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ABSTRAKT

Vedle rekombinantni exprese proteinii v prokaryotickych bunéénych liniich
(E. coli) se dostavaji do popiedi systémy, které rychle, spolehlivé a stabilné produkuji
rekombinantni proteiny v lidskych buné¢nych liniich. Ty zarucuji vhodnou terciarni
strukturu a posttransla¢ni modifikace pozadovanych produktd. Jednou z moznosti, jak
docilit produkce rekombinantnich proteind v lidskych bunécnych liniich, je pouziti
lentivirovych vektora.

Tato prace popisuje piipravu lentivirového vektoru (plazmidu) Daedalus, ktery
obsahuje konstrukt pro rekombinantni expresi sekretované alkalické fosfatazy.
K ptipravé pozadovaného plazmidu byly pouzity metody zalozené na inzerci genu
sekretované alkalické fosfatazy pomoci restrikénich endonukledz a metody, zalozené
na amplifikaci polymerazovou fetézovou reakci, klonovani bez restrikéniho Stépent,

pfenosova polymerazova reakce a Gibsnova reakce.
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ABSTRACT

Besides recombinant protein expression in prokaryotic cell lines (E. coli),
systems, that could quickly, reliably and stably produce recombinant proteins in human
cell lines, come to the fore. These cell lines assure proper tertiary structure and post-
translational modification of the desired products. One of the ways to achieve
production of recombinant proteins in human cell lines is the use of lentiviral vectors.

This thesis describes the preparation of the lentiviral vector (plasmid) Daedalus,
which contains a construct for recombinant expression of secreted alkaline phosphatase.
For the preparation of the desired plasmid methods based on insertion of the secreted
alkaline phosphatase gene using the restriction endonucleases and methods based on
amplification by polymerase chain reaction (restriction-free cloning, transfer
polymerase chain reaction and Gibson assembly) were used.
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SEZNAM ZKRATEK

BSA
dATP
dH,O
DMSO
DNA
dNTPs
DTT
dTTP
EDTA
HEK?293

HIV

IRES
kbp
LB
LIC

PCR
r-protein
RF

RNA
SEAP
SOB
SOC
Tm

Absorbance pfi vinové délce 260 nm

Absorbance pfi vinové délce 280 nm

Alkalické fosfataza

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

Hoveézi sérovy albumin, z angl. bovine serum albumine
2’-deoxyadenosin trifosfat

Deionizovana voda

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina, z angl. deoxyribonucleic acid
Deoxynukloetid trifosfaty, z angl. deoxynucleotide triphosphates
Dithiotreitol

2’-deoxythymidin trifosfat

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Oznaceni linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék 293, z angl.
human embryonic kidney cell line 293

Virus lidské imunitni nedostate¢nosti, z angl. human immunodeficiency
virus

Vnitini misto pro vstup ribozomu, z angl. internal ribosome entry site
Kilobaze (jednotka o 1000 bazi v DNA nebo RNA sekvenci)

Kultiva¢ni médium, z angl. lysogeny broth

Metoda klonovéni, ktera mlZe byt provadéna nezavisle na restrikéni
endonukleaze a DNA ligaze, z angl. ligase-independent cloning
Polymerazova fetézova reakce, z angl. polymerase chain reaction
Rekombinantni protein

Metoda klonovani bez nutnosti §tépeni restrikéni endonukleazou, z angl.
restriction free

Ribonukleova kyselina, z angl. ribonucleic acid

Sekretovana alkalicka fosfataza, z angl. secreted alkaline phosphatase
Kultivacni médium, z angl. super optimal broth

Kultivacni médium, z angl. super optimal broth with catabolite repression

Teplota, pii které se rozdéluje dvousroubovice DNA na dvé vlakna,



TPCR

z angl. melting temperature

Klonovaci metoda, z angl. transfer polymerase chain reaction
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1 TEORETICKY UVOD

vvvvv

analyzovatelnych bunécnych molekul. Tuto komplexni molekulu slozenou z vlaken
spojenych nukleotid bylo mozno studovat jen nepfimo. Dnes je situace zcela jina
a DNA se pro nas stala jednou z nejsnadnéji analyzovatelnych molekul. Nyni je mozné
izolovat specificky region v genomu, vyrobit téméf neomezené mnozstvi jeho kopii

a gen poté vyuzit K vlozeni do cileného hostitelského organismu [1].

1.1  REKOMBINANTNI EXPRESN{ SYSTEMY

Dne 2. prosince 1980 piijal patentovy ufad Spojenych statd jeden
z nejvyznamngjSich patenti v biotechnologii, zndmy jako Cohentv-Boyeriv patent
klonovani rekombinantni DNA. Tomu piedchazela série pokusil, jimiz se podatilo
za pouziti restrikénich endonukledz do plazmidu vlozit cizorody gen. Ten byl pomnozen
Vv bakteriich, které ndsledné¢ produkovaly protein kodovany cizorodym genem. Takto byl

polozen zaklad exprese rekombinantnich proteint (tzv. r-proteint) (obr. 1) [2 - 4].

ﬂQ ™
O—-0O0 O-—

Plazmidova Rekombinantni

DNA DNA

Biologicky syntetizovany
Bakterialni bunka polypeptid Bakterialni bunka

Obr. 1: Schéma rekombinantni exprese.
Gen, ktery chceme exprimovat, je vlozen do plazmidu, kterym je nasledn€ transformovan hostitelsky
organismus. Ten poté produkuje cileny polypeptid.

Pievzato a upraveno z: [5]
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Objeveni a rozvoj polymerazové fetézové reakce (PCR, z anglického polymerase chain
reaction) [6], restrik¢niho Sté€peni [7] a DNA sekvenovani [8, 9], znamenaly prilom
v genetickém inzenyrstvi [1]. Diky témto technikdm muzeme nyni navrhovat
a produkovat rekombinantni proteiny, at’ uz pro potieby primyslu, nebo jako farmaka.
Tato odvétvi si, na rozdil od védeckych laboratornich testl, zadaji produkce s vysokym
vytézkem. Metoda rekombinantni exprese je zalozena na vyuziti prirozené¢ho
proteosyntetického aparatu v hostitelskych organizmech, kterych je moZzno
Vv kultivacnich médiich namnozit veliké mnozstvi, at’ uz jde o prokaryotické, ¢i
eukaryotické bunécné linie. Nejb€znéji vyuzivanym organizmem pro rekombinantni
expresi je nejlépe popsana bakterie E. coli, pouzivana pro svou nenaro¢nost
na kultivacni podminky (a tim i cenovou dostupnost). K rekombinantni expresi jsou
vyuzivany i dal§i organizmy, jednak jiné bakterialni linie, napt. B. subtilis, nebo
I kvasinky, vlaknité houby, ¢i hmyzi bunééné linie [10]. Rostlinné systémy nejsou pro
produkci r-proteint piili§ rozsitené, prestoze maji mnoho vyhod. Mezi tyto vyhody patii
nizka potfizovaci cena a také nizké riziko infekce zivodisnymi patogeny [11] naopak
nevyhodou jsou nékteré posttranslacni modifikace (glykosilace).

Farmaceutické vyuziti rekombinantnich proteinii z téchto organismi je
limitovano piedevsim ptitomnosti nékterych posttranslaénich modifikaci a terciarnich
struktur. V nékterych ptipadech by takto ,,nekompatibilni proteiny mohly zptsobovat
alergické reakce. Z toho divodu jsou pro mnohé rekombinantni exprese pouzivany
lidské bunééné linie [11], které produkuji proteiny s piirozenou terciarni strukturou
a posttransla¢nimi modifikacemi, jako jsou glykosylace, fosforylace, modifikace
aminokyselin a dal$i. Nevyhodou takovych systémi je vysokd naro¢nost na vybaveni

a potizovaci cena.

1.2 LIDSKE BUNECNE LINIE

Lidské bunécné linie se s oblibou vyuzivaji pravé kviali produkci nativnich r-
proteinti. Casto je vyuZzivana linie lidskych ledvinnych embryonalnich bunék &islo 293
(HEK293, z anglického human embryonic kidney cell line 293) Tato linie byla
vytvorena roku 1970 Frankem Grahamem. Linie byla odvozena z primarnich lidskych
ledvinnych bunék z potracenych embryi, imortalizovanych transformaci virovou DNA

z adenoviru 5 [12].
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1.3 TRANSFEKCE

Transfekei se rozumi proces vlozeni cizorodé DNA do buiiky. To muize byt
provedeno mnoha zpiisoby. VétSinou se vyuzivaji bud’ bakterialni vektory (plazmidy),
nebo virové vektory (v tom piipadé mluvime o transdukci), do kterych byly vloZeny
pozadované geny. Plazmidy jsou do cilenych bunék vkladany pomoci ptirozené infekce,
nebo pomoci fyzikalnich ¢i chemickych metod. Mezi nejobvyklejsi metody patii
elektroporace, kdy je pomoci pulzti vysokého napéti doCasné zvySena permeabilita
bunétné membrany. Podobnou metodou je elektrickd permeabilizace, kterd vyuziva
nizkého napéti a pulzit o vysoké frekvenci. Na rozdil od fyzikalnich metod, jsou
Chemické metody méné naroéné na vybaveni. Navic je niz$i riziko usmrceni
transfekovanych bunék. Mezi nejbéznéjsi chemické metody patii lipofekce, kdy je
plazmid uzavien do lipozomu, ktery nasledné splyva s cilovou buiikkou [13]. Dal§im
Casto vyuzivanym postupem je precipitace DNA fosfore¢nanem vapenatym. Vzniklé
mikrocastice precipitatu jsou adsorbovany na buné¢ny povrch a poté endocytovany.
Dal$i moznosti transfekce je vyuziti polyaminoamidovych dendrimeri [14]. Ty jsou
schopny dopravit kondenzovanou DNA do cilené bunky s minimalni toxicitou.

Podle zptisobu vclenéni cizorodé DNA do hostitelského organismu rozliSujeme
transfekci tranzientni a stabilni. Casové velice naroény postup stabilni transfekce
spoc¢iva v inkorporaci cileného genu do genomu hostitelské buiky. Z transfekované
kultury je poté vybrana jedna bunika s vhodnymi vlastnostmi, napt. vysokou produkci
rekombinantniho proteinu. Ta je poté klonovana a vznikld bunétna linie je pouzita
k produkci r-proteinu s vysokym vytézkem. U tranzientni transfekce nedochazi
k za¢lenéni cizorodé DNA do genomu. Tranzientni transfekce sice nema tak vysoké
a dlouhodobé vytézky, ale je Casové nesrovnatelné rychlejsi (v fadech dnil, zatimco
stabilni transfekce i v fadech mésici). Tranzientné transfekovana DNA se pii mitoze
neptfenasi na dcefiné bunky, proto je produkce r-proteini ¢asové omezena. Tranzientni
transfekce se provadi piedev§im v malych objemech bunécéné suspenze, ale i ve
velkych, az stolitrovych bioreaktorech. Mnozstvi r-proteini produkovanych tranzientné
tranfekovanymi bunikami postacuje pro jejich strukturni a funkéni charakterizaci
[15, 16].
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14 METODY VIROVE TRANSDUKCE

K ptipravé virovych vektorii jsou pouzivany dvé skupiny virt. Ty jsou déleny
podle toho, zda sviij genom zabudovavaji do chromatinu hostitelské buiky
(onkoretroviry, lentiviry), nebo jejich DNA pietrvava jako extrachromozomalni
jednotka v jadie (adenoviry). Virové vektory jsou velmi G¢inné. Jejich nevyhodou je
omezena kapacita pro prenasenou DNA (koédujici proteiny do velikosti pfiblizné

70 kDa) [17] a potencialni toxicita.

1.4.1 LENTIVIROVE TRANSDUKCNI SYSTEMY

Lentivirové vektory byly odvozeny z vird, patficich do celedi Retroviridae.
Retroviry jsou ¢eled RNA vird, které ptepisuji svou genetickou informaci do DNA
cilové bunky pomoci enzymu reverzni transkriptazy (obr. 2, str. 14). Lentivirové
vektory jsou vhodné nastroje k pfenosu genll, at’ uz v aplikovaném vyzkumu, nebo
Vv genové terapii. Mezi jejich hlavni vyhody patii schopnost stabilni integrace DNA jak
do délicich se, tak do ned¢licich se bunék, a dlouhodoba genova exprese.

V soucasnosti nejpouzivangjsi lentivirové vektory jsou odvozeny od viru lidské
imunitni nedostatec¢nosti typu 1 (HIV-1 z anglického human immunodeficiency virus).
Virus HIV je stale intenzivné studovan, piedev$im kvuli terapii infekce HIV,
a Vv soucasnosti je asi nejlépe prozkoumanym virem. Proto je nej€astéji pouzivan prave
ke konstrukei lentivirovych vektort. K témuz ucelu byly pouzity i nékteré jiné lentiviry,
napiiklad virus koiiské infek¢éni anémie (EIAV), ¢i virus lidské imunitni nedostate¢nosti
typu 2 (HIV-2) [18].

Riziko pfipouzivani vSech lentivirovych vektord je spojeno s podstatou
retrovirového Zivotniho cyklu, zaloZeného na integraci virového genomu do genomu
hostitelské buiky. Po infekci tyto viry transkribuji svou jednovldknovou RNA
do dvouvlaknového DNA intermediatu, proviru. Provirus poté muize byt vélenén

do genomu hostitelské bunky [19].
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Obr. 2: Schéma produkce lentivirového vektoru a nasledné transdukce.

Pomoci tfi plazmidd, transfekovanych do hostitelské bunky je produkovan pozadovany lentivirovy
vektor, ktery mize infikovat cilenou buiiku. Pozadovany gen je vlozen do genomu cilené burky, ktera
poté stabilné produkuje rekombinantni protein. Plazmid pLV-iVSV-G vytvati protein virové obalky a
plazmid pLV-HELP vytvafi proteiny virové kapsidy, do kterych je sbalena virova DNA obsahujici
pozadovany gen, produkovana plazmidem pLV-Green.

Pfevzato a upraveno z: [20]

Aby se eliminovala rizika spojena s uzivanim lentivirovych vektord, ale zaroven
se zachovala vysoka transduk¢ni Géinnost, byl ptivodni virovy obal nahrazen obalem
virové vezikularni somatidy G (VSV-QG). Takto konstruovany lentivirovy vektor mize
byt pouzit k transdukci téméf vSech savich bunck. Zaroven tyto lentiviry mohou byt
inaktivovany sérem v lidskych bunkéach. Odstranénim gent odpovidajicich za virulenci
bylo zamezeno generovani a mnoZeni replikace schopnych virt. DalSim krokem
ke zvyseni bezpeCnosti pouzivani lentivirovych vektort byla delece genu kodujiciho
transkripCni aktivator Tat protein (trans-activating protein), ktery je zodpoveédny

za vysokou miru replikace HIV [19].
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1.4.2 LENTIVIROVY SYSTEM DAEDALUS

Lentivirovy systém Daedalus, pivodné vyvinuty pro vlastni potiebu produkce
nativn¢ glykosilovaného sav¢iho proteinu siderokalinu ke krystalografickému studiu
na University of Washington v Seattlu, se stal nastrojem pro rekombinantni expresi
proteint v bunécné linii HEK293 Freestyle (linie uzpusobena pro kultivaci
vV bezsérovych médiich). Tento systém je schopen produkovat veliké mnozstvi
sekretovaného r-proteinu, ktery Ize snadno purifikovat. Do vektoru Daedalus byl vlozen
zkraceny 0,7kbp UCOE (ubiquitous chromatin opening element) fragment (obr. 3). Jeho
zabudovanim do lentivirového vektoru bylo dosazeno zvySené stabilni exprese
rekombinantnich proteini o velikosti blizici se 70 kDa. Do vektoru byl navic vlozen
fluorescentni reportérovy gen s vlastnim vnitinim mistem pro vstup ribozomu (IRES,
z anglického internal ribosome entry site). Ten umoznuje rychlou detekci

transdukovanych populaci a méfeni relativni rovné proteinové exprese [17].

Xho | -2361
Bam HI - 2367

Eco Rl Xho | Bam HI

|
. ErE=E
|

Obr. 3: Mapa lentivirového vektoru pouzitého pro vyvej vektoru Daedalus

A: Lentivirovy konstrukt pCVL-A,

B: Konstrukt bez sekvence UCOE

C: Konstrukt obsahujici minimalizovany tisek UCOE 0,7

Legenda: SP: signalni peptid; UCOE: ,,ubiquitous chromatin opening element®; SFFV: ,,spleen focus-
forming virus enhancer/promoter; muScn: murin siderokalin; IRES: vnitini misto pro vstup ribozomu.

Pfevzato a upraveno z [17]
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K vlozeni pozadovaného genu se uziva restrikénich mist pro endonukleazu
BsmBI. Tato mista ohraniCuji gen SacB, jenz zplsobuje letalitu bunck,
transformovanych timto vektorem, jsou-li péstovany v médiu s pfidanou sachar6zou.
Sekvence SacB je poté nahrazena pozadovanym genem. Plazmid navic obsahuje gen
rezistence na ampicilin. Oba tyto geny jsou vyuzivany jako selekéni znaky pii ziskdvani

zasobniho mnozstvi plazmidu Daedalus.

15 SEKRETOVANA ALKALICKA FOSFATAZA JAKO REPOTREROVY
GEN

Abychom byli schopni zhodnotit vysledky optimalizace zavedeného expresniho
systému r-proteinti, je tfeba zvolit vhodny gen, ktery tansdukovanym bunkam udéli
vlastnost, kterou miizeme snadno sledovat. Takové geny se nazyvaji reportérové a lze je
dobfe vyuzit pro optimalizaci rekombinantni exprese. Reportérovy gen musi byt
u sledovanych bunéénych linii pfitomen pouze v plazmidu (¢i virovém vektoru) a nesmi
byt puvodné ptfitomen v DNA transfekované (¢i transdukované) bunky. Sledovany
protein samoziejmé nesmi byt pro bunku toxicky.

Alkalickd fosfataza (ALP) (EC 3.1.3.1) je skupina hydrolytickych enzymii,
katalyzujicich uvoliiovani anorganickych fosfatti z organickych fosfatovych monoesterti
za vzniku alkoholu. Optimalné puasobi pii alkalickém pH (9,0 — 10,5). U ¢loveka se
vyskytuje ve Ctyfech izoenzymech, placentarni, embryonalni, stfevni a tkanové
nespecificky. Jednotlivé izoenzymy lze snadno elektroforeticky separovat. Alkalicka
fosfataza je hojné studovana i pro klinické vyuziti. Pouziva se ke stanoveni nékterych
kostnich a nadorovych onemocnéni [21].

Pro eukaryotické rekombinantni exprese se svyhodou mulze pouZivat
sekretovana alkalickd fosfatiza (SEAP). Tento velmi stabilni protein byl zbaven
membranové kotvy, proto je bufikou sekretovan do kultivaéniho média, kde 1ze snadno
stanovit jiz v malych koncentracich [22, 23]. Alkalicka fosfataza se stanovi reakci
vzorku média s para-nitrofenylfosfatem v alkalickém prostiedi (obr. 4, str. 17). Produkt

této reakce, para-nitrofenolat, 1ze stanovit spektrofotometricky pii 410 nm.
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Obr. 4: Reakce para-nitrofenylfosfatu katalyzovana alkalickou fosfatizou
Para-nitrofenylfosfat v alkalickém prostredi za katalyzy alkalickou fosfatazou poskytuje barevny produkt,
ktery je mozno spektrofotometricky stanovit.

Pfevzato a upraveno z: [24]

1.6 METODY KLONOVANI ZALOZENE NA POLYMERAZOVE
RETEZOVE REAKCI

Klonovani bez restrik¢éniho $tépeni (tzv. RF klonovani, z anglického restriction-
free cloning) predstavuje jednoduchou univerzalni metodu, ktera umoznuje vlozit DNA
fragment do kteréhokoli poZadovaného mista v cirkuldrnim plazmidu, nezavisle
na restrikénich mistech. Tato technika vyuziva PCR fragmentt, kodujicich pozadovany
gen, jako dvojice primeri v linearni amplifikaci celého plazmidu. RF klonovanim lze
vlozit kompletni gen bez vzniku nezadoucich vedlejsich produkti.

PCR amplifikace je uskute¢néna ve dvou krocich (obr. 5, str. 18). V prvnim
kroku se vhodn€ navrZzenymi oligonukleotidy amplifikuje pozadovany gen.
Oligonukleotidy jsou obvykle dlouhé pfiblizné 50 part bazi a jsou navrzeny tak, aby
¢asti nasedaly na pozadovany gen a ¢asti na cilovy plazmid. Po prvnim kroku mame k
dispozici amplifikovany gen s pfesahem pro nasedani na plazmid. Timto produktem
je ve druhém kroku amplifikovan cely plazmid. Vyslednym produktem téchto reakci je
plazmid s pozadovanym inzertem. Aby se z reak¢ni smési odstranil ptivodni plazmid, je

vhodné provést reakci s enzymem Dpnl [25, 26].
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1: Preparace vektoru a PCR

F-primer R-primer

50 bp ” 50 bp

2: Linearni amplifikace

3: Dpnl $tépeni

Obr. 5: Schéma RF klonovani
V prvnim kroku je vhodné navrZzenymi oligonukleotidy amplifikovan pozadovany gen (1). Ve druhém
kroku je timto ,,superprimerem* amplifikovan cely plazmid (2). Produktem této reakce je plazmid
s pozadovanym genem. Reak¢ni smés je poté $t€pena enzymem Dpnl (3), aby byl odstranén ptavodni
plazmid.

Pfevzato a upraveno z: [25]

Enzym Dpnl §tépi methylovanou DNA. Ta je produkovana vétSinou béznych
bakterialnich kment. P¥i PCR methylace neprobiha, takze jsou Dpnl $tépeny pouze
puvodni plazmidy bez pozadovaného genu. Metodou RF klonovani je mozné s vysokou
ucinnosti amplifikovat plazmidy o délce az 15 kbp [25].

Nov¢jsi metoda prenosova polymerazova tetézova reakce (TPCR, z anglického
transfer polymerase chain reaction) je zalozena na podobném principu. Stejn¢ jako u RF
klonovéani se z donorového plazmidu vhodné navrzenymi oligonukleotidy amplifikuje

pozadovany gen, jehoz pomoci je poté amplifikovan cely plazmid (obr. 6, str. 19).
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Vyhoda této metody spociva v tom, ze je uskute¢nitelna v jedné reakéni smési volbou
vhodného teplotniho programu bez potfeby purifikace prvniho PCR produktu. Stejné
jako u RF klonovani je ptivodni templat §tépen enzymem Dpnl [27].

DNA klonovani
Syntéza ,/I \\-
nmegaprimerﬁ“ Donor Akceptor

PCR
meziprodukt

Amplifikace
celého plazmidu

Dpnl

wex r Donor
Sté€peni

M

Obr. 6: Schéma TPCR
V prvnim kroku je vhodn& navrZzenymi oligonukleotidy amplifikovan z donorového plazmidu (modro-
zeleny) pozadovany gen, kterym je ve stejné reakéni smési amplifikovan cely plazmid (hnédy).
Produktem této reakce je plazmid s pozadovanym genem. Reakéni smés je poté §tépena enzymem Dpnl,
aby byl odstranén ptivodni plazmid.
Pfevzato a upraveno z: [27]
Oligonukleotidy pro amplifikaci poZzadovaného genu se navrhuji tak, aby Tm
té Casti, kterd naseda na gen, byla o trochu nizsi, nez Tm ¢asti, ktera nased4 na plazmid.
Optimalni koncentrace primeri pro TPCR je 10 — 20 nM, coz je mnohem méné, nez
ubéznych PCR (200 — 1000 nM). Zaroven je pozadovano velmi malé mnoZstvi
donorového a cileného plazmidu (10 ng). Metoda je tedy z ekonomického hlediska
velmi vyhodna. Teplotni program PCR se sklada ze dvou ¢asti. V prvni ¢asti, obvykle
o tfinacti cyklech, se s niz§i teplotou naseddni amplifikuje gen. Ve druhé cCasti se

ve dvaceti cyklech amplifikuje plazmid i s pozadovanym genem [27].
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1.7 GIBSNOVA REAKCE
Gibsnova reakce (Gibson Assembly), je pomérné jednoduchym a rychlym

nastrojem pro spojovani vétstho mnozstvi DNA fragmentl. Podminkou je, aby
pozadované spojované geny mély komplementarni konce. Ty je mozno ke genu pfipojit
PCR s vhodn¢ navrzenymi oligonukleotidy. V jedné zkumavce jsou vSechny spojované
DNA fragmenty inkubovany s T5 exonukledzou, kterd vytvoii na spojovanych
fragmentech 3’ jednovlaknové komplementarni presahy. Tyto komplementarni konce
(obvykle o velikosti okolo 20 part bazi) na sebe nasedaji a T5 exonukleaza je tepelné
inaktivovana. Chybgjici ¢ast DNA je poté doplnéna DNA polymerdzou a pevné spojena
DNA ligézou (obr. 7) [28].

|

Obr. 7: Schéma metody Gibsnovy reakce
Dva fragmenty DNA s komplementarnimi konci (a) jsou smichany v jedné zkumavce. TS5 exonukledza
vytvoii jednovlaknové komplementarni presahy (b), které na sebe nasedaji (c) a T5 exonukledza je
tepelné inaktivovana. Polymeraza doplni chybéjici nukleotidy (d) a vlakna jsou spojena ligazou (e).
Vysledkem je dvouvlaknova DNA slozena z pivodnich dvou fragmentt (f).

Pfevzato a upraveno z: [29]
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2 CILE PRACE

Cilem prace byla ptiprava lentivirového vektoru (plazmidu), obsahujiciho

konstrukt umoziujici expresi proteinu sekretované alkalické fosfatazy.
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3 MATERIAL

3.1 PRISTROJE A POMUCKY

Autoklav Varioklav 400 E
Automatické pipety

Automatické pipety

Centrifuga 5415 R

Centrifuga Allegra X-22R
Centrifuga Universal 320 R

Filtry pro sterilizaci 0,22 um
Fotoaparat Cyber-shot DSC W570
Gel/ PCR DNA Fragments Extraction Kit
High-Speed Plasmid Mini Kit
Inkubator IR 5000

Kahan Fuego

Laminarni box Clean Air.

Lednice 225 R

Magnetickd michacka MM 2A
Mikrocentrifuga MiniStar silverline
Mrazici box (-20 °C)

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)

pH metr @ 200
Predvazky KB1200-2

Rotac¢ni vakuova odparka SpeedVac DNA 110

Souprava pro agardzovou elektroforézu
Spektrofotometr NanoVue Plus GE
Spektrofotometr UV/VIS UV4-500
Termoblok LS1

Termocykler Progene

Termocykler Techgene

Trepacka Orbi-Safe TS

Ttepacka Multitron

H+P Labortechnik GmbH, Némecko
Discovery HTL, Polsko
Pipetman Gilson, USA
Eppendorf, Némecko
Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko

TPP, Svycarsko

SONY, Japonsko
Geneaid, USA

Geneaid, USA

Flow Laboratories, USA
SCS VERKON, CR
PMV, Nizozemi

Calex, CR

Laboratorni pfistroje Praha, CR
VWR, USA

Calex, CR

Sanyo, Japonsko
Beckman Coulter, USA
Kern, Némecko

Savant, USA
Biokeystone, USA
Healthcare, UK
UNICAM, UK

VLM, Némecko
Techne, UK

Techne, UK
Gallenkamp, UK

Infors HT, Svycarsko
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UV prosvécovaci lampa (300 nm)
UV prosvécovaci lampa (312 nm)
Vafi¢

Vodni lazen TW2

Vortexovy mixér VELP

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti EC 250-90 EC
ZymoPure Maxi Prep Kit

32 ENzYMY

BamHI

Bcll

BsmBl

Deep Vent DNA polymeréaza
Dpnl

Phusion DNA polymeraza
Q5 DNA polymeraza
RNasa A

T4 DNA Ligéaza

T4 DNA Polymeréaza
Xhol

3.3 PUFRY PRO ENZYMY

NEBuffer 2

NEBuffer 3.1

NEBuffer 4

Phusion HF reakéni pufr

Q5 reakeni pufr

Reakéni pufr pro T4 DNA ligazu

ThermoPol reakéni pufr

Ultra-Lum, USA

Uvitec, UK

ETA, CR

Julabo, Némecko
Scientifica, Italie

Millipore, USA

Apparatus Corporation, UK
Zymo Research, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Serva, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
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3.4 BAKTERIALNI KMENY

Z kompetentni E. coli DH5a
E. coli XL 10-Gold

35 VEKTORY

Plazmid Daedalus

pTTo3c-SSH-SEAP

pTWS5 (SEAP)

3.6 PRIMERY PRO PCR

LV_SEQ NEW_FW
5'- GCGCGCTTCTGCTTCCCG-3’
LV_SEQ NEW _REV

5'- TATTCCAAGCGGCTTCGGCC-3’
LV_SEAP_FW

Mgr. Jan Blaha, PfF UK, Praha
Mgr. Jan Blaha, PfF UK, Praha

Dr. Ashok D. Bandaranayake PhD.,
University of Washington, Seattle

Dr. Yves Durocher PhD, CNRC, Montreal,
Canada

Bc. Edita Polachova, PiF UK, Praha

5- CCTCTCGGCCTGCCTGTGCTACCATGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGGGC-3?

LV_SEAP_REV

5’-GGTTCTCGCTTCCGCCATCACTGTCCTCCATGGTGATGGTGATGGTGATG-3’

LV_SEAP_Xhol FW

5’- AAAAAACTCGAGGCCACCATGCTGCTGCTGCTGC-3°

LV_SEAP_Bcll_REV

5-TTTTTTTGATCACTGTCCTCCATGGTGATGGTGATG-3’

LV_SEAP_TPCR_FW

5’-CTCGAGACCTCTCGGCCTGCCTGTGCTACCATGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGG

GC-3’
LV_SEAP_TPCR_REV

5’- TGACTGGAAGTACAGGTTCTCGCTTCCGCCATCACTGTCCTCCATGGTGATGGTG

ATGGTGATG-3’
LV_SEAP_Gb_FW

5’- TCACCATGGAGGACAGTGATGGCGGAAGCGAGAACCTGTACTTCCAGTCA-3’

LV_SEAP_Gb_REV

AGCAGCAGCAGCAGCAGCATGGTAGCACAGGCAGGCCGAGAGGTCTCGAG-3



-25 -

SEAP_FW
5"-AAAAACCGGTCTGCTGCTGCTGCTGCTG-3’
SEAP_REV
5*-TTTTGGTACCTCACTGTCCTCCATGGTGATG-3’
pTW5_SEQ REV
5'-AAGCAGCGTATCCACATAGCG-3’

pTT_FW

5 -TGATATTCACCTGGCCCGATCTG-3’

3.7 KULTIVACNI MEDIA

LB médium — 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH = 7,4

SOC médium — 2% trypton, 0,5 % kvasni¢ny extrakt, 0,05% NaCl, 0,02% KCI, 10mM
MgCl,, 10mM MgSO,, 20mM glukoéza, pH = 7,0

3.8 ROZTOKY

LBamp — LB médium s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml

LBamp s 5% sachar6zou — LB médium s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml a 5%
sterilni sacharézou

Pufr pro agarézovou elektroforézu TAE — 40mM Tris, 20mM CHsCOOH, 1ImM EDTA
Vzorkovy pufr pro agarézovou elektroforézu — 30% glycerol, bromfenolova modi, TAE

Roztoky pro maxipreparaci plazmidové DNA Zymo Research, USA

Roztoky pro miniizolaci plazmidové DNA Geneaid, USA
Roztoky pro extrakci z gelu Geneaid, USA
Roztoky pro precisténi PCR produktd Geneaid, USA

3.9 CHEMIKALIE

1 kbp DNA standard New England Biolabs, USA
2-merkaptoethanol Sigma, USA

Agar Oxoid, Anglie

Agar6za Sigma, USA

Ampicilin Biotika, SR

BSA 10 x koncentrovany New England Biolabs, USA
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DMSO

Combi PPP Master Mix
dNTPs, 10 mM

EDTA

Good View

Kvasni¢ny extrakt

PCR MgSO,4, 100 mM
PCR H,0

Q5 enhancer

Ostatni bézné chemikalie

New England Biolabs, USA
Top-Bio, Ceska republika
Top-Bio, CR

Jersey Lab Supply, USA
Ecoli, Slovensko

Imuna Pharm, SR

New England Biolabs, USA
Top-Bio, CR

New England Biolabs, USA
Lach-Ner, CR
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4 METODY

4.1 PRIPRAVA LENTIVIROVEHO VEKTORU

Hlavnim cilem prace byla pfiprava lentivirového vektoru (plazmidu),
obsahujiciho konstrukt umoziujici expresi proteinu sekretované alkalické fosfatazy.
Gen pro SEAP (inzert) bylo tieba ziskat pomoci PCR. Templaty pro tuto reakci byly
plazmidy pTW5 (SEAP) a pTTo3c-SSH-SEAP. Pro vlozeni inzertu SEAP
do lentivirového plazmidu Daedalus byly postupné pouzity metody klonovani nezavislé
na ligaze (LIC, z anglického ligase-independent cloning), standardni klonovani, TPCR,

RF klonovani a Gibsnova reakce.

4.1.1 PRIPRAVA ZASOBNIHO MNOZSTV{ PLAZMIDU

Buné¢na suspenze Z kompetentnich E. coli DH5a (pfipravené pomoci soupravy
Zymo Pure a umoziuji rychlou transformaci) byla po 100 pl smichdna ve vychlazené
1,5ml mikrozkumavce s2 upl roztoku plazmidu Daedalus 0 koncentraci 1 pg/ul
a transformovana metodou rychlé transformace (4.1.5). Poté byla smés ve sterilnim
laminarnim boxu rozetfena na predehiatou (37 °C) Petriho misku s ampicilinem. Pro
kontrolu bylo pouzito 100 pl Z kompetentnich E. coli DHS5a. Petriho misky s LB
agarem byly pfedem pfipraveny rozvafenim agaru v LB médiu (1,5% agar). Po
zchladnuti pfiblizn€ na 50 °C byl pfidan ampicilin do vysledné koncentrace 100 pg/ml
a smés byla nalita asi po 10 ml na misky, kde byla ponechana ke ztuhnuti. Misky
s transformanty byly inkubovany ptes noc ve 37 °C. Druhy den na né byly pipetovany
2ml LBamp a kolonie byly rozmichdny. Vznikld suspenze byla pipetovana do 21
sterilni Erlenmayerovy banky s 500 ml LBamp a nasledné inkubovana v tiepacce
15 hodin pti 37 °C a 220 ot/min.

Ve 250ml centrifugacnich kyvetach bylo centrifugovano 150 ml bakteridlni
Kultury pti 4500 ot/min, 20 min a 4 °C. Bakterialni pelety byly ihned zpracovany pro
extrakci DNA, nebo uchovany v - 20 °C pro pozd¢jsi vyuziti. Plazmidova DNA byla
extrahovana pomoci komeréni soupravy ZymoPure Maxi Prep. Supernatant byl slit
a pelet resuspendovan ve 14 ml roztoku P1. Bylo pfidano 14 ml lyza¢niho roztoku P2
a smes byla jemné promichana. Po 3 min bylo pfidano 14 ml neutraliza¢niho P3 roztoku

a smes byla opét promichdna. Celd smés byla zfiltrovana pomoci stiikacky a ZymoPure
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filtru do 50ml sterilni zkumavky. Nasledn¢ bylo pfidano 14 ml vazebného pufru a smés
byla promichana. VVzorek byl nalit na kolonku piipojenou k vakuové pumpé¢ a zfiltrovan
pfes kolonku za snizené¢ho tlaku. Kolonka byla nasledn¢ promyta 5 ml roztoku
»Wash 1“ a dvakrat 5 ml roztoku ,Wash 2“. Kolonka byla poté umisténa
do mikrozkumavky a vysuSena centrifugaci pii 10000 x g, 1 min. DNA byla eluovana
400 pl sterilni dH,O piedehiaté na 50 °C.

4.1.2 MERENI CISTOTY A KONCENTRACE PLAZMIDOVE DNA

Vzorek DNA byl 300 x nafedén v dH,O a jeho absorbance byla zmétena pii 280
a 260 nm za pouziti dH,O jako slepého vzorku. Cistota vzorku byla spodtena pomérem
Azs0/Azgo. Roztok Cisté DNA ma tento pomér roven 1,8. Odchylky od této hodnoty jsou
zpusobeny kontaminanty, napt. bilkovinami, kdy je tento pomér vétsi nez 1,8, ¢i RNA,
kdy je pomé&r absorbanci vétsi nez 1,8. Koncentrace vzorku byla spoctena z empirického
vztahu pro zavislost absorbance DNA pii 260 nm, ktera je v roztoku dvousroubovice
DNA o koncentraci 50 pg/ml rovna 1.

Dalsi moznosti méfeni koncentrace a Cistoty bylo pouziti spektrofotometru Nano
Vue Plus. Referenénim vzorkem byly 3 ul sterilni dH>O. Pro méfeni koncentrace

a ¢istoty byly pouzity 3 ul vzorku a hodnoty byly odecteny z displeje pfistroje.

413 AGAROZOVA ELEKTROFOREZA

Obvykle pouzivany 0,8% gel pro agar6zovou elektroforézu byl piipraven
povafenim 0,52 g agaréozy s 65 ml TAE v mikrovinné troubé. Po zchladnuti
na pfiblizné 50 °C byly do roztoku ptidany 3 pl Good View barviva. Smés byla nalita
do pfipravené aparatury s hiebenem a po zatuhnuti byl gel pfevrstven 200 ml dH,0O. Dle
navodu bylo do rezervoaru s elektrodami nalito 65 ml a 180 ml TAE. Do jamek byly
pipetovany vzorky obsahujici desetinu objemu vzorkového pufru. Do jedné drahy bylo
pipetovano 5 ul 1kbp standardu (obr. 8, str. 29). Elektroforéza probihala 20 minut pfi
napéti 150 V. K vizualizaci byla pouzita UV lampa a zafeni o vinové délce 312 nm,
nebo 300 nm. V pripad¢ preparativni elektroforézy byl vzorek ozafovan jen nezbytné
dlouhou dobu pro vytiznuti vzorku z gelu. Ten byl pfenesen do 1,5ml mikrozkumavky

a ihned extrahovan, nebo uchovéan pii -20 °C.
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Kilobases Mass (ng)

=100 42
— 8.0 42

-60 50
-50 42

40 33

- 3.0 125

- 20 48

=15 36

-10 42

- 05 42

Obr. 8: Vizualizace pouZitého DNA standardu.

1 kbp DNA standard vizualizovany ethidium bromidem v 0,8% agar6zovém gelu pfi celkové nanasce

5 ng.
Pievzato a upraveno z: [30]

4.1.4 EXTRAKCE DNA Z AGAROZOVEHO GELU

Extrakce z agardzového gelu byla provedena pomoci soupravy Geneaid
Gel/ PCR DNA Fragments Extraction Kit [31] podle navodu od vyrobce.
Do mikrozkumavky s vyfiznutym vzorkem o hmotnosti do 300 mg bylo pipetovano
500 ul roztoku DF. Byl-li vzorek t&€z8i nez 300 mg, byl rozdélen do dvou
mikrozkumavek a déle se postupovalo stejn€. Smés byla kratce promichana na vortexu
apoté rozpousténa 10 minut pii 60 °C. Behem inkubace byla smés nekolikrat
promichana. Vzorek byl poté pipetovan do extrakéni kolonky umisténé ve sbérné
mikrozkumavce a centrifugovan 30 s pii 16 000 x g. Kolonka byla nasledn¢ promyta
400 pl roztoku ,,W1 Buffer a centrifugovana 30 s pti 16 000 x g. Poté byla promyta
600 ul roztoku ,,Wash Buffer (s pfidanym ethanolem) a centrifugovana za tychz
podminek. Dale byla kolonka vysusSena centrifugaci pii 16 000 x g po dobu 3 min. DNA
byla eluovana 50 pl sterilni dH,O predehiaté na 70 °C.

4.1.5 TRANSFORMACE TEPELNYM SOKEM A RYCHLA TRANSFORMACE
Z kompetentni E. coli jsou uchovavany v 200ul alikvotach pii — 80 °C. Potiebny
pocet alikvot byl rozmrazovan 30 min Vv ledové lazni. Pfiblizné 100 ul bunécné

suspenze bylo ve vychlazené 1,5ml mikrozkumavce smichano s pfisluSnym mnoZzstvim
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roztoku plazmidu a ponechano 10 minut v ledové lazni. Nasledné byly transformanty
natfeny na Petriho misky s LBamp agarem.

Alikvoty E. coli kmenu XL 10-Gold byly ponechany na ledové tfisti aby
rozmrzly. Bunécna suspenze byla nasledné pipetovana po 50 ul do vychlazenych 1,5ml
mikrozkumavek, smichdna s roztokem plazmidu a ponechéna na ledové tfisti 30 minut.
Tepelny Sok byl proveden pii 42 °C po dobu 30 s. Dale bylo ptfiddno 700 pl
predehiatého (37 °C) SOC média a transformanty byly inkubovany pii 37 °C a tiepani
220 ot/min po dobu 1 hod. Suspenze byla pipetovana na piedehiaté Petriho misky

s SOB agarem a ptidanym ampicilinem a dale inkubovana ptes noc pii 37 °C.

4.1.6 NIZKOOBJEMOVA PRIPRAVA PLAZMIDOVE DNA

Pro nizkoobjemovou ptipravu plazmidové DNA bylo pouzito 5 ml bakteridlni
kultury E. coli DH5a, popiipadé¢ XL 10-Gold, transformované pfislusnym plazmidem.
Tato kultura byla inkubovana pii 37 °C a 220 ot/min po dobu 15 hod. Plazmidova DNA
byla z kultury extrahovana pomoci Geneaid High-Speed Plasmid Mini Kit [32] dle
navodu od vyrobce. Kultura byla centrifugovana pii 16 000 x g, bakteridlni pelet byl
resuspendovan v 200 pl roztoku PD 1. Nasledné bylo pfidano 200 ul roztoku PD 2
a smés byla mirn¢ promichdna. Po 2 min bylo pfiddno 300 pl roztoku PD 3, smés
promichana a centrifugovana pii 16 000 x g po 3 min. Supernatant byl nanesen
na kolonku a centrifugovan 30 s pfi 16 000 x g. Kolonka byla nasledn¢ promyta 400 pl
roztoku ,,W1 Buffer* a centrifugovana 30s pti 16 000 x g. Poté byla promyta 600 pul
roztoku ,,Wash Buffer” (s ptidanym ethanolem) a centrifugovana za tychz podminek.
Dale byla kolonka vysusena centrifugaci pti 16 000 x g po dobu 3 min. DNA byla
eluovana 50 pl sterilni dH,O piedehiaté na 70 °C.

4.1.7 SEKVENOVAN{ DNA

Vzorky pro sekvenovani byly ptipravovany do 0,2ml PCR mikrozkumavek
smichanim 10 ng plazmidové DNA Daedalus na kazdych 100 bp sekvenované oblasti
spolekné s 1 pul  5uM  roztoku primeru LV _SEQ NEW FW, nebo
LV_SEQ _NEW_REV. Roztok byl zfedén sterilni dH,0 na 14 ul. Sekvenace DNA byla
provadéna v Laboratofi sekvenace DNA (Centrum servisnich laboratofi biologické
sekce, PrF UK) automatickym sekvenatorem 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA) nebo 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA).
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4.1.8 STEPENI RESTRIKCNIMI ENDONUKLEAZAMI

Stépeni DNA ve formé PCR produktii, ¢ plazmida bylo provadéno obvykle
po dobu 2 hod. Pii $tépeni enzymem BsmBI reakce probihala 4 hod. Reak¢ni smés
0 objemu 20 pl vzdy obsahovala ptislusné mnozstvi DNA, desetinu objemu reakcniho
pufru, popiipadé i BSA do vysledné koncentrace 0,1 mg/ml. Reakéni smés byla
doplnéna na pozadovany objem sterilni dH,O. Pro dosazeni optimalni teploty uvedené

v tabulce 1 bylo pouzito termobloku ¢i vodni lazné.

Tabulka 1:  Reak¢éni podminky pro $tépeni restrikénimi endonukledzami

Enzym Reak¢ni pufr Teplotni optimum
BsmBI NEBuffer 3.1 55°C
BamHl| NEBuffer 2, BSA 37°C
Bcll NEBuffer 3.1 50 °C
Xhol NEBuffer 2, BSA; 37 °C
NEBuffer 3.1

V ptipadég, kdy byly pouzity enzymy s riznym teplotnim optimem (Xhol a Bcell),
byla smés nejdiive inkubovana na 37 °C po 1 hod, poté zahfata na 50 °C, 1 hod. Tato
reakce byla pufrovana roztokem NEBuffer 3.1.

4.1.9 STEPENI METHYLOVANE DNA

Produkt TPCR (4.2.3) ¢i RF klonovani (4.2.5) o objemu 40 ul byl smichan
se 2 ul Dpnl a inkubovan pii 37 °C, 2 hod. Cast §tépeného produktu byla pouzita pro
kontrolni agardzovou elektroforézu a také k transformaci bunéénych linii E. coli XL 10-
Gold. Pro kontrolu §tépeni bylo pouzito 10 ng plazmidi Daedalus a pTW5 (SEAP).
Kazdy roztok plazmidu byl smichan s 2 ul Dpnl, 2 ul NEBuffer 4 a doplnén na 20 pl
sterilni dH,0O. Reakéni smés byla inkubovana 2 hod pii 37 °C a poté pouZita
k transformaci E.coli DHSo.

4.1.10 SRAZENT DNA

Produkt PCR SEAP_LIC o objemu 45 pl byl srazen 5 ul 3M roztoku octanu
sodného a 125 ul 96% ethanolu v -20 °C po dobu 30 minut. SraZzenina byla odd€lena
centrifugaci pti 4 °C a 18 000 x g a dekantaci. Poté byla resuspendovana v 200 ul 70%
ethanolu a centrifugovana za tychz podminek. Supernatant byl slit a sraZzenina vysuSena

V odparovaci. DNA byla rozpusténa v 16 pl sterilni dH2O.
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4.1.11 KLONOVANI NEZAVISLE NA LIGAZE

Prvni zptsob LIC klonovani byl provadén podle protokolu doporuc¢eného pro
plazmid Daedalus (ktery nam laskavé vénoval Dr. Ashok D. Bandaranayake PhD.).
Linearizovany plazmid byl piecistén pres kolonku stejné, jako pii preparaci
z agarozového gelu (4.1.4) s tim rozdilem, ze vzorek nebyl inkubovan pii 60 °C, ale
po pridani 500 pl roztoku DF byl ihned nanesen na kolonku a déle bylo postupovano
stejné. PCR produkt SEAP_LIC (inzert) byl piecistén pies agardzovy gel.

Pro $tépeni linearizovaného plazmidu Daedalus (vektor) a inzertu byly v 1,5ml
mikrozkumavkach na ledové lazni smichany produkty T4 $t€pné reakce dle tabulky 2
a doplnény sterilni dH,O na 10 pl. Stépeni se nechalo probihat 1 hod pii 22 °C

v kadince s vodou.

Tabulka 2:  Reakéni smés pro T4 Sstépeni PCR produktu SEAP LIC a
linearizovaného plazmidu Daedalus

Reakce pro inzert Reakce pro vektor

NEBuffer 2 1,0 pl 1,0 ul

BSA 1,0 pl 1,0 ul

dTTP (10mM) - 2,5ul

dATP (10mM) 2,5 ul -

T4 polymeraza 0,2 pl 0,2 pl

PCR produkt 2,0 ul -

Linearizovany plazmid = 150 ng

Dale byla pfipravena tato reakce: 5 pl T4 Stépeného vektoru bylo smichano
s 10 pl T4 stépeného inzertu a ponechéano pii 22 °C po 20 min. Déle bylo pfidano 10 pl
25mM EDTA o pH = 8 a smé&s byla inkubovana pii 22 °C, 5 min. Smé&si bylo rychlou
transformaci (4.1.5) transformovano 100 pul E. coli DH5a. Transformanty byly natfeny
na Petriho misky s LBamp agarem s 5% sachardézou a inkubovany 12 hod pii 37 °C.
Jako kontrola byly pouZzity bakterie transformované liga¢ni smési, do které bylo misto
inzertu pipetovano stejné mnozstvi sterilni dH,O

Druhy zptsob LIC klonovani byl provadén na zéklad¢ navodu tzv. ,,ACEMBL
SLIC* [33]. V 1,5ml mikrozkumavkach byly na ledové lazni smichany reakéni
komponenty podle tabulky 3, str. 33. Reakce byly doplnény sterilni dH,O na objem
10 pl
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Tabulka 3:  Slozeni reakéni smési pro LIC podle navodu ACEMBL SLIC

Reakce pro inzert Reakce pro vektor

NEBuffer 2 1,0 pl 1,0 pl

BSA 1,0 pl 1,0 pl

dTTP (10mM) - 2,5ul

dATP (10mM) 2,5 ul -

DTT (100mM) 0,5 ul 0,5 ul

Mocovina (2M) 1,0 pl 1,0 ul

T4 polymeraza 0,2 pl 0,2 pl

PCR produkt 400 ng -

Linearizovany plazmid = 400 ng

Reakce byly inkubovény pfi 22 °C, 30 min. Do kazdé reakce bylo pipetovano
0,5 ul 500mM EDTA a enzym byl inaktivovan 25 min pii 75 °C. Z kazdé reak¢éni smési
bylo odebrano 2,5 ul, smichano dohromady na vodni lazni a poté zahiivano na 65 °C
po dobu 8 min. Nasledn¢ byla mikrozkumavka s reak¢éni smési piemisténa do 500ml
kadinky s vodou o teploté 65°C a tam ponechana, aby vychladla na laboratorni teplotu.
Ligac¢ni smési bylo transformovano 100 pl bakterialni kultury E. coli DH5a stejnym

postupem jako v ptedchozim piipadé véetné negativni kontroly.

4.1.12 STANDARDNI KLONOVAN{

Na pfipravu plazmidu Daedalus obsahujici inzert SEAP standardnim
klonovanim bylo pouZito 16 pl sraZeného PCR produktu SEAP TC (4.1.10), ktery byl
Stépen enzymy Xhol a Bcll (4.1.8) a nasledné pteciStén agar6zovou elektroforézou
(4.1.4). Vektorem byl plazmid Daedalus, ktery byl §tépen enzymy Xhol a BamHI
a preciStén elektroforézou pres agardzovy gel, ze kterého byly vyfiznuty 4 pruhy.
Vzorky $tépeného plazmidu po precisténi byly odpafeny na objem 10 pl a vSechny
pouzity pro ligaci s inzertem. Liga¢ni reakce byly ptipraveny takto: k 10 pl vektoru
a 12,5 pl inzertu v 1,5ml mikrozkumavce byly pipetovany 3 ul pufru pro T4 DNA
ligazu a 4 pl sterilni dHO. Smés byla v 0,51 kéadince zchlazena vodou na 16 °C
a do reakce byl ptidan 1 ul T4 DNA ligazy. Reakce probihala 30 min. Touto liga¢ni
smési bylo transformovano 100 pl bakterialni kultury E. coli DHS5a. Transformované

bakterie byly rozetfeny na Petriho misky s LBamp a 5% sachar6zou.
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4.2. POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Béhem prace byla mnohokrat provedena PCR nejen pro amplifikaci inzertu
SEAP, ale vruznych obménich i pro samotné klonovani, ¢i kontrolni PCR

Z bakterialnich kolonii.

4.2.1 STANDARDNE PROVADENA POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

PCR byla standardné provadéna v 0,2ml ¢i 0,5ml PCR mikrozkumavkach, kde
byly smichany reakéni pufry s vodou, templatem a primery, jak je uvedeno v tabulce 4.
Jako posledni byla ptidana DNA polymeraza. Pichled sloZeni reakénich smési a DNA
polymeraz je uveden v tabulce 5. Z reakéni smési byly odstranény bublinky kratkou
centrifugaci (pfiblizné 20 s) a poté byla smés umisténa do termocykleru pii teplotnim
programu, jenz byl standardné nastaven nasledovné:

. Inicializace 94 °C 5 min

Il. 30 x opakovany cyklus:

a. Denaturace 94°C 30s
b. Nasedani primera (65 °C)30s
c. Polymerace 72°C (1 min)

I"ni. Zavérecna polymerace 72 °C 10 min
V. Uchovani pii 4°C

V zavorkach jsou uvedeny hodnoty, které se u jednotlivych reakci ménily

Vv zavislosti na délce amplifikovaného tseku a na Tm primerd.

Tabulka 4:  Prehled templatd a primerQ pouzivanych pro rizné typy PCR

Templat Produkt Primery
SEAP pro LIC pTW5_SEAP SEAP_LIC LV_SEAP_FW
klonovani LV_SEAP_REV
SEAP pro pTW5_SEAP SEAP_TC LV_SEAP_Xhol FW
standardni pTToc-SSH-SEAP LV_SEAP_Bcll_REV
klonovani
SEAP pro RF pTW5_SEAP SEAP_RF LV_SEAP_TPCR_FW
klonovani LV_SEAP_TPCR_REV
s Q5 polymerazou
RF klonovani Daedalus Daedalus_SEAP_RF SEAP_RF
S Q5 polymerazou
TPCR Daedalus Daedalus_ SEAP_TPCR LV_SEAP_TPCR_FW
pTW5_SEAP LV_SEAP_TPCR_REV
Plazmid Daedalus Daedalus_Gb LV_SEAP_Gb_FW
pro Gibsnovu LV_SEAP_Gb_REV

reakci
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Tabulka5:  Slozeni reakénich smési pro PCR s riznymi DNA polymerazami
V objemu 50 pl

DNA polymeriza  Reakéni pufr PCR dNTPs Jiné

Deep Vent ThermoPol (10 x) 1,5 ul 1ul PCR MgSO,

Q5 Hot Start Q5 (5x) 1,0 ul Q5 Enhancer; DMSO
Phusion Phusion HF (5 x) 1,0 pl DMSO

4.2.2 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE Z KOLONI{
Z jednotlivych Petriho misek bylo vybrano nékolik kolonii. Ty byly pomoci

Spicky automatické pipety preneseny do 20 pl reakéni smési slozené z 10 pl roztoku
Combi PPP Master Mix, 2 ul pfimého a zpétného primeru a 6 ul sterilni dH,O. Toutéz
pipetovaci Spi¢kou bylo nasledné zaockovano 5 ml LBamp a kultura byla inkubovana
vV 50ml plastové zkumavce s vickem pii 37 °C a 220 ot/min, 15 hod. Kultura byla takto
pfipravena pro nizkoobjemovou pfipravu plazmidové DNA.

PCR reakéni smés byla umisténa do termocykleru pfi teplotnim programu:

l. 94 °C 5 min
Il. 30 x opakovany cyklus:
I. 94°C 30s
ii. 54°C 30s
ii. 72°C 1min, 40 s
Il.  72°C 10 min

IV.  Uchovani pti 4°C

Vzorky PCR z kolonii byly posléze pouZzity v agar6zové elektroforéze.

4.23 PRENOSOVA POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Na tfi varianty reakce TPCR bylo v 0,5ul PCR mikrozkumavce smichano 10 ng
plazmidu Daedalus, 10 ng plazmidu pTW5 (SEAP), 5 ul primeru
LV_SEAP_TPCR_FW a LV_SEAP_TPCR_REV, 1,6 ul DNA polymerazy a dale byl
pfimichan pfislusny pufr, roztok dNTPs, ptipadné dalsi reaktanty podle tabulky 6.
Reakéni smés byla doplnéna sterilni dH,0 na 50 pl.

Tabulka 6:  Mnozstvi roztok piidanych do TPCR reakéni smési

Polymeraza dNTPS Reakéni pufr Dalsi reaktanty
Deep Vent 1,0 pl 5 pl ThermoPol 1ul PCR MgSO,
Q5 Hot Start 1,5 ul 10 ul Q5 10 pul Q5 Enhancer

Phusion 1,5 pl 10ul Phusion HF 1,5 ul DMSO
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Teplotni program TPCR:
l. 98 °C 1 min
Il. 13 x opakovany cyklus:
I. 98°C 30s
ii. 60°C 1 min
ii. 72°C 1 min, 30 s
I1. 20 x opakovany cyklus:
i. 98°C 30s
i. 72°C 6 min

IV. 72°C 10 min

V. Uchovani pti 4 °C

Vzorky TPCR byly posléze pouzity v agar6zové elektroforéze a po Stépeni Dpnl
I k transformaci E.coli XL 10-Gold.

4.2.4 AMPLIFIKACE PLAZMIDU DAEDALUS PRO GIBSNOVU REAKCI

Na PCR amplifikaci plazmidu Daedalus bylo v 0,5ul PCR mikrozkumavce
smichano 10 ng plazmidu Daedalus, 5 pl primeru LV _SEAP Gb FW
aLV_SEAP Gb REV, 0,5 ul DNA polymerdzy a déle byl pfimichan pfislusny pufr,
roztok dNTPs, ptipadné dalsi reaktanty podle tabulky 6. V jedné varianté reakce s Q5
polymerazou byl vynechan roztok Q5 Enhancer. Reak¢ni smés byla doplnéna sterilni
dH,0 na 50 pl. Pro nékteré reakce byl piidan roztok DMSO do celkové koncentrace
3 %, 6 % a 9%.

Teplotni program amplifikace plazmidu Daedalus:

l. 94 °C 5 min
. 30 x opakovany cyklus:
i. 94°C 30s
i. 72°C 6 min
. 72°C 10 min

IV.  Uchovani pti 4°C
Vzorky PCR amplifikace plazmidu Daedalus byly posléze pouZzity v agarézové

elektroforéze.

4.25 KLONOVANI BEZ RESTRIKCNIHO STEPENI

Na RF klonovani byla nejprve amplifikovana ¢&ast plazmidu pTWS
(SEAP) oligonukleotidy pro TPCR pii teplotnim programu popsaném v Kapitole 4.2.1
s teplotou nasedani 62 °C, 30 s a dobou elongace 1 min 40 s. Vzorek byl pfecistén pies

agardzovy gel. Jeho koncentrace po piecisténi byla 50 ng/ul a ¢istota Azgo/Azgo = 1,39.
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Poté bylo v 0,5ul PCR mikrozkumavce smichano 10 ng plazmidu Daedalus, 1 pl
PCR produktu SEAP RF, 0,5 ul Q5 DNA polymerazy, 10 ul Q5 reakéniho pufru, 1,5 pl
roztoku dNTPs a 10 ul Q5 Enhanceru. Reakéni smés byla doplnéna sterilni dH,O na
50 pl.

Teplotni program RF klonovani byl nastaven nasledovné:

l. 94 °C 5 min
. 30 x opakovany cyklus:
i. 94°C 30s
. 72°C 6 min
. 72°C 10 min

IV.  Uchovani pti 4°C

Vzorky RF klonovani byly posléze pouzity v agar6zové elektroforéze a po

Stépeni Dpnl i k transformaci E.coli XL 10-Gold.
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5 VYSLEDKY

51 PRIPRAVA LENTIVIROVEHO EXPRESNIHO PLAZMIDU

Pro optimalizaci rekombinantni exprese v bunéénych liniich HEK293
transdukovanych lentivirovym syst¢émem Daedalus byl jako reportérovy gen vybran gen
pro sekretovanou alkalickou fosfatdzu. Tento protein je stanovitelny jiz v malych
absolutnich expresnich vytézcich. Nejprve ale bylo tfeba pfipravit lentivirovy
cytosolicky vektor obsahujici tento gen. Sekvence celého plazmidu cita asi 10 kbp.
Sekvence nejblizsiho okoli mista pro inzert je znazornéna na obrazku 9. Pro amplifikaci
genu pro SEAP byly vybrany plazmidy pTTo3c-SSH-SEAP a pTW5 (SEAP). Z nich
byl gen amplifikovan oligonukleotidy, které byly navrzeny tak, aby produkt reakce

mohl byt vyuzit pro rizné zpusoby vlozeni do vektoru daedalus.

XAGIBIGISITE R s B 1K06zaksacBBsmB1LIC SITE+TEVGGS+8xHisstop Bail

5°-TCACTCGGCGCGCCAGTCCTCCGACAGACTGAGTCGCCCCRivEnGE - BEieies

ECEICEENENEEN 1 GAGACCABEATECGTTCACTAT......SacB...... TATTTAGTGACG

TCTCAGGCGGAAGCGAGAACCTGTACTTCCAGTCAGGAGGCAGTCATCACCATCA
CCATCACCATCACTGCABEBMIBEGCTTGGTTCCAATCC-3

Minzert GGGSENLYFQ/SGGSHHHHHHHHstop

Obr. 9: Sekvence okoli mista pro inzert plazmidu Daedalus.
Postupné jsou barevn& oznaGena tato mista: [NINGIEGISEE — mista pro restrikéni $tépeni Xhol a BamHI;
BB o svetle Zelend — mista pro LIC; Sediva — misto pro $tépeni BsmBI; [illloNd — Kozakové sekvence;

zluta — SacB gen; modra — sekvence histidinové kotvy, terminacni kodon.

Inzert SEAP byl vkladan pomoci restrikénich mist do vektoru na misto SacB
genu. Tento gen o velikosti ptiblizn¢ 1,8 kbp zptisobuje letalitu bakterii za pfitomnosti
sacharézy v kultivaénim médiu. To bylo vyuzito jako selekéni znak — pokud tento gen
nebyl zplazmidu vystépen, po nasledné transformaci by kolonie na médiu se

sachar6zou nemé¢ly nartist.
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51.1 PRIPRAVA ZASOBNIHO MNOZSTVIi PLAZMIDU

Pro experimenty bylo nejprve tieba pfipravit dostate¢né mnozstvi plazmidu
Daedalus. Zasobni roztok byl pfipraven v Z kompetentnich E. coli DH5a postupem
popsanym v kapitole 4.1.1. Bylo pfipraveno 400 pl roztoku plazmidu o koncentraci
1,3 ug/ul a istoté Aggo/Azgo = 1,79.

5.1.2 SEKVENACE

Spravnost sekvence plazmidu Daedalus v okoli mista pro inzert byla ovéfena
sekvenaci  (4.1.7) se sekvena¢nimi  oligonukleotidy LV__SEQ NEW_ FW
aLV__SEQ_NEW_REV. Sekvenaci bylo ovéteno (obr. 10), Ze v mistech pro restrik¢ni
Stépeni neni vloZzena mutace a inzert by mélo byt mozné vystépit piisluSnymi

restrikénimi endonukleazami.

IAGIIGISINE =5 mb1 K628k sacBBsmB1LIC SITE+TEVGGS+8xHisstop Eaiil

5’-TCACTCGGCGCGCCAGTCCTCCGACAGACTGAGTCGCCCG

TGAGACG CGTTCACTAT TATTTAGTGACG
TCTC T GGAGGCAGTCATCACCATCA
CCATCACCATCACTG GCTTGGTTCCAATCC-3’

5’-TTGGTAATAACCCCCTCACTCGGCGCGGCAGGCCTCCGACAGAGTGAGTCGCCC

GETCGAG " CCTCTCGGCCTGCCTGTGCT TGAGACGACGATG
CGTCTC T GGAGGCAGT

CATCACCATCACCATCACCATCACTGg-CGGACCG CCTCTCCTTCCCCCCCC

CCTAACCGATTAGCA-3’

Obr. 10: Porovnani znamé sekvence vektoru s vysledkem sekvenace za ucelem Kkontroly
restrikénich mist. Shora: legenda k sekvenci; znama sekvence; vynatek ze sekvenace s piimym
sekvenacnim oligonukleotidem; dole totéz se zpétnym sekvenacnim oligonukleotidem.

Postupné jsou barevné oznaGena tato mista: [IGNGHEGIGEE — mista pro restrikéni $tépeni Xhol a

BamHI; EEINBHE a SVetle zelend — mista pro LIC; Sedivd — misto pro tépeni BsmBI; [illloNd — Kozakové

sekvence; Zluta — SacB gen; modra — sekvence histidinové kotvy, termina¢ni kodon.

5.1.3 KONTROLA STEPENI Dpnl, Xhol A BamHI
ProtoZze se nedafilo linearizovat plazmid Daedalus, bylo tfeba ovéfit, zda
restrik¢ni endonukleazy, které byly pouzivany, jsou aktivni. K tomuto ucelu byl pouzit

plazmid pBSK+. Ten obsahoval restrikéni mista pro enzymy Xhol a BamHI. Témito
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enzymy byl plazmid $tépen po dobu 2 hod a vysledek vyhodnocen agarézovou
elektroforézou (obr. 11)
U obou $tépeni je ztetelny posun dal od cela elektroforézy, coz znaci, ze plazmid

byl ispésné Stépen a enzymy jsou aktivni.

1kbp P X B

Obr. 11: Agaroézova elektroforéza produktii kontrolniho $tépeni Xhol a BamHI.
1 kbp je DNA standard, v draze P byl vzorek nestépené¢ho plazmidu, v draze X byl vzorek plazmidu
stépeného Xhol, v draze B byl vzorek plazmidu $tépené¢ho enzymem BamHI.

Kontrolni reakce pro ovéteni aktivity Dpnl byla uskutecnéna Stépenim plazmidu
pTWS5 (SEAP) a Daedalus, jak je popsano v kapitole 4.1.9. Reakéni smési byly pouzity
pro rychlou transformaci 100 ul bunééné linie DHSo a na miskach s LBamp agarem
inkubovany 15 hod pii 37 °C. Po této dobé na miskach nebyly zfetelné Zadné kolonie,

coz znaci, ze plazmidy byly $tépeny a enzym Dpnl je aktivni.

52 KLONOVANI NEZAVISLE NA LIGAZE
Reakce LIC byla provedena ve dvou variantdch (4.1.11) Nejprve bylo tieba

ziskat plazmid linearizovany restrikéni endonukleazou BsmBI. Stépeni probihalo
Vv reak¢éni smési, slozené z 1 pg plazmidu Daedalus, 5 ul NEBuffer 3.1, 2 ul BsmBI.
Smés byla doplnéna sterilni dH,O na 50 pl. Stépeni probihalo pii 55 °C po dobu 4 hod.
Vysledek reakce byl ovéten 0,8% agar6zovou elektroforézou pti 150 V, 20 min.
Do jamek bylo naneseno 5 pul vzorkt (obr. 12, str. 41).
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1 kbp P BsmBlI

Obr. 12: Agarézova elektroforéza produktu restrikce plazmidu enzymem BsmBI.
Zleva: 1 kbp je DNA standard, P je draha s nes$tépenym plazmidem, BsmBI jsou dvé drahy BsmBlI

Stépencho plazmidu.

Jak je patrné z elektroforézy, $t€épeni BsmBI neprobéhlo. Ani pii opakovanych
pokusech se nepodafilo dosahnout lepsiho vysledku. Plazmid o velikosti piiblizné
10 kbp migruje v draze P piedevsim ve formé piiblizné odpovidajici velikosti 2,5 kbp,
pravdépodobné superSroubovice.

Inzert SEAP_LIC byl ziskan PCR zplazmidu pTW5 (SEAP) za pouziti
oligonukleotidi LV_SEAP FW a REV. Tyto primery ¢asti nasedaji na gen SEAP
a zaroven obsahuji sekvenci, kterd se na templat neparuje, ale je ur¢ena pro Stépeni T4
polymerazou k nasledné ligaci s vektorem. PCR s Deep Vent polymerazou probéhla pti
teplotnim programu popsaném v kapitole 4.2.1 s teplotou nasedani 58 °C, 30 s a dobou
elongace 1 min 40 s. Vzorek byl piec¢istén pies agarézovy gel. Jeho koncentrace pro

precisténi byla 33 ng/ul a Cistota Ageol/Azgo = 1,45.

5.2.1 PRVNIZPUSOB KLONOVANI NEZAVISLEHO NA LIGAZE

Pro $tépeni BsmBI linearizovaného vektoru a inzertu byly ptipraveny reakce tak,
jak je popsano v kapitole 4.1.11. Liga¢ni smési bylo rychlou transformaci
transformovano 100 pl E. coli DH5a. Transformanty byly natfeny na Petriho misky
s LBamp agarem s 5% sacharézou a inkubovany 12 hod pii 37 °C. Jako kontrola byly

pouzity bakterie transformované liga¢ni smési, do které¢ bylo misto inzertu pipetovano
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totéz mnozstvi sterilni dH,O. Na kontrolni misce nenarostly zadné kolonie, médium
s ampicilinem tedy bylo piipraveno spravné. Na miskach s transformanty narostlo asi
10 kolonii. PCR z téchto kolonii se specifickymi primery nepotvrdila pfitomnost genu
pro SEAP.

5.2.2 DRUHY ZPUSOB KLONOVANI NEZAVISLEHO NA LIGAZE

Druhy zpusob LIC byl proveden postupem, ktery je podrobné popsan v kapitole
4.1.11. Transformanty byly natfeny na Petriho misky s LBamp agarem s 5% sachar6zou
a inkubovany 12 hod pti 37 °C. Jako kontrola byly pouzity bakterie transformované
ligacni smési, do které bylo misto inzertu pipetovano totéZ mnozstvi sterilni dH,O.
Stejné jako u prvniho zplsobu na miskéach s transformanty narostlo asi 10 kolonii. PCR

z téchto kolonii se specifickymi primery nepotvrdila ptitomnost genu pro SEAP.

53 STANDARDNI KLONOVANI

K piipravé plazmidu Daedalus obsahujiciho inzert SEAP standardnim
klonovanim bylo nejprve tieba linearizovat vektor restrikci enzymy Xhol a BamHI.
Stépeni bylo provedeno postupem, uvedenym v kapitole 4.1.8 po dobu 2 hodin. Stépné
produkty byly precistény pies 0,8% agarézovy gel (4.1.4) ve dvou drahach a rozdélené
pruhy 1 - 4 vyfiznuty (na obr. 13, str.43, jsou oznac¢eny XB).

Pro amplifikaci inzertu SEAP TC byly pouzity oligonukleotidy
LV_SEAP_Xhol FW a LV_SEAP Bcll_REV. Tyto primery ¢asti nasedaji na gen
SEAP a zaroven obsahuji sekvenci, kterd se na templat neparuje, ale je urCena
ke stépeni restrik¢nimi endonukleazami Xhol a Bell a k nasledné ligaci s vektorem.
Enzym Bcll nestépi methylovanou DNA, proto byl vybran pro $té€peni PCR produktu,
ktery methylovan neni. Bcll vytvafi presahy na vlaknu DNA, které jsou
komplementarni s pfesahy vytvofenymi BamHI. Tyto pfesahy lze vyuzit k nasledné

ligaci stejné jako ptesahy vytvorené enzymem Xhol.
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1 kbp XB P

Obr. 13: Agarézova elektroforéza produktu restrikce plazmidu enzymy Xhol a BamHI. Zleva:
1 kbp je DNA standard, XB jsou dvé drahy Xhol a BamHI §tépeného plazmidu, P je draha nestépeného

plazmidu. Cisly 1 — 4 jsou oznatené pruhy vytiznuté a extrahované pro dalii pouziti v klonovani.

Templaty pro PCR byly plazmidy pTTo3c-SSH-SEAP a pTW5 (SEAP). Reakce
byla uskute¢néna Deep Vent polymerazou pfi teplotnim programu popsaném v kapitole
4.2.1 s teplotou nasedani 56 °C po 30 vtefin a S dobou elongace 1 min 40 s. Produkt
SEAP_TC se podatilo amplifikovat pouze z templatu pTW5 (SEAP), proto byl k dalsim

reakcim pouzit pouze tento templat (obr. 14).

lkbp K pTT pTW

Obr. 14: Agarézova elektroforéza produktu PCR s templaty pTTo3¢c-SEAP a pTW5 (SEAP).
1 kbp je DNA standard, K je draha PRC produktu SEAP_LIC, ktery je zde pouzit pro kontrolu, pTT je
draha PCR produktu s templatem pTTo3c-SSH-SEAP, pTW je PCR produkt s templatem pTWS5 (SEAP).
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Navazujici postup standardniho klonovani je podrobné popsan v kapitole 4.1.12.
Ligacni smési bylo transformovano 100 ul bakterialni kultury E. coli DHS5a.
Transformované bakterie byly rozetieny na Petriho misky s LBamp a 5% sachardzou.
Jako kontrola byly pouzity bakterie, transformované 50 ng nestépené¢ho plazmidu
Daedalus a bakterie, které transformovany nebyly.

Na kontrolni misce s transformovanymi bakteriemi kolonie narostly,
na kontrolnim vzorku bez plazmidu nikoli. Kolonie bakterii, transformovanych
plazmidem Daedalus poukazuji na nepfili§ dobrou selektivitu genem SacB, nebot’
kolonie narostly, pfestoze byly kultivovany na médiu s 5% sachar6zou. Na miskach
transformantt, do jejichz ligacni smési byly pouZzity plazmidy z vytiznutych pruht €. 1,
¢. 2 a¢. 3, nenarostly zadné kolonie. Na misce s transformanty, do jejichz ligacni smési
byl pouzit plazmid vytiznuty z pruhu ¢. 4 (obr. 13, str. 43), narostlo pfiblizn¢ 20 kolonii.
Z nich bylo vybrano deset kolonii k PCR a k zaoc¢kovani 5 ml LBamp. PCR z kolonii
(obr. 15) byla provedena postupem popsanym v kapitole 4.2.2 a byly pouzity primery
LV_SEAP_FW aLV_SEAP_REV.

ikbp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 15: PCR z Kkolonii ze standardniho klonovani.
1 kbp je DNA standard, &isla 1 — 10 znaci drahy s produkty PCR z kolonii, ozna¢enych &isly 1 — 10.

PCR z kolonii vysla pozitivné pro vSechny kolonie, mimo kolonie ¢. 1 a ¢. 5.

Zkolonie ¢. 6 byla izolovina DNA (4.1.6) o koncentraci 33 ng/ul a Ccistoté
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AoeolAzgo = 1,50. Stimto vzorkem byla provedena PCR s oligonukleotidy, které
specificky nasedaji na SEAP, nebot” primery pouzité na PCR z kolonii ¢asti nasedaji
na lentivirovy plazmid, a tak mohly poskytnout falesné pozitivni vysledek. PCR reakce
tedy byla pfipravena postupem popsanym v kapitole 4.2.1 ze vzorku DNA z kolonie ¢. 6
s Deep Vent polymerazou, primery SEAP FW a SEAP_REV, pfi teplotnim programu
popsaném v kapitole 4.2.1 s teplotou nasedani 54 °C po 30 vtetin a s dobou elongace
1 min 40 s. Tataz reakce byla pro kontrolu provedena s plazmidem pTW5 (SEAP).
Reakce se vzorkem z kolonie ¢. 6 neprobéhla, kontrolni reakce probéhla (obr. 16).
Z vysledki kontrolnich reakci bylo usouzeno, ze vysledky pfedchozich PCR z kolonii
s primery LV_SEAP_FW,; REV, jsou opravdu pouze fale$n¢ pozitivni.

lkbp 6  pTW

Obr. 16: PCR z izolované DNA z kolonie ¢. 6 a kontrolni PCR.
1 kbp je DNA standard, v draze znagené 6 je vzorek PCR z DNA z kolonie ¢&. 6, draha znacena pTW
obsahovala vzorek kontrolntho PCR produktu se stejnymi oligonukleotidy a plazmidem pTW35 (SEAP).

54  AMPLIFIKACE PLAZMIDU DAEDALUS PRO GIBSNOVU REAKCI

Pro Gibsnovu reakci bylo tieba nejprve amplifikovat plazmid Daedalus.
K tomuto ucelu byly oligonukleotidy navrzeny tak, aby se ¢asti parovaly s vektorem,
ktery by jimi bylo mozno amplifikovat, a aby druhou ¢asti nasedaly na gen SEAP.
Primery byly navieny takto:
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LV_SEAP_Gb_FW
5’-TCACCATGGAGGACAG |/ TECCCCAACCCACAACE TETACTTCCAGTCA-3°

Oligonukleotid ma celkem 50 bp, na plazmid naseda 30 bp, Tm této ¢asti je 66 °C.

LV_SEAP_Gb_REV

5'-CTCGAG CCTCTCGGCCTGCCTGTGET CC 3

5’-AGCAGCAGCAGCAGCAGCATGGTAGCACAGGCAGGCCGAGAGGTCTCGAG-3’
Oligonukleotid ma celkem 50 bp, na plazmid naseda 27 bp, Tm této ¢asti je 66 °C.

Plazmid byl s témito oligonukleotidy pouzit k PCR amplifikaci, jak je uvedeno
v kapitole 4.1.4. PCR s Deep Vent a Phusion polymerazou neposkytla zadny produkt.
Stejn¢ tak nebyl na agar6zové elektroforéze zietelny produkt PCR s Q5 polymerazou
bez pouziti Q5 Enhanceru. Ddle tedy byla pouzivdna jen Q5 polymerdza, kterd pfi
pouziti Q5 Enhanceru poskytla smés produktii, které vytvofily viditelny spojity pruh
na agar6zové elektroforéze. K dalSim tfem reakcim bylo pipetovano DMSO do celkové
hmotnostni koncentrace 3 %, 6 % a 9 % namisto Q5 Enhanceru. Vysledek byl stejny,
jako v piedchozim piipadé pii pouziti Q5 Enhanceru. Plazmid Daedalus se nepodaiilo

amplifikovat, takze dal$i postup v Gibsnové reakci nebyl mozny.

55 KLONOVANI BEZ RESTRIKCNIHO STEPENT
Pro RF klonovéani a TPCR bylo tfeba navrhnout nové oligonukleotidy tak, aby

jednou casti nasedaly na gen pro SEAP a druhou d¢asti na plazmid Daedalus.

Oligonukleotidy byly navrZeny takto:

LV_SEAP_TPCR_FW
5 A - BEiCICEEeIEeeIEIee  CC/ATGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG
GGC-3’

Oligonukleotid ma celkem 57 bp, na gen SEAP naseda 27 bp (fialova), Tm této Casti je
67 °C. Na plazmid naseda 27 bp a Tm je 67 °C.
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LV_SEAP_TPCR_REV
5’ -CATCACCATCACCATCACCATGSGAGGACAC T EECCCAACCOACAACE T
GTACTTCCAGTCA 37
5’-TGACTGGAAGTACAGGTTCTCGCTTCCGCCATCACTGTCCTCCATGGTGATGGTG
ATGGTGATG-3’

Oligonukleotid ma celkem 64 bp, na gen SEAP naseda 33 bp (fialova), Tm této Casti je
66 °C. Na plazmid naseda 30 bp a Tm je 66 °C.

Témito oligonukleotidy byl amplifikovan produkt SEAP RF, ktery byl po
precisténi agardzovou elektroforézou (obr. 17, str. 48, oznacen RF) pouzit jako primer
pro RF klonovani. Piesny postup a teplotni program je uveden v kapitole 4.2.5. Produkt
RF PCR byl poté st€pen enzymem Dpnl a pouzit k transformaci E.coli XL 10-Gold.
Transformace tepelnym Sokem byla provedena postupem uvedenym v kapitole 4.1.5.
Pro transformaci bylo pouzito 3 pl a Sul RF PCR produktu bez piidaného 2-
merkaptoetanolu. K dalsi jedné transformaci bylo do 50 pl bunééné suspenze ptidano
0,8 ul 10% 2-merkaptoetanolu a dale postupovano stejné. Kultury byly inkubovany
na SOB agaru s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml. Pro kontrolu bylo pouzito 50 ul
netransformované buné¢né suspenze.

Misky s transformanty byly inkubovany 15 hod v37 °C a druhy den
zkontrolovany. Na Z4dné z misek nebyly pfitomny kolonie, metoda tedy nebyla

uspésna.

56 PRENOSOVA POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE
Stejné oligonukleotidy, jako v RF PCR byly pouzity i pro TPCR. Tato reakce,

jejiz slozeni a teplotni program jsou podrobné uvedeny v kapitole 4.2.3, byla provedena
se tfemi riznymi DNA polymerazami (Deep Vent, Q5 Hot Start HF a Phusion HF).
Reakce s Deep Vent a Phusion polymerazou nepfinesly zadny produkt. P¥i TPCR s Q5
polymerazou je zfeteln¢ amplifikovan gen pro SEAP z plazmidu pTW5 (SEAP).
Na obr. 17, str. 48, je slab¢ zfetelny i pruh o velikosti ptiblizn¢ 10 kbp. Produkty TPCR
s Q5 polymerazou poté byly §t€peny Dpnl k odstranéni ptuivodnich templati. Smési bylo
poté transformovano 50 pl bunééné linie E.coli XL 10-Gold. Stejné jako u RF
klonovani byla bunééna linie transformovana 3 ul produktu, 5 ul produktu a 3ul
produktu s pridavkem 0,8 pul 10% 2-merkaptoetanolu. Kultury byly inkubovany pfi
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37 °C na SOB agaru s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml po dobu 15 hod.

lkop RF G P Q5

Obr. 17: Agaroézova elektroforéza produkti SEAP_RF a TPCR.
1 kbp je DNA standard, RF zna&i drahu produktu SEAP RF pro pouziti v RF klonovani, v draze znacené
G je kontrolni vzorek amplifikace plazmidu pro Gibsnovu reakci, P je draha se vzorkem TPCR s Phusion

polymerazou, Q5 je drdha pro vzorek TPCR s Q5 polymerazou.

Na vSech miskach s koloniemi transformovanymi TPCR produktem narostlo
pfiblizn€ 50 kolonii. Z kazdé misky byly vybrany 3 kolonie (celkem tedy 9) pro PCR
z kolonii a k zaockovani SOC média s ampicilinem. PCR z kolonii byla vyhodnocena
agardzovou elektroforézou (obr. 18). Z kolonii ¢. 2 a 3 byla izolovana plazmidova DNA

a pouzita pro dalsi kontrolni reakce.

1kbp 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Obr. 18: Agarézova elektroforéza produkti PCR z kolonii transformovanych produktem TPCR.
1 kbp je DNA standard, ¢isla 1 — 9 zna¢i ¢isla kolonii, ze kterych byla provedena PCR.
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Koncentrace vzorku DNA z kolonie ¢. 2 byla 128 ng/ul, Cistota Azeo/Azso = 2,08.
Koncentrace vzorku DNA z kolonie ¢. 3 byla 38 ng/ul, Cistota Aggo/Azgo = 2,08. Pro
kontrolu, zda se metodou TPCR podafilo pfipravit lentivirovy vektor s genem pro

SEAP, byly s plazmidovou DNA z kolonii €. 2 a 3 piipraveny tyto reakce:

Restrikéni Stépeni enzymy BamHI a Xhol
PCR s primery specifickymi pro gen SEAP (SEAP_FR; REV)
PCR s primery specifickymi pro plazmid pTW5 (pTW5_SEQ _REV apTT_FW)

P w0 n e

PCR se sekvenacnimi oligonukleotidy pro plazmid Daedalus

(LV_SEQ NEW_FW; REV)

Pro PCR reakce byl pouzit Combi PPP Master Mix. VSechny kontrolni reakce byly

vyhodnoceny agarézovou elektroforézou (obr. 19).

lkbp 82 $3 P2 P3 S2 S3 pT2 pT3 seq2 seq3

Obr. 19: Agaroézova elektroforéza kontrolnich reakci provedenych s DNA izolované z kolonii ¢. 2
ac.3.

Zleva:v prvni draze znacené 1 kbp je DNA standard, §2 a $3 jsou vzorky $§tépené Xhol a BamHI, P2 a P3
jsou samotné vzorky, S2 a S3 jsou vzorky PCR s primery specifickymi pro SEAP, pT2 a pT3 jsou vzorky
PCR s primery specifickymi pro plazmid pTW5, seq 2 a seg3 jsou vzorky PCR se sekvena¢nimi primery
pro plazmid Daedalus.
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Na fotografii z kontrolni elektroforézy je v obou drahach vzorku DNA patrny
pruh o velikosti 6 kbp a 10 kbp. V drahach se vzorky z restrikéniho $tépeni je patrny
pruh o velikosti pfiblizné 10 kbp a také velmi slaby pruh DNA o velikosti pfiblizné
1,5 kbp. PCR s oligonukleotidy specifickymi pro SEAP probéhla u obou vzorkt. PCR
se sekvenac¢nimi oligonukleotidy pro lentivirovy plazmid a pro plazmid pTWS5
neprobéhly. Z uvedeného vyplyva, ze by mohlo jit o klony Daedalus s vlozenym
reportérovym genem SEAP. Spravnost tohoto tvrzeni bude tieba jesté ovefit

sekvenovanim.
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6 DISKUSE

Cilem prace byla pfiprava lentivirového vektoru s reportérovym genem pro
sekretovanou alkalickou fosfatdzu. Tento vektor byl nejprve pfipravovan standardnim
klonovanim, poté metodami nezavislymi na restrikénim §tépeni, RF klonovanim, LIC
klonovanim, Gibsnovou reakci a TPCR.

Plazmid Daedalus se béhem prace nepodaiilo Stépit v dostateCném mnozstvi
zadnym z uvedenych restrikénich enzyma (BamHI, Xhol a BsmBl). Liga¢ni reakce tedy
pfirozené¢ nemohly probéhnout. Obtizné Stépeni plazmidu bylo pravdépodobné
zpusobeno jeho nadSroubovicovou strukturou, kterou lze ptfedpokladat z vysledku
elektroforézy vzorku zasobniho mnozstvi plazmidu (obr. 13, str. 43, oznacen P), kdy
plazmid o velikosti asi 10 kbp putoval v gelu na stejné urovni, jako pruh standardu
o0 velikosti 3 kbp. Konformace takto sto¢eného plazmidu mohla zpisobit nepfistupnost
restrikénich mist pro pfisluSné enzymy. Tento jev byl jiz popsan pro St€peni enzymem
BspMI [34]. Béhem prace jsem se pokusil nadSroubovici rozvinout sonikaci sondou, ¢i
Vv ultrazvukové lazni, opakovanym zvySenim teploty, ptisobenim mikrovln, popiipadé
zménou reakcéniho prostfedi (pufru), ve vSech pripadech ale bez vysledku. Dalsi
moznosti, jak rozvinout nadSroubovicovou strukturu DNA by mohlo byt pouziti enzymu
topoizomerazy I [35] a nasledného restrikéniho $tépeni. Topoizomeraza I ale béhem
prace nebyla k dispozici. V ptipadé neuspéchu ptipravy plazmidu ostatnimi metodami
by bylo mozné tento pokus zvazit. Problém se St€épenim je moZné obejit tak, aby pfi
ptipravé plazmidu s genem pro SEAP nebylo tfeba pouZit restrikénich endonukledz.
Jako vhodné byly zvoleny metody, zalozené na polymerazové fetézové reakci.

Gibsnova reakce vyzaduje jako vstupni material plazmid, amplifikovany
prislusnymi oligonukleotidy. Ten se ale nepodatilo amplifikovat, pfestoze pro PCR byly
pouzity tfi rizné DNA polymerazy a reakce byla upravovana riiznym mnoZstvim
DMSO. DalSim postupem pro dosazeni usp&Sné¢ amplifikace plazmidu by mohlo byt
ptidani rizného mnozstvi DMSO i do reakci s polymerazami Deep Vent a Phusion.
Ptipadnym feSenim by mohlo byt vyrazné prodlouZeni doby elongace, nebot’ templat
0 velikosti 10 kbp mize byt svou strukturou zna¢né komplikovany, jak se ukazalo i pfi
restrikénim §tépeni, a mohl by zpomalit reakéni rychlost DNA polymeraz.

Dal$i moznosti pfipravy pozadovaného plazmidu bylo pouZziti metod

RF klonovani a TPCR, které jsou si principielné podobné, stim rozdilem, Ze
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u RF klonovani se primer pro amplifikaci plazmidu s inzertem pfipravuje oddélené,
zatimco u TPCR je v jedné reakci nejprve amplifikovan primer, se kterym poté ve stejné
reak¢éni smési probéhne amplifikace celého plazmidu. Pti transformaci E. coli XL 10-
Gold liga¢nimi smésmi byly na kultivacnich miskach nalezeny kolonie transformanti
u TCPR metody (5.6). Mohlo by ale jit o faleSné pozitivni vysledek, zptisobeny
nedostateénym St€penim puvodnich methylovanych plazmidd, které byly pouzity
v reakci. Vysledek kontrolnich reakci z DNA izolované z TPCR kolonii napovida, ze by
mohlo jit o pozadovany plazmid Daedalus sgenem pro SEAP — naagarézové
elektroforéze je zietelny pruh odpovidajici velikosti (obr. 19, str. 49) a navic z tohoto
vzorku Uspésné probéhla amplifikace genu SEAP se specifickymi oligonukleotidy.
Sekvenci takto ziskanych plazmidl je tfeba jeSté ovérit sekvenaci se sekvenacnimi

oligonukleotidy specifickymi pro lentivirovy plazmid.
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7 ZAVER
Lentivirovy plazmid se nepodafilo linearizovat restrikénimi endonukledzami,

inzerce genu SEAP proto nebyla Gspésna.

Polymerazovou fetézovou reakci se nepodafilo amplifikovat plazmid, metody

Gibsnova reakce a RF klonovani proto nebyly tspésné.

Metodou TPCR se podatilo pfipravit lentivirovy plazmid ktery pravdépodobné

obsahuje gen pro sekretovanou alkalickou fosfatazu.
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