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Abstrakt:

T- a B-lymfocyty hraji kliCovou roli v imunitnim systému, nebot v organismu zajist'uji
specifickou imunitu. Receptor S1P1 reguluje uvoliiovani lymfocytd z lymfatickych organ( do
krve, odkud pak putuji k mistu infekce. Bylo zjisténo, Ze transmembrénovy helix 4 receptoru
S1P1 interaguje stransmembranovou casti receptoru CD69 a tato interakce je nasledné
zodpovédna za zadrzeni lymfocytd v lymfatickych organech. Cilem této prace bylo pfipravit

expresni plazmidy pro produkci téchto dvou receptor( a jejich dalsi vyzkum.
Abstract:

T- and B- lymphocytes play a key role in immunity, because they provide specific immunity
in organism. Receptor S1P1 regulates lymphocyte egress from lymphoid organs to blood,
from which the lymphocytes travel to the site of infection. It was discovered that
transmembrane helix 4 of S1P1 receptor interacts with transmembrane part of CD69 receptor
and this interaction is responsible for retention of lymphocytes in lymphoid organs. The aim
of this study is to prepare expression plasmids for production of these two receptors and their

further research.
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Seznam zkratek:

APC
BCR
BSA
bp
cAMP
CaSR
CD
CRD
CTLD
dNTPs
EDTA
GDP
GPCR
GTP
HEK

LB

MHC

NK
NKR-P1A

PCR
RGS

S1P
S1P1
S1P3
TAE
TAS
Tc
TCR

antigen prezentujici burika (z angl. antigen presenting cell)

receptor B-bunék (z angl. B cell receptor)

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)

par bazi, jednotka délky fetézce DNA (z angl. base pair)

cyklicky adenosinmonofosfat

vapnikovy senzor (z angl. calcium-sensing receptor)

oznaceni povrchovych molekul leukocytd (z angl. cluster of differentiation)
doména rozpozndvajici sacharid (z angl. carbohydrate recognition domain)
doména podobna lektinlim C-typu (z angl. C-type lectin-like domain)

smés deoxynukleosidtrifosfat(

kyselina ethylendiamintetraoctova

guanosindifosfat

receptor sprazeny s G-proteinem (z angl. G-protein coupled receptor)
guanosintrifosfat

oznaceni bunécné linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék cCislo 293 (z
angl. human embryonic kidney 293)

Luria Bertani medium

hlavni histokompatibilni komplex (z angl. major histocompatibility complex)
prirozeny zabijeC (z angl. natural killer)

rodina C-lektinovych receptorl NK bunék (z angl. natural killer cell receptor -
protein 1A)

polymerasova Fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
regulator signalizace pomoci G-proteinu (z angl. regulator of G-protein
signalling)

sfingosin-1-fosfat

sfingosin-1-fosfatovy receptor 1

sfingosin-1-fosfatovy receptor 3

tris-acetatovy pufr s EDTA

chut'ovy receptor (z angl. taste receptor)

cytotoxicky T-lymfocyt (z angl. T cytotoxic cell)

receptor T-bunék (z angl. T cell receptor)



Th pomocny T-lymfocyt (z angl. T helper cell)
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
WPRE posttranskripcni regulacni sekvence (z angl. Woodchuck posttranscriptional

regulatory element)



1. Uvod

1.1. Imunitni systém

Imunitni systém je souhrn mechanism( udrZujicich integritu organismu rozpoznavanim a
likvidaci Skodlivin z vnitfniho i vnéjSiho prostredi. Funkce imunitniho systému se projevuje
jako obranyschopnost, coZ je rozpoznavani vngjSich Skodlivin jako jsou patogenni
mikroorganismy a ochrana proti nim, autotolerance — imunitni systém dokaze rozpoznat
vlastni tkané a udrzovat v(ci nim toleranci, a imunitni dohled, coZ je rozpoznavani vnitfnich

Skodlivin, jako jsou staré, poskozené nebo mutované buriky a jejich odstrafiovani [1].

1.1.1. Imunitni mechanismy

Imunitni mechanismy se déli na dvé kategorie: nespecifické (neadaptivni) a antigenné
specifické (adaptivni).

Evolucné starSi nespecifické mechanismy jsou zaloZzeny na molekuladch a bunkéach, které
reaguji na spoleéné strukturni nebo funkéni rysy patogend. Nespecifické imunitni
mechanismy jsou tvoreny slozkami bunécnymi (fagocytujici bunky a prirozené cytotoxické
bunky — NK bunky, ,natural Killer cells“) a humoralnimi (komplementovy systém,
interferony, lektiny a jiné sérové proteiny). Reakce nespecifickych sloZzek imunitniho systému
je rychla (fadoveé nékolik minut).

Evolucné mladsi specifické mechanismy reaguji na cizorodé struktury prostfednictvim vysoce
specifickych molekul a aktivuji se az po setkani s antigenem. Humoralni mechanismy jsou
zalozené na protilatkich a bungtné zprostiedkované hlavngé na T-lymfocytech. Uplné
rozvinuti specifické imunitni reakce je ¢asové narocny proces, ktery mize trvat nékolik dni az
tydn. Specifickd imunita je schopna zapamatovat si patogen, se kterym uz se setkala, coz

vyznamné urychli imunitni odpovéd, pokud dojde k opétovnému setkani s danym patogenem

[1].

1.1.2. Bunky imunitniho systému
Velmi ddlezitou roli hraji v imunitnim systému r(izné druhy bilych krvinek (leukocyti).
Leukocyty pochazeji z pluripotentnich kmenovych bunék, které se nachazeji v kostni dreni a

udrzuji se zde v malém mnozstvi po cely Zivot. Plisobenim rlznych faktor(i se kmenové



buriky diferenciuji na rlizné typy leukocytl, které se daji rozdélit do dvou zékladnich linii:
myeloidni a lymfoidni. Ubytek kmenovych bunék zplsobeny diferenciaci je kompenzovan
jejich délenim.

Z myeloidni linie vznikaji monocyty, ze kterych pozdéji vznikaji makrofagy; tfi druhy
granulocytl: neutrofily, eozinofily a bazofily; a dendritické buriky. Myeloidni burky tvori
zaklad nespecifcké ¢asti imunitniho systému. Produkuji cytokiny a dalSi rozpustné mediatory
a VvétSina z nich je schopna fagocytovat. Velmi ddlezita je funkce dendritickych bunék,
monocytl a makrofagl, které také plsobi jako buriky prezentujici antigen (APC, ,,antigen-
presenting cells*) pro T- lymfocyty, ¢imZ se stavaji soucCasti antigenné specifické Casti
imunitniho systému. Z myeloidni linie vznikaji také Cervené krvinky (erytrocyty) a krevni
desti¢ky (trombocyty). Jejich hlavni funkce s imunitou nesouvisi, ale v nékterych imunitnich
déjich (napf. zanét) maji urcity vyznam.

Z lymfoidni linie se diferencuji NK bunky, lymfocyty B a T. B lymfocyty se vyvijeji v kostni
dfeni a dozravaji v sekundarnich lymfatickych organech po setkani s antigenem. T-lymfocyty
dozravaji v brzliku, ktery opoustéji bud jako prekurzory pomocnych T-bunék (Ty) nebo
prekurzory cytotoxickych bunék (T¢). Tyto prekurzory se po setkani s antigenem diferencuji

na zralé efektorové bunky [1].

1.1.3. B- a T-lymfocyty

B-lymfocyty hraji ddlezitou roli pfi humoralni imunitni odpovédi. Je pro né charakteristicka
pfitomnost BCR receptoru (,,B-cell receptor”, receptor B-bunék), ktery je schopny specificky
vazat antigen. Jejich hlavni funkci je vyrabét protilatky proti antigenlim a také pracuji jako
buiky prezentujici antigen. B-lymfocyty vznikaji v kostni dfeni jako prekurzory
plazmatickych neboli efektorovych B-lymfocytll a pamétovych bunék a dozravaji
v sekundarnich lymfatickych organech. V priibéhu zrani dochazi k preskupovani gen
v jaderné DNA a diky tomu BCR receptory (cozZ jsou v podstaté imunoglobuliny), které dany
zraly B-lymfocyt produkuje, maji zcela unikétni strukturu. Pokud B-lymfocyt rozpozna
antigen, je stimulovan kostimulaénimi signaly Tx2-lymfocyt(l a dojde k jeho pomnoZeni a
pfeméné na plazmatické lymfocyty. Ty produkuji velké mnozstvi protilatek stejne specifity,
jako plvodni BCR a vazi se tedy na stejny antigen, ¢imZ napomahaji k opsonizaci antigenu a
umoziuji tim ostatnim burikam, aby ho nalezly a zneSkodnily.

B-buriky se mohou také vyvinout v pamét'ové bunky, které jsou schopneé rozpoznat antigen, se

kterym se uz jednou setkaly, coZ velice urychli imunitni odpovéd.
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T-lymfocyty jsou zékladem specifické imunity. PFi rdstu opousti kostni diefl a migruji do
brzliku, kde dozravaji. V dospélosti se vyvoj lymfocytd v brzliku zastavuje, jejich pocet je
udrzovan diky dlouhoZzijicim individualnim T-bufikdm a délenim zralych T-bunék mimo
primarni lymfatické organy. Je pro né charakteristicky TCR receptor (,,T-cell receptor”,
receptor T-bungék), ktery dokaze rozpoznat antigen navazany na MHC komplexu (,,major
histocompatibility complex*, hlavni histokompatibilni komplex). Existuje nékolik typl T-

lymfocyt(:

Pomocné T-lymfocyty (Tu-lymfocyty) stimuluji ostatni bunky imunitniho systému
prostfednictvim cytokind. Nékdy jsou nazyvany CD4" lymfocyty, protoZe obsahuji
CD4 receptor. Lze rozliSit dva rlizné typy Twy-bunék, Thl-lymfocyty, které stimuluji

hlavné pfeménu makrofagli a Ty2-lymfocyty, které spolupracuji s B-burikami

Cytotoxické T-lymfocyty (Tc-lymfocyty) dokazi zabit nadorove nebo virem napadené
buriky. Jsou také nazyvany CD8* T-bufiky, protoze na svém povrchu exprimuji
receptor CD8. Tyto bunky rozpoznavaji své potencialni cile podle antigenu,
navazaném na MHC | receptoru, ktery ma témér kazda bunka v téle.

Pamétove T-lymfocyty dokazi rozpoznat antigen, se kterym uZ se jednou setkaly,

rychle se namnozit a velice tak urychlit imunitni odpoveéd.
Regulacni lymfocyty (Treg-lymfocyty) také nazyvané supresorove lymfocyty reguluji
imunitni systém, aby nezabijel buriky télu vlastni, brani tak rozvinuti autoimunitnich

chorob.

NK T-lymfocyty propojuji slozky specifického a nespecifického imunitniho systému,

dokazi aktivovat i inhibovat imunitni reakce.

yd T-lymfocyty maji odlisSny typ TCR receptoru. Rozpoznavaji konzervované

struktury a aktivuji adaptivni imunitu. Take prispivaji k regulaci imunitni odpovédi.
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1.2. Lektiny

Lektiny jsou proteiny, které dokazi s vysokou specifitou rozpoznavat a vazat sacharidy, at” uz
volné nebo vazané v glykoproteinech €i glykolipidech [2, 3]. Prvnim popsanym lektinem byl
ricin, izolovany jiz na konci 19. stoleti Peterem Hermannem Stillmarkem ze semen skoCce
obecného (Ricinus communis) [2]. Lektiny se vyskytuji u nejrliznéjsich organismd, at’ uz se
jedna o viry, bakterie, rostliny nebo Zivocichy.

Vazba sacharidu je zprostfedkovana tzv. sacharid rozpoznavajici doménou (CRD,
»carbohydrate recognition domain®). Lektiny se daji rozdélit do nékolika skupin [4, 5]:

Lektiny L-typu: jejich CRD se podoba lektinGm vyskytujicim se u bobovitych rostlin

(Leguminosae)

Lektiny P-typu: rozpoznavaji a vdZou manosa-6-fosfat

Lektiny C-typu: ke své funkci potfebuji pritomnost Ca®* iont(i

Lektiny I-typu: jejich CRD se strukturné podoba imunoglobuliniim, vazi kyselinu sialovou
Lektiny R-typu: jejich CRD se strukturné podoba ricinu

Galektiny: vazi B galaktosidy

Pentraxiny: podjednotky jsou usporadany do pentamerd

Kalnexin a kalretikulin: zadrzuji Spatné sloZzené glykoproteiny v endoplazmatickém retikulu,

kde rozpoznavaji glukosové zbytky oligosacharidli vazanych N-glykosidickou vazbou.

1.2.1. Lektiny C-typu

Pro lektiny C-typu je charakteristické, Ze jejich schopnost vazat sacharidové struktury zavisi
na pfitomnosti Ca®* iontd, podle ¢eho také ziskaly svilj ndzev (,,calcium-type lectins®). Jejich
CRD patfi do vétsi skupiny oznaCované jako CTLD (,,C-type lectin-like domain®), kterou
obsahuje také fada proteind, které nevazi sacharidy ani vapenaté ionty. CTLD je velmi
roz$itena doména, ktera byla nalezena ve vice nez 1000 proteinech. CRD lektinl C-typu
obsahuje 110-130 aminokyselin; 14 aminokyselin je invariantnich a 18 vysoce
konzervovanych. SouCasti domény jsou 4 invariantni cysteiny, které tvofi 2 disulfidické
mdstky, a aZ 4 vazebna mista pro Ca** ionty. Aminokyselinové zbytky s postranim fetézcem
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obsahujicim karbonylovou skupinu tvori koordinatné kovalentni vazbu s Ca** ionty. Tyto
aminokyselinové zbytky poté mohou vazat sacharidy. Casto dochazi k nekovalentni asociaci
vice CRD, coz ovlivriuje afinitu vazby k sacharid(m.

Lektiny C-typu se vyskytuji jako transmembranoveé proteiny i jako rozpustné proteiny v séru
nebo extracelularni matrix. Ugastni se fady biologickych funkci, jako jsou napf. rozpoznavani
patogend, mezibunécné interakce, adheze, signalizace [6, 7].

Lze je rozdélit do 17 skupin (obr. 1.1, str. 14).

1.2.2. Receptor CD69

Receptor CD69 je lektin C-typu patfici do skupiny receptorll NK bunék, kddovany jednim
genem, ktery je u Clovéka lokalizovany na chromozomu 12. Je to transmembranovy
glykoprotein Il. typu, ktery lze nalézt u fady hematopoetickych bunék, napf. T a B lymfocytd,
NK bunék, makrofagt, neutrofild a krevnich desticek. [8, 9, 10].

Receptor CD69 je disulfidicky vazany homodimer, jehoz podjednotky maji molekulovou
hmotnost 28 nebo 32 kDa (podle glykosylace na dvou moznych N-glykosylacnich mistech).
Samotny protein obsahuje 199 aminokyselin (22,5 kDa) [11, 12].

Receptor CD69 je exprimovan lymfoidnimi burikami velmi brzy po jejich aktivaci; u T-
lymfocytl se objevuji transkripty 30-60 min po stimulaci TCR/CD3 komplexu a po 2-3 hod
Ize detekovat protein na povrchu buriky (nejvysSich koncentraci dosahuje po 18-24 hod).
Proto se CD69 pouziva jako marker aktivovanych lymfocytl. TCR/CD3 indukce vyZaduje
zvy$eni koncentrace Ca** iontd v cytosolu. CD69 mé také kostimulagni funkci, jeho zesiténi
specifickymi anti-CD69 protilatkami (napf. v ptitomnosti forbol esterd) stimuluje proliferaci,
expresi cytokind, mobilizaci Ca®" a cytotoxickou odpovéd. Zesiténi u monocytd a neutrofil
vede k uvolfiovani oxidu dusného a degranulaci, u krevnich desti¢ek k agregaci [12, 13].
Receptor CD69 je zodpovédny za inhibici uvoliiovani lymfocytd z lymfoidnich organd, tato
inhibice je zplsobena interakci CD69 s a-helixem 4 GPCR receptoru S1P1 [14, 15].

Vazebny partner pro lektinovou doménu receptoru CD69 doposud nebyl spolehlivé popsan.
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Obr. 1.1: Jednotlivé skupiny lektind C-typu a struktura jejich domén. Na obrazku je 17 skupin,
které byly definovany na zakladé fylogenetické pribuznosti a strukturni podobnosti; (a) proteiny
nékterych skupin jsou rozpustné, jinych transmembrénové; (b) kolektiny (skupina IlI) tvori

oligomerické struktury, napf. kfizovou (surfaktant SP-D, konglutinin nebo CL-46) ¢i buketovou (MBP
nebo surfaktant SP-A). Upraveno dle [16].

1.3. Receptory sprazené s G-proteinem,

Receptory spfazené s G-proteinem (GPCRs, ,,G-protein coupled receptors®) jsou nejvétsi a

4

nejrozmanitéj$i skupinou transmembranovych receptorl [17]. Vyskytuji se téméf u vsech
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eukaryot [18]. Skladaji se ze sedmi transmembranovych a-helix(, které jsou propojeny tfemi
extracelularnimi a tfemi intracelularnimi smyckami, C-konec se nachazi v cytoplazmé a
N-konec je orientovan extracelularné (obr. 1.2, str. 16) [19]. Transmembranové helixy se
velikostné prilis nelisi (20-27 aminokyselin), ale smycky a C a N-konec se mohou lisit velmi
(od nékolika az po nékolik set aminokyselin) [20].

Ligandy pro GPCRs jsou velmi rdiznorodé, od malych molekul pfes peptidy az po velké
proteiny. Po navazéni ligandu na receptor dojde ke zméné konformace receptoru, kterd vede
k tvorbé ternarniho komplexu ligand-receptor-G-protein. G-protein, do této doby neaktivni,
ma na své a-podjednotce navdzany GDP. Po aktivaci receptoru je GDP navéazany na o-
podjednotce G-proteinu vyménén za GTP, coz zapri€ini disociaci a-podjednotky od
podjednotek B a y. a- a y-podjednotky jsou ukotveny v cytoplazmatické membrané pomoci
lipidovych kotev, pohyb podjednotek tedy probihd v roviné membrany. a-podjednotka
s navazanym GTP, ale i dimer podjednotek B a y mohou dale aktivovat rdizné signalni
kaskady, napf. tvorbu cyklického AMP (cAMP), ktery funguje jako druhy posel a aktivuje
proteinkinasu A. Deaktivace G-proteinu je zajiSténa GTPazovou aktivitou 0-podjednotky,
ktera hydrolyzuje navazany GTP na GDP, coZ vede k opétovné asociaci podjednotek a
obnoveni trimeru G-proteinu. Tato deaktivace miZze byt urychlena RGS proteiny (,,regulator
of G protein signalling®), které urychluji hydrolyzu GTP na GDP [21, 22].

GPCRs se daji rozdélit do 5 hlavnich rodin: glutaméatova, rhodopsinova, sekretinova, adhezni
a frizzled/taste2 rodina [23, 24]:

Rodina glutamatovych receptorll zahrnuje receptory vazici glutamat, kyselinu

y-aminomaselnou, ,,calcium-sensing receptor” (CaSR) a chut'ové receptory TAS1.

Rodina rhodopsinovych receptorl je nejvétsi rodinou GPCRs. Receptory této rodiny
se odliSuji od ostatnich GPCRs kratkym N-koncem, ktery u ostatnich rodin hraje
klicovou roli pri vazbé ligandu. U receptord rhodopsinové rodiny se ligand vaze do

prostoru mezi transmembranovymi helixy.

Rodina sekretinovych receptord se nej¢astéji UCastni parakrinni signalizace, receptory
této rodiny vazi hlavné velké peptidy. Nazev dostaly podle sekretinu, prvniho

klonovaného receptoru z této rodiny.

Rodina adheznich receptorlli zahrnuje receptory, jez maji dlouhy N-konec, obsahujici

hodné serinovych a threoninovych zbytkd, na kterych je pfitomna O-glykosylace.
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Rodina frizzled/taste2 receptorl zahrnuje jednak ,frizzled“ receptory, které kontroluji
bunécny osud, proliferaci a polaritu buriky béhem vyvoje Zivocichll, jednak malo
prozkoumané ,taste2* (TAS2) receptory, které jsou exprimovany epitelem jazyka a
patra a pravdépodobné funguji jako receptory horké chuti.

Extracelulaimi
Prostor

Obr. 1.2: Obecna struktura receptoru sprazeného s G proteinem. Na obrazku je vidét 7
transmembranovych helix(i receptoru spfazeného sG proteinem, propojenych tfemi

extracelularnimi a tfemi intracelularnimi smyckami. Upraveno dle [A].

1.3.1. Sfingosin-1-fosfatovy receptor 1 (S1P1)

S1P1 patfi do rhodopsinové rodiny GPCR receptor. V ramci této rodiny se fadi do podrodiny
plvodné nazvané EDG (endothelial differentiation gene), ktera byla prejmenovéana na S1P
pote, co se zjistilo, Ze ligandem pro receptory této podrodiny je sfingosin-1-fosfat (obr. 1.3,
str. 17). S1P podrodina zahrnuje 5 receptord (S1P1-5) [25].

S1P1 hraje kli¢ovou roli v uvoliiovani B-lymfocytll z lymfoidnich organl a T-lymfocytll z
brzliku. Po aktivaci lymfocytll v lymfoidnich organech se musi lymfocyty vrétit zpét do
obéhu, aby se mohli dostat k mistu infekce. Absence receptoru S1P1 vede k zadrZzovani
lymfocytl v lymfatickych organech. Pokus na mysich, jejichz hematopoetické burky
postradaly receptor S1P1 ukazal, Ze T-lymfocyty bez tohoto receptoru se nachazely v brzliku
v normalnich koncentracich, ale nebyly ho schopny opustit a v perifernich Castech témeér
uplné chybély. B-lymfocyty byly nalezeny v perifernich lymfatickych organech, avsak v krvi
a lymfé také chybély. Tyto pokusy prokazaly, Zze S1P1 je nezbytny pro recirkulaci lymfocytd
a reguluje jejich uvoliiovani z brzliku a perifernich lymfatickych organd [14, 26].

16



OH
O

I
X ”~ "O—P-OH
NH,  OH

Obr. 1.3: Chemicka struktura sfingosin-1-fosfatu [B].

1.3.2. Interakce receptor CD69 a S1P1

Lymfocyty neustale cirkuluji mezi krvi a lymfoidnimi organy. Béhem imunitni odpovédi
muZe byt prechodné zastaven proces uvolfiovani lymfocytd z lymfatickych organ. Pokud je
uvolriovani zastaveno lokalng, zvysi se pocet lymfocytl v odpovidajicim lymfatickém organu,
pokud by k zastaveni do$lo celkové, zplsobi to imunosupresi, protoZze dojde k vyCerpani
cirkulujicich lymfocytd. Jednou z latek zpUsobujici zadrzovani lymfocytll je interferon ao/p.
Pokus zroku 2006 provedeny Lawrence R. Shiowem ukazal, Ze pfi podani kyseliny
polyinosin-polycytidylové, ktera stimuluje tvorbu inerferonu a/p, dochazi k zadrZovani
lymfocytl v lymfoidnich organech. Ovsem buriky, které postradaly receptor CD69 nebyly
zadrzovany a nachazely se v krvi a lymfé v normalnich koncentracich. Pro uvoliovani
lymfocytl je nezbytny receptor S1P1 a bylo zjisténo, Ze interferon o/B inhibuje schopnost
bunky reagovat na sfingosin-1-fosfat. AvSak buriky, které postradaly receptor CD69 si tuto
schopnost zachovaly i po plsobeni interferonu a/B. Z téchto pozorovani vyplyva, Ze receptor
CD69 tvori komplex s receptorem S1P1 a negativné ho reguluje, coZ zplsobuje zadrZzovani
lymfocytl v lymfoidnich organech. Tento komplex se podafilo imunoprecipitovat [14].
Dalsim vyzkumem bylo zjisténo, Ze interakce probiha mezi transmembranovou Casti
receptoru CD69 a transmembranovym helixem 4 receptoru S1P1. Rlzné domény CD69 byly
nahrazovany domenami pfibuzného receptoru NKR-P1 a bylo zjisténo, Ze interakce se Ucastni
skute¢né pouze transmembranova Cast receptoru CD69. Stejnym zplsobem byly nahrazovany
domény receptoru S1P1 doménami receptoru S1P3, a interakce byla lokalizovana pouze na
helix 4 S1P1 receptoru [15].
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2. Cil prace

Pripravit plazmidy umoziujici expresi receptorli CD69 a S1P1 v lidské bunécné linii
HEK293.
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3. Material

3.1. Pfistroje a pomicky

Analyticke vahy

Aparatura pro filtraci

Autoklav Varioklav 300/400/500 EP-Z
Automaticke pipety Discovery
Automatické pipety Pipetman
Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga EBA 12 R

Centrifuga Universal 320R

Filtry pro sterilizaci 0,22 pm

Filtry pro sterilizaci 0,22 pm

Fotoaparat Cyber-shot DSC-W570 (16,1 MPix)
High-Speed Plasmid Mini Kit
JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
Kahan

Laminarni box Clean Air Techniek B.V.
Lednice 225 R (4 °C)

Magneticka michatka MM 2A
Mikrocentrifuga MiniStar silverline
Mrazici box (-20 °C)

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
pH metr ino Lab

predvazky KB1200-2

PureLink ™ HiPure Plasmid DNA
Rotacni vakuovéa odparka SpeedVVac DNA 110
Souprava pro agarézovou elektroforézu
Spektrofotometr NanoVue Plus
Termoblok LS1

Termocykler 0,5 ml x 20

Termocykler 0,2 ml x 25

Termostat LS1

TrepacCka Orbi-Safe TS NetWise

UV prosvécovaci lampa (312 nm)

UV prosvécovaci lampa (300 nm)
UV/Vis spektrometr UV2 Series

Vafric

Vodni lazef

Vodni lazen TW2

\ortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q

Zdroj napéti PS 251-2
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AND, USA
Sigma-Aldrich, Némecko
H+P Labortechnik GmbH, Némecko
HTL, Polsko

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Hettich, Némecko

TPP, Svycarsko
Corning, Némecko
SONY, Japonsko
Geneaid, USA
Genomed, Némecko
z&vod Votice, CR

PMV a Telstar company, Belgie
Calex, CR

Lab. PFistroje Praha, CR
VWR, USA

Calex, CR

Sanyo, Japonsko
Schoeller, Némecko
Kern, Némecko
Invitrogen, USA
Savant, USA
Biokeystone Co, USA
GE Healthcare, UK
VLM, Némecko
Techne, UK

Techne, UK

VLM, Némecko
Gallenkamp

UVltec, UK

Ultra-Lum, USA
Unicam, UK

ETA, CR

Memmert, Némecko
Julabo, Némecko
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA
Sigma-Aldrich, USA



3.2. Chemikalie

Agar Oxoid, Anglie

Agarosa Sigma, USA

Ampicilin 100 mg/ml Biotika, SR

Azid sodny Serva, USA

Bromfenolova modf Lachema, CR

Combi PPP master mix Top-Bio, CR

DNA marker 1 kb Plus GeneRuler Fermentas, Kanada

dNTPs, 10 mM Top-Bio, CR

EDTA Jersey Lab Supply, USA
GoodView Ecoli, Slovensko

MgSO4, 100 mM New England Biolabs, USA
PCR H,0 Top-Bio, CR

ThermoPol Reaction Buffer, 10 x konc. New England Biolabs, USA
Tris Roth, Némecko

Ostatni bézné chemikalie Lach-Ner, CR

3.3. Enzymy

Deep Vent DNA polymerasa New England Biolabs, USA
Kpnl New England Biolabs, USA
Agel New England Biolabs, USA
RNasa A Serva, USA

T4 DNA ligasa New England Biolabs, USA

3.4. Bakterialni kmeny a bunécné linie
E. coli DH5a RNDr. Marek Ingr, Ph.D., PfF UK Praha, CR

3.5. Plazmidy
pTW5 Bc. Edita Polachova, PfF UK Praha, CR

3.6. Primery

CD69_FW:

AAAAAAACCGGTAGCTCTGAAAATTGTTTCGTAGCAGAG

CD69_REV:
TTTTTTGGTACCTTTGTAAGGTTTGTTACATATCCAGTATAAATTC S1P1_FW
S1P1_FW:

AAAAAAACCGGTGGGCCCACCAGCGTCCCG

20



S1P1_REV:
TTTTTTGGTACCCTAGGAAGAAGAGTTGACGTTTCC
S1P1-HIS_REV:
TTTTTTGGTACCGGAAGAAGAGTTGACGTTTCCAGAAG
pTT5 FW:

TGATATTCACCTGGCCCGATCTG

pTT5 REV:

TATGTCCTTCCGAGTGAGAG

pTW5_REV:

AAGCAGCGTATCCACATAGCG

3.7. Roztoky a pufry

LB agar s ampicilinem: 1,5% agar v LB médiu, 100 pg/ml ampicilinu
LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH = 7,4
L1, L2 roztoky: JETquick Gel Extraction Spin Kit (Genomed, Némecko)
Pufry pro agarosovou elektroforézu:

TAE pufr (1 x koncentrovany): 40mM Tris, 20mM CH3COOH, 1ImM EDTA
STOP pufr: 30% glycerol, 1% bromfenolova modf, 70% TE pufr

Pufry k ,,Maxiprepu® — PureLinkTM HiPure Plasmid DNA (Invitrogen, USA):
Roztok E4 (elu¢ni pufr): 100mM Tris-HCI (pH = 8,5), 1,2 M NaCl

Roztok EQ1 (ekvilibra¢ni pufr): 0,1M octan sodny (pH = 5,0), 0,6M NacCl, 0,15%
(v/v) Triton® X-100

Roztok L7 (lyzujici pufr): 0,2M NaOH, 1% (w/v) SDS
Roztok N3 (srazeci pufr): 3,1M octan draselny, pH = 5,5

Roztok R3 (resuspendacni pufr): 50mM Tris (pH = 8,0), 10mM EDTA, 20 mg/ml
RNasa A

Roztok W8 (myci pufr): 0,1M octan sodny (pH = 5,0), 825mM NacCl
Pufry k ,,Miniprepu®: High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, USA):

PD1, PD2, PD3, W1, WASH, Elucni pufr
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4, Metody

4.1. Priprava expresniho vektoru

4.1.1. Amplifikace inzert(

Do 0,5 ml mikrozkumavek bylo napipetovano 30,5 pl dH,0, 1,5 pyl 100mM MgSQy, 1,5 pi
10mM dNTPs, 5 pl 5uM piimého primeru, 5 Ul SUM reverzniho primeru, 1 pl templatu (10
ng/ul), 5 pl reak¢niho pufru (10 x koncentrovany) a 0,5 pl Deep Vent DNA polymerasy.
Primery a templaty pro jednotlivé inzerty jsou uvedeny v tab. 4.1. Zkumavky byly vloZeny do
termocykléru, kde probéhla PCR reakce. VVzorky byly nejprve zahfaty na 94°C po dobu péti
minut, poté nasledovalo 30 cykll, kde se opakovalo 30 s pfi 94°C, 30 s pfi 50°C a 60 s pfi
72°C. Poté byla 10 minut udrzovana teplota 72°C. Nakonec byly vzorky chlazeny na 4°C
dokud nebyly vyjmuty.

Tab. 4.1: Primery a templaty pouzité p¥i amplifikaci inzert(

Inzert PFimy primer Reverzni primer Templéat
CD69 CD69_FW CD69_REV CD69
S1P1 S1P1 FW S1P1 REV S1P1
S1P1-HIS S1P1 FW S1P1-HIS REV S1P1

4.1.2. Agarosova elektroforéza

V Erlenmayerové bance bylo smichano 0,95 g agarosy a 95 ml TAE pufru. Tato smés byla
povarena a po zchladnuti na asi 50°C do ni byly pfidany 3 pl barviva Good View (Ecoli,
Slovensko). Smés byla poté nalita do aparatury pro elektroforézu a ponechana pfi laboratorni
teploté, dokud gel neztuhnul. Ztuhly gel byl prevrstven 350 ml destilované vody a do
jednotlivych elektrodovych prostor bylo nalito 65 ml TAE pufru. Do jamek bylo pipetovano
vzdy 5 pl vzorku, smichanych s 1 pl stop pufru. Do jedné jamky bylo napipetovano 5 ul 100
bp markeru. Elektroforéza béZela 15 min pfi 220 V a 500 mA. Poté byl gel prosvicen UV

prosvécovaci lampou, barvivo Good View interkalované do DNA zelené svitilo.
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4.1.3. Srazeni DNA ethanolem

Ke 45 pl kazdého zbylého PCR produktu bylo pfidano 4,5 pl 3M roztoku octanu sodného a
125 pl 100% ethanolu. Roztoky byly promichany a ponechany pres noc v mrazaku pri teploté
-20°C. Poté byly roztoky zcentrifugovany 2 min pfi 23 000 x g, supernatant byl odstranén a
pelet oplachnut 100 pl 70% ethanolu. Nésledovala dalsi centrifugace za stejnych podminek
jako predesla, supernatant byl opét odstranén a pelet vysusen na rotacni vakuové odparce. Po

vysuseni byl pelet rozpustén v 15 pl dH,O.

4.1.4. Stépeni inzert( a plazmidu pTWS5 restrikénimi endonukleasami

K 15 pl inzertu byly pridany 2 ul NEB1 pufru, 2 ul BSA, 0,5 ul enzymu Agel a 0,5 pl enzymu
Kpnl. Nasledovala inkubace pfi 37°C po dobu 45 min. Poté byly enzymy inaktivovany
zahratim na 65°C po dobu 20 min.

Plazmid byl $tépen obdobnym zplsobem. K 46 pl plazmidu bylo pfidano 6 ul NEB1 pufru, 6
pl BSA, 1 yl enzymu Agel a 1 pl enzymu Kpnl. Inkubace a tepelna inaktivace probéhly za

stejnych podminek jako v pfipadé inzertd.

4.1.5. Precisténi inzert( a plazmidu a agarosova elektroforéza

NasStépené inzerty a plazmid byly precistény pomoci soupravy Jetquick Gel Extraction Spin
Kit (Genomed, Némecko). Ke kazdému vzorku bylo pfidano 300 pl roztoku L1. Asi po tfech
minutach byl vzorek prenesen do kolonky vloZzené do mikrozkumavky. Poté byl
centrifugovan 1 min pfi 12 000 x g. Supernatant byl odstranén, do kolonky bylo pfidano 500
pl roztoku L2 a nasledovala centrifugace za stejnych podminek. Supernatant byl opét
odstranén a nasledovala jeSté jedna centrifugace, aby doslo k odstranéni zbytku roztoku L2.
Poté byla kolonka umisténa do 1,5 ml mikrozkumavky, na kolonku bylo naneseno 50 pl dH,0O
pfedehfaté na 70°C a nasledovala centrifugace po dobu 2 min pfi 15 000 x g.

Gel pro agarosovou elektroforézu byl pfipraven stejné jako v oddéleni 4.1.2. Do jamek bylo
nanaSeno vzdy 5 pl vzorku smichanych s 1 pl stop pufru. Elektroforéza probihala 15 min pfi

220 V a 500 mA. Vysledek byl opét detekovan prosvécovaci UV lampou (viz 4.1.2.).

4.1.6. Ligace inzertd do plazmidu pTW5

V 1,5ml mikrozkumavce bylo smichano 10 pl plazmidu pTWS5, 20 pl inzertu, 3,5 pl pufru pro
T4 DNA ligasu a 1,5 yl T4 DNA ligasy. Ligace probihala 30 min pfi laboratorni teploté.
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4.1.7. Transformace plazmidu do bunék

Bylo rozmrazeno 200 pl kompetentnich bunék Escherichia coli kmene DH5a uchovavanych
pfi -80°C. Ke kazdému roztoku po ligaci bylo pfidano 67 pl suspenze bunék. Smés byla 30
min poneché&na na ledu, poté byla na 1 min vloZena do vodni lazné zahrfaté na 42°C, nésledné
zchlazena na ledu. Poté byl ke smési pfidan 1 ml LB média a nasledovala inkubace 60 min pfi
37°C.

Mezitim byly pfipraveny Petriho misky s LB agarem. 1,5 g agaru bylo rozmichano ve 100 ml
LB média, tato smés byla povarena a po vychladnuti na asi 45°C bylo k této smési pfidano
100 pl ampicilinu. Smés byla nalita na Petriho misky a po zatuhnuti byly pooteviené misky
vloZeny do inkubatoru, aby vyschly.

Po 60 min inkubaci transformovanych bunék v LB médiu byly tyto bunky centrifugovany 5
min pfi 15000 x g. VeétSina supernatantu byla odstranéna a ve zbytku byl pelet
resuspendovan, poté byl napipetovan na Petriho misku a rozetfen sterilni klickou. Bakterie
byly inkubovény 15 hod pfi 37°C.

4.1.8. PCR z kolonii

Od kazdého konstruktu byly vybrény 4 kolonie, které byly nasaty pipetou a resuspendovany
v 6 pl dH,0. Mala ¢ast této suspenze byla zaockovana do 5 ml LB media s 5 pl ampicilinu.
K 6 pl bakterialni suspenze byly pfidany 2 pl pfimého primeru pTW5_FW, 2 pl reverzniho
primeru pTW5_REV a 10 ul PCR reakéni smési ,,Combi PPP master mix* (Top Bio, CR).
Vzorky byly umistény do termocycleru, kde probéhla PCR reakce. Vzorky byly nejprve
zahfaty na 94°C po dobu péti minut, poté nasledovalo 30 cykll, kde se opakovalo 30 s pfi
94°C, 30 s pfi 50°C a 120 s pfi 72°C. Poté byla 10 minut udrZzovana teplota 72°C. Nakonec
byly vzorky chlazeny na 4°C dokud nebyly vyjmuty. PCR produkty byly detekovany pomoci
agarosové elektroforézy.

Klony zaockované v LB médiu, které dle agarosové elektroforézy vykazovaly spravnou délku

vloZeného inzertu, byly tfepany rychlosti 220 ot./min po dobu 16 hod pfi 37°C.

4.1.9. lzolace plazmidu
Z napéstované bakterialni kultury bylo odebrano pro kazdy klon 1,5 ml do 1,5ml
mikrozkumavek, nasledovala centrifugace 1 min pfi 15 000 x g. Supernatant byl odstranén,

zkumavka byla opét naplnéna kulturou a centrifugovana za stejnych podminek. Takto bylo
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postupné zcentrifugovano vSech 5 ml kultury. Poté nasledoval postup podle ndvodu z
komercniho kitu High Speed

Plasmid Mini Kit (Geneaid, USA). K peleté bunék bylo pfidano 200 pl roztoku PD1 (s pfidanou
RNasou) a peleta byla resuspendovana pipetou. Poté bylo pfidano 200 ul roztoku PD2 a po
opatrném promichéani a 2min inkubaci pfi laboratorni teploté bylo pfiddno 300 pl roztoku
PD3. Roztok byl opét promichan a zcentrifugovan 3 min pfi 15000 x g. Supernatant byl
pfenesen do kolonky, ktera byla umisténa v mikrozkumavce. Nasledovala centrifugace 1 min
pfi 15000 x g. Potom byla kolonka promyta 400 pl roztoku W1 a 600 pl Wash pufru (po
kazdém promyti nasledovala centrifugace 1 min pfi 15 000 x g). Nakonec byla plazmidova
DNA eluovana 50 pl dH,0 predehraté na 65°C (centrifugace 3 min pfi 15 000 x g). Pomoci

spektrofotometru NanoVue Plus byla stanovena koncentrace izolovaného plazmidu.

4.1.10. Sekvenace

Do 0,2ul PCR mikrozkumavky bylo napipetovano 0,5 — 1 pl roztoku izolovaného plazmidu, 1
ul pfimého nebo reverzniho primeru a doplnéno dH,O na celkovy objem 14 pl. V Laboratofi
sekvenace DNA PfF UK byla RNDr. Stépankou Hrdou reakce doplnéna 6 pl sekvenatni
smési. Analyza byla provedena pomoci pfistroje Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems)

s 16 kapilarami.

4.1.11. Velkoobjemova priprava plazmidu

Kompetentni buriky Escherichia coli kmene DH5a byly transformovany plazmidem stejné
jako v kapitole 4.1.7. Druhy den bylo na misku s koloniemi pfidano asi 5 ml LB media, ve
kterem byly bunky rozmichany sterilni klickou a prevedeny do 2l Erlenmeyerovych banék s
0,5 |1 LB media s 5 ml ampicilinu. Kultury byly inkubovény na tfepacce 14 hod pfi 37°C a 220
ot./min. Druhy den byly kultury centrifugovany 30 min pfi 4000 x g v 250ml kyvetach. Pelety
byly resuspendovany v 20 ml TES pufru a prevedeny do 30ml kyvet. Néasledovala dalSi
centrifugace po dobu 20 min pfi 4000 x g. Plazmid byl izolovan pomoci komercniho kitu
PureLink™ HiPure Plasmid DNA Maxiprep Kit (Invitrogen, USA). Pelety byly
resuspendovany v roztoku R3 (s pfidanou RNasou), poté bylo pfidano 9 ml roztoku L7, smés
byla opatrné promichana a ponechana 5 min pfi laboratorni teploté. Potom bylo pfiddno 9 mi
roztoku N3 a smés byla opét opatrné promichana. Nasledovala centrifugace 10 min pfi 15 000

x ¢. Supernatant byl aplikovan na kolonu, ktera byla predtim dlkladné promyta dH,O a
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ekvilibrovana 30 ml roztoku EQ1. Po prokapani veSkeré smési byla kolona promyta 2 x 30 ml
roztoku W8 a nasledné byla plazmidova DNA eluovana 15 ml roztoku E4. K eluatu bylo
pfidano 10,5 ml pfedchlazeného isopropanolu a smés byla centrifugovana 30 min pfi 15 000 x
g a teploté 0°C. Supernatant byl odstranén a pelet byl omyt 5 ml 70% predchlazeného
ethanolu. Nasledovala centrifugace 5 min pfi 15000 x g a 0°C, supernatant byl opét
odstranén, pelet vysuSen ve vakuové odparce a rozpustén v 1 ml dH,0.

Kolony pro izolaci plazmidu byly recyklovany. Po pouZiti byly promyty 1M HCI a
skladovany v 1M HCI v lednici pfi teploté 4°C.

Koncentrace a Cistota ziskaného plazmidu byla stanovena spektrofotometricky mérenim pfi
vinové délce 260 a 280 nm.
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5. Vysledky

5.1. Pfiprava inzertd

Pro pripravu expresnich vektord byly nejdfive amplifikovany 3 konstrukty: CD69, S1P1 a
S1P1-HIS. Prvni konstrukt obsahoval sekvenci kédujici protein CD69 a byl prodlouzeny o
restrikéni mista pro enzymy Agel (pfimym primerem) a Kpnl (reverznim primerem). Druhy a
tfeti konstrukt obsahovaly sekvenci proteinu S1P1 prodlouZenou o stejna restrikéni mista jako
CD69. Konstrukt S1P1 byl navic prodlouzen o stop kodon TAG. Stop kodon byl k tomuto
konstruktu pfidan proto, Ze plazmid pTWS5 obsahuje za restrikénim mistem pro Kpnl sekvenci
kddujici 8 histidinli — tzv. histidinovou kotvu (HIS kotvu), ktera slouzi pro snadnou analyzu
proteinu. Expresni plazmid pro protein S1P1 se stop kodonem pred HIS kotvou byl pfipraven
proto, aby se mohla pripadné pozdéji ovérit tvorba komplexu CD69-S1P1. Pokud bychom
smichali proteiny CD69 a S1P1, poté je purifikovali pomoci HIS kotvy (kterou obsahuje
protein CD69) a stanovovali napf. elektroforézou, méli bychom vidét pruhy velikostné
odpovidajici obéma receptoriim, které spolu predtim tvorily komplex..

Na obr. 5.1 je vidét snimek zagarosové elektroforézy, kterou byly PCR produkty
analyzovany. Océekavané délky amplifikovanych inzertdl jsou uvedeny v tabulce 5.1, str. 28.

1000 bp
500 bp

100 bp

Obr. 5.1: Snimek agarosové elektroforézy PCR produkt(l CD69, S1P1 a S1P1-HIS.
V draze 1 je 100bp marker, v draze 2-3 je CD69, v draze 4-5 je S1P1 a v draze 6-7 je S1IP1-HIS.

27



Tab. 5.1: Délky inzert(i CD69, S1P1 a S1P1-HIS.

Inzert CD69 S1P1 S1P1-HIS

Velikost (bp) 618 1170 1167

Amplifikované konstrukty byly vysrazeny ethanolem, vysuSeny a rozpustény v dH,O. Poté
byly naStépeny restrikénimi endonukleasami Agel a Kpnl. Stejnymi enzymy byl Stépen i
plazmid pTWS5, ktery pfipravila a poskytla Bc. Edita Polachova. Plazmid pTWS5 byl pfipraven
modifikaci plazmidu pTT5 [27] vloZenim Woodchuckovy posttranskripéni regulacni sekvence
(WPRE, ,,Woodchuck posttranscriptional regulatory element®), ktera zvySuje stabilitu mMRNA
vloZenych genll. Plazmid pTW5 neobsahoval sekreéni signal, protoze CD69 i S1P1 jsou
transmembranové receptory. Mapa plazmidu pTT5 je na obrazku 5.3, str. 29.

5.2. Pfiprava expresnich vektor(

Inzerty byly ligovany T4 DNA ligasou do plazmidu pTWS5. Plazmidy s vlozenymi inzerty
byly transformovany do bunék Escherichia coli kmene DH5a. Bunky byly naneseny na
Petriho misky s LB agarem a ampicilinem a inkubovény pfi 37°C do druhého dne. Od
kazdého konstruktu byly vybrany 4 kolonie a byla provedena PCR. Na obr. 5.2 je vidét
snimek z agarosové elektroforézy kterou byly PCR produkty analyzovany. Velikosti PCR
produktl jsou uvedeny v tabulce 5.2, str. 30.

3000 bp

1500 bp
1000 bp

500 bp

Obr. 5.2 : Snimek agarosové elektroforézy po PCR z kolonii.
V draze 1 je marker, v drahach 2-5 je CD69, v drahach 6-9 je S1P1-HIS a v drahach 10-13 je S1P1.

Cervenymi hvézdami jsou vyznaceny pozitivni klony.
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Obr. 5.3: Mapa expresniho plazmidu pTT5 [27]. Prokaryotni oblast: pMB1 - bakterialni poCatek
replikace, Ampicillin - gen pro rezistenci na antibiotikum ampicilin; eukaryotni oblast: oriP -
replikacni pocCatek umoznujici EBNAL epizomalni replikaci; expresni kazeta: CMV - promotor
lidského cytomegaloviru, TPL - adenovirus tripartite leader, SD - splice donor, enh MLP - hlavni

pozdni promotor adenoviru, SA - splice acceptor, multi-klonovaci misto, pA - polyadenylacni signal.

V pfipadé plazmidu s konstruktem CD69 byly pozitivni 3 kolonie (v obr. 5.2, str. 28
vyznaCeno Cervenymi hvézdami). Jedna z nich byla vybrana, bakterie zaoCkované v LB
mediu s ampicilinem byly inkubovany pfi 37°C do druhého dne. Poté z nich byl izolovan
plazmid, ktery byl sekvenovan RNDr. Stépankou Hrdou. Sekvenace ukazala, Ze vie probéhlo
spravné a sekvence pripraveneho plazmidu odpovida poZadované sekvenci.

V pripadé plazmid( s konstrukty S1P1 a S1P1-HIS byly vSechny kolonie negativni, proto
bylo vybrano dalSich 6 kolonii od kazdeho plazmidu a znovu provedena PCR. Snimek
z agarosové elektroforézy je na obrazku 5.4, str. 30. Velikosti PCR produkt( jsou uvedeny
v tabulce 5.2, str. 30.
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Pouze produkt v draze 9 mél pozadovanou velikost. Plazmid byl osekvenovan, obsahoval
spravnou sekvenci s jednou mutaci, ktera ale nezménila smysl Cteni aminokyselin (kodon
CTG byl zménén na CTA, oba tyto triplety koduji leucin).

Konstrukt S1P1-HIS byl znovu naamplifikovan, naStépen a vloZzen do plazmidu pTWS5.
Stépeni konstruktu tentokrat probihalo pouze 10 min. Po transformaci do bunék DH5a
nasledovala opét PCR z kolonii, pfi které byl pouZit novy reverzni primer pTW5_REV. Diky
tomu byl vysledny PCR produkt kratsi (1408 bp).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

3000 bp
2000 bp
1500 bp

1000 bp
500 bp

Obr. 5.4: Snimek agarosové elektroforézy po PCR z kolonii.
V draze 1 je 1kb marker, v drahach 2-7 je S1P1-HIS, v drah4ch 8-13 je S1P1. Cervenou hvézdou je

vyznacen pozitivni klon.

Tab. 5.2: Délky PCR produktti CD69, S1P1 a S1IP1-HIS.

Inzert CD69 S1P1 S1P1-HIS

Velikost (bp) 1459 2011 2008

Snimek z agarosové elektroforézy je na obr. 5.5, str. 31. Produkty v drahach 5 a 8 mély
spravnou velikost, plazmidy byly poslany na sekvenaci, kterd potvrdila spravnou sekvenci
inzertl. V pripadé produktu v draze 8 doslo k jedné mutaci, ktera ale nezménila smysl ¢teni
aminokyselin (kodon CCG byl zménén na CCT, oba tyto triplety kéduji prolin).

Nasledovala velkoobjemova priprava plazmidl. Koncentrace DNA a jeji Cistota byly

stanoveny spektrofotometricky, vysledky méreni jsou uvedeny v tab. 5.3, str. 31.
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1500 bp
1000 bp

500 bp

8 9

Obr. 5.5: Snimek agarosové elektroforézy po PCR z kolonii.

11 12 13

V draze 1 je 100bp marker, vdrahach 2-11 je S1P1-HIS. Cervenymi hvézdami jsou vyznaceny

pozitivni klony.

Tab 5.3: Vysledek spektrofotometrického stanoveni koncentrace a Cistoty pripraveného

zasobniho mnoZstvi plazmidd

Plazmid Ao Augo Aol Asgo C [pg/ul]
pTW5_CD69 0,713 0,406 1,76 10,70
pTW5_S1P1 0,439 0,250 1,76 6,59
pTW5_S1P1-HIS | 0,535 0,304 1,76 8,03
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6. Diskuze

Cilem této prace bylo pripravit expresni vektory pro receptory CD69 a S1P1. Prvnim krokem
byla amplifikace inzertd, ktera se nejprve nedafila, ale po upraveni teploty nasedani primert
z 55°C na 50°C probéhla PCR reakce Uspésné. Amplifikované inzerty byly poté analyzovany
agarosovou elektroforézou, €ast gelu obsahujici DNA inzertu byla vyfiznuta a DNA byla
extrahovana pomoci soupravy JETQUICK Gel Extraction Spin Kit (Genomed, Némecko). P¥i
tomto postupu vSak dochazelo ke ztratam, proto byly inzerty znovu anplifikovany a DNA
byla vysrazena ethanolem. Na elektroforézu bylo naneseno pouze 5 pl PCR produktu pro
kontrolu.

Poté byly inzerty a plazmid Stépeny restrikénimi endonukleasami Agel a Kpnl, nasledovala
ligace a transformace do bunék Escherichia coli. V pfipadé konstruktu CD69 probéhlo vse v
poradku a tfi kolonie ze Ctyf vybranych obsahovaly plazmid s vloZzenym inzertem. Problém
nastal u konstruktd S1P1 a S1P1-HIS. V pripadé S1P1 byla pozitivni pouze 1 kolonie z 10, u
S1P1-HIS Zadna. Dva plazmidy s vlozenym S1P1-HIS , které se nejvice blizily oCekavané
velikosti, byly poslany na sekvenaci a v obou pfipadech chybéla v plazmidu ¢ast vkladaného
inzertu, coZ bylo pravdépodobné zplsobeno tim, Ze inzerty byly $tépeny moc dlouho (45
min). Proto byl konstrukt S1P1-HIS znovu amplifikovan, vysrdZen ethanolem a Stépen.
Inzerty byly tentokrat Stépeny endonukleasami jen 10 min. Po ligaci, transformaci do bunék a
inkubaci téchto bunék pres noc byla provedena PCR z kolonii a dvé z deseti kolonii
obsahovaly plazmid s vloZzenym inzertem.

S pfipravenymi plazmidy byly provadény expresni testy v bunécnych liniich HEK293S a
HEK293T. Tyto testy v8ak zatim byly neuspésné, proteiny se nepodafilo detekovat ani

purifikovat.
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7. Zaveér

Byly pfipraveny plazmidy umoziujici expresi receptorli CD69 a S1P1 v lidské bunécné linii
HEK?293.
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