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Abstrakt

Laboratot molekularni karcinogeneze a vyvoje 1é€iv, pod jejiz zastitou byl tento
projekt vypracovan, se problematikou cytochromii P450 zabyva jiz delsi dobu. Tyto
enzymy se podileji v drtivé vEétSiné na prvni fazi biotransformace jak xenobiotik, tak
endogennich latek, méné Casto pak na syntéze napf. latek steroidni povahy.

Prace se zabyva piipravou expresnich vektori zaloZenych na plasmidu pET-22b,
vhodnych pro ptipravu lidské formy cytochromu P450 1B1 metodou heterologni exprese.
Tento cytochrom P450 je pfitomny vendoplasmatickém retikulu pfedev§im
extrahepatalnich tkdnich a jeho exprese je navic indukovana dioxiny a polycyklickymi
aromatickymi uhlovodiky.

K ptipravé vektoru byl pouzit gen pro lidsky cytochrom P450 1B1, ktery byl
pomoci metody PCR upraven. Na oba konce genu byla pfidana §tépici mista pro restrikéni
endonukleasy a v jednom ptipadé také usek kodujici histidinovou kotvu pro snadnéjsi
izolaci enzymu. Pomoci agarosové elektroforesy byl jak insert, tak Stépeny plasmid
verifikovan a zaroven také purifikovan k ligaci a nasledné transformaci konstruktu do

kompetentnich bun¢k E. coli DH5a..

Klic¢ova slova: cytochrom P450 1B1, karcinogeneze, plasmid, heterologni exprese
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Abstract

The thesis was worked out in Laboratory of Molecular Carcinogenesis and Drug
Development, which is focus on study of drug metabolizing enzymes including
cytochromes P450. Cytochromes P450 are participating at initial phase of
biotransformation of xenobiotics and endogenous substances and metabolism of several
endogenous compounds, i.e. steroids.

This work is focused on construction of expression vectors, based on the plasmid
pET-22b, suitable for heterologous expression of the human cytochrome P450 1B1. This
enzyme is predominantly present in the endoplasmic reticulum of extra-hepatic tissues and
its expression is induced by dioxins and polycyclic aromatic hydrocarbons. The human
gene for cytochrome P450 1B1 was modified using PCR. The cleavage sites for restriction
endonucleases were added to both ends of the gene. Another construct also contained N-
terminal histidine tag to facilitate easier purification of the enzyme. Both insert and
digested plasmids were verified using the agarose electrophoresis and used for ligation and
transformation into competent cells (£. coli DH5a). Final steps in construction was,
however, not successful, probably due to low yields of DNA fragment extraction from

agarose gels.

Key words: cytochrome P450 1B1, carcinogenesis, plasmid, heterologous expression

[In Czech]
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1.Uvod

Jiz od davnych let se musely organizmy vSeho druhu vypotadat s latkami jakéhokoli
typu, které organizmu nepiindSely Zadny prospéch nebo neslouzily jako zdroj energie ¢i
jako stavebni material. Cést t&chto latek byla télu vlastni — latky endogenni, ale drtiva Gast
byly latky télu nevlastni — xenobiotika. Druhd skupina téchto latek s postupem doby a
modernizaci s ni spojenou ziskavala nad télu vlastnim latkdm ¢im dal vétsi prevahu a
protoze se organizmus stale vyviji, tj. jeho DNA podlé¢hd mutaci, kterd jeste oproti svému
pfirozenému vyskytu graduje diky pouzivani modernich technologii a syntéze novych
latek, zacaly vznikat rizné isoformy proteintl, enzymy nevyjimaje. Cast téchto isoforem
enzymu vzniklych disledkem mutaci participuje na prvni ze dvou, resp. tfi fazi degradace
xenobiotik. Po prvni fazi degradace mohou ovSem diky isoformam enzymi vznikat pro
latce, avSak plivodnim smyslem vzniku téchto reakci bylo naopak toxicitu snizovat. Tento
jev byva oznaCovan jako bioaktivace [13]. Metabolity vzniklé bioaktivaci mohou se
vznikem karcinogennich, mutagennich, senzibilizujicich vlastnosti nebo vlastnosti
toxickych pro reprodukci poskozovat organizmus nejriznéj$imi zptsoby. Tato prace je

ptispévkem k této problematice, kterou se dnes zabyv4 jiz fada védctl z celého svéta.

1.1. Biotransformace xenobiotik

Cilem biotransformace latek je vyloucit nezadouci latku z organizmu. Vylucovani
byva provadéno zejména moci a stolici, pfipadné vedlejSimi, méné vyznamnymi zpisoby
jako potem nebo penetraci pokozkou. ProtoZe se vSechny déje v organizmech odehravaji ve
vodném prostfedi, biotransformaci se organizmus kvili snadnéjSimu vylu€ovani
hydrofobnich latek snazi zvysSit jejich hydrofilitu. V organizmech probihd eliminace
xenobiotik a endogennich latek ve tfech fazich.

V prvni fazi biotransformace se organizmy snazi do vyluCovanych latek zavést
polarni skupiny. Zavadéni polarnich skupin probihd oxida¢nimi (monooxygenasy,
peroxidasy), redukénimi (NADPH: CYP oxidoreduktasa, xanthinoxidasa) a hydrolytickymi

(esterasy, amidasy) reakcemi.



Na zavedenych polarnich skupinach v druhé dochazi ke konjugaci s polarnimi
eobiotiky (kyselina glukuronova; aktivni sulfat; sacharidy; glutathion a cystein; taurin a
jiné aminokyseliny — glycin, alanin; acetdtem) usnadiujicimi vylouceni nezadouci latky.

Tteti faze probihd pouze u rostlin, jedna se o druhou konjugaci [32,33].

1.2. Mechanismus reakce cytochromu P450

Cytochromy P450 jsou soucasti systému oxygenas se smiSenou funkci. Tento
systém se podili na oxida¢nich reakcich I. faze biotransformace s cytochromem P450 jako
terminalni oxygenasou. U eukaryotickych organizml jsou umistény spolu s NADPH:
cytochrom P450 oxidoreduktasou, cytochromem b5 a NADH: cytochrom b5 reduktasou
v membrané endoplasmatického retikula; u prokaryotickych organizmli jsou tyto slozky
rozpusténé v cytoplasmé. Tyto enzymy patfici do systému oxygenas se smiSenou funkei,
téz monooxygenas, katalyzuji vySe zminény typ reakce pomoci molekularniho kysliku. Pti
reakci se jeden jeho atom je zacleni do molekuly substratu a druhy je redukovéan podle

rovnice 1 na vodu. Pribéh této reakce je znazornén na obrazku 1:

Rovnice 1:
RH + O, + NADPH + H" — R-OH + NADP" + H,0

-ROH Fe** - RH
/ \\

3+
Fe“* ROH NADPH-P450 reductase’d

1e
\\@ NADPH-P450 reductase®™
FeCfH:’* R-

Fe?* RH
FeO™ RH /
0
\-Hgo z
Fe!-OOH Fe?*-0, RH

HH‘\\\ T
H* Fe?-0,” RH e NADPH-P450 reductase™d

NADPH-P450) reductase™

Obrazek 1 Schéma MFO systému. Prevzato z [25].
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Do okoli Zeleza v hemu (protoporfyrinu IX), ktery je kofaktorem v CYP, jenz se
nachéazi v aktivnim centru enzymu, kde interaguje s cysteinovou sirou, se za souc¢asného
odstoupeni molekuly vody, kterd je navazana na ferri formu Zeleza v neaktivnim stavu,
navaze substrat. Plvodni nizkospinovy stav hexakoordinovaného zeleza piejde do
pentakoordinovaného  vysokospinového stavu, ktery ma pozitivnéjsi potencial.
Vysokospinovy stav je diky vysSimu potencidlu redukovéan jednim elektronem pomoci
NADPH: cytochrom P450 oxidoreduktasy na ferro formu, na kterou se mtize vazat kyslik,
ptipadné oxid uhelnaty.

Po navazani molekuly kysliku na hem dochazi piisobenim stejného enzymu k druhé
jednoelektronové redukci za vzniku peroxo-ferro formy, kterd je nasledné protonovéana za
vzniku hydroperoxo-ferro formy. Poté dochazi k redukci vzdéalenéjSiho atomu kysliku a
naslednému uvolnéni vody z komplexu, Zelezo ptechazi v oxo-ferri formu. Ve vzniklé oxo-
ferri formé dochazi k presmyku na oxo-ferryl intermediat zndmy také jako ,,slouc¢enina I a

nasledné oxygenaci substratu a uvolnéni produktu.

1.3. Cytochrom P450 1B1

Lidsky cytochrom P450 1B1 je kodovéan na krat§im rameni druhého chromosomu
od paru bazi 38,294,745 do paru bazi 38,303,322 (obrazek 2) [4]. Gen obsahuje tii exony a
dva introny. Otevieny Cteci ramec genu dlouhého 1629 bp zac¢ind az na druhém exonu. Gen

neobsahuje konsensualni TATA box, ale je pod kontrolou dioxin-responsivniho enhanceru

[5].

=+

(el
[=a

(]

2q36.3

i
)
[l
=4
)

2924 1
2q31.2

[an]
ol
ol
(=2
ol

2121
2q14.1
2q21.2

(o]
"
—_
[=%
]

2p22.1
2pl6.1

ol
[a]
ol
[=%
L]

]
=+
o
o
o

Obrazek 2 Gen pro lidsky cytochrom P450 1B1 je umistén na kratSim rameni druhého
chromosomu na pozici 22.2 (znadzornéno Zlutou Sipkou). Prevzato z [7].
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Proteiny tohoto typu se fadi mezi metaloproteiny, resp. hemoproteiny. Neplni
funkci pfenaSece elektronii ani malych molekul typu O,, ale Ucastni se katalyzy, ktera
vyuziva principu oxygenas se smiSenou funkci. Konkrétn¢ se fadi mezi oxygenasy, resp.
monooxygenasy se systémem obsahujicim cytochrom P450 jako terminalni oxidasu (Vedle
toho jeSté existuji monooxygenasy flavinové). V tomto typu katalyzy hraje nemalou roli
atom siry, ktery pochdzi z cysteinu (u hCYP1B1 je to C470) a ktery jako paty ligand
koordinuje ion Zeleza v hemu (ferri-protoporfyrinu IX), v molekule cytochromu P450
(obrazek 3). Proto se témto typlim proteinii fika také hemthiolatové proteiny — enzymy

s enzymologickym oznacenim 1.14.14.1.

COOH COOH

Obriazek 3 Interakce prosthetické skupiny cytochromil se sirou. Pievzato z [12].

CYPIB1 se podili na prvni fazi biotransformace oxida¢nimi reakcemi, které
katalyzuje monooxygenasovym systémem obsahujici cytochrom P450 1BI1. Sklada se
z 543 aminokyselin. Za normalnich okolnosti je v malém mnozstvi (asi 1% ze vSech CYP)
exprimovan pfiblizn¢ v 15 druzich lidské tkané (napt. ledviny, plice, slezina, prostata,
déloha, prsni zlazy, placenta) [3,13,19]. Za indukci CYPIBI expresi jsou zodpoveédné
hlavn€ planarni aromatické uhlovodiky, jejich derivaty a heterocyklické aminy [6,31].
Mezi jeho substraty patii napiiklad estradiol [29], 7-etoxyresorufin [30], rutakarpin [31].

Doposud bylo objeveno 63 alel CYP1BI, které se v drtivé vétsing 1isi pouze v jedné

aminokyselin€ proti nemutované formé proteinu [2]. Dusledkem téchto mutaci byva
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zvySené riziko vzniku primarniho vrozeného glaukomu u mladych lidi jakékoli ndrodnosti
nebo etnické skupiny [8,9,10,11].
Dalsi nemoct, kterou mutace v hCYP1B1 mohou zplisobovat je Petersova anomalie,
pii které je Cocka zakalena, ba az neprihlednd. Toto onemocnéni se nazyva Sedy zéakal [4].
Objevilo se také podezieni, ze mutant CYP1B1 (Leu432Val), jehoz cDNA byla
obsazena v mnou izolovaném plasmidu pOTB?7, jenz byl pouzit v mé praci jako templat pii
PCR, zplisobuje nador tlustého stfeva. Vyzkum, ktery mél toto podezieni potvrdit jej vSak

nepotvrdil [22].

1.3.1. Struktura lidského cytochromu P450 1B1

Atomova struktura byla nalezena pomoci rentgenové krystalografie. Struktura byla
stanovena s rozlisenim 2,7 A s alfa-naftoflavonem (obrazek 4), ktery byl pfi zjistovani

struktury proteinu navazan v dutin¢ aktivniho mista jako substrat.

% S
\ 4

Obrazek 4 Pozice ANF v aktivnim centru CYP1BI1. Orientace na levé strané je
pravdépodobnéjsi nez na pravé strané. Pievzato z [21].

PrestoZe se aminokyselinové sekvence lidskych cytochromii P450 1B1 a 1A2 lisi,
oba enzymy maji dutinu aktivniho centra tzkou pfiblizné stejnou (obrazek 5), z ¢ehoz
vyplyvé, Ze budou metabolizovat substraty podobnych ba az stejnych struktur. Dikazem
tohoto tvrzeni je, Ze enzym pfijima rezidua relativné plochych konformaci jak v enzymu

CYPIBI, tak v enzymu CYP1A2.
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1B1 1A2

SRS .;h_ SRS 6 Loop |

K512 " i K500 §f 7
Helix F X Helix F \

4
\

Obrazek 5 Porovnani vazebnych mist u CYP1B1 a CYP1A2. Ptevzato z [21].

Bylo zjisténo, ze u CYP1B1 se ANF vaze na enzym v dosti odlisné poloze nez je
tomu u CYP1A2 (obrazek 6). Tato skute¢nost se v téchto dvou enzymech projevuje také
ruznou konformaci Sroubovic B’-C, jez jsou stabilizovany vodikovymi vazbami. Rozdily
v enzymech jsou dany ostatnimi aminokyselinami, které se nachdzeji v okoli reakéniho
centra a zpusobuji rozdilnou polohu ANF. Tyto zmény v okoli reakéniho centra zplsobuji

nepatrné odliSnosti pti volbé substratu a inhibitoru pro enzym [21].

Superposition

Obrazek 6 Rozdily ve vazb¢ substratu na oba enzymy. Pievzato z [21].
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1.4. Heterologni exprese

Heterologni exprese je metoda vyuzivajici hostitelsky organizmus nejcastéji
k produkeci proteind, jenz pro dany organizmus nejsou pfirozené. Hostitelskym organizmem
muze byt jak prokaryoticka (bakterie), tak eukaryoticka bunka (kvasinky, hmyzi, savci
nebo dokonce i transgenni rostlinna bunka). V praxi se vSak nejcastéji pouzivaji bunky
bakterialni, mezi nejvice uzivané bakterie patii E. coli [23,24]. E. coli, resp. bakterie
obecné byvaji nejcastéji pouzivany kvili technickym a finan¢nim strankdm (tabulka 1).
Exprese v bakteriich, konkrétné v E. coli, ma dvé nevyhody. Prvni nevyhodou je, zZe
produkované proteiny neobsahuji posttranslaéni tpravy; druhou nevyhodou je, Ze pii
nadmérmné produkcei proteinu se protein neskladd, ale tvofi agregaty ve formé inkluznich

télisek [23].

Tabulka 1: Shrnuti kladi a zaporti heterologni exprese. Prevzato z [14].

Charakteristika E. coli kvasinky hmyzi buiky | sav¢i bunky
NS rapidni rapidni pomaly pomaly
Bunécny rust . .
uneeny (30min) (90min) | (18-24hod) | (24hod)
Pozadavky na riistové o o komplexni komplexni
. minimalni minimalni . .
medium medium medium
Cena ristového media nizka nizka vysoka vysoka
Mnozstvi exprimovaného , malé az malé az malé nebo
. velké . . N
proteinu velké velké stfedni
kr
o 3¢ ece’do sekrece do sekrece do sekrece do
Extracelularni exprese inkluznich . . .
“1r media media media
télisek
v n¢kterych
obvykle iextery g w4
. ptipadech fadné fadné
e : nutné . . .
Skladani proteinu « nutné slozené slozené
dodatecné dodatecné rotein rotein
slozeni . P Y P Y
sloZzeni

Posttransla¢ni modifikace

vysoky jednoduché,

N-glykosylace - obsah bez sialové +
manosy kyseliny

O-glykosylace - + + +

fosforylace - + + +

acetylace - + + +

acylace - + + +

x-karboxylace - - - +
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Tato expresni metoda je u bakterii — hostitelského organizmu zaloZena na piijmu
plasmidu v dasledku uméle vyvolanych nepfiznivych Zivotnich podminek nebo stresu,
ktery z téchto nepiiznivych podminek prameni. Mezi nepfiznivé Zivotni podminky, které
usnadiiuji pfijem plasmidu, patii snizena teplota nebo pfitomnost véapenatych iontd.
Hostitelsky organizmus pfijme na zakladé¢ téchto podminek plasmid, ktery vedle
rekombinantné vlozené genetické informace, jenz koduje cilovy protein, obsahuje mj. také
rezistenci na riiznd antibiotika, kterd slouzi jako indikator, ktery ma za tkol usmrcenim
,odfiltrovat® bakterie, které nepfijaly plasmid a tudiz ani rezistenci na antibiotikum, které
je obsazeno v mediu, kde se dand bakterialni kultura péstuje. V plasmidu je také pfitomno
klonovaci misto, isek DNA obsahujici vysoké mnozstvi $tépicich mist pro restrikéni
endonukleasy, pomoci kterého je vkladan do plasmidu pozadovany gen. Nésledné slouzi

také pro ovéfeni piipraveného konstruktu.

1.4.1. Plasmid pOTB7

Plasmid pOTB7 (obrazek 7) byl vytvofen na zdklad¢ plasmidu pOT2A, taktéz
nesouciho rezistenci na antibiotikum chloramfenikol, do kterého byl zaligovan fragment o

velikosti 204 bp (obrazek 8).

Puull CAMT PMOOT 1
1235 chloramphenicol acetyltransferase (seq. primer)
Sp6 53
BamHl 79
M13 fwd 53
FCeul 137
Notl pOTB7? Bgll 154
1050 1815 bp EcoRl 165
Bsp108- 106 Spel 175
1078 5 Xhol 1385
Pl-Scel 193
M13 Rev 232
Balll 278
T7 283
PMOO2 331
{seq. primer)
Pstl 350
Smal 358

Obriazek 7: Kruhova mapa plasmidu pOTB7. Pievzato a upraveno z [28].
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Stépici misto attBl je mezi misty BamHI a M13forward a §tépici misto attB2 je
mezi misty Bglll a M13 reverse. Tento 204 bp velky insert byl do plasmidu pOT2A
zaligovan pomoci jiz existujicich mist Xhol a EcoRI. Stépici misto Xhol bylo znieno a
EcoRI bylo zaménéno za misto Bglll. Misto HindIII v plasmidu pOT2A bylo nahrazeno
mistem Notl. Dilezity je mj. fakt, Ze mista EcoRI a Xhol jsou reversni vzhledem

k sekvenovacim primerim Sp6 a T7, narozdil od vektoru pOT2A.

BamHl

) M13 for-
ACTCGAAGGATCCACAAGTTTGTACAARRAAGCAGGCTTGTAARLCGACG
AGTGCTTCCTAGETGT TCAAACATGTTTTTTCGTCCGAACATTTTGCTGEC

I-Cend Eal . Eeh
GCCBGTMCTRTAACGG’I‘CCTMGGT&GCG&GGCCTGGGTGGCGMTTCC

CGGTCATTGATATTGC CHGGE.TTCCATCGCTCCGGHCCCA{Z CGCTTALGG

ﬂﬁ .................... el
CTTACTAGTTTCCCTC GAGGCAT%ATGTCGGGTGCGGAGMEGAGGTM
GAATGATCAAAGGGAGCTCCGTAGATACAGCCCACGCCTCTTTCTCCATT

TGAAATGGCAEATGGTCATAGCTGTTTCCTGACCCAGCTTTCTTGTACAA

ACTTTACCCTGTACCAGTATCGACAAAGGACTGGGTCGAAAGAACATGTT
- - . G

AGTGGTAGATCTGC A

TCACCATCTAGACG

Obriazek 8: Insert vlozeny do plasmidu pOT2A za vzniku plasmidu pOTB7. Pfevzato z
[18].

Plasmid se sekvenuje pomoci na 5° — konci pomoci M13 Forward primeru a na 3¢ —

konci pouzitim M13 reversnim primerem (obrazek 9) [17].

M13 forward (-21) 18-mer
TGTAA AACGA CGGCC AGT

M13 reverse 17-mer
CAGGA AACAG CTATG AC

Obriazek 9: Primery pro sekvenaci plasmidu pOTB?7. Pfevzato z [17].

Tento plasmid, jenZ v sob&é obsahoval gen pro hCYP1BI1, byl izolovan z bun¢k E.

coli a poté s nim bylo po jeho natfedéni provadéno PCR.
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1.4.2. Plasmid pET-22b

Systém pET je momentalné¢ nejvykonnéjsi systém vznikly za Gcelem klonovani
exprese rekombinantnich proteini pomoci E. coli. Cilové geny jsou klonovany v plasmidu
pET pod kontrolou silného promotoru bakteriofaga T7; exprese je mozna diky pfitomnosti
zdroje T7 RNA polymerasy v hostitelskych bunikach. T7 RNA polymerasa je selektivni a
aktivni prakticky ve vSech bunkéch, které se pouzivaji na piepis cilové genetické
informace, avSak ne ve vSech kmenech (napf. E. coli DH5a). Pozadovany proteinovy
produkt mulze tvofit vice nez 50% celkového mnoZstvi proteinii v buiice jiz po par
hodindch po indukci. Jind neméné dilezitd schopnost tohoto systému je udrzovat cilové
geny v transkripéné¢ neaktivnim stavu. Expresni konstrukt je nejprve namnoZen
v bakteridlnich kmenech neobsahujicich T7 RNA polymerasu, a tudiz muze piedejit
problémim s pfipadnou toxicitou exprimovaného proteinu. Konstrukt je poté pienesen do
kompetentnich bun¢k obsahujicich gen pro T7 RNA polymerasu, ve kterych dochézi
k expresi, jez je indukovana ptidanim IPTG. Kviili pfitomnosti dvéma typiim promotoru na
T7 RNA polymerase a existenci né€kolika rGznych, vzajemné se liSicich, kmenl
kompetentnich bun¢k existuje mnoho proménnych, které se musi pfi optimalizaci exprese
brat v potaz [20].

Vsechny vektory na bazi pET a spole¢né produkty jsou dostupné jako designové
nastroje vhodné pro klonovani, expresi, detekci a purifikaci cilovych proteinii [20].

Vektor pET-22b obsahuje v klonovacim misté predptipravenou cilovou sekvenci,
jez se prepiSe na N-konec proteinu, pro export proteinu do periplasmatického prostoru
(pelB) a zaroven také i histidinovou kotvu (pfepisovanou na C-konec proteinu) slouZzici pro
mapé (obrazek 10). Tato sekvence je ocislovana na zdkladé pBR322 dohody, ktera tika, ze
T7 expresni misto je na kruhové mapé v reversni podob¢. Klonovaci / expresni misto
kédované vlaknem, které T7 RNA polymerasa piepisuje, je zobrazeno nize (obrazek 11 a

12) [16].
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Ava l[158)
Xho lj158)
Not l{1s8)
Eaqg lj1g8)
Hind Wj173)
Sal ljire)
Sac li1sn)
EcoR lj132)
BamH li13g)
Nco lizzm
Eiscﬁl[]ﬂm
sem l280)

”f — BspM lizeg)
—_ Nde ljzzg)
g — Xha ljz28)

027-5482) —— — Bal llzez)
TLT- SrA ligas)

—~—— Sph lisam

"o PAIM lj8as)

'\‘ +— ApaB li7ag)

Bopu1102 liaoy

Dra llys251) \

Sca ljasss)

Pwul ‘:gj
W 1{4478)
q}? Ml li1114)
Pst lg3s3) é;’ ;':5 /Eh:I li1128)
ly/ = e |\
| —
[ | < 3 ..lEiéstE I|I:12953
Bsa li4180 B I<‘ mg l{1323)
LY Apa l{1aze)
Eam1105 l[4108) pET.22b{+} > |
—[ (5493hp) e ||
' = | J/BssH lijiszs)
\. /~Hpa lj1ezo)
AlwN l(a8a1) ~~ b
™ ' S~ Psha lj195g
., !‘EE} / i J
‘\.}.- S .};l
BspLU11 liz215) / S \ \PspE llj2221)
Sap l{2o00) _ Bpu10 lgzaz1)
Bst1107 li2ges) / .'

Tth111 lizeen) ! BspG lizr41)

Obriazek 10 Kruhova mapa plasmidu pET-22b. Prevzato z [16].

T7 promoter primer #82348-3

Bgill T7 promater > lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATC O CAMAT TAATAC GAC TCAC TATAGEEEAATTEATEARC CEATAMCAATTCCCCTCTA ATAATTTTETTTAACTTTAAGAAGGEAGA
Nee | SopM | pelB leader Mso 'M BamH| EcoRl Sacl_

TATACATATCARATACCTECTECCE GCTECTEETCTECTECTCCTEG GL GEL BATATCEEAATTAATTCGRATCCRAATTE! cc

MetlysTyrLeuleuP Wl ah lab lyLeuleuleulewh aethlgMethispl leGly] led sra:. S|:-3 of sr‘ar. 5

Eagl Aval® i signal peplidase

Sall  Hind Il _ Mot Xhal HiseTag Elr:.lLr11I32I
: BE £ COGCTECTAALARAGLEEE WAGCTEACTTEGE TR TREEACCEE TRARCAATAAL

sH1sH | aH
T7 terminator T7 terminator primer #58337-3

TAGCATAACCCCTTEEEECC T TAAACGEETCTTEAGEEETTTTTTE

pET-22b(+) cloning/expression region

Obriazek 11 Rovinna mapa plasmidu pET-22b. Pievzato z [16].
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PET-22h{+) sequence landmarks

T7 promoter I61-377
T7 transcription start 360

pelB coding sequence 224-289
Multiple cloning sites

(Neol- Xhol) 158-225
His+Tag coding sequence  140-157
T7 terminator 26-72
fael coding sequence Th4-1843
pBR32Z origin 3277

Ma coding sequence 4038-4895
fl origin 5027-5482

Obriazek 12 Popis k mapam plasmidu pET-22b. Pievzato z [16].

20



2.Cile

Hlavnim cilem piedkladané prace bylo pfipravit a ovéfit konstrukty zalozené na
vektoru pET-22b vhodné pro heterologni expresi lidského mikrosomalniho cytochromu
P450 1B1. Dil¢imi cily pak bylo purifikovat klonovaci vektor nesouci lidsky gen pro
cytochrom P450 1B1, tento gen pak upravit vloZzenim restrikénich mist pro endonukleasy a

histidinovou kotvu a tyto varianty pak nasledn€ pouzit ke konstrukei expresniho plasmidu.
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3. Material a metody

3.1. Pouzity material a chemikalie

Fermentas, Kanada: 2-Log DNA marker, hmotnostni standard pro SDS

elektroforézu PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder, Spectra’™ Multicolor
Broad Range Ladder
Fuka, Svycarsko: methanol, N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS), akrylamid, 2-

merkaptoethanol, dodecylsulfat sodny (SDS)
Genomed, Némecko: JETquik-Plasmid Miniprep Spin Kit, JETquik-Gel Extraction

Spin Kit
Invitrogen, USA: SYBR Safe™ DNA Gel Stain
Lachema, Brno: MgCl,, EDTA (chelaton 3), HCl, KH,PO,, KOH, NaOH,

methanol, ethanol, glycerol, kyselina octové, chloroform, persiran amonny, isopropanol,
fenol, isoamylalkohol, 8-hydroxychinolinu, polyethylenglykol 6000

Loba Feinchemie, Rakousko: tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Lucigen, USA: E. coli BL21 C41(DE3), E. coli BL21 C43(DE3)

Metabion, Némecko: oligonukleotidy

New England Biolabs, USA: HindIII (¢ = 20000 U/ml), EcoRI (¢ = 20000 U/ml),
Ndel (c = 20000), pufru NEB 2 (10x koncentrovany), pufru NEB 4 (10x koncentrovany),
BSA (100 x koncentrovany), T4 DNA ligasa, pufr pro T4 DNA ligasu (10 x
koncentrovany), pUC19, pET22b

Serva, Némecko: ampicilin, isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), N, N, N,
N'-tetramethylethylendiimin (TEMED), Triton X-100, Coomassie Brilliant Blue R-250
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3.2. Pristroje

Inkubéator
Autoklav
Sterilizér
Predvazky
Spektrofotometr

Analytické vahy
Vakuova odparka
MikrovInna trouba

Zdroj pro elektroforesu

Ttepacka
Centrifuga

Ohfivac / Chladi¢ bloki
Vodni lazen

Vortex

Laminarni Box
Bezdotykovy kahan
Ohfivac / Chladi¢
Termocykler
Transluminétor

Mrazak

Automatic CO; incubator IR 1500, Flow Laboratories
Varioklav 400E, H + P Laboratortechnik GmbH

MOV —-2128, SANYO

440 — 35N, Kern

HeAios o, Thermo spectronic

Hewlett Packard 8453, Hewlett Packard

AEA 100g, Schoeller instruments

DNA Speed Vac 110 DNA, SAVANT

KOR - 6L05, DAEVOO ELECTRONICS

EPS 301, electrophoresis power suplly, GE Healthcare Bio —
sciences AB

Gallenkamp, Corbi — safe TS net wise

Centrifuge 5415R, Eppendorf

Stolni centrifuga, Labnet

Allegra X-22R, Beckman Coulter

LS1 V.668.161.520, VLM GmbH

Julanbo TW2, Biotech

Velp scientifica Rx’, P— LAB a.s.

Bio 126, Labox

Gasprofi2 SCS, VLD — TEC

ThermoE CHB — A4 — 9602

Techne FTGENE2D, LAB system Praha

Dark reader transluminator DR-45H, Clare chemical research
Ultra low temperature freezer U410, New Brunswik

Scientific Freezer MDF-U53V, Sanyo
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3.3. Metody

3.3.1. Priprava agarovych ploten s antibiotiky

Sterilni 1% (w/v) agar byl roztaven v mikrovinné troub¢. Z roztaveného agaru bylo
odlito jeho potfebné mnozstvi (10 — 15 ml na jednu plotnu) do sterilni zkumavky Falcon
(50 ml). Po zchladnuti agaru ve zkumavce bylo pfidano antibiotikum (chloramfenikol nebo
ampicilin) v takovém mnozstvi, aby se v agaru dosahlo jeho pozadované koncentrace (30
pg . ml™' chloramfenikolu, resp. 100 ug . ml" ampicilinu). Smés agaru s antibiotikem byla
promichana a vylita do sterilnich Petriho misek, kde se nechala ztuhnout. Misky s nalitou
smési agaru s antibiotikem byly ponechdny na vodorovné ploSe, dokud agar v Petriho

miskach neztuhl.

3.3.2. Vysev bunék na Petriho misky

Sterilni Spachtli bylo odebrano asi 5 pl bun€k E. coli DH5a., které byly uchovavany
v -80°C, obsahujici plasmid s genem pro hCYP1BI. Buiiky byly 100x natedény sterilni
mQ vodou (na objem 500 pl) a smés byla ruéné promichana. 100 pl této smési bylo
odpipetovano na ztuhly, sterilni agar s antibiotikem v Petriho misce. Smés byla
rozprostfena po celé ploSe agaru a minutu ponechdna zaschnout. Petriho misky byly
otoeny dnem vzhiiru a umistény do inkubatoru (Automatic CO, incubator IR 1500) o
teploté 37°C, kde byly ponechany ptes noc.

Cistota prace byla ovéfena pomoci kontrolni Petriho misky, kterd byla pfipravena
stejnym zplUsobem jako Petriho miska, na kterou bylo odpipetovdno 100 pl nafedénych
bunék, avSak s tim rozdilem, Ze na kontrolni Petriho misku byl misto bun¢k odpipetovan
stejny objem LB media.

Zbytek 100x natedénych bunék E. coli DH5a. byl uschovén v -20°C.

3.3.3. Preockovani vybranych kolonii metodou ,,single cell*

Z ptes noc narostlé kultury na agaru v Petriho miskach byly oznaceny ,,single cell

kolonie, jez byly dostate¢né vzdaleny od ostatnich kolonii. Tyto kolonie byly pfeockovany
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do LB media s antibiotikem v poZadované koncentraci. Pracovalo se ve sterilnim prostiedi
laminarniho boxu.

V plameni bezdotykového plynového kahanu byla vyzihdna pinzeta, kterou bylo
nasledné uchopeno paratko. Spickou paratka byla vybrand ,single cell kolonie pfenesena
do LB media s antibiotikem (chloramfenikol (30 pg . ml™), resp. ampicilin (100 pg . ml™)),
které jiz bylo ptipraveno ve sterilni zkumavce Falcon (50 ml). Zkumavka Falcon s LB
mediem, kam byla pfenesena kolonie, byla s povolenym vickem inkubovana ve tiepacce
(Gallenkamp) pii 37°C a 220 RPM pies noc. Takto ziskand kultura byla pouzita na izolaci
plasmidové DNA; ¢ast kultury byla uschovana s glycerolem v -80°C pro dalsi pfipadné
pouziti.

Agarové plotny byly obaleny parafilmem a uschovany v lednici (Indesit) pro

ptipadnou potiebu zisku nové kultury.

3.3.4. Precisténi fenolu

Krystalicky fenol (cca 20 ml) byl odebran do zkumavky Falkon (50 ml), rozpustén
v horké 14zni (70 °C), smichan s 8-hydroxychinolinem (vysledna koncentrace 0,1% (w/v))
a se stejnym objemem 1 M Tris/CI pufru (pH 8). Smés byla protiepavana 10 — 15 minut a
po ustaleni byla odebrana vrchni vodna faze. Pro dostatecnou cistotu fenolu bylo potieba
proces vytfepani zopakovat. Fenol byl wuskladnén ve smési s chloroformem a
isoamylalkoholem (fenol:chloroform:isoamylalkohol = 25:24:1) v tmavé lahvi pii 4 °C a

s hladinou 1 M Tris/Cl pufru nad roztokem fenolu.

3.3.5. Izolace plasmidu alkalickou lyzi a extrakci fenol -chloroformovou
metodou

Zkumavky Falcon s narostlou kulturou byly sdotaznymi vicky vlozeny do
centrifugy (Allegra X-22R) a centrifugovany 20 — 30 minut pii 4500 RPM (rotor 4250SX)
a 4°C. Supernatant byl odstranén a peleta resuspendovana 200" ul ledové vychlazenym
roztokem GTE (50 mM glukosa; 25 mM TRIS-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA).
Resuspendovana peleta byla pfenesena do sterilni mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml) a

ponechéna stat 5 minut pii laboratorni teploté. Ke smési bylo ptidano 300™ pl &erstvé
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ptipraveného ,,lyza¢niho pufru“ — roztok 0,2 M NaOH a 1% SDS (w/v) (200 ul 5 M NaOH
bylo smichano se 4,3 ml sterilni mQ vody a 500 pul 10% (w/v) SDS), obsah
mikrozkumavky byl promichan n¢kolikerym jejim pfevracenim a smés byla inkubovana 5
minut pfi laboratorni teploté. Ke smési bylo ptidano 200" ul ledové vychlazeného draselno-
acetatového pufru (pH 4,8; 3 M K" a 5 M CH3;COOH / CH3COO") a smés byla ota¢enim
mikrozkumavky michana po dobu 10 sekund, po promichani byla inkubovéna 10 minut
v ledové lazni.

Po inkubaci v ledové 1azni byla smés centrifugovana (Centrifuge 5415R Eppendorf)
10 minut pii 15000g a teplot¢ 4°C. Supernatant byl pienesen do Cisté, sterilni
mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml). K supernatantu byl pfidan stejny objem smési
fenol/chloroform/isoamylalkohol v poméru 25:24:1 a smés byla centrifugovéana (Centrifuge
5415R Eppendorf) 2 minuty pii 5400g a teploté 4°C, vodna faze byla pienesena do Cisté,
sterilni mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml).

K vodné fazi byl pfidan stejny objem isopropanolu, smés byla promichana (Stolni
centrifuga Labnet) a ponechdna precipitovat 10 minut v ledové 1azni. Po 10 minutich byla
smés centrifugovana (Centrifuge 5415R Eppendorf) 30 minut pfi 16100g a 4°C.
Supernatant byl odstranén a peleta promyta 200" 1l 70% etanolem (v/v) (podchlazenym na
-20°C) a ususena na vakuové odparce (DNA Speed Vac 110 DNA).

Peleta byla rozpusténa ve 100° pl TE pufru (10 mM TRIS-HCL; 1 mM EDTA; pH
8,0), poté bylo ke smési ptidano 0,5 pl (pro 50 ml LB 1,5 pl, pro 20 ml LB 1 pl) RNasy A
(10 mg . ml") a sm&s byla inkubovana (LS1 V.668.161.520) 40 minut pii 37°C. Bylo
pridano 60° ul PEG roztoku (20% (v/v) PEG 6000; 2,5 M NaCl) a ponechdno 1,25h
v ledové lazni.

Smes byla centrifugovdna (Centrifuge 5415R Eppendorf) 15 minut pfi 15000g a
4°C, supernatant byl odstranén a peleta promyta 200" pl 70% etanolu (v/v) (podchlazeného
na -20°C), nésledné byla suSena na vakuové odparce (DNA Speed Vac 110 DNA). Peleta
byla rozpusténa ve 20" pl TE pufru (10 mM TRIS-HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0) nebo sterilni
mQ vodé¢, v piipadé, ze by byla ziskand DNA posilana na sekvenaci, a ziskany roztok
plasmidové DNA byl uloZen v -80°C. Pted ulozenim DNA do -80°C bylo jesté provedeno

spektroskopické stanoventi jeji koncentrace.
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Pozn: Navod na izolaci plasmidové DNA je pséan pro izolaci z 10 ml LB media. Pro
izolaci z jiného objemu LB media (20 ml, resp. 50 ml) byly objemy chemikalii oznacené )
vynasobeny odpovidajicim koeficientem pro dany objem LB media, ze kterého byl plasmid

izolovan tj. 2 pro objem 20 ml, resp. 5 pro objem 50 ml.

3.3.6. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace plasmidové DNA byla stanovena spektrofotometrem Helios a (HeAios
o) nebo Hewlett Packard (Hewlett Packard 8453), pomoci které¢ho byly zméfeny
absorbance plasmidové DNA pii tftech vinovych délkach a dle vztahu (1) byla spocétena

koncentrace a Cistota izolovaného plasmidu.

Vztah (1) Vypocet koncentrace plasmidu pomoci spektroskopického stanoveni

¢ = (Aago — Asz) * fedéni « 50 [ug . ml]

Cislo 50 udava: Pokud je Asgo rovna 1, potom je koncentrace DNA rovna 50 ug . ml™.

Znecisténi  vzorki DNA byva zplsobeno hlavné proteiny absorbujicimi
monochromatické zateni pti 280 nm. Z tohoto diivodu je n€kdy uzivano tohoto vztahu, jenz
urcuje Cistotu DNA. Tento vztah je dan nasledujicim pomérem: (Azeo0-As20) / (A2s0-Asz20).

Doporucena hodnota spocteného poméru by méla lezet piiblizn€¢ mezi hodnotami 1,7 — 2.

3.3.7. Polymerasova retézova reakce — PCR

Byla provedena PCR upravujici a amplifikujici gen pro CYPIB1 v izolovaném
plasmidu. Byly navrzeny primery, pomoci kterych byly metodou PCR k genu ptidany
Sté€pici mista pro restrikéni endonukleasy, a to jak na zacatek, tak na konec genu. Na 5 —
konec byla pfiddna $tépici mista pro endonukleasy EcoRI a Ndel, na 3’ — konec pak s§tépici
mista pro endonukleasy Xhol, BamHI a HindIII. Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny

v tabulce 2.
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Tabulka 2 Primery pouzité v PCR upravujici gen CYP1B1.

Nazev Sekvence

forward h1B1- fw | 5°-

GACGAATTCATATGGGGACAAGCCTCAGCCCGAAC -3’

forward 5’-

h1B1+HisFX - fw | GACGAATTCATATGCATCATCATCATCACCATATCGAG

GGAAGGGGGACAAGCCTCAGCCCGAAC -3’

reverse h1B1 -rv | 5°-

GCCAAGGAAACTTGCCAATAACTCGAGGATCCAAGCT
TTAC -3’

Objednané roztoky primerti byly doplnény sterilni mQ vodou, jejiz mnozstvi bylo

spoéteno firmou, u které byly primery nechany syntetizovat, na koncentraci 100 pmol . pl™.

Z tohoto roztoku byl pétindsobnym zfedénim pfipraven zasobni roztok o koncentraci 20

pmol . ul™", ktery byl pouZit pro reakéni smés PCR. Templatem pro tuto reakci byl plasmid

izolovany z ptivodnich bunék E. coli DH5a, jak pro PCR DNA s histidinovou kotvou, tak

pro PCR bez histidinové kotvy. Plasmid z plivodnich buné€k, obsahujici gen pro CYPIBI,

byl pted ptidanim do reakéni smési 50x ziedén.

Reakéni smés pro PCR byla upravena dle [1] a obsahovala (jak pro smés s

primerem s His6+FaxtorXa IEGR, tak pro smés s primerem bez His6+FaxtorXa I[EGR):

1 pl templatu (50x fedény)

1 pl primeru forward bez histidinové kotvy (s histidinovou kotvou); vzdy o
koncentraci 20 pmol . ul!

1 pl primeru revers

1 pl dinukleotidfosfatu (10 mM)

5 ul pufru pro Pfu polymerasy (10x koncentrovany)

6 ul MgS0O,4 (25 mM)

2 ul DMSO

1 pl Pfu polymerasy

32 ul sterilni mQ vody
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Napipetované reak¢éni smési byly umistény do termocykleru (Techne FTGENE2D),

na némz byl nastaven program b5, na kterém se provedly mensi Gpravy.

Popis pouzitého programu b5 (vCetné uprav):

Castl:
e teplota tani DNA: 94°C; 30”
e teplota nasednuti primeru na DNA: 57°C; 30”
e teplota polymerace DNA: 73°C; 2”

1. ¢ast byla nastavena na 30 cyklt

Cast 2:
e teplota dopolymerovani zbyvajicich DNA: 73°C; 6’

2. ¢ast byla nastavena na 1 cyklus

Cast 3:

e teplota zastaveni PCR: 6 °C na nekone¢né dlouhou dobu

Viko termocykleru bylo vyhiaté na 103 °C

3.3.8. Izolace DNA pomoci sraZeni isopropanolem

K produktu PCR bylo pifidano 100 pl isopropanolu, smés byla ruéné promichana a
centrifugovana (Centrifuge 5415R Eppendorf) a nésledné ponechana precipitovat 10 minut
v ledové 14zni. Po 10 minutach byla smés centrifugovéana (Centrifuge 5415R Eppendorf) 10
minut pii 16100g a 4°C. Supernatant byl odstranén a peleta promyta 100 pl 70% etanolem
(v/v) (podchlazenym na teplotu -20°C) a usuSena na vakuové odparce (DNA Speed Vac
110 DNA).

VysuSend DNA byla rozpusténa ve 20 pl sterilni mQ vodé a nasledné byla

stanovena jeji koncentrace. Zbylé roztoky izolované DNA byly uschovany v -80°C.
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3.3.9. Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami Ndel a HindIII

Do mikrozkumavek Eppendorf byla odpipetovana smés (vzdy s celkovym objemem

20 ul):
Pro plasmid pET-22b

e 2 ul NEB4 pufru

e 0,5 ul Ndel

e 0,5 ul HindIII

e 12 pl plasmidu pET-22b

e 5 ulsterilni mQ vody

Pro gen CYP1B1 bez histidinové kotvy
e 2 ul NEB4 pufru

e 0,5 pul Ndel
e 0,5 ul HindIII
e 7 ulDNA

e 10 pl sterilni mQ vody

Pro gen CYP1BI s histidinovou kotvou
e 2 ul NEB4 pufru

0,5 pl Ndel

0,5 pl HindIII

7 ul DNA

10 pl sterilni mQ vody

Mikrozkumavky se smésmi byly inkubovany 2h pti 37°C v inkubatoru (Automatic
CO; incubator IR 1500).

3.3.10. Agarosova elektroforesa

Na agarosovou elektroforesu a pfipravu agarovych ploten se pouziva agarosa,

polysacharid izolovany z cCervenych fas. Je tvofen D-galaktosovymi a 3,6-anhydro-L-
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galaktosovymi jednotkami, které se v molekule polymeru pravidelné opakuji. Pro vétSinu
suchozenmskych organismil je nesteépitelny. Na rozdil od kultivaci, kde postaci levngjsi
smés sacharidu z téch to fas — agar, pro agarosovou elektroforesu je nutnd Cistd agarosa
(obrazek 13), kterd po ztuhnuti vytvoii sitovou strukturu, jez umozni rozdéleni molekul

DNA v zavislosti na jejich velikosti [27].

. HOCH, 0
/ o) A\
OH/ \ /,"/ r .\\
K \\\\ /// 0- \/; OH\\
\ (4 -
\.0 SN / I
e 3 Vi
= OH —In
D-galaktosa 3,6-anhydro-L-galaktosa

Obrazek 13 Polymerni molekula agarosy. Pfevzato z [26].

Byl pfipraven 1% (w/v) roztok agarosy rozpusténim za horka 0,4 g agarosy ve 40
ml TAE pufru (40 mM TRIS, 20 mM octové kyseliny, | mM EDTA; pH 8,0). Po
vychladnuti roztoku k nému byly pfidany 2 ul GEL GREEN (20000x ziedéno), smés byla
promichédna a opatrné nalita do elektroforetické vanicky s gumovymi spacery na koncich,
aby roztok nevytekl. Do gelu byl opatrné vloZen hieben, kterym byly z gelu odstranény
pfipadné bublinky vniklé pfi nalévani roztoku do elektroforetické vanicky. Smés byla
ponechéna 25-30 minut tuhnout.

V dobé¢ tuhnuti byly ptipraveny vzorky DNA s vzorkovym pufrem (40% sacharosa
(w/v), 0,1% bromfenolova modf (w/v)), vzdy v poméru 4:1 z pohledu DNA. Obdobnym
zpusobem byla pfipravena smés standardu molekulovych hmotnosti 2-Log DNA Ladder (1
dil standardu, 4 dily vzorkového pufru (2,5% ticoll 400 (w/v), 11 mM EDTA 3,3 mM
TRIS-HCI, 0,017% SDS (w/v), 0,015% bromfenolova modi (w/v)) — 6x koncentrovaného a
19 dili sterilni mQ vody).

Z jiz ztuhlého gelu byl opatrné vyndan hieben a odstranény gumové spacery,
vanicka byla vloZzena do elektroforetické aparatury a pievrstvena TAE pufrem.
Automatickou pipetou byly do jamek naneseny vzorky. Elektroforesa probihala pfi napé&ti

110 V po dobu 40 minut. Po skonceni elektroforesy byl gel vyhodnocen na transluminatoru
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(Dark reader transluminator DR-45H) podle standardu (obrazek 14), na kterém jsou
komeréni firmou NEB znizornény relativni vzdalenosti vzhledem ke sloZeni
elektroforetického gelu [15]. Na elektroforesu bylo pouzito 0,25 ul standardu.

Mass (ng) Kilobaseas

40 100 —
40 80~

4 6O
40 507
32 40
120 3.0
40 20
57 15
45 12 —
122 1.0
34 09—
ER| 0.8
27 07
23 06—
124 05

49 04

a7 0z

a2 02 -

Gl Qal

Obrazek 14 Marker 2-log DNA ladder. Pievzato z [15].

3.3.11. Izolace DNA z agarosového gelu pomoci komerc¢niho kitu

Na analytickych vahach byly zvaZzeny mikrozkumavky Eppendorf. Z agarosového
gelu byla na transluminatoru skalpelem opatrné vyfiznuta pozadovana DNA, kterd byla
poté kvili snadnéjSimu rozpousténi jesté roziezdna na menSi kousky. Roziezany gel
s pozadovanou DNA byl vlozen do zvadZené mikrozkumavky, jez byla znovu zvazena.
Z rozdilu hmotnosti bylo vypocteno, v kolika pl roztoku L1 se ma rozfezany gel rozpustit.
Na 100 mg gelu ptipada 300 pl roztoku. Poté bylo postupovano dle navodu piilozeného u
kitu ,,JET quick — Gel Extraction Spin Kit* od firmy Genomed, pomoci n¢hoz byla DNA
z gelu izolovana.

Po napipetovnani odpovidajictho mnozstvi roztoku L1 (obsahuje chloritan sodny)
byla smés po dobu 15 minut zahfivana na ohtivaci blokd (LS1 V.668.161.520), ktery byl
predehiaty na teplotu 50°C. Po rozpusténi gelu byla tato smés pienesena na iontoméni¢ové

kolonky a celek byl centrifugovan (Centrifuge 5415R, Eppendorf) 1 minutu pti 12400g a
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laboratorni teploté. V pfipad¢, Ze byla hmotnost gelu vyssi nez 250 mg, byla kolonka
promyta jesté jednou 500 pl roztoku L1 a centrifugovana pfi stejnych podminkach.
Nasledné byla kolonka promyta 500 pl roztoku L2 (obsahuje chlorid sodny, TRIS, EDTA;
pH 7,5). Celek byl centrifugovan (Centrifuge 5415R, Eppendorf) 1,5 minuty pii 12400g a
laboratorni teploté a nasledné centrifugovan (Centrifuge 5415R, Eppendorf) jesté¢ 1 minutu
pii 16100g a laboratorni teploté. Na kolonku bylo nésledné naneseno 50 pl sterilni mQ
vody o teplot¢ 70°C a po zasdknuti (cca 1 minuta) byla DNA eluovédna do Cisté
mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml) centrifugaci po dobu 2 minut pii 12400g pfii

laboratorni teplot¢.

3.3.12. Ligace

Do mikrozkumavek Eppendorf byla odpipetovéana ligacni smés o celkovém objemu
20 pl. Pomér insert : plasmid byl asi 2:1 (vypocet objemu insertu, resp. plasmidu pouzitého
pii ligaci je uveden v kapitole Vysledky). Liga¢ni smés (viz. niZe) byla po napipetovani
promichéana zatfepanim mikrozkumavkou a inkubovana po dobu 7h v termostatu (ThermoE

CHB-A4-9602).

2 pl pufru pro T4 ligasu (10x koncentrovany)
e 0,5l T4 ligasy

e 5 pulinsertu

e 10 pl plasmidu

e 2.5 ulsterilni mQ vody

3.3.13. Transformace bunék E. coli DH5a

Kompetentni buniky E. coli DH5a byly vyndany z mrazaku (-80°C) a ponechany
rozmrznout v ledové lazni. Z alikvotu o objemu 200 pl bylo pfeneseno 100 ul bunék do
nové, sterilni mikrozkumavky Eppendorf a k bunikdm bylo pfidano 20 pl ligaéni smési
(ptipadné 15 pl konstruktu pii amplifikaci plasmidu), resp. 20 pl (15 pl) sterilni mQ vody
(pro kontrolni bunky). Mikrozkumavky byly promichany Spic¢kou pipety bez nasati a na 30

minut byly uloZeny do ledové lazné. Poté byly mikrozkumavky vloZeny na 90 sekund do
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predehiatého ohtivace bloki na 42 °C (LS1 V.668.161.520), nasledné znovu na 2 minuty
do ledové lazné.

Nasledné bylo ptidano ke vSem buitkdm 300 pl LB media (trojnasobek ptivodniho
objemu bun¢k). Buitky s LB médiem byly inkubovéany po dobu 1h v inkubatoru (Automatic
CO; incubator IR 1500) pii 37 °C, po inkubaci byla smés vyseta na pfedem pfipravenou
agarovou plotnu s ampicilinem (100 pug . ml"). Plotny byly po vsaknuti smési do agaru

obraceny dnem vzhlru a umistény na noc do inkubétoru (Automatic CO; incubator IR

1500) o teploté 37 °C.

3.3.14. Transformace TSS (,,Transformation and storage solution*)
bunék E. coli XLL1 MRF+

Kompetentni buiikky E. coli XL1 MRF+ byly vyndany z mrazédku (-80°C) a
ponechany rozmrznout v ledové lazni. Z alikvotu o objemu 200 pl bylo pteneseno 100 pl
bunek do nové, sterilni mikrozkumavky Eppendorf a k buitkdm byl ptfidan 1 pl plasmidu
pET-22b, resp. 1 pl sterilni mQ vody (pro kontrolni bunky). Mikrozkumavky byly
promichany Spi¢kou pipety bez naséati a 10 minut ponechény v ledové lazni. Néasledné bylo
do mikrozkumavek ptfidano 300 pul LB media, obsah mikrozkumavky byl znovu stejnym
zptisobem promichan a poté byly mikrozkumavky vloZeny na 10 minut do inkubétoru
(Automatic CO; incubator IR 1500) o teplot¢ 37°C. Po inkubaci byla smés vyseta na
predem piipravenou agarovou plotnu s ampicilinem (120 pg . ml™'). Plotny byly po

vsaknuti smési do agaru obrdceny dnem vzhliru a umistény na noc do inkubdtoru

(Automatic CO; incubator IR 1500) o teploté 37 °C.

34



4. Vysledky

4.1. 1zolace plasmidu pOTB7 nesouciho gen pro lidsky CYP1B1

Jako zdroj genu pro lidsky CYP1BI1 byly pouzity kultury E. coli nesouci plasmid
s lidskou cDNA tohoto genu. Bunky uchovavané v glycerolu byly ziskany z databaze
PlasmidID.

Z kolonii narostlych na Petrtho misce sagarem obsahujici antibiotikum
chloramfenikol byly 3 pfeockovany do 10 ml LB media a inkubovény pies noc. Ze vzniklé
kultury byla nésledné¢ pomoci alkalické lyzy a izolace fenol-chloroformovou metodou
izolovana plasmidova DNA, tedy plasmid pOTB7, s lidskym genem pro CYP1BI1. Ziskana
DNA byla poté spektroskopicky stanovena (tabulka 3) a uschovana v -80°C.

Tabulka 3 Vysledky spektroskopického stanoveni plasmidu pOTB7.

Cislo bakterialni kolonie 1 2 3
Aseo 0,104 0,121 0,102
Azgo 0,058 0,069 0,056
Az 0,001 0,002 0,001
cona [pg . ml™] 2580 2981 2530
% 1,79 1,75 1,82

Vona [p] 16 16 16

Vzorek byl fedén 501x.

Ziskané mnozstvi DNA bylo vysoké (jedna se o vysokokopiovy plasmid), Cistota

plasmidu byla dostate¢na pro jeho uchovani i naslednou amplifikaci.

4.2. Porovnani sekvenci inzerta pro expresi lidského CYP1B1

Pomoci metody PCR byly amplifikovany dva inserty (obrazek 15 a 16) prodlouzené
o Stépici mista pro restrikéni endonukleasy, pomoci kterych mél byt gen vlozen do

plasmidu pET-22b a nasledné pfipraven konstrukt pro expresni pokusy. Jeden ze dvou
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pifipravenych insertil byl navic rozSifen o histidinovou kotvu (6xHis) a $tépici misto pro
proteasu FaxtorXa (IEGR). Tato rozsifeni by mohla usnadnit izolaci, po odstépeni kotvy

1ze ziskat protein identicky s pfirozenou formou lidského CYP1BI1.

GACGAAT GFGERCAAGCCTCRAGUCCGARCGACCUTTGGCUGCTRARACCCGCTETCCATCCAGCAGAC
CACGCTCCTGCTACTCC TG TOG G TECTEGCCACTE TGCATGTGEE OCAGC GG CTECT GAGGCAACGEAGE OGS
CAGCTCCGETCCEUGCCCCrEEGCCOGTTTGCETEEGCCACTEATCGEARRCECEGECGECEETEEECCAGE TGS
CTCACCTCTCETTCGCTCECCTEECECEECECTACGGCGACGTTTTCCAGATCCGCCTEEECAGCTGCCCCAT
AGTEETECTEAATGGCEAGCGCGOCATCCACCAGGCCCTGETGCAGCAGEECTCGECCTTCGCCEACCEEOCE
GCCTTCECCTCCTTCCETETEETETOCEECEECCECAGCATEECTTTCGECCACTACTCEGAGCACTEEANGE
TECAGCEECECGCAGCCCACAGCATGATGCGCARCTTCTTCACGUGCCAGCCECECAGCCGCCANGTCCTOGA
GEGECCACETECTCAGCGAGGUECECEAGCTEETEECGCTGCTGETGCEOEECAGCECEEACGECEGCCTTCCTE
GACCCEAGGCCECTGACCETOETEEOCETEECCARCGTCATEAGTGCCETETETTTCEECTGCCECTACAGCT
ACGACGACCCCGAGTTCCETEAGCTECTCAGC CACARCEANGAGTTCEEECECACGETEEECECEEECAGCCT
GETGEACGTGATGUCCT GG TECAGTACTTCCCCARCCOGETGCECACCG TTTTCCGCGAATT CGAGTAGCTC
ARCCGCARCTTCAGCARCTTCAT CCTGGACARGTTCT TGAGECAC TG UGARAAGUCTTCGEUCCEEEEICECCT
CoCGCGACATGATEGACGCCTTTATCCTCTCTGUGEARAAAGAAGEOEECCEEEEACT CECACGETGETGECGET
GCGECTEEATTTGGAGANCGTACCGGCCACTATCACTGACATCTTOGEOGCCAGCCAGGACACCCTETCCACT
GCGCTECAGTEGCTGCTCCTCCTCT TCACCAGE TATCCTGATG TG CAGACTCGAGTGCAGGCAGAATTGEATC
AGGTCETEEEEAGEEGACCETCTEOCTTGTATEGEETGACCAGCCCARCCTECCCTATGTCCTGECCTTCCTTTA
TEAAGCCATGCECTTCTCCAGC TTTETGOCTETCACTATTCCTCATGCCACCACTGCCAACACCTCTETCTTG
GECTACCRACATT CCCRAAGEACACTETGETT TT TG TCRACCAGTGE TCTGTGAATCAT CRCCCAGTGRAAGT GG
CTRACCCGEAGAACTTTGAT CCAGC TCGAT TCTTGGACAAGEATGGCCTCATCAACAAGGACCTGACCAGCRG
AGTGATGATTTTTTCAGTGEGCARARAGGCGETEGCATTGGUGARAGAACTTTCTAAGATGCAGCTTTTTCTCTTC
ATCTCCATCCTGGCTCACCAGTGOGATTTCAGGGCCAACCCANMATGAGOCTECEARAATGARTTTCAGTTATG
GTCTAARCCATTAANCCCANGTCATT TARAGTCAATGTCACTCTCAGAGAGTCCATGGAGCTCCTTGATAGTEC

Obriazek 15 Sekvence genu CYPIBI1 s pfidanymi restrikénimi misty (na 5° konci EcoRI
(fialov€) a Ndel (zelené pozadi); na 3’ konci Xhol (rizove€), BamHI (hnéd€) a HindIII
(§ed®)) sekvence Cistého genu je na obrazku znazornéna &ervend. Cervené tuéné
zvyraznéné a podtrzené baze jsou komplementarnimi nahradami za pfirozené vyskytujici se
baze kvuli vzniku vlasenek, na kterych se podilely pfirozené piitomné baze.
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CRCGAATTEATATECATCATCATCATCACCATATCGAGGGAAGGECGRCARG COTCAG CCCGARCGAC
CCTTEECCECTARACCCGC TETCCATCCAGCACARCCACGCTCCTECTACTCCTETCE G TECTEECCACTE TEC
ATGTGGEOCAGCGECTECTEAGGCARCGGAGGCEECAGCTOCEGTOCGCECCCCCEEECCCGTTTGCETEECT
ACTGATCGEARACGCGECEECEETEEGCCAGGCEECTCACCTCTCETTCECTCECCTGECE0GGCECTACGET
GACGTTTTCCAGATCCGCCTEEECAGCTEGCCCCATAG TRETECTERATGECEAGCECECCATCCACCRAGECCC
TGETGECAGCAGEECTCEECOTTCECCEACCEECOEECCTTORCCTCCTTCCE TETEE TETCCEECGECCECRG
CATERCTTTCEECCACTAC TORAAGCAC TEEARGE TECAGCERCECECAGCCCACRG CATGATGCGCRACTTC
TTCACGCECCAGCCECECAGCCECCARGTCCTCEAGEGCCACGTECTEAGCOAGECECECERAGCTEETEECEC
TGCTEETECECEECAGCECEERCEECACCTTCCTCEACCCAAGECCECTEACCETCE TEECCETEECCARCET
CATGAGTECCETETE TTTCEECTECCECTACAGCCACGACGACCCCEAGT TCCOTEAGCTECTCAGCCACARC
GARGAGTTCCEECECACEE TEEECECEEECAGCCTEE TRGACGTEATECCCTEECTE CAGTACTTCCCCRACT
CEATECECACCETTTTCCECERATTCAAGCAGCTCAACCE CRACTTCAGCARC TTCATCCTEEACARG TTCTT
GRAGGCACTGECEARAGCCTTCGGCCCEGEECCECOCCCCGCGACATGATGEACGCCTTTATCCTCTCTGCGGAR
ARGARGGOGGCCGEGEACTCECACGETEETEECECECEECTEGATTTEEAGARCG TACCEGCCACTATCACTS
ACATCTTOGGCECCAGCCAGGACACCCOTETCOACCECEOTGCAGTEGCTGCTCCTCC TCT TCACCAGGE TATCC
TGATGTGCAGACTCGAG TECAGGCAGARTTEEATCAGGTCATEEEEAGEEACCATCTGCCTTG TATGEGTERC
CAGCCCARCCTECCCTATE TOCTEECCTTCCTTTATGAAG COATECGC TTCTCCAGC TTTG TG CCTGTCACTA
TTCCTCATECCACCACTGCCARCACCTC TG TCTTE GG CTACCACATTC CCARGGACACTGTCE TTTTTGTCAR
CCRGTEETCTETCARTCATGACCCABTEARCTCGCCTARCCCRCAGARCT TTGATCCAGCTCEATTCT TEGAC
ARGGATCGCCTCATCAACARGEACC TCACCAGCAGAG TCATCATT TT TTCAGTGECCARRRGGE COGTECATTE
GOGAAGAACTTTCTARGATGCAGCTTTTTCTCTTCATCTCCATCCTGECTCACCAGTGCGATT TCAGGGCCAR
COCARATGAGCCTGCOARAATGART TTCAG TTATGGTCTAACCATTARACCCARG TCATTTAARGTCARTGTC
ACTCTCAGAGAGTCCATEGEAGC TOC TTGATAGTEC TG TCCARART TTACARAGCCARG GRARCT TG CCARTAAC
TCGAGGATCCAAGCTTTAC —3

Obrazek 16 Sekvence genu CYPIBI1 s pfidanymi restrikénimi misty (na 5° konci EcoRI
(fialov€) a Ndel (zelené pozadi); na 3° konci Xhol (rizove), BamHI (hnéd€) a HindIII
(Sed€)) sekvence Cistého genu je na obrazku zndzornéna Cervené. Histidinova kotva je
znazornéna tuénym, ¢ernym pismem. Cervené tuén& zvyraznéné a podtrzené baze jsou
komplementarnimi ndhradami za pfirozen€ vyskytujici se baze kvili vzniku vlasenek, na
kterych se podilely pfirozené ptitomné baze.

Oba inserty obsahuji mutaci v bazi Cislo 1294 (na obrazcich 15 a 16 vyznacen
modrou barvou), kde je cytosin nahrazen guaninem. Tato mutace zpusobuje zménu 432.
kodonu. Dusledek mutace je zdména aminokyseliny leucinu za aminokyselinu valin.
Mutace neni vhledem k obdobné povaze obou aminokyselin vazna, tudiZ ani nebylo

prikroceno k jeji oprave.

4.3. PCR amplifikujici gen pro hCYP1B1 se Stépicimi misty

Byla provedena polymerasova fetézova reakce, ktera méla za kol amplifikovat gen
pro hCYP1B1 obsazeny v plasmidu pOTB?7, ktery byl pouzit jako templat, a pfidat k nému
Stépici mista. Reakéni smés byla po ukonceni reakce purifikovana metodou pomoci srazeni
isopropanolem. Vodné roztoky insertl byly nasledné stanoveny spektrofotometricky

(tabulka 4) a uschovény v -80°C.
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Tabulka 4 Vysledky spektroskopického stanoveni insertt.

Insert N H
Ao 0,010 0,011
Asgo 0,007 0,008
Az 0,001 0,002
cona [pg . ml'] 225 225
% 1,43 1,38
Vona [p] 12 16
Vzorek byl fedén 500x.

N ~insert CYP1B1 bez histidinové kotvy
H ~ insert CYP1B1 s histidinovou kotvou

4.4. Amplifikace plasmidové DNA pET-22b

Z divodu dochazejicich zasob plasmidu a jeho stafi byl pfipraven novy roztok
tohoto plasmidu. Zasobni roztok plasmidu pET-22b byl transformovén typem transformace
TSS do bun¢k E. coli XL1 MRF+ rezistentnich na ampicilin. Metodou ,,single cell colony*
byly do 50 ml LB media s koncentraci ampicilinu 100 pg .ml™" pfeockovany 3 kolonie.

Z ,overnight* kultury byla odebrdna cast bunék, jez byly uchovany v 15%
glycerolu a ulozeny do -80° jako zasoba pro dalsi mnozeni plastidu. Zbytek kultury byl
pouZit pro izolaci plasmidu. Po izolaci byl plasmid spektrofotometricky stanoven (tabulka

5) a uschovan v -80°C.
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Tabulka 5 Vysledky spektroskopického stanoveni plasmidu pET-22b.

Cislo bakterialni kolonie 1 2 3a 3c
Azeo 0,031 0,032 0,031 0,026
Asgo 0,019 0,019 0,019 0,014
Az 0,001 0,002 0,002 0,001
cona [pHg . ml'] 375 375 362,5 312,5
% 1,63 1,68 1,63 1,85

Vbna [p] 28 14 14 14

Vzorek byl fedén 250x.

Bakteridlni kolonie 3 byla béhem stanoveni rozdélena, ale fragmenty jiz nebyly

spojeny.

4.5. Stépeni PCR produktu, ¢isténi $tépené DNA a jeji stanoveni

Izolované a precistené produkty zPCR a plasmid pET-22b byly S$tépeny

restrikénimi endonukleasami Ndel a HindIIl. Po ukonceni $tépeni byla reakéni smés

rozdélena pomoci agarosové elektroforesy (obrazek 17).
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Obrazek 17 Agarosova elektroforesa Stépenych insertil a plasmidu pET-22b.
Dréha 2: Stépeny insert CYP1B1 bez histidinové kotvy.

Draha 3: Stépeny insert CYP1B1 s histidinovou kotvou.

Draha 4: DNA marker. Popsan v metodach (kapitola 3.3.10).

Draha 5: Stépeny insert pET-22b (P1).

Dréha 6: Stépeny insert pET-22b (P2).

Draha 7: DNA marker.

Stépené produkty z drah 2; 3; 5 a 6, tj. nejvyrazn&j§i prouzky z drah, byly z gelu
izolovany pomoci kitu ,,JET quick — Gel Extraction Spin Kit* (pfi izolaci nebyla kolonka
podruhé promyta roztokem L1, protoze hmotnost vyfiznutého gelu byla mensi nez 250 mg

viz. metody) a stanoveny na spektrofotometru (tabulka 6) a uschovany v -80°C.
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Tabulka 6 Vysledky spektroskopického stanoveni DNA izolované po Stépeni.
DNA N H P1 P2
Aseo 0,00563 0,00411 0,00163 0,00300
Asso 0,00557 0,00338 0,000515 0,00226
A3z 0,00184 0,00481 -0,00172 0,00690
% 1,0 0,85 3,2 1,3
cona [pg . ml™] 33,4 32,0 29,5 20,3
mpNa [pg] 1550 1470 1360 935
cona [pmol . pl'] 33,6 31,5 9,07 6,24
Vbna [pd] 46 46 46 46

Vzorek byl fedén 176x.
N ~ insert CYP1B1 bez histidinové kotvy
H ~ insert CYP1BI s histidinovou kotvou

P1, P2 ~ pET-22b (frakce byly spojeny a roztok oznacen jako P)

4.6. Ligace a transformace

Stépend a izolovana DNA byla ligovana z hlediska molarniho poméru insert :
plasmid 2 : 1. Obvyklé koncentrace DNA pro ligaci se pohybuji ve stovkich pg . ml™,
avSak v tomto ptipade¢ byly vytézky z izolace z gelu o fad niZsi.

Smés byla ponechdna ligovat, nasledné byla transformovéna do bunék E. coli
DH5a a po transformaci vyseta na agarové plotny v Petriho miskach s ampicilinem o
koncentraci 100 pg . ml”'. Na plotnach vsak nevyrostly zadné kolonie. Byl tedy uinén
pokus o sniZeni koncentrace ampicilinu o polovinu tedy na 50 pg . ml”'. Na agarovych
plotnach vyrostlo primémé 5 kolonii na kazdé misce (na kontrolach zadné). Na kazdé
plotné byly vybrany dvé kolonie, které byly metodou ,,single cell colony* pfeockovany do
20 ml LB media s koncentraci ampicilinu 50 pg . ml". BohuZel, jak se viak v pozd&jsich
krocich ukazalo, s nejvétsi pravdépodobnosti se nejednalo o kolonie nesouci pozadovany

konstrukt.
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4.7.1zolace konstruktu a jeho stanoveni

Z narostlé ,,overnight kultury byly k indukci exprese izolovany dva druhy
konstrukt na bazi pET-22b. Prvni druh konstruktu by mél obsahovat gen pro hCYP1BI a
druhy tentyZ gen, ale navic prodlouzeny o histidinovou kotvu. Po izolaci byly konstrukty
stanoveny na spektrofotometru (tabulka 7) a ulozeny do -80°C.

Jedna ,,overnight™ kultura, v niz obsazené bakterie mély obsahovat konstrukt pro

hCYPI1BI s histidinovou kotvou, v tomto mediu nenarostla.

Tabulka 7 Spektrofotometrické stanoveni konstruktu na bazi pET-22b po jeho izolaci.

Konstrukt N1 N2 H
Ao 0,123 0,136 0,181
Azgo 0,033 0,042 0,061
Az 0,005 0,008 0,008
cona [pg . ml™] 2950 3200 4325
% 3,73 3,24 2,97
Vbna [1] 36 36 36
Vzorek byl fedén 500x.

N1 ~ konstrukt na bazi pET-22b s CYP1BI1 bez histidinové kotvy izolovany ze ,,single cell
colony* 1
N2 ~ konstrukt na bazi pET-22b s CYP1B1 bez histidinové kotvy izolovany ze ,,single cell
colony* 2
H ~ konstrukt na bazi pET-22b s CYP1BI s histidinovou kotvou izolovany ze ,,single cell

colony*

4.8. Ovérovani konstruktu

Bylo provedeno ovéteni unikatnich Stépicich mist v izolovaném konstruktu na bazi
pET-22b jako jeden ze dvou dikazii potvrzujicich pfipravu cileného produktu. Prvnim
ditkazem je agarosova elektroforesa. Druhym diikazem je sekvenace konstruktu, ke které

by bylo pfikro¢eno na zakladé€ pozitivniho vysledku agarosovych elektrofores.
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4.8.1. Agarosova elektroforesa Stépeného konstruktu

Po Sté€peni pomoci endonukleas Ndel a HindIII byla Stépici smés analyzovana na

pomoci agarosové elektroforesy (obrazek 18).

3456

2

Obriazek 18 Agarosova elektroforesa Stépenych konstruktl na bazi plasmidu pET-22b.
Draha 2: Stépeny konstrukt N1.

Dréaha 3: DNA marker.

Dréha 4: Stépeny konstrukt N2.

Dréaha 5: DNA marker.

Draha 6: Stépeny konstrukt H.

Cisla oznacuji ,,single cell“ kolonie, ze kterych byl plasmid izolovan.

Na elektroforetickém gelu byl zjiStén pouze marker, ostatni vzorky nevykazovaly

piitomnost DNA.

4.8.2. Agarosova elektroforesa nestépenych konstruktii

Jak ukazuje obrazek 18, ve vzorcich konstruktu nebyla zaznamenana po Stépeni
restrikénimi enzymy z4dnd DNA, bylo potieba vyloucit kontaminaci endonukleas
DNAsami ¢i jejich nespecifickou aktivitu. Proto jsem znovu provedl agarosovou

elektroforesu znovu, avsak tentokrat konstrukty nebyly $t€peny (obrazek 19).
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Obriazek 19 Agarosova elektroforesa neSt€penych konstruktii na bazi plasmidu pET-22b.
Dréha 3: Nestépeny konstrukt N1.

Dréha 4: Nestépeny konstrukt N2.

Draha 5: DNA marker.

Dréaha 6: Nestépeny konstrukt H.

K analyse bylo pouZito 4 ul vzorku DNA.

Na obrazku 19 je vidét, ze vzorky obsahuji jen velice malé mnoZstvi DNA, kter¢ je
na hranici detekce. Prouzek DNA je na obrazku kvili obtizné viditelnosti podtrzen

cervenou ¢arou. Nachdazi se v oblasti mezi 5,0 a 6,0 kbp.

4.9. Transformace konstruktem za ucelem amplifikace a jeho

stanoveni

Ovéfovani konstruktu sice nepfineslo pozitivni diikaz o pfitomnosti oc¢ekavané
DNA pii elektroforese St€pené¢ho konstruktu, avSak pii elektroforese nestépeného
konstruktu se objevil sice jen jeden ze tii o¢ekavanych prouzki, ale ve spravné oblasti gelu.
Proto jsem pfistoupil k transformaci bakterii E. coli DHS5a pravé timto konstruktem ve
snaze amplifikovat jej a ziskat tak novy, dalsi konstrukt pro ovéfovani cileného produktu,
jednak protoze plivodni izolovany konstrukt by na ovéfovaci pokusy nestacil, a jednak
kviili dostate¢né zasob¢ plasmidu na expresni pokusy.

Po transformaci na agarovych plotnach vyrostlo jen velmi malo kolonii (primérné 5

kolonii na kazdé misce), z nichz byly na kazdé plotn€¢ vybrany dvé kolonie. Po izolaci byla
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koncentrace DNA v roztoku konstruktu stanovena na spektrofotometru (tabulka 8) a poté

byl konstrukt ulozen v -80°C.

Tabulka 8 Spektrofotometrické stanoveni konstruktu na bazi pET-22b po jeho izolaci.

konstrukt N1 H1 N2y H2, O
Aaeo 0,015 0,005 0,020 0,017
Azgo 0,009 0,009 0,012 0,011
Aszo - 0,001 0,001 0,001 0,000
% 1,01 0,85 3,17 1,33
cona [pg . ml™] 400 100 190 170
Vona [1] 96 96 90 90

Vzorky konstruktu N1 a Hlbyly fedény 500x.

Vzorky konstruktu N2, a H2, Lo byly fedény 200x.

N ~ konstrukt CYP1B1 na bazi pET-22b bez histidinové kotvy
H ~ konstrukt CYP1B1 na bazi pET-22b s histidinovou kotvou

Cislo udava kolonii, ze které byl konstrukt izolovan.

Mnozstvi a Cistota ziskané DNA byly pomérné nizké. Bylo tedy potieba ovéfit zda

nedochazi k nezddoucim ztratdm plasmidové DNA béhem izolace.

4.9.1. Agarosova elektroforesa ovérujici ztratu DNA pri izolaci
plasmidové DNA z 50 ml LB media

Od této agarosové elektroforesy bylo o¢ekavano zjisténi, v jakém kroku pfi izolaci
plasmidové DNA vznikaji ony signifikantni ztraty vétSinového mnozstvi plasmidové DNA.
Z poslednich ¢tyi' kroki izolace byly odebrany supernatanty, jenz byly jedenkrat nafedény

*ELFO

a u kterych byla spolu s H2,4 provedena elektroforeticka analyza (obrazek 20).
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Obriazek 20 Agarosova elektroforesa neStépenych konstruktii na bazi plasmidu pET-22b.
Draha 2: Vzorek 14 — supernatant: Roztok, ktery byl odebran po ptecisténi vodné frakce
z fenol-chloroformové extrakce chloroformem a v némz byla rozpusténa, nyni jiz sraZena,
DNA s ledovym isopropanolem, ktery s pomoci nizké teploty DNA srazil.

Dréha 3: Vzorek 15 — etanolovy supernatant: Byl ziskdn po promyti pelety a naslednou
centrifugaci.

Draha 4: Vzorek 16 — supernatant: PEG s TE pufrem, ziskan centrifugaci po rozpusténi
pelety v TE pufru a ndsledném sraZzeni DNA s pomoci nizké teploty roztokem PEG pufru.
Dréha 5: Vzorek 17 — etanolovy supernatant: Byl ziskdn po promyti pelety a naslednou
centrifugaci.

Dréaha 6: DNA marker.

Dréaha 7: Nestépeny konstrukt H2, izolovany z 50 ml LB.

K analyze bylo pouzito 10 ul vzorku DNA a 24 pl jiz natedénych vzorkl supernatantd.

*ELFO

V drahach ¢islo 2; 3; 4; a 5 neni viditelnda DNA. Zda se tedy, ze béhem izolace
nedochézi ke ztratam DNA. V draze Cislo 7 (finalni preparat po izolaci DNA) byla sice
DNA zaznamenana, ale jeji molekulova hmotnost je pfili§ velka (>> 10 kbp), coZ by mohlo

naznacovat na kontaminaci genomovou DNA, ktera nemusi byt béhem izolace odstranéna.

4.9.2. Agarosova elektroforesa Stépenych konstrukti zizolace z 50 ml

LB media

Pro potvrzeni domnénky, Ze vzorky s nizkou koncentraci DNA ziskané pfi izolaci

konstruktu nejsou plasmidy, bylo provedeno kontrolni §t€peni pomoci endonukleas (Ndel a
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HindIIl) za pouziti vétStho mnoZstvi materidlu. Postup izolace byl zopakovan s 50 ml
bun&éné kultury, DNA izolovdna a §tépena. Stépend smés byla analyzovana pomoci

agarosov¢ elektroforesy (obrazek 21).

6

Obriazek 21 Agarosova elektroforesa Stépenych konstruktl na bazi plasmidu pET-22b.
Draha 6: DNA marker.

Dréha 7: Stépeny konstrukt N2;.

Draha 8: Stépeny konstrukt H2;.

Na obrazku 21 je vidét, ze ackoli byl vzorek konstruktu St€pen pomoci endonukleas,
tak na elektroforetickém gelu je umistén daleko vySe nez nejvyssi bod markeru, ktery
znéazornyje hranici 10 kbp. Na gelu navic neni patrny zadny fragment s délkou odpovidajici

pozadovanému insertu.
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5. Diskuse

Gen pro lidsky cytochrom P450 1Bl byl ziskdn zkonstruktu zalozeného na
plasmidu pOTB7, ktery byl objednan z plasmidové banky PlasmidID (Harvard Medical
School, Boston, USA). Pfestoze bakterie v glycerolové kultufe obsahujici pozadovany
konstrukt byly doruceny klasickou poStou, tedy pii normalni teploté, byly vitalni a bez
problémt se je podafilo namnozit a izolovat z nich plasmidovou DNA. Mnozstvi DNA
konstruktu zaloZeného na pOTB7 (vysokokopiovy klonovaci plasmid) ziskané klasickym
postupem bez pouziti kitu bylo pomérné vysoké, je to vSak vektor vhodny predevsim pro
klonovani pomoci Gateway expresniho systému firmy Life Technologies, nebylo tedy
mozné jednoduSe prenést gen do vektoru pET22b pouzivaného pro expresi v nasi
laboratofi. Bylo potfeba sekvenci upravit tak, Ze pted a za gen pro lidsky cytochrom P450
IB1 byla pomoci PCR vloZena restrikéni mista pro endonukleasy dostupné v laboratofi.
Soucasné byl také ptipravovan dalsi konstrukt obsahujici pfed vlastnim genem pro
CYPIBI1 odstépitelnou histidinovou kotvu, pro snazsi izolaci proteinu. PCR byla isp&sna,
podafilo se tak pftipravit pozadované DNA s restrikénimi misty pro endonukleasy Ndel a
HindIII 1 ,His-tag®. Jako problematicka se vSak ukéazala nizka vytéznost izolace této i
plasmidové DNA z gelu po $tépeni vySe uvedenymi endonukleasami. DNA méla bud’
velmi malou koncentraci, nebo nastala u Stépicich endonukleas ,star activity*, kterd
veskerou pfitomnou DNA rozstépila. Druhou moZznost se podafilo dal§im experimentem
vyloucit. Malé mnozstvi takto ziskané DNA se patrné€ projevilo v problematické ligaci, kde
bylo ziskdno jen nckolik kolonii, u nichZ se, bohuzel az po sérii dalSich experimentd,
ukdzalo, Ze neobsahovaly poZadované konstrukty (lidské geny pro CYP1BI a His6-
CYPIBI1). Bakteridlni kmeny izolované po ligaci snejvétsi pravdépodobnosti
neobsahovaly zadny plasmid. Po opakovanych izolacich se podaftilo vyloucit, Ze by tento
plasmid byl ztracen pfi izolaci, bylo prokazano, ze plasmidova DNA nebyla pfitomna ani
v jednotlivych odpadnich roztocich z izolace. V zévéru izolace bylo ziskdno malé mnozstvi
DNA obsahujici v8ak pfedevs§im vysokomolekuldrni fragmenty podstatné vétsi nez 10 kpb,
mohlo by se tedy jednat o genomovou DNA bakterie, kterd mize byt pii pouziti alkalické
lyze v kombinaci s fenol-chloroformovou metodou izolace také Caste¢né srazena pomoci

PEG 6000.
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6.Zavér

Z obdrzenych bakteridlnich bunék E. coli DH5a byl izolovan plasmid pOTB7
obsahujici gen pro lidsky cytochrom P450 1B1. Do genu byla vloZena Stépici mista pro
restrikéni endonukleasy a v jednom ptipad¢ také usek DNA kodujici histidinovou kotvu a
Sté€pici misto pro proteasu (Faktor Xa), upraveny gen byl nasledné purifikovan.

Bylo ovéfeno, Ze pfi izolaci plasmidové DNA pomoci klasického postupu (fenol-
chloroformové extrakce) tak, jak je provadéna v laboratofi, nedochazi ke znatelnym
ztratam DNA. Pfiprava finalnich expresnich konstruktti zalozenych na plasmidu pET-22b
se vsak bohuzel pravdépodobné v disledku nizké uGcinnosti kitu na izolaci DNA z gelu
v kombinaci s kontaminaci rezistentnimi kmeny nezdafila. Planuje se opakovani pokusu o
ligaci s pouzitim vétsiho mnozstvi PCR produktu, ktery bude izolovan pomoci jiného kitu

(QIAEX II Gel Extraction Kit).
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