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Abstrakt
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickyched

Kandidat: Veronika Tobolova
Skolitel: Prof. Ing. Vladimir Wsél, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Klonovani, exprese a padiklidske AKR1C2

Kédova sekvence AKR1C2 dodana ve vektoru pOTB7 imgeodou PCR pomnoZena
a pomoci alkalické lyzergeisténa. Nasled# zligovana s vektorem TOPO 2.1. Kédova
sekvence vloZzena do vektoru TOPO 2.1 byla trangfgéma do kompetentnich biknE. coli
a namnozena. Pro kontrolu pebite ligace a transformace byla provedena inkubacéché
kultury s ampicilinem a inkubace kédové sekvenoestrikinimi endonukleasami. Poté byly
vzorky sekvence v TOPO 2.1 odeslany na sekvenaci.

V dalSim kroku doslo k natraveni kodoveé sekven@®©O 2.1 a otaeni
zakoupeného vektoru pET-15b. Poté nasledovétolik pokudi o ligaci sekvence s
expresnim vektorem pET-15b. Kontrotghto kroki byla provedena pomoci transformace
rekombinantni sekvence do klrHb 101, inkubace na Zivnég s antibiotikem a restrikce.

V zawru byl vektor s kédovou sekvenci vliozen do kompietieh burtk BL-21 a
provedena exprese. Po rozbiti Bkiza pouziti sonikace a natraveni lysozymem jsmislimo

pozorovat vysledek pomoci SDS PAGE.



Abstract

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biochemical Sciences

Candidate: Veronika Tobolova
Supervisor: Prof. Ing. Vladimir Wsél, Ph.D.
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The coding sequence of AKR1C2 inserted in vectofFBDwas multiplied by PCR
and purified by alkali hydrolysis. Then it was ligd together with TOPO 2.1 vector.
Prepared sequence inserted in vector TOPO 2.1lraasformed into the competent E. coli
cells and multiplied. To verify these steps we didubation of cell culture with ampicilin
and incubation of coding sequence with restriceadonucleases.The samples inserted in
vector TOPO 2.1 were sent to do sequencing.

The next step was the digestion of the coding segpiaserted in vector TOPO 2.1
and the opening of purchased expressed vector pBTThen a several attempts to ligation
were made. The control of these steps was donebgformation of vector pET-15b with
coding sequence into Hb101 cells, by incubatiotrarisformed cells with antibiotics and by
restriction sequence.

Finally, the vector with the coding sequence wasdformed into competent BL-21
cells and the expression was done. The resultfresgion we could observe after sonication
and digestion of the cells by lysosym using SDS BEAG
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1. Uvod

Ackoliv se chovani a vzhled zivych organismmnoha ohledech lisi, jejich genomy
maji vZdy podobné slozeni, zaloZené g sekvenci nukleotig které utvéi dlouhy
rettzec DNA — deoxyribonukleonové kyseliny. P¢@na sekvence, zjednoduSena do 4
pismen genetického kodu : A (adenin), T (thyminjc@osin), G (guanin), je nositelem
genetické informace a ma za nasledek sp@é rozdilné vlastnosti Zivych tuvr

AZ do paatku 70tych let byla analyza molekuly DNA mozna peaepimo na
zakladt mapovani geina sekvenovani RNA a protéinvVelky obrat nastal az se zavedenim
metod klonovani DNA (1972-73 Boyer, Cohen, Berggtandy detekce specifickych sekvenci
(1975 Southern) a rychlych metod sekvenace DNARIB7 Gilbert, Sanger, Barrel, Maxam).
Tyto a pozdji objevené techniky umaitiji manipulaci s DNA ve zkumavce i Zivém
organismu progednictvim dnes jiz komen¢ dostupnych enzytna zpisobily tak revoluci ve
zkoumani Zivota a odstartovaly novou éru genetiky2011).

Nové poznatky znamenaly velkyipos gedevSim pro vyzkum regulace jednotlivych
geni, na jejichz zaklaglbylo moZzno hledat souvislosti mezi odchylkami gukaci geri a
vyskytem onemoaii (nag. rakovina). Rozvoj zaznamenala také moderni biwtelogie,
ktera pomoci genvyrabi proteiny a jiné slaeniny potebné v medici&

DalSim vyznamnym meznikem v biotechnologii byly E@a, ktera pinesla dalSi
diulezity objev — PCR (polymerase chain reaction)oTagetoda roz$ila moznosti analyzy
DNA a zn&n¢ usnadnila tive obtizg proveditelné procesy.

Navzdory vSem newvitelnym objevim, které nam finesly posledni desetileti,
stojime teprve na 2atku velkého neznama, které pro n&sdstavuje genetické inzenyrstvi.
Zbyva proto jen doufat, Ze se nam dpjadnou pod# plIn¢ proniknout.



2. Teoretickacast

2.1. Aldoketoreduktasy

Aldoketoreduktasy tvid jednu zefti skupin 1.kidy mezinarodni enzymaticke

klasifikace tzv.itidu oxidoredukas podilejici se na oxidorethikh reakcich sifrodnimi i
cizorodymi substraty. Pitdo skupiny enzyiinredukujicich karbonylovou skupinu, jejichz
tiéida byla @ivodre rozcElena do dvou nadrodin dle jejich struktury a to na:
alkoholdehydrogenasy s dlouhyettzcem (MDR, medium-chain alcohol
dehydrogenase/reductase) a na alkoholdehydrogeriagykymietzcem (SDR, short-chain
alcohol dehydrogenase/reductase). Tyto nadrodiniynimné 3D struktury a ve svéndigku
jsou odké&zany na katalyzu atomem zinku nebo katadtyselinowi bazi. (Jez et al., 1997)

2.1.1. AKR nadrodina

Pozdji bylo zjisténo, Ze ne vSechny oxidoreduktasyiidy mizeme rozdlit do
skupiny MDR a SDR a zala se no¥ formovat nadrodinaréti obsahujici proteiny o podobné
struktue: tzv. nadrodina aldoketoreduktas. Jedna se deryoktouci skupinu reduktas
s NADP(H) preferenci, metabolizujici steroidni widdiky, prostaglandiny a dalSi endogenni
aldehydy a ketony stejrtak dole jako xenobiotika. V s@asné dob nadrodina AKR
zahrnuje vice nez 150 enzymkteré jsou pevazre monomerni s velikosti okolo 320
aminokyselin, jezifdime do 15 rodin (AKR1-AKR15). Ne§tSi z nich je rodina AKR1,
obsahujici aldosoreduktasy, aldehydreduktasy, ixydteroid dehydrogenasy a steroidfii 5
reduktasy, ktera je dale ragdna do pti podrodin definovanych vice nez 60% shodou
primarni aminokyselinové struktury: (Ishikura et 2005)

AKR1A — savi aldehydreduktasy

AKR1B — savi aldosoreduktasy

AKR1C - hydroxysteroid dehydrogenasy(HSDs) a pglatadin F syntasy
AKR1D — A*-3-ketosteroid-B-reduktasy

AKR1E — mysi ketoreduktasy (Ishikura et al., 2005)

Mnoho savich aldoketoreduktas se ukazalo jako zajimavé éeitagké cile a léva
zaloZend na jejich strukiel znamenalaifnos pro klinicky vyzkum. Nap aldosoreduktasa
(EC 1.1.1.21) konvertuje cirkulujici gluk6zu nalsitwl a hyperosmoticky cukr, e tak hréat
vyznamnou roli v diabetické retino, neuro a neftopaatimco jeji inhibitory mohou byt

uzitetné v l&be¢ téchto komplikaci. DalSimi vyznamnynidieny jsou &-hydroxysteroid
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dehydrogenasa (EC 1.1.1.213) a prostaglandin lasgr{EC 1.1.1.188), které jsouwcablem
nesteroidnich antiflogistik a mohou se jejich predhictvim ovliviovat jednotlivé stuph
zaretu. (Jez et al., 1997)

Enzymy této nadrodiny se také aktivzapojuji do metabolismu steroidnich hormion
a hraji dilezitou roli jako sping& enzymatickych reakdkada z nich se totiz podili na
pieméné potencialnich hormanna jejich inaktivni formy. Toutoieménou pak reguluji
mnozstvi enzymu schopného navézat se figreeeptor uloZeny v j&d cilové buiky.
(Barski et al., 2008)

2.1.2. Struktura nadrodiny AKR

Rentgenova krystalografie ukazala shodnou strukiuotein této nadrodiny,
podobnost mizeme nalézt jak v prostorovém usidani tak i v aminokyselinové sekvenci.
(Couture et al., 2005)

Prostorova struktura ma barelové usmtani (/p)s kde & skladanych list je
obklopeno 8 Sroubovicemi, které twbjakousi osnovu sudu. Samotné barelové tépéni
byva gerusenaetnymi smykami a helixy jejichz péet, velikost a uspgadani jsou typické
pro jednotlivé rodiny. Jednou &chto variaci je najklad i dlouha smika mezip9 aa7
strukturou u aldehydreduktas a aldosoreduktas (AKRa 1B), ktera se otevira a zavira nad
vazbou nukleotitl a drzi ji tak pevétna svém mist coz usnatiuje navazani NADPH. Délka
této smyky je variabilni u eiznych¢lena rodiny. Rikladem mohou byt hydroxysteroid
dehydrogenasy (AKR1Cs), kde je velice maly velikdsbzdil mezi otekenou a zatenou
formou. Oteveni smyky vazici NADPH a uvoléni kofaktoru je tedy limitujicim krokem
v redukéni kinetice AKRs. (Barski et al., 2008)

Obr. 1. Spolena @/B)s barelova struktura AKRs. (Jez et al., 1997)
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Také aminokyselinova sekvence vykazuje znamky shatditni sekvenci rizeme u
nadrodiny AKR pozorovat na 11 pozicich : Gly-22y@b, Asp-50, Lys-84, Asp-112, Pro-
119, Gly-164, Asn-167, Pro-186, GIn-190 a Ser-Atiodu na dalSich osmi pozicicliieme
sledovat u 41 proteinnadrodiny AKR: Gly-20, Tyr-55, Gly-62, Leu-113,pFi.48, Gly-158,
Glu-192 a Arg-276. Tyto spateé aminokyseliny se podili na v&zkofaktoru, tvorks
aktivniho mista a formovani barelovité 3D struktudez et al., 1997)

.Induced fit* mechanismus

Jak jiz bylo uvedeno vySe enzymy se podili naab@tsmurady endogennich i
exogennich latekiznych struktur jako nap4-hydroxynonenal, PAH (polycyklické
aromatické uhlovodiky) a indanon. VSechny vySedewe strukturé odliSné sloteniny se
vazi do vazebného mista pro ligan&sinou hydrofobni vazbou. Logicky se tedy toto
vazebné misto musfippusobit tvaru rozdilnych sl@enin. Tato schopnostdnit tvar
vazebného mista v zavislosti na ligandu byla ppopsana u hexokinasy kvasinek a je
ozna&ovana jako ,induced fit* mechanismus. Tento mecsiamis byl popsan u victeni
nadrodiny AKR(Couture et al., 2005)

2.1.3. Vyznam nadrodiny AKR

Charakteristick& vlastnost AKRs je jejich schoprresiukovat aldehydy nebo ketony.
Tyto karbonyloveé funéni skupiny jsowtasto sodasti iznych I€ivych latek, nizeme je vSak
také najit v potrava setkavame se s nimi i v polutantech. Schoprosby aldehyd a
ketoni ma také naselb a to prostednictvim metabolismu (n&gpomoci CYP 450).
Karbonylova skupina, obzvl@saldehydicka se vyziaje vysokou chemickou reaktivitou,
redukce této skupiny prastnictvim AKRs a konverze na alkohol tedyrqeere snizi
reaktivitu slodeniny, coz ma velky vyznam ve snizeni karbonylaxécity. (Barski et al.,
2008)

Mezi piirozené substraty nadrodiny fiatelké mnozstvi patologicky vytvenych
slowenin, mezi které fizeme z#adit produkty lipidové peroxidace, kamee produkty
pokratilé glykosylace, ale taky sléaniny, kterédlo vytvéri za fyziologickych podminek:
prostaglandiny, steroidy, semialdehyd sukcinat {predukt metabolismu GABA) nebo
glukdzu. Z uvedeného fu je Zejmé, ze AKRs hraji velmiidezitou a rozsahlou roli
v metabolismu. (Barski et al., 2008)

12



Metabolismus xenobiotik

Metabolismus xenobiotik jestiné rozdtlovan do fi fazi, jejichz cilem je inaktivace,
zvySeni rozpustnosti hydrofébnich latek a vgleni z organismu. |. faze tzv. faze
biotransformace, ktera zavadi volné polarni skupimynolekuly xenobiotika, je lokalizovana
veétSinou v jatrech, 2asti také v dalSich tkanichkiqlevSim v mistech vstupu a exkrece
xenobiotik (placenta, plice,isva, Kize, ledviny). Enzymy podilejici se na I. fazi
metabolismu xenobiotik se také podili na metabalismdogennich latek,maji Sirokou
substratovou specifitu a mohou byt snadno indukévagpické jsou pro&pievazre
oxidoredukni a hydrolytické reakce zpréstikované systémem hydrolas a monooxygenas.
Faze Il. metabolismu xenobiotik zahrnuje reakcdetické. Vznikaji pi nich konjugaty
xenobiotika s endogenni sk®ninou (nap kyselina glukuronova, sulfat, acetat atd.), ktera
zvySi polarni charakter molekuly a umozni tak ¢gkreci. Teti faze poté zahrnuje transport
substratu a produktugs cytoplasmatickou membranu.

AKRs jsou zahrnuty do |. faze oxidf&/redukenich reakci karbonglvzniklych
pomoci cytochromu P450fipadre jinych enzymatickych systéimObecr Izefici, Ze
naslednou redukci karbonylové steuniny se snizi toxicita metabolického produktte(pna
na mért reaktivni alkohol), ne vZzdy vSak toto chemické&seni aktivity koresponduje také se

snizenym biologickym dinkem. (Barski et al., 2008)

2.1.4. AKR1C2
Obecné udaje

AKR1C2 je v literatiie popsan poddkolika ndzvy, jako a@-hydroxysteroid
dehydrogenasa typu 3, dale dihydrodiol dehydrogeBasebo aldoketoreduktasa 1C2.
Velikost proteinu je 323 aminokyselin, kédujici gekce obsahuje 971 bazi.idaen je do
nakrodiny AKR oxidoreduktas, konkrétnodiny AKR1 a podrodiny AKR1C hydroxysteroid
dehydrogenas. Jedna se o cytosolicky enzym expampgedevsim v prostat (7, 2011)

Pati mezictyti rozpustné lidské 8-hydroxysteroid dehydrogenasy{3HSD) spolu
s AKR1C1, AKR1C3 a AKR1C4. Shoduje se s nimi v @imi struktiie az z 86%. Gen
kodujici proteiny ma lokalizaci nehromozomu 10p15-p14. Jejich hlavni tlohou je owiini
aktivity steroidnich hormahna jejich metabolit na androgenové, estrogenové a
progesteronové receptory. Jsou vysoce substratmganov specifické, zatimco AKR1C4
nalézame fevazr v jatrech, AKR1C2 a 1C3 jsou vyjéehy v prostat a prsni Zlaze.
(Penning et al., 2004)
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Funkce

Podili se na metabolismu steroidnich horfndiavre androgennich spolu &5
reduktasou. &reduktasa odbourava testosteron (biologickymetou formu hormonu) na
biologicky &inny Sa-dihydrotestosteron (6DHT) - ktery ma za nasledek tvorbu
sekundarnich pohlavnich zriak muzi. Nadbytek 5-DHT a jeho dinky na androgenni
receptory jsou spojovany se zvySenou proliferactba vedou od hyperplazie prostaty az
nadorovému bujeni.cBDHT byva dale odbouravana prisinictvim 3i-hydroxysteroid
dehydrogenasy naxdaandrostandiol, fipadré pomoci B-hydroxysteroid dehydrogenasy na
3p-androstandiol. Produkty této metabolickémpeny jsou dale konjugovany s kyselinou
glukuronovou a vyloéeny. i-hydroxysteroid dehydrogenasy jsou ovsem schokd ta
katalyzovat zptnou reakci, i niz 3n-androstandiol jefgmenén zpst na m-DHT. ZmnoZeni
praw téchto izoforem enzyiinbylo pozorovano i benigni hyperplazii prostaty. Dosud byl
identifikovani hlavni zastupci enzynmeéchto oxidativnich permen. Jedna se deny
nadrodiny SDR aievazri AKR. Potencialni kandidati nadrodiny AKR jsou AKR1 —
AKR1C4. Diky jejich schopnosti redukovat steroitefonickou skupinu nebo naopak
oxidovat steroidni hydroxylovou skupinu, mohdemenovat aktivni pohlavni hormony na
jejich inaktivni formy nebo katalyzovat reakci ¢pau. Timto mechanismem mohou
regulovat aktivitu receptér které jsoudmito hormony aktivovany. Vyznamnou roli hraji
piredevsim AKR1C2 a AKR1C3, které jsou oproti ostattliemim nadrodiny AKR vysoce
exprimovany v prostat Oproti zdravé tkani byla v ikach epitelu prostaty postizené
nadorovym bujenim nalezena zvySena koncentrace ARRPravdpodobrg, se ale
AKR1C2 v této tkani podiliidevsim na redwki eliminaci m-DHT, ktera je zavisla na
typu epitelialnich bugk, které enzym produkuji. Ovlivni hladin AKR1C2 se tedy zd& byt

atraktivnim cilem I&y rakoviny prostaty. (Rizner et al., 2003)

AKR1C2 a metabolismus xenobiotik

NNK ( 4-methylnitrosamino-1-(3pyridyl)-1-butanonafi mezi nejsilijSi
karcinogeny vznikajicii@ménou nikotinu hem kodteni. Je prokdzanym karcinogenem
vedoucim k rakovié plic. AKR1C2 se podili spolu s 1C1, 1C4 a 1B1@atoxika&nim
mechanismu tohoto karcinogenu, ktery zahrnuje reidkgtonické skupiny na odpovidajici
alkohol (butanol) — NNAL. Redukce je dale nasledmvglukuronidaci a naslednym
vylou¢enim slodeniny ma@i. NNAL-glukuronid je hlavnim metabolitem a reprange 39-
100% celkového NNK nalezeného v énhkuiaki.(Atala, Maser, 2001)
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S deaktivani cestou redukce kompetuje také cesta aktiva a probiha hydroxylaci,
které se tastni cytochrom P450. Aktivovany NNK je pak schop#tylovat DNA a
hemoglobin. Schopnost aktivace a deaktivace NNiKdevziduélni a zcela zavisla n&ku a
genetickém polymorfismu jedince. (Barski et al.02pD

DalSim xenobiotikem jehoZz metabolismu gastni AKR1C2, je oracin. Haimezi
potencialni cytostatika, struktufrmtento Iékiadime mezi isochinoliny. Farmakokinetické
studie ukazaly, Ze oracin podléh& metabolické reidzék vzniku dihydrooracinu, ktery rusi
terapeutické vlastnostid&a a naopak zvysuje jeho toxicitu. Na této redwdecaktivie podili
mikrosomalni enzym Bthydroxysteroid dehydrogenasa typu I, v cytosolk realukce
probiha za asisten¢eni podrodiny AKR1C. Zahrnuti inhibitérpraw téchto enzyni do
terapie rakoviny, by znamenalo zvySedinlku oracinu za satasného sniZzeni nezadoucich
ucinka. (Barski et al., 2008)

Enzymaticka redukce karbonylu je vyznamna v mnobtabolickych procesech
vedoucich k inaktivaci nebo naopak k prodlouzeimku I&iv. Mezi nejvyznamgyjSi
zastupce l&v, jejichz metabolismus je oviiovan pra¢ AKR1C2 mizeme také zadit
antihypertensivum befunolol, antagonisty opiaaloxon a naltrexon fjpadré
antipsychotikum haloperidol. Déale také cytostatikainorubicin a doxorubicin, u kterych se
AKR1C2 podili na detoxikaci a rozvoji rezistend@alski et al., 2008)

2.2. Klonovani

2.2.1. Princip klonovani
Klonovanim se rozumi vyt¥ani identickych kopii neboli klan Klonovani DNA je tedy
pomnozeni ufitého fragmentu DNA a je nezbytnou sasti genetického inZzenyrstvi. Objev
metod klonovani zisobil prevrat a znéné uleltil techniky sekvenovani DNA a z nich
vychazejici postupy regulace geiil, 2011)
Samotny proces @izeme rozdlit na dva typy:
1) klonovéni in vivo
Probih& v hostitelském organismu schopnéimput a rekolikanasobs pomnozit
fragment cizi DNA. Klonovani in vivoipdchazi vytveéeni rekombinantni DNA,
skladajici se z klonovaciho vektoru a sekvencarieagu DNA, ktera ma byt

pomnoZzena. Klonovacim vektorem se rozumi genegbégnent, schopny Zkenit do
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své struktury pozadovany usek cizorodé DNA a spailim se v hostitelském

organismu autonondreplikovat, vytvéet klony. (1, 2011)

2) klonovani in vitro

Metoda klonovani in vitro je p@kud mladSim zfisobem klonovani, ktery vSak
znan¢ ulektil neékteré zdlouhavé a obtigmproveditelné metody in vivo.

Jedné se o metodu PCR (polymerase chain readti@nd, je schopna i z nepatrného
mnoZstvi fragmentu DNA utht velké mnoZzstvi kopii. Ty jsou syntetizovany na
zaklad predlohy (matrice) pomoci DNA-polymerasy #itpmnych 2-
deoxyribonukleosidtrifosfat Nutnosti je znalost alesp@ocatesni a koncové
sekvence fragmentu, dle které jsou syntetizovamgegry — iniciatory reakce.
PrestoZe objev PCR #pobil velky gevrat a znén¢ zjednodusil proces klonovani, ma
tato metoda jisté omezeni. Prvnim je uz zménznalost p&ateni a koncové
sekvence, druhym pak velikostni omezeni kopirovarigek. Useky o ¥t3i délce
(do 40kb) Ize zkopirovat za pomoci specialnichnéghexistuje vSak celéada gef

delSich, zde si musime vysitas metodou in vivo. (1, 2011))

2.2.2. Escherichia coli

Escherichia coli je z&kladni prvek a modelovy oiganus celéady biologickych,
mikrobiologickych a biotechnologickych studii. Vyde sp@iva v naprosté jednoduchosti a
snadné manipulovatelnosti s organismemubginu iznych pokus, jejichZz vysledky a

metody se nasledrdaji aplikovat i na organismy sloggi.

2.2.2.1. Obecné vlastnosti

Escherichia coli je gramnegativni, fakultativanaerobni, nesporulujici bakterie
obsahuijici cirkularni chromosom o velikosti cca @dart bazi. Buiky jsou tSinou
ty¢inkovitého tvaru a velikosti okolo 2m a 0,5um v priméru. Firozerg se vyskytuje ve
strew¢ teplokrevnych Zivéicha. VétSina kmei je neSkodnych, dkteré vSak mohou Zigobit
zavazné onemoeni a otravy. Bakterie se neomezuje pouze fevst prostedi, kratkodob
je schopna i existence mim#d. Diky této odolnosti, snadnému mnozefgtu a manipulaci
se z ni stal nejlépe prostudovany modelovy prok@njcorganismusiasto vyuzivany
v mikrobiologii a biotechnologii. (Rumlova, 2003)
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2.2.2.2. Kmeny

Druh E. coli se vyznalje velkym mnoZstvim kmeénliSicich se viiznych
vlastnostech. ¥tSina z nich je detekovatelnych pouze na molekuld&mvni, mohou vSak
vyznamr ovlivnit fyziologii a Zivotni cyklus bakterie. &teré kmeny mohou néixlad
ziskat patogenni vlastnosti, jiné schopnost vyuzivané substraty nebo ziskat schopnost
rezistence na tité antimikrobni latky. Pro vioZeni a naslednoutéygn DNA jsou
nejvhodrigjSi kmeny schopné zajistit stabilitéijpté rekombinantni molekuly, to znamena
kmeny zbavené schopnosti syntézy resgtrigh endonukleas, které by mohly vioZzenou DNA
degradovat. Narozdil od vlastni genetické vybalyzena rekombinantni molekula totiz neni
pied pisobenimdchto enzyni chraréna metylaci. (Rumlova, 2003)

NejrozSfergjSimi druhy pouzivanymi v laboratornim priegti se staly nepatogenni B
a K-12 kmeny. Tyto laboratorni kmeny jsou specidlpraveny, tak aby vyhovovaly
podminkam, v nichZ jsou kultivovany a maximatsnadnily manipulaci s bakterii. Mezi tyto
Upravy pati predevSim minimalizace bakterialniho genomu, ktesleth® obsahuje pouze
geny nezbyté nutné k peziti a optimalnimu mnoZeni. V procesu expresecpife
uzivargjSi B linie zahrnujici bikky REL-606 a BL-21. Jejich fenotyp se vyzZnge fadou
vyhodnych vlastnosti jako napychlejSi fist v minimalnim médiu, nizSi produkce acetatu,
vySSi exprese rekombinantnich protemnizsi degradacédhto proteiri béhem procesu
purifikace, diky snizenému @ proteas. (Lee, 2009)

Pti vybéru vhodného kmene je tedy nutné vychazetedu) ke kterému ma byt pouzit.
Pro usnadéni onoho vybru byla pro déely molekularni genetikyiijpravena celdada
mutanti, jejichZ genotyp se obvykle udava jako seznam wartgch alel. V manuéalech
zabyvajicich se metodami genového inZzenyrstvi keuvaden takovyto seznam, ktery je
navic doplgn i projevy jednotlivych mutaci ve fenotypu. Tytm&ny jsou pak &Zné
komekn¢ dostupné a dodavanétsinou spolénosti zabyvajicich se produkty pro

molekularni genetiku. (Rumlova, 2003)

2.2.2.3. Vyuziti v biotechnologii

V médiich bohatych na Ziviny poskytujicich krom bginych mineralnich latek také latky
typu vitamini, prekursoit nukleovych kyselin a dalSi metabolity, ma E. G@jrychlejsi éist
pii 37°C. Pro tentotst je dilezitd dostaténé objemna baka (optimalni s 5x &Sim objemem
nez fistové médium) umaitijici bezpeéné tepani narepace a tim zavzdugni média.
Bakterie je vSak schopnastu i v médiich chudsSich co se&éyobsahu Zivin. Vystasi i

s pouhou glukézou jako jedinym zdrojem uhliku argigea solemi slouzicimi pro ziskani
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dusiku, fosforu, siry a stopovych pivkréto skromnosti Ize vyuzit pro zvySeni citlivosti
detekce, kdy pomoci Zzivného média jsme schopnirptk@vat do produkit metabolismu
znasené prekursory'{N, °H, **S). (Rumlova, 2003)

Diky témei dokonalé znalosti, dlouhodobé historii pouzithadné manipulovatelnosti
hraje tento organismus vyznamnou roli v modernimegiekém a biologickém inZenyrstvi.
Vyuziva se k celéad pokusi zahrnujicich vyuzitigchto burk jako hostitel pro
rekombinantni plasmidy. Vyznamna jeedevSim schopnost bakterie produkovat pomoci
svého aparatu celdadu heterogennich protéinJednim z prvnich byla prayprodukce
lidského inzulinu, ktera Zysobila piilom v I&b¢ diabetu mellitus a usnadnila Zivot velké
skupire pacient. (8, 2011)

2.2.3. PCR

PCR (polymerase chain reaction — polymerazewizova reakce) je in vitro metoda
pro rychlé a vysoce selektivni namnozeni konknétikdeotidové sekvence.

Je zaloZena na vyuziti DNA polymerasy pro opakovamrovani templatové
molekuly DNA. Syntéza je zahajena kratkymi oligoladitidy tzv. primery, které se za
speciali upravenych podminek paruji s denaturovanealphovou DNA, kazdy s jinym
vlaknem fiivodni dvoudtetzcové molekuly DNA. Podminkou pro pouziti této nustge
znamost alesgppacateini a koncoveé sekvence fragmentu, dle kterych jyatesizovany
primery. Pomocidchto kratkych komplementarnichealohovych molekul je diky DNA
polymerasy syntetizovano velké mnozstvi kogwgdniho fragmentu. (Alberts et al., 2005)
Pro PCR je nezbytn&ipomnost:

1) 2 oligonukleotidovych priméro velikosti cca 20 nukleotidkomplementarnich

k obma kon@m templatové DNA.

2) predlohové DNA, kterou chceme amplifikovat. Jedna seouetézcové viakno

obsahujici mnozeny Usek, ktery je ohtany olgma primery.

3) termostabilni DNA polymerasu, stabilri feplot 95C.

4) sntsi vSechityt deoxyribonukleotid.

5) pufru obsahujici Mgionty nezbytné pro aktivitu DNA polymerasy.

(Rumlova, 2003)
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2.2.3.1. Navrh primed
Spravny navrh priméra jejich koncentrace je kKbhvym parametrem rozhodujicim o
aspeSném pitbehu celé reakce. Existufada specialnich géacovych programu zabyvajicich
se touto problematikou, které usiag vytvoreni spravné sekvencihto oligonukleotid.
Mezi zakladni poZzadavky na spravny navrhipat
- zpravidla obsah 18 — 24 nukleditid
- bez obsahu sekundarni struktury (nejsou v nidabény invershse opakujici
sekvence)
- vyvazeny porsr G/C a A/T pat
- vzajemna nekomplementérnost prichémetvai dimery)
- prijatelna a podobna teplota tani umojci specifické ,nasednuti“ na templat.
Optimalni je rozmezi mezi 85 - 65C. V¢tSi procento G/C paru teplotu
zvySuje z dvodu existence trojné vazby mezi G a C.
- optimalni koncentrace v reakci 0,1-QJgl
- na 5°-konec je mozné&idat nekomplementarni baze, tiggad pro zavedeni

restrikkniho mista. (Rumlova, 2003)

2.2.3.2. Princip PCR

Principem metody je opakovani kfokzalivani (denaturace DNA), zchlazeni
(hybridizace), a syntéza a to #kolika cyklech (obvykle 20-30). Na Zatku mame reai
smes sloZzenou zigdlohové DNA, z primér (v prebytku), DNA polymerasy a z volnych
deoxyribonukleotidtrifosfdt. Reakce je zahajena kratkym zvySenim teploty ri@,9%i
kterém dochazi k o@teni pivodnich dvou vidken molekuly DNA, nasleduje ochfdz®a cca
55C a sparovani DNA s primerem, ktery jefelpytku. V poslednim kroku je z primigrdle
vzoru templatové DNA, syntetizovan komplementéetizec v gitomnosti DNA polymerasy
actyi volnych deoxyribonukleosidtrifosfétv tomto kroku je tedy teplota nastaven& na
optimum, g které je polymerasa nejvyko&si (70C pii pouZziti Taq polymerasy). Cela
reakce probiha v termocykléru (programovatelnémastatu) schopném rychlého i@gného
pirechodu mezi jednotlivymi teplotami. (Alberts et &005)

DalSi cyklus je pak znovu zahajen denaturacienwgs teplotou, kdy dojde k o&léni
now syntetizovanychiettzci DNA a cely proces se opakuje. V nasledujicich ktoslouZzi i
now syntetizované molekuly DNA jako templaty, po kabdéyklu se tedy zdvojnasobi

puvodni mnozstvi molekul a reakceis&zow Siti. (Alberts et al., 2005)
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2.2.3.3. DNA polymerasy

Pfi PCR tedy dochazi k vystavovani makromolekul ertrém tepelnym podminkam,
pii kterych denaturuje dvouSroubovice DNA. Tyto podhkyi by také zfisobily nevratné
poSkozeni DNA polymerasy, ktera by s#,gouziti kezného enzymu, museldi xazdém
cyklu znovu pidavat, coz by znaé zvysilo naklady této metody. Probléesi pouziti
specialni DNA polymerasy, ktera byla izolovanarmiefilni bakterie Thermus aquaticus.
Tato polymerasa je stabilni fipnnohem vysSich teplotach nez eukaryontni DNA pasasy,
takZe neni denaturovana vysokou teplotou v prvnisRik a nemusi byt tedy znovu
piidavana po kazdém cyklu reakce. (Rumlova, 2003)

Taq polymerasa je enzym s polymerasovou aktivitoengru 5'— 3’konce, postrada
tedy exonukleasovou aktivitu-3* 5°. V praxi to znamena, Ze enzym neni schopervoped
chyby, které @ replikaci vzniknou. Problém nastava hlapti replikaci dlouhych sekvenci,
kde se zvySuje pra¥dodobnost z&ereni jedné nebo vice nespravnych bazi thpjsovane
sekvence. Pro&Sinu reakci je vSak tatdgsnost dostaujici, navic vyhodou enzymu Taq
polymerasy je i jeho poénné vysoka procesivita, coZ je schopnost syntetizdi@ihé Useky
DNA (az 10kb ~ tisice deoxynukleotid (Rumlova, 2003)

Kromé Taq polymerasy existuji i jiné polymerasy charakteké svymi specifickymi
vlastnostmi. Jedna se ridgad o polymerasy Pwo ( zdroj — Pyrococcus woesé&tju
(Pyrococcu furiosus). Ty se vyzhgi navic i 3= 5" exonukleasovou aktivitou diky niz jsou
schopné opravy nespravimkorporovanych nukleotida jejich produkty jsou vigledku této
schopnosti &kolikanasoba presrEjSi. Nedostatkem je naopak jejich nizsi procesiwtaraxi
secasto pro tuto nevyhodu pouzivaji &ntéchto enzyni, piéipadré obohacené o stabilni
faktory. (Rumlova, 2003)

Zajimavou polymerasou je také enzym izolovany zdyak Thermus thermophilus —
tzv. Tht DNA polymerasa, jejizipdnosti je schopnostigobeni takeé jako reverzni
transkriptasa (schopnost syntézy DNA diediohy RNA). (Rumlova, 2003)

2.2.4. Gelova elektroforéza

Jedna se o metodu molekularni biologie, ktera lgzema na rozdilné migraaiane
velkych makromolekul v gelu viozeném do elektriokgiole. Makromolekuly jsou umisty
v Zl4bku plochého polyakrylamidového nebo agarokovgelu a i umiseéni do elektrického
pole gelem migruji skrz mikroskopické pory k epanabité elektroél Rychlost pohybu
makromolekuly zavisi na jeji velikosti, tedy schopti prochazet gelem. Kratké useky

postupuiji rychleji, zatimco dlouhé jsou hustym geldce zpomalovany. Na konci ziskame
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fragmenty rozdlené do tzv. ,zekicku“, kde jsou makromolekuly roZténé v prouzcich dle
svych velikosti. (Alberts et al., 2005)

Metoda se vyuZiva k jednoduché a rychlé analyzi&osti DNA, piipadre jinych
makromolekul. S jeji pomociideme rychle ogfit velikost a vylogit polamani
makromolekuly, nebo zjistit jefiistotu (absenci n&pRNA), a také rozdit jednotlivé
fragmenty. (Alberts et al., 2005)

2.2.4.1. Gelova elektroforéza horizontalni

Gel je tvden z girodniho polysacharidu extrahovaného zZ'skgchias - agarozy,
ktery se za horka rozpousti ve ¥qgrip. pufru) a vznika ochlazenim na teplotu cca 4@45
Velikost pohi je 100-300 nm, v zavislosti na koncentraditdihou plati, Z&im je
analyzovana molekulatsi, tim mensi je koncentrace pouzitého gelu. \Xipa nefastji
pouZzivaji gely o koncentraci 0,7 — 1%. Gely#i® nizkou koncentraci jsou totiz velmi
kiehké a naréné na manipulaci, naopak hustSim geldéihgronikaji molekuly.

Gel obvykle byvéa horizontélni, 3 — 6 mm silny, swdyemi — tj. cely pomieny v pufru
(obvykle Tris — borat - EDTA pufr = TBE pufrSimanek, 2009)

Vzorky se po umishi gelu do elektroforetické vany nanaseji do jasmkchané s
nanasSecim pufrem, ktery obsahuje barvivo pro slédiomigrace (népstji bromfenolova
mod) s grimeési glycerolu a sacharézy (napomahaiji klesani ngainky). Krone vzorki se
do jamek nanasi velikostni (hmotnostni) markergn@ardy), obvykle restréki fragmenty o
znamé délce tudci ,zelricek* (ladder). (Sininek, 2009)

Po naneseni vzolkdo gelu se vanaiipoji k elektrickému proudu, ktery pohani
molekuly gelem.

Pro vizualizaci vzork se pouzije nap fluorescetini barvivo (ethidiumbromid), které
je mozno pidat pfimo do gelu ped vylitim do formy nebo lze vysledek ozitaZ po
elekroforéze. Vizualizace se naslégmovadi pomoci UV transiluminatoru nebo
automatického analyzatoru. (Sinek, 2009)

2.2.4.2. SDS PAGE

Polyakrylamidova elekroforéza (PAGE) je zahdjenigmperaci akrylamidu a
N,N"-methylenbisakrylamidu pomoci volnych radikal prostedi pufru. Porér koncentraci
obou vychozich sloZek &uwje ndsleda velikost pofi gelu. Ten byva néastji vertikalni,
Uzky a nahte opaten Zlabky pro nanaseni vzorku. Narozdil eedehoziho neni zcela

ponden do pufru, ale uzéen do untlohmotnych skkiek s otevenou pouze horni a spodni
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hranou, které se umisti do nadrzek s pufrem (tektgzy byl pouzit p polymeraci). pH gelu
zavisi na typu vzorku, pro ktery ma byt pouzit,iippc déleni proteiri byva pH okolo 9,
aby nEly molekuly celkovy naboj zaporny a pohybovaly senod umist€né na da nadrzky.
(Voet, 1995)

Polyakrylamidova elektroforéza se obvykle pouzik@geparaci mensich molekuki P
pouZziti PAGE u proteiln je nejprve nutné rozrusit jejich sekundarni aieni strukturu,
kterou bilkovina v prostoru zaujima, pro snazshjk gelem. Za timto &elem se do gelu
piidava SDS — sodium dodecyl sulphate, anionickyrdetd, ten se vaze na polypeptidovy
rettzec za vytveéeni negativa nabitého komplexu. Dikydmu pak vSechny aminokyseliny
nesou stejny naboj a jsou rakehy pouze dle svych velikosti. (Simek, 2009)

Vizualizace naslednprobiha ponienim gelu do kyselého roztoku obsahujiciho
barvivo (Coomassie brilliant blue) a alkohol. Dozhl& denaturaci proteina fixaci barvy za
vzniku komplexu barvivo-protein.rBbytek barviva se odstrani promyvanim kyselym
roztokem. (Voet, 1995)

Diskontinuélni elektroforéza

Metoda poskytujici lepSi rozliSeni. Ostrost, aithozliSovaci schopnost, éuje vyska
sloupe&ku vzorku g praniku do gelu. Diskontinualni elektroforéza se prsitada ze dvou
geln tzv. startovniho adiciho. Gely jsou podobného slozeni, liSi se héawa svém pH.
Sloupeky vzorki jsou ve startovnim gelu co nejvice zteny a zkoncentrovany, aby do
déliciho gelu prosly v Uzkych pascich a tim zajistjgSi gesnost. (Voet, 1995)

Startovni gel je fipraven s pH aZz o dvady nizSim nezZdici. P vloZeni gelu do
elektrického pole, ionty elektrodového pufru vstjiijglo startovniho gelu, kde ztraci naboj,
tim se snizi jejich mobilita, vyt¥dse lokalni nedostatek nabity¢astic a vzroste odpor. Dle
Ohmova zakona se pak musi v ramci zachovani kanst@nproudu zvysit intenzita
elektrického pole. V poli se zvySenou intenzitoypak molekuly pohybuiji rychleji, az do
chvile, kdy narazi na sepéma gel, ve kterém je dostatek nabity@stic. \&tSi paet nabitych
molekul v c&licim gelu pak brani vstupu makromolekul, ty searadentrovavaji na rozmezi a
do separéniho gelu vstupuji v podeébvelmi Gzkych prouzk. Separéni gel s vysSim pH
dovoluje ogtovnému vzniku nabitych ioaitpufru, ctleni zde dale probihd normalni
elektroforézou. (Voet, 1995)
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2.2.5. Enzymy pouZzivané fi manipulaci s DNA

Enzymy jsou nezbytnymi pomocnikyi pnanipulaci s DNA. Jsou to proteiny, schopné
uz ve velmi malych koncentracich katalyzovat reakteré by bez jejich pomoci probihaly
jen velmi obtizg. MiZzeme je rozidit do skupin dle typu reakce, kterou poskytiga

z nich ale vykazujetizné aktivity, které svou povahou spadaji do dveice €chto skupin.

2.2.5.1. Nukleasy

Nukleasy jsou enzymy rozrusSujici strukturu DNA aetaci fosfodiesterovych vazeb,
spojujicich nukleotidy. Dle mista odbouravani géirde na tzv. exonukleasy, odbouravajici
nukleotidy z konce molekuly a endonukleasy, kté¢pi§osfodiesterovou vazbu uvhit
(Brown, 2007)

Restrikéni endonukleasy

Restrikéni endonukleasy jsou séasti tzv. restriéné modifikatnich mechanisiin
bakterii zahrnujicich methyai aktivitu vlastni bu&né DNA k ochras pred degradaci a
restrikéni aktivitu slouzici ke gpeni cizorodé DNA, ktera neni chigma. Velmi vyznamny
byl jejich objev pro metody genetického inZenyrsiwito enzymy jsou vilaszvliastnim
typem endonukleas, jejichZ vyznam &p@ ve schopnosti &bit viakno v mist urcité
sekvence. Tato sekvence je oamgna jako restridni misto a je specificka pro dany typ
endonukleasy. Diky objevu restikich endonukleas a jejich specifickych migpéni je
mozné pedem pedpovdét vysledek restrikce,ffpadre ji smeérovat do nam vyhovujicich
mist. (Brown, 2007)

Jsou znamyit typy restrikinich endonukleas. Typy | a lll vykazuji krémmodifikacni
i ATP-dependentni restitki aktivitu. Bohuzel enzymycthto skupin nenasly praktické
VyuZziti, protozZe pestoze rozpoznavaji diré sekvence, molekulu DNA&iti mimo tyto
rozpoznavaci mista v nedefinované oblasti. Proddéni jsou tedy nejvhodjsi enzymy
skupiny I, ty jsou pisre specifické a rozpoznavaji symetrické sekvence (ialindromové
sekvence), cozZ jsou Useky dvojvlaknové DNA, majiobou vlaknech oga¢ orientovanou
sekvenci. (Rumlova, 2003)

Mnoho endonukleas rozpoznava pouze konkrétni hddeotidova mista, &ktereé si
v3ak vystdi jen sectyimi, péti nebo naopak az osmi nukleotidovymi sekvencemilk®r
vSech restriknich mist molekuly DNA se oztiaje jako restrikni mapa a udava typ
restrikinich endonukleas&iticich danou molekulu a polohu mist, ve kteryci$tggeni
dochézi. (Brown, 2007)
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Vlastni Stpenicasto probiha uprastd rozpoznavaciho mista, kdy enzym vyidva
jednoduché dvouvlaknové fragmentivpdni molekuly s tzv. tupymi konci. Jiné restink
endonukleasy jsou schopné raistout molekulu odliSnym Zzfsobem, kdy nejsou étvlakna
rozS€pena najednou ve stejném nijstle s posunem o dva nektgii nukleotidy. Ri tomto
zpasobu SEpeni dochazi ke vzniku tzv. kohéznichegahujicich, lepivych) kodg¢kde jedno
vlakno DNA pgresahuje o par nukleofid/idkno druhé. Vyznam vytweni kohézniho konce
spaiva v moznosti spojit k sa@dwe raizné molekuly DNA, fipravené stejnou restiki

endonukleasou (tedy obsahujici stejne, vzagekamplementarni konce). (Brown, 2007)

a) Produkce tupych koic
....NNAGCTNN.... ....NNG CTNN....
....NNTCGANN.... ....NINC  GANN....

b) Produkce kohéznich kainc
....NNGAATTCNN.... ....N§ AATTCNN....
....NNCTTAAGNN.... ....NSTTAA GNN....

Obr. 2. Konce vzniklé roz&penim DNA fznymi restriknimi endonukleasami. a) tupy
konec, b) kohézni konec. (Brown, 2007)

2.2.5.2. Ligasy

DNA ligasy jsou velmi dlezité enzymy, nachazejici se ve vSechikagh. Pro
genetické inZenyrstvi se kaptji pouziva ligasa izolované z bakterie E. Coli. g tchto
enzymi spaiva ve schopnosti opravovat jedatizcove zlomy, které se vyskytly na iné
DNA, nagiklad vlivem gredchozi replikace. Ligasy jsou tedy schopny viitvo
fosfodiesterovou vazbu mezi sousedicimi nukleofi@to vlastnosti se vyuziva tak#é p
spojovani dvou vlidken molekuly DNAiprytvareni rekombinantniho vektoru. (Brown, 2007)

Enzym si vSak nedokaze molekuly, které maji byjepg sam najit a zachytit.
Spojeni (ligace) tedy zavisi na ndhodném setkaiibtizeni se dvou DNA tak, aby je enzym
mohl k sols pripojit. Ligaci tedy logicky usnatlje vysSi koncentrace obou molekul, ktera
zvySuje pravépodobnost ndhodného setkéni. (Brown, 2007)

DalSim faktorem usnadjicim spojeni jsou pré&kohezni konce vytu@né restrikni
endonukleasou. Pokud dojde #hpizeni se dvou fragmelnDNA, pripravenych stejnou

endonukleasou, jsou jejich konce schopny, na zélacdhplementarity bazi, vyt¥it mezi
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sebou ddasné vodikoveé vazby. Tim se prodlotds$, ktery u sebe molekuly stravi, @&bém

kterého je ligasa fize trvale spojit. (Brown, 2007)

2.2.5.3. Polymerasy

DalSimi enzymy nezbytnymi pro manipulaci s DNA jgmlymerasy. Tyto enzymy
jsou schopny dle jednovlaknovéegdlohy (matrice) syntetizovat druhé vliakno
komplementarni k matrici. Polymerasyibeme rozdlit do nékolika skupin dle jejich aktivit,
nekteré vedle schopnosti syntézy umi viakno DNA td&gradovatCehoz se vyuziva hlagn
pii vyplnovani zéezi (mist na dvouvlaknové DNA, kde chyhikteré nuklotidy jednoho
vlakna). Nukleasa, zde nasedne na mistezzaa dosyntetizovava prazdné misto, zarove
pied sebou degradujéyodni viakno. (Brown, 2007)

Polymerazova aktivita je zavisla nétpmnosti primeru, kratkého useku DNA
komplementarnimu k matrici, ktery naseda na ma#ricitj pak polymerasa pokéaje
v syntéze nového vlakna. Asi nejzngsi polymerasou genetického inZenyrstvi je Taq DNA-
polymerasa z termofilni bakterie Thermus aquatisaBppna snéset i vysoké teploty
pouzivané p PCR. (Brown, 2007)

2.2.5.4. Fosfatasy a kinasy

Alkalick& fosfatasa je enzym gati do skupiny hydrolas katalyzujici usiovani
fosfatovych skupin z 5°konce molekuly DNA. (Brovaf07)

Kinasa je enzymisobici opané k fosfatase, je schopnaigavat fosfatové skupiny na
volny 5’konec. Hdanim nebo odebranim fosfatové skupiny tyto enzyagyluji reaktivitu
molekuly. (Brown, 2007)

2.2.6. Riprava rekombinantniho vektoru

Pro vpraveni, udrzeni a pomnozZeni cizorodé DNAstitelské btice je nutny
specialni nosi, tim nefastji byva bakterialni plasmid nebo virovy genontiigPava
rekombinantniho vektoru spiza v roz&peni nosie, pomaoci restriéni endonukleasy, jejiz
rozpoznavaci misto se v klonovacim vektoru vyskypguze jednou. V tomtaipact
takovou, ktera je navic schopnaiiv&ohézni (lepivé) konce. Jejicltippmnost je dlezita
pro nasledné spojeni s fragmentem cizorodé DNAaKigla gipravena Stpenim stejnou
restrikini endonukleasou a obsahuje tedy na svych konelareaci komplementarni ke

konaim rozSeépeného vektoru. Pro spojeni molekul a vyard rekombinantni DNA je nutny
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piidavek DNA ligasy. Diky ni dojde ke sparovani velte insertem a vypémi zlomi
v sekvenci DNA. Vznika kruhova rekombinantni moliekiAlberts et al., 2005)

Vektor

Klonovaci element schopen pojmout Usek, ktery clecklonovat, zéenit ho do své
struktury a spolu s nimiégkonat bui¢né bariéry a prostoupit do hostitelskéky Vektor
musi mit vlastnost samostatné existence v hostitdigice, byt imunni u¢i degradujicim
enzymiam, aby nedoslo k jeho poSkozeni, a zaidyg schopen vytu@t své kopie nezavisle
na ctleni hostitelské hiky. Témto parametrm nejlépe vyhovuji bakterialni plasmidy a
bakteriofagy, pipadré kosmidy (kombinace plasmidu s fagem). VolbslnSného vektoru

pak zavisi na&elu, k muz ma byt vektor pouzit. (Brown, 2007)

2.2.6.1. Plasmidy

Plasmidy jsou malé kruhové molekuly DNA o velikast250kb existujici samostatn
v bakterialni biice. Nesou v sabzakédovanouifidatnoucasto zvyhodujici genetickou
informaci (rezistence k antibiotikn, schopnost &pit neobvyklé substraty aj.). Aby mohl byt
plasmid pouzit jako klonovaci vektor musimsplat ugita kritéria: musi byt schopen
samostatné replikace a nérby presahnout velikost do 10kb - s velkymi plasmidyina
manipulace them purifikacetasto dochazi k nezadoucim zhom jejich molekuly. (Brown,
2007)

VSechny plasmidy vyuZivané pro metody genovéhonyatvi by nély obsahovatit
dulezité sekvence:

1) replika&ni paiatek, ktery umoiuje replikaci nezavislou na hlavni bakterialni DNA.
Velké plasmidy nesou dokonce i geny pro enzyhagtni replikace, malé vyuzivaji
replik&ni aparat hostitele.

2) selekni marker, zajiujici zvyhodrny rist jedind ho obsahuijicich (rezistence)

3) klonovaci misto, kde se vklada fragment cizoddA (Rumlova, 2003)

Umg¢le konstruované plasmidy navic mohou obsahovatpalyklonovaci misto
(polylinker). Polylinker je umigh mimo sekvencitlezitych geri a obsahujessre za sebou
fazené restrikni mista restrignich endonukleas. Tyto mista jsou obsazeny v pthsmi
v jediném exempld tudiZ (i jejich pouziti mizeme pohodkvlozit fragment do vektoru,
aniz bychom porusili jeho strukturu. (Rumlova, 2003
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Dulezitou roli v klonovani hraje get kopii plasmidu vyskytujicich se v jednéibe.
Ten miZze byt velmi rozmanity (od 1 u velkych az po 5®)glcky ¢im vice plasmid se
vyskytuje v buice, tim vice kopii vloZeného fragmentu byldipeno. (Brown, 2007)

Klasifikace plasmidi dle nesouci genetické informace

1) Fertilni plasmidy — neboli F-plasmidy, nesou potze tra-geny. Jedna se o geny
stimulujici sexualni spojeni (konjugaci}j pémz dochazi k fenosu &chto
plasmidi. Geny koduji vytvéeni konjuganiho kanalu mezi bakterialnimi
buinkami, skrz ktery plasmidipchazi.

2) Rezistegni plasmidy (R-plasmidy) — nesouci germigpbujici rezistenci
k antibakterialnim latkam. Nositelé plasmidu molptezivat v progedi dané
antibakterialni latky, coz je zvyhadje oproti nerezistentnim bkam.

3) Col plasmidy — s obsahem depro koliciny, proteiny zabijejici jiné bakterie.

4) Degradativni plasmidy — nositek&hto plasmid jsou schopni metabolizovat
neobvyklé substraty (toluen, kys. salicylovou).

5) Virulentni plasmidy — profjcujici hostitelské biice virulenci, tj. schopnost

vyvolat onemoceni, ¢i v ramci reho usmrtit hostitele. (Brown, 2007)

2.2.6.2. Bakteriofagy

Terminem bakteriofag se rozumi vir schopny infikdvakterie. Struktura
bakteriofagu je velice jednoduchad, jak byva u wivwykem, jedna se pouze o nukleosidovou
kyselinu (DNA nebo RNA) obalenou kapsidou, nebetitpinovym obalem chranicim
genetickou informaci. Infekce probiha &kwolika krocich: adheze bakteriofaga k povrchu
bunky, zahozeni obalu a injektovani nukleosidové kpgedo hostitele s naslednym
spusEnim replikace, transkripce, translace a tvorbyginmmveé kapsidy za vyuZiti aparatu
hostitelské bitky. Konenym krokem je pak vytvi@ni a uvolgni dcéginnych fagovychsastic.
(Brown, 2007)

U rekterych fag probiha cyklus replikace, transkripce a transiagmi rychle za
vytvoieni novych virovycltastic a lyze hostitelské bky — lyticky cyklus. Fagova molekula
DNA neni v tomto pipact v hostitelské biice nikdy stabilni. Na rozdil od lytického cyklu je
infekce lyzogennim fagem mnohem pomalejSi. Charikieké je pro ni z8ereni fagove
genetické informace do bakterialniho genomu. Irtegina fagova DNA pakiptrvava
v hostitelské biice po dobu aZdkolika tisic bugenych dleni.Casem se v3ak z hostitelského

genomu uvolni a fagipchazi zpt do Iytického rezimu a rozklada tku. (Brown, 2007)
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2.2.7. Transformace

Vstup izolované molekuly DNA do bakterialniitky se nazyva transformacechieré
druhy bakterii jsou schopndijmout DNA z ristového média. Tato DNA byva degtji po
vstupu do biiky rozloZzena enzymatickym systémem bakterie. Jda ¢aat je schopna
v hostitelské biice gezit a dokonce se i replikovat. Jedna se o plasmid®NA s vliastnim

replikaénim paatkem, ktery dok&ze bakterie rozpoznat.

Metoda tepelného Soku

Ne vSechny biiky jsou vSak schopny transformace,ifirpdé se jedna spiSe o nahodny proces
nez pravidlo, v laboratornich podminkéch proto mngsbakteriim s transformaci trochu
pomoci. V tomto siéru byl vyznamny nahodny objev, Zetllty nama@ené v ledo¥ studeném
detailrgji objasren, pravépodobré dochazi k modifikaci busgné sény bakterie, na kterou se
nasledd navadZze DNA, takto aktivované itky (nazyvame kompetentni) jsotigraveny

k vlastnimu procesu transformace, tedgneseni navazané DNA z&gi strany bakterialni
sttny do cytoplasmy. f¢nos nastava po kratkém zvysSeni teploty n& 42dy viivem

teplotniho Soku vznikaji pory v membranach baktarteni prochazi DNA dovnitbuiky.
(Brown, 2007)

Elektroporace

Ucinngjsi av3ak také nakladj$i alternativou teplotniho Soku je tzv. elektrogus.
Principem metody je vytweni pofi vliivem silného elektrického Soku. \&ftek této metody je
vysoky, pohybuje se okolo 310" transforméi na 1ug plasmidové DNA. Nevyhodou je ale

pozadavek na specialni vybaveni. (Rumlova, 2003)

2.2.8. Selekce klof

Plasmidy pouzivané pro klonovaci metody obvykleablo§ ve své sekvenci take usek
kodujici rejakou odlisitelnou vlastnostasto pro bakterii vyhodnou (rezistence k antibiogjk
pomoci které mizeme snadno rozliSit bakterie s vioZzenym vektordrbakterii bez vektoru.
Selekci nizeme jednoduSe proveést kultivaci vzorku na selisk médiu nap s gidavkem
antibiotika, kde porostou pouze bakterie s plasmidesoucim rezistenciwi tomuto

antibiotiku.
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2.2.8.1. Identifikace rekombinantni DNA

Pritomnost vektoru v hice nemusi vZzdy znamendftpmnost poZadované sekvence.
Pti spojovani molekul oteéeného plasmidu s fragmentem DNAZe dojit kiad jinych
pripadi. Plasmid se iize znovu uzaiit bez leneni cizi molekuly, nebo se mohou cizi
molekuly spojovat samy se sebou apod.

Prvni informaci o fitomnosti fragmentu Ize zjistit na zaktgpohyblivosti molekuly
v agar6zovém gelu, tato metoda nam umozni porowwikiosti prazdného vektoru

s vektorem rekombinantnim, jehoZz velikost b§larbyt logicky \&tSi.

Inseréni inaktivace

DalSi metodou pro @¥eni gitomnosti viozené DNA je metoda ingef inaktivace,
kdy je insert vloZenidmo do mista sekvenceciteho genu. VloZenim insertu se porusi
integrita onoho genu a klony obsahuijici fragmenitergny do své struktury postradaji
vlastnost, kterou gen kédujetiladem niize byt inaktivace lacZ genu kédujicitiést
enzymup-galaktozidasy, feruseni integrity zjsobi neschopnost bakterie syntetizovat
galaktozidasu. # kultivovani jedin@ s nefunknim geneng-galaktozidasy na Zivné&igé
obsahujici X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolf#D- galaktopyranozid), latku analogickou
laktdze, fistavaji kolonie bezbarvé. Zatimco klony s fémikn genem (bez insertu) X-gal

rozkladaji za vzniku mae zbarveného produktu. (Brown, 2007)

2.2.8.2. Sekvenace nukleotidové sekvence

PrestozZe jsouigdchozi metody schopné detekovat jedince obsakkigicovaci
vektor a orientén¢ zjistit obsah fragmentu v tomto vektoru, net@me si byt jisti naprostou
spravnosti klonované sekvence. Pro Koréepotvrzeni se tedy pouziva metoda sekvenace,
kterd zkontroluje replikovany fragment bazi po bénidhali tak fipadné mutace.

Celad metoda stoji na vyuziti DNA-polymerasy a ggjiopnosti syntetizovat dle
piedlohy viakno komplementarni k matricovému. Nukkegyseliny se skladaji Zgyt
nahodile se opakujicich nukleaiidiSicich se v dusikové bazi — adenin, guanimsiyt,
thymin. Princip sekvenace spiea vectyrech reakcich s DNA-polymerasou. V kazdé teak
smesi jsou praveé stavebni kameny nukleovych kyselity teukleosidtrifosfaty
(adenosintrifosfat, guanosintrifosfat, cytidintsfat, thymidintrifosfat), navic je v kazdé
piidan jeden obrmény nukleotid ve form dideoxyribonukleosidtrifosfatu, kteryip

z&lereni do struktury, uko¥i syntézu dceného vlakna v mistdaného nukleotidu.
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Dideoxyribonukleosidtrifosfaty nemaji volny 3"kongxeoto (i jeho @ijeti do dcéiného

vlakna syntéza neiie pokr&ovat. (Alberts et al., 2005)
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a) deoxyribonukleosidtrifosfat b) dideoxyribonukleosidtrifas

Obr. 3. a) deoxyribonukleosidtrifosfat, b) dideoxyribonubdgdtrifosfat (Alberts et al., 2005)

Po prolghnuti reakce je v kazdé zkumavcessmizne dlouhych fragmerit vZzdy vSak
koricich stejnym dideoxyribonukleotidem. Kamgm krokem je nasledné provedeni gelové
elektroforézy jednotlivych sisi, ktera ndm paraleirvedle sebe odti jednotlivé fragmenty
reakci dle velikosti. Z vysledku pakieme pohodi&odeist polohu jednotlivych nukleotid
a ukit sekvenci. (Alberts et al., 2005)
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2.2.9. I1zolace a purifikace plasmidové DNA

Vlastni izolaci a purifikaci fedchazi pomnoZeni bélna tim i genetické informace
v nich uloZené. Nejsnazsi pomnozeni a naslednouprilani predstavuje pomnozeni na
tekutém LB médiu (Luria-Bertani). Coz je nedefinoganédium, jehoZipsné sloZzeni neni
znamo, protoze se sklada ze dvou slozek (tryptoraantny extrakt), pedstavujicich velmi
slozité smisi. Trypton pedstavuje zdroj aminokyselin a malych peptizatimco extrakt
z kvasinek je bohaty na cukry, anorganické i orgamiatky. (Brown, 2007)

Vlastni purifikace je dnes usnauh@ existenci celéady komeé&né dostupnych
souprav obsahujicich uz jednotlivé pufry vhodné&ikngmu pouziti. Mezi zakladni kroky
purifikace obec# pati: Priprava bakterialniho extraktu, lyze l@nodstragni RNA a

proteini (odcleni kontaminujicich latek), zahégi. (Brown, 2007)

Priprava bakterialniho extraktu

Bakterialni extrakt je vlas$rbakterialni koncentratigpraveny centrifugaci, kdy
dochazi k usazeni bakterii naédtyvety. Supernatantredstavujici Zivné médium je po
odstedni mozné pohodkhslit a buiky resuspendovat v co nejmensim objemu.
(Brown, 2007)

Lyze bunék

Abychom byli schopni izolovat bitinou DNA, musime nejprve odstranit bariéry,
které gedstavuje bakterialnigta a budéna membrana. Lyze je moZzna mechanickou nebo
chemickou cestou.iPpouziti chemické cesty je nutno pouditidlo schopné zeslabit
strukturu &chto bariér. K nejuzivagsim pati lysozym — enzym vagmého bilku a lidskych
sekret, pop. ethylendiamin tetraacetat (EDTA), ktery vaze atuje ionty hdciku
ochraiujici burgéné obalyCasto se vyuziva kéglaim rozruseni bakterialnich olal
kombinace&chto latek posilend SDS (dodecyl sulfat sodny) td eletergen na zaklad
odstrarni lipidt usnaduje lyzi. (Brown, 2007)

Odstranéni RNA a proteini

Odstrarni buré¢nych proteiri je zaloZzeno na chemickém vysrazefiingutralizaci
silné alkalickym roztokem octanu draselného. RNA jezoku odstraéna degradaci pomoci
RNasy pidané ke srsi. Odstednim pak nizeme nerozpustné skeniny oddlit od

supernatantu, ve kterém se nachdev@zre plasmidova DNA. Chromozomalni DNA je
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v buice na gkolika mistech fichycena k bu&né membra#, po centrifugaci protoistava
v pelet. (Brown, 2007)

Oddéleni kontaminujicich latek

K dikladrejSimu gecisteni dochazi pomoci chromatografie na pryskye kolorg.
Tato metoda vyuziva rozdil elektrickém néboji k separaci molekul. Uwrkblony se
nachazi klad&inabita pryskiice, ke které se vazi negatévnabité DNA, RNA i ikteré
proteiny. Sily vazajici molekuly k pryskgi vSak nejsou stejné, Ize je tedy promyvanim
roztoku soli o zvysujici se koncentraci od sebel#liiza to v pdadi: protein, RNA, DNA.
Jimanim posledni frakce ziskavatigty roztok plasmidové DNA. (Brown, 2007)

Zahusténi

Poslednim krokem v purifikaci plasmidové DNA jei jgahu&ni. Fidanim alkoholu
k roztoku Ize DNA vysrazet za vzniku bilé sraZzeni@gntrifugaci a naslednym rozptr§im
DNA v co nejmenSim mnozstvi pufru ziskavame konoemainy,cisty roztok plasmidové
DNA, ktery jsme schopni uchovavat k pégimu pouziti. Takto zahuStou DNA lze
skladovat po &kolik tydna v TE pufru @i 4°C, giipadre i nékolik let zmrazenou na -20 az
-70C. (Brown, 2007)

2.3. Exprese

Exprese genu je souhrn progekterymi se geneticka informace ulozena v DNA
pievede v redlhexistujici bugcnou strukturu nebo funkci. Zahrnujéepis DNA do mRNA
procesem transkripce a naslégireklad z mMRNA do aminokyselinové sekvence kddované
DNA, piipadreé postransléni apravy.

V procesu klonovani gérse terminem exprese rozumi: transformace
rekombinantniho vektoru, obsahujiciho informacianém proteinu do speciélapravenych
burgk, schopnych pomoci svého aparatu syntetizovat gest@in. Zpravidla umatuje
ziskani obrovského mnozstvi poZzadovaného produgtanZrné malého kultivéniho objemu.

V praxi se ngjastji pouziva E. coli, konkréthbakterie BL-21 z kmene B, které, jak
uz bylo zmirno, maji velky potenciél twt rekombinantni proteiny, jejichZ nukleotidova

sekvence byla do btk vioZzena. (Lee, 2009)
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2.3.1. Exprese v E. coli

Vyhodou exprese je paimé velky vyttZzek a snadna kultivace na levném médiu. Cely
proces z&ina nejprve vioZzenim rekombinantniho vektoru dokyu Timto vektorem
negastji byva plazmid obsahujici silny promotor, jehodukci spustime vysokou produkci
mRNA nezbytnou pro nasledujici produkci protei@iasto se vyskytuji systémy vyuZivajici
tzv. lac promotor — promotor gerfitgalaktosidasy E. coli. Promotor byva negativn
kontrolovan tzv. lac represorem (produktem gkl ) vazicim se na operatorovu sekvenci.
K indukci tohotolac promotoru se néastji vyuziva IPTG (isopropyl$-D-galaktopyranosid),
ktery pisobi jako induktor promotoru spoggti translaci. IPTG je do bek snadno
transportovan a neni jimi metabolizovan. Struk¥se jedna o analog laktézy, ktery se
rovnéZz miZze navazat na lac represor a tim mu zabranit jahté\na promotor. Vdsné
blizkosti promotoru je pak uméto polyklonovaci misto, tak je za&ena blizkost promotoru
s usekem, ktery chceme pomnozit. (Rumlova, 2003)

Vlastni rekombinantni proteiny jsou pakiiami produkovany a lokalizovany
v cytoplazng ve forme nerozpustnych inkluznickilisek. Takto vytvéené agregaty jsou
odolné wi¢i pusobeni intracelularnich proteas a navic jsou snaddsitelné od ostatnich

rozpustnych proteinlokalizovanych v cytoplazin (Rumlova, 2003)
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3. Cil prace

Cilem prace byloipravit rekombinantni protein AKR1C2 v aktivni foém vyuzitim

expresniho vektoru pET-15b. K dosazeni cile byge@rozdlena do gkolika dilcich kroki:

- izolace kodové sekvence AKR1C2 ve vektoru pOTHE zoli

- navrzeni primet s restriknimi misty a amplifikace kédové sekvence metodoRPC
- ligace kédové sekvence AKR1C2 s vektorem Topo 2.1

- subklonace kddové sekvence z vektoru Topo doesxpino vektoru pET-15b

- exprese proteinu v kompetentnichikach BL-21

- rozbiti burgk a izolace proteinu
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Material

4.1.1.Biologicky material

Invitrogen, Carlsbad, Germany

Vektor TOPO 2.1

Kompetentni bitky E. coli pro vektor TOPO 2.1

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Gergnan

BSA (bovine serum albumin)

Novagen, Darmstadt, Germany
Vektor pET-15b
Kompetentni bisky BL-21 pro vektor pET-15b

Promega, Madison, USA
Kompetentni biikky E.coli Hb 101

Source BioScience imaGenes, Berlin, Germany
Kdédova sekvence AKR1C2 ve vektoru pOTB7

Forward primer s restréim mistem pro restréki endonukleasu Nde |

Reverse primer s resttikim mistem pro restréki endonukleasu Xho |

Qiagen, Hilden, Germany
dNTP

4.1.2. Chemikélie
Appli Chem, Darmstadt, Germany

Akrylamid
Bis-akrylamid
Bromfenolova motl

Comassie blue
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Ethidium bromid
Glycin
IPTG

Persiran amonny

Bio-Rad United Kingdom
Precision Plus Protein Standarts All Blue

Invitrogen, Carlsbad, Germany
TOPO sl

Lach-Ner, s.r.o., Neratovic€R

Chlorid vapenaty
Fosfor&nan sodny
Hydroxid sodny
Isopropylalkohol
Kyselina chlorovodikova

Kyselina octova

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Gergnan

Pufr pro T4 ligasu
Pufr pro restrikni endonukleasy: BamH I, Hind Ill, Nde I, Xho | HBuffer 2 (50 mM NacCl,
10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCI2, 1 mM dithithreitol, pM,9)

Penta, Chrudim(R
Ethanol 60%
Ethylalkohol

Kyselina borita

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Penta, Prah&;R
Chlorid sodny
Glycerol 85%

Promega, Madison, USA
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Pufr pro SAP fosfatasu

Qiagen, Hilden, Germany

Chlorid haecnaty

Pufr pro PCR

Pufr P1 (50 mM Tris-Cl, pH 8,0, 10 mM EDTA, 10@/ml RNasa A)

Pufr P2 (200 mM NaOH, 1 % SDS wi/v)

Pufr P3 (3,0 M octan draselny, pH 5,5)

Pufr QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15 % IR/, 0,15 % Triton
X-100 v/v)

Pufr QC (1,0 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15 % IP&X)v

Pufr QF (1,25 M NaCL, 50 mM Tris-Cl pH 8,5, 15 YAIR/V)

Sigma-aldrich chemie, Steinheim, Germany
EDTA

Serva, Heidelberg, Germany

Imidazol
Persiran amonny

Sodna 8l dodecylsulfatu

4.1.3. Enzymy
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Gergnan

Restrilkéni endonukleasa Bamh |
Restrilkéni endonukleasa Hind 11
Restrikeni endonukleasa Nde |
Restrikni endonukleasa Xho |

T4 ligasa

Qiagen, Hilden, Germany
Ribonukleasa A (RNasa A)
Tag DNA polymerasa (Hot Star Tag DNA Poly)

Promega, Madison, USA
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SAP fosfatasa — SHRIMP, CIAP

Sigma-aldrich chemie, Steinheim, Germany

Lysozym

4.1.4. Antibiotika
Sigma-aldrich chemie, Steinheim, Germany

Kanamycin sulfat

Sodna 8l ampicilinu

4.1.5. Ostatni

Becton, Dickinson and Company, Le Pont de ClaianEe

Bacto Agar
Bacto Tryptone
Bacto Yeast extract

Invitrogen, Carlsbad, Germany
SOC médium

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Gergnan

Velikostni a hmotnosti standard: 2-log DNA ladder

Serva, Heidelberg, Germany

Agaréza

Sachar6za

4.1.6. Ripravované pufry a média

Priprava pufrua

Akta pufr

20 mM NaPOy 3,60 g
500 mM NacCl 14,609
10 mM imidazol 0,34 ¢
10 % glycerol 56,00 g
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TBE pufr
0,089 M Tris (10,781 g/l vody)

0,089 M kys. borita (5,503 g/l vody)
0,002 M EDTA (0,745 g/l vody)

Postup: do kadinky navazime suroviny dle tabulkgzpustime v 1 | redestilované vody.

TE (Tris-EDTA) pufr
1 M Tris (6,076 g/50 ml vody)
O,5M EDTA (0,186 g/10 ml vody)

Postup: 50 ml 1 M Tris smichame s 10 ml 0,5 M EDT doplnime redestilovanou vodou na

500 ml. Hodnotu pH upravime konc. HCI na pH8y roztok uchovavame v chladu.

Priprava LB média

LB médium

krypton 50¢9
yeast extrakt 2509
NaCl 509

Postup: navazky si rozpustime v 450 ml redestiléewasdy. Pomoci 5 M NaOH upravime pH
na hodnotu 7. Doplnime na 500 ml redestilovanowwuaal autoklavujemeCiry, Zluty roztok

uchovavame v chladu.

Priprava roztoki

Roztok ampicilinu

Ampicilin 50 mg/ml
Postup: do falkonky jsme si navazili 100 mg ampicila rozpustili ve 2 ml redestilované

vody. Falkonku s roztokem ampicilinu uchovavamie 20 °C.

1MIPTG
IPTG 0,2383 g
Postup: 0,2383 g IPTG rozpustime v 0,8 ml redestit@ vody a doplnime na 1 ml.
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Priprava roztoka a pufria pro SDS-polyakrylamidovou elektroforézu

4 M HCI

konc. HCI 88 ml

Postup: do 150 ml redestilované vodidame 88 ml HCI a doplnime redestilovanou vodou
na 250 ml. Uchovavame v lednici.

1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8 (pufr pro sepéra gel)
Tris 18,59
Postup: Tris rozpustime v 75 ml redestilovené vaiyupravime pomoci 4 M HCI na 8,8 a

doplnime v odrérné baice na 100 ml redest. vodou. Uchovavame v chladu.

0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8(pufr pro zadet/aci gel)
Tris 6,09

Postup: Tris rozpustime v 75 ml redestilované vqi/upravime pomoci 4 M HCl na 6,8 a

doplnime v odrérné baice na 100 ml redestilovanou vodou. Uchovavame adthl

10 % SDS (Sodium dodecylsulfét)
SDS 10 g

Postup: SDS rozpustime v 80 ml redestilované vodpanerné bace doplnime na 100 ml.

Uchovavame f laboratorni teplat, v chladu hrozi riziko vysrézeni.

10 % APS (persiran amonny)
APS 0,010g
Postup: APS rozpustime v odmé baice ve 100 ml redestilované vody. Neuchovavame,

piipravujeme &sre pred pouZzitim.

30 % AA (akrylamid) a 0,8 % bis-AA (bis-akrylamid)
akrylamid 30,09

bis-akrylamid 0,8¢
Postup: navazky rozpustime ve 100 ml redestilovanay.
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Elektrodovy pufr

Tris 151¢g
Glycin 72,09
SDS 509

Postup: Tris, glycin a SDS rozpustime v 900 ml sétlevané vody, pH upravime 4 M HCI na
8,3. Doplnime redestilovanou vodou na 1000 ml.

0,5 % bromfenolova mdd

bromfenolova moil 5,0 mg

Postup: doplnime vodou do 10 ml

Zasobni vzorkovy pufr

bromfenolova moid0,5 % (5 mg/10 ml redest. vody) 0,6 ml

0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8 1,0 ml
glycerol 2,0ml
10% SDS 3,0ml
redestilovana voda 1,3ml

10 % Kyselina octova
99 % kys. octova 50,5 ml

redestilovana voda 4495 ml

0,25 % Comassie blue (CBBG) v 10 % kys. octové

CBBG 0,25¢
10% kys. octova 100 ml
4.2. Pomicky

V prab¢hu prace byly pouzivany kadinky, odmé baiky, odmerné valce, sklefné
zkumavky, zkumavky Falcon, mikrozkumavky Eppendoeitrifug&ni zkumavky Backman,
Petriho misky, sklegné hokejky, automatické pipety a &8pr Eppendorf, stojanky, nerezové
IZicky, navaZzovaci lodky, parafilm, stopky, magnetické michadla a dabbratorni

pomicky.
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4.3. Histroje
Analytické vahy Scaltec SBC22
Autoklav Vaposteri
Box s laminarnim proughim Chemos CZ Faster TWO 30
Centrifugy:
- Heraeus Biofuge stratos
- Eppendorf MiniSpin plus
- Hermle Z 100 M
Elektroforeticky systém Chemos CZ model B2
Elektroforeticky systém SDS-PAGE mini PROTEAN (BRad, USA)
Inkubatory:
- n-Biotek NB-205 se zabudovanaepaci jednotkou
- Memmert
- Eppendorf Thermomixer comfort
Magneticka mich&a Lavat
Mikrovinna trouba Zanussi
Personal Thermal Cycler MJ Mini Bio-Rad
pH-metr Thermo Orion model 410A
Predvazky KERN KB
Skenovaci stanice pro gely Gel Doc XR Bio-Rad
Spektrofotometry:
- Infinite M200 (Tecan)
- NanoDrop ND-1000
SusSarna Binder
Trepaci zéizeni Minishaker IKA MS2
Ultradestil&ni pristroj Milli Q (Prograd 2), Millipore
Ultrazvukova laze Ultrasonic compact cleaner UC 005 AJ1 Tesla
Vodni lazé Thermo Haake P5
Vyrobnik ledu Scotsman AF 80
Hlubokomrazici box Herafreeze, Heraeus
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4.4. Metody

4.4.1. Mala purifikace plasmidu

Namnozeni E. coli s plasmidem

Jedna se o nakovani vybranych kolonii vyrostlych na Petriho neisto gipraveneho
tekutého média, ve kterém probiha rychitedi burgk, pro co nejvyssi vgZnost
nésledujiciho fecisteni.

Tekuté médium byloifipraveno z 30 ml LB média 30 pl vodného roztoku eifipu.
Po 2 ml byla sr#s rozpipetovana do desetiegdem pipravenych vysterilizovanych zkumavek.
Sterilni Spékou pipety byla odebrana z Petriho misky vzdy jekiolanie. Kolonie byly
vybirany bez ,satelit’, tak aby bylo zaji&no, Ze vSichni jedinci umigti do jedné zkumavky
jsou identéti. VSech 10 zkumavek bylo vioZeno do inkubatorkaibovano pi 37 °C, 180
rpm po dobu 3 hod.

Po 3 hodinach byly vzorkyiglity po 1 ml do pipravenych deseti mikrozkumavek
Eppendorf a sieeny @i 13 000 rpm po dobu 1 min. Supernatant byl vyliedety se uchovaly
v mrazéku pro dalSi pouziti. Zkumavky se zbylymIlogty uschovany $ 4 °C.

Mala purifikace

Do mikrozkumavky Eppendorf se vzorkem bylo nejpptidano 50 pl pufru P1 a
pomoci vortexu byla vytiena suspenze pelety. Pufr P1, mimo jiné obsahujeAzRtera se
podili na lyzi bus¢nych obal a enzym RNasu, degradujici RNA, ktera by mohl&istie
vysledek. Bylo pidano 50 ul pufru P2, tzv. lyzaiho pufru, ktery dokafi lyzi burgk diky
SDS v r#m obsaZzeném. Siw se dkladre protrepala, piibéh reakce je mozno pozorovat
zpenénim obsahu zkumavek. Poslednifidpnym pufrem byl pufr P3, tzv. neutraliza,
upravujici pH srési. Po jeho fidani bylo mozno pozorovat vytieni bilé srazeniny. S¥a
byla st@ena i 13 000 rpm po dobu 5 min.tilezity pro nas byl supernatant obsahuijici
plasmidovou DNA. Supernatant byl slit deedem pipravenych mikrozkumavek Eppendorf
s 350 pl 100 % ethanoluiiganim vzorku sefedil na cca 70%). Plasmidova DNA byla
vysrazena za vzniku bilé sraZzeniny &tagentrifugovanaih 13 000 rpm po dobu 7 min.
Supernatant byl vylit a usazena DNA rozmichana uP0OE pufru. Timto poslednim krokem

byl vzorek zakoncentrovan pro dalSi pouziti. VzovkKE pufru je mozno uchovavatig °C.
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4.4.2. Velka purifikace plasmidu

Namnozeni E. coli s plasmidem

Buriky s obsahem plasmidu seileenou kddovou sekvenci byly nejprve namnozeny
ve 2 ml LB média s obsahemuProztoku ampicilinu. Inkubace prebla ve sterilni skletné
zkumavce umisghé do tepaciho inkubatoru nastaveného na 37 °C, 180 randobu 3 hod.
Poté se 1 mlielil do sterilni Erlenmayerovy li&y obsahujici 40 ml LB média s 40 ul
roztoku ampicilinu. Baky byly uloZzeny do inkubatoru, fedem vytiatého na 37 °C a
michany za 180 rpm. Inkubace probihala celou noc.

Druhy den rano byl obsaltgit do centrifugani zkumavky Backman a centrifugovan
pii 4000 rpm , 4 °C po dobu 10 min. Supernatant tyit,vpelety obsahujici plasmidovou

DNA je mozno uchovavatip-20 °C.

Velka purifikace plasmidu
(provedena pomoci sady Quiagen Plasmid Purificakdr)

Peleta byla v kyvétrozpusténa ve 4 ml pufru P1 obsahujiciho RNasu, igodéna a
poté byly gidany 4 ml pufru P2, pomoci vortexu bylérgn obsah kyvety. Po pii@pani byla
smss inkubovana 5 miniplaboratorni teplat s ote¥enym vikem. Po 5 min byly fidany 4
ml vychlazeného pufru P3, suspenze se promichallaudovala 15 min na ledu. V kyvete
moZzno pozorovat vznik bilé srazeniny obsahujiciébné zbytky a genomovou DNA. Vzorek
byl centrifugovan f 4°C, 4000 rpm po dobu 10 min. Supernatant by gidciStén pomoci
chromatografie na pryskigné kolorg. Kolona byla nejprve kalibrovana 3 ml pufru QBTe d
nadvodu vyrobce. Supernatant byl nalit na kolorfespfiltratni papir, aby se zabréanilo
zneisteni kolony peletou, ktera by se mohla uvolnit zéngtkyvety. DoSlo k ukotveni
plasmidové DNA a dalSichfipadnych né&stot ke kolog. Poté byla kolona 2x promyta 10 ml
pufru QC, ktery z kolony uvolnil nezadouci molekulfyakce byla jimana do odpadu.
Plasmidova DNA byla uvoblima pomoci 5 ml pufru QF. Tato jedina frakce bytagha do
sterilni zkumavky Falcon s@dem napipetovanymi 4 ml isopropylalkoholu (IPAjerk
vysrazi plasmidovou DNA. Vzorek byl odstén pi 4 °C, 4500 rpm po dobu 10min.
Supernatant byl vylit a peleta rozptrsd ve 3 ml 70 % ethanolu. Nasledovalaétop
centrifugace p 4 °C, 4500 rpm po dobu 5 min. Supernatant byltraaisn a k pelet bylo
ptidano 100 pl TE pufru, ve kterém je DNA moZno uciat i 4 °C.
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4.4.3. Riprava kompetentnich burgk

Priprava je nutna ip pouziti burk z mrazaku, kdy je jejich &Sina v tzv. ,spicim
modu®, transformace s neaktivovanymiikami by pak byla malo aktivni.

Buriky jsme nechali kratce inkubovat na ledu. Do zkukyas 1 ml LB média bylo
piidano 50 (100l burgk a inkubovano fes noc vitepacim inkubatoruip37 °C, 180 rpm.
Druhy den rano byla z&ena absorbanceib95 nm oproti LB médiu. Absorbance bylan
dosahnout 0,4-0,6.

Z kultury bylo odebrano 100l burek (zbyly 1 ml je mozno uschovat v lednici az 1
mésic) a umisino do 2 ml LB média a inkubovano 2-4haidl p7 °C a 180 rpm. Pravidein
po cca 30 min byla #tena absorbancgib95 nm oproti LB médiu, ktera bydta dosahnout
0,4-0,6.

Z kultury byl odebran 1 ml (zbyly 1 ml ieme uschovat do lednice pro pouziti na
max. 1-2 tydny), zchlazen na ledu ac¢sto @ 13 000 rpm po dobu 10 s. Supernatant byl vylit
a do zkumavky bylfidan 1 ml ledo¥ vychlazeného sterilniho 0,1 M Cag£2H,0, snés byla
vortexovana a dana inkubovat 30 min na led. Pol2 &iys ot statena pi 13 000 rpm po
dobu 10 s, supernatant vylit a k pélbylo pridano 500ul ledow vychlazeného sterilniho 0,1
M CaCL..2H;0. Peleta byla resuspendovana poklepanim v rucehlazena na ledu. Tim

byla kultura hotova k dalSimu pouZiti.

4.4.4. Gelova elektroforéza na agar6zovém gelu

Priprava gelu

Pro metody molekularni biologie jsou nejpouzijan0,8 %, 1 % nebo 1,5 % gely. O
vhodnosti koncentrace pouZzitého gelu rozhoduje Wiygelu. Ri detekci mensSich fragment
je vhodrgjSi hustsSi gel, kterym malé molekuly neprojddiili$ rychle. Naopak i detekci
velkych molekul by vice koncentrovany gel mofilip brzdit pibéh elektroforézy.

Pri piipraw gelu bylo Ehrlenmayerovy by navazeno 1,04 g (1,3 gip. 1,95 g)
praskové agarozy, poté bylégano 130 ml elektroforetického pufru TBE a 15 ml
destilované vody, ktera slouzi jako rezerva proabeii. Za obasného promichani byla gm
piivedena k varu v mikrovinné trodlaz do Uplného rozpusti agardzy. Po mirném
ochladnuti bylo do gelufgano 13 pl ethidiumbromidu, fluoreséaiho barviva pro
vizualizaci vysledk. Takto gipraveny visk6zni roztok se fadré zamichal a nalil do
pripravené formy siebinky ke ztuhnuti.ifpadré vzniklé bubliny byly odstraimy Spitkou
do rohu vzdalegjsiho od kiebinku.
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Gelova elektroforéza

Po ztuhnuti byl gel umi&t do elektroforetické vany, tak aby Zlabky pro \eobyly
blize ke katod. Nukleové kyseliny nesouci zaporny naboj jsowztptoudem unaseny od
zaporr nabité elektrody ssmem ke kladné. Gel byl nasletimalit TBE pufrem tak, aby byl
cely ponden.

Vzorky byly smichany s nanaSecim pufrem (bromfevilimod), ktery zpisobi
klesnuti vzorku na dno jamky a zaréweam umozni sledovatdséh elektroforézy. Barvivo
prochazi gelem rychleji nez vzorek, ktery nevididekmile tedy barvivo dosahne konce gelu
je nutné proces ukeit, aby nam vzorky neunikly. Dle informaci vyrobeeisi byt nanaseci
pufr ve vysledném roztoku 6x feakn. Pongr pro smichani vzorku s pufrem byl tedy 5:1.
Do postrannich jamek byl napipetovan standard 22N\ ladder (Obr. 5.). Po ukdéeni
nanaseni vzortkbyl uzaven elektricky okruh fipojenim vany ke stabilizovanému zdroji
napsti. Elektroforéza probihala za podminek konstamtpitoudu 100 mA po dobu 2 hod.

Po ukorteni byl gel penesen na skenovaci stanici.

DA Mass
Kilokases (o)
— 100 41
— &0 40
— 6.0 44
—al 41
—4.1 EF
—3.0 120
— i 41
— 15 ar
— 1.z 45
—1.0 122
— 0.4 34
—03 3
—07 27
— 0 23
—0.5 124
— 0.4 419

— 0.3 a7
— 0.2 a2

— 0.1 fil

Obr. 5. 2-log DNA ladder. (5, 2011)
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Detekce
Vysledek byl pozorovan na UV- transiluminatoru g@eni UV s¥tlem o vinové

délce 254 nm pomoci skenovaci stanice Gel Doc.

4.4.5. PCR
Objednané primery byly nejprveirakny dle navodu vyrobce 10x. K 50 pl primeru

bylo tedy gidano 450 ul redestilované vody. Poté byl vyaroreakni mix o objemu 500 pl
o slozeni 1Qul forward primer, 1Qul reverse primer, 5Ql pufru, 10ul dNTP, 10ul nasi
DNA, 30 ul MgCl,, 375ul redestilované vody, fl HotStarTag DNA Polymerasy (2,5 U).
Reakéni mix byl rozpipetovan do osmi mikrozkumavek Epgerfi po 50 pl. Mikrozkumavky
byly vioZeny do termocykléru, kde se po aktivaciStarTagDNAPolymerasy (14 miri[®5
°C) opakovaly 3 faze po 1 min (95 °C, 65 °C-55 8Qdplot), 72 °C). Celkem do uk&eni
reakce probhlo 35cyki.

4.4.6. Inkubace vzorku s restrikéni endonukleasou

Do sterilni mikrozkumavky Eppendorf bylo napipetogé&bul DNA, 2 ul howziho
albuminu BSA (10x n@diny), 2ul pufru pro BamH 1, 1Qul redestilované vody adl BamH
|. Reakni smés byla umistna do inkubatoru zahtého na teplotu 37C.Inkubace probihala
za olgasného promichani po dobu 1 hod. Reakce byladgk@npo hodi& prenesenim vzortk

do nadoby s ledem. SniZeni teploty ukaaktivitu endonukleasy.

4.4.7. Ligace kodove sekvence s vektorem TOPO 2.1

Priprava Petriho misek

Na jednu misku je p&gba piblizné 30 ml Zzivné idy. Celkem bylo tedyifpraveno
120 ml (2x zkumavky pro vzorky, 1x pozitivni kontaidlx negativni kontrola).Zivné médium
se sklada z cca 2,5 % agaru. Na 120 ml byly nayaZgragaru a dopémy 120 ml LB média.
Agar se ve studeném LB médiu zcela nerozpoudtijtieé ho nejprve zaht. Pro Uplné
rozpuséni a vysterilizovani Zzivnétly, byl roztok autoklavovanipl21°C na 1hod. Po
ukoreeni autoklavovani musi roztok mérachladnout.

Roztok antibiotik, na které nese vektor TOPO 2Zistenci byl pipraven v kadince o
sloZeni 4,5 mg ampicilinu a 4,5 mg kanamycinu Wwil@B média. Po mirném ochladnuti
Zivné mdy bylo odlito 30 ml do jedné z Petriho misek (pivzi kontrola). Na této Zivnégale

tedy nejsou Zadna antibiotika, iy by zde ndly rast bez ohledu na to zda vektor nesouci
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rezistenci pijali, ¢i nikoliv. Tato kontrola nam ukazuje, Ze pouZzitékyjsou v pdgadku a
schopnéiistu. Do zbytku Zivnéay bylo gridano 10 ml LB média s antibiotiky a po 30 ml
rozlito do zbylych Petriho misek. Je nutné idfvat antibiotika fimo do horkého roztoku
z autoklavu. Vysoka teplota by totiz mohla porjg&ich strukturu a znehodnotit tak jejich
funkci. Takto gipravené Petriho misky pakideme uchovavat v igelitovemcd v lednici
po dobu 14 dni.

Ligace s vektorem TOPO 2.1

Byla piipravena ligani snes o slozeni 1 pl PCR produkt, 3 pl redestilovardyya
pul sal, 1 ul TOPO 2.1. Sis se promichala a inkubovala 30 minlgboratorni teplat.
Kazdych 5 min se lehce promichala poklepanim prsty.

Transformace do kompetentnich buik E. coli

Po ukorteni inkubace se do reak snesi pridalo cca 50 ul bakterii Hb 101, které se
po vyjmuti z freezeru (-80 °C) inkubovaly 30 minladu. Snés i s bakteriemi bylaipnesena
zpet na led, kde pokeavala v dalSi 30 min inkubaci. Po ukemi nasledoval po dobu
30 s tzv. ,heat shock” na vodni lazni railé na 42 °C,ipkterém dochazi rozéeni pof ve
sttné bungk a @ijmuti rekombinantniho plasmiduiésré po 30 s byly biikky umistny zpst
na led na 5 min (zfné zataZeni pd). Poté se ke s&si pridalo 250 pl SOC media a vSe bylo
uloZeno dofepaciho inkubatoru vyateho na 37 °C s nastavenymida@mi na 100 rpm po
dobu 60 min.

Po ukorteni hodinové inkubace byly vzorky rovnéme rozprosteny na pipravené
Petriho misky ufené pro vzorky. Do zbylych dvou petriho misek pozigivni a negativni
kontrolu byly umistny prazdné bitky Hb 101 bez rekombinantniho vektoru. Negativni
kontrola, ktera obsahuje v Zivnédg antibiotika, nam kontroluje jejich¢inek na buiky. F¥i
spravném provedeni by na tétindp nengly vyrust, protoze jedinci na tutaigu umisgni
nenesou vektor pro rezistenci na ampicilin a karamy

Petriho misky s btkami se umistily do inkubatoru s teplotou 37 °Godihu
inkubovaly dnem ddl, aby se bakterie Iépe uchytily nadwu. Po hodia byly otateny dnem

vzharu a inkubace poktavala Fes noc.

4.4.8. Restrikce kédové sekvence ve vektoru TOPOL2oomoci restrikénich endonukleas
Pro restrikci byly vybrany restiki endonukleasy BamH | a Hind 111

V mikrozkumavce Eppendorf byla paral&loro kazdou zvl&Spripravena reakni snts.
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Reakni smés pro BamH I: 5ul DNA, 2 pl BSA (10x naedény), 2l pufru pro BamH I, 10
pl redestilované vody, fil BamH |.

Reakni smés pro Hind III: 5ul DNA, 2 ul pufru pro Hind Ill, 12ul redestilované vody, fl
Hind IIl.

Reakni smeési se inkubovaly 1 hodip37 °C, po hodia byly pro ukorgeni aktivity enzymu

pieneseny na led.

4.4.9. Natraveni vektoru TOPO 2.1 s kddovou sekvehpomoci restrikénich endonukleas
Do mikrozkumavky Eppendorf bylaipravena readni snesi: 2 ul pufru pro
restrikini endonukleasy. 2, 2ul hovéziho albuminu BSA (10x ffadény), 1ul Nde |, 1pl
Xho I, 2ul TOPO 2.1 s kddovou sekvenci, iRredestilované vody. Restrikce pidita za
inkubace v termomixérutpteplot 37 °C po dobu 60 min.Na termomixéru byl nastaven

program, ktery pravidetnpo 10min spustil kratké promichani 500 rpm.

4.4.10. Oteweni vektoru pET-15b pomaoci restriknich endonukleas

Pred vloZzenim naSi sekvence do vektoru si musimeveljprve otekit pomoci
restrikinich endonukleas, jejichz restfii mista ohrauji nasi sekvenci. Dosahneme tim
vytvoreni stejnych komplementéarnich lepivych kbma vektoru i na vklddané DNA, coz
nam usnadni nasledujici ligaci.

Do mikrozkumavky Eppendorf bylaipravena srés: 12ul pufru pro restrikni
endonukleasy. 2, 2ul BSA (10x na&edény), 1l Nde I, 1ul Xho | a 4ul pET-15b. Vznikla
smes se mirg protrepala a inkubovala v termomixérti B7 °C po dobu 60 min. Po uk&sni
inkubace je nutnoifdat enzym fosfatasu, ktera znemoznétopné spojeni rozshnutych
konai tim, Ze odstrani fosfatové skupiny z kdracsnizi tak jejich vzajemnou reaktivitu: do
smeési byly gidany 2ul SAP fosfatasy, @l SAP pufru a 33l redest. vody. Praitnla dalSi
inkubace pi 37 °C po dobu 15 min.

4.4.11. RegiSténi natraveného vektoru TOPO 2.1 a otekeného vektoru pET-15b

Pro odstraéni enzynii a jinych neistot ze vzork bylo provedeno igcisténi pomoci
realkéniho kitu z firmy Quiagen dle specialniho navodul®EX Il protokol. Tento kit byva
pouZzivan pro fcisténi a zakoncentrovani fragméridNA o délce od 40 — 50 Kb z vodnych
roztokii bez pouziti fenolové extrakce nebo ethanolovélbesti. Enzymy typu polymeras,
restrikknich endonukleas a fosfatas jsou v3ak touto metpdotirné dokre odstragny.

K objemu mikrozkumavky byloffdano trojnasobné mnozstvi pufru QX1. Barva
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roztoku by se @la zmenit na Zlutou, coz nam indikuje spravné pH. Poksakvbarva roztoku
namisto Zluté je oranZova nebo ndifralova, je nutno pdat 10ul 3 M acetatu sodného o pH
5 a promichat. Byloijfidano 16ul, predem resuspendovaného QUIAEX Il ({@@ufru je
nutné na ug DNA) a prokhla inkubace p laboratorni teplat po dobu 10 min. Sis je
nutné kazdé 2 min promichat vortexovanim. Po inkutaslo k odsedini pii 13 000 rpm po
dobu 30 s a odstrani nepotebného supernatantu. Peleta byla 2x promytabpQfru PE
(promyvaci pufr, sotést kitu). K vyschlé promyté petebylo poté pidano 20ul 10 mM
Tris-Cl (pH 8,5), snis se promichala na vortexu i laboratorni teplat inkubovala 5 min.
Nasledovala centrifugace (30 s, 13 000 rpradezity byl tentokrat supernatant, obsahujici
vektor, ktery byl odebran do sterilni mikrozkumaukgpendorf. Cely procegigani 20ul
10mM Tris-Cl (pH 8,5) a odistdini byl jeSE jednou zopakovan, pra&téi vyzek reakce, a

supernatanty spojeny.

4.4.12. Subklonace kddové sekvence z ragsného vektoru TOPO 2.1 do oteteného
vektoru pET-15b

Priprava Petriho misek

Na jednu misku je p&gba piblizné 30 ml Zzivné fidy. Celkem bylo tedyifipraveno
120 ml ( 2x zkumavky pro vzorky, 1x pozitivni kool 1x negativni kontrola). Byly
navazeny 3 g agaru a doghy 120 ml LB média. Roztok byl autoklavovan 60 minl121 °C.
Po ukorteni autoklavovani a mirném vychladnuti (zhrubaGpByla vytvdena miska pro
pozitivni kontrolu a zbytek Zivnéigdy byl smichan s roztokem antibiotik v LB médiunig
ampicilinu v 10 ml LB média). Viskozni roztok byyht do zbyvajicichiti Petriho misek.
Takto gipravené petriho misky je mozno uchovavat v igetm séku pri 4 °C po dobu 14
dni.

Subklonace do vektoru pET-15b
Do dvou mikrozkumavek Eppendorf byla napipetovéasini snts slozena

z piislusSného mnozstvi vektoru pET-15b a natravenéktoue TOPO 2.1. MnoZstvi bylo

vypccitano dle koncentraci jednotlivych vzérgomoci vzorce:

m =m, X velikost sekvence/velikost vektoru

mx3=y
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kde: m — hmotnost sekvence (ng)
m — hmotnost vektoru (ng)
y — mnoZstvi sekvencerpbhé pro vioZeni do ligai snesi (ng)

velikost sekvence/vektoru (Kb)

Reakni smés by n&la mit 10 pl. Krom vektdr obsahuje dale 2 pl master mixu ¢sm
5,5 ul T4- DNA ligasy + 5,5 pl pufru pro ligasukbyly objem je doplén redestilovanou
vodou.

Nejprve byly do mikrozkumavky pipetovany vyftena mnozstvi vektoru pET-15b,
natradveného vektoru TOPO 2.1 a redestilované vedhzhla inkubace $ 65 °C po dobu 3
min a poté 5 min na ledu. Po ukeni inkubaci byl idan master mix a nasledovala dalsi
inkubace nejmén2 hod i laboratorni teplat, kazdych 30 min byla s¢s lehce promichana
poklepanim prstem. Nakonec bylacsmumis¢na na 2min do termomixéru 65°C, poté 3min

na led.

Transformace do Hb 101 kompetentnich bug E. coli
Do kazdé mikrozkumavky Eppendorf bylo pipetovan6 i kompetentnich bk
Hb 101 a ponechano kratce (30 min) inkubovat na.I®tikrozkumavky byly poté vioZzeny
do lazr o teplot 42 °C na 90 s arpmistny zpEt na led po dobu 5 min. Poté bylo pipetovano
500 pl LB média a mikrozkumavky byly umisy do inkubatoru nastaveného na 37 °C, 110
rpm po dobu 1 hod. Po uk&eni hodinové inkubace byly vzorky rovnéme rozprosteny na
piipravené Petriho misky &ené pro vzorky. Do zbylych dvou petriho misek pozifivni a
negativni kontrolu byly umishy prazdné bitky Hb 101 bez rekombinantniho vektoru.
Petriho misky s btkami se umistily do inkubatoru s teplotou 37 °Godihu
inkubovaly dnem ddl, aby se bakterie Iépe uchytily nadwu. Po hodia byly otateny dnem
vzhiru a inkubace pokeavala [Fes noc.

4.4.13. Transformace a namnoZzeni rekombinantniho pE15b:

Ke 100ul kompetentnich buik Hb 101 byl pidan 1ul pET-15b. Probhla 30 min
inkubace na ledu a nasledoval tzv. ,heat shock/atni lazni o tepl@t42 °C na 90 s. Pro
opétovné uzaveni pofi burecnym membran byla sé8 v mikrozkumace Eppendorf untisa
opét na led na dobu 5 min. \fgdposlednim kroku bylo pipetovano 500LB média a
bakterie se ponechaly mnozit v inkubatofu3y °C @i 110 rpm po dobu 1 hod. Po hodin

51



byla sngs vylita do Ehrlenmeyerovych b&ns 50 ml LB média a 50 ul roztoku ampicilinu a
inkubovana pes noc p 37 °C, 180 rpm.

4.4.14. Exprese proteinu

Transormace rekombinantniho vektoru pET-15b do komgtentnich burék BL-21

Ke 100ul burgk BL-21 byl piidan v mikrozkumavce Eppendorful vektoru
s kdédovou sekvenci. Sim se inkubovala 30 min na ledu. Nasledoval tzvats&ock” ve
vodni lazni zalété na 42 °C po dobu 45 s. Poté byly mikrozkumaitkypeseny na 2 min na
led. Nakonec byloifidano 400ul LB média a inkubovano wépacim inkubatoru 60 mir¥ip
37 °C, 250 rpm. Po hodirbyla sngs prelita do zkumavky se 2 ml LB média s1Proztoku
ampicilinu a inkubovanaips noc fi 37 °C, 180 rpm. Druhy den rano bylo z nainkuboxdmn
burgk odebrano 0,5 ml a dano do 20 ml LB média s arpérn. Spektrofotometrem byla
zmeiena opticka hustotail00 nm a siés byla dale inkubovanaiB7 °C, 200 rpm. Vzdy
v palhodinovych intervalech byla inkubacéepuSena a z#tiena opticka hustota oproti
¢istému LB médiu. Inkubace byla zastavena potéosdlda hustota hodnoty 0,5. Po
ukongeni inkubace bylo z kultury odebrano JH0centrifugovano $ 14 500 rpm po dobu 5
min, supernatant byl vylit a peleta uschovatiaz0 °C. Tento vzorek byl dale pouzit pro
SDS PAGE jako vzorek peletygd indukci.

Indukce

Ke zbytku kultury bylo pdano 20ul 1 M IPTG a inkubovano ¥épacim inkubéatoru
pii 37 °C, 150 rpm po dobu 3 hod. @masledovalo odebrani 1p0vzorku, centrifugace a
uschovani p -20 °C (peleta po indukci). Zbyvajici kultura byfrenesena na led na 10 min,
poté centrifugovana ve Falconce zkumavig&s@®00 rpm po dobu 15 min. Supernatant byl
odstragn a peleta resuspendovana ve 30 ml Akta pufru.

Sonikace

Pro uvolréni proteinu vytvéeného v pedchozim testu exprese musime nejprve rozbit
bakterialni buiky, které ho syntetizovaly. K rozruSeni struktunynék jsme pouzili sonikaci,
ktera rozbije bu&iné obaly, ale zarovieneposkodi nas produkt.

Ultrazvuk byl nastaven na 70 % svého vykonu, sarékayla provaeha v 30ti
sekundovych intervalech za sasného chlazeni ledem. Cely proces kotikrat
zopakovan. Po rozbiti bek nasledovala ultracentrifugacé @10 000 rpm, 4 °C po dobu
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70 min. Supernatant a peleta byli ¢ldohi a uschovani pro SDS PAGE.

4.4.15. SDS PAGE

Priprava gelu

Pro gipravu separaiho gelu bylo v kadince smichano: 2,5 ml redegtite vody,

2,0 ml 30 % roztoku AA, 1,5 ml pufru 1,5 M Tris-HEH 8,8, 6Qul 10% SDS a pro iniciaci
polymerace bylo na zéwpiidano 30ul 10% APS, 3ul TEMED.

Pro gipravu zaogbvaciho gelu bylo v k&ddince smichano: 2,32 ml réldeané vody,
0,5 ml 30% roztoku AA, 938l pufru 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 38l 10 % SDS a pro iniciaci
polymerace 2l 10% APS, 4. TEMED.

Separani gel byl napipetovan mezi elektroforeticka sktaiskna do nadobyibstroje,
do cca % jejich vySky. Roztok byl opatrpievrstven nasycenym isobutanolem a ponechan
polymerovat alespp45min. Po ztvrdnuti spodniho gelu byl isobutangit\a z prostoru mezi
skly vyplachnut destilovanou vodou a vysusen filiien papirem. Poté byl namichan roztok
pro zaostovaci gel a napipetovan na segaiayel az k hornimu okraji skel. Do zai@staciho
gelu byl opatra zasunut febinek az po drazky a gel se ponechal ztuhnowggaie ,5hod).

Obr. 6. Precision plus protein standards all blue. (6, 2011
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Elektroforéza

Elektroforeticka skla s gelem byly untisy do stojanku elektroforetické cely a spolu s
nim premiseny do vany. Do horniho elektrodového prostoru sié da 3% naedny
elektrodovy pufr. Vzorky se smichaly se vzorkovyuairpm s obsahem 2-merkaptoethanolu
(50 ul/ml) v poneru 2:1 a na 3 min umistily do termobloktedeltatého na 95 °C. Poté byly
piipraveny k nanaseni. Jako marker byl pouzit Precipius protein standards all blue od
firmy Bio-rad (Obr. 6.), ktery uz bylifgmo na&edén a rozpipetovan ve zkumavkach Eppendorf
po 5ul (mnoZstvi pouzité na 1 gel).

Po naneseni vzoika standardu byla elektroforeticka vartargesena do nadoby
s ledem a fipojena ke zdroji nafti. Prvnich gkolik min bylo nastaveno n&p na 60-80 V
(prichod vzork zaostovacim gelem a $azeni se na rozhrani). Pdaeeni vzork bylo
napéti zvednuto na 100-120 V. Elektroforéza probihaia t hod.

Barveni

Gel byl uvolrén z gistroje a umisih do unglohmotné krakiky s obsahem 0,25 %
Comassie blue v 10 % kyselinctové. Barveni probihalo 20 min peplog 50 °C v suSamh
Pro nasledné odbarveni byla pouzita 10 % kys. éctidejprve se gel pouze propléachl
kyselinou a poté se do jejiho roztoku pthoa cca 30 min. Po 30 min se vzdy wmia
zabarvena kyselina octova &atou. Proces odbarveni se opakoval dlégint 2-3x. Nakonec

se vynénila kyselina z&istou a gel se ponechal se na Kigamodbarvovatigs noc.

Detekce

Pro detekci byl geli@sunut na skenovaci stanici Gel Doc UV transilutoina

4.4.16. Natraveni lysozymem a sonikace

Peleta po ultracentrifugaci Zgalchoziho pokusu byla rozp&ésa v 15 g lysozymu a
15 ml Akta pufru (dle rady vyrobce byl 1mg lysozythml pufru). Snés se inkubovala
30 min @i laboratorni teplat v termomixéru i 180 rpm. Poté bylaipnesena na led a

provedena sonikace.
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Hiprava lidské AKR1C2
Vlastni prace byla uskuteéna na enzymu z rodiny aldoketoreduk#d6§R1C2, jehoz

nukleotidova sekvence byldgaem zndma. Sekvence,i@gné velikosti 971 bazi, byla spolu
s primery objednana z firmy Imagenes pod kédem B5@8 a dodana ve vektoru pOTB7
(Obr. 7) v bakteriich E. coli.

SP6 promotor (100.0%)
_Bam HE (80}

Sall (1812) [/ attB1

Sca | (1775) { ]/ M13u(905%) St (155)
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Neol (1659)".
Msc! (1625)

___EcoRI (166}
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T promotor (100.0%)
. Hpa1(330)
—___ Pstl (355)
“Smal {367)

Pvut (1258).-

‘\\ #
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Not | {1092).
Eagl{1092)/

Clal {1080}

s

Obr. 7. Vektor pOTB7. (2, 2011)

Nejprve bylo nezbytné zmnozit dany vektor s kédosekvenci metodou PCR. Proto
byly spolu se sekvenci objednany také nami navrpengery pro polymerazovoiettzovou
reakci.

Navrh primer @
Optimalni délka primer 20-30 bazi, pro lepSi uchyceni k matrici. Pro idataci

s kodovou sekvenci je v primerech navrzeno rozpaaianisto pro restriai endonukleasu,
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pomoci které budeme naslédutipravovat rekombinantni vektor. Hlavnim expresnim
vektorem prace byl pET-15b, obsahujici regtrikmisto pro endonukleasy BamH I, Nde | a
Xho |. Z divodu sogdasného $peni nasi sekvence nebylo mozno BamH | pouZit.
Restrikeni mista pro Nde I: CAT ATG

GTA TAC

Restrilkéni mista pro Xho I: CTC GAT

GAG ET
sekvence AKR1C2
ATG GAT TCG AAATAC CAG....cooeeeeeeeean) TTT TCT GAT GAA TAT TAA
TAC CTAAGC TTTATG GTC.enieieeeieieieaeen, AAA AGA CTACTT ATAATT
poatek konec

Obr. 8. schéma sekvence AKR1C2

A

AAA AGA CTA CTT ATATAA TAG CTCGCC GGG
ATG GAT TCG AAATAC CAGTTT TCT GAT GAA TAT TAA
TAC CTAAGC TTT ATG GTC AAAAGACTACTT ATAATT
CGT GCGCAT ATG GAT TCG AAATAC CAG TGT

v

Obr. 9. Navrh primefi. Cerng vyznatena sekvence komplementarni se sekvenci AKR1C2,
cervert vyznaena restrikni mista pro Nde | a BamH |. Méelznazoréno misto

k navazani resttiki endonukleasy.
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CGT GCGCAT ATG GAT TCG AAATAC CAG TGT

z&atek Nde | komplementarni sekvence

GGG CCGCTC GATTITAATATTC ATC AGA AAA

zéatek Xho | komplementarni sekvence

Obr. 10. Ukazka navrhu forward a reverse primeru

Zakoupena sekvence byla nejprve vilkdich namnoZena inkubaci 1 ml LB media bez
antibiotik se vzorkem E. coli obsahujici sekventi3® °C, 180 rpm po dobu 2,5 hod.
Poté nasledovala inkubace v 50 ml LB media s 5@npicilin (50 ug/ml) s 1 ml vzorku
z predeslé inkubaceip37°C, 180 rpm, f&s noc. Po inkubaci byla kultura &oa i 4 °C,
4000 rpm po dobu 10 min. Po centrifugaci byl suptamt odstragn a z pelety izolovany

plasmidy metodou velké purifikace (viz 6.4.2.)

Pro namnozeni kodové sekvence byla pouzita metG#a(Riz 6.4.5.) Celkem bylo
piipraveno osm vzork Program pro PCR byl nastaven tak, Zze kazdy vzoxgkinou teplotu
ve fazi gipojeni primeti. Teploty annealingu se pohybovaly v rozmezi 5%5CC. Pro
kontrolu spravnosti PCR byla pouZzita gelova eldkinéza na 1 % agar6zovém gelu (viz
6.4.4.), kterd ndm potvrdila velikost 971 bézi (Qldr.). Uk4zalo se, Ze teplotni rozdii p
annealingu nemaris velky vyznam. Pro dalSi préci byly vybrany vkp¢. 1 a 2.

57



Obr. 11. Agarézovy gel s nanesenymi vzorky (1-8)

Vzorky¢. 1 a 2 byly déle inkubovany s restiik endonukleazou BamH | (viz 6.4.6.)
pro owreni kddové sekvence a naneseny na 1,5 % agar6ebwjizg6.4.4.). Pozice
fragmenti na gelu nam potvrzovala velikost 658 bazi a 313 (@br. 12.), které odpovidaji
fragmentim po S¢peni BamH |.

Obr. 12. Agardzovy gel s nanesenymi vzorky 1 a 2 po inkub&amH |
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5.2. Ligace s TOPO 2.1

Pro snazsSiignos kddové sekvence do koného vektoru byl zvolen mezikrok, ve

kterem nejprve vytvidme rekombinantni molekulu vektoru TOPO 2.1 (Ol3).1Vektor

N 1

TOPO 2.1 umoiuje jednodussi ligaci s naSi kédovou sekvenci.

lacZa ATG

M13 Reverse Primer
CAG GAA ACA GCT ATG ?‘a'.'.‘:l:
GTC CTT TGT CGA TAC TG

Hind 111

ATG ATT ACG CCA AGC
TAC TAA TGC GGT TCG AA

BstX1 EcoR |
|
BGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT
ICA CAC GAC CTT ARG CGG GAJ

CAT 16

Ecr:lJR v lef)( | Not | Xhol Nsr'll Xbal

AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG

G (
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC

GCR

T7 Promoter ) M13 Forward (-20) Primer
AG T TAT TAC AA
L TE AT!G TT

PCR Product g

CA[CTG GCC GTC GIT TTA UAA CGT CG
: | CAG CAA AAT GTT

Spe |

CCG CTT ARG ACG

pCR"2.1-TOPO®
3.9 kb

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZuo fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
f1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Obr. 13. Vektor TOPO 2.1 (3, 2011)
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Ligace (viz 6.4.7.) byla provedena zulg#o oba vzorky vybrané z PCR. Pa:nb
inkubaci bylo moZno na obou Petriho miskach pozaroarostlé kolonie b&k. U nékterych
se uz dokonce vyskytovaly i nezadouci satelitnoki@. Ol kontroly vysly dle dekavani.
Sterilni Spékou pipety bylo z Petriho misky 1 (obsahujici PCR produ&tl) odebrano ¢
kolonii, které byly samostatrumistny do @ti zkumavek (vzorky V11, V12, V13, V14, V15)
pro namnozeni bk E. coli (viz 6.4.1.). Z Petriho misky 2 (obsahujici PCR produkt 2)
bylo odebrano takégpkolonii (vzorky V21, V22, V23, V24, V25). Inkubagrobihala 3 hod.
Po 3 hod byl patrny zakal u vSech zkumavek. Vzdryly poté gecisteny pomoci malé
purifikace (viz 6.4.1.) a naneseny na 0,8 % aganppel (viz 6.4.4.) spolu s prazdnym
vektorem TOPO 2.1 (Obr. 14.).

Vysledek byl velmi Spathviditelny, pozice jednotlivych vzotkna gelu neodpovidala
predpokladané velikosti. V hledané pozici se naclydglabé znéky u zkumaveltislo V11 a
V15, ostatni z neznamehdawbdu Zistaly na startu. DalSi prace podoaala pra¥ s €mto

vzorky.

Topo V11 V12 V13 V14 V15 V21 V22 V23 VM25 M

Obr. 14 Agarézovy gel se vzorky po ligaci s TOPO 2.1 a npalafikaci (V11-V25).

Spravnost sekvence bylaggna inkubaci vzorks restriknimi endonukleasami
BamH | a Hind Il (viz 6.4.8.) a vysledek nanesenin% agarézovy gel(viz 6.4.4.).
Ocekavané fragmenty pro BamH | byly 694 a 4177 bébongi opainém zapojeni sekvence
do vektoru 349 a 4522 bazi. Fragmenty pépeéni pomoci Hind Il pak byly 304 a 4567 bazi
nebo 775 a 4096 bazi. Vysledek na gelu (Obr. I&zal,Ze fragmenty po restrikci s BamH |
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se nachazi v oblasti mezi 0,3-0,4kb, coz by odmiwigredpokladanym fragmeinh. Taktéz
fragmenty pro restrikci s Hind Ill, se nachazi Vasii, ktera odpovida velikosti fragménio
Stepeni Hind 111

BamH | Hind
M V11V15 V11V15

Obr. 15. Agardézovy gel se vzorky V11 a V15 p@@eni restriknimi endonukledzami
BamH | a Hind III.

Vzorky byly dale#ecisteny metodou velké purifikace (viz 6.4.2.) a naneseayl %
agarozovy gel (viz 6.4.4.) (Obr. 16.). Gelova dlekiréza jednozrmé prokazala, Ze ligace
s TOPO 2.1 i purifikace préhly vporadku .

Topo V11V15xx M

Obr. 16. Agardézovy gel se vzorky V11 a V15 po velké puaitk
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Vzorkam byla znétena koncentrace: V11=1099, 8 ng/ul
V15=1264, 7 ng/ul

Se vzorky V11 a V15 byla provedena sekvenace fir@eneri Biotech s.r.o. U obou

vzorka byla potvrzena sekvence.

5.3. Subklonace kédové sekvence z vektoru TOPO dektoru pET-15b

pET-15b sequence landmarks
T7 promoter

453-169

|Ec.0R |{5706)
TT transcription start 452 Aat ll(5635) |Cl_a li24)
Hiss Tag coding sequence  362-380 Ssp 1(5517) \ | J_l'll Hind 1li(29
Multiple cloning sites S o
(Nefe | - BarnH 1) 319-335
TT terminator 213-259

P'st (4958
lacl coding sequence (866-1945) g
pBR322 origin 3882

bia coding sequence 4643-3500

Sca I(sisit])/r)» -
Pvu 1{5083) =
WU S //
I/ r

Bsa lja774)
Ahd li4713)

Bpu1102 l267)
BamH I{319)
Xho I{324)
~~_ Nde 1(331)

-/':',', Neo l(389)

- Xba l(428)

' Bal li494)
SgrhA li535)
__Sph liga1y
— EcoN I{751)

- V- Miu I(1216}
B \\f-acl 1(1230)

Lz M

@ \I 1
g BstE ll(1397)

l ET-15b : \
AN I(4236) | pEl- o Apa l(1427)

5708b

II ( p) § |I|¥ III

\ e 1T
l'\l % ! [BssH Ilj1627)

\ :
m’% Hpa l(1722)
&,
= s
BspLU11 1{3820)
Sap liaTo4)
Bst1107 liase1) — PshA lizo61)
Acc I(3590)
BsaA 1(3572) / Eag l(2284)
Tth111 1(3568) b T Nru l{z319)
“——r‘\" BspM I(2ags)
Bpu10 I{2826) 'I L L
' Msc 1(2791)
T7 pramater primer #68348-3
Bglll T7 promoter lac operator Xbal
AGATE BTG BAAAT TAAT AL AL T AL TATAC EEEAAT T T RACCGCATAACAAT TCCCLTC TAGAAATAATTTTRTT TAACT TTAAGA
Nea | His+Tag

Ndel|  Xha| BamH |

T7 terminator prmer #E9337-3

PET-15b cloning/expression region

Obr. 17. vektor pET-15b. (4. 2011)
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Vektor pET-15b (Obr. 17.) byl otéen (viz 6.4.10.) afecisten dle ndvodu (6.4.11.),
spravné prokhnuti roz&peni vektoru pET-15b jsme si&ili gelovou elektroforézou (viz
6.4.4.) na 1 % agar6zovém gelu (Obr. 18.) K lidaty pouzity oba vzorky kédoveé sekvence
ve vektoru TOPO 2.1. Vektor TOPO 2.1 s kédovou eaekv byl natraven (viz 6.4.9.) a
precisten (viz 6.4.11.) , vysledek zkontrolovan gelovoukéieforézou (viz 6.4.4.) na 1 %

agar6zovém gelu (Obr. 19.).

1 2 M pEDBH

Obr. 18. Agar6zovy gel s nanesenym otermym vektorem pET-15b (1, 2) a negg&nym
vektorem pET-15b poepisteni
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Obr. 19. Agar6zovy gel s nanesenymi vzorky natravené selevgnicOPO 2.1 (V11, V15)

Pro vypaet ligatni snesi byly vzorkiim natravehého vektoru TOPO 2.1 s kddovou
sekvenci a vzortkn po oteveni vektoru pET-15b z#étieny koncentrace:
pPET-15b 1 — 51,13 ng/pl
pET-15b 2 —* 36,36 ng/ul
V11 __ 5 182,96 ng/ul
V15 —» 113,96 ng/ul

Z davodu rozdilnych koncentraci nasSich vzinrkyly vzorky po natraveni mediny pro
snazSi pipetovani a pitani ligani snesi. Vzorky byly ndedény Tris-Cl pH 8,5 v poréru 1:9:
V11 — 1 pl vzorku do 9 pl Tris-Cl pH 8;5 nova konc. — 18,2966 ng/ ul
V15 — 1 pl vzorku do 9 pl Tris-Cl @b — nova konc. — 11,3966 ng/ ul
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Vypocet ligaéni smesi
pomeér 1(pET15b): 3 (sekvence)

m(sekvence)=m(vektor) x velikost sekvence/vehladdoru
m(sekvence) x 3 =y ng (toto mnoZstvi jegdwa vloZit do ligani snesi)
do ligani snmesi je poteba 50-100ng vektoru

PET 15b¢.1 =51,1ng/ ub 1,5 pl = 76,65ng

PET 15b&.2 = 36,36ng/uk> 2 pul = 72,72 ng

V11 + pET-15bé. 1
m = 76,65 * 0,971 /5,7 = 13,05*3= 39,2ng insertu

18,2966......1 ul
39,2........ X pl =2 pl

V15 + pET-15bé. 2
m=72,72*0,971 /5,7 = 12,38 *3= 37,2ng

11,3966......1 pl
37,2........ X pl=3,2 pl

Tab. 1. SloZeni lig&ni snesi

DNA (ul) pPET-15b (ul) voda (ul) Master mix (ul)
V11 2 1,5 4,5 2
V15 3,2 2 2,8 2
Pozitivni kontrola| 0 1 7 2

Byla provedena ligace (viz 6.4.12.). Druhy den rgly na obou Petriho miskach
pozorovatelné kolonie, ékkontroly vySly dle dekavani. \étSi kolonie byly na Petriho misce
obsahujici kddovou sekvenci V15, dale se proto gokalo se vzorky z této misky. Sterilni
Spikkou bylo odebranodb kolonii (popsanych V51, V52, V53, V54, V55) a pedla se mala
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purifikace (6.4.1.) s nanesenim vyslédia 1 % agarozovy gel (viz 6.4.4.) (Obr. 20).
Proces ligace se nezdavzorky ukazovaly velikost vy$5i nez byin. K otevreni

pET-15b byl pouZzita starSi fosfatasa, je tedy mpZaée nezd#do odtrZzeni fosfatové

skupiny a namisto ligace vektoru s naSi sekvergodoligaci 2 vektai k sol& navzajem.

Toto vys\wtleni podporuje umishi prouzki na gelu.

V51 V52 V53 V54 V55 M pE

Obr. 20. Agarézovy gel s nanesenymi vzorky po ligaci s weiin pET-15b, f&cisStené
malou purifikaci (V51-V55)

Proces oteteni pET-15b (6.4.10.) a ligace (6.4.12.) byly znawepakovany za pouZziti
now objednanych alkalickych fosfatas SHRIMP a CIAR Bteveni vektoru pET-15b byly
vytvoreny dw reakeni snesi, v jedné byla umisha po restrikci fosfatasa SHRIMP, ve druhé
pak CIAP, abychom mohli po#fit jejich (€innost. Po provedeni malé purifikace (6.4.1.) a
naneseni vzotkna 1% agarozovy gel (6.4.4.) byly vSak prouzkygek ot na stejnych
pozicich jako v pedchozim pipact. S nej¢tSi pravépodobnosti se nam nezia ligace
s nasi sekvenci a doslo ke spojeni dvou molekubwekChybnou funkci fosfatas vSak
muzeme vylodit.

Cely pokus ligace byl znovu naposledy zopakovarodipuzenim doby inkubaceéip
vlastni ligaci a pouzitim n@wobjednanych butk Hb 101. Proces vSak vedl&ke stejnému

vysledku.
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S krokem ligace nam vypomohlo partnerské pracéyigstitut fur Toxikologie und
Pharmakologie fir Naturwissenschaftler, Kiel). \&gitem bylo zjidini, Ze pevedeni naSi
sekvence do vektoru pET-15b se neétdaiejme diky az giliSné blizkosti restriknich mist
Nde I a Xho I, které se v praxigobenim endonukleas nemohou rshsbut, protoze zde
chybi potebny prostor progsobeni enzyrin pET-15b se v praxi neda spré&wozsepit pri
uziti ttchto endonukleas. Jednalo se tedy o chybu vyroblk®ru, ktery neuvad nemoznost

pouZiti €chto dvou restriknich mist sotasrg.

Vytvoreny rekombinantni vektor byl nasledmansformovan do bk (viz 6.4.13.) a
precisStén metodou velké purifikace (viz 6.4.2.). Pro kohireysledku byly vzorky naneseny
na 1% agarézovy gel (viz 6.4.4.). Vysledek (Obr) 2am ukazal, Ze velikost vektoru
s predpokladanou sekvenci je vySSi nez velikost sarhotméktoru. Mizeme tedy

predpokladat, Ze se namnozeni vektoruikala

Obr. 21. Agardzovy gel s nanesenym vzorkem rekombinantnékbovu pET-15b (1) a
s vektorem pET-15b
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5.4. Exprese proteinu AKR1C2
Byly piipraveny kompetentni lilky BL-21 (viz 6.4.3.) a provedene exprese (viz

6.4.14.). Druhy den rano bylo z nainkubovanychdiurdebrano 0,5 ml a dano do 20 ml LB
média s ampicilinem. Byla z#tena opticka hustotaig00 nm a vzorky byly dale
inkubovany pi 37 °C, 200 rpm. Inkubace byla vypnuta po 2 haty; Byla nantiena opticka
hustota 0,5126.

Se vzorky byla provedena indukce a sonikace (viz18.). Ultrazvuk byl nastaven na
70 % svého vykonu, sonikace byla proséa v 30ti sekundovych intervalech za &msného
chlazeni ledem. Vzdy 30 s sonikace a 3@estavka s chlazenim. Proces byl zopakovan 10x.
Vzorky byly naneseny na polyakrylamidovy gel a mdena SDS PAGE (viz 6.4.15.).
Vysledek (Obr. 22.) ukazal, Ze protein prgvddobr zistal v pelet, buiky nebyly

dostaténé rozbity. V supernatantu se nachazi jen zlomekuyded(velikost proteinu je okolo
37 kD).

Obr. 22. Polyakrylamidovy gel s nanesenymi vzorky pelatydoindukci (1), pelety po
pelety po indukci (2), supernatgmbusonikaci (S) a pelety po sonikaci (P)
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Pro lepsi rozruSeni b&nych obal byl objednan lysozym a provedeno natraveni
lysosymem a sonikace (viz 6.4.16.). Ultrazvuk tastaven na 62-64 % svého vykonu,
sonikace byla prova&da v 30ti sekundovych intervalech za &msného chlazeni ledem. Vzdy
30 s sonikace a 30 sgstavka s chlazenim. Proces byl zopakovan 20x.kyzmyly opst
naneseny na polyakrylamidovy gel a provedena SDSEPLiz 6.4.15.) (Obr. 23). &tSina
proteinu vSak &stala ot v pelet.

Obr. 23. Polyakrylamidovy gel s nanesenymi vzorky pelatydoiindukci (1), pelety po
pelety po indukci (2), supernatambusonikaci (S) a pelety po sonikaci (P)

Pokus zopakovan naposledy s prodlouZenim doby aoailt natrdvenim lysosymem
(viz 6.4.16.). Po natraveni lysosymem byl vzorek swnikaci roz8en do dvou Falconek.
Ultrazvuk byl nastaven na 60-65 % svého vykonur¥hpzkumavce prathla sonikace 1
min a 30s chlazeni, proces byl opakovan 30x. Vad&rkumavce pak proces opakovan 50x.
Se vzorky byla provedena SDS PAGE (viz 6.4.15.)r(Q4.)
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Obr. 24. Polyakrylamidovy gel s nanesenymi vzorky peletgcpindukci (1), pelety po
pelety po indukci (2), supernatgmusonikaci 30 min (, pelety po sonikaci 30
min (B, supernatantu po sonikaci 50 min)(8 pelety po sonikaci 50 min AP

Z duvodu slabého vykonu ultrazvuku, ktery ndm byl kpdiaci, jsme se spokojili
s mensim vyzkem. Je vSak staléetelrt viditelné, Ze ¥tSina proteinu astala v pelet
S nej&tSi prav@podobnosti se twdinkluzni €liska, ktera éstavaji v pelet
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6. Zaver

Cilem diplomové prace bylo: klonovani, exprese @figace lidské AKR1C2. Vlastni
prace byla rozélena do gkolika samostatnych cailk

Prvnim krokem bylo pomnoZeni a naslednd izolaceuzaéné kdédové sekvence ve
vektoru pOTB7, ktery praihl mnozZzenim vektoru s kodovou sekvenci v bakteticholi. Na
tento krok navazovalo navrzeni primmer amplifikace kddové sekvence pomoci metody PCR.
Oba kroky probhly asgsre. Pri metodt PCR byly postuphiménény teploty annealingu,
které se pohybovaly v rozmezi 55 °C-65 °C. UkazaloSak, Ze teplotni gradient nema
vyrazny vliv na vysledek reakce. Vzorek pro dal&igpbyl tedy po zmnozeni pomoci PCR
nahodr vybran.

Po amplifikaci kddové sekvence bylo dalSim Ukolgrvereni rekombinantniho
vektoru TOPO 2.1 nesouciho kédovou sekvenci. Prigase se zdd. Nasledovala
subklonace kédoveé sekvence z vektoru TOPO 2.1 dreesriho vektoru pET-15b. Tento
krok vSak bohuZzel ani po opakovaném provedeni nakgBné dokorten. S procesem ligace
nam vypomohlo partnerské pracoviginstitut fur Toxikologie und Pharmakologie fiir
Naturwissenschattler, Kiel).

Neusgch subklonace sgéval v [xilisné blizkosti restrignich mist Nde | a Xho I,
které nebylo mozno v praxiipobenim endonukleas rofibhout, z divodu nedostateého
prostoru pro fisobeni enzyiin Vektor pET-15b se tedy nedé sprévazstpit pii uziti téchto
endonukleas. Jednalo se o chybu vyrobce vektoeny kieuvadl nemoznost pouzitéthto
dvou restriknich mist sotasre.

Po provedeni ligace s expresnim vektorem pET-1HodBkvence transformovana do
kompetentich butk BL-21, ve kterych prodhla exprese proteinu. Na expresi navazoval
posledni krok rozbiti butk a izolace proteinu. Nejprve vSak byla nutna optinace procesu
rozbiti burgk. Z divodu slabého vykonu ultrazvuku byléigioupeno ped samotnou sonikaci
k natraveni bukk za pouziti lysozymu.iestoze byly upraveny podminky izolacétSina
vytvoieného proteinuistala v busénych zbytcich. S nefiSi pravépodobnosti se two
inkluzni €liska, ktera #stavaji v pelet Proces izolace se v dotdokorteni diplomové prace
dale optimalizoval.
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AKR
AMP
APS
AR
Arg
Asn
Asp
BamHlI

BSA

C

CYP 450
DHT
DNA
dNTP
ddNTP
E. coli
EC
EcoRl
EDTA
G
GABA
GIn
Glu
Gly
Hindlll
HSDs
IPA
IPTG

7. Seznam pouzitych zkratek

Adenin
Akrylamid
Aldoketoreduktasy
Ampicilin
Persiran amonny
Androgenni receptor
Arginin
Asparagin
Asparagova kyselina
Restrikni endonukleasa izolovana z bakterie Bacillus
amyloquefaciens
Bovinni (ho¥zi) sérovy albumin
Cytosin
Cytochrom P450
Dihydrotestosteron
Deoxyribonukleova kyselina
Deoxyribonukleotidtrifosfat
Dideoxyribonukleotidtrifosfat
Escherichia coli
Mezinarodni kod pro ozéavani enzym (Enzyme Comission codes)
Restrikni endonukleasa izolovana z bakterie EschericHiaRd613
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Guanin
y-aminomaselna kyselina
Glutamin
Glutdmova kyselina
Glycin
Restrikéni endonukleasa izolovana z bakterie Haemuphiliisenzae
Hydroxysteroid dehydrogenasy
Isopropylalkohol
IsopropylB-D-galaktopyranosid
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KAN

kb

lac promotor
LB medium
Leu

Lys

M

MDR

MRNA

NADH
NADPH

Ndel

NNK

NNAL

PAGE

PAH

PCR

Pfu polymerasa
pH

Pro

Pufr P1

Pufr P2

Pufr P3

Pufr QBT

Pufr QC

Pufr QF

Pwo polymerasa
RNA

RNasa A

rpm

SAP fosfatasa

Kanamycin

Kilobaze

Promotor gerflagalaktosidasy Escherichie coli
Luria-Bertani medium

Leucin

Lysin

Marker ¥ gelové elektroforéze (2-Log DNA Ladder)
Dehydrogenasy/reduktasy s dlouhigi#zcem (long-chain alcohol
dehydrogenase)

Ribonukleové kyselina kédujici fami aminokyselin v proteinu
(Messenger ribonucleic acid)

Nikotinamid adenin dinukleotid

Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

Restrikni endonukleasa izolovana z bakterie Neisseriatrifezans
4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butano
4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butaho

Gelova elektroforéza na polyakrylamidoveéstug
Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polymerasov@tzova reakce (Polymerase chain reaction)

DNA polymerasa izolovana z Pyroadariosus

Zaporny dekadicky logaritmus koncentrace kodych ionfi
Prolin

Rozpouéti pufr

Lyzani pufr

Neutralizani pufr

Ekvilibr&ni pufr

Promyvaci pufr

Elgni pufr

DNA polymerasa izolovana z Pyrogsevoesei

Ribonukleova kyselina

Ribonukleasa A

Oté&ky za minutu (rotation per minute)

Serum alkaline fosfatasa
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SDR

SDS

Ser

T

T4 ligasa

Taq polymerasa

TBE pufr

TE pufr
TEMED

Tht polymerasa
Tris

Trp

Tyr

uv

Xhol

Dehydrogenasy/reduktasy s kratkig&zcem(short-chain alcohol
dehydrogenase)
Dodecylsulfat sodny
Serin
Thymin
Ligasa izolovana z bakteriofaga T4
Termostabilni DNA polymerasa izaf@ z termofilni bakterie
Thermus aquaticus
Tris-boratovy pufr
Tris-EDTA pufr
Tetramethylethylendiamin
DNA polymerasa izolovana z Therthesmophilus
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tryptofan
Tyrosin
Ultrafialové (ultra violet) z&ni

Restrikni endonukleasa izolovana z bakterie Xanthomonkscléa
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