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1 UVOD

Klistata jsou fazena mezi hematofagni parazity. Jsou zndma piedevsim jako vektory mnoha
patogentl, kterymi jsou v Ceské republice napiiklad nékteré druhy borrelii &i virus klistové
encefalitidy [1]. Infek¢éni onemocnéni zptuisobena témito agens predstavuji zdravotni hrozby
nejen pro ¢loveéka, ale i pro zvifata. Zaroven maji i nepfiznivé ekonomické dopady z hlediska

ztrat v zivocisné vyrobé [2].

V soucasnosti je k dispozici mnoho metod, kterymi se da regulovat mnozstvi a vyskyt klist'at
[3]. Mezi né patii napiiklad rizné repelenty ¢i tzv. akaricidy. Problémem akaricidi je nejen
zneCisténi zivotniho prostiedi, vznik kontaminace, ale pfedevsim nartst rezistence u klist’at
vaci nim [4]. Proto se nabizi dalsi, Setrn&jsi vychodisko v boji s timto parazitem, a tim jsou
metody z oblasti molekularni biologie jako napiiklad geneticka manipulace s klistaty. Ta
zaroven pomuze porozumeét procesu prenosu parazitarnich onemocnéni klistaty ¢i funkei

ruznych klistécich gent.

Geneticka modifikace ¢lenovcid se jiz osvédcila jako Gspésny nastroj naptiklad k regulaci
mnozstvi komara Aedes aegypti. Vysledkem byl pokles populaci komari ve studované oblasti,
a tudiz i ptedpoklad, ze by vyuziti genetickych modifikaci mohlo slouzit jako prevence pied
nemocemi prenasenych komary [5; 6]. Vytvofeni transgennich klist'at je proto povazovano za
potencionalni funk¢ni nastroj ke kontrole kliSt’at a jimi pfenaSenych nemoci. Zaroven moznost
vyuziti metod genetického inzenyrstvi na klistatech maze poslouzit jako nastroj pro vyrobu
klistécich rekombinantnich proteint piimo v klistécich buiikach, ¢imz proteiny ziskaji nativni

pottransla¢ni modifikace [7].

Doposud byla nejvice pouzivanou metodou ke genetické manipulaci klist'at RNA interference.
Ta byla uplatnéna pti charakteristice specifickych antigent, pro zjisténi funkci vybranych
genu klistat ¢i fungovani interakce klisté-hostitel. RNAi vSak nebyla pouzita jako hlavni
metoda pfimo k ovladani klistéciho genomu [8]. Jako duvod se da povazovat to, Ze pomoci
RNAI nelze docilit stoprocentniho snizeni exprese genu. Casto s sebou nese vedlejsi uginky v
podob¢ off-targetové aktivity a tim padem jeji Gcinnost spoleéné s vysledky nejsou
predvidatelné. Zaroven RNAi zpusobi pouze ptechodné potlaceni genové exprese [9]. Pokud
bychom chtéli docilit trvalé zmény DNA, vloZeni ciziho genu do klistéciho genomu ¢i se
vénovat podrobnéjsimu vyzkumu genomu a chromozomalnich struktur u klist’at, jevi se jako

vhodnéjsi metoda CRISPR/Cas9.



K pouziti CRISPR/Cas9 systému, zde konkrétné k vytvotfeni geneticky modifikovanych
klist’at, je za potiebi efektivnich promotord, ziskanych nejlépe z klistat samotnych. Na zakladé
dostupné literatury zabyvajici se problematikou klistécich promotort [10; 11] byly vyhledany

potenciondlni funk¢éni promotory a vektory a pouzity v experimentalni ¢asti této prace.
1.1 Klistata rodu Ixodes

Klistata jsou krevsajici ¢lenovci, jejichZ rozsiteni je témét celosvétové [12]. Taxonomické
zatazeni klistat dle Nava a kol. (2009) je nasledovné: kmen ¢lenovcei (Arthropoda), tfida
pavoukovci (Arachnida), podtiida rozto¢i (Acari), fad Parasitiformers, podiad klistatovci
(Ixodida) [13]. Podiad Ixodida se déli predevsim do dvou celedi, ,,tvrda‘“ klistata Ixodidae a
klist’aci Argasidae, mnohdy nespravné uvadéni jako ,,mékka“ klistata. Tieti Celedi je ne moc
znama Nuttalliellidae, ktera je zastoupena jen jednim druhem. Dohromady bylo doposud

popsano témét 900 druhi klist'at [14].
1.1.1 Ixodes ricinus

Rod Ixodes obsahuje celkem 243 druhi [14], pfi¢emz v Evropé je nejrozsifenéj$im druhem
Ixodes ricinus [15]. Jeho pomérné velka geograficka distribuce napii¢ Evropou znamena, Ze
tento druh je schopny piezit v rizném prostiedi. Nejéastéj$im stanovistém I. ricinus jsou
listnaté, jehlicnaté a smisené lesy, pastviny nebo méstské parky. Zaroven se jednd o druh
citlivy na klimatické podminky. Jeho vyskyt zavisi na vIhkém mikroklimatu, a proto je omezen
na oblasti se stfednimi az vysokymi srdzkami a vegetaci, kterd je schopna udrzovat vlhkost
[16; 17]. V ramci Zivotniho cyklu vystiida I. ricinus ¢tyfi vyvojova stadia: vajicko, larva,
nymfa a dospé€lec. Zaroven u . ricinus probiha tzv. tfihostitelsky Zivotni cyklus, ktery se
vyznacuje tim, ze kazdé vyvojové stadium ma svého specifického hostitele. Larvy a nymfy
mohou mit hostitele riznych velikosti, ale zejména parazituji na malych savcich, ptacich nebo
jestérech, zatimco dospélci preferuji vétsi savee, napiiklad velkou zvér ¢i dobytek; ¢lovek je
pouze nahodnym hostitelem. Zivotni cyklus trvad zhruba dva az tii roky, zalezi viak na

klimatickych podminkach [16; 17].

Mimo jiné jsou klistata druhu I. ricinus vektory pro ¢lovéka nebezpeénych onemocnéni,
kterymi jsou virus klistové encefalitidy a onemocnéni bakteridlniho plvodu lymeska
borelioza [1]. Za rok 2019 bylo v Ceské republice dle Statniho zdravotniho Gistavu nahlageno
774 ptipadi nakazy virem klistové encefalitidy. V prubéhu let 2015 az 2019 vzrostla

nemocnost klistovou encefalitidou v piepoctu na 100 000 obyvatel témét dvojnasobné [18].



Posledni data o epidemiologické situaci lymeské borreliozy na tizemi Ceské republiky jsou

dostupna z roku 2018, a to 4724 nahlasenych ptipadu za rok [19].
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Obr. 1: Grafické znazornéni zivotniho cyklu klistéte I. ricinus, pfevzato a upraveno z Herrmann a Gern (2015)
[20].

Rovnéz byla ul. ricinus prokazana ptitomnost jinych, méné znamych patogent, jako je
napiiklad Anaplasma phagocytophilum, pavodce lidské granulocytarni anaplazmoézy a
chrlichiozy [17]. Dale je I. ricinus vektorem zoonotickych onemocnéni, napiiklad babesiozy
[17], ktera ma ve svétovém méfitku predevsim negativni dopad na produkci dobytka [12].
Pravé z dtivodu pfenosu ruznych druhd patogend je I. ricinus spole¢né s ostatnimi klistaty

objektem zdjmu odbornikil i vefejnosti.

V ptenosu patogenli z klistat do hostitele hraji dalezitou roli sliny a slinné zlazy klistat.
Klistéci sliny obsahuji soubor farmakologicky aktivnich latek, zejména bioaktivnich lipidt a
mnozstvi riznych proteind, které napomahaji ke snadnéjSimu sani krve z hostitele a zaroven
reguluji hemostazu, rozvoj zanétu a imunitni odpovéd’ hostitele [21; 22]. Tyto vlastnosti
umoziuji nerusené sani kliStat a zaroven usnadiuji pienos patogentl, jejichz je kliste
vektorem. Vyzkum klisté€cich slin ma potencidlni vyuziti v humanni mediciné jako soucast

vakciny proti klistatim [23], ¢i ve vyvoji novych terapeutik [24].



1.1.2 Ixodes scapularis

Druh Kklistéte Ixodes scapularis se vyskytuje zejména v oblasti severni Ameriky [25],
konkrétné v severovychodni ¢asti USA a jihovychodni ¢asti Kanady. Zaroven je v prubé&hu let
zaznamenavan neustaly nartst rozsifeni tohoto druhu [26]. Ixodes scapularis se vyskytuje
predevsim v lesnich stanovistich a kifovinach. Klimatické podminky vyzaduje obdobné jako
. ricinus, a to pfedevsim vlhké oblasti; pravé z tohoto divodu nebylo v USA zaznamenano
jeho rozsiteni ve vyprahlych castech Skalnatych hor a Horskych stati [27]. Vyvojova stadia
béhem zivotniho cyklu jsou: vajicko, larva, nymfa a dospélec [25]. Stejné jako I. ricinus
vystiida 1. scapularis béhem svého Zivotniho cyklu tfi druhy hostiteli. Clovék je pro
I. scapularis pouze ndhodnym hostitelem [28]. Larvy a nymfy parazituji pfedev$im na malych
a stfedné velkych savcich, ptilezitostné na ptacich, jeStérech ¢i velkych savcich. Dospélci
parazituji vétSinou na vé€tSich savcich, ¢astym hostitelem je zejména jelenec béloocasy [28].
Zivotni cyklus mize trvat 2 az 4 roky [29]. Kli§tata druhu |. scapularis jsou vektory celkem
sedmi vyznamnych lidskych patogeni — péti bakterialnich (A. phagocytophilum; Borrelia
burgdorferi, Bo. mayonii a Bo. miyamotoi; Ehrlichia muris eauclarensis), parazitického

prvoka Babesia microti a viru Powassan [27].

1.2 Klistéci genom

U klistat nebylo dosud provedeno sestaveni celého referencniho genomu, ktery by byl vysoce
kvalitni. Z tohoto nedostatku prameni i vznik konsorcia s nazvem 1000 Ixodes Genomes, které

si dalo za cil osekvenovani klistéciho genomu v lepsi kvalité [30].

Prvnim ¢aste¢né osekvenovanym genomem klistéte byl jaderny genom druhu 1. scapularis
[31]. Genom je velky — 2.1 Gbp [32] a obsahuje vysoké mnozstvi repetic, pravé z tohoto
diivodu byla jeho sekvenace naro¢na. Jelikoz se jedna o zatim jediny publikovany genom pro
klistéci druh, maze fungovat jako vhodny zdroj pro srovnavaci genomové analyzy. Znalost
klistéciho genomu pftispiva k pokroku v porozuméni interakcim mezi klistétem a patogenem,
a parazitickym procesim, které jsou pro klistata unikatni [33]. Mimo jiné byl ¢astecné

osekvenovan genom buné¢né linie ISE6 ptivodem z I. scapularis [34].

V nedavné dob& byla uvedena publikace srovnavajici genomy Sesti druht tvrdych klistat
s cilem objasnit jejich genetickou rozmanitost, strukturu populace a distribuci patogend. Takto

byly zkoumany druhy klistat vyskytujici se predevsim v Ciné a vychodni Asii [35].



Dale probehly snahy o sekvenaci dalsich, pro clovéka a zvitata klinicky vyznamnych druhti
klistat, jako jsou naptiklad Rhipicephalus microplus [36] ¢i I. ricinus [37], ktery je hlavnim
vektorem patogenti prenasenych klistaty v Evropé. Sekvenace druhu I. ricinus probé&hla
de novo, a to pouze Castecné. Konkrétné $lo o sekvenaci stiedni Casti stieva, kdy byly podle
odhadu zjistény piiblizné dvé tietiny genomu, které jsou unikatni prave pro tento druh. Mimo
jiné bylo zjisténo, ze 89 % doposud osekvenovaného genomu je homologni s genomem
piibuzného |. scapularis [37]. Nasledné byla za pouziti sekvenovani tieti generace tato znama
sekvence rozsifena o sousedni ¢asti. Tato studie byla zamétfena predevsim na kddujici oblasti

genomu, zaroven byla odhadnuta celkova velikost genomu I. ricinus — piiblizné 2.65 Gbp [38].

Data o genomu . ricinus nejsou stale kompletni, nicméné genovou expresi u tohoto parazita
zkoumalo n€kolik studii [37; 39; 40; 41]. VétSina téchto studii se soustiedila zejména na
genovou expresi béhem sani krve, tudiz byla zkoumana genova exprese predevsim v klistécich
slinnych zlazach [39] nebo ve stfednim stievé [37], a to kvuli tomu, Ze tyto organy jsou
dulezité pfi prenosu patogent. Nejnovejsi studie sledovaly zmény genové exprese nejen na
urovni specifickych tkani a organd, ale i na Grovni celého organismu [42]. Zaroven byly
sledovany vyvojoveé specifické transkripty pro jednotlivé faze zivotniho cyklu I. ricinus [43].
Soucasn¢ byla provedena sekvenace transkriptomd I. ricinus ziskanych z ruznych zivotnich
stadii organismu a identifikace procesu specifickych pro tyto jednotlivé Zivotni faze [43].
Naptiklad bylo potvrzeno, ze transkriptom I. ricinus obsahuje kompletni sadu gent pro
metylaci DNA. [44]. Diky znalosti transkriptomu se zpfesiiuji dostupné informace o genomu
a transkripci gend I. ricinus. To mize zaroven napomoci K identifikaci genii nezbytnych pro
fyziologické procesy klistat, a tudiz i k vyvoji novych strategii pro kontrolu Sifeni a aktivity
klistat.

Studium klistéciho genomu je tedy stale aktudlnim tématem, které piispiva k celkovému
porozumeéni klist’at a jejich interakci s hostiteli ¢i patogeny. Znalost genomu pravdépodobné
napomuze ke kontrole a snizeni rizik u kli§taty pfenaSenych patogent. Zaroveni mohou byt
klistata potencialnim zdrojem novych farmaceutik [45]. Chybg&jici data o klistécim genomu

tudiz zna¢né€ omezuji studium tohoto vyznamného vektoru.



1.3 Genetickd manipulace s klistaty

Genetickou manipulaci se rozumi cilend Uprava genomu daného organismu za pouziti

biotechnologii.

U néekterych druhi klist'at probihala geneticka manipulace ptfedevs§im prostfednictvim vyuziti
RNAI [8]. RNAi byla pouzita hlavné za ucelem analyzy biologickych funkci klistat a
charakteristiky vztahu mezi klistétem a klistaty prenasenych patogent [46; 47], nikoli jako
nastroj K provadéni zmén v genomu. RNAIi slouzi zejména k post-transkripénimu umlc¢eni

genové exprese ¢i piechodnému potlaceni exprese genu bez zmény genetického kodu [48].

V pokusech, které meély za cil exogenni pienos genu do klistécich bunécnych linii
embryonalniho ptivodu ISE6 a BME26, byl pouzit Sleeping Beauty transpozon [49; 50]. Dalsi
exprese transgent v klistécich bunikach, konkrétné v bunééné linii BME/CTVMZ2, byla
zprostifedkovana pomoci Agrobacterium tumefaciens [51]. Tyto nastroje ale rovnéZ neslouzi
k ptimé editaci genomu, nybrz k navozeni mutaci ¢i k vloZeni sekvenci transgenni DNA do

daného organismu [52; 53].

Pfimé editace genomu je obecné u eukaryotickych organismil provadéna za pomoci technik,
kterymi jsou zinc finger nukleazy (ZFN), transcription activator-like effector nukleazy
(TALEN) ¢i CRISPR/Cas9 [54]. Jedna se o upravené endonukleazy, které jsou navrzeny tak,
aby pfi jejich pouziti doslo k vazbé piimo na pozadovanou sekvenci DNA, kde diky
nukledzové aktivité dojde ke zlomim dvouretézcové DNA. Takto poskozend DNA je
opravena pomoci rekombina¢nich opravnych mechanismt, které tak zanechavaji pozadované
modifikace v cilenych genech [55]. Nicméné Zadna z vySe zminénych technik dosud nebyla
aplikovana na klistatech. Pokud bychom chtéli provést ptfimou editaci klistéciho genomu, je
nutné vyuzit uvedené nastroje. V poslednich letech je v porovnani s Ostatnimi uptednostiiovan
systtm CRISPR/Cas9, a to kvuli své relativné jednodussi proveditelnosti nebo cené [56].
Kromé toho byla jiz efektivita tohoto nastroje ovéfena u mnoha ¢lenoveu [57], zejména u
hmyzu — u komaru [58; 59] ¢i octomilek [60]. Jako jediny z podtiidy roztoci byl pomoci
CRISPR/Cas9 upraven genom druhu Tetranychus urticae [61]. S potvrzenim hypotézy, ze
metoda CRISPR/Cas9 miize byt pouZita k cilené mutagenezi u rozto¢l by se dalo

predpokladat, Ze pouziti metody CRISPR/Cas9 by mohlo byt GispésSné naptiklad 1 u klist’at.



Nicméné pro uc¢innou genovou manipulaci s kliSt'aty je nutné nalezeni promotort, které budou
jednak ziskané z klistat samotnych, a zaroven budou funk¢ni in vitro v klistécich bunkach,

potazmo v klist'atech in vivo.
1.4 Kilistéci bunécné linie

Na zaklad¢ mnoha zvefejnénych publikaci zabyvajicich se problematikou klistécich
bunéénych linii [62] Ize usoudit, ze klistéci bunétné linie zacaly byt vice pouzivany jako
nastroj k vyzkumu piedevsim v poslednim desetileti. Pouziti klisté€cich bunécnych linii slouzi
ke studiu biologie klistat a jimi pienasenych patogentl, kde je zkouman predevsim ucinek
téchto patogeni na zivotaschopnost danych bunék [63; 64]. Dale byly klistéci bunécné linie
pouzity napiiklad k proteomické analyze [65]. Klistéci bunécéné linie jsou zaroven
potenciondlnim vhodnym nastrojem pro genetickou manipulaci s klist’aty, a to zeyména pro
stabilni a pfechodnou transfekci [7; 49; 51; 66] a vyuziti reportérového systému v ramci

klistécich bungk [10].

V soucasnosti je k dispozici pies 40 klistécich bunéénych linii, a to z tfinacti druhu celedi
Ixodidae a jednoho druhu z ¢eledi Argasidae [64]. Prvni kontinualni bunééné linie z tvrdych
klistat (Ixodidae) byly zalozeny v 70. letech minulého stoleti, a to zejména za Gcelem jejich
infikovani vybranymi viry [64; 67]. Prvni publikace o pouziti bunééné linie z klistat rodu
Ixodes byla vydana v roce 1993; zde byly pouzity buné¢né linie IDE1, 8 a 12 z druhu Ixodes
dammini [68], ktery zacal byt pozd¢&ji synonymizovan s I. scapularis. V nasledujicim roce byla
vydana publikace popisujici zalozeni téchto buné¢nych linii a zalozeni dalSich Ixodes
bunécnych linii pojmenovanych ISE (ISE5 a 18). V této studii byly zaroven optimalizovany
podminky pro rust a kryoprezervaci klistécich bun¢k [69]. Dale bylo zaznamenano prvni
pouziti bunééné linie ISE6 [70]. Z druhu I. ricinus jsou v databazi The Tick Cell Biobank [63]
dostupné tii bunééné linie: IRE11 [71], IRE/CTVM19 a IRE/CTVM20 [64]. V prubéhu let se
pocet bunécnych linii pochazejicich z riznych druhi klistat zna¢né rozrostl, rovnéz vzrostl

pocet mikroorganismu a virt, které byly v bunéénych liniich mnozeny [64].

Vétsina dostupnych klistécich bunéénych linii je plivodem z embryondlnich bunék klistat a
vSeobecné lze fict, Ze klistéci bunééné kultury mohou obsahovat dva nebo vice bunéénych
typt [64; 69]. Buriky rostou v savéim médiu doplnéném o sav¢i sérum pii teplotach v rozmezi
28 °C az 34 °C, pH prostfedi neni pfimo stanovené a miZe se liSit. Obecné nejsou klistéci
buiiky vysoce adherentni a rostou spiSe ve formé monovrstvy a suspenze. Bunécné déleni

probihd pomalu, proto se udrzuji mezi jednotlivymi pasdZemi relativné dlouhé intervaly.
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Nutno dodat, ze klistéci bunétné linie se mohou vyznacovat vysokou Zzivotnosti a pfi
pravidelné vyméné média mohou prezivat az n€kolik let [64]. Zaroven pro klistéci buiiky neni
doporuc¢ena kryoprezervace za ucelem kratkodobého uskladnéni, tudiz se obecné

upfednostiiuje dlouhodoba kultivace a udrzovani bun¢k za pomoci pasazovani [72].

Ackoliv je zfejmé, ze pouzitim bunécnych linii nelze nahradit cely organismus, je pouziti
klistécich buné¢nych linii in vitro pfistupnéjsi, levnéjsi a etictéjsi alternativou pro in Vvivo
klistéci modely. Zaroven jsou klistéci bunécné linie také vhodnym néstrojem pro studium

bunéénych a molekularné-biologickych mechanismi u klistat [73].

Pti pouzivani klistécich bunék jako modelového systému je vSak nutno brat v potaz, Ze se
nejedna o stabilni model, jakym jsou naptiklad n¢které savci bunécéné linie, a to zeyjména kvili
jejich fenotypové a genotypové heterogenité¢ [64]. Byly napiiklad zaznamenany zmény
v karyotypu klistécich buné¢k, které byly dlouhodob¢ kultivovany [74]. Zmény v karyotypu
klistécich bunécnych linii mohou byt jednim z disledkli nemoZnosti reprodukovat urcité

pokusy ¢i mohou vést k dezinterpretaci vysledka [75].

1.5 Promotory vyuzitelné v klistécich bunkach

Jednim z prvnich kroki k efektivni integraci exogenni DNA do klistécich bun¢k s pouzitim
metod pro genovou manipulaci je nalezeni funk¢éniho promotoru. Dale je dileZita optimalizace
a vyvinuti protokolti pro efektivni transfekci klistécich bunéénych linii. Rovnéz je nutné
nalezeni vhodného expresniho vektoru — plazmidu obsahujiciho reportérovy gen, ¢i virového

vektoru.

Promotorem se rozumi sekvence DNA, ktera je situovana na 5° konci protein kodujici
sekvence DNA vlakna. Funkci promotoru je definovat misto, kde zapoc¢ne transkripce genu,
respektive kde se na sekvenci navaZze RNA polymeraza spolecné s transkripcnimi faktory.
Jedna se tedy o sekvenci, ktera ma klicovou roli v transkripci genu. Délka promotorové

sekvence se rtizni, zpravidla se ale jedna o sekvence délky 100 az 1000 bp [76].

Z hlediska moZznosti regulace funkce promotoru mizeme rozdélit promotory na konstitutivni
a inducibilni. Za ptitomnosti konstitutivniho promotoru probiha exprese genu vzdy, nezavisle
na okolnich faktorech. Naproti tomu inducibilni promotory jsou ty, které lze regulovat
napiiklad chemicky (jsou regulovany pfitomnosti ¢i nepfitomnosti chemické latky, napf.
alkoholu, antibiotik, hormont, zdroja uhliku) ¢i fyziologicky (napt. regulace v zavislosti na
teple, svétle) [77].



Studie zabyvajici se promotory, které by mohly byt vyuzitelné v klistécich bunkéach se
soustfedily zejména na studium promotorti u klistécich bunécnych linii I. scapularis ¢i
R. microplus [7; 10; 11]. Byly zkoumany, jak promotory jejichz sekvence byla ziskana
z genomové DNA klistat [7; 10; 11; 51; 78], tak promotory, které byly funkéni v jinych
organismech [10; 49; 51; 50].

1.5.1 Promotory ziskané na zakladé genomové DNA kli§t'at

Promotorové sekvence pivodem z klistéci DNA zkoumalo né€kolik studii. Tuckow a Temeyer
(2015) zvolili pro svou praci promotor pro elongacni faktor la (EF-la) a promotor pro
ribozomalni protein L4 (rpL4). Promotory pro tyto geny byly zvoleny zejména kvtli tomu, Ze
oba geny jsou dulezité pfi translaci a proteosyntéze v eukaryotickych organismech a exprese
téchto genii byla zaznamenana napfi¢ vSemi vyvojovymi stadii R. microplus. Ziskani
promotort bylo provedeno z gDNA R. microplus na zakladé bioinformatické analyzy
dostupnych ¢cDNA sekvenci [10].

Kusakisako a kol. (2018) vyuzil ve své studii promotory pro gen aktin (HIAct) a ferritinl
(HIFerl) ziskané z gDNA klistéciho druhu Haemaphysalis longicornis [11]. Gen pro aktin byl
vybran z toho divodu, ze proteiny kédované timto genem se nachazeji témét ve vSech
eukaryotickych burnikach. Zaroven bylo jiz diive ovéfeno, ze sekvence promotoru pro aktin
vykazuje vysokou miru exprese cizich geni u jinych organisml, napi. U
Drosophila melanogaster [79]. Gen pro vnitrobuné¢ny ferritinl koduje protein, ktery funguje
v uskladiiovani Zeleza. Tento protein je u H. longicornis konstantné¢ exprimovan, jelikoz
klist'ata jsou vystavena vysokému mnozstvi zeleza béhem sani krve [80]. Pro ziskani sekvence
téchto promotori bylo nutné provést bioinformatickou analyzu znamé cDNA piislusnych
genli, vytvoifeni vhodnych primeri a nasledné jejich pouziti s gDNA izolované
z H. longicornis. Efektivita téchto promotort byla testovana na bunééné linii ISE6, jelikoZ pro
druh H. longicornis neexistuji dostupné bunééné linie. Ve studii je uvedeno, Ze reportérové
geny pod promotorem HlAct vykazovaly urcitou miru exprese, tudiz se da piedpokladat, ze
bude mit vysokou promotorovou aktivitu. Naproti tomu, buiiky obsahujici vektor s HIFer
promotorem nevykazovaly zadnou genovou expresi [11]. Funkce promotoru pro gen ferritinl
byla dale ovétena ve studii Hernandeze a kol. (2019). Tato studie byla zaméfena na inducibilni
systém genové exprese, kdy byla funkce promotoru HIFerl indukovana v bufikach ISE6

pfidanim siranu zeleznatého a nasledné pozorovana zvysena exprese reportérového genu [7].



Machado-Ferreira a kol. (2015) pouzil ve své studii tzv. PBm promotor, promotor genu pro
pyrethroid metabolizujici esterazu (CzEst9) z R. microplus [51]. Tento promotor byl
detekovany pii studiu struktury a exprese genu CzEst9 v populaci klistéte R. microplus
rezistentniho na pyrethroidové akaricidy [81]. Bylo prokazano, ze promotor PBm je schopny
vést transgenni expresi v bunééné linii BME/CTVM?2 a in vivo u R. microplus a I. scapularis
[51].

Naranjo a kol. (2013) ve své studii charakterizovali strukturu a regulaci genu pro subolesin u
klistéte I. scapularis a zaroven lokalizovali promotor genu pro tento protein. V této studii byl
dany promotor ziskan z DNA izolované z bunécné linie ISE6. Subolesin hraje u klist'at roli
V genové expresi, vrozené imunitni odpovédi a pusobi na infekce, kterymi mtize byt kliste
napadeno. Zaroven bylo zjiSt€no, Ze potlaeni exprese tohoto genu ovlivnilo klistéci

biologické procesy [78].
1.5.2 Promotory pivodem z jinych organismi a virové promotory

Tuckow a Temeyer (2015) a Kusakisako a kol. (2018) pouzili ve svych studiich promotor pro
lidskou fosfoglycerat kinazu hPGK, ktery byl soucasti komeréné prodavaného plazmidu [10;
11]. Tento promotor uspésné spoustél genovou expresi u bunétné linie BME26. HPGK
promotor se ukdzal byt efektivnéjsi ve spousténi genové exprese u klistat v porovnani
S ostatnimi promotory v&etné téch izolovanych z gDNA klist’at [10]. Rovnéz bylo zjisténo, Ze
HIAct a hPGK maji u bun€k ISE6 téméf stejnou promotorovou aktivitu [11]. Dale Tuckow a
Temeyer (2015) pouzili virovy promotor HSV-TK (promotor pro herpes simplex virus
thymidinkinazu), nicméné reportérovy gen pod jeho vedenim vykazoval nizkou expresi

srovnatelnou s klistécim rpL4.

Kurtti a kol. (2008) pouzili pro transgenni expresi v klistécich bunikach ISE6 plazmid
obsahujici promotor CAGGS, ktery byl hybridem kuteciho B aktin promotoru a virového
CMV promotoru (promotor pro cytomegalovirus), a plazmid s promotorem opiciho viru 40
(Simian virus 40, SV40). Reportérové geny pod témito promotory vykazovali v klistécich
bunikach expresi [49]. Zaroven bylo prokazano, Ze aktivita promotoru HlAct ziskaného
z klistéci gDNA byla niz8i nez aktivita kufeciho B aktin promotoru. Oba promotory byly
zaklonovany do identického plazmidového zakladu pochazejiciho z plazmidu pCAAGS. Dle
autori mohl byt rozdil promotorovych aktivit v tomto pfipadé zapfi¢inény problémem
s kompatibilitou mezi HIAct promotorovou sekvenci a faktory spojenymi s genovou expresi
v plazmidu pCAGGS [11]. Promotor CAGGS byl rovnéz pouzit pro expresi reportérového
10



genu ve studii Esteves a kol. (2008) u klistécich bunék BME26. Zaroven se ve spole¢ném
konstruktu nachdzel CMV promotor, ktery vedl genovou expresi genu pro transposazu,
v bunkach probihala pfechodna exprese reportérového genu [50]. Na zaklad¢ téchto studii 1ze
vyvodit, ze promotor kuieciho B aktinu a jeho obmény jsou funkéni v klistécich bunéénych
liniich.

Machado-Ferreira a kol. (2015) pouzili ve své studii 35S promotor pro virus mozaiky kvétaku
a SV40 promotor. Prokazalo se, Ze oba promotory Gspésné vedly transgenni expresi u klistéci
bunééné linie BME/CTVMZ2 in vitro a klist'at in vivo v larvach R. microplus a I. scapularis

[51].
1.6 Expresni vektory a metody transfekce vyuZitelné v kliStécich buiikach

Volbou vhodného expresniho vektoru u klistécich bunék (respektive linie ISE6) se ve své
studii zabyvaji napf. Kusakisako a kol. (2018), kde bylo otestovano né€kolik komercéné
dostupnych vektort. Jako nejefektivnéjsi vektory se ukazaly plazmidy pmirGLO a pCAGGS
[11]. Plazmid pmirGLO prokazal vysokou efektivitu u klistécich bunék BME26 (linie
z R. microplus) [10], stejné tak jako plazmid pCAGGS, ktery byl u této klistéci bunéc¢né linie
rovnéz uspésny [50]. Jako reportérové geny byly v ruznych expresnich vektorech vyuzivany
fluorescenéni proteiny, zejména Cerveny fluorescencni protein (DsRed) [49; 50; 78] a zeleny

fluorescenéni protein (eGFP) [51], a rtizné typy luciferaz [7; 10].
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Obr. 2: Schéma plazmidového konstruktu prevzaté ze studie Hernandez a kol. (2019). Plazmid pmirGLO zde
obsahuje dva reportérové geny, gen pro Renilla luciferazu vedeny HIFer1 promotorem a gen pro firefly luciferazu
vedeny HIAct promotorem. Dale obsahuje: ori pocatek replikace; cer oblast zajistujici stabilitu plazmidu;
Kozakovu sekvenci hrajici roli v translaci; poly (A) signal pro terminaci transkripce; a dva geny pro rezistenci
na antibiotika [7].
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Transfekce obecné slouzi jako nastroj pro umélé vlozeni nukleové kyseliny do eukaryotickych
bun¢k. Maze byt provadéna pomoci chemickych, biologickych ¢i fyzikdlnich metod. U
kliStécich linii byly zkoumény pfedevs§im moznosti transfekce za pomoci transfekénich ¢inidel
¢ili chemickych latek. Vybérem vhodného transfekéniho ¢inidla pro pouziti u klistécich
bunéénych linii se ve své studii pii zkoumani efektivity RNAi zabyvali Barry a kol. (2013). U
rozdilnych klistécich bunécnych linii, mimo jiné i IRE/CTVMI19, byla testovana rtzna
transfekéni Cinidla. Jako nejefektivnéjsi transfekéni Cinidla testovana na IRE/CTVMI9 se
prokazaly Lipofectamine 2000 (Invitrogen) a X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent
(Roche), pticemz X-tremeGENE u IRE/CTVM19 vykazoval vyssi efektivitu transfekce nez
Lipofectamine 2000 [66]. Lipofectamine 2000 byl rovnéz Gspésné vyuzit u dalSich klistéci
bunécné linie — ISE6 [78]. Dale byly pro transfekci klistécich bun€k, konkrétné ISE6 a
BME26, pouzity transfekéni ¢inidla Effectene [10; 49; 50] nebo HilyMax [11].

Lipofectamine 2000 je transfek¢éni ¢inidlo na bazi lipidovych kationtt schopné pienést do
bun¢k DNA i RNA. Doruceni pozadované nukleové kyseliny do buné¢k probiha v uméle
vytvofenych lipozomech. Kationty vytvofi spole¢né se zaporné nabitou nukleovou kyselinou
komplex, ktery je do bun¢k piijiman za pomoci endocytdzy. Podle vyrobce by mélo toto
transfek¢ni ¢inidlo byt efektivni u vétsiny eukaryotickych bun¢k [82]. X-tremeGENE siRNA
Transfection Reagent je transfek¢ni ¢inidlo vyrabéné spole¢nosti Roche Diagnostics urcené
k ptenosu RNA do bunék. Toto konkrétni ¢inidlo funguje na principu lipidovych polymeri
tvoricich lipozomy [83]. Effectene od spole¢nosti Qiagen je dle vyrobce transfekéni ¢inidlo
urcené pro transfekci primarnich a senzitivnich bunécnych linii, zdroven je popisovan jako
transfek¢éni ¢inidlo obsahujici lipidové kationty, avSak nevytvaiejici lipozomy, vhodné pro
transfekci DNA [84]. HilyMax od spole¢nosti Dojindo je popisovan jako transfekéni ¢inidlo
vhodné pro hmyzi bunky. Toto ¢inidlo funguje na bazi tvorby lipozomu za pomoci lipidovych

kationti [85].

U jinych druht ¢lenovci, napt. u bunééné linie D. melanogaster byly rovnéz Gspésné vyuzity
transfekéni cCinidla Effectene [86] nebo c¢inidlo Lipofectin vyuzivajici k pfenosu DNA
lipozomy [87]. Cheng a kol. (2011) pouzili pro transfekci komara dvé transfekéni Cinidla,
konkrétné FuGene 6 nevytvarejici lipozomy a Cellfectin Il vytvarejici lipozomy pomoci
lipidovych kationtii. Pficemz FuGene 6 se projevil jako letalni a Cellfectin II jako dobre
tolerovany v obou zkoumanych druzich komart Anopheles gambiae a Ae. Aegypti. Zaroven

vsak studie tvrdi, ze Cellfectin Il nebyl ucinny v transfekci plazmidové DNA do . scapularis.
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Tento priklad poukazuje na fakt, ze napii¢ riznymi druhy ¢lenovcl se muze senzitivita vici

transfek¢nim ¢inidlim vyuzivajicim lipozomy lisit [88].

Studie zabyvajici se transfekénimi metodami aplikovatelnymi pfimo na nejvyznamnéjsi
evropsky druh klistéte I. ricinus nebyla doposud publikovana. VSechny pfedchozi studie se
zabyvaly pfevazné jinymi druhy klistat. Je tedy dulezité zanalyzovat poznatky z téchto
publikovanych védeckych studii a pokusit se je aplikovat v praxi. Vyvinuti protokold pro
uspésnou transfekci je spoleéné s nalezenim uc¢inného promotoru dulezitym krokem pro
zavedeni cizi DNA do buné¢k a identifikaci podminek, které jsou zapotiebi pro manipulaci
sgenomem Vramci klistécich bun&€k. Zaroven tyto poznatky mohou pfispét k vyvoji

alternativnich metod pro kontrolu patogent pfenasenych klistaty.
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2 CIL PRACE

Cilem této prace bylo vytvofit stabilné fungujici postupy pro genovou manipulaci a efektivni
iniciaci genové exprese v klistécim (Ixodes) systému, transfekci plazmidovych vektort do

klistéciho systému a ovéfeni ucinnosti vybranych promotora.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Mikroskopovani kliStécich bunék

Obrazy zivych bunék byly zachyceny ve fazovém kontrastu pomoci invertovaného
mikroskopu Nikon ECLIPSE Ts2 (Nikon) s vyuzitim kamery DFK 33UX174 (The Imaging
Source), kontrastniho slideru Nikon ELWD 0.3 T1-SNCP, softwaru NIS-Elements, verze 4.60

a objektivu se zvétsenim 20x. Bunky byly pozorovany v kultiva¢nich nadobach.

3.2 Pouzité plazmidy

Na zaklad¢ dostupné literatury bylo rozhodnuto o pouziti plazmidu pmirGLO [11] a jeho
modifikované verze pRm-DualLuc [10]. Plazmid pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target
Expression Vector (Promega) je komeréné dostupny plazmid obsahujici hPGK promotor,
ktery vede expresi genu pro firefly luciferazu a SV40 promotor vedouci expresi Renilla
luciferazy. Plazmid pRm-DualLuc, ktery byl poskytnut Dr. Temeyerem (USDA, Agricultural
Research Service, Knipling-Bushland U.S. Livestock Insects Research Laboratory, USA), je
modifikovanou verzi plazmidu pmirGLO a byl vytvofen za t¢elem pouziti RNAI v klistécich
bunkach. Tento plazmid obsahuje hPGK promotor, ktery vede genovou expresi modifikované
firefly luciferazy a R. microplus rpL4 promotor, ktery vede genovou expresi reportérového

genu pro NanoLuc luciferazu [10].

Zaroven byly testovany plazmidy pouzité v mé bakalaiské praci [89], ¢ili pRSET-EF,
PRSET-Act, pRSET-rpL4, kde byl jako zaklad pouzit plazmid pRSET/EmGFP (Invitrogen) a
nasledn¢ do plazmidu byly zaklonovany jednotlivé promotory, které byly navrzeny podle
gDNA klistat druhu I. scapularis na zakladé dostupné genomové sekvence [89]. Rovnéz byl
pouzit plazmid Monster Green Fluorescent Protein pnMGFP Vector (Promega) obsahujici

CMV promotor.

Dale byl pouzit plazmid SP-dCas9-VPR-hPGK, ktery byl vytvoien a poskytnut Dr. Katerynou
Kotsarenko (CEITEC, Brno & PiF JU), pficemz se jednalo o modifikaci plazmidu
SP-dCas9-VPR, ktery byl poskytnut Dr. Oksanou Piven (Institute of Molecular Biology and
Genetics, NAS of Ukraine). V tomto plazmidu byl pouzit promotor hPGK pro expresi genu
dCas9-VPR. Tento plazmidovy konstrukt byl pouzit za uc¢elem ovéfeni, zdali pod promotorem

hPGK dochézi v klistécich buiikach k expresi jinych genil nez téch pro firefly luciferazu.
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pmirGLO pRm-DualLuc

«— hPGK 7350 bp 6317 bp

Obr. 3: A: Schéma plazmidu pmirGLO vytvotrené v programu SnapGene Viewer. Plazmid pmirGLO obsahuje
promotor pro lidskou PGK (hPGK), ktery vede expresi genu pro firefly luciferazu (Fluc). Druhym promotorem
obsazenym v plazmidu je virovy SV40, ktery vede expresi genu pro Renilla luciferazu (hRluc). B: Schéma
plazmidu pRm-DualLuc vytvofené v programu SnapGene Viewer. Plazmid obsahuje promotor pro lidskou PGK
(hPGK) vedouci expresi genu pro firefly luciferazu (Fluc). Druhym promotorem obsaZenym v plazmidu je

klistéci promotor pro rpL4 gen vedouci expresi genu pro NanoLuc luciferazu.

SP-dCas9-VPR-hPGK

11 548 bp

Obr. 4: Schéma plazmidu SP-dCas9-VPR-hPGK vytvotené v programu SnapGene Viewer. Plazmid obsahuje
gen pro dCas9-VPR vedeny promotorem hPGK.
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3.3 Transformace bakterii

Transformace bakterii byla pouzita pfi amplifikaci plazmidové DNA. Jako hostitelské buiiky
byly pouzity chemicky kompetentni bunky Escherichia coli NovaBlue Singles Competent
Cells (Novagen). Pro transformaci byl pouzit nasledujici postup: bylo pouzito 50 ul suspenze
kompetentnich bunék, ke kompetentnim buitkam byly pfidany 20 ng plazmidu a probé&hla
inkubace 30 minut na ledu. Poté byl proveden teplotni Sok — 30 sekund pti 42 °C, nasledné
byla zkumavka pfesunuta na 2 minuty na led. Ke smési bylo ptidano 250 pl SOC média
pokojové teploty, smés byla inkubovana za stalého ttepani o frekvenci 225 rpm 1 hodinu pii
teploté 37 °C. Po inkubaci byla bunétna suspenze rozetiena sterilni sklenénou hokejkou na
kultivaéni LB agarovou pudu obsahujici selektivni antibiotikum ampicilin v koncentraci
100 pug/ml ve dvou objemech 150 pul a 50 pl z divodu zajisténi optimalniho poétu narostlych
kolonii. Plotny byly inkubovéany 24 hodin pti 37 °C. Poté byly vybrané kolonie pteockovany
na nové LB agarové plotny, ze kterych probéhla piiprava startovacich kultur. Prace

S bakteridlnimi bunitkami probihala v laminarnim boxu za sterilnich podminek.

Tabulka I: Chemikalie a buniky pouzité k transformaci bakterii.

Transformace a kultivace bakterii

bKt?Ié?(getemm NovaBlue Singles Competent Cells (Novagen, Merck)

LB médium na 1000ml: 10 g pepton, 5 g kvasinkovy extrakt, 10 g NaCl (Carl Roth)

LB agar agar v LB médiu (Carl Roth)

SOC medium na 10ml: 2 % trypton, 0.5 % kvasinkovy extrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCly,
10 mM MgSO., 20 mM glukdzy (Carl Roth)

Antibiotika Ampicilin (Carl Roth)

3.4 1Izolace plazmidi

Pro izolaci plazmidu byly pfipraveny bakterialni kultury o rozdilném objemu. Bakterie pro
izolaci plazmidt mini kitem byly kultivovany v 5 ml tekutého LB média + ampicilin
(100 pg/ml). Pro piipravu bakterii pro izolaci maxi kitem byla pfipravena startovaci kultura
5 ml bunék, ktera byla nasledné natfedéna 1000x do 150 ml LB média + ampicilin (100 pg/ml).

K izolaci plazmidové DNA z kompetentnich bunék byly vyuZity soupravy Plasmid Mini Kit
a Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Obé¢ soupravy funguji na principu naneseni bakterialniho lyzatu
na anexovou kolonku, kde probéhne zachyceni plazmidové DNA a jeji nasledna extrakce do
elu¢niho pufru. 1zolace DNA byla provedena dle navodu vyrobce. Plazmidy byly eluovany do
TE pufru (10 mM Tris-Cl, pH 8,0, 1 mM EDTA).
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3.5 Kaultivace kliStécich bunék

Klistéci bunééné linie ISE6 [70], ISE18 [69], IRE11 [71], IRE/CTVM19 a IRE/CTVM20 [64]
byly poskytnuty z The Tick Cell Biobank. Kultivace bun€k probihala v L-15 médiu (Biowest)
obsahujiciho 20 % fetalniho bovinniho séra (Biosera), 10 % tryptdza-fosfatového bujonu
(Sigma), 2 mM L-alanyl-L-glutamin (Merck), a smés antibiotik (100 jednotek/ml penicilin G,
100 pg/ml streptomycin a 0,25 pg/ml amfotericin B, Biowest), pfi 28 °C, v 10ml kultiva¢nich
nadobach s plochym dnem s tésnym neventilovanym uzavérem (Nunc). Bunééné kultury byly
pasazovany kazdych 12-14 dni, kdy byly rozdéleny v poméru 1:4. Prace s buiikami byla

provadéna za sterilnich podminek v laminarnim boxu.

3.6 Transfekce
3.6.1 Transfekce klistécich bunék

Ke transfekci byly pouzily nésledujici klistéci bunécné linie: ISE6, ISE18, IREI1I,
IRE/CTVM19 a IRE/CTVM20.

fed nasazenim bunék bylo odebrano 5 ml bunééné suspenze z pasaZované kultury do sterilni
plastové zkumavky a centrifugovano 7 minut pii pokojové teploté a 1390 rpm. Nésledné bylo
odebrano médium a peleta rozsuspendovana v 1 ml kompletniho ristového L-15 média
(Tabulka II). Poté bylo odebrano 100 pl bunééné suspenze, ke které bylo piidano 100 ul

trypanové modii a provedeno pocitani bun¢k v Biirkerové komtrce.

Buiiky byly nasazeny 24 hodin pied transfekci do 96 jamkovych destic¢ek pro tkanové kultury
(TPP) v pocétu 30 000 bunék ve 100 ul kompletniho rastového L-15 média na jamku.
Transfekce byly provadény pomoci elektroporace a transfekénich ¢inidel FuGENE HD
Transfection Reagent (Promega), PolyJet In Vitro DNA Transfection Reagent (SignaGen
Laboratories), LipoJet In Vitro Transfection Kit (SignaGen Laboratories), X-tremeGENE 9
DNA Transfection Reagent (Roche Diagnostics). Konfluence bunék v dobé transfekce
dosahovala 60-70 %.

Elektroporace byla provadéna v pfistroji Electro Cell Manipulator (ECM 630, BTX, Harvard
Bioscience). Elektroporace bunéénych linii s jednotlivymi plazmidy byla provedena dle
protokolu ,,DNA Transfection by Electroporation® [90]. Pied samotnou elektroporaci byl
pfipraven slepy vzorek ve form¢ kyvety obsahujici PBS. Tento vzorek byl vloZen do

elektroporatoru, kde byl alespont dvakrat spustén vyboj. Néasledné bylo do 4mm kyvety (BTX)
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pfidano 400 pul média sbunkami. Posléze byly kbunééné suspenzi piidany
4 ug DNA (plazmidu) v 10 pl L-15 média bez glutaminu (Biosera), Kyveta byla vlozena do
elektroporatoru, kde byly neprodlené spustény elektrické vyboje. Poté byla kyveta ponechdna
2 minuty na ledu a nasledné byla suspenze napipetovana do jednotlivych jamek po 100 pl na
jednu jamku. Elektroporace probihala za podminek: odpor 300 Q, kapacitance 1050 puF, napéti
250 V. Elektroporace bun¢k a nasledné méfeni byly provadény v technickych triplikatech.

Postup u transfekcniho ¢inidla FuGENE HD Transfection Reagent (Promega) byl nasledujici:
nejCastéji pouZivany pomér transfekéniho ¢inidla ku DNA byl 3:1, pficemZ bylo pouzito
100 ng DNA (zde plazmidu). Celkové mnozstvi smési transfekéniho ¢inidla a DNA bylo
pouzito 10 pl na jamku, pfi poméru 3:1 tedy 0,3 pl transfekéniho Cinidla v 5 pl L-15 média
bez glutaminu (Biosera) a 100 ng DNA v 5 ul L-15 média bez glutaminu (Biosera). Byl
dodrZovan nasledujici postup: k DNA médiu bylo piidano pozadované mnozstvi transfekéniho
¢inidla, smés byla ponechana 10 az 15 minut pii pokojové teploté a nasledné byly bunky
transfekovany napipetovanim smési do jamek — 10 pl smési na 1 jamku. U ostatnich
transfek¢énich Cinidel — PolyJet In Vitro DNA Transfection Reagent (SignaGen Laboratories)
a X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche Diagnostics) bylo postupovano stejnym
zpusobem jako u FuGENE HD.

Rozdilny postup byl provadén u LipoJet In Vitro Transfection Kit (SignaGen Laboratories).
Nejprve byl pfipraven 1x transfekéni pufr zfedénim 5x LipoJet Transfection Buffer
destilovanou vodou. Tento pufr byl pii pfipravé pouzivan misto L-15 média. Dale bylo
k ur¢enému mnozstvi DNA v 1x transfek¢nim pufru pfidano piislusné mnozstvi transfekéniho
¢inidla LipoJet, smés byla ponechana 10 az 15 minut pfi pokojové teploté a po inkubaci byly
transfekovany buiiky 10 ul transfekéni smési na 1 jamku. Prace s buiitkami byla provadéna za
sterilnich podminek v laminarnim boxu. Transfekce klistécich bunék a nasledné méfeni byly

provadény v biologickych triplikatech.

Zaroven v ruznych transfekcich byly testovany rizné poméry transfekéniho ¢inidla ku DNA
a rizna mnozstvi DNA, kdy byly kromé poméru popsaného vyse testovany pomery transfekéni
¢inidlo ku DNA 1:1, 1,5:1, 2:1, 2,5:1 a 3,5:1. Bylo rovnéz testovano pouziti vétsiho mnozstvi

DNA, a to 200 ng.
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Tabulka 11: Média pouzivana pfi transfekci klistécich bunék.

Média

L-15 médium (Biowest) + 20 % fetalni bovinni sérum (Biosera), 10 %
tryptose phosphate broth (Sigma), 2 mM L-Alanyl-L-glutamin
(Merck), antibioticka smés: 100 jednotek/ml penicilin G, 100 pg/ml
streptomycin a 0,25 pg/ml amfotericin B (Biowest)

Kompletni ristové L-15 médium

L-15 médium bez glutaminu (Biosera) | Bez pfidavki

3.6.2 Transfekce lidskych bunék DAOY

Transfekce lidskych meduloblastomovych bunék DAOY ATCC HBT-186 byla pouzita
k ovéteni funkénosti plazmidu pmirGLO obsahujiciho promotor pro lidskou fosfoglycerat

kinazu.

Nejprve bylo ptuvodni médium vylito z kultivaéni nadoby a buiiky promyty PBS. Jelikoz se
jedna o adherentni buriky, byla nasledné provedena trypsinizace bunék. Do kultivaéni nadoby
bylo k narostlym bunkam piidano 0,5 ml roztoku trypsinu (0,25% trypsin/koncentrace v HBSS
(Biowest)) a inkubovano 2-5 minut v inkubatoru pii 37 °C. Bunky byly poté rozsuspendovany
v malém objemu DMEM Low Glucose média (Biowest) obsahujicitho 10% fetalni bovinni
sérum (Sigma-Aldrich), 1% L-alanyl-L-glutamin (Biowest), 1% antibiotickou smés
(Amphotericin B 0,25 pg/m1, Penicilin G 100 U/ml, Streptomycin 100 ug/ml; Biowest).
Nasledné bylo odebrano 100 pl bunécné suspenze, ke které bylo ptiddno 100 pl trypanové
modii a provedeno pocitani bunék v Biirkerové komtrce. Bunécna suspenze byla nasazena
24 hodin pfed transfekci do 96 jamkového panelu v mnozstvi 30 000 bunc¢k ve 100 pl
obohaceného DMEM média na jamku.

Transfekce byla provedena pomoci PolyJet In Vitro DNA Transfection Reagent (SignaGen
Laboratories) dle protokolu uvedeného vyrobcem. Pomér transfekéniho ¢inidla ku DNA byl
1,5:1, pouzito bylo 200 ng plazmidové DNA. Celkové mnozstvi smési transfek¢niho ¢inidla a
DNA bylo pouzito 10 pl na jamku, tedy 0,3 pl transfekéniho ¢inidla v 5 pl DMEM Low
Glucose (Biosera) média a 200 ng DNA v 5 pl DMEM Low Glucose (Biosera). K DNA
pfidané do DMEM Low Glucose (Biosera) média bylo pfiddno poZadované mnoZstvi
transfekéniho €inidla, smés byla ponechdna 10 minut pii pokojové teploté a nasledné byly
bunky transfekovany danou smési plazmidu a transfekéniho ¢inidla — mnozstvi 10 pl smési na
1 jamku. Buiky byly kultivovany pii 37 °C, satmosférou obsahujici 5% CO2. Po péti

hodinéach byla provedena vyména média. Luminiscence u transfekovanych DAOY bunék byla
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meétena 24 hodin po transfekci. Prace s buitkami probihala v laminarnim boxu za sterilnich

podminek. Transfekce bunck a ndsledné méfeni byly provadény v biologickych triplikatech.

3.7 Meéreni fluorescence a luminiscence

U plazmidi pRSET-EF, pRSET-Act, pRSET-rpL4 a phMGFP, obsahujicich zeleny
fluorescencni protein, byla méfena fluorescence s parametry: excitacni svétlo o vinové délce

485 nm a emitované svétlo o vlnové délce 528 nm.

Testovaci systémy pro detekci luminiscence funguji na principu piidani substratu k danému
luciferazovému enzymu, jehoZ exprese se v bunikdch ofekava. Tato reakce enzym-substrat
nasledné¢ vyvola luminiscenci, pomoci které je mozné sledovat aktivitu reportérového genu —
luciferazy. U plazmidu pmirGLO, ktery obsahoval geny pro firefly a Renilla luciferazy, byly
pouzity Luciferase Assay System (Promega) ¢i Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega).
U plazmidu pRm-DualLuc, ktery obsahoval geny pro firefly a NanoLuc luciferazy, byly
aplikovany testovaci systémy Luciferase Assay System (Promega) a Nano-Glo Luciferase
Assay System (Promega). Jednotlivé systémy byly pouzivany dle protokold stanovenych
vyrobcem. Méfeni probihala 3-6 dni po provedené transfekci [10]. Méfeni fluorescence a

luminiscence bylo provadéno na multidetek¢nim readeru Synergy H1 (BioTek).

Grafy z jednotlivych méfeni a statistickd analyza byly zpracovany v programu MS Excel
(Microsoft).

3.8 lzolace RNA pro PCR a RT-PCR

Po uplynuti uréenych dni po transfekci bylo z jednotlivych jamek odebrano médium, bunky
byly nasledn¢ promyty 100 pul PBS. Dale byl opét piidan PBS, ve kterém byly buiky
rozpustény, suspenze byla centrifugovana 5 minut pti pokojové teplote, poté byl odstranén

PBS a bunéény pelet uchovan pii —70 °C.

RNA byla z bunééného peletu izolovana pomoci soupravy pro izolaci RNA z tkani a bunék
NucleoSpin RNA Plus (Macherey-Nagel). Izolace RNA probéhla pomoci gravitaénich
kolonek dle protokolu stanoveného vyrobcem. Vysledna koncentrace izolované RNA byla

zméfena na piistroji NanoPhotometer (Implen).
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3.9 Syntéza cDNA

Nejprve byla u izolované RNA provedena DNazova reakce, ktera slouzila k odstranéni
zbytkové genomové DNA. Kvuli nizké koncentraci RNA u vzorkd byl pro reakci pouzit vEtsi
objem RNA, nez je doporuc¢ovano vyrobcem. Konkrétné byly k 26 ul izolované RNA ptidany
1 ul DNase | (Thermo Fisher Scientific) a 3 ul 10x DNase | Reaction Buffer + MgCl. (Thermo
Fisher Scientific). Reakce byla inkubovana 30 minut pii 37 °C. Takto pfipravena RNA byla

pouzita jako templat pro reverzni transkripci.

Reverzni transkripce byla provedena pomoci soupravy ProtoScript Il First Strand cDNA
Synthesis Kit (New England BioLabs) dle protokolu vyrobce. K 30 ul RNA z ptedchoziho
kroku bylo ptidano 7,5 ul 60 uM smési nahodnych primerd, vzorek byl inkubovan 5 minut pfi

65 °C, nésledné ponechan na ledu a kratce centrifugovan.

Poté bylo pfidano 37,5 ul 2x ProtoScript IT Reaction Mix a 7,5 ul 10x ProtoScript 1l Enzyme
Mix a cela reakce byla inkubovana 5 minut pii 25 °C, nasledné¢ 60 minut pii 42 °C. Nasledné
byl enzym inaktivovan pii 80 °C po dobu 5 minut. Reakce probihala v termocycleru GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems). Vysledny cDNA produkt byl uchovavan pii —20 °C

do dalsiho pouziti.
3.10 NavrZeni primeru

Pottebné primery byly navrzeny na zéklad¢ znamé sekvence plazmidt v programu Geneious
Prime software. Vlastnosti vytvofenych primeru byly zaroven ovéfeny v online programu

OligoAnalyzer Tool (https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Navrzené primery

byly syntetizovany firmou Generi Biotech. Pouzité primery jsou zaznamenany v Tabulce I11.

Tabulka I1l: Pouzité primery.

Nazev primeru Sekvence 5°- 3° Tm [°C] Ukel (produkt)
F Cas9_1 GGAGTTGACGCCAAAGCAAT 56,3
R_Cas9 1 CACTCGCAGAATATCACTCAGCAG| 574 Amplifikace asti genu dCas9-VPR z
F VPR 1 GGCTGACCCCAAGAAGAAGAG 57,6 plazmidu SP-dCas9-VPR-hPGK
R_VPR_1 GCAGGTACTGGCTACCAACTT 57
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3.11 PCR

Polymerazova fetézova reakce poslouzila k ovéfeni funk¢nosti vytvorenych primert. K reakci
byla pouzita polymeraza Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs). Slozeni
jedné reakce o celkovém objemu 25 ul bylo nasledujici: 5 ul 5X Q5 Reaction Buffer, 2,5 ul
2mM dNTPs, 1,25 pl od kazdého 10 uM primeru (5° primer a 3° primer), pficemz finalni
koncentrace primert byla 0,5 uM, 0,25 ul polymerazy Q5 High-Fidelity DNA Polymerase,
5 ng templatové DNA v objemu 1 ul anebo vys$sim a PCR vody doplnéné do finalniho objemu.
Reakce probihala ve zkumavkach o objemu 200 pl v pfistroji T100 (Bio-Rad). Teplotni a
casovy profil reakce byl nasledovny: 30 sekund pi1 98 °C (ivodni denaturace), nasledné 30
cykla: denaturace 10 sekund 98 °C, nasednuti primertt 30 sekund za specifické teploty pro
jednotlivé primery, extenze pi1 72 °C 20 sekund, findlni extenze 2 minuty pii 72 °C a chlazeni

pii 22 °C.

Pro separaci PCR produktii byla pouzita gelova elektroforéza s 2% agardézovym gelem (2 %
agardzy rozpuSténé v Ix TAE pufru), pro urCeni velikosti DNA fragmenti byl pouzit
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) + 1x GelRed Nucleic Acid
Stain (Millipore, Merck), vzorky byly smichany s 6x DNA Gel Loading Dye (Thermo Fisher
Scientific) + 6x GelRed Nucleic Acid Stain (Millipore, Merck).

3.12 gRT-PCR

Kvantitativni real-time PCR byla pouzita Kk ovéfeni uspé$nosti transfekce klistécich bunék
IRE11 a IRE/CTVM20 transfekovanych pomoci elektroporace S plazmidem
SP-dCas9-VPR-hPGK. Reakce byla provedena s cDNA transfekovanych bun¢k pomoci kitu
KAPA SYBR FAST One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (Roche). Slozeni jedné reakce:
7,5 ul KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix (2x), 0,3 ul od kazdého 10 uM primeru (finalni
koncentrace primert byla 0,2 uM), 6 ul templatové DNA ¢i cDNA, doplnéno PCR vodou do
finalniho objemu reakce 15 ul. Cyklovaci podminky: uvodni denaturace 3 minuty pii 95 °C,
nasledné 45 cyklt: denaturace 3 sekundy pii 95 °C, nasednuti primert 15 sekund za specifické
teploty pro jednotlivé primery. Za Gc¢elem detekce nespecifickych produkti reakce byly
nastaveny parametry pro zaznamenani kiivky tani: teplota 55 °C az 95 °C po dobu 5 sekund.
PCR reakce probéhla v piistroji C1000 Thermal Cycler, CFX96 Real-Time PCR System
(Bio-Rad).
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Vysledné amplikony byly ovéeny pomoci gelové elektroforézy s pouzitim 2% agarézového
gelu (2 % agarozy rozpusténé v 1x TAE pufru). Pro uréeni velikosti DNA fragmenti byl
pouzit GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) + 1x GelRed Nucleic
Acid Stain (Millipore, Merck), amplikony byly smichany s 6x DNA Gel Loading Dye
(Thermo Fisher Scientific) + 6x GelRed Nucleic Acid Stain (Millipore, Merck). Fotografie
gelu byla pofizena v piistroji Gbox Chemi XX6 Bio-imaging (Syngene).
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4 VYSLEDKY

V piipad¢ méfeni luminiscence a fluorescence byly vSechny hodnoty pfepocteny jako pomér
k naméfené hodnoté¢ u kontroly (netransfekovanych bunék), které byla pfifazena relativni
hodnota 1. Luminiscence firefly luciferazy je v grafech oznacena jako Fluc, luminiscence

Renilla luciferazy je oznacena jako Rluc a luminiscence NanoLuc luciferazy jako NanoLuc.

4.1 Optimalizace transfekce pro eukaryotické bunky

Pro optimalizaci transfekce pro eukaryotické buriky byla pouzita lidska meduloblastomova
bunécna linie DAQY, jejiz funkénost byla jiz ovéfena v mych predchozich experimentech
[89]. Pro transfekci lidskych bunék DAOY byl pouzit plazmid pmirGLO obsahujici zavedeny
reportérovy gen pro firefly luciferazu tizeny lidskym PGK promotorem. Efektivita transfekce

tak byla pozorovana pomoci méfeni luminiscence 1 den po transfekci.

DAOY + pmirGLO
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Obr. 5: Relativni luminiscence vykazovana lidskou bunéénou linii DAOY po transfekci plazmidem pmirGLO
za pomoci transfekéniho ¢inidla PolyJet. Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. Signifikantni rozdily

oproti kontrole byly vypo¢teny pomoci dvouvyb&rového neparového Studentova t-testu (* P <0,05).
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DAQOY + pRm-DualLuc
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Obr. 6: Relativni luminiscence vykazovana lidskou bunénou linii DAOY po transfekci plazmidem pRm-
DualLuc za pomoci transfekéniho c¢inidla PolyJet. Chybové tsecky vyjadiuji smeérodatnou odchylku.
Signifikantni rozdily oproti kontrole byly vypocteny pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu
(* P <0,05).

Luciferazy kodované v obou plazmidech pmirGLO a pRm-DualLuc byly produkovany a
generovaly luminiscenci (Obr. 5, Obr. 6). Promotory hPGK z obou plazmidu jsou tedy aktivni

Vv eukaryotickych — lidskych bunkach a spoustéji expresi gent, které jsou jimi fizené.
4.2 Transfekce ISE6 pomoci riznych transfekénich ¢inidel

Pro optimalizaci transfekénich metod pouzivanych u klistécich bunék, byla testovana rizna
transfekéni Cinidla na klistéci bunécéné linii ISE6. Klistéci bunééna linie ISE6 byla
transfekovana dvéma ruznymi plazmidy, pmirGLO a pRm-DualLuc, za ucelem zjisténi

funk¢nosti promotori obsazenych v téchto plazmidech u ISE6 klistécich bunék.

Nejprve byla pouzita elektroporace a né€kolik dalSich transfekénich ¢inidel na chemické bazi
s plazmidem pmirGLO, ktery obsahuje reportérové geny pro luciferazy. Gen pro firefly
luciferazu pod promotorem hPGK, gen pro Renilla luciferazu pod promotorem SV40. Méfeni
luminiscence probé&hlo 4 dny po elektroporaci a 3 dny po transfekci. Sumarizace méfeni je

vyobrazena na Obr. 7 a Obr. 8.
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Obr. 7: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii ISE6 po transfekcich plazmidem pmirGLO za pomoci
ruznych transfekénich Cinidel. Chybové tGsecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. Signifikantni rozdily oproti

kontrole byly vypoéteny pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu (* P <0,05).
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Obr. 8: Relativni luminiscence vykazovana buné¢nou linii ISE6 po transfekci plazmidem pmirGLO za pomoci
elektroporace. Chybové tsecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. Signifikantni rozdily oproti kontrole byly

vypoéteny pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu (*** P <0,001).

Nejvyssi luminiscence byla pozorovana u bunék transfekovanych pomoci FUuGENE HD
Transfection Reagent (Promega) a u reportérového genu pro firefly luciferazu, ktery byl pod
hPGK promotorem (Obr. 7). U Renilla luciferazy pod SV40 promotorem nebyla pozorovana
zvysena luminiscence. Metoda elektroporace rovnéz vykazovala zvysenou luminiscenci u
firefly luciferazy vedené hPGK promotorem (Obr. 8), v tomto ptipadé nebyla opét u Renilla

luciferazy vedené SV40 promotorem pozorovana zvysena luminiscence.
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Nasledné byl k transfekci pouzit plazmid pRm-DualLuc. Méfeni luminiscence probéhlo 4 dny

po elektroporaci a 3 dny po transfekci, sumarizace méfeni je vyobrazena na Obr. 9.
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Obr. 9: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii ISE6 po transfekci plazmidem pRm-DualLuc za

pomoci ruznych transfekénich ¢inidel. Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. Signifikantni rozdily

oproti kontrole byly vypocteny pomoci dvouvyb&rového neparového Studentova t-testu (* P <0,05).
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Obr. 10: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii ISE6 po transfekci plazmidem pRm-DualLuc za

pomoci elektroporace. Chybové secky vyjadiuji smérodatnou odchylku.

Podle grafu na Obr. 9 vykazoval reportérovy gen pro firefly luciferazu zvysenou miru exprese

pfi transfekci pomoci FuGENE HD se signifikantnim rozdilem oproti kontrole. ZvySenou miru

exprese rovnéz vykazoval gen pro NanoLuc vedeny promotorem pro klistéci rpL4. Graf na

Obr. 10 ukazuje zvysenou luminiscenci u elektroporovanych bunék, ktera vsak nebyla

statisticky vyznamna. Nicméné plazmid pRm-DualLuc ndm byl poskytnut pouze za ucelem
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testovani, nikoli za ucelem pouzivani jeho casti nebo celku ke klonovani, proto bylo

rozhodnuto, ze dalsi testovani bude provadeéno s plazmidem pmirGLO.

4.3 Transfekce bunék s plazmidy pRSET a phMGFP

Na zaklad¢ prechoziho zjisténi, ze transfekéni ¢inidlo FuGENE HD se zda byt efektivnim
nastrojem pro transfekci klistéci bunécné linie ISE6, byla aplikovana transfekce pomoci
FUGENE HD s plazmidy, které byly jiz pouzity v mé bakalarské praci [89]. Jednotlivé
plazmidy obsahovaly rozdilné promotory a reportérovy gen pro zeleny fluorescenéni protein
(GFP). Rovnéz byly vyzkouseny rozdilné poméry DNA ku transfekénimu ¢inidlu a rozdilna
mnozstvi DNA (plazmidu) transfekovana do bunék. Méfeni fluorescence probéhlo 3 dny po

transfekci.

Transfekce ISE6 rozdilnymi plazmidy
B pRSET-EF

EpRSET-Act
BpRSET-1pL4

O phMGFP

O kontrola (buriky)

Fluorescence
_
1

1:1,5 (100 ng) 1:3 (100 ng) 1:1,5 (200 ng) 1:3 (200 ng)
Pomér DNA:FuGENE HD (mnozstvi DNA)

Obr. 11: Fluorescence vykazovana ISE6 butikami transferovanymi plazmidy s rozdilnymi promotory. Excitaéni
svétlo o vinové délce 485 nm a emitované svétlo o vinové délce 528 nm. Chybové Gsecky vyjadiuji smérodatnou

odchylku.

Vysledky patrné z grafu na Obr. 11 ukazaly, ze fluorescence u transfekovanych bunék neni
oproti kontrolam zvySend, z cehoz plyne, ze promotory obsazené V téchto plazmidech
neiniciuji expresi reportérového genu a tyto plazmidy nejsou tedy vhodné k transfekci ISE6

bunék.
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4.4 Transfekce riznych IRE bunéénych linii s riiznymi transfekénimi €inidly

Ruizné klistéci bunécné linie z druhu 1. ricinus byly transfekovany plazmidem pmirGLO, za
ucelem vybrani nejvhodnéjsi klistéci bunécné linie pro transfekci. Zarovein byly pouzity razné
druhy transfek¢nich Cinidel za ucelem ovéfeni nejvhodnéjsiho zplisobu transfekce téchto

buné¢nych linii. Méteni luminiscence probéhlo 5 dni po transfekei.
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Obr. 12: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii IRE11 po transfekcich plazmidem pmirGLO pomoci
riznych transfekénich ¢inidel. Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. Signifikantni rozdily oproti

kontrole byly vypoéteny pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu (* P <0,05).
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Obr. 13: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii IRE/CTVM20 po transfekcich plazmidem pmirGLO
pomoci ruznych transfek¢nich ¢inidel. Chybové tsecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. Signifikantni rozdily

oproti kontrole byly vypo¢teny pomoci dvouvybé&rového neparového Studentova t-testu (* P <0,05).
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IRE/CTVM19 + pmirGLO
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Obr. 14: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii IRE/CTVM19 po transfekcich plazmidem pmirGLO

pomoci riznych transfekénich ¢inidel. Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku.

U klistéci bunééné linie IRE11 byla zaznamenana zvysena luminiscence u genu pro firefly
luciferazu vedeného promotorem pro hPGK. Nejvyssich hodnot dosahovala luminiscence u
bunc¢k, které byly transfekovany pomoci FuGENE HD. U klistéci bunééné linie IRE/CTVM20
byla zaznamenana rovnéZz zvySena luminiscence u hPGK promotoru, a to u bunck
transfekovanych pomoci PolyJet a FuGENE HD. U klistéci bunééné linie IRE/CTVM19
nebyla zaznamendna zména intenzity luminiscence oproti kontroldm. Na zéklad¢ tohoto
vysledku bylo rozhodnuto, Ze liniec IRE/CTVMI19 nebude pii dalSich experimentech

pouZzivana.
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4.5 Transfekce riiznych IRE bunéénych linii pomoci elektroporace

Ruzné druhy klistécich bunéénych linii ptivodem z druhu I. ricinus byly transfekovany
plazmidem pmirGLO za tGc¢elem vybéru nejvhodngjsi klistéci bunétné linie pro transfekci.
K transfekci byla pouzita metoda elektroporace z divodu ovéfeni vhodnosti této metody pro
transfekci danych klistécich bunék. Méfeni luminiscence probéhla 6 dni po provedené

elektroporaci.

IRE11 + pmirGLO
*
11~ _ OFluc
10 - ORluc
9
3
5 5
27
=
£ 61
= 51
g
- -
= 4
o 3
e
7
1 -
0 | L |
Elektroporace kontrola (buriky)

Obr. 15: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii IRE11 po transfekci plazmidem pmirGLO pomoci
elektroporace. Chybové usecky vyjadiuji smerodatnou odchylku. Signifikantni rozdily oproti kontrole byly

vypoéteny pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu (* P <0,05).
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Obr. 16: Relativni luminiscence vykazovana buné¢nou linii IRE/CTVM20 po transfekci plazmidem pmirGLO
pomoci elektroporace. Chybové tsecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. Signifikantni rozdily oproti kontrole

byly vypoéteny pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu (* P <0,05).
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IRE/CTVMI19 + pmirGLO
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Obr. 17: Relativni luminiscence vykazovana buné¢nou linii IRE/CTVM19 po transfekci plazmidem pmirGLO

pomoci elektroporace. Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku.

U klistécich bunek IRE11 a IRE/CTVM20 transfekovanych pomoci elektroporace byla
zaznamenana zvysena luminiscence u firefly luciferazy. Vysledky vykazovaly signifikanci
oproti kontrole. U bunécné linie IRE/CTVMI19 nebyla pozorovana zvySend luminiscence,

stejné jako u jinych druhti transfekénich ¢inidel testovanych na této bunécné linii.

4.6 Transfekce raznych bunéénych linii s riiznym pomérem transfek¢niho ¢inidla

Byla provedena transfekce raznych klistécich bunéénych linii (ISE6, ISE18, IREI1I,
IRE/CTVML19, IRE/CTVM20) s plazmidem pmirGLO. Tento experiment byl proveden za
ucelem optimalizace pouziti transfek¢niho cCinidla FuGENE HD u rtznych klistécich
bunéénych linii. Transfek¢ni ¢inidlo FUGENE HD bylo v tomto piipadé zvoleno z divodu, ze
pii predchozich transfekcich byla u klistécich bunék transfekovanych pomoci toho ¢inidla
pozorovana vyssi luminiscence v porovnani s ostatnimi ¢inidly na chemické bazi. Zaroven byl
prodlouzen ¢as pro méfeni luminiscence po transfekci na 4 dny pro pozorovani nejvyssiho
mozného dosazeni luminiscence [10]. Tento experiment byl proveden za G¢elem optimalizace
pouziti transfekéniho ¢inidla FuGENE HD u riznych klistécich buné¢nych linii. U tohoto
experimentu byla méfena pouze aktivita firefly luciferazy, ktera byla vedena hPGK
promotorem, a to z divodu Ze Renilla luciferaza vedena promotorem SV40 nevykazovala u

kliStécich bun¢k v dosavadnich pozorovéanich zvysenou luminiscenci.
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Obr. 18: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii ISE6 po transfekci plazmidem pmirGLO za pomoci
transfekéniho ¢inidla FuGENE HD pii rozdilnych pomérech DNA ku FuGENE HD a riznych mnozstvi
transfekované plazmidové DNA. Chybové tsecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. Signifikantni rozdily oproti

kontrole byly vypoéteny pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu (* P <0,05; ** P <0,01).
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Obr. 19: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii ISE18 po transfekci plazmidem pmirGLO za pomoci
transfekéniho &inidla FuGENE HD pfi rozdilnych pomérech DNA ku FuGENE HD a riznych mnozstvi
transfekované plazmidové DNA. Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. Signifikantni rozdily oproti

kontrole byly vypoéteny pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu (* P <0,05; ** P <0,01).
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IRE11l + pmirGLO
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Obr. 20: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii IRE11 po transfekci plazmidem pmirGLO za
pomoci transfekéniho ¢inidla FuGENE HD pii rozdilnych pomérech DNA ku FuGENE HD a riznych mnozstvi
transfekované plazmidové DNA. Chybové usecky vyjadiuji smeérodatnou odchylku. Signifikantni rozdily oproti

kontrole byly vypocéteny pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu (* P <0,05; ** P <0,01).
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Obr. 21: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii IRE/CTVM 20 po transfekci plazmidem pmirGLO
za pomoci transfekéniho ¢inidla FuGENE HD pii rozdilnych pomérech DNA ku FuGENE HD a rtznych
mnozstvi transfekované plazmidové DNA. Chybové tsecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. Signifikantni
rozdily oproti kontrole byly vypocteny pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu (* P <0,05;
** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001).
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IRE/CTVMI9 + pmirGLO
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Obr. 22: Relativni luminiscence vykazovana buné¢nou linii IRE/CTVM19 po transfekci plazmidem pmirGLO
za pomoci transfekéniho ¢inidla FuGENE HD pfi rozdilnych pomérech DNA ku FuGENE HD a riznych

mnozstvi transfekované plazmidové DNA. Chybové tisecky vyjadiuji smérodatnou odchylku.

Ze vsech bunéénych linii vykazovala nejvyssi miru luminiscence bunééna linie ISE6, a to u

obou testovanych mnozstvi DNA u poméra 1:2,5, 1:3 a 1:3,5.

Cilem vSak bylo ovéfit u€innost plazmidi na dalSich bunéénych liniich, piredev§im téch
odvozenych od druhu I. ricinus, tedy IRE 11, IRE/CTVM 20 a IRE/CTVM19. Proto byly dalsi
experimenty provadény s t€émito bunéénymi liniemi. Byla testovana rovnéz bunécna linie
ISE18, nicmén¢ v porovnani s liniemi IRE11 a IRE/CTVM20 vykazoval ISE18 nizsi intenzitu

luminisicence.

U bunck IREIl a IRE/CTVM20 byla pozorovdna zvySena luminiscence. Nejvyssi
luminiscence byla sledovana zejména pii pouziti 100 ng transfekované DNA v poméru 1:3 a
1:3,5 ku transfekénimu c¢inidlu. U bunék IRE/CTVMI9 nebyla pozorovdna zvySena

luminiscence, coz koresponduje s piedchozimi vysledky (Kapitola 4.4).

Na zaklad¢ vysledkti bylo rozhodnuto, ze optimalni mnozstvi DNA pro transfekci IRE

buné¢nych linii bude 100 ng pti poméru DNA ku transfekénimu ¢inidlu 1:3.
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4.7 Transfekce IRE bunéénych linii plazmidem pRm-DuallLuc

Klistéci bunééné linie zdruhu 1. ricinus IRE11 a IRE/CTVM 20 byly transfekovany
plazmidem pRM-DuallLuc pomoci dvou rozdilnych transfekénich cinidel. Byla méfena
luminiscence NanoLuc luciferazy. Gen pro NanoLuc byl pod promotorem pro klistéci rpL4.
Mg¢teni luminiscence bylo provedeno 5 dni po transfekci, sumarizace méfeni je vyobrazena na

Obr. 23 a Obr. 24.
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Obr. 23: Relativni luminiscence vykazovana bunéénou linii IRE11 po transfekci plazmidem pRm-DualLuc za
pomoci transfekénich ¢inidel FUGENE HD a PolyJet. Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku.
Signifikantni rozdily oproti kontrole byly vypocteny pomoci dvouvybérového neparového Studentova t-testu
(** P <0,01).
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Obr. 24: Relativni luminiscence vykazovana bunénou linii IRE/CTVM20 po transfekci plazmidem pRm-
DualLuc za pomoci transfekénich ¢inidel FuGENE HD a PolyJet. Chybové usecky vyjadiuji smerodatnou
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odchylku. Signifikantni rozdily oproti kontrole byly vypo¢teny pomoci dvouvybérového neparového Studentova
t-testu (** P <0,01).

U klistécich bun¢k IRE11 byla pozorovana nepatrné zvysena luminiscence. Intenzita
luminiscence byla u obou tranfekénich ¢inidel srovnatelnd, pficemz u ¢inidla FuGENE HD
byla vypocétena pomérné vysoka smérodatna odchylka priméru jednotlivych méfeni. Na
zaklad¢é namétenych hodnot nelze jednoznacné potvrdit, zdali v tomto pfipadé u IRE11 bun¢k

probihala exprese NanoLuc luciferazy.

Oproti tomu bunééna linie IRE/CTVM?20 vykazovala vyssi luminiscenci u obou transfekénich
¢inidel, pficemz bunky transfekované pomoci PolyJet vykazovaly vys§i miru luminiscence
nez bunky transfekoan¢ FuGENE HD. Lze tedy fict, Ze kliStéci promotor rpL4 byl efektivni
pii genove expresi NanoLuc luciferazy v IRE/CTVM20 bunkéch.

4.8 Transfekce klistécich bunék plazmidem SP-dCas9-VPR-hPGK

Na zakladé¢ vysledkd, kdy u bunék z druhu I. ricinus vykazovaly bunky transfekované pomoci
elektroporace zvysenou miru luminiscence (Obr. 15 a Obr. 16), bylo rozhodnuto o provedeni
elektroporace u buné¢nych linii IRE11 a IRE/CTVM20 s plazmidem SP-dCas9-VPR-hPGK.
Tato ¢ast prace méla poslouzit kK ovéteni, zdali je elektroporace vhodnym nastrojem pro
vlozeni cizi DNA do klistécich bun¢k a zdali bude probihat pod hPGK promotorem exprese
jiného genu, nez byl gen pro firefly luciferazu, zde konkrétné¢ gen dCas9-VPR. Po
elektroporaci byla provednea izolace RNA transfekovanych bunék a nasledny piepis do
cDNA. Se ziskanou cDNA transfekovanych bun¢k byla provedena qPCR reakce s primery
specifickymi pro fragmenty plazmidu, konkrétn¢ ¢asti VPR (s primery F_VPR_1aR_VPR_1,
viz. Tabulka I11). Elektroporace byla provedena v biologickych triplikatech.

U obou klistécich bunéénych linii IRE11 a IRE/CTVM20 byly pii amplifikaci cDNA pomoci
gPCR a nasledné agarozové elektroforézy pozorovany nespecifické produkty, proto tyto

vysledky nejsou v praci zahrnuty.
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4.9 Morfologie klistécich bunék

Obr. 25: Morfologické rysy bunék klistécich bun&énych linii (A) ISE6, pasaz 131; (B) ISE18, pasaz 50; (C)
IRE11, pasaz 313; (D) IRE/CTVM19, pasaz 473; (E) IRE/CTVM20, pasaz 468. Zvétseni 20x.

Snimky bunék byly pofizeny 7 dni po pravidelné pasazi se ¢trnactidennimi intervaly. Buiky
u vsSech zachycenych bunécnych linii se vyznaCovaly heterogenitou, bunécné kultury
obsahovaly vice buné¢nych typt. U vSech bunéénych linii pfevazoval kulovity tvar bunék.
Mimo to se u jednotlivych kultur vyskytovaly bunky nepravidelného tvaru. U kultur IRE11,
IRE/CTVM20 a ISEG6 se vyskytovaly buiiky protahlého tvaru piipominajici fibroblasty. U linie
IRE/CTVM20 byly pozorovany buiky kubického tvaru. U vSech bunécnych linii se tvotily
shluky bungk. Linie ISE18 se vyznacovala tim, ze obsahovala na pohled drobn¢jsi buriky nez

ostatni linie.
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5 DISKUSE

Tato diplomova prace navazuje na mou bakalaiskou praci, ve které bylo ovérovano nékolik
promotortl pro expresi reportérovych genl v klistécich bunéénych liniich [89]. V bakalatské
praci byly pouzity virové promotory pro SV40 a CMV. Zaroveil byly pouzity sekvence
promotoru ziskané analyzou genomové sekvence |. scapularis, a to promotory pro geny
EF-1a, aktin a rpL4. VSechny zminéné promotory vedly reportérovy gen pro GFP v
plazmidovém konstruktu, ktery byl nasledné transfekovan do klistécich bunck ISE6 a
IRE/CTVMI19 pomoci elektroporace a transfekéniho cinidla PolyJet In Vitro DNA
Transfection Reagent (SignaGen). Nicméné za téchto podminek nebyla pozorovdna exprese

daného reportérového genu.

Predklddand diplomovéa prace byla zaméfena na optimalizaci podminek pro transfekci
klistécich bunécnych linii. V mé diplomové praci bylo pouZito $irsi spektrum transfekénich
¢inidel. Jako reportérové geny zde poslouzily geny pro luciferazu, které byly soucasti
plazmidovych vektorti, a zdroven byly pouzity nové plazmidové vektory urcené k pouziti v
eukaryotickych bunkach. Funkce téchto plazmidovych vektorti byla ovéfena v diivéjsich
studiich [10; 11]. Kontrolni transfekce byla provedena s lidskou meduloblastomovou
bunéénou linii DAOY (Kapitola 4.1). Rozhodnuti o pouziti nového plazmidového vektoru
bylo uéinéno na zakladé nedavno uvetejnénych publikaci [7; 11], které popisuji transfekci
nekterych klistécich bunécnych linii. Naptiklad pouziti plazmidového vektoru pmirGLO a
jeho modifikaci bylo popsano celkem ve ttech studiich [7; 10; 11]. Originalni varianta tohoto
vektoru obsahuje geny pro dva druhy luciferaz — gen pro firefly luciferazu pod lidskym PGK
promotorem a gen pro Renilla luciferazu pod virovym SV40 promotorem. Tyto zminéné
promotory funguji v lidskych bunikach, coz bylo potvrzeno transfekci lidské bunécné linie
DAOQY (Obr. 5). Nicmén¢ da se piedpokladat, ze efektivita téchto promotori muze byt u bunék

hmyzu ¢i pavoukovct odlisna.

Experimenty, které byly v mé praci provedené s klistécimi bunikami ukazaly, ze promotor
hPGK byl schopen iniciovat expresi genu pro firefly luciferazu v plazmidech pmirGLO a
pRm-DualLuc. S pouZitim tohoto promotoru v plazmidovém vektoru byla pozorovana
zvySena luminiscence u bun¢k ISE6 (Obr. 8, Obr. 9, Obr. 18), ISE18 (Obr. 19), IRE11 (Obr.
15, Obr. 20) a IRE/CTVM20 (Obr. 16, Obr. 21, Obr. 24). K podobnému zavéru dospéli ve své
studii Tuckow & Temeyer (2015), ktefi potvrdili ze promotor hPGK vedl k detekovatelné
aktivité firefly luciferazy v klistécich bunkach BME26 [10]. Funk¢nost tohoto promotoru
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rovnéz ovéfili Kusakisako a kol. (2018) u ISE6 bun¢k [11]. Soucasn¢ SV40 promotor se u
bunék transfekovanych plazmidem pmirGLO neprokazal byt efektivnim Vv iniciaci genové
exprese Renilla luciferazy, a to u zadnych z pouzivanych klistécich bun¢k (Obr. 12; Obr. 13;
Obr. 15; Obr. 16). Pro ziskéani plazmidu pRM-DualLuc byla kontaktovana vyzkumna skupina
Dr. Temeyera [10] s prosbou o poskytnuti tohoto jimi vytvoteného plazmidového konstruktu.
Ugelem bylo ovéfeni aktivity jejich nového promotoru rpL4 z klistéciho genomu R. microplus
v naSich klistécich bunéénych liniich. Bylo potvrzeno, ze promotor rpL4 byl funkéni jak
v klistécich (Obr. 9; Obr. 10; Obr. 23; Obr. 24), tak do urc¢ité miry i v lidskych bunikach (Obr.
6). Tato pozorovani nasvéd¢uji faktu, ze tento eukaryoticky promotor mtze pracovat v riznych
druzich eukaryotickych bun¢k — v lidskych bunkach (Obr. 6), bunikach R. microplus [10],
. ricinus (Obr. 24) a I. scapularis (Obr. 9).

Jako transfekéni metody pro klistéci buiiky byly testovany elektroporace a riizné druhy
transfekénich €inidel na chemické bazi. Funkce ¢inidel pracujicich na principu doruceni
nukleové kyseliny do bunék pomoci kationtovych lipidi a lipozomu jiz byla na klistécich
bunkach ovéfena v n¢kolika studiich [66; 78]. Pro mou praci bylo rovnéz zvoleno transfekéni
¢inidlo fungujici pomoci lipozomii, konktrétn¢ LipoJet In Vitro Transfection Kit (SignaGen
Laboratories). Nutno dodat, Ze transfek¢ni ¢inidla testovana ve studii Barryho a kol. (2013)
byla u klistécich bunék pouzivana za uc¢elem doru¢eni RNA pro umlceni cilovych gent [66],
nikoli za ucelem piechodné exprese reportérovych genti jako tomu bylo v mé praci. Dale byla
vmé praci pouzita nelipozomalni transfekéni cinidla obsahujici polymery. Obsazené
polymery tvoii spole¢né s transfekovanou nukleovou kyselinou komplexy, které jsou nasledné
dorucovany do bunék. Konkrétné se jednalo 0 PolyJet In Vitro DNA Transfection Reagent
(SignaGen Laboratories) a X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche Diagnostics).
Rovnéz bylo pouzito nelipozomalni ¢inidlo FUGENE HD Transfection Reagent (Promega),
které se vyznacuje tim, Ze je ureno zejména pro bunky, které jsou tézko transfekovatelné

véetné napf. hmyzich bun¢k [91].

Dalsi pouzitou metodou transfekce byla elektroporace. Elektroporace ma vyhodu v tom, ze se
jedna o univerzalni metodu, kterou lze aplikovat na Siroké spektrum organismil a bunck.
Nevyhodou elektroporace je moznost zvySeného poskozeni bunék zpusobeného
vysokonapétovymi pulzy a nespecificky transport molekul do a ven z buiiky [92]. O pouziti

elektroporace u klistécich bunék neni k dispozici zadna publikace, nicméné byla provedena
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uspésna elektroporace napt. vajicek R. microplus [93] ¢i vajicek a nymf I. scapularis za

ucelem utlumeni genové exprese pomoci RNAi [94].

Zvoleni vhodné metody transfekce neni jedingym parametrem dilezitym pro ucinnou
transfekci. Dalsimi dulezitymi faktory jsou naptiklad dobry celkovy stav bunék, konfluence
bungk, ¢islo bunééné pasaze a v neposledni fad¢ také kvalita transfekované DNA [95]. U
Kklistécich bunék se ukazala byt dilezitd rovnéz volba vhodného plazmidového vektoru
(Obr. 11).

Dalsim dulezitym faktorem, zejména u bungk, které nejsou sav¢iho ptivodu, je volba vhodného
promotoru vedouciho reportérovy gen. To bylo viditelné zejména pii transfekcich plazmidem
pmirGLO, kde méfeni ukazala, Ze nedochazelo k expresi reportérového genu pro Renilla
luciferazu, ktery byl vedeny virovym promotorem SV40 (Obr. 7; Obr. 8; Obr. 12; Obr. 13;
Obr. 15; Obr. 16). Tyto vysledky koresponduji s vysledky studie Tuckow & Temeyer (2015)
[10], kde u klistéci bunééné linie BME26 piivodem z R. microplus nebyla detekovana aktivita
Renilla luciferazy, ktera byla vedena promotorem SV40. Jako divod bylo uvedeno, zZe
promotor SV40 pravdépodobné nefunguje s klistécimi bunikami [10]. To bylo potvrzeno i
v mé praci. Kromé toho jina publikace uvadi, ze promotor SV40 vykazoval slabou transkrip¢ni
aktivitu i v hmyzich bunéénych liniich [96]. Jako dal$i divod, pro¢ nefungovala Renilla
luciferaza uvadi Tuckow & Temeyer (2015) to, ze gen pro Renilla luciferazu obsazeny
v plazmidu pmirGLO je optimalizovan na pouziti v lidskych bunkach [10]. Nicmén¢ v ramci
mého pozorovani vykazovala Renilla luciferaza pod SV40 promotorem u lidskych bunék

podstatné niz$i signal luminiscence oproti firefly luciferaze pod hPGK promotorem (Obr. 5).

Dalsi proménnou tykajici se efektivni transfekce bunék mohou byt (ne)vhodné zvolené casové
intervaly méfeni luminiscence, tedy kolik dni po transfekci bunék je luminiscence métena.
Hodnoty luminiscence u transfekovanych klistécich bunék BME26 v rozdilnych ¢asovych
intervalech ve své studii porovnavaly Tuckow & Temeyer (2015) [10]. Pfisli se zjisténim, ze
u bunék BME26 byla luminiscence detekovana jiz 2 dny po transfekci, pficemz maximalni
aktivita luciferdzy byla pozorovana 5 dni po transfekci; zdroven byla stale detekovana i 7 dni
po transfekci [10]. Kusakisako a kol. (2018) uvadi, ze u bun¢k ISE6 byla luminiscence
s ispéchem méiena 4 dny po transfekci [11]. V ramci mé prace bylo vychazeno z téchto

predpokladii a luminiscence byla u bun¢k méfena v rozmezi 3-7 dni po transfekci.
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Vysledky transfekci se u jednotlivych bunécnych linii zna¢né lisily. Napiiklad pro bunéénou
linii ISE6 se zdala byt nejvice efektivni transfekce pomoci FuGENE HD (Obr. 7; Obr. 9;
Obr. 18), zvysena luminiscence byla rovnéz pozorovana u elektroporace (Obr. 8; Obr. 10).
Bunécna linie ISE6 je klistéci bunécnou linii Siroce pouzivanou k experimentim s riznym
zamétenim. Byla pouzivana napiiklad k ovéteni funkénosti riznych promotora [7; 11; 78] ¢i
byly zkoumany pfimo vlastnosti této klistéci bunééné linie s cilem 1épe objasnit interakce
klist'at s patogeny [97; 98; 99; 100]. Navzdory komplexnimu vyuzivani ISE6 bunécné linie je
k dispozici nedostatek publikaci o transfekci a expresi cizich genti v této bunééné linii [7; 11;
49; 78]. Nutno dodat, Ze ve studii Kusakisaka a kol. (2018) byla u této klistéci linie rovnéz
pozorovana zvy$ena mira luminiscence pii pouziti plazmidu pmirGLO, ovSem za pouZiti

jiného transfekéniho ¢inidla [11].

U bunécné linie IRE11 byla pozorovdna zvySend luminiscence pii pouziti FuGENE HD
(Obr. 12; Obr. 20; Obr. 23) a pii pouziti elektroporace (Obr. 15). Tato klistéci bunétna linie
byla pouzivana pfedev§im ke studiu interakci klisté-patogen [101] a ke studiu vlastnosti
klistécich endosymbionti [71; 102]. Nejsou k dispozici zadné publikace zminujici transfekci

IRE11, proto mé vysledky nebylo mozné porovnat S jinou studii.

U bunécné linie IRE/CTVM20 byla pozorovéana rovnéz zvysSena luminiscence pii pouziti
FUGENE HD (Obr. 13; Obr. 21; Obr. 24), pti pouziti PolyJet (Obr. 13; Obr. 24) a pii
elektroporaci (Obr. 16). Tato klistéci bunécna linie byla téz vyuzivana piedevsim ke studiu
klistaty pienasenych patogent [97], zejména k propagaci téchto patogenti v IRE/CTVM20
bunkach [103]. Stejné jako u bunék IRE11, neni ani u bun¢k IRE/CTVM20 k dispozici
publikace, ktera by komentovala metody transfekce vyuzitelné na téchto bunkach, ¢i dokonce

promotory fungujici v téchto bunkach.

U bunécné linie IRE/CTVMI19 nebyla zaznamenana zddnd zména luminiscence pii pouZiti
riznych metod transfekce (Obr. 14; Obr. 17; Obr. 22). Na klistéci bunééné linii IRE/CTVM19
byly jiz v minulosti provadény uspésné transfekce [47; 66]. Nicméné v mych experimentech
ptekvapivé nebyly po transfekcich pozorovany zadné zmény luminiscence. Divodt muze byt
nékolik. Mohou to byt zejména vyse zminéné faktory ovliviiujici transfekci, napt. nevhodné
zvolené transfekéni ¢inidlo. V minulosti bylo na buiikach IRE/CTVM19 testovano transfekéni
¢inidlo na bazi lipozomi za uc¢elem doruceni RNA do bunék [66]. V mé praci bylo rovnéz

pouzito transfekéni ¢inidlo fungujici na principu lipozomu (LipoJet), stim rozdilem, ze
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transportovanou nukleovou kyselinou byla DNA. Nutno dodat, ze pfesna pfic¢ina toho, pro¢

transfekce u bun¢k IRE/CTVM19 v mé praci nefungovaly nebyla dale zjistovana.

Prekvapivé vysledky ptineslo také testovani riznych poméri transfekéniho ¢inidla a mnozstvi
DNA provadéné na riznych druzich klistécich bunéénych linii s transfekénim cinidlem
FUGENE HD (Kapitola 4.6). V tomto ptipadé byla relativni luminiscence fadové o stovky
vy$$i nez pii testovani transfekéniho cinidla FuGENE spole¢né s ostatnimi Cinidly
(Kapitola 4.2 a 4.4). Duvodem takto rozdilnych vysledktt mohl byt fakt, Ze luminiscence byla
méfena v del$im Casovém intervalu po transfekci (4 dny). Jako dalsi vysvétleni se nabizi
pouziti jiného testovaciho systému pro meéfeni luminiscence, nez bylo pouzivani
v ptedchozich kapitolach, a to Luciferase Assay System (Promega). Tento systém vyuziva
automatického davkovani reagencii k transfekovanym bunkdm, kdy probiha méfeni
luminiscence bezprostfedné po pfidani reagencie. Systém pouzivany v ostatnich ptipadech pii
transfekci plazmidu pmirGLO — tedy Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega), vyuziva
manualni ddvkovani reagencii k transfekovanym buitkam. V dasledku ¢asového prodleni mezi
pfidanim latky a méfenim muze tedy dojit k poklesu luminiscenéniho signalu. Nicméné
vyrobcem je tento systém oznacovan jako systém se stabilnimi signaly luminiscence, které
mayji polocas az 2 hodiny, zaroven se jedna o systém vhodny k praci s vétSim mnozstvi vzorki
[104]. Proto se tato hypotéza zda byt jako mén¢ pravdépodobna. Nutno podotknout, Ze tato
¢ast mé prace slouzila pouze k optimalizaci mnozstvi transfek¢niho ¢inidla a mnozstvi DNA.
Vysledky se neodchylovaly od puvodniho o¢ekavani, nebylo tedy nezbytné tento experiment

opakovat.

V mé praci byl rovnéZ proveden pokus o transfekci plazmidu SP-dCas9-VPR-hPGK do bunék
IRE11 a IRE/CTVM20, ktery nebyl uspésny (Kapitola 4.8). Tento plazmid obsahoval gen
dCas9-VPR pod promotorem hPGK. Gen pro dCas9-VPR protein kdduje endonukleazu Cas9
spojenou s potfebnym aktivatorem VPR [105]. Potencinalni vyuziti plazmidové kostry
SP-dCas9-VPR je v aplikaci nastroje pro editaci genomu CRISPR/Cas9. Zvolenou metodou
tranfekce byla v tomto ptipadé elektroporace. Ackoli se promotor hPGK ukazal byt jako
funkéni ve vedeni pfechodné exprese genu pro luciferazu v kliStécich bunkach, v tomto
pfipadné nebyla exprese genu detekovana, respektive béhem qPCR reakce byl zachyceny
nespecifity u cDNA z netransfekovanych bunék. Bylo by tedy Zadouci zopakovat celou

transfekeci.
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Vsechny ziskané vysledky nasvéd¢éuji faktu, Ze pro kazdou bunéénou linii, byt pochazejici ze
stejného klistéciho druhu, plati jiné podminky transfekce [66]. Je tedy vhodné optimalizovat
metody pro kazdou bunéénou linii individualné. Zaroven je nutné zanalyzovat co nejvice

moznych faktort, které mohou uspés$nost transfekce ovlivnit.

Jednim z takovych faktort, ktery mize ovlivnit efektivitu transfekce je druh transfekovanych
bun¢k [95]. Populace studovanych klistécich buné¢nych linii byla heterogenni, obsahovala
buiiky, které nejsou zcela ptisedlé k povrchu kultivaéni nadoby, volné plavajici buiiky a
adherentni bunky protahlého tvaru (Obr. 25). Z tohoto divodu bylo téZké predpoveédét, jak
morfologie bun¢k miiZze ovlivnit t€innost transfekce. Zaroven nemizeme rozlisit, které buiky
byly transfekované, a které nikoli. Izolace populace bunék s jednotnym tvarem neni mozna,
jelikoz predchozi pokusy o klonovani bunék jednotného tvaru vedly bud Kk
opétovnému vyskytu heterogenni populace anebo selhaly [63; 69]. Heterogenita bun¢k byla
pozorovana jiz od poc¢atku formovani klistécich bunéénych linii [69] a byla udrzovana az do

soucasnosti prostiednictvim dlouhodobé kultivace bunék [64].

Rozdily v efektivité transfekce napfi¢ riznymi druhy klistécich bunéénych linii mohou byt
zapii¢inény nejen heterogenitou studovanych bunéénych linii (Obr. 25), ale i rozdilnymi
karyotypy, které ve své studii popsali Kotsarenko a kol. [74]. Modalni po¢et chromozomii u
testovanych bunéénych linii byl rozdilny v porovnani s klistaty stejného druhu, ze kterého
bunécné linie pochdzeji. Zaroven byl pozorovan jiny modalni pocet chromozomu u stejné
bunécné linie, kterd méla rozdilné ¢islo pasaze. Karyotyp bunécné linie IRE/CTVMI9 byl
oznacen za relativné nestabilni, jelikoz vykazoval zmény u bunék s vysokym poctem pasazi.
V pasazi 179 obsahoval nejvyssi pocet bun€k ocekavany diploidni pocet chromozomu 28,
pricemz v pasazich 442 a 475 obsahoval nejvyssi pocet bun€k pocet chromozomi v rozmezi
48-52, tudiz téméf dvojnasobek. Naproti tomu bunécénd linie IRE/CTVM20 vykazovala
v prubéhu ¢asu relativné stabilni karyotyp, a to s modalnim poétem chromozomu 23 [74].
Bunééné linie IRE11 a ISE6 mély ve vysokych pasazich modalni poc€et chromozomi 22
(nepublikovand data). Bunécéna linie ISE18 méla u bunck s nizkym poctem pasazi (35)
modalni pocet chromozomii 30, coz bylo blizké ¢islo normalnimu poctu diploidnich
chromozomti u I. scapularis (tj. 28 [69]). Ve vyssi pasazi (133) méli ISE18 bunky pocet

modalnich chromozomi 48 [74].

45



Publikované prace ukazuji, Ze postupy genetické manipulace aplikovatelné na jiné
eukaryotické bunééné systémy je mozné aplikovat rovnéz na klistéci bunééné linie [49; 50;
51]. Klistéci bunky maji potencionalni vyuziti jako expresni systémy pro vyrobu specifickych
klistécich rekombinantnich proteint, které by produkci v klistécich buiikach ziskaly nativni
posttranslacni modifikace [7]. Pouziti klistécich bunéénych linii v experimentech je vSak
znaén¢ limitujici. Pouze nékteré z klistécich linii mohou byt uspésné transfekované, zaroven
se li$i uroven exprese reportérovych gend napfi¢ riznymi druhy bunécénych linii. Podstatny je
rovnéz vybér vhodného transfekéniho Cinidla a podminek transfekce. V neposledni fad¢ je

dulezita volba vhodného vektoru a promotoru pro reportérovy gen.
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6 ZAVER

V mé diplomové praci byla ovéfena ucinnost promotorit lidské PGK a rpL4 pivodem
z R. microplus v klistécich bunécnych liniich ISE6, IRE11 a IRE/CTVMZ20. Dale byl
optimalizovan postup pro transfekci vySe zminénych klistécich bunéénych linii pomoci
transfekénich ¢inidel a elektroporace, a to za i€elem produkce reportérovych gena pro firefly

a NanoLuc luciferazu.
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7 SEZNAM ZKRATEK

bp
CaMV
Cas9
cDNA
CRISPR
CMV
EF-la
Fluc
Gbp
gDNA
hPGK
HSV-TK
PBS
PCR
gPCR
Rluc
RNAI
roL4
rpm
RT-PCR
SV40
TALEN

ZFN

para bazi
z angl. cauliflower mosaic virus

z angl. CRISPR associated gene 9

z angl. complementary DNA (komplementarni DNA)

z angl. Clustered Regularly Interspaced Shor Palindromic Repeats

cytomegalovirus

elongation factor-1a

firefly luciferaza

z angl. giga base pair

genomova DNA

z angl. human phosphoglycerate kinase

z angl. herpes simplex virus thymidine kinase

z angl. Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)
polymeréazova fetézova reakce

kvantitativni polymerazova fetézova reakce
Renilla luciferaza

RNA interference

ribosomal protein L4

otacky za minutu

reverzné transkripcni polymerdzova fetézova reakce
Simian virus 40
z angl. Transcription activator-like effector nuclease

z angl. Zinc finger nuclease
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