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Pouzité zkratky

PAPP-A
IGF-I; IGF-II

IGFBP-4
BF
bp

cDNA
AK
dATP
dCTP
EDTA
DNA
dNTP
E. coli
proMBP
HLE
hs-CRP
U
TNF-a

Pregnancy-associated plasma protein-A
Insuline - like growth factor —typ I, typ II

Insuline ~ like growth factor binding protein - 4
bromfenolovi modf

base pair (par bazi)

mRNA komplementarni DNA
aminokyselina
deoxyadenintrifosfat
deoxycytosintrifosfat
Ethylendiaminotetraoctova kyselina
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotidtrifosfat
Escherichia coli

Proform of major basic protein
Human leukocyte elastase

hs-C reaktivni protein

Mezinarodni jednotky

Tumor necrosis factor -a
Interleukin-1B

Interferon-y

messenger RNA (informa¢ni RNA)
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Kontrola

nikotinamiddifosfat

Dideoxiribonukleotidtrifosfat

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
restrikéni endonukledza

ribonukleova kyselina

reverzni transkriptaza

Dodecylsulfat sodny

Temperature of annealing (teplota annaelingu)
Temperature of melting (teplota tani)

Human leucocyte elastase (humanni leukocytarni elastasa)
Bovine Serum Albumin (bovinni sérovy albumin



1. Uvod

Pregnancy - associated plasma protein — A (PAPP-A); téZ nazyvany pappalysin €i
IGFBP-proteasa - je vysokomolekuldrni protein, plivodné objeveny v plazmé t€hotnych
#en. PAPP-A $tépi IGFBP-2, 4 a 5 (insulin — like growth factor binding protein), a tim
zvy$uje biodostupnost IGF (insulin — like growth factor) hlavniho riistového faktoru
(Laursen et al. 2001).

PAPP-A je pouZivan ke screeningu Downova syndromu v 1. trimestru t€hotenstvi
(trisomie 21 chromosomu), Edwardsova syndromu (trisomie 18 chromosomu) a Patauova
syndromu (trisomie 13 chromosomu) (Zima 2004; Wojdemann et al. 2006).

Teprve v poslednich letech se ukazuje Ze tento protein ma mimofadny vyznam také u
muzu a negravidnich Zen (v koncentracich cca 100x niZSich neZ v t€hotenstvi; u Zen
nebyvaji hiadiny PAPP-A ovlivnény menstruaénim cyklem). Takto se d4 vyuZit jako novy
marker akutniho koronarniho syndromu, ischemické choroby srdeéni a patogeneze
aterosklerozy (Beaudeux et al. 2003; Qin et al. 2006). Mirné zvySeni PAPP-A mcfené
supersenzitivnimi metodami je typické pro zjistovani nestabilni anginy pectoris a u
akutniho infarktu myokardu. Zvysena exprese byla prokézana také v erodovanych
rupturovanych aterosklerotickych pasech, pfitemZ exprese ve stabilnich platech byla
minimalni. Sérové koncentrace PAPP-A koreluji s echogenitou aterosklerotickych plata u
symptomatickych pacienti s hyperlipidémii (Zima 2004).

Také se mimo jiné Gdastni hojivych procest pfi poranéni kiZze a ma nemaly podil na
spravném vyvoji plodu a spravném vyvoji placenty (Zima 2004).

Cilem této prace bylo ziskani ¢cDNA tohoto genu pro in vitro produkci cilového

proteinu tak, aby byly zachovany jeho antigenni vlastnosti.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. PAPP-A
PAPP-A, Pregnancy-Associated Plasma Protein A, je placentamni glykoprotein, ktery

byl objeven v séru t&hotnych Zen. Jeho fyziologicka hladina se zvy3Suje s gestacnim stafim.
Diivéjsi nazory byly takové, Ze PAPP-A obsahuje pouze jeden polypeptidovy fetézec,
pozdgji bylo objeveno, Ze obsahuje dva odli¥né fet€zce v ekvimoldrnim mnoZstvi. Jeden
z téchto fetézcu predstavuje PAPP-A a druhy je tvofen silné glykosylovanou podjednotkou
proMBP (proform of eosinophil major basic protein), jenZ je zapojen do obrannych reakci
organismu. Vice nez 99 % cirkulyjiciho proteinu se vyskytuje vazano pomoci
disulfidickych mustkl jako tetrametr: 2x PAPP-A + 2x proMBP (Oxvig et al. 1994).
V séru téhotnych Zen jsou tak piitomny dvé hlavni slozky PAPP-A (m.h. 200 000) a
proMBP (m.h. 2x 39 000). Sacharidy, vZetné kyseliny uronové, tvoii 19 - 20% proteinu
(Bischof 1979; Sivanandam et al. 2001). Tento komplex obsahuje zinek, a proto patfi do
rodiny metaloproteindz. VaZe se i na heparin a je vychytavan chelataénimi €inidly (zinek)
(Boldt et al. 2001). Je to endopeptidasa, ktera §tépi vazebné proteiny pro IGF (IGFBP-2, 4,
5), ¢imZ modifikuje rustové procesy v téle (Oxvig et al. 1994; Laursen et al. 2001). PAPP-
A obsahuje 1547 aminokyselin, 82 cysteinovych rezidui. Gen kédujici PAPP-A se sklada
25423 bp a obsahuje 22 exoni. Tento gen se nachdzi na 9. chromozomu
(9933.1). Doposud  bylo  identifikovano  ¢&trndet  variaci  tohoto  proteinu
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Zastoupeni aminokyselin a sacharid znazorfiuji Tab. 1. a Tab. 2 (Oxvig et al. 1994).



Tab. 1. Zastoupeni aminokyselin v PAPP-A, proMBP a PAPP-A/proMBP

PAPP-A proMBP PAPP-A/proMBP
AK {mol %) Rezidua (mol %) Rezidua (mol %)
Asx 11,07 169 6,71 14 10,34
Thr 557 86 6,14 13 5,69
Ser 8,54 128 8,2 16 8,34
Glix 10,68 164 13,45 29 10,86
Pro 6.6 101 4,81 9 6,28
Cys 5,11 82 55 12 5,29
Gly 7,06 106 8,39 17 7,21
Ala 5,57 85 5,06 10 5,4
Val 6,54 101 579 12 6,39
Met 1,36 23 0,93 1,39
lie 3,82 60 373 3,87
Leu 7,7 119 6,58 14 7,73
Tyr 3,37 53 2,8 6 343
Phe 3,75 58 3,44 7 3,72
Trp 1,81 27 3,93 8 1,92
His 375 60 2,65 5 3,66
Lys 3,75 61 2,85 5 3,78
Arg 3,95 64 8,05 19 471

Tab. 2. Sacharidové zastoupeni v PAPP-A, proMBP a PAPP-A/proMBP .

PAPP-
Sacharid PAPP-A proMBP AfproMBP
Kyselina uronova - 57 0,92
Xylosa 0,01 0,31 0,06
Fucosa 0,42 0,34 0,41
Mannosa 3,39 1,31 3,05
Glukosa 0,03 0,01 0,03
Galaktosa 1,87 9,56 3,1
N-Acetylglucosamin 4,52 15,74 6,34
N-Acetylgalaktosamin 0 1,43 0,23
N-Acetylneuraminova kyselina 3,08 418 3,27




21.1. Fyziologie PAPP-A
PAPP-A je fyziologicky produkovan syncytiotrofoblastem, bufikami endometria,

tlustého stfeva, ledvin, Grafova folikulu, Zlutého téliska, varlat a je prokazatelny i
v semindlni tekutin€ (Oxvig et al. 1994),

Nejvétsi pfinos ma PAPP-A v prubéhu t&hotenstvi. V gravidité koncentrace stoupaji jiz
mezi 4. — 6. tydnem, pfi€emZ na konci gravidity jsou hodnoty nejvyssi. V t¢hotenstvi
produkuje protein PAPP-A do krve matky hlavné placenta a decidua (sliznice d&lohy po
celou dobu t&hotenstvi — ¢ast z ni se podili na vzniku placenty (Vokurka 2002).)

Predpokladana funkce na rozhrani matka-plod je proteolyza IGFBP-4 a tedy lokalni
narust hladiny IGF v placenté, kde podporuje IGF—zprostiedkovanou invazi trofoblasta do
deciduy, podili se také na regulaci steroidogeneze a na transportu aminokyselin a glukoézy
do choriovych klku. IGFBP-4 proteolyza se odehrava na bunééné membrané trofoblasti,
pravdépodobné k ni dochazi zvySenim lokalni biodostupnosti IGF pro
pfibuzné IGF membranové receptory (Sun et al. 2002; Giubuordenche et al. 2003).

Také vmozku byla zjittna mRNA pro PAPP-A, ale zde se pravdépodobné
nesyntetizuje v takovém mnozZstvi, aby se protein dostal do cirkulace (Oxvig et al. 1994).

Pfi poranéni se PAPP-A exprimuje ve fibroblastech a osteoblastech a zvysuje hladinu
IGF tim, Ze degraduje IGFBP-4. Aktivace proteinkindzy C vtéchto builkidch vede
k proteolyze IGFBP-4 a tim k uvolnéni hojivych faktori IGF-I a IGF-II. Biologicka role
komplexu PAPP-A/proMBP neni dosud zcela jasna, ale nabizi imunosupresivni Gcinky,
inhibuje komplement a ¢asteéné také inhibuje HLE (human leucocyte elastase) (Oxvig et
al. 1994).

Komplex PAPP-A/proMBP je méfitelny i u negravidnich Zen a muzi. Takto se da
vyuZit jako marker kardiovaskularnich onemocnéni. Vyrazny vzestup koncentrace v séru

matky je od 7. tydne téhotenstvi a trvé po celou dobu gravidity (Oxvig et al. 1994)..

21.2. proMBP
ProMBP je fyziologicky inhibitor volného PAPP-A, jeho mRNA se nachazi

v eosinofilech. V pribéhu té¢hotenstvi jsou hlavnim zdrojem placentarni X-builky (septalni
buriky odvozené z trofoblastu). Syntetizuje se jako pre-proMBP (222 aminokyselin), ktery
je prekurzorem vysoce bazického a cytotoxického MBP. Prvnich 15 aminokyselin
piedstavuje signalni sekvenci a dalsich 207 aminokyselin tvofi vlastni proMBP (typicky

pro cirkulaci u gravidnich Zen). Molekula obsahuje kyselou ¢ast o 90 aminokyselinach.



Bazicky zraly MBP - kone¢ny produkt eozinofilu - obsahuje 117 aminokyselin. ProMBP o
m.h. 39 000 tvofi v téle komplexy s PAPP-A (2 : 2) a s angiotenzinem (2 : 2) (Oxvig et al.
1994; Sivanandam et al. 2004).

2.1.3. Vztah PAPP-A k faktoram IGF-l, IGF-ll a IGFBP-4

IGF je peptid, ktery hraje dileZitou roli pfi podpofe bunééné diferenciace, proliferace a
také je v prub&hu gravidity nezbytny pro spravny vyvoj plodu a placenty. IGF-I je
exprimovan cytotrofoblasty v placentarnich klcich. IGF-II je siln¢ syntetizovdn
v intermediatnich trofoblastech, zvlasté pak v piedni &asti piléhajici k deciduu. IGF-I je
vyznamny pro steroidogenezi v syncytiotrofoblastu, pro transport glukézy a aminokyselin
do placentalnich klkid. IGF-II usnadiiuje invazi extravilarnich trofoblasti do decidua. IGF
maji hypoglykemizujici u€inek, pusobi vSak i na rist, na nervovy systém, na rust
chondrocytu a skeletu, ovliviiuje angiogenezi aj. Na bunééné membrané trofoblastl je
mistem jejich a¢inku IGF-receptor (Vokurka 2002; Sun 2002).

Dostupnost IGF je regulovana pomoci IGFBP-4, ktery vykazuje vysokou afinitu i
vysokou specifitu k IGF a hraje tak dualeZitou roli v mnoha systémech (reprodukce,
te¢hotenstvi, formovani kosti a hojivé procesy, regulace funkce placenty). V pribéhu
téhotenstvi je IGFBP-4 produkovan ptevaZné na matéiné strané decidua. Biodostupnost
IGFBP-4 neni ovliviiovana pouze syntézou de novo, ale také jeho odbouravanim pomoci

specifické proteazy PAPP-A (Sivanandam et al. 2004).

21.4. Vyznam PAPP-A v patologii a diagnostice chorob

2.1.4.1. PAPP-A a detekce vrozenych vyvojovych vad
U nékterych chromosomalnich abnormalit plodu bylo popsano sniZzeni PAPP-A v séru

matky. U Zen, které mély hladinu PAPP-A v 8. - 14. tydnu t&hotenstvi o patnact procent
niz§i, se zvysilo riziko potratu, riziko velmi pfedCasného porodu, pfedéasného porodu,
preeklampsie a narozeni mrtvého ditéte (Smith 2002; Ozer et al. 2005).

Z téchto diivodu se vyuziva vysetieni PAPP-A (a hCG-beta) ve screeningu vyvojovych
vad plodu mezi 9-13. tydnem gravidity (tzv. kombinovany test - spole¢né s nuchalni
translucenci, senzitivita kombinovaného testu se pohybuje kolem 75-90 % pii faledné
pozitivité <1%). V 1. trimestru gravidity je tento test pouZivan ke screeningu Downova
syndromu (trisomie 21 chromosomu), kde jsou jeho hodnoty sniZeny (navic je zvySena
hladina inhibinu A) (Bersinger et al. 2003), ddle u Edwardsova syndromu (trisomie 18

chromosomu) a Patauova syndromu (trisomie 13 chromosomu), kdy hodnoty PAPP-A jsou



ve druhém trimestru vyznamné sniZeny (zatimco hodnoty inhibinu A jsou zachovany
v normalu) (Wojdemann 2006). Vyhodou vysetifeni PAPP-A (spole¢né s hCG-beta) oproti
klasickému vysetfeni (triple test v 13. tydnu gravidity) je tedy i niZ8i procento fale$né
pozitivnich nalezii. Po vySetieni v prvnim trimestru by samoziejmé mélo nasledovat i

vySetteni v trimestru druhém (klasicky triple test) (Wald 1999).

2.1.4.2. PAPP-A a cévni choroby

ProtoZze je PAPP-A ,prozanétlivy enzym s potencidlni ulohou v procesu
ateroskler6zy, byla jeho koncentrace zkoumana v souvislosti se vznikem koronarnich
pfihod. Bylo zjisténo, Ze pacienti s akutnim koronarnim syndromem maji hodnoty PAPP-A
zvySeny (hodnoty PAPP-A koreluji s koncentraci hs-CRP a IGF-1) (Ozer et al. 2005). Zda
se, Ze zvySené hodnoty PAPP-A u asymptomatickych pacienti s vyznamnou
aterosklerézou mohou byt vhodnym markerem vysokého kardiovaskularniho rizika
(ukazatelem nestability plata, vzniku koronarnich syndromi, ischemickych mozkovych
pithod, atd.) (Crea, Andreotti. 2005) Hodnoty PAPP-A>10 mIU/] jsou z tohoto pohledu
vysoce rizikové. Dnesni metody stanoveni jsou schopny poskytnout az 90% senzitivitu a
81% specifitu (Beaudeux et al. 2003; Qin et al. 2006).

2.1.4.3. PAPP-A a poranéna tkan
PAPP-A se vyskytuje jak v intaktni tak v poSkozené kuzi. Proces hojeni poranéné kuze

vyzaduje ruzné ristové faktory k regulaci normalni odpovédi na poranéni. Je mnoho
dukazi o tom, Ze systém IGF ma zvlastni dlohu v tomto procesu. Biologicky u¢inek IGF je
ovliviiovan rodinou 3esti IGF-vézajicich proteini (IGFBP). Nékteré studie, jak in vitro tak
in vivo, prokazaly, Ze je PAPP-A rozhodujici &initel pro bunétnou proliferaci jako
odpovéd’ na poranéni a nasledné zanétlivé procesy (Reich et al. 2006).

PAPP-A indukuje proteolyzu IGFBP a tim v t&chto buiikdch umociivje IGF-stimulaci
rastu. Po poranéni vzrusta exprese PAPP-A v dermalni vrstvé a tim se aktivuji okolni
fibroblasty a mikrofagy (Oxvig et al. 1994; Reich et al. 2006).

Bylo prokazano, Ze TNF-a, IL-1p a IFN-y maji vliv na expresi PAPP-A. TNF-a a
IL-1p jsou velmi silné stimulanty exprese genu v lidskych fibroblastech. Jiz dv& hodiny po
stimulaci pomoci TNF-a a IL-1P se exprese PAPP-A mRNA vyznamné zvy3i (10 — 16 x
vys&i). 48 hodin po stimulaci je jeSté prokazatelny vliv TNF-a na expresi PAPP-A mRNA
(3 — 4 x vy§8i), ale 48 hodin po stimulaci pomoci IL-1p je jiZ exprese mRNA sniZena aZ na
bazalni produkci (Oxvig et al. 1994; Reich et al. 2006).



Tento zpusob regulace se da prokdzat méfenim hladiny proteinu v kondiciovaném
médiu. Experimenty, které se zabyvaly odpov&di exprese na koncentraci TNF-a, ukazaly,
Ze maximalni G&innost je dosaZzenu pfiblizné 1nM TNF-a u IL-1p je tato hladina pfiblizné
30pM. Ve srovnéni se stimulaci exprese pomoci TNF-u a IL-1B, ma IFN-y spiSe inhibi¢ni
adinky s maximalni O¢innosti pfi koncentraci 1nM. IFN-y je schopen zcela inhibovat
stimulagni u¢inky IL-1pB, ale nema vyznamny inhibi¢ni vliv na stimulaci pomoci TNF-a.
Z toho vyplyva, Ze mechanismus pusobeni téchto litek na expresi genu, je odlidny.
Kompletni inhibici lze dosdhnout také pfidanim aktinomycinu D. Podobny zpisob
stimulace, jako je ve fibroblastech, muZeme pozorovat i ve svalovych burikach cév.
Ackoliv jsou fibroblasty a svalové buiiky cév nepochybné hlavnim zdrojem PAPP-A a
cilem cytokinu, pfesto jim mohou pfispivat i jiné bunééné komponenty napf. mikrofagy
(Oxvig et al. 1994).

2.2. Pouzité metody

2.21. lzolace nukleovych kyselin

Izolace je prvnim krokem pii praci s nukleovymi kyselinami. SlouZi k ziskani DNA
(piipadné RNA) v nativnim stavu z pfirozeného materidlu v dostate¢ném mnoZstvi a
dostatedné C&istot. Nukleové kyseliny je tieba zbavit viech latek, které by mohli branit
uéinnému a specifickému plsobeni enzymi pouZivanych pfi dalsi praci s nukleovymi
kyselinami. Metoda je zaloZena na zmén& rozpustnosti jednotlivych sloZek piirozeného
materialu pomoci urgitého sledu jak chemickych (detergenty, fenol, ethanol ...) tak
enzymatickych reakci. V zavislosti na tom, zda je cilem izolace DNA nebo RNA, se
neZadouci typ nukleové kyseliny odstrani pfislu$nou nukledzou a purifikatni postup se

opakuje.(Rozsypal et al. 2002; Ausubel et al. 1999).

2.2.2. Reversnitranskripce
Reverzni transkriptazy se pouZivaji pro svou 5° — 3’ DNA polymerdzovou aktivitu

pfedevsim k transkripci mRNA do cDNA. Substratem v3ak miiZe byt i DNA. Tak jako jiné
DNA-polymerazy vyZaduje i reverzni transkriptasa k zahdjeni své Cinnosti DNA nebo
RNA primer. Nejéast&ji pouzivanou variantou je oligo(dT)12-18, tehdy se pfepisuje
viechna eukaryontni mRNA. Ma-li byt piepisovana mRNA o znamé sekvenci, uZiva se
primeru komplementarniho ke 3° konci kédujici ¢asti mRNA v délce obvykle 12 — 18
nukleotidi.Reverzni transkriptazy postradaji 3’ — 5° exonukledzovou aktivitu, pomoci niz

by mohly odstratiovat chybn& vloZené nukleotidy (Sambrook a Russell 2001). DalSim
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faktorem pii vybéru reverzni transkriptizy je reakéni teplota. ProtoZe velké molekuly RNA
maji tendenci tvofit tzv. vlasenky, lze vy33i teplotou reakce dosdhnout rozruSeni téchto
sekunddrnich struktur. V souasnosti se nejdastéji pouZivaji dva typy reverznich
transkriptaz:

AMV (avian myeloblastosis virus) — RT izolovana z viru ptaéi myeloblastézy i¢inna i
pfi teplotach nad 70 °C.

MoMLV (Moloney murine leukemia virus) — RT izolovanad z viru my3i leukémie.
Optimalni teplota pro reakci je 37°C (Sambrook a Russell 2001). N&ktefi vyrobci nabizeji
modifikované AMV a MoMLYV RT bez RNasa H aktivity. Posledné zminénou jsme pouZili
pii pfipravé nasi cDNA (Ausubel et al. 1999).

2.2.3. Mérieni koncentrace nukleovych kyselin
spektrofotometricky

Koncentraci a &istotu nukleovych kyselin lze zjistit zméfenim absorbance pfi 260 nm
(A260) a 280 nm (A280). Absorbance A260 = 1 jednovldknové RNA odpovida koncetraci
40 pg/ml a absorbance A260 = 1 dvouvlaknové DNA odpovidd koncetraci 50 pg/ml. Tento
pomér odpovida méfeni nukleovych kyselin rozpusténych ve vode.

Vztah pro vypodet koncentrace je:
b= T2 (gl = 2
kde D je fed&ni (napk. zFedi-li se roztok 50x, pak D = 0,02)

Cistotu nukleovych kyselin Ize vyjadiit pomérem A260:A280. Tento pomér je zavisly

na pH vody. V tomto nepufrovaném prostiedi by se istota méla byt v rozsahu 1,5 - 1,9.

V pufrovaném prostfedi (pH = 7,5) 10 mM Tris.Cl je tento pomér v rozsahu 1,8 - 2,1.

2224. Klonovani
Klonovanim DNA (klonovanim gen) se rozumi tvorba kloni DNA tj. klon je soubor

identickych molekul, fragmenti nebo useki DNA, pfipravenych napf. mnoZenim
rekombinantnich molekul DNA v hostitelské bufice in vivo nebo pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR) in vitro. Jako rekombinantni molekula se oznaluje takovéa
molekula, kterd je vytvofend in vitro spojenim cizorodé DNA a klonovacim vektorem.
Klonovacim vektorem se rozumi takova molekula DNA, ktera je schopna se spojit s
cizorodou molekulou DNA a s ni se autonomné replikovat v hostitelské burice. Cizoroda
DNA je jakykoliv (isek DNA vloZeny do klonovaciho vektoru. Tato DNA se nazyva insert
(Rozsypal et al. 2002).
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Klonoviani zahrnuje tfi zikladni kroky:

. pfipravu rekombinantni molekuly DNA
. pfenos rekombinantni molekuly do hostitelské buiiky
. selekci klonti obsahujicich rekombinantni DNA

2.2.4.1. PFiprava rekombinantnich molekul DNA
pred vloZenim DNA do klonovaciho vektoru je tfeba vektor i vkladanou DNA vhodné

upravit. Tyto Upravy spoéivaji predevdim v Upravé koncii vkladané DNA. Vzijemna
komplementarita koncu klonované DNA a nastépencho vektoru zaruuje mnohem vy3§
Gginnost zaclenéni insertu neZ fragmentu se zarovnanymi konci (téZ tupymi nebo slepymi)
(Sambrook a Russell 2001).

Nejcast&ji se komplementarni konce pfipravuji nastépenim vektoru a vkladaného
fragmentu restrikénimi endonukleasami, které tyto tzv. lepivé konce tvofi. Vybér
restriktdzy zavisi pfedevdim na zvoleném plazmidu, ktery nabizi omezeny pocet
restrikénich mist. Rozpoznavaci sekvence pro restriktazy na klonovaném fragmentu mohou
byt jiz ptitomny, jestliZe se klonuje produkt z PCR, ktera byla provadéna s primery, pfi
jejichz navrhovéni se s pouzitim danych restrikénich endonukleaz potitalo (Ausubel et al.
1999).

Podle povahy kohezivnich konci je nutné pfistoupit k dalS$im opatfenim. Nejschudn&;jsi
situaci je pfipad, kdy konce na jedné molekule (klonovaném fragmentu nebo insertu)
nejsou komplementami. Pravdépodobnost recirkularizace vektoru bez vloZeni insertu je
pak minimalni. Vzajemné nekomplementarni konce vzniknou, jestliZe jsou pouZity dvé

rizné restriktazy (Sambrook a Russell 2001).

2.2.4.2. Ligace

Ligace pfedstavuje specifické spojovéni fragmenti DNA. K tomuto u¢elu se vyuZivaji
enzymy, bud’ DNA ligasa bakteriofiga T4 nebo méné u¢inna DNA ligasa E. coli. Tyto
enzymy se li§i v pozZadavcich na kofaktory. T4 DNA ligasa vyuZiva jako zdroj ATP,
zatimco DNA ligasa zE. coli vyuziva NAD. Oba tyto enzymy katalyzuji tvorbu
fosfodiesterovych vazeb mezi sousednimi 3’-hydroxylovymi a 5'-fosfatovymi konci
v DNA.

T4 DNA ligasa je jedinym dostupnym enzymem, ktery uéinné spojuje jak fragmenty
s pre¢nivajicimi komplementarnimi konci, tak i fragmenty stupymi konci. (Né&které

protokoly uvadgji, Ze 1ze zvysit G¢innost ligace pfidavkem RNA ligasy bakteriofaga T4.)
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DNA ligasa zE. coli neni schopna za normalnich reakénich podminek spojovat tupé
konce, ale produkuje niz§i frekvenci chyb pfi spojovani komplementarnich konct - tj. ma
vy$si specifitu pii spojovani pfe¢nivajicich komplementarnich koncl (Rozsypal et al.

2002).

2.2.4.3. Transformace bunék
Ptenesenim rekombinantniho plazmidu do bakterii (transformace) a jejich namnoZenim

Ize ziskat rekombinantni plazmid ve velkych mnoZstvich. Nejéastéji to jsou butiky kmena
E.coli. Jednim ze zpusobi pienosu je transformace. Transformaci tepelnym Sokem jsou
buiiky nejprve uvedeny pusobenim chloridu vapenatého a vyhladovénim za chladu do tzv.
stavu kompetence, vnémz jsou po zahfdti schopny pfijmout exogenni DNA. Dalsim
moZnym zpusobem je elektroporace, pii niz se buiiky vroztoku obsahujicim
rekombinantni DNA vystavi kratkému elektrickému pulzu o vysokém napéti, kterym jsou
v bun&éné sténé vytvofeny pory, jimiZ DNA vstoupi do bun€k (Sambrook a Russell 2001).

Po pfenosu plazmidovych molekul do hostitelské buiky je tfeba tyto buiky
identifikovat a odligit je od bunék bez plazmidu a bunék do nichZ byl plazmid pienesen bez
cizorodé DNA. Jak jiZz bylo zmingno vyse, téméf viechny plazmidy pouZivané dnes
v molekularnim klonovani, obsahuji sekvence pro selekci riznymi antibiotiky. Tak lze
odliit buriiky, které pfijaly n&jaky plazmid (at’ uz s cizorodou DNA nebo bez) od buné&k
bez plazmidu. V praxi se tato selekce provadi ristem na pudach obsahujicich pfislusné

antibiotikum (Ausubel et al. 1999).

2.2.4.4. Selekce klonu

Odliseni bun&k s rekombinantnim plazmidem se provadi na zakladé nékolika metod.
K t&m nejcastéj$im patii alfa-komplementace. Vektor nese kratky segment laktéozového
operonu E. coli obsahujici regulagni sekvence a ¢ast genu (lacZ), jehoz expresi vznika
aminotermindlni fragment p-galaktoziddzy. Do kodujici sekvence je zaclenéno
mnohodetné klonovaci misto, které nepferuluje &teci rdmec. Vektory tohoto typu jsou
pouzivany v hostitelich, které kéduji karboxytermindlni fragment B-galaktozidazy. Ani
jeden z polypeptidovych fragmentl neni sdm o sob€ aktivni, mohou se v3ak spojovat za
vzniku enzymové aktivniho proteinu (tzv. alfa-komplementace). Bakterie, do nichZ je
pienesen plazmid bez insertu, tvoii aktivni B-galaktozidasu, jejiZz tvorbu lze prokdzat na
plotnach s chromogennim substritem 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktozidem (X-
gal). Jeho rozkladem p-galaktozidasou vznika produkt zbarvujici bakterialni kolonie

modie. Inzerce cizorodé DNA do klonovaciho mista inaktivuje aminoterminalni fragment
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enzymu a ke komplementaci nedojde. Kolonie bunék s rekombinantnim plazmidem jsou
pak bilé. Indukce tvorby B-galaktozidazy je zajidt€na izopropyl-B-D-tiogalaktozidem
(IPTG), ktery se piidavd do Zivného média. Daldi moZnosti pro selekci bunék
s rekombinantnim plazmidem je tzv. inzerni inaktivace. Klonovaci misto je umisténo
v genu zodpovédném za rezistenci k antibiotiku. Inzerce cizorodé DNA do vektoru vede ke
ztraté funkce tohoto genu a buiiky nesouci rekombinantni plazmid se stanou k antibiotiku
citlivé, ¢imZ je lze odliit od bun&k obsahyjicich vektor bez cizorodé DNA, které jsou
k antibiotiku rezistentni. V praxi se tato metoda provadi pfetisknutim kolonii na plotny,

které jsou obohaceny o dané selekéni antibiotikum (Ausubel et al. 1999).

2.2.5. Produkce proteint in vitro

2.2.5.1. Expresni systémy pro produkci rekombinantnich
proteinii
Obecné lze postup exprese rekombinantnich proteint vyjadfit takto: prvnim krokem

exprese ciziho genu je inzerce tohoto genu do expresniho vektoru, nasleduje pfenos
rekombinantniho vektoru do vhodnych hostitelskych bunék, kultivace téchto bunék a
indukce exprese. Koneénym krokem je lyza buntk a SDS-PAGE analyza k ovéfeni
pfitomnosti proteinu. Po produkci proteinu nasleduje jeho purifikace (Rozsypal et al.
2002).

Bakterie E. coli jsou v molekularni biologii velmi &asto pouZivany jako hostitel pro
produkci velkého mnoZstvi proteinu kédovaného klonovanym genem. Jsou vhodnym
expresnim systémem umoZiiujicim snadnou genetickou manipulaci. E. coli se rychle mnoZi
a rostou v nenaroénych kultivaénich médiich. Pii expresi cizich genii v hostitelskych
buitkach E. coli je moZné aplikovat velky vybér transkripénich a transla¢nich kontrolnich
elementt. Pfi peélivém vyb&ru hostitelského kmene, vektori a podminek kultivace lze
vétdinu rekombinantnich proteind v hostitelskych buiikach E. coli klonovat a produkovat
s vysokym vytéZkem. Optimélni podminky exprese jednotlivych proteini je nutné stanovit
empiricky. Expresi je moZno provadét i v jinych expresnich systémech jako jsou napf.
kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) nebo ve hmyzich buiikdch (Sambrook a Russell
2001).

Na rozdil od bakterii i kvasinek se v pfipadé Zivoisnych bun€k proces vneseni
izolované DNA nazyva transfekce, nebot” pojem transformace v souvislosti s Zivo€iSnymi

burikami znamend zménu vedouci k jejich nekontrolovanému ristu (vzniku nadorovych
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bunék). Pro (¢innou expresi je tfeba zajistit umisténi piisludného genu za silny promotor,
ktery bude v pouzitych bufikdch rozpoznan. Kromé promotoru je exprese zavisla na
enhancerech. Podobné jako v jinych piipadech se i zde pouzZivaji selekéni markery.
Promotory mohou, ale také nemusi obsahovat TATA box (usek DNA lezZici
v eukaryotickém promotoru v poloze -34 az -26 od startovaciho nukleotidu, po navazéani
transkripéniho faktoru je tato sekvence rozeznavana polymerasou (Vokurka 2002)).

Radu let se pouZivaji promotory cytomegaloviru a simian viru 40 (SV 40). Sekvence,
ktera zvy3uje vytézek eukaryotické exprese, je polyadenylatovy usek, jehoZ pfipojeni na
3"-konec je determinovano polyadenylatnim mistem (sekvence AAUAAA), které
stabilizuje mRNA.

Obecné muZeme odlidit dva typy exprese:

Jednim zpihsobem je exprese genu integrovaného do chromosomu recipientnich buné¢k.
Zde byva vyhodou ziskani bun&&né linie zajist'ujici stabilni (byt’ nizs{) expresi.

Druhym zpusobem je tzv. transientni exprese zajisténa transkripci z pfitomného
plasmidu. Tento postup zpravidla zajit'uje vétsi miru exprese ale pouze po kratkou dobu a
je zavisly na poétu pritomnych kopii plasmidu.

Kli¢ové vlastnosti vétsiny transientnich expresnich systémi jsou kratkd doba pro
produkei proteinu (dny), stabilita produktu, aplikovatelnost na Sirokém okruhu
hostitelskych bunék (M. Rumlova. 2003).

2.2.5.2. Klonovaci plazmidy pro produkeci rekombinantnich
proteinu
Klonovaci vektory jsou kruznicové DNA o velikosti 2 — 15 kb schopné autonomni

replikace, odvozené zejména od plazmidd a vird. Vé&tSina novych vektort obsahuje
kombinace sekvenci rizného pivodu, véetné sekvenci eukaryotickych chromozomi a
sekvenci pfipravenych uméle. K zékladnim typum vektoru patii plazmidové vektory,
vektory odvozené z bakteriofaga lambda, kosmidy, vektory odvozené od bakteriofaga
M13, umélé kvasinkové chromozomy (Y ACs) (Rozsypal et al. 2002).

Utinnost ptenosu plazmidu do buiiky je nepfimo im&rné jeji velikosti. Mengi plazmidy
se snadno izoluji a v burikdch dosahuji vysokého po&tu kopii. Plazmidy by se mély snadno
a uéinné pfenaset do hostitelskych bunék a mély by stabilné udrzet klonovanou DNA pfi
replikaci a uchovévani kloni (Ausubel et al. 1999).

Plazmidy maji ve své sekvenci obsaZzeny geny, na zékladé jejichZz fenotypového

projevu je moZné buiiky nesouci plazmid snadno vyselektovat. NejCastéji se pouZivaji
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geny, které buiikam propljuji rezistenci k antibiotikim. Daldim dsekem je tzv.
polyklonovaci misto (polylinker) - usek, ktery obsahuje vice rozpoznavacich sekvenci pro
RE. Jedine&nost téchto mist v plazmidu umoZiiuje za&lenéni klonované DNA. (Rozsypal et
al. 2002).

Vybrané piiklady expresnich vektori
pQE-Trisystem

pQE-Trisystem (Obr. 4) je expresni vektor vhodny pro expresi rekombinantnich
proteinti. Tento vektor lze pouZit pro tii riizné bun&né systémy: bakterialni, hmyzi a savéi
buitky.Pro expresi proteini v bakteridlnim systému je v plazmidu vyuZivan PTS promotor
a lac operon pro indukci exprese. Ve hmyzich bufikich je vyuZita homologni sekvence
AcNPV viru a silny p10 promotor. Dale je vyuZivan pro expresi v sav€ich buiikach, &ehoZ
je dosazeno pomoci fuzniho CMV-enhancer- f -aktin-promotoru a na n& navazujici
Kozakovy sekvence zahrnujici ATG start kodon pro iniciaci translace. Purifikaci proteinu

umoZiiuje polyhistidinova sekvence vloZend za polyklonovaci misto.

Ecli3si
Sact/Ecl] M1

Srwl

§
f pQE-Tndystem §
' 581b

% /

¢
Obr. 4 pQE-TriSystem vektor slouZi k produkei proteinii
v bakterialnich, hmyzich a sav&ich buiikach (QIAGEN)

pSecTag2hygro
Plazmid pSecTag/HygroC je expresni vektor navrzeny pro stabilni expresi a sekreci

proteinti v sav&ich buiikach (Obr.5). Protein je exprimovan z tohoto plazmidu jako fazni
protein, na N-konci s my3i signélni sekvenci odvozenou z Ig kappa fetézce pro sekreci
proteinu do média. Na C-konci obsahuje myc-epitop pro detekci proteinu pomoci
specifické protilatky a $est histidinovych zbytki pro purifikaci proteinu. Gen pro rezistenci

k hygromycinu umo#iiuje selekci v sav&ich buiikach.
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Obr. 5: pSecTag2HygroC slouZi k produkci
v sav{ich buiikach (Invitrogen)

2.2.6. Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Vedle postupli zaloZenych na klonovani ve vektorech lze molekuly
amplifikovat rovn&z technikou oznaovanou jako polymerazova fet€zova reakce neboli
PCR. Jeji podstatou je opakujici se enzymova syntéza novych fetézcu vybranych useki
dvouietézcové DNA, ke které dochazi po pfipojeni dvou primerd véazajicich se na
protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3'OH konce smétuji proti sobé. Jako primery se
pouzZivaji dva uméle pfipravené kratké oligonukleotidy o délce zhruba 18 - 30 bazi,
odvozené zkoncovych sekvenci DNA uréené k amplifikaci. Po piidani termostabilni
polymerazy a nukleotidti, probiha syntéza novych fetézcti na obou matricovych tetézeich
protismémeé. Tato metoda, kterd znamenala revoluci v metodice molekularni biologie,
poskytuje aZ 10° nésobné pomnoZeni béhem 2 — 3 hodin (Ausubel et al. 1999).

Tato reakce probiha ve tiech krocich :

1. denaturace dvoufetézcovych molekul DNA ( pfi teploté : 94 — 98°C)
2. pfipojeni primeru k oddélenym DNA-fetézcum (pii teploté : 30 - 65°C)
3. polymeriza¢ni reakce (pfi teploté : 65 - 75°C)

a vyZaduje :

a) 2 oligonukleotidové primery komplementarni k 3’-koncovym sekvencim obou
komplementarnich fetézch iseku, jenZ ma byt amplifikovan.

b) Cilovou DNA, ktera slouZi jako templat pro reakci. Jedna se o usek izolované
dvojfetézcové DNA, ktery zahrnuje sekvenci vymezenou ob&ma primery.

¢) Termostabilni DNA polymerasu, stalou i pfi teploté 95°C.

d) Smés v3ech &tyf deoxyribonukleotidi.

¢) Vhodny reakéni pufr obsahujici Mg2+ ionty, které jsou nezbytné pro aktivitu
DNA polymerasy . (Rumlova et al. 2003)
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Presné Easové intervaly a teploty se musi optimalizovat podle délky amplifikovaného
useku DNA a konkrétni sekvence primeri. Pro zahajeni reakce sta€i jen velmi malé
mnozstvi molekul (teoreticky jedind), nasledné dochazi ke zdvojeni poftu molekul a
néslednému exponencidlnimu nanistu poétu pomnoZeného tuseku DNA. Je tedy nutné
zdlraznit, Ze pro PCR je nutno znat sekvence alespoti hrani¢nich usekd fragmentu, ktery
mé byt amplifikovan. Pokud vyuZivime k namnoZeni DNA nejen PCR reakei ale i
klonovani v bufikach E. coli, stava se, Ze v prub&hu replikace DNA dochézi k chybnému
vkladani nukleotidii, proto miZeme vyuzit proofreading polymeréizu, ktera dokaZe pomoci
své exonukleazova aktivity opravit malé mutace. Tato metoda dnes nalezla Siroké
uplatnéni v mnoha oborech. Reakce probiha v zafizeni nazyvaném termocykler, coz je
programovatelny termostat, ktery musi byt schopen rychlého a pfesného pfechodu mezi

jednotlivymi teplotami (Rozsypal et al. 2002)..

2.2.7. Hybridizace

Hybridizace je spojovani jakychkoliv dvou jednofetézcovych nukleovych kyselin (tedy
DNA i RNA), které musi mit bud’ dplnou nebo &astetnou komplementaritu bézi. Této
schopnosti se vyuziva k vyhledavani nukleotidovych sekvenci v genovych knihovnach a
v cytologickych preparatech, pfi mapovani geonomu, v diagnostice chorob atd.
Hybridizaéni reakce lze provadét bud’ s izolovanymi nukleovymi kyselinami v roztoku,
nebo po jejich pfenosu na pevné podklady, nebo s DNA a RNA nachazejicimi se
v preparatech bunék a tkédni. My jsme tuto metodu vyuZivali prakticky pti kazdé
manipulaci s DNA, at’" uz pii metod¢ PCR (zadlenéni primeru), klonovani nebo pfi

konetném spojeni celého genu (Sambrook a Russell 2001).

2.2.8. Elektroforéza

Gelova elektroforéza patii v molekularni biologii k nejpouzivanéjSim separaénim
technikdm pii izolaci a analyze nukleovych kyselin a proteinu. Principem elektroforetické
reakce je pohyb nabitych molekul v elekirickém poli. Hlavnim nositelem néboje
nukleovych kyselin jsou zdporn€ nabité fosfatové skupiny.

Z praktickych divodi se elektroforéza neprovéadi pfimo v roztoku ale na vhodném
nosiéi a tim byva nejéastéji gel a to bud’ polyakrylamidovy na men3i Giseky nukleovych
kyselin (100 — 1000 bp) nebo agarézovy na delsi segmenty nukleovych kyselin (nékolik set

50 kb). Tyto gely vytvafi sloZitou sitovitou strukturu polymernich molekul s péry,

jejichz velikost 1ze ovlivnit sloZenim roztoku a koncentraci polymeru. Rychlost pohybu
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molekul je nepfimo umérna logaritmu jejich velikosti. Délku nukleové kyseliny si miZeme
ovéfit pomoci fragmentd o znamé velikosti, které se nazyvaji standardy velikosti neboli
hmotnostni standardy.

Po prob&hnuti elektroforézy je tfeba identifikovat polohy rozdélenych molekul, které
nejsou pouhym okem viditelné, a proto se vyuZiva zviditelnéni vhodnym barvivem
nejéastéji etidiumbromidem. Toto barvivo se vmezefuje mezi sousedni pary bazi v DNA a
vytvaii sni komplex, jenZ v ultrafialovém svétle ¢ervené fluoreskuje (Rozsypal et al.

2002)..

2.2.9. Sekvenace DNA

Cilem sekvenovani je stanoveni primarni struktury DNA. Zakladnim poZadavkem pro
sekvenovéni je ziskat molekuly DNA s pfesné definovanymi konci. Nejéastéji pouZivanym
vychozim materidlem pro sekvenovani DNA jsou proto restrik&ni fragmenty klonované do
vhodného klonovaciho vektoru nebo fragmenty ziskané pomoci PCR.

Sekvenovani se provadi dvéma zpusoby, a to:
1. chemicky —

Podstatou této metody je specifické stépeni molekuly DNA chemickymi &imidly

v mistech baze ur¢itého typu.
2. enzymaticky —

Provede se sekvenalni reakce, kterd obsahuje DNA polymerdzu a smés Ctyf
normalnich dNTP. Né&ktery zprekurzori (nebo v nékterych piipadech primer) je
radioaktivné znaGen pomoci 32P,33P,35S ¢&i neradioaktivné fluorescentni znackou.
Reakéni smeés také obsahuje malé mnozstvi 2°,3'-ddNTP, ktery nese 3'-H atom misto 3'-
OH skupiny. Jestlize je tato molekula inkorporovana do rostouciho DNA fetézce, pak
absence 3'-OH skupiny zajisti, Ze dal3i rist fetézce je zcela nemozny. Kdyz priddme malé
mnozstvi ddNTP do reakéni smési pro syntézu DNA, pak nastane kompetice mezi
zaflen&nim dNTP ( prodluZovani ) a vzacnym ale specifickym ddNTP ( ukongeni ).
Produktem této reakce je smés oligonukleotidovych fetézci, jejichz délka je urfena
vzdalenosti mezi 5'-koncem, na které naseda primer, a 3'-koncem, ktery kon¢i ddNTP.
Pouzitim &tyf riznych ddNTP (oznacenych riznou zna¢kou nebo barvou) v reakéni smési
ziskame Fetézce o ruzné délce zakoncené na mist¢ pfislusného ddNTP ( ddATP;
ddTTP...). Tuto smé muZeme scparovat pomoci elektroforézy a také muiZeme
autoradiograficky nebo pomoci fluorescence zjistit primdrni strukturu. Tak miZeme pfeéist

sekvenci genu ve sméru 5°-3"-konec (Sambrook a Russell 2001).
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4. Experimentalni ¢ast
Material
Bunééné a bakterialni kultury
bakteridlni kmen Escherichia coli DH5q, Clontech Laboratories, USA

ristova média a chemikalie pro kultivace bakterii: DIFCO, Francie: Tryptone peptone,

Bacto agar, Yeast extract

rustova média a chemikadlie pro kultivace sav&ich bunék, PAA Laboratories, Rakousko:

DMEM, Ham's F12, fetalni hovézi sérum, 10x DPBS, gentamicin
Kity pro molekularni biologii, plazmidy, enzymy a chemikalie
RNA izolovana z lidské placenty a HEP-2 bunék(ve spolupréci s Katedrou farmakologie
FaF)
Kity pro molekularni biologii:
Invisorb® Spin Plasmid Mini Kit; Invitek, Némecko
QIAGEN plastid MIDI Kit; QIAGEN; Némecko
DNA - Pure™ Clean Up Kit; CPG, USA
Zero Blunt®TOPO® PCR Cloning Kit for Sequencing; Invitrogen, USA
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit; Applied Biosystems, USA
DyeEX 2.0 Spin kit, QIAGEN, Némecko
Elisa kit PAPP-A, Imunotech, CR

Plazmidy:
pSecTag2/HygroA,B,C; Invitrogen, Némecko
pQE-Trisystem; QIAGEN, Némecko
Enzymy:
chemikalie pro PCR a ligaci:
T4 DNA (400 U/ml) ligasa; New England BioLabs, USA
Isis™ DNA Polymerase (1U/ul), Q-Bio, Finsko
Finnzymes Phusion™ (2U/ul), High-fidelity DNA polymerace, Finsko
M-MuLV Reverse Transcriptase RNase H- 200U/ul, Finsko
primery pro PCR amplifikace insertti; GENERI BIOTECH ,CR
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Restrikéni enzymy:
New England BioLabs, USA:
BamH I, Bgl 1L, BstX I, EcoR I, Hinc II, Hind III, Nco I, Not I, Sca I, Xho I, Xma I, Xmn I
reaké&ni pufry (10x): NEB2, NEB3, NEB4, pufr BamH 1, EcoRl, Udd
10x BSA (10 mg/ml)

Markery molekulovych hmotnosti:(mapy uvedeny v pfiloze ¢. 4)
100 bp Ladder; New England BioLabs, USA

1 kb Ladder; New England BioLabs, USA
1 kb Ladder; MBI Fermentas, Litva
Chemikalie
Agaroza pro DNA elektroforézu; Serva, Némecko
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktosid (X-gal); Serva, Némecko
Disodna stl ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA); Serva. Némecko
Etanol; Lachema, CR
Ethidium bromid; Sigma, Némecko
Glycerol; Sigma,Némecko
Hydroxid sodny; Lachema, CR
Isopropylthiogalaktosid (IPTG); Serva, Némecko
Kanamycin; Sigma, Némecko
Kyselina borita p.a.; Lachema, CR
Kyselina chlorovodikova; Lachema, CR
B-merkaptoetanol, Sigma, Némecko
Sodna sil bromfenolové modfi; Serva, Némecko
Sodna sul ampicilinu; Serva, Némecko

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan; Lachema, CR

Pristroje
centrifuga IEC Micromax (max.21000 x g), IEC, USA
chlazena centrifuga 4K 15 (rotor €.11150 - max. 5525 x g), Sigma, Némecko
chlazena centrifuga IEC Micromax RF (max.21000 x g), IEC, USA
inkubator TCH 100, Laboratorni Pistroje Praha, CR
kamera OCD, Ultra Lum, USA
laboratorni vahy AND HF200G a EK600H, AND, Japonsko

laminarni box Fatran, CR
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mikrovlnna trouba, Electrolux, Francie

mrazici box -70°C, Forma Scientific,USA

mrazici boxy -20 "C, Ardo, Zanussi

sekvenator ABI PRISM 3100, Applied Biosystems, USA
spektrofotometr na mikrotitratni desticky LMO1A, Meopta, CR
sterilni box AURA 2000 B.S., Bioair Instruments, Italie

termoblok 285, IncuBlock™, Denville Scientific

termocyklér OmnigeneTR3 CM220, Hybaid, Velka Britanie
termocykléry PTC 200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research, USA
s blokem pro teplotni gradient

s dvéma bloky

tiskarna Video Grafic Printer, Sony, USA

tiepaci inkubdator, New Brunswick Scientific, USA

tfepacky (vortex) TK3S, TechnoKartell, Italie

UV transluminator, Ultra Lum, USA

UV-VIS spektrofotometr Cintra 10e, GBC, Australie

zafizeni pro demineralizaci vody Milli-Q, Millipore, Francie
zafizeni pro vyrobu ledu GB 902, Brema Ice Makers, Itilie

zdroje elekrického proudu Power Pac 200 a Power Pac 300, BioRad, USA

Pomiucky
Erlenmayerovy baiiky, kadinky, odmémé valce

latexové rukavice, nitrilové rukavice pro praci s ethidiumbromidem
mikrobiologické klicky, ockovaci hokejky

mikropipety (0,5-10 pl,2-20 pl, 20-200 pl, 200-1000 pl) Kartell, Némecko, Eppendorf,
Némecko

mikrozkumavky (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml} Starstedt, Némecko
Pertiho misky

pipetovaci $picky, Starstedt, Némecko

plynovy kahan

sterilni péaratka, pinzeta

sterilni serologické pipety, Corning, Némecko a TPP, Svycarsko
sterilni tuby (15 ml, 50 ml) TPP, Svycarsko

sterilni kultivaéni lahve, misky, desti¢ky pro tkatiové kultury, TPP, Svycarsko
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zatizeni pro horizontalni elekroforézu Hoefer HE 33, Hoefer Scientific Instruments, USA
TaKaRa RecoChip, TaKaRa, Japonsko

4.1. pracovni postupy

4.1.1. Ziskani cDNA PAPP-A

DNA sekvence byla vyhledany pomoci internetové databize NCBI (National Center

for Biotechnology Information). Sekvence viech primerd pro amplifikaci pozadovanych

genii byly navrZeny na naSem pracovidti pomoci potitatového programu Vector NTI®
Suite. Navr¥ené primery a mista jejich nasednuti znézorfiuje Obr. 6. Zkouseli jsme
namnoZit celou cDNA pomoci PCR reakce, coZ se nepovedlo, nebot se cDNA pro svou
velikost nepomnozila. Namnozeni cDNA se nezdafilo, ani kdyZz jsme cDNA zkusili

pomnoZit tak, aby se nam pomoci navrZenych primeri namnoZila na dve& &asti. Optimalni
se ukéazalo namnozZeni na tfi useky.

PAPPA1/X_C- (100.0%)
Antigen A3
CDS(PAPP,
(PAPPA) 1 | PAPPA1/2_1- (77.8%)

|
PAPPA1IX_B+ (1 OO.I'H:lil PAPPA1/2_2+ (100.0%)

| [PAPPA1/X_B- (100.0%)
Misc Feature(PAPPA)2 '|
AntigenA2 | | Antigen A4
AntigenAt | | \ |

!
PAPPA1X_C+ (1000%) | | |

| Antigen A6
1] | | Bgl I (353f) | Misc Feature(PAPPA) 4
PAPPA1/2_1+ (100.0%) Ii II || Vo [ | | Misc Feature{PAPPA) §
cDNA pappa+ T | \ | | | | PAPPA1/2_2- (100.0%)
PAPPA_cgex1+ (100.0%) 'I || I | | | | cDNA pappa-
S R - i L .
=i RS = |
1 b A |l | B { :,*L i
Sig Pept(PAPPA) 1 — i 3 . .
PCRC - ll‘ PCRII
S = - ———
Mat Peptide(PAPPA) 1
human PAPPA descr
5553 bp

Obr. 6. PAPP-A mRNA lidské placenty. Modre jsou znizom&ny primery, které jsme pouZili k namnoZeni
jednotlivych Gisekit mRNA, erné jsou vyznaleny antigenni domény, Zervend je vyznacen restrikéni enzym
Bgl II, ktery jsme pouZili pro konetn¢ sloZeni genu (navrZeno programem Vector .
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4.1.1.1. Izolace celkové RNA pomoci RNeasy® Mini kitu
Tento kit je vhodny pro izolace celkové RNA z malych mnozstvi vzorkl Zivogidnych

tkani a Zivo¢idnych bun&k. Lyza bunék je zaloZena na pouZiti guanidinium izothiokyanatu.
RNA se izoluje technologii vazby RNA na silikagelovou membranu, ze které je nasledné
eluovana.

Celkova RNA byla izolovana z HEP 2 bunék. Ty byly kultivovany v DMEM médiu
s 5% FBS a gentamicinem (50 pg/ml) v 25 ecm?2 1ahvi pfisedlé pfi 37°C v atmosféfe CO..
Po trypsinizaci byly resuspendovany v 5 ml média a spocitdny v Biirkerové komurce.
Potom byly buriky stoéeny a sediment byl pouzit k izolaci. Izolaci z lidské placenty jsme
provedli ve spolupréci s Katedrou farmakologie,FaF UK HK.

Postup izolace:

1. Sedimentované buiiky byly resuspendovany v 350 pl RLT pufru do n¢hoz
bylo pied pouzitim pfidano 3,5 pl f-merkaptoethanolu.

2. Na vortexu se buriky homogenizovali 2 minuty.

3. Piidali jsme 350 pl ethanolu (70%) k homogenizovanému lyzatu a pouZitim
pipety byla smé&s promichana.

4. 700 pl vzorku se vpravilo na kolonku (RNeasy mini spin column), kterd
byla pfedtim vloZena do sb&mé zkumavky (2-ml collection tube). Ta se po
vyprazdnéni pouZila v dalim kroku.

5. 700 ul pufru RW1 bylo naneseno na kolonku a zcentrifuguvano 15 sec pfi
vice jak 8000x g.

6. Kolonka byla vloZena do nové sbérné zkumavky. Na kolonku se napipetuje
500 ul RPE pufru a 15 sec se centrifuguje pii vice jak 8000g. Sb&ma zkumavka
byla po vyprazdnéni pouZita v dal$im kroku.

7. Bylo naneseno 500 ul RPE pufru na kolonku a centrifugovalo se 2 min pfi
maximalnich otackach.

8. Kolonku byla ptenesena do nové sbérné zkumavky (1,5-ml collection tube)
a na membranu bylo naneseno 50ul vody prosté nukleaz. Aby se RNA vymyla,
kolonka byla centrifugovana 1 min pfi 8000x g.

4.1.1.2. Reverzni transkripce s univerzalnim a specifickym
primerem
Do autoklavované zkumavky jsme pfidali 3,5 pl RNA, primer 1,25 pl (odpovida 50

pmol) a smés jsme doplnili vodou prostou RN-azy tak, aby bylo 15 pl smési celkem. Smés

jsme nechali inkubovat pfi 71 °C po dobu 5 minut. Thned poté jsme ji uloZili na led.
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7kumavku jsme stocili. Doplnili jsme vodu na 20 pl. Je$t¢ na ledu jsme pfidali 0,5 ul
Rnasin (inhibitor), 5,0 ul DTP, 2,5 pl 10x pufr pro reverzni transkriptdzu a nakonec jsme
pfidali reverzni transkriptizu M-MuLV RT, smé&s jsme opatrné promichali a nechali jsme ji
inkubovat 2 hodiny pii 37 °C. Tuto reakci jsme provedli pro dva druhy RNA a to pro RNA
placenty a pro RNA HEP2 bunék. Pro placentu jsme vybrali dva druhy primera : oligo dT
primer 98R6 (stejn& jako u HEP2 bunék) a cDNA-pappa 180R8 primer. (Tab.3)

Tab.3 SloZeni reakénich smési pro jednotlivé reverzni transkripce (v pl).

Vzorek &.1

templat RNA placenty (1 ng}

primer oligo dT primer 98R6 (50 pmol/pl)
Vzorek ¢.2

templat RNA placenty (0,29 pg/ul)

primer cDNA-pappa 180R8 (50 pmol/pl)
Vzorek ¢.3.

templat RNA bunék HEP2 (0,2 pg/pl)

primer oligo dT primer 98R8 {50 pmol/ul)

Program nam pro namnoZeni pomohl vybrat a navrhnout primery PAPPA1/X C+
(*20654) a PAPPAL/X C- (*206S5), PAPPAL/X_B+ (*20652) a PAPPAI/X_B-
(*206S3), PAPPA1/2 2+ (*18515) a PAPPAL/2_2- (*18516).

41.2. Namnozeni jednotlivych Gseki DNA

4.1.2.1. pappa_C = zacatek genu
Pro amplifikaci ¢asti pappa_C jsme vybrali tyto primery: PAPPAL/X_C+ (*206354) a

PAPPA1/X_C- (*206S5). BliZ3i popis jednotlivych primeri je zndzomén v tabulce 4.
Tab.4 Zvolené primery PAPPA1/X _C+ a PAPPA1/X_C- a jejich charakteristika.

PAPPA1/X_C+ (*206S4)

délka : 20 bp Tm=61,7°C GC : 50,0 %
sekvence : 5'- GGC ATT CAC ACC ATC AGT GA -3’
PAPPA1/X_C- (*20685)

délka: 22 bp Tm=617"°C GC:50,0%
sekvence : 5°- CAG TGG GAC ATC ACA GAA GAC A -3’

Pro reakci jsme si zvolili jako templatovou NK ¢cDNA lidské placenty a cDNA HEP-2
bungk. Teplota annealingu navrZend programem byla 61,7 °C. Délka ofekavaného
produktu je 2052 bp. Pro nejvhodnéjsi pribéh PCR reakce jsme zvolili rizné teploty (61,1;
63,2; 64,5 °C) annealingu a raznou koncentraci Mg”" iontd (1,5 a 3,0 mM). SloZeni reakéni

smési uvadi Tab. 5.
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Tab.5 SloZeni reak¢ni smési pro PCR pappa C (v ul).

H;O 10,5 g uvodni denaturace : 95 °C 2 min
Pufr 1,6 1,5 denaturace : 95 °C 20s
MgCl, 0 1,5 annealing : 58-65°C 1 min
dNTP 2 2 polymerace : 72°C 2 min
PAPPAT1/X C+ 0,2 0,2 pocet cykld 30x
PAPPA1fX_C- 0.2 0,2 | zavéreénd polymerace: 72°C 10 min
Isis Pol 06 0,6

DNA 1,4 1.4

Produkty jsme po amplifikaci nanesli v mnoZstvi 15 pl reakéni smési a 3 pul BF na 1%
na agar6zovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili 1 kb ladder

Fermentas. NamnoZenou DNA jsme izolovali z gelu pomoci metody TaKaRa RecoChip.

Izolace DNA z gelu metodou TaKaRa RecoChip

Po predchozi elektroforéze jsme pfenesli agarozovy gel na UV lampu. Pfed vybranym
tsekem DNA (tj. dale od jamek) jsme gel roziizli pomoci pfiloZzeného noze a do vzniklé
mezery jsme opatrné vloZili TaKaRa RecoChip membranu. Gel jsme opét odnesli na
elektroforézu. Po cca 5 min se DNA nachytala na membranku, membranu jsme vytahli
pinzetou a vloZili do 2 ml zkumavky. Tu jsme centrifugovali pfi 5000 rpm po dobu 5 s.
Takto lze ziskat 30 — 50 pl DNA.

4.1.2.2. pappa_B =stred genu
Druhy pér primert,, PAPPA1/X_B+ (*206S2) a PAPPA1/X_B- (*206S3), jsme navrhli

tak, aby amplifikoval stfed genu. Primer PAPPA1/X B- obsahuje sekvenci, ktera

umoZiiuje $tépeni pomoci enzymu Bgl II, éehoZ vyuZijeme v pozd€j$im klonovani. Usek

jsme pojmenovali pappa_B. BliZi popis jednotlivych primert je zndzorn&n v tabulce 6.
Tab.6 Zvolené primery PAPPA1/X B+ a PAPPAI1/X B- ajejich charakteristika.

PAPPA1/X_B+ (*206S2)

délka : 20 bp Tm=59,9°C GC:50,0%
sekvence : 5- TCG TGA AGC AGAAGG TCATC -3’
PAPPA1/X_B- (*206S3)

délka : 26 bp Tm=5699°C GC:46,2%
sekvence : 5'- AGATCT ATC ACC TTG GTT CGA ACA
AC -3

Jako templatovou DNA jsme zvolili cDNA lidské placenty a ¢cDNA HEP-2 bunck.
Optimalni reakéni teplota je 59,9 °C, délka produktu je 954 bp. Pro vhodné&)3i prub¢h PCR
reakce jsme zvolili rizné teploty annealingu (60,0; 62,2 a 64,0°C) a riznou koncentraci

Mg?" iontd (1,5 a 3,0 mM). SloZeni reakéni smési je stejné jako v minulém pfipade
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(Tabulka 5) cyklus jsme nechali prob&hnout 35x. Po amplifikaci byly produkty naneseny
v mnozstvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF na 1% agar6zovy gel s ethidium bromidem. Jako
hmotnostni standard jsme pouzili 1 kb ladder Fermentas. DNA jsme izolovali z gelu

pomoci metody TaKaRa RecoChip.

4,1.2.3. pappa_Il = konec genu
Tieti par primera, PAPPA1/2 2+ (*18515) a PAPPA1/2 2- (*18516), byl navrZeny

tak, aby mnozil konec genu. Produkt jsme pojmenovali pappa_II. BliZ3i popis jednotlivych
primeri je znazomén v tabulce 7.
Tab.7 Zvolené primery PAPPA1/2_2+ a PAPPA1/2 2- ajejich charakteristika.

PAPPA1/2_2+ (*18515)

délka : 20 bp Tm=861,8°C GC.550%
sekvence : 5- AGG TGT GTC GAACCAAGG TG -3°
PAPPA1/2_2-(*18516)

délka : 20 bp Tm=61,8"°C GC:550%
sekvence : 5- CCAATG TGA GTC CTT CCT GG -3°

Jako templatovda DNA byla zvolena cDNA lidské placenty a cDNA HEP-2 bunék.
Optimalni reakéni teplota je 61,8 °C, délka produktu je 1900 bp. Pro vhodnéjSi prabéh
PCR reakce jsme zvolili razné teploty annealingu (58,0; 60,0; 62,2; 64,0 °C). SloZeni
reakéni smési je stejné jako v minulém piipad¢ (Tabulka 5). Cyklus jsme nechali
prob&hnout 35x. Po amplifikaci jsme produkty nanesli na 1% agardzovy gel s ethidium
bromidem v mnozZstvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF. Jako hmotnostni standard jsme
pouzili 1 kb ladder Fermentas. DNA jsme izolovali z gelu pomoci metody TaKaRa

RecoChip.
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4.1.2.4. Hybridizace usekd pappa_B a pappa_C — pappa_BC

Hybridizaci pappa_B a pappa_C umozZnil pfekryv sekvence obou namnoZenych PCR

s nidslednou PCR reakci

fragmentd, jenZ je znazorn&n na Obr.7.

2601

2651

2751

2801

2851

CCCAATGCCC
GGGTTACGGG

CTGA
CAGTAGGACT

CCARATTCAG
GGTTTAAGTC

TCAAGGCTGC
AGTTCCGACG

CTCTGACCAT
GAGACTGGTA

GCTGTCAATG
CGACAGTTAC

GGGTCCTCAG
CCCAGGAGTC

PAPPAL/X B+ —

TGCAGCCCAT
ACGTCGGGTA

TGTTGAACAG
ACAACTTGTC

CTGTCAACCC
GACAGTTGGG

TACCTCGAGC
ATGGAGCTCG

TTGGGTGACC
AACCCACTGG

ACATCAAACT
TGTAGTTTGA

AATGTCTTCT

CAGGACACTG
GTCCTGTGAC

CCCTGTAAGT
GGGACATTCA

ACACACGGTT
TGTGTGCCAA

TGGAGTTCCT
ACCTCAAGGA

TTTGTCTCCA
AAMCAGAGGT

GTTGGCTGTC
CAACCGACAG

GTGATGTCCC

— PAPPAL/X C

cacceci

CTCGGGEAGCA

CCAGTGTCCG
GGTCACAGGC

CCTCCAGCCT
GGAGGTCGGA

CTACCCCTTG
GATGGGGAAC

CTGACTGGGA
GACTGACCCT

AGTGGGAAGA
TCACCCTTCT

ACTGACCATC
GGTAG

CTTCGTCTTC

CACCTGGAGC
GTGGACCTCG

GCCCTGAGCC
CGGGACTCGG

GTCCCTGAGT
CAGGGACTCA

CTCTAGTGGA
GAGATCACCT

ACATCTCCCT
TGTAGAGGGA

AGACTCTGGG
TCTGAGACCC

Obr. 7 Sekvence mRNA, jenZ znézoruje piekryv dseki pappa_C a pappa_B. Tato &st sekvence ({ervent)
ndm umoznila hybridizovat &asti pappa_B a pappa_C. modfe jsou vyznatena mista pro piisluiné primery.
(navrZeno programem Vector

Hybridizaci jsme provedli ihned po uvodni denaturaci pfimo v reakéni smési pro PCR
pappa_BC. Pro namnoZeni celého useku ,,BC* jsme programem Vektor NTI® vybrali pro
tuto reakci novy par primerd : pQE_pappa C+ (*213Z5) a jiz pouZity PAPPA1/X B-
(*20653). Charakteristika primerd je uvedena v tabulce 8.

Tab.8 Zvolené primery pQE_pappa_C+ a PAPPA1/X_B a jejich charakteristika.

pQE_PAPPA_C+ (*213Z5)

délka: 25 bp Tm=64°C GC:60%
sekvence : 5-CCC GGG GCA TTC ACA CCATCA GTG A-3~
PAPPA1/X_B- ("206S3)

délka : 26 bp Tm=59,9 °C GC:462%
sekvence : 5°- AGA TCT ATC ACC TTG GTT CGA ACA AC -3’

DNA, kterou jsme pouZili pro PCR reakci, je produkt pfedchozich PCR reakci —
pappa_B a pappa_C v hmotnostnim pomé&ru 1 : 2. Zvolend optimalni tepiota pro tuto reakci
byla 64 °C, délka pfedpokladaného produktu pappa BC piedstavuje 2713 bp. Pro
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optimalizaci reakce jsme zvolili rizné koncentrace Mg2+, a to 1,5 a 3,0 mM Mg2+.
Reakéni profil a sloZeni smési uvadi Tab. 9.

Tab.9 SloZeni reakéni smési hybridizaci pappa B s pappa C a PCR pappa BC (v pl).

H20 26,4 22,4 Uvodni denaturace : 95 °C 3 min
Pufr 4 4 hybridizace : 72°C 30s
MgSO4 0 4 denaturace : 95°C 20s
dNTP 2 2 annealing : 64 °C 1 min
pQE_pappa_C+ 0,8 0.8 polymerace : 72°C 3 min
PAPPA1/X_B- 0,8 0,8 pocet cykin 356 x

Isis Pol 2 2 | zavéreéna polymerace: 72°C 10 min
DNA 4 4

Po amplifikaci byly produkty naneseny v mnozstvi 40 pl reakéni smési a 6 pl BF na
1% agarozovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili 1 kb

ladder. DNA jsme izolovali z gelu pomoci metody TaKaRa RecoChip.

4.1.3. Klonovani do plazmidu pCR4Blunt-TOPO

4.1.3.1. VloZeni insertu pappa_II do pCR4Blunt-TOPO
Jako templatovou DNA jsme vybrali purifikovanou pappa_lI, kterou jsme ziskali

v piedeslé PCR reakci pii syntéze pomoci primeri PAPPAI/2 2+ (*18515) a
PAPPAL/2 2- (*18516). Tento insert (pappa_ II) jsme vloZili do vektoru
pCR4Blunt-TOPO. Takto jsme dostali plazmid pCR4Blunt/pappa II. Tento plazmid jsme
zaklonovali do kompetentnich bun€k DH5-a.

Ligace

Dle Tab. 10 jsme smichali vodu , insert a vektor a nechali jsme ji 20 minut stat pfi
pokojové teplot&. Poté jsme piidali roztok CaCl; a smés jsme nechali 5 minut stat na ledu.
Slozeni liga¢ni smési uvadi Tab. 10.

Tab.10 SloZeni ligani smé&si (v pl).

1. 2.
insert | pappa_ll 1.5 4
salt solution 05 1
sterilni voda 0.5 0
vektor | pCR4Blunt-TOPO 0,5 1
celkovy objem 3 6

Plazmid pCR4Blunt/pappa II jsme vloZili pomoci transformace do kompetentnich

ONE SHOT bunék, k selekci jsme pouzili kanamycin.
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Transformace

Ke 3 pl ligadni smési jsme piidali 27 pl vody, promichali a poté jsme pfidali roztok
kompetentnich bungk a smé&s jsme nechali stat 30 minut na ledu. Béhem této doby jsme si
predehiali agarové misky s prisluinym antibiotikem (Ampicilin o koncentraci 50 mg/ml
pro low-copy plasmidy; 100 mg/ml pro high-copy plastidy nebo Kanamycin o koncentraci
50mg/ml pro plazmid pCR4Blunt-TOPO) a SOC médium, rozdélené po 1 ml, na 37 °C.
V cykléru jsme provedli tepelny Sok okamzitym zahfatim smési na 42 °C po dobu 90 s.
Poté jsme smés ihned pfenesli na 5 — 10 minut na led. Buiiky jsme pfidali do SOC média a
nechali jsme ji inkubovat ve vodorovné poloze 1 hodinu pii 37 °C na tfepacce. Smés jsme
centrifugovali 2 minuty pfi 5000 rpm, vytvofila se nam peleta. Odpipetujovali jsme 700 -
800 pul a ve zbytku média jsme peletu rozpustili. VyZihanou hokejkou jsme nanesli kulturu
na pfedehfaté agarové misky a nechali jsme ji inkubovat pfes noc pii 37 °C. Druhy den
jsme kolonie pfenesli sterilnim péritkem na novou agarovou misku s antibiotikem
(pfedehfatou na 37°C). Pératko jsme poté vhodili do tuby se 2 ml pfedehiatého LB média
s antibiotikem. Misky jsme pies noc uloZili k inkubaci pii 37 °C, 2 ml tuby s LB médiem
jsme nechali za stalého tfepani inkubovat téZ pii 37 °C pfes noc. Z narostlych kultur jsme
vyizolovali DNA, kterou jsme pouZili pfi ovéfeni vioZené sekvence.

Média a pudy:

SOC médium: 0,5 % (w/v) yeast extract; 2 % (w/v) trypton; 10 mM NaCl; 2,5 mM

KCl; 10 mM MgCI2; 20 mM MgS04; 20 mM glukéza (100 kPa,
120 °C, 20 min)
LB médium: 0,5 % (w/v) yeast extract; 1 % (w/v) tryptone; 0,5 % (w/v) NaCl

Ptiprava: Promichali jsme 5M roztok NaOH, upravili jsme pH na 7.0
a 20 min jsme ho autoklavovali (100 kPa, 120 °C, 20 min)

LB agar: na 1 litr LB média 15 g agarézy nebo bacto-agaru; ampicilin jsme
pridali po autoklavovani (100 kPa, 120°C, 20 min) a zchladnuti pod
50°C.

Izolace DNA po transformaci pomoci Kitu Imisorb® Spin Plasmid Mini Kitu
1. E. coli vyrostlé v jedné kolonii na pevné pud¢ jsme pfeockovali do 2 ml LB média

s ampicilinem a nechali jsme ji kultivovat pfes noc pii 37°C v tfepacim inkubitoru.
2. Réano jsme bakterie zcentrifugovali 15 min pfi 5500x g za teploty 4°C.
Supernatant jsme odstranili pelivym odsdtim a bakterialni peletu jsme

resuspendovali ve 200 pl nesuspenda¢nim roztoku
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3. Ptidali jsme 250 pl lyzagniho roztoku a pomalou inverzi jsme smés promichali.
(Tento krok nema trvat déle nez 5 min, aby nedo$lo k lyze chromozomélni DNA,
kter4 by se v pfipadg rozitépeni nesraZela a kontaminovala by plazmidovou DNA.)

4. Piidali jsme 250 pl stop roztoku a pomalou inverzi jsme smés promichali. Potom
jsme smés zcentrifugovali pfi maximalnich otd¢kéach 3 min.

5. Supernatant jsme vloZili do kolonky, pfidali jsme 200 pl spojovaciho roztoku.
Obracenim zkumavky s kolonkou jsme smés promichali. Zcentrifugovali jsme ji
30 sec pii 9500x g.

6. Filtrat jsme odstranili a kolonku jsme dali 750 pl promyvaciho pufru PL.
Zcentrifugovali jsme ji 30 sec pii 9500x g.

7. Abychom odstranily zbytky promyvaciho pufru, centrifugovali jsme smés pfi
maximadlnich otackach.

8. Kolonku jsme vloZili do &isté zkumavky a na kolonku jsme nanesli 50 pl eluéniho
pufru. Po 2 min inkubovani pfi laboratorni teploté jsme smés 1 min centrifugovali
pti 9500x g.

Ovéreni klonovini

Ovéfeni jsme provedli pomoci restrikénich enzymui, které St€pi plazmid na useky o
znamé délce. Tuto pak snadno odeéteme po elektroforéze z gelu. K ovéfeni jsme pouZili po
péti koloniich z kazdé misky. Jako kontrolni enzymy jsme vybrali BstX I a Nco 1. SloZeni
reakéni smési je uvedeno v tabulce 11.

Tab.11 sloZeni reakéni smési pro ovéreni klonovani (v pl).

BstX | Nco |

Enzymy 0,1 1 0,1 1
10x pufr 1.5 15 1,5 15
10x BSA 0 0 0 0
Vada 10,4 1,4 10,4 104

DNA 3 3

NEB pufr 3 4

°C 55 37
Fragmenty tam:4548,1105;201 tam:3650;1595,609
(bp) zpét4241;1412;201 zpét:2695.2550.609
Kontrola (bp) 3767,976;436;33 linearizuje 5212

Poznamka : Prazdny plazmid se obéma enzymy linearizuje na 3954 bp.
Po tépeni byly produkty naneseny v mnozstvi 15 pl reakéni smési a 3 ul BF na 1%
agar6zovy ge! s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouzili 1 kb ladder

Fermentas. Takto jsme ziskali €isty plazmid pCR4Blunt/pappa II in (5212 bp).
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4.1.3.2. Vlozeni insertu pappa_BC do pCR4Blunt-TOPO
Vitéto reakci je insertem hybridizovany usek pappa BC_in. Vektorem je

pCR4Blunt-TOPO. Vysledny produkt jsme (pCR4Blunt/pappa_BC_in) zaklonovali do
kompetentnich ONE SHOT bungk. Provedli jsme ligaci (postup viz vy3e). SloZeni ligacni
smé&si udava Tab.12.

Tab.12 SloZeni ligatni smé&si (v pl).

1. 2.
insert | pappa_BC in 1,5 1,5
salt solution 05 0,5
sterilni voda 05 0,5
vektor|  pCR4Blunt-TOPO 0,5 0,5
celkovy objem 3 3

Takto jsme si ptipravili pCR4Blunt/pappa_BC_in. Tento plazmid jsme transformovali
do DH5-a bungk. K této reakci jsme pouZili 2 pl liga¢ni smési. Selekei jsme provedli
Kanamycinem (50 a 100 mg/ml). Kolonie jsme pfenesli na novou misku a zaloZili jsme si
2 ml tuby se zsobnim roztokem. Poté jsme si klonovéni ovéfili. K ovéfeni jsme pouzili po
&tyfech koloniich z kazdé misky. SloZeni reakéni smési a pouZité enzymy jsou uvedeny
v tabulce 13.

Tab.13 sloZeni reak&ni smési pro ovéreni klonovani (v pl).

Xrn | Nco |

Enzymy 0,05 0,5 0,1 1
10x pufr 1.5 15 1,5 15
10x BSA 15 15 0 0
Voda 7,95 79,5 9.4 94

DNA 4 4

NEB pufr 2 4

°C 37 37
Fragmenty tam:3412; 3255 tam:2891,1775,1229,772
{bp) zpét:4616; 2051 Zpét:2875:1791;1229,772

Kontrola {bp) 4611; 1395 3448; 1786; 772

Poznamka: prazdny plazmid se ob&ma enzymy linearizuje na 3954 bp.
Po $tépeni jsme produkty nanesli v mnozstvi 15 ul reakéni smési a 3 pl BF na 1%
agarézovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili 2-Log DNA
ladder NEB.
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4.1.4. Klonovani do plazmidu pQE-Trisystem
4.1.4.1. VloZeni pappa_II do plazmidu pQE-Trisystem

4.14.1.1. Modifikace koncii pappa_II sekvence pomoci PCR
s primery provioZeni mist pro enzymy EcoR I a Xho 1

VloZeni restrikénich mist pro enzymy EcoR I a Xho I lze dosdhnout pomoci
navrZzenych primerd PAPPA1/2 2 z TOPO+ (*20680) a PAPPA1/2 2 z TOPO-
(*206S1), kde PAPPA1/2 2 z TOPO+ obsahuje kédujici sekvenci pro EcoR I a
PAPPA1/2 2 z TOPO- pro Xho 1. Bliz3i charakteristiku primert ukazuje Tab. 14.

Tab.14 Zvolené primery PAPPA1/2_2_z TOPO+ a PAPPA1/2_2_z TOPO- a jejich

charakteristika.

PAPPA1/2_2_z TOPO+ (*20650)

délka: 25 bp Tm=64,5°C GC: 52%
sekvence : 5-GAA TTC GGT GTG TCG AAC CAA GGT G-3°
PAPPA1/2_2_z TOPO- (*206S1)

délka : 27 bp Tm=58,1°C GC:58,3%
Sekvence: 5-CTC GAG TTT CCG GCT GTG TTC TTG GGC-3’
Tuéné je vyznadena kédujici sekvence pro restrikéni enzymy EcoR 1a Xho I

Jako matrici pro reakci jsme zvolili plazmid pCR4Blunt/pappa_II_in z miniprepu (spin
plastid MINI kit). Ogekavana délka produktu je 1723 bp. Optimalni teplota annealingu je
64,5 °C. Pro optimalizaci jsme vyuZili teplotni a koncentraéni gradient. Zvoleny gradient
pro koncentraci Mg?* piedstavuje 1,5 a 3,0 mM roztok, pro teploty 62,3; 64,8 a 67,4 °C.
SloZeni reakéni smési udava Tab. 15.

Tab.15 SloZeni reakéni smési pro PCR reakei (v pl).

H20 10,5 9 Uvodni denaturace : 94 °C 2 min
Pufr 1.5 1,5 denaturace : 94 °C 30s
MgCl, 0 1,5 annealing : 60-68 °C 1 min
dNTP 2 2 polymerace . 72°C 2 min
PAPPA1/X_B+ 0,2 0,2 pocet cykld : 30x
PAPPA1/X_B- 0,2 0,2 | zavéretna polymerace: 72°C 10 min
Isis Pol 0,6 06

DNA 1,4 1,4

Po amplifikaci jsme produkty nanesli v mnozstvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF na 1%
agar6zovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili 1 kb ladder

Fermentas. DNA jsme izolovali z gelu pomoci metody TaKaRa RecoChip.

34



Vioien{ insertu pappa_ Il _ex do pCR4Blunt-TOPO

Jako templitova DNA byla zvolena purifikovana pappa_lI_ex po namnoZeni pomoci
primerd pro vloZeni restrikénich mist pro EcoR I .a Xho . Provedli jsme ligaci pappa 1I_ex
do prazdného plazmidu pCR4Blunt-TOPO. SloZeni liga¢ni smési uddva Tab. 16.

Tab.16 SloZeni ligadni smési (v pl).

1. 2.
insert | pappa_ll_ex 1,56 4
salt solution 0,5 1
sterilni voda 0,5 0
vektor|  pCR4Blunt-TOPO 05 1
celkovy objem 3 6

Pfipravili jsme si ligatni smés a s tu jsme zaligovali do kompetentnich ONE SHOT
bunék. Selekci jsme provedli ampicilinem (50 pg/ml). Ovéfili jsme pét kolonii z kazdé
misky pomoci enzym BamH I a Nco 1. SloZeni restrikéni smési uvadi Tab. 17.

Tab.17 Slozeni reakéni smési pro ovéfeni klonovani pCR4Blunt/pappa_II_ex (v pl).

BamH | Neo |
Enzymy 0,05 0,4 0,1 0,8
10x pufr 1,5 12 1,5 12
10x BSA 1,6 12 0 0
Voda 8,95 71,6 10,4 83,2
DNA 3 3
NEB pufr BamH | 4
°C 37 37
Fragmenty 5677 tam:3655; 2022;
(bp) zpét:3122; 2555
Kontrola (bp) 5019, 835 2695, 256560, 609

Poznamka : BamH I nestépi prazdny plazmid, Nco I linearizuje na 3954 bp.
Po $t&peni byly produkty naneseny v mnoZstvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF na 1%
agarézovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostn{ standard jsme pouZili 1 kb ladder

Fermentas.

4.1.4.1.2.  $tépeni plazmidit pomoci enzymii EcoR I a Xho I —
izolace pappa_Il ex
Jako prvni krok jsme si pfipravili usek DNA obsahujici cilenou ¢ast genu pappa_II_ex,

ktery jsme nasledné vloZili do produkéniho plazmidu pQE-Trisystem. Tuto sekvenci
ziskame 3tépenim plazmidi pCR4Blunt/pappa_II_ex a pQE-Trisystem pomoci restrikénich
enzymi EcoR I a Xho I. Pfedpokladana délka fragmentu pappa II je 1717 bp, plazmidu

5651 bp. SloZeni reakéni smési uvadi Tab. 18.
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Tab.18 SloZeni reak&ni smési pro §t&peni plazmidu pomoci RE EcoR 1 a Xho I (v pl).

pCR4Blunt/pappa_l1_ex pQE-Trisystem

EcoR|1 |Xhol EcoR Il |[Xhol
Enzymy 0.2 0,2 0,2 0,2
10x pufr 3 3
10x BSA 3 3
Voda 21,6 21,6
DNA 2 2
NEB pufr EcoR | EcoR |
°C 37 37
Fragmenty 1717 5651bp
{bp} (12;12;3936)

Po 3tépeni jsme produkty nanesli v mnoZstvi 30 pl reakéni smési a 5 pl BF na 1%
agar6zovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili 1 kb ladder

Fermentas a DNA jsme izolovali z gelu pomoci metody TaKaRa RecoChip.

4.14.1.3. Vieieni insertu pappa_II do plazmidu pQE-Trisystem

Ziskanou pappa II_ex jsme zaligovali pomoci T4 DNA ligizy. SloZeni smési udava
Tab. 19.

Tab.19 SloZeni liga¢ni smési (v pl).

DNA smés 30 ng insertu 45 ng insertu
vektor: pQE-Trisystem 50 ng 2,54l 2,5ul
insert: pappa_Il_ex 6 9
voda 8,5 5,5
pufr 2 2
T4 DNA ligasa 1 1
celkem 20 20

Smichali jsme vodu, insert a vektor, po promichéani jsme piidali pufr a ligdzu. Smés
jsme nechali 20 minut stat pfi pokojové teploté a pak jsme 3 pl liga¢ni smési a 27 pl vody
pouZili pro transformaci do kompetentnich DH5-a bungk. Selekci jsme provedli
Ampicilinem (50 pg/ml). Provedli jsme ovéfeni klonovani pomoci enzymu BamH I a

Hinc II (viz Obr.20). SloZeni kontrolni smé&si znazorfiuje tabulka 20.
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Tab.20 SloZeni smé&si pro ovéfeni klonovani (v ul).

BamH | Hinc Il
Enzymy 0,1 1 0,2 2
10x pufr 1,5 15 1,5 15
10x BSA 1,5 15 1,5 15
Voda 7.9 79 7.8 78
DNA 4 4
NEB pufr Udd 3
°C 37 37
Fragmenty 6350;999 4603;2746
{bp)
Kontrola (bp) 5766 3679;2087

Po restrikci jsme produkty nanesli v mnoZstvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF na 1%
agarézovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili 1 kb ladder

Fermentas.

4.1.4.2. vloieni pappa_BC_in do plazmidu pQE/pappa_lI_ex
Jako daldi krok jsme si ptipravili usek DNA ktery obsahuje &ast genu pappa_BC_in.

Tento Usek jsme vioZili do produkdniho plazmidu pQE/pappa_II ex. Sekvence, ktera

umoznila zaklonovani je zobrazena na Obr. 8.

3551
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AGTATCTCAT CAAGACCAGC AATGCCCAGG CTGGGTCATC
TCATAGAGTA GTTCTGGTCG TTACGGGTCC GACCCAGTAG
PAPPA1/2 2+- BglIl
CAGCAGCATC ECAGETGIGTICGAACCAAGE TOATAGE
GTCGTCGTAG GGTCCAEACA
-~ .PAPPALl/X B-
ATTTCCCAGC ATGCCTGGTA CCCTTGCACC ATCAGCTACC
TARAGGGTCG TACGGACCAT GGGAACGTGG TAGTCGATGG
GCTGGCTCAG ACCACTTTTT GGCTCCGGGC GTATTTTTCT
CGACCGAGTC TGGTGAAARA CCGAGGCCCG CATAAAAAGA

ATCGGACAGC
TAGCCTGTCG

CAGTGAAGGC

i GTCACTTCCG

CATATTCCCA
GTATAAGGGT
CAACCAATGG
GTTGGTTACC

Obr. 8 Sekvence mRNA, jen? zndzoriiuje misto, které ndm umoZnilo sloZit cely gen. Zelens je znazornén
iisek pro RE Bgl II, kterym jsme DNA sloutili. Modfe jsou zndzornény mista pro pfisluiné primery.
(navrZeno programem Vector NTI®)

Cilenou &ast jsme si ptipravili §t€penim plazmidu pCR4Blunt/pappa_BC_in pomoci
restrikénich enzymii Xma I a Bgl II. Pfedpokladani délka fragmentu pappa BC_in je
2707 bp.plazzmid 7322 bp (Tab. 21).
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pCR4Blunt/pappa_BC

Tab.21 SloZeni reak&ni smési pro §t&peni plazmidu pCR4Blunt/pappa_BC_in (v ul).

pQE/pappa_ll_ex

Xma | Bgl Il [ Xma | Bgl Il

Enzymy 0,5 0,5 0,5 0,5
10x pufr 3 4 3 4
10x BSA 3 0 3 0

Voda 16,5 5,5 17,8 55

DNA 7 30 57 30
Celkem 30 40 30 40
NEB pufr 4 3 4 3

Fragmenty 2707 7322

(bp) (3960)

Nejprve jsme plazmid $tépili pomoci enzymu Xma I pfi teploté¢ 37 °C pies celou noc.
Nasledovala inaktivace enzymu pfi 65 °C po dobu 20 minut a purifikace na CPG kolonce.

Do zkumavky jsme nanesli 0,6 ml pryskyfice, kterou jsme pfed tim velmi opatmné
promichali. Zkumavku jsme stogili pfi 2900 rpm po dobu 1 min. Tekutinu jsme vylili a do
sttedu pryskyiice jsme nanesli vzorek DNA. Kolonu jsme stocili (2900 rpm/5s). Takto
jsme ziskali pre¢isténou DNA.

Pak jsme teprve $té€pili enzymem Bgl II pii 37 °C pfes noc. Po $tépeni jsme produkty
nanesli v mnoZstvi 30 a 40 pl reak&ni smési a 5-7 pl BF na 0,7% agarézovy gel s ethidium
bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouzili 1 kb ladder Fermentas. DNA jsme

izolovali z gelu pomoci metody TaKaRa RecoChip.

Ovéreni klonovani plazmidu pQE/pappa

Ziskanou pappa BC_in jsme pouZili pro ligaci a nasledné zaklonovani do bunék

DH5-a. Pro reakci jsme si zvolili T4 DNA ligazu. SloZeni reak&ni smési uvadi Tab. 22.
Tab.22 SloZeni ligaéni smési (v pl).

DNA smés 30 ng insertu 45 ng insertu
vektor: pQE/pappa_ll_ex 3,3 33
insert: pappa_BC_in 28 4.2
voda 10,9 9,5
pufr 2 2
T4 DNA ligasa 1 1
celkem 20 20

Dle Tab. 22 jsme smichali vodu, insert a vektor, po promichani jsme pfidali pufr a
ligdzu. Smés se nechala 20 minut stat pfi pokojové teploté a pak se 3 pl ligatni smési a
27 ul vody pouzilo pro transformaci do kompetentnich DH5-a bungk. Selekce - Ampicilin

(50 pg/ml). Udélali jsme miniprep pro £tyfi kolonie z kaZzdé misky a provedly jsme ové&feni
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jejich klonovani pomoci enzymi Xho I a Xmn 1. SloZeni kontrolni smési znazorfiuje

tabulka 23.
Tab.23 SloZeni kontrolni smési (v pl).
Xhol Xmn |
Enzymy 0,05 0,5 0,05 0,5
10x pufr 1.5 15 1.5 15
10x BSA 1,5 15 1,5 15
Voda 7,95 795 7,95 79,5
DNA 4 4
NEB pufr 2 2
°C 37 37
Fragmenty 7518;2511 4392;,3453;2184
(bp)
Kontrola (bp) 5766 3582;2154

Po restrikci jsme produkty nanesli v mnozstvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF na 1%
agar6zovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili 1 kb ladder

Fermentas.

4.1.5. Plazmid pSecTag2/HygroC

4.1.5.1. vlozeni insertu pappa_BC do
pCR4Blunt/pappa_II — pCR4Blunt/pappa

Piipravili jsme si ¢ast obsahujici cileny usek genu pappa_BC_in, ktery jsme nasledné

plazmidu

vloZili do plazmidu pCR4Blunt/pappa_II_in. Tuto sekvenci jsme ziskali St€penim
plazmidu pCR4Blunt/pappa BC_in pomoci restrikénich enzymi Not I a Bgl IL
2726 bp.

pCR4Blunt/pappa Il in $tépenim pomoci stejnych enzymi, pfedpoklidana délka je 5813

Piedpokladand délka fragmentu je Pfipravili jsme si plazmid

bp. SloZeni reak¢ni smési uvadi Tab. 24.

Tab.24 SloZeni reakéni smési pro $té€peni plazmidu pCR4Blunt/pappa BC in a
pCR4Blunt/pappa_II_in (v pl).

pCR4Blunt/ pCR4Blunt/pappa_II_in
pappa BC in
Bgl Il Not | Bgl Il Not |
Enzymy 0,5 0,5 0,5 0.5
10x pufr 3 3
10x BSA 3 3
Voda 13 3
DNA 10 20
NEB pufr 3 3
°C 37 37
Fragmenty 2726 5813
(bp) -3941 -41
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Po Stépeni jsme produkty nanesli v mnozZstvi 30 pl reakéni smési a 5 pl BF na 1%
agarézovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili 1 kb ladder
Fermentas. DNA jsme izolovali z gelu pomoci metody TaKaRa RecoChip. Ziskanou
pappa_BC _in jsme pouzili pro ligaci a nasledné zaklonovani do bunék. Pro reakei jsme si
zvolili T4 DNA ligazu (NEBsloZeni reakéni smési udava Tab. 25.

Tab.25 Slozeni liga¢ni smési (v pl).

DNA smés 1. 2.
vektor:pCR4Blunt/pappa_ll_in 6
insert: pappa _BC_in 11 8
voda 3

pufr 2

T4 DNA ligasa 1 1
celkem 20 20

Poté jsme 3 pl ligaéni smési a 27 ul vody pouzili pro transformaci do kompetentnich
DHS5-a. Buiiky jsme selektovali Kanamycinem (50 pg/ml). Ovéfili jsme klonovani pro 4
kolonie zka?dé misky pomoci enzymi Hinc II I a Xmn I. Slozeni kontrolni smési

znazomiuje tabulka 26.

Tab.26 SloZeni kontrolni smési (v pl).

Hinc Il Xmn |
Enzymy 0,2 2 0.1 1
10x pufr 1.5 15 1,5 15
10x BSA 1,6 15 1,6 15
Voda 7.8 78 7.9 79
DNA 4 4
NEB pufr 3 2
°C 37 37
Fragmenty 5764;1243:1224; 4616:3923;
{bp} 308
Kontrola (bp) 5854 5854

Po restrikci jsme vyt&Zek nanesli v mnoZstvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF na 1%

agarézovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili 1 kb ladder

Fermentas.

4.1.5.2. Modifikace koncu PAPP-A sekvence pomoci PCR
s primery pro vloZeni mist pro enzymy Hind III a Not I
VloZeni restrikénich mist pro enzymy Hind III a Not I lze dosdhnout pomoci

navrzenych primerd PAPPA_HN+ (*235E7) a PAPPA_HN- (*235E8), kde PAPPA_HN+
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obsahuje kodujici sekvenci pro Hind III a PAPPA_HN- pro Not 1. BliZ8i charakteristiku
primert ukazuje tabulka 27.

Tab.27 Zvolené primery PAPPA_HN+ a PAPPA_HN- a jejich charakteristika.

PAPPA_HN+ (*235E7)

délka: 30 bp Tm=615°C GC: 533%

sekvence:5°-CGA AGC TTG GGC ATT CAC ACC ATC
AGT GAC-3’

PAPPA_HN- (*235E8)

délka : 29 bp Tm=61,5"°C GC :59.7 %

Sekvence: 5°-TTG CGG CCG CTTTCC GGC TGT GTT
CTT GG-3'

Tué¢né je vyznaena kodujici sekvence pro restrikéni enzymy.

Jako templat pro reakci jsme zvolili plazmid pCR4Blunt/pappa linearizovany pomoci
enzymi Sca I, pie¢istény na CPG kolonce a 20 x zfedény. Do reakce jsme pfidali Phusion
HF DNA polymerazu (Finnzymes). Pfedpokladana délka produktu je 4420 bp. Optimalni
teplota annealingu je 61,5 °C. Pro zvySeni vynosu jsme vyuZili teplotni gradient (61,0 a
64,0 °C). SloZeni smési pro PCR reakci uvadi Tab. 28.

Tab.28 SloZeni reakéni smési pro modifikaci koncti (v pl).

H20 10,5 9 uvodni denaturace: 98 °C 30s
Pufr 1,5 1.5 denaturace : 98 °C 10s
MgCl, 0 1,5 annealing : 61-64 °C 30s
dNTP 2 2 polymerace : 72°C 2 min
PAPPA1/X_B+ 02 02 pocet cykll ; 30 x
PAPPA1/X_B- 0,2 0,2 | zavéreéna polymerace : 72 °C 10 min
polymerasa 0,6 0,6

DNA 1.4 1,4

Po amplifikaci jsme produkty nanesli v mnoZstvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF na
0,7% agarézovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili 1 kb
ladder Fermentas. DNA jsme izolovali z gelu pomoci metody TaKaRa RecoChip. Takto
jsme ziskali &istou pappa_HN pro vloZeni do plazmidu pCR4Blunt-TOPO.

Jako templat jsme pouZili purifikovanou pappa HN, kterou jsme namnoZili v ptedeslé
PCR reakci. Tento insert vloZime do vektoru pCR4Blunt-TOPO. SloZeni ligaéni smési
udava tabulka 29.

Tab.29 SloZeni ligadni smési (v pl).

1.
insert | pappa_HN 2
salt solution 0,5
sterilni voda 0
pCR4Blunt-
vektor [ TOPO 0,5
celkovy objem 3
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Tak ziskame plazmid pCR4Blunt/pappa HN. Tento plazmid jsme transformovali do
kompetentnich ONE SHOT bunék. Buriky jsme selektovali Kanamycinem (50 pg/ml).
K ovéfeni pouzili 4 kolonie. Ové&feni kloovani jsme provedli pomoci RE Not [ a Xmn L
SloZeni reakéni smési je uvedeno v Tab. 30.

Tab.30 SloZeni reakéni smési pro ovéteni klonovani (v pl).

Not | Xmn |
Enzymy 0,2 2 0,1 1
10x pufr 1,5 15 1,5 15
10x BSA 1,6 15 1,5 15
Voda 7.8 78 7.9 79
DNA 4 4
NEB pufr 3 2
°C 37 37
Fragmenty tam:8354,20 tam:4962;3412
(bp) Zpét4432;3942 zpét.4616;3758
Kontrola {(bp) 5854 5854

Produkty jsme nanesli v mnoZstvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF na 1% agar6zovy gel

s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili I kb ladder Fermentas.

4.1.5.3. Vlozeni insertu pappa_HN do plazmidu
pSecTag2/HygroC — pSecTag2/pappa_HN
Pripravili jsme si isek DNA obsahujici gen pappa_HN a ndsledné jsme ho vloZili do

ptipraveného plazmidu pSecTag2/HygroC (5688 bp). Tuto sekvenci jsme ziskali St€penim
plazmidu pCR4Blunt/pappa HN pomoci restrikénich enzymi Hind III a Not L
Piedpokladana délka fragmentu je 4413 bp. Takto jsme si pfipravili i plazmid
psecTag2/HydroC (5688 bp). SloZeni smé&si pro restrikci uvadi Tab. 31.
Tab.31 SloZeni reakéni smési pro §t&peni plazmidu pCR4Blunt/pappa_HN (v pl).
pCR4Blunt/pappa HN  pSecTag2/HygroC

Hind Il Not | Hind Il Not |
Enzymy 0,2 04 0,2 0,4
10x pufr 3 3
10x BSA 3 3
Voda 34 214
DNA 20 2
NEB pufr 3 3
°C 37 37
Fragmenty 4413 5688
(bp) (3941;20)
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Po restrikci jsme produkty nanesli v mnozstvi 30 pl reakéni smési a 5 pl BF na 1%
agardzovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouzili 1 kb ladder
Fermentas a DNA jsme izolovali z gelu pomoci metody TaKaRa RecoChip. Produkt jsme
zaligovali do plazmidu pSecTag2/HygroC. SloZeni reak&ni smési udava Tab. 32.

Tab.32 Liga¢ni smés (v ul).

DNA smés 50 ng insertu
vektor: pQE-Trisystem 50
ng 3,6
insert: pappa_HN 10
voda 3.4
pufr
T4 DNA ligasa 1
celkem 20

3 pl ligagni smési a 27 pl vody jsme smichali pro transformaci do kompetentnich DHS-
o bun&k. Selekci jsme provedli ampicilinem (50 pg/ml). Ovéfili jsme klonovani pro 4
kolonie z kazdé misky. Slozeni kontrolni smési a kontrolni enzymy uvadi tabulka 33.

Tab.33 Slozeni kontrolni smési (v pl).

Xho | Bal !l
Enzymy 0,05 0,4 0,1 0,8
10x pufr 1,5 12 1,5 12
10x BSA 1,5 12 0 0
Voda 7,95 79,5 64 94
DNA 4 4
NEB pufr 2 3
°C 37 37
Fragmenty 568 6401
{bp) 2533 3700
Kontrola (bp) 5753 5753

Produkty jsme nanesli v mnoZstvi 15 pl reak&ni smési a 3 pl BF na 1% agarézovy gel
s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouzili 1 kb ladder Fermentas.
Z ovéfovanych kolonii jsme vybrali jednu spravnou kolonii, za které jsme pfipravili
zasobni roztok a pomoci MIDI kitu jsme vyizolovali DNA, stanovili jsme
spektrofotometricky koncentraci (viz kap. 4.2). DNA jsme pouZili pro naslednou sekvenaci
a transfekci do savéich bunék pro produkei cilového proteinu. Produkci jsme ovéfili
metodu ELISA.
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Jzolace DNA pomoci Qiagen Plasmid Midi Kitu a pFiprava zasobnich roztoki

1. Pfiprava startovaci kultury: Inokulovali jsme 2 ml LB média s antibiotikem
a 8 hod jsme ho inkubovali pfi 37°C na tfepacim inkubétoru pfi 150 otd¢kach/min.

2. Po 8-mi hodinové kultivaci jsme pfipravili dva 0,5 ml bunééné zisobni
roztoky.

3. Startovaci kulturu jsme nafedili 1/500 do 25 ml LB média. Buiky jsme
inkubovali 12 - 16 hodin pii 37°C za tfepéni pfi 150 otackach/min. Objem tfepaci
nadoby byl 4x vét$i nez objem meédia.

4, Centrifugace 15 min 6000x g pii 4 °C.

5. Peletu jsme resuspendovali ve 4 ml pufru P1 na vortexu.

6. Ptidali jsme 4 ml pufru P2 a pfevracenim zkumavky 4 - 6x jsme smés jemné
promichali a pfi laboratorni teplot& jsme inkubovali 5 min. ( ne déle nez 5 min)

7. Piidali jsme 4 ml ledového pufru P3 a pfevracenim zkumavky 4 - 6x jsme
smés jemné& promichali. 15 minut se inkubuje na ledu.

8. Centrifugace 45 min pii 5500x g za teploty 4°C. Thned poté jsme odsali
supernatant obsahujici plazmidovou DNA do nové tuby.

9. Supernatant jsme znovu centrifugovali 45 min pfi 5500x g za teploty 4°C.
Supernatant jsme odsali do nové tuby.

10. Kolony QIAGEN-tip 100 jsme ekvilibrovali pfidanim 4 ml pufru QBT,
nechali jsme smés volng prokapat kolonou az meniskus doséhl horni frity kolony.

11. Supernatant jsme nalili do kolony a nechali jsme kolonou volné prokapat.

12. Kolonu jsme promyli dvakrat 10 mi pufru QC.

13. DNA jsme vymyli 5 ml pufru QT.

14.DNA jsme precipitovali pfidanim 3,5 ml (0,7 objemu) isopropanolu (lab.
teplota) k eluované DNA. Smés jsme promichali a centrifugovali 60 min pfi 5500x
g za teploty 4°C. Supernatant jsme optrné odstranili.

15. Peletu jsme promyli 2 ml 70% ethanolu a 20 min se centrifugovali pfi
5500x g. Supernatant jsme opatrn& odstranili.

16. Peletu jsme ususili (jeji barva se zméni z bilé na prihlednou, nutné hlidat).

DNA se rozpustili v pfisluidném objemu TE pufru, pH 8,0 nebo Tris-Cl, pH 8,5.

roztoky:
TE pufr pH 8,0: 10 mM TrisCl, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0
Roztok na zamrazeni Stoku: 65% glycerol (v/v)
0,1 M MgSO,

0,025 M Tris-HCI pH 8,0
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sckvenace
Nejdiive jsme si pomoci elektroforézy urili koncentraci DNA na 0,7-1,5%
agar6zovém gelu, Nanesli jsme 3 pl plazmidové DNA z miniprepu. Udélali jsme si PCR
reakei produktu a ten jsme pak precistili na CPG kolonce. Porovnali jsme ji s kontrolnim
plazmidem Ko SEQ (1 pl).

Tab.39 Slozeni reakéni smési pro sekvenaci
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems

Va
RRM Ready reaction mix 2l
5xSP 5x Sequencing buffer 3 pl
primer 4 pmol plasmid tj. 2 nl /3 pl (2 pmol/pl)
DNA 200 ng plasmid
voda do 20 pul
Tab. 40 Profil reakce pro sekvenovani
Gvodni denaturace:  95°C 1 min
denaturace : 96 °C 10s
annealing : 50 °C 5s
polymerace : 64 °C 4 min
ochladit 4°C
pocet cykll : 30 x
ztodeni

Po sekvenaténi PCR jsme ke kazdému vzorku piidali 2,2% SDS do konetné
koncentrace 0,2% (do 20 pl sekvenaéni reakce 2 pl), smés jsme dikladng promichali a
nechali jsme ji denaturovat (96°C/5min), zchladili jsme ji (25°C/10 min) a stoili.

Denaturovany PCR produkt jsme pfeéistili pomoci DyeEx kolonek (QIAGEN).
Jemnym promichanim jsme v koloné resuspendovali pryskyfici, uvolnili jsme vicko
(jemnym pooto&enim, cca o % ), odlomili jsme spodni uzavér a kolonu jsme vloZili do 2 ml
zkumavky. Zkumavku jsme centrifugovali 750 xg / 3 min a kolonku jsme odstranili — eluat
obsahuje Eistou DNA).Vzorek jsme vysusili na koloto&i — cca 20 min. K ¢isté krystalické
DNA jsme pridali 20 pl deionizovaného formamidu (HiDi), smés jsme dikladng rozpustili
jemnym pipetovanim (10 — 15 min). Cely objem jsme nanesly na desti¢ku a tu jsme dali na
denaturaci pti 95 °C / 5 min a poté jsme desti¢ku ihned umistnili na led.

Vlastni sekvendni analyza probiha pomoci piistroje 3100-AvantTM Genetic, Applied
Biosystem.Vyhodnoceni ziskanych sekven¢nich dat jsme provedli pomoci programu
Seqencing analysis a porovnanim sekvenci s databazi pomoci potitaového programu

Vector NTI®
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5. Vysledky

5.1. NamnoZeni jednotlivych useku
Zkouseli jsme namnozit celou cDNA pomoci PCR reakee, coZ se nepovedlo, nebot’ se

cDNA nepomnozila. NamnoZeni cDNA se nezdafilo, ani kdyZ jsme cDNA zkusili
pomnoZit tak, aby se nam pomoci navrzenych primerii namnoZila na dvé ¢asti. Optimalni

se ukazalo namnoZeni na tfi useky.

51.1. pappa_C = zadatek genu

Pomoci primeri PAPPA1/X C+ (*206S4) a PAPPA1/X_C- (*206S5) jsme namnoZili
podateéni usek ¢cDNA - pappa C (2052 bp). Amplifikace probihala v teplotnim a
koncentraénim gradientu (viz experimentalni &ast). Teplota na pribéh reakce neméla
vyrazny vliv (Obr. 9), proto jsme zvolili jako optimalni teplotu 64,5, kterou navrhl
program Vector NTI®. Naopak, rozdily v koncentraci hofe¢natych iontd jsou na prvni
pohled zietelné, intenzita prouzka znatelné klesd pfi vy33i koncentraci stejné tak, jako
jejich ostrost, proto jsme zvolili koncentraci 1,5 mM Mg”*. Mnohem lépe se namnozily
useky cDNA pochazejici z HEP-2 bunék.

Obr.9. PCR pappa C 1,5mM Mg® a 3,0mM Mg”
pomoci primerii PAPPAL/X C+ (*20654) a PAPPAL/X C- (*20655)

Legenda k Obr.9
jamka 1 2 3 4 5 6 7 8
tann  |M 61,1 63,2 64.5 M 61,1 63,2 64,5
Mg”* 1,5 3




Produkty jsme po amplifikaci nanesli v mnoZstvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF na 1%
na agar6zovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouZili 1 kb ladder
Fermentas. Fragment pappa C jsme izolovali zgelu (jamka ¢ 4) a pouZili pro

spojeni s pappa_B.

5.1.2. pappa_B = stfed genu
Pomoci primeri PAPPA1/X B+ (*206S2) a PAPPA1/X_B- (*20683) jsme namnoZili

tsek pappa_B (954 bp). Reakce probéhla za teplotniho a koncentraéniho gradientu. Z gelu
( Obr.10) bylo patrmé, Ze vliv teploty ve zkoueném rozmezi je maly, stejné jako vliv

koncentrace hofeén

atych ionta. BliZ8i popis profilu reakce je v experimentalni ¢asti.
- e %, 5 .'u-l_---l-- e v

=8

Obr.10. PCR pappa_B 1,5mM Mg** a 3,0mM Mg*" pomoci
primerd PAPPA1/X_B+ (*206S2) a PAPPA1/X_B- (*20653)
Legenda k Obr.10:

jamka | 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12
tann | 60 | 622 | 64 60 [ 622 | 64 M 60 | 62,2 64 M
Mg2+ 1,5 3

Tato &ast se mnohem lépe namnoZila zcDNA placenty. Produkty jsme nanesli
v mno2stvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF na 1% agarozovy gel s ethidium bromidem. Jako
hmotnostni standard jsme pouzili 1 kb ladder Fermentas. DNA jsme izolovali z gelu

(jamka &. 9 a 10). Tento tsek jsme pozdéji hybridizovali s pappa_C.

51.3. pappa_ll = konec genu
Po amplifikaci Gseku lidské cDNA, za raznych teplotnich podminek, pomoci primeri

PAPPA1/2 2+ (*18515) a PAPPA1/2_2- (*18516) jsme produkty nanesli na 1%
agarozovy gel sethidium bromidem vmnoZstvi 15 pl reakéni smési a 3 pl BF.

Elektroforeogram (Obr. 11) neprokézal vyznamnéjsi vliv teploty na priib&h reakce, proto
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jsme zvolili teplotu, kterou ndm vybral program Vector NTI. Koneéné shrnuti reakéniho

profilu viz.. Experimentalni &ast Tab. 5.

Obr.11. PCR pappa_II pomoci primeri
PAPPA1/2_ 2+ (*18515) a PAPPA1/2_2- (*18516)

Legenda k Obr.11:

jamka| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
tann | 58 | 60 | 622 | 64 58 | 60 |622| 64
cDNA dT pappa M

Jako hmotnostni standard jsme pouzili 1 kb ladder Fermentas. DNA jsme izolovali

z gelu (jamky &.2, 3, 6 a 7) Takto jsme ziskali &ast pappa_II pro dalsi praci s plazmidy.

5.1.4. Hybridizace usekil pappa_B a pappa_C — pappa_BC
s naslednou PCR reakci
Z piedchozich PCR reakei jsme dostali vhodné pomnoZené tseky pappa B a pappa_C,

které jsou nanoZeny tak, aby se &ast jejich koncti prekryvala. Diky tomu Ize tyto dva useky
pohodIné hybridizovat ptimo v reakéni smési pro PCR. Templatové DNA jsme vloZili do
smési v poméru 1:2. Pro tuto reakci jsme zvolili primery pQE_pappa_C+ (*213Z5) a
PAPPA1/X B- (*206S3). Reakei jsme provedli za teplotniho a koncentradniho gradientu.
Z Obr. 12 je patrny vliv koncentrace hofegnatych iontl na prib&h reakce, jenZ je nepfimo
umémy. Je zde také vidét, Ze prouzky na elektroforeogramu nejsou dostate¢né ostre,
nejspié proto, Ze jsme do reakce piidali koncentrovangj$i templatovou DNA. Profil reakce

je uveden v experimentalni Casti.
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1

Obr. 12. Hybridizace a PCR pappa_Bé pomoci primer-ﬁ“]'a_QE_

2 3 4 5 6 7 8

. Pappa BC 3,0mM Mg** Pappa BC 1,5mM Mg*
i b 5 Vi A ' 10x

el - fanlx

pappa C+ (*213Z5) a PAPPAL/X_B- (*206S3)

Legenda k Obr.12

jamkal 1 | 2 | 3 4 5 6 | 7 | 8
tann 64 M M 64
| Mg2+ 3 15

Po amplifikaci byly produkty naneseny v mnoZstvi 40 pl reakéni smési a 6 i BF na
1% agardzovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard jsme pouzili 1 kb

ladder NEB. Izolovali jsme jamky €. 3 a 6. Takto jsme ziskali usek pappa_BC, ktery

vyuZijeme k pozdéjsimu kone¢nému sloZeni DNA pro pappa.

5.2. Plazmid pCR4Blunt-TOPO

5.2.1. Ovéfeni klonovani cilové sekvence plazmidu
pCR4Blunt/pappa_ll

Pro zaklonovani do plazmidu pCR4Blunt-TOPO jsme jako insert vybrali purifikovany
PCR produkt pappa_II (viz. vyse). Po transformaci jsme vybrali 4 kolonie z kazdé misky
(vyrostlo cca 200 kolonii), ze kterych jsme izolovali a otestovali DNA pomoci restrik¢nich
enzymi BstX I a Nco I. Hledany klon je v jamce &. 4 (Obr. 13-14). Aby byla zajiSténa
specifita, pouzili jsme jako kontrolu (KO) plazmid pCR4Blunt/eno2. Enzym BstX I 3tépil
DNA na 3 fragmenty ( na rozdil od kontrolniho plazmidu — 4 fragmenty). Restrikce timto
enzymem probihala obtizng, proto jsou na elektroforeogramu vidét i jiné prouzky

(nedo3tépeny plazmid). Enzym Nco I $t&pil DNA také na 3 fragmenty, zatimco kontrolni

vzorek pouze linearizoval.

49




pCR4Blunt/p

4241 bp

1412 bp

201 bp

Obr.13. Ovéfeni klonovani pCR4Blunt/pappa_II pomoci enzymu BstX 1
Legendak Obr. 13

jamka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
kolonie| M Al A2 A3 Ad B1 B2 B3 B4 KO
enzym BstX |
Al-4 a B1-4 — vzorky kolonii, pismeno udévéa misku, ze které byla kolonie odebréna; €islo uvadi oznageni
kolonie.

Obr.14. Ovéfeni klonovani pCR4Blunt/pappa_II pomoci enzymu Nco |
Legenda k Obr.14

jamka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
kolonie M Al A2 A3 A4 B1 B2 B3 B4 KO
enzym Nco |

Takto jsme ziskali sty plazmid pCR4Blunt/pappa Il in (5212 bp), pro vloZeni

restrikénich mist pro EcoR I a Xho
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5.2.2. Ovéfeni klonovani cilové sekvence plazmidu
pCR4Blunt/pappa_BC

Pro zaklonovéni useku cDNA papp_BC (viz.. vy¥e) jsme zvolili plazmid pCR4Blunt-
TOPOQ. Po transformaci vyrostlo na agarézové pide s kanamycinem 60 bakteridlnich
kolonii. Pro otestovéani klonovani jsme si vybrali 4 kolonie z kazdé misky. Plazmidovou
DNA jsme izolovali a otestovali jsme ji restrikénimi enzymy Xmn I a Nco I (Obr.15-16).
Profil restrikéni reakce je uveden v experimentalni ¢asti. Jako kontrolni vzorek jsme zvolili
plazmid pCR4Blunt/pappa_C_in. RE Xmn I $t€pi klon na dvé& &asti (4616 bp a 2051 bp),
kontrolni vzorek (KO) se §tépil také na dva fragmenty (4611 bp a 1395 bp). RE Nco I ndm
5t&pil hybridni plazmid na 4 fragmenty (2857 bp, 1791 bp, 1229 bp a 772 bp), zatimco KO
stépil na 3 fragmenty (3448 bp, 1786 bp a772 bp).

By s B s e i B g il o 2l 0/ 115012
pCR4Blunt/pappa BC '

2051 bp 1395 bp

Obr.15. Ovefeni klonovani pCR4Blunt/pappa_ll pomoci enzymu Xmn [
Legenda k Obr. 15

jamka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
kolonie| M A1l A2| A3| A4| B1 B2| B3| B4|KO M
DNA PBCA PBC2

enzym Xmn |
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pCR4Blunt/pappa 11

_ 3443@

L) bp- - : M 'bp
Obr.16. Ovéfeni klonovani pCR4Blunt/pappa_ Il pomoci enzymu Nco |
Legenda k Obr.16
jamka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
kolonie| M A1l A2 | A3 | A4 B1 B2 | B3 | B4 [KO
DNA PBC1 PBC2
enzym Nco |

Takto jsme ziskali &isty plazmid pCR4Blunt/pappa_BC_in (6661 bp), ktery pouZijeme
ke sloZeni kone¢ného genu (jamka &. 4 a 6).

5.3. Plazmid pQE-Trisystem

5.3.1. Modifikace koncu pappa_ll sekvence pomoci PCR s pro
vlozeni mist pro enzymy EcoR | a Xho |

Jako templatovou DNA jsme si zvolili hybridni plazmid pCR4Blunt/pappa_II, ktery
jsme ziskali z miniprepu. Amplifikace, se specifickymi primery PAPPA1/2 2_z TOPO+
(*206S0) a PAPPA1/2_2 z TOPO- (206S1),které slouzi k modifikaci koncti pro restrik&ni
enzymy EcoR I a Xho I, probihala za riznych teplotnich a koncentra¢nich podminek. Vliv
teploty a koncentrace hofe&natych ionti nema na prubéh reakce vétsi vyznam. Profil

reakce udava Tab. 18 (viz. experimentalni ast).

52




pappa_ |l ex

1723k

Obr.17. Modifikace koncii pappa_II pomoci primeril
PAPPA1/2_2 z TOPO+ (*206S0) a PAPPA1/2 2 z TOPO- (20651)

Legenda k Obr.17

jamka 1 2 3 4 5 6 7 8
tann 62,3 64,8 67.4 M 62,3 64,8 67,4
Mg2+ 1.5 3

Po amplifikaci jsme produkty z jamky &. 2 (Obr. 17) nanesli v mnoZstvi 15 pl reakéni
smési a 3 pl BF na 1% agarozovy gel s ethidium bromidem. Jako hmotnostni standard
jsme pouzili 1kb ladder Fermentas. DNA jsme izolovali pomoci metody TaKaRa

RecoChip. Takto upraveny tsek vloZzime do produkéniho plazmidu pCR4Blunt-TOPO.

5.3.2. Ovéfeni klonovani cilové sekvence plazmidu
pCR4Blunt/pappa_ll_ex

Pro transformaci jsme pouZili insert pappa Il ex z pfedchozi reakce. Koncentrace byla
odhadnuta z gelu. Po transformaci vyrostlo na agarézové pidé s kanamycinem cca 130
bakteridlnich kolonii. Pro ovéfeni klonovéani jsme vybrali po 5 koloniich z kazdé misky.
Plazmidovou DNA jsme izolovali a otestovali jsme ji pomoci RE BamH I a Nco I (Obr.18-
19). Profil reakce je uveden v experimentalni ¢asti. Jako KO jsme vybrali plazmid
pCR4Blunt/pappa_II_in. RE BamH I hybridni plazmid linearizoval ne fisek o velikosti
5677 bp, KO v3ak 3tépil na fragmenty o velikosti 5019 bp a 835 bp (na elektroforeogramu
je vidét vice prouzki, protoZe se nam zanesla ¢ast produktu z jamky €. 6 do jamky s KO).
RE Nco I tento plazmid $tépil na fragmenty o velikosti 3122 bp a 2555 bp, KO se Stépila
na 3 &asti (2695 bp, 2550 bp a 609 bp.
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Legenda k Obr. 18

jamka 8
kolonie KO
enzym
«— 2695 bp
2555bp
& 609 bp

Obr.19. Ov&feni klonovani pCR4Blunt/pappa_Il_ex pomoci enzymu Nco 1.
Legenda k Obr. 19

jamka 1 2 3 4 5 6 7 8
kolonie| M 1 2 3 4 5 6 KO
enzym Nco |

Takto ziskany plazmid (jamka &. 6 a 7) pouZijeme pro vlozeni insertu pappa_II_ex
(1723 bp) do plazmidu pQE-Trisystem (5651 bp).

5.3.3. Ovéfeni klonovani cilové sekvence plazmidu
pQE/pappa_ll_ex

Pro zaklonovani insertu pappa Il _ex jsme si vybrali plazmid pQE-Trisystem pro

transientni produkci proteinu v savéich buiikach. Po transformaci vyrostlo na agardzove
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pudé s ampicilinem cca 50 bakterialnich kolonii. Profil reakce je uveden v experimentalni
¢4sti. Plazmidovou DNA ze 4 kolonii z kazdé misky jsme izolovali a otestovali jsme ji
restrikénimi enzymy BamH I a Hinc II. Jako KO jsme pouZili prazdny plazmid pQE-
Trisystem. BohuzZel elektroforeogram prvniho enzymu (BamH I) nebylo mozZno pouZit,
protoZe se nam plazmid dostatedné nedtepil, aviak zgelu jsme mohli rozpoznat, Ze
pozadovanému useku odpovidal restrikéni produkt z jamky €. 1 (Obr.20). Druhy RE Hinc
II 5t&pil produkt na dva fragmenty o velikosti 4603 bp a 2746 bp, KO se 3tépila také na dva
fragmenty, ale o jiné velikosti (3679 bp a 2087 bp).

I LD B T d i s R Gt I R S O 1 0, e 1 12
pQE/pappa ex * P

{ 4603 bp
l - hﬂ S aglins
: i d e
— “ il M Aot
? L : [+~ Y
2746 BP 2087 bp

Obr.20. Ovéfeni klonovani pQE/pappa Il _ex pomoci enzymu Hinc IL.
Legenda k Obr. 20

jamka 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 1 12
kolonie | A1 A2 | A3 | Ad KO |marker B1 1B2 B3 B4
enzym Hinc Il

Tento hybridni plazmid pQE/pappa II_ex jsme vyuzili pro sloZeni genu a jeho

produkci v sav¢ich burikach

5.3.4. Ovéfeni klonovani cilové sekvence plazmidu pQE/pappa
PAPP-A gen jsme slozili az v hybridnim plazmidu pQE/pappa_II_ex, do kterého jsme

vlozili insert pappa BC in, ktery jsme =ziskali zhybridniho plazmidu
pCR4Blunt/pappa_BC in. Profil reakce je uveden v experimentalni ¢asti. Po transformaci
vyrostlo na agar6zové pudé sampicilinem cca 300 bakteridlnich kolonii. Plazmidovou
DNA jsme izolovali ze 4 kolonii z kaZzdé misky a tyto jsme otestovali restrikénimi enzymy
Xhol a Xmn I (Obr. 21-22). Vlozena sekvence vnesla do puvodniho plazmidu nova
rozpoznavaci mista. RE Xho I §t&pi hybridni plazmid na 2 fragmenty o velikosti 7518 bp a
2511 bp, zatimeco KO pouze linearizuje na prouZek o velikosti odpovidajici 5766 bp. RE
Xmn I rozd&li plazmid na 3 fragmenty o velikosti 4392 bp, 3453 bp a 2184 bp. KO se 3tépi
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pouze na dvé &asti o velikosti 3582 bp a 2184 bp. Pro dalsi préaci jsme vybrali produkty
z jamek &. 3 a 6, z nichZ jsme pfipravili midiprep pQE/pappa. Koncentrace byla odhadnuta

z gelu.

Obr..21. Ovéfeni klonovani pQE/pappa pomoci enzymu Xho L.
Legenda k Obr. 21

jamka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
kolonie| M Al | A2 | A3 | A4 | B1 B2 | B3 | B4 |KO M
DNA pQ3 pQ4

enzym Xho|

3453 bp

TeAie 3

i w

Pl P ooy Pl i B el e I e
Obr.22. Ov&Feni klonovani pQE/pappa pomociignz]ymu Xmn L
Legenda k Obr. 22
jamka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
koloniej M Al | A2 | A3 | A4 | B1 | B2 | B3| B4 |KO M
DNA pQ3 pQ4
enzym Xmnl

Spravnost modifikované sekvence DNA byla ovérena sekvenéni analyzou. Takto jsme

ziskali plazmid pQE/pappa pro transientni produkci v savéich burikach.
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5.4. Plazmid pSecTag2/HygroC

5.41. Ovéieni klonovani cilové sekvence plazmidu
pCR4Blunt/pappa

P¥i piipravé hybridniho plazmidu pSecTag2/pappa_HN pro transientni expresi jsme si
DNA pro PAPP-A nejdiive sloZili pomoci insertu pappa BC in a vektoru
pCR4Blunt/pappa_II_in. Po transformaci vyrostlo na agarézové pidé s kanamycinem 30
bakterialnich kolonii. Profil reakce je uveden v experimentélni éasti. Plazmidovou DNA (4
kolonie z kazdé misky) jsme izolovali a otestovali jsme ji restrikénimi enzymy Xmn1 a
Hinc II (Obr.23-24). RE Xmn I $tepil plazmid na 2 fragmenty o velikosti 4616 bp a 3923
bp. KO (pCR4Blunt/pappa Il in) se nam linearizoval (5854 bp). RE Hinc II $tepil DNA
na fragmenty o velikosti 5764 bp, 1243 bp, 1224 bp a 308 bp. Prouzky 1243 bp a 1224 bp

se ndm na elektroforeogramu nerozdélily, protoZe jsou velikostné téméf totoZné.

e s 2SS Y M

; PCR4Bl“jﬁ/PﬂM el (D :

B oy e 4616 bp
e
N ("4
s b haial
T
L

3923 bp Nt 3923 bp

Obr.23. Ovéteni klonovani pCR4Blunt/pappa pomoci enzymu Xmn 1.
Legenda k Obr. 23

jamka | 1 2, 3 4 5 8 7, 8 9]
kolonie |[A1 [A2 A3 |A4 |M B1 |B2 B3 |[B4
DNA PC1 _ PC2

Enzym e Xmn |
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Obr.24. Ovéfeni klonovani pCR4Blunt/pappa pomoci enzymu Hinc I1.
Legenda k Obr. 24

jamka 1] 2] 3] 4] 5] el 7] 8] o[ 10
'kolonie |A1 A2 |A3 A4 [KO |M B1 _|[B2 B3 |B4
DNA PC1 ] PC2

{ Enzym Xmn |

Takto jsme ziskali plazmid pCR4Blunt/pappa. Tento hybridni plazmid jsme
linearizovali pomoci RE Sca I a pak jsme ho ihned predistili na CPG kolonce a 20x
nafedili.Produkt (4420 bp) jsme amplifikovali metodou PCR pomoci primerd, které nam
umoznili vloZit mista pro restrikéni enzymy Hind III a Not I (PAPPA_HN+ (*235E7) a
PAPPA HN- (235E8). Profil reakce je uveden v experimentdlni ¢asti. Produkt jsme
izolovali z 0,7 % agar6zového gelu pomoci metody TaKaRa RecoChip. Takto jsme ziskali

usek pappa HN, ktery jsme zaklonovali do plazmidu pCR4Blunt-TOPO.

5.4.2. Ovéfeni klonovani cilové sekvence plazmidu
pCR4Blunt/pappa_HN

Provedli jsme transformaci do One Shot kompetentnich bunék. Po transformaci
vyrostly na agarézové pidé s kanamycinem bakterialni kolonie. Pfipravili jsme si miniprep
pro 4 kolonie zka?dé misky. Plazmidovou DNA jsme izolovali a otestovali jsme ji
restrik&nimi enzymy Xmn I a Not I (Obr. 25-26). Profil reakce je uveden v experimentalni
asti. Jako KO jsme pouzili pPCR4Blunt/pappa_lI_in. RE Xmn I $t&€pil plazmid na 2 ¢asti o
velikosti 4962 bp a 3758 bp. Druhy RE (Not I) 3t&pil hybridni plazmid na fragmenty o
velikosti 8354 bp a 20 bp (na elektroforeogramu fragment o velikosti 20 bp neni vidét).
Oba restrikéni enzymy KO pouze linearizovaly (5854 bp).
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Obr.25. Ovéfeni klonovani pCR4Blunt/pappa pomoci enzymu Xmn I,
Legenda k Obr, 25

jamka | 1] 2] 3] 4] s 6] 7] 8l o] 10
kolonie | M Al _|A2 (A3 |B1 M B2 |B3 KO
DNA | PC1 PC2 _ PC2
Enzym | Xmn |

1o 2 e A e g8 9 10

pCR4Bluntlpappa HN i

L 8354bp

L — R s

Obr.26. Ové&teni klonovani pCR4Blunt/pappa pomoci enzymu Not 1.

Legenda k Obr. 26

jamka 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10
kolonie |M Al |A2 |A3 |B1 [M B2 |B3 |KO
DNA PC1 PC2 PC2
Enzym Not |

Pro daldi praci jsme si vybrali klon z jamky ¢. 5. Takto jsme ziskali plazmid
pCR4Blunt/pappa_HN, ktery jsme $tépili pomoci RE Hind II a Not I. Vy3té¢peny fragment

pappa_HN jsme zaklonovali do pSecTag2/HygroC. Koncentrace byla odhadnuta z gelu.
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5.4.3. Ovéreni klonovani cilové sekvence plazmidu
pSecTag2/pappa_HN

Po transformaci vyrostlo na agarézové pudé sampilicinem cca 250 bakteridlnich
kolonii. Profil reakce je uveden v experimentalni ¢asti. Plazmidovou DNA jsme izolovali a
otestovali jsme ji restrikénimi enzymy Xho [ a Bgl II. Jako KO jsme zvolili prazdny
plazmid pSecTag2/HygroC, jenz se obéma RE linearizoval (5753 bp). RE XhoI 3tépil
plazmid na 2 fragmenty o velikosti 7568 bp a 2533 bp. RE Bgl II §tépil hybridni plazmid
také na 2 fragmenty o velikosti 6401 bp a 3700 bp. Klonovéni prob&hlo Gspésné u vzorki 6
a7 (0br.27).

Obr.27. Ovéreni klonovani pSecTag2/pappa_HN pomoci enzymi Xho 1a Bgl il
Legenda k Obr. 27
jamka |1 2 3 14 5 |B 7 8 9 10 (11 (12 {13 |14 |15
kolonie [M__ [1 2 3 14 |2 3 KO |1 2 3 |4 2 3 KO
DNA PSB PSA PSB PSA
Enzym Xhol Bgl ll

Spravnost modifikované sekvence DNA byla ovérena sekvenéni analyzou. Takto jsme

ziskali plazmid pSecTag2/pappa HN, ktery jsme zaklonovali do savich bunék.
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6. Diskuze
Vyizolovali jsme mRNA pro PAPP-A z bunék placenty. Tato NK je pfili§ velka

(5553 bp) na to, aby ji bylo moZno namnoZit jednodude pomoci PCR, protoZe velké
iseky DNA se mnoZi pomoci metody PCR velmi obtiZng. Proto jsme ji zkusili rozdé&lit
na dva fragmenty pomoci specificky navrZenych primeri a PCR reakce. Ani po
rozd&leni genu na dv& &asti se ji nepodafilo uspéiné namnoZit. Proto jsme ji zkusili
rozdglit (op&t pomoci specificky navrZenych primerti a metody PCR) na tfi asti, coZ se
ukazalo byt optimalni.

Tyto useky jsme oznadili pappa_C o velikosti 2052 bp (zatatek genu), pappa B o
velikosti 954 bp (stfed genu) a pappa Il o velikosti 1900 bp (konec genu). Oznaceni
vyplynulo z chronologie postupu pii praci. Tyto podstatné mensi fragmenty nam
umoznili mnohem jednodussi namnoZeni cDNA. Po spé$ném namnoZeni a pfeciSténi
jednotlivych fragmentii jsme hybridizovali €asti pappa_C a pappa B na usek
pappa BC (2713 bp). Tento 1sek cDNA jsme zaklonovali do vektoru
pCR4Blunt-TOPO. TotéZ jsme provedli i s &asti pappa_II. Rekombinantni plazmid
pCR4Blunt/pappa_II in jsme pouzili jako templat pro PCR reakci, do které jsme
piidali specifické primery pro modifikaci konci pro restrikéni enzymy EcoR I a Xho I,
proto jsme ho ozna¢ili pappa II_ex (1723 bp). Tato modifikace ndm umzZnila pohodlné
slozeni celého genu. Tento fragment jsme opét transformovali do plazmidu
pCR4Blunt-TOPO. Rekombinantni plazmid pCR4Blunt/pappa_II ex jsme 3tépili
pomoci RE EcoR I a Xho I, takto jsme si piipravili i prazdny plazmid pQE-Trisystem,
do kterého jsme vlozZili insert pappa_II_ex a v némzZ jsme celou DNA sloZili. Takto
jsme dostali rekombinantni plazmid pQE/pappa, ktery jsme si tranfekovali do
hostitelskych sav&ich bunék.

Pro zaklonovani cilené nukleové kyseliny do plazmidu pSecTag2/HygroC jsme
zvolili jiny postup. Napfed jsme si sloZili celon DNA v plazmidu pCR4Blunt-TOPO,
upravili jsme pomoci PCR reakce konce cilené DNA a opét jsme ji zaklonovali do
plazmidu pCR4Blunt-TOPO (pCR4Blunt/pappa HN). Restrikénimi enzymy jsme si
pripravili jak vektor pSecTag2/HygroC tak insert pappa HN. Tyto dva useky jsme
ligovali a zaklonovali jako rekombinantni plazmid pSecTag2/HygroC, ktery jsme
transfekovali do savéich bunék. Sprivnost modifikované sekvence jsme ovéfili
sekvenéni analyzou. Transfekei a produkei v savé&ich buiikach jsem neprovadgl, proto

zde neni uvedena.
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7. ZAVER

mRNA jsem dostal rozdélenou na 3 &asti (pomoci specificky navrZenych primeru a
metody PCR), coZ se ukazalo byt optimalni (velké useky DNA se mnoZzi velmi obtiZné€)

Tyto useky jsme oznalili pappa C, pappa B a pappa_ll. Oznaceni vyplynulo z
chronologie postupu pfi praci. Tyto podstatné men3i fragmenty ndm umoznili mnohem
jednodussi praci s cDNA. Po namnoZeni a pfeciiténi jednotlivych usekd jsme uspésné
hybridizovali ¢asti pappa C a pappa_B na fragment pappa BC.

Tyto tdseky ¢DNA (pappa Il a pappa BC) jsme zaklonovali do vektoru
pCR4Blunt-TOPO. Rekombinantni plazmidy jsme vyuZili pro dalsi klonovani do
produkénich plazmidu pQE-Trisystem a pSecTag2/HygroC. Spravnost modifikované
sekvence jsme ovéfili sekvenéni analyzou, proteinovou produkci jsme ovéfili pouze
orientaéné pomoci metody ELISA. Cileny gen se ndm podafilo Gsp&$né namnoZit i se
viemi antigennimi doménami. Transfekci a produkci v savéich builkach jsem

neprovadél.

62



10.

11.

8. Seznam pouzité literatury

Ausubel F.M., B, R,, Kingston R. E., Moore D.D., Seidman J. G., Smith J. A. and
Struhl K.. Short protocols in molecular biology. New York, John Wiley and Sons,
(1999)

Bischof, P. Purification and characterization of pregnancy associated plasma
protein A (PAPP-A). Arch Gyneco,l (1979), 227: 315-26.

Coligan, J. E., B. M. Dunn, et al., Eds. Current Protocols in Protein Science. New
York, John Wiley & Sons, Inc, (2002)

Wald NJ: Integrated screening for Downssyndrome based on tests performedduring
the first and second trimesters. NEJM, (1999), 341: 461-467

Beaudeux JL, Burc L, Imbert-Bismuth F, Giral P, Bernard M, Bruckert EChapman
MJ" Serumplasma pregnancy-associated protein A: a potential marker of echogenic
carotid atherosclerotic plaques in asymptomatic hyperlipidemic subject at high
cardiovascular risk. Arterioscler Thromb Vasc Biol, (2003), 23:¢7-10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

Oxvig, C., O. Sand, et al. (1993). Circulating human pregnancy-associated plasma

protein-A is disulfide-bridged to the proform of eosinophil major basic protein. J
Biol Chem 268: 12243-6.

Oxvig, C., O. Sand, et al. Isolation and characterization of circulating complex
between human pregnancy-associated plasma protein-A and proform of eosinophil
major basic protein. Biochimica et Biophysica Acta, (1994), 1201: 415-23.

Smith, G. C. S. 8., E. J; Crossley, J. A.; Aitken, D. A.; Cameron, A. D.; Connor, J.
M.: Early pregnancy levels of pregnancy-associated plasma protein A and the risk
of intrauterine growth restriction, premature birth, preeclampsia, and stillbirth.
(2002), 87: 1762-1767.

Sun, . Y. Pregnancy-Associated Plasma Protein A Proteolytic Activity Is
Associated with the Human Placental Trophoblast Cell Membrane, (2002),
http://jcem.endojournals.org/cgi/content/full/87/11/5235.

Zima T. PAPP-A (Pregnancy-associated plasma protein-A) vyznam v kardiologii a
nefrologii. (2004)

63



17.

12.

13.

14.

15.
16.

17.
18.

19.

20.

21.

Rumlova M, Pages V, Ruml T Zakladni metody genového inZenyrstvi VSCHT-
Praha, (2003), 1: 10-53

Qin QP, Kokkala S, Lund J, Tamm N, Qin X, Lepantalo M, Pettersson K.
Immunoassays developed for pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A) in
pregnancy may not recognize PAPP-A in acute coronary syndromes. Clin Chem.
2006 Mar;52: 398-404.

Wojdemann KR, Larsen SO, Rode L, Shalmi A, Sundberg K, Christiansen M,
Tabor A. First trimester Down syndrome screening: distribution of markers and
comparison of assays for quantification of pregnancy-associated plasma protein-A.
Scand J Clin Lab Invest. 2006; 66: 101-11.

Ozer KT, Kavak ZN, Gokaslan H, Elter K, Pekin T. Predictive power of maternal
serum and amniotic fluid CRP and PAPP-A concentrations at the time of genetic
amniocentesis for the preterm delivery. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 2005
Oct 1;122: 187-90.

Rozsypal, S., J. Doskat, et al. Uvod do molekularni biologie. Brno, (2002)
Sambrook, J. and D. W. Russell, Eds. Molecular cloning: a laboratory manual,
Cold Spring Harbor, N.Y., (2001)

Vokurka M., Hugo. J. et al. Velky lékatsky slovnik, MaxdorfJjesenius, (2002)
Sivanandam AS, Mohan S, Kapur S, Kita H, Lau KH, Bagi G, Baylink DJ, Qin X.
Covalent interaction between proform of eosinophil major basic protein (proMBP)
and pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A) is a cell-mediated event and
required for proMBP inhibition of the catalytic activity of PAPP-A. Arch Biochem
Biophys. 2004 Mar 15;423: 343-50.

Guibourdenche ], Frendo JL, Pidoux G, Bertin G, Luton D, Muller F, Porquet D,
Evain-Brion D. Expression of pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A)
during human villous trophoblast differentiation in vitro. Placenta. 2003
May;24:532-9.

Bersinger NA, Smarason AK, Muttukrishna S, Groome NP, Redman CW. Women
with preeclampsia have increased serum levels of pregnancy-associated plasma
protein A (PAPP-A), inhibin A, activin A and soluble E-selectin. Hypertens
Pregnancy. 2003;22:45-55.

Laursen LS, Overgaard MT, Soe R, Boldt HB, Sottrup-Jensen L, Giudice LC,
Conover CA, Oxvig C. Pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A) cleaves
insulin-like growth factor binding protein (IGFBP)-5 independent of IGF:

64



22,

23.

24.

25.

implications for the mechanism of IGFBP-4 proteolysis by PAPP-A. FEBS Lett.
2001 Aug 24;504: 36-40.

Boldt HB, Overgaard MT, Laursen LS, Weyer K, Sottrup-Jensen L, Oxvig C.
Mutational analysis of the proteolytic domain of preghancy-associated plasma
protein-A (PAPP-A): classification as a metzincin. Biochem J. 2001 Sep 1;358:359-
67.

Resch ZT, Oxvig C, Bale LK, Conover CA. Stress-activated signaling pathways
mediate the stimulation of pregnancy-associated plasma protein-A expression in
cultured human fibroblasts. Endocrinology. 2006 Feb;147:885-90. Epub 2005 Nov
3.

Crea F, Andreotti F. Pregnancy associated plasma protein-A and coronary
atherosclerosis: marker, friend, or foe? Eur Heart J. 2005 Oct;26:2075-6.

Spencer K, Cicero S, Atzei A, Otigbah C, Nicolaides KH. The influence of
maternal insulin-dependent diabetes on fetal nuchal translucency thickness and
first-trimester maternal serum biochemical markers of aneuploidy. Prenat Diagn.
2005 Oct;25:927-9.

26. protokoly a materiély firem Qiagen, Invitrogen, TaKaRa, Vector NTI a CPG

65



9. Prilohy

Base Pairs DMA Mass

{ng) DWA Mass
-1517 45 Kilobases (ng)
— 0.0 a2
1200 35 — 8.0 42
-1,000 95 — &0 S0
- 900 27 — 5.0 42
- 800 24 — 40 33
- 700 21
- 600 1B — 3.0 125
- 500/517 97
. 400 a8 - 210 48
-300 28 -1 %
- 200 25 — 10 4z
- 100 48
— 0.5 42
100 bb DNA ladder
NEB Biolabs 1 kb DNA Ladder
#N3231 NEB BioLabs
H#N3I232
DNA Mass
Kiloases (g bp ng/f05y %
— 100 40
— 80 40
— 50 48
—50 40
—40 3z
10000 200 40
2.0 120 8000 240 438
— 5000 300 6.0
S 5000 300 60
2 a0 onendl - 4000 400 80
=N 2000 880 178
| e 57 el 2500 335 G
— 2000 920 124
—12 45 L 1500 240 4.5
1.0 122
-y 21 P, 1000 1040 2.0
— 0.8 31 0 215 43
= g; g; % g — 500 145 23
o5 124 SN ;) 215 43
— 0.4 49 &
—0.3 37 -
i 0.5pg1ane,
&2 3 Bcm fenglh gel,
—0 B1 X TAE, Piam, 45min
GeneRulerTM 1kb DNA Ladder
2-Log DNA Ladder (0,1 - 10,0 kb) MBI Fermentas
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Obr. 28 Pouzité markery

66



Pouivané rekombinantni plazmidy: pOE-Trisystem a pSecTag2/HygroC

Xmal
- EcoRI

Pp10

AmpR
pQE-TriSystem/pappall

7349 bps “Bell

pappa

“Xhol

pQE-TriSystem/pappa

10029 bps

‘BamHI

Obr. 29 Mapa plazmidu pQE-Trisystem
s vloZenou sekvenci pappa_II (Vector

Obr. 30 Mapa plazmidu pQE-Trisystem
s vloZenou sekvenci pappa (Vector

pSecTag2/pappa

10101 bps

Obr. 31 Mapa plazmiu pSecTag2/HygroC
s vlozenou sekvenci pappa (Vector NTI®)
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Obr. 32 Porovnéni namnoZeného viseku v rekombinantnim plazmidu pQE/pappa dle srovnivaciho
programu pro vyhodnocovani sekvenci. Modfe je znizornén cely plazmid, $ed? jsou zvyraznény

reakce s jednotlivymi primery (Vector NTI®).
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Obr. 33 Porovnani namnoeného tiseku v rekombinantnim plazmidu pSecTag2/pappa dle srovnavaciho
programu pro vyhodnocovani sekvenci. Modfe je znazomén cely plazmid, $ed& jsou zvyraznény reakce
s jednotlivymi primery (Vector NTI®).
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