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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

amp gen za odpornost proti ampicilinu

ATP adenozin tri fosfat

B. subtilis Bacillus subtilis

BHI gojisc¢e "Brain heart infusion broth"

BM gojisce "Basic medium"

bp bazni pari v dvoverizni vija¢nici nukleinske
kisline

BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum
albumin)

CFU Stevilo kolonijskih enot (ang. colony-forming
unit)

DNA deoksiribonukleinska kislina

E. amnigenus Enterobacter amnigenus

E. coli Escherichia coli

E. hermannii Escherichia hermannii

E.chrysanthemi
EDTA

Erwinia chrysanthemi
etilendiaminotetraocetna kislina

EGT elektrogenska terapija

GMO gensko modificirani organizmi

GSO gensko spremenjeni organizmi

H. frisingense Herbaspirillum frisingense

H. influenzae Haemophilus influenzae

HGP horizontalni genski prenosi

IFN-y interferon gama

IL-12 interlevkin 12

kb kilobazni pari, 1000 baznih parov v dvoverizni
vijacnici DNA

lacZz strukturni gen v operonu lac, ki nosi zapis za
sintezo encima beta-galaktozidaze

LB gojis¢e Luria-Bertani

MG MG-minimalno gojisce

MGE mobilni genetski elementi

N. gonorrhoeae Neisseria gonorrhoeae

N. meningitidis Neisseria meningitidis

P. fluorescens Pseudomonas fluorescens

P. putida Pseudomonas putida

P.rettgeri Providencia rettgeri

P.vulgaris Proteus vulgaris

pH negativni desetiSki logaritem koncentracije
ionov H3O"

QACs kvarterne amonijeve spojine (ang. quaternary
ammonium compounds)

RMP rekombinacijske mediatorske beljakovine

RNA ribonukleinska kislina

S. boydii Shigella boydii

S. enterica subsp. arizonae
S. enterica subsp. enterica

Salmonella enterica subsp. arizonae
Salmonella enterica subsp. enterica
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S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae
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S. typhymurium Salmonella typhymurium

S.enteritidis Salmonella enteritidis

SMMP50 gojisce za gojenje sevov iz rodu
Staphylococcus

SOB gojisce "Super optimal broth"

SOC gojisce "Super optimal broth z dodatkom
glukoze"

sSDNA enoverizna DNA (ang. single stranded)
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vrt. vrtljaj



Medvescek D. Vnos terapevtskega plazmida pORF-hIL-12 v izbrane vrste enterobakterij. 1
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

1 UVvOD

Velika prednost bakterij v primerjavi z drugimi organizmi je sposobnost prilagoditve na
okoljske razmere z mutacijami, kratek generacijski Cas in sposobnost pridobivanja dodatnih
genskih informacij preko horizontalnih genskih prenosov (HGP). Horizontalni genski prenosi
(HGP) so naravni pojav vnosa novih zapisov v celico, ki jih s pridom izkoris¢amo tudi v

biotehnologiji.

Transformacija vkljucuje vstop gole DNA v celico. Po vstopu DNA v celico lahko pride do
razgradnje ali do vkljucitve le-te v bakterijski kromosom, kar je odvisno od podobnosti tuje
DNA s kromosomsko DNA gostitelja. Ce gre za prenos preko plazmida s §irokim
gostiteljskim obmoc¢jem, lahko pride do hitrega Sirjenja informacij med bakterijskimi vrstami.
Kompetenca, zmoznost sprejema tuje DNA, tako predstavlja sposobnost prilagoditve bakterij

na spremembe v okolju (Thomas in Nielsen, 2005).

Elektroporacija je nacin vnosa tuje DNA z izpostavitvijo celic elektricnem pulzu, ki povzroci
povecanje prepustnosti celiéne membrane. Zaradi enostavnosti in velike ucinkovitosti je
pogosto uporabljen nacin vnosa genskih zapisov v gostitelja. Reverzibilen pojav prepustnosti
membrane uporabljajo tudi pri genski terapiji raka. In vitro metodo uporabljajo rutinsko za
vnos razli¢nih molekul, na primer RNA, DNA, kemoterapevtikov in drugih. Metoda ima velik
potencial na podrocju onkologije, saj sta elektrokemoterapija in elektrogenska terapija zelo
ucinkoviti metodi zdravljenja, tako v humani kot tudi v veterinarski medicini. Elektrogenska
terapija, s katero v celice koznih in podkoznh nodulov razli¢nih histoloskih tipov tumorjev
psov vnesejo terapevtski plazmid pORF-hIL-12 G2 je bila testirana v klini¢ni Studiji za
zdravljenja raka v veterinarski onkologiji. V plazmidu je poleg terapevtskega gena za humani
interlevkin-12 in ustreznih evkariontskih nukleotidnih zaporedij, ki so povezane z njegovim
izrazanjem, tudi selekcijski oznacevalec (gen z zapisom za odpornost proti ampicilinu) ter
replikacijska regija pMB1-Ori iz bakterije Escherichia coli. Slednja omogo¢a pomnoZevanje
plazmida v sevu iz vrste E. coli med postopkom priprave rekombinantnega terapevtskega
plazmida in pridobivanja zadostne koli¢ine plazmida za aplikacijo terapije. Interlevkin 12 (IL-
12) je eden izmed najbolj obetavnih citokinov pri imunskem zdravljenju malignih obolenj

(Aune in Aachmann, 2010; Cemazar in sod., 2010; Cemazar in Ser$a, 2007).
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Vektorji so molekule DNA, s pomocjo katerih lahko umetno vnesemo tujo DNA v
gostiteljsko celico. Plazmidi so najpogosteje uporabljeni vektorji pri molekulskem kloniranju.
Eden izmed korakov pri optimizaciji uporabe plazmidnih vektorjev je tudi poznavanje
gostiteljskega obmocja vektorja, saj si tako lahko razSirimo nabor potencialno uporabnih

organizmov.

1.1 NAMEN

Pri genski terapiji raka je pomemben tudi varnostni vidik uporabe izbrane tehnologije. Za
pripravo terapeviskega plazmida in njegovo namnoZitev je potreben v plazmidu potreben
selekcijski oznacevalec. V primeru pORF-hIL-12 G2 gre za zapis za odpornost proti
ampicilinu. Ker S$tevilo proti antibiotikom odpornih sevov v okolju nara$c¢a, je uporaba
rezistencnih genov kot selekcijskih oznacevalcev nezazelena, ravno zaradi moznosti
horizontalnega prenosa genov. V magistrski nalogi smo Zeleli preveriti moznost vnosa DNA
plazmida pORF-hIL-12 G2 v inducirano kompetentne celice razli¢nih enterobakterijskih vrst
z elektroporacijo. Hkrati smo poskusali ugotoviti ali so med enterobakterijami tudi naravno
kompetentne vrste. Vzporedno smo kot kontrolo preverjali gostiteljsko obmocje pogosto

uporabljenega vektorja v molekulskem kloniranju, pUC-19.

1.2 HIPOTEZE
Pred pricetkom dela smo postavili naslednji glavni hipotezi:
e Vnos terapevtskega plazmida pORF-hIL-12 G2 s transformacijo bo uspeSen samo v
primerih sevov iz vrste Escherichia coli in njej zelo sorodnih vrst.
e Vnos terapevtskega plazmida pORF-hIL-12 G2 bo uspeSen samo po predhodno
inducirani kompetenci recipientskih celic.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SPLOSNO O HORIZONTALNIH GENSKIH PRENOSIH (HGP)

Izraz horizontalni genski prenosi (ang. horizontal gene transfer, HGT) povezujemo s
prenosom genskih zapisov med organizmi iste ali razli¢nih vrst. Pri bakterijah poznamo tri
glavne vrste HGP: (a) transformacija (prevzem proste DNA), (b) transdukcija (prenos
genskega zapisa s pomocjo bakteriofagov) in (c) konjugacija (horizontalni genski prenos, pri
katerem se konjugativni plazmid enosmerno prenese iz donorske v recipientsko celico).
Mobilni genetski elementi udelezeni v HGP so lahko plazmidi, bakteriofagi, integrativni
konjugativni elementi, transpozoni, insercijska zaporedja, integroni, genske kasete ali
genomski otoki (Heuer in Smalla, 2007).

Watanabe (1963) je prvi opisal HGP in sicer pri veckratno odpornih patogenih bakterijah, in
pri tem uporabil izraz »nalezljiva dedis¢ina« (ang. infectious heredity). Od takrat so HGP
pripisali Ze vec¢ razlag in pomenov. Z vse vecjim Stevilom v celoti sekvenciranih bakterijskih
genomov raziskovalci ugotavljajo, da so HGP eno od pomembnejSih gonil bakterijske
evolucije preko genomskih sprememb (Johnsborg in sod., 2007). Engelstadter in
Moradigaravand (2013) sta z matemati¢nim modelom poskusSala dokazati predpostavko, da
transformacija preko procesa »genetskega potovanja v Casu« omogoci bakterijski celici
hitrejSe prilagajanje na spremembe v okolju. Bakterije na tak nacin poleg razvoja z
mutacijami in hitrim razmnoZevanjem pridobivajo pomembne informacije in s tem selektivno
prednost tudi od drugih, ne le starSevskih celic (Thomas in Nielsen, 2005). V okolju lahko
pride do prenosa genov, ki imajo razli€en vpliv na fenotip, kot so na primer toksi¢nost,
patogenost, poveCana virulenca, odpornost proti antibiotikom, kompetitivna prednost,
presnova alternativnih substratov ali razSirjen nabor gostiteljev. Zato ima pojavnost HGP
velik vpliv na oceno tveganja pri uporabi gensko spremenjenih bakterij, ki jih spuséamo v
okolje. Geni, ki jih z gensko spremenjenimi organizmi (GMO) vnaSamo v okolje, lahko
namre¢ spremenijo genome v okolju naravno pristotnih mikroorganizmov in posledi¢no
njihove lastnosti. Zgodi se lahko tudi, da GMO prevzamejo mobilne genske elemente (ang.
mobile gene element, MGE) od v okolju prisotnih organizmov, kar lahko povec¢a njihov

ekoloski potencial (Heuer in Smalla, 2007).
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2.2 TRANSDUKCIJA

Transdukcija je vstop tuje DNA v celico s pomocjo virusov. Mehanizem vstopa v celico se
razlikuje glede na virus. V in vitro razmerah pri kloniranju najbolj pogosto uporabljajo
bakteriofag A, pri katerem lahko sestavimo DNA primerne dolZine in proteine virusnega
plasca v infektivni delec. Ucinkovitost vnosa rekombinantne fagne DNA s transdukcijo je
manjSa kot transformacija bakterij z rekombinantno plazmidno DNA, vendar je transdukcija
manj odvisna od velikosti vnesene DNA kot transformacija. Transdukcija pri bakterijah
poteka v treh fazah: (a) vstop bakteriofaga v donorsko celico, nato (b) izstop iz donorske

celice z delom njene DNA, (c) vnos donorske DNA v tar¢no celico (Madigan in sod., 2006).

2.3 KONJUGACUA

Bakterijska konjugacija je proces pri katerem prenos DNA iz donorske v recipientsko celico
potece ob vzpostavitvi fizicnega stika med njima. Donor je bakterija, ki vsebuje konjugativni
plazmid. Proces v sploSnem poteka tako, da donorska celica sintetizira konjugativni pil s
katerim se pritrdi na recipientsko celico. S skrajSanjem pila se celici priblizata in nato preko
novonastale konjugativne pore ena veriga plazmidne DNA preide iz donorske v tar¢no celico.
Po prenosu DNA pride do sinteze komplementarne verige DNA. Taréno celico, ki plazmidno
DNA sprejme, imenujemo transkonjuganta (Snyder in Champness, 2003; Madigan in sod.,
2006).

2.4 TRANSFORMACIA

Naravna transformacija je stabilen prevzem, vkljuéitev in funkcionalno izrazanje »tujerodne«
DNA. Je tudi edini mehanizem, s katerim lahko pojasnimo, kako bakterijska celica pridobi
DNA tuje vrste izven gostiteljskega obmocja MGE ali bakteriofaga. Pri transformaciji gre za
sklopitev pridobljene enoverizne DNA in gostiteljevega genoma. Vkljuéitev novo pridobljene
DNA v genom bakterije prejemnika omogoca proces homologne rekombinacije (Johnston in
sod., 2014). Prvi¢ so pojav opisali pri po Gramu pozitivni bakteriji Streptococcus pneumoniae
(Griffith, 1928). Do sedaj je bil pojav naravne transformacije opisan pri priblizno 80 vrstah.
Zadnje raziskave kaZzejo, da imajo sicer filogenetsko oddaljene vrste ohranjen mehanizem
prevzema DNA, medtem ko so nacini iniciacije in nadaljnji regulatorni mehanizmi razlicni.
Za razliko od transdukcije in konjugacije je proces transformacije popolnoma uravnan s strani
tar¢ne celice in tudi vse potrebne beljakovine so zapisane v delu genoma (ang. core genome),

ki je prisoten pri vseh sevih dolo¢ene vrste. Pri vecini bakterij proteini, ki so potrebni za
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prevzem zunajceliéne DNA, niso stalno prisotni, temve¢ se kompetenca pojavi le v dolo¢enih
razmerah. Kompetenca je sposobnost sprejemanja zunajcelicne DNA (Thomas in Nielsen,
2005; Johnston in sod., 2014).

2.4.1 Indukcija kompetence

Najpogosteje opisani sproZilci, vpleteni v razvoj kompetence, so: (a) genotoksi¢en stres, ki
povzro¢i poskodbe DNA, (b) bakterijsko medceli¢no komuniciranje (zaznavanje kvoruma,
ang. quorum sensing), (c) pomanjkanje glavnega vira ogljika ali (d) prisotnost oziroma
odsotnost doloc¢enega vira ogljika (Seitz in Blokesch, 2012). Pri bakterijah S. pneumoniae in
Legionella pneumophila lahko stanje kompetence inducirata subletalna koncentracija
aminoglikozidnih in florokinolonskih antibiotikov ter genotoksi¢ni agensi, kot sta sevanje UV

ali mitomicin C (Prudhomme in sod., 2006; Charpentier in sod., 2011).

Poleg zaznavanja kvoruma raziskovalci opisujejo Se bakterijsko komunikacijo s
signaliziranjem (ang. »cell-cell signaling). Celice lahko komunicirajo preko alarmonov ali
avtoinduktorjev, ki jih bakterije proizvajajo kot odgovor na stres. Alarmoni so signalne
molekule, ki povecajo izrazanje genov, Ki so povezani z celicnim odzivom na stres.
Avtoinduktorji so signalne molekule, ki so vpletene v zaznavanje kvoruma kot tudi v celi¢no
signaliziranje. Glede na raznolikost molekul, ki so vpletene v indukcijo kompetence, lahko
zaklju¢imo, da so regulatorne poti kompetence pri razlicnih mikrobnih vrstah razli¢ne
(Claverys in sod., 2006). Mnogi avtorji opisujejo pojav naravne transformacije kot proces, Ki
omogoca prevzem tuje DNA za popravila poSkodb DNA, vira hranil ali pridobitve novih

funkcij, ki omogocajo lazje prilagajanje na spremembe v okolju (Michod, 2008).

2.4.2 Mehanizem naravne transformacije

Sistemi prevzema DNA pri po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterijah so si
precej podobni, le da je pri po Gramu negativnih potreben Se prehod DNA preko zunanje
membrane. Domnevajo, da imajo po Gramu negativne bakterije beljakovine, ki so podobne
sistemu izlo¢anja tipa II in pilom tipa IV (Hobbs in Mattick, 1993; Dubnau, 1999). Psevdopili
imajo vlogo pri prevzemu zunajceliéne DNA tudi pri po Gramu pozitivnih vrstah (Chen in
Dubnau, 2004). V znanstveni literaturi poro¢ajo o povezavi pilov tipa IV in prevzemom
DNA. Gre za pil tipa IV, ki je dolg dva do tri mikrometre in neposredno veze zunajceli¢no

DNA. Ker je vpleten v proces transformacije, so ga poimenovali transformacijski pil
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(Laurenceau in sod., 2013). Izjema v nacinu prevzema zunajcelicne DNA je bakterijska vrsta

Helicobacter pylori, ki uporablja sistem izlocanja tipa IV (Hofreuter in sod., 2001).

Na Sliki 1 so prikazani kljuéni dogodki prevzema DNA pri po Gramu negativnih in pri po
Gramu pozitivnih baterijskih vrstah. Za prevzem DNA je pri po Gramu pozitivnih bakterijskih
vrstah kljucen pil, ki je sestavljen veCinoma iz podenot beljakovine ComGC (ujame
dvoverizno DNA), DNA-receptorja ComEA in transmembranske pore ComEC. Eno stran
dvojne vijacnice razgradijo nukleaze ali DNA-lo¢evalne beljakovine. Pri bakterijah iz debla
Firmicutes prenos skozi ComEC omogo¢a od ATP odvisna translokaza ComFA. Pri po
Gramu negativnih bakterijskih vrstah kanal za izloanje PilQ omogoci prehod skozi zunanjo
membrano. Domnevajo, da je pri po Gramu negativnih bakterijskih vrstah prisoten homolog
translokaze ComFA, vendar to Se ni potrjeno. Enoverizna DNA, vezana na beljakovino DrpA
(ang. DNA processing protein A) je signal za aktivacijo RecA, ki omogoca prepoznavo
homolognih mest vzdolZz kromosomske DNA (Mortier-Barriere in sod., 2007; Johnston in
sod., 2014).

Homologno rekombinacijo v vseh organizmih sproZi prisotnost enoverizne ali sSDNA (ang.
single stranded). Proces vrsijo rekombinaze (RecA pri prokariontih, Rad51 pri evkariontih) s
kofaktorji, ki jih imenujemo rekombinacijske mediatorske beljakovine (RMP). Protein DprA,
izoliran iz S. pneumoniae, je RMP vpleten pri transformaciji. Analize genskih zaporedij
naravno kompetentnih bakterijskih vrst kazejo, da je DprA ohranjen pri vseh vrstah.
Primerjava zaporedij naravno kompetentnih vrst je pokazala, da je gen dprA ohranjen pri vseh
naravno kompetentnih vrstah. Cetudi gen dprA najdemo tudi pri vrstah, ki ne izkazujejo
naravne kompetence, je edina znana funkcija DrpA povezana s transformacijo (Beernink in
Morrical, 1999; Mortier-Barriére in sod., 2007; Johnston in sod., 2014).
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Slika 1: Mehanizem prevzema zunajceli¢ne DNA pri po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterijskih
vrstah (prirejeno po Johnston in sod., 2014: 5).
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2.4.2 Filogenetska razSirjenost naravne transformacije

Horizontalno pridobljena kromosomska DNA lahko gostiteljskemu sevu v okolju omogoci
selektvino prednost. Verjetnost, da se bo specificna genska informacija uspesno prenesla v
gostitelja je odvisna od procesa prenosa, oblike nukleinske Kisline, ki je preneSena in od
integraz (retrovirusni encim, ki omogocCa vgradnjo genetskega materiala virusa v. DNA
okuzene celice) v organizmih. Pokazano je bilo, da ob pojavu HGP med nesorodnimi
organizmi, ponavadi pride do prenosa vzdrzevalnih genov (ang. housekeeping genes).
Informacijski geni, med katere uvrS¢amo tiste gene, ki so vpleteni v proces translacije,
transkripcije in podobnih procesov ter tudi geni za odpornost proti antibiotikom, imajo med
organizmi manjSo verjetnost prenosa s HGP. Jain in sod. (1999) s kompleksnostno teorijo
pokazejo, da so informacijski geni ponavadi del kompleksnejSega sistema, v nasprotju z
vzdrzevalnimi geni, ki so del manjSega sistema, ki predstavlja le nekaj genskih produktov.
Predpostavljajo, da je ravno kompleksnost interakcij informacijskih genov tisti faktor, Ki

vpliva na pogostotst pojava HGP.

Filogenetska analiza naravno kompetentnih bakterijskih vrst kaze, da je ta lastnost razsirjena
tako med po Gramu pozitivnimi kot tudi med po Gramu negativnimi bakterijskimi vrstami.
Priblizno en odstotek do sedaj opisanih bakterijskih vrst je naravno kompetentnih. Zmoznost
prevzema gole DNA so do sedaj zaznali pri arhejah in razlicnih bakterijskih skupinah, ki
vkljuCujejo predstavnike po Gramu pozitivnih bakterij, cianobakterije, vrste iz debla
Deinococcus-Thermus, zelene Zveplove bakterije in mnoge po Gramu negativne bakterije.
Med proteobakterijami najdemo naravno kompetentne vrste v razredih alfa, beta, gama in
epsilon. Mnogi c¢loveski patogeni so naravno kompetentni, mednje uvr$éamo predstavnike
rodov Campylobacter, Haemophilus, Helicobacter, Neisseria, Pseudomonas, Staphylococcus
in Streptococcus. V deblu Firmicutes sta modelna organizma za preuCevanje naravne
transformacije vrsti S. pneumoniae in Bacillus subtilis. Med proteobakterijami so najbolj
preuene naravno kompetentne bakterijske vrste Haemophilus influenzae, Neisseria
gonorrhoeae in Neisseria meningitidis. Do sedaj je Mycobacterium smegmatis edina opisana
aktinobakterija, ki je naravno kompetentna. Analize genomskih podatkov vrst iz debla
aktinobakterij kaZejo, da imajo zapise za homologe genov com, ki kodirata ComEA in
ComEC. Glede na to, da sta ti dve beljakovini vpleteni v prenos DNA preko membrane

kompetentnih bakterijskih vrst, njuna prisotnost nakazuje na veliko vecjo razsirjenost naravne
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kompetence aktinobakterij, kot je do sedaj opisana v literaturi (Jonas in sod., 2001; Johnsborg
in sod., 2007; Bhatt in sod., 2002).

2.5 UMETNI VNOS DNA V BAKTERIJSKO CELICO

Poznamo razlicne metode umetnega vnosa DNA v bakterijsko celico (Preglednica 1). Za
elektroporacijo velja, da je uporabna za Sirok spekter prokariontskih (bakterijskih in
arhejskih) vrst. Transformacija v laboratorijskih razmerah ni odvisna od velikosti inokuluma
in Casa inkubacije bakterijske kulture, temve¢ od koncentracije celic in faze rasti. Prevzem

plazmidne DNA potece v zelo kratkem Casu (Zhang in sod., 2012).

Preglednica 1: Primerjava uéinkovitosti in razSirjenosti razlicnih metod umetne transformacije (Aune in
Aachmann, 2010).

Utinkovitost Filogenetski obseg .
Metoda transformacije uporabnosti metode Vir
(CFU/pg DNA)
kemotransformacija 10°-2 x 10° zlasti Proteobacteria in Hanahan, 1983; Hanahan in
Euryarcheota Bloom, 1996
elektroporacija 0,5-5 x 10%° zelo Sirok obseg Aune in Aachmann, 2010
(vrste iz domen Bacteria in
Archaea)
zamrzovanje in ~10° moZen Sirok obseg Dityatkin in llyashenko, 1979
odtajanje (ang.
freeze and thaw)
sonoporacija ~10’ moZzen Sirok obseg Song in sod., 2007
liposom ~2x10® moZen Sirok obseg Fraley in sod., 1979
citosan / moZen Sirok obseg Mumper in sod., 1995
biolisti¢na 2 x 10°-8 x 10° moZen Sirok obseg Shark in sod., 1991
tribos 10*-10° mozen Sirok obseg Yoshida in Ide, 2008

Prvi zapisi o umetni transformaciji segajo v leto 1970, ko sta Mandel in Higa dokazala, da
postanejo bakterije iz vrste E. coli ob tretiranju s CaCl, sposobne prevzema fagne DNA brez
uporabe fagnih delcev (Mandel in Higa, 1970). Pri kemijski transformaciji so kationi kljucen
elementi, ki omogocajo celoten proces (Hanahan, 1983; Hanahan in Bloom, 1996). Kationi s
povezavo z negativnimi fosfatnimi skupinami, prisotnimi v goli DNA, omogocijo
kondenzacijo DNA. Tako je olajSan prevzem DNA, saj je zmanjSan volumen snovi, ki vstopa
v celico. Kationi lahko hkrati izni¢ijo odbijajoce elektrostatske sile, ki so prisotne med DNA
in zunanjostjo celicne membrane in tako olajSajo kontakt med DNA in membrano (Weston in

sod., 1981).
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Veliko manjs$o uc¢inkovitost transformacije izkazuje tehnika zamrzovanja in odtajanja (ang.
freeze and thaw), pri kateri bakterijske celice tranformiramo tako, da jih zmrznemo pri -70 °C
(ali =196 °C) in jih nato odtalimo pri 42 °C, kot je bilo pokazano pri bakterijski vrsti E. coli
(Dityatkin in llyashenko, 1979).

Ultrazvok v vodnih raztopinah tvori mikromehucke, ki povzroc¢ijo nastanke prehodnih por v
celi¢ni steni, kar omogo¢i prehod molekul v notranjost celice. Ta nacin imenujemo
sonoporacija (Liu in sod., 2006), in je bil prvi¢ uspesno preizkusen pri bakterijskih vrstah E.
coli, Pseudomonas putida in Pseudomonas fluorescens. Sonoporacija je uporabljena pri
razli¢nih bakterijskih vrstah in je v primerjavi z elektroporacijo manj odvisna od ionske moci

in jakosti napetosti (Song in sod., 2007).

Za vnos tuje DNA lahko uporabimo tudi polisaharidne in lipidne dostavljalne sisteme.
Polisaharid hitozan vsebuje aminokislino, ki je pri kisli vrednnosti pH pozitivno nabita, kar
omogoc¢i nastanek polimera. Ta v prisotnosti anionskih molekul, kot je tudi DNA, tvori
kompleks, ki ga potencialno lahko uporabljamo kot dostavni sistem DNA (Mumper in sod.,
1995). Podobno delujejo lipidni dostavljalni sistemi (liposomi), ki ujeti DNA preko fuzije z
membrano omogo¢ijo prehod v bakterijsko celico (Fraley in sod., 1979). Manj znani in
uporabljeni sta tudi biolisticna metoda in metoda tribos. Pri prvi gre za obstreljevanje
rastlinskih celic z delci volframa, ki so prevleceni z DNA. Transformacija tribos pa temelji na
povecanju prepustnosti bakterijske celice z drgnjenjem s polistirensko pali¢ico po povrsini
agarske plosce, ki vsebuje koloidno raztopino E. coli, krizolit in plazmidno DNA (Yoshida in
Ide, 2008). Maksimalno uginkovitost transformacije doseZemo z elektroporacijo (0,5-5 x 10™°

CFU/ug DNA) (Aune in Aachmann, 2010).

2.5.1 Elektroporacija

Zgodovinsko gledano je bila tranformacija kot nacin vnosa tuje DNA v bakterijsko celico
opisana predvsem pri proteobakterijah, firmikutih in aktinomicetah. Slednje velja tudi zato,
ker so to v sploSnem najbolje preucena bakterijska debla (Kyrpides, 2009). Z razvojem novih
in optimizacijo Ze poznanih metod so le-te dobile vecji obseg uporabe tako pri uporabi v

osnovni mikrobiologiji kot tudi v aplikativni biotehnologiji (Aune in Aachmann, 2010).
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Elektroporacija je sicer fizikalna metoda, pri kateri z izpostavitvijo celic elektricnim pulzom
ustreznih parametrov dosezemo prepustnost celicnih membran. Prehodno povecano
prepustnost membran dosezemo z vsiljenim transmembranskim potencialom, ki nastane pod
vplivom zunanjega elektri¢nega polja. Ko doseze kriticno vrednost in preseze dolocen prag,
pride do prehodno povecane prepustnosti membran bakterijskih celic in zato lahko v celicno
notranjost vstopijo molekule, za katere je celicna membrana sicer neprepustna. Pri dolocenih
elektri¢nih pulzih je strukturna sprememba celicne membrane lahko zacasna in reverzibilna.
(Cemazar in sod., 2010). S tem olajsamo prehod eksogenih molekul, kot so DNA, RNA,
beljakovine in drugih molekul, ki druga¢e ne morejo preiti pregrade (Prasanna in Panda,
1997).

Postopek v sploSnem sestoji iz treh korakov, in sicer:
» priprava kompetentnih celic (z modifikacijo celicnih membran in povecanjem
prepustnsti celi¢ne stene),
» Sok celic (elektri¢ni),

» okrevanje celic (Aune in Aachmann, 2010).

V splosnem velja, da je u€inkovitost transformacije obratno sorazmerna z velikostjo in obliko
plazmidne DNA, medtem ko je v primeru elektroporacije u€inkovitost transformacije direktno
proporcionalna koncentraciji vneSene molekule DNA in je neodvisna od velikosti in oblike
DNA (Eynrd in sod., 1992). Za optimiziranje procesa je potrebno zadostiti nekaterim
pogojem, ki jih lahko razdelimo v tri vecje sklope: celi¢ni faktorji, fizioloSko-kemijski
dejavniki in parametri, ki so povezani z elektrokemijskimi lastnostmi. Med prve spadajo faza
rasti, Stevilo celic v kulturi, premer celic, rigidnost celi¢ne stene in dovzetnost bakterijske
celice za elektroporacijo. Med fizioloSko-kemijske parametre Stejemo temperaturo, vrednost
pH, osmolarnost, koncentracijo ionov v elektroporacijskem pufru, koncentracijo DNA in
razmere inkubacije pri elektroporaciji. Najpomebnejsi elektrokemijski parametri so optimalna
mo¢ elektri¢nega polja, kriticna napetost, dolzina in Stevilo ponovljenih elektri¢nih pulzov

(Prasanna in Panda, 1997).

Elektroporacija je hiter in tehni¢no nezahteven postopek, ki omogoca doseganje visje
ucinkovitosti tranformacije v primerjavi z drugimi opisanimi kemijskimi metodami

transformacije. Za bakterijsko vrsto E. coli velja, da u¢inkovitost transformacije doseze 10%-
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10° transformant /pg, medtem ko z kemijskimi metodami doseZe le od 10°~10° transformant
/ug plazmidne DNA. Postopek omogoca natancno doloCitev in uravnavanje elektricnih
parametrov in hkrati izogib toksi¢nim u¢inkom kemikalij, ki pri nekaterih kemijskih metodah
vnosa DNA ni mogoc¢. Ker je vstop DNA socasen z elektriénim pulzom predinkubacija

bakterijskih celic ni potrebna (Prasanna in Panda, 1997).

2.6 MOLEKULSKO KLONIRANJE

Leta 1952 je Joshua Lederberg prvi¢ uporabil izraz "plazmid" za opis katerega koli
bakterijskega genskega elementa, ki obstaja v zunajkromosomskem stanju vsaj v enemu delu
svojega replikacijskega cikla. V ta opis so bili vkljuéeni tudi bakterijski virusi, kar je bil tudi
primarni razlog za potrebo po izpopolnjevanju prvotne definicije plazmida. Danes izraz
"plazmid" opisuje izklju¢no ali pretezno zunajkromosomske genske elemente, ki se
avtonomno podvojujejo. Naravni plazmidi se zelo razlikujejo po fizikalnih znacilnostih kot so
velikost, geometrija (krozni ali linearni) ali Stevilo kopij v celici. Plazmidi so ve¢inoma
dvoverizne krozne molekule DNA, obstajajo pa tudi linearni plazmidi. Plazmidi kodirajo
encime in druge proteine, ki v doloCenih razmerah celicam, ki jih imajo, omogocajo
selektivno prednost v primerjavi s celicami, ki teh elementov nimajo. Pogosto so to zapisi za
rezistenco proti antibiotikom, tezkim kovinam, zapisi za sintezo antibiotikov, toksinov,
virulen¢nih dejavnikov ali zapisi za dolo¢ene metabolne poti, ki omogocajo razgradnjo
specifiénih substratov ali molekul. Stevilni plazmidi nosijo zapise za protirestrikcijske
sisteme, ki S$Citijo plazmidno DNA pri prvemu vstopu v bakterijsko celico. Majhna
molekulska masa plazmida omogoca lazjo transformacijo kompetentnih celic in lazjo
izolacijo le tega v vecjih koli¢inah. Poleg tega so manjSi plazmidi manj dovzetni za poskodbe
in se v celicah nahajajo v ve¢jem Stevilu kopij (Woodall, 2003).

Plazmidna DNA predstavlja pomemben del razvoja na podro¢ju biotehnologije, prav tako pa
predstavljajo plazmidi groznjo za okolje, saj so jih v nekaterih primerih povezali s Sirjenjem
bolezni (Jain in Srivastava, 2013). Plazmidi so najpogosteje uporabljeni vektorji pri
kloniranju. Vektorji so molekule DNA, s pomocjo katerih lahko umetno vnesemo tujo DNA v
gostiteljsko celico, kjer se ta lahko podvojuje in/ali izraza. Metodo oblikovanja in vnosa
rekombinantnih molekul DNA v molekularni biologiji imenujemo molekulsko kloniranje.
Poleg plazmidov lahko opiSemo Se tri skupine vektorjev, virusni vektorji oz. bakteriofagi,

kozmidi in umetni bakterijski kromosomi.
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Osnovne znacilnosti molekularnih vektorjev so:
» imajo sposobnost podvojevanja v gostiteljski celici (mesto ori),
» vsebuje selekcijski oznacevalec (npr. amp pri pUC-19),
> vsebujejo restrikcijska mesta (poliklonsko mesto), v katerega se vkljuci fragment tuje
DNA.

Z izrazom gostiteljsko obmocje plazmida pojmujemo skupino razli¢nih mikroorganizmov, v
katerih se plazmid lahko podvojuje in vzdrzuje. Glede na velikost gostiteljskega obmocja
delimo plazmide v dve skupini: na plazmide z ozkim in Sirokim gostiteljskim obmoc¢jem
(Datta in Hedges, 1972). Danes v skupino plazmidov s Sirokim gostiteljskim obmoc¢jem
uvrsc¢amo tiste, ki se prenasajo in obdrzijo v bakterijah iz razli¢nih filogenetskih skupin (Top
in sod., 1998). Plazmidi s Sirokim gostiteljskim obmocjem predstavljajo pomembno vlogo pri
HGP in so vir genske informacije za izdelavo novih vektorjev. Omejitve pri prenosu
plazmidov v nesorodne bakterije so: (a) interakcije na celi¢ni povrSini, Ki lahko preprecijo
ucinkovit kontakt, ki je potreben za prenos plazmida, (b) restrikcijski sistemi gostiteljske
celice, ki lahko sprozijo razgradnjo tuje DNA, ali (c) plazmidi, ki se v gostiteljski celice ne
podvojujejo. Mobilni plazmidi s Sirokim gostiteljskim obmoc¢jem imajo velik pomen pri
prenosu koristne genske informacije med populacijami dolocene bakrerijske vrste in tudi
izven same vrste. V takih primerih gre npr. za zapise za odpornost proti antibiotikom in
kovinam, kvarterne amonijeve spojine (QACS), razgradnjo herbicidov (Smalla in sod., 2006;
Schluter in sod., 2007; Don in Pemberton, 1981; Jain in Srivastava, 2013).

Dobro preuceni plazmidi bakterije E. coli — ColE1, p15A, pSC101 — pri katerih so bile za
uporabo na podro¢ju molekulskega kloniranja potrebne le manjSe spremembe, imajo
pomankljivost in sicer ozko gostiteljsko obmog¢je. Trenutno je podatkovna zbirka o plazmidih
s Sirokim gostiteljskim obmo¢jem majhna. Najbolj uporabljena plazmida s Sirokim
gostiteljskim obmocjem, ki se lahko podvojujeta v razlicnih po Gramu negativnih in
pozitivnih bakterijskih vrstah, sta plazmida pBBR1 in pWVO1 (Davison, 2002; Jain in
Srivastava, 2013).
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2.6.1 Plazmid pUC-19
Plazmid pUC-19 je 2.686 bp velik plazmidni vektor. Vsebuje gen amp z zapisom za

odpornost proti ampicilinu in gen lacZ z zapisom za a-peptid B-galaktozidaze. Poliklonsko
mesto se nahaja znotraj gena lacZ in omogoca a-komplementacijo (modro-beli test).
Prepoznavna mesta za restrikcijske endonukleaze izhajajo iz vektorja M13mpl19. Mesto
zaCetka podvojevanja ori izhaja iz vektorja pMB1 (minimalno mesto zaéetka podvojevanja E.
coli). Vektor pUC-19 je v celicah v velikem Stevilu kopij, kar je posledica odsotnosti gena rop

in tockovne mutacije v genu rep znotraj mesta ori.

2.7 GENSKA TERAPIJA RAKA

2.7.1 Osnovni principi genske terapije raka
Rak je bolezen, ki nastane zaradi nepopravljive spremembe v celicnem jedru, mutacije genov,
bodisi v telesnih ali v spolnih celicah. Spremenjene gene (mutacije) lahko podedujemo ali pa

se pojavijo po rojstvu.

V zadnjih letih Stevilo raziskav na podrocju genske terapije raka naraSca. Izraz genska terapija
raka se nanaSa na katerikoli postopek zdravljenja bolezni z gensko modifikacijo celic bolnika.
Genski material, ki ga vnesemo v celice bolnika, so lahko geni, odseki gena ali
oligonukleotidi. Terapijo lahko izvedemo in vivo, kjer gre za neposredno tretiranje tar¢nih
celic, ali s pristopom ex vivo. Pri slednjem celice gojimo in gensko spremenimo v
nadzorovanem okolju, nato pa transgen ponovno vstavimo v gostitelja (pacienta). Transgen je
gen ali genski material, ki ima potencial spremeniti fenotip gostiteljske celice. Po vstavitvi
novega gena ali zapisa za beljakovine (transgen) v celi¢ni genom, take celice ponovno
vstavimo v gostitelja. Tak pristop je enostavnejsi, saj je manipulacija tar¢nih celic tako lazja.
Tar¢ne celice so zdrave ali rakave in bodisi celice imunskega odziva bodisi pluripotentne
zarodne celice. Ko pride do vstopa transgena v obolelo celico, lahko le-ta povzro¢i njen
propad ali obnovi normalno celi¢no delovanje. Transgen lahko po vstopu v zdravo celico §¢iti
pred zastrupitvijo celic, povzro¢eno s strani zdravil, ali aktivira celi¢ni imunski odziv, kar ima
za posledico unicenje rakave celice. Genska terapija raka torej vkljucuje modifikacijo rakavih,
zdravih in/ali celic tumorskega mikrookolja. Raziskovalci pri¢akujejo, da bi v prihodnosti z
gensko analizo tumorjev pripomogli k boljsem razumevanju in uéinkovitejSem zdravljenju

raka z uporabo genske terapije (Weigel-Van Aken, 2010; Niidome in Huang, 2002).
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Pri genski terapiji raka gre za vnos genske informacije v celico z namenom zamenjave,
popravila ali utiSanja okvarjenega gena. Pogoste strategije, ki jih uporabljamo pri genski
terapiji raka, so:
» utiSanje izraZzanja onkogena ali prenos tumor-supresorskega gena,
» imunopotenciacija: poveCanje imunskega odziva z vnosom genskih zapisov za
citokine, kostimularne molekule in antigene,
» vnos samomorilskih genov (Weigel-VVan Aken, 2010).
Tehnike vnosa DNA lahko delimo na virusne in nevirusne. Nevirusne tehnike vnosa lahko
razdelimo v dve skupini:
» vnos gole DNA s fizikalnimi metodami, kot sta elektroporacija in biobalisti¢na
metoda,
» vnos DNA s pomocjo kemi¢nega nosilca, kot je na primer kationski polimer ali lipidna

molekula (Niidome in Huang, 2002).

Najenostavnejsi in varen nacin vnosa gole plazmidne DNA je neposredno injiciranje. Do
sedaj so tehniko neposrednega injiciranja uporabili na skeletni misSici, jetrih celicah, $¢itnici,
sréni misici, uroloskih organih ter kozi in pri zdravljenju tumorjev (Nishikawa in Huang,
2001).

Povecanje ucinkovitosti vnosa tuje DNA lahko dosezemo z uporabo razli¢nih fizikalnih
metod. Med te Stejemo elektroporacijo, biobalistiko, ultrazvok, hidrodinamsko injiciranje in
druge (Li in Ma, 2001). Vnos terapevtskega gena z elektroporacijo imenujemo elektrogenska
terapija (EGT). Ta metoda zdruzuje vnos/nanos plazmidne DNA v/na tkivo in lokalno
uporabo elektriénih pulzov. EGT se lahko uporablja kot samostojna terapija ali v

kombinacijah z drugimi naéini zdravljenja raka (Cemazar in sod., 2010).

2.7.2 Interlevkin 12

Ena od metod za dostavo terapevtskih genov je EGT z 1L-12, ki so jo do sedaj testirali na
mnogih razliénih tumorskih modelih. Z uporabo elektroporacije terapevtski gen dostavimo v
tumorsko tkivo ali skeletno misico (Cemazar in sod., 2010). Rezultati $tudije pri psih z rakom
kazejo, da je intramuskularna EGT z IL-12 varna oblika zdravljenja in vodi v daljSe obdobje

brez bolezni (Cemazar, 2011; Pavlin in sod., 2011). Pred kratkim so Cemazar in sodelavci
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(2015) objavili rezultate Studije o ucinkovitosti in varnosti uporabe elektrokemoterapije v
kombinaciji z EGT s genom z IL-12. Rezultati so pokazali, da en mesec po terapiji ni
stranskih u¢inkov, prav tako en teden po terapiji, v brisih odvzetih na razli¢nih predelih psa in

tudi na predelu nanosa terapevtskega plazmida, ni ve¢ zaznati prisotnosti plazmidne DNA.

Interlevkin 12 je heterodimerni protein iz dveh kovalentno povezanih podenot, 35 kDa velike
lahke verige (p35/ IL-12a) in 40 kDa velike tezke verige (p40 / 1L-12p) (Kobayashi in sod.,
1989). IL-12 je citokin, ki ima veliko vlogo pri povezovanju prirojenega in pridobljenega
imunskega odziva (Trinchieri, 1995). Tvorijo ga fagociti, celice B, dendriti¢ne celice in
domnevno tudi druge celice, ki pridejo v stik z infektivnimi agensi. IL-12 deluje na celice T in
celice NK tako, da poveca produkcijo in aktivnost citotoksi¢nih limfocitov in inducira
produkcijo citokinov, Se posebej INF-y (Ma in sod., 1996). INF-y deluje neposredno na
tumorske celice (in druge komponente tumorskih celic) s tem, da celicam T omogoci
povecano prepoznavanje tumorskih celic preko molekul predstavitvenega kompleksa 1 (MHC
1) in s spreminjanjem zunajcelicnega matriksa. Posledica tega je zmanjSana stopnja

angiogeneze in zavirana rast tumorja (Brunda in sod., 1993).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

3.1.1 Laboratorijski sevi

Vecina sevov (Priloga C), ki smo jih uporabili pri raziskavi, je trajno shranjenih in vkljuéenih
v zbirko EX-, ki je del MreZe infrastrukturnih centrov Univerze v Ljubljani (MRICUL) in
deluje v okviru IC Mycosmo na Katedri za molekularno genetiko in biologijo
mikroorganizmov, Oddelka za biologijo, BiotehniSke fakultete v Ljubljani. Laboratorijske
seve v Prilogi C, vir 2, smo pridobili iz DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen - German Collection of Microorganisms and Cell Cultures). Bakterije iz

rodu Sphingomonas smo dobili iz vzorca jamskega srebra iz Pajsarjeve jame pri Vrhniki.

3.1.2 Plazmidi
» pUC - 19 (genska karta v Prilogi D),
» pPORF-hIL-12 G2 (genska karta v Prilogi E).

3.1.3 Gojisca

3.1.3.1 Tekoca gojisca

» Gojisce Luria-Broth (LB)
Tekce gojisce LB smo pripravili tako, da smo 25 g gojis¢a LB raztopiliv 11 dH,0 in
porazdelili v erlenmajerice. Gojis¢e smo sterilizirali s 15-minutnim avtoklaviranjem pri 121
°Cin tlaku 1,23 bara.

» Gojisce 1,5 x LB
Tekoce gojis¢e 1,5 x LB smo pripravili tako, da smo 37,5 g LB raztopiliv 11 dH,O in
porazdelili v erlenmajerice. Gojisce smo sterilizirali s 15-minutnim avtoklaviranjem pri 121
°Cin tlaku 1,23 bara.
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» Gojisce "Brain-heart infusion™ (BHI)
Tekce gojis¢e BHI smo pripravili tako, da smo 37 g gojis¢a BHI raztopiliv 11 dH,O in
porazdelili v erlenmajerice. Gojisc¢e smo sterilizirali s 15-minutnim avtoklaviranjem pri
121 °Cin tlaku 1,23 bara.

» Gojis¢e BM
Tekce gojisce BM sestoji iz 1 % peptona, 0,5% kvasnega ekstrakta, 0,1 % glukoze, 0,5 %
NaCl in 0,1 % K;HPO,. Gojisce smo sterilizirali s 15-minutnim avtoklaviranjem pri 121 °C
in tlaku 1,23 bara.

» Gojisce SOC
Obogatitveno gojisce SOC pripravimo tako, da v 1000 ml dH,0 raztopimo 30,7 g gojisca
SOB. Raztopino steriliziramo s 15-minutnim avtoklaviranjem pri 121 °C in tlaku 1,23 bara

in tik pred uporabo dodamo 40-odstotno glukozo (9,1 ml/l).

» Gojis¢e SMMP50
Gojisce sestoji iz pufra SMM, sestavine "Pannasy broth" in BSA (goveji serumski albumin).
Vse tri raztopine smo red¢ili z dH,O, lo¢eno avtoklavirali, in nato v laminariju sterilno
pripravili kon¢no gojis¢e v razmerju predstavljenem v Preglednici 2, kjer so prikazane tudi

kon¢ne koncentracije sestavin gojisca.

Preglednica 2: Sestava gojis¢éa SMMP50

delez (%) raztopina konéna koncentracija in sestava
55 pufer SMM (pH 6,5) 1M saharoza, 0,04 M maleinska kislina, 0,04 M MgCl,
40 tekoce gojisce »Panassy broth« 79/l

5 goveji serumski albumin (BSA) 10 g/l
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3.1.3.2 Trdna gojisca

» Minimalno gojisce
Za pripravo 10-kratne zaloZne raztopine soli A, smo soli raztopili (Preglednica 3) v 1 | dHO.
Sto ml zalozne raztopine soli A smo red¢ili v 200 ml dH,O in 15 minut avtoklavirali pri 121
°C in tlaku 1,23 bara. Posebej smo raztopili 12 g agarja v 700 ml dH,O in raztopino
sterilizirali z avtoklaviranjem. Tako pripravljeni in ohlajeni raztopini smo zdruzili in sterilno

dodali 5 ml raztopine 40-odstotne glukoze in nato minimalno gojis¢e razlili v petrijevke.

Preglednica 3: ZaloZna raztopina 10xA

sol koli¢ina (g)
(NH,),S0, 10
K,HPO, 105
KH,PO, 45
Na-citrat x 5 H,0 5
MgSO, x 7 H,O 1

» Gojisce LB
Pri pripravi trdnih gojiS¢ smo osnovnim sestavinam pred avtoklaviranjem dodali Se 15g/1
agarja. Gojis¢e, ohlajeno v kopeli do 55 °C smo razlili v sterilne petrijevke. Uporabljali smo
tudi trdna gojis€a z dodatkom ampicilina s kon¢no koncentracijo 110 pl/ml (180 pl/ml pri

doloc¢anju transformant E. hermannii).

» Gojisce BHI
Pri pripravi trdnih gojis¢ smo osnovnim sestavinam pred avtoklaviranjem dodali se 15 g/l
agarja. Gojisce, ohlajeno v kopeli do 55 °C smo razlili v sterilne petrijevke. Uporabljali smo

tudi trdna gojis¢a z dodatkom ampicilina v kon¢ni koncentracijo 110 pl/ml.
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» Gojis¢e BM
Pri pripravi trdnih gojis¢ smo osnovnim sestavinam pred avtoklaviranjem dodali Se 15 g/l

agarja. Gojisce, ohlajeno v kopeli do 55 °C, smo razlili v sterilne petrijevke. Uporabljali smo

tudi trdna gojisc¢a z dodatkom ampicilina s kon¢no koncentracijo 110 pl/ml.

3.1.4 Kemikalije

Preglednica 4: Seznam uporabljenih kemikalij

proizvajalec kemikalije
Acros organic, ZDA saharoza
Biolife, Italija Gojis¢e BHI

Difco laboratories, ZDA
Fermentas, Kanada

Fluka ag., Svica
Honeywell Riedel-de Haen®, Nemcija
InvivoGen, Francija

Kemika, Hrvaska

Merck, Nemcija

Milipor,

Policlinica s.r.l., Italija

Roth, Nemcija

SIGMA Life Scinece, ZDA

3.1.5 Komercialni kompleti

Gojiscée "Pannasy broth"

standardna lestvica fragmentov DNA:
"1kb DNA Ladder" (GeneRulerTM)
nansalni pufer 6x DNA "Loading Dye"
lizocim

borova kislina

plazmid pORF-hIL-12 G2

EDTA

glukoza

96-odstotni etanol

kalijev hidrogen fosfat (K2HPO4)
magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO4 x
7H20)

natrijev klorid (NaCl)

MgCI2 x 6 H20

miliQ

100-odstotni glicerol

agar

agaroza

borova kislina

gojis¢e SOB

tris baza

ampicilin

etidijev bromid

gojisce LB ("Luria broth medium")
BSA

maleinska kislina

> "EndoFree® Plasmid Maxi, Mega, Giga Kits"
» "Gene JET™ Plasmid Miniprep Ki"t — Fermentas LIFE Sciences, Kanada
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3.1.6 Pufri, raztopine in reagenti

» b-kratni pufer TBE
Za pripravo zalozne raztopine pufra 5XxTBE smo v 800 ml destilirane vode dodali 54 g baze
Tris, 27,5 g borove kisline in 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8) in dopolnili volumen pufra z
destilirano vodo do 1 I.

» 0,5M EDTA (pH 8,0)
0,5 M EDTA z vrednostjo pH 8 smo pripravili tako, da smo 93,6 mg EDTA raztopili v 500 ml
vode in umerili vrednost pH z 10 mM NaOH.

> Nanasalni elektroforezni pufer (0,25-odstotno bromofenol modro, 0,25-odstotni

ksilencianol, 40-odstotna saharoza)
» Etidijev bromid (10 mg/ml).

3.1.7 Encimi
» EcoRI (Fermentas)



Medvescek D. Vnos terapevtskega plazmida pORF-hIL-12 v izbrane vrste enterobakterij. 22
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

3.1.8 Pribor in oprema

Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema in pribor

proizvajalec

laboratorijska oprema in pribor

Kambi¢, Slovenija

Eppendorf, Nemcija

Hettich, Anglija

Biostea, Golias labortehnika, Slovenija

Consort, Belgija

Amersham Biosciences, Velika Britanija

Eppendorf, Nemcija
Eppendorf, Nemcija
Sartorius AG, Nemcija

Brand, Nem¢ija in ratiolab®, Nemgija

IKA, Kitajska
Gorenje, Slovenija
Eppendorf, Nemcija
Eppendorf, Nemcija

Biostea, Golias labortehnika, Slovenija
Tlos, Hrvaska

Thermo Scientific, Velika Britanija
New brunswick scientific, ZDA
KernPFB, Nemcija;

KernPFB, Nemcija;

Sutjeska, Srbija

Biostep, Nemcija

St John's innovation centre, Anglija

Perkin Elmer, ZDA
Sarsteddt, Nemcija
Golias labortehnika, Slovenija

avtoklav

avtomatske pipete

centrifuga ROTANTA 460R

cepilne zanke za enkratno uporabo (1 ul, 10 pl)
aparatura "Electrophoresis power supply consort" (300 V -
500 mA) E835

kadicke za elektroforezo Hoefer™-HE33 (mini horizonthal
submarine unit)

elektroporacijske kivete 1 mm

elektroporator 2510

filter za sterilizacijo CA-MEMBRANE 0,20um
hladilnike (4 °C) in zamrzovalnike (-20 °C in -75 °C);
kivete (1,5 ml PS)

kuhalo CL4 TRONIC®;

laboratorijska steklovina - erlenmajerice, merilni valji, ¢ase;
laboratorijske rokavice za enkratno uporabo;

magnetno mesalo IKA® RCT Standard

mikrovalovna pecica

namizna centrifuga Eppendorf 29571 MiniSpin Plus
namizna centrifuga Eppendorf 5417C

nosilca za vlivanje agaroznega gela in glavnike za jamice
plasti¢ne petrijevke

plinski gorilnik

NanoDrop ND - 1000

stresalnik Platform shaker innova™ 2300

Tehtnica

Tehtnica

termostatska komora (30 °C)

transiluminator BIOView UV light UXDT-20ML-15R
transiluminator UVItec Limited 230V - 50/60 Hz UV
radiation

spektrofotometer UV/VIS (Lambda Bio)
mikrocentrifugirke 2 ml
mikrocentrifugirke 1,5 ml
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3.2 METODE DELA

3.2.1 Transformacija

3.2.1.1 Transformacija izbranih sevov z metodo elektroporacije

V 10 ml tekocega gojis¢a LB smo vcepili polno cepilno zanko bakterijske kulture in sicer iz
trdnega gojis¢a LB. Kulturo smo inkubirali preko noci na rotacijskem stresalniku pri 180
vrt./minuto in temperaturi 37 °C (pri sevih z nizjo optimalno temperaturo rasti pa pri 30 °C).
Naslednji dan smo razred¢ili 0,5 ml prekonoc¢ne kulture v 150 ml tekoCega gojisca LB in
ponovno inkubirali na rotacijskem stresalniku pri 37 °C (pri sevih z nizjo optimalno
temperaturo rasti pa pri 30 °C). Ko je opti¢na gostota kulture pri ODgo dosegla vrednost 0,5—
0,6, smo kulturo za 15 minut postavili v ledeno kopel. Za bakterijsko vrsto Erwinia
chrysanthemi smo uporabili teko¢e gojis¢e BHI. Kulturo smo v predhodno ohlajenih
centrifugirkah centrifugirali 20 min pri 5000 x g (Hettich, Anglija centrifuga =~ ROTANTA
460R) in temperaturi 4 °C. Po koncanem centrifugiranju smo gojis¢e odlili in usedlino
resuspendirali v 250 pl hladne vode MiliQ. Vsako centrifugirko smo spirali s 25 ml ohlajene
vode MilliQ. Spiranje smo ponovili dvakrat. Po zadnjem spiranju smo MiliQ vodo odlili in
usedlino resuspendirali v preostanku MiliQ vode. 1z vsake centrifugirke smo bakterijske
celice prenesli v ohlajeno mikrocentrifugirko in centrifugirali 10 min pri 10000 vrt./minuto
(namizna centrifuga Eppendorf 29571 MiniSpin Plus) pri temperaturi 4 °C. Usedline smo
zdruzili v skupen konc¢ni volumen 100 pl. Kulture smo razmazali na trdna gojis¢a LB (pri

bakterijski vrsti E. chrysanthemi trdno gojis¢e BHI) za doloditev $tevila kompetentnih celic.

Elektroporacijo celic smo naredili tako, da smo k 40 pl kompetentnih celic dodali 15.92 ng/ul
plazmidne DNA. Transformacijsko meSanico smo premesali s konico nastavka za avtomatsko
pipeto in jo odpipetirali v predhodno ohlajeno kiveto, ki smo jo vstavili v elektroporator, kjer
smo celice izpostavili elektricnemu pulzu (1700 V). Po elektroporaciji smo takoj dodali 1 ml
gojis¢a SOC in inkubirali s stresanjem 30-60 minut pri temperaturi 37 °C. Nato smo
bakterijske kulture razmazali na trdna gojis¢a LB z dodanim ampicilinom (za ugotavljanje
Stevila/deleza transformiranih celic). Vse nacepljene plos¢e smo inkubirali preko no¢i pri 37

°C (pri sevih z nizjo optimalno temperaturo rasti pa pri 30 °C).

Frekvenco in u¢inkovitost transformacije smo dolocili s Stetjem dobljenih kolonij po enacbah:
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> frekvenca tranformacije = Stevilo transformant (LBap110) / Stevilo vseh celic (LB),
> ucinkovitost transformacije = Stevilo transformant (LBap110) / Koncetracija plazmidne
DNA [ng/pul].

3.2.1.2 Transformacija seva iz rodu Staphylococcus z elektroporacijo

En mililiter prekono¢ne kulture smo razred¢ili v 100 ml tekocega gojiséa BM in inkubirali pri
30 °C dokler opti¢na gostota kulture pri ODszg ni dosegla vrednosti med 0,5 in 0,65. Sledilo je
spiranje celic z 10-odstotnim glicerolom, in sicer najprej z enkratim volumnom, nato Se s
polovi¢nim, z eno dvajestino volumna in na koncu z eno petdesetino volumna celic. Spiranje
je potekalo pri sobni temperaturi, z vmesnim centrifugiranjem in odstranjevanjem
supernatanta. Na koncu smo centrifugirali 3 minute pri 10000 obr./min in odstranili
superntant. Vse celice smo zdruzili v 100 pl 10-odstotnega glicerola. Deset pl smo odvzeli za
pripravo redCitvene vrste za Stetje kompetentnih celic. Po 40 pl celic smo tretirali s
terapevtskim plazmidom in 40 ul s kontrolnim plazmidom (koncentracija obeh plazmidov je
bila 15,92 ng/ul). Celice smo izpostavili elektricnemu pulzu 1800 V. Po elektroporaciji smo
celicam dodali 1 ml SMMP50 in jih 90 minut inkubirali na stresalniku pri 37 °C. Red¢itveno
vrsto smo nanesli na trdna gojis¢éa BM z ampicilinom (110 pl/ml) in plosce inkubirali 20 ur

pri 37 °C.

3.2.1.3 Transformacija neobdelanih celic seva DH5a s plazmidnima vektorjema pORF-hll-
12 G2 inpUC-19

V 10 ml tekocega gojis¢a LB smo vcepili polno cepilno zanko kulture iz trdnega gojisca LB.
Kulturo smo inkubirali preko no¢i na rotacijskem stresalniku pri 150 vrt./minuto in
temperaturi 37 °C (pri sevih z nizjo optimalno temperaturo rasti pa pri 30 °C). Naslednji dan
smo 1 ml prekonocne kulture razred¢ili v 100 ml 1,5-kratnega tekocega gojis¢a LB in
ponovno inkubirali na rotacijskem stresalniku pri 30 °C. Ko je opti¢na gostota kulture pri
ODggo dosegla vrednost 1.5, smo porazdelili po 500 pl v mikrocentrifugirke in bakterijske
celice posedli s 5-minutnim centrifugiranjem pri 14.000 vrt./min (namizna centrifuga
Eppendorf 5417C). Stiristopedeset pl supernatanta smo zavrgli in celiéno usedlino
resuspendirali v preostalem volumnu. Tako pripravljenim celicam smo dodali plazmid v nizki
(3 ng/ul), ali visoki (30 ng/ul) koncetraciji. Za dolo¢anje transformant smo kulture razmazali

na trdna gojis¢a LB z dodanim ampicilinom (110 pg/ml). Vse nacepljene plos¢e smo
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inkubirali dva dni pri 30 °C. Vzporedno smo dolocali Stevilo kompetentnih celic na trdnem

go0jis¢u LB brez dodanega antibiotika.

3.2.1.4 Transformacija neobdelanih celic, izvedena po protokolu, ki so ga opisali Zhang in
sod. (2012)

V 10 ml tekocega gojis¢a LB smo vcepili polno cepilno zanko kulture iz trdnega gojisca LB.
Kulturo smo inkubirali preko no¢i na rotacijskem stresalniku pri 150 vrt./minuto in
temperaturi 37 °C ali 30 °C, odvisno od temperaturnega optimuma rasti bakterijske vrste.
Naslednji dan smo 1 ml prekono¢ne kulture razred¢ili v 100 ml 1,5-kratnega tekocega gojisca
LB in ponovno inkubirali na rotacijskem stresalniku pri 30 °C. Ko je opti¢na gostota kulture
dosegla vrednost 1,5 pri ODggo, SMO V intervalih po 500 pl kulture oborili. Stiristopedeset pl
Supernatanta smo zavrgli in celi¢no usedlino resuspendirali v preostalem volumnu (50ul).
Tako pripravljenim celicam smo dodali 30-70 ng/ul (zacetne ponovitve protokola z bakterijo
E.coli DH5a), kasneje pa 3-7 ng/pl plazmidne DNA. Nato smo kulture razmazali na trdna
gojis¢a LB z 5-odstotnim agarjem z dodanim ampicilinom (200 pg/ml, za dolocitev
transformiranih celic). Vse nacepljene plos¢e smo inkubirali dva dni pri 30 °C. Vzporedno

smo dolocali Stevilo kompetentnih celic na trdnem gojis¢u LB brez dodanega antibiotika.

Frekvenco transformacije smo izracunali po sledeci formuli:
> frekvenca = St.transformant (LB5%agarap % 20) / CFU/mI(LB) % 10,
medtem, ko smo ucinkovitost transformacije izraCunali na naslednji nacin

> ucinkovitost = §t. transformant (LBsagarap % 20) / konc. plazmida (ng/pl).

3.2.1.5 Preverjanje prevzema plazmida pri predhodno neobdelanih baterijskih celicah v
mikrotitrski plos¢i

V mikrotitrsko plo$¢o smo brez gojisca vnesli kulture testnih sevov in jim dodali 0,7 pl
terapevtskega plazmida in 0,5 ul kontrolnega plazmida, oba red¢ena tako, da je bila delovna
koncentracija plazmidne DNA 16 ng/ul. Mikrotitrsko plos¢o smo preko no¢i inkubirali pri 30
°C. Tako inkubiranim celicam smo naslednji dan dodali 50 pl 0,8-odstotne raztopine NaCl in
s cepilno zanko razmazali na selekcijska gojis¢a. Plos¢e smo inkubirali preko no¢i pri
optimalni temperaturi rasti seva (priloga C). Sev, pri katerem se je pri razmazu do posamezne
kolonije pojavila rast, smo nacepili v tekoCe gojis¢e z antibiotikom za potrditveni test

(izolacija plazmidne DNA).
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3.2.1.6 Preverjanje prevzema plazmida pri predhodno neobdelanih bakterijskih celicah na

Plosc¢o s trdim gojis¢em sSmo na zunanji strani s flomastrom razdelili na Sest delov. Na vsak
del gojis€a smo nacepili bakterijsko kultruro pri cemer je en del predstavljal kontrolo, kamor
nismo dodali plazmidne DNA. Ostalim petim nacepljenim bakterijskim kulturam pa smo v
Casovnih zamikih dodajali plazmidno DNA. Slednjo smo celicam dodali takoj, po
sedemnajstih, petindvajsetih, dvainstiridesetin in petdesetih urah. Koncentracija plazmidne
DNA, s katero smo tretirali celice, je bila 16ng/ul. Po dodatku plazmida smo polovico
kolonije razmazali na selekcijsko gojisée (LB z dodanim ampicilinom) in inkubirali pri
optimalni temperaturi rasti (Priloga C). Prevzem plazmidne DNA na trdem gojis¢u smo

.....

odstotnim agarjem.

3.2.2 Potrditveni testi

3.2.2.1 lzolacija plazmidne DNA z detergentoma CTAB in tritonom X-100

Pri tej metodi smo plazmidno DNA izolirali iz tekocega gojis¢a. V mikrocentrifugirko smo
odpipetirali 1,3 ml prekono¢ne kulture (gojis¢u je bila dodana ustrezna koncentracija
antibiotika za vzdrZevanje selekcijskega pritiska) in centrifugirali 3 minute pri 14.000
vrt./minuto (namizna centrifuga Eppendorf 5417C). Nato smo odstranili supernantant in
preostanku dodali 200 pl pufra STET. Tako resuspendiranim bakterijskim celicam smo dodali
4 ul lizocima, inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi in jih nato 45 sekund inkubirali Se pri
100 °C. Sledilo je 10 minutno centrifugiranje pri 14.000 vrt./minuto (namizna centrifuga
Eppendorf 5417C). Oborino v mikrocentrifugirki smo nato resuspendirali v 300 ul 1,2 M
NaCl in dodali 750 ul 96-odstotnega etanola. Sledilo je centrifugiranje v namizni centrifugi,
10 minut pri 14.000 vrt./minuto (namizna centrifuga Eppendorf 5417C). Nato smo
supernatant zavrgli in nadaljevali obarjanje DNA 8e z 80-odstotnim etanolom. Po
centrifugiranju smo previdno odstranili vse ostanke etanola in odprto mikrocentrifugirko
posusili pri 37 °C. Tako izolirano plazmidno DNA smo raztopili v 20 pl pufra TE z RNazo A
(20 pg/ml) in do nadaljne uporabe plazmidno DNA hranili pri =20 °C.
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3.2.2.2 lzolacija plazmidne DNA z alkalno hidrolizo

V' mikrocentrifugirko smo odpipetirali 1,3 ml prekono¢ne kulture (gojis¢u je bila dodana
ustrezna koncentracija antibiotika za vzdrzevanje selekcijskega pritiska) in centrifugirali 1
minuto pri 12.0000 vrt./minuto (namizna centrifuga Eppendorf 5417C). Previdno smo
odstranili ves supernatant in bakterijski usedlini dodali 100 ul ledeno hladne raztopine I
(Preglednica 6). Tako resuspendirano bakterijsko kulturo smo nato v ledeni kopeli inkubirali
5 minut. Po inkubaciji smo dodali 200 pl raztopine Il (Preglednica 6), premeSali in
mikrocentrifugirko inkubirali nadaljnih 5 do 10 minut v ledeni kopeli. Nato smo dodali 150 pl
ledeno hladne raztopine Il (Preglednica 6) in ponovno inkubirali v ledeni kopeli 3 do 5
minut. Sledilo je centrifugianje pri 12.000 vrt./minuto (hamizna centrifuga Eppendorf 29571
MiniSpin Plus) in sicer 15 minut pri 4 °C. Odpipetiranem volumnu dobljenega supernatanta
smo dodali enak volumen mesSanice fenol/kloroform/izoamilalkohol (v razmerju 25 : 24 : 1).
Ponovno je sledilo 5 minutno centrifugiranje pri sobni temperaturi. Zgornjo vodno plast smo
odpipetirali v  sterilno mikrocentrifugirko in dodali enak volumen meSanice
kloroform/izoamilalkohol (v razmerju 24 : 1). Ponovno je sledilo centrifugiranje v namizni
centrifugi. Dobljeno zgornjo vodno plast smo nato ponovno odpipetirali v sterilno
mikrocentrifugirko in dodali dva-kratni volumen 96-odstotnega etanola. Usedlino smo nato
splaknili s 500 p 80-odstotnega etanola, centrifugirali 5 minut pri 10.000 vrt./minuto
(namizna centrifuga Eppendorf 5417C) in popolnoma odstranili ves ostanek etanola. Tako
izolirano plazmidno DNA smo raztopili v 20 pl pufra TE z RNazo A (20 pg/ml) in do
nadaljne uporabe plazmidno DNA hranili pri =20 °C.

Preglednica 6: Sestava raztopin I, II, 11

Raztopina Sestava

Raztopina | 50 mM glukoza, 25 mM Tris-Cl (pH 8), 10mM EDTA (pH 8)
Raztopina Il 0,2 M NaOH, 1% SDS

Raztopina IlI 5 M kalijev acetat, ledocetna kislina, destilirana voda

3.2.2.3 Izolacija plazmidne DNA s komercialnim kompletom »QIlAprep® Spin Miniprep
Kit«

Za izolacijo plazmidne DNA iz pridobljenih transformant smo uprabili komplet »QIlAprep®

Spin Miniprep Kit« (Fermentas) po navodilih proizvajalca. Do nadaljnje uporabe smo

plazmidno DNA shranili pri =20 °C. Koncentracijo plazmidne DNA smo izmerili z aparaturo

NanoDrop.
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3.2.2.4 Restrikcija izolirane plazmidne DNA

Uspesnost izolacije plazmidne DNA smo potrdili z analizo restrikcijskega profila. Uporabili
smo encim EcoRI, ki ima v primeru terapevtskega plazmida pORF-hIL-12 G2 dve
restrikcijski mesti, kontrolni plazmid pUC-19 pa vsebuje le eno restrikcijsko mesto. V 1,5-ml
mikrocentrifugirki smo pripravili po 10 pl restrikcijske mesanice (1 pl pufra,1 pl encima in
8 ul DNA). Restrikcijsko meSanico smo inkubirali 1-1,5 ure v vodni kopeli, segreti na 37 °C.
Po koncani restrikciji smo restrikcijski profil nanesli na 1-odstotni agarozni gel in izvedli

gelsko elektroforezo.

3.2.2.5 Agarozna gelska elektroforeza

Restrikcijsko meSanico smo nanasali v jamice 1-odstotnega gela, ki smo ga pripravili tako, da
smo zatehtali 0,3 g agaroze in jo raztopili v 30 ml 1x pufra TBE. Ko se je gel ustrezno ohladil,
smo dodali etidijev bromid v kon¢ni koncentraciji 0,5 pl/ml ter gel vlili v nosilec. Vsi
postopki gelske elektroforeze so tekli pri 10 VV/cm. Vedno smo v prvo jamico vnesli velikostni
standard (lestvico DNA »GeneRuler 1 kb DNA Ladder«), sledila je pozitivna kontrola in nato

VZOrci.

Spodnja slika prikazuje velikostni standard DNA (lestvico DNA »GeneRuler 1 kb DNA
Ladder«), ki vsebuje fragmente sledece velikosti (v baznih parih): 10000, 8000, 6000, 5000,
4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250.

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

by g5 po %

10000 300 6.0
gooo 200 15.0
— A ]
— 4000 200 B0
=& R R
===F- 2500 250 50
S - S000 260 5.0
= Bl 1500 250 50
% Eoed — 1000 60.0 120
§ B 730 250 5.0
= — 500 250 50
o
E — 250 250 50
=3
]
g
&

0.5 palane, 8 em length gal,
1K TAE, 7V/iem, 45 min

1. Slika 2: Lestvica DNA »O'GeneRuler 1kb DNA Ladder - 250-10,000 bp« (Fischer Scientific, 2015).
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4 REZULTATI

41 UGOTAVLJANJE FREKVENCE IN UCINKOVITOSTI
ELEKTROTRANSFORMACIE S TERAPEVTSKIM PLAZMIDOM PORF-hIL-12
G2 IN KONTROLNIM PLAZMIDOM pUC-19, IZVEDENE PO PROTOKOLU ZA
SEV E. coli DH5a

Pri osemnajstih preuc¢enih sevih smo opredelili frekvenco in uéinkovitost prenosa plazmidne

DNA z elektroporacijo. Pri tem smo uporabili koncentracijo plazmidne DNA 16 ng/ul.

Rezultati so podani v Preglednici 7.

Preglednica 7: Frekvenca in u¢inkovitost elektroporacije pri izbranih sevih

Frekvenca Utinkovitost Frekvenca U¢inkovitost

Bakterijski sevi pOFZFé-hZI L- pORFérzll L-12 pUC-19 pUC-19
E_coli DH5q 2,02 x 10:3 9,57 x 102 1,32 x 10:2 6,24 x 102
5,43 x 10 2,36 x 10 1,70 x 10 7,35 x 10
Escherichia hermannii 447 x10° 6,40 x 10° 1,81 x10° 2,59 x 10°
1,44x10" 6,28 x 10° 521x10" 2,27 x10°
Buttiauxella sp. 9,92x10° 7,54 x10° 2,11x10° 1,60 x 10*
Salmonella enterica subsp. enterica 1,31 x 10° 6,53 x 10° 416 x 10" 2,08 x 10°
salmonella typhymurium 8,16 x 10': 1,16 x 10i nestevno . nestevno .
4,97 x 107 1,98 x 10 2,21 x 10 1,41 x10
Salmonella enterica subsp. arizonae 1,38 x 10° 1,10 x 10" 1,60 x10° 1,28 x 10°
Salmonella enteritidis 852x10°  7,41x10° 277x10" 241x10°
Proteus vulgaris 401x10°  1,68x10° 492 x10" 2,06 x 10°
Erwinia chrysanthemi 364x10° 251 8,18 x10° 565
Yersinia sp. 1,62x10%  1,92x10° 2,07 x10%  245x10°
Providencia sp. 3,89x10° 1,00 x 10* 434 x10° 1,12 x10°
Providencia rettgeri 450 %107 1,70 x 10" 9,83x10° 3,71 x10°
Enterobacter amnigenus biogroup2 2,62 x 107 7,64 x 10° 2,17x10* 6,35 x 10°
Shigella boydii 751x10° 4,84 x10° 1,56 x 10° 1,01 x 10°
Shigella sonnei 453x10" 1,02 x10° 2,88x10° 6,47 x 10°
Herbaspirillum frisingense 8,82x10° 1,39 x 10° 6,86 x 10° 1,08 x 10
Sphingomonas sp. 526 x107° 126 526 x 1070 126
Staphylococcus sp. NT NT
Mycobacteruim sp. NT NT

NT - ni transformant

Kot je razvidno iz Preglednice 7, pri sevih iz rodov Staphylococcus in Mycobacterium
transformante po elektroporaciji s terapevtskim plazmidom pORF-hIL-12 G2 niso zrasle. Kot
referen¢ni sev smo uporabili laboratorijski sev E. coli DH5a. Frekvenca transformacije je bila
v tem primeru v razponu med 10° do 107 transformant/ml, povpre¢na uginkovitost
transformacije pri sevu iz vrste E. coli DH50 pa 6,09 x 10? transformant/ug plazmidne DNA.

Najvisjo frekvenco transformacije, v razponu med 10“-10° tranformant/ml smo dobili pri
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sevih iz vrst in rodov S. boydii, S. sonnei, Yersinia., Providencia, S. enterica subsp. enterica.
V padajo¢em vrstnem redu sledijo sevi iz vrst 0z. rodov Buttiauxella, H. frisingense, S.
enteritidis, S. typhymurium, E. hermannii, P. vulgaris, P. rettgeri in E. amnigenus. Najnizjo
frekvenco transformacije smo ugotovili pri sevih S. enterica subsp. arizonae 1,38 x 10®
transformant/ml, pri bakteriji E. chrysanthemi 3,64 x 10°° transformant/ml in pri sevu iz rodu

Sphingomonas, 5,26 x 10 *° transformant/ml.

Pri elektroporaciji bakterijskih celic s kontrolnim plazmidom pUC-19 prav tako niso zrasle
transformante sevov iz rodov Staphylococcus in Mycobacterium. Pri bakteriji E.coli DH5a je
ugotovljena frekvenca transformacije s pUC-19 1,32 x 10 in 1,70 x 106 transformant/ml.
Ugotovljena uginkovitost transformacije pa 6,24 x 10°in 7,35 x 10? transformant/ug pUC-19.
Najvisjo frekvenco transformacije, v velikostnem razredu 107 transformant/ml, smo ugotovili
pri bakterijah iz vrst in rodov E. hermannii, S. enterica subsp. arizonae, Providencia, S.
boydii in S. sonnei. Sledijo S. enterica subsp. enterica, S. enteritidis, P. vulgaris, Yersinia , E.
amnigenus s frekvenco transformacije v velikostnem razredu 10 transformant/ml. V razponu
med 10° in 10° transformant/ml padajo&je sledijo bakterijski sevi iz vrst in rodov S.
typhymurium, Buttiauxella, P. rettgeri in H. frisingense. Najnizjo frekvenco transformacije
smo ugotovili pri pri bakterijah E. chrysanthemi, 8,18 x 10”° transformant/ml ter pri bakteriji

iz rodu Sphingomonas, 5,26 x 10 transformant/m.

Kot je razvidno iz Preglednice 7, smo najniZjo uéinkovitost transformacije s pORF-hIL-12
G2 ugotovili pri sevu iz rodu Sfingomonas in E. chrysanthemi. Velikostni razred med 10*
in10°® transformant/ug pORF-hIL-12 G2 smo ugotovili pri bakterijah iz vrst in rodov S.
enterica subsp. arizonae, P. rettgeri, H. frisingense, E. amnigenus, E. hermannii, Buttiauxella,
S. enterica subsp. enterica, S. enteritidis in P. vulgaris. V velikostnem razponu med 10*in 10°
transformant/pg pORF-hIL-12 G2 si po ucinovitosti tranformacije od manjSe do veéje sledijo
bakterijske vrste: Providencia, S. boydii, S. typhymurium, S. sonnei in bakterija iz rodu
Yersinia z najvi§jo u¢inkovitostjo transformacije 1,92 x 10° transformant/pg pORF-h1l-12 G2.

Pri kontrolnem plazmidu smo prav tako ugotovili najniZjo ucinkovitost transformacije bakterij
iz rodu Sfingomonas in vrste E. chrysanthemi. Sledita bakterijski vrsti H. frisingense (1,08 x
10! transformant/pug pUC-19 ) in P. rettgeri (3,71 x 10° transformant/ug pUC-19).
Ucinkovitost transformacije sevov iz rodu Buttiauxella je bila 1,60 x 10* transformant/pg
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pUC-19. V razponu udinkovitosti transformacije med 10° in 10° transformant/ug pUC-19
sledijo bakterije iz vrst in rodov S. boydii, S. sonnei, E. amnigenus, Yersinia, P. vulgaris, S.
enteritidis, S. enterica subsp. enterica, E. hermannii, S. typhymurium, S. enterica subsp.

arizonae in Providencia.

4.2 UGOTAVLIJANJE FREKVENCE IN UCINKOVITOSTI
ELEKTROTRANSFORMACHNE S TERAPEVTSKIM IN  KONTROLNIM
PLAZMIDOM, IZVEDENE PO PROTOKOLU ZA VRSTE RODU Staphylococcus

Elektroporacija seva iz rodu Staphylococcus po protokolu za vrste rodu Staphylococcus s
plazmidoma pORF-hIL-12 G2 in pUC-19 ni bila uspesna.

4.3 UGOTAVLJANJE FREKVENCE IN UCINKOVITOSTI TRANSFORMACIJE
IZVEDENE S TERAPEVTSKIM PLAZMIDOM pORF-hIL-12 G2 IN
KONTROLNIM PLAZMIDOM pUC-19 PO PROTOKOLU, KI SO GA OPISALI
ZHANG IN SOD. (2012)

Laboratorijskemu sevu E. coli DH5a in izbranim dvajsetim sevom (Priloga C) smo opredelili
frekvenco in uéinkovitost prenosa plazmidne DNA izvedebem po protokolu, ki so ga opisali
Zhang in sod. (2012). Rezultati so podani v Preglednicah 11 in 12. Pri tem sta bili

uporabljeni dve razli¢ni koncentraciji plazmidne DNA in razlicno suSeni gojis¢i (glej

Preglednico 8).

Preglednica 8: Pojasnitev oznak, uporabljenih po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012)

oznaka opis
Vi Plos¢a, posuSena v laminariju, dodana visoka koncentracija plazmida (30 ng/ul)
Vil Plosca, suSena 24 ur pri 37 °C, dodana visoka koncentracija plazmida (30ng/ul)
NI Plos¢a, posusena v laminariju, dodana nizka koncentracija plazmida (3 ng/ul)
NIl Plos¢a, suSena 24 ur pri 37 °C, dodana nizka koncentracija plazmida (3 ng/pl)

Najprej smo po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012), transformirali laboratorijski
sev E. coli DH5a v stirih ponovitvah (Preglednici 9 in 10). NajniZjo frekvenco transformacije
E. coli DH5a s terapevtskim plazmidom pORF-hIL-12 G2, 9,23 x 10 transformant/ml, smo
ugotovili za bakterije, ki so zrasle na plosc¢ah, suSenih pri 37 °C ob dodatku nizje
koncentracije plazmida (3 ng/ul) v transformacijsko meSanico. NajviSjo frekvenco
transformacije E. coli DH5q, 1,16 x 10 transformant/ml, pa smo ugotovili za bakterije, ki so
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zrasle na plosc¢ah, suSenih pri 37 °C, ob dodatku visje koncentracije plazmida (30 ng/ul) v
transformacijsko meSanico. Ugotovljna u¢inkovitost transformacije s terapevtskim plazmidom
pORF-hIL-12 G2 so je gibala med 3,33 in 1,53 x 10 transformant/pg plazmidne DNA.
Najvisjo ucinkovitost transformacije E. coli DH5a s terapevtskim plazmidom pORF-hIL-12
G2, smo ugotovili na plo$¢ah, suSenih pri 37 °C, ob dodatku niZje koncentracije plazmida (3

ng/ul) v transformacijsko mesanico.

Pri transformaciji seva iz vrste E. coli DH5a s kontrolnim plazmidom pUC-19 izvedeni po
protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2010), transformante v dveh ponovitvah niso zrasle.
NajniZjo frekvenco transformacije s pUC-19, 9,70 x 10 transformant/ml, smo ugotovili na
plos¢ah, suSenih v laminariju ob dodatku nizje koncentracije plazmida (3 ng/ul). Najvisjo
frekvenco transformacije s pUC-19, 1,39 x 10® transformant/ml, pa smo ugotovili na
plos¢ah, suSenih v laminariju ob dodatku viSje koncentracije plazmida (30 ng/ul).
Ucinkovitost transformacije E. coli DH5a s kontrolnim plazmidom pUC-19, se je gibala med
0,67 in 1,33 x 10° transformant/pg plazmidne DNA. Najvigjo u¢inkovitost transformacije E.
coli DHS5a smo ugotovili na ploscah susenih v laminariju ob dodatku nizje koncentracije

plazmida (3 ng/ul).

Preglednica 9: Frekvenca in u¢inkovitost transformacije seva iz vrste E. coli DH5a izvedena s plazmidom pUC-
19 po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012)

Frekvenca Frekvenca Frekvenca Ucinkov. Ucinkov. Utinkov. Utinkov.
pPUC-19 | Frekvenca Vil /, NI NIl VI VI NI NIl
1. 2,18x10° 1,46 x 108 485x%10° 364x10° 6,00 4,00 1,33 x 10 1,00 x 10
2. 1,94 x 108 NT 9,70 x 10-° 1,70 x 108 5,33 NT 2,67 x 10* 4,67 x 10*
3. 7,38 x 10 6,15 x 108 NT 3,08 x 10 1,60 x 10* 0,67 NT 6,67
4., 1,39 x 10°® 3,83x10° 6,61 x 10°® NT 2,67 7,33 1,27 x 102 NT
X 3,46 x 108 2,41 x 107 6,00 7,33 x 10*

NT - ni transformant.

Preglednica 10: Frekvenca in u¢inkovitost transformacije seva iz vrste E. coli DH5a izvedena s plazmidom
pORF-hIL-12 G2 po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012)

pORF- Frekvenca Frekvenca Frekvenca Frekvenca Ucinkov. Ucinkov. Ucinkov. Ucinkov.
hiL-12 | VI VIi NI NII VI VII NI NII

1. 3,88 x10° 1,16 x 107 1,70 x 10 242%x10° 1,07 x 10* 320x10' | 4,67 x10* 6,67 x 10*
2. 1,70 x 10 1,21 x 108 1,67 x 107 5,58 x 10°® 4,67 3,33 4,60 x 10? 1,53 x 102
3. 2,77 x 108 9,54 x 108 4,00 x 10°® 9,23 x 107 6,00 2,07 x 10* 8,67 x 10* 2,00 x 10t
4, 1,60 x 107 5,91 x 10°® 6,96 x 10°° 6,96 x 10° 3,07 x 10* 1,13 x 10* 1,33 x 10* 1,33 x 10!
X 3,16 x 108 3,07 x 107° 1,50 x 10* 1,07 x 102




Medvescek D. Vnos terapevtskega plazmida pORF-hIL-12 v izbrane vrste enterobakterij. 33
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

Transformante, ki so prevzele tako pORF-hIL-12 G2 kot tudi pUC-19, so zrasle pri sevih iz
rodov in vrst: E. hermannii, Buttiauxella, S. enterica subsp. arizonae, S. boydii, S. sonnei in
Yersinia. Transformante, ki so zrasle po transformaciji s plazmidom pORF-hIL-12 G2
pripadajo bakterijski vrsti S. typhymurium. Transformante seva vrste S. typhymurium, ki bi
sprejele pUC-19, niso zrasle. Transformante, ki so prevzele kontrolni plazmid pUC-19, so
zrasle Se v primeru sevov iz rodov in vrst S. enterica subsp. enterica, P. vulgaris,
Providencia. Pri slednjih transformante ob dodatku terapevtskega plazmida pORF-hIL-12 G2
v transformacijsko mesSanico, niso zrasle. Pri ostalih od osemnjast izbranih sevov

transformante niso zrasle.

Preglednica 11: OpaZena frekvenca in u¢inkovitost transformacije s terapevtskim plazmidom pORF-hIL-12 G2
izvedene po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012)

frekvenca transformacije ulinkovitost transformacije
pORF-hIL-12 G2 pORF-hIL-12 G2

VI Wil NI NIl VI Wil NI NI
Buttiauxella 2,03x107  2,03x107 6,90 x10%  345x10° [ 513x10"  747x10" 547x10° 3,27x10
S.typhymurium | NT NT 1,96 x10°  NT NT NT 6,67 NT
S.enterica NT 1,55 x 10 NT 273x10° | NT 057 NT 1
subsp. arizonae
Yersinia sp. 957 x10*  NT 3,10x10*  2,14x10° | 349x10* NT 1,13x10* 7,79 x 10
Shigella boydii 1,24x107  1,80x 107 1,32x107  7,87x10% | 513x10"  7,47x10" 547x10° 3,27 x10?
Shigella sonnei | 3,56 x 10® 5,04 x 10°® 1,48x10%  444x10° | 160x10*  227x10'  6,67x10" 2,00 x 10*

Preglednica 12: OpaZena frekvenca in u¢inkovitost transformacije s kontrolnim plazmidom pUC-19, izvedene po
protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012)

frekvenca transformacije ucinkovitost transformacije
puC-19 puC-19

Vi VI NI NIl VI VI NI NIl
E.hermannii NT NT NT 1,76 x 10° NT NT NT 1,88 x 10°
Buttiauxella 1,70x107  625x107  3,02x10% 1,94x10% | 1,33x10* 493x10"  220x10° 1,93x10°
S-enterica 323x10° NT NT NT 0,67 NT NT NT
subsp. enterica
S.enterica NT 2,73 % 10? NT 1,82 x 10° NT 2,00 NT 1,33 x 10*
subsp. arizonae
P.vulgaris NT 2,30 x 10° NT 2,30 x 10° NT 0,67 NT 6,67
Providencia sp. NT NT NT 2,76 x 10°® NT NT NT 66,67
Yersinia sp. 8,97 x 10 NT 4,48 x 10* NT 3,27 x 10 NT 1,63 x 10* NT
Shigella boydii 320x107 1,19x107 530x10% 466x10% | 133x10° 493x10" 220x10® 193x10°
Shigella sonnei NP 1,23x107  7,41x10° 444x10° NP 553x 10"  3,33x10* 2,00 x 10

NT - ni transformant, NP - ni podatka
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4.4 UGOTAVLJIANJE FREKVENCE IN UCINKOVITOSTI TRANSFORMACIJE SEVA
IZ VRSTE E. coli DH5a, IZVEDENE PO PROTOKOLU, KI SO GA OPISALI
ZHANG IN SODELAVCI (2012), S TERAPEVTSKIM PLAZMIDOM pORF-hIL-12
G2 IN KONTROLNIM PLAZMIDOM pUC-19 Z UPORABO KLASICNIH TRDIH
GOJISC LB

Za ovrednotenje vpliva koncentracije agarja smo transformacijsko mesanico pripravljeno po
protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012) namesto na trdna gojis¢a s koncentracijo

agarja 25 g/, nanesli na obicajna trdna gojisca LB, s koncentracijo agarja 15 g/I.

Preglednica 13: Transformacija neobdelanih celic seva vrste E. coli DH5a. s terapevtskim in kontrolnim
plazmidom v nizki (3 ng/ul) in visoki koncentraciji (30 ng/ul)

pORF-
lazmid (konc.) | pUC-19 puUC-19 pORF-hIL-12 G2 hlL-12

st. ponovitev 30 ng/ul 3 ng/ul 30 ng/pl G2
3 ng/ul

frekvenca: 3,08 x 10°°
1. NT NT NT
uéinkovitost: 6,67

frekvenca: 3,48 x 10°°
2. NT NT NT
ucinkovitost: 0,67

NT - ni transformant

Transformante so zrasle le v primeru seva iz vrste E. coli DH5a ob dodatku nizje
koncentracije kontrolnega plazmida pUC-19. Ugotovljena frekvenca transformacije je bila
3,08 x 10 transformant/ml, u¢inkovitost transformacije s pUC-19 pa 6,67 transformant/pg
plazmidne DNA. Ob dodatku viSje koncentracije terapevtskega plazmida pORF-hIL-12 G2 v
transformacijsko me$anico smo ugotovili frekvenco transformacije 3,48 x 107
transformant/ml, ugotovljena ucinkovitost transformacije s pORF-hIL-12 G2 pa 0,67
transformant/pg plazmidne DNA. V ostalih primerih transformante seva iz vrste E. coli DH5a

niso zrasle (glej Preglednico 13).

45 USPESNOST PREVZEMA PLAZMIDNE DNA PRI PREDHODNO NEOBDELANIH
BAKTERIJSKIH CELICAH NA IZBRANIH GOJISCIH IN V MIKROTITRSKI
PLOSCI

V Preglednici 14 je prikazana rast posameznih bakterijskih sevov, ki so zrasli na

.....

dodatku plazmidne DNA. Vsi bakterijski sevi navedeni v Preglednici 14 so zrasli na
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selektivnem gojis¢u po takojSnjem dodatku plazmida. Pri ostalih do rasti na selekcijskem
g0jiS¢u ni prislo v nobenem izbranem ¢asovnem intervalu.

.....

MG z
Bakterijski sev + dodani plazmid LB MG 2,5% LB 5% MT
LB agar
E. hermannii +pORF-hIL-12 G2 + + + + +
E. hermannii + pUC-19 + + + + +
Yersinia sp+ pORF-hIL-12 G2 + + + + +
Yersinia sp+ pUC-19 + + + + +
I. fluvitalis + pORF-hIL-12 G2 + - - - -
I. fluvitalis + pUC-19 + - - -
H. frisingense + pORF-hIL-12 G2 - - + - -
H .frisingense + pUC-19 - - + - -

LB, gojis¢e LB; MG, minimalno gojis¢e; MG z 2,5 % LB, minimalno gojis¢e z dodanim LB gojis¢em;
LB 5 % agar, gojis¢e LB z dodanim 5% agarjem; MT, mikrotitrska plo§¢a; +, opazili Smo rast; —, nismo
opazili rasti.

4.6 POTRDITVENI TESTI

4.6.1 lzolacija in analiza plazmidne DNA iz transformant, ki so zrasle po
elektroporaciji
V poskusu transformacije z elektroporacijo so bili vkljuceni vsi sevi navedeni v Prilogi C
razen sevov iz vrst P. mephitica in I. fluvitalis. Rezultati so prikazani na Sliki 3 in Sliki 4. Pri
vseh izbranih sevih razen pri bakterijah iz rodov Staphylococcus in Mycobacterium so po
elektroporaciji zrasle transformante. Kot potrditveni test smo izbrali izolacijo plazmida z
metodo STET/CTAB. Pri tistih, kjer plazmida nismo uspeli izolirati, smo uporabili e metodo
izolacije plazmidne DNA z alkalno hidrolizo. Pri sevih iz vrste H. frisingense in rodu
Sphingomonas sta bili obe metodi neuspesni, zato smo za izolacijo plazmidne DNA uporabili
Se komercialni komplet »Gene JET™ Plasmid Miniprep Kit«. Izolacija plazmidne DNA ni
bila uspeSna pri bakterijah iz vrst rodov H. frisingense, S. enteritidis, S. enterica subsp.

enterica in Sphingomonas.
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Slika 3: Slika gelske elektroforeze izolirane plazmidne DNA (pORF-hlL-12 G2 ) po restrikciji z EcoRlI. (L) 1kb
DNA lestvica; (A) kontrolni plazmid pORF-hIL-12 G2 ; (B) plazmid, izoliran iz transformant seva iz vrste P.
rettgeri; (C) plazmid, izoliran iz transformant seva iz vrste S. boydii.

Slika 4: Slika gelske elektroforeze izolirane plazmidne DNA (pUC-19) po restrikciji z EcoRI. (L) 1kb DNA
lestvica; (A) kontrolni plazmid pUC-19; (B) plazmid, izoliran iz transformant seva iz vrste S. sonnei; (C)
plazmid izoliran iz transformant seva iz vrste P. rettgeri; (D) plazmid, izoliran iz transformant seva iz vrste E.
hermannii.
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4.6.2 lzolacija in analiza plazmidne DNA iz transformant, ki so zrasle po
transformaciji, izvedeni po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012)
Rezultati gelske elektroforeze po restrikciji plazmida pUC-19 so prikazani na Sliki 5. Kot
kontrolo smo uporabili restrikcijski profil plazmida pUC-19. Le v primeru seva iz rodu

Yersinia plazmidne DNA nismo uspeli izolirati.

1?33
2 » «
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Slika 5: Slika gelske elektroforeze izolirane DNA (plazmid pUC-19 in plazmid pORF-hIL-12 G2) iz kolonij, ki
so zrasle po transformaciji po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sodelavci (2012), po restrikciji z EcoRI. (L)
1kb DNA lestvica; (A) kontrolni plazmid pORF-hIL-12; (B) pORF-hIL-12 G2 , izoliran iz transformant seva iz
vrste E. coli DH5; (C) pORF-hIL-12 G2, izoliran iz transformant seva iz rodu Yersinia; (D) pUC-19 izoliran iz
transformant seva iz vrste S. enterica subsp. arizonae; (E) pORF-hIL-12 G2 izoliran iz transformant seva iz
vrste S. sonnei; (F) pORF-hIL-12 G2 , izoliran iz transformant seva iz vrste S. boydii; (G) pORF-hIL-12 G2
izoliran iz transformant seva iz rodu Buttiauxella; (H) kontrolni plazmid pUC-19; (1) pUC-19 izoliran iz
transformant seva iz vrste E. coli DH5a; (J) pUC-19, izoliran iz transformant seva iz rodu Yersinia; (K) pORF-
hIL-12 G2 izoliran iz transformant seva iz vrste S. enterica subsp. arizonae; (L) pUC-19, izoliran iz transformant
seva iz vrste S. sonnei; (M) pUC-19, izoliran iz transformant seva iz vrste S. boydii; (N) pUC-19, izoliran iz
transformant seva iz rodu Buttiauxella.
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4.6.3 lzolacija in analiza plazmidne DNA iz transformant seva iz vrste E. coli DH5a, ki
so zrasle na trdnem gojisSéu LB z obi¢ajno Kkoncentracijo agarja, po

transformaciji, izvedeni po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012)

Na Sliki 6 so prikazani rezultati gelske elektroforeze izolirane plazmidne DNA, ki smo jo

.....

agarja po transformaciji, izvedeni po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012).

Slika 6: Slika gelske elektroforeze izolirane DNA (plazmida pUC-19 in plazmida pORF-hIL-12 G2), po
restrikciji z EcoRlI, uporabljena je 1kb lestvica. (A) kontrolni plazmid pUC-19; (B) pUC-19, izoliran iz
transformant seva iz vrste E. coli DH5a, ki so zrasle na plo§¢ah z obi¢ajno koncentracijo agarja (15 g/l); (C)
kontrolni plazmid pORF-hIL-12 G2 ; (D) pORF-hIL-12 G2, izoliran iz transformant seva iz vrste E. coli DH5a,
ki so zrasle na ploséah z obi¢ajno koncentracijo agarja (15 g/l).

4.6.4 lzolacija plazmidne DNA iz transformant, ki so zrasle na izbranem
gojiS¢u/mikrotitrski plos¢i po dodatku plazmida v razli¢nih ¢asovnih intervalih
Izolacija plazmida pORF-hIL-12 G2 ni bila uspeSna na nobenem od izbranih gojis¢ ali
mikrotitrski plos¢i. Prav tako v primeru transformacije s plazmidom pUC-19 plazmidne DNA
nismo uspeli izolirati iz nobene od domnevnih transformant, ki so zrasle na selektivnem

gojiscu (glej Preglednico 14).
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5 RAZPRAVA

5.1 ELEKTROPORACIJA

V magistrskem delu smo Zeleli preveriti, kakSno je tveganje prenosa determinante za
ampicilinsko rezistenco iz plazmidne DNA v bakterije, ki Zivijo v okolju in kaksno je
gostiteljsko obmocje vektorja pUC19, ki ga pogosto uporabljamo pri molekulskem
kloniranju. Da bi preverili kakSno je gostiteljsko obmocje smo izbrali bakterijske vrste ki SO
sorodne bakteriji E. coli, saj plazmidni vektor pUC-19 vsebuje minimalno mesto ori E. coli
pBM1 (naStete so v Prilogi C, razen I. fluvitalis in P. mephitica Uporabili smo protokol, ki je
bil pripravljen za elektroporacijo bakterije E. coli DH5a, ne pa tudi za druge bakterijske seve.
Ucinkovitost transformacije pri bakteriji E. coli DH5a je bila za Sest velikostnih razredov
manjSa od pricakovane. Po protokolu, ki je pripravljen za bakterijo E. coli DH5a smo dobili
pri sevih iz rodov Salmonella, Erwinia in Sphingomonas niZjo u¢inkovitost transformacije, pri
sevih iz rodov Proteus in Yersinia enako ali ve¢jo (odvisno od uporabljenega plazmida) ter pri
sevu iz rodu Enterobacter visjo ucinkovitost transformacije, kot porocajo v literaturi (glej
Prilogo A). Sicer za posamezne bakterijske vrste obstajajo specifi¢ni protokoli, vendar smo
zavoljo moznosti primerjave rezultatov, poskuSali vse postopke transformacije opraviti po
istem protokolu. Uporabili smo tudi protokol pripravljen za elektroporacijo sevov iz rodu
Staphylococcus, vendar transformante nismo dobili.

Razlogov za velike razlike v u¢inkovitosti prenosa DNA z elektroporacijo je vec. V sploSnem
velja, da po Gramu negativne bakterijske vrste lazje transformiramo Ze zaradi same strukture
celi¢ne stene. Na povecanje uspesnosti prenosa DNA lahko vplivamo Ze na samem zacetku z
izbiro primernega gojisc¢a, ki vpliva na Stevilne fizioloSke parametre. Dodajanje razli¢nih
agensov, kot je na primer glicin, ki inhibira sintezo celi¢ne stene pri streptokokih in drugih
organizmih, je Se posebej kljucno pri po Gramu pozitivnih bakterijskih vrstah (Chassy, 1976).
V nasi Studiji tovrstnih agensov nismo uporabili, saj smo v ve¢jem delezu preiskovali po
Gramu negativne bakterijske vrste. Protokolu za elektroporacijo smo z namenom ¢im boljse
odstranitve ionov iz gojis¢a dodali Se dodatno spiranje celic, saj ti negativno vplivajo na

elektroporacijo.

Za ucinkovito tranformacijo je pomembna tudi izvedba poskusa v najbolj primerni fazi rasti

bakterijskih celic, pri katerih Zelimo vzbuditi kompetentno stanje. Eksponentna faza rasti je
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tista kriticna faza rasti bakterijskih celic, ki jo kot je navedeno v literaturi potrebna, da bi
dosegli maksimalni prevzem DNA. Ucinkovitost prevzema DNA je odvisna od bakterijskega
seva, nukleinske kisline, ki jo zelimo vstaviti, kemijske sestave gojis¢a in pogojev rasti
(Dower in sod., 1988; Tu in sod., 2005). Wu in sodelavci (2010) so primerjali u¢inkovitost
transformacije v zgodnji (ODggo = 0,15), srednji (ODggo = 0,25) in pozni (ODgg = 0,45)
eksponentni fazi rasti bakterije E. coli GB101. V zgodnji eksponentni fazi rasti je prisSlo do
najvisje frekvence in najvecje ucinkovitosti transformacije. V naSi Studiji smo izbrane
baterijske seve gojili do opti¢ne gostote ODgoo = 0,5-0,6 po protokolu, ki je bil pripravljen za
elektroporacijo bakterije E. coli DH5a, kar pa ni nujno primerno za ostale bakterijske vrste, za

katere smo ugotavljali frekvenco in u¢inkovitost transformacije.

Optimalno Stevilo celic je tudi eden izmed parametrov, ki je kljuCen za povecanje
ucinkovitosti transformacije. Pokazano je bilo namrec¢, da obstaja neposredna povezava med
Stevilom celic, podvrzenih transformaciji, in ucinkovitostjo transformacije. Chung in sod.
(1989) so pokazali, da uéinkovitost tranformacije drasti¢no pade, ko doseZze koncentracija
bakterij kriti¢no tocko, ki je verjetno za razlicne bakterijske vrste razlicna. Do podobnega
zakljucka so prisli tudi Wu in sod. (2010), saj je bila pri bakteriji E. coli HB101 najvi$ja
u&inkovitost transformacije pri celi¢ni gostoti 10 bakterijskih celic/ml, pri ve&jem $tevilu
celic pa je prislo do upada uéinkovitosti transformacije. Avtorji domnevajo, da je ta fenomen
posledica neoptimalnega razmerja med molekulami DNA in bakterijskimi celicami. Za
razliko od raziskave, ki so jo opravili Wu in sodelavci (2010), je bila delovna koncentracija
bakterij v nasih poskusih v povpre&ju 10° celic/ml. Slednjo smo dologili na gojiséu LB brez
selekcijskega oznacevalca. Vendar je potrebno upostevati Se izgubo celic, ki jih poSkodujejo
elektri¢ni pulzi. Pri elektroporaciji bakterije E. coli pride v vecini primerov do poskodb
membrane in sicer pri 50 do 70 odstotkih bakterij (Woodal, 2003).

Priprava elektrokompetentnih celic je prav tako ena izmed stopenj, ki lahko vpliva na kon¢no
ucinkovitost transformacije. Na njihovo Stevilo lahko vpliva tudi Stevilo centrifugiranj in
spiranj usedline, saj lahko pri tem pride do izgube bakterijskih celic. To je obicajen nacin
odstranjevanja komponent gojis¢a, ki motijo proces elektroporacije, obsezno spiranje in
resuspendiranje bakterijskinh celic pa lahko poleg izgube celic privede do okuZbe

elektroporacijske raztopine oz. mesanice in posledi¢no do niZje uéinkovitosti elektroporacije
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(Enderle in Farwell, 1998; Papagianni in sod., 2007; Sheng in sod., 1995; Sharma in
Schimke,1996; Dower in sod., 1988).

Velikost plazmidne DNA pri elektroporaciji bakterije E. coli nima veéjega vpliva na
ucinkovitost transformacije, ko gre za plazmide manjse od 100 kb. Vec¢ji vpliv na
ucinkovitost transformacije je opazen pri po Gramu pozitivnih bakterijah, pri Kkaterih so
opazili upad frekvence in ucinkovitosti prenosa pri vnosu vektorjev, ki so bili ve¢ji od 25 kb
(Leonard in Sedivy, 1990). Ugotovljenih razlik med frekvencami in ucinkovitoStjo
transformacije pri elektroporaciji z uporabljenima plazmidoma (pUC-19 velikosti 2.864 bp in

pORF-hIL-12 G2 (4912 bp) z zgoraj omenjenimi opazZanji ne moremo razloZiti.

Vpliv uporabljene koncentracije DNA lahko zanemarimo, ker je bila delovna koncentracija
plazmidov enaka. V vecini primerov vidimo, da je bila frekvenca prenosa terapevtskega
plazmida pORF-hIL-12 G2 pri izbranih sevih za vsaj en razred manjSa od frekvence
transformacije bakterij s plazmidom pUC-19. Za dva velikostna razreda se razlikujeta
frekvenci prenosa pri sevih iz vrst S. enteritidis, P. vulgaris, in P. rettgeri. Pri bakterijskih
vrstah E. hermannii in E. amnigenus je bila frekvenca prenosa plazmida pUC-19 za tri
velikostne razrede vecja. Najvecje razlike opazimo pri bakterijski vrsti Salmonella enterica
subsp. arizonae, kjer je bila frekvenca tranformacije plazmida pUC-19 1,60 x 103
transformant/ml, medtem ko je frekvenca transformacije plazmida pORF-hIL-12 G2 za pet

razredov manjsa, 1,38 x 10°® transformant/ml.

Glede na sorodnost izbranih bakterijskih vrst vidimo, da sta frekvenca in ucinkovitost
transformacije pri gamaproteobakterijah  vec¢inoma podobni, z vecjo oddaljenostjo v
filogenetskem drevesu pa padata. Pri najbolj oddaljenih bakterijskih deblih, aktinobakterijah
in firmikutih, transformant nismo dobili. Mozen razlog je, da zaradi filogenetske oddaljenosti
bakterijske vrste nimajo sposobnosti podvojevanja, saj plazmida vsebujta minimalno mesto
ori E. coli pMB1. Glede na rezultate te Studije lahko zaklju¢imo, da je malo verjetno, da bi se
plazmidi, ki so vsebujejo minimalno mesto ori plazmida E. coli pMB1, prenesli v

filogenetsko bolj oddaljene vrste, kar je z okoljskega staliS¢a zazeleno.
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52 NARAVNA TRANSFORMACIJA

V literaturi se pojavljajo domneve, da je bakterija E. coli pri doloc¢enih rastnih razmerah
naravno kompetentna, zato smo po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012) preverili
vpliv stresnega dejavnika na sposobnost bakterije, da prevzame prosto plazmidno DNA.

Pri bakterijski vrsti E. coli je namre¢ opisana izmenjava genskih zapisov le s procesom
konjugacije. Transformacija bakterijske vrste E. coli s plazmidno DNA naj bi bila mogoca le
ob uporabi elektrosoka ali s stimulacijo kompetence z Ca®* ioni in toplotnim $okom (Solomon
in Grossman, 1996). Baur in sod. (1996) so ugotovili, da lahko pri po Gramu negativnih
bakterijskih vrstah ob spremembi rastnih razmer (npr. pomanjkanje hranil) pride do
vzpostavitve stanja kompetence. V zgodnji stacionarni fazi rasti lahko E. coli ob prisotnosti
ionov Ca’* in M*, brez predhodne obdelave celic, prevzame plazmidno DNA, vendar to velja
le kadar bakterija raste na trdnem gojis¢u. Tsen in sodelavci (2002) so ugotovili, da do tega
fenomena ne pride pri gojenju v teko¢i kulturi. V sledecih raziskavah so nato pokazali, da je
E. coli sposobna prevzeti plazmidno DNA tudi brez dodatka ionov Ca?* in toplotne obdelave
(Tsen in sod., 2002; Sun in sod., 2006). Na ucinkovitost transformacije lahko vpliva tudi
temperatura rasti bakterij. Chuang in sodelavci (1995) so pokazali, da je ucinkovitost
transformacije bakterijske kulture E. coli XL-1 Blue ve¢ja pri 18 °C, kar ni optimalna
temperatura rasti bakterij E. coli. V Studiji, ki so jo izvedli Zhang in sod. (2012) so E. coli
gojili pri 30 °C, zaradi prepricanja, da je to najbolj obicajna okoljska temperatura, pri kateri te
bakterije rastejo in so nanjo najbolj prilagojene. Pri gojenju bakterij niso dodajali ionov Ca®*
ali tretirali bakterijskih celic s toplotnim Sokom, nakar so transformante izolirali na
selektivnem gojiscu, ki je vsebovalo 5-odstotni agar in antibiotik. Ugotovili so, da agar oz.
agaroza pozitivno vpliva na prevzem DNA in da v danih razmerah bakterijska kultura v
zgodnji stacionarni fazi (ODgoo ~ 1,5) doseze najvisjo frekvenco tranformacije (1 ~ 2 x 10
“Iml) (Zhang in sod., 2012). Poleg tega, da lahko E. coli v spremenjenih rastnih razmerah
inducira stanje kompetence, je znano, da vsebuje v funkcionalnem regulonu set inducibilnih
genov, homolognih genom kompetence (Sinha in sod., 2009). Ker je malo znanega o
regulaciji transformacije, so preverili vpliv alterntivnega faktorja sigma RpoS, ki v stacionarni
fazi vpliva na aktivacijo transkripcije ve¢ genov, povezanih s stresom. Znano je, da nekateri
geni odgovorni za prevzem DNA, oziroma njihovi ortologi, na transformacijo ne vplivajo.
Zhang in sod. (2012) so predpostavili, da RpoS regulira drug set genov, ki kodirajo

membranske ali periplazemske proteine in tako omogocajo prevzem DNA in/ali genov za
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vkljucitev plazmidne DNA pri bakteriji E. coli. Natan¢na vpletenost genov regulona rpoS v

regulaciji transformacije Se ni znana (Zhang in sod., 2012).

V nasi Studiji so pri transformaciji, izvedeni po protokolu Zhanga in sod. (2012) zrasle
transformante devet od devetnajst preiskovanih bakterijskih vrst. Vse transformante
bakterijskih vrst, ki so po transformaciji zrasle na selektivnem gojis¢u uvrs¢amo med
gammaproteobakterije. Pred zacetkom tega dela Studije smo preverili, ali na frekvenco in
ucinkovitost transformacije bakterije E. coli DH5a vpliva nacina susenja trdnih gojis¢. Eno
serijo trdnih gojis¢ smo susili v laminarjiu , eno serijo pa smo SuSili 24 ur pri 37 °C, kar je Se
dodatno zmanjSalo vodni potencial (vrednost a,) in v obeh primerih so trdna gojisca
vsebovala 5-odstotni agar. S tem parametrom (vrednost a,) ovrednotimo dostopnost vode v
okolju, ki predstavlja za rast mikroorganizmov omejujo¢ dejavnik. Nacin susenja trdnih gojis¢
v nasi Studiji ni pokazal razlik na nivoju frekvenc in ucinkovitosti transformacije s
plazmidoma pUC-19 in pORF-hIL-12 G2.

Pri vseh sevih smo pri transformaciji, izvedeni po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod.
(2012) preverili vpliv koncentracije plazmidne DNA na frekvenco in ucinkovitost
tranformacije. Frekvenca transformacije je bila pri inkubaciji z nizjo koncentracijo plazmidne
DNA, tako s pUC-19 kot s pORF-hIL-12 G2, za en velikostni razred vecja, kot pri inkubaciji
z desetkrat visjo koncentracijo plazmidne DNA. Prav tako je bila za en velikostni razred vecja
ucinkovitost transformacije, kadar smo inkubirali bakterijske celice z nizjo koncentracijo
plazmida. Kot Ze omenjeno, bi razlog lahko iskali v razmerju med koli¢ino DNA in Stevilom

bakterijskih celic, prisotnih v tranformacijski meSanici.

Vpliv osmotskega tlaka na frekvenco in ucinkovitost transformacije, izvedene po protokolu,
ki so ga opisali Zhang in sodelavci (2012), smo preverili tako, da smo bakterije socasno gojili
na trdnem gojis¢u z obi¢ajno koncentracijo agarja (15 g/l) in poviSano koncentracijo agarja
(50 g/l). Kadar smo enako pripravljene bakterije gojili na obi¢ajnem gojis¢u LB, je zraslo
manj transformant, s ¢imer smo potrdili, da povisana koncentracija agarja dejansko vpliva na

proces bakterijske transformacije.

cev v

uc¢inkovitost transformacije, Smo bakterijskim kolonijam na trdnem gojis¢u dodajali plazmid v

Casovnih zamikih. Starost samih kolonij ni vplivala na sprejem DNA in pojav kompetence. Po
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koncu inkubacije smo kolonije bakterij, katerim smo dodali plazmidno DNA, nacepili na
selektivna gojiséa z dodanim antibiotikom. Rast smo opazili pri bakteriji E. hermanii in
medtem ko je vrsta I. fluvitalis zrasla le na gojis¢u LB z dodanim antibiotikom, vrsta H.
frisingense pa na minimalnem gojis¢u z 2,5-odstotnim LB in ampicilinom. Rast ni bila
pogojena z vrsto dodanega plazmida. Pri nobeni od tako dobljenih transformant plazmidne
celicne gostote, ki lahko predstavlja oviro pri difuziji antibiotika do posamezne bakterijske

celice.

5.3 PRIMERJAVA FREKVENCE IN UCINKOVITOSTI TRANFORMACIE Z
ELEKTROPORACHO, IZVEDENO PO PROTOKOLU, KI SO GA OPISALI ZHANG
IN SOD. (2012)
Ob predpostavki, da predstavlja frekvenca in ucinkovitost transformacije posamezne
bakterijske vrste z elektroporacijo pozitivno kotrolo oziroma maksimalen mozen vnos
plazmida, lahko domnevo, da je elektroporacija ucinkovitejsa metoda od transformacije
neobdelanih celic, potrdimo. Podobno frekvenco in u¢inkovitost transformacije smo ugotovili
le v primeru bakterije iz rodu Yersinia (glej prilogo B). Razlog za to bi lahko bila tudi Ze
naravno prisotna rezistenca, katere zapis se nahaja v bakterijskem kromosomu. Pred samim
zaCetkom dela smo to moznost sicer preverili tako, da smo sveze kulture razmazali na gojisce
z antibiotikom. Ker je Yersinia zrasla v manjSem obsegu, smo se vseeno odlocili, da je
primerna za naSo Studijo. Domnevamo, da gre za zmanjSano obcutljivost za antibiotik, Ki
bakteriji sicer omogoca rast, a v manjSem obsegu kot pri transformantah, ki so po prekono¢ni
inkubaciji prerasle trdno gojisce. Slednje je posledica prevzema plazmida, ki vsebuje zapis za

odpornost proti uporabljenem antibiotiku.

54 POTRDITEV PRISOTNOSTI PLAZMIDNE DNA Vv DOMNEVNIH
TRANSFORMANTAH

Kot potrditveni test smo uporabili izolacijo plazmidne DNA iz transformant. V veéini

primerov smo plazmidno DNA izolirali z metodo STET/CTAB (glej Prilogo C), kadar pa

plazmida s to metodo nismo uspeli izolirati, smo uporabili Se metodo izolacije plazmidne

DNA z alkalno hidrolizo ali s komercialnim kompletom. Plazmid smo uspesno izolirali pri

tringjstih od devetnajstih bakterisjkih sevih. Neuspesna izloacija plazmida je mogoce tudi
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posledica dejstva, da nismo uporabili prave metode za izolacijo plazmidne DNA. Neuspesno
izolacijo plazmida bi lahko pojasnili tudi z vkljucitvijo le tega v genom s homologno
rekombinacijo. Ta se pojavi med dvema regijama, ki vsebujeta homologni ali skoraj
homologni zaporedji. Frekvenca homologne rekombinacije pri najbolj preuceni bakterijski
vrsti E. coli je sicer nizka, 5 x 10™% prenosov na nukleotid na generacijo (Milkman in Bridges,

1990), ni pa izkljucujoca.

55 VARNOSTNI VIDIK UPORABE TERAPEVTSKEGA PLAZMIDA pORF-hIL-12 G2

Danes sodi elektroporacija med zelo uporabne metode, predvsem kot nacin vnosa izbranih
genov v Cloveske celice za zdravljenja raka. Bolniki, zdravljeni s terapevtskim plazmidom, so
le zacasni nosilci transfeciranega tkiva, in sicer le do dva tedna po genski terapiji tumorja.
Sirjenje plazmida je omejeno tudi zato, ker je sprostitev plazmida omejena na sam tumor in
nima moznosti razmnozevanja v drugih celicah. Gre za golo DNA brez dodanih elementov, ki
bi lahko omogocili njegov obstoj in zaradi vseh teh elementov je moznost $irjenja plazmida
zanemarljiva. Potencialno problemati¢na bi lahko bila uporaba gena za odpornost proti
ampicilinu, saj lahko terapevtski plazmid pride v stik z bakterijami. Da bi priSlo do prevzema,
pa morata biti izpolnjena vsaj dva pogoja, in sicer, da so bakterije kompetentne in da je
bakterijska vrsta E. coli (Ocena tveganja GSO..., 2009).V doslej opravljenih Studijah so z
gojenjem bakterij s povrSine koZze psov dokazali naslednje komenzale: Micrococcus spp.,
koagulaza negativne stafilokoke, a-hemolitiéne streptokoke, Clostridium spp.,
Propionibacterium acnes, Acinetobacter spp. in razlicne po Gramu negativne bakterijske
vrste. E. coli, P. mirabilis, Corynebacterium, Bacillus spp. in Pseudomonas spp. so veljali za
prehodno mikrobioto koZe psov (Harvey in Lloyd, 1995; Saijonma Koulumies in Lloyd,
1996; Miller in sod., 2012). Hoffmann in sod. (2014) so s sekvenciranjem zapisa za 16S
rRNA vzorcev z razli¢nih delov koze psov pokazali, da je prevladujoce bakterijsko deblo
Proteobacteria, sledijo, firmikuti, aktinobakterije, bakteriodete in cianobakterije. Prevladujoci
mikroorganizmi koze mack pa so Micrococcus sp., Acinetobacter spp., streptokoki in
stafilokoki (Weese, 2013). Cemazar in sodelavci (2015) so v $tudiji varnostnega vidika
uporabe terapevtskega plazmida izolirali gojljive aerobne bakterije prisotne na koZi psov pred
in po terapiji tumorja. Pred terapijo so izolirali 69 bakterijskih sevov, ki so pripadali 17
razlicnim bakterijskim skupinam. Prevladovale so vrste iz rodov Bacillus, Microbacterium,

Macrococcus in Stpahylococcus, med izolati pa so identiicirali Se seve ki jih uvr§¢amo v
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rodove Acinetobacter, Arthrobacter, Enterococcus, Kocuria, Micrococcus, Oceanobacillus,
Paenibacillus, Planococcus, Pseudomonas, Rhodococcus, Rothia, Sporosarcina in
Streptomyces. Po terapij so na kozi psov izolirali naslednje rodove: Staphylococcus,
Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas, Agromyces, Brachybacterium, Escherichia,
Janibacter, Kocuria, Macrococcus, Mycobacterium, Oceanobacillus, Rhizobium,
Rhodococcus in bakterije iz rodu Rothia. Pri vseh izoliranih sevih so preverjali tudi
potencialen pojav HGP in dolocali koncentracijo plazmidne DNA na mestu nanosa do Stiri
tedne po terapiji. Rezultati kazejo, da je koncentracija plazmidne DNA takoj po nanosu 40
ng/ml (po enem tednu ta pade na 0,13 ng/ml), kar je znantno manj v primerjavi s
koncentracijo plazmidne DNA, ki smo jo v na$i Studiji uporabili za dokazovanje procesa
transformacije, izvedene po protokolu ki so ga opisali Zhang in sodelavci (2012). Pri slednjem
smo bakterijske celice tretirali s 3/30 ng/ul plazmidne DNA. Prav tako je potrebno tu
upostevati dejstvo da smo uporabili laboratorijske seve, ne izolatov, ki se nahajajo na koZi
psov ter tudi, da smo z uporabljenim protokolom z zniZanjem a, vrednosti inducirali stanje
kompetence. Proteini, ki so potrebni za prevzem zunajcelicne DNA, niso stalno prisotni,
temve¢ se kompetenca pojavi le v dolo¢enih razmerah. Odsotnost plazmidne DNA na
obmocju tretiranja in odsotnost plazmidne DNA v izoliranih bakterijskih sevih, ter tudi
nezmoznost in vitro transformacije izoliranih sevov potrjuje dejstvo, da gre za varno terapijo,
brez potenciala za Sirjenje determinante za odpornost. Le v enem primeru so Vv in vitro pogoji
dokazali moznost prenosa s HGP, in sicer pri sevu E. coli. Slednje ne preseneca, saj je ravno
ta sev uporabljen za manipulacijo in namonoZevanje terapevtskega plazmida pORF-hIL-12
G2. Z ozirom na bakterijsko mikrofloro koZe psov lahko dopus¢éamo minimalno moznost, da
bi do prenosa terapvetskega plazmida lahko priSlo, le ¢e bi bili izpoljneni vsi pogoji, ki

bakterijski celici omogocijo vzpostavitev kompetencenga stanja.
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6 SKLEPI

V nalogi smo si zastavili hipotezi, da bo vnos terapevtskega plazmida pORF-hIL-12 G2 s
transformacijo uspesen samo v primerih sevov iz vrste E. coli in njej zelo sorodnih vrst in, da
bo vnos terapevtskega plazmida pORF-hIL-12 G2 bo uspeSen samo po predhodno inducirani

kompetenci recipientskih celic. Obe hipotezi smo potrdili. Zaklju¢imo lahko sledece:

e Za ve€jo ulinkovitost in frekvenco transformacije bakterij bi morali uporabljati

protokole, ki so optimizirani za posamezne bakterijske vrste.

e Elektroporacija je uc¢inkovitejsi vnos terapevtskega plazmida od naravne
tranformacije.

e Osmotski stres lahko inducira kompetenco.

e Z ozirom na bakterijsko mikrofloro koze psov in mack lahko dopus¢amo minimalno
moznost, da bi do prenosa terapvetskega plazmida lahko prislo, vendar le ¢e bi bili
izpoljneni vsi pogoji, ki bakterijski celici omogoc¢ijo vzpostavitev kompetencenga

stanja.
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7 POVZETEK

Transformacija je eden izmed nac¢inov HGP, s katerim si bakterijske celice pridobijo nove
genske zapise, ki jim lahko omogocajo selektivno prednost v ekoloski niSi. Pogosto
uporabljena laboratorijska metoda vnosa genskih informacij v celico je elektroporacija. Ta je
vse bolj razSirjena tudi pri genski terapiji tumorjev, pri kateri se uporabljajo terapevtski
plazmidi. Na teh se poleg terapevtskega gena, kot selekcijski oznacevalec uporablja tudi gen
za odpornost proti antibiotiku. V oviru magisterskega dela smo preverjali kako ucinkovit je
prenos gena odpornosti proti ampicilinu, katerega zapis je del terapevtskega plazmida pORF-
hiL-12 G2. Hkrati pa smo kot kontrolo preverjali gostiteljsko obmoc¢je pogosto uporabljenega

vektorja pri molekulskem kloniranju, pUC-19.

UspesSnost vnosa terapevtskega plazmida smo preverili pri petih razli¢nih taksonomskih
skupinah bakterij. Pri vseh smo uporabili protokol, ki je namenjen pripravi kompetentnih celic
in elektroporaciji bakterijskega seva E. coli DH5a. Najvedji delez preiskovanih bakterijskih
vrst so predstavljale gamaproteobakterije, pri katerih smo ugotovili tako navecjo ucinkovitost,
kot tudi frekvenco transformacije. Pri evolucijsko bolj oddaljenih alfa- in betaproteobakterijah
S0 te Ze znatno niZje. Pri Se bolj oddaljenih bakterijskih deblih, aktinobakterijah in firmikutih,

do prenosa plazmida ni prislo.

Priblizno en odstotek do sedaj opisanih bakterijskih vrst je naravno kompetentnih, do ¢esar
navadno pride zaradi vsaj enega izmed stresnih dejavnikov, ki se pojavljajo v okolju. V
magistrski nalogi smo po protokolu, ki so ga opisali Zhang in sod. (2012), preverjali vpliv
osmotskega pritiska na transformacijo. PoviSana koncetracija agarja v gojis¢u dejansko vpliva
na proces bakterijske transformacije, vendar je do prenosa plazmida prislo le pri polovici od
preiskovanih gamaproteobakterij. Pri ostalih taksonomskih skupinah do prenosa plazmida ni
prislo. U¢inkovitost in frekvenca transformacije pa sta bili znantno nizji od tistih, ki smo jih

dobili z uporabo elektroporacije.

Tako kot terapevtski plazmid vsebuje tudi vektor pUC-19 minimalno mesto ori E. coli pMB1,
kar lahko predstavlja enega izmed omejitvenih dejavnikov za Sirjenje gostiteljskega obmogja,
saj se s filogenetsko oddaljenostjo bakterij zmanjSuje moznost podvojevanja plazmida v
recipientski celici. Glede na dobljene rezultate lahko trdimo, da moznost transformacije z
molekularnim vektorjem pUC-19 s filogenetsko oddaljenostjo bakterijskih skupin pada.
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Da bi lahko rezultate Se natancneje opredelili, bi bile potrebne Se nadaljne raziskave pri
katerih bi morali optimizirati protokole glede na posamezno bakterijsko vrsto in razsiriti
nabor izbranih bakterijskih vrst. Tako bi lahko Se z ve¢jo gotovostjo trdili, da ne prihaja do
Sirjenja ampicilinske rezsitence v okolje. Prav tako bi na ta nacin bolj natan¢no dolocili

gostiteljsko obmojce molekularnega vektorja pUC-19.
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ZAHVALA



PRILOGE

Priloga A: Primerjava u¢inkovitosti elektroporacije, za katere so podatki na voljo v literaturi.

bakterijski rod St.transformant/pg plazmidne DNA vir
Escherichia 1,6x10° Wirth in sod., 1989,
3,5x10° protokol ependorf
Salmonella NT Wirth in sod., 1989,
10° - 10" O'Callaghan in Charbit, 1990
Enterobacter 5x10* Wirth in sod., 1989
Erwinia 4,1x10% - 4x10° Wirth in sod., 1989
Proteus 4,2x10° - 6x10° Wirth in sod., 1989
Yersinia 10%- 10’ Conchas in Carniel, 1990
6,0x10° Cutrin in sod., 1994
Sphingomonas 8x10°, 8x10’ Montiero in sod., 1992
Mycobacterium >10°, 1,8x10° Wards in Collins, 1996

NT - ni transformant

Priloga B: Primerjava v §tudiji pridobljenih frekvenc in u¢inkovitosti transformacije po obeh uporabljenih
protokolih.

pUC-19 (elektroporacija) pUC - 19 (Zhang in sod., 2012)
bakterijski sev frekvenca ucunkovitost frekvenca udinkovitost

E.hermanii 2,70 x 10 2,43 x 10° 1,76 x 10° 1,88 x 10°
Buttiauxella 2,11 x 10® 1,60 x 10* 1,44 x 10°® 1,49 x 107
S.enterica subsp. enterica 4,16 x 10 2,08 x 10° 323x10° 0,67
S.enterica subsp. arizonae 1,60 x 10° 1,28 x 10° 2,28 x 10° 7,65
P.vulgaris 4,92 x 10" 2,06 x 10° 2,30 x 107 3,67
Providencia sp 4,34 x10° 1,12 x 10° 2,76 x 10°® 6,67 x 10
Yersinia sp. 2,07 x 10* 2,45 x 10° 6,73 x 10™ 2,45 x 10*
Shigella boydii 1,56 x 10 1,01 x 10° 2,60 x 108 1,49 x 102
Shigella sonnei 2,88 x 10° 6,47 x 10° 3,95 x 10° 3,62 x 10

L pPORF-hIL-12 G2 (elektroporacija) pORF-hIL-12 G2 (Zhang in sod., 2012)
bakterijski sev

frekvenca ucinkovitost frekvenca ucinkovitost
Buttiauxella 9,92 x 10® 7,54 x 10° 2,69 x 10° 2,5 x 10°
S.typhymurium 4,97 x 10° 1,98 x 10* 1,96 x 10° 6,67
S.enterica subsp. arizonae 1,38 x10°® 1,10 x 10* 1,44 x 10° 0,79
Yersinia sp. 1,62 x 10™ 1,92 x 10° 4,29 x 10 8,09 x 10*
Shigella boydii 7,51 x 10* 4,84 x 10* 2,08 x 108 2,5 x 102

Shigella sonnei 4,53 x 10™* 1,02 x 10° 1,36 x 10 3,14 x 10*




Priloga C: Pregled uporabljenih sevov, njihova filogenetska uvrstitev, temperaturni optimum rasti, vir pridobitve seva

organizem filogentska uvrstitev v kraljestvo bakterij metoda izolacije | Tope | izvor
(deblo; razred;(podrazred);red;(podred); druZina; rod) plazmidne DNA
E. coli Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; K:+ 37 2
DH5a Escherichia
E. hermannii Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; C:+ 37 2
Escherichia K: +
Buttiauxella sp. Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae C:+ 37 1
K: +
S. enterica subsp. enterica Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; C: - 37 1
Salmonella AH: -
K: -
S. typhimurium Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; C:+ 37 1
Salmonella
S. enterica subsp. arizonae Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; C:+ 37 1
Salmonella
S. enteritidis Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; C: - 37 1
Salmonella
P. vulgaris Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Proteus C:+ 37 1
E. chrysanthemi Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Dickeya C:+ 37 1
Yersinia sp. Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Yersinia C:+ 37 1
Providencia sp. Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; C:+ 37 1
Providencia
P. rettgeri Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; C:+ 37 1
Providencia
E. amnigenus Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Lelliottia | C: + 37 1
S. boydii Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Shigella C:+ 37 1
S. sonnei Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Shigella C:+ 37 1
P. mephitica Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; C: - 30 2
Pseudomonas AH: —
Proteobacteria; Betaproteobacteria; Neisseriales; Chromobacteriaceae; C:- 30 2
I. fluviatilis Chromobacterium group; lodobacter AH: —
H. frisingense Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Oxalobacteraceae; Herbaspirillum | C: — 30 2
K: -
Sphingomonas sp. Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae C: - 30 3
AH: -
K: -
Staphylococcus sp. Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Staphylococcaceae NT 30 2
Mycobacterium sp. Actinobacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Corynebacterineae; NT 30 2

Mycobacteriaceae

plazmidne DNA s komercialnim kompletom »QIAprep® Spin Miniprep Kit«

NT, ni transformant; +/—, uspeSna/neuspesna izolacija plazmidne DNA; C, lIzolacija plazmidne DNA z metodo izolacije s CTAB in tritonom X-100; AH — izolacija plazmidne DNA z alkalno hidrolizo; K, 1zolacija



Priloga D: Restrikcijska karta plazmida pUC-19

BsmBl 51 e BstAPI 179
BsmBl 2683 Ndel 163
EcoD1091 2674 Kasl - Narl - Sfol 235
Aatll - Zral 2617 HI-’JI 245
BeiVl 2542 Fspl 256
sspl 2501 Evul 276
. / Pvull 306
Bmrl 364
Acll 2297 BeeAl 387 Apol- EcoRl 396
Xmnl 2294 Banil - Sacl - Eco53KI 402
Acch1 - Kpnl 408
Begl 2215 MCS Aval - BsoBI - Smal -
Scal 2177 TspMI - Xmal 412
Bamill 417
Xbal 423
Pvul 2066 Acel - Hinell - Sall 429
Avall 2059 BspMI - BiuAl 433
= Sbil 434
BsrDI 1935 | Pstl 435
Acll 1924 :'[:“:“L?
Fspl 1819
Avall 1837 Pl Gl
NmeAlll 1822 Thl 641
Bgll 1813 BsaXl 659
Bpml 1784 BspQI - Sapl 683
BsrFl 1779 ThI 781
Bsal 1766 AR - Peil 806
BsrDI 1753 Drdl 908
Bmrl 1744
Ahdl 1694 BaiVl 1015
BseYl 1110
BoeAl 1292 AlwNT 1217
puUC19 MCS
Sacl Smal Xbal Shfl
EcoRI Kpnl BamHI 5all Pstl Sphl HindIII
agtgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGegtaatcatggteat
400 410 420 430 440 450 460
.. N5 5 P Y RPDELTS SR RTCAMHLSU®PTTIMTM
+—————————— JacZo translational start J
PNEB193 MCS
Sacl Smal BssHII Pacl Sbfl
EcoRI Kpnl Ascl BamHI ¥bal S5all  Pmel Pstl Sphl HindIII

agtgAATTCGAGCTCGGTACCCGGEGGCGCGLCGGATCCTTAATTAAGTCTAGAGTCGACTGTTTAAACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGegtaatcatggtcat

4[210 4i0 420 430 440 450 460 470 480 430

.25 NS S PV RPRAPDIKTIULDLTSOQKF FRTCAHLSPTTIMHNTNMN

+———— Jacdo translational start



Priloga E: Restrikcijska karta plazmida pORF-hIL-12 G2

Sgfl (11)

Notl (4749)
Xhol (4743)

hEFI/HTLV prom Ncol (688)
Xmnl (4163)

Asel (3736) pORF-hIL-12 G2

(4912 bp)

SV40 pAn

BspLUL1I (2671)
Pacl (2665)
Swal (2655) EcoRI (2248)

Hpal (2555) Nhel (2390)
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