém stinném miste se svléka do dalsiho stadia, nymfy.
Nymfa saje na dal$im hostiteli, kterym byvaji opét mensi hlodavci, zajici, ptaci a plazi, po
nasati se opét hostitele pousti a transformuje se do dospélého stadia. Larvy ani nymfy nejsou
pohlavné diferenciované, stadium dospélce ma vyrazny sexualni dimorfismus. Samice jsou
vEetsi, scutum nepiekryva celé télo a zivi se Krvi napt. sparkaté zvéie nebo jinych vétsich saveu.
Samci jsou mensi, scutum chrani celé t€lo a potravu nepfijimaji. Samci aktivné hledaji samice
k pateni, k oplodnéni mize dojit na hostiteli i mimo néj. Po spafeni a sani samice klade zhruba

tisic vajic¢ek (Sonenshine, 1991). Autor M. Hajduskova (Biographix).

1.2.2.2 Reprodukce klisteéte 1xodes ricinus

Jako reprodukce jsou souhrnné oznacovany tfi faze vyvoje kliStéte, a to zrani
gonad (pre-oviposition period, tj. obdobi mezi opusténim hostitele a ovipozici),
ovipozice a vyvoj vajicka. Zrani gonad se méni v zavislosti na sezoné a rozdilech mezi
jednotlivymi samicemi. Nejkrat$i zaznamenana doba byly pouhé ¢tyti dny (Olenev,
1927), nejdelsi 52 dni (Macleod, 1932), obvykle vsak trva 15-22 dni (Macleod, 1935).

Nasaté samice, oplodnéné samcem, byly vystaveny riznym kombinacim relativnich



vlhkosti a teplot. Samice umisténé v podminkach o relativni vlhkosti vys$si nez 95 % a
teploté vyssi 30 °C nekladly vajicka a umiraly, zatimco samice umisténé tfi mésice
Vv teplotach mezi 2 °C a 3 °C nezavisle na vlhkosti nekladly, avSak ani neumiraly.
Ukézalo se, ze tento stav nemusel byt nutné dén nezralosti gonad. Podle dalSich
experimentl s riznymi teplotami se ukazalo, ze k ¢astecnému vyvoji vajec¢nikt doslo
uz pti nizsi teploté (2-3 °C). Nicméné k ovipozici dochazelo vzdy pouze po dosazeni
minimalné pokojové teploty (15-18 °C). Cim vice teplota roste, tim je perioda kratsi a
tento fenomén konc¢i dosazenim kritické teploty 30 °C. Zda se tedy, ze zatimco vyvoj
vajecnikti neni teplotou inhibovan, samotny proces ovipozice nizkou teplotou
inhibovan je. Podle (Macleod, 1935) je bez ohledu na vlhkost nejidealnéjsi teplota pro

zrani vajecniki 25 °C.

K ovipozici dochazi pii teplotach mezi 14 a 30 °C. Horni mezni teplota pro
kladeni je mezi 27,5-30 °C, dolni mez pii 14-25 °C (a 75-80% relativni vlhkosti). Jak
bylo zminéno vySe, je nastup ovipozice inhibovan nizkou teplotou. Nicméné neni
zaznamenan zadny Vliv teploty nebo vlhkosti na samotné kladeni. Na velikost snusky

ma vliv hlavné ptivod a mnozstvi krve, které samice naséla.

Cerstvé vykladena vajicka Ixodes ricinus (I. ricinus) jsou hnéda v dasledku
piitomnosti hemu (Perner et al., 2016), obsah je tvofen globularni strukturou o pH
5,5-6,5. Vajicko je typicky ovalného tvaru a vazi v praméru 0,06 mg (Arthur, 1948).
Podle (Macleod, 1935) vyvoj trva v ptirodé 8 tydnu, ale tato doba je proménliva
v zavislosti na sezoné a individualnich rozdilech. Cerstvé vykladené vaji¢ko je obaleno
dvéma obaly, chorionem a vitellinni membranou. Chorion je tvofen dvéma vrstvami.
Exochorionem, povrchovou a ten¢i vrstvou, ktera dava vajicku barvu, a
endochorionem, coz je vrstva hlubsi, silngjsi a elasticka, ktera dava vajicku tvar. Pod
chorionem lezi vitellinni membréana, kterd je adherovana ke kortikdlni vrstvé
protoplasmy. Kazdé vaji¢ko je obaleno vrstvou slizu tvofenou Geného organem, ktera

ma mimo jiné funkci pojiva mezi jednotlivymi vajicky a drzi snisku pohromadé.

Embryonalni vyvoj klistat je v podstaté stejny jako u jinych Acari (Woolley,
1988) a Arachnida (Sonenshine, 1991). V ptirozenych podminkach sice trva vyvoj 8
tydnd, ale pti um¢lych podminkach v laboratofich je tato doba kratsi, zhruba 21 az 30
dni. Podle pokusu (Olenev, 1927) byl zjistén vliv teploty na vyvoj a lihnuti. Pii velmi

nizkych teplotach (0-17 °C), dosazenych umisténim vajic¢ek na led, muze celkova doba
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od vykladeni vaji¢ek po vylihnuti larev trvat 300-400 dni, pti 25-30 °C uz jen 25 dni.
Relativni vlhkost nutna pro vyvoj musi byt vzdy vétsi nez 80 %, pokud je vlhkost nizsi,
vaji¢ka maji tendenci Se svrast'ovat a bunééna sténa kolabuje. Horni mezni teplota se
zda byt o néco veétsi nez pii zrani vajeénikt a ovipozici, mezi 30-35 °C. V piipadé
nastaveni vnéjsich podminek na 28 °C a 90-100% relativni vlhkosti vzduchu, trva

vyvoj cca 30 dni a je nasledovny (piehledné shrnuto v tabulce 111).

Béhem prvnich dnt vyvoje dochazi k ryhovani a formovani primarniho
blastodermu. Celularizace, tvorba finalniho blastodermu a formace zarode¢nych lista,
probiha mezi druhym a ¢tvrtym dnem vyvoje. Paty den vyvoje nasleduje gastrulace a
prvni naznaky formace integumentu, na které¢ navazuje postupna diferenciace bunék.
Zaroven je pozorovana proliferace a segregace bunék (primarni organogeneze).
Soucasné za¢ina byt integument obklopovan vrstvou prokutikuly. V 10. dni od zac¢atku
embryogeneze jsou vidét prvni naznaky nohou, vakovita primordia, ktera jsou po
dalsich 7 dnech zformovéana ve ¢tyii pary kracivych koncetin, palpy a chelicery.
Béhem tietiho trimestru vyvoje vSak jeden par koncetin mizi. Pfedni stievo je
formovano na zaatku tfetiho trimestru. Pivodné se jedna o slepou vychlipku
ektodermu na bazi formujicich se ustnich ¢asti. Anus je formovéan az V zavéru
embryogeneze a midgut neni béhem embryogeneze kompletné vyvinut, vyvoj se
ukonéuje az v postembryonalni dobé. Mezi 14. a 18. dnem dochazi k formovani
malpighickych trubic, mezi 23. a 26. dnem pocina vyvoj slinnych zlaz. Béhem tietiho
trimestru embryogeneze dochazi také k formovani centralniho nervového systému,
které ma podobu kompaktniho synganglia, ve kterém nervové buiky diferencuji
morfologicky a funkéné. Vyvoj synganglia je doprovazen apoptézou a nekrézou
(hlavné mezi 17.-21. dnem), ale tyto dva procesy jsou nejvice asociované s tvorbou
ob&hového systému a rozpadem hematocyti, které jsou pozorovany béhem posledniho
tydne vyvoje (Jasik, 2007). Tento obecny vyvojovy vzorec u l. ricinus vykazuje mnoho
podobnosti s tim, ktery byl publikovan u Hyalomma dromedarii (Kammah et al., 1982)
a mekkého klistéte Ornithodoros moubata (Aeschlimann, 1961). Porovnani vyvoje

Hyalomma dromedarii a Ixodes ricinus je v ptiloze 1.
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Tabulka I11: Shrnuti vyvojovych procesi v ¢ase béhem embryonalniho obdobi vyvoje

Kklistéte 1. ricinus pri teploté 28 °C a relativni vlhkosti vzduchu 90-100 %. Pievzato z (Jasik,
2007).

Den vyvoje

1 cleavage a formace primordiilniho

2 blastodermu

3 celularizace

4 formace zarode&nych listh

5 formace kutikularni vrstvy a invaginace

i

7 jf' gastrulace a primami organogenese

8

9

10 viditelna vakovita primordia konéetin

11

12

13

14 £asti traviciho, vylugovaciho a nervového systému jsou viditelné
15

6

17 pozorovatelné &ty pary krativych konéetin, palpy a chelicery
18

19 apoptoza

20

21 tvorba haemocyth a obéhové soustavy

22

23 firze neuralnich ganglii a formace synganglionu
24 vyvej slinnych Haz

25

26

27 nekroza béhem embryonilniho vivoje obéhove soustavy
28

29

30

k| lihnti larew
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2 Cile prace

1. Zavedeni biochemického testu pro detekci glyoxylatu (produktu isocitrat
lyazy)

2. Exprese isocitrat lyazy z E. coli (pozitivni kontroly pro ucel zavedeni testu)
V prokaryotickém expresnim systému

3. Detekce glyoxylatové drahy v klistatech a dal$ich organismech
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3 Materiadl a metody

3.1 Klistata

Klistata Ixodes ricinus (l. ricinus) pochazela z ptirody, byla sbirana metodou
vlajkovani a skladovana ve zvétinci Akademie véd pii stalé teploté 24 °C, vlhkosti
vzduchu 95 % a fotoperiod¢ odpovidajici 49 © severni sitky (15 h den/9 h noc). Samice
jinych druhu klistat (Amblyomma americanum a Dermacentor reticulatus) byly
ziskany z chovu Akademie véd. Dospélé samice byly nasaty na morcatech do plného
nasati. Poté byly zvazeny na analytickych vahach (Sartorius CPA225D-0CE), kratce
promyty v 3% H20- (Lach:ner), 70% ethanolu (Penta) a sterilni H2O. Béhem kladeni
byla pribézné kontrolovana faze vyvoje vajicek pod mikroskopem (Olympus BX53).
Snasky s vyvojem odpovidajicim druhému tydnu byly odebrany a pfed dalSim
zpracovanim promyty v 3% H2O> (Lach:ner), 70% ethanolu (Penta) a sterilni H2O.
Priblizné 20 mg vajec pak bylo odebrano pro izolaci DNA a zamrazeno pii -20 °C.

3.2 ldentifikace a kvantifikace bakterii obsazenych ve vajickach klistéte
Ixodes ricinus

3.2.1 lzolace DNA z klistécich vajicek

Bezprostiedné pred sanim na morceti byla jedna skupina samic injikovana
smési tetracyklinu (Sigma-Aldrich) a chloramfenikolu (Sigma-Aldrich). Roztoky
antibiotik byly pfipraveny fedénim 15 mg tetracyklinu a 25 mg chloramfenikolu v 1
ml 99% ethanolu (Penta). Pied injikaci byl roztok antibiotik 10x nafedén v 1xPBS,
takto pfipraveny roztok byl pak v mnozstvi 300 nl injikovan do hemolymfy klist’at.
Druha, kontrolni skupina klist’at, byla injikovana smési 1XPBS a 99% ethanolu (Penta)
v poméru 9:1. K izolaci DNA byl pouzit kit Nucleospin Tissue (Macherey-Nagel).
Postup reflektoval ptilozeny navod. Odebrany vzorek vajicek (20 mg) byl rozbit
sterilnim plastovym tlouc¢kem a za pfitomnosti proteindzy K lyzovan pies noc pfi
56 °C. Druhy den byla vyizolovana DNA, cistota (260/280 nm) a koncentrace
(280 nm) DNA byla zkontrolovana na Nanodropu (ND-1000 Spectrophotometer).

3.2.2 Identifikace bakterii pomoci PCR a sekvenace 16S rRNA

Kazdd PCR reakce detekujici bakterialni 16S rRNA obsahovala 12,5 pl
FastStart PCR Masteru (Roche), 2 ul DNA, 1 pl forward primeru q16S-F (10 uM) a
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1 ul reverse primeru q16S-R (10 uM) (tabulka V). Zbyvajici objem byl doplnén
sterilni vodou do 25 pl. Amplifikaéni program probihal v cykleru (T100 Thermal
cycler, BioRad) podle nasledujiciho schématu: 10min primarni denaturace pii 95 °C a
35 cykla sttidajicich 30s denaturaci pii 95 °C, 30s annealing pii 55 °C a 60s elongaci
pii 72 °C.

3.2.3 Elektroforéza v agar6zovém gelu

PCR produkt byl pak nanesen na 1% agarézovy gel. Gel byl ptipraven
smichanim agar6zy (Sigma-Aldrich) s IXTAE pufrem, doplnéném o ethidium bromid
(1,5 ul/30 ml gelu, Sigma-Aldrich). 10 pl kazdého vzorku bylo smichdno s DNA
nanaseci barvickou (Top-Bio) a naneseno na gel. Pro kontrolu velikosti vysledného
produktu byl pouzit 100bp DNA standard (Thermo Scientific). Elektroforéza probihala
25 minut pii 100 V (Mupid-One, Nippon genetics).

3.2.4 Sekvenace

Vysledné PCR produkty ocekavané velikosti byly vyfiznuty z gelu pod UV
lampou (Biometra TI 3) a pomoci kitu Nucleospin Gel and PCR Clean-up Kit
(Macherey-Nagel) doslo k vy¢isténi amplifikovanych PCR produktd zgelu. U
vyextrahovanych amplikoni byla zméfena koncentrace (BioPhotometer plus,
Eppendorf), 50 ng precisténé DNA bylo smichano s 25 pmol primeru q16S-F (tabulka
IV) a doplnéno do 10 pl sterilni vodou. Smés pak byla odeslana do firmy SEQMe na
sekvenaci. Vysledné sekvence byly analyzovany v programu Chromas 2.6.6.

(Technelysium) a porovnavany s online databazi sekvenci (BLAST).
3.2.5 Kuvantifikace bakterii pomoci gRT-PCR

Pro absolutni kvantifikaci bakterii ve vajickach byla vyuzita metoda qRT-PCR
(kvantitativni PCR) pomoci QuantStudia 6 Flex (ThermoFisher). Jednotliva reakce,
detekujici bakterialni 16S rRNA, obsahovala 12,5 pl FastStart Universal Probe
Masteru (Rox) (Roche), 5 ul DNA, 1 ul forward primeru q16S-F (10 uM), 1 ul reverse
primeru q16S-R (10 uM), 1 ul pfislusné sondy TagMan probe (q16S-P-FAM Probe,
5 uM) (tabulka IV). Standardizace na klistéci DNA byla provedena obdobnou reakci
za pomoci primeri Isact-F a Isact-R a proby Iract-P. qRT-PCR program pro absolutni

kvantifikaci sledoval nasledujici amplifika¢ni schéma: 10min denaturace pii 95 °C
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nasledovand 50 cykly stfidajicimi 15s denaturaci pii 95 °C a annealing spole¢né

s elongaci pii 60 °C po dobu jedné minuty.

Tabulka 1V: Primery a sondy pro identifikaci a kvantifikaci bakterii ve vzorcich DNA

vyizolované z vajicek . ricinus. Teplota nasedani primert byla u obou pard primerta 60 °C.

: ; v Velikost .
Cil Nazev Sekvence (5'—3") produktu Zdroj
ql6S-F | TCCTACGGGAGGCAGCAGT
o GGACTACCAGGGTATCTAA (Nadkarni
Bakteridlni | q16S-R TCCTGTT 466bp | etal,
16S rRNA 2002)
ql6S-P- | CGTATTACCGCGGCTGCTG
FAM GCAC
1sact.e | GATCATGTTCGAGACCTTC
. ricinus sact- A (Dai
. al et
p-aktin Isact-R CGATACCCGTGGTACGA 2B | 41, 2000)
(AJ889837)
Iract-P | CCATCCAGGCTGTGCTCTC

3.3 Pftiprava pozitivni kontroly pro biochemickou esej

3.3.1 Amplifikace aceA genu standardni PCR

Amplifikace bakterialniho genu aceA byla provedena pomoci navrzenych gen-
specifickych primeri pro gen aceA (b4015) z Escherichia coli (E. coli), viz tabulka V.
Jako templat byla pouzita DNA z E. coli K-12 (MG1655). Malé¢ mnozstvi bakterii bylo

rozpipetovano ve sterilnim 1xPBS a pfimo pouzito k PCR reakci.

20 pl PCR reakce obsahovalo 10 ul KOD polymerazy (Novagen), 0,6 ul
AceA-F, 0,6 ul AceA-R, 2 ul DNA a 6,8 ul sterilni vody. Sekvence primert jsou
uvedeny v tabulce V. Amplifika¢ni program probihal podle nasledujiciho schématu:
2min Gvodni denaturace pii 95 °C a 35 cyklu stiidajicich 20s denaturaci pii 95 °C,

20s annealing pii 55 °C a 100s elongaci pti 70 °C.

Produkt PCR reakce byl nasledn¢ nanesen na 1% agardzovy gel doplnény o
ethidium bromid (1,5 pl/30 ml gelu, Sigma-Aldrich) v mnozstvi 10 pl na jamku a poté

vyextrahovan kitem PCR clean-up Gel extraction (Macherey-Nagel).

15



Tabulka V: Gen specifické PCR primery pro gen aceA bakterie Escherichia coli (kmen
K-12). Teplota nasedani je 55 °C.

Velikost -
4 A ' 1)
Cil Nazev Sekvence (5'—3") produktu Zdroj
ATGGTAGGTCTCAGCGC
Escherichia coli AceA-F AAAACCCGTACACAACAAATT

aceA GA 1336 bp | vlastni

(b4015) AceA.Rr | ATGGTAGGTCTCATATCTTA

GAACTGCGATTCTTCAGTGG

3.3.2 Klonovani aceA do vektoru pASK IBA 37 plus

3.3.2.1 Enzymaticka restrikce amplikonu a ligace do expresniho vektoru pASK IBA
37 plus

Restrikce probihala za pomoci Bsal restriktazy (BioLabs), kdy doslo Kk restrikci
vektoru i templatové DNA a vytvofeni lepivych koncl na koncich fetézct. Mapa
vektoru pASK IBA 37 plus (IBA Lifesciences) je znazornéna na obrazku 3. Vstupni
material je uvedeny v tabulce VI. Samotné $tépeni trvalo 15 minut pii 37 °C a bylo
nasledovano 20min deaktivaci pti 65 °C. St&peny vektor byl pied ligaci defosforylovan
30 minut pti 37 °C 2,5 ul alkalické fosfatazy (Shrimp Alkaline Phosphatase, BioLabs),
ktera byla nasledné deaktivovana 5 minut pfi 65 °C. Restrikce byla ovéfena na 1%

agarozovém gelu s ethidium bromidem (1,5 ul/30 ml gelu, Sigma-Aldrich).

1 Sacll

6xHistag | factor Xa L4 b

pASK-IBA37plus I\ g

3270 bp =¥]]

MCS

f1 origin

Hindlll

Obrazek 3: Vlastnosti vektoru pASK IBA 37 plus (IBA Lifesciences, manual pro pASK
IBA 37 plus vektor). Velikost vektoru ¢ini 3270 bp, obsahuje resistenci na ampicilin a

6xHis-tag pro pie€isténi proteinu.
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Tabulka VI: Reakéni smési pro restrikci pomoci Bsal restriktazy.

SloZeni reakéni smési SloZeni reakcéni smési
obsahujici vektor obsahujici templatovou DNA
vektor 5ul DNA 1ug
10x CutSmart buffer 5ul 10x CutSmart buffer 5ul
Bsal 1ul Bsal 1l
ddH.0 doplnit do 39 pl ddH;0 doplnit do 50 pl

Stépeny vektor i DNA byly precistény pomoci kitu PCR cleaning kit
(Macherey-Nagel), koncentrace pieCisténych produkti byla zméfena na
NanoPhotometru Pearl (Implen). DNA byla svektorem smichana Vv poméru
koncentraci 3:1. Oba, stépeny vektor i amplikon, byly ligovany dohromady pomoci T4
ligdzy (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Pti ligaci byl nasledovan protokol od
Invitrogenu (tabulka VI1). Reakce byla inkubovana pies noc (O/N) pii 16 °C a byla

prerusena 10min deaktivaci v 65 °C.

Tabulka VII: Protokol od Invitrogenu pro ligaci s pouZzitim T4 ligazy.

Komponenty 20 pl reakce

T4 DNA Ligase Buffer (10X) | 2 ul

Vektor 50 ng (0,020 pmol)
Inzert 37,5 ng (0,060 pmol)
T4 DNA Ligase (5U/ul) 1ul

ddH.0 doplnit do 20 pl

3.3.2.2 Transformace vektoru do One Shot TOP10 bunék

Transformace do chemokompetentnich TOP10 bunék E. coli (Invitrogen)
probihala 20 min na ledu, kdy 25 pl TOP10 bunék bylo opatrné promichano s 12 pl
liga¢niho produktu. Poté byly buniky na 50 s vlozeny do tepelného bloku (Labnet) a
pak na 2 min na led. Nakonec bylo pfidaino 300 ul S.0.C. media (Invitrogen) o
pokojové teploté a médium s bunkami vlozeno na 30 min do tfepacky (Saynyo

101400.XX2.C) nastavené na 27 °C a 324 rpm . Zatransformované buiiky byly sterilné
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rozetfeny na ampicilinem (Amresco) osetienou LB misku (15 g agardzy na 1 litr LB

media doplnéno o 1 % 50uM ampicilinu) a dany do kultiva¢nim boxu pii 37 °C.

Selekce transformovanych kolonii byla ovéfena pomoci standardni PCR
reakce. Jako substrat bylo pouzito malé mnozstvi bakterii setfenych S$pi¢kou pipety
z LB misky a rozpipetovanych v 3,5 ul destilované vody. Reakéni mix obsahoval 1 pl
Taq pufru (Invitrogen), 0,33 ul dNTP (Invitrogen), 1 ul forward primeru, 1 ul reverse
primeru, 1 ul Taq polymerazy (Invitrogen) a 5,5 ul sterilni vody. Po piipraveni obou

dvou slozek bylo smichano 3,5 pul rozpipetovanych bakterii s 9 ul reakéniho mixu.

K amplifikaci byly pouzity gen specifick¢ primery AceA-F a AceA-R a
sekvenacni primery pro pASK vektor pASK-F a pASK-R (tabulka VI1I). Amplifika¢ni
program zahrnoval 10min denaturaci pii 94 °C a 40 cyklu stfidajicich 30s denaturaci
pii 95 °C, 30s annealing pii 55 °C a 90s elongaci pti 72 °C. Finalni extenze trvala 10
minut pii 72 °C. Velikost PCR produkti byla ovétena gelovou elektroforézou pii 100
V na 1% agar6zovém gelu. 100bp ladder (Thermo Scientific) a vzorky byly nanaseny

v mnozstvi 10 ul/jamka.

Tabulka VI1II: Sekvenaéni primery pro vektor pASK IBA 37. Teplota nasedani primerd je
55 °C.

. ¢ ¢ Velikost .
Target Nazev Sekvence (5‘—3¢) produktu Zdroj
PASK | pASK-F | GAGTTATTTTACCACTCCCT PASK IBA
IBA 37 7pl
p|u§ PASK-R CGCAGTAGCGGTAAACG 10200 Ditaz#get
vektor (IBA)

3.3.2.3 Exprese isocitrat lyazy 7 pASK vektoru

Bakterialni kolonie pozitivné testované na aceA gen byly pfes noc namnozeny
v 10 ml tekutého LB media s 0,1% obsahem 50uM ampicilinu (Amresco) v tiepacce
pii 37 °C a 324 rpm (Saynyo 101400.XX2.C). Nasledujici den bylo 5 ml narostlych
bunék presunuto do 100 ml nového LB media s 0,1 % 50uM ampicilinu a opticka
densita (O.D.) pti 600 nm métena kazdych 30 minut. Zméfené vzorky byly zmraZeny

pii-20 °C a pouzity k dalsi analyze. Pii hodnoté O.D. 0,7 byl piidan anhydrotetracyklin
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(IBA Lifesciences) v koncentraci 200 pg/1 litr kultury. Bunky byly ponechany
Vv ttepace do stacionarni faze (O.D. = 2). Nasledné¢ byly stoeny pii
8300 g/10 min/4 °C (Multifuge X3R Centrifuge, Thermo scientific) a pouzity k izolaci

proteint.
3.3.3 Izolace proteint z bakteridlniho peletu

Cytoplasmatickd frakce bakterii byla ziskdna jako supernatant ziskany
sto¢enim rozsonikovaného bakterialniho peletu v lyza¢nim pufru. Zbyly pelet byl dale
sonikovan v izola¢nim pufru, stocen, a supernatant byl klasifikovan jako membranova
frakce. Kazda sonikace v jehlovém sonikatoru UP200S Ultrasonic Processor
(Hielscher) probihala 3x po 25 s pii amplitudé 40 % a staceni bylo provadéno pfi
8300 g/15 min/4 °C (Multifuge X3R Centrifuge, Thermo scientific). Nakonec byla
izolovana inkluzni téliska solubilizaénim pufrem O/N. Pro tucely SDS-PAGE byl
supernatant ziskany sto¢enim solubilizovanych inkluznich télisek
(8300 g/15 min/4 °C, Multifuge X3R Centrifuge, Thermo scientific) piefiltrovan pies
0,22um filtr Millex®GP (Millipore) a dialyzovan proti destilované vodé ve 12-14kDa
stiivku VISKING® (Serva). Dialyzat byl opét filtrovan pies 0,22um filtr. Slozeni viech

pouzitych pufrii pro izolaci proteind frakci jsou uvedeny v tabulce IX.

Tabulka IX: SloZeni pufri uzitych k ziskani bunéénych frakei a izolaci inkluznich télisek.

Pufr SloZeni
Lyza¢ni pufr 20 mM Tris-HCI, pH = 8,0 (Sigma-Aldrich)
Izolaéni pufr 20 mM Trix-HCI, pH = 8,0 (Sigma-Aldrich)

0,5 M NaCl (Lach:ner)

2 M urea (Lach:ner)

10 mM imidazol (Sigma-Aldrich)

1 mM g-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)
2 % Triton-X (Rohm and Haas)

Solubiliza¢ni pufr 6 M guanidin hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
20 mM Tris-HCI, pH = 8,0 (Sigma-Aldrich)
0,5 M NaCl (Lach:ner)

4 mM imidazol (Sigma-Aldrich)

1 mM pg-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)
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3.3.4 SDS-PAGE

Pelet inkluznich télisek byl rozpipetovan ve 13 ul sterilni vody. 13 pl frakci
ziskanych izolaci proteinti bakteridlniho peletu a 13 pl rozpipetovaného peletu bylo
smichano s 5 pul LDS Sample Buffer (4x) (Novex) a 2 ul 10x Sample Reducing Agent
(Novex). Smés byla inkubovana 10 min pii 70 °C a pak zchlazena na ledu.
K SDS-PAGE byl uzit komer¢né dostupny ptipraveny gel Bolt mini gel (Novex). Na
jamku bylo naneseno vzdy 20 ul vzorku. V elektroforéze Bolt mini gel tank (Novex)
s 1xSDS reakénim pufrem (pfipraveny fedénim komeréné dodaného 20xSDS pufru,
Novex) byly separovany frakce pii 200 V. Jako proteinovy standard velikosti byl
pouzit 180kDa proteinovy zebficek (PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo

Scientific).
3.3.5 Western blot

K detekci proteinu byl vyuzit Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit (Bio Rad).
Penos proteint z gelu na PVDF membranu (Trans-Blot Turbo Transfer System, Bio
Rad) byl nastaven na 7 minut pti 100 V. Pro blokaci nespecifickych mist byla
membrana ponechana 60 minut v 3% odtu¢néném mléce (Bohemilk) rozpusténém
v 1XPBST (1xPBS s 0,05 % Tweenu). Po blokovani se membrana pfes noc inkubovala
Vv primarni mysi anti-His protilatce (fedéni 1:2000, Monoclonal Anti-polyHistidine,
Sigma-Aldrich, katalogové c¢islo H1029). Nasledné¢ byla membrana 10 minut
promyvana v IxPBST a po promyti byly pfidany proti-mysi sekundarni protilatky
znaené peroxidazou (fedéni 1:20000, Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo A5278).
Nakonec byla membrana 5 min inkubovana se substratem Luminata Classico (Western

HRP Substrate, Milipore) a signal detekovan pomoci pfistroje ChemiDoc (Bio-Rad).
3.3.6 Izolace proteint pribézné odebiranych vzorkt

Vzorky odebirané pii méteni O.D. v kapitole 3.3.2.3 byly rozmrazeny a stoceny pfi
8300 g/10 min/4 °C (Multifuge X3R Centrifuge, Thermo scientific). Ziskany pelet byl
rozsonikovan (UP200S Ultrasonic Processor, Hielscher ) 3x po 25 s pii amplitudé
40 % v lyza¢nim pufru uvedeném v tabulce IX. Ziskany lyzat byl sto¢en a pouzit
k SDS-PAGE.
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3.3.7 SDS-PAGE a western blot pribézné odebiranych vzorkt

13 pl lyzatu vybranych vzorka pro SDS-PAGE bylo smichano s 5 pl LDS
Sample Buffer (4x) (Novex) a 2 pl 10x Sample Reducing Agent (Novex). Smés byla
inkubovana 10 min pii 70 °C a zchlazena na ledu. Vzorky byly v mnozstvi 20 ul
naneseny na komeréné ptipraveny Bolt mini gel (Novex). V elektroforéze Bolt mini
gel tank (Novex) s 1xSDS reakénim pufrem (pfipravenym fedénim komeréné
dodaného 20xSDS pufru, Novex) byly separovany frakce pfi 200 V. Jako proteinovy
standard velikosti byl pouzit 180kDa proteinovy zebticek (PageRuler Prestained
Protein Ladder, Thermo Scientific).

K detekci rekombinantniho proteinu byl vyuzit Trans-Blot Turbo RTA Transfer
Kit (Bio Rad). Pfenos proteinti z gelu na PVDF membranu (Trans-Blot Turbo Transfer
System, Bio Rad) byl nastaven na 7 minut pti 100 V. Blokace nespecifickych mist
probihala 60 minut v 3% odtuénéném mléce (Bohemilk) rozpusténém v 1xPBST
(1XPBS s 0,05 % Tweenu). Déale se membrana pies noc inkubovala v primarni mysi
anti-His protilatce (fedéni 1:2000, Monoclonal Anti-polyHistidine, Sigma-Aldrich,
katalogové ¢islo H1029) a druhy den byla membrana 10 minut promyvana v 1XPBST.
Po promyti byly ptidany proti-mysi sekundarni protilatky znacené peroxidazou (fedéni
1:20000, Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo A5278). Nakonec byla membrana 5 min
inkubovana se substratem Luminata Classico (Western HRP Substrate, Milipore) a

signal detekovan pomoci piistroje ChemiDoc (Bio-Rad).

3.4 Biochemicka esej

3.4.1 Zpracovani snisek pro biochemickou esej

Vajicka byla rozbita sterilnim plastovym tlou¢kem v 0,05M PBS o0 pH = 7,4
(Gomori, 1955) a sonikovana (UP200S Ultrasonic Processor, Hielscher) v pfitomnosti
1% TRITON-X (Rohm and Haas). Lyzat byl stoc¢en pii 8300 g/15 min/4 °C (Multifuge
X3R Centrifuge, Thermo scientific). Supernatant byl nasledné odebran a ¢ast jej byla
pouZzita pfimo k enzymatické eseji, Cast jej byla pied vyuzitim v eseji dialyzovana dvé
hodiny proti 0,05M PBS (Gomori, 1955) v 3,5kDa dialyza¢nim sttivku VISKING®

(Serva).

21



3.4.2 Biochemicka esej

K detekci glyoxylatu ve vzorku byla pouzita biochemicka esej dle (Kornberg,
1965). 2 ml substratu k detekci isocitrat lyazy obsahovaly 50 ul 1M imidazolu (Sigma-
Aldrich), 10 ul 1M MgCl; (Lach:ner), 20 ul 0,1M EDTA (Amresco), 800 ul 10mM
phenylhydrazinu-HCI (Sigma-Aldrich), 100 ul 1mM isocitratu (DL-isocitric acid
trisodium salt hydrate, Sigma-Aldrich) a 1020 ul 0,05M PBS (Gomori, 1955), ptiprava
roztokl je uvedena V tabulce X. Vlastni detekce probihala v 96-jamkové destice
Costar (Corning), vzorky byly pipetovany v triplikatech. Desti¢ka byla pipetovana na
ledé a ke 150 ul substratu bylo pfidano 50 ul natfedéného lyzatu. Lyzat byl fedén 0,05M
PBS tak, aby se koncentrace proteinu rovnala hodnoté 5 ng/ul (A280). Aktivita
isocitrat lyazy byla blokovana pomoci 0,5M itakonatu (itaconic acid, Sigma-Aldrich)
vmnozstvi 1,88 pl/jamka. Jako pozitivni kontrola byla vyuzita aktivita
rekombinantniho proteinu isocitrat lyazy E. coli (koncentrace proteinu byla 2,5 ng/ul
pti A280), jako negativni kontrola byl uzit 0,05M PBS a substrat bez pifidaného
isocitratu (namisto isocitratu byl ptidan 0,05M PBS). Absorbance pii 324 nm byla
méfena pomoci multifunk¢éniho modularniho readeru Tecan (Tecan infinite 200 Pro)

pii teploté 25 °C. Vysledky byly vyneseny do grafu v programu GraphPad Prism 6.

Tabulka X: Priprava roztoki uZitych v biochemické eseji k detekci isocitrat lyazy.

Roztok Redéni

10mM phenylhydrazine-HCI (Sigma-Aldrich) | 1,446 g + 10 ml dH-O

1M MgCl; (Lach:ner) 952 mg + 10 ml dH,0

1mM isocitrat (DL-isocitric acid trisodium salt | 2,581 mg + 10 ml dH,O
hydrate, Sigma-Aldrich)

0,1M EDTA (pH = 8) (Amresco) 372 mg + 10 ml dH,O

1M imidazol (pH = 6,8) (Sigma-Aldrich) 688 mg + 10 ml dH,0O

0,5M itakonat (itaconic acid, Sigma-Aldrich) 10,4 mg + 160 pl dH.0

0,05M PBS (pH = 7,4, vSe Lach:ner) A =278 g NaH,PO, v 11dH,0O
ptiprava dle (Gomori, 1955) B =71,7 g Na;HPO4.12H,0 v 1 | dH,O

vysledny pufr (400 ml) =19 ml A + 81
ml B + 300 ml dH.O
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3.5 Krmeni samic na umélych membranach

Ke kontrole u€inku itakonatu (Sigma-Aldrich), vyuzivaného v pfedchozi
biochemické eseji jako inhibitoru isocitrat lyazy, na sani klist’at, jejich pfezivani a
kladeni, bylo vyuzito krmeni klist'at v krmitku na umélych membranach a hovézi krvi.
Kravska krev pochazela z mistnich jatek (Jiho¢eskd masna s.r.0.), ru¢né byl vymichan
fibrin a nadale byla skladovana pii 4 °C. 3,1 ml krve s piidavkem 31 ul ATP (10mM,
FLUKA), 3,1 ul gentamicinu (5 pg/ml, Sigma-Aldrich), 6,2 ul nystatinu (1mM,
Sigma-Aldrich) a 31 pl itakonatu o rtznych koncentracich (Sigma-Aldrich). 0,5M
roztok itakonatu byl pfipraven smichanim 10,3 mg itakonatu (Sigma-Aldrich) se
160 ul 0,05M PBS. Roztok byl pak nafedén desitkovou fedici fadou az po koncentraci
50 puM. Krmeni probihalo v Sesti-jamkové makrotitraéni desti¢ce, do kazdého krmitka

bylo umisténo 15 samic.

Samotné krmitko sestavalo z valcovité plastové casti a silikonové membrany
(Perner et al., 2016; Fourie et al., 2019). Krmitka byla umisténa do vodni lazné o
teploté 37 °C a krev ménéna kazdych 12 hodin. Ctvrty den od zaéatku sani byli ptidani
samci za ucelem oplodnéni samic potiebného k jejich plnému dosati. Dospélé samice
I.ricinus byly krmeny do plného nasani, zvazeny a umistény do podminek vhodnych
pro kladeni. Bylo sledovéano ptezivani, kladeni a lihnuti larev. Veskera statistika a

grafy byly zpracovany programem GraphPad Prism 6.
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4 Vysledky

4.1 Identifikace a kvantifikace bakterii ve vajickach klistéte Ixodes ricinus

4.1.1 Vliv antibiotik na sani a kladeni samic

V mé bakalarské praci jsem se snazila detekovat glyoxylatovy cyklus ve
vyvijejicich se klistécich embryich. Protoze tento cyklus je aktivni také v bakteriich,
pokusila jsem se piipravit klistata a jejich snisky bez symbiotickych nebo
kontaminativnich bakterii. Jedna skupina o 15 samicich byla injikovana smési
antibiotik rozpusténych v ethanolu a druh4, kontrolni skupina (taktéz o 15 samicich),
byla injikovana 1xPBS smichanym s ethanolem. Bylo sledovano sani a pfezivani
samic. Ve skupiné oSetfené antibiotiky se nasalo 8 z 15 samic a kladlo 6 samic,
Vv kontrolni skupiné se nasalo vSech 15 z 15, kladlo 10 samic. Rozdil v hmotnostech

nasatych samic obou skupin je naznacen na obrazku 4.

Data byla otestovana v programu GraphPad Prism 6 na normalitu dat pomoci
D'Agostino & Pearson omnibus normality test, pomoci F testu byla otestovana
homogenita varianci, ktera vysla nesignifikantni na hladiné¢ vyznamnosti p < 0,05
(F = 2,099, p-value = 0,3278). Data pak byla analyzovana pomoci neparového t-testu
(hodnota testové statistiky t = 0,02437, p = 0,8098, df = 21). Hodnota p vysla vétsi nez
0,05, vahy se tudiz statisticky nelisi. Priméry hmotnosti u skupin s hodnotou SEM
(stfedni chyba priméru, uvedeno v zavorce) byly rovny u skupiny osetfené antibiotiky

0,2124 g (+ 0,02333), u kontrolni skupiny 0,2031 g (+ 0,02468).

Je patrné, Ze oSetreni klistat mélo vliv na séni klist'at, avSak nikoliv na jejich
hmotnost po sani, coz korelovalo s dfive publikovanym ¢lankem (Ninio et al., 2015).
Ob¢ dveé skupiny samic byly schopny klast vejce, které jsme mohli pouzit ke

kvantifikaci a identifikaci baktertii.
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Obrazek 4: Grafické porovniani hmotnosti plné€ nasatych samic. Jeden bod znazornuje
jednu samici. Vahy nasatych samic se statisticky nelisi dle skupiny. Na obrazku je naznaéen
pramér, u skupiny osetfené antibiotiky 0,2124 g + 0,02333 (SEM, stfedni chyba priméru), u
kontrolni skupiny 0,2031 g + 0,02468 (SEM). ATB znaci skupinu samic oSetfenych
antibiotiky, PBS kontrolni skupinu. Data byla analyzovana pomoci neparového t-testu

v programu GraphPad Prism 6.

4.1.2 Amplifikace bakterialni 16S rRNA pomoci PCR, sekvenace a qRT-PCR pro

kvantifikaci bakterii

Pro ovéfeni uspésnosti zbaveni se bakterialnich symbiontt a kontaminantt byla
ze vzorki vajicek izolovana DNA, pomoci PCR reakce amplifikovana 16S rRNA ve
vzorcich a pro zviditelnéni vzorky naneseny na 1% agarozovy gel. Byla detekovana

ptitomnost bakterii ve v§ech vzorcich klistécich snusek (obrazek 5).

PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS AIB ATB ATB ATB ATB AIB
4 5 6 7 8 9 10 1 M 2 3 4 5 6

— — —— —— e —— —— _. : —— == 466 bp

Obriazek 5: Amplifikace 16S rRNA bakterii ve vzorcich DNA. Jako templat slouzila DNA
vyizolovana ze vzorkl snlisek antibiotiky oSetienych a neosetienych samic. Vysledny produkt
ma 466 bp. Ve vSech vzorcich byla identifikovana pfitomnost bakterii. Jako negativni kontrola
(NTC) byla pouzita sterilni destilovand voda. M = velikostni marker 100bp (Thermo

Scientific).
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Pro druhovou identifikaci bakterii potvrzenych ve vzorcich pomoci PCR
metody byly amplikony o pozadované velikosti 466 bp vytiznuty z gelu, vycistény a
poslany na sekvenaci do firmy SEQme. Ziskana data byla analyzovana v online
databazi BLAST (NCBI). Ukazalo se, ze snusky obsahuji dva druhy
endosymbiotickych bakterii fadicich se do kmene Proteobacteria, tridy
Alphaproteobacteria, fadu Rickettsiales do skupiny Midichloriaceae. A to bakterii
Midichloria mitochondrii (Sassera et al., 2006) a bakterii Nicolleia massiliensis
(Tveten and Sjastad, 2011). V ptipadé¢ Midichloria mitochondrii se jedna o gram-
negativni (G-) bakterie, tvaru ty¢ky (bacillus-shaped, (Lewis, 1979; Beninati et al.,
2004)). O endosymbiotické bakterii Nicolleia massiliensis toho kromé jejiho zatazeni

zatim neni vice znamo. V tabulce XI jsou uvedeny vzorky a vypis jejich bakterialnich

symbiontil.
PBS Druh ATB Druh

1 Midichloria mitochondrii 1 Midichloria mitochondrii

o | Midichloria mitochondrii 2 | Midichloria mitochondrii
Nicolleia massiliensis

3 | Midichloria mitochondrii 3 | Midichloria mitochondrii
Nicolleia massiliensis

4 M.'d'ChI.Or'a ml_tc_)cho_ndrll 4 Midichloria mitochondrii
Nicolleia massiliensis
Midichloria mitochondrii - .. .

5 Nicolleia massiliensis 5 Midichloria mitochondrii

g | Midichloria mitochondrii 6 | Midichloria mitochondrii
Nicolleia massiliensis

7 Midichloria mitochondrii
Nicolleia massiliensis

8 Midichloria mitochondrii

Nicolleia massiliensis

9 Midichloria mitochondrii
Midichloria mitochondrii

10 . . A

Nicolleia massiliensis

Tabulka XI: Druhy bakterii pFitomné ve snuSkach. Skupina oSetfena antibiotiky
obsahovala vyhradn¢ endosymbiotickou bakterii Midichloria mitochondrii, Vv kontrolni
skupiné byl navic nalezen genom Nicolleia massiliensis. Data o druzich bakterii byla ziskana
sekvenaci vyizolované DNA ze vzorkd sniSek samic treatovanych a netreatovanych
antibiotiky, zpracovani dat probéhlo v programu Chromas a ziskané sekvence byly
analyzovany v online databazi BLAST. PBS znaci kontrolni skupinu, ATB je skupina oSetfena

antibiotiky.
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Metodou gRT-PCR pak bylo zjisténo relativni mnozstvi bakterii ve vzorcich za
ucelem porovnani mnozstvi bakterii v jednotlivych sniskach standardizovanych na
klistéci aktin. Ukazalo se, Ze samice oSetiené smesi antibiotik obsahovaly podobné
mnozstvi bakterii jako kontrolni skupina (obrazek 6). Ve dvou vzorcich se nasla
stopova mnozstvi bakterii, v porovnani se vzorkem s nejvétsi expresi, mély tyto vzorky
méné¢ nez 1 % 16S genomu. Relativni exprese byly vyhodnoceny pomoci
neparametrického Mann-Whitney testu a nevykazovaly zadny signifikantni rozdil pii
p < 0,05, hodnota p-value byla rovna 0,911. Primérna hodnota exprese u skupiny
oSetfené antibiotiky c¢inila 17,10 % (hodnota SEM byla rovna 6,031), u kontrolni
skupiny byl pramér 26,38 % (hodnota SEM byla 11,33).
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Obrazek 6: Relativni kvantifikace 16S rRNA bakterii ve vzorcich. Kazdy bod znamena
jeden vzorek. Vzorek obsahujici nejvétsi pocet bakterii byl oznacen jako 100 %, ostatni vzorky
jsou vztazeny k této hodnoté. V grafu je vyznacen useCkami primeér, ktery byl u skupiny
oSetfené antibiotiky 17,10 % (SEM = 6,031) a u kontrolni skupiny 26,38 % (SEM = 11,33).
Vyhodnoceni prob&hlo pomoci neparametrického Mann-Whitney testu, rozdily v expresi byly
vyhodnoceny jako nesignifikantni pii p < 0,05, hodnota p-value byla rovna 0,911. PBS zna¢i

kontrolni skupinu, ATB je skupina oSetfena antibiotiky.

Po zjisténi, Ze se skupina oSetfend antibiotiky a kontrolni skupina neliSily v poctu
obsazenych bakteriich a ob& dvé skupiny obsahovaly symbionty, u kterych nebyla
prokazana exprese isocitrat lyazy, mohly byt snisky vyuzity k biochemickému testu.
Nejprve vsak bylo nutné esej nastandardizovat a vytvofit pozitivni kontrolu, pomoci

niz by bylo mozné ovéfit jeji funkénost.
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4.2 Ptiprava pozitivni kontroly pro biochemickou esej

4.2.1 Amplifikace genu aceA z genomu Escherichia coli

Kovéfeni spravnosti biochemického testu naovéfeni pritomnosti
glyoxylatového cyklu bylo potieba vytvorit pozitivni kontrolu, ktera by podala
informaci o tom, jestli je mnou navrzend biochemickd esej funkéni ¢i nikoliv.
Rozhodla jsem se pro izolaci genu aceA pro tvorbu isocitrat lyazy z bakterie

Escherichia coli K-12.

Pomoci PCR reakce a gen specifickych primert se povedlo namnozit genovou
sekvenci kodujici gen aceA v bakterii E. coli. Gen aceA ma 1305 bp, primery navic
obsahovaly nukleotidy potiebné pro ligaci do pASK vektoru, celkova velikost je tedy
1336 bp. Amplifikace byla ovéfena na 1% agardézovém gelu (obrazek 7). V dal$im
kroku byla amplifikovana sekvence vyfiznuta a vy¢i$téna z gelu a pouzita k ligaci do

pASK vektoru.
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Obrazek 7: Amplifikovany gen aceA o velikosti 1336 bp. AceA je namnozeny usek DNA
obsahujici sekvenci pro expresi isocitrat lyazy pochazejici z genomu Escherichia coli. Gen ma
velikost 1305 bp, s naamplifikovanymi konci fetézce obsahujicimi sekvence pro klonovani do

pASK vektoru 1336 bp. M = 100bp marker (Thermo scientific).

4.2.2 Ligace atransformace do E. coli TOP10 bun¢k

Pro expresi rekombinantniho proteinu bylo nezbytné amplifikovanou sekvenci
zaligovat do pASK vektoru a transformovat do bakterii. Vektor pASK IBA 37 plus je

bakterialni vektor velikosti 3,27 kbp s rezistenci na ampicilin a 6x His-tagem pro
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pfipadné preciSténi rekombinantniho proteinu. Vektor je pod tésnou kontrolou
tetracyklinového promotoru. Exprimovany rekombinantni protein je pak lokalizovan
v cytoplasmé, exprese je indukovana piidanim anhydrotetracyklinu (200 pg/l) a je

mozna v béZzném kmenu E. coli.

Amplifikovany templat byl vycistén a restrik¢énim enzymem Bsal byly stépeny
jeho konce. Stejné tak byly st€peny i konce vektoru, tispé$nost restrikce byla ovérena

na 1% agar6zovém gelu, viz obrazek 8. Nasledné byly templat s vektorem ligovany.

bp <SS

3000 . — ” : == 3270bp

1500 : e =313,
; 3bp
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-

Obrazek 8: Ovéreni restrikce vektoru a templatové DNA pomoci Bsal restriktazy na 1%
agarézovém gelu. Stfizeny vektor byl velikosti 3270 bp, stejné tak jako nestfizeny vektor.
Sttizeny templat byl velikosti 1313 bp. NV = nestfizeny vektor, SV = stfizeny vektor, ST =
stfizeny templat. Jako marker (M) byl vyuzit 1kb ladder (Biolabs).

Po ligaci byly plasmidy zatransformovany do TOP10 bunék. Byla ziskana
pouze jedna kolonie. Transformace byla ovéfena pomoci PCR metody za uziti jak
sekvenacnich, tak specifickych primerta. Vysledné produkty PCR reakce byly
vyneseny na 1% agardzovy gel. Ocekavany produkt mél 1626 bp v piipadé uZziti
sekvenacnich primerd a 1336 bp v pfipadé specifickych primert (obrazek 9).
Sekvenaci plasmidu byla ovétena spravnost klonovani a po namnozeni bakterii bylo

mozno piejit k expresi isocitrat lyazy.
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Obriazek 9: Ovéreni transformace na 1% agarézovém gelu pomoci sekvenacnich primeri
(A) pro pASK vektor a specifickych primera (B) pro aceA gen. AceA znaci tspésnou ligaci
a transformaci plasmidu (1626 bp pii uziti sekvena¢nich primert a 1336 bp se specifickymi
primery), NTC je pro srovnani prazdny vektor (311 bp). M (marker) je 100bp ladder

(Thermoscientific).

4.2.3 Exprese rekombinantniho proteinu pomoci anhydrotetracyklinu

Findlnim krokem k vytvofeni rekombinantni isocitrat lyazy pro pouziti
Vv biochemickém testu byla exprese funkéniho enzymu. Namnozené TOP10 bunky se
zatransformovanym plazmidem byly pfes noc namnoZeny, 5 ml narostlych bunék bylo
ptepipetovano do Cerstvého LB média a kazdou pilhodinu byla métena opticka densita

(pti 600 nm). Namé&iené hodnoty jsou v tabulce XII.

Pfi hodnot¢ O.D. 0,8 byl kbakterialni kultufe pfidan anhydrotetracyklin
slouzici ke stimulaci exprese isocitrat lyazy z pASK vektoru. Protoze uspé$nost
transformace plasmidu byla nizk4 (nemoznost zaklonovat do pET 100 vektoru
(Invitrogen)) a obavala jsme se toxicity exprimovaného proteinu, byla sledovana
ktivka riistu bakterii v porovnani s expresi kontrolniho netoxického enzymu prolidazy
(ID genu 948335), viz obrazek 10. Po 7 hodinach od zacatku exprese se bunky dostaly
do staciondrni faze, byly stoCeny a pouzity k ovéfeni exprese isocitrat lydzy do
cytoplasmy bunék pomoci SDS-PAGE a western blot metody. Po pfidani
anhydrotetracyklinu nebyl viditelny zadny toxicky vliv exprese isocitrat lyazy na rtst
bakterii, proto jsem se rozhodla spravnost exprese ovétit pomoci SDS-PAGE a western

blot metod.

30



Tabulka XI11: Hodnoty O.D. bakterialni kultury s transformovanym plasmidem s aceA
genem pro tvorbu isocitrat lyazy a kontrolni kultury, ktera nesla genetickou informaci
kédujici enzym prolidazu (EC 3.4.13.9) ligovanou v pASK vektoru. V ¢ase 2,5 hodiny (po
zméteni O.D.) byla stimulovana exprese proteint pfidanim anhydrotetracyklinu a sledovan

vliv na rast bunék.

cas O.D. | O.D. cas O.D. O.D.
(hod) | aceA | CTRL | (hod) | aceA CTRL
0 0,142 | 0,115 4 1,593 1,418
05 | 0,15 | 0,095 4,5 1,787 1,633
1 0,161 | 0,242 5 2,097 1,849
15 | 0,247 | 0,19 55 2,236 2,096
2 0,44 | 0,341 6 2,356 2,176
25 | 0,766 | 0,612 6,5 2,523 2,294
3 0,994 | 0,846 7 2,553 2,323
3,5 1,382 | 1,188

— aceA
CTRL

0.D. 600

u'l'l:l'l'l'l'l'l

0 1 2 3 4 5 6 7 8
cas (hod)

Obrazek 10: K¥ivka naristu optické density bakterialnich kultur v ¢ase. Hvézdicka (*)
znaci pridani anhydrotetracyklinu v ¢ase 2,5 hodiny od pocatku Kk indukci exprese proteint.
Dle obrazku je zfejmé, Ze exprimovana isocitrat lyaza nema vliv na rast kultury. AceA = kiivka
znazornujici rust O.D. kultury, kterd nese gen pro expresi isocitrat lyazy. CTRL = kiivka
znazornujici rust bakterialni kultury obsahujici gen kédujici enzym prolidazu (EC = 3.4.13.9).
Teckované ¢ary symbolizuji optickou densitu v case ptidani anhydrotetracyklinu ke kultufe.

O.D. 600 = opticka densita.
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4.2.4 Ovéfeni exprese rekombinantu aceA

Pro ovéfeni spravnosti exprese byly pelety bakterii odebirané v jednotlivych
timepointech analyzovany pomoci metody SDS-PAGE a western blotu za pouZiti
protilatky proti His-tagu. Pomoci téchto metod jsem ovéfila indukci exprese
rekombinantu po pfiddni anhydrotetracyklinu. Pro zajiSténi spravné exprese
rekombinantu vyrobce doporucuje pfidani anhydrotetracyklinu mezi O.D. 0,6 a 0,8.
Po ptidani anhydrotetracyklinu je vidét riist exprese proteinu v pozadované velikosti
49,3 kDa. Velikost mnou exprimovaného proteinu byla zjisténa programem EditSeq
(DNASTAR). Protilatka proti His-tagu detekovala nartst exprese aceA po stimulaci.
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Obrazek 11: Exprese rekombinantniho proteinu isocitrat lyazy v ¢ase. A) Western blot
detekujici proteiny obsahujici His-tag (zviditelnéno pomoci fluorescence v piistroji
Chemidoc (BioRad)). B) SDS-PAGE pieblotovany na PVDF membranu barvenou
Coomassie brilliant blue. Cisla v zdhlavi znagi ¢as v hodinach od po&atku inkubace. V ¢ase
2,5 hodiny byl pfidan anhydrotetracyklin k expresi. Jako proteinovy standard (M) byl vyuzit

PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific).

Abych zjistila, zda se mij rekombinantni protein exprimuje do cytoplasmy
bakterii, do jejich membran, nebo je precipitovan do inkluznich télisek, odizolovala
jsem jednotlivé frakce, analyzovala je na SDS-PAGE a proteiny obsahujici His-tag
detekovala western blot analyzou. Molekulova hmotnost isocitrat lyazy bakterie E. coli
je 48 kDa, rekombinantni isocitrat lyazy 49,3 kDa. Zjistila jsem, Ze se nas protein Se
nachazi ptevdzné v cytoplasmé bakterii. Malé mnozstvi proteinu bylo nalezeno i

Vv ostatnich bunéénych frakcich (obrazek 12).
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Obrazek 12: Detekce rekombinantniho proteinu isocitrat lyazy v jednotlivych
bakterialnich frakcich. A) Western blot detekujici proteiny obsahujici His-tag (zviditelnéno
pomoci fluorescence v piistroji Chemidoc (BioRad)). B) SDS-PAGE pieblotovany na PVDF
membranu barvenou Coomassie brilliant blue. Z obrazku je zfejmé, Ze se mMNOU exprimovany
protein nachazi v cytoplasmé (CF), méné pak i v ostatnich buné¢nych frakcich. P = vychozi
bakterialni pelet, CF = cytoplasmaticka frakce, MF1-3 = membranové frakce, I = inkluzni
téliska. Jako proteinovy standard byl vyuzit PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo

Scientific).

4.3 Ovéfteni aktivity rekombinantniho proteinu pomoci biochemické eseje

ProtoZe v cytoplasmé bakterii se rekombinantni proteiny nachazi v rozpusténé
formé, pro biochemickou analyzu byla pouzita tato frakce. Abych zjistila, zda je tento
protein aktivni, otestovala jsem aktivitu cytoplazmatické frakce bakterii obsahujici
tento protein v biochemické eseji detekujici ptitomnost a vznik glyoxylatu (produkt
1socitrat lyazy). K reakcni smési bylo bezprostfedné pred méfenim ptidano 50 pl lyzatu
rozsonikovanych a sto¢enych bakterialnich peletti bun¢k bakterii, které byly predtim
exprimovany. K ovéfeni specificity isocitrat lyazy bylo vyuzito inhibice enzymu jeho
specifickym inhibitorem itakonatem, inkubace bez pfidan¢ho substratu (isocitrat) a
denaturace rekombinantu teplem. Absorbance byly méfeny v Case pii 324 nm a teploté
25 °C. Thned ze zacatku reakce byl méfen narist produkce glyoxylatu (obrazek 13).
Tato reakce byla inhibovana itakonatem a denaturaci rekombinantu teplem. Samotny
lyzat netransformovanych E. coli ma také detekovatelnou aktivitu isocitrat lyazy, ale
nesrovnatelné niz§i v porovnani s klonem exprimujicim rekombinantni enzym
(obrazek 14). Muzu tedy konstatovat, Ze se mi podatilo vyexprimovat rekombinantni
funkéni enzym isocitrat lyazu z E. coli, ktery mize dale slouzit jako pozitivni kontrola

v mych biochemickych esejich.
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— lyzat exprimovanych bunék

— denaturovany lyzat exprimovanych bunék
— lyzét exprimovanych bunék s itakonatem
— lyzét exprimovanych bunék bez isocitratu
— negativni kontrola

absorbance (nm)

cas (min)

Obrazek 13: Ovéreni aktivity rekombinantni isocitrat lyazy pomoci biochemického testu.
V grafu je patrna produkce glyoxylatu, ktera je zviditeliiovana reakci s phenylhydrazinem pii
324 nm a teploté¢ 25 °C. Z grafu je patrny nartist absorbance pii reakci phenylhydrazinu
s lyzatem exprimovanych bunc¢k a naopak stagnace signalu pii denaturaci lyzatu, ptidani
itakonatu do eseje a pii reakci bez pfidaného substratu (isocitratu). Jako NTC (negativni
kontrola) byl pouzit 0,05M PBS. Aktivita byla stanovena jako nardst absorbance pii 324 nm

v Case. Grafické znazornéni je pramérem triplikatd.

0.5 4
— lyzat bunék Escherichia coli
T — denaturovany lyzat Escherichia coli
E 044 — lyzat Escherichia coli s itakonatem
3 — lyzat Escherichia coli bez 1socitratu
c
E — PC (aktivita rekombinantu)
O 0.3 //M——' — NTC
(7]
et
©
0 20 40 60
cas (min)

Obrazek 14: Detekce aktivity isocitrat lyazy u bakterie E. coli K-12. K porovnani byla
vyuzita aktivita rekombinantni isocitrat lydzy, aktivita byla inhibovana itakonatem, denaturaci
lyzatu teplem a nepfidanim isocitratu do biochemického testu. Z grafti je patrné, Ze i
netransformovana E. coli ma aktivitu isocitrat lyazy, kterd je vSak nesrovnatelné nizsi, nez
v pfipadé¢ transformovanych bun¢k. PC = aktivita rekombinantniho proteinu, NTC = 0,05M
PBS. Absorbance byly méteny v triplikatech, graf je jejich primérem.



4.4 Detekce isocitrat lyazy biochemickym testem ve vaji¢kach klistéte

Ixodes ricinus

S optimalizovanym biochemickym testem jsem mohla pfistoupit k vlastni
detekci isocitrat lyazy ve dvoutydennich vaji¢kach klistéte Ixodes ricinus (vajicka s
vyvijejicimi se embryi, viz obrazek 15). Tti vzorky vajicek byly rozbity sterilnim
plastovym tlouc¢kem, stoceny a lyzat byl rozsonikovan a pouzit ve stejné enzymatické
eseji jako rekombinantni protein isocitrat lyaza. Jeden vzorek byl navic téi hodiny
dialyzovéany, kvili odfiltrovani endogenniho isocitratu a hemu, poptipadé jinych

malych molekul reagujicich s phenylhydrazinem.

1. tyden

Obrazek 15: Vajicko Klistéte I. ricinus na zacatku vyvoje a v druhém tydnu vyvoje.
Meéfitko v obrazcich znazoriuje 100 um.

Lyzat i dialyzovany lyzat vykazovaly aktivitu, nartst absorbance byl ovsem
patrny jak v eseji s isocitratem a bez inhibitoru, tak v esejich s itakonatem a bez
isocitratu. Teplem inhibovany lyzat nevykazoval narast aktivity, nicméné vykazoval
pomérné vysoké hladiny absorbance (obrazek 16). Vzhledem k tomu, Ze enzymaticka
aktivita nebyla inhibovana itakonatem, ani nepfitomnosti substratu (isocitratu), nebyla
aktivita pravdépodobné zpisobena enzymatickym rozkladem isocitratu pomoci
isocitrat lyazy na glyoxylat a sukcinat, nybrz doslo k zaznamenani aktivity v dasledku

jiného biochemického procesu.
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Obrazek 16: Detekce glyoxylatu ve vaji¢kach Ixodes ricinus. V piipadech A a B byl uzit
nedialyzovany lyzat vajicek, v ptipadé C byl lyzat pred biochemickou eseji dialyzovan tfi
hodiny proti 0,05M PBS (denaturace teplem byla provedena az po dialyze). Z grafii je patrné,
ze v nedialyzovanych i dialyzovaném vzorku je viditelna aktivita, a to i za inhibice itakonatem
a bez ptidaného isocitratu k reakci. Jako pozitivni kontrola byla vyuzita aktivita rekombinantu
isocitrat lyazy, ktera je v porovnani s aktivitou nalezenou ve vzorcich nizkéa pravdépodobné
kvali vyssi absorbanci lyzata (obsah proteinu 5 ng/ul, A280). Pozitivni kontrola obsahovala
2,5 ng/ul (A280). Negativni kontrolu piedstavoval 0,05M PBS. Vzorky byly méfeny

v triplikatech, grafické vyobrazeni je jejich primérem.
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4.5 Detekce isocitrat lyazy biochemickym testem u jinych druht klist’at

Vajicka dvou druhu klistat, Amblyomma americanum a Dermacentor reticulatus byla
ziskdna z chovu Akademie véd a pouzita k enzymatické eseji. Byla zpracovana
stejnym zpusobem jako vaji¢ka Ixodes ricinus. Vaji¢ka byla odebirana v ¢ase vyvoje,
ktery mikroskopicky odpovidal druhému tydnu vyvoje klistat. Po rozbiti plastovym
tlouCkem, stoCeni a sonikaci byly lyzaty po nafedéni na koncentraci proteinu 5 ng/ul
pfidany do enzymatické eseje. Stejné jako u Ixodes ricinus, i zde je patrna aktivita, ale
je srovnatelna s aktivitou po inhibici itakonatem a Vv reakci bez ptidaného isocitratu.

Lze tedy usuzovat, ze ani v téchto dvou ptipadech nebyla méfena aktivita isocitrat

lyazy.
— nedialyzovany lyzat
’é‘ = denaturovany lyzat
£ —— lyzit s itakonatem
bt = lyzat bez isocitritu
c Sl g
g — pozitivni kontrola
o — negativni kontrola
»
Q
©
0.2 —
0 20 40 60
cas (min)
1.04 . . .
B — nedialyzovany lyzat
E —— denaturovany lyzat
£ 0.8 —— lyzat s itakonatem
8 — lyzit bez isocitratu
c wians o
s 061 —— pozitivni kontrola
.g — - — negativni kontrola
»
o 0.4
©
PSSR
0.2 — 71—
0 20 40 60
cas (min)

Obriazek 17: Vysledky biochemického testu u klistat Amblyomma americanum (A) a
Dermacentor reticulatus (B). Méfena aktivita je nespecificka, neni inhibovana ani ptidanim
itakonatu, ani nepritomnosti substratu (isocitrat). Z toho lze soudit, Ze ani v téchto 2 ptipadech
se nejedna o aktivitu enzymu glyoxylatového cyklu, isocitrat lyazy. Jako pozitivni kontrola
byla vyuzita aktivita rekombinantu isocitrat lyazy, jako negativni kontrola 0,05M PBS. A:

Amblyomma americanum, B: Dermacentor reticulatus.
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4.6 Test inhibitoru na krmitku

I kdyZz se mi biochemickym testem u klist'at nepodafilo detekovat pfitomnost
glyoxylatové drahy, pfesto jsem pfistoupila k findlnimu in-vivo experimentu. Byl
testovan vliv itakonatu na sani, kladeni a lihnuti larev. Ocekavala jsem, Ze itakonat,
jakozto inhibitor isocitrat lyazy a zaroven sukcinat dehydrogenazy bude mit negativni
dopad na reprodukci klist'at. Na obrazku 18 jsou vidét samice 6. den od pocatku sani.
V prib¢hu experimentu jsem nepozorovala zadny rozdil ve velikostech ani poc¢tu

samic sajicich na membrané.

0,5M 5SmM

50 uM

Obrazek 18: Krmeni kli$t’at pfes umélou membranu na krvi suplementované itakonatem

0 riznych koncentracich.

Doba sani byla zaznamendvéna a je graficky zndzornéna na obrazku 19. Data
nepochazela z normalni distribuce, byla proto otestovana pomoci neparametrického
Mann-Whitney testu, vzdy ve dvojici skupina oSetiena — kontrola. Ukazalo se, ze
koncentrace 0,5 M, 50 mM a 50 uM se na hladin€ p < 0,05 nelisily od kontrolni skupiny
Vv délce sani, skupiny SmM a 0,5mM saly déle nez kontrola. Hodnoty p — value byly
pro 0,5 M (p =0,0558), 50 mM (p = 0,4943), 5 mM (p = 0,0353), 0,5 MM (p = 0,0141)
a 50 uM (p = 0,4266).
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Obrazek 19: Doba sani samic v jednotlivych skupinach. Jeden bod zndzornuje jednu samici.
V grafu je naznaCen primér v jednotlivych skupinach. Data byla otestovana pomoci

neparametrického Mann-Whitney testu, kdy se ukazalo, Ze skupiny s 0,5mM a 50uM

koncentraci itakonatu se liSily v délce sani od kontrolni skupiny.

Po nasati byly samice zvazeny a jejich vahy statisticky otestovany pomoci
Mann-Whitney testu, vzdy byla porovnavana skupina o$etfena itakonatem s kontrolou.
Nebyl prokazan vliv itakonatu na vahu samic po dosati na hladiné p < 0,05 (obrazek
20). Hodnoty p — value byly nasledujici: p = 0,5541 (0,5 M), p = 0,9694 (50 mM),
p=0,4677 (5 mM), p = 0,2235 (0,5 mM), p = 0,4390 (50uM). Priméry vah
jednotlivych skupin se standardni chybou priméru uvedenou v zavorce byly od
nejvyssi koncentrace itakonatu po kontrolni skupinu nasledujici: 149,9 mg (24,44),
141,2 mg (9,363), 165,3 mg (24,51), 177,1 mg (17,57), 164,9 mg (18,54) a 130 mg

(19,46).
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Obrazek 20: Vliv itakonatu na sani samic. Jedna tecka zndzorniuje 1 samici. Na obrazku je
znazornén primeér. Nebyl zjistén zaddny vliv itakondtu na séni samic (statisticky ovéfeno

pomoci Mann-Whitney testu, vzdy porovnavana oSetfena skupina s kontrolou).

Déle bylo sledovano kladeni vajicek nasatych samic. Samice oSetfené nejvysSSim
mnozstvim itakonéatu s vyjimkou jedné nekladly, samice oSetfené druhou nejvyssi
koncentraci kladly s vyjimkou jedné vSechny. Samic s nulovym obsahem itakonatu
Vv potravé kladla témét polovina. Pocet kladoucich samic/pocet nasatych samic byl
nasledovny: 1/12 (0,5 M), 11/12 (50 mM), 7/10 (5 mM), 2/9 (0,5 mM), 4/8 (50 uM) a
6/14 (CTRL). Z vysledka nelze usoudit, zda mél itakonat vliv na kladeni samic, bylo
by vhodno pokus opakovat. Zarovei nelze ani posoudit vliv na lihnuti larev (obrazek
21). Pocet lihnoucich se snusek/pocet nasatych samic byl u jednotlivych skupin
nasledovny: 1/12 (0,5 M), 6/12 (50 mM), 4/10 (5 mM), 0/9 (0,5 mM), 2/8 (50 uM) a
3/14 (CTRL).
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Obrazek 21: Graf znazornujici vliv itakonitu na kladeni samic a lihnuti larev. Ze
ziskanych dat nelze rozhodnout, zda mél inhibitor vliv na kladeni a lihnuti a bylo by vhodné
experiment zopakovat. A) Procenta samic, které kladly pti riznych koncentracich itakonatu.
Pocet kladoucich samic/pocet nasatych samic byl nasledovny: 1/12 (0,5 M), 11/12 (50 mM),
7/10 (5 mM), 2/9 (0,5 mM), 4/8 (50 uM) a 6/14 (CTRL). B) Procento samic, z jejichz snisek
se vylihly larvy po sani na riznych koncentracich itakonatu. Pocet kladoucich samic/pocet
nasatych samic byl nasledovny: 1/12 (0,5 M), 6/12 (50 mM), 4/10 (5 mM), 0/9 (0,5 mM), 2/8
(50 uM) a 3/14 (CTRL). Jako 100 % (A i B) byly brany vSechny nasaté samice.
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5 Diskuze

Glyoxylatovy cyklus je anaplerotickou drahou, ktera umoziuje organismim
vyuzivajicim dvouuhlikaté slouceniny jako sviij hlavni ptijem uhliku tyto dvouuhlikaté
slouCeniny pfeménit na Ctyfuhlikat¢é bez oxidac¢nich krokl citratového cyklu.
(Kornberg and Krebs, 1957). Cyklus je pro tyto organismy mén¢ energeticky vyhodny,
avsak slouzi jako zdroj organickych sloucenin (oxalacetatu), ktery mize byt pouzit
k tvorbé biomasy pfeménou ve fosfoenolpyruvat a nasledné na sacharidy. (Dolan and
Welch, 2018). Tuto drahu vyuzivaji hlavné bakterie rostouci na acetatu a jinych
Zivinami chudych médiich (Dolan and Welch, 2018) a rostliny, kdy kli¢ici semena
musi pretvaret lipidy v sacharidy (Kornberg and Beevers, 1957). U nékterych metazoi,
véetné Cloveéka byla detekovana aktivita (Davis and Goodman, 1992), potvrzené
homologni geny jsou vSak evolu¢né nejvyse jen u hlistic (Kondrashov et al., 2006).
Tato aktivita byla detekovana vzdy jen za extrémné stresovych nebo patologickych
podminek, napiiklad medvédu pti hibernaci (Davis et al., 1990a) nebo hladovéjicich
krys (Popov et al., 1998). Homologni geny pro enzymy glyoxylatového cyklu vSak
nikdy v téchto organismech objeveny nebyly, coz muzZe byt dano jejich absenci, nebo

se sekvence velmi 1isi.

Pro detekci glyoxylatového cyklu, konkrétné enzymu isocitrat lyazy, jsem se
rozhodla na zakladé objevu védct Kamela a Fahmyho, ktefi provedli biochemicky test
na detekci glyoxylatu ve vajickach klistéte Hyalomma dromedarii (Kamel and Fahmy,
1982). Nartst glyoxylatu si vykladali jako aktivitu isocitrat lyazy, avsak v eseji
nepouzili itakonat (v t€ dob¢ jediny znamy specificky inhibitor isocitrat lyazy),
nedenaturovali enzym, nedekovali aktivitu bez pfidaného isocitratu a v praci
nepokracovali dal charakterizaci struktury enzymu. Proto jsem chtéla najit aktivitu
isocitrat lyazy ve vaji¢kach naseho klistéte Ixodes ricinus, enzym purifikovat a pomoci
hmotnostni spektrometrie ho charakterizovat. Pak jsem chtéla zjistit sekvenci genu
kodujici tento enzym, najit tento gen v genomu klistéte a poté ovéfit jeho piitomnost
(nebo ptitomnost homologniho genu) v lidském genomu. Biochemicky test uvedeny v
tomto ¢lanku se caste¢né lisil od testu pouzivaného mnou. Uvedeny biochemicky test
obsahoval vedle phenylhydrazinu, isocitratu, MgClz a 0,05M PBS navic
S-mercaptoethanol, ktery do reakce vnasel thiolové skupiny. Tento biochemicky test

byl pfi riznych pH otestovdn na mém rekombinantnim proteinu, stejné¢ jako na
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lyzatech klistécich vajicek, bez uspéchu (v praci neuvedeno). Proto jsem se rozhodla
pro klasicky standardizovany test na isocitrat lyazu (Chell et al., 1978), ktery je
dostupny i na strankach spole¢nosti Sigma-Aldrich. Dalsi véci, ktera byla provedena
jinak nez v ¢lanku, byla piiprava lyzatu. V praci Kamela a Fahmyho byl lyzat
ptipraven pouze rozbitim vaji¢ek pomoci teflonového homogenizéru, ja jsem snusky
nejenom homogenizovala, nybrz i za pfedpokladu, Ze je enzym isocitrat lyaza ptitomna

v endosomech, sonikovala za pfitomnosti detergentu.

V puvodnim ¢lanku byla k detekci vyuzita vajicka odebrana v riznych fazich
vyvoje a nejvyssi aktivita byla namétena 15. den po ovipozici. Po srovnani vyvoje
Hyalomma dromedarii s embryonalnim vyvojem naSeho klistéte Ixodes ricinus
(ptiloha 1), jsem se rozhodla pro vaji¢ka odpovidajici 14. dnu vyvoje (podle Jasik,
2007). Vajicka jsem vzdy kontrolovala pod mikroskopem (obrazek 15), protoze Cast
experimentu probihala v zimé, kdy klistata pomaleji saji a pomaleji se vyvijeji, proto

by mohla byt orientace pouze podle data ovipozice nepiesna.

Nejprve bylo nutné zkontrolovat obsah bakterii ve snuskach, které mély byt
vysokym mnozstvim antibiotik, pied kladenim byly promyvany v nafedéném peroxidu
vodiku a ethanolu, taktéz i snlisky pred pouzitim. Jako antibiotika byla zvolena
kombinace tetracyklinu a chloramfenikolu, ob¢é dvé antibiotika jsou Sirokospektra.
Tetracyklin inhibuje proteosyntézu reverzibilni vazbou na 30S podjednotku ribozomu,
chloramfenikol inhibuje proteosyntézu vazbou na 50S podjednotku ribozomu (Kapoor
et al., 2017). V porovnani s klistaty z kontrolni skupiny, oSetiené jen smési PBS a
ethanolu, se klistat dosalo méné (pouze 8 v porovnani s kontrolou, ve které se dosalo
vSech 15 samic). Skupina oSetfena antibiotiky obsahovala pouze genom Midichloria
mitochondrii (tabulka XI), ktera je pravdépodobné dileZita pro sani a vyvoj klistéte
(Ninio et al., 2015), proto se ziejmé veskera klist'ata, ktera jsme tohoto symbionta
zbavili, nepiisala, nebo nedosala. Tato endosymbioticka bakterie byla pozorovana
hlavné ve vajecnicich samic klistéte Ixodes ricinus, u samct nebyla nalezena (Sassera
et al., 2006). Kontrolni skupina vyjma Midichloria mitochondrii obsahovala
endosymbiotickou bakterii Nicolleia massiliensis (tabulka XI), ktera dle mého

experimentu pravdépodobné neni pro sani a vyvoj podstatna. Genom Midichloria
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mitochondrii ptekvapivé neobsahuje gen pro isocitrat lyazu (KEGG), proto jsem

mohla vyloudit vliv symbiontti na esej.

Dalsim dulezitym bodem byla tvorba pozitivni kontroly pro mou biochemickou
esej. Escherichia coli obsahuje gen pro tvorbu isocitrat lyazy (KEGG), ale enzym je v
bakteriich pfitomny pouze v malych koncentracich, proto jsem se rozhodla zaklonovat
gen aceA kodujici isocitrat lyazu, a enzym pak exprimovat. Pro klonovani aceA jsem
puvodné chtéla vyuzit pET100 vektor (v praci nezmiiuji), ale nepodaiilo se mi do n¢j
gen zaklonovat. Piedpokladala jsem, ze by se mohlo jednat o toxicky gen, ktery napf.
burice spotifebovava vétsinu isocitratu a buiika tudiz nema substrat pro Krebstv cyklus
a proto nema dostatek energie na dulezité zivotni procesy (napt. tvorba ATP). Proto
jsem se rozhodla gen klonovat do vektoru pASK, kde je exprese vyvolana az po ptidani
anhydrotetracyklinu a exprimuje protein do cytoplasmy, proto je vhodny i pro
klonovani toxickych genti. Do pASK vektoru se mi gen zaklonovat podafilo, nicméné
jsem ziskala jen jednu kolonii bun¢k nesouci mnou pozadovany gen. Gen prekvapive

nemél vliv na rist bakterii, jak jsem piedpokladala (obrazek 10).

Enzym isocitrat lydzu se podafilo vyexprimovat solubilni, rozpuSténou
Vv cytoplasmé (obrazek 12). Enzym nese His-tag pro purifikaci, ktera ale zatim nebyla
vyuzita. Pro ucely biochemického testu nebyla purifikace podstatna, naopak by mohlo
dojit k ztrat€ aktivity. Lyzat bakterii jsem pak pouZivala v biochemickém testu jako
pozitivni kontrolu. Ze se jedna skute¢né o mnou pozadovany enzym jsem ovéfila
pomoci western blot analyzy, inhibici itakonatem a eseji bez isocitratu, ktery je
substratem reakce (obrazek 13). Existuje velka spousta inhibitort isocitrat lyazy (Lee
et al., 2015), ja jsem se rozhodla pro inhibici timto specifickym inhibitorem zejména
proto, Ze je nejdéle zndmym inhibitorem isocitrat lyazy, poprvé zminén v roce 1977
(McFadden and Purohit, 1977). Vyhodou itakonatu je inhibice i pii velmi nizkych
koncentracich. Zna¢na nevyhoda je, ze ve vysSich koncentracich plisobi hemolyzu
cervenych krvinek (0,5M koncentrace itakonatu v krvi plisobi hemolyzu b&hem par
minut), proto jsem v mém experimentu se sanim klistat na umélych membranach

musela pouzit velmi mala mnozstvi itakonatu.

Po ptipravé pozitivni kontroly a ovéteni specifity jeho inhibice itakonatem jsem
detekovala aktivitu ve vajickach druha Ixodes ricinus, Amblyomma americanum a

Dermacentor reticulatus (obrazek 16 a 17). Po denaturaci vzorku teplem absorbance
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vzorku vzrostla, ale aktivita se dostala na uroven negativni kontroly (PBS), coz
naznacuje, ze se povarenim uvolnila latka reagujici s phenylhydrazinem, kterad se
bezprostfedné po ptidani k enzymatické eseji navazala na phenylhydrazin, ale dale uz
se zadna nevytvarela. U nedenaturovanych vzorka byl sledovan narast aktivity v Case,
ktery ale nebyl blokovan itakondtem, ani nepfitomnosti isocitratu v reakci. To, ze
itakonat neblokoval narast aktivity v ¢ase by mohlo znamenat bud’ to, Ze inhibitor
nefunguje kvuli strukturnim odliSnostem enzymu, nebo Ze Vv reakci enzym neni.
Nicmén¢ aktivita byla pfitomna i za nepfitomnosti isocitratu. Proto jsem se rozhodla
dialyzovat a odstranit tim vSechen volny isocitrat ziskany lyzou klistécich bunék. Ani
po dialyze aktivita nezmizela (obrazek 16), proto se domnivam, ze aktivita, ktera je
vreakci méfena nepochazi z glyoxylatového cyklu. Vzhledem k tomu, Ze
phenylhydrazin nereaguje pouze s glyoxylatem, nybrz i S jinymi slou¢eninami
obsahujicimi karbonylové skupiny, je tato reakce nespecifickd a muize dochazet
k chybnému méfeni absorbance jinych vznikajicich latek. Pravdépodobné tedy dochazi
k reakci phenylhydrazinu jinou latkou, napiiklad hemem vazanym ve vajicku na
vitellin (Shetlar and Hill, 1985). Vitellin je u klistat hlavnim zasobnim proteinem ve
vajickach, ma na sob¢& navazané tuky a hem (Logullo et al., 2002). Phenylhydrazin je
znamy svymi hemolytickymi u¢inky, vystaveni phenylhydrazinu ptisobi hemolytickou
anémii (Grigorovich, 1966). Navazanim phenylhydrazinu na hem dochazi k oxidaci
phenylhydrazinu a tim K nartistu absorbance. V praci Dr. Augustové, ktera zkoumala
reakce phenylhydrazinu s hemoglobinem, je uvedeno, ze inkubace velkého nadbytku
phenylhydrazinu (1mM) s oxyhemoglobinem je provazena spotiebou kysliku, ktera je
prvni tfi minuty velmi rychla, poté pfechazi do pomalejsiho procesu, ktery nepietrzite
pokracuje minimaln¢ dal$ich 15 minut (Augusto et al., 1982), coz se velmi podoba
mnou naméfenym vysledkiim. Toto mize byt pfi¢inou méfeni nardstu absorbance u

mnohych organismd.

Vitellin se v moji praci neda odstranit dialyzou a ve vyvijejicim se vajicku se
pfirozené S$tépi katepsiny za uvolnéni hemu (Franta et al., 2011). Po denaturaci
samoziejme vitellin i enzymy ho §tépici denaturuji, proto nevidime vzristajici signal.
V budouci préci bych chtéla pouzit inhibitory katepsinu, abych ovéfila, zda se skutecné
jedna o aktivitu pochézejici ze §tépeni vitellinu, ptipadné hmotnostni spektrometrii

specificky detekovat mnoZzstvi glyoxylatu pied a po reakci.
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Samoziejmé nelze vyloucit, Ze je méfen nartist glyoxylatu, nicméné glyoxylat
muze v organismech vznikat i jinymi metabolickymi procesy, napf. metabolismem
glykolatu. Glykolat je oxidovan v peroxizomech glykolat oxidazou na glyoxylat. Gen
kodujici glykolat oxidazu, na rozdil od genti kodujicich enzymy glyoxylatového cyklu,
byl nalezen a popsan v genomu Ixodes scapularis (KEGG). Nov¢é byly dvé formy
glykolat oxidazy nalezeny i v klistéti Amblyomma sculptum (Martins et al., 2017).

Vétsina pokust na detekci isocitrat lyazy je provadéna biochemickymi testy
zaloZzenymi na meéfeni absorbance vznikajicich glyoxylat phenylhydrazont reakci
phenylhydrazinu s glyoxylatem. Prakticky vSechny prace, které popisuji
glyoxylatovou drahu u metazoi, s vyjimkou hlistic, skon¢ily u ovéteni biochemickou

eseji a nikdy nebyly dokoncené napitiklad charakterizaci proteinu.

I kdyz se pfitomnost isocitrat lydzy in-vitro ve vyvijejicich se klistécich
embryich nepotvrdila, pfesto jsem se rozhodla udélat in-vivo experiment. V krmitku
na kravskeé krvi doplnéné o rizné koncentrace itakonatu jsem pozorovala sani a kladeni
samic a lihnuti snisek. Skupina klist'at sajici na nejvyssi koncentraci itakonatu séala
(obrazek 20), ale nekladla (obrazek 21), coz kdyz vylou¢ime inhibici isocitrat lyazy
klistécich vajicek, by mohlo byt dano inhibici sukcindt dehydrogenazy. Bohuzel
tyCe sani, kladeni i lihnuti (obrdzek 20 a 21). Z tohoto diivodu bude experiment nutné
zopakovat. Experiment byl provadén v ¢ervenci, proto mohlo na vysledek mit vliv i

klima.

K ochrané pied klistaty jsou v soucasné dobé vyuzivany akaricidy, jsou ale
toxické nejen pro klistata (Dahlgren et al., 2012), proto ma také vyznam vénovat se
vyvoji vakcin. Je tieba hledat biochemické drahy, které u obratlovcl chybi, abychom
proti nim mohli tyto vakciny, nebo inhibitory, cilit. Glyoxylatovy cyklus by takovou
biochemickou drahou byt mohl, nicméné z naSich dat vyplyva, ze pravdépodobné u

klist’at zcela chybi.
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6 Zavér

V mé bakalarské praci jsem se zabyvala prukazem dfive publikovaného
glyoxylatového cyklu u klist'at. Podafilo se mi zavést funkéni biochemicky test pro
detekci glyoxylatu, produktu isocitrat lyazy, klicového enzymu této drahy. Jako
pozitivni kontrolu v testu jsem pouzila mnou vyexprimovanou isocitrat lydzu z
bakterie E. coli. Ve vyvijejicich se embryich klist'at se mi podatilo detekovat aktivitu,
ale pomoci kontrol jsem vyloucila, Ze by se jednalo glyoxylat vznikajici ¢innosti
isocitrat lyazy. Phenylhydrazin zfejmé reagoval s produkty postupné se uvoliiujicimi

z lyzatu vajicek (napiiklad s hemem uvoliiujicim se ze zasobniho vitellinu).
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7 Priloha

Piiloha 1: Rozdil ve vyvojich klistat Hyalomma dromedarii a Ixodes ricinus. V 80. letech

védci Kamel a Fahmy (Kamel and Fahmy, 1982) detekovali narist glyoxylatu, ktery

povazovali za produkt enzymu isocitrat lyazy, v 15 dennich vajickach klistéte Hyalomma

dromedarii. V tabulce je struéné shrnuti a porovnani embryologickych déju odehravajicich se

Vv téchto dvou druzich béhem vyvoje, coz bylo ndpomocné pti rozhodovani, kdy odebirat

vajicka Ixodes ricinus pro biochemicky test.

vyvojovy proces | Hyalomma dromedarii Ixodes ricinus
cleavage 4 - 6h po ovipozici 1. den

blastula 8. den 3.den
gastrulace 10. den 6. den
pedipalpy, 11. den - 12. den, 4. par koncetin | 17. den, 4. par koncetin se vyviji,
koncetiny se nevyviji ale zanika
nervova tkan 14. den - 15. den 14. den
proktodeum 11.den 14. den

rectal sac 16. den 14. den
stomodeum nevyvinuto nevyvinuto
lihnuti larev 17.-18. den 31. den
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Priloha 2: Seznam pouZitych pufra a médii.

(Gomori, 1955)

pufr sloZeni
1x PBS 8 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 2,9 g Na;HPO4.12H,0, 0,2 g KClv 1 |
dH.0
0,05M PBS A =27,8gNaH,PO4v 11dH,0O

B =71,7 g Na;HPO4.12H,0O v 1 I dH.0
vysledny pufr (400ml, pH 7,4) =19 ml A + 81 ml B + 300 ml dH,O

50XTAE pufr 242 g TRIS-HCI, 100 ml 0,5M EDTA (pH=8), 57,1 ml 100%
kyselina octova v 1 | dH,0

1XTAE pufr 50x fedény 50xTAE pufr (20 ml 50xTAE do 1 1 dH,0)

LB medium 10 g trypton, 5 g yeast extract a 10 g NaCl v 1 1 dH:0

1% agardzovy gel

0,3 g agarozy + 30 ml 1x TAE pufru

lyzacéni pufr

2,43 g Tris-HCIl v 11 dH:0

izola¢ni pufr

2,43 g Tris-HCI (pH = 8,0), 29,22 g NaCl, 120 g urea, 0,68 ¢
imidazol, 80 ul B-mercaptoethanol, 20 ml Triton-X v 1 | dH.O

solubiliza¢ni pufr

114,3 g guanidin hydrochlorid, 0,48 g Tris-HCI (pH = 8,0), 5,84 g
NacCl, 0,07 g imidazol, 16 ul p-mercaptoethanol ve 200 ml dH.O

PBST

0,5mlI TWEEN v 1 | dH,0

Coomassie blue

125 mg Blue R (Serva), 125 ml methanol, 100 ml dH,0, 25 ml
kyselina octova
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Priloha 3: Kompletni sekvence genu aceA (Escherichia coli). Podtrzenim jsou vyznaceny
START a STOP kodon, Zluté pak pozice forward a reverse primeru.

ATGAAAACCCGTACACAACAAATTGAAGAATTACAGAAAGAGTGGACTCAACC
GCGTTGGGAAGGCATTACTCGCCCATACAGTGCGGAAGATGTGGTGAAATTACG
CGGTTCAGTCAATCCTGAATGCACGCTGGCGCAACTGGGCGCAGCGAAAATGTG
GCGTCTGCTGCACGGTGAGTCGAAAAAAGGCTACATCAACAGCCTCGGCGCACT
GACTGGCGGTCAGGCGCTGCAACAGGCGAAAGCGGGTATTGAAGCAGTCTATCT
GTCGGGATGGCAGGTAGCGGCGGACGCTAACCTGGCGGCCAGCATGTATCCGGA
TCAGTCGCTCTATCCGGCAAACTCGGTGCCAGCTGTGGTGGAGCGGATCAACAA
CACCTTCCGTCGTGCCGATCAGATCCAATGGTCCGCGGGCATTGAGCCGGGCGA
TCCGCGCTATGTCGATTACTTCCTGCCGATCGTTGCCGATGCGGAAGCCGGTTTT
GGCGGTGTCCTGAATGCCTTTGAACTGATGAAAGCGATGATTGAAGCCGGTGCA
GCGGCAGTTCACTTCGAAGATCAGCTGGCGTCAGTGAAGAAATGCGGTCACATG
GGCGGCAAAGTTTTAGTGCCAACTCAGGAAGCTATTCAGAAACTGGTCGCGGCG
CGTCTGGCAGCTGACGTGACGGGCGTTCCAACCCTGCTGGTTGCCCGTACCGATG
CTGATGCGGCGGATCTGATCACCTCCGATTGCGACCCGTATGACAGCGAATTTAT
TACCGGCGAGCGTACCAGTGAAGGCTTCTTCCGTACTCATGCGGGCATTGAGCA
AGCGATCAGCCGTGGCCTGGCGTATGCGCCATATGCTGACCTGGTCTGGTGTGA
AACCTCCACGCCGGATCTGGAACTGGCGCGTCGCTTTGCACAAGCTATCCACGC
GAAATATCCGGGCAAACTGCTGGCTTATAACTGCTCGCCGTCGTTCAACTGGCAG
AAAAACCTCGACGACAAAACTATTGCCAGCTTCCAGCAGCAGCTGTCGGATATG
GGCTACAAGTTCCAGTTCATCACCCTGGCAGGTATCCACAGCATGTGGTTCAACA
TGTTTGACCTGGCAAACGCCTATGCCCAGGGCGAGGGTATGAAGCACTACGTTG
AGAAAGTGCAGCAGCCGGAATTTGCCGCCGCGAAAGATGGCTATACCTTCGTAT
CTCACCAGCAGGAAGTGGGTACAGGTTACTTCGATAAAGTGACGACTATTATTC
AGGGCGGCACGTCTTCAGTCACCGCGCTGACCGGCTCCACTGAAGAATCGCAGT
TCTAA

Piiloha 3: NavrzZeni primeru pro klonovani aceA do vektoru pASK pomoci Bsal
restriktazy. Forward (Ace-F) a reverse (Ace-R) primer pro klonovani do pASK vektoru,
kurzivou je vyznacena ¢ast primeru nutna pro klonovani do pASK vektoru pomoci Bsal
restriktdzy. Zluté jsou vyznageny forward a reverse primer, ¢ervené START a STOP kodon.
Fialova barva znaci rozeznavaci sekvenci pro Bsal restriktazu, ktera po sekvenci GGTCTC
Stépi fetézec po 1 nukleotidu (v mém piipadé A). PodtrZzenim jsou vyznaceny pievisy, které

nam zaruci smérovost a spravnou ligaci do pASK vektoru.

nazev sekvence primeru

Ace-F | 5 HlBGTABBIGIEAGCGCAAAACCCGTACACAACAAATTGA-3'

Ace-R | 5-ATGGTABEIGIGATATCIMGAACTGCGATTCTTCAGTGG-3'
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