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1 UvVOoD

Lymska boreliéza je najcastejSie sa vyskytujucim ochorenim prenaSanym
zvieracimi vektormi, sposobujliicim Siroku Skalu komplikacii. Vyskytuje sa predovSetkym
v Severnej Amerike, Eurépe a Azii a spdsobuje ju druhové skupina spirochét Borrelia
burgdorferi sensu lato, spomedzi ktorej st najvyznamnejSimi patogénnymi druhmi
Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii a Borrelia afzelii. Ich zastipenie sa
1i8i vzhl'adom ku geografickému roz§ireniu.

V stcasnosti nie je vramci humdnnej mediciny dostupnd vakcina, ktord by
zabranila tomuto ochoreniu. Nakol'ko vyznamnym imunogénom st OspA lipoproteiny
v membrane tychto spirochét, rekombinantné vakciny pozostavajuce z Casti tychto
proteinov by mohli byt vhodnou vol'bou pre tvorbu imunitnej odpovede a vakcinaciu.
Priprava tychto rekombinantnych proteinov je zalozena na technikach klonovania
a expresie proteinov pomocou plazmidovych vektorov a kompetentnych kmefiov baktérii

Escherichia coli.
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3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Lymska borelioza

Lymska borelibza je ochorenie postihujice viaceré systémy, prendSané
predovsetkym klieSt'ami rodu Ixodes. Do povedomia sa dostala, ked” Steere et al. (1977)
Studovali pacientov s vyskytom artritidy v Stdte Connecticut v oblasti okolo mesta Lyme.
V stic¢asnosti je najcastejSim ochorenim prenaSanym zvieracimi vektormi a roz$irena je
v miernom pasme, najmi v USA, Eurépe a v Azii. Sposobuji ju spirochéty rodu Borrelia
(druhova skupina Borrelia burgdorferi sensu lato), priCom vyskyt jednotlivych druhov
tychto spirochét, rovnako ako aj vyskyt druhov kliestov, ktorymi je prendsand, sa liSia

geografickym rozmiestnenim (Tabul’ka €. 1) (Steere et al., 2004).

Tabul’ka ¢. 1: Hlavné patogénne druhy B. burgdorferis. I., ich vyskyt a prenos (upravené
podrla Steere et al., 2004)

Druh Vektor Vyskyt
Severovychod a sever
Ixodes scapularis ' '
strednej Casti USA
Borrelia burgdorferi s. s.
Ixodes pacificus Zéapad USA
Ixodes ricinus Europa
Ixodes ricinus Eurdpa
Borrelia garinii —
Ixodes persulcatus Azia
Ixodes ricinus Europa
Borrelia afzelii —
Ixodes persulcatus Azia

3.1.1 Povodca lymskej boreliozy

Spirochéty rodu Borrelia izolované z klieSta Ixodes dammini (I. scapularis) ako
prvi urcili za pdvodcu tohto ochorenia Burgdorfer et al. (1982). Johnson et al. (1984)
popisali tieto spirochéty a oznacili ich ako novy druh patriaci do rodu Borrelia.
V sucasnosti je zname, ze lymska borelidzu sposobuje druhovad skupina spirochét

Borrelia burgdorferi sensu lato, ktord je tvorena viacerymi druhmi. NajrozSirenejSim



druhom znich spdsobujicim lymskd borelidzu v Severnej Amerike je Borrelia
burgdorferi sensu stricto a povodcom tohto ochorenia v Azii a Eurépe st predovsetkym
Borrelia afzelii a Borrelia garinii (Rudenko et al., 2011). Dlho sa predpokladalo, ze
v USA je lymska borelidza u ¢loveka sposobend iba B. burgdorferi sensu stricto, avSak
neskor bol dokazany aj vyskyt patogénnej B. mayonii v zapadnej Casti USA (Pritt et al.,
2016).

Vratane spomenutych, je mozné tento komplex dnes znamych druhov rozdelit’ na
dve vyznamné skupiny. Tie, ktoré st patogénne pre Cloveka (B. afzelii, B. bavariensis, B.
bissettii, B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. kurtenbachii, B. lusitaniae, B.
mayonii, B. spielmanii a B. valaisiana) a tie, u ktorych nebola zatial' patogenita pre
Cloveka potvrdend (B. americana, B. andersonii, B. californiensis, B. carolinensis, B.
chilensis, B. finlandensis, B. japonica, B. lanei, B. tanukii, B. turdi, B. sinica a B.

vangtzensis) (Ktupka et al., 2007; Rudenko et al., 2011).

3.1.2 Klinické priznaky

Lymska borelioza sa prejavuje velkym mnozstvom symptoémov. Jej priebeh byva
rozdeleny do troch §tadii. V prvej faze (skord lokalizovand infekcia) sa v mieste
uhryznutia klieStom objavuje koZna 1ézia, erythema migrans. Vyskytuje sa v 70-80 %
pripadov nakazy lymskou boreliozou. Vznikd po uplynuti inkubacnej doby 3—-30 dni
a v priebehu ¢asu dochadza k jej rozSirovaniu, pri¢om jej priemer obvykle byva okolo
15 cm (Shapiro et Gerber, 2000; Steere et Sikand, 2003). Druha faza (skora
diseminovand) sa objavuje tyzdne az mesiace od uhryznutia klieStom, pricom dochadza
k rozsireniu infekcie. Objavuju sa sekundarne kozné lézie, ktoré spolu s erythemou
migrans zvyknu ustipit’ do 3—4 tyzdnov. Pocas tejto fazy pretrvavaju neurologické,
srdcové a reumatologické problémy. Tretia faza ochorenia (neskora diseminovana)
nastupuje po mesiacoch az rokoch a vyskytuju sa kozné abnormality ako acrodermatitis
chronica atrophicans, mozu sa vyskytovat opuchy kibov, tnava, bolesti a rdzne
neurologické priznaky (Parola et Raoult, 2001).

U niektorych pacientov aj po prekonani antibiotickej lieCby neustupuju problémy
ako tnava, kognitivne deficity, bolesti svalov, kibov, hlavy alebo psychické problémy.
V anglickej literatare je takyto stav nazyvany post-treatment Lyme disease syndrom, ¢o

je mozné prelozit’ ako postboreliovy syndrom. Casto je tento stav nazyvany chronické



lymska borelidza, ¢o vSak nie je presny ndzov, nakol'’ko nebola dokdzana perzistencia
infekénych spirochét. (Kiupka et al. 2019).

Infekcia najCastejSimi druhmi, B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii a B. afzelii
je spajana s odliSnymi klinickymi priznakmi. Erythema migrans sa objavuje pri infekcii
vSetkymi zo spomenutych druhov, neurologické prejavy byvaju spojené s infekciou B.
garinii, vyskytuji sa CcastejSie v Europe a moézu zahfnat napriklad meningitidu,
encefalopatiu, bolesti hlavy, postihnutie hlavovych nervov, ktoré mézu viest’ k paralyze
tvare. Vznik acrodermatitis chronica atrophicans byva naj€astejSie spajany s B. afzelii

(van Dam et al., 1993; Brouqui et al., 2004).

3.1.3 Prevencia, diagnostika a liecba

Aktudlna moznd prevencia spo¢iva v minimalizovani kontaktu s klieStom,
napriklad ~ vyhybanim  sa  rizikovym  oblastiam, nosenim  ochranného
oblecenia, pouZivanim repelentov, v€asnej kontroly a pripadnom odstraneni kliesta.
K prenosu borélii z kliesSt'a do tela hostitel'a nedochadza okamzite, ale az po urcitom case,
a tak skoré odstranenie kliest'a aj po jeho prisati moze infekcii zabranit’ (Kiupka ef al.,
2014).

Pri diagnostike lymskej borelidézy je potrebné brat’ do uvahy klinické priznaky
(erythema migrans), ako aj laboratorne vysledky. Dostupné laboratorne metddy
pouzivané pre diagnostiku sa delia na priame a nepriame. Ked’Zze samotné kultivacia
spirochét je zlozitd a vysledky by neboli presné, preferuji sa nepriame sérologické
metody, stanovenie na zaklade protildtok metédou ELISA a potvrdenie vysledku
presnej$im western blotom. Menej Casto pouzivanou metédou je priamy dokaz DNA
borélii pomocou PCR (Ktupka et al., 2014; Marques et al., 2015).

Borélie su citlivé voci Sirokému spektru antibiotik, pri lieCbe sa vyuzivaju
predovSetkym betalaktamové a tetracyklinové antibiotika. Prikladom pouzivanych
antibiotik mozu byt’ doxycyklin, amoxicilin, pri neznasanlivosti, alergidch alebo r6znych
kontraindikaciach napriklad azitromycin. V niektorych pripadoch, ako neuroborelioza
alebo artritida sa odporuca intraven6zna aplikécia napriklad ceftriaxénu alebo penicilinu
G. Antibioticka liecba by nemala byt’ kratSia ako 2 tyZzdne v dosledku dlhej generacne;
doby borélii (Kifupka et al., 2014).



3.2  Mikrobiologia rodu Borrelia

Rod Borrelia patri do kmena spirochéty (Spirochetae). Jedna sa o gramnegativne
mikroaerofilné baktérie. Stavba je podobnd ako u ostatnych spirochét, bunky su
Spirdlovitého tvaru, protoplazmaticky valec zlozeny z cytoplazmy, vnitornej membany
a peptidoglykanu je obklopeny vonkajSou membranou a z periplazmatického priestoru
vychadza 7-11 bicikov z bazalnych diskov na kazdej strane valca (Johnson et al., 1984;
Barbour ef Hayes, 1986).

V priemere maji baktérie hrabku 0,2-0,25 um a dizku dosahuju 10-30 pm
(Hengge et al., 2003). Pohyb je zabezpeceny pomocou bicikov zloZenych z dvoch
hlavnych typov flagelinovych proteinov, primarne FlaB (41 kDa) a menej zastipeného
FlaA (38 kDa) (Ge et al, 1998). Na rozdiel od inych baktérii, tvar buniek nie je
ovplyvneny  peptidoglykanom v bunkovej stene, ale interakciou bic¢ikov
s periplazmatickym valcom, ktory obtac¢aju. Inaktivaciou génu kodujiiceho FlaB doslo
k vytvoreniu mutantov tycinkovitého tvaru, ktoré stratili schopnost pohybovat sa
(Motaleb et al, 2000). Od inych gramnegativnych baktérii sa liSia predovSetkym
vonkajSou membanou, ktora neobsahuje lipopolysacharidy, ale fosfolipidy a glykolipidy
(Steere et al. 2016).

Gendém B. burgdorferi pozostava z linedrneho chromozému dlhého priblizne
1 Mbp, cirkularnych a linearnych plazmidov, ktoré koduji predovsetkym gény pre
expresiu rdznych lipoproteinov, vratane proteinov vonkajSej membrany. Obsahuje sadu
proteinov pre replikéaciu, transkripciu, translaciu a energeticky metabolizmus, avSak
neobsahuje gény pre biosyntetické reakcie. Chybaju gény pre syntézu aminokyselin,
mastnych kyselin, enzymovych kofaktorov a nukleotidov. Obsahuje gény kddujiace
enzymy potrebné pre glykolyzu, ¢o naznacuje, ze primarnym zdrojom energie je glukdza

(Fraser et al., 1997).

3.3 Membranové proteiny

Vonkaj$ia membrana baktérii rodu Borrelia je tvorena lipidovou dvojvrstvou
s velkym mnozstvom lipoproteinov (Steere et al. 2016). Proteiny vonkajSej membrany
borélii maju vel'ka ulohu v interakcidch medzi hostitelom a patogénom, st dolezitym

faktorom virulencie a maji vyznam vo vyhybani sa imunitnej odpovedi hostitel’a. Je



mozné ich rozdelit’ na lipidovo modifikované, ktoré su lipidovymi Castami ukotvené
v membrane (napriklad OspA, OspB, OspC, OspD, OspE, OspF, DbpA, DbpB, CspA,
VISE, BptA) atie, ktoré st v membrane ukotvené jednou alebo viacerymi
transmembranovymi doménami (napriklad P13, P66, BesC, BamA, Lmpl). Jednotlivé
membranové proteiny maji rézne funkcie, prikladom mdze byt tloha OspA, OspB,
OspD, BptA v ramci perzistencie v kliestoch proteinov, OspC v prenose z vektora na
hostitel'a, na adhéziu k hostitel'skym bunkam sliZia napriklad DbpA a DbpB a na
vyhybanie sa imunitnej odpovedi predovsetkym VISE (Kenedy ef al., 2012).

Pocas enzootického cyklu sa B. burgdorferi musi prispdsobit rdéznym
podmienkam prostredia ako traviaci trakt vektora, hemolymfa alebo krv stavovcov.
Vyuzivaji na to odli§nu expresiu membranovych proteinov na povrch baktérii, podl'a
toho, €i sa nachadzaju v tele vektorov alebo hostitelov. V tele kliesta je exprimovany
predovsetkym OspA a OspB kvoli adhézii k ¢revnému epitelu. Akonahle sa do creva
kliest'a dostane krv, d6jde k znizeniu expresie tychto proteinov, vd’aka comu sa uvol'nia
z Crevného epitelu a prostrednictvom hemolymfy sa dostavaju k slinnym Zzl'azam.
Stucasne dochadza k indukcii expresie proteinov potrebnych na prenos do tela hostitel'a
anasledni diseminaciu do tkaniv (Kifupka et al, 2011). V pripade, ak ukliesta
nedochadza ku kfmeniu, exprimovany je predovsetkym OspA protein, v pripade kfmenia
OspC a zaroven dochadza k poklesu mnozstva OspA na povrchu (Schwan ef al., 1995).
OspC ma vyznam pri Sireni baktérii v tkanivach hostitel’'a a podiel'a sa na ochrane pred
imunitnym systémom v zaciato¢nej faze infekcie. PocCas prechodu do diseminovanej fazy
dochédza k poklesu OspC. Zasadnu tlohu v ochrane pred imunitnym systémom zohrava
VISE, ktory obmedzuje pdsobenie imunitnej odpovede vdaka vysokej antigénnej
variabilite, ktord je Specifickd pre tento protein aje dana génovou rekombinaciou
multidoméhového VISE génu. Okrem spomenutych proteinov dochadza v tele hostitel'a
k expresii d’alSich, ako su OspE a OspF, ktoré¢ viazu H-faktor zapojeny do regulacie
aktivacie komplementovej kaskady, ¢im si vyuzivané pri unikani neSpecifickej imunite
(Zhang et al., 1997; Ktupka et al., 2008). Vyznamnymi proteinmi umoziujicimi adhéziu
v cielovom tkanive su DpbA, DpbB, ktoré¢ sa viazu na dekorin, a tak sprostredkovavaju

adherenciu k tkanivam (Guo ef al., 1995).



3.3.1 OspA protein

OspA je prvym objavenym proteinom zo skupiny Osp a jeho relativna molekulova
hmotnost’ je 31 kDa. Expresia OspA je kodovanad génom v linearnom plazmide dlhom
49 kb. Exprimovany je spolo¢ne s génom pre 34 kDa protein OspB, nakolko su
lokalizované v jednom operone (Barbour et al., 1983; Howe et al., 1986; Barbour et
Garon, 1987). K vonkajSej membrane je pripojeny lipidovou ¢ast'ou na N-terminadlnom
konci, pricom C-terminalny koniec je vystaveny castej$im interakciam s protilatkami a
nachadza sa v jeho oblasti epitop pre T lymfocyty (Bergstrom et al., 1989; Bockensted et
al., 1996). Funkcia OspA spociva predovsetkym v prichytdvni borélii na stenu ¢reva
u kliesta prostrednictvom TROSPA receptorov. Jedna sa o glykoproteiny, ktorych vicsie
mnozstvo sa nachadza u klieStov v Stadiu nymfy, ako u dospelych jedincov. Hladina
mRNA koédujiicej TROSPA sa v pripade pritomnosti B.burgdorferi zvysuje a pri kfmeni
kliest'a sa znizuje, ¢o naznacuje suvis s cyklom tychto baktérii. K interakciam dochadza
aj medzi OspA proteinmi vzajomne, Co moze B. burgdorferi ul'ahCovat prichytavanie na
stenu Creva vektora (Pal er al, 2000; Pal et al, 2004). OspA je exprimovany
predovSetkym v tele vektora a v pripade prenosu na hostitela dojde k znizeniu jeho
expresie, ¢o umozni uvol'nenie borélii z tela vektora a vstup do tela hostitel'a (Schwan et

al., 1995).

3.4  Vakciny proti lymskej borelioze

V huménnej medicine aktudlne nie je na trhu dostupna vakcina proti lymske;j
borelioze. Jedina vakcina, ktord bola schvalend v USA, sa stretla s viacerymi problémami.
V sucasnosti sa preto k vyvoju aktivne pristupuje predovsetkym vyskumom zameranym
na techniky rekombinantnych proteinov. Pre imunizaciu su zvazované rdzne
membranové proteiny borélii, ako OspA, OspB, OspC, alebo DpbA. Komeréne st
dostupné vakciny vo veterinarnej medicine. Pre o¢kovanie psov boli schvalené viaceré
vakciny zaloZené na baze inaktivovanych baktérii, podjednotkové vakciny zalozené na
rekombinantnom OspA alebo OspA purifikovany z extraktu borélii. Uginné su viak iba

voCi urCitym kmenom aje potrebné cCasté preoCkovavanie, apreto aj v pripade



veterinarnej mediciny je vyvoj vakcin proti tomuto ochoreniu stale dolezity (Kifupka et

al., 2011).

3.4.1 OspA a vakcinacia

OspA protein bol prvym z antigénov B. burgdorferi, v pripade ktoré¢ho bolo
zistené, Ze je schopny chranit’ pred infekciou. Stal sa vhodnym kandidatom pre tvorbu
vakcin, ked’ bola u mysi zistena tvorba protildtok po ich imunizéacii pomocou E. coli
exprimujuicich rekombinantny OspA protein a purifikovanym OspA. Tieto protilatky ich
nasledne chranili pred napadnutim réznymi kmenmi B. burgdorferi (Fikrig et al., 1990).

V huméannej medicine bola v roku 1998 v USA schvalena rekombinantna OspA
vakcina (Steere et al, 1998), ktora bola navrhnuta, aby poskytovala ochranu proti
jednému kmenu B. burgdorferi. Vakcina LYMErix od spolo¢nosti SmithKline Beecham
Biologicals (teraz GlaxoSmithKline) bola dostupna na trhu od roku 1999 do roku 2002,
kedy bola v dosledku nizkeho predaja a podozreni zo zavaznych vedlajSich uc¢inkov
stiahnutd z trhu (Kiupka et al., 2011). Potencialne vedl'ajsSie ucinky, ktoré¢ vyvolali obavy
verejnosti, boli predmetom skimania, avSak suvislost zavaznych problémov
s vakcinaciou nebola dokazana (Ball et al., 2009; Plotkin, 2011).

Nakol'’ko lymska borelioza je spdsobena viacerymi s€rotypmi B. burgdorferi s.l.,
ktoré surdézne geograficky rozSirené, vyvoj vakcin sa zameral na techniky
rekombinantnych proteinov, ktoré by zabezpecili ochranu voci viacerym z nich, pricom
protein OspA sa ukazal ako vhodny imunogén. Protilatky proti OspA dokazu blokovat
prenos borélii z klieSt'ov na hostitel'sky organizmus viazanim sa na spirochéty v ¢reve
kliesta (de Silva et al., 1996). Aktudlne postupy tvorby vakcin sa zameriavaju na
vytvorenie fragmentu daného antigénu, ktory by bol u¢inny voci viacerym sérotypom
a zaroven by sa zmenSila jeho velkost. Novym pristupom v danej problematike je
vytvorenie rekombinantného proteinu, ktory kéduje C-terminalnu Cast’” OspA, ktora je
dostato¢na k vytvoreniu imunitnej odpovedi. Skratenie fragmentov o zvySnu cast’
a odstranenie neuc¢inych casti tieZ moze viest' k zniZeniu vedlajSich ucinkov, a tak
k vytvoreniu bezpecnej vakciny (Koide et. al., 2005; Comstedt et. al., 2014; Comstedt e.
al.,2017).

Dal§im pristupom je vakcina zalozend na OspA antigéne sfiizovanom
s ferritinovymi &asticami. V roku 2020 vedci v Ceskych Budg&joviciach otestovali

potencialnu vakcinu zalozeni na tomto principe. Na zvieracich modeloch dokazali



vysoku ucinnost’, avSak, stale st nutné klinické testy pred zacatim jej pouZzivania (Kamp

et al., 2020).

3.5 Molekularne genetické metody

Objav Struktary DNA, jej schopnosti niest geneticki informdaciu a zéklady
centralnej dogmy molekularnej bioldgie viedli k moznosti rozvoja molekularnych metod
a génového inzinierstva. Vyznamnym pokrokom bol nastup technoldgii rekombinantnej
DNA spojeny s objavom restrikénych endonukledz, enzymov Stiepiacich DNA vo vnutri
retazca. V sucasnosti su pri klonovani oproti povodnym metddam vyuzivané
rozne alternativne postupy, ¢o dokazuje vel'ky rozvoj tychto metod. Zakladné kroky stale
zahfniaji fragmentaciu DNA pomocou restrikénych endonukledz, ligaciu inzertu
a vektora, prenos do buniek pre namnozenie alebo expresiu, skrining a vyber danych

klonov (Ashwini et al., 2016).

3.5.1 Restrikéné endonukleazy

Restrikcia DNA bola prvy raz popisand ako hostitel'om kontrolovana modifikacia
bakteriofaga A a objasnila mechanizmus, kedy konkrétny kmen baktérii E. coli mohol byt
infikovany iba bakteriofagom nesticim DNA produkovanti danym kmenom, ¢ize infekcii
predchadzal rast fAga na danom kmeni baktérii. Infekcia urcitého kmeinia fagom ziskanym
z iného bola netspesna a dochadzalo k Stiepeniu fagovej DNA (Arber et Dussoix, 1962;
Arber et Linn, 1969).

V sucasnosti st zname restrikéné endonukledzy typu I, II alll, pricom pri
klonovani je pre svoje vlastnosti vyuzivany typ II. Rozpoznavaju kratke palindromatické
sekvencie s dizkou obvykle 4-8 bp. V pritomnosti horenatych iénov $pecificky 3tiepia
vlakno DNA v oblasti rozpoznavacieho miesta alebo v jeho blizkosti a pre svoju aktivitu
nevyzaduju hydrolyzu ATP. V pripade, ze komplementarne vlakna dvojzavitnice DNA
su Stiepené v odliSnom mieste, moze dochadzat’ k vzniku lepivych (kohéznych) koncov
s presahmi na 5° alebo 3° konci, a k vzniku tupych koncov, ak je Stiepenie symetrické
(Obr. ¢&. 1). Restrikéné endonukleazy typu II sa liSia medzi sebou, a preto sa podla

roznych kritérii, napriklad podla rozpoznavacieho miesta, velkosti alebo spdsobu
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posobenia, rozdel'uji na niekol'ko subtypov, ako su IIP, IIS, IIF, IIT, IIB, IIG alebo IIM
(Pingoud et Jeltsch, 2001).

Tupé konce Lepivé konce
EcoRV GAT E ATC EcoRI G i_zi\_.iA_Fl:TC
CTA!TAG CTTAA G

Obr. ¢. 1: Priklad restrikénych endonukleaz Stiepiacich za vzniku tupych a lepivych

koncov

3.5.2 Ligacia inzertu a vektora

Restrikénymi endonukledzami je moZné linearizovat’ vektor a vytvorit’ konce tak,
aby boli vzajomne komplementarne s koncami inzertu a aby ich bolo mozné nasledne
spojit’ pomocou DNA-ligazy. Jedna sa o enzym, ktory katalyzuje vznik fosfodiesterovej
vazby medzi fosfatovou skupinou na 5° konci a hydroxylovou na 3¢ konci vlakna DNA.
Je teda podmienkou, aby bol 3¢ koniec fosforylovany a 5° hydroxylovany. Pridavok
fosfatazy je mozné vyuzivat’, aby nedochadzalo k opitovnému spojeniu koncov vektora,
pokial’ bol rozstiepeny pomocou jednej restrikénej endonukledzy (Eun, 1996; Lessard,
2013).

Takymto spdsobom je mozné spajat’ lepivé aj tupé konce, priCom kazdy z tychto
spdsobov ma svoje vyhody aj nevyhody. Spéjanie tupych koncov je flexibilnejsie, nie je
nutnd komplementarita na koncoch spajanych molekul DNA, avSak spajanie lepivych
koncov je vyhodnejsie a efektivnejSie. Enzymaticky je mozné vytvorit’ z lepivych koncov
tupé pouzitim exonukledz alebo dosyntetizovanim druhého vldkna v mieste presahu
a naopak, z tupych koncov je mozné pomocou exonukledz vytvorit’ lepivé. Pri linedrnych
PCR produktoch vSak moze byt problém so Stiepenim niektorymi restrikénymi
endonukledzami, ktoré preferuji cirkularnu DNA pred linedrnou. VyuZzivana byva
vlastnost’ Tag polymerdzy syntetizovat’ presah adeninovych baz na 3¢ konci dvojvlakna
DNA, kedy je nasledne mozné tento fragment zaligovat do vektora s presahom

tymidinovych bazi na 5 konci (Celie ef al., 2016; Bertero et. al., 2017).
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3.5.3 Vektory vyuzivané pri klonovani

Funkciou klonovacich vektorov je sprostredkovat’ sprdvne namnoZzenie
pozadovaného tuseku DNA v Zzivych bunkach. Existuje velké mnozstvo komercne
predavanych klonovacich vektorov aje dolezité zvolit' spravny, kedy je potrebné
prihliadat’ na vel’kost’ inzertu, poCet kopii, kompatibilitu s expresnymi bunkami, selekény
marker, klonovacie miesta, pripadne iné Specializované funkcie (Preston, 2003).
Dolezitymi vlastnostami klonovacieho vektora je teda pritomnost’ replikacného pociatku,
selekény marker (najcastejSie gén pre rezistenciu voci antibiotiku) a minimdlne jedno
restrikéné miesto, ktoré je pritomné vo vektore iba jedenkrat a nenarusi pociatok
replikécie ani selekény marker. Vacsina pouZivanych vektorov v sucasnosti obsahuje
oblast’, v ktorej su takéto restrikéné miesta zoskupené — MCS (polylinker). V pripade, ak
je ciel'om okrem amplifikdcie DNA aj expresia proteinu, vyuzivaju sa expresné vektory,
v ktorych sa MCS (a nasledne oblast’ s vlozenym inzertom) nachadza v oblasti, ktora bude
po indukcii exprimovana. NajCastejSie vyuzivanymi vektormi pri klonovani byvaju
plazmidové vektory, d’alsSimi moézu byt fagové vektory, kozmidy, fagomidy, umelé
chromozdémy a iné (Carter et Shieh, 2010).

Plazmidy s dvojretazcové  miochromozémové  DNA  pritomné
u mikroorganizmov, prevazne baktérii, ktoré im svojou pritomnost'ou zabezpecuju
uzitocné vlastnosti, ako napriklad rezistencia voc¢i antibiotiku, no nie st pre ne
nevyhnutné. Ich vyhodou je mala velkost’ a schopnost’ autonémne;j replikacie. Vhodné
su pre klonovanie kratkych tisekov DNA (Carter et Shieh, 2010).

Fagové vektory vyuzivaju lyticky cyklus faga, po transdukcii do buniek
a replikacii genetickej informacie ddjde k jej lyze a tym k uvol'neniu fagovych Castic. Na
médiu sa vytvoria oblasti zlyzovanych buniek, z ktorych sa nésledne izoluje
rekombinantna DNA. VicSina fagovych klonovacich vektorov bola vytvorena na zaklade
chromozdému faga A, z ktorého je vyStiepena DNA pre lyzogénny cyklus a nahradena je
inzertom. Nakol'ko do fagovych hlaviciek je mozné zabalit' rekombinantnii molekulu
DNA s velkost'ou 45-50 kb, inzerty vd’aka vystiepenej Casti DNA mézu mat’ velkost
priblizne do 10 kb (Preston, 2003).

Kozmidy obsahuju mala ¢ast DNA z bakteriofaga A nestcu cos miesta (kohézne
miesta) z tohto faga, ktoré umoznju zabalenie DNA do fagovej Castice. Maju vyhodu

autonémnej replikacie a ulah¢enie trasformacie do buniek E. coli, ktora je zabezpecena
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fagom. Pretoze nie su pritomné ostatné gény faga A, inzert méze mat’ velkost az 30—
40 kb (Nora et al., 2019).

Fagomidové vektory nachadzaji vyuzitie v pripade fagového displeja (Paschke,
2006). Jednd sa o vladknitych fagov obsahujucich replikacny pociatok plazmidu. Po vstupe
fagomida do hostitel'skej bunky je mozné posobenim enzymov premenit’ ich ssDNA na
replikacnu formu. Obvykle nekoduju obalové proteiny, pripadne koduju jeden a pre svoj
zivotny cyklus potrebuju pomocného faga, ktory im poskytne urcité potrebné enzymy
a Strukturne proteiny. (Qi et al., 2012).

Vyvoj umelych chromozémov podmienila potreba replikovat’ aj velké casti
genomu, ktoré nebolo mozné replikovat’ pomocou vyssie spomenutych vektorov. Boli
vyvinuté napriklad YAC, BAC a umelé chromozémy odvodené z bakteriofaga P1 — PAC
(P1 artificial chromosome). Pomocou YAC je mozné klonovat’ inzerty o velkosti az
niekol’ko stoviek kb, obsahuju replikaény pociatok kvasinky, centroméru, teloméry
kvasinky, selekény marker a polylinker. BAC umoznujt prijat’ inzert s velkost’ou viac
ako 300 kb a PAC okolo 130-150 kb (Burke et al., 1987; Shizuya et al., 1992; loannou
etal., 1994).

Okrem spominanych vektorov sa pouzivaju aj rastlinné vektory, kedy rastlinné
bunky byvaju transformované naj¢astejsie prirodzenou infekciou pomocou Ti plazmidu
baktérie Agrobacterium tumefaciens, z ktorého cast DNA, T-DNA byva zabudovana do
genetickej informéacie hostitel'a. V takomto vektore byva odstranena onkogénna funkcia
a Cast’ sekvencie v oblasti T-DNA je nahradend cielovou DNA (Zambryski et al., 1983).

Okrem spomenutych v sti¢asnosti existuje vel'’ké mnozstvo komeréne dostupnych
klonovacich vektorov, ktoré mozu niest’ Specialne vlastnosti, vd’aka ktorym st vhodné

pre pouzitie v roznych postupoch a metodach (Nora et al., 2019).

3.5.4 Expresné systémy

Po ligicii vektora ainzertu je rekombinantnd DNA vloZena do hostitel'skych
buniek, ktoré moézu slizit bud’ pre namnoZenie DNA alebo expresiu proteinu. Na
transforméciu kompetentnych buniek su pouzivané rozne spdsoby, v pripade E. coli
napriklad teplotny Sok alebo elektroporacia. Samotné expresné systémy byvaju volené

predovsetkym podl'a vlastnosti cielového proteinu (Lessard, 2013).
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Prokaryotické systémy

Pri produkcii rekombinantnych proteinov zostdva v sucasnosti vyhodné
vyuzivanie bakteridlnych systémov vdaka nizkej cene, schopnosti rychleho rastu
a vysokej produktivite. Je vSak potrebné spravne zvolit' adekvatny promdtorovy systém
a typ organizmu pre produkciu pozadovaného proteinu. Z prokaryotickych organizmov
s pre expresiu bezne vyuZivané kmene E. coli BL21 a K12, d’alej druhy rodu Bacillus,
ako napriklad Bacillus brevis, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Caulobacter
crescentus. Pre tvorbu rekombinantnych proteinov st najcastejSie zo spomenutych
pouzivané kmene gram-negativnych baktérii E. coli. Vyhodou je kratka genera¢na doba,
jednoduchd praca a dostatocné znalosti o genetickych a fyziologickych vlastnostiach.
V takomto pripade pouzitia je nutné nasledne protein dokladne purifikovat’, pretoze pre
E. coli je typickd produkcia endotoxinov (akumulécia lipopolysacharidu), ktoré mézu
posobit’ pyrogénne. Produkciu proteinu moéze ovplyviiovat aj odlisné pouZzivanie
kodonov pre jednotlivé aminokyseliny, ktoré modze viest' k problémom v produkcii
pozadovaného mnoZstva proteinu. (Schmidt, 2004; Terpe, 2006).

Pre produkciu proteinu je vhodné gén klonovat’ za urCitym regulovatelnym
promotorom, vyuzivané su napriklad promotory lac, synteticky tac atrc, ktoré su
indukovatel'né analégom laktozy, IPTG, d’alej araBAD indukovatelny L-arabinézou
(PBaD), promoétor rhaPpsp indukovatelny L-ramnoézou ainé. Jednym z najviac
vyuzivanych je promotor pre T7 RNA polymerazu, ktory sa bezne v E. coli nenachadza
a je mozné¢ pomocou neho indukovat’ expresiu pouzitim IPTG. T7 RNA polymeraza
predlzuje ret'azce rychlejSie ako RNA polymeraza E. coli a naviac je mozné ich pouZivat’
selektivne (Studier et Moffatt, 1986; Terpe, 20006).

Vlastnostou bakteridlnych systémov byva neschopnost’ posttranslacnej
modifikéacie, ako napriklad glykozylacia, ktord modze byt niekedy nevyhnutnd pre
biologicku aktivitu proteinu. Dal§im problémom moze byt absencia chaperénov a foldaz,
pripadne hromadenie eukaryotickych proteinov nachylnych na denaturdciu vo forme
nerozpustnych inkluznych teliesok. V tomto pripade je vhodné pouzitie eukaryotickych
systémov, ako kvasinky, vlaknité huby, hmyzie alebo cicav¢ie bunkové kultary (Terpe,

2006; Ruckova et al., 2014).
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Eukaryotické systémy

Kvasinky su ¢asto pouzivané v pripade, ak je potrebnd posttranslacnd modifikacia
proteinu. Je mozné ich kultivovat’ rychlo a lacno a vyhodou je, Ze nie s ani pyrogénne
a ani patogénne. Medzi pouZivané druhy patria napriklad Saccharomyces cervisiae,
Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis alebo Hansenula polymorpha. Okrem kvasiniek st
ako expresné systémy vyuzivané aj vlaknité huby, ktoré maju oproti kvasinkam zloZzitejsi
posttransla¢ny modifika¢ny aparat. Vo farmaceutickom priemysle sa pouzivaju na vyrobu
antibiotik alebo enzymov druhy ako Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum alebo rozne druhy Fusarium, avSak ich nevyhodou je mélo preskimana
fyziologia, ako napriklad mechanizmus glykozylacie a genetické vlastnosti (Schmidt,
2004).

Medzi eukaryotické expresné systémy patria aj cicav€ie bunky, ktoré s najviac
podobné I'udskym bunkam svojimi posttranslaénymi modifikaciami, avSak ich kultivacia
je nakladnejsia, komplikovanej§ia a poskytuju nizsie mnoZzstvo produktu. Dal§im
systémom, ktory poskytuje vyhody prokaryotickych aj eukaryotickych systémov st
hmyzie bunky transformované bakulovirusovymi vektormi, ktoré st odolné, 'ahko sa
s nimi manipuluje a st dostato¢ne produktivne. Ich nevyhodou moézu byt nepresnosti
posttranslaénych modifikacii, protedzova aktivita a zhorSenie sekrécie a skladania
proteinov v dosledku bakulovirusovej infekcie. V sucasnosti st pouzivané viaceré
modifikacie tohto systému pre ziskanie o najvysSiecho mnozstva rekombinantného

proteinu (Schmidt, 2004; Rackova et al., 2014).

3.5.5 Izolacia a purifikacia rekombinantnych proteinov

Poslednym z krokov pri tvorbe rekombinantného proteinu je jeho izolacia
a purifikacia. Vyrazne ju ul'ah¢uje pritomnost’ afinitnej znacky (tagu) obvykle sfuzovane;j
s N- alebo C-koncovou cast'ou proteinu, vd’aka ktorej je mozné dosiahnut’ vysokych
vytazkov a Cistoty rekombinantnych proteinov. Vyuzitie nachadzaju v pripade afinitnej
chromatografie (IMAC), kedy sa vdaka tejto znaCke purifikovany protein zachyti na
matrici chromatografickej kolony, odkial' je mozné ho po premyti eluovat’ pridanim

kompetitivneho ligandu, pripadne zmenou pH, i6novej sily alebo polarity. Bezne
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pouzivanymi afinitnymi znackami byvaju GST-tag, SBP-tag, MBP-tag a v neposlednom
rade His-tag (Kuo ef Chase, 2011; Rickova ef al., 2014).

NajcéastejSie pouzivanou znackou je His-tag, ktorého vyhody spocivaju
predovsetkym v malej vel'kosti a jeho minimalnom alebo Ziadnom vplyve na vlastnosti
proteinu. Okrem toho je moZné pouzivat ho v pripade prace za nativnych aj
denaturanych podmienok aulahCuje nasledna detekciu proteinu s vyuZzitim
imunochemickych metod s protilatkami priamo sa viazucimi na tito zna¢ku. Nevyhodou
moze byt mnozstvo kontaminujucich proteinov obsahujucich zvysky His, ktoré sa
purifikuji  spolocne s cielovym proteinom, alebo nekompatibilita so vsetkymi
expresnymi systémami. Znacky obsahujuce domény, ktoré su schopné viazat’ ligand, ako
MDB alebo GST st vécsie a Casto maju vplyv na vlastnosti proteinu, preto zvykni

vyzadovat’ odstranenie (Wood, 2014).

3.5.6 Alternativne postupy pri klonovani

Okrem poOvodnych postupov pri klonovani si v sucasnosti pri tvorbe
rekombinantnych proteinov v rdmci technik molekuldrnej biologie vyuzivané ich rdézne
variacie, ktoré minimalizuji nevyhody, ako napriklad zavislost na sekvencii pri
pouzivani restrikénych endonukledz, pripadne vyskyt restrikéného miesta okrem MCS aj
v cielovej sekvencii. DalSou z nevyhod pri pouZivani klasickych postupov méze byt
vlastnost’ niektorych endonukleaz preferencne Stiepit’ cirkularnu DNA, a preto nemusia
dobre Stiepit’ linedrne produkty PCR. Neuplné Stiepenie DNA a nizke vytazky ligacie
znizuju ucinnost’ klonovania. Nutnost’ kontroly restrikénych miest obmedzuje pripadné
pouzitie tradicnych metdd zalozenych na restrikcii a ligécii v niektorych pripadoch
pripravy proteinov (Celie et al., 2016; Bertero et al., 2017; Ortega et al., 2019).

Jednym znovSich pristupov je PCR klonovanie, kedy dochadza k vzniku
rekombinantnej molekuly plazmidovej] DNA z PCR produktov, bez nutnosti Stiepenia
restrikénymi endonukledzami a nevyzaduju ani enzymy ako rekombindza alebo ligaza.
Existuji viaceré sposoby PCR klonovania, v pripade ktorych sa vo vicsine pripadov
vyuziva amplifikdcia inzertu a vektora s komplementarnymi presahmi (Celie et al.,
2016).

Dalsim je klonovanie nezavislé na ligacii, pri ktorom nie je nutné pouZitie
restrikénych endonukledz, alkalickej fosfatdzy a ani DNA ligazy. Na 3° koniec inzertu je

pomocou PCR s vyuzitim $pecifického primeru pridand sekvencia a nasledne sa vytvoria
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exonukledzou presahy na 5° konci. Podobne je amplifikovany aj vektor, pricom sa
vytvoria konce komplementarne k sekvencii inzertu. Po zmieSani vektora s inzertom
vzniknuté cirkularne DNA molekuly nevyZzaduju in vitro ligaciu pred transformaciou
(Aslanidis et de Jong, 1990).

Seamless klonovanie umoznuje efektivne vkladanie jedné¢ho alebo viacerych
fragmentov DNA do vektora nezévisle na sekvencii na zdklade homoldgnych koncov,
podobne, ako v pripade klonovania nezavislom na ligacii. Nésledne je vyuzivand zmes
enzymov, exonuklaza, ktora tvori presahy na 3¢ konci, DNA polymeraza, ktora vypina
medzery vo fragmentoch a DNA ligéza, ktord fragmenty spéja. (Bertero et al., 2017).

Dal$im moznym spdsobom je klonovanie zaloZené na rekombinacii, ktoré
vyuziva rekombinazy, enzymy schopné vymienat fragmenty DNA medzi dvoma
molekulami obsahujucimi Specifické sekvencie. Nutna je pritomnost’ vstupného (Entry
Vector) plazmidu a nasledne zahfiia rekombinaciu do cielového (Destination Vector)
vektora. Bezne pouzivany je systém Gateway®, ktory je zalozeny na miestne-Specifickej
rekombin4cii, kedy je mozné pomocou integrazy bakteriofaga A preniest’ segmenty DNA
ohranicené miestami rekombindcie (atf) do vektorov obsahujucich taktiez rekombinacné
miesta. Vyuziva zmesi enzymov — BP a LR klonazy (Hartley et al., 2000).

Aj napriek vyhodam novo odvodenych technik, ako su moznost spdjania
viacerych fragmentov alebo nezavislost’ od sekvencie a pritomnosti restrikénych miest,
je vSak klasické klonovanie stidle vel'mi Casto pouzivané, ato najmd vdaka nizSim
finanénym ndkladom na reagencie a vektory a vd’aka jednoduchosti vhodnej pre bezné

vyuzitie (Bertero et al., 2017).
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4.1

4.2

MATERIAL A METODY

Biologicky material

Kmet Escherichia coli: OneShot® BL21(DE3) (Invitrogen, kat. ¢. C601003),
genotyp: F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dem (DE3); skladované pri teplote —80 °C
Kmen Escherichia coli: MAX Efficiency™ DHS5a (Invitrogen, kat. ¢. 18258-
012), genotyp: F- ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17
(rk-, mk+) phoA supE44 \-thi-1 gyrA96 relAl; skladované pri teplote —80 °C
Konstrukt 3 (K3, trimér kodovany tromi usekmi OspA — PKa B. burgdorferi, PKo
B. afzelii, TN OspA-TN); skladované pri teplote —80 °C

Plazmidovy vektor pET-28b(+) (Novagen, kat. ¢. 69865-3); skladované pri
teplote —80 °C

Pouzité chemikalie, sipravy a roztoky

Pouzité chemikalie:

2-Merkaptoetanol (Amresco, kat. ¢. 0482)

10x CutSmart® Buffer (New England Biolabs, kat. ¢. B7204S)
10x NEBuffer™ 3 (New England Biolabs, kat. ¢. B7003S)

10x NEBuffer™ 4 (New England Biolabs, kat. ¢. B7004S)
100x Purified BSA (New England Biolabs, kat. ¢. B9001S)
30% akrylamidbisakrylamid (Serva, kat. €. 10687.01)

Agar (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A5054)

Agardza (Serva, kat. €. 11404.05)

Aprotinin (Serva, kat. ¢. 13718.02)

APS (Serva, kat. ¢. 13375.01)

Blokovaci roztok SuperBlock™ Blocking Buffer in PBS (Thermo Scientific, kat.
¢. 37518)

Bromfenolova modré (Sigma-Aldrich, kat. ¢. B0126)
Coomasie Brilliant Blue G 250 (Serva, kat. ¢. 17524.01)
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ddH20

Dihydrogénfosforecnan draselny (Lach-Ner, kat. ¢. 30016 -CP0- G0500-1)
Etanol (VWR, kat. ¢. 20823.293)

Fenylmetylsulfonylfluorid (Serva, kat. ¢. 32395.03)

Gel Loading Dye, Purple (6x), no SDS (New England Biolabs, kat. ¢. B7024S)
GelRed® Nucleic Acid 10000x in DMSO (BIOTIUM, kat. ¢. 41002)

Glycerol (Sigma-Aldrich, kat.c. G5516)

Glycin (VWR, kat. ¢. 0167)

Hydrogénfosforecnan sodny, dodekahydrat (Chemos, kat. ¢. A0026825)
Hydrogénfosfore¢nan sodny, monohydrat (Chemos, A0204775)
Chemiluminiscenéné farbivo SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminiscent
Substrate (Thermo Scientific, kat. ¢. 34578)

Chlorid sodny (mikroCHEM, kat. ¢. A191472/01)

Imidazol (OmniPur, kat. ¢. 5720)

IPTG (OmniPur, Calbiochem, kat. ¢. 5800-OP)

[zopropanol (Penta, kat. €. 17510-11000)

Kyselina octova (VWR, kat. ¢. 20104.298)

LB médium (VWR, kat. ¢. 84699.5000)

Leupeptin (Serva, kat. ¢. 51867.02)

Metanol (VWR, kat. ¢. BDH1135-1LP)

N-butanol (Lach-Ner, kat. ¢. 20010-AT0-M1000-1)

Ni-NTA agar6za (MC LAB, kat. ¢. NINTA-500)

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (Thermo Scientific,
kat. ¢. 26619)

Penta - His HRP Conjugate (QIAGEN, kat. ¢. 34460)

Restrikéné endonukleazy Apal, Bilpl, EcoRV, Ncol, Pvul, Xbal (New Engalnd
Biolabs, kat. ¢. R0114S; R0585S; R0195S; R0193S; R0150S; R0145S)

Tris (Amresco, kat. €. 0497)

Tween 20 (Serva, kat. ¢. 37470.01)

SDS (Calbiochem, kat. ¢. 428015)

S.0.C. médium (Invitrogen, kat. ¢. 15544-034)

TEMED (Serva, kat. ¢. 35925.01)
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(@]

Quick-Load® Purple 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs, kat.
NO0550S)

Pouzité supravy:

GeneArt® Seamless Cloning abd Assembly Kit (Invitrogen, kat. ¢. A13288)
NucleoSpin® Plasmid (NoLid), Mini kit (MACHEREY-NAGEL, kat. ¢.
740499.50)

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, kat. ¢. 28704)

Pouzité roztoky:

50x TAE pufer; pH 8,5: v malom mnozstve ddH20 zmieSat’ 242 g Trisu s 57,1 ml
kyseliny octovej a 37,2 g Na2EDTA - 2 H20, upravit’ pH, doplnit’ do 1 1 ddH20
Pracovny roztok Gel Red®: k 100 ml elektrédového pufru pridat’ 10 pl 10000x
GelRed® Nucleic Acid 10000x in DMSO

LB + K (50 pg/ml): 25 g praskového média obsahujuceho trypton 10 g/l,
kvasni¢ny extrakt 5 g/l aNaCl 10 g/l rozpustitt v1 1 ddH20, sterilizovat
autoklavovanim, po schladnuti na 60 °C pridat 1 ml kanamycinu 50 mg/ml
a skladovat’ pri teplote 4 °C

LB agar + K (50 pg/ml): 25 g praskového média obsahujuceho trypton 10 g/l,
kvasni¢ny extrakt 5 g/l a NaCl 10 g/l rozpustit’ v 1 1 ddH20, pridat’ 15 g agaru,
sterilizovat’ autoklavovanim, po schladnuti na 60 °C pridat’ 1 ml kanamycinu
50 mg/ml, naliat’ na Petriho misky, nechat’ stuhnut’ a skladovat’ pri teplote 4 °C
10% persiran amonny (APS): 0,1 g persiranu aménneho rozpustit’ v 1 ml ddH20
2x SDS nanasaci redukujuci pufer pre proteiny: k 37,5 ml ddH20 pridat’ 0,755 g
Trisu, 7,79 ml glycerolu, 2,3 g SDS a 5 ml merkaptoetanolu a Spicku lyzicky
bromfenolovej modrej pre sfarbenie

4x Tris pufer; pH 8,8: priblizne v 150 ml ddH20 rozpustit’ 45,5 g Trisua 1 g SDS,
upravit pH na 8,8 a doplnit’ ddH20 do 250 ml

4x Tris pufer; pH 6,8: priblizne v 150 ml ddH20 rozpustit’ 15,125 g Trisua 1 g
SDS, upravit pH na 6,8 a doplnit’ ddH20 do 250 ml
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5x SDS elektrédovy pufer: priblizne v 2 1 ddH20 rozpustit’ 45,3 g Trisu, 216 g
glycinu a 15 g SDS, doplnit’ do 3 1 ddH20

1x SDS elektrodovy pufer: zmiesat 200 ml 5x SDS elektrédového pufru a 800 ml
ddH20

Farbiaci roztok Coomasie Brilliant Blue: zmieSat’ 250 ml etanolu, 50 ml kyseliny
octovej, pridat’ 0,5 g Coomasie Brilliant Blue, doplnit’ 200 ml ddH20
Odfarbovaci roztok: zmieSat’ 150 ml metanolu a 210 ml kyseliny octovej, doplnit’
do 3 1ddH20

Towbinov transférovy pufer: 600 ml metanolu zmiesat’® s malym mnozstvom
ddH:0, rozpustit’ 9 g Trisu a 43,2 g glycinu, doplnit’ do 3 1 ddH20

Fixa¢ny roztok: zmiesat’ 750 ml izopropanolu a 300 ml kyseliny octovej, doplnit’
do 3 1ddH20

10x PBS pufer; pH 7,5: priblizne v 2 1 ddH20 rozpustit’ 240 g chloridu sodného,
6 g chloridu draselného, 40,08 g dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného
a 6 g dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho, upravit’ pH a doplnit’ do 3 1 ddH20

1x PBS +0,05% Tween 20: zmiesat’ 100 ml zasobného roztoku 10x PBS a 900 ml
ddH2O, pridat’ 0,5 ml Tweenu 20

1x PBS pufer: zmiesat’ 100 ml 10x PBS pufer a 900 ml ddH>0

Blokovaci pufer + 0,05% Tween 20: k 200ml SuperBlockTM Blocking Buffer in
PBS pridat’ 0,1 ml Tweenu 20

Nativny lyza¢ny pufer; pH 8: v malom mnoZzstve ddH20 rozpustit’ 6,06 g Trisu,
1,754 g chloridu sodného, 0,68 g imidazolu, upravit pH hydroxidom sodnym
a doplnit’ do 1 1 ddH20, tesne pred pouzitim pridat’ inhibitory protedz, na 100 ml
pridat’ 20 ul fenylmetylsulfonylfluoridu, 4 ul leupeptinu a 5,25 ul aprotininu
Nativny premyvaci pufer; pH 8: v malom mnozstve ddH20 rozpustit' 6,9 g
monohydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného, 17,54 g chloridu sodného, 1,36 g
imidazolu, upravit pH hydroxidom sodnym a doplnit’ do 1 1 ddH20, tesne pred
pouzitim  pridat  inhibitory protedz, na 100 ml pridat 20 pl
fenylmetylsulfonylfluoridu, 4 pl leupeptinu a 5,25 ul aprotininu

Nativny elu¢ny pufer; pH 8: v malom mnozstve ddH2O rozpustit’ 6,06 g Trisu,
17,54 g chloridu sodného, 34 g imidazolu, upravit pH hydroxidom sodnym,
doplnit’ do 1 1 ddH20, tesne pred pouzitim pridat’ inhibitory proteaz, na 100 ml
pridat’ 20 pl fenylmetylsulfonylfluoridu, 4 pl leupeptinu a 5,25 pl aprotininu

21



4.3

Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

Automatické mikropipety (Thermo Scientific, Finnpipete)
Centrifuga CR 312 (Jouan)

Centrifuga High-Speed Refrigerated Centrifuge CR 22N (Himac)
Centrifuga KR 25i (Jouan)

Centrifuga MIKRO 22R (Hettich Zentrifugen)

Centrifiga MPW — 150R (MPW med.instruments)

Drti¢ l'adu IC20 (Waring)

Elektricky zdroj pre elektroforézu PowerPac Universal (Bio-rad)
Chladnicka CNsl 3033 (Liebherr)

Inkubéator Biological thermostat BT 120 M

Inkubator SAN40O CO2

Laboratorne vahy 1,25-500 g (Chirana)

Laboratérne vahy EMB 200-2 (Kern)

Laminarny box Biohazard box SafeFAST Top (DASIT Group)
Minicentrifiga MPW-15 (MPW Med Instruments)

Mraznicka G 1231 (Liebherr)

pH 210 Microprocesor pH Meter (HANNA instruments)
Semidry Blotting System TE77X (Hoefer®)

Sonikator UP200S (Hielscher)

Synergy HTX multi-mode reader (BioTek)

Systém dokumentancny G-box, program: GeneSys (SYNGENE)
Termoblok Block Heater SBH130D (Stuart)

Trepacka KS 260 basic (IKA)

Trepacka rolovacia SRT6D (Stuart)

UV transiluminator GelLogic 212PRO (CARESTREAM HEALTH)

Vyhrievana trepacka RPN 2510 (Amersham)
Vyrobnik deionizovanej vody AQUAL 29 XL (Merci)
Vyrobnik 'adu CB 316 (Brema)
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4.4 Pouzité experimentilne a vyhodnocovacie postupy

4.4.1 Priprava linearizovaného klonovacieho vektora

Ako klonovaci vektor bol pouzity plazmid pET28-b(+) (5368 bp) (Obr. €. 2). Aby
bolo mozné vytvorit’ rekombinantni molekulu DNA, bolo potrebné plazmid rozsiepit’
atym ho linearizovat’ pomocou restrikénych endonukledz, ktoré maju vo vektore iba
jedno restrikéné miesto. Pouzity bol enzym Bilpl a Ncol (Tabulka €. 2), ¢im bol fragment
DNA sdizkou 215 bp odstiepeny zo zvysku plazmidu. Nakolko enzymy maji
pozadovanu aktivitu pri Specifickych podmienkach, boli im zabezpecené pomocou pufru
CutSmart® Buffer (NEB) spH 7,9 pri 25°C.Postup pri restrikcii bol vopred

optimalizovany.

Xho I(158)
Not I(166)
Eag 1(166)
Hind I1(173)
Sal I(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH I(198)
Bpu1102 I(80) Nhe 1(231)
Nde 1(238)
Nco 1(296)

Pvu |(4426)
Sgf I(4426) -

&
S #z00) Y/ & Miu I(1123)
/] s B \\ Bl l11a7)
Cla 1(4117) \f" [x =1
Nru l(4083) - | 3 }\BstEllusoa]
w
' pET-28a(+) = || \Apa I(1334)
(5369bp) S|
Oy
| ) /BssH ll(1534)
Eco57 1(3772) / /'EcoR V(1573)
Hpa 1(1629)
AlwN 1(3640)
BssS 1(3397) PshA 1(1968)

BspLU11 I(3224)
Sap 1(3108)
Bst1107 1(2995)

Psp5 11(2230)
Tth111 1(2969)

Obr. €. 2: Plazmid pET-28a(+); mapa pre pET-28b(+) je rovnaka — vektor je vel'ky 5368
bp, je nutné odcitat 1 bp za BamHI, v mieste 198 bp (Novagen); (prevzaté z:

www.merckmilipore.com, ndvod k plazmidu pET28, Novagen)
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Tabul'ka €. 2: Restrikéné endonukledzy pouzité na linearizaciu vektora

Restrikéna endonukleaza Restrikéné miesto Poloha restrikéného
5> 39 miesta [bp]
Bipl GC|TNAGC 80
Ncol C|ICATGG 295

(| = miesto Stiepenia danym restrikénym enzymom, N = nukleotid)

Jednotlivé zlozky restrikénej zmesi s objemom 90 pl boli pipetované podla

Tabul’ky €. 3. Po zmieSani vody, pufru, restrikénej endonukledzy Ncol a plazmidove;j

DNA boli vzorky 1 h inkubované pri teplote 37 °C. Po 1h inkubacii bola pridana

restrikénd endonukledza Blpl a vzorky boli opit’ inkubované 1 h pri teplote 37 °C.

Tabul'ka €. 3: Zlozky reakcie pre pripravu linearizovaného klonovacieho vektora

Koncentracia Pipetovanie zloZiek zmesi
Zlozky
O Ene [ul]
restrikénej
. Povodna Konecna Pred 1. hod | Pred 2. hod
zmesi
inkubacie inkubacie
ddH20 - - 70,95 -
CutSmart® 10x 1x o
Buffer
Ncol 10 U/ul 7U 0,7 —
Bipl 10 U/ul 12,50 — 1,25
Plazmidova 55 ng/ul 500 ng 9
DNA
Reakcia celkom 90

4.4.2 Separacia linearizovaného  klonovacieho

v agarozovom géli

vektora elektroforézou

Na oddelenie linearizovaného plazmidu od zvySku fragmentov bola vyuZita

elektroforetickd separdcia v 1% agardzovom géli, pomocou ktorej sa molekuly zo zmesi
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rozdelili jednosmernym elektrickym prudom na zdklade ich relativnej molekulovej

hmotnosti.

Priprava 1% polyakrylamidového gélu

G¢l bol pripraveny navazenim 1,2 g agar6zy do 120 ml deionizovanej vody
arozvarenim v mikrovilnnej rire. Po rozvareni bolo pridanych 2,4 ml 50x TAE pufru
azmes bola naliata do predpripravenej elektroforetickej komoérky so separacnym
hrebienkom (Obr. €. 3). Po stuhnuti gélu bol odstraneny hrebienok, gél bol vlozeny do
elektroforetickej vanicky a zaliaty 750 ml 1x TAE pufru.

Obr. €. 3: Separacny hrebienok pouzity pri elektroforetickej separacii linearizovaného

plazmidu pET-28b(+)

Separacia linearizovaného vektora

K 90ul vzorke pripravenej restrikciou bolo pridanych 15 ul nanésacieho pufru Gel
Loading Dye, Purple (6x), no SDS. Do velkej jamky bolo napipetovanych 70 ul vzorky,
do mensej jamky 20 ul a do d’alSej 5 pl markeru relativnej molekulovej hmotnosti Quick-
Load® Purple 1 kb Plus DNA Ladder (Obr. &. 4). Elektroforeticka separacia prebiehala
45 min pri napati 160 V.

Z gélu bol vyrezany pas zahfiiajici vzorku linearizovaného plazmidu a markeru
relativnej molekulovej hmotnosti a za staleho mieSania na trepacke pri 80 rpm bol 30 min
farbeny v 100 ml roztoku GelRed®. Zafarbeny gél bol pozorovany pomocou UV

transiluminatora a na zdklade olakavanej dizky fragmentu 5153 bp bola zarezanim
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zaznacena oblast’ obsahujuca vektor pET-28. Vyrezany prazok gélu bol prilozeny naspit
k zvysku a podl'a zaznacené¢ho miesta bola z nezafarbenej Casti vyrezana v danom mieste
oblast’ gélu obsahujica tento vektor, ktora bola nasledne odvazena a pouzita na izolaciu

DNA.

Mass (ng) Kilobases

122 1.0 -
34 09 -
31 08~
27 07 -
23 06 -
124 0.5

49 04

37 03 -
32 0.2

61 0.1 -

Obr. &. 4: Marker relativnej molekulovej hmotnosti Quick-Load® Purple 1 kb Plus DNA

Ladder (prevzaté z: www.neb.com)

4.4.3 Izolacia DNA z agarézového gélu

DNA bola izolovand pomocou kitu QIAquick Gel Extraction Kit. Pracovny
postup bol vykonany podl'a protokolu QIAquick Gel Extraction using a Microcentrifuge
(QIAGEN, 2020). Vsetky centrifugacie prebiehali 1 min pri laboratornej teplote
a pretazeni 10000 g.

Tato suprava obsahuje kolonu s membranou z oxidu kremicitého, na ktoru sa
naviaze DNA v pufri s vysokym obsahom soli a po naslednom odstraneni necistot
pomocou $pecifickych pufrov sa DNA eluuje pufrom s nizkym obsahom soli alebo vodou

(QIAGEN, 2020).
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K vyrezanej ¢asti gélu bolo pridané 3x viac pufru QG, ako bola jeho zistena
hmotnost’ (100 mg ~ 100 ul). Skimavky s gélom boli 10 min inkubované pri teplote
50 °C a mieSané pomocou vortexu kazdé 2—3 min tak, aby doslo k iplnému rozpusteniu
gélu a farba vzorky bola ZIta. Po Uplnom rozpusteni gélu bol pridany rovnaky objem
izopropanolu, ako bola odvazena hmotnost’ gélu (100 mg ~ 100 pl), obsah skimavky bol
premiesany.

Na kolénu vlozenu do skimavky bol dekantovany obsah vzorky s rozpustenym
agarozovym gélom a kolona bola centrifugovand. Objem preteceny kolonou do
skimavky bol vyliaty a na kolénu bolo pridanych 0,5 ml QG pufru, opdt’ prebiechala
centrifugdcia. Bolo pridanych 0,75 ml pufru PE s etanolom a kolona bola centrifugovana.
Obah skumavky preteeny kolonou bol vyliaty a prazdna koldona bola vysuSena
centrifugaciou.

Koléna bola vlozena do Cistej mikroskimavky a bolo na iiu napipetovanych 30 pl
ddH20. Po Imin inkubécii pri laboratornej teplote bola skumavka s kolénou
centrifugovana, ¢im doslo k elucii DNA.

Pre d’alSiu pracu bolo nutné zmerat’ koncentraciu DNA, ¢i doSlo k dostato¢nému
vyizolovaniu DNA z agar6zového gélu pomocou Synergy HTX multi-mode reader. Na
mikrodosti¢ku pre meranie koncentracie DNA bolo napipetovanych 4x po 2 ul ddH20,
ktora bola pouzita ako blank. Nasledne bolo pipetované po 2 ul vzorky, pristrojom bola
zmerana koncentracia. Podla zistenych hodnét bolo vypocitané pozadované mnoZzstvo
vzorky potrebné pre ligaciu s inzertom (uvedené v navode kitu GeneArt® Seamless

Cloning and Assembly Kit).

4.4.4 Klonovanie pomocou Seamless Cloning and Assembly Kit

Na klonovanie bol pouzity kit GeneArt® Seamless Cloning and Assembly Kit,
ktory umoziiuje pomocou zmesi enzymov sfuzovat’ fragmenty DNA s homoldégnymi
koncami. Pomocou kitu bol zjednoduSeny postup oproti tradicnym postupom klonovania
o nutnost’” pouzivania restrikénych a ligatnych enzymov, nahradené st enzymovym
mixom, ktory je sucastou kitu, ¢im sa eliminuje moznost’ vzniknutia chyb. Postup bol
vykonany podl'a protokolu GeneArt® Seamless Cloning and Assembly Kit User Guide
(Invitrogen, 2014). Inzertom bol konstrukt 3 (K3), linearny usek DNA dlhy 1556 bp,
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ktory koduje rekombinantny protein - trimér zloZeny z fragmentov OspA proteinov rodu
Borrelia (Obr. €. 5):
PKa OspA-PKa B. burgdorferi
PKo OspA-PKo B. afzelii
TN  OspA-TN, N34, VS307, G25 B. garinii, PWudll B. burgdorferi.

Tento konstrukt, navrhnuty na Ustave imunolégie za wcelom tvorby
rekombinantnej vakciny proti lymskej boreliéze, bol pred samotnym klonovanim
a pracou s nim syntetizovany firmou GenScript. DNA inzertu K3 bola podl'a ndvodu od

danej firmy rozpustena v ddH2O tak, Ze jej koncentracia predstavovala 20 ng/pl.

PKo (B. afzelii) His-tag
N-koniec C-koniec

Obr. €. 5: Schématické zobrazenie inzertu K3; farebne su odliSené jednotlivé Casti triméru
(PKa — bledomodra, PKo — zelend, TN — ZItd) pospajané linkermi (Cierna farba) s His-

tagom (6x histidin, tmavomodrd) v C-termindlnej Casti sekvencie proteinu

Objem inzertu potrebného k reakcii bol vypocitany podl'a vzorca (Obr. €. 6) tak,
aby molarny pomer inzert : vektor predstavoval 2 : 1. Kedze povodna koncentracia
inzertu bola 20 ng/ul a podl'a vypoctu bolo k vzorke potrebné pridat’ 60 ng inzertu,

pipetovany objem roztoku s inzertom bol 3 pl.

2 x (bp inzert) x (100 ng linearizovany plazmid)

i ert =
X ng inze (bp linearizovany plazmid)

2 x (1556 bp inzert) x (100 ng linearizovany plazmid)

zert =
X ng hzer (5152 bp linearizovany plazmid)

Obr. €. 6: Vzorec a vypocet hmotnosti inzertu potrebného pre reakciu

Do mikroskimavky bola pipetovana vzorka obsahujica linearizovany plazmid

tak, aby sa v reakcii nachddzalo 100 ng (kedze zmerand koncentricia vyizolovanej
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plazmidovej DNA predstavovala 11,025 ng/ul, do reakcie bolo pridanych 9 pl). Pridané
boli 4 pl pufru 5x Reaction Buffer a 2 pl deionizovanej vody, aby celkovy objem reakcie
predstavoval 18 ul a ako posledné boli pridané 3 ul roztoku inzertu podla vypoctu
potrebného objemu. Po zmieSani vSetkych zloziek potrebnych na reakciu boli pridané
2 ul 10x Enzyme Mix, zmes bola opatrne premieSana a inkubovana 30 min pri izbove;j
teplote. Vzniknuty K3-pET28 (Obr ¢. 7) bol nésledne transformovany do chemicko-

kompetentnych buniek.

Vektor pET-28b(+)

Restrikéné endonukleazy
Ncol a Bipl
>

ELFO aizolacia
plazmidovej DNA

»
Seamless Cloning and Assembly Kit

Inzert K3 K3-pET28

Obr. ¢. 7: Schéma postupu pri tvorbe rekombinantnej DNA molekuly K3-pET2S;

zvyrazneny Usek predstavuje inzert K3

4.4.5 Transformacia K3-pET28 do buniek E. coli DH5a

Rekombinantna molekula DNA, K3-pET28 bola transformovana do

kompetentnych buniek E. coli DH5a. V pripade pozitivnej transformécie do buniek na
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médiu LB + K réastli len baktérie obsahujiice plazmid pET-28-b(+), nakol’ko je v iom
zakddovany gén pre rezistenciu voc¢i kanamycinu.

8 ul zo zmesi pripravenej v kapitole 4.4.4 bolo pridanych k 50 pl buniek E. coli
DH5a, ktoré boli vopred rozmrazené na I'ade a obsah skiimavky bol poklepanim na stenu
skimavky opatrne premieSany, zmes bola vratend na l'ad a inkubovana 30 min. Po
inkubacii boli bunky umiestené na 30 s do termobloku zahriateho na 42 °C, ¢im doslo
k teplotnému Soku. Po zahriati boli opit’ umiestnené na I'ad a bolo k nim pridanych 950 ul
S.0.C. média. Zmes bola inkubovana 1 h pri teplote 37 °C za staleho mieSania na trepacke
pri 200 rpm.

Na tri Petriho misky obsahujuce agar LB + K bola po 1h inkub4cii zmes nanesena
v r6znych koncentraciach (1 kvapka zmesi, na druht 3 kvapky a na tretiu zvy$ny objem
skimavky). Bunky boli rovnomerne rozotret¢é po povrchu média bakteriologickou
hokejkou. Stvrtda miska sluzila ako negativna kontrola. Misky boli umiestnené do

inkubatora agarom nahor a boli inkubované cez noc pri teplote 37 °C.

4.4.6 Izolacia plazmidovej DNA z E. coli DH5a

Priprava vzoriek na izolaciu DNA

Do siedmich skumaviek bolo napipetovanych 5 ml tekutého autoklavovaného
média LB + K. Do 6 z nich bolo pridané po 1 kolonii baktérii K3-pET28 E. coli DH5a
z agarovych platni inkubovanych na LB + K agare cez noc (kazda koldnia predstavovala
1 klon), 7. skiimavka sltzila ako negativna kontrola a obsahovala samotné¢ LB + K.
Skumavky boli inkubované pri teplote 37 °C za staleho mieSania pri 125 rpm cez noc. Po
inkubacii bolo zo skiimaviek odpipetované po 2 ml a tieto vzorky boli centrifugované

10 min pri 3000 g. Supernatant bol odsaty a z peletu bola izolovana plazmidova DNA.

Izolacia plazmidovej DNA

Plazmidova DNA bola zbuniek FE.coli DHS5a izolovand pomocou kitu
NucleoSpin® Plasmid (NoLid), Mini kit. Pracovny postup bol vykonany podl'a protokolu
Plasmid DNA purification User manual (MACHEREY-NAGEL, 2019). Vsetky

centrifugdcie prebiehali pri laboratdrnej teplote a pretazeni 11000 g.
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Pri pouziti tohto kitu bol pelet baktérii resuspendovany pomocou pufru Al
s pridanou RN4zou A. Plazmidova DNA bola z buniek uvol'nend SDS/alkalickou lyzou
pomocou pufru A2. Lyzat bol neutralizovany pomocou pufru A3, ktory vytvoril vhodné
podmienky pre naviazanie plazmidovej DNA na silikonovi membranu kolony. Soli,
metabolity a rozpustené makromolekularne bunkové zlozky, ktorymi bola vzorka DNA
kontaminovana, boli z kolony odstranené pufrom A4 s pridavkom etanolu. Plazmidova
DNA bola nésledne eluovana za podmienok nizkeho pdsobenia idnovych sil.

K peletu bolo pridanych po 250 pl pufru Al. Vortexovanim doslo k resuspendécii
peletu a nasledne bolo pridanych po 250 ul pufru A2 (modrej farby). Skimavky boli 8x
prevratené, ¢im sa ich obsah premieSal a nasledne boli inkubované 5 min pri izbove;j
teplote. Pridanych bolo 300 pl pufru A3 askamavky boli opat 8x premiesané
prevratenim, az kym nedoSlo k vyzraZaniu (odfarbenie vzoriek - kontrola lyza¢ného
procesu).

Skiimavky boli 10 min centrifugované a néasledne bol supernatant dekantovany na
kolénu vlozent do mikroskimavky. Kolona bola centrifugovana 1 min. Obsah skumavky
preteCeny kolonou bol vyliaty a bolo pridanych 600 ul pufru A4. Koléna bola
centrifugovana 1 min a obsah skimavky bol vyliaty. Na vysuSenie membrany kolony
bola koléona dodatocne centrifugovand 2 min. DNA bola eluovand do C(istej
mikroskimavky pridanim 30 pl sterilnej ddH20, 1min inkubaciou pri laboratornej teplote
a naslednou 1min centrifugaciou. Ziskana plazmidova DNA bola nasledne pouzita na

restrik¢éna analyzu. Ziskané klony boli oznacené (1-6)-K3-pET28.

4.4.7 Restrikéna analyza plazmidu K3-pET28 v DH5a bunkach E. coli

Na overenie, ¢i bol inzert spravne zaklonovany do plazmidu boli vybraté
restrikéné endonukleazy (Tabulka ¢. 4, Obr. €. 8), ktoré Stiepili DNA v Specifickych
miestach. Restrikénou analyzou bolo overené, ¢i doSlo k spradvnemu zaklonovaniu
v pripade 6 klonov ziskanych predchadzajucim postupom v kapitole 4.4.4 a4.4.5. Na
zaklade toho boli naslednou elektroforetickou separaciou v agar6zovom géli oddelené
fragmenty DNA s o&akavanou diZkou (po¢tom bazovych parov), podl'a zodpovedajicich
restrikénych miest danych enzymov. Na zabezpecenie optimalnych podmienok pre

pozadovanu aktivitu restrikénych enzymov boli pouzité pufre a hovidzi sérovy albumin
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(BSA). Pri pouziti enzymov EcoRV a Pvul sa jednalo o NEBuffer™ 3 a v pripade enzymu
Xbal a zmesi enzymov Xbal + Apal bol pouzity pufer NEBuffer™ 4.

Podl’'a Tabuliek €. 5 a 6 boli enzymy, pufer, BSA a voda spolo¢ne pipetované do
mikroskimavky, tak, aby celkovy objem predstavoval 98 pul (objem potrebny na 7 reakeii,
z toho 6 bolo pouzitych pre restrikciu plazmidovej DNA a 7. pre pripadné straty pri
pipetovani). Zmes bola rozpipetovand do dalSich mikroskiimaviek tak, aby objem

v kazdej predstavoval 14 ul. Do 6 skiimaviek so 14 pl zmesi bol nasledne pridany 1 pl

vzoriek DNA a zmes bola 3 h inkubovana pri 37 °C.

Tabul'ka €. 4: Restrikéné endonukledzy pouzité na restriként analyzu K3-pET28

Restrikéna Restrikéné miesto Poloha Poloha
endonukleaza (5> 39 restrikéného restrikéného
miesta vo vektore miesta v inzerte
[bp] [bp]
Apal GGGCCIC 1333 -
EcoRV GAT|ATC 1572 1108
Pvul CGATICG 4425 1071
Xbal T|ICTAGA 334 —

(| = miesto Stiepenia danym restrikénym enzymom)
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(4425 bp) Pvul

Obr. ¢. 8: Schéma restrikéného Stiepenia plazmidu K3-pET28 (zvyraznené su restrikéné

miesta v inzerte)

Tabulka €. 5: Priprava reakénej zmesi pre restrikénti analyzu K3-pET28 pomocou

enzymov EcoRV, Pvul a Xbal

Apal (1333 bp)
EcoRV (1572 bp)

Pyvul (1071 bp)
EcoRV (1108 bp)

Xbal (334 bp)

Zlozka reakcie Koncentracia 15pl 98ul
Pracovny Koneéna reakcia reak¢na
roztok [pl] zmes [pl]
ddH:20 - - 11,95 83,65
Pufer 10x 1x 1,5 10,5
BSA 100x 1x 0,15 1,05
Enzym 20/10/20 U/pl 8/4/8 0,4 2,8
(EcoRV/Pvul/Xbal) U/reakcia
DNA 30 ng/ul 30 ng/reakcia 1 -
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Tabulka ¢. 6: Priprava reakénej zmesi pre restrikénii analyzu K3-pET28 pomocou

enzymov Xbal + Apal
Zlozka reakcie Koncentracia 15ul 98ul reakéna
Pracovny Konecna reakcia zmes [pl]
roztok [ul]
ddH:0 - - 11,55 80,85
Pufer 10x 1x 1,5 10,5
BSA 100x 1x 0,15 1,05
Enzym 1 (Xbal) 20 U/ul 8 U/reakcia 0,4 2.8
Enzym 2 (4pal) 50 U/l 20 U/reakcia 0,4 2,8
DNA 30 ng/ul 30 ng/reakcia 1 —

4.4.8 Elektroforeticka separacia jednotlivych fragmentov po restrikcii

v agarozovom géli

Rovnakym postupom ako v pripade kapitoly 4.4.2 bol pripraveny 1% agardézovy
g¢l. Do kazdej mikroskiimavky so vzorkou bolo pridanych 2,6 ul nanasacieho pufru Gel
Loading Dye, Purple (6x), no SDS, vzorky s pufrom boli premieSané pipetovanim nahor
a nadol a nasledne nanesené do jednotlivych jamiek. Do krajnych jamiek v agar6zovom
géli bolo pipetovanych 5 ul markeru relativnej molekulovej hmotnosti Quick-Load®
Purple 1 kb Plus DNA Ladder. Elektroforeticka separacia prebiehala 40 min pri napéti
160 V. Gél bol za staleho mieSania na trepacke pri 80 rpm farbeny pomocou roztoku
GelRed® a nasledne pozorovany pomocou dokumentanéného systému G-box, program:

GeneSys. Pre d’alSiu pracu bol vybraty jeden zo Siestich klonov, 5-K3-pET28.

4.49 Transformacia plazmidu do buniek E. coli BL21 (DE3),izolacia DNA

a restrikéna analyza

Pri vybranom klone, kde bola predchadzajicou restrik¢énou analyzou overena
pritomnost’ rekombinantnej molekuly DNA, bola zmerana koncentracia DNA. Podl'a
zistenej koncentracie bola k rozmrazenym bunkdm FE. coli BL21 (DE3) pridana

plazmidovd DNA tak, aby jej mnoZstvo predstavovalo 40 ng (zmerand koncentracia
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predstavovala 10 ng/ul, k bunkdm boli pridané 4 ul vzorky). Zmes bola 30 min
inkubovana na lade, nasledne zahriata pomocou termobloku predhriateho na teplotu
42 °C, ¢im doslo k teplotnému Soku a po 10 sekundéch boli bunky vratené na I'ad, kde
k nim bolo pridanych 250 pl S.O.C. média. Zmes bola inkubovana 1 h pri teplote 37 °C
za staleho mieSania na trepacke pri 200 rpm. Vzorky boli nanesené na Petriho misky
s LB + K agarom rovnako, ako v kapitole 4.4.5 a inkubované cez noc pri teplote 37 °C.

Po inkubacii cez noc boli odobraté kolonie do tekutého média LB + K, nasledne
boli kultivované a vzorky boli pripravené na izolaciu plazmidovej DNA. Tento postup aj
so samotnou izolaciou bol vykonany rovnako ako v kapitole 4.4.6 s rozdielom, ze po
naviazani plazmidovej DNA zo vzorky na kolonu bol pridany premyvaci krok s pufrom
AW akolona bola centrifugovand 1 min pri 11000 g, nasledne bol obsah skiimavky
vyliaty a pracované bolo opét’ podl'a predchadzajuceho postupu.

Na overenie transformacie plazmidu do buniek boli pouzité restrikéné
endonukleazy rovnako ako v kapitole 4.4.7 apracované bolo rovnakym postupom.

Vzorky boli nasledne odoslané na sekvenaciu firmou SEQme.

4.4.10 Produkcia rekombinantného proteinu K3 pomocou buniek E. coli kmei

BL21 (DE3)

Po overeni, ze bunky E. coli BL21 (DE3) boli transformované plazmidom K3-
pET28, bola zmerana koncentrécia izolovanej plazmidovej DNA vo vzorkéach a nasledne
boli vybrané klony 5/1-K3-pET28, 5/2-K3-pET28 a 5/4-K3-pET28, pri ktorych bolo
potrebné overit’ produkciu rekombinantného proteinu K3. Pred samotnou indukciou
expresie bol optimalizovany postup, pri ktorom bolo pozorované, ako rychlo sa baktérie
mnozia a hodnota ODeoo dosiahne 0,6, kedy baktérie budu v exponencialnej faze rastu.

0,1 ml kultary bol pridany k5 ml LB + K a kultivovany cez noc pri 37 °C
a 125 rpm. Tymto spdsobom boli pripravené tri skiimavky a Stvrta, kontrola obsahovala
médium LB + K. Druhy deni bola zmerana absorbancia, ktorda musela byt cca 1-1,2
a vzorka bola nariedend do 5 ml média tak, aby ODeoo bolo 0,1. Bunky boli kultivované
pri 37 °C, 125 rpm a bola merana absorbancia kazdych 30 min, az pokial’ hodnota ODsoo
nedosiahla 0,6, kedy st bunky v exponencidlnej fdze rastu a je mozné k nim pridat’ IPTG.

Ako blank bol v pripade merani pouzity 1 ml LB média.
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Po optimalizacii boli na druhy dent dané klony rovnakym spdsobom kultivované
a po 3 hodinéch, kedy dosiahla hodnota meraného ODsoo 0,6, bolo k baktériam pridanych
50 ul IPTG (koncentracia pracovného roztoku bola 100 mmol/l a pozadovana
koncentracia pre indukciu expresie bola 1 mmol/l), ¢im doslo k indukcii expresie
klonovanych génov. ODeoo vzorky bolo od pridania IPTG merané po 1 h, 3 h a po 4,5 h.
Ako kontrola boli pouzité bunky bez IPTG, v pripade ktorych bolo ODeoo merané po 3
a4,5h.

Zo skumaviek bolo po 1 h, 3 h a 4,5 h odobranych po 100 ul kultary a 10 min
centrifugovanych pri 8000 g. Supernatant obsahujuci médium bol odsaty, pelet bol
resuspendovany v 100 ul PBS, opét’ scentrifugovany a supernatant bol odsaty, ¢im doslo
k premytiu. Nésledne bol pelet znovu resuspendovany v 50 ul PBS ak tomu bolo
pridanych 50 pl 2x SDS. Vzorky boli odlozené pre naslednu detekciu proteinu K3 SDS-
PAGE elektroforézou a imunodetekciu pomocou western blotu. Pomocou tychto metod
bola okrem rychlosti produkcie rekombinantného proteinu porovnana aj schopnost
produkcie K3 u jednotlivych klonov. Nésledne, po overeni produkcie K3 boli vybrané
klony zamrazené pri teplote —80 °C, priCom pred zmrazenim bolo k 0,85 ml bunkove;j
kultary pridanych 0,15 ml glycerolu. Takto bolo pripravenych 6 skimaviek a uchovanych

pre d’alSiu préacu.

4.4.11 SDS-PAGE elektroforéza

Podl'a ocakavanej relativnej molekulovej hmotnosti rekombinantného proteinu
K3 bola zvolend koncentrécia deliaceho gélu 10 %. Pomocou 2x SDS doslo k denaturacii
proteinu, ktory ziskal zaporny naboj. Nésledne sa v géli pohyboval pdsobenim
jednosmerného elektrického pridu urcitou rychlostou na zéklade relativnej molekulovej

vel'kosti, v dosledku ¢oho doslo k separacii od ostatnych zloziek vzorky.

Priprava polyakrylamidového gélu

Bola zostavena aparatira na pripravu polyakrylamidového gélu, pouzité bolo sklo

s hrubkou 0,75 mm. Deliaci 10% gél bol pripraveny podl'a Tabulky €. 7 a pomocou
pipety bol naliaty medzi skla do vysky priblizne 2/3 skla a prevrstveny N-butanolom, ¢im
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doslo k odstraneniu bublin a vyrovnaniu hladiny gélu. Po stuhnuti gélu bol N-butanol
oplachnuty ddH20 a prebyto¢na voda bola odsatd pomocou filtracného papiera.

4% zaostrovaci gél bol pripraveny podla Tabulky ¢. 7. Po pridani vSetkych
zloZiek bol napipetovany medzi skld nad vrstvu deliaceho gélu aZ po okraj a nasledne bol
pridany hrebienok. Po stuhnuti gélu bol hrebienok odstraneny a stuhnuty gél bol vlozeny
do elektroforetickej komorky.

Tabul’ka €. 7: Priprava deliaceho a zaostrovacieho gélu na SDS-PAGE

ZloZenie 10% deliaceho gélu

30% akrylamidbisakrylamid 5ml
4x Tris pufer pH 8,8 3,75 ml
ddH20 6,25 ml

APS 75 ul

TEMED 15 ul

ZloZenie 4% zaostrovacieho gélu

30% akrylamidbisakrylamid 1,3 ml
4x Tris pufer pH 6,8 2,5 ml
ddH20 6,2 ml

APS 50 ul

TEMED 10 pl

Elektroforeticka separacia

Vzorky ziskané v postupe 4.4.10. boli denaturované vloZenim do termobloku
zahriateho na 95 °C po dobu 10 min. Do krajnych jamiek v géli boli pipetované 3 ul
markeru relativnej molekulovej hmotnosti PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder,
10 to 250 kDa (Obr. ¢. 9) ado dalsich jamiek bolo pipetovanych 10 pl vzoriek.
Elektroforetickd separacia prebiehala 1,5 h pri napiti 140 V.
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Obr. €. 9: Marker relativnej molekulovej hmotnosti PageRuler™ Plus Prestained Protein

Ladder, 10 to 250 kDa (prevzaté z: www.thermofisher.com)
Farbenie pomocou Coomasie Brilliant Blue

G¢l bol vlozeny na 30 min do fixaéného roztoku, kde bol za staleho mieSania na
trepacke pri 160 rpm fixovany. Roztok bol vyliaty a gél bol na trepacke 30 min farbeny
pomocou Coomasie Brilliant Blue. G¢él bol odfarbovany vymenou odfarbovacieho pufru
kazdych 30 min za staleho mieSania a nésledne ponechany cez noc v odfarbovacom
roztoku, ¢im boli odstranené zvysky farby. Gél bol oskenovany a na zaklade vytvorenych

bandov boli vyhodnotené vysledky izolacie rekombinantného OspA proteinu.

4.4.12 Western-blot

Separované proteiny SDS-PAGE elektroforézou boli v blotovacom zariadeni
posobenim jednosmerného elektrického prudu z gélu prenesené na PVDF membranu.
Pomocou Specifickej protilatky Penta - His HRP Conjugate, ktora sa viaze na His-tag
proteinov aje konjugovana senzymom chrenova peroxidaza, boli tieto proteiny
obsahujuce His-tag vizualizované chemiluminiscenénym farbivom SuperSignal™ West

Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate, ktoré sa sklada z 2 zloziek, peroxidu a luminolu.
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Posobenim chrenovej peroxidazy konjugovanej s protilatkou naviazanou na His-tagoch
doslo k reakcii so substratom v chemiluminiscen¢nom farbive a tym bola umoznena
detekcia proteinov.

PVDF membréna bola aktivovand namocenim do metanolu. Metanol bol odliaty
naspdt’ a membrana bola zaliata Towbinovym transférovym pufrom a umiestnena na
trepacku, kde bola mieSana pri 160 rpm. Do Towbinovho transférového pufru boli
namocené aj blotovacie papiere priblizne 30 min pred zacatim blotovania. Z gélu
ziskaného elektroforetickou separaciou bola odstranena Cast so zaostrovacim gélom
a deliaci gél so separovanymi proteinmi bol taktieZ vlozeny do Towbinovho puftru.

V blotovacom zariadeni boli zostavené jednotlivé Casti tak, Ze spodnt vrstvu tvoril
blotovaci papier, naii bola polozend membrana a gél a na vrch bol opit’ polozeny
blotovaci papier. Spomedzi vrstiev boli vytlacené vzduchové bubliny a boli preliate
malym mnozstvom Towbinovho pufru. Blotovanie prebiehalo 1 h pri konStantnom prade
80 mA a maximalnom napiti 20 V.

Po skonceni blotovania bola membréana pinzetou opatrne vybrana a vlozena cez noc do
20 ml blokovacieho pufru SuperBlockTM Blocking Buffer in PBS + 0,05% Tween 20 na
trepacku za staleho mieSania pri 160 rpm pri 4 °C, ¢im sa zabranilo neSpecifickym
vizbam protilatok na membranu. Potom bola pridana protilatka anti-Penta - His HRP
Conjugate v pomere 1:20000 a 1 h inkubovana s membranou pri laboratornej teplote za
staleho mieSania na trepacke pri 160 rpm. Nasledne bola membrana oplachovana 4x po
20 min v pufri 1x PBS + 0,05% Tween a 2x po 20 min premyta v roztoku 1x PBS. Po
premyti membrany boli pridané 4 ml chemiluminiscen¢ného farbiva, ktorého zlozky boli

zmieSané v pomere 1:1 a tym boli proteiny vizualizované.

4.4.13 Kultivacia buniek pred izolaciou rekombinantného proteinu K3

1 ml kultary E. coli, kmen BL21 (DE3) obsahujucich 5/4-K3-pET28 bol
kultivovany cez noc v 100 ml LB + K pri 37 °C a 125 rpm. Druhy deni bola zmerana
absorbancia, ktora musela byt’ cca 1-1,2 a vzorka bola nariedend do 1 I LB + K tak, aby
ODsoo bolo 0,1. Nasledne bolo postupované rovnako ako v kapitole 4.4.9.

Po 4,5 h bol 1 | kultary odliatim rozdeleny na polovicu a 15 min centrifugovany
na vel'koobjemovej centrifiige pri teplote 4 °C a 8000 g, ¢im boli bunky oddelené¢ od
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média. Supernatant bol odliaty a pelet resuspendovany v 30 ml pufri 1x PBS a opat’

centrifugovany. Pelet bol uskladneny pri teplote —20 °C.

4.4.14 Izolacia rekombinantného proteinu K3 za nativnych podmienok

Priprava vzorky na izolaciu rekombinantného proteinu

Pelet buniek E. coli BL21 (DE3) obsahujuci protein K3 bol pred pracou rozmrazeny,
odvazeny a resuspendovany v nativhom lyzatnom pufri tak, ze na 1 g peletu bolo
pridanych 10 ml lyza¢ného pufru. Na lyzu buniek bola vyuzitd sonikacia, kedy doslo
k rozru$eniu bunkovych $truktir pdsobenim ultrazvukovych vin. Lyzat bol 15x
sonikovany po 15 s, pricom medzi jednotlivymi sonikéciami bol umiestneny 1-2 min na
l'ade, aby nedoslo k prehrievaniu vzoriek. Po sonikdcii bol lyzat 10 min centrifugovny pri
teplote 4 °C a 8000 g. Supernatant bol pouzity na separaciu Ni-NTA chromatografiou

a pelet bol uchovany pre pouzitie pri elektroforetickej separacii.

Izolacia rekombinantného proteinu K3 pomocou Ni-NTA chromatografie

Ni-NTA chromatografiou boli na kolone zachytené proteiny obsahujuce His-tag,
kedy doslo k vidzbe imidazolového kruhu v Struktire histidinu na nikelnaté i6ny, po
premyti kolony a odstraneni neSpecificky sa viazajucich proteinov boli zachytené
proteiny eluované pomocou pufru s vysokym obsahom imidazolu (QIAGEN, 2003).

Na 10 ml supernatantu bol pridany 1 ml Ni-NTA agardzy a zmes bola 30 min
mieSand pomocou trepacky pri teplote 4 °C. Prazdna chromatografickd kolona
umiestnena v chladenom inkubatore pri 4 °C bola ekvilibrovand 10 ml deionizovane;j
vody. Zmes supernatantu s Ni-NTA agar6zou bola po 30 min mieSania nanesena na
kolonu. Po preteceni kolénou bol obsah zbernej kadicky naneseny na kolonu znovu,
pri¢om po opdtovnom preteceni bol uchovany na neskorsiu analyzu.

Kolona bola 2x premyta pomocou nativheho premyvacieho pufru a pufer
preteceny koloénou bol zakazdym odloZeny na neskorsiu analyzu. Z kolony boli eluované
proteiny pomocou 2 ml nativneho elu¢ného pufru na 1 g buniek, pricom boli zbierané 4
frakcie po 0,5 ml, ktoré boli pouzité pre detekciu SDS-PAGE elektroforézou a western-

blotom. Zo vzoriek ziskanych Ni-NTA chromatografiou bolo odobratych 20 ul
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a zmieSanych s 20 pl 2x SDS pre elektroforézu a vzorky boli denaturované vlozenim do
termobloku zahriateho na 95 °C po dobu 10 min. Do krajnych jamiek v géli boli
pipetované 3 pl markeru relativnej molekulovej hmotnosti a do d’alSich jamiek bolo
pipetovanych 10 ul vzoriek: resuspendovany lyzovany pelet (P), lyzat buniek preteceny
kolénou (FT), premyvaci pufer preteCeny kolonou po prvom a druhom premyvani (W1
a W2), jednotlivé frakcie ziskané eluciou (E) a pozitivna kontrola obsahujlica
rekombinantné OspA proteiny. Nasledny postup bol vykonany podla kapitol 4.4.11
a4.4.12.
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5 VYSLEDKY

Aby bolo mozné zaklonovat' inzert, plazmid pET-28b(+) bol linearizovany
pomocou restrikénych endonukledz Ncol a Blpl, tak, aby doslo k vzniku lepivych koncov
komplementarnych so sekvenciou inzertu. Restrikénym Stiepenim bol ziskany linedrny
fragment DNA s dizkou 5153 bp. Od zvy$ného fragmentu s dizkou 215 bp bol
elektroforézou v agarovom géli separovany a pozorovany pomocou UV transiluminétora
(Obr. ¢. 10). Podl'a vzdialenosti zistenej separaciou bol zo zvySnej Casti gélu vyrezany
usek obsahujuci plazmidova DNA, ktora bola izolovana. Hmotnost’ vyrezanej Casti gélu
s plazmidom bola zistena ako 310 mg a tento Gdaj bol pouzity pri izolacii, kedy bolo
k vzorke pridanych 930 pl pufru QG (vid’: Material a metody, kapitola 4.4.3). Nasledne
bola zmerana koncentracia potrebna pre d’alsi postup pri klonovani, pricom bolo zistené,
ze izolovana plazmidova DNA mala koncentraciu 11,025 ng/ul a Cistotou (A260/A280)

1,703.

kbp M V

' Bl —— 5153 bp— pET-28b(+)

Obr. €. 10: Elektroforeticka separdcia linearneho fragmentu plazmidovej DNA vektora
pET-28b(+) po Stiepeni restrikénymi endonukledzami Ncol a Blpl; M — marker Quick-
Load® Purple 1 kb Plus DNA Ladder (presnejsi popis markeru vid’: Material a metody,
kapitola 4.4.2); V — vzorka DNA; Sipka znaci linearizovany plazmid pET-28b(+)

Inzert K3 bol zaklonovany pomocou kitu GeneArt® Seamless Cloning and
Assembly Kit a nasledne boli vzniknutym rekombinantnym plazmidom transformované
kompetentné bunky E. coli, kment DH5a. Po kultivacii na agare LB + K, kedy bol na

jednotlivé misky s agarom naneseny rozny objem bakterialnej kultiry, vSetky misky
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obsahovali kolonie baktérii v odliSnom mnoZstve. Rast baktérii znacil uspeSnost’
transformécie vd’aka rezistencii voCi kanamycinu kodovanej v plazmide pET-28b(+).
Z baktérii bola izolovana DNA a pre overenie spravneho zaklonovania bola vykonana
restrikénd analyza plazmidu K3-pET28 zvolenymi restrikénymi endonukledzami. Na
zéklade Stiepnych miest v plazmide ainzerte boli vypocitané olakavané dizky
jednotlivych fragmentov DNA (Tabulka ¢. 8). Bolo zistené, Ze k spravnemu
zaklonovaniu doslo v pripade klonov 1-K3-pET28, 4-K3-pET28 a 5-K3-pET28 (Obr. €.
11 a 12), kedy dizky fragmentov v géli zodpovedali oéakavanym.

Tabul'ka ¢. 8: Ocakévané fragmenty DNA po restrikénej analyze plazmidu K3-pET28

Restrik¢éné endonukleazy DiZka fragmentov DNA [bp]
Xbal + Apal 5710 999
EcoRV 4324 2385
Pyul 5201 1508
Xbal 6709 —
Xbal TApaI

[ |
kbkp M 1 2 3 4 5 6

Obr. ¢. 11: Restrikéna analyza plazmidu K3-pET28 izolovaného z E. coli, kmeit DH5a
za pouzitia zmesi enzymov Xbal + Apal; M — marker Quick-Load® Purple 1 kb Plus DNA
Ladder (presnejsi popis markeru vid: Material a metddy, kapitola 4.4.2), 1-6 — vzorky
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DNA izolovanej zjednotlivych klonov (1-6)-K3-pET28 Stiepené restrikénymi
endonukleazami Xbal + Apal; Cervenou farbou a Sipkami st oznacené vzorky,

v pripade ktorych doslo k spradvnemu zaklonovaniu

Obr. ¢. 12: Restrikéna analyza plazmidu K3-pET28 izolovaného z E. coli, kmeit DH5a
za pouzitia enzymov EcoRV, Pvul a Xbal; M — marker Quick-Load® Purple 1 kb Plus
DNA Ladder (presnejsi popis markeru vid: Material a metody, kapitola 4.4.2), 1-6 —
vzorky DNA izolovanej z jednotlivych klonov (1-6)-K3-pET28 Stiepené restrikénymi
endonukledzami EcoRV, Pvul a Xbal; Cervenou su oznacené vzorky, v pripade ktorych

doslo k spravnemu zaklonovaniu

Pre dalsi postup bola zvolenda DNA klonu 5-K3-pET28, kedy zmerana
koncentracia DNA vo vzorke predstavovala 10 ng/ul. Po transformdcii buniek E. coli
kmen BL21 (DE3), ich kultivacii a izolacii DNA bola opét’ vykonana restrikéna analyza,
rovnako ako v predchadzajicom pripade. Na zaklade ziskanych elektroforetogramov
bolo zistené, ze v pripade vSetkych klonov 5/(1-6)-K3-pET28 bola izolovana plazmidova
DNA a bunky boli transformované spravne (Obr. ¢. 13 a 14). Vzorky boli overené aj
sekvenaciou a pre produkciu proteinu K3 boli nasledne zvolené klony 5/1-K3-pET28,

5/2-K3-pET28 a 5/4-K3-pET28.
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Xbal + Apal
l

Obr. ¢. 13: Restrik¢na analyza plazmidu 5-K3-pET28 izolovaného z E. coli, kmen BL21
za pouzitia zmesi enzymov Xbal + Apal; M — marker Quick-Load® Purple 1 kb Plus DNA
Ladder (presnejsi popis markeru vid: Materidl a metddy, kapitola 4.4.2), 1-6 — vzorky
DNA izolovanej zjednotlivych klonov 5/(1-6)-K3-pET28 Stiepené restrikénymi

endonukleazami Xbal + Apal

EcoRV Pvul Xbal
| | |

73
g
:

Obr. €. 14: Restrikénd analyza plazmidu K3-5-pET28 izolovaného z E. coli, kmeit BL21
za pouzitia enzymov EcoRV, Pvul a Xbal; M — marker Quick-Load® Purple 1 kb Plus
DNA Ladder (presnejsi popis markeru vid: Material a metody, kapitola 4.4.2), 1-6 —
vzorky DNA izolovanej z jednotlivych klonov 5/(1-6)-K3-pET28 sStiepené restrikénymi
endonukleazami EcoRV, Pvul a Xbal
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Pred samotnou kultivaciou buniek pre produkciu K3 proteinu a ich indukciou bola
vykonané optimalizacia postupu, pri ktorej bola kazda pol hodinu merana absorbancia
vzorky (ODeoo) (Tabul’ka €. 9), ¢im bola zistend rychlost’ rastu baktérii. Po pridani IPTG
bola nad’alej merana absorbancia, pokial’ hodnota ODsoo nedosiahla 1, kedy by sa vo
vzorke malo nachadzat’ dostato¢né mnozstvo proteinov. Odobranim vzoriek v réznom

¢ase bola pomocou western blotu zistena rychlost’ produkcie proteinu K3.

Tabulka ¢. 9: Hodnoty ODsoo namerané pri optimalizacii postupu kultivacie buniek E.

coli BL21 (DE3) pre produkciu rekombinantného proteinu K3

Cas od zatiatku merania [h] Hodnota ODeoo
0 0,095
0,5 0,272
1 0,354
1,5 0,440
2 0,610
Pridanie IPTG
3 0,717
5 0,967
6 1,072

Po optimalizacii postupu boli medzi sebou porovnané jednotlivé klony. Produkcia
proteinu K3 po indukcii expresie bola overovana pomocou SDS elektroforézy a western
blotu, kedy z jednotlivych klonov boli odobrané vzorky, ktoré boli centrifugované a pelet
bol resuspendovany v PBS. Vzorky boli elektroforézou separované a vizualizované
pomocou Coomassie Brilliant Blue. Pre vic¢Siu Specifitu bol pouzity western blot
s pouzitim protilatky proti His-tagom, ktoré sa nachadzali na C-terminalnom konci
proteinu. Na vysledku SDS elektroforetickej separacie je mozné pozorovat’ protein K3
zodpovedajlici ocakavanej molekulovej hmotnosti 53,74 kDa, ktorého molekulova
hmotnost’ bola zistend na zaklade aminokyselinovej sekvencie pomocou programu
Sequence Manipulation Suite, Protein Molecular Weight
(http://kfrserver.natur.cuni.cz/lide/fatima/bioinfo/sms2/protein_mw.html) (Obr. ¢. 15).

Na membrane, kam boli proteiny preblotované, je mozné okrem proteinu K3 pozorovat
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aj protein s His-tagom s molekulovou hmotnost’ou priblizne 20 kDa, ktory sa vo vzorkach
vyskytoval v dominantnom mnozstve (Obr. ¢. 16). Nakolko tymito metddami bola
overend produkcia proteinu K3 u danych klonov a vzorka €. 3 bola zvolena pre nasledn

velkoobjemovu purifikaciu pomocou Ni-NTA chromatografie.
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Obr. ¢. 15: SDS elektroforetickd separacia bunkového lyzatu po indukcii expresie
proteinov; M — marker PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa
(presnejsi popis markeru vid: Material a metody, kapitola 4.4.10), PI1-3 -

resuspendovany pelet (bunkovy lyzat), S1-3 — supernatant (médium)
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Obr. ¢. 16: Western blot po SDS elektroforetickej separacii bunkového lyzatu; M —
marker PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (presnejsi popis
markeru vid: Materidl a metddy, kapitola 4.4.10), P1-3 — resuspendovany pelet (bunkovy
lyzat), S1-3 — supernatant (médium), K1 a 2 — pozitivna kontrola (vzorka obsahujiica

protein s His-tagom)

Po overeni produkcie proteinu K3 boli dané klony baktérii E. coli BL21 (DE3)
kultivované v 1 I média LB + K a nasledne centrifugované. Médium bolo odsaté a bunky
boli premyté 1xPBS a pred d’alSou pracou ulozené do —20°C. V den purifikacie boli
bunky pomocou vortexu resuspendované v lyzatnom pufri a sonikované za pomoci
sonikatora UP200S. Lyzat bol nasledne pouzity pre purifikdciu proteinu pomocou Ni-
NTA chromatografie. Jednotlivé frakcie ziskané chromatografiou boli separované
pomocou SDS elektrforézy a vysledok bol vizualizovany farbenim pomocou Coomassie
Brilliant Blue a pomocou westetrn blotu za pouzitia protilatky proti His-tagom, ktoré sa
nachadzali na C- terminalnom konci proteinu. Jednotlivé frakcie zahfiali resuspendovany
lyzovany pelet (P), v pripade ktorého sa vyskytovalo vel'ké mnozstvo proteinov, FT,
objem preteceny koldénou, kedy uz doslo k naviazaniu proteinov s His-tagom na kolonu,
W1 a W2, premyvacie frakcie, ktoré obsahovali zvysky ostatnych proteinov a nasledne
E1-4. V El sa nachddzalo mal¢ mnoZstvo proteinov, v E2 a E3 bolo eluované najvicsie
mnozstvo a nasledne v E4 bola opét’ koncentracia proteinov nizSia. Na zaklade analyz
bola zistena pritomnost’ proteinu K3, dominantne sa vo vzorkach vSak vyskytoval protein

s molekulovou hmotnost'ou priblizne 20 kDa (Obr. €. 17 a 18). Vzorky boli preto
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nasledne poslané na analyzu pomocou hmotnostnej spektrometrie, kedy bolo zistené, ze
by sa mohlo jednat’ o protein s molekulovou hmotnost'ou priblizne 21,5 kDa, monomér
odstiepeny od C- termindlnej Casti proteinu K3, tvoreny sekvenciou TN-OspA a Cast'ou

sekvencie PKo (B. afzelii).
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Obr. ¢. 17: SDS elektroforetickd separacia jednotlivych frakcii ziskanych Ni-NTA
agardzovou chromatografiou; M — marker PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder,
10 to 250 kDa (presnejsi popis markeru vid: Material a metody, kapitola 4.4.10), P —
resuspendovany lyzat buniek, FT — lyzat buniek preteceny kolénou, W1 a 2 — premyvacia
frakcia preteCend kolénou po prvom a druhom premyvani, E1-4 — jednotlivé frakcie

ziskané elaciou
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Obr. ¢. 18: Western blot po SDS elektroforetickej separacii jednotlivych frakcii z Ni-NTA
agarozovej chromatografie; M — marker PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10
to 250 kDa (presnejsi popis markeru vid: Material a metddy, kapitola 4.4.10), E1-4 —
jednotlivé frakcie ziskané eluciou, K — pozitivna kontrola (vzorka obsahujiica protein

s His-tagom)
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6 DISKUSIA

Aj napriek faktu, Ze za posledné roky sa zna¢ne prehibili znalosti o patogenéze,
diagnostike a liecbe lymskej boreliozy, aspekty samotnej prevencie stale nie su dorieSené.
V stcasnosti nie je v humannej medicine dostupna profylaxia v podobe vakciny
a v minulosti dostupna vakcina zaloZend na technike rekombinantného OspA celila
komplikacidm a netispechu (Ktupka ef al., 2011). Nakol'ko lymska boreli6za je ochorenie
sposobené druhovou skupinou Borrelia burgdorferi sensu lato, ktorych povrchové
proteiny su variabilné, vakciny navrhnuté na zaklade OspA jedného druhu nemusia byt
ucinné voci ostatnym. PouZitie takychto vakcin vo svete by mohlo byt’ skomplikované aj
odlisnou geografickou distribtciou jednotlivych druhov borélii. Novym pristupom k tejto
problematike je tvorba rekombinantného proteinu koédujuceho C-terminalnu ¢ast’ OspA
niekol’kych klinicky relevantnych druhov borélii, ktora je dostato¢na k indukcii imunitne;j
odpovede (Koide et. al., 2005; Comstedt et. al., 2014; Comstedt et. al., 2017). Za tymto
i¢elom bol na Ustave imunologie Lekarskej fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
navrhnuty protein K3 zloZeny ztroch fragmentov OspA odliSnych druhov Borrelia
burgdorferi s. L., ktory je potencidlnym antigénom vhodnym pri priprave vakciny proti
lymskej borelidze.

Cielom experimentilnej casti bakalarskej prace bola produkcia tohto
rekombinantného proteinu K3, k ¢omu bol vyuzity plazmid pET-28b(+). Klonovanie bolo
pre vysSiu ucinnost’ vykonané pomocou supravy Seamless Cloning and Assembly kit
(Invitrogen), kedy nie je nutné vyuzivat' ligazy a fosfatazy, postup klonovania sa tak
zjednodusil. Vytvorenym rekombinantnym plazmidom boli nasledne transformované
kompetentné bunky Escherichia coli kmen DHS5a. Spravne zaklonovanie bolo overené
restrikénou analyzou vybranych klonov, ktoré niesli vd’aka rekombinantnému plazmidu
rezistenciu voc¢i kanamycinu a rastli tak na médiu s pridavkom tohto antibiotika. Pre
produkciu K3 bola nésledne plazmidova DNA izolovand z E. coli DH5a a boli fiou
transformované expresné bunky E. coli BL21 (DE3). Restrikénou analyzou
a sekvendciou bola overend spravna transformdicia tychto buniek rekombinantnym
plazmidom anésledne bola expresia proteinu K3 indukovand pridavkom IPTG
v exponencidlnej faze rastu baktérii. Produkcia proteinu bola overena pomocou SDS
elektroforetickej separacie a western blotu, kedy vizualizdcia bola umoznena

Specifickymi protilatkami proti His-tagom, ktoré rekombinantné proteiny obsahovali.
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Bola zistena pritomnost proteinu K3, apreto bol vybrany klon dalej pouzity pre
velkoobjemovu produkciu. Po rozruseni bunkovych membran boli proteiny izolované
a purifikované Ni-NTA afinitnou chromatografiou, ktord je uU¢innym spdosobom
purifikacie rekombinantnych proteinov s vyuzitim predovsetkym His-tagu. Podobne ako
v pripade prace od Béldkova et al. (2005), ktori purifikovali rekombinantny OspA
protein, bola dokazana uspesSna izolacia proteinu Ni-NTA afinitnou chromatografiou za
nativnych podmienok po néslednej vizualizacii pomocou SDS elektroforézy a western
blotu. V ramci tejto bakaldrskej prace vSak bolo zistené, Ze protein K3 sa produkoval
v menSom mnozstve, ako bolo ocakévané. Okrem triméru, proteinu K3 s molekulovou
hmotnostou 53,74 kDa bol na membrane pozorovany aj protein nestci His-tag
s molekulovou hmotnostou priblizne 21,5 kDa, ktory bol oproti triméru pritomny
v dominantnom mnozstve. Na zdklade vysledkov z hmotnostnej spektrometrie bolo
zistené, ze sa jedna o fragment K3, monomér zloZeny z C-terminalneho konca proteinu
obsahujuceho His-tag, fragmentu TN-OspA, linkeru a pravdepodobne urcitej ¢asti
sekvencie PKo. Priiny tohto Stiepenia a nestability proteinu K3 budu predmetom
dalsiecho vyskumu, potrebného pre uspesnu pripravu rekombinantnej vakciny proti

lymskej borelidze.
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7 ZAVER

Prva Cast’ prace je zamerana na problematiku lymskej boreliozy, literarna resers
zahfna informacie o jej pévodcovi — druhovej skupine baktérii Borrelia burgdorferi s.l.,
tvorenej viacerymi druhmi, ktorych zastupenie sa 1iSi vzh'adom ku geografickému
roz$ireniu. Popisané st zadkladné prejavy tohto ochorenia, jeho diagnostika, lieCba
a prevencia, ktora je v sucasnosti v humannej medicine mozna. Popisana je aj Struktura
tychto baktérii so zameranim na povrchovy protein OspA, ktory sa ukdzal byt u¢innym
imunogénom, atak je vhodnym kandiditom pre tvorbu vakcin. Teoretickd Cast’
bakalarskej prace zahfiia aj problematiku vakcindacie, siasné pristupy pri tvorbe novych
vakcin so zameranim na antigén OspA. Postupy pri tvorbe rekombinantnych proteinov,
klonovanie a aktualne molekularne a genetické metddy su popisané v poslednej cCasti
literarnej reserse.

Prakticka cast’ bakalarskej prace je zamerand na tvorbu rekombinantného proteinu
K3, triméru zlozeného z fragmentov OspA roznych druhov borélii zo skupiny B.
burgdorferi s. 1., ktory by mohol byt vhodnym antigénnym konSruktom, ako stcast’
budticej vakciny proti lymskej borelioze. DNA kddujtca tento protein bola vlozena do
plazmidu a namnoZzend pomocou kompetentnych buniek E. col/i DH5a.. Rekombinantnou
plazmidovou DNA z vybraného klonu boli nasledne transformované expresné bunky E.
coli BL21 (DE3) a expresia génov bola indukovand pridavkom IPTG. Po overeni
produkcie tohto proteinu bol zo zvoleného klonu izolovany Ni-NTA chromatografiou.
Pomocou SDS PAGE a western blotu s vyuZitim His-tagu na C-terminalnom konci K3
bola zistend okrem K3 aj pritomnost monoméru obsahujuceho His-tag, ktory vznikol
odstiepenim casti proteinu K3. Priciny, preco k tomuto Stiepeniu dochddza, rovnako ako
aj optimalizacia postupu pri izolacii a purifikacii, budi predmetom nasledujiceho

vyskumu.
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