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Abstrakt

Tato prace je zaméfend na popis produkce rekombinantnich proteinu. Pro studium dané
problematiky byl zvolen protein p53, ktery je jednim z hlavnich nadorovych supresorovych
proteinu. Protein p53 je zodpoveédny za regulaci mnoha gen, které mohou kontrolovat bunéény
cyklus a replikaci DNA, a je nejcastéji mutovanym genem u nadorovych onemocnéni ¢lovéka.
Pro danou praci byly zvoleny rtizné varianty bodovych mutaci proteinti p53, které mohou
ovlivnit jeho vazebné vlastnosti a funkce. Znalosti mechanizmu pasobeni mutovanych p53
proteint v buiice je dilezité pro efektivni lécbu rakoviny.

V teoretické ¢asti jsou popsany vlastnosti proteinu a jednotlivé expresni systémy, metody
Gateway klonovani, a metody pouzité pii purifikaci a izolaci proteint (afinitni chromatografie,
SDS-PAGE analyza a Western blot analyza). V experimentalni Casti jsou popsané postupy
ptipravy expresnich vektoru pomoci Gateway technologie, transformace do bun¢k a izolace
plazmidové DNA. Klonovanim byly pfipraveny tfi expresnich klony a po jejich transformace
do kompetentnich bunék byla provedena izolace DNA.

Abstract

This study is focused on describing of recombinant protein production. Protein p53 was
chosen, as one of the most important tumor suppressor proteins, for studying this issue. The
p53 protein is responsible for the gene regulation, control of cell cycle and DNA replication.
P53 is the most mutated gene in human cancer. Several point mutations of p53 protein was
chosen for work with.

The theoretical part describes main properties of protein, expression systems, Gateway
cloning system and methods of protein purification. In the experimental part are described the
procedures of preparing of the expression vectors by Gateway technology, cell transformation
and DNA plasmid isolation. Using cloning technology were prepared three expression clones,
they were transformed into competent cells and after was done DNA isolation.

Klicova slova
protein p53, Gateway klonovani, purifikace proteinu
Keywords

p53 protein, Gateway cloning systém, protein purufication
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1. Uvod

Proteiny patii k nejdulezitéjSim latkdm Zzivého organizmu. Jednou z hlavnich funkci
proteint je regulace genové exprese [1]. Nadorovy supresorovy protein p53, ktery je kddovan
genem 7P53, plni mnoha dulezitych funkei — jako je naptiklad regulace genové exprese,
reparace DNA, zastaveni bunécného cyklu nebo apoptézu. Piiblizn¢ polovina piipadi
nadorovych onemocnéni u ¢lovéka obsahuje mutaci proteinu p53. Jednotlivé bodové mutace
p53 mohou ovlivnit jeho vazebné vlastnosti a tim i u¢innost pti opraveé poskozené DNA [2].

Pomoci produkce rekombinantnich proteinii je mozno odhalit mnoho funkci, vlastnosti a
vliv. mutaci na funkci proteinu. Metoda pfipravy rekombinantniho proteinu pomoci
molekularniho klonovani umoznuje proteiny modifikovat a pomoci jednotlivych expresnich
systému je mozno vytvofit rekombinantni protein odvozeny od konkrétniho genu, nebo casti
genu. Pro vneseni a produkci proteinu do prokaryotickych nebo eukaryotickych bunék se
pouzivaji expresni vektory, vétSinou se pouzivaji plazmidy [3].

Metoda Gateway spociva v ptipravé expresniho vektoru pomoci dvou rekombinantnich
reakci BP a LR. Pii BP reakci se DNA pfipravena pomoci PCR vnasi BP klonazou do
donorového vektoru za soucasného vystépeni ccdB genu z donorového vektoru. Vytvoreny
vystupni vektor dale mize byt vyuzit na produkei destina¢niho vektoru v LR reakci pomoci LR
klonazy. Vytvoteny expresni vektor se pouZivd pro produkci rekombinantniho proteinu.
Vyhodou pouziti systému Gateway je vysoka vytéznost a flexibilita [4].



2. Teoreticka Cast
2.1. Proteiny

Proteiny jsou vysokomolekularni organické latky sestdvajici z aminokyselin spojenych
peptidickymi vazbami.

2.1.1. Struktura a vlastnosti proteinu

Proteiny se skladdaji zrlznych kombinaci 21 o-aminokyselin, slozenych do
polypeptidového fetézce. Sekvence aminokyselin v proteinu odpovida informacim obsazenym
v genu daného proteinu. Tato informace je prezentovana jako nukleotidova sekvence, piicemz
jedna aminokyselina odpovida jedné nebo vice sekvenci tfi nukleotidd, tzv. kodonti [5].

Kromé posloupnosti aminokyselin v polypeptidovém fetézci je taky velice dulezita
trojrozmérna struktura, ktera vznika béhem skladani proteinti. Tato struktura je udrzovana v
disledku interakce jednotlivych ¢asti proteinu. Celkem se u proteinii rozliSuji Ctyfi zakladni
strukturni skupiny [5]. Primarni strukturu piedstavuje fetézec a-aminokyselin s peptidovou
vazbou. Primarni struktura je kodovana urcitym genem a urcuje vlastnosti dané¢ho proteinu [6].
Sekundarni strukturu piredstavuje lokalni usporadani fragmentu polypeptidového fetézce,
stabilizovaného vodikovymi vazbami a hydrofobnimi interakcemi. Nejroz§ifenéjsi typy
prostorového usporadani proteini jsou a-helix (Sroubovice, kterd ma vodikové miistky mezi
aminokyselinou a karbonylovou skupinou v krocich kazdé 4 aminokyseliny) a -skladany list
(n€kolik aminokyselinovych fetézcli vzajemné rovnobézné spojenych vodikovou vazbou).
Ostatni prvky sekundérni struktury zahrnuji n-helix (Sroubovice s vodikovou vazbou kazdé tieti
aminokyseliny) [6].

Terciarni struktura je tvofena uspofddanim sekundarni struktury propojenou mezi
vedlejSimi fetézci. Terciarni struktura je obecné stabilizovana nelokalnimi interakcemi,
nejcastéji tvorbou hydrofobniho jadra, stejné jako tvorbou vodikovych vazeb, solnych mustka,
jinych typt iontovych interakci, disulfidovych vazeb mezi zbytky cysteinu. Vznikne globularni
nebo fibrilarni tvar proteinti [6]. Kvartérni struktura je struktura vyplyvajici z interakei nékolika
proteinovych podjednotek. Kompletni struktura nékolika vzajemné propojenych podjednotek,
které spole¢né provadéji spolecnou funkci, se nazyva proteinovy komplex [6].
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Obrazek 1. Zdkladni urovné strukturni organizace proteinii [7].

Proteiny jsou taky charakterizovany izoelektrickym bodem (pI), coz je kyselost pH, ve které
molekula tohoto proteinu nenese elektricky naboj. Cim vice hydroxylovych skupin v daném
proteinu, tim vy$s$i ma pl. Proteiny s pI menS$im nez 7 jsou nazyvany kyselymi a vice nez 7
bazickymi. Obecné¢ plati, ze pl je dilezité pro funkci proteinu, takze proteiny, které se vazi na
nukleové kyseliny, Casto patii k bazickym. Piikladem takovych proteind jsou histony [6]. Podle
stupné rozpustnosti ve vodé jsou proteiny rozpustné (hydrofilni) a nerozpustné (hydrofobni).
Posledni zahrnuji vétSinu proteind, které jsou soucasti biologickych membran, tj. integralni
membranové proteiny [8].

2.1.2. Funkce proteint

jejich normalni funkci. Diky proteiniim se uskuteciiuje metabolismus, jsou slozky bunéénych
organel, funguji jako signalizacni molekuly, receptory a protilatky. Hlavni funkce proteint jsou
metabolické, strukturni a informacni. V metabolizmu se pfedstavuji jako enzymy, které jsou
zodpoveédné za katalyzu biologickych reakci. Jeden enzym je zpravidla schopen katalyzovat
jednu specifickou reakci, jsou velice ¢inné a jejich aktivitu se da regulovat [1].

Strukturni proteiny formuji tvar bun€k a tkani, reguluji jejich vlastnosti, pruznost nebo
umoznuji pohyb fasinek. Tyto proteiny mohou tvofit dlouhé filamenty nebo vazat filamenty



tvorené jinymi proteiny— nékteré strukturni proteiny jsou fibrildrni, jiné tvoii vlakna polymeraci
globul proteinu za urcitych podminek. Mohou mit i ochrannou funkci, jako keratin, ktery se
naléza v nehtech, vlasech a ktzi [9].

VétSina proteinli se podili na signalizacnich procesech na intercelularni a intracelularni
urovni. Nékteré proteiny, hormony, neurotransmitery, rustové faktory jsou extracelularni
signalizacni molekuly, které prenaseji signal ven z buiiky, kde byly syntetizovany, do jinych
bun¢k, které se nachdzi v blizkosti buiiky (neurotransmitery, rustové faktory) nebo ve
vzdalenych tkanich (hormony) [10].

Jiné molekuly zapojené do signalizacniho systému jsou receptory, které mohou byt jak
membranové, tak cytoplazmatické proteiny. Jedna ¢ast molekuly receptoru vnima signél, ktery
je pomoci konformacnich zmén pfenaSen do jiné ¢asti molekuly, coz aktivuje pienos signalu
na jiné bunécné komponenty. V membranovych receptorech se ¢ast molekuly, kterd se vaze na
signalni molekulu, nachdzi na povrchu bun¢k a doména, ktera vysila signal, uvniti [11].

2.1.2.1. Proteiny regulujici expresi genii

pS3

pS53 neboli protein 53 je zodpovédny za regulaci expresi mnoha gentl, které kontroluji
apoptozu, opravu DNA a rust bunék. Protein p53 je kodovan u ¢lovéka genem 7TP53, ktery se
nachazi na kratkém useku sedmnactého chromozému. Mutace genu 7P53 je pfitomna v asi 50
% nadorovych bunék. Kviili tomu po poskozeni DNA nedochézi k zastaveni bunééného cyklu
a/nebo apoptdze a nadorove bunice se timto zptisobem mohou hromadit mutace [12].

BRCA1

Protein BRCAL je zakdédovan genem BRCAI a je zodpoveédny za opravu poskozené DNA,
homologni rekombinaci a transkripci. Nazev proteini pochazi z anglického “breast cancer 17,
coz znamena rakovina prsu. Mutace BRCAI1 je cCasto pfitomna u pacienti nemocnych
rakovinou prsu [13].

IFI16

Protein IFI16 patii k represorim, aktivatorim, fosfoproteinim. IFI16 je zapojeny do
biologickych procest jako je apoptéza, imunita, vrozend imunita, transkripce, regulace
transkripce, polymorfismus a acetylace [14].

2.2. Produkce proteint

Protein je molekula slozené z aminokyselin, jejich pofadi v peptidovém fetézci je geneticky
kédovéano, a tento geneticky kod je mozno upravit. Tato vlastnost je Siroce pouzivana
v biotechnologickém a farmaceutickém primyslu pro produkci rekombinantnich proteind.
Rekombinantni protein je tvofen diky zaclenéni genu kddujiciho pozadovany protein z jiného
organizmu do genomu producenta, ktery pak je schopen produkovat tento protein [15].

2.2.1. Produkce rekombinantniho proteinu

Nejpouzivangjsi zplisob ptipravy rekombinantnich proteini je pomoci molekularniho
klonovani. Tento proces se uskuteCiiuje pomoci expresnich vektoru, které slouzi k prepravé
cizorodé DNA do hostitelské buniky. Pro dosazeni vysokych vytézkli je nutné zvazit, jaky
expresni systém bude vhodny pro produkci rekombinantniho proteinu. Produkci proteinu
ovlivituje naptiklad velikosti rekombinantniho proteinu, rozpustnosti proteinu a dalsi faktory.

9



Nejbéznéjsim typem vektorti jsou plazmidy, které jsou tvoreny kruhovou dvoufetézcovou
DNA, jsou schopné autonomni replikace a ptenaseji se zpravidla pii déleni do nasledujicich
generaci [3].

2.2.2. Vyhody produkce rekombinantnich proteini

V dnesni dobé poptavka po proteinech pro primyslové a farmaceutické potfeby neustalé
roste, a s tim roste potifeba produkce proteinu ve velkém mnozstvi a za relativni nizkou cenu.
Produkce rekombinantnich proteinti umoznilo vyrobu s vysokym vytézkem. Pro rekombinantni
expresi se pouzivaji rizné druhy organizmd, jak prokaryotické, tak eukaryotické. Nejbéznéji
pouzivanym organizmem pro rekombinantni expresi je bakterie E. coli diky tomu, Ze je velmi
dobfe popsana, relativné nendro¢na na kultivaci, je cenové dostupna a rychlé roste. Vyhodou
rostlinnych organizmil je jejich nizka cena a snadnd manipulace, pfi pouziti rostlinnych
expresnich systému klesd moznost infekce zivo€iSnymi patogeny, ale jako nevyhody je
moznost vzniku alergické reakce diky doprovodnym piimésim.

2.2.3. Jednotlivé expresni systémy

Pomoci riznych expresnich systémi je mozné vytvorit rekombinantni protein odvozeny od
konkrétniho genu, nebo ¢asti genu. Expresni systémy lze rozdélit do dvou hlavnich tfid,
prokaryontni a eukaryotni.

2.2.3.1. Bakterialni expresni systémy

Bakterialni systém se pouziva pro klonovani DNA a expresi rekombinantnich proteind.
Nejpouzivangjsi zastupce toho systému je Escherichia coli. Vyhodou systému je dobra znalost
tohoto systému a kultiva¢nich podminek, E. coli jsou schopné rist jak tekutych, tak na tuhych
medii v normalni atmosféie pii teplotach od 23 °C do 37°C. Pii produkei rekombinantnich
proteinll v E. coli jsou obecné nejvyssi vytézky a rist bakterii je dostate¢né rychly. Jako vyhody
jsou taky: velky vybér klonovacich vektort, dostupnost efektivnich metod pro transformaci,
izolaci DNA i rekombinantnich proteind, vysoké vytézky, nizka cena [16].

Nicméné proteiny produkované E. coli nemaji stejné posttranslacni modifikace jako
proteiny z eukaryotniho expresniho systému, protein tak mize mit zménénou biologickou
aktivitu, kontaminace lipopolysacharidem (endotoxin), pfitomnost, kterého muze byt
tolerovana pti aplikaci produktu in vitro, ale musi byt odstranéna pro in vivo aplikace [16].

2.2.3.2. Kvasinkové expresni systémy

Kvasinky se pouZivaji jako nejjednodussi eukaryoticky expresni systém. Lze je snadno
kultivovat, podobné jako E. coli, ale jejich vyhodou je moznost regulovat posttranslacni
modifikace. U systému nedochéazi k produkci bakteridlnich endotoxinti, lze realizovat také
jednoduse purifikace sekretovanych proteinil, je mozna velkoobjemova kultivace a naklady
jsou take relativné nizké [16].

vvvvvv

od savcich buné€k a je nizsi vytézek proteinli nez u E. coli [16].
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2.2.33. Hmyzi expresni systémy

Hmyzi expresni systém vsobé zahrnuje vyhody jak eukaryontnich, tak castecné i
prokaryontnich expresnich systémil. VnaSeni DNA do hostitelské buiiky se uskuteciiuje pomoci
dvouvldknového DNA viru Autographa californica — bakuloviru. Tento expresni systém vnasi
DNA kodujici rekombinantni protein do kultury hmyzich bunék formou infekce
rekombinovanym bakulovirem. Pfiprava, ovéfeni a udrZzovani dostatecného mnoZstvi
bakulovirového expresniho systému spocivaji ve vysoké vytéznosti produktu, nepfitomnosti
endotoxinu a v podobnosti posttranslacni modifikace proteinu s modifikaci probihajici v
sav¢ich bunkach.

Nevyhodou hmyzich bunék jsou vySsi naklady na kultivaci a vétSi ndro¢nost na cas
1 odbornou manipulaci [3],[16].

2.2.34. Savci expresni systémy

Pro ptipravu sav¢iho proteinu miize byt nejvhodnéjsi zvolit saveéi expresni systém. U tohoto
systétmu je predpoklad stejnych posttranslaénich modifikaci, coz je acylace, fosforylace,
lipidizace, glykozylace, citrulinace, tvorba disulfidickych mistkii a mnoho dalSich.

Problém exprese rekombinantnich proteini v sav€ich liniich spoc¢iva ve vysoké finanéni
naro¢nosti a relativné nizkém vytézku. Pro dosaZeni nejlepSich vytézku je nutno pfipravit
stabiln€ transfekovanou linii bun€k u které se bude integrovany genom mnozit spolené
s délicimi se buiikami. Selekce takovéto linie zpravidla trva n€kolik tydnil a je nutné expresi
proteinti pribézné monitorovat, abych nedoslo k selektovani klonu rezistentniho na selek¢ni
marker, ale neprodukujiciho dostate¢né mnozstvi rekombinantniho proteinu coz muze byt
zpusobeno integraci Casti kodujiciho rezistenci na selekéni marker plazmidu nebo
metabolickym potlacenim produkce proteinti, ktery zatézuje bunku [16].

2.2.4. Priprava expresniho plazmidu

Expresni vektory slouzi k ptenosu cizorodé DNA do hostitelské buniky pro jeji replikaci
nebo expresi. Nejpouzivan&jsim typem vektoru jsou plazmidy, cirkularni molekuly
extrachromozomalni DNA, schopné se autonomné mnozit a pfendSet se na potomstvo [3].
Vektor musi nést sekvence pro vlastni replikace v hostitelské buiice (replikator, selekéni
marker, klonovaci misto), silné regulacni oblasti pro expresi proteinu v zaklonovaném genu,
klonovaci misto tvorené fadou riiznych restrik¢nich mist a selek¢ni markery [17].

2.2.4.1. Subklonovani

Integrace genu do vektoru se provadi pomoci ligaci. Nejdfive je nutnd linearizace plazmidu
Cili rozstépeni kruhové molekuly DNA. NaruSeni kruhové struktury plazmidové DNA se
provadi pomoci enzymu restriktazy a prislusného vhodného pufru, ktery umoziuje Stépeni
DNA. Poté dochazi k vlozeni piislusného genu a jeho zaclenéni pomoci T4 DNA-ligazy.
Pomoci Gen se do vektoru zacleni a kovalentné se navaze [17].

2.24.2. Gateway

Gateway je komercéné dostupny expresni systém vyzivajici rekombinaci mezi dvéma
heterolognimi sekvencemi, kterd se provadi pomoci enzymu pochazejicimu z bakteriofaga
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lambda. Tento umoZznuje zaclenéni faga do chromozomu E.coli a také prepinani mezi lytickym
a lyzogennim cyklem. Tato metoda funguje na principu reversibilni rekombinantni reakce, kde
odpada pouziti restrikénich enzymt a nutnost purifikace PCR produkt po ligaci. Vyhodou
tohoto systému je to, Ze po vlozeni pozadované¢ho genu do Gateway vektoru, tento miize byt
pfenesen do mnoha dalSich expresnich vektort, coz zvysuje flexibilitu této metody. Tato
metoda je navic jednoduchd, vykazuje vysokou efektivitu (cca.99%), rychla a provadi se za
pokojové teploty.

Zakladem klonovani Gateway technologii jsou BP a LR reakce, coz je dvoukrokova
rekombinace vektoru ve specifickych att mistech [4].

2.24.2.1. PCR

PCR (polymeratova fetézova reakce) je jednou z nejrozsifenéjSich metod v molekularni
biologii. Principem této metody je namnozeni potiebného tiseku DNA replikaci nukleovych
kyselin in vitro. Kopie tseku DNA jsou syntetizovany podle templatu enzymem DNA-
polymerazou na zakladé komplementarity bazi. Prvnim krokem je denaturace dvouretézcové
DNA za vysoké teploty a vytvoreni jednofetézcového templatu.

Chemicky syntetizované kratké useky oligonukleotidl, tzv. primery, se pfipojuji ke
komplementarnim usekim fetézci DNA, které budou amplifikovany, DNA-polymeraza
paknasyntetizuje nové vlakno DNA [18].

2.2.4.2.2. BP reakce

Prvnim krokem technologie Gateway je pfiprava entry klonu (vysvétlit, co to je). Entry
klony jsou produkty rekombinaci donorového vektoru s PCR produktem pozadovaného genu.
Béhem BP reakces PCR produktem, ktery je ohranic¢en vzdy dvéma misty attBl a attB2,
dochazi k rekombinaci s jinou molekulou DNA obsahujici a#P misto, ohrani¢eném misty attP1
a attP2. Vektory, které se poZivaji v této metod€ nesou gen ccdB, zabrafujici pieziti bunck
nesoucich prazdny vektor, a to tim zptisobem, ze toxicky pro kmen E.coli produkt genu ccdB
integruje s bakteridlnim enzymem gyrdzou, ktery je zodpovédny za spravné vinuti DNA béhem
replikace. Zptsobené zlomy v DNA znemoznuji jeji replikaci. Takze pozadovany gen se
ohrani¢uje a#tB misty, kterd jsou vnesena pomoci specifického primeru, a jak je uvedeno na
obrazku 2, pomoci BP klonasy dochazi k rekombinaci mezi ccdB genem v donorovém vektoru
a PCR produktem pozadovaného genu. Vysledny produkt se nazyva vystupnim vektorem, a
nami pozadovany gen je ohranicen misty a#tL] a attL2 [4].
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attBl attB2 attP1 attP2

gen +

PCR produkt Donorovy vektor
BP clonasa
attll attl2 attR1 attR2
gen + LT
Vstupni vektor Vedlej$iprodukt

Obrazek 2. Pritbéh BP reakce [19].
2.2.4.2.3. LR reakce

Dalsim krokem je LR reakce. Béhem této reakce se vystupni vektor, ptipraveny béhem BP
reakce, integruje do destina¢niho vektoru. Pisobenim LR klonazy je poZzadovany gen vysttfizen
z vystupniho klonu a pfemistén do destinaéniho vektoru za vzniku expresniho klonu.
Vysledkem této reakce je plazmid, ktery nese inzert, zaclenény na misto genu ccdB a tim je
zajisténo preziti bunék nesoucich vektor s inzertem [4].

attlLl attl2 attR1 attR2

gen +

Vstupni vektor Destina¢ni vektor

LR clonasa

attB1 attB2 attP1 attP2
gen + LI

Expresni vektor Vedlejsiprodukt

Obrazek 3. Priibéh LR reakce — priprava expresniho vektoru [19].
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2.2.4.3. Sekvenovani

Po naklonovani konstrukti a jejich izolaci je potfeba ovétit spravnost klonovani sekvenci.
Je nutné zjistit, zda doslo k spravnému vneseni konstruktu a zda nedoslo k vytvoteni deleci,
mutaci nebo inzerci nezadouci DNA [20].

Nejcastéji pouzivanou sekvenacni technikou je v soucasné dob¢ automaticka fluorescenéni
sekvenace. Toto je zaloZzeno na principu Sangerovy enzymatické metody kdy se pouzivaji
znacené primery nebo terminatory (dideoxynukleotidtrifosfaty). Poté dochazi k detekci DNA
pomoci kapilarni elektroforézy, kdy jsou pomoci laserové detekce snimany 4 vinové délky
emitovaného zafeni a signaly jsou zpracovany softwarem [20].

2.2.5. Vneseni plazmidi

Vneseni rekombinantni DNA do prokaryotické buniky oznacuje jako transformace, do
eukaryotické bunky jako transfekce. Pfredpokladem pro ptestup cizorodé DNA do bunky je
permeabilizace bunééné membrany. Jsou dva klasické zpisoby: chemicky a elektricky.
Chemicky spociva v tom, ze pomoci chemickych latek dojde k vytvoreni chemokompetentnich
bunék, které jsou po ptidani DNA snadno transformovatelné tepelnym Sokem. Elektricka
metoda spociva v pouziti eklektického pulzu pro docasnou destabilizaci bunééné membrany,
tzv. elektroporaci. Kromé téchto metod se k transfekci pouzivaji komplexy rekombinantnich
DNA s kationickymi polymery nebo lipozomy, které se aduji na bunécnou sténu a pronikaji
pfes cytoplazmatickou membranu nebo infekce rekombinantnim bakulovirem [16].

Pti selektovani transformované nebo transfekované kolonie bunék je potfeba pouzit
selekéni marker k rozliSeni transformovanych a transfekovanych kolonii bunék. Jako markery
se pouzivaji geny kodujici rezistenci k antibiotikim nebo néjakym toxickym latkam, které
umoznuji preziti pozadovanych bunécnych kolonii v kultivaénim médiu s timto selekénim
markrem a vyselektuji kolonie bunék, u nichz transformace ¢i transfekce nebyla uspesna. [16].

2.3. Purifikace proteini

vvvvvv

Purifikace proteini je jeden z nejdilezitéjSich procesti v biotechnologii., Pro
biotechnologické ti¢ely je zadouci ziskani velkého objemu purifikovanych a chemicky ¢istych
proteinll bez pfimési balastnich latek, kterymi jsou nukleové kyseliny, lipidy, sacharidy a
ostatni proteiny [21].

Pti proteinové purifikaci dochazi nej€astéji k izolaci urc¢itého proteinu z biologické tkané ¢i
mikrobidlni kultury pfi udrzeni jeho enzymatické aktivity. Dulezitym krokem pro uspéSnou
purifikaci je volba vhodné technologie a optimalizace procesu podle pozadovaného produktu
[21].

2.3.1. Purifikacni strategie

Nejprve je potieba sestavit postup purifikace, ktery bude zaviset na pouzitém materialu,
potiebné Cistoté vysledného produktu, obsahu potifebnych latek a vysledném pouziti. Vybér
vhodného vychoziho materiala je jednim z nejdilezitéjSich krokli, a musi byt zvolen tak, aby
byl vytézek proteinli maximalni pii minimalnich odbérech biologického materialu [21].

VétSinou je potieba pouzit nékolik kroki pro dosazeni potfebné Cistoty produktu. Timto
miZze dojit ke ztratdm, a proto je potieba ptihlédnout k efektivité téchto krokt [21].
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2.3.1.1. Trifazova purifika¢ni strategie

Ttifazova purifikacni strategie je zalozena na tfech zdkladnich fazich: zachyt, intermedialni
purifikace a CiSténi. Tato strategie je koncipovadna tak, aby zajistila co nejrychlej$i vyvoj
purifikanich metodik, rychlé ziskani produktu a pfi tom byla dodrZena ekonomicka efektivita
purifika¢niho procesu. Tento pfistup je univerzalni a je doporucen pro libovolnou vicekrokovou
purifikaci proteint.

Pred zacatkem celého procesu dochézi k obvykle extrakci a homogenizaci biologického
materidlu, pro dosaZeni stability produktu a jeho homogenizaci pro naslednou purifikaci.
V né€kterych ptipadech neni potfeba tento provadét tyto kroky, a pred samotnou chromatografii
je ve vzorku pouze upravena iontova sila a pH.

Prvnim krokem je zachyt. Béhem zachytu jsou z pivodniho materidlu odstranény hlavni
necistoty a produkt je CasteCné izolovan. Rovnéz dochédzi k zakoncentrovani a stabilizaci
vzorku tak, aby byla zachovéana biologické aktivita proteinti. V druhém kroku (intermedidlni
purifikace) jsou odstranény balastni kontaminanty, jako jsou nukleové kyseliny, ostatni
proteiny, endotoxiny a viry. Poslednim krokem (¢iSténi) jsou odstranény zbyvajici stopové
necistoty nebo blizké ptibuzné substance a je dosazena vysledna Cistota produktu. Jednotlivé
kroky jsou zobrazené na obrazkuObrazek 4 [21].

Cisténi

Intermedialni
purifikace

Cistota produktu

Zachyt

Y

pocet krokd

Obrazek 4. Trifazova purifikacni strategie [22].
Ttifazova purifikacni strategie nemusi probihat vzdy pouze ve tfech krocich a je sestavena
podle pozadované vysledné Cistoty a podle vlastnosti vychoziho materidli. [21], [22].

2.3.2. Metody izolace proteinii

Proteiny jsou vétSinou purifikovany pomoci chromatografickych technik. Kazda z téchto
technik mé odlisny zplisob purifikace, a vybér metody kterou budeme pouzivat zavisi na
pozadovanych vlastnostech vysledného produktu. Vzhledem k tomu, ze kazda technika funguje
podle urcitého mechanizmu a pii tom mé sva omezeni, neni mozné jejich pouziti pro libovolny
krok purifikace [22].
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2.3.3. Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie oddéluje proteiny na zdklad¢ reverzibilnich interakci mezi
proteinem a specidlnim ligandem, umisténym na chromatografické matrici. Tato metoda je
unikatni a umoziluje separovat biomolekuly na zaklad¢é jejich biologickych funkci nebo
individualni chemické struktury. Timto je umoznéno odd¢lit aktivni molekuly od
denaturovanych, a ziskat velky a Cisty vytézek molekul proteint, které jsou pfitomny v malych
koncentracich a ve velkych objemech surového vzorku [23].

Afinitni chromatografie je obvykle prvnim krokem purifikacniho protokolu, diky své
vysoké specifit¢ k pevné navazanému proteinu a tim odmyti ostatnich slozek bunééného lyzatu
nebo kultivacniho media. Slozka, kterd musi byt oddélena, je specificky navdzana kovalentni
vazbou na matrix kolony, pfi podminkach ptiznivych pro jejich specifickou vazbu k ligandu.
Nenavézané slozky z vysledného vzorku jsou vymyty. Eluce se provadi specificky pti pouziti
konkuren¢niho ligandu nebo nespecificky pomoci zmény pH, iontové sily nebo polarity.
Vysledny protein se shromazd’uje ve vycisténé, koncentrované formée (Obrazek 5) [23].

_Vazba  Promwti  Eluce Odsolovani

-

NawN N AW < 4
\_ﬁ' L &' Automaticky \ “'

) l °
C‘l Y] L J)"—.
ilovy g JnésoZkysmési ® g0l L Ligand W) Afntninosic Odsolovaci
protein proteind - nosié

Obrazek 5. Schéma afinitni chromatografie [24].
2.3.3.1. SDS-PAGE

SDS-PAGE analyza je laboratorni technika, kterd se vyuziva k separaci a vizualizaci
proteind podle jejich molekulové hmotnosti na zakladé¢ jejich rozdilu v rychlosti migrace pies
sitovou matrici (gel) piasobenim elektrického pole. Tato metoda vyuziva nespojitého
polyakrylamidového gelu jako podplrného média a sodium dodecyl sulfat k denaturaci
proteint.

SDS je detergent, ktery nese negativni naboj na svém povrchu a je schopen rozpoustét
hydrofobni molekuly a narusit tercialni strukturu proteinti. SDS pokryva polypeptidovy fetézec
negativnim nabojem, ktery maskuje vnitini naboj na R-skupinach a vaze se ho takové mnozstvi,
které proporcionalné odpovidd molekulové hmotnosti proteinu. Jako vysledek dostdvame
protein negativnim elektrickym nébojem, ktery v elektrickém poli migruje k pozitivnimu pdlu
a je umoznéna jeho separace.
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Denaturované proteiny se po umisténi do elektrického pole budou pohybovat smérem ke
kladnému polu, ale stejnou rychlosti, proto je tfeba umistit proteiny do takovych podminek,
které umozni pohyb k anod¢ v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti. Proto se poziva
gelova matrice, v daném piipad¢€ polyakrylamid, ktery je chemicky inertni a mtze byt vyroben
v ruznych koncentracich.

Pro vytvoreni elektrického pole a vytvotreni proudového napéti od katody k anod¢ pies gel
je potieba pufr. VEtSinou se pouziva Laemmliho systém pufit, ktery se sklada ze dvou pufrii o
rizné hodnoté pH pro pfipravu zaostfovaciho a separacniho gelu a jeden pufr tvorici elektrolyt.
Systém se nastavuje pomoci zaostfovaciho gelu o pH 6,8, pufrovaného pomoci Tris-HCI,
rozdélovaciho gelu o pH 8,8 pomoci Tris-HCI a pufru pro elektrodu o pH 8,3. Zaostfovaci gel
ma nizkou koncentraci akrylamidu a separa¢ni gel ma vyssi koncentraci, coz umoziuje
zpomalit pohyb proteinu.

Glycin, ktery je slozkou polyakrylového gelu méni sviij ndboj v zavislosti na pH roztoku a
této vlastnosti se vyuziva pii elektroforéze. Negativné nabité glycinové iony, které jsou
obsazené v separacnim gelu vstupuji do zaostfovaciho gelu, kde ztraci sviij ndboj a dochazi
k zpomaleni jejich pohybu v elektrickém poli. Oproti tomu se ionty chléru pohybuji mnohem
rychleji. VSechny proteiny v gelovém vzorku maji elektroforetickou pohyblivost, ktera je
sttedem mezi extrémni pohyblivosti glycinu a CI', takZe kdyz ob¢ fronty prochdzeji jamkou
vzorku, proteiny jsou koncentrovany do uzké zony mezi Cl™ a glycinu [21], [25].

2.3.3.2. Western Blotting

Western blot je analyza pouZivana pro oddéleni a identifikaci proteinu pomoci ELFO na
pevnou membranu. Pii této technice se smés proteinti oddéli na zdklad¢ specifické vazby
protilatky [26].

Nejprve se vyextrahuji proteiny z tkani nebo kultivovanych bunék a odstrani se
kontaminujici latky. Vzorky se pak separuji podle molekulové hmotnosti gelovou
elektroforézou na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfitem sodnym (SDS-PAGE).
Kone¢nym krokem postupu western blotu je identifikace ptitomnosti specifického proteinu.
Vzhledem k tomu, ze vrstva gelu je extrémné jemna, nejprve je potieba prenést proteiny na
tenkou nitrocelul6zovou membranu v procesu "blotting". Tento proces vyuzivd proud pro
pfesun proteinu z gelu na membranu. Po pfenosu proteinu na membranu se tento detekuje ve
vzorku pomoci inkubace v roztoku se specifickou protilatkou. Tato protilatka je pfipojena k
radioaktivnimu izotopu, snadno detekovatelnému enzymu nebo fluorescencnimu barvivu.
Oznacena protilatka oznacuje piitomnost proteinu jako diskrétniho pasu v draze gelu.
Porovnanim umisténi proteinu na blotu se standardnim proteinovym zebtikem se zjistuje jeho
specifické molekulové hmotnosti [17].

Latky, které se nenavazali se odmyji a tim zlstavaji pouze navazané protilatky na
pozadovany protein. Pro oznaceni protilatek se pouzivaji enzymy, napf. alkalicka fosfataza
nebo kienova peroxidaza, které¢ se da detekovat vizualné pomoci konverze kolorimetrického
substratu (chromogenu) nebo diky zméné¢ chemiluminiscenéniho substratu, ktery je poté
schopen emitovat snadno detekovatelné signaly [27].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Cil prace

Cilem experimentalni ¢asti této bakalatské prace bylo:
Gateway klonovani — LR reakce pro pfipravu expresnich klonli pro produkei proteinti

transformace kompetentnich bunék
izolace plazmidové DNA
ovéteni spravnosti jednotlivych klond sekvenovanim
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3.2. Materialy a pristroje

3.2.1. Enzymy

e Gateway BP Clonase II Enzyme Mix
e (Gateway LR Clonase II Enzyme Mix
e Proteinase K (2 pg/ul)

3.2.2. Primery

Thermo Fischer Scientific
Thermo Fischer Scientific
Thermo Fischer Scientific

e T7 forward primer (100 mM)
e T7 reverse primer (100 mM)

3.2.3. Plazmidy

e (Gateway pDONR221 Vector
e Gateway pDEST17 Vector

3.2.4. Ostatni material

e DNA Zebiitek 1 kb DNA Ladder
e Nucleo Spin Plasmid NoLid

3.2.5. Laboratorni pristroje

e Autoklav

e Centrifuga

e Centrifuga stolni

e [Elektroforeticka vana
e Inkubator

e Sada pipet

e Spektrofotometr

e Termoblok

e Termostat

e Transiluminator

e Ttepacka

e Vihy

e Vortex

e Zdroj napéti

e Zobrazovaci zafizeni

3.2.6. Chemikalie

e Agardza

e Agardza

e Ampicilin
e EDTA

e Ethanol

Thermo Fischer Scientific
Thermo Fischer Scientific

New England Biolabs
Machery

Microjet Enbio, Personal Microwave Autoclave
Eppendorf 5804R

miniSpin, Eppendorf

Mini-SUB CELL GT, BIO-RAD
QBT2, Grant

Eppendorf Research

NanoDrop ND-1000

Thermomixer Comfort Eppendorf
Biological Thermostat BT 120M
UVT-28MP, Herolab

Orbital Shaker-Incubator, Biosan
Sartorius TE 412

Vortex 2 Genie, Scientific Industries
POWER PAC BASIC, BIO-RAD
LCU-I, Herolab

Oxoid

Serva

BB Pharma
Sigma Aldrich
Merck
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Glukoza
Glycerol

Chlorid hotecnaty
Chlorid véapenaty
Kyselina octova
NaCl

Siran hotfecnaty
Tris

Trypton

YEAST

GelRed

Sigma-Aldrich
Serva
Sigma-Aldrich
Penta

Merck

Penta

Lach-Ner

Sigma Aldrich
Duchefa Biochemie
Duchefa Biochemie

Nucleic Acid Gel Stain, Biotium
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3.3. Metody

3.3.1. BP reakce

BP reakce nebyla provedena, protoze pro produkci rekombinantniho proteinu byly

poskytnuty entry klony z laboratote Thorstena Stiewa z Marburgu (Némecko) [28].
Tabulka 1: Pouzité Entry klony.

Nazev Oznaceni v bakalarské praci Koncentrace [ng/pl]
PENTRD-p53-

S183AS185A A 225,25
pENTR-p53RR-A344A B 272,04
pENTR-p53EE-L344A C 249 44

pENTRD-p53-

S183DS185D D 305,16

3.3.2. LR reakce

Pro provedeni LR reakce byly pouzity klony ptipravené v Némecku s oznac¢enim A, B, C,
D. Jako destina¢ni vektor byl vybran plazmid pDEST17.

Piiprava TE pufru

Do 500 ml odmérné baiiky se ptidalo 5 ml 1M roztoku Trisu a 1 ml 0,5M roztoku EDTA.
Odmeérna barika se doplnila po znacku destilovanou vodou, pH bylo upraveno na hodnotu 7,9,
roztokem NaOH.

LR

Mnozstvi piidaného entry klonu a destina¢niho vektoru bylo vypocitano tak, aby bylo
plazmidl ve smesi molarné stejn€, coz v tomto piipadé znamend 150 ng entry klonu a 300 ng
destinacniho vektoru. Entery klon, destina¢ni vektor, TE pufr a LR klonaza byly smichany a
zvortexovany v mnozstvi uvedeném v tabulceTabulka 2: do celkového objemu 10 pl.

Tabulka 2: Slozeni reakéni smési pro LR reakce.

Vli;l;gni Mnozstvi klonu [pl] pDESTI17 [ul] | TE pufr [ul] LR Klonaza [p]
A 0,66 1,74 5,60 2
B 0,55 1,74 5,71 2
C 0,60 1,74 5,66 2
D 0,49 1,74 5,77 2

Vzorky se nechaly se inkubovat ptes noc pti teploté 25°C. Po probéhnuti LR reakce byl pfidan
Tl proteinazy K ke kazdému vzorku. Vzorky byly zvortexovany
a stoceny pomoci centrifugy a nasledné se nechaly inkubovat 10 minut pti 37°C.
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3.3.3. Transformace

Pro transformaci byly pouzity kompetentni buitky STBL3.
Piiprava STBL3

10 ml bakteridlni kultury se kultivovalo v LB médiu v 100 ml Erlenmeyerové baiice pii
37°C ptes noc. 1 ml bun¢k byl nasledné pfenesen do 50 ml LB média. Dalsi inkubace probihala
3 hodiny pii 37°C na tfepacce. Builkky byly nasledné pfeneseny do vychlazenych 50 ml
zkumavek a byly nésledné¢ inkubovany na ledu po dobu 10 min. Poté byly zkumavky
centrifugovany pii 6000 rpm po dobu 10 minut pti 4°C. Supernatant byl odstranén a pelet
rozsuspendovan v 10 ml vychlazeného 0,1M roztoku CaClx. Smés byla inkubovana 25 minut
na ledu a nasledné znovu centrifugovana pii 6000 rpm po dobu 10 minut pti 4°C. Supernatant
byl odstranén, pelety byly rozsuspendovany v 1 ml 0,1M roztoku CaClz a do suspenze bylo
pfidano 0,2 ml 70% sterilniho glycerolu. Po opatrném zamichéani na ledu smés byla rozdélena
po 100 ul do ependorfek a ependorfky byly nésledné zmrazeny v kapalném dusiku a ulozeny
do hlubokomraziciho boxu pti -70°C.

Transformace

V kazdé¢ vzorku bylo smichano 50 ul kompetentnich bunék STBL3 s 8 ul transformovaného
plazmidu po LR reakci. Smés se nechala inkubovat na ledu 30 minut. Poté se vzorky prenesly
na termoblok a provedl se po dobu 40 vtefin tepelny Sok pii 42°C. Nasledn¢ byly vzorky
pfeneseny na led a inkubovany na led€ po dobu 2 minut. Do kazdé ependorfky bylo pfidano po
I ml SOC media ptedehtatého na 37°. Vzorky byly opatrné€ promichané a nechaly se inkubovat
na termobloku 1 hodinu pti 37°C a 250 rpm.

Piiprava SOC media

Pro ptipravu 100 ml SOC media byly smichany 2 g tryptonu, 0,5 g kvasinkového extraktu,
I ml IM NaCl a 25 ml 1M HCL Smés byla doplnéna na objem 100 ml destilovanou vodou.
Vznikly roztok se nasledné¢ vyautoklavoval. Dale byla smés rozpipetovana do ependorfek o
objemu 2 ml a do kazd¢ ependorfky se ptidalo po 20 pl 1M glukosy, 10 ul 1M MgClza 10 pl
IM MgSOs.

Prvni kultivace bunék a priprava LB média

Pro ptipravu 200 ml LB media bylo rozpusténo 2 g NaCl, 2 g tryptonu, 1 g kvasinkového
extraktu a 2,8 g agaru (vysledna koncentrace 1,4 %) v destilované vod¢, doplnéné do celkového
objemu 200 ml. Smés byla vysterilizovana v autoklavu. Do 200 ml vychladlého média bylo
pridano antibiotikum: 200 pl ampicilinu na 200 ml (vyslednéa koncentrace 100 pg/ml).

Po inkubaci byla smés bun€k centrifugovana pii 0,1 x g, piebytek SOC média byl slit a
zbyly objem bun¢k byl pfenesen na Petriho misku s agarem. Roztér bakterialni kultury na misce
byl vzdy proveden ve sterilni digestofi sterilni hokejkou. Vzorky se kultivovaly ptfes noc pfi
37°C v inkubatoru (max 16 hodin, poté byly pfeneseny do chladnicky).

Druha kultivace bunék v LB médiu

Bylo pfipraveno tekuté LB médium stejnym zplsobem jako bylo popsano v piedchozi
kapitole, ale bez pfidani agaru. Do vysterilizovaného média bylo po vychladnuti pfidano
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antibiotikum ampicilin tak, aby vyslednd koncentrace byla 100 pg/ml. Médium bylo
rozpipetovano po 5 ml do falkonek.

Z narostlych kolonii po prvni kultivaci bunék byla vzdy vybrana jedna kolonie bez
satelitnich kolonii. Jedna polovina oznacené kolonie byla prevedena do tekutého LB média a
s druhou polovinou byl udélan kiizovy roztér na pevném LB agaru s ampicilinem. Vzorky se
kultivovaly 12 hodin pti 37°C, a to bud’ na tfepacce (tekuté LB) nebo v inkubatoru (pevné LB).

3.3.4. Izolace plazmidové DNA

5 ml zaoCkovaného LB média s ampicilinem bylo pfes noc ponechano na tiepacce pii 140
rpm a 37 °C. Nasledujici den bylo z narostlé kultury odebrano 500 pl, doplnéno 713 pl 70%
glycerolu a po diikladném promiseni byla kultura ulozena do hlubokomraziciho boxu na -80°C
jako zasobni.

Zbytek narostlé kultury byl centrifugovan pti 11,000 x g po dobu 60 vtefin.

Plazmidova DNA byla izolovana pomoci komer¢niho kitu NoLid® Nucleo Spin Plasmid.

Postup:

e 5 ml bakteridlni kultury bylo sto¢eno pti 11000 rpm po dobu 30 sekund, poté byl

odstranén supernatant.

e Pelet bunck byl rozsuspendovan pipetou v 250 ul roztoku Buffer Al.

e Bylo pfiddano 250 pl roztoku Buffer A2 a vzorky byly promichdny oto€enim zkumavky.

Roztok se nechal inkubovat ptfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

e Ke smési bylo ptidano 300 ul roztoku Buffer A3 a vzorky byly promichany oto¢enim

zkumavky.

e Smés byla centrifugovana pti 11000 rpm po dobu 5 minut.

e Kolonka NucleoSpin® Plasmid Colum byla vloZzena do sbérné nadobky Collection Tube

a supernatant z predchoziho kroku v maximalnim mnozstvi 750 ul byl nepipetovan do
kolony. Zkumavky byly centrifugované 1 minutu pti 11000 rpm. Tekutina byla po
centrifugaci odstranéna.

e Do kolony bylo nepipetovano 600 pl roztoku Buffer A4 a vzorky se stoCily na

centrifuze po dobu 1 minuty pifi 11000 rpm. Roztok byl po centrifugaci odstranén.
Tento promyvaci krok se opakoval jesté jednou.

e Kolonka bylo vysuSena centrifugaci po dobu 2 minut pti 11000 rpm. Roztok byl po

centrifugaci odstranén.

e Kolony byly umisténé do nové zkumavky a do kolony bylo pfiddno 30 pl roztoku Buffer

AE a sm¢s se nechala inkubovat se pii1 70°C 2 minuty. Nasledné byly vzorky stoceny
pti 11000 rpm po dobu 2 minut. Eluat obsahuje izolovanou DNA.

e Koncentrace naizolované DNA byla nasledn¢ zméiena na spektrofotometru.

3.3.5. Sekvenovani

Pro sekvenovani byly vzorky rozpipetované po 5 pl do dvou sad o koncentraci 80—100 ng
plasmidu na jeden vzorek. Podle potieby byly vzorky piedem fedény destilovanou vodou.
K jedné sad¢ bylo pfidano 5 pl primeru oznaceného jako Foward T7, do druhé sady bylo
pridano stejné mnozstvi primeru s oznac¢enim Reverse T7 terminator. Vzorky byly poslany na
sekvenovani firmé GATC biotech.
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3.3.6. Gelova elektroforéza

Priprava nanaseciho LB pufru

Pro ptipravu 6x koncentrovaného LB pufru se v 500ml odmérné batce smichalo 200 g
glycerolu, 1 g bromfenolové modii a 1 g xylencyanolové violeti. Odmérna baiika se doplnila
po znacku destilovanou vodou.

Piiprava TAE pufru

Do litrové odmérné baiiky se ptidalo 242 g Trisu, 18,6 g EDTA a 57,1 ml kyseliny octové.
Odmeérna baiika se doplnila po znacku destilovanou vodou.

Piiprava vzorku pro elektroforézu

Vzorky pro kontrolu naizolavané DNA byly pfipraveny smichanim plazmidové DNA

s destilovanou vodou a LB pufrem podle tabulkyTabulka 3:.

Tabulka 3: Slozeni reakéni smési pro elektroforézu.
Vzorek Mnozstvi vzorku [pl] H20 [u] LB puft [ul]
A 2,22 7,78 1
B 0,46 9,54 1
C 2,38 7,62 1
D 2,94 7,06 1
pDEST17 0,58 9,5 1
Zebticek 1 9 1

Priprava agarézového gelu

Pro elektroforézu byl ptipraven 0,5 % gel. Do Erlenmeyerovy baiiky bylo ptfidano 0,5 g
agarozy, 2 ml TAE pufru a objem byl doplnén na 100 ml destilovanou vodou. Sm¢s se nechala
rozvatit v mikrovinné troub€. Po ochlazeni byl do gelu ptidan GelRed v mnozstvi 0,2ul. Gel
byl nalit do pfedem sestavené vanicky a do gelu byl vlozen hieben. Po ztuhnuti byl gel pfenesen
do vany s pufrem a hieben byl ndsledn¢ z gelu vyndan.

Elektroforéza

Vzorky byly nanesené¢ na gel, elektroforetickd vana byla piipojena ke zdroji napéti a
elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 80 V po dobu 80 minut pii 4°C, pote napéti bylo
zvysSeno na 110 V na dobu 20 minut. Vizualizace a odecteni vysledkiit DNA bylo provedeno
pomoci UV-transiluminatoru.
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3.3.7. Srovnani plasmidi pouzivanych a vytvorenych pri Gateway klonovani

Priprava vzorku

Vzorky pro porovnaci elektroforézu byly ptipraveny smichanim komponentu podle tabulky

4.
Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro elektroforézu.
Koncentrace
Mnozstvi vzorku
Vzorek H20 [ul LB pufr [ul
[ng/ul] m 20 [pl] pufr [pl]
pDONR221 465,30 0,220 9,780 2
Entryklon A 225,25 0,444 9,559 2
pDEST17 121,30 0,824 9,176 2
Expresni klon
178,00 0,562 9,438 2
pDEST/A
Zebticek 500,00 0,500 4,500 1
Elektroforéza

Pro elektroforézu byl zvolen 1 % agarézovy gel pfedem ptipraveny podle postupu
uvedeném v piedchozi kapitole. Elektroforéza probihala 60 minut pii napéti 100 V
a pti pokojové teploté. Vizualizace a odecteni vysledki elektroforézy bylo provedeno pomoci

UV-transiluminatoru.
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4. Vysledky a diskuze
4.1. LR reakce

Béhem LR rekce dochazi k rekombinaci mezi entry klonem obsahujicim a#tL mista a
destina¢nim vektorem obsahujicim a#/R mista. Jako destinacni vektor byl pouzit plazmid
pDEST17 (mapa plasmidu Obrazek 6) kvuli pfitomnosti hexahistidinové kotvy, ktera se
pouzivé pro purifikaci proteini béhem afinitni chromatografie.

T7_promoter
Xbal (59)
T7_transl_en_RBS
Ndel (99)

pBRrevBam_primer attR1

ORF frame 3 attR2

me 1 Notl (266)
ORF frame 1 lac_promoter
Nrul (5750) CAT/CamR

ORF frame 1

Ncol (887)
Xmal (1455)
Smal (1457)
ccdB

6354 bp

ROP

pGEX_3_primer Sall (1714)
attR2
attR1
T7_Terminal_primer
T7_terminator
Nhel (2128)
Hindlll (2328)
pBR322_origin Clal (2335)

Aatll (2438)

AmpR_promoter

Ampicillin

ORF frame 2

Obrazek 6. Mapa destinacniho vektoru pDESTI7 [29].
Byly pfipraveny varianty kone¢nych konstruktu: pDEST17/A, pDEST17/C, pDEST17/D.

4.2. Transformace

Po transformaci plazmida ziskanych v LR reakci do kompetentnich bun¢k STBL3 doslo
k selekei pozitivnich kolonii na agarovych plotnidch s ampicilinem. Nésledné byly pro dalsi
kroky vybrany vzdy kolonie bez satelitti. Po netspésnych pokusech u vzorku D byly vybrano
z kazdé misky dalsi tii kolonie, celkem byla DNA izolovéana z Sesti kolonii a tyto DNA jsme
nasledné odeslali k sekvenaci.
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Obrazek 7. Kolonie narostlé po transformaci kompetentnich bunek STBL3 LB agaru
obsahujici inzert A.

Obrazek §. Kolonie narostlé po transformaci kompetentnich bunék STBL3 LB agaru
obsahujici inzert B.
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Obrazek 9. Kolonie narostlé po transformaci kompetentnich bunek STBL3 na LB agaru
obsahujici inzert D.

Obrazek 10.  Kolonie narostlé po transformaci kompetentnich bunék STBL3 na LB agaru
obsahujici inzert C.
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4.3. Izolace DNA

Plazmidovou DNA jsme nasledné izolovali pomoci komercniho kitu (pfesny postup je
popsan v podkapitole 3.6). Pro vyhodnoceni izolace DNA byla pouzitd elektroforéza
v agarozovém gelu a nasledna detekce. Na obrazcichObrazek 11
a Obrazek 12 jsou zobrazeny vysledky elektroforézy, kde jsou vidét rozdily mezi jednotlivymi
konstrukty.

Pouzity zebfticek, umistény ve startu ¢. 1 (Obrazek 11) a ¢. 5 (Obrazek 12), mé rozsah
velikosti 0,5 kb - 10 kb. Na obrazku 11 ve startu €. 2 byl umisténi plazmid pDEST17 (6,35 kb)
pro porovnani velikosti plazmidu pied a po rekombinaci. Behem reakce doslo k vyméné mezi
attL misty ventry klonu a a#fR misty v destinatnim vektoru pDEST17, a to za vzniku
vedlejsiho produktu s ccdB genem, ktery se pouziva pro selekci bunék. Sekvence, ktera se
z destinaéniho  vektoru  pfi  rekombinaci  vyStépi, mad délku 1650  bazi
a sekvence, ktera je do destina¢niho vektoru vlozena ma délku 1250 bazi. Z tohoto divodu je
na gelu vidét zvySena mobilita plazmidi ziskanych LR reakei (Obrazek 11 starty 3 a 4, Obrazek
12 starty 1-4 a 6-9). Na obrazku Obrazek 12 ve startu €. 6 byl umistén plazmid pDEST17/C pro
porovnani velikosti plazmidu pfipraveného béhem prvni provedené LR reakci a nasledujicich
LR reakci.

Vzhledem ktomu, Ze plazmidovdA DNA méa kruhovou strukturu, molekuly jsou
kompaktng;$i a putuji gelem rychleji nez linedrni DNA o stejné délce. Kvili této skutecnosti je
tieba davat pozor pfi porovnani velikosti plazmidt
s pouzitym zebtickem.

1 2 3 4

e
e
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e T T A S

2kb —*>

-
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1,5kb 7T T *

kb —>

0,5 kb ——>

Obrdzek 11.  Vysledek izolace plazmidové DNA na 0,5 % agarozovém gelu. Vzorky
obsahovaly 100 ng DNA. Start ¢. 1: DNA zebricek s rozsahem 0,5-10 kb, start ¢. 2:
pDESTI17; start ¢. 3: pDESTI17/A; start ¢. 3: pDESTI7/C.

29



e 2 kb
1,5 kb —

1 kb

0.5 kD

Obrazek 12.  Vysledek izolace plazmidové DNA na I % agarozovém gelu. Vzorky
obsahovaly 100 ng DNA. Start ¢. 1: pDESTI17/B; start ¢. 2—4: pDEST/D; start ¢. 5: DNA
Zebricek s rozsahem 0,5-10 kb, start ¢. 6: pDESTI17/C; start ¢. 7-9: pDESTI17/D2.

Koncentrace vzorku byla zméfena spektrofotometricky, zéavislost absorbance vzorku
izolované plazmidové DNA pDEST17/D (1) na vlnové délce je uvedena na obrazku Obrazek
13. Koncentrace ziskané plazmidové DNA je uvedeno v tabulce Tabulka 5:

Tabulka 5: Koncentrace izolované plazmidové DNA.
Izolované DNA Koncentrace [ng/pl]
pDEST17/A 45,00
pDEST17/C 42,00
pDEST17/D (1) 48,26
pDEST17/D (2) 55,54
pDEST17/D (3) 43,14
pDEST17/D2 (2) 25,71
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Obrazek 13.  Graf'zavislosti absorbance vzorku izolované DNA na vinové délce pro
pDESTI17/D.

4.4. Sekvenovani

Sekvenovanim byly ovéfeny ptipravené konstrukty. Data ziskand po sekvenovani byly
zpracovany pomoci softweru CLC Sequence Viewer 8 (QIAGEN Bioinformatics). Potfebny
gen byl vzdy vyhledavan pomoci specifickych foward a revers sekvenci (Tabulka 6:. Celkem
se podafilo uspésné piipravit konstrukty pDEST17/A, pDEST17/C, pDEST17/D a tyto
konstrukty mohou byt pouzité dale pro produkci proteinu.

Po provedené transformaci vzorku D byly vybrany tfi kolonii z kazdé misky, celkem Sest
kolonii. Sekvenovanim byly ovéfeny ptipravené konstrukty a uspeSné se podatilo piipravit ¢tyii
konstrukty: pDEST17/D (1), pDEST17/D (2), pDEST17/D (3), pDEST17/D2 (2).

Tabulka 6: Pouzité sekvence k vyhledavani genu.
Sekvence DNA Hledana sekvence
Foward ATGGAGGAGCCGCAGTCAG
Revers TCAGTCTGAGTCAGGCCCTT

4.5. Srovnani plasmida pouZivanych a vytvorenych pii Gateway klonovani

Srovnavaci elektroforéza byla udélana kvili porovnani velikosti jednotlivych plazmida,
entry klonii a expresnich kloni. Vzorky mutovanych gent proteinu p53 pouzité pro
bakalatskou praci mély piiblizné stejnou velikost 1,25 kb. Na obrazkuObrazek 14 je gel
srovnavaci gel obsahujici ve startu ¢. 2 pDONR221 jako pocate¢ni donorovy vektor pro BP
reakci, ve startu ¢. 3 je entry klon pENTR221/p53a jako vysledek BP reakce. Dale jsou
umistény ve stratu €. 4 samotny pDEST17 a ve startu €. 5 vysledek LR reakce pDEST17/p53a.
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Obrazek 14.  Vysledek izolace plazmidové DNA na 1 % agarozovem gelu. Vzorky
obsahovaly 100 ng DNA. Start ¢. 1. DNA zebricek s rozsahem 0,5-10 kb, start ¢. 2:
pDONR221; start ¢. 3: entry klon pENTR221/p53 ; start ¢. 4: pDESTI7; start ¢. 5:
pDESTI17/A.

Na gelu je dobte vidét velikosti jednotlivych plazmidi a je mozno porovnat a zmény
velikosti v DNA béhem procesu Gateway konovani. Kazdy vektor ma rtizné mnozstvi paru
bazi a rtiznou velikost ccdB genu. pPDONR221 byl pouzit jako donorovy vektor pii BP reakci
s produktem PCR, jeho velikost je 4,75 kp a jeho velikost vyStépeného tiseku obsahujiciho
ccdB gen je 2,25 kb. V prabéhu BP reakce dojde k vystipeni ccdB genu z pDONR221 a zaroven
je do n&j vlozen novy gen koédujici pS3a (1,25 kb). Timto procesem se tvoii pENTR (entry
klon) o velikosti 3,76 kb. Pti nasledné LR reakci byl pouzito jako destina¢ni vektor plazmid
pDEST17 o velikosti 6,35 kb a v tomto ptipad¢ je velikost vystépené DNAs ccdB genem 1,65
kb. Po LR reakci byl vytvoten expresni vektor o velikosti 5,95 kb.
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5. Zavér

Tato bakalaiska prace se v teoretické casti zabyva vyznamem proteint, jejich produkei,
Gateway klonovanim a metodach purifikace proteint. V experimentalni ¢asti bylo provedeno
Gateway klonovani za ucelem zisku mutantnich forem proteinu p53. Protein p53 je
vyznamnym tumor supresorovym proteinem a mutace v genu, ktery jej koduje, je zodpoveédna
pfiblizné za polovinu ptfipadu vzniku nadort [30].

Béhem LR rekce byla provedena rekombinace sekvence z entry kloni do plazmidu
pDEST17. Zvoleny destinacni vektor pDEST17 umoziiuje nejen expresi proteinu
v bakteridlnich bunkéch, ale umoziuje i snadnou izolaci exprimovaného proteinu pomoci
afinitni chromatografie, protoze k exprimovanému proteinu ptida hexahistidinovou kotvu. Tato
kotva je pfti purifikaci proteini bézné vyuzivana. Tato kotva je také nasledné vyuzitelna pro
detekci exprimovaného proteinu pomoci Westernového pienosu.

Po LR reakci byla provedena transformace do kompetentnich bunék STBL3 a nasledna
selekce pozitivnich kolonii na agarovych plotnach. Uspé&$né narostlé kolonie byly u viech
vzorku, paralelné provedend negativni kontrola byla taktéz ispé$na. Pro vybrané kolonie bez
satelitii byla provedena izolace plazmidové DNA. Kontrola expresnich klonil byla provedena
pomoci sekvenace. Celkem byly GspéSné pfipraveny 3 expresni klony. V piipadné entry klonu
B nebyla uspé3né provedena LR reakce.

Pripravené expresni klony budou pouzité pro nasledujici expresi proteinu, a budou
podkladem pro pokracovani studia v navazujici diplomové praci, kterd se bude tykat studia
vlivu rozdilnych mutaci proteinu p53 na schopnost vazby k DNA.
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7. Seznam zKkratek

att — specifickd sekvence DNA u komponent, které se rekombinuji pti BP,
respektive LR reakci (z angl. ,,attachment sites*)

BRCAI — gen kodujici protein zodpovédny za opravu poskozené DNA, homologni
rekombinaci a transkripci

DNA —deoxyribonukleova kyselina

E. coli — Escherichia coli

EDTA —kyselinu ethylendiamintetraoctovou

ELFO —Elektroforéza

LB — Luria-Bertani médium

PCR — polymerazova fetézova reakce

SDS — dodecylsiran sodny

SDS-PAGE — polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsiranem sodnym
TAE — puft sloZzeny z Tris pufru, kyseliny octové a EDTA

TE — trisEDTA

TP53 — gen kodujici tumor-supresorovy protein p53

Tris —tris(hydroxymethyl)aminomethan
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