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POVZETEK
Uporaba prepovedanih snovi ali postopkov za doseganje boljsih rezultatov v S$portu

(doping) je v svetu znana Ze skoraj tako dolgo Casa kot so stara tekmovanja. Z razvojem
tehnologije in zdravstva so se razvile tudi nove metode in nove razliice sinteticnih
molekul in rekombinantnih hormonov, ki jih $portniki uporabljajo za izboljSanje svojih
sposobnosti. Z razvojem novih razli¢ic takSnih snovi pa se je povecala tudi potreba po
novih metodah, s katerimi bi jih detektirali na ¢im bolj u¢inkovit na¢in v ¢im krajSem casu.
Ker je detekcija usmerjena predvsem v identifikacijo in kvantifikacijo Ze znanih u¢inkovin,
je za nove substance potrebno vedno znova razviti njim ustrezne analizne metode. Za
namen detekcije bi bilo zazeleno razviti robusten presejalni test, s katerim bi lahko v
kratkem Casu hkrati preverili vecje Stevilo Sportnikov na prisotnost ve¢ skupin substanc s
podobnim delovanjem, torej tudi taksnih, ki Se niso na listi prepovedanih substanc
regulatornih organov oz. katerih kemijska struktura $e ni znana.

V diplomski nalogi smo z uporabo tehnologije rekombinantne DNA pripravili
bakteriofage, ki bi jih lahko uporabili kot fluorescen¢ne detekcijske sonde v presejalnih
flurescen¢no-imunskih testih, s katerimi bi odkrivali prisotnost do sedaj Se nepoznanih
ligandov eritropoetinskega receptorja v bioloskih vzorcih. Rekombinantne bakteriofagne
delce smo pripravili tako, da smo v prirejen vektor M13KE na ustrezno mesto vstavili
genski zapis za peptid EMP1, ki se je nato v petih kopijah izrazil na povrSini
rekombinantnega bakteriofaga v obliki fuzijskega proteina s plasénim proteinom p3. Peptid
EMP1 se specificno veze na eritropoetinski receptor. Vezavo rekombinantnih
bakteriofagov na eritropoetinski receptor smo preverili z encimsko-imunskim testom
(ELISA). Zatem smo bakteriofage kovalentno oznacili s fluoresceinom in preverili smo
tudi sposobnost tekmovanja fluorescen¢no oznacenih rekombinantnih bakteriofagov z
eritropoetinom za vezavo na eritropoetinski receptor s fluorescen¢no-imunskim testom
(FLISA). Ugotovili smo, da smo uspesno vstavili zapis za EMP1 v bakteriofagni genom.
Rekombinantni bakteriofagi so v svojem genomu nosili zapis za peptid EMP1 in ga tudi
uspesno izrazili na svoji povrsini, kar smo opazili preko njihove mocne in specifi¢ne
vezave na eritropoetinski receptor. S testom FLISA smo dokazali tudi, da je rekombinantni
eritropoetin sposoben izpodriniti bakteriofage, ki so bili vezani na imobiliziran EpoR. Na
podlagi tega sklepamo, da bi tako pripravljene bakteriofage, lahko uporabili kot
fluorescenc¢ne detekcijske sonde v presejalnih fluorescen¢no-imunskih testih za odkrivanje

prisotnosti do sedaj Se nepoznanih ligandov EpoR v bioloskih vzorcih.



ABSTRACT

Banned substances or procedures (doping) have been abused in sport for almost as long as
competitions exist. Along with the progress in technology and healthcare, novel methods
and new versions of synthetic molecules and recombinant hormones have been developed
that athletes use to improve their performance. Because of the appearance of new versions
of molecules there is a need for development of new methods which would allow detecting
them in the most effective way as quickly as possible. The limitation of current detection is
that it is mostly focused on the identification and quantification of the already known
specific substances and it has been therefore necessary to develop the appropriate
analytical method for every new substance. For the purpose of high-throughput screening
of athletes it would be desirable to develop a robust test, which would allow us to test a
large number of athletes for the presence of several groups of substances with a similar
mechanism of action in a short time and which would also be useful for determining
substances not yet on the list of banned substances or even those with unknown chemical
structure. The goal of our work was to prepare recombinant bacteriophages, which could
be used as fluorescent detection probes in fluorescent immunoassay allowing detection of
so far unknown erythropoietin receptor ligands in biological samples. Recombinant
bacteriophage particles were prepared by recombinant DNA technology utilizing a
modified vector M13KE into which we inserted the gene encoding a peptide EMP1. This
allowed the pentavalent display of the EMP1 peptide on the surface of the recombinant
phage in the form of a fusion protein with the capsid protein p3. EMP1 binds specifically
to the erythropoietin receptor. Binding of recombinant bacteriophages onto the
recombinant erythropoietin receptor ectodomain was tested by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). EMP1-displaying recombinant bacteriophages were then
covalently labeled with fluorescein. The ability of fluorescein-labeled bacteriophages to
compete with recombinant erythropoietin for binding to the erythropoietin receptor was
verified by fluorescence-linked immunosorbent assay (FLISA). The gene encoding EMP1
peptide was successfully inserted into the bacteriophage genome. The recombinant
bacteriophages effectively expressed EMP1 on their surface, which was shown by their
strong and specific binding to the erythropoietin receptor. By competitive FLISA we have
also demonstrated that recombinant erythropoietin is capable of displacing bacteriophages
from the immobilized EpoR. On this basis, we conclude that such recombinant
bacteriophages could be useful as a fluorescent detection probes in fluorescence-based
screening immunoassays to detect the presence of so far unknown ligands EpoR in
biological samples.



KLJUCNE BESEDE
Bakteriofagni vektor, predstavitev na bakteriofagu, ligand eritropoetinskega receptorja,

fluorescendéni test

SEZNAM OKRAJSAV

AAS anaboli¢ni androgeni steroidi

BSA goveji serumski albumin (ang. "bovine serum albumin™)

ddH2O  bidestilirana voda

DMSO  Dimetilsulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kislina

dsDNA  dvoverizna DNA

E. coli  Escherichia coli

ELISA  encimsko-imunski test (ang. "enzyme-linked immunosorbent assay"')
EPO Eritropoetin

FITC fluorescein izotiocianat

FLISA fluorescen¢no-imunski test (ang. "fluorescence-linked immunosorbent assay")
GH rastni hormon (ang. "growth hormone™)

HRP hrenova peroksidaza (ang. "horseradish peroxidase™)

IPTG izopropil-tio-R-D-galaktopiranozid, induktor promotorja lac

Kd konstanta disociacije
LB bakterijsko gojis¢e (ang. "lysogeny broth™)
LD nanasalni pufer (ang. "Loading Dye")

MOK Mednarodni olimpijski komite

nt nukleotid

PBS fosfatni pufer s soljo (ang. "phosphate —buffered saline™)

PBST  fosfatni pufer s soljo z dodanim polisorbatom-20 (Tween® 20)

PCR verizna reakcija s polimerazo

PEG polietilenglikol

rhEPO  rekombinantni humani eritropoetin

rhGH rekombinantni humani rastni hormon

vrt./min Stevilo vrtljajev na minuto (ang. "revolutions per minute")

WADA Svetovna protidopinska agencija (ang. "World Anti-Doping Agency")

X-Gal  5-bromo-4-kloro-3-indolil-3-D-galaktopiranozid, kromogeni substrat za 3-
galaktozidazo



UvoD
1.1 Bakteriofagi

Bakteriofagi ali fagi so virusi, ki imajo sposobnost okuzbe in razmnoZevanja znotraj
bakterijske celice (1). Spadajo med najbolj razsirjena ziva bitja na zemlji s celokupnim
Stevilom reda velikosti 10%2. Vec¢inoma jih izolirajo iz vodnih okolij, vendar so na splo§no
prisotni povsod, Kjer prebivajo bakterije. Bakteriofagi lahko okuzijo samo bakterijske
celice in niso sposobni okuziti sesalskih celic. So zelo specifi¢ni, saj lahko posamezen fag
napade le eno vrsto, oziroma v nekaterih primerih celo samo posamezen sev bakterije.
Okuzba se obicajno zacne tako, da se bakteriofagi vezejo na specifi¢ni receptor na povrsini
gostiteljske celice. Ti receptorji se lahko nahajajo v obliki razli¢nih povrSinskih komponent
celice; od proteinov, oligosaharidov, tejhojske kisline, peptidoglikana do lipopolisaharidov
(2). Bakteriofage sestavlja dvoverizna ali enoverizna DNA ali RNA, ki je lahko v linearni
ali krozni obliki. Genska informacija je obdana z zasCitnim proteinskim plaséem

imenovanim kapsida (1).

Po okuzbi bakterijskih celic lahko bakteriofagi preidejo v liticni ali lizogeni zivljenjski
cikel (1). Liti¢ni bakteriofagi svoje DNA ne vgrajujejo v genom gostiteljske celice. Pri
sreCanju virusa z gostiteljsko celico pride do njegove pritrditve na specificne receptorje
gostiteljske celice, ¢emur sledi prenos genskega materiala virusa v gostiteljsko celico.
Prenos se lahko zgodi preko razli€énih mehanizmov, odvisen je predvsem od morfologije
samega virusa, pogosto pa vkljucuje tudi tvorbo por v steni bakterijske celice.

Po vstopu genskega materiala virusa v bakterijsko celico pride do podvojitve fagnega
genoma znotraj bakterije. Ob tem se preusmerijo metabolni procesi gostiteljske celice v
izdelavo komponent za sestavo novega virusa. Te strukturne komponente se nato sestavijo
in skupaj tvorijo celoten virus (2). Na koncu pomnozeni bakteriofagi izzovejo hitro lizo in
posledi¢no propad gostiteljske bakterijske celice in se sprostijo iz celice ter nadaljujejo
cikel tako, da okuzijo novo bakterijsko celico. Liza bakterijskih celic se na trdnem
agarnem gojiscu, preras¢enim z bakterijskim travnikom, pokaze v obliki bistrega obmocja,
ki se imenuje plak (3).

V nasprotju z liticnim fagom so lizogeni fagi virusi, ki ne vstopijo takoj v liticni cikel,
ampak so zmozni svojo DNA integrirati v genom gostiteljske celice. Takemu latentnemu

bakteriofagu re¢emo profag (1). Poleg integriranja virusne DNA v genom gostiteljske
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celice pa lahko virusna DNA v lizogenem ciklu obstaja tudi v obliki episoma oz. plazmida
(2).

Lizogeni fagi se pri sre¢anju z gostiteljsko celico pritrdijo na specifi¢ne receptorje in svoj
genski material prenesejo v gostiteljsko bakterijo. S podvojitvijo bakterijske DNA, se
podvoji tudi v genom integrirana fagna DNA in tako vsaka izmed héerinskih celic vsebuje
virusno DNA. Celice grejo nato ¢ez vec ciklov podvajanja in pod posebnimi stresnimi
pogoji (npr. ob obsevanju z UV svetlobo o0z. ob prisotnosti mutagenov) pride do sprostitve
profaga iz gostiteljskega genoma in bakteriofag vstopi v liti¢ni cikel (opisano zgoraj). 1z
ene same bakterijske celice se lahko izgradi 100 in ve¢ novih virusov, ki nato lahko

okuzijo nove celice (2).

1.1.1 Bakteriofag M13

Bakteriofag M13 je nitasti fag s 6407 nt dolgim zaporedjem DNA molekule in je sposoben
specifi¢no okuziti bakterijo Escherichia coli. Njegov genom je krozne oblike in je poseben
zato, ker je sestavljen iz same enoverizne DNA. Kapsida faga M13 je sestavljena iz vec¢
kopij samo petih proteinov. Fag M13 ima preprost cikel pomnozevanja, Saj SVvOj genom
podvaja v obliki plazmida (tj. dvoverizne krozne DNA) in zato ne potrebuje dodatnih
genov za vstavitev njegovega DNA v gostiteljski genom. Vstop DNA molekule M13 v
gostiteljsko bakterijsko celico (npr. E. coli) poteka preko pilusa, ki drugace sluzi, da
poveze citoplazmi dveh bakterijskih celic med konjugacijo. Po vstopu genoma faga v
gostiteljsko citoplazmo, enoverizna molekula DNA (ssSDNA) sluzi kot osnova za sintezo
njej komplementarne verige, kar vodi v nastanek krozne dvoverizne molekule DNA
(dsDNA). Taka molekula se ne vstavi v bakterijski genom, ampak se podobno kot plazmid
podvaja do velikega Stevila (ve¢ kot 100 kopij). S celicno delitvijo dobiva vsaka izmed
h¢erinskih celic polovico kopij virusnega genoma, ki se nato podvaja dalje. Novi fagi se
nato sestavijo in sestavljeni sprostijo iz celice (4).

Posebnost bakteriofagov M13 je, da se sprostijo iz gostiteljske celice preko posebnih por,
ki jih tvorijo proteini faga, ne da bi pri tem prislo do lize celice. Celica, ki je okuZena S
fagom M13, raste poCasneje in medtem spros¢a novo nastale viruse preko brstenja (5).

Fag M13 je pogosto uporabljen kot vektor za kloniranje zaradi pomembnih prednosti, ki jih
nudi. Njegov genom je precej majhen (manj kot 10 kb), zato je olajsano vstavljanje tujih
genskih zapisov s pomocjo konvencionalnih tehnik (restrikcije, ligacije, agarozna gelska

elektroforeza). Poleg tega replikativna oblika genoma, tj. dvoverizna DNA (dsDNA),
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spominja na plazmid in se zato za pomnozevanje in izolacijo dsSDNA lahko uporablja
metode, kot jih uporabljamo pri delu s plazmidi. Vsebuje tudi neesencialno nekodirajoce
zaporedje v genomu, ki se ga da nadomestiti s tujo DNA omejene velikosti (5). Genom v
obliki dsDNA enostavno pridobimo iz okuzenih kultur E. coli, pri pomnozevanju in
nastanku fagnih delcev pa se ohranijo tudi vstavljeni tuji zapisi v obliki sSSDNA. Oblika
ssSDNA je primerna za neposredno sekvenciranje segmentov genoma in in vitro
mutagenezo. Vektorje M13 se uporablja tudi za predstavitev na bakteriofagu, ki omogoca

identifikacijo peptidnih ali proteinskih ligandov specifi¢nih tar¢ (4).

1.1.2 Predstavitev na bakteriofagu

Tehnologija predstavitve na bakteriofagu vkljucuje prikaz peptidov oz. proteinov na
povrsini bakteriofaga. To dosezemo z vstavitvijo gena za specifi¢en protein v poseben tip
vektorja M13 tako, da zapis za Zeleni protein pripojimo genu za dolo¢en plaséni protein
bakteriofaga. Po vnosu rekombinantnega faga v celico E. coli se takSen fuzijski gen
prevede v fuzijski protein, ki je sestavljen iz Zelenega proteina in fagnega plas¢nega
proteina. Fuzijski protein se nato vgradi v kapsido faga, kar omogoca, da je produkt

kloniranega gena izpostavljen na povrsini fagnih delcev (4).

1.1.3 Bakteriofagne predstavitvene knjiZnice

Bakteriofagne predstavitvene knjiznice so sestavljene iz velikega Stevila rekombinantnih
bakteriofagov, kjer vsak izmed fagov predstavlja razlicen peptid oz. protein. Poleg t.i.
sinteznih in kombinatori¢nih knjiznic lahko pripravimo s kloniranjem mesanice cDNA iz
dolocenega tkiva tudi knjiznice cDNA ali s kloniranjem fragmentov genomske DNA
genomske knjiZznice. Bakteriofagne predstavitvene knjiznice navadno vsebujejo zelo velik
nabor razliénih predstavljenih proteinov in se uporabljajo za identifikacijo ligandov
Zelenega proteina.

Tarcni protein pri tem imobiliziramo v vdolbinice mikrotitrske ploscice ali na delce, ki jih
lahko uporabimo v koloni afinitetne kromatografije. Oba tipa nosilcev nato inkubiramo v
prisotnosti bakteriofagne predstavitvene knjiznice. Tisti fagi, ki ostanejo vezani na
mikrotitrsko plos¢o ali kolono po veckratnem spiranju, imajo na svoji povrSini
predstavljene proteine, ki interagirajo z imobiliziranim tarénim proteinom oziroma

receptorjem (4).



1.1.4 Terapevtski ligandi

Tehnologija predstavitve na bakteriofagu je zelo uporabna za dolocanje epitopov na
antigenih. Bakteriofagne predstavitvene knjiznice pa se lahko wuporablja tudi za
identifikacijo peptidov, ki posnemajo konformacijska vezis¢a oz. epitope in so lahko zelo
uporabni za razvoj novih diagnosti¢nih in terapevtskih sredstev (6).

Peptidi predstavljajo skupino aktivnih molekul vklju¢no s hormoni, nevrotransmitoriji,
citokini, antigeni in rastnimi faktorji. Peptidne ligande izberemo in identificiramo iz
bakteriofagnih knjiznic v postopku afinitetne selekcije. V ve€ini primerov moramo nato
izbrane ligande modificirati, da so ti primerni za kliniéno uporabo. Modifikacija je
potrebna zato, ker prvotno izbrani ligandi obicajno izkazujejo slabe farmokokinetni¢ne
lastnosti (kratka razpolovna doba v telesu zaradi hitre encimske razgradnje, slaba
penetracija skozi ¢revesno Steno in hitro izlo¢anje iz telesa), kar prispeva k nizki bioloski
uporabnosti (7).

Peptide, ki se specificno vezejo na dolo¢eno tkivo ali celice, lahko uporabljamo za
karakterizacijo celi¢nih kultur, vizualizacijo dolo¢enih struktur in vivo in za diagnozo
bolezni (8). Za diagnosti¢ne in terapevtske namene je pomembno zagotoviti visoko
afiniteto peptidov in proteinov, ki jo lahko zopet izboljsamo s pomocjo tehnologije

predstavitve na bakteriofagu (7).

1.2 Doping

Zloraba prepovedanih substanc in razli¢nih metod (transfuzije, povecanje volumna plazme)
v Sportu se imenuje »doping«. Doping je najpogosteje posledica velike zelje Sportnikov in

trenerjev po zmagi, saj si z njegovo pomocjo Sportnik izbolj$a naravne sposobnosti (9).

Mednarodni olimpijski komite (MOK) je leta 1999 ustanovil neodvisno Svetovno
protidopinSko agencijo (WADA), katere namen je zaScititi temeljno pravico Sportnikov, da
tekmujejo v okolju brez dopinga. Njihovo delovanje temelji na Svetovnem protidopinSkem

kodeksu (10).

Kirsitev protidopinskih pravil po kodeksu WADA so:
1. Prisotnost prepovedanih snovi ali njenih presnovkov v $portnikovem vzorcu
2. Uporaba ali poskus uporabe prepovedane snovi ali postopka
3. lzogibanje ali zavracanje pristopa k odvzemu vzorca
4



4. Kisitev veljavnih zahtev glede dostopnosti Sportnika v primeru testiranja izven ¢asa
tekmovanja

5. Nedovoljeno poseganje ali poskus nedovoljenega poseganja v kateri koli del
postopka kontrole dopinga

6. Posest prepovedane snovi ali prepovedanega postopka

7. Trgovanje ali poskus trgovanja s katero koli prepovedano snovjo ali prepovedanim
postopkom

8. Dajanje ali poskus dajanja prepovedane snovi ali omogoc¢anje prepovedanega
postopka

9. Pomo¢, spodbuda, podpora, dogovarjanje, prikrivanje ali katera koli druga oblika
naklepne udelezbe pri krsitvi protidopinskega pravila

10. Prepovedano sodelovanje Sportnika ali druge osebe v s Sportom povezani vlogi s
katerim koli ¢lanom spremljevalnega osebja, ki prestaja obdobje izlocitve ali je bil
v kazenskem, disciplinskem ali strokovnem postopku obsojen krsitve

protidopinskih pravil po dolocilih Kodeksa (10).

1.2.1 Porast dopinga v Sportu

Beseda »dope« izvira iz pozivilne pijace, ki so jo uporabljali v juzni Afriki med
plemenskimi obredi v osemnajstem stoletju. Doping je v Sportu prisoten ze zelo dolgo
asa. Ze v &asu anti¢nih Grkov in Rimljanov so $portniki uporabljali naravne produkte,
zmlete rastlinske in zivalske ekstrakte, s ¢imer so Zzeleli izboljsati sposobnost $portnika
(11). Pozneje je Sport v glavnem zamrl in z njim tudi doping.

Znova se je v veliki razseznosti pojavil Sele v drugi polovici 19. stoletja. Zaradi razvoja
Sporta in napredka v medicini je posledi¢no tudi doping zacel postajati velik problem v
Sportu na vseh stopnjah tekmovanja. V prvi polovici 20. stoletja se je razsiril v nacrtno
vodene programe, ki so jih vodili atleti sami, njihovi trenerji ali zdravniki, vendar je bil tu
doping v vecini omejen na elitno raven Sporta. Po drugi svetovni vojni pa se je doping
razsiril v ekipne sistemske dopinske programe. Zaradi ¢edalje vecjega pojava dopinga in
tudi prve smrti povezane z uporabo dopinga so se proti koncu 60-ih let prejSnjega stoletja
pojavile prve doping kontrole (9). Leta 1967 je MOK izdal svoj prvi seznam prepovedanih
snovi in sprejel definicijo dopinga in leta 1983 prevzel akreditacijo laboratorijev za
kontrolo dopinga. Kontrolo dopinga so ugotavljali z uporabo plinske kromatografije in

masne spektrometrije s ¢imer so povecali natan¢nost in zanesljivost rezultatov (12).
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V letih 1960-1970 so se najpogosteje uporabljali amfetamini, kasneje leta 1980 so se
pojavili anabolni steroidi in kortizon. Leta 1990 pa je bila v ospredju uporaba rastnega
hormona (hGH) in eritropoetina (EPO) (9).

V zadnjih letih se je z napredkom v znanosti, sintezni kemiji in biotehnologiji zacela
uporaba sinteti¢nih molekul, rekombinantnih hormonov in genska manipulacija, s ¢imer si

zelijo $portniki izboljsati svoje sposobnosti (11).

1.2.2 Lista prepovedanih snovi in postopkov
Lista prepovedanih snovi in postopkov je mednarodni standard, ki se posodablja vsako leto

in doloca, katere snovi in postopki so prepovedani v $portu.

Razvrstitev prepovedanih snovi in postopkov v razrede (lista veljavna od 01. 01. 2016) (13)

SNOVI IN METODE, KI SO PREPOVEDANE VEDNO (na tekmovanju in izven
tekmovanja)
SO NEDOVOLJENE SNOVI
S1 Anaboli¢ni agensi
1. anaboli¢ni androgeni steroidi (AAS)
2. drugi anaboli¢ni agensi
S2 Peptidni hormoni, rastni dejavniki, sorodne snovi in posnemovalci
S3 Beta-2-agonisti
S4 Hormoni in metaboli¢ni modulatorji

S5 Diuretiki in maskirni agensi

PREPOVEDANE METODE
M1 Manipulacija s krvjo in krvnimi komponentami
M2 Fizi¢na in kemi¢na manipulacija

M3 Genski doping

SNOVI IN METODE PREPOVEDANE NA TEKMOVANJU
S6 Pozivila

S7 Narkotiki

S8 Kanabinoidi

S9 glukokortikoidi



SNOVI PREPOVEDANE V DOLOCENIH SPORTIH
P1 Alkohol
P2 Beta blokatorji

1.2.3 Najbolj pogosto uporabljene prepovedane snovi

1. Anaboli¢ni androgeni steroidi (AAS)

Anaboli¢ni androgeni steroidi so eni izmed najbolj pogosto uporabljenih substanc za
izboljSanje sposobnosti ali izgleda Sportnika (14).

Normalno izloCanje testosterona je bistvenega pomena za zdravje moskega in njegovo
normalno delovanje telesa, medtem ko je dodajanje testosterona Sportnikom prepovedano.
Ta lahko v odvisnosti od trajanja jemanja in odmerka povzro¢i razliéne $kodljive stranske
ucinke in bolezni (npr. okvare jeter, tezave s srcem, spremembe razpolozenja). Prvotno so
AAS, vkljucno s testosteronom in sinteti¢nimi derivati testosterona, zaceli uporabljati leta
1950 za povecanje sposobnosti dvigovalcev utezi (14). Zelo pogosto se uporabljajo v
kombinaciji z drugimi snovmi (15). Za izboljSanje zmogljivosti in mo¢i se uporablja v
kombinaciji z rastnim hormonom in inzulinom, za spodbujanje izlo¢anja vode ali mascobe
v kombinaciji z diuretiki in za zmanj$anje stranskih u¢inkov androgenov v kombinaciji z
zaviralci aromataz. Sportniki pogosto kombinirajo razli¢ne steroide in AAS uporabljajo v
ciklih (15).

S stimulacijo sinteze AAS prispevamo k povecanju miSi¢ne mase. AAS posledi¢no
povecajo tudi mo¢ in telesno tezo brez zmanjSanja mase mascobe. AAS se v terapevtske
namene uporabljajo za sprozitev moske pubertete, za zaviranje propada misi¢ne mase ter
povecanje apetita pri bolnikih z AIDS-om in rakom, kjer pogosto nastopi kaheksija.
Uporaba AAS pa lahko privede tudi do nezelenih u¢inkov. Njihova uporaba pri Zenskah
povzro¢i hirzutizem, menstrualne nepravilnosti in stalen globlji glas. Pri moskih lahko
pride do atrofije mod, moske pleSavosti in ginekomastije, zloraba AAS v €asu odras¢anja
pa se pokaze v zastoju rasti (14). Poleg tega se lahko pojavijo akne, agresivno vedenje,
nihanja v razpoloZenju in kroni¢ne spremembe srca (15). V manjsih odmerkih jih atleti in
kolesarji uporabljajo za povecanje vzdrzljivosti, saj povecajo koli¢ino rde¢ih krvnick in
hematokrita, ki povefa dostavo in uporabo kisika ter pomaga tudi pri skrajSanju

regeneracijskega casa (9). Ugotavljanje prisotnosti testosterona je lahko otezeno, saj nacin



aplikacije vpliva na njegovo detekcijo. Testosteron najlazje detektiramo v urinu po

intramuskularni aplikaciji (14).

2. Rekombinantni humani rastni hormon (rhGH)

Humani rastni hormon je eden izmed najpogosteje uporabljenih anabolnih hormonov, ki ga
skupaj z AAS izkoris¢a priblizno 25 % vseh uporabnikov AAS. Med Sportniki je zlasti
priljubljen zaradi zmoznosti pove€anja miSi¢ne mase in funkcije kot tudi zaradi dejstva, da
ga z laboratorijskimi testi tezko zaznamo (15). Z dolgotrajno uporabo rhGH pri odraslih, ki
Imajo pomanjkanje rastnega hormona, pride do normalne sestave telesa s poveCanjem
telesne mase in zmanjSanjem masc¢obne mase (14). Pri zdravem mladem moskem rhGH
poveca celotno telesno sintezo proteinov in ohrani proteine tekom vadbe, vendar tega
u¢inka ne opazimo pri vseh Sportnikih z zelo intenzivnimi treningi. Pri nekaterih se z
dodatkom rhGH sicer povecuje proteinska telesna masa skupaj s povecanjem volumna
zunajceli¢ne tekocine, ne pride pa tudi do povecanja funkcije miSicne mase, torej je
povedanje misi¢ne telesne mase posledica zastajanja tekodine (14). Sele v kombinaciji
rhGH s testosteronom pride do povecanja funkcionalne misi¢ne mase. Z izkoris§¢anjem
rhGH lahko Sportnik izboljsa svojo fizi¢no sposobnost, poveca toleranco za tezke treninge,
zmanj$a Cas regeneracije po vadbi, obenem pa je rhGH lahko Kkoristen tudi za zdravljenje
poskodb mehkih tkiv. Kot stranski u¢inki zlorabe rhGH v majhnih odmerkih se pogosto
omenja zastajanje tekoCine v telesu, zatekanje, utrujenost, vrtoglavica, pove€anje dlani,
stopal, obraza in notranjih organov ter pojav diabetesa (15).

V S$portu se thGH redko uporablja v velikih odmerkih, a ko pride do uporabe v velikih
koli¢inah, lahko pride do hujsih stranskih uc¢inkov, kot so zlomi kosti, bolecine v miSicah
po vadbi, zmanjSanje koncentracije, nenormalne rasti kosti in spremembe v morfologiji
srca in njegovi funkciji, pri ¢emer najpogosteje pride do znatnega povecanja in zadebelitve

stene levega prekata (14, 15).

3. Eritropoetin (EPO)

Eritropoetin (EPO) je peptidni hormon, ki se naravno proizvaja v ¢loveSkem telesu (10). V
glavnem izvira iz ledvic, vendar v manjsi meri nastaja tudi v jetrih (16). Rekombinantni
humani EPO (thEPO) se pogosto uporablja v klini¢éne namene pri pacientih z anemijo, ki je

lahko posledica kemoterapije, kroni¢ne odpovedi ledvic, okuzbe s HIV, obenem pa
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izkazuje tudi imunostimulatorne in protivnetne u¢inke (16). Veliko vrhunskih $portnikov v
svoji zelji po izboljsanju rezultatov izkorisc¢a prav rekombinantni humani EPO (rhEPO)
zaradi njegove sposobnosti povecanja Stevila rdecih krvnick, s ¢imer se poveca kapaciteta
za prenos kisika do tkiv in s tem vzdrZljivost Sportnika (14). Najpogosteje ga zlorabljajo
Sportniki, ki se ukvarjajo z vzdrZljivostnimi $porti, kot so kolesarjenje, maraton, atletika in
biatlon (16).

Zelo pogosta analoga rhEPO sta darbepoetin z razpolovno dobo 18-24 ur in epoetin delta z
razpolovno dobo 6 dni. Tako epoetin delta kot darbepoetin se vezeta na EPO receptor, ki
inducira iste znotrajceli¢ne signalne poti kot nativni EPO (14).

Alternativno se za povecanje Stevila rdeCih krvnick uporabljajo avtologne transfuzije, ki
jih je zelo tezko zaznati. Podoben pristop dopinga predstavljajo visinske priprave. Visinske
priprave, ki potekajo na 2000-2500 m, povecajo plazemsko koncentracijo EPO in koli¢ino
eritrocitov, ne da bi pri tem vplivale na volumen krvi (15).

Zloraba rhEPO ima lahko Stevilne stranske uéinke, kot so reakcije na mestu injiciranja,
slabost, glavobol, vrtoglavica, bolecine v sklepih in alergijske ter anafilakticne reakcije.
Lahko pa povzroc¢i tudi zelo tvegano povecanje viskoznosti Krvi, pove¢ano moznost
koagulacije in reaktivnost trombocitov, zaradi ¢esar pride tudi do poviSanega tveganja za
trombozo, miokardni infarkt in mozgansko kap (15).

Detekcija rhEPO v bioloskih vzorcih je precej oteZena, uporabljajo se predvsem testi na
osnovi izoelektrinega fokusiranja in imunofluorescenéni 0z. encimsko-imunski testi

(ELISA) (14).

1.2.4 Detekcija prepovedanih snovi

Sportniki uporabljajo razli¢ne strategije in na¢ine aplikacije prepovedanih substanc, da bi
prelisi¢ili metode testiranja, medtem ko se protidopinske agencije trudijo izboljSati svoje
nacine testiranja, s katerimi bi hitreje prisli do natan¢nih in zanesljivih rezultatov.
Protidopinski laboratoriji uporabljajo napredne visoko ob¢utljivih kromatografske tehnike.
Kljub temu se pojavijo negativni rezultati pri Sportnikih, ki so priznali, da so se posluZevali
prepovedanih substanc, kar kaze na probleme pri sami detekciji. Vec€ina protidopinSkih
testov namre¢ daje prednost specific¢nosti na ra¢un obcutljivosti. V prvem koraku bi bilo
smiselno izvesti visoko-obcutljiv test in nato rezultate v naslednjem koraku potrditi z
visoko specificnimi testi, saj daje prenizka obcutljivost lazno negativne rezultate. Drugi

razlog pa se skriva tudi v principu analiznih metod, kjer se kvantificira to¢no definirane
9



substance. Kljub neprestanim izboljSavam in nizkim mejam detekcije $portniki pogosto
uporabljajo molekule, ki so zaenkrat $e neodkrite ali nerazvrs¢ene na seznam prepovedanih
snovi protidopinskih organizacij (17).

Pri razli¢nih substancah se uporabljajo razli¢ni na¢ini analize in detekcije. Za detekcijo

prepovedanih substanc, se kot vzorec najpogosteje vzame urin ali pa kri $portnika (12).

Zlorabo AAS je mozno detektirati s profiliranjem steroidov, vklju¢no z njihovimi
prekurzorji in metaboliti, kot tudi preko razmerja testosteron/epitestosteron v urinu, kjer
vrednosti ne smejo preseci 4,0. V primeru, da je njuno razmerje visje, Se Vzorec za
potrditev kvantitativno analizira s plinsko kromatografijo, sklopljeno z masno
spektrometrijo (GC/MS) ali tekoCinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno
spektrometrijo (LC/MS/MS). Kljub stalnemu razvoju v prepoznavi zlorabe ASS imajo
protidopiske organizacije Se vedno problem z detekcijo tako imenovanih nacrtovanih
zdravil (»designer drugs«), saj so te nove substance oblikovane posebej tako, da se

izognejo odkritju (14).

Tudi pri GH se pojavijo problemi pri detekciji. Kot prvo je eksogeni GH identicen svoji
endogeni razli¢ici GH, zaradi Cesar je detekcija otezena. Prav tako je tu problem v razlikah
med spoloma, starosti in dnevnimi spremembami, saj vse to lahko vpliva na plazemske
koncentracije GH. WADA je zato sprejela nekaj osnovnih postopkov za detekcijo GH, in
sicer s specificnim imunskim testom spremljajo izoobliki GH 20 in 22. Eksogeni GH
predstavlja namre¢ izoobliko 22 (tudi naravno prisotna v telesu), a vnos eksogenega GH
zaradi negativne povratne zanke zniza nivo celokupnega endogenega GH, torej vseh treh
izooblik (17, 20 in 22). Zato je kazalec zlorabe razmerje med izooblikama 22 in 20. Ta test
je zelo specifien in obcutljiv, a le pod pogojem, da se ga izvede v 12-24 urah po zadnjem
vnesenem odmerku GH (17). Novejsi bioanaliti¢ni pristopi vkljucujejo uporabo mikromrez
za detekcijo izrazanja razliénih genov, ki jih inducira rhGH. Metode, ki temeljijo na
proteomiki, identificirajo markerje bioloske aktivnosti thGH s pomocjo tekocinske

kromatografije v kombinaciji z masno spektrometrijo (LC-MS) (14).

Kljub stevilnim doping kontrolam med profesionalnimi $portniki v zadnjih desetletjih je

Stevilo pozitivnih primerov pri urinskih testith za rekombinantni humani eritropoetin Se

vedno presenetljivo nizko. Ceprav so dologili referenéne vrednosti EPO v urinu, se na

kromatogramu le pri okoli 20 % vseh vzorcev pokazejo sledi, povezane z rhEPO, kar kaze
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na nizko obcutljivost testa. Poleg analiti¢nih problemov se pojavijo tudi problemi v pred-
analiticni fazi, kjer se lahko prekriva ali ovira interpretacijo pozitivnih ali negativnih
rezultatov EPO testa. Eden izmed razlogov je, da je ¢asovno obmocje za detekcijo EPO v
urinu zelo ozko, le okoli 2-3 dni, $e posebej, ¢e rhEPO injiciramo intravensko. Zelo velik
problem pri detekciji je tudi uporaba sredstev (npr. kobalt) ali metod za posnemanje
hipoksije, s ¢imer se poveca nastanek endogenega EPO. Nekateri $portniki so v preteklosti
v svoj urin dodajali proteaze, ki so katalizirale razgradnjo rhEPO (17).

Pri detekciji EPO se uporabljata dve razli¢ni analiti¢ni tehniki; in sicer izoelektri¢no
fokusiranje (IEF) in kemiluminiscen¢ni imunski test. Kot ze uveljavljena metoda za
rutinske  kontrole zlorabe rhEPO se wuporablja zaporedna deglikozilacija z
eksoglikozidaznim tretiranjem vzorca, ¢emur sledi poliakrilamidna gelska elektroforeza v
prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (SDS-PAGE), ki razkrije strukturne razlike med
endogeno prisotnim in rekombinantnim EPO (14). Nove posredne metode, ki naj bi
delovale kot presejalno orodje, temeljijo na kombinaciji hematoloskih analiz in profiliranju
derivatov molekul. Presejalnim metodam bi sledilo nadaljnje testiranje Sportnikov, z
izstopajoCimi rezultati. Ta pristop velja za najbolj perspektivnega pri odkrivanje zlorabe
EPO (14).
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NAMEN DELA

Odkrivanje zlorabe razli¢nih substanc v $portu za izbolj$anje rezultatov predstavlja ¢edalje
vecjl 1zziv, saj se na ¢rnem trgu vedno znova pojavljajo nove, po izvoru, strukturi in nacinu
priprave razliéne molekule z delovanjem na specificne signalne osi. Odkrivanje dopinga v
Sportu predstavlja vse ve¢ji izziv, ker je razvoj na tem podrocju usmerjen predvsem V
identifikacijo in kvantifikacijo specifi¢nih poznanih u¢inkovin, za nove substance pa je
potrebno vsaki€ znova razviti ustrezne analizne metode. S tega vidika je zazelen razvoj
robustnih presejalnih testov, s katerimi bi lahko v kratkem ¢asu na poljubni lokaciji testirali
vecje Stevilo tekmovalcev na prisotnost tocno dolocene ali ve¢ skupin substanc s podobnim
delovanjem hkrati; tudi takSnih, katerih kemijska struktura Se ni poznana.

V diplomski nalogi bomo z uporabo tehnologije rekombinantne DNA pripravili
rekombinantne nitaste bakteriofagne delce, ki bodo imeli na povrsini izrazen peptid EMP1
v obliki fuzijskega proteina s kapsidnim proteinom p3. V bakteriofagni genom bomo na
ustrezno mesto vstavili genski zapis za peptid EMP1, ki se specificno veze ne
eritropoetinski receptor (EpoR).

Vezavo pripravljenih rekombinantnih bakteriofagov s predstavljenim EMP1 na
eritropoetinski receptor (EpoR) bomo preverili z razli¢icami encimsko-imunskih testov
(ELISA). Bakteriofage bomo nato oznacili s fluoresceinom (FITC) in preverili sposobnost
tekmovanja z rekombinantnim eritropoetinom za vezavo na EpoR s pomocjo
fluorescenéno-imunskega testa (FLISA). Tako pripravljeni bakteriofagi bi lahko uporabili
kot fluorescencne detekcijske sonde v presejalnih fluorescen¢no-imunskih testih za

odkrivanje prisotnosti do sedaj Se nepoznanih ligandov EpoR v bioloskih vzorcih.
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MATERIALI IN METODE
1.3 Materiali

1.3.1 Laboratorijska oprema in materiali

LABORATORIJSKA OPREMA

PROIZVAJALEC

Analitska tehtnica AB 104

Mettler Toledo, Kiisnacht , Svica

Avtoklav

Systec 2540 EL; Bel-Art products
Pequannock, ZDA

Asepticna komora z laminarnim
pretokom zraka

LFVP12, Iskra PIO, Slovenija

Cikli¢ni termostat AB GeneAmp®
PCR System 2700

Applied Biosystems, Forster City, CA, ZDA

Centrifugi Eppendorf 5804 in 5415 R

Eppendorf, Nemc¢ija
Mini G, IKA, Nemcija

Citalec mikrotitrskih plos¢ic

Tecan Safire?
Tecan Group Ltd., Mannerdorf, Svica

Mikrotitrske plos¢ice MaxiSorp
(brezbarvna in ¢rna)

Nunc, Roskilde, Danska

Pipete 0,5-10;10-100; 100-1000; 1000-
5000 puL

Eppendorf, Hamburg, Nemcija

Sistem za opazovanje in fotografiranje
gelov ter membran G-box

Syngene, Frederick, MD, ZDA

Spektrofotometer Nanodrop ND-1000

NanoDrop Technologies, Delaware, ZDA

Stresalnika Vibromix 403 EVT in
Vibromix 204 EV

Vibromix 403 EVT in Vibromix 204 EV
oba Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Termoblok Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg, Nemcija

1.3.2 Kemikalije

KEMIKALIJA PROIZVAJALEC
Agar Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA
Agaroza Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA
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DMSO (dimetilsulfoksid)

Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA

Etanol, 96 %

Riedel-de Haén AG, Nemcija

Glicerol Fluka Chemie, Buchs, Svica

KCI Carlo Erba, Rodano, Italija

KH2PO4 Merck, Darmstadt, Nemcija

Koncentrirana zveplova(VI) kislina (H2SO4) Merck, Darmstadt, Nemcija

IPTG (izopropil-pB-D-1-tiogalaktopiranozid) Promega, Madison, WI, ZDA

NaCl Scharlau Chemie S.A., Barcelona,
Spanija

NazHPO4 Fluka, Buchs, Svica

Nanasalno barvilo za gelsko elektroforezo — DNA | Thermo Scientific, Rockford, ZDA

LoadingDye (6x)

Posneto mleko v prahu

Pomurske mlekarne, Murska Sobota,

Slovenija
Tween® 20 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA
X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil--D- Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA
galaktozid)

TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin)

Sigma, St. Louis, MO, ZDA

1.3.3 BioloSki material

MATERIAL

PROIZVAJALEC, DRZAVA POREKLA

Bakteriofagni vektor M13KBE

Pripravljen na Katedri za farmacevtsko biologijo
(FFA, UL) z vstavitvijo dodatnega restrikcijskega
mesta BsSpEl v izvorni vektor M13KE iz sistema
Ph.D.™ (New England Biolabs, MA, ZDA) za
predstavitev na bakteriofagu (18,19).

Nukleotidno zaporedje tega dela vektorja M13KBE
in vektorska mapa se nahajata v prilogi 2.

Bakterije E. coli ER2738

New England Biolabs, MA, ZDA

NEBuilder® HiFi DNA Assembly
Master Mix

New England Biolabs, MA, ZDA

PCR Master Mix (2x)

Thermo Scientific, Rockford, ZDA
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Rekombinantni eritropoetin (EPO) | Rek. proteini so bili izrazeni v ¢loveskih celicah
HEK 293T in kromatografsko precis¢eni na Katedri
za farmacevtsko biologijo (FFA, UL)
(neobjavljeno).

Rekombinantni EpoR (EpoR1) Rek. proteini so bili izrazeni v ¢loveskih celicah
HEK 293T in kromatografsko precis¢eni na Katedri
za farmacevtsko biologijo (FFA, UL)

(neobjavljeno).
RESTRIKCIJSKI PREPOZNAVNO IN PROIZVAJALEC
ENCIMI CEPITVENO MESTO
BspEl T|CCGGA New England
AGGCCIT Biolabs, MA, ZDA
Eagl C|GGCCG New England
GCCGG1C Biolabs, MA, ZDA

OLIGONUKLEOTID NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE PROIZVAJALEC
(5'2>3")

F-Bsp-EMP1 (61 nt) ctttctattctcactccggaggcacct | Sigma-Aldrich,
atagctgccattttggcccgctgacct St.Louis. MO. ZDA
gggtgtg

R-Eag-EMP1 (56 nt) ttcaacagtttcggccggecgecgecce | Sigma-Aldrich,

tgcggtttgcacacccaggtcagcggg St.Louis, MO, ZDA
cc

-96gll11 ccctcatagttagcgtaacg Sigma-Aldrich,
St.Louis, MO, ZDA

1.3.4 Raztopine in pufri

RAZTOPINA SESTAVA IN POSTOPEK

PEG/NaCl Natehtamo 8 g PEG in 5,85 g NaCl in raztopimo v vodi
(20 % (W/v) PEG, 2,5 M NaCl) ob segrevanju. Nato dopolnimo z vodo do 40 mL.
Raztopino avtoklaviramo in shranimo do njene uporabe
pri sobni temperaturi.

PUFER SESTAVA

NaCl 8 g
KCI0,2¢g

PBS Na:HPO41,44 g
KH2P040,24 g

Dopolnimo do 800 mL z destilirano vodo in uravhamo pH
na 7,4 z 1 M NaOH oz. HCI. Pufer steriliziramo z
avtoklaviranjem.
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Pufer za blokiranje: 5 % (m/v) mleko v prahu v PBS

Pufer za spiranje (PBST): 0,1% (v/v) Tween v PBS
Pufer za red¢enje (PZR): 0,5 % (m/v) BSA v 0,1% PBST
Karbonatni pufer 50 mM Na-karbonat

NaHCOs; 126 mg

Uravnamo pH do 8,9 s HCI in dopolnimo z ddH-0O do 30
mL.
Pufer steriliziramo s filtracijo (0,22 pum).

Pufer Tris z jodidnimi ioni Tris 48,5 mg

32% HCI 39,3 pL
0,5M EDTA 80 uL
Nal 23,98 g

ddH20 do 40 mL

Vrednost pH smo uravnali do 8,0 z 1 M HCl in sterilizirali s
filtracijo (0,22 pm).

Pufer TAE Tris4,84 g

koncentrirana ocetna kislina 1,14 mL
0,5M EDTA 3,7 mL

ddHOdo 1L

Sterilizacija pufrov in raztopin z vodno paro (avtoklaviranjem) je potekala pri 121 °C in
nadtlaku 1 bar 20 minut. Za sterilizacijo s filtracijo smo uporabili sterilne membranske

filtre iz celuloznega acetata (Millipore) z velikostjo por 0,22 um.
1.4 Metode

1.4.1 Kloniranje zapisa za peptid EMP1 v bakteriofagni vektor
1.4.1.1 Rezanje vektorja M13KBE

Kot osnovni vektor smo uporabili bakteriofagni vektor M13KBE. Za rezanje fragmentov
DNA in vektorjev smo uporabili restrikcijske endonukleaze, ki reZejo DNA na tocno
dolo¢enih mestih. Te restrikcijske endonukleaze prepoznajo zaporedje 4-8 baznih parov in
DNA razcepijo tako, da nastanejo topi ali lepljivi konci. Uporabili smo tudi reakcijske
pufre za optimalno delovanje restriktaz po navodilih proizvajalca. Za izra¢un potrebne
koli¢ine DNA in encimov smo upostevali priporo¢ila proizvajalca in podatke o aktivnosti

posameznih restriktaz.
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Izvedli smo hkratno rezanje plazmida M13KBE z restrikcijskima encimoma BspEl in
Eagl-HF.

Restrikcijsko meSanico smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirki zmesali 3 pL (~ 1
ug) vektorja M13KBE, 5 puL pufra NEBuffer 3.1 (New England Biolabs), 40 pL vode in
po 1 pL vsakega izmed restrikcijskih encimov (BspEl in Eagl-HF). Restrikcijsko mesanico
smo nato inkubirali 2 uri pri 37 °C in nato restrikcijske encime inaktivirali tako, da smo

mesanico 20 min inkubirali pri 80 °C.

Rezan vektor smo nato izolirali z etanolno precipitacijo tako, da smo raztopini DNA dodali
desetino volumna 3 M natrijevega acetata in 2,5-kratni volumen absolutnega etanola.
Mesanico smo inkubirali 30 min pri -20 °C. Pri teh pogojih se velike molekule DNA, kot
je nas rezan vektor (~ 9200 bp) oborijo, manjse, kot je na$ izrezan fragment (~ 45 bp), pa
ostanejo raztopljene. Po inkubaciji smo meSanico centrifugirali (20 min, 4 °C, 10 000
vrt./min) ter odstranili supernatant. Oborino smo sprali s 500 pL hladnega 70 % etanola in
ponovno centrifugirali (10 min, 4 °C, 10 000 vrt./min) ter zopet odstranili supernatant.
Sediment, ki vsebuje vektorsko DNA, smo nato 30 min suSili v komori z laminarnim

pretokom zraka in ga nato raztopili v 20 UL dH2O.

1.4.1.2 Podaljsevanje 3'-koncev ustvarjenega inserta in rezanega vektorja
M13KBE (ustvarjanje topih koncev)

Najprej smo pripravili insert s hibridizacijo oligonukleotidov, pri ¢emer smo zdruzili po 10
puL 100 uM raztopin oligonukleotidov F-Bsp-EMP1 in R-Eag-EMP1 v mikrocentrifugirki
in zmes segrevali 3 min pri 96 °C. Sledilo je pocasno ohlajanje do sobne temperature v
obdobju 30 minut, s ¢imer smo omogocili ustrezno prileganje oz. hibridizacijo (ang.
annealing) oligonukleotidov. To mesanico smo po prileganju 20-krat red¢ili z ddH20. 5
uL te red¢itve smo dodali 5 pL 2x PCR Mastermix-a in nadaljevali z reakcijo PCR,

opisano v nadaljevanju (slika 1).
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F-Bsp-EMP1 (61 nt)
ctttctattctcactccggaggcacctatagctgccattttggececgetgacctgggtgtg

4+

R-Eag-EMP1 (56 nt)
ttcaacagtttcggccggccgceccgeccctgecggtttgecacacccaggtcagegggee

Hibridizacija oz. prileganje

ctttctattctcactccggaggcacctatagctgccattttggecegetgacectgggtgtg
ccgggcgactggacccacacgtttggcgtcccgecgecggeccggcectttgacaactt

+ PCR MASTER MIX

ctttctattctcactccggaggcacctatagctgeccattttggeecegetgacctgggtgtgcaaaccgcagggcggecggeccggecgaaactgttgaa

ccgggcgactggacccacacgtttggcgtcccgecgecggecggcectttgacaactt

Slika 1: Hibridizacija oligonukleotidov in njihovo podaljSevanje z uporabo PCR Master mix.
Rdece 0z. modro obarvane ¢rke predstavljajo dele, ki kodirajo peptid EMP1.

Odebeljene modre in rdece ¢rke predstavljajo nukleotide, ki se prilegajo med seboj.

Bledo obarvane ¢rke predstavljajo ze podaljsano verigo DNA po reakciji PCR.

Pod¢rtane obarvane ¢rke oznacujejo mesto delovanja restrikcijski mesti encimov BspEl in Eagl.
Crno oznaceni nukleotidi predstavljajo regije vektorja M13KBE.

Sivo senceni deli predstavljajo dele komplementarne rezanemu vektorju M13KBE s topimi konci
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V drugi mikrocentrifugirki smo zmesali 3,1 pL (~ 200 ng) dvakrat rezanega vektorja
M13KBE in mu dodali enako koli¢ino 2x PCR Mastermix. Obe zmesi smo podvrgli
temperaturnemu programu za izvedbo reakcije podaljSevanja (PCR) po shemi spodaj
(preglednica 1). PCR temelji na uporabi termostabilne DNA-polimeraze, ki sintetizira novo
verigo DNA, ki je komplementarna osnovni verigi v smeri 5' proti 3', kadar je ob osnovni
verigi ustrezen komplementaren zacetni oligonukleotid. DNA-polimeraza omogoca
pomnozevanje odsekov DNA, ki jih dolo¢imo z nacrtovanjem ustreznih oligonukleotidov

na enem in drugem koncu.

Preglednica 1: prilagojeni program reakcije PCR za podaljsevanje koncev vektorja in inserta

5min| 95°C
30s 94 °C

30s | 55°C }10ciklov
205 | 72°C

6 min | 72 °C

1.4.1.3 Vstavljanje inserta v vektor s pomocjo reakcije sestavljanja po Gibsonu

(ang. Gibson assembly)

V 2-krat rezan vektor smo insert vstavili z izpopolnjeno razli¢ico metode sestavljanja po
Gibsonu (ang. Gibson assembly), ki vklju¢uje uporabo mesanice NEBuilder® HiFi DNA
Assembly Master Mix (New England Biolabs, MA, ZDA).

Metoda sestavljanja po Gibsonu omogoc¢a sestavljanje ve¢ fragmentov DNA poljubne
dolZzine v eni reakcijski zmesi v relativno kratkem Casu (eni uri ali manj). Pri tem je
pomembno, da imajo fragmenti, ki jih hoemo zdruziti, komplementarne 3'-kon¢ne dele

(vsaj 15 nt).

V osnovni zmesi NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix so vkljuceni trije razli¢ni
encimi. Med reakcijo eksonukleaza najprej razgradi 5'-konce dvoveriznih fragmentov
DNA, kar omogoc¢i prileganje 3'-koncev komplementarnih verig.

DNA-polimeraza nato podaljsa komplementarne verige v smeri 5'—3' in tako zapolni

vvvvv
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sestavljeni DNA s tvorbo fosfodiestrske vezi. S tem dobimo dvoverizno popolnoma
povezano DNA molekulo (slika 2). Reakcija predstavlja alternativo konvencionalnim
metodam zdruZevanja fragmentov DNA z uporabo restrikcijskih endonukleaz in sledeco
ligacijo. Pomembni prednosti reakcije sta robustnost in hitrost, kar lahko s pridom

izkoris¢amo pri molekulskem Kkloniranju (20).

Fragmenti s komplementarnirmi konct
A

#=3 §2 B

Sestavljanje po Gibsonu

—— 5
> / 3
/S § 5' eksonukleaza razgradi 5' konce
= 5" =L
2
————

§ Frileganje 3-koncev fragmentov DNA

' DNA polimeraza podaljia 3' konece

Dodatek Master
Mixz-a z encimi

Inkubacya pri 50°C
za 15-60 minut

§ DHNA-ligaza spoji verigi

,,

A+B
Popolnoma sestavljena DNA

!

Inkubacija 15-60 min pri 50 °C

Slika 2: Metoda sestavljanja po Gibsonu
Prirejeno po (20)

Za vstavljanje inserta v vektor smo v mikrocentrifugirki zmesali 10 pL NEBuilder HiFi
MasterMix, 4,1 pL (~ 100 ng) zmesi po podaljSevanju vektorja M13KBE, 0,9 pL (~
111,95 fmol) 10-krat red¢enega inserta EMP1 s topimi konci in 5 pL ddH-O.

Nato smo reakcijsko zmes najprej inkubirali 15 min pri 45 °C in nato $e 60 min pri 50 °C,

da smo omogocili potek reakcije sestavljanja po Gibsonu.
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Preglednica 2: Sestava reakcijske meSanice za vstavljanje inserta v vektor s pomocjo sestavljanja po Gibsonu

KOMPONENTA KOLICINA VOLUMEN [pL]
NEBuilder HiFi MasterMix / 10
M13KBE — zmes po podaljSevanju | 100 ng (22'39 fmol) | 4,1
INSERT (podaljsani oligonukleotidi) | 111'95 fmol 0,9 (10-krat red¢en)
ddH20 5

¥ =20 puL

1.4.1.4 Vnos zmesi v kompetentne celice E. Coli ER2738 (transformacija)

Reakcijsko zmes po sestavljanju po Gibsonu smo uporabili za transformacijo celic
Escherichia coli ER2738 s klasi¢nim toplotnim Sokom. Kompetentne celice E.coli ER2738
smo odtalili na ledu, jim dodali 19 uL reakcijske zmesi sestavljanja po Gibsonu, nezno
premesali in inkubirali 20 min na ledu. Mikrocentrifugirko smo nato inkubirali 45 sekund
pri 42 °C ter ponovno inkubirali na ledu 3 minute. Zmesi smo dodali 800 puL gojis¢a LB in
med zmernim stresanjem inkubirali 30 min pri 37 °C.

Iz kulture transformiranih celic smo lo¢eno odvzeli 10 puL, 50 puL in celoten preostanek
kulture (skoncentriran s pomoc¢jo centrifugiranja). Vsakega izmed odvzetih alikvotov
kultur transformiranih celic smo dodali v po 3 mL raztaljene agaroze, vse skupaj hitro
premesali in enakomerno razlili po trdnem agarnem gojis¢u LB z dodanimi IPTG (0,2
mM), X-gal (0,004 % (m/v)) in tetraciklinom (20 pug/mL).

Vse tri plo§¢e smo nato inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C.

1.4.1.5 PomnoZevanje nakljucnih bakteriofagnih klonov

Na plosci s celotnim preostankom kulture po transformaciji se je naslednji dan pojavilo
okoli 100 modrih plakov — vsak izmed njih je predstavljal posamezen bakteriofagni klon. Z
okuzbo tekoCe bakterijske kulture E. coli ER2738 smo pomnozili 4 nakljucne
bakteriofagne klone. To smo storili tako, da smo z vsakim izmed 4 naklju¢nih plakov v
asepti¢nih pogojih inokulirali po 10 mL tekoc¢e kulture E. coli ER2738 opti¢ne gostote ~
0,1. Okuzene kulture smo stresali (~ 250 vrt./min) 4,5 ure pri 37 °C. V tem casu je prislo

do pomnozitve bakteriofagov.

21



1.4.1.6 Izolacija bakteriofagov iz bakterijskih kultur

Bakterijske kulture smo po pomnozevanju bakteriofagov centrifugirali (10 min, 4 °C, 10
000 vrt./min), prenesli supernatante v nove centrifugirke ter ponovno centrifugirali pri
enakih pogojih. Supernatantom smo nato dodali po 2 mL meSanice 20 % PEG / 2,5 M
NaCl, dobro premesali in pustili ¢ez no¢ pri 4 °C. Dodatek mesanice 20 % PEG / 25 M
NaCl v supernatant z bakteriofagi povzroci precipitacijo bakteriofagov zaradi odtegnitve
vode.

Naslednji dan smo oborjene bakteriofage centrifugirali (15 min, 4 °C, 10 000 vrt./min) in
odstranili supenatant. Bakteriofagne usedline smo suspendirali v po 1 mL PBS. Nato smo
ponovno centrifugirali (2 min, 4 °C, 10 000 vrt./min), lo¢ili supernatant in mu dodali 250
pL 20 % PEG / 2,5 M NaCl. Sledila je 30-minutna inkubacija na ledu in centrifugiranje (10
min, 4 °C, 10 000xg). Supernatant smo zavrgli in usedlino z bakteriofagi suspendirali v po
100 pL PBS. Po centrifugiranju (2 min, 4 °C, 10 000 vrt./min) smo nato supernatantu, v
katerem so bili bakteriofagi, dodali enak volumen glicerola (100 pL), vse skupaj dobro

premesali in shranili pri -20°C kot osnovno zalogo.

1.4.1.7 Izolacija enoverizne fagne DNA za sekvenciranje

Bakterijske kulture po pomnozevanju bakteriofagov smo centrifugirali (10 min, 4 °C, 10
000 vrt./min) in v vsako izmed stirih mikrocentrifugirk prenesli po 1 mL supernatanta. V
vsako mikrocentrifugirko smo supernatantu nato dodali 300 pL 20% PEG / 2,5 M NacCl,
dobro premesali in inkubirali ¢ez no¢ pri 4 °C, da so se bakteriofagi oborili. Sledilo je
centrifugiranje (14 000 vrt./min, 10 min, 4 °C). Po centrifugiranju smo odstranili
supernatant in fagno usedlino suspendirali v 100 pL jodidnega pufra. Tej zmesi smo nato
dodali 250 pL absolutnega etanola in inkubirali 20 minut pri sobni temperaturi. Ta kratka
inkubacija je omogocila preferencno precipitacijo enoverizne fagne DNA, medtem ko naj
bi vecina proteinov ostala raztopljenih. Zatem smo meSanice centrifugirali (15 min, 4 °C,
14 000 vrt./min) in odstranili supernatant. Sedimente smo sprali s po 0,5 mL 70 % etanola,
in ponovno centrifugirali (10 min, 4 °C, 14 000 vrt./min). Po centrifugiranju smo ponovno
odstranili supernatant in sediment posusili v asepticni komori z laminarnim pretokom
zraka. Posusene sedimente smo raztopili v po 30 uL ddH2O in ocenili koncentracije

enoverizne fagne DNA v wvzorcih s pomocjo meritev absorbanc (UV-VIS
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spektrofotometrija; Nanodrop) Vzorce smo nato ustrezno redc¢ili po priporocilih izvajalca

(GATC Biotech, Konstanz, Nem¢ija) in jih poslali na sekvenciranje.

1.4.1.8 Dolocanje nukleotidnega zaporedja (sekvenciranje)

Dolocitev nukleotidnega zaporedja je opravilo podjetic GATC po Sangerjevi dideoksi
metodi. Vzorec smo pripravili po navodilih izvajalca, tako da smo zmesali 5 pL fagne
DNA s koncentracijo 50-100 ng/ pL in 5 pL zacetnega oligonukleotida -96glll s
koncentracijo 5 uM.

Dobljene rezultate sekvenciranja smo primerjali z Zelenim teoretichim zaporedjem, da
smo potrdili uspesnost kloniranja in odsotnost mutacij.

Od vseh 4 naklju¢no izbranih klonov je bil samo en klon ustrezen in tega smo nato

uporabili za nadaljnje raziskave.

1.4.2 PomnoZevanje in izolacija klonov M13KBE-EMPL1 in kontrolnega klona
(vezalec streptavidina M13-K4)
V dveh erlenmajericah z utori, ki sta vsebovali po 50 mL kulture E.coli ER2738 opti¢ne
gostote ~ 0,1, smo pomnozili klona M13KBE-EMP1 in M13-K4 za namene ELISA in
fluorescenénega oznacevanja bakteriofagov. Najprej smo iz plosce, kjer smo preko noci
namnozili kulture, precepili eno kolonijo E. coli ER2738 v 10 mL gojis¢a LB z 20 ug/mL
tetraciklina in stresali preko noci (37 °C, 250 vrt./min). V dveh sterilnih erlenmajericah
smo nato zmeSali po 50 mL LB in 50 pL tetraciklina (20 mg/mL) ter po 500 pL
prekono¢ne E. coli ER2738. Vsako izmed kultur smo nato okuzili s po 5 pL klonov
M13KBE-EMP1 0z. M13-K4 iz osnovne zaloge v glicerolu in ju stresali 5 ur pri 37 °C. Po
pomnozevanju smo fage izolirali z dvakratnim zaporednim obarjanjem, kot je opisano
zgoraj s to razliko, da smo uporabili ustrezno vecji volumen mesanice PEG/NaCl.
Po prvem obarjanju smo vsak klon suspendirali v 2 mL PBS in vsako izmed suspenzij
razdelili na dva 1 mL-alikvota. V vse stiri bakteriofagne suspenzije smo nato dodali po 250
pL PEG/NaCl in inkubirali 30 min na ledu. Po inkubaciji je sledilo centrifugiranje (15 min,
4 °C 10 000xg), po katerem smo odstranili supernatante in posamezen alikvot vsakega
fagnega klona suspendirali v po 100 pL 50 mM karbonatnega pufra (pH 8,9) oz. 100 pL
PBS, tako da smo imeli vsak klon (M13KBE-EMP1 oz. M13-K4) suspendiran tako v
karbonatnem pufru kot pufru PBS.
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Vsebino vsake izmed mikrocentrifugirk smo dobro premesali in centrifugirali (15 min, 4
°C, 10.000xg), da smo odstranili morebitno prisotne netopne delce, supernatante pa nato
prenesli v nove mikrocentrifugirke in jih shranili pri 4 °C. Titre bakteriofagnih suspenzij

smo ocenili preko merjenja absorbanc 10-krat red¢enim suspenzijam (preglednica 3).

Iz meritev absorbanc lahko s pomo¢jo formule 1 ocenimo titer bakteriofagov (Rezultati in

razprava, preglednica 4):

Formula 1:

St. virusnih delcev _ (Ay96 — A3pp) - 6 X 1016

Stevilo baznih parov

mL )
vektor

velikost fagnega genoma (.

1.4.3 Oznacevanje bakteriofagov s fluorescenénim barvilom FITC

Bakteriofage smo oznacili tako, da smo 100 puL vsaki izmed suspenzije bakteriofagov v
karbonatnem pufru dodali skupaj 30 pL fluorescentnega barvila FITC, raztopljenega v
koncentraciji 2 mg/mL v DMSO. FITC v DMSO smo v reakcijsko zmes dodajali
postopoma (po 6 pL na vsakih 8 minut) med stresanjem pri sobni temperaturi. Po
zadnjem dodatku barvila smo zmesi stresali pri sobni temperaturi $e eno uro. Vsaki
izmed reakcijskih zmesi smo nato dodali po 670 pL PBS in po 200 uL PEG/NaCl ter
obarjali na ledu 30 minut. Bakteriofage smo izolirali s centrifugiranjem in koncno

sedimenta suspendirali v po 100 pL PBS ter ju shranili pri 4 °C.

1.4.4 ELISA: kvalitativno preverjanje vezave bakteriofagov na razli¢ne tar¢ne

proteine

V vdolbinice mikrotitrske plos¢ice smo nanesli taréna proteina (EpoR1 oz. streptavidin)
v koncentraciji 20 pg/mL v po 50 pL PBS in mikrotitrsko ploscico inkubirali preko noci
pri 4 °C. Inkubaciji je sledilo blokiranje nezasedene povrsine, pri ¢emer Smo v vsako
vdolbinico dodali po 230 pL 2 % BSA in mikrotitrsko ploséico inkubirali eno uro pri
sobni temperaturi ob rahlem stresanju (50 vrt./min). Nato smo vdolbinice trikrat sprali s
po 280 pL 0,1 % PBST. Po spiranju smo nanesli 5x10° fagov posameznega klona v po
100 pL 0,5 % BSA v 0,1 % PBST v vsako vdolbinico: vsak klon (M13-EMP1 in M13-

K4) smo v 3 paralelkah inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi ob zmernem stresanju nad
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obema tar¢ama (EpoRI1 in streptavidinom). Po ponovnem 3-kratnem spiranju smo v
vdolbinice mikrotitrske plos¢ice nanesli konjugat anti-M13-HRP (red¢en 1:5000) v po
100 pL pufra za red¢enje in plosCico zmerno stresali Se eno uro pri sobni temperaturi.
Sledil je dodatek 200 pL raztopine kromogenega substrata TMB v vsako izmed
vdolbinic. Reakcijo oksidacije TMB, ki jo katalizira hrenova peroksidaza v konjugatu,
vezanem na povrsino, Smo prekinili po 5 min z dodatkom po 50 pL 2 M H2SO4 v vsako

vdolbinico. Zatem smo pomerili absorbanco vsake vdolbinice pri 450 nm.

1.4.5 Kuvantitativna fagna ELISA: preverjanje vezave bakteriofagov na EpoR1 v
odvisnosti od njihove koncentracije

Na mikrotitrsko plos¢ico smo nanesli v vdolbinice prvih treh kolon (1-3) po 50 uL
raztopine EpoR1 v PBS in v vdolbinice naslednjih treh kolon (4-6) po 50 pL raztopine
BSA (oboje v koncentraciji 20 pg/mL) ter inkubirali ¢ez no¢ pri 4 °C ob zmernem
stresanju (50 vrt./min). Sledilo je blokiranje z dodatkom 230 pL 2 % BSA v vsako
vdolbinico in enournim inkubiranjem pri sobni temperaturi ob rahlem stresanju (50
vrt./min). Nato smo vdolbinice mikrotitrske plos¢ice trikrat spirali s po 280 pL 0,1 %
PBST. Po spiranju smo vanje nanesli serijske red¢itve fagov (od 2x10° fagov/vdolbinico
do 0 fagov/vdolbinico) v 100 pL pufra za redecenje, kot kaze slika 3, in plos¢ico inkubirali

1 uro pri sobni temperaturi ob rahlem stresanju (50 vrt./min).

EpoR1 | EpoR1 | EpoR1 | BSA | BSA | BSA

>

2,00-10°
1,00 - 10°
5,00 - 108
2,50+ 108
1,25+ 108
6,25 107
3,13 - 107

I O ml m O O @

Slika 3: Nanosi bakteriofagov na mikrotitrsko plos¢ico v po treh paralelkah za vsako koncentracijo
Sledilo je trikratno spiranje vdolbinic s po 280 pL 0,1 % PBST. Po spiranju smo v vsako
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izmed vdolbinic nanesli konjugat anti-M13-HRP (red¢en 1:5000) v 100 uL pufra za
redCenje in plos¢ico rahlo stresali eno uro pri sobni temperaturi. Vdolbinice smo nato
Stirikrat sprali s po 280 pL 0,1 % PBST. Sledil je dodatek 200 pL raztopine TMB v
vsako izmed vdolbinic, po 5 min pa Se dodatek 50 pL 2 M H2SO4. Zatem smo pomerili

absorbanco skozi vsako vdolbinico pri valovni dolzini 450 nm.

1.4.6 FLISA: spremljanje izpodrivanja fagov M13-EMP1, vezanih naEpoR1, z
rekombinantnim EPO

V vdolbinice ¢rne mikrotitrske plosc¢ice Nunc MaxiSorp smo najprej nanesli po 50 pL
raztopin EpoR1 ali BSA v konc. 20 pg/mL v PBS, kot kaze slika 4 in plo§¢ico inkubirali
preko noci pri 4 °C. Sledilo je blokiranje z dodatkom 230 pL 2 % BSA v vsako vdolbinico
in enourno inkubiranje plos¢ice pri sobni temperaturi. Zatem smo vdolbinice trikrat sprali s
po 280 pL 0,1 % PBST. Nato smo vdolbinicam dodali zmesi fluorescencno oznacenih
fagov (2,36x10° fagov/vdolbinico) in narasc¢ajocih koncentracij

rekombinantnega humanega eritropoetina (rhEPO), kot kaze slika 4.

1 2 3 TARCA
EpoR1 | EpoR1 | EpoR1
fagi + 1 uM rhEPO 2
fagi + 100 nM rhEPO
fagi + 10 nM rhEPO
fagi + 1 nM rhEPO _
fagi + 100 pM rhEPO
fagi + 10 pM rhEPO
fagi + 0 uM rhEPO ]
fagi + 0 uM rhEPO }IBSA

EpoR1

I @ m m| 9l O w >»

Slika 4: Nanosi tar¢nih proteinov na mikrotitrsko plos¢ico v treh paralelkah

Mikrotitrsko plos€ico smo stresali (50 vrt./min) 1 uro pri sobni temperaturi ter nato
vdolbinice dvakrat sprali s po 280 pL 0,1 % PBST in zatem Se enkrat s po 280 pL PBS. Po
spiranju smo v vsako izmed vdolbinic dodali po 50 pL PBS ter s pomocjo Citalca
mikrotitrskih plos¢ic pomerili intenziteto fluorescence pri 518 nm ob ekscitaciji pri valovni

dolzini 492 nm.
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REZULTATI
Opravljena diplomska naloga je del SirSega razvoja in optimizacije univerzalnega
detekcijskega testa za detekcijo zlorabe prepovedanih substanc v Sportu, Ki bi deloval na

osnovi fluorescenénih metod.

1.5 Vstavitev zapisa za peptid EMP1 v bakteriofagni vektor M13KBE

Zapis za ligand EMP1 smo v vektor vstavili med restrikcijski mesti BspEl in Eagl, kot je
predstavljeno na sliki vektorske mape v prilogi (slika 5).

Da je bil na$ zapis uspesno vstavljen, smo potrdili z dolo¢itvijo nukleotidnega zaporedja
(ni prikazano).

Preglednica 3: Meritve absorbanc suspenzij pomnozenih bakteriofagov pri razli¢nih valovnih dolZinah za oceno
titra

A269 A320
M13-EMP1 PBS 0,626 0,012
M13-K4 PBS 1,59 0,028
M13-EMP1 karb. pufer | 0,712 0,015
M13-K4 karb. pufer 1,185 0,029

Preglednica 4: Titri bakteriofagov izra¢unani s pomocjo formule 1 (21)

Smith (PFU/mL)
M13-EMP1 PBS 1,32x10%?
M13-K4 PBS 3,41x10%2
M13-EMP1 karb. pufer 1,52x1012
M13-K4 karb. pufer 2,55x10"2

1.6 ELISA: kvalitativno preverjanje vezave bakteriofagov na razlicne taréne

proteine

V vdolbinice mikrotitrske ploscice smo vezali EpoR1 ali streptavidin in spremljali vezavo
fagnih klonov M13-EMP1 in M13-K4 na oba tar¢na proteina.
Nato smo v vdolbinice dodali $e konjugat protiteles proti bakteriofagom s HRP, s katerim

smo zaznali vezane bakteriofage na razli¢ne tar¢ne proteine.
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Graf 1: Vezava M13-EMP1 in M13-K4 na EpoR1 in streptavidin

Intervali napak predstavljajo standardne odklone 3 paralelnih poskusov.

Iz grafa je razvidno, da se bakteriofagni klon M13-EMP1 veze na EpoR1, ne pa tudi na
streptavidin. Nasprotno se v skladu s pri¢akovanji bakteriofag K4 veze na streptavidin, ne

pa tudi na EpoRL1.

1.7 ELISA: kvantitativno preverjanje vezave bakteriofagov na EpoR1

V vdolbinice mikrotitrske plos¢ice smo vezali bodisi EpoR1 bodisi BSA in spremljali

vezavo bakteriofagov na tar¢na proteina v odvisnosti od koncentracije bakteriofagov.

4
* ﬁ —
3 é/ I I
82.5
c
.'-: 2 =O==EpoR1
§ povp.
©l> BSA povp.
1
0.5
O " 1 1 1 1
0.00E+00 1.00E+09 2.00E+09 3.00E+09

fagov / vdolb.

Graf 2: Vezava fagov na EpoR1 in BSA v odvisnosti od razli¢ne koncentracije fagov

Izrisani intervali napak predstavljajo standardne odklone 3 paralelnih poskusov.
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Odzivi z ve¢anjem koncentracij bakteriofagov lepo naras¢ajo v primeru EpoR1 kot tarée in
ostajajo nizki v primeru BSA. Iz tega sklepamo, da je vezava specifi¢na. Ker je v primeru
EpoR1 Ze pri najmanjsi red¢itvi bakteriofagov signal relativno visok (~ 30-krat visji od

slepe brez fagov), sklepamo, da je jakost vezave bakteriofagov (avidnost) zelo visoka.

1.8 FLISA: spremljanje izpodrivanja fagov M13-EMP1 z EpoR1z

rekombinantnim EPO

V vdolbinice ¢rne mikrotitrske plos¢ice smo vezali EpoR1 ali BSA. Nato smo v vse
vdolbinice smo nanesli zmesi fluorescen¢no oznacenih fagov in naras¢ajoce koncentracije
rhEPO. Opazovali smo sposobnost izpodrivanje fagov iz EpoR1 z dodatkom razli¢nih
koncentracij rhEPO.

Ko ni prisotnosti EPO, so na imobiliziran EpoR1 vezani fluorescenéno oznaceni
bakteriofagi, kar zaznamo preko relativno mocne fluorescence v ustreznih vdolbinicah.
Dodani EPO pa kompetitivno izpodrine fluorescen¢no oznacene fage z imobiliziranega

EpoR1 in intenziteta fluorescence v teh vdolbinicah se posledi¢no zmanjsa.

25000
TL
= —
Ll
=
%
L
L 5000
fa)
I T T \v) 1
0.000001  0.0001 0.01 1 100
COOO

konc. rhEPO [nM]

Graf 3: Izpodrivanje fagov M13-EMP1, vezanih na imobiliziran EpoR1, z rhEPO. Izrisani intervali napak
predstavljajo standardne odklone 3 paralelnih poskusov.

Iz grafov je razvidno, da se z vefanjem koncentracije rhEPO, niza tudi intenziteta
fluorescence. Kjer je vecja koncentracija rhEPO, je prisotnih manj vezanih bakteriofagov,
saj je thEPO izpodrinil vezane bakteriofage, oznacene s fluoresceinom. Test bi bilo

smiselno optimirati tako, da bi bili standardni odkloni manjsi.
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RAZPRAVA
Eritropoetin je glikoprotein velikosti 34 kDa, ki spodbuja nastajanje rdecih krvnih celic

(22). Njihov nastanek aktivira preko vezave na membranski eritropoetinski receptor
(EpoR), ki spada v skupino citokinskih receptorjev tipa-1. Ta receptor je transmembranski
protein, ki se nahaja na odzivnih celicah, in se aktivira s pomocjo dimerizacije dveh
monomerov EpoR. Pri aktivaciji EpoR z EPO vezava ene same molekule EPO povzroci
homodimerizacijo dveh monomerov receptorja (23, 24).

Tudi peptidni mimetiki so sposobni spodbujati eritropoezo na podoben nacin kot EPO.
Eden takih peptidnih agonistov je tudi EMP1, ki se je tako kot EPO, sposoben vezati in
aktivirati (tj. povzrociti dimerizacijo) eritropoetinski receptor (22). Odkrili so ga s pomocjo
afinitetnih selekcij iz peptidnih bakteriofagno predstavitvenih knjiznic (25).

Kljub vezavi na isti receptor, aminokislinsko zaporedje EMP1 ni sorodno s primarnim
zaporedjem EPO, njegova molekulska masa pa je precej manjsa, kot je masa naravnega
liganda, saj je EMP1 velik le priblizno 2 kDA (22).

V diplomski nalogi smo zapis za peptid EMPL1 vstavili v bakteriofagni vektor M13KBE
med restrikcijski mesti BspEl in Eagl ter uspe$nost vstavitve potrdili z dolo¢itvijo
nukleotidnega zaporedja. Nato smo s pomocjo testa ELISA preverili in potrdili vezavo
fagnega klona M13-EMP1 na EpoRL1.

Opazovali smo tudi specifi¢nost vezave z vecanjem koncentracije bakteriofagov s testom
ELISA in ugotovili, da odzivi z ve€anjem koncentracije bakteriofagov naras¢ajo v skladu s
pri¢akovanji, v primeru EpoR1 kot tarée. Ze pri najmanjsi redgitvi je bil signal relativno

Visok, iz Cesar lahko sklepamo, da je vezava moc¢na in specifi¢na.

Afiniteta mimeti¢nh peptidov na EpoR ni tako visoka v primerjavi z afiniteto EPO (23).
Medtem ko znasa EPO do EpoR Kd okoli 1 nM, znasa Kd EMP1 med 100-200 nM (26).
Afiniteta mimeti¢nih peptidov bi morala biti takSna, da bi fizioloSke koncentracije EPO
bile v linearnem obmocju izpodrivanja fagov.

Manj$o mo¢ vezave EMP1 smo lahko preverili tako, da smo jih oznacili s fluoresceinom in
s testom FLISA spremljali njihovo sposobnosti tekmovanja z EPO za vezavo na EpoR. Pri
tem smo v vdolbinice mikrotitrske ploS¢e vezali EpoR1 ali BSA in nanesli zmesi
fluorescen¢no oznacenih fagov ter naraS¢ajoce koncentracije rhEPO. Ugotovili smo, da se

v odsotnosti EPO na imobiliziran EpoR1 veZejo fluoresen¢no oznaceni fagi. Ko pa
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dodamo rekombinantni eritropoetin, je ta sposoben izpodriniti bakteriofage, vezane na
eritropoetinski receptor.

Iz tega lahko sklepamo, da bi tako fluorescencno oznacene bakteriofage lahko uporabili kot
fluorescen¢ne detekcijske sonde v testih FLISA za odkrivanje zlorab agonistov EpoR v
bioloskih vzorcih. S tem bi preverili prisotnost ve¢ skupin substanc s podobnim
delovanjem, torej tudi taksnih, katerih kemijska struktura Se ni znana.

V praksi bi uporaba takega sistema izgledala tako, da bi imeli plos¢ico, na katero bi bili
vezani EpoR1 in fluorescencno oznaceni fagi. Na to ploscico bi nato kapnili kapljico krvi

testirane osebe, pocakali dolocen Cas, ploscico sprali in pomerili fluorescenco na napravi.

EpoR je ¢lan druZine citokinskih receptorjev, ki vklju€uje tudi receptorje za GH. Zanje je
znacilno, da imajo zunajcelicno domeno za vezavo liganda in znotrajceli€no signalno
domeno, ki interagira z ostalimi proteini signalne kaskade (24). Torej bi bilo mozno tak
koncept izpodrivanja mimeti¢nih peptidov prenesti tudi na druge receptorje, ki so
priljubljene tarce delovanja pri dopingu (npr. GH).

Za razvoj takega testa so potrebne Se dolocene izboljSave in reSitve pomanjkljivosti.
Problem predstavljajo precej velika sipanja (standardni odkloni), poleg tega bo test
potrebno narediti bolj robusten. Problem bi lahko resili tako, da bi zagotovili vecjo gostoto

adsorpcije EpoR1 ali boljsi izkoristek oznacevanja fagov s fluoresceinom.
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SKLEP

Namen diplomske naloge je bil, da bi pripravili bakteriofage, ki bi lahko bili uporabni kot
fluorescenéne detekcijske sonde v presejalnih fluorescen¢no-imunskih testih za odkrivanje
prisotnosti e nepoznanih ligandov eritropoetinskega receptorja v bioloskih vzorcih.

Pri tem smo Zeleli pridobiti bakteriofagni vektor z izrazenim peptidom EMP1, ki se veze
na eritropoetinski receptor. To smo storili tako, da smo v prirejen vektor M13KE vstavili
genski zapis za peptid EMP1, ki se je nato izrazil na povrSini rekombinantnega
bakteriofaga v obliki fuzijskega proteina s fagnim kapsidnim proteinom p3. Vezavo tako
pripravljenih rekombinantnih bakteriofagov na eritropoetinski receptor smo preverili s
pomocjo encimsko-imunskega testa (ELISA), nato pa smo jih oznacili s fluoresceinom in S
pomocjo testa FLISA preverili njihovo sposobnost tekmovanja z rekombinantnim

eritropoetinom za vezavo na eritropoetinski receptor.

Z ustreznim nacrtovanjem zacetnih oligonukleotidov smo v prilagojenem postopku

uspesno vstavili zapis za EMP1 v bakteriofagni genom po metodi sestavljanja po Gibsonu.

Bakteriofagi, ki v svojem genomu nosijo zapis za peptid EMP1, le-tega tudi uspe$no
izrazijo na povrsini, kar zaznamo preko njihove mocne in specificne vezave na

eritropoetinski receptor.

Rekombinantni eritropoetin je sposoben izpodriniti bakteriofage, vezane na imobiliziran
eritropoetinski receptor, kar smo zaznali s prilagojenim kompetitivnim testom FLISA.
Tak$ne fluorescencno oznaCene bakteriofage bi lahko uporabili kot fluorescencne
detekcijske sonde v testih FLISA za presejalno preverjanje zlorabe agonistov

eritropoetinskega receptorja.
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PRILOGE
Priloga 1
Obmocje z ve¢ mesti za kloniranje bakteriofagnega vektorja M13KBE. Z rdeco je
oznaceno restrikcijsko mesto BSpEI, ki je bilo vstavljeno med restrikcijski mesti Kpnl in

Eagl bakteriofagnega vektorja M13KE.

BsrGl
GGTCTGTACACCGTTCATCTGTCCTCTTTCAAAGTTGGTCAGTTCGGTTCCCTTA
TGATTGACCGTCTGCGCCTCGTTCCGGCTAAGTAACATGGAGCAGGTCGCGGA
TTTCGACACAATTTATCAGGCGATGATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTTTCGC
GCTTGGTATAATCGCTGGGGGTCAAAGATGAGTGTTTTAGTGTATTCTTTTGCC
TCTTTCGTTTTAGGTTGGTGCCTTCGTAGTGGCATTACGTATTTTACCCGTTTAA
TGGAAACTTCCTCATGAAAAAGTCTTTAGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGC
TACCCTCGTTCCGATGCTGTCTTTCGCTGCTGAGGGTGACGATCCCGCAAAAGC
GGCCTTTAACTCCCTGCAAGCCTCAGCGACCGAATATATCGGTTATGCGTGGG
CGATGGTTGTTGTCATTGTCGGCGCAACTATCGGTATCAAGCTGTTTAAGAAAT
TCACCTCGAAAGCAAGCTGATAAACCGATACAATTAAAGGCTCCTTTTGGAGC
CTTTTTTTTGGAGATTTTCAACGTGAAAAAATTATTATTCGCAATTCCTTTAGT

Kpnl BspEl

GGTACCTTTCTATTCTCACTCCGGATGTGGGATTAAGTCGCTTGAGATGTGCGG
CG

Eagl

GTGGCTCGGCCGAAACTGTTGAAAGTTGTTTAGCAAAATCCCATACAGAAAATTCA
TTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGG
CTGTC
TGTGGAATGCTACAGGCGTTGTAGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTAC
GGTACATGGGTTCCTATTGGGCTTGCTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCT
GAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTACTAAACCTCC
TGAGTACGGTGATACACCTATTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGG
CACTTATCCGCCTGGTACTGAGCAAAACCCCGCTAATCCTAATCCTTCTCTTGA
GGAGTCTCAGCCTCTTAATACTTTCATGTTTCAGAATAATAGGTTCCGAAATAG
BaeGl
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GCAGGGGGCATTAACTGTTTATACGGGCACTGTT
Priloga 2: Genska karta bakteriofaga M13KBE in njegovo nukleotidno

zaporedje
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||
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Sl 6244
Sphl 6239
HindIIl 6233 — >
— &.0,
Btsl 6087 —— N
Bsalll - Kasl - Narl - Sfol 6000 ——
BsmBI 5970

Aval - BsoBI 5824//":{ +
Drdl 5758 /f ori
Dralll 5?15/'  «
Banll 5642 ‘

BsrFI - Nael - NgoMIV 5612 \

Mscl 5079

Pacl 4131

BsmFI 6501
Alel 6545

Swal 6755
BglII - BstYI 6907

BsrGI 1021
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Slika 5: Prikaz restrikcijskih mest BspEl in Eagl za vstavitev liganda EMP1

Prirejeno po (27)

Vektorska karta vektorja M13KBE, ki vsebuje obmocja z ve¢ mesti za kloniranje. V (rde¢em)
pravokotniku je ozna¢eno restrikcijsko mesto BSpEI, Ki je bilo vstavljeno med restrikcijski mesti

Kpnl in Eagl bakteriofagnega vektorja M13KE (zaporedje z omenjenimi restrikcijskimi mesti je

predstavljeno spodaj).

AATGCTACTACTATTAGTAGAATTGATGCCACCTTTTCAGCTCGCGCCCCAAATGAAAATATAGCTAAACAGG
TTATTGACCATTTGCGAAATGTATCTAATGGTCAAACTAAATCTACTCGTTCGCAGAATTGGGAATCAACTGT
TATATGGAATGAAACTTCCAGACACCGTACTTTAGTTGCATATTTAAAACATGTTGAGCTACAGCATTATATT
CAGCAATTAAGCTCTAAGCCATCCGCAAAAATGACCTCTTATCAAAAGGAGCAATTAAAGGTACTCTCTAATC
CTGACCTGTTGGAGTTTGCTTCCGGTCTGGTTCGCTTTGAAGCTCGAATTAAAACGCGATATTTGAAGTCTTT
CGGGCTTCCTCTTAATCTTTTTGATGCAATCCGCTTTGCTTCTGACTATAATAGTCAGGGTAAAGACCTGATT
TTTGATTTATGGTCATTCTCGTTTTCTGAACTGTTTAAAGCATTTGAGGGGGATTCAATGAATATTTATGACG
ATTCCGCAGTATTGGACGCTATCCAGTCTAAACATTTTACTATTACCCCCTCTGGCAAAACTTCTTTTGCAAA
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AGCCTCTCGCTATTTTGGTTTTTATCGTCGTCTGGTAAACGAGGGTTATGATAGTGTTGCTCTTACTATGCCT
CGTAATTCCTTTTGGCGTTATGTATCTGCATTAGTTGAATGTGGTATTCCTAAATCTCAACTGATGAATCTTT
CTACCTGTAATAATGTTGTTCCGTTAGTTCGTTTTATTAACGTAGATTTTTCTTCCCAACGTCCTGACTGGTA
TAATGAGCCAGTTCTTAAAATCGCATAAGGTAATTCACAATGATTAAAGTTGAAATTAAACCATCTCAAGCCC
AATTTACTACTCGTTCTGGTGTTTCTCGTCAGGGCAAGCCTTATTCACTGAATGAGCAGCTTTGTTACGTTGA
TTTGGGTAATGAATATCCGGTTCTTGTCAAGATTACTCTTGATGAAGGTCAGCCAGCCTATGCGCCTGGTCTG
TACACCGTTCATCTGTCCTCTTTCAAAGTTGGTCAGTTCGGTTCCCTTATGATTGACCGTCTGCGCCTCGTTC
CGGCTAAGTAACATGGAGCAGGTCGCGGATTTCGACACAATTTATCAGGCGATGATACAAATCTCCGTTGTAC
TTTGTTTCGCGCTTGGTATAATCGCTGGGGGTCAAAGATGAGTGTTTTAGTGTATTCTTTTGCCTCTTTCGTT
TTAGGTTGGTGCCTTCGTAGTGGCATTACGTATTTTACCCGTTTAATGGAAACTTCCTCATGAAAAAGTCTTT
AGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGCTGTCTTTCGCTGCTGAGGGTGACGATCCC
GCAAAAGCGGCCTTTAACTCCCTGCAAGCCTCAGCGACCGAATATATCGGTTATGCGTGGGCGATGGTTGTTG
TCATTGTCGGCGCAACTATCGGTATCAAGCTGTTTAAGAAATTCACCTCGAAAGCAAGCTGATAAACCGATAC
AATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTTTTTTTGG
KpnI BspEI
AGATTTTCAACGTGAAAAAATTATTATTCGCAATTCCTTTAGTGGTACCTTTCTATTCTCACITCCGGA|TGTGG
GA
Eagl

TTAAGTCGCTTGAGATGTGCGGCGGTGGCTCGGCCGAAACTGTTGAAAGTTGTTTAGCAAAATCCCATACAGA
AAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCTGTGG
AATGCTACAGGCGTTGTAGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTATTGGGCTTG
CTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTAC
TAAACCTCCTGAGTACGGTGATACACCTATTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGGCACTTATCCG
CCTGGTACTGAGCAAAACCCCGCTAATCCTAATCCTTCTCTTGAGGAGTCTCAGCCTCTTAATACTTTCATGT
TTCAGAATAATAGGTTCCGAAATAGGCAGGGGGCATTAACTGTTTATACGGGCACTGTTACTCAAGGCACTGA
CCCCGTTAAAACTTATTACCAGTACACTCCTGTATCATCAAAAGCCATGTATGACGCTTACTGGAACGGTAAA
TTCAGAGACTGCGCTTTCCATTCTGGCTTTAATGAGGATTTATTTGTTTGTGAATATCAAGGCCAATCGTCTG
ACCTGCCTCAACCTCCTGTCAATGCTGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTTCTGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGTGG
CTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTGAT
TTTGATTATGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAATGCCGATGAAAACGCGCTACAGT
CTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGT
TTCCGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGCTCAAGTCGGT
GACGGTGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCCCTCCCTCAATCGGTTGAATGTC
GCCCTTTTGTCTTTGGCGCTGGTAAACCATATGAATTTTCTATTGATTGTGACAAAATAAACTTATTCCGTGG
TGTCTTTGCGTTTCTTTTATATGTTGCCACCTTTATGTATGTATTTTCTACGTTTGCTAACATACTGCGTAAT
AAGGAGTCTTAATCATGCCAGTTCTTTTGGGTATTCCGTTATTATTGCGTTTCCTCGGTTTCCTTCTGGTAAC
TTTGTTCGGCTATCTGCTTACTTTTCTTAAAAAGGGCTTCGGTAAGATAGCTATTGCTATTTCATTGTTTCTT
GCTCTTATTATTGGGCTTAACTCAATTCTTGTGGGTTATCTCTCTGATATTAGCGCTCAATTACCCTCTGACT
TTGTTCAGGGTGTTCAGTTAATTCTCCCGTCTAATGCGCTTCCCTGTTTTTATGTTATTCTCTCTGTAAAGGC
TGCTATTTTCATTTTTGACGTTAAACAAAAAATCGTTTCTTATTTGGATTGGGATAAATAATATGGCTGTTTA
TTTTGTAACTGGCAAATTAGGCTCTGGAAAGACGCTCGTTAGCGTTGGTAAGATTCAGGATAAAATTGTAGCT
GGGTGCAAAATAGCAACTAATCTTGATTTAAGGCTTCAAAACCTCCCGCAAGTCGGGAGGTTCGCTAAAACGC
CTCGCGTTCTTAGAATACCGGATAAGCCTTCTATATCTGATTTGCTTGCTATTGGGCGCGGTAATGATTCCTA
CGATGAAAATAAAAACGGCTTGCTTGTTCTCGATGAGTGCGGTACTTGGTTTAATACCCGTTCTTGGAATGAT
AAGGAAAGACAGCCGATTATTGATTGGTTTCTACATGCTCGTAAATTAGGATGGGATATTATTTTTCTTGTTC
AGGACTTATCTATTGTTGATAAACAGGCGCGTTCTGCATTAGCTGAACATGTTGTTTATTGTCGTCGTCTGGA
CAGAATTACTTTACCTTTTGTCGGTACTTTATATTCTCTTATTACTGGCTCGAAAATGCCTCTGCCTAAATTA
CATGTTGGCGTTGTTAAATATGGCGATTCTCAATTAAGCCCTACTGTTGAGCGTTGGCTTTATACTGGTAAGA
ATTTGTATAACGCATATGATACTAAACAGGCTTTTTCTAGTAATTATGATTCCGGTGTTTATTCTTATTTAAC
GCCTTATTTATCACACGGTCGGTATTTCAAACCATTAAATTTAGGTCAGAAGATGAAATTAACTAAAATATAT
TTGAAAAAGTTTTCTCGCGTTCTTTGTCTTGCGATTGGATTTGCATCAGCATTTACATATAGTTATATAACCC
AACCTAAGCCGGAGGTTAAAAAGGTAGTCTCTCAGACCTATGATTTTGATAAATTCACTATTGACTCTTCTCA
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GCGTCTTAATCTAAGCTATCGCTATGTTTTCAAGGATTCTAAGGGAAAATTAATTAATAGCGACGATTTACAG
AAGCAAGGTTATTCACTCACATATATTGATTTATGTACTGTTTCCATTAAAAAAGGTAATTCAAATGAAATTG
TTAAATGTAATTAATTTTGTTTTCTTGATGTTTGTTTCATCATCTTCTTTTGCTCAGGTAATTGAAATGAATA
ATTCGCCTCTGCGCGATTTTGTAACTTGGTATTCAAAGCAATCAGGCGAATCCGTTATTGTTTCTCCCGATGT
AAAAGGTACTGTTACTGTATATTCATCTGACGTTAAACCTGAAAATCTACGCAATTTCTTTATTTCTGTTTTA
CGTGCAAATAATTTTGATATGGTAGGTTCTAACCCTTCCATTATTCAGAAGTATAATCCAAACAATCAGGATT
ATATTGATGAATTGCCATCATCTGATAATCAGGAATATGATGATAATTCCGCTCCTTCTGGTGGTTTCTTTGT
TCCGCAAAATGATAATGTTACTCAAACTTTTAAAATTAATAACGTTCGGGCAAAGGATTTAATACGAGTTGTC
GAATTGTTTGTAAAGTCTAATACTTCTAAATCCTCAAATGTATTATCTATTGACGGCTCTAATCTATTAGTTG
TTAGTGCTCCTAAAGATATTTTAGATAACCTTCCTCAATTCCTTTCAACTGTTGATTTGCCAACTGACCAGAT
ATTGATTGAGGGTTTGATATTTGAGGTTCAGCAAGGTGATGCTTTAGATTTTTCATTTGCTGCTGGCTCTCAG
CGTGGCACTGTTGCAGGCGGTGTTAATACTGACCGCCTCACCTCTGTTTTATCTTCTGCTGGTGGTTCGTTCG
GTATTTTTAATGGCGATGTTTTAGGGCTATCAGTTCGCGCATTAAAGACTAATAGCCATTCAAAAATATTGTC
TGTGCCACGTATTCTTACGCTTTCAGGTCAGAAGGGTTCTATCTCTGTTGGCCAGAATGTTCCTTTTATTACT
GGTCGTGTGACTGGTGAATCTGCCAATGTAAATAATCCATTTCAGACGATTGAGCGTCAAAATGTAGGTATTT
CCATGAGCGTTTTTCCTGTTGCAATGGCTGGCGGTAATATTGTTCTGGATATTACCAGCAAGGCCGATAGTTT
GAGTTCTTCTACTCAGGCAAGTGATGTTATTACTAATCAAAGAAGTATTGCTACAACGGTTAATTTGCGTGAT
GGACAGACTCTTTTACTCGGTGGCCTCACTGATTATAAAAACACTTCTCAGGATTCTGGCGTACCGTTCCTGT
CTAAAATCCCTTTAATCGGCCTCCTGTTTAGCTCCCGCTCTGATTCTAACGAGGAAAGCACGTTATACGTGCT
CGTCAAAGCAACCATAGTACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGT
GACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCC
GGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACC
CCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGAC
GTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGCTAT
TCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAAC
CAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTG
GTGAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGC
AGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTC
ATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATT
TCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCCTCGAATTCACTGGCCGT
CGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTC
GCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAAT
GGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGA
TACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTGACCTATCCC
ATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTTAATGTTGATG
AAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTTTGATGGCGTTCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATT
TAACAAAAATTTAATGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTAAATATTTGCTTATACAATCTTCC
TGTTTTTGGGGCTTTTCTGATTATCAACCGGGGTACATATGATTGACATGCTAGTTTTACGATTACCGTTCAT
CGATTCTCTTGTTTGCTCCAGACTCTCAGGCAATGACCTGATAGCCTTTGTAGATCTCTCAAAAATAGCTACC
CTCTCCGGCATTAATTTATCAGCTAGAACGGTTGAATATCATATTGATGGTGATTTGACTGTCTCCGGCCTTT
CTCACCCTTTTGAATCTTTACCTACACATTACTCAGGCATTGCATTTAAAATATATGAGGGTTCTAAAAATTT
TTATCCTTGCGTTGAAATAAAGGCTTCTCCCGCAAAAGTATTACAGGGTCATAATGTTTTTGGTACAACCGAT
TTAGCTTTATGCTCTGAGGCTTTATTGCTTAATTTTGCTAATTCTTTGCCTTGCCTGTATGATTTATTGGATG
TT
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