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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Resitel: Katefina Sediva
Skolitel: Mgr. Eva Novotna, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Klonovani, exprese a purifikace mykobakterialni

dihydrofolatreduktasy

Dihydrofolatreduktasa je enzym nezbytny pro metabolismus kyseliny listové —
katalyzuje redukci dihydrofolatu na tetrahydrofolat. Tetrahydrofolat je dulezitym
kofaktorem pfi reakcich pfrenaSejicich jednouhlikaté zbytky. Hraje kliCovou roli

v syntéze DNA, RNA a proteina.

Dihydrofolatreduktasa se nachazi také u M. tuberculosis. Tato bakterie je nejcastéjSim
puvodcem tuberkuldzy u lidi. Pravé dihydrofolatreduktasa by mohla byt potencialnim

cilem pro vyvoj novych antituberkulotik.

Rekombinantni protein dihydrofolatreduktasa byl pfipraven v nékolika krocich.
Sekvence kodujici protein byla nejprve amplifikovana polymerasovou fetézovou reakci.
Ligaci namnozZeného useku DNA a plazmidu pET-28b(+) vznikl rekombinantni plazmid,
ktery byl metodou tepelného Soku transformovan do kompetentnich bunék E. coli kmen
HB101. K expresi proteinu byly pouzity burky E. coli kmen BL21(DE3). Samotna
exprese byla indukovana pfidanim isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG).
Ziskany rekombinantni protein byl izolovan a purifikovan metodou afinitni
chromatografie. Metodou dle Bradfordové byla ur€ena koncentrace enzymu. Aktivita
enzymu byla ovéfena reakci enzymu s dihydrofolatem za pfitomnosti NADPH. Tento
enzym muze byt pouzit k dalSimu vyzkumu, zejména k hledani latek inhibujicich jeho

aktivitu.
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Dihydrofolate reductase is an enzyme essential for the metabolism of folic acid — it
catalyzes the reduction of dihydrofolate to tetrahydrofolate. Tetrahydrofolate is an
important cofactor involved in one-cabron transfer reactions. Dihydrofolate reductase
plays a key role in the synthesis of DNA, RNA and proteins.

Dihydrofolate reductase was also found in M. tuberculosis. This bacterium is the most
common causative agent of tuberculosis in humans. Thus dihydrofolate reductase

could be a potential target for the design of new antituberculotics.

The recombinant protein dihydrofolate reductase was prepared in several steps. The
coding sequence of the protein was first amplified by polymerase chain reaction. A
recombinant plasmid, obtained by the ligation of an amplified segment of DNA with
plasmid pET-28b(+), was transformed into competent cells E. coli strain BH101 by the
heat shock method. Cells E. coli strain BL21(DE3) were used for the protein
expression. The expression was induced by the addition of isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG). The prepared recombinant protein was isolated and
purified by the affinity chromatography method. The concentration of the enzym was
determined by the Bradford method. The activity of the enzym was verified by the
reaction of the enzyme with dihydrofolate in the presence of NADPH. This enzyme can

be used for further research, particularly to search compounds inhibiting its activity.
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1. Uvod

M. tuberculosis je patogenni bakterie, ktera je nej¢astéjSim plvodcem tuberkuldzy
u lidi. V posledni dobé se stale Castéji vyskytuji kmeny M. tuberculosis vykazujici
rezistenci k rozSifujicimu se spektru pouzivanych antituberkulotik. LéCebné rezimy
pouzivané v souCasnosti tak prestavaji byt dostaCujici a je tfeba objevit
antituberkulotika s novym mechanismem uc&inku, ke kterym by M. tuberculosis opét
vykazovala citlivost. Z toho dldvodu jsou intenzivné studovany enzymy katalyzujici
esencialné dulezité metabolické drahy u mykobakterii jako vhodna mista ucinku pro

nova antituberkulotika.

V této praci byla vybrana mykobakterialni dihydrofolatreduktasa. Jedna se o kli¢ovy
enzym v metabolismu kyseliny listové. Katalyzuje vznik tetrahydrofolatu, ktery je
nezbytny pro spravnou syntézu DNA, RNA a proteinl. Dihydrofolatreduktasa se tak

jevi jako vhodny cil pro potencialni nova antituberkulotika.

Pfi hledani latek inhibujicich aktivitu enzymu je nejprve potfeba tento enzym pfipravit
v dostateCném mnozstvi, aby mohl byt podroben dalSimu studiu. Ktomu jsou
vyuzivany metody molekularni genetiky, které umoziuji ze sekvence DNA kédujici

pozadovany enzym tento enzym v rekombinantni formé pfipravit.



2. Teoreticka cast

2.1 Tuberkuléza

Tuberkuléza (TBC), dfive nazyvana souchotiny nebo ubytg, je celosvétové rozsifenou
infekci, jejiz latentni formou je nakazena pfiblizné jedna tfetina svétové populace
(WHO, 2013). Tuberkuléza lidstvo doprovazi jiz od poc¢atku jeho historie (Homolka
a Votava, 2003). Jedna se o onemocnéni, které je ve vétSiné pfipadud léCitelné, da se
mu predchazet a existuje proti nému ockovani. Podle Udaju Svétové zdravotnické
organizace (WHO) v roce 2012 tuberkul6zou onemocnélo 8,6 miliona lidi, v témze roce
na toto onemocnéni zemfelo 1,3 milionl nemocnych (WHO, 2013). Nejvice postizena
Uzemi jsou rozvojové oblasti svéta (Bednar et al., 1996). Ceska republika se Fadi
k evropskym zemim s nizkou nemocnosti TBC. Vroce 2012 bylo v CR hlaSeno
611 pripad( tuberkulézy (UZIS CR, 2013).

V poloviné 20. stoleti se predpokladalo, ze TBC bude po roce 2000 eradikovana.
Bohuzel se tento predpoklad nenaplnil. Divodem jsou predevSim chudoba
a neuspokojiva hygienicka a preventivni opatfeni, zejména v rozvojovych a zaostalych
oblastech, ale také zvysujici se incidence kmenu rezistentnich na antituberkulotika.
TBC ov8em nepostihuje jen lidi Zijici v rozvojovych zemich, pfedstavuje zavazny
problém i pro rozvinuté zemé, ve kterych jsou hlavnimi rizikovymi skupinami lidé na
okraji spoleCnosti (bezdomovci, alkoholici, drogové zavisli, imigranti apod.) (Julak,
2006). K soucasné situaci pfispiva i stale se zvySujici mnozstvi nakazenych HIV, ktefi
jsou knakaze TBC mnohem vice citlivi (Netval et al.,, 2004). Dochazi také
k zanedbavani programu na kontrolu TBC, i diky nazordm tvrdicim, Ze vétSina novych
onemocnéni byla zachycena vramci preventivnich prohlidek (Homolka a Votava,
2003).

Puavodcem tohoto infekéniho onemocnéni je tzv. komplex Mycobacterium tuberculosis
(Hrdina, 2012/2013). Do né&j jsou Fazeny pfibuzné druhy mykobakterii: napf.
M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum a M. microti, pfi€emz M. tuberculosis je jako
puvodce u lidi nej¢astéjsi (Greenwood et al., 1999). K nakaze staci jen nékolik malo
bakterii (Julak, 2006). Jedna se o obligatni patogeny (Bednaf et al., 1996), které
nejCast8ji vstupuji do organismu inhalaci. Dochazi ke vdechovani kapének
s mykobakteriemi vylu€ovanymi jedinci nakazenymi aktivni tuberkulézou (Netval et al.,
2004; Julak, 2006).

10



Toto onemocnéni vyvolané M. tuberculosis se vétSinou projevuje jako plicni TBC. Jejim
charakteristickym rysem je chronicita (Julak, 2006). Infekce ve vétSiné pfipadl zacina
v plicich. U tfetiny pacientd se objevuje postizeni i dalSich organa (Hrdina, 2012/2013).
Tento stav se nazyva mimoplicni tuberkul6za, ktera mize postihovat kosti, klouby,
urogenitalni trakt, ORL oblast, ale i GIT, memingy, kuzi a dalsi (Netval et al., 2004,
Julak, 2006). Klinicky obraz aktivni plicni TBC ve vétsiné prfipadd zahrnuje
dlouhotrvajici kasel, unavu, febrilie, no¢ni poceni, nechutenstvi, katechizaci, dusnost,
bolest na hrudi, az hemoptyzu, nékdy v§ak mize TBC plic probihat asymptomaticky
(Netval et al., 2004).

Onemocnéni vznika v zavislosti na virulenci mykobakterii a na stavu obranného
systému hostitele. RozliSuje se tzv. primarni a postprimarni TBC. Tyto dvé formy maji
odlisné patologické znaky, proces patogeneze je pomérné slozity (Greenwood et al.,
1999). U primarni TBC infekce propukne po kontaktu hostitele s mykobakterii (Netval
et al., 2004). Po nakaze bakterii vznikaji primarni loziska, ktera se mohou bud zcela
vyléCit nebo prejdou do klidového stadia, ve kterém mohou mykobakterie setrvavat
i nékolik desitek let. Asi u 10 % infikovanych se b&hem let vyvine tzv. postprimarni
tuberkuléza (Bednar et al., 1996). Ta vznika jako dusledek endogenni reaktivace
infekce €i exogenni reinfekce, a toto propuknuti nemoci je podporovano vice faktory,
zaleZi jak na hostiteli, tak na vlastnim vyvolavajicim agens (Greenwood et al., 1999;
Homolka a Votava, 2003). Vyznamnym faktorem je obranyschopnost daného jedince.
Pokud ma jedinec slabsi imunitni systém, dochazi k rozvoji nemoci (Greenwood et al.,
1999). U vétsiny infikovanych jedinct vSak k rozvoji nemoci nedojde. Bakterialni
nakaza probiha asymptomaticky, nakazeni nemohou infekci pfenaset, pouze maji
pozitivni tuberkulinovou reakci (Todar, ©2008-2012).

2.2 Rod Mycobacterium

Rod Mycobacterium se taxonomicky fadi do cCeledi Mycobacteriaceae, podfadu
Corynebacterineae, fadu Actinomycetales, kmene Actinobacteria, domény Bacteria
(Todar, ©2008-2012).

Rod Mycobacterium v roce 1999 zahrnoval 80 druhu, v roce 2005 bylo uznavano jiz
115 druhld. Jsou v ném zahrnuty pfilezitostné patogeny, dale malo bézné nebo jen

saprofytické druhy a nékolik ¢astych obligatnich patogend (Julak, 2006).
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2.2.1 Obecna charakteristika

Zastupce rodu Mycobacterium tvofi obligatné aerobni bakterie (Greenwood et al.,
1999). Patfi do skupiny acidorezistentnich tycek, které maji rGznou délku, od
kokovitych forem po vlaknité. Pro mnohé bakterie, mimo skupinu rychle rostoucich

vrwve

jejich nezvykle dlouhou generaéni dobou (Bednaf et al., 1996).

Mykobakterie maji nezvyklou a pro tento rod charakteristickou strukturu bunééné stény.
Kromé peptidoglykanu a arabinogalaktanu je v bunééné sténé obsaZena vrstva
s neobycejné vysokym obsahem lipidu, volnych i vazanych (Bednar et al., 1996; Julak
2006). Lipidy mykobakterii jsou tvofeny neobvyklymi mastnymi kyselinami (napf.
tuberkulostearova kyselina), pfedevSim v8ak vétvenymi mastnymi kyselinami
s dlouhym fetézcem — mykolovymi kyselinami (Juldk, 2006). Nékteré mykobakterie
obsahuji neobvyklou alkoholickou slozku — disacharid trehalosu (Hartl et al., 2006).
V bakterialni sténé se muze nachazet mnozstvi neobvyklych lipidovych komponent,
napf. glykolipidy (mykosidy, cord-factor), fosfolipidy, sulfolipidy, lipoproteiny, vosky
a dalSi (Bednar et al., 1996; Julak, 2006).

Lipidova vrstva mykobakterii je hydrofobni ochrannou bariérou, ktera chrani buriky proti
vnéjSim vlivim, zejména vyschnuti nebo plsobeni detergentl. Je také zodpovédna za
typickou acidorezistenci mykobakterii. Znesnadriuje pfijimani barviv, po obarveni pak
je naopak velice obtizné az nemozné tato barviva odstranit plisobenim kyselin, alkalii
a organickych rozpoustédel (Juldk, 2006; Bednafr et al.,, 1996). Proto se pouziva
barveni podle Ziehl-Neelsena (barveni na acidorezistenci) nebo fluorescencni barveni
auraminem O a rhodaminem, jelikoZ se jen velmi téZko barvi postupem podle Grama
(Pharma-reports, 2012).

Mykobakterie postradaji specifické nastroje virulence, resp. toxiny. Imunologicka
odezva na mykobakterie je bunécna (Juldk, 2006). Za poskozeni organismu a vznik
pfiznaku je zodpovédna reakce pozdni precitlivélosti na mykobakterialni antigeny, kdy
organismus obrannou reakci destruuje vlastni tkan (Juldk, 2006; Greenwood et al.,
1999). Nejvétsi patogenni ucinek u mykobakterii je pfisuzovan slozkam jejich bunééné
stény, zejména lipidim (napf. cord-faktor, izolovany pfedevSim z virulentnich kmenu)
(Bednar et al., 1996).
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2.2.2 Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis, téZ nazyvana Koch(v bacil, patfi mezi obligatné patogenni druhy. Je to
nejCastéjSi a nejzavaznéjSi patogen zrodu Mycobacterium. Tato bakterie byla
objevena v roce 1882 Robertem Kochem. Je plivodcem rGznych forem tuberkuldzy

u lidi (Julak, 20086).

Odpovida obecné charakteristice rodu Mycobacterium. Jedna se o nepohyblivou,
nesporulujici bakterii, ktera nema pouzdro (Greenwood et al., 1999). Ma tvar malych
tyCinek (Obr. 1), fyziologie je strikiné aerobni (Phrama-reports, 2012). Generaéni doba
trva 20-30 hodin, kolonie jsou viditelné az po nékolika tydnech (Bednar et al., 1996).

Virulence M. tuberculosis je dana tim, Zze i kdyz jsou bakterie po vniknuti do plic
fagocytovany alveolarnimi makrofagy, tak maji schopnost v nich pfezivat (Greenwood
et al.,, 1999). Jednim z mechanismd, jak znemozni svému zni€eni, je schopnost
mykobakterii diky své bunécné sténé zabranit fuzi fagosomu s lysosomem (Pharma-
-reports, 2012; Lullmann et al., 2007).

Pro kultivaci, ktera trva nékolik tydnu, se pouzivaji specialni média, nejCastéji
Léwensteinova-Jensenova plda nebo tekuta Sulova puda. Diagnostika M. tuberculosis
se provadi nékolika zpusoby — pomoci tuberkulinovych testd u osob, v laboratofi se
provadi diagnostika mikroskopicky, kultivaci (inkubace pud pfi 37 °C) nebo pomoci
molekularné genetickych metod, pfipadné dalSimi metodami (Bednar et al., 1996;
Netval et al., 2004). Ruist je inhibovan antituberkulotiky (Bednar et al., 1996).

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp
30.0 kV-3.0 15549x SE 74 0

Obrazek 1: Mycobacterium tuberculosis v elektronovém mikroskopu
(Pfevzato z: http://www.cdc.gov/nchhstp/newsroom/DiseaseAgents.htm)
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2.2.3 Genom

Mykobakterie maji relativné velky genom (3 az 4 x 10° bp). Je pro n&j typicky velky
podil 65 az 70 mol% guaninu-cytosinu. Nékteré druhy maji navic v plazmidech

obsazenou extrachromozomalni DNA (Bednar et al., 1996).

Nejlépe prozkoumanym kmenem M. tuberculosis je kmen H37Rv. Je znama kompletni
sekvence jeho genomu, ktera se sklada z 4 411 529 para bazi (bp) (Cole et al., 1998).
Sekvence genomu M. tuberculosis byla stanovena vroce 1998 (Pharma-reports,
2012). Genom M. tuberculosis obsahuje asi 4000 genu, 525 je zapojeno do bunééné
stény a bunécnych procesu, 188 genl kdduje regulaéni proteiny, 91 gend se podili na
virulenci, detoxikaci a adaptaci. Pfes 200 genld koduje enzymy pro metabolismus
mastnych kyselin (Todar, ©2008-2012). M. tuberculosis se liSi od ostatnich bakterii
tim, Ze velka Cast jeji kodovaci kapacity je urena k produkci enzymu ucastnicich se

lipogeneze a lipolyzy (Cole et al., 1998).

Pro mykobakterialni genom jsou charakteristické repetitivni sekvence o velikosti asi
5kb. Sledovani téchto repetitivnich elementd je metodou tzv. molekularni

epidemiologie (Bednaf et al., 1996).

2.3 Léc¢ba tuberkulézy

M. tuberculosis je pfirozené rezistentni k mnoha antibiotikim. Tato rezistence je
zplsobena zejména vysoce hydrofobnim buné&Cnym obalem, ale mnoho faktoru
zodpovédnych za rezistenci je zakddovano i v genomu. Patfi k nim hydrolytické nebo
léCivo modifikujici enzymy, a mnoho potencialnich efluxnich systéma (Cole et al.,
1998).

Lécba tuberkuldzy je tak slozitd, jeji pavodce M. tuberculosis je odolnou bakterii, navic
Casto skrytou uvnitf bunky. Jedna se o dlouhodoby proces. Dfive nemocni byli
izolovani v sanatoriich, provadély se chirurgické zakroky (Julak, 2006). Od téchto
metod se v dnesni dobfe jiz upustilo. Nyni tvofi zaklad |éCby tuberkuldzy terapie
antibakterialnimi latkami ze skupiny antituberkulotik, chirurgicka 1éCba je indikovana

v ojedinélych a zavaznych pfipadech (Homolka a Votava, 2003).

Vyskyt TBC je tfeba kontrolovat. Kromé terapie antituberkulotiky u aktivni formy
onemocnéni je nezbytna i prevence. Tu Ize provadét ockovanim pomoci vakciny BCG
(Bacillus Calmette-Guérin) a zejména zlepSenim zivotnich podminek. Dale je dulezité

vyhledavat neznamé nemocné a [éCit je (Bednaf et al.,, 1996; Julak, 2006).
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V ramci kontroly TBC by se méla hodnotit rezistence vSech nové izolovanych

mykobakterii na antituberkulotika (Homolka a Votava, 2003).

PFi 1écbé tuberkuldzy je dllezité zvolit spravnou strategii chemoterapie. Existuji riizné
léCebné rezimy tuberkuldzy podle klinické formy tuberkulézy, zavaznosti poskozeni,
zasazené tkané, pfidruzenych nemoci, stavu pacienta, vyskytu rezistence a dalSich
okolnosti (Homolka a Votava, 2003; Julak, 2006; Simon a Stille, 1998). V dnesni dobé
jsou nejCastgji vyuzivany kratkodobé rezimy (Netval et al., 2004). Jednotlivé rezimy
maji stanovenou délku podavani léCiv a jejich kombinaci. Tato obecna schémata by se

v8ak méla pfizpusobit individualné konkrétnimu pacientovi (Bednar et al., 1996).

Kazdy |éCebny rezim je slozen ze dvou fazi: faze inicialni, ktera probiha bé&hem
hospitalizace, a faze pokra€ovaci, ktera je vedena ambulantné (Sliva a Votava, 2010).
Hlavni zasadou |éc¢by je dlouhodobé a kombinované podavani antituberkulotik (Simon
a Stille, 1998). Celkova délka |éCby je zavisla na vice faktorech. Léciva se podavaji
denné nebo ftfikrat tydné. Obvykle se pfilécbé TBC u novych pacietn(l v inicialnim
(intenzivnim) stadiu podava c&tyfkombinace antituberkulotik prvni linie po dobu
2 mésicl. V pokracovaci fazi se uziva dvojkombinace antituberkulotik prvni linie po

dobu 4 mésicu. V obou fazich je pouzit isoniazid a rifampicin (WHO, 2010).

Lécbu mize Casto zkomplikovat vznik rezistence na antituberkulotika. Vznika zejména
u téch antituberkulotik, ktera jsou podavana v monoterapii (Bednaf et al., 1996). Proto
rezimy léCby TBC obsahuji vice Ié€iv podavanych sou€asné, kdy kazdé z nich
zabraruje vzniku bakterii odolnych vici ostatnim IéCivim (Todar, ©2008-2012). Kazda
populace mykobakterii obsahuje jiz geneticky dané malé mnozstvi primarné
rezistentnich mutant (Bednaf et al., 1996). Sekundarni rezistence je vysledkem
nespravné vedené chemoterapie bud ze strany nemocného nebo lékafe (Homolka
a Votava, 2003). V pfipadé vyskytu rezistence je tfeba specificky upravena lécba
(WHO, 2010).

Zavazny problém jak pro nemocného, tak i pro okoli, pfedstavuje multirezistentni TBC
(MDR-TB), ktera vznika jako dusledek nedodrzovani zasad chemoterapie tuberkul6zy.
Multirezistence je definovana jako rezistence na rifampicin a isoniazid (Homolka
a Votava, 2003). U téchto nemocnych je vétSinou k léCbé nutné pouzit kombinaci
zakladnich antituberkulotik, na néz jsou mykobakterie citlive, s vedlejSimi
antituberkulotiky (Homolka a Votava, 2003). Lécba MDR-TB je zdlouhava, slozita,
neefektivni, Spatné tolerovana a draha (Brigden et al., 2014). Vzacnym typem MDR-TB
je extenzivné rezistentni TBC (XDR-TB), ktera je definovana jako TBC rezistentni

k isoniazidu a rifampicinu a dale odolna k fluorochinolonim a nejméné jednomu ze ftfi
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injekénich 1éka druhé linie (amikacin, kanamycin nebo kapreomycin) (Todar,
©2008-2012). Pred nékolika lety byla identifikovana dalsi forma rezistentni TBC, tzv.
totalné rezistentni tuberkul6za (TDR-TB). Jedna se o neléCitelnou formu TBC, ktera se
zatim objevila pouze v nékolika zemich (ltalie, Iran, Indie, nyni i jizni Afrika) (Rowland,
2012; Velayati et al., 2013). Jako TDR-TB se da nazvat TBC zpUsobena kmeny, které
vykazuji in vitro rezistenci ke v8em testovanym léCivim prvni a druhé generace
(Velayati et al., 2013). Nicméné WHO pojem totalné rezistentni tuberkuléza povazuje
za neadekvatni vzhledem k obtizim souvisejicich s testovanim citlivosti mnoha
antituberkulotik, a také protoze se v budoucnosti oekavan vstup novych léCiv do

klinické praxe, ktera mohou byt proti extenzivné rezistentnim kmenim u¢&inna. Nova

S nastupem novych |éCiv u€innych proti MDR-TB je potfeba stanovit i novy IéCebny
rezim pfi vyskytu multirezistentni TBC. Je potfeba najit vhodnou strategii a dikazy
o tom jak maximalizovat potencial novych Ié€iv s cilem zlepsit |1éCbu a zkratit dobu
jejiho trvani. Pouhym pfidanim novych Ié€iv do souCasného IéCebného rezimu by novy
rezim meél stejné nevyhody jako rezim jiz existujici. Proto bylo stanoveno nékolik
kliCovych zasad pro navrhovani budoucich Ié€ebnych rezimu — léCebny rezim by mél
obsahovat alespon jednu novou tfidu IéCiva, byt Siroce pouzitelny pfi MRD-TB a XDR-
-TB, obsahovat tfi az pét ucinnych Ié€iv, kazdé z jiné 1ékové skupiny, 1éCiva by méla byt
podavana oralné, mit jednoduché davkovaci schéma, mit dobry profil vedlejSich
ucinkd, které umoziuji monitorovani, 1ééba by méla trvat maximalné 6 mésicu

a minimalné interagovat s antiretrovirotiky (Brigden et al., 2014).

2.3.1 Antituberkulotika

Antituberkulotika v sobé& zahrnuji heterogenni skupinu latek, jejichz spolecnou
vlastnosti je Ucinnost proti mykobakteriim jako plvodcim TBC, pfipadné i dalSim
nemocem zpUsobenych mykobakteriemi (Julak, 2006). Jedna se o latky rGzného
puvodu, s rozdilnou strukturou, pusobici na M. tuberculosis odliSnym mechanismem
(Hartl et al., 2006). Antituberkulotika je nutné podavat dlouhodobé a kombinovat je
kvuli heterogenité populace mykobakterii, aby se predeslo vzniku rezistence (Homolka
a Votava, 2003). Antituberkulotika ¢asto mivaji nezadouci ucinky, coz muze lécbu
komplikovat (Hartl et al., 2006).

Antituberkulotika Ize rozdélit na dvé linie. Léciva prvni linie neboli esencialni jsou
tvofena isoniazidem, rifampicinem, pyrazinamidem, etambutolem a streptomycinem.
(WHO, 2010). Jedna se o lé€iva prvni volby (Ldllmann et al., 2007). LécCiva druhé linie

neboli rezervni jsou vice toxickd a méné ucinna proti TBC nez léCiva prvni linie,
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pouzivaji se u infekci rezistentnich na léciva prvni volby nebo pokud latky prvni linie
nemohou byt z n&jakého diivodu pouzity (Hrdina, 2012/2013). Radi se sem rdzna
léCiva. NejCastéji jsou do druhé linie zafazovany kanamycin, amikacin, kapreomycin,
flourochinolony, rifabutin, kyselina p-aminosalicylova, viomycin, ethionamid,

prothionamid, cykloserin, pfipadné dal8i (Lallmann et al., 2007; WHO, 2010).

V dnesni dobé je tfeba hledat i nova antituberkulotika, zejména kvili zvySujici se
Cetnosti multirezistentnich az extenzivné rezistentnich mykobakterii. Hledaji se latky
s novym mechanismem ucinku, ktery neni vyuzivan u standardnich antituberkulotik,
a selektivnim plsobenim na mykobakterie. Nékteré nadéjné latky jsou ve fazi
klinického zkouSeni (Barry a Blanchard, 2010). Jsou testovany i nové latky pusobici na

mykobakterialni dihydrofolatreduktasu.
2.3.1.1 Léciva prvni volby

Isoniazid (INH)

Isoniazid (Obr. 2) je hydrazid kyseliny isonikotinové. Je to celosvétové nejvice
pouzivana latka na IéEbu TBC diky své snadné vyrobé, nizké cené a vysoké ucinnosti
(Homolka a Votava, 2003). INH je proléCivo, které je katalasou-peroxidasou,
kédovanou genem katG, pfeménéno na aktivni formu (Zhang et al., 1992). Jedna se
o chemoterapeutikum, které inhibuje syntézu mykolovych kyselin dilezitych pro stavbu
bunécné stény mykobakterii (Sliva a Votava, 2010; Simon a Stille, 1998). Primarnim
cilem INH je enoyl-ACP reduktasa (InhA). Po aktivaci INH vznika adukt s NAD", ktery
pravé InhA inhibuje (Wang et al., 2007). Ma baktericidni ucinek na extra-
a intracelularné ulozené rostouci M. tuberculosis (Sliva a Votava, 2010). U klidovych
stadii pusobi bakteriostaticky (Hrdina, 2012/2013). Nejlépe uclinkuje v alkalickém
prostfedi (Netval et al., 2004).

Pfi nespravné vedené 1éEbé na néj snadno vznika rezistence, nejCastéji se pfirozené
rezistentni mutanty vyskytuji pravé na isoniazid (Homolka a Votava, 2003).

H
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Obrazek 2: Isoniazid (Hartl et al., 2006)
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Rifampicin (RMP)

Rifampicin (Obr. 3) je jedno z neju€innéjSich antituberkulotik (Homolka a Votava,
2003). Jedna se o semisyntetické Sirokospektré ansamycinové ATB. Mechanismem
uCinku je zasah do syntézy RNA vazbou na [ podjednotku RNA polymerasy
mykobakterii (Zhang a Yew, 2009). Uginkuje na intra- a extracelularné uloZené
bakterie, v alkalickém i neutralnim prostfedi (Netval et al., 2004). Pasobi baktericidné
na rostouci bakterie i na bakterie v klidové fazi. Ma vyraznou sterilizaéni aktivitu (Zhang
a Yew, 2009). Pouziva se i latka podobna rifamcpicinu — rifabutin, ktery muze byt

ucinny i pfi rezistenci na RMP (Lillmann et al., 2007).

Obrazek 3: Rifampicin (Hartl et al. 2006)

Pyrazinamid (PZA)

Tato latka je pyrazinovym analogem nikotinamidu (Obr. 4) (Hartl et al., 2006). Jedna se
o prolécivo, které je na aktivni formu, pyrazinkarboxylovou kyselinu, pfeménéno
pomoci bakteridlni nikotinamidasy/pyrazinamidasy. Pfedpokladanym mechanismem
ucinku je naruseni membranové energetiky a inhibice membranového transportu
pusobenim pyrazinkarboxylové kyseliny (Zhang et al., 2003). Toto chemoterapetikum
pusobi baktericidné pouze na intracelularné fagocytované mykobakterie v kyselém
prostfedi (Homolka a Votava, 2003). Vykazuje sterilizaCni u€inek (Zhang et al., 2003).

Je uc€inny proti mykobakteriim v tzv. latentni formé (Bednar et al., 1996).

o)
N
[ X NH,
G
N

Obrazek 4: Pyrazinamid (Hartl et al., 2006)
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Streptomycin (STM)

Streptomycin (Obr. 5) je aminoglykosidové ATB. Plsobi jako inhibitor syntézy bilkovin,
vaze se na 30S podjednotku bakterialniho ribozomu (Zhang a Yew, 2009). Ma
baktericidni uc¢inek na rychle se mnozici bakterie uloZzené extracelularné v alkalickém
prostfedi za pfistupu kysliku (Homolka a Votava, 2003). Nema ucinek na mykobakterie
uvnitf makrofagl a v kyselé zanicené tkani (Greenwood et al., 1999). Méné pusobi na

formy klidové (Lullmann et al., 2007).
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Obrazek 5: Streptomycin (LUllmann et al., 2007)

Etambutol (EMB)

Jedna se o chemoterapeutikum typu aminoalkoholu (Obr. 6), u€inny je pouze
pravotoCivy S,S-(+)-izomer (Hartl et al.,, 2006). Mechanismem ucinku je inhibice
syntézy bunécné stény. EMB inhibuje zabudovani D-arabinosy do arabinogalaktanu
(Takayama a Kilburn, 1989). Dochazi k polymerizaci arabinosy v bunécné sténé,
mistem uCinku je arabinofuranosyltransferasa (Hartl et al., 2006). Pusobi
mykobakteriostaticky, avSak pouze na rostouci a délici se mykobakterie, intra-
i extracelularni. Pfi podavani v monoterapii na néj rychle vznika rezistence (Netval et
al., 2004).

HO
H
H3C /\/N
N CH,
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Obrazek 6: Etambutol (Hartl et al., 2006)
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2.3.1.2 Léciva druhé linie

Fluorochinolony

Ze skupiny fluorochinolond proti M. tuberculosis vykazuji urcitou aktivitu ciprofloxacin
a ofloxacin. Tyto latky zasahuji do procesu replikace DNA (Hartl et al., 2006). Maji
baktericidni u€inek (Zhang, 2005). Mechanismus ucinku spociva v inhibici bakterialni
DNA gyrasy, slozené z A a B podjednotek. V souCasné dobé jsou v klinickém
hodnoceni latky z nové generace fluorochinoloni — moxifloxican a gatifloxacin (Da
Silva a Palomino, 2011).

Kanamycin, amikacin, viomycin, kapreomycin

Kanamycin a amikacin jsou aminoglykosidova ATB, viomycin a kapreomycin patfi do
skupiny cyklickych peptidovych ATB (Da Silva a Palomino, 2011). VSechny tyto latky
inhibuji syntézu proteind modifikaci 16S rRNA ve 30S podjednotce ribozomu (Zhang,
2005). Kapreomycin proti mykobakteriim zpusobujicim TBC vykazuje bakteriostaticky

ucinek. Plsobi také proti kmendm rezistentnim na streptomycin (Simon a Stille, 1998).
Ethionamid, prothionamid

Tyto latky jsou derivaty kyseliny isonikotinove, které narusSuji syntézu mykolové
kyseliny (Hartl et al., 2006). Ethioamid je strukturné blizky analog isoniazidu. Jedna se
o prolécivo, které je aktivovano monooxygenasou (EtaA) (Baulard et al., 2000). Stejné
jako u isoniazidu u obou téchto latek po aktivaci vznika adukt s NAD", ktery inhibuje
InhA. Obé latky jsou baktericidni (Wang et al., 2007).

Cykloserin

Jedna se o analog D-alaninu (Da Silva a Palomino, 2011). Tato latka inhibuje syntézu
peptidoglykanu v bunétné sténé zablokovanim ucinku D-alaninracemasy (Alr)
a D-alanin-D-alaninligasy. D-alanin racemasa se ucastni pfemény L-alaninu na

D-lalanin, coz je substrat pro D-alanin ligasu. Pasobi bakteriostaticky (Zhang, 2005).
2.3.1.3 Potencialni nova léciva

Bedaquilin (Diarylchinoliny)

Bedaquilin (R207910 nebo TMC-207) pusobi jak proti citlivym, tak i rezistentnim
kmenum M. tuberculosis (Brigden et al., 2014; Barry a Blanchard, 2010). Ma uzké
spektrum UCinku. Hlavni roli v mechanismu UuCinku hraje specificka inhibice
mykobakterialni ATP syntasy (Da Silva a Palomino, 2011). V zavislosti na davce

pusobi i na perzistentni bakterie. Toto léCivo se jevi jako jeden z nejslibnéjSich
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kandidatd z novych léciv pro 1é€bu TBC (Barry a Blanchard, 2010). O¢ekava se, ze
v brzké dobé bude k dispozici pro l[é€bu MDR-TB (Brigden et al., 2014). AvSak objevuje
se u néj problém, latka je rychle metabolizovana cytochromem P450, konkrétné jeho

isoformou 3A4, ktera je vyznamné indukovana rifampicinem (Barry a Blanchard, 2010).
PA-824 a delamanid (Nitroimidazoly)

PA-824 je nitroimidazopyranovy derivat, ktery vychazi ze struktury antiprotozoika
metronidazolu, nema v8ak mutagenni uc€inky. Jedna se o prolécivo, které pro svoji
aktivaci vyzaduje in vivo redukci nitroskupiny na aminoskupinu (Hartl et al., 2006).
Mechanismem ucinku je inhibice syntézy ketomykolové kyseliny a bilkovin. PA-824
inhibuje respiraci a syntézu bunééné stény (Barry a Blanchard, 2010). Je aktivni proti
replikujicim se a &aste¢né i proti klidovym bakteriim v anaerobnim prostfedi (Hartl et
al., 2006). Vzhledem k ucinku proti nereplikujicim se bakteriim se zda, Ze inhibice
syntézy bunécné stény neni jedinym mechanismem uc€inku (Da Silva a Palomino,
2011).

Delamanid (OPC67683) je taktéz proléCivem, které po aktivaci inhibuje syntézu
mykolovych kyselin v bun&tné sténé (Brigden et al., 2014; Barry a Blanchard, 2010).
Vykazuje baktericidni a steriliza¢ni aktivitu in vitro (Shi a Sugawara, 2010). Jedna se
o léCivo pusobici na MDR-TB, a je mozné Ze v brzké bude k jeji léEbé také vyuzivano
(Brigden et al., 2014).

SQ109 (Diaminy)

Jedna se o analog etambutolu. Mechanismus u&inku neni pIné znam, ale predpoklada
se, ze zasahuje do biosyntézy bunécné stény. Je aktivni proti kmenum rezistentnim na
isoniazid, rifampicin i etambutol (Barry a Blanchard, 2010). Pro zlepSeni biodostupnosti

se testuji jeho karbamatova proléciva (Shi a Sugawara, 2010).

Sutezolid a linezolid (Oxazolidinony)

Linezolid se vaze na 50S podjednotku ribozomu a inhibuje proteosyntézu. Pouziva se
k léCbé zavaznych koznich infekci zplUsobenych grampozitivnimi bakteriemi
a nosokomialni pnemumonie. Pfi dloudobém podavani TBC muze zpUsobit vazné

vedlejSi ucinky (Barry a Blanchard, 2010).

Sutezolid (PNU-100480) je blizkym strukturnim analogem linezolidu. Obé latky
prokazaly antimykobakterialni aktivitu. | dalSi oxazolidinony (napf. AZD-5847) by mohly
mit vyuziti pfi lé¢bé TBC (Barry a Blanchard, 2010; Brigden et al., 2014).
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Klavulanat/karbapenemy (B-laktamy)

M. tuberculosis produkuje B-laktamasy, které brani B-laktamovym antibiotikim
inhibovat rust mykobakterii. Proto se testovalo podavani téchto antibiotik s inhibitory
B-laktamasy. Nejlépe ucinkovala kombinace meropenemu s klavulanatem, ktera
pusobila baktericidné na rostouci bakterie a v zavislosti na davce i na klidové bakterie

v anaerobnim prostfedi (Barry a Blanchard, 2010).
Latky ovliviaujici syntézu cord factoru

Cord factor (TDM, trehalosa 6,6'-diykolat) je jednim z nejunikatnéjSich faktora
ur€ujicich virulenci M. tuberculosis. TDM je soudasti vnéjSiho obalu bunééné stény
spolu s TMM (trehalosa 6,6'-monomykolat), coz je biosynteticky prekurzor TDM
(Elamin et al., 2012).

Jednim z kroku v biosyntéze cord factoru je pfenos mykolové kyseliny z TMM do jiné
TMM, &imz vznika TDM za ucasti komplexu enzymu Ag85. Komplex antigen 85,
skladajici se z Ag85A, Ag85B a Ag85C, by se tak mohl stat cilem v lécbhé
mykobakterialnich infekci. Proti aktivité Ag85 a syntéze cord factoru plsobi napfiklad
analog trehalosy, 6-azido-6-deoxy-a,a'-trehalosa (ADT), ktery inhibuje aktivitu vdech
¢lend komplexu Ag85 in vitro. Na komplex Ag85 plsobi kromé ADT také dalSi analoga
trehalosy a fosfonatové slou€eniny. Pfimo na Ag85C pusobi metyl-B-D-
-arabinofuranosid, analoga 5-S-alkyl-5-thioarabinofuranosidu a dietylfosfat. Nékteré
dalsi enzymy ucastnici se syntézy cord factoru by se také mohly stat cilem pro nova

antimykobakterialni 1&Civa (Elamin et al., 2012).

2.4 Dihydrofolatreduktasa

Dihydrofolatreduktasa je enzym Kkatalyzujici redukci 7,8-dihydrofolatu na 5,6,7,8-
-tetrahydrofolat a, mnohem pomaleji, pfeménu folatu na tetrahydrofolat. (Obr. 7). Tato
rekace je NADPH-dependentni (Schweitzer et al., 1990).

OO OH NADPH NADP* OO OH
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Obrazek 7: Redukce dihydrofolatu na tetrahydrofolat katalyzovana dihydrofolatreduktasou

22



2.4.1 Charakteristika

Nazev genu kodujiciho dihydrofolatreduktasu zni dfrA, dalSi mozné nazvy jsou folA
nebo dhfr. Rv Cislo genu je Rv2763c. Gen ma délku 480 bp (TubercuList). Poloha genu
v genomové DNA je od 3073130 do 3073609 (NCBI). Jedna se o gen kodujici protein.
Produktem tohoto genu je enzym dihydrololatreduktasa DfrA (DHFR), Ize ho nazvat i
tetrahydrofolatdehydrogenasa (EC 1.5.1.3.) (TuberculList).

Dihydrofolatreduktasa (DHFR) nalezi do rodiny dihydrofolatreduktas. Radi se do
funkéni kategorie intermediarni metabolismus a respirace. Enzym se sklada ze 159
aminokyselin. Molekulova hmotnost Cini 17640 Da. Isoelektricky bod ma hodnotu 6,8
(TuberculList).

Sekvence genu (NCBI):

1 atggtggggc  tgatctgggc  tcaagcgaca  tcgggtgtca  tcggecgecgg  cggegacate
61 ccctggcget tgcccgagga  ccaggegeat  ttccgggaga tcaccatggg — gcacacgatc
121 gtgatgggcc ggcgcacatg ggattcgctg  ccggctaaag  tccggecget  geccggecgg
181 cgaaatgtcg tactgagccg ccaagctgac  tttatggcca  gcggggctga ggttgtcggt
241 tcactcgagg aggcgctgac cagcccggag —acgtgggtga  tcggaggcgg — acaagtctat
301 gcgetggege  tgecgtacgc gaccagatgt  gaggttaccg  aggtcgacat  cggectgecg
361 cgcgaagccg gtgacgcgct  ggcccccgty  ctggacgaga  catggegggg  cgagacgggg
421 gagtggcgct tcagccggtc cgggttgcgg  taccggttgt acagctacca  ccgctcatga

Sekvence proteinu (NCBI):

MVGLIWAQATSGVIGRGGDIPWRLPEDQAHFREITMGHTIVMGRRTWDSLPAKVRPL
PGRRNVVLSRQADFMASGAEVVGSLEEALTSPETWVIGGGQVYALALPYATRCEVTE
VDIGLPREAGDALAPVLDETWRGETGEWRFSRSGLRYRLYSYHRS

2.4.2 Struktura

VétSina zivych bunék obsahuje DHFR. Enzym se vSak mezi hlavnimi skupinami
organismu lisi v detailech své struktury. Je tak mozna urcita druhova specifita v u€inku
inhibitord DHFR (Franklin a Snow, 2005). | pfesto, Ze mezi jednotlivymi druhy
organismu existuji velké rozdily v sekvenci dihydrofolatreduktasy (DHFR), ve vSech
strukturach DHFR se vyskytuje stejna obecna ¢&ast, ve které dominuje centralni

B-skladany list se ¢tyfmi doprovodnymi a-helixy. U M. tuberculosis se tento centralni
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B-skladany list sklada ze sedmi paralelnich vidken a jednoho C-koncového
antiparalelniho vlakna. p-skladany list ma levotocivou otoéku, ktera se staci o 130° (Li

et al., 2000). Struktura DHFR u M. tuberculosis je ukazana na obrazku 8.

Jak jiz bylo feCeno, DHFR potfebuje pro svou funkci NADPH. V holoenzymu je tento
koenzym vazan v misté rozSifeni konformace u C-konce [B-skladaného listu, jeho
nikotinamidovy kruh je vioZeny do $térbiny vytvorené fetézci B-A a B-F. NADP" znac¢né
interaguje s proteinem, dochazi k interakci s mnoha aminokyselinovymi zbytky pomoci

rliznych typu vazeb (Li et al., 2000).

Enzym obsahuje vazebna mista pro folat a NADP*. DHFR ma 7 vazebnych mist pro
folat v polohach 5, 22, 27, 60, 94, 100 a 113. Vazebnych mist pro NADP" je 10, jsou
umisténé v polohach 7,14, 44, 45, 46, 67, 95, 96, 97 a 98 (NCBI).

Lidsky enzym obsahujici 187 aminokyselin je podstatné delSi nez enzym
u M. tuberculosis skladajici se ze 159 aminokyselin. Sekvence dihydrofolatreduktasy
u lidi a u M. tuberculosis je totozna jen z 26 %. Pfesto se i v jejich struktufe objevuje
stejna obecna &ast (Franklin a Snow, 2005). Hlavni slozeni mykobakterialni DHFR je
v podstaté stejné jako u té lidské, DHFR je u lidi a u M. tuberculosis podobna.
Strukturni odliSnosti se vyskytuji na N-konci B-skladaného listu, ktery je vzdalen od
aktivniho mista umisténého na C-konci [B-skladaného listu. VétSina strukturnich
vlastnosti DHFR je podobna u patogenu i u hostitele, avSak existuji zde rozdily.
TotoZnost sekvenci je v aktivnim misté a v misté vazajicim ligandy vyrazné vyssi
(okolo 55 %) nez ve zbytku Fetézce (pfiblizné 17 %), nicméné nékteré aspekty v oblasti
vazajici ligandy u M. tuberculosis se zdaji byt odliSné vyznamnym a pro vyzkum
slibnym zptsobem od té&ch v lidském enzymu. V misté vazajicim NADP® se také
nachazi nékolik rozdild. Tyto strukturni rozdily v aktivnim misté, v misté vazajicim
ligandy nebo NADP* mezi enzymem ¢lovéka a M. tuberculosis by mohly byt vyuzity pfi
tvorbé navrhu ucinnych latek, které by specificky inhibovaly DHFR u mykobakterii

a nepusobily by na normaini funkci lidského enzymu (Li et al., 2000).
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Obrazek 8: Dihydrofolatreduktasa Mycobacterium tuberculosis v komplexu s NADPH (Li et al.,
2000)

2.4.3 Vyznam

Dihydrofolatreduktasa se nachazi ve vSech burikach, u eukaryot i prokaryot (Li et al.,
2000), a je nezbytna pro udrzovani potfebné intracelularni hladiny folat v biochemicky

aktivnim redukovaném stavu (Suling et al., 2000).

Jedna se o klicovy enzym v metabolismu folatd (Suling et al., 2000). Diky tomuto
enzymu vznika tetrahydrofolat (THF), ktery ma funkci pfenaSe€e jednouhlikatych
zbytkd, a prekurzory z tetrahydrofolatu vytvofené se podili na fadé vyznamnych
biochemickych reakci (Li et al., 2000). Inhibice aktivity enzymu vede v konecném
dusledku k zastavé syntézy DNA, RNA a proteint (Suling et al., 2005). Nedostatek
folatu tak mize vést az k bunééné smrti (Li et al., 2000).
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2.4.4 Kyselina listova a tetrahydrofolat

Kyselina listova (syn. kyselina pteroylmonoglutamova) (Obr. 9) je organicka
slou€enina, téz oznaCovana jako vitamin By (Stransky, 2011; Ledvina et al., 2009b).
Jeji molekula je tvofena derivatem heterocyklu pteridinu, p-aminobenzoatem (PAB) a
na néj peptidovou vazbou pfipojenym glutamatem (Ledvina et al., 2009a). V potravé se
pFili§ Gasto nevyskytuje Gista forma kyseliny listové (Zamboch, 1996). MdZe obsahovat

az 8 glutamovych zbytkl. Derivaty kyseliny listové se nazyvaji folaty (Stransky, 2011).

LT

A /

H,N N N

Obrazek 9: Kyselina listova (Schweitzer et al., 1990)

Kyselina listova je vyznamna proto, Ze zastava dllezité misto v biochemickych
procesech probihajicich v organismech. V téchto procesech je potfeba jen v malém
mnozstvi (Koolman a Réhm, 2012). Samotna kyselina listova ovSem nema biologicky
ucinek, je potfeba ziskat jeji aktivni formu, tetrahydroderivat, dvoustupriovou
hydrogenaci heterocyklického pterinového kruhu (Hartl et al., 2006; Koolman a Réhm,
2012). Nejprve vznikd kyselina dihydrolistova. Kyselina tetrahydrolistova
(tetrahydrofolat) vznikne jeji redukci katalytickym pUsobenim dihydrofolatreduktasy
(Hartl et al., 2006).

OH

Obrazek 10: Tetrahydrofolat (Zheng et al., 2013)

Tetrahydrofolat (THF) (Obr. 10) je koenzym, ktery hraje vyznamnou roli v metabolismu
jednouhlikatych zbytk(, kde slouzi jako jejich pfenasec¢ (Hartl et al., 2006; Ledvina et

al., 2009a). Tyto zbytky jsou pfenaseny v ruznych oxidacnich stupnich jako metyl,
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metylen, metenyl, formyl a formimin. Mohou se vazat na heterocyklus a na PAB ve
dvou moznych mistech — na dusiky N> nebo N'° nebo na oba tyto dusikové atomy.
Redoxnimi reakcemi mohou jednotlivé zbytky pfechazet mezi sebou (Ledvina et al.,
2009a).

Kyselina listova, presnéji feCeno tetrahydrofolat, zastava vyznamnou roli pfi rastu,
reprodukci a diferenciaci bunék (Stransky, 2011). Uplatriuje se jako koenzym v fadé
reakci, podili se na funkci enzym0 Ucastnicich se metabolismu nékterych aminokyselin
nebo v syntéze purinovych bazi a pyrimidinové baze thymimu, hraje roli v metabolismu
fosfolipid a tvorbé krve, ovliviiuje metabolismus homocysteinu (Stransky, 2011; Hartl
et al.,, 2006). THF je nepostradatelny pro pfeménu glycinu, serinu, threoninu,
methioninu, tryptofanu a histidinu (Ledvina et al., 2009a). Diky své funkci pfi syntéze
purinovych nukleotidi a pyrimidinového nukleotidu (pfeména dUMP na dTMP) ma
vyznamné misto i pfi syntéze nukleovych kyselin, DNA i RNA. Folatovy koenzym je
dulezity pro proliferujici bunky, proto se velké mnozstvi kyseliny listové nachazi
prfedevsim v burikach, které se rychle déli, napfiklad v krvetvornych burikach kostni
dfené (Koolman a R6hm, 2012).

S vyjimkou reakci katalyzovanych thymidylatsyntasou, se tetrahydrofolat regeneruje ve
vétsiné reakci, pfi kterych jsou pfenaseny jednouhlikaté zbytky. Proto v burikach, které
aktivné nesyntetizuji thymidylat a DNA, nemuze inhibice DHFR vést v pferuseni téchto
metabolickych drah. Nicméné v burikach nachazejicich se v S-fazi vede inhibice tohoto
enzymu ke sniZeni hladiny tetrahydrofolatu, coz nasledné vede k inhibici biosyntézy

thymidylatu a purinovych nukleotidd (Schweitzer et al., 1990).

Metabolismus folatll je mistem, kde Ize terapeuticky zasahnout (Koolman a Rohm,
2012). V terapii nadorl se mimo jiné pouzivaji antagonisté folatd, u bakterialnich
infekci se vyuzZivaji chemoterapeutika sulfonamidy, které blokuji syntézu folatu

u bakterii a tim jejich rist (Ledvina et al., 2009b).
2.4.41 Porovnani u lidi a bakterii

Zivogisny organismus neni schopen sam si syntetizovat kyselinu listovou (Koolman
a Réhm, 2012), neumi syntetizovat PAB ani pfipojit glutamat (Ledvina et al., 2009a).
Clovék kyselinu listovou proto musi pfijimat z okoli potravou (Ledvina et al., 2009b).
Nejprve je ovéem potfeba ji upravit, roli zde hraje i vitamin By, (Zamboch, 1996).
Z molekuly folatu pfijatého potravou se diky plsobeni stfevni konjugasy odstépuji
glutamové zbytky za vzniku monoglutamatu, takto upravena molekula se poté
vstfebava v travicim traktu. Po vstfebani se v bunkach stfeva hydrogenuje na aktivni
tetrahydrofolat (Ledvina et al., 2009b; Stransky, 2012).
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Pro Clovéka je kyselina listova esencialnim vitaminem. Denni pfijem potravou by mél
byt 0,4 mg pro dospélé (Stransky, 2011). Potfeba vitaminu zavisi na véku, pohlavi
a fyziologickém stavu (Koolman a Réhm, 2012). V pfipadé pferudeni pfijmu potravou
ma Clovék v téle znacné rezervy (Ledvina et al., 2009b). Jedna se o vitamin rozpustny

ve vodé, termolabilni a citlivy na svétlo (Stransky, 2011).

VétSina bakterii nemusi kyselinu listovou pfijimat zvenci (Lullmann et al., 2007). TéméF
v8echny bakterie jsou schopny oproti lidem kyselinu listovou, pfresnéji kyselinu
dihydrolistovou, samy syntetizovat z prekurzort (LuUllmann et al., 2007). Odli$nosti od
syntézy u lidi jsou ukazany na obrazku 11. U bakterii syntéza tetrahydrofolatu zacina
kondenzaci p-aminobenzoové kyseliny s 6-hydroxymetyl-7,8-dihydropterinpyrofosfatem
katalytickym puasobenim dihydropteroatsyntasy za vzniku dihydropteroatu. V dalSim
kroku dochazi k pfipojeni kyseliny glutamové a vznika dihydrofolat, reakce je
katalazovana dihydrofolatsyntasou. Dihydrofolat je poté dihydrofolatreduktasou
redukovan na tetrahydrofolat (Zheng et al., 2013; Hartl et al., 2006). Kyselina listova

i pro bakterie pfedstavuje nezbytny rustovy faktor (Ledvina et al., 2009b).

Clovek Bakterie

pteridinpyrofosfat p-aminobenzoova kyselina

Prfjem z vuéjsku
|

<:] dihydropteroatsyntasa

kyselina listova
(pteroylmonoglutamova) kyselina dihydropteroova

glutamat
kyselina dihydrolistova
lidska dihydrofolatreduktasa l:> [<:: bakteridlni dihydrofolatreduktasa

kyselina tetrahydrolistova

|

syntéza purind a thymidinu

Obrazek 11: Syntéza tetrahydrofolatu u lidi a bakterii (Hartl et al., 2006)
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2.5 Léc¢iva pusobici na DHFR

Existuji |1&Civa, ktera zasahuji do metabolismu kyseliny listové v riznych mistech.
Napfiklad chemoterapeutika sulfonamidy u bakterii kompetitivné inhibuji enzym
dihydropteroatsyntasu a blokuji tak pfeménu p-amonibenzoatu a pteridinfosfatu na
kyselinu dihydrolistovou (Hartl et al., 2006). Pfimo na enzym dihydrofolatreduktasu
pusobi chemoterapeutikum trimetoprim a cytostatikum metotrexat (Hartl et al., 2006),
dale antimalarika pyrimetamin a proguanil (prolé€ivo, které se metabolizuje na aktivni
cykloguanil) (Franklin a Snow, 2005), cytostatikum pemetrexed (Sliva a Votava, 2010),
antibakterialni latka tetroxoprim (Simon a Stille, 1998), Br-WR99210, coz je analog
antimalarika WR99210, a nékteré dalsi latky (Li et al., 2000). DHFR byla studovana
jako cilové misto pro léCiva bakterialnich, protozoalnich a fungalnich infekci, a také pro
neoplasticka a autoimunitni onemocnéni. V souCasné dobé se zkoumaji i nova
antituberkulotika, jejichz mechanismus uc¢inku by zahrnoval DHFR, a ktera by pUsobila

selektivné proti M. tuberculosis (Li et al., 2000).

2.5.1 Trimetoprim

OCH;
H,CO N NH,
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Obrazek 12: Trimetoprim (Hartl et al., 2006)

Trimetoprim (TMP) (Obr. 12) patfi do skupiny diaminopyrimidint, ktera kromé jiz
zminovaného trimetoprimu zahrnuje jesté pyrimetamin a cykloguanil (Greenwood et al.,
1999). Strukturné se sice podoba antimalarikiim, ale proti plasmodiim nevykazuje pfili§
dobré ucinky (Hartl et al., 2006). Jedna se o antibakterialni chemoterapeutikum, které
naruSuje metabolismus kyseliny listové a nepfimo tak pusobi na syntézu DNA
(Lallmann et al., 2007; Greenwood et al., 1999). TMP se velice pevné vaze na DHFR,
blokuje ji a tim brani redukci dihydrofolatu na tetrahydrofolat (Julak, 2006).

Trimetoprim vykazuje vyraznou selektivitu k bakterialni dihydrofolatreduktase (Franklin
a Snow, 2005). Dlvodem jsou rozdily mezi lidskou a bakterialni dihydrofolatreduktasou
(Hartl et al., 2006). Lidska DHFR je inhibovana az pfi 50 000krat vysSi koncentraci
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trimetoprimu (Simon a Stille, 1998). | pfesto vSak TMP ¢astecné inhibuje i lidsky enzym
(Hartl et al., 2006).

Trimetoprim ma Siroké spektrum Gc€inku, pusobi bakteriostaticky (Ludllmann et al.,
2007). Lze ho podavat samostatné v pfipadé leh&ich nekomplikovanych infekci
mocovych cest. Ov8em pfi pouZiti v monoterapii hrozi riziko vzniku rezistence (Hartl et
al., 2006). Casto se uziva v kombinaci se sulfonamidy, TMP vhodné& doplfiuje spektrum
sulfonamidud. NejCastéji se podava se sulfametoxazolem, tento kombinovany pfipravek
se nazyva kotrimoxazol (Julak, 2006). Ug&inné latky v kotrimoxazolu plisobi
synergickym ucinkem, obé inhibuji syntézu kyseliny listové, ale odliSnym
mechanismem. PUsobi ve dvou za sebou nasledujicich stupnich syntézy kyseliny
listové (Greenwood et al., 1999). V této kombinaci plsobi az baktericidné. Rezistence

na kotrimoxazol vznika vzacné (Lullmann et al., 2007).

2.5.2 Metotrexat
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Obrazek 13: Metotrexat (Hartl et al., 2006)
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Metotrexat (MTX) (Obr. 13) patfi do skupiny antimetabolitl. Je antagonistou kyseliny
listové, tzv. antifolikum. Molekula MTX je strukturné blizkym analogem kyseliny listové
(Hartl et al., 2006). MTX kompetitivné inhibuje dihydrofolatreduktasu (Koolman
a Réhm, 2012), vaze se na ni jako faleSny substrat a naruSuje jeji normalni funkci.
Inhibuje tak biosyntézu prekurzor nukleovych kyselin a tim proliferaci bunék (Hartl et
al., 2006). Do bunék je MTX transportovan pomoci pfenasece vyuzivaného pro aktivni

transport redukovanych folatt (Schweitzer et al., 1990).

Pouziva se zejména v onkologii jako cytostatikum, ale lze ho uzit i jako
imunosupresivum a protizanétlivou latku, napf. pfi 1éEbé revmatoidni artritidy (Sliva
a Votava, 2010) nebo psoriazy (Franklin a Snow, 2005). Antimetabolity narusuji
bunécné funkce prfedevSim u nadorovych bunék, protoZze maji zvySeny metabolismus.

V chemoterapii nadorl se podava ve vysokych davkach (Hartl et al., 2006).
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Metotrexat ma toxicky vliv i na normalni buriky (Hartl et al., 2006). Je proto dllezité
snazit se minimalizovat riziko vzniku zavaznych vedlejSich ucinkd (Franklin a Snow,
2005). Pri pouziti MTX v terapii nadorl se pro snizeni toxicity podava antidotum

leukovorin (kys. folinova, 5-formyl-THL) (Ldllmann et al., 2007).
2.5.3 Kyselina p-aminosalicylova

Kyseliny p-aminosalicylova (PAS) byla jednou z prvnich latek, u které byl prokazan
antituberkuloticky uc€inek a kterd se zacala pouzivat k 1ébé TBC v kombinaci s INH
a STM (Da Silva a Palomino, 2011). Kyselina p-aminosalicylova (Obr. 14) je strukturné
podobna kyseliné p-aminobenzoové. Je jednim z I1éCiv pouzivanych pfi multirezistentni
TBC. Ackoliv je uzivana jiz dlouhou dobu, pfesny mechanismus ucinku nebyl plné
objasnén (Zheng et al., 2013). Dfive se pfedpokladalo, Ze PAS soutéZi mechanismem
kompetitivni inhibice s p-aminobenzoovou kyselinou o vazbu na dihydropteroatsyntasu.
Jako pravdépodobnéjsi mechanismus u€inku se vSak jevi schopnost PAS chelatovat
kationty Zeleza (Hartl et al., 2006). Nedavno ve své studii Zheng et al. (2013) prokazali,
ze PAS je prekurzorem, ktery po pfeméné na aktivni metabolit inhibuje DHFR u M.
tuberculosis. Diky enzymUm dihydropteroatsyntasa a dihydrofolatsyntasa je PAS
zapojena do metabolismu folatd namisto bézného substratu PAB. Vznikne tak
antimetabolit hydroxydihydrofolat, ktery inhibuje enzymatickou aktivitu DHFR (Zheng et
al., 2013). Tato latka pusobi bakteriostaticky (Zhang, 2005).

o}
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Obrazek 14: Kyselina p-aminosalicylova (Zheng et al., 2013)

2.5.4 Potencialni nové inhibitory DHFR u mykobakterii

Kvuli zvySujici se rezistenci TBC na standardné podavana antituberkulotika je tfeba
hledat nové moznosti chemoterapeutické |éCby (Suling et al., 1998). Jednou
zmoznosti by mohl byt vyvoj IéCiv, kterd by cilené pusobila na bakterialni
dihydrofolatreduktasu, ale ne na tento enzym u lidi (Li et al., 2000). Jedine¢nym rysem
DHFR je totiz selektivita, ktera poskytuje moznost v navrhovani inhibitord. DHFR tak
predstavuje idealni cil pro racionalni a efektivni vyvoj antimykobakterialnich [&Civ
(Suling et al., 2000).
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Porovnavanim struktury lidské a mykobakterialni DHFR lze najit odliSnosti (napf.
v aktivnim misté enzymu, v oblastech véazajicich ligandy nebo NADP"). Taktéz byly
studovany komplexy DHFR z M. tuberculosis s inhibitory (metotrexat, trimetoprim a Br-
-WR99210) a NADP" nebo jen s NADP" a byly porovnany s lidskou DHFR. Jejich
srovnani ukazalo, Zze v okoli NADP" a inhibitorl se objevuji zajimavé rozdily mezi
enzymy hostitele a patogena. VSechny tyto zjiSténé odliSnosti mezi enzymy
M. tuberculosis a Clovéka poskytuji prilezitost pro vyvoj novych nebo vylepSenych
selektivnich inhibitord DHFR u M. tuberculosis (Li et al., 2000).

Schopnost slouc¢eniny WR99210 inhibovat mykobakterialni dihydrofolatreduktasu byla
prokazana, avsak jeji inhibiéni schopnost nikdy nebylo testovana u M. tuberculosis.
Gerum et al. (2002) ukazali, ze WR99210 inhibuje DHFR a in vitro i rust
M. tuberculosis. Testovanim slou¢enin odvozenych od WR99210 (Obr. 15) bylo
objeveno nékolik latek, které také vykazovaly inhibi¢ni vliv na DHFR u M. tuberculosis,
nékteré inhibovaly vice nez samotny WR99210. Tato skupina sloucenin tak projevila
dobry potencial pro vyvoj novych léciv ucéinnych proti M. tuberculosis (Gerum et al.,
2002).

Obrazek 15: Testované derivaty odvozené od RW99210 (Gerum et al., 2002)

Slouéenina NC00094221 (Obr. 16), patfici do diaminochinazolinové skupiny slou¢enin
vykazovala na davce zavislou inhibici vii¢i rekombinantni DHFR z M. tuberculosis. Byla
pozorovana i urcita aktivita proti celym bufikdm M. tuberculosis. V jeji struktufe je
obsaZzen chinazolinovy kruh, ktery je rozpoznany jako aktivni inhibitor DHFR, ale nebyl
az do této studie zkoumam ve vztahu k DHFR u M. tuberculosis. Dukladnéjsi vyzkum
dalSich jiz dfive zjisténych antifolatd by mohl odhalit dal$i u¢inné antimykobakterialni
latky se specifickou aktivitou proti DHFR (Kumar et al., 2012).

NH, E

Obrazek 16: NC00094221 (Kumar et al., 2012)
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Dostupné zpravy ukazuji, Ze taktéz derivaty 2,4-diamino-5-metyl-5-deazapteridinu
(Obr. 17) by mohly byt vyvinuty do Klinicky pouZitelnych antimykobakterialnich I&€iv.
Zkoumané derivaty obsahovaly v pozici 6 spojovaci mustek, vétSinou ve formé
aminoskupiny, ktery k zakladnimu cyklu pfipojoval aromaticky zbytek (Suling et al.,
2000; Suling et al., 1998).

HoN N N
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Obrazek 17: 2,4-diamino-5-metyl-5-deazapteridin (Suling et al., 1998)

Probéhlo testovani nékolika 2,4-diamino-5-methyl-5-deazapteridinovych derivata.
Cilem bylo ohodnotit in vitro aktivitu fady lipofilnich deazapteridinovych derivatd jako
inhibitord dihydrofolatreduktasy proti M. tuberculosis a M. avium. Ziskané hodnoty byly
porovnavany s trimetoprimem. Uginek testovanych latek byl zavisly na dalSich
substitucich zakladni struktury. Aktivitu rdzné ovliviiovaly napfiklad rozdilné typy
substituce fenylového zbytku vazaného na deazapteridinovy cyklus nebo substituce
spojovaciho mustku v podobé& aminoskupiny. Vysledky ukazaly, ze mohou byt
syntetizovany lipofilni antifolaty s vétSi aktivitou proti mykobakteriim nez TMP a které

by mély selektivni toxicitu (Suling et al., 1998).

Jind studie testovala in vitro aktivitu derivatd 2,4-diamino-5-metyl-5-deazapteridinu
u komplexu M. avium a u jeji DHFR pfipravené rekombinantné. Antifolaty hodnocené
ve studii se strukturné podobaji trimetrexatu a piritreximu z tfidy antifolatd. Analoga
2,4-diamino-5-metyl-5-deazapteridinu obsahovala modifikace ve tfech oblastech —
v pozici 5, na spojovacim mustku v poloze 10 a aromatickém jadfe pfipojeném k poloze
10. Aktivita opét zavisela na typu a poloze substituentu. Vysledky prokazaly, ze Ize
syntetizovat pteridinové derivaty pusobici selektivné proti komplexu M. avium (Suling et
al., 2000).

Na tuto studii navazala dalSi (Suling et al., 2005), ve které byl testovan SRI-8858.
Tento novy antifolat SRI-8858 {6-[(2,5-diethoxyfenylamino)metyl]-2,4-diamino-5-
-metylpyrido[2,3-d]pyrimidin} je hydrochloridem SRI-8686 (Obr. 18), coz je latka u které
byla prokazana selektivni inhibice proti komplexu M. avium v jiné Sulingové studii
(2000). Aktivita SRI-8858 byla testovana v kombinaci s latkami inhibujicimi
dyhidropteroatsyntasu — sulfametoxazolem a dapsonem. Tato latka prokazala

synergicky ucinek v kombinaci s obéma inhibitory (Suling et al., 2005).
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3. Cil prace

Cilem diplomové prace Klonovani, exprese a purifikace mykobakterialni

dihydrofolatreduktasy bylo pfipravit mykobakterialni enzym dihydrofolatreduktasu

v rekombinantni formé. Toho bylo dosazeno provedenim nékolika dil€ich krok(:

1.

2.

Namnozeni pozadovaného useku DNA pomoci polymerasoveé fetézové reakce

Uprava PCR produktu pomoci restrikénich endonukleas a jeho ligace do
vektoru pET-28b(+), taktéz upraveného stejnymi restrikCnimi endonukleasami
jako PCR produkt

Transformace plazmidu se zaligovanym inzertem do kompetentnich bunék
HB101

Izolace plazmidu se zaligovanym inzertem a ovéfeni uspésnosti ligace pomoci

zpétné restrikce

Transformace plazmidu s ovéfenou zaklonovanou sekvenci do kompetentnich

bunék BL21(DE3) a exprese proteinu
Izolace a purifikace proteinu metodou afinitni chromatografie

Stanoveni koncentrace pfipraveného enzymu a ovéfeni jeho aktivity
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité materialy

4.1.1 Chemikalie

2-merkaptoetanol

Agarosa pro DNA analyzu

Akrylamid, f.e. 2 99%

APS (persiran amonny), f.e. 2 99%
Bacto Agar

Bacto Tryptone

Bacto Yeast extract

Bradford reagent

Bromfenolova modf — sodna sul

BSA (100x%)

BSA 2 99,9%

BugBuster Protein Extraction Reagent
Coomassie brilliant blue G-250
Dihydrofolat

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, p.a.

Dihydrogenfosfore€nan sodny

monohydrat, p.a.
dNTP Mix

EDTA 2 99% (m/m)
Etanol 99% (v/v)
Glycerol 85% (v/v)

Hydrogenfosfore&nan didraselny

dihydrat, p.a.

Hydroxid sodny, p.a.
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Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Serva (Heidelberg, Némecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Becton (Le Pont de Claix, Francie)
Becton (Le Pont de Claix, Francie)
Becton (Le Pont de Claix, Francie)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Novagen (Darmstadt, Némecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Sigma-Aldrich(Steinheim, Némecko)
Penta (Chrudim, CR)

Penta (Chrudim, CR)

Finnzymes (Espoo, Finsko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Dr. Krulich (Hradec Kralové, CR)

Dr. Krulich (Hradec Kralové, CR)

Penta (Chrudim, CR)

Penta (Chrudim, CR)



Chlorid hofe¢naty hexahydrat p.a.
Chlorid hofe€naty (50 mM)
Chlorid sodny, p.a.

Chlorid vapenaty dihydrat, p.a.

IPTG

Isopropanol = 99%, pro molekularni biologii

Kanamycin

Kyselina borita, p.a.

Kyselina chlorovodikova 36% (v/v)
NADPH

NEBuffer 3 (10x)

NEBuffer 4 (10x)
N,N'-Methylenbis(akrylamid), f.e. =2 99%
Phusion HF Reaction Buffer (5x)

T4 DNA Ligase Buffer (5%)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, p.a.
TEMED, f.e, 2 99%

Ultra-pure LMP Agarose
4.1.2 Enzymy

Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA

polymerasa (100 U)

RestrikEni endonukleasa Ndel (20 000 U/ml)
RestrikEni endonukleasa EcoRI (20 000 U/ml)
Restrikéni endonukleasa Xhol (20 000 U/ml)
Restrikéni endonukleasa Pvul (10 000 U/ml)

Restrikéni endonukleasa EcoRV (20 000 U/ml)

T4 DNA Ligasa (2 000 000 U/ml)

Lachema

Finnzymes (Espoo, Finsko)

Penta (Chrudim, CR)

Penta (Chrudim, CR)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Penta (Chrudim, CR)

Penta (Chrudim, CR)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Finnzymes (Espoo, Finsko)

NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
Penta (Chrudim, CR)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Finnzymes (Espoo, Finsko)

NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
NEB Frankfurt am Main, Némecko)
NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
NEB (Frankfurt am Main, Némecko)

NEB (Frankfurt am Main, Némecko)



4.1.3 Biologicky material

Reverse primer GeneriBiotech (Hradec Kralové, CR)
5'-CCG AGA ATT CTC ATG AGC GGT GGT-3'

Forward primer GeneriBiotech (Hradec Kralové, CR)
5'-GCA CAC CAT ATG GTG GGG CTG AT-3'

pPET-28b(+) vektor Novagen (Darmstadt, Némecko)

E. coli HB101 Promega (Madison, USA)

(F—, thi-1, hsdS20 (rB—, mB-), supE44, recAl13, ara-14, leuB6, proA2, lacY1l, galK2,
rpsL20 (strr), xyl-5, mtl-1)

E. coli BL21 Promega (Madison, USA)

(F—, ompT, hsdSB (rB—, mB-), dcm, gal, A(DE3), pLysS, Cmr)

4.1.4 Markery

2-log DNA Ladder NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
Supercoiled DNA Ladder NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
Loading Dye Solution (6x) NEB (Frankfurt am Main, Némecko)

GelRed Nucleic Acid Gel Stain 10000x in water C-Consulting Labtechnologies

Precision Plus Protein Standard All Blue Bio-Rad (Hercules, USA)

415 Kity

QIAGEN Plasmid Midi Kit QIAGEN (Hilden, Némecko)
QIAEX Il Gel Extraction Kit QIAGEN (Hilden, Némecko)
QlAexpress Ni-NTA Fast Start Kit QIAGEN (Hilden, Némecko)
Nucleospin Extract Il Kit Macherey-Nagel (Diren, Némecko)

4.1.6 Roztoky a pufry

4.1.6.1 Zasobniroztoky

EDTA 0,5M, pH 8,0
Ethanol 70% — sterilizace: filtrace
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Glycerol 85% — sterilizace: 1 hodina pfi 121 °C

IPTG 1M (skladovani pfi —20 °C)

Kanamycin 10 mg/ml (skladovani pfi —20 °C)

4.1.6.2 Slozeni pufru

Tris-HCI pufr: 20mM Tris, pH 8,5

TBE pufr (5%): 45mM Tris, 45mM kyselina borita, 10mM EDTA, pH 8,3
Draselno-fosfatovy pufr (1M): 1M KH,PO,, 1M K,HPO, 3 H20

Pozn.: VSechny tyto pufry byly sterilizovany filtraci a uchovavany v lednici.
4.1.6.3 Slozeni roztoka pro SDS-PAGE

Zasobni roztoky
30% akrylamid (AA) + 0,8% bisakrylamid (bis-AA)
(30 g AA + 0,8 g bis-AA do 100 ml H,0)
1,5M Tris-HCI pufr (pH 8,8)
(18,5 g Tris do 100 ml H,O; uprava pH koncentrovanou HCI)
0,5M Tris-HCI pufr (pH 6,8)
(6 g Tris do 100 ml H,O)
10% SDS
(10 g SDS do 100 ml H,0)
0,5% bromfenolova modrf (BFB)
(5 mg BFB do 10 ml H,0)
10% APS (pfipravovan vzdy Cerstvy)
(20 mg persiranu amonného do 200 pl H,O)
Elektrodovy pufr (5% koncentrovany): 125mM Tris, 1M glycin, 0,5% SDS, pH 8,3
(72 g glycinu, 15 g Tris, 5 g SDS do 100 ml H,O; uprava pH koncentrovanou HCI)
Naredény elektrodovy pufr
(70 ml 5x koncentrovaného elektrodového pufru + 280 ml destilované vody)
Vzorkovy pufr: 50mM Tris-HCI (pH 6,8), 10% glycerol, 2% SDS, 0,04% bromfenolova

modf, 0,05% 2-merkaptoethanol
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(1,3 ml H,0, 1,0 ml 0,5M Tris-HCI, 2,0 ml glycerolu, 3,0 ml 10% SDS, 0,6 ml 0,5%
BFB)

Barvici roztok: 0,25% Coomassie Brilliant Blue G250 (CBBG) v 10% kyseliné octové
(0,25 g CBBG do 100 ml 10% kyseliny octové)

Odbarvovaci roztok: 10% kyselina octova
(50,5 ml 99% kyselina octova do 449,5 ml H,0)

Isobutanol nasyceny vodou

(Cisty isobutanol smichany s destilovanou vodou, nasyceny isobutanol se nachazi

v horni vrstvé)
Roztoky pro pfipravu gelu
Separacni gel (spodni gel)

3,2 ml H,0, 2,5 ml 1,5M Tris-HCI, 0,1 ml 10% SDS, 4,2 ml 30% AA + 0,8% bis-AA,
pH 8,8

Iniciace polymerace: 58 ul 10 APS, 4 yl TEMEDu
Zaosttovaci gel (horni gel)

3,125 ml H,0, 1,25 ml 0,5M Tris-HCI, 0,05 ml 10% SDS, 0,5 ml 30% AA + 0,8%
bis-AA, pH 6,8

Iniciace polymerace: 30 ul 10% APS, 2,5 yl TEMEDu
4.1.7 Zivna média
LB médium (Luria-Bertani médium)

SloZeni: 1 g trypton (Bacto tryptone), 0,5 g kvasni¢ny extrakt (Bacto yeast), 1 g
NaCl, ultra &istd voda na 100 ml. Uprava pH na 7 0,1M NaOH. Sterilizace

v autoklavu.
LB médium s agarem

SloZeni: jako LB médium + 2 g agaru (Bacto agar) na 100 ml. Uprava pH na 7
a sterilizace v aktoklavu. Po zchladnuti na cca 50 °C Ize pfidat antibiotikum.

Médium se vylije na Petriho misky.

Pozn.: LB média se uchovavaji v lednici.
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4.2 Pouzité pristroje a pracovni pomucky

4.2.1 Pristroje

Analytické vahy Scaltec SBC22 Sartorius
Autoklav Vaposteri

Box s laminarnim proudénim Faster TWO 30 Chemos CZ
Centrifuga BiofugeStratos Heraeus
Centrifuga MiniSpin Eppendorf
Denzitometr Infinite M200 Tecan
Hlubokomrazici box Herafreeze Heraeus
Horizontalni elektroforéza Easycast B1 ThermoScientific

Horizontalni elektroforéza Mini Horizontal HE33 Hoefer

Horkovzdu$ny sterilizator BD 400 Binder
Inkubator s tfepaci jednotkou NB-205 n-Biotek
Inkubator INB 200 Memmert
Kahan

Magnetické michadlo Big-squid IKA
Mikrovinna trouba Zanussi
Personal Thermal Cycler MJ Mini Bio-Rad
PH metr Orion 410A Thermo
Predvazky PT310 Sartorius
Spektrofotometr ND-1000 NanoDrop
Thermomixer Comfort Eppendorf
UltradestilaCni pfistroj Milli-Q Millipore
Vertikalni elektroforéza Mini Protean 3 Bio-Rad
Vodni lazen s termostatem PS5 + DC10 Thermo Haake
Vyrobnik ledové tfisté AF 80 Scotsman
UV transluminator s kamerou GelDoc XR Bio-Rad

41



Zdroj pro elektroforézu PowerPac Univeral Bio-Rad

4.2.2 Pracovni pomtcky

Amicon Ultra-4, Ultracel-10 Milipore

Automatické pipety, Spi¢ky (0,5 pl-5 ml) Eppendorf
Mikrozkumavky (1,5 ml) Eppendorf
PCR mikrozkumavky (0,2 ml) Eppendorf

Laboratorni sklo: Erlenmeyerovy banky, kadinky, odmérné valce, sklenéné zkumavky,

ty&inky, odmérné bariky, lahve se Sroubovacim vikem
Stojan na zkumavky

Sterilni plastové pomucky: oCkovaci nastroje (hokejky), Petriho misky, mikrotitracni

desticky, zkumavky se Sroubovacim vickem

4.3 Pracovni postupy a jejich zakladni principy

4.3.1 Polymerasova retézova reakce (PCR)

Polymerasova fetézova reakce (PCR) je biochemickou reakci, pfi které dochazi
k mnohonasobnému selektivnimu namnozZeni kratkého useku molekuly DNA za vyuZziti
enzymu DNA polymerasa (Brown, 2007). Mnozstvi produktu pfibyva geometrickou
fadou (Raclavsky, 2003). PCR je extrémné senzitivni metoda. Umoznuje amplifikovat

molekuly DNA ze stopového mnozZstvi matrice (Kotrba et al.).

Reakce probiha v termocykléru, coz je zafizeni umoznujici automatické stridani teplot
podle pfedem navoleného programu (Brown, 2007). PCR zahrnuje tfi kroky, které se
cyklicky opakuji (Snustad a Simmons, 2009). V prvnim kroku se reakéni smés zahfeje
na vysokou teplotu (92—-95 °C), pfi které denaturuje dvoufetézcova DNA, a oddéli se od
sebe vlakna DNA, ktera slouzi jako templat. Poté se smés ochladi na tzv. annealing
teplotu, pfi které dojde k hybridizaci primer( s denaturovanou DNA (Brown, 2007;
Snustad a Simmons, 2009). Primery nasedaji na protilehlé fetézce, jejich 3'-konce
smétuji proti sobé& (Smarda et al., 2008). Tato teplota je specificka pro konkrétni reakci.
V poslednim kroku se smés zahfeje na extenzni teplotu (70-72 °C), ktera je optimalni
pro aktivitu DNA polymerasy, a probiha syntéza nového viakna DNA
komplementarniho k templatové molekule DNA (Brown, 2007; Snustad a Simmons,

2009). DNA polymerasa se pfipoji k jednomu konci kazdého primeru a od néj ve sméru
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5" — 3' katalyzuje prodluzovani nového fetézce pfidavanim nukleotidud, tzv. extenzi
primeru (Brown, 2007; Snustad a Simmons, 2009; Raclavsky, 2003). Nakonec je
reakéni teplota opét navySena na hodnotu, kdy dochazi k denaturaci DNA a cely
proces se nékolikrat opakuje (Brown, 2007). Kazdy cyklus trva 2 az 5 min, obvykle se
opakuji 20 az 30% (Kotrba et al.).

K provedeni PCR musime znat okrajové nukleotidové sekvence ohraniCujici
pozadovany Usek DNA (Brown, 2007). Podle téchto sekvenci se navrhnou a syntetizuji
dva vhodné oligonukleotidy, kazdy je komplementarni k jednomu fetézci DNA (Kotrba
et al.). Tyto oligonukleotidy pfi reakci hybridizuji s pfisluSnym viaknem DNA
a ohranicuji tak z obou stran usek, ktery ma byt namnozen (Brown, 2007). Slouzi jako

primery k zahajeni amplifikace (Snustad a Simmons, 2009).

Pro amplifikace useku DNA kédujiciho dihydrofolatreduktasu byly navrzené primery,
které obsahovaly rozpoznavaci mista pro restrikéni endonukleasy Ndel a EcoRlI (Tab.
1). Za sterilnich podminek je potfeba tyto primery nejprve naredit dle navodu vyrobce
(GeneriBiotech). Tim se ziska 0,1mM zasobni roztok, z néhoz se nafedénim sterilni
vodou pfipravi 10uM pracovni roztoky. V laminarnim boxu se pfipravi MasterMix na tfi
nebo Ctyfi reakce, ktery se rozpipetuje do PCR zkumavek. Celkovy objem jedné
reakce je 20 pl. Reakéni smés je slozena z HF-pufru s obsahem hofe¢natych iontd,
deoxynukleosidtrifosfatd (dNTPs), primerl, templatové DNA, sterilni vody a DNA
polymerasy, ktera se do reakce pfidava jako posledni (Tab. 2). V tomto pfipadé byla
pouZita Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA polymerasa, ktera je kombinaci DNA
polymerasy s reverzibilné navazanym proteinem blokujicim aktivitu DNA polymerasy
a uvolfujicim se pfi teplot¢ polymerace. Tato polymerasa vykazuje 3' — 5
exonukleasovou aktivitu, ¢imz je umoznéna oprava chybné vloZzenych nukleotidG.

Vysledkem jeji aktivity jsou amplifikované produkty s tupymi konci (Finnzymes, 2010).

Tabulka 1: Primery navrzené pro PCR

Primer Sekvence Restrikeni
endonukleasa
Forward 5'-GCA CAC CAT ATG GTG GGG CTG ATC-3' Ndel
Reverse 5'-CCG AGA ATT CTC ATG AGC GGT GGT-3' EcoRI

Pozn.: tuéné rozpoznavaci misto enzymu
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Tabulka 2: Slozeni reakéni smési pro PCR (Finnzymes, 2010)

Zasobni PoZzadovana
Slozka koncentrace 20 ul reakce
roztok )
Vv reakci
Voda do 20 ul
HF-pufr 5x 1x 4 ul
dNTPs 10 mM 200 uM 0,4yl
kazdy
Primer F 10 uM 0,5 uM 1wl
Primer R 10 uM 0,5 uM 1wl
Templat 1l
DNA polymerasa 2 U/l 0,02 U/l 0,2 ul

Pro spravny prubéh reakce jsou dulezité hofecnaté ionty. Samotny HF-pufr jiz

Kazda

obsahuje 7,5mM MgCl,.

reakce ov8em vyzaduje specifické mnoZstvi

hofeCnatych iont, PCR reakci Ize optimalizovat jejich dalSim pfidanim.

V termocykléru byl pro PCR zvolen nami pfednastaveny program Finnzyme. Parametry

tohoto programu jsou uvedeny v tabulce 3. Pfi PCR byly u jednotlivych smési

nastaveny ruzné teploty nasednuti primert (annealing) (Tab. 4).

Tabulka 3: Parametry termocykléru pfi programu Finnzyme (Finnzymes, 2010)

Faze Teplota (°C) Doba trvani Pocet cykll
Uvodni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s
Annealing 50-65 gradient 30s 32
Extenze 72 30s
ZavéreCna extenze 72 10 min 1

Tabulka 4: Annealing teplota vzork( pfi programu Finnzyme

Vzorek

Annealing
(°C)

A W N P

65
62
59,3
53,2




Po ukonc€eni PCR se pro kontrolu vysledku provede gelova horizontalni elektroforéza.

Ziskany PCR produkt je uchovavan pfi —20 °C.

Produkt PCR je nasledné precistén za pouziti komercné dostupného kitu (NucleoSpin
Kit, Macherey-Nagel). Jeden objem vzorku se smicha se dvéma objemy NT pufru.
Smés se prenese do kolonky umisténé ve sbérné zkumavce a je centrifugovana 1 min
pfi 11000 x g. Kolonka se zachycenou DNA se promyje 600 pl pufru NT3 a je
centrifugovana 1 min pfi 11 000 x g. Po odebrani supernatantu se k odstranéni NT3
pufru opét provede centrifugace po dobu 2 min pfi 11 000 x g. Kolonka se umisti do
Cisté zkumavky, pfida se eluéni NE pufr a smés se necha 1 min inkubovat pfi
laboratorni teploté. Poté se centrifuguje 1 min pfi 11 000 x g (Macherey-Nagel, 2008).

Po precisténi PCR produktu je opét provedena kontrolni elektroforéza.
4.3.2 Restrikce

Restrikéni endonukleasy jsou enzymy produkované rdznymi mikroorganismy, které
poruSenim fosfodiesterovych vazeb $tépi dvouvlaknovou DNA (Brown, 2007).
NejvyznamnéjSi jsou restrikéni endonukleasy Il. typu, které rozpoznavaji
v dvouretézcové molekule DNA kratké specifické nukleotidové sekvence, obvykle
0 délce 4 az 8 nukleotidii. Rozpoznavaci sekvence &asto tvofi palindrom (Smarda et
al., 2008). Enzym molekulu DNA S&tépi pouze v misté této rozpoznavaci sekvence,
v tzv. restrikénim misté (Brown, 2007; Snustad a Simmons, 2009). Vytvareji tak
fragmenty definované délky. Rozdilné enzymy rozpoznavaji v DNA rGzné specifické

sekvence (Kotrba et al.).

Fragmenty vytvorené restrik€nimi endonukleasami mohou mit rozdilné zakonceni.
Nékteré restrikéni endonukleasy Stépi dvojici Fetézcl dvousSroubovice ve stejném misté
(Snustad a Simmons, 2009) a fragmenty jsou pak zakon&eny tupym koncem, coz ztizi
naslednou ligaci (Brown, 2007). Tyto zarovnané konce je tfeba pfed klonovanim
upravit (Snustad a Simmons, 2009). Mnohé restrikéni endonukleasy ovidem dvé vlakna
DNA nestépi pfesné ve stejnych mistech, ale misto Stépeni je posunuté o nékolik
nukleotidli, a vzniklé fragmenty tak obsahuji kohezni konce (Brown, 2007). Druhy typ
Stépeni je vyhodny, protoZze vzniknou segmenty s pfecnivajicimi stejnymi
komplementarnimi jednofetézcovymi konci, které mohou byt znovu spojeny (Snustad a
Simmons, 2009). Spojeni probiha na zakladé komplementarity bazi s koncem jiného
fragmentu DNA vytvofeného stejnym enzymem, pfipadné enzymem produkujicim

stejné kohezni konce (Kotrba et al.).
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Roztok DNA je nutné pfed pfidanim restrikCni endonukleasy nalezité upravit, aby
vytvarel vhodné podminky pro maximalni ucinnost daného enzymu. Po ukonceni
restrikce je tfeba enzym inaktivovat, aby nestépil pfipadné dalSi molekuly DNA pfidané

v nasledujicich fazich (Brown, 2007).

Na restrikci se pouziji pfecisténé PCR produkty i prazdny plazmid ziskany purifikaci
z namnozené bakterialni kultury. Reakéni smés ma celkovy objem 20 pl, je v ni
obsazena kromé vzorku také voda, vhodny pufr, BSA (bovinni sérovy albumin)
a restrikéni endonukleasy. V tomto pokusu byly pouzity restrikéni endonukleasy Ndel
a EcoR1, protoze plazmid i PCR produkty obsahuji §tépici mista pro tyto enzymy
a zaroven tyto enzymy nestépi sekvenci kédujici gen pro DHFR. Vhodny pufr se zvoli
podle pouZitych restrikénich endonukleas. Dle instrukci vyrobce byl zvolen jako reakéni
pufr NEB4 pufr, protoZze zajiStuje 100% aktivitu obou zvolenych restrikCnich

endonukleas. Piesny rozpis slozek na jednu reakci je uveden v tabulce 5.

Tabulka 5: Slozeni reakéni smési pro restrikci

SloZka MnozZstvi (ul)
Voda 9
NEB4 pufr (10x)
BSA
Vzorek
Ndel
EcoRI

= = 01 NN

Reakéni smés pfipravena za sterilnich podminek se inkubuje 120 minut pfi 37 °C,
kazdych 10 minut se protfepe. Po inkubaci se restrikCni endonukleasy inaktivuji

zahfivanim smési na 65 °C po dobu 30 min.

4.3.3 Odsoleni a zakoncentrovani roztoktiit DNA

Vzorky ziskané restrikci se precisti a zakoncentruji pomoci komeréné dostupného kitu
(Gel Extraction Kit, QIAGEN). Principem je absorpce fragmentl DNA na &astice oxidu
kfemiCitého obsazené v QIAEX Il (silikagel) v pfitomnosti vysoké koncentrace soli.
Takto vzniklé Castice jsou separovany kratkou centrifugaci. Nasledné se promytim
odstrani necistoty a DNA je poté eluovana pfidanim Tris-HCI (10mM, pH 8,5) nebo

vodou.

K jednomu objemu vzorku (PCR produktu i plazmidu) se pfidaji tfi objemy QX1 pufru

(20 pl vzorku + 60 pl QX1 pufru). Pokud roztok zméni zbarveni ze Zluté na oranzZovou
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nebo rdzovou, je tfeba upravit pH roztoku na 5,0 pfidanim 10 yl 3M octanu sodného.
QIAEX Il se resuspenduje pomoci vortexu po dobu 30 s. 10 pl QIAEX Il se pfida do
roztoku, smés se promicha a necha se inkubovat 10 minut pfi laboratorni teploté.
Smés se kazdé 2 minuty musi promichat, aby QIAEX Il zistal v suspenzi. Pfi tomto
kroku dochazi k navazani DNA na polymer QIAEX Il. Po inkubaci se roztok centrifuguje
30 s pfi 13 000 rpm. Odstrani se supernatant a peleta se dvakrat promyje 500 pl PE
pufru (pfedem je do néj pfidan etanol). Po promyti se peleta 10 az 15 minut susi na
vzduchu dokud neziska bilou barvu. DNA se z pelety eluuje pfidanim 20 pl Tris-HCI
(10mM, pH 8,5) pfedehfatého na 37 °C. Takto pfipravena smés se centrifuguje 30 s pfi
13 000 rpm. Poté se peclivé odstrani supernatant do sterilni zkumavky. Ziskany
supernatant obsahuje precisténou DNA (QIAGEN, 2008).

4.3.4 Zméreni koncentrace DNA

Koncentrace nukleovych kyselin obsazenych v PCR produktu a ve vzorku plazmidu se
stanovi metodou ultrafialové (UV) absorpéni  spektrofotometrie  pomoci
spektrofotometru NanoDrop. Mnozstvi UV zafeni absorbovaného roztokem DNA
odpovida koncentraci DNA ve vzorku. Absorbance se obvykle méfi pfi 260 nm. Jako
blank se pouzije pufr, ve kterém je méfeny roztok uchovavany. Pufr i vzorky se nanasi
po 1 ul, kazdy vzorek je zméfen alespori dvakrat. Pokud vzorek obsahuje necistoty
(nejCastéji bilkoviny), projevi se to zvySenim absorbance pfi 280 nm. Pomérem hodnot
absorbance naméfenych pfi 260 nm a 280 nm tak Ize urCit Cistotu vzorku DNA.
U Cistého vzorku ma tento pomér hodnotu 2, pro bézné pouziti postacuje pokud se

tento pomét pohybuje v rozmezi 1,8-2, 0 (Raclavsky, 2003).
4.3.5 Ligace

Ligace je poslednim krokem konstrukce rekombinantni molekuly DNA. Dochazi pfi ni
ke spojeni molekuly vektoru s klonovanou molekulou DNA. Ligaci katalyzuje enzym
DNA ligasa. DNA ligasa umi mimo jiné spojit dva jednotlivé fragmenty dvouvlaknové

DNA za vzniku dvou fosfodiesterovych vazeb (Brown, 2007).

Reakce probiha v celkovém objemu 10 pl. Reak¢éni smés se sklada z pufru pro T4 DNA
ligasu, T4 DNA ligasy o koncentraci 2,000,000 U/ml, 50-100 ng plazmidu pET-28b(+),
trojnasobného mnozstvi PCR produktu v porovnani s plazmidem a vody. SlozZeni
reakéni smési je uvedeno v tabulce 6. Potfebné mnozZstvi inzertu se vypocita podle

vzZzorce:
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M insertu (bp)

minsertu (ng) = 3 * -
M plazmidu (bp)

*m plazmidu (ng)

Tabulka 6: Slozeni reakéni smési pro ligaci

Slozka Mnozstvi ( pl)
Pufr 2
Ligasa 1
50-100 ng plazmidu X
PCR produkt X
H,O do 10

Reakéni smés se pfipravuje za sterilnich podminek, pfes noc se necha inkubovat pfi

16 °C. Produkt ligace se uchovava pfi 4 °C.
4.3.6 Priprava kompetentnich bunék E. coli

Je znamo, Ze bunky ve stavu kompetence jsou schopné pfijmout cizorodou DNA
(Smarda et al., 2008.) Pro buriky E. coli bylo zji§téno, Ze mnohem Gg&inné&ji pfijimaiji
DNA pokud jsou namocené v ledové studeném roztoku soli, béZzné se pouziva 50mM
roztok chloridu vapenatého. Pokud je k takto upravenym burnkam pfidana DNA, dojde
k pfichyceni molekuly DNA na bunéény povrch, ale ne jiz kjejimu prichodu do
cytoplazmy. Pfestup DNA dovnitf kompetentnich bunék nastane po rychlém zahfati
kompetentnich bunék na teplotu 42 °C. Pfesny mechanismus toho, jak tyto procesy

funguji, neni dosud znam (Brown, 2007).

Kompetentni buriky Ize bud komeréné zakoupit nebo pfipravit nasledujicim postupem:
Do 2 ml LB média bez ATB zahiatého na laboratorni teplotu se vnese 100 ul E. coli
HB101 nebo BL21(DE3). Bakterialni kultura se inkubuje pfes noc pfi 37 °C a 180 rpm.
Druhy den se ze 2 ml noCni kultury odebere 0,5 ml. Zbytek se uskladni v ledni¢ce
(4 °C). Takto se ziska Stock 1, ktery ma stabilitu 1 mésic. 0,5 ml kultury se vnese do
3 ml LB média bez ATB a necha se inkubovat pfiblizné 4 hodiny pfi 37 °C a 180 rpm.
Inkubuje se do hodnoty optické hustoty (OD) 0,4-0,6. Hodnota OD se pribézné
kontroluje méfenim absorbance pfi 600 nm, zadina se méfit po 2 hodinach od zacatku
inkubace. Po dosazeni pozadované hodnoty OD se odebere 1 ml, zbytek se ulozi do
ledni¢ky (4 °C). Takto je ziskan Stock 2, jehoz stabilita je pfiblizné 14 dni. Pro pfipravu
kompetentnich bunék se odebrany vzorek dale zchladi na ledu a stoCi se na centrifuze

30 s pfi 13 000 rpm. Supernatant se slije a k peleté se pfida 1 ml ledové vychlazeného
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0,1M CaCl,. Peleta se 30 s resuspenduje protfepavanim na vortexu a 30 min se
inkubuje na ledu. Po inkubaci se vzorek sto€i na centrifuze 30 s pfi 13 000 rpm.
Supernatant se slije a k peleté se pfida 500 pl ledové vychlazeného 0,1M CaCl..
Peleta se lehce resuspenduje a necha se 30 minut na ledu. Takto se ziska Stock 3,

ktery ma stabilitu pfiblizné tyden.
4.3.7 Transformace

Transformaci se oznacCuje pfijem molekuly DNA hostitelskymi burikami. Rekombinantni
molekuly DNA se ve vétSiné pripadl prenasi do bakterii, nej¢astéji do E. coli. Tyto
bakterie se mnozi a produkuji klony obsahujici rekombinantni DNA. VétSina bakterii je
schopna pfijmout molekuly DNA z média, ve kterém rostou, ale jen ve velmi
omezeném mnozstvi. Aby byla transformace Uspésna, je tfeba pouzit tzv. kompetentni
burniky, které vzniknou upravou bunék fyzikalné nebo chemicky, pfipadné obéma
zpusoby. Jejich schopnost pfijmout DNA se tak zvySi (Brown, 2007). Selekce uspésné
transformovanych bunék se provadi kultivaci za podminek, ve kterych je pro rast
nezbytna pfitomnost plazmidu s genem pro selekéni marker (Snustad a Simmons,
2009). Vtomto pfipadé byla molekula DNA do bunék transformovana metodou

tepelného Soku.

Transformace je na naSem pracovisti provadéna dle nasledujiciho postupu: Ze vzorku
plazmidu pET-28b(+) obsahujiciho inzert se odeberou 3 pl a vnesou se do 50 pl
kompetentnich bunék E. coli HB101l. Tato smés se 30 min inkubuje na ledu.
K transformaci zaligovaného plazmidu do bunék se pouzije metoda tepelného Soku
(Heat shock), pfi které se vzorek presné na 90 s vlozi do vodni lazné s teplotou 42 °C.
Ihned potom se zkumavky vioZi na 5 min na led. Pfida se 400 pl LB média
predehiatého na 37 °C a inkubuje se 60 minut pfi 37 °C a 110 rpm. Po hodiné se
obsah zkumavky pfenese na Petriho misky, obsahujici LB médium s agarem
a kanamycinem (50 pg/ml), nahfaté na 37 °C, rozetfe se pomoci o¢kovaciho nastroje,

tzv. hokejky, necha se pUl hodiny schnout a poté se inkubuje pfes noc pfi 37 °C.

Druhy den se do pfipravenych sterilnich zkumavek s vickem, z nichz kazda obsahuje
3 ml LB média a 15 yl ATB kanamycinu (50 ug/ml), opatrné pfenesou kolonie narostlé
na kultivaCnich miskach. Na Spi¢ku od pipety se nabere vzdy jen jedna kolonie a cela
Spicka se pusti do pfipravené zkumavky. Zaviené zkumavky se inkubuji az do vzniku
zfetelného zakalu, pfiblizné 4 az 8 hodin, pfi 37 °C a 180 rpm. Takto ziskané kolonie se

precisti MINI purifikaci.
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Transformace prazdného plazmidu

Pfi transformaci prazdného plazmidu pET-28b(+) se postupuje obdobné jako v pfipadé
transformace plazmidu s inzertem, je zde pouze nékolik odlidnosti. Ze vzorku
prazdného plazmidu pET-28b(+) se odebere 1 ul a vnese se do 100 pl kompetentnich
bunék E. coli HB101. Transformace se opét provadi metodou tepelného Soku. Po
hodinové inkubaci v LB médiu se obsah zkumavky pfenese do 20 ml LB média
s kanamycinem predehfatého na 37 °C a inkubuje se pfes noc pfi 37 °C a 180 rpm.
Druhy den se no¢ni kultura pfenese do falkonky a sto&i se 15 min pfi 6000 x g a pfi 4

°C. Plazmid se izoluje pomoci MIDI purifikace.
4.3.8 MIDI purifikace

K izolaci plazmidu a jeho precisténi byla zvolena metoda zaloZena na principu rtizné
konformace. Konkrétné se jedna o alkalickou denaturaci. Tato metoda je zaloZzena na
skutecnosti, Ze linearni DNA je na rozdil od plazmidové DNA v nadSroubovicoveé formé
(supercoiled) denaturovana v izkém rozsahu pH (Brown, 2007). V prabéhu lyze bunék
dochazi k Castecné fragmentaci DNA. Chromozomova DNA se tak v extraktu
bakterialnich bunék nachazi ve formé linearnich fragmentd. ZvySenim pH na hodnotu
12 dochazi k preruSeni vodikovych vazeb mezi nukleotidy a k denaturaci DNA.
Plazmidy bézné velikosti jsou stabilnéjsi. Zustavaji v nadSroubovicové formé a nejsou
tak diky tomu v prubéhu lyze buriky rozruseny. V pfitomnosti SDS, ktery je soucasti
lyza¢niho pufru, dochazi k agregaci oddélenych fetézcl chromozomové DNA, ktera

mizZe byt nasledné odstranéna centrifugaci (Smarda et al., 2008).

K MIDI purifikaci plazmidu pET-28b(+) se pouzije komeréné dodavany kit (Plasmid Midi
Kit, QIAGEN). P¥i purifikaci dochazi k alkalické lyze bunék, ktera je nasledovana
vazbou plazmidu na iontoméniovy resin. Po vymyti necistot se plazmid eluuje pufrem
s vysokou koncentraci soli. Do pufru P1 se pfidava RNAsa A a skladuje se v ledniCce.

Pufr P3 je potfeba pfed zatatkem purifikace ulozit do lednicky, aby se ochladil na 4 °C.

Noéni bakterialni kultura ziskana po transformaci se sto¢i na centrifuze pfi 6000 x g po
dobu 15 minut a teploté 4 °C. Odstrani se supernatant a ziskana bakterialni peleta se
resuspenduje ve 4 ml P1 pufru. Poté se pfidaji 4 ml P2 pufru, smés se promicha
a necha se inkubovat pfesné 5 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubace se pfidaji 4 ml
vychlazeného P3 pufru, smés se okamzité promicha a necha se inkubovat 15 minut na
ledu. Po uplynuti 15 minut se vzorek centrifuguje 30 minut pfi 20 000 x g a teploté

4 °C. Supernatant obsahujici plazmid se okamzité prelije do sterilni zkumavky.
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Kolonka QIAGEN-tip 100 se aktivuje promytim 4 ml pufru QBT, ktery se po aplikaci na
kolonku necha volné protéci. Nasledné se nanese ziskany supernatant a také se necha
papir. Kolonka se dvakrat promyje 10 ml pufru QC. PoZadovand DNA se ziska
promytim kolonky pomoci 5 ml pufru QF. Produkt je potfeba jimat do noveé sterilni

zkumavky.

Eluovana DNA se precipituje pfidanim 3,5 ml isopropanolu. Smés se promicha
a centrifuguje 30 minut pfi 15 000 % g a teploté 4 °C. Odstrani se supernatant a peleta
se promyje 2 ml 70% etanolu. Nasledné se centrifuguje 10 minut pfi 15000 x g
a teploté 4 °C. Peclivé se odstrani supernatant a peleta se susi 5—10 minut na vzduchu
ve sterilnim prostfedi. Prosusena peleta se rozpusti ve 100 ul Tris-HCI (10mM, pH 8,5)
a ziskany plazmid se skladuje pfi 4 °C (QIAGEN, 2005).

4.3.9 MINI purifikace

Princip purifikace je stejny jako u MIDI purifikace. Po skon€eni inkubace se kultura
s rekombinantnim plazmidem za sterilnich podminek rozdéli na dvé poloviny, jedna
polovina se ulozi do lednice, druha polovina kultury se prevede do sterilni
mikrozkumavky. Tato ¢ast kultury se stoli 10-15 minut centrifugaci pfi 6 400 x ¢
a odstrani se supernatant. Peleta se resuspenduje ve sterilni mikrozkumavce s 200 pl
P1 pufru (kvali pfidané RNAse je uchovavany v ledni¢ce), poté se pfida 200 ul P2
pufru, smés se promicha a inkubuje se pfesné 5 minut pfi laboratorni teploté. Pfida se
200 pl vychlazeného P3 pufru, smés se lehce promicha a inkubuje se 15 minut na
ledu. Po inkubaci se kultura sto¢i 15 minut pfi 13 000 rpm v centrifuze. Peclivé se
odebere supernatant, ke kterému se pfida 600 pl isopropanolu, smés se promicha
a inkubuje se 5 minut na ledu. Touto reakci dojde k vysrazeni plazmidu. Nasledné se
smés centrifuguje 10 minut pfi 13 000 rpm. Odstrani se supernatant, k peleté se pro
promyti pfida 500 upl 70% etanolu a promicha se. Centrifuguje se 10 minut pfi
13 000 rpm. lzoluje se peleta, ktera se susi 10 minut na stole, poté se za sterilnich
podminek rozpusti v 20 pl Tris HCI (10mM, pH 8,5) pufru pfedehfatém na 37 °C a
uchovava se pfi 4 °C (QIAGEN, 2005). Po provedeni MINI purifikace se k ovéfeni

uspésnosti ligace provede gelova elektroforéza.
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4.3.10 Zpétna restrikce, restrikce dalSimi restrikénimi

endonukleasami

Kolonie, u kterych byla po MINI purifikaci gelovou elektroforézou prokazana uspésnost
ligace, se namnozi ve 2 ml LB média. Plazmid se zaligovanym inzertem se poté izoluje
MIDI purifikaci pomoci Plasmid Midi Kit. Nasledné se provede zpétna restrikce za
sterilnich podminek liSici se od restrikce tim, ze inkubace probiha pfes noc a neni
nutna inaktivace restrikCnich endonukleas. Vysledek zpétné restrikce se ovéfi

elektroforézou.

K provedeni restrikce dalSimi restrikénimi endonukleasami, slouzici k ovéfeni
spravnosti vliozené DNA sekvence, je nejprve potfeba najit vhodné enzymy, které
vzorky rozstépi v riiznych vhodnych mistech. K vybranym restrikénim endonukleasam
je nutno vybrat pfislusné pufry. Vtomto experimentu byly pouzity restrikéni
endonukleasy Pvul, EcoRV a Xhol a pufr NEB3. Restrikce se provadi za sterilnich

podminek. Délka vyStépenych fragmentl se opét ovéri gelovou elektroforézou.

Spektrofotometrickou metodou se ur€i koncentrace zaligovaného plazmidu a jeho
Cistota. Poté je vzorek odeslan na sekvenaci do spole¢nosti GeneriBiotech, aby se
ovéfila spravnost sekvence vlozené do plazmidu. Spole¢nost GeneriBiotech sekvenaci
provadi pomoci automatického sekvenatoru ABI PRISM® 3100-Avant Genetic
Analyzer. Podstatou je kapilarni elektroforéza s fluorescencnim detektorem. Pfi reakci
jsou vyuzity fluorescenéné znacené terminaéni dideoxyribonukleotidy. Vysledky jsou
zpracovany v programu FinchTV, ktery je dostupny online ke staZeni (Geospiza,

©2013). Kédova sekvence je zkontrolovana v programu ClustalW (GenomeNet).
4.3.11 Exprese

Jako expresni vektor je pouzit plazmid pET-28b(+), ve kterém se nachazi lac represor.
Aby exprese mohla probéhnout, je potfeba ji indukovat pfidanim isopropyl-3-D-

-galaktopyranosidu (IPTG).

Plazmid se zaligovanym inzertem potvrzenym sekvenaci je transformovan metodou
tepelného Soku do kompetentnich E. coli BL21(DE3). Smés se pfes noc kultivuje ve
2 ml LB média. Namnozena kultura se pfenese do 50 ml LB média s kanamycinem
a kultivuje se pres noc pfi 180 rpm a 37 °C do hodnoty OD 0,9. Exprese je indukovana
pfidanim 25 pl IPTG (vysledna koncentrace 0,5mM). Smés se kultivuje 10 hodin pfi

150 rpm za laboratorni teploty. Po ukonceni exprese se vzorek zchladi na ledu. Poté
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se vzorek centrifuguje 30 min pfi 6400 x g. Peletu lze uchovavat pfi -20 °C,

supernatant pfi 4 °C.
4.3.12 Uvolnéni proteinu z buriky pomoci BugBuster

Pomoci €inidla BugBuster se rozbiji buriky E. coli a uvolni se protein. Peleta po expresi
se zvazi, prida se k ni pfislusné mnozstvi Cinidla BugBuster, na 1 g pelety se dava 5 ml
Cinidla BugBuster, a resuspenduje se. Vzorek se necha 20 min inkubovat pfi
laboratorni teploté¢ a 110 rpm. Vznikne bunécny lyzat, ktery se sto€i 30 min pfi
13400 x g. Supernatant, ve kterém se nachazi pozadovany protein, se oddéli od
pelety. Supernatant se uchovava pfi 4 °C, peleta pfi -20 °C. K ovéfeni vysledku se

provede SDS elektroforéza (Novagen, 2000).
4.3.13 Purifikace €istého proteinu pomoci His-tag kotvy

Pozadovany protein Ize oddélit od zbytku smési metodou afinitni chromatografie.
Principem této metody je vazba purifikovaného proteinu na ligand ukotveny na kolonég,
promyti nezadoucich protein a uvolnéni purifikovaného proteinu. V tomto pfipadé
obsahuje purifikovany protein histidinovou kotvu, diky které se v chromatografické
kolon& vaze na &astice kovu (Ni*"). Po dlikladném vymyti nenavazanych protein( je
histidinova kotva uvolnéna z vazby pomoci imidazolu a puifikovany protein se uvolni do
eluéni faze. Imidazol totiz vykazuje vyS8Si afinitu k Casticim kovu a vytésni tak

histidinovou kotvu (Exprese rekombinantnich proteinu).

Zkumavka se vzorkem supernatantu po BugBuster se sto€i na centrifuze vychlazené
na 4 °C 15 min pfi 11000 x g. Supernatant se vylije. Peleta se resuspenduje v 5 ml
¢inidla BugBuster. Inkubuje se 20 min pfi 110 rpm. Poté se stoCi 20 min pfi 16000 x g
na centrifuze vychlazené na 4 °C. Po centrifugaci se pfeplni supernatant, peleta se
ulozi do lednice. Dale se postupuje dle navodu, ktery je pfilozen u Ni-NTA Fast Start
Kit (QIAGEN).

Cela purifikace probiha v chladu, aby enzym neztratil aktivitu. Kolonka se promicha
nékolikerym otoCenim. Odstfihne se jeji spodni dil a sunda se vicko. Kolonka se vlozZi
do nastavce, polozi se na zkumavku a pufr se necha volné prekapat. Na aktivovanou
kolonku se poté nanese supernatant obsahujici bunéény lyzat, ze kterého se jesté
predtim odebralo 10 ul na naslednou SDS elektroforézu. Z pfekapaného supernatantu
se opét odebere 10 pl. Kazdy produkt z kolonky se vzdy jima do nové zkumavky
a odebere se zné&j 10 pl na kontrolni SDS elektroforézu. Dvakrat se nanesou 4 ml

promyvaciho pufru. Odstrani se tak ostatni proteiny zachycené ze supernatantu,
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purifikovany enzym zuUstane pfichyceny diky His-tag kotvé na iontu Ni obsazeném
v kolonce. Kolonka se poté dvakrat promyje 1 ml elu¢niho pufru s vy§S§im obsahem
imidazolu a uvolni se pozadovany enzym. Vzorky ziskané eluci se uchovavaji v lednici.
Promyvaci a elu¢ni pufr se liSi pouze koncentraci imodazolu (QIAGEN, 2004). Provede

se SDS elektroforéza, kterou se ovéfi uspésnost izolace a Cistota enzymu.
4.3.14 Prevadeéni proteinu do uchovavaciho pufru

Enzym se nachazi rozpustény v pufru obsahujicim imidazol, ktery muze mit vyrazné
negativni vliv na aktivitu enzymu, a proto je tfeba tento enzym prevést do 0,2M
draselno-fosfatového pufru. Pouziva se kolonka Amicon. Do zkumavky se pfenese
1 ml pufru a centrifuguje se 10 min pfi 4000 x g a pfi 4 °C. Je potfeba davat pozor, aby
membrana byla neustale namocena, podle potieby se muze pfidat dalSi pufr. Na
kolonku se nasledné nanese fosfatovy pufr a protein rozpustény v imidazolovém pufru
a centrifuguje se za stejnych podminek. Postupné pfidavani fosfatového pufru
a enzymu v imidazolovém pufru se provede jesté nékolikrat, kolonka je centrifugovana
vzdy za stejnych podminek. Vzorek je potfeba promichavat, aby se enzym nezamotal
do membrany. Po prevedeni je protein ve fosfatovém pufru pfenesen do sterilni
zkumavky. Z ni se za sterilnich podminek odebere 40 pl vzorku pro nasledné zméieni
koncentrace. Poté je do vzorku pfidan 85% glycerol, tvofi 25 % vysledného vzorku.

Smés se dostate¢né promicha a je ulozena k dlouhodobému skladovani pfi —20 °C.
4.3.15 Méreni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu se stanovuje metodou dle Bradforodové. Tato metoda je
zaloZeno na interakci proteinu s barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250. Barvivo po
vazbé na protein zméni barvu, coz zplsobi posun absorp&niho maxima tohoto barviva

z 365 nm na 595 nm, a pravé absorbance pfi 595 nm je sledovana (Bradford, 1976).

Jako standard se pouziva BSA, ktery se naredi s 0,2M fosfatovym pufrem na
vyslednou koncentraci 1 mg/ml. Takto se ziskd zasobni roztok, ze kterého se
nafedénim pomoci fosfatového pufru pfipravi kalibracni fada o koncentraci od 0,1 do
1 mg/ml (Tab. 7). Na mikrotitracni destiCku se nanasi BSA o riznych koncentracich,
slepy vzorek (fosfatovy pufr), 5x nafedény vzorek enzymu a Cisty enzym. Kazdy vzorek
se nanese ffikrat, vzdy v objemu 10 ul. Nasledné se ke vSem vzorkim pfida 240 pl
Bradfordova Cinidla a desticka se necha 10 minut inkubovat pfi laboratorni teploté.

Poté se pomoci spektrofotometru uréi absorbance vzorkd pfi 592 nm a z hodnot
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absorbance roztokd BSA se vytvori kalibraéni kfivka. Pomoci této kfivky se stanovi

koncentrace proteinu.

Tabulka 7: Kalibraéni fada naredéného standardu BSA

Koncentrace BSA

(mg/ml) Objem BSA (ul) Objem pufru (pl)
0,1 50 450
0,2 100 400
0,4 200 300
0.6 300 200
0,8 400 100
1,0 500 0

4.3.16 Oveéreni aktivity pripraveného enzymu

Aktivita enzymu dihydrofolatreduktasy byla stanovena méfenim absorbance v pribéhu
reakce enzymu se substratem dihydrofolatem za pfitomnosti kofaktoru NADPH. Na
spektrofotometru byla méfena absorbance pfi 340 nm odpovidajici spotfebé NADPH

v reakci.
Pfiprava pufru

Nejprve je potfeba pfipravit pufr tvofici prostfedi pro substrat a enzym. Pfipravuje se
v celkovém objemu 50 ml a je vném obsaZzen 2-merkaptoetanol, NADPH, EDTA

a dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,) (Tab. 8).

Tabulka 8: SloZeni pufru pro méfeni aktivity

Slozka \}fgﬂ?ﬁjngs&? mnozstvi v 50 ml
NADPH 0,1 4,17 mg
EDTA 1 14,6 mg
KH,PO4 55 374 mg
2-merkaptoetanol 10 35 ul
H,O do 50 ml
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Navazi se NADPH, KH,PO, a EDTA, pfilje se Cast vody a smés se necha chuvili
rozpoustét. Pfida se 2-merkaptoetanol, pomoci KOH se upravi pH na 7,0 a celkovy

objem roztoku se v odmérné barice doplni vodou na 50 ml.
Pfiprava substratu a enzymu

Substratem enzymu je dihydrofolat. Pfipravi se zasobni roztok o koncentraci 2,222
mM. Tento roztok se nafedi tak, aby vysledné koncentrace substratu na desti¢ce byly
1;5;7,25; 10; 20; 50 a 100uM.

Enzym se pfipravi smisenim s pufrem v poméru 3 ul enzymu o koncentraci 0,6 mg/ml

do 2 ml pufru.
Méreni absorbance

Absorbance se méfi na mikrotitraéni desti€ce v pfistroji TECAN. Enzymova reakce
probiha za pfesné stanovenych podminek, pufr ma hodnotu pH 7,0 a reakce ve
spektrofotometru probiha pfi 30 °C. Naméreny ubytek absorbance odpovida spotiebé
kofaktoru NADPH. Pfi 30 °C reakce probiha 2 minuty.

Ziskané udaje se vyhodnoti pomoci programu GraphPad Prism 6.0. K vypoltu se
vyuziva Lambert-Beerllv zakon, nasledné jsou hodnoty dopocitany na specifickou
aktivitu. Hodnota specifické aktivity je spocitana pro rGzné koncentrace substratu.
Podle ziskanych u(daji program GraphPad vypocita aktivitu podle Michaelise
a Mentena.

4.3.17 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je technika, ktera slouzi k separaci makromolekul na zakladé
jejich velikosti a naboje (Snustad a Simmons, 2009). Principem elektroforetické
separace je pohyb molekul v elektrickém poli (Smarda et al., 2008). Separa¢nim
prostfedim je tenka gelova deska (Snustad a Simmons, 2009). Cim je molekula mensi,
tim rychleji se pohybuje gelem smérem ke kladnému pélu (Brown, 2007). Podle polohy
gelu pfi elektroforéze se rozli$uje horizontalni a vertikalni elektroforéza (Smarda et al.,
2008).

4.3.17.1 Horizontalni elektroforéza

Priprava gelu a elektroforéza

Smisenim 0,32 g agarosy se 40 ml TBE pufru (0,5%) ziskame 0,8% roztok agarosy.
Tato smés se rozehieje v mikrovinné troubé& do rozpusténi agarosy. Do mirné

zchladlého roztoku se pfidaji 4 pl roztoku barviva GelRed a tekuty gel se nalije do
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elektroforetické vany. Vlozi se do ni hifebinek a gel se necha ztuhnout. Po ztuhnuti gelu
se elektroforeticka vana upravi ke spusSténi, vyjme se hfebinek a gel se zalije
potfebnym mnozZstvim TBE pufru (0,5%). Nasledné se nanesou vzorky a spusti se
samotna elektroforéza. Na jejim zalatku se po dobu 5-10 minut necha
elektroforetickou vanou prochazet elektricky proud o napéti 60 V. Poté se napéti zvysi
na 90 V a elektroforéza se necha bézet do dvou tretin gelu. Jednotlivé fragmenty na
gelu jsou vizualizovany pomoci pfistroje UV transluminatore GelDoc XR, ktery ozafuje

gel UV zafenim o vinové délce 254 nm.
Priprava vzorku

4 ul vzorku se smichaji s 1 ul nanaseciho pufru (Gel Loading Dye). Soucasné se
vzorky se vzdy nanaSi také 1 pl roztoku zebfiCku — 2-log DNA Ladder (Obr. 19),
v pfipadé plazmidu Supercoiled DNA Ladder (Obr. 20). Roztok zebficku se pfipravi

smichanim 1 ul zebfi¢ku se 3 pl nanaseciho pufru.

Mass (ng) Kilobases
40 100 -

o~

o
Wanmes
oo oo
NN\

Kilobases  Mass (ng)

- 10,0 45
45 12 - - B0 45
122 10- - B0 45
34 09- - 50 136

124 0.5
49 04 -

37 03 -

32 02

61 0.1 -

Obrazek 19: 2-log DNA Ladder
(NEB, ©2014)

- 40 45

3545
-3 &5
- 25 48
- 20 5

Obrazek 20: Supercoiled DNA Ladder
(NEB, ©2014)

4.3.17.2 Vertikalni SDS-polyakrylamidova elektroforéza proteint

Pfiprava gelu

Skla a hfeben se dukladné umyji jarem a vodou, oplachnou se destilovanou vodou
a lihometanolem a nechaji se oschnout. Po usuSeni se skla k sob& spoji sponami
a prichyti se do nalévaciho stojanku. Namicha se roztok na spodni gel, promicha se

a pomoci pipety se ihned nalije mezi skla pfiblizné do tfi Ctvrtin vySky skla. Gel se
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opatrné pfevrstvi nasycenym isobutanolem a necha se polymerovat minimalné 45 min.
Po ztuhnuti gelu se opatrné slije isobutanol, gel se proplachne destilovanou vodou
a vysuSi se. Poté se namicha roztok na zaostfovaci gel, promicha se a ihned se
pipetou nalije mezi skla az k hornimu okraji. Do gelu se zasune hfebinek a necha se

polymerovat minimalné 1,5 hodiny.
Priprava vzorku

Vzorky proteinu se smichaji se vzorkovym pufrem obsahujicim 2-merkaptoetanol,
mnozstvi vzorku zavisi na koncentraci proteinu. K10 pl supernatantu ziskanému
pomoci Cinidla BugBuster se pfida 2,5 ul vzorkového pufru, ke 2 ul pelety se pfida 1 pl

vzorkového pufru. Poté se vzorky povafi 3 minuty v termobloku pfedehfatém na 95 °C.
Elektroforéza

Z gelu se opatrné vynda hiebinek a jamky se proplachnou destilovanou vodou. Do
oCisténého stojanku s tésnénim natfenym malym mnozZstvim Skrobového mazu se
zasunou skla s gelem a pfitahnou se sponami. Silna skla musi byt na vnéjsi strané.
Stojanek se vlozi do elektroforetické cely a cela elektrodova cela se umisti do nadoby
s ledem a vodou kvuli naslednému chlazeni. Do horniho elektrodového prostoru se
nalije pfiblizné do tfi Ctvrtin nafedény elektrodovy pufr a zkontroluje se zda nepodtéka.
Do jamek se nanesou pfipravené vzorky a do jedné jamky 5 pl molekularniho
standardu — Precision Plus Protein Standard All Blue (Obr. 21), krajni jamky se
nepouzivaji. VSechny jamky se doplni elektrodovym pufrem a doplini se také cely horni
elektrodovy prostor, tak aby bylo spodni sklo ponofené v pufru. Do spodni vani¢ky
elektrodové cely se nalije zbytek nafedéného elektrodového pufru, cela se pfiklopi
vickem a pfipoji se ke zdroji. Nejdfive se pro separaci v zaostfovacim gelu na 10-15
minut nastavi konstantni napéti 100 V, pro separacni gel se pak zméni napéti na
200 V na dobu pfiblizné 30-45 minut. Po dobéhnuti Cela na konec gelu se
z elektroforetické cely vyndaji skla s gelem. Rozeviou se pomoci klinku, kterym se také

odfizne gel od spacerl a zaostfovaciho gelu.
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Obrazek 21: Precision Plus Protein Standard All Blue (Bio-Rad, ©2014)
Barveni gelti Coomassie Blue (CBBG)

Do umélohmotné krabi¢ky se nalije 0,25% CBBG v 10% kyseliné octové. Do ni se vloZi
ofiznuty gel a necha se barvit 20 min pfi 50 °C nebo 15 min pfi 60 °C. Pro odbarveni
gelu se pouzije 10% kyselina octova, kterou Ize recyklovat na aktivnim uhli. Poprvé se
gel jen rychle oplachne od nejvétSiho mnozstvi CBBG barvy a ihned se slije, poté se
vzdy pfiblizné po pulhodiné nékolikrat (2—-3x) vymeéni kyselina octova za Cistou a gel se
necha odbarvovat na kyvaéce. Nakonec se gel necha v kyseliné octové pfes noc,
pfipadné se podle potfeby jesté druhy den odbarvuje do distého pozadi. Gel se
vyhodnoti pomoci UV transluminatoru GelDoc XR. Gel |ze uchovavat v 1% kyseliné

octové.
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5. Vysledky

5.1 PCR

PCR probéhla v termocykléru dle navoleného programu Finnzyme, jednotlivé vzorky
mely rozliSnou teplotou nasednuti primer(. DNA, ktera slouzila jako templat pro PCR
byla vyizolovana z kmene M. tuberculosis H37Rv ve Statnim Zdravotnim Ustavé
v Ostravé. Navrzené primery obsahujici restrikéni mista byly komeréné pfipraveny.
Horizontalni gelovou elektroforézou bylo ovéfeno zda doslo k amplifikaci
pozadovaného useku DNA (Obr. 22).

A B C D E F

500 bp 480 bp

Obrazek 22: Zobrazeni vysledkd PCR po elektroforéze. V jamkach A a F se nachazi Zebfiek
2-log DNA ladder, jamkach B az E se nachazi PCR produkty s rliznou teplotou nasednuti
primert (65 °C, 62 °C, 59,3 °C, 53,2 °C).

PCR probéhla uspésné na prvni pokus. Pro spravny prubé&h reakce nebylo potieba
pfidavat dalSi hofeCnaté ionty nebo dimetylsulfoxid (DMSO). Vznik pozadovaného
useku DNA byl potvrzen ve vSech vzorcich. Pruhy se nachazely pfiblizné v pozici 480
bp, coz odpovida délce genu pro DHFR. Nebyly viditelné rozdily pfi odliSnych teplotach

nasednuti primer(.

60



Dva PCR produkty vybrané pro dalSi zachazeni byly nasledné precistény, uspésnost
preCisténi byla zkontrolovana gelovou elektroforézou. Pruhy se nachazely

v pozadované vzdalenosti a vzorky mély dostatecnou cistotu.

Pribéh PCR a slozeni reakéni smési byly zvoleny podle navodu pfislusejiciho

k pouzité Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA polymerase (Finnzymes, 2010).

5.2 Restrikce a zméreni koncentrace DNA

Oba produkty PCR a plazmid pET-28b(+) bylo tfeba nejprve rozstépit restrikCnimi
endonukleasami, aby mohlo dojit k jejich ligaci. Byly vybrany enzymy Ndel a EcoRl,

jejich restrikéni mista v dvouretézcové DNA jsou uvedena v tabulce 9.

Tabulka 9: Rozpoznavaci sekvence restrikénich endonukleas

Restrikéni endonukleasa Restrikéni misto
5...CAITATG...3'

Ndel
3...GTATAC...5
5...GIAATTC...3'

EcoRl
3..CTTAAG...5

Po restrikci byly PCR produkty i plazmid pfe€istény a byla stanovena jejich
koncentrace metodou UV absorpéni spektrofotometrie. Absorbance byla zméfena pfi
260 nm, z poméru absorbanci pfi 260 nm a 280 nm Ize také urcit Cistotu vzorku.
V Cistém vzorku je tento pomér 1,8, nizSi hodnota ukazuje kontaminaci vzorku. Kazdy
vzorek byl zméfen dvakrat. Ziskané hodnoty pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny
v tabulkach 10-12.

Tabulka 10: Koncentrace a Cistota PCR vzorku €. 1 naméfena absorpé&ni spektrofotometrii

Cislo méFeni Ko?ggzj[)""ce Cistota 260/280 Cistota 260/230
1. 10,1 1,74 0,95
2. 8.0 1,69 0,92
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Tabulka 11: Koncentrace a Cistota PCR vzorku €. 2 naméfena absorpéni spektrofotometrii

Gislo méfeni KO?ES?J)""CG Gistota 260/280  Cistota 260/230
1. 13,9 1.45 0,72
2, 12,5 153 0,69

Tabulka 12: Koncentrace a Cistota plazmidu naméfena absorp&ni spektrofotometrii

Koncentrace  wistota 260/280  Cistota 260/230

Cislo méfeni
(ng/ul)
1. 116,5 1,82 1,76
2. 105,6 1,88 2,11
5.3 Ligace

Z udaju ziskanych UV absorpéni spektrofotometrii byla vypocitana prGmérna hodnota
koncentrace plazmidu stanovena ze dvou méfeni. Tato hodnota bylo 111,05 ng/ul.
Mohlo tak byt stanoveno mnozstvi plazmidu potfebného pro ligaci a nasledné
i potfebné mnozstvi inzertu ziskaného z PCR pfidavaného do reakéni smési pro ligaci.

Konecéné slozeni reakénich smési pro PCR produkty je uvedeno v tabulce 13 a 14.

Ligace byla provedena se 2 vzorky, vypocCet pro stanoveni jejich mnozstvi v reakéni

smési je uveden dale:

minsertu (ng) =3 * M mserFu (bp) *m plazmidu (ng)
M plazmidu (bp)

480

minsertu =3 * 3 * 83 29

minsertu = 22,34 ng
1 pl plazmidu obsahuje 111,05 ng. 0,75 pl obsahuje 83,29 ng, coz odpovida
pozadovanym 50-100 ng plazmidu.
PCR produkt & 1 obsahuje v1 pl 8,0 ng. Pozadovanych 22,34 ng je obsazeno
pfiblizné ve 3 pl.
PCR produkt €. 2 obsahuje v 1 yl 12,5 ng. Pozadovanych 22,34 je obsazeno pfiblizné
ve 2 .
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Tabulka 13: Slozeni reakéni smési pro ligaci pro PCR produkt €. 1

Slozka Mnozstvi ( ul)
Pufr 2
Ligasa 1
Plazmid 0,75
PCR 1 3
H20 3,25

Tabulka 14: Slozeni reakéni smési pro ligaci pro PCR produkt &. 2

Slozka Mnozstvi ( pl)
Pufr 2
Ligasa 1
Plazmid 0,75
PCR 2 2
H,O 4,25

5.4 Transformace, MINI purifikace

Zaligovany plazmid se transformoval s kompetentnimi bufikami E. coli HB101 metodou
tepelného Soku a burfky se nechaly inkubovat na Petriho miskach s kanamycinem
(50 pg/ml). Z Petriho misek bylo odebrano do samostatnych zkumavek 22 narostlych
kolonii. Tyto kolonie byly kultivovany v LB médiu s kanamycinem (50 ug/ml) pfes noc
a nasledné& upraveny MINI purifikaci. Usp&Snost transformace byla ovéfena gelovou
elektroforézou. Na elektroforeticky gel byl pfidan jako kontrolni vzorek i prazdny

plazmid. Vysledky této elektroforézy jsou uvedeny na obrazku 23.
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A BCDEFGH I J KLMNOPQRS

T U v W X Y Z

Obrazek 23: MINI purifikace transformovanych bunék. Jamky A a D obsahuiji Zzebfi¢ek
Supercoiled DNA ladder, jamky B a U prazdny plazmid. Zbytek jamek obsahuje kolonie narostlé
na Petriho miskach. Vzorky oznagené Sipkou ukazuji pravdépodobné uspésné zaligované
plazmidy.

Elektroforéza provedena po MINI purifikaci ukazala 3 vzorky, které by mohly obsahovat
plazmid se zaligovanym inzertem. Jeden ze vzork( byl vyrazné blize startu gelu
Vv porovnani s prazdnym plazmidem, zbylé 2 vzorky byly vybrany i diky svému umisténi

vUé&i ostatnim vzorkdam.

5.5 Zpétna restrikce, restrikce dalSimi restrikénimi

endonukleasami, koncentrace DNA po ligaci

Plazmidy s uspésné zaligovanym inzertem byly pomnozeny v LB médiu a pfecistény
MIDI purifikaci. Zpétnou restrikci s restrikénimi endonukleasami Ndel a EcoRI bylo
ovéfeno, ze do plazmidu byl zaligovan skuteCné nasS vzorek. Délky restrikCnich
fragmentl odpovidaly restrikénim mistim pouzitych endonukleas. U vzorkih G a N
z MINI purifikace bylo zpétnou restrikci ovéfeno, ze do plazmidu byla vnesena zadana
sekvence enzymu, ziskané fragmenty sovu délkou odpovidaly délce plazmidu a délce

zkoumaného enzymu. U vzorku | se ukazalo, ze sekvence byla do plazmidu ligovana
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pravdépodobné dvakrat, proto se stimto vzorkem jiz dale nepracovalo. Vysledky

z elektroforézy po zpétné restrikci jsou ukazany na obrazku 24.

A B C D E F G

Obrazek 24: Elektroforéza po zpétné restrikci. Jamky A, C a G obsahuiji ZebfiCek 2-log DNA
Ladder, jamka B prazdny plazmid. Jamky D az F obsahuji fragmenty z prazdného plazmidu a
zaligovaného inzertu. Ve vzorku F byl inzert pravdépodobné zaligovan dvakrat.

Pro dalSi ovéfeni spravnosti zaligované sekvence se provedla restrikce s jinymi
restrikénimi endonukleasami. Pomoci aplikace Nucleic Acid Sequence massager
dostupné online (Sequence Massager) byla upravena nukleotidova sekvence genu pro
DHFR a nasledné byly pomoci online aplikace NEBcutter (NEBcutter V2.0) vybrany
vhodné restrikéni endokuleasy — Pvul, ECORV a Xhol. Byly provedeny dvé restrikce se

dvéma rozdilnymi sadami restrik¢nich endonukleas (Tab. 15).

Tabulka 15: Sady restrikénich endonukleas pouZité pfi zpétné restrikci

Sada restrikénich Restrikéni
Pufr
endonukleas endonukleasy
1 Pvul, EcoRV NEB3
2 Pwvul, EcoRV, Xhol NEB3

Ze znamé pozice restrikCnich mist ve struktufe plazmidu se zaligovanym inzertem se
vypocétem urcila predpokladana délka restrikénich fragmentd. Pro kontrolu zda ve
vzorcich neni pfitomen prazdny plazmid byla vypoCitdna délka predpokladanych

fragmentd i u prazdného plazmidu pET-28b(+). Vypoc€itana délka fragmentu
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vzniklych Stépenim prvni sadou endonukleas je ukazana v tabulce 16, délka fragmentu

vypocitana pfi pouziti druhé sady endonukleas je uvedena v tabulce 17.

Tabulka 16: Restrikéni fragmenty nastépené prvni sadou restrikénich endonukleas

Délka fragmentu Celkova délka

Stépeny plazmid Stépeny Usek
peny’p peny (bp) (bp)
Pvul : Pvuli, 1496
Plazmid )
s inzertem Pvul;, : EcoRV 1454 5803
EcoRV : Pvul 2853
Pvul : EcoRV 2515
Prazdny plazmid 5368
EcoRV : Pvul 2853

Tabulka 17: Restrikéni fragmenty nastépené druhou sadou restrikénich endonukleas

Délka fragmentu Celkova délka

St&peny plazmid Stépeny usek (bp) (bp)
Pvul : Xhol 1101
Xhol : Xholj, 270

S'Tr';zr:t‘;dm Xholy, : Pvuly 125 5803
Pwvul;, : ECORV 1454
EcoRV : Pvul 2853
Pvul : Xhol 1101

Prazdny plazmid Xhol : EcoRV 1414 5368
EcoRV : Pvul 2853

Délka fragmentl, které skute€né vznikly restrikci, se ovéfi elektroforézou (Obr. 25).
U fragmentt vzniklych Stépenim prvni sadou restrikénich endonukleas elektrof6za
prokazala, Ze ve vzorcich neni pfitomen prazdny plazmid. Fragmenty $tépené druhou
sadou restrikCnich endonukleas také odpovidaji vypocitané délce fragmentl, avSak
nelze s jistotou potvrdit nepfitomnost prazdného plazmidu, protoze fragmenty vzniklé

Stépenim prazdného plazmidu a plazmidu s inzertem maji podobnou délku.
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2853 bp

— R g 3000 bp
1496 bp 1454 bp
e e -, 1500 bp
1454 bp 1000 bp
1101 bp
270 bp
300 bp
100 bp

Obrazek 25: Elektroforéza po restrikci. Jamky: A, D a G — Zebfi¢ek 2-log DNA ladder, Ba C -
vzorky $tépené prvni sadou restrikénich endonukleas (Pvul, EcoRV), E a F — vzorky Stépené
druhou sadou restrik€nich endonukleas (Pvul, EcoRV, Xhol)

Po potvrzeni spravnosti ligace byla u téchto vzorkd stanovena koncentrace pomoci
absorpéni spektrofotometrie, kazdy vzorek byl zméfen dvakrat (Tab. 18). Primérna
hodnota koncentrace vzorku €. 1 byla 185,55 ng/ul, vzorku €. 2 pak 128,65 ng/ul.
Vzorek €. 1 s vySSi koncentraci DNA mél i dostate€nou Cistotu a mohl byt odeslan na
sekvenaci. Vysledek sekvenace byl zpracovan v programu FinchTV (Geospiza, ©2013)
a sekvence zkontrolovana v programu ClustalW (GenomeNet). Bylo potvrzena

spravnost vlozené sekvence a v sekvenci se neobjevily zadné mutace.

Tabulka 18: Koncentrace uspésné zaligovanych plazmid po MIDI purifikaci

Vzorek Cislo mafeni  Koneentrace Cistota Cistota
(ng/ul) 260/280 260/230

1. 184,9 1,86 2.06

' 2. 186,2 1,85 2,05

1. 132,3 1,88 1,98

i 2. 125,0 1,86 1,96
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5.6 Exprese proteinu

Po potvrzeni spravné sekvence dihydrofolatreduktasy byl plazmid s inzertem
transformovan do kompetentnich bunék BL21(DE3). Po inkubaci kultury v LB médiu
byla provedena exprese rekombinantniho plazmidu. Byla vyzkouSena exprese
a nasledné rozbiti bunék pomoci Cinidla BugBuster za rdznych podminek. U prvniho
vzorku byla kultura inkubovana do hodnoty OD 0,5. Poté byla provedena indukce
pomoci 25 ul IPTG (vysledna koncentrace 0,5mM) a inkubace probihala 14 dni za
mirného protfepavani (110 rpm) na ledove lazni. Takto namnoZena kultura se zchladila
na ledu, stoCila se na centrifuze 10 min pfi 10 000 x g, odstranil se supernatant
a pfidalo se ¢inidlo BugBuster. Smés se tato smés nechala inkubovat 20 min pfi 37 °C
za mirného protfepavani. Nasledné se stocila 30 min pfi 13400 x g a oddélil se
supernatant a peleta (Obr. 27, jamky | a J). Druhy vzorek byl inkubovan do hodnoty OD
0,9. Po indukci pfidanim 25 pl IPTG (vysledna koncentrace 0,5mM) inkubace probihala
10 hodin pfi 150 rpm a laboratorni teploté. Kultura se zchladila na ledu, stoCila se
30 min pfi 6 400 x g, po odstranéni supernatantu se pfidalo Cinidlo BugBuster a smés
se nechala inkubovat 20 min pfi laboratorni teploté a 110 rpm. Poté se stocila 30 min
indukci IPTG inkubovan pfes noc za laboratorni teploty. Rekombinantni protein ziskany
expresi a nachazejici se v supernatantu po pouziti €inidla BugBuster je uveden na
obrazku 26 a 27 (jamka B). Pruh ze vzorku ziskaného elektroforézou se nachazi
v pozici odpovidajici velikosti dihydrofolatreduktasy. Na gelu je vidét, Zze izolovany
protein obsahuje nedistoty, které je potfeba odstranit. Tyto necistoty pravdépodobné

vznikly expresi proteind, které si burika E. coli syntetizuje pro svoji vlastni potfebu.

A B

Obrazek 26: Elektroforéza po expresi (inkubace 10 hod, na ledové lazni). Jamka A obsahuje
rekombinantni protein. Jamka B obsahuje zebfi¢ek Precision Plus Protein Standard All Blue.
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5.7 lzolace €istého enzymu

Rekombinantni protein izolovany pasobenim ¢inidla BugBuster byl purifikovan metodou
afinitni chromatografie pomoci komeréné dostupného kitu (Ni-NTA Fast Start Kit,
QIAGEN). Purifikovany enzym a vzorky odebirané v prubéhu této purifikace byly
separovany pomoci SDS elektroforézy (Obr. 27). Na gel byly naneseny i vzorky
ziskané expresi rekombinantniho plazmidu a izolované pomoci ¢inidla BugBuster. Je

patrné, Ze enzym se po reakci s €inidlem BugBuster nachazi v peleté i supernatantu.

A B C D E F G H I J

17,6 kDa

Obrazek 27: SDS elektroforéza. Jamky: A a B — peleta a supernatant po BugBuster (inkubace
pfes noc pfi 25 °C), C — ZebfiCek Precision Plus Protein Standard All Blue, D a E — eluovany
protein, F a H — vzorky odebrané po precisténi promyvacim pufrem, H — vzorek supetnatantu
z BugBuster precistény pres kolonku (protein zachyceny na membrané), | a J — supernatant a

peleta po BugBuster (inkubace 14 dni na ledové lazni)

Precisténi enzymu metodou afinitni chromatografie Ize provést i pomoci purifikatoru
Akta. DHFR v&ak snadno precipituje a proto bylo radg&ji zvoleno preéisténi za poZiti Ni-
-NTA Fast Start Kit, aby se pfedeslo zneprichodnéni nékteré soucasti purifikatoru.

Purifikovany protein byl pfeveden do draselno-fosfatového pufru. Nasledné bylo ke
vzorku pfidano takové mnozstvi 85% glycerolu, aby ve vysledném vzorku tvofil 25 %,

a enzym byl k dlouhodobému skladovani ulozen pfi =20 °C.
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5.8 Koncentrace proteinu

Pro dalsi laboratorni testovani enzymu bylo potfeba stanovit koncentraci pfipraveného
rekombinantniho proteinu. Ktomu byla pouZita metoda dle Bradfordové. Ziskana
kalibraéni kfivka s rdznymi koncentracemi BSA je uvedena na obrazku 28. Pomoci této
kalibracni kfivky byla z naméfenych hodnot absorbance u vzorku proteinu urCena
koncentrace enzymu. Koncentrace proteinu pouzivaného v dalSich pokusech byla
0,8004 mg/ml. Po smiseni vzorku s 85% glycerolem pro dlouhodobé uloZeni byl ziskan

protein o koncentraci 0,6002 mg/ml.
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Obrazek 28: Kalibraéni kfivka pro stanoveni koncentrace proteinu

5.9 Ovéreni aktivity enzymu

Aktivita enzymu byla stanovena reakci dihydrofolatreduktasy s dihydrofolatem za
pritomnosti kofaktoru NADPH. Byl sledovan ubytek absorbance pfi 340 nm
odpovidajici spotfebé NADPH. Ze ziskanych udaju byl vyhotoven graf zavislosti

specifické aktivity na koncentraci substratu (Obr. 29).
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Obrazek 29: Zavislost specifické aktivity enzymu na koncentraci dihydrofolatreduktasy

Pomoci programu GraphPad Prism 6,0 byla urena hodnota Michaelisova konstanta

Km @ maximalni rychlosti V.

Koy = 4,652 uM
Vimax = 18,23 + 1,98 pmol xmin™*xmg™
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6. Diskuze

Tuberkuldza je infekéni nemoc, ktera provazi lidstvo jiz od jeho po&atku. V dnesni dobé
se v8ak stava vyznamnou hrozbou, protoze se objevuji kmeny M. tuberculosis
rezistentni ke stale SirSimu spektru uzivanych antituberkulotik. Je proto nezbytné

hledat nova léCiva, jejichz cilem by se mohly stat enzymy pfitomné v mykobakteriich.

Dihydrofolatreduktasa je enzym katalyzujici vznik kofaktoru tetrahydrofolatu, pfenasece
jednouhlikatych zbytkua. Tetrahydrofolat je nezbytny pro syntézu protein, DNA a RNA.
Dihydrofolatreduktasa se nachazi u lidi i u M. tuberculosis, avSak u jednotlivych forem
byly objeveny rozdily v sekvenci DNA a ve struktufe. Diky strukturnim rozdilim
a klicové roli tohoto enzymu ve spravném vyvoji bunky se dihydrofolatreduktasa jevi
jako vhodny cil pro nova antituberkulotika. Nejprve je vSak potfeba tento enzym
dikladné prozkoumat. K tomu slouzi metody molekularni genetiky, diky kterym se po
stanoveni vhodnych podminek pfipravi rekombinantni forma enzymu uréena k daldimu

studiu.

Gen kédujici dihydrofolatreduktasu byl amplifikovan pomoci PCR. Jako templat byla
pouzita genomova DNA ziskana z kmene M. tuberculosis H37Rv ve spolupraci se
Statnim zdravotnim ustavem v Ostravé. Kmen H37Rv je na tomto pracovisti
standardné pouzivan pro testovani v3ech potencialnich antituberkulotik pfipravenych
na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové. Genom tohoto kmenu je také velice dobfe
prozkouman a popsan v literatufe (Cole et al.,, 1998). Proto byl tento kmen
M. tuberculosis zvolen jako nejvhodnéjSi. Na zakladé genomové sekvence publikované
v GenBank (NC_000962) byly navrzeny nasledujici primery: 5-GCA CAC CAT ATG
GTG GGG CTG ATC-3' a 5-CCG AGA ATT CTC ATG AGC GGT GGT-3'. Tyto
primery obsahovaly rozpoznavaci mista pro restrikcni endonukleasy Ndel a EcoRI. Pro

spravny prubéh PCR nebylo potfeba pfidavat dalsi hofecnaté ionty ani DMSO.

PrecCistény PCR produkt byl spolecné s expresnim vektorem pET-28b(+) oSetfen
uvedenymi restrikénimi endonukleasami. Po dalSim pfecisténi byly PCR produkt
a plazmid spojeny ligaci pomoci T4 DNA ligasy. Tato ligace probihala pfes noc pfi
16 °C. Sekvenaci bylo potvrzeno, ze plazmid obsahuje spravnou zaklonovanou
sekvenci a nevyskytuji se vni mutace. Plazmid se zaligovanym inzertem byl
pomnozem Vv bunikach E. coli HB101 a nasledné izolovan, precistén a transformaci

pfenesen do bunék BL21(DE3), které umozniuji expresi genu a tvorbu proteinu.

Burniky E. coli BL21(DE3) byly kultivovany v LB médiu pfi 37 °C do hodnoty optické
hustoty (ODgg) 0,9. Poté byla provedena indukce exprese pfidanim IPTG (0,5mM)
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a buniky byly kultivovany daldich 10 hodin za laboratorni teploty. Byla vyzkouSena
exprese i za jinych podminek, kdy exprese probihala 14 dni a inkubace probihala na
ledové lazni. K expresi proteinu doslo v obou pfipadech, aviak pfi prodlouzené expresi
byla pfipravena kultura znacné viskozni, coz stéZzovalo dalsi manipulaci. Proto se
s touto kulturou dale nepracovalo. Jako vhodnéjSi a pro nase ucely dostalujici se

ukazala exprese provedena pfi laboratorni teploté po dobu 10 hodin.

V literatufe je Casto popisovana epxrese pfi 37 °C s dobou inkubace 3 hodiny. Za
téchto podminek vSak Casto dochazi k tvorbé inkluznich télisek, ktera jsou méné
vhodna pro naslednou izolaci Cistého proteinu. Toto je prokazano v publikaci autort
White et al. (2004), ktefi popisuji tvorbu inkluznich télisek pfi pouziti TmM IPTG, teploté
37 °C a expresi po dobu 3 hodin. V této praci bylo zvoleno stejné kultivaéni médium
(LB médium), jako expresni bunky byl vSak pouzit kmen E. coli BL21STAR a vektor
pET-11a. Bunky E. coli BL21STAR jsou odvozeny od E. coli BL21(DE3), obsahuji v§ak
navic mutaci vgenu pro RNAsu E degradujici mRNA. V kone¢ném dusledkd tato
mutace vede ke vySSimu vytézku proteini nez v pfipadé pouziti bunék E. coli
BL21(DE3). Z divodu Casté tvorby inkuznich télisek u mykobakterialnich enzymu vSak
Ize pfedpokladat, Ze tyto proteiny mohou byt pro buiky E. coli toxické a proto vy3si
vytéznost nemusi byt vZdy vyhodou. Prodlouzena doba exprese proteinu byla ovéfena
v praci autorl Kumar et al. (2012). Ti uspésné exprimovali dihydrofolatreduktasu
v burikach E. coli BL21(DE3) (vektor pET-28a(+)) pfi 0,2mM koncentraci IPTG, teploté
18 °C a dobé 20 hodin.

Jelikoz dihydrofolatreduktasa snadno precipituje (Dias, 2012), byl pro purifikace
namisto pfistroje Akta purifier rad&ji zvolen Ni-NTA Fast Start Kit. PfedeSlo se tak
pfipadnym $kodam na pfistroji Akta, u kterého by mohlo dojit k zaneseni jeho soucasti
(napf. hadicky apod.). Pomoci kitu Ni-NTA Fast Start Kit byla z 250 ml kultury ziskana
Cistd dihydrofolatreduktasa o koncentraci 0,8 mg/ml. Jedna se o nizSi vytéZek
v porovnani s praci autord Kumar et al. (2012), ktefi uvadi pfipravu Cistého proteinu
o koncentraci 2—10 mg/ml. Neni zde v8ak uvedeno s jak velkou kulturou E. coli

pracovali.

Funkénost rekombinantné pfipravené dihydrofolatreduktasy byla ovéfena
spektrofotometrickou metodou, pfi které se méfi ubytek NADPH. Podminky méfeni
a slozeni reak¢niho pufru byly zvoleny dle prace White et al. (2004). Pomoci programu
GraphPad Prism 6,0 byla vypocitana Michaelisova konstanta K, (4,652 pM)
a maximalni rychlost Vpa (18,23 + 1,98 pmol xmin™*xmg™). V publikaci (White et al.
2004) naméfené hodnoty (Ky, = 4,5 UM a Vimay = 16,0 + 0,6 umol xmin™xmg™) pfiblizné

odpovidaji nami naméfenym hodnotam.
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7. Zaver

Cil stanoveny na zacatku prace se podaifilo splnit, byl pfipraven mykobakterialni enzym

dihydrofolatreduktasa v rekombinantni podobé a byla ovéfena jeho aktivita.

Metodou PCR byla amplifikovana pfislusna sekvence DNA kodujici enzym DHFR.
PCR produkty byly na svych koncich upraveny restrikénimi endonukleasami Ndel
a EcoRI a ligovany do vektoru pET-28b(+) oSetfeného stejnymi restrikCnimi
endonukleasami. Takto pfipraveny rekombinantni plazmid byl metodou tepelného Soku
transformovan do kompetentnich bunék E. coli HB101. Uspé&snost ligace byla ovéfena
zpétnou restrikci plazmidu rdznymi kombinacemi restrikénich endonukleas. Poté byl
vzorek plazmidu se zaligovanym inzertem odeslan na sekvenaci, kde byla potvrzena
spravnost vlozené sekvence. Plazmid se zaligovanou sekvenci byl transformovan do
kompetentnich bunék E. coli BL21(DE3). Po stanoveni vhodnych podminek probéhla
v bunikach BL21(DE3) exprese proteinu, ktera byla indukovana pomoci IPTG. Ziskany
protein byl izolovan a purifikovan metodou afinitni chromatografie. Metodou dle
Bradfordové byla stanovena jeho koncentrace. Nakonec byla ovéfena aktivita proteinu
metodou zalozenou na méreni ubytku NADPH pfi reakci enzymu s dihydrofolatem. Pro
dalsi pouziti je dihydrofolatreduktasa uchovavana v draselno-fosfatovém pufru

s glycerolem.

VSechny kroky vedouci k syntéze rekombinatniho enzymu probihaly bez vétSich
komplikaci. Podafilo se nalézt vhodné podminky, které vedly k pfipravé aktivniho

enzymu.

Mykobakterialni  dihydrofolatreduktasa se jevi jako vhodny cil pro nova
antituberkulotika. Proto bude tento rekombinantné pfipraveny enzym slouzit k dalSimu

studiu, zejména k hledani latek inhibujicich jeho aktivitu.
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8. Seznam zkratek

AA akrylamid

ADT 6-azido-6-deoxy-a,a'-trehalosa
APS persiran amonny

ATB antibiotikum

ATP adenosintrifosfat

BCG Bacillus Calmette-Guérin

BFB bromfenolova modf

bis-AA bisakrylamid

BSA bovinni sérovy albumin

bp par bazi (base pair)

CBBG Coomassie Brilliant Blue G250
DHFR dihydrofolatreduktasa

DMSO dimetylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina
dNTPs deoxynukleosidtrifosfaty

dUMP deoxyuridinmonofosfat

dTMP deoxythymidinmonofosfat

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina
EMB etambutol

f.e. pro elektroforézu (for electrophoresis)
GIT gastrointestinalni trakt

HIV virus  lidské imunitni  nedostateCnosti  (Human

Immnunodeficiency Virus)

INH isoniazid
InhA enoyl-ACP reduktasa
IPTG isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
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kb
Km
LB médium
M.

MDR-TB

MRNA
MTX
NAD
NADP
NEB
oD
ORL
p.a.
PAB
PAS

PCR

PZA

RMP

RNA

rpm

rRNA

SDS
SDS-PAGE
STM

TBC

TBE

TDM

kilobaze

Michaelisova konstanta
Luria-Bertani médium
Mycobacterium

multirezistentni tuberkuléza

tuberculosis)

mediatorova RNA (messenger RNA)
metotrexat
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
New England Biolabs

opticka hustota (optical density)
otorhinolaryngologie

pro analyzu (pro analysis)

kyseliny p-aminobenzoova
kyselina p-aminosalicylova

polymerasova fetézova reakce (polymerase

reaction)

pyrazinamid

rifampicin

ribonukleova kyselina

otacky za minutu (revolutions per minute)
ribozomalni RNA

dodecylsiran sodny

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza
streptomycin

tuberkuloza

tris-borat-EDTA

trehalosa 6,6'-dimykolat (cord factor)
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TDR-TB totalné rezistetni tuberkul6za (totally drug-resistatnt
tuberculosis)

TEMED N,N,N',N'-tetrametyletylendiamin

THF tetrahydrofolat

TMM trehalosa 6,6'-monomykolat

TMP trimetoprim

Tris tris(hydroxymetyl)aminometan

uv ultrafialovy

Vimax maximalni rychlost

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health

Organization)

XDR-TB extenzivné rezistentni tuberkuléza (extensively drug-

-resistant tuberculosis)
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