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ABSTRAKT

y-laktamasa je enzym, ktery dokaze Stépit péticlenné laktamové cykly. Jeho
potencialnim substratem je polyvinylpyrrolidon (PVP). PVP je obsaZzen ve vét§im mnozstvi
v odpadnich vodach, a proto je y-laktamasa zkoumana také pro nasledné vyuziti k jejich
¢isténi. Cilem této bakalafské prace bylo pfipravit bakteridlni expresni systémy
rekombinantni y-laktamasy. Gen pro enzym y-laktamasy byl jiz diive nasyntetizovan. Byla
provedena pouze PCR enzymu s his-tagem a primery, obsahujici restrikéni mista. Dale byly
provedeny metody k dosazeni Cist§siho produktu. Inserty byly rozstépeny restrikénimi
endonukleasami a pomoci DNA ligasy byla provedena ligace do vektori pET22b a pUCI9.
Témito upravenymi vektory byly nasledné transformovany kompetentni bakterialni buiky
Escherichia coli DH5a. Pro ovéfeni pfitomnosti insertu bylo opét provedeno restrikéni
Stépeni endonukleasami a sekvence jednotlivych klont byla ovéfena sekvenéni analyzou.
Rekombinantni y-laktamasou byly transformovany expresni buniky Escherichia coli
BL21(DE3)RIL. Byla otestovana exprese rekombinantni y-laktamasy a provedeny pokusy o

jeji izolaci a stanoveni aktivity.

Klicova slova: y-laktamasa, Polyvinylpyrrolidon, bakterilni expresni systém, aktivita



ABSTRACT

y-laktamase is an enzyme, which can split five-membered lactam cycles.
Polyvinylpyrrolidon (PVP) is a potential substrate of this enzyme. PVP is contained in
wastewater, which is one of the reasons, why y-lactamase is studied. The goal of this work
is to prepare a bacterial expression systems of recombinant y-lactamase. A gene of y-
lactamase was synthesized earlier. PCR was performed with primers containing C-
terminal His-tag and restriction sites for cloning . PCR product was isolated and inserts
were cleaved by restriction endonucleases and ligated by DNA ligase to the vector pET22b
and pUC19. Competent bacterial cells Escherichia coli DH50 were transformed with these
vectors. Presence of the insert was checked by cleavage by restriction endonucleases and
the sequence was verified by sequencing analysis. Expression cells Escherichia coli
BL21(DE3)RIL were transformed by expression plasmids containind the gene of the

recombinant y-lactamase. The expression of recombinant y-lactamase was tested.

Keywords: y-laktamase, Polyvinylpyrrolidone, bacterial expression system, activity
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UvVOD

Jelikoz je vy-laktamasa ¢im dal tim vice zkoumanym proteinem, kvuli jeho
stereospecifickému Sté€peni 2-aza-bicyclo [2.2.1] hept-5-en-onu, stava se z néj latka, ktera
se v posledni dob¢ zacala pouzivat v ruznych sférach primyslu. Nejzajimavéjsi je (+)y-
laktamasa, ktera selektivné hydrolyzuje (+)y-laktam. Tato Slou¢enina je pak dulezitym
synthonem k produkci karbocyklickych nukleosidi, které se poté hojné vyuzivaji k vyrobé

riznych antivirotikiim proti HIV nebo herpes.

y-laktamasa se da dale vyuzit jako katalyzator pro degradaci Polyvinylpyrrolidonu, coz
je latka obsahujici y-laktamovy kruh. Otevienim tohoto kruhu by bylo mozné jeho nasledné
odstranéni z Cisti¢ek odpadnich vod, kde je PVP v piebytku.

V nasledujici praci je popsan mechanismus piipravy bakteridlnich expresnich systému
rekombinantni y-laktamasy. Poc¢inaje nesyntetizovanim genu pomoci PCR az po zkoumani
jeji exprese, coz bylo i cilem bakalarské prace. Jako hlavnim cilem bylo ale pfipraveni
expresniho systému tak, aby byla moznd exprese (+)y-laktamasy z Comamonas
acidovorans v E. coli sobsazenou C-koncovou histidinovou kotvou pro jednodussi
purifikaci. Ptestoze se objevilo nékolik ¢lankt s pozitivnimi vysledky, stale se jedna o

vyzkum, ktery muze trvat nékolik tydna, ale také miize zabrat i nékolik let.
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1 T-LAKTAMASA

Nékteré¢ pudni bakterie jsou schopny vyuzivat N-acyl slouceniny jako jejich jediny
zdroj uhliku a energie. N¢€kolik téchto mikroorganismti obsahuje enzymy zvané
laktamasy, které maji schopnost §té€pit laktamové cykly. Laktamy jsou cyklické amidy o
ruzném poctu Clent cyklu. Tti¢lenné laktamy oznacujeme pismenem a, Ctyiclenné J3,
péticlenné vy, atd. Nejznaméjsi laktamasou je B-laktamasa, ktera je schopna degradovat
antibiotika penicilinového typu a byva tedy pfi¢inou rezistence nékterych patogennich
bakterii vi¢i t€émto 1é¢ivim. Na druhou stranu se této vlastnosti vyuzivd v metodach

klonovani genii za Gi¢elem zajisténi rezistence bakterii transformovanych plasmidy.

v-laktamasa, kterd je jiz méné¢ znamym enzymem, dokdze Stépit y-laktamové, tj.
péticlenné, cykly. V soucastné dobé¢ je predmétem studia diky stereospecifickému $tépenti
2-aza-bicyclo [2.2.1] hept-5-en-onu (dale jen y-laktam). V riznych mikroorganismech
byly totiz nalezeny y-laktamasy, které jsou schopny selektivné hydrolyzovat jednotlivé
enantiomery y-laktamu. (—)y-laktamasa katalyzuje hydrolyzu enantiomeru o absolutni
konfiguraci [1(R),4(S)], oznacovaného téz (-), zatim co (+)y-laktamasa hydrolyzuje
enantiomer o opacné absolutni konfiguraci [1], ktery ozna¢ujeme symbolem (+), viz obr

1.

N

- . N
, ’,”H 7a TC0.H
(Oy-laktamasa L/ R/ N "
' \ 2
e = Q‘\
I R~ o
/4 e (+)y-laktam () aminolyseling
H
(+-Jy-laktam (+)y-laktamasa O
- + NH,
Il o DZH
H
(—yy-laktam (+) amincky=elina

Obr. 1. Katalyza enzymu (+/-) y-laktamu za vzniku (+) y-laktamu, nebo (-)y-laktamu,

piicemz opa¢né enantiomery jsou y-laktamasou rozstépeny [2].
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Z hlediska primyslového vyuziti je zajimava zejména (+)y-laktamasa, ktera je schopna
pii aplikaci na racemickou smés enantiomerd selektivné hydrolyzovat (+)y-laktam a
ponechat nehydrolyzovany (-)y-laktam. Tato sloucenina totiz slouzi jako univerzalni
synthon k produkci karbocyklickych nukleosidti [3], coz jsou analogy pfirozenych

nukleotidu, v nichz je kyslik ribosy nahrazen methylenem [4].

0y
o 0 o

H O

Obr. 2. Karbocyklické nukleosidy z 2-aza-bicyclo [2.2.1] hept-5-en-onu, (i) 50 g L™
Pseudomonas cepaecia, 100 g L™ racematu laktamu, 25°C 24h [4]

Vyznamnym zastupcem karbocyklickych nukleosidii je napf. anitvirotikum Carbovir

pouzivany Vv 1é€bé onemocnéni jako je herpes, nebo HIV [5].

0O

N
€ ,L

HO NH,

Obr. 3. Karbocyklicky nukleosid, Carbovir

Prvni biokatalyticky rozklad 2-aza-bicyclo [2.2.1] hept-5-en-onu byl publikovan jiz
pred nékolika lety [5]. Testovanim mnoha ptd a vzorkid kalu, pii kterém byl pouzit N-
acetyl-I-fenylalanin jako jediny zdroj uhliku, bylo izolovano mnoho mikrobu se schopnosti
hydrolyzy amidové vazby. Nasledné opétovné testovani téchto vzorkii na schopnost

hydrolyzy y-laktamu odhalilo kmen Pseudomonas capaecia, ktery byl vysoce selektivni pro
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hydrolyzu (+)y-laktamu. Pozdé&ji byla tato y-laktamasa klonovana a rekombinantné

exprimovana v E. coli [6].

Obr. 4. Terciarni struktura monomeru (—)

y-laktamasy z Aureobacterium sp.

Dalsi (+)y-laktamasa byla izolovana z Comomonas acidovorans a byla klonovana a
exprimovana v Escherichia coli [2]. Tento enzym nalezi do acetamidasové/formamidasové
rodiny enzymiti (FmdA-AmdA Pfam) [7]. Kromé téchto dvou enzymi byla rekombinantné
ptipravena expresi v E.coli také termostabilni (+)y-laktamasa z archebakterie Sulfolobus
solfataricus MT4 [8].

Mimoto bylo izolovano také né&kolik (-)y-laktamas. (—)y-laktamasa izolovana
z bakterie rodu Aureobacterium byla nasledné¢ taktéz klonovana a pfipravena
rekombinantni expresi v E.coli [1, [9]. U tohoto enzymu byla stanovena trojrozmérna
struktura jeho molekuly metodou rentgenové difrakce. Diky tomu byl také 1épe objasnén
mechanismus hydrolyzy katalyzované (-)y-laktamasou. Dalsi rekombinantné pfipravena (—
)y-laktamasa pochazela z bakterie Microbacterium hydrocarbonoxydans [10, [11]. Krom¢&

téchto dvou byla jesté izolovana (—)y-laktamasa z bakterie rodu Rhodococcus [12].
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1.1.1 Struktura y-laktamas

Trojrozmérna struktura y-laktamas neni dosud dobie prostudovana. V databazi
proteinovych struktur Protein Data Bank (PBD) se nachazeji pouze dvé krystalové
struktury y-laktamas. Prvni z nich je struktura (-)y-laktamasy z rodu Aureobacterium, ktera
byla krystalovana v komplexu s inhibitorem 3A,4,7,7A-tetrahydro-benzo [1,3] dioxol-2-
onem [1, [7]. Ze struktury je patrné, ze enzym tvoii homotrimer s aktivnim mistem v kazdé

monomerni podjednotce.

Obr. 5. Strukturni diagram trimeru (—) y-

laktamasy z Aureobacterium sp.

Druha uvefejnéna struktura [13] patii y-laktamase z bakterie Delftia Acidovorans.

v

nejsou znadmy, nebot’ nebyla dosud publikovdna formou odborného c¢lanku. Na
nasledujicim obrazku je zobrazena kompletni sekvence y-laktamasy z Comamonas

acidovorans.
MTMITPSLHASAGRTLE
DPFFPTAIARSTPWPETLIKVDLNQSPYDNPQVH
NRWHPDIPMAVWVEPGAEFKLETYDWTGGAIKN
DDSAEDVRDVDLSTVHFLSGPVGVKGAQPGDLL
VVDLLDIGARDDSLWGFNGFFSKQNGGGFLDEHF

PLAQKSIWDFHGMFTKSRHIPGVNFAGLIHPGL
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IGCLPDPKMLASWNERETGLIATDPDRIPGLAN
PPNATTAHMGQMQGEARDKAAAEGARTVPPREHG
GNCDIKDLSRGSRVFFPVYVDGAGLSVGDLHEFS
QGDGEITFWGPIEMPGWVHMKVSLIKGGMAKYG
IKNPIFKPSPMTPNYQGLPDLRRHLGGRKGQAAL
PGRDRGLPPGLPERHRVPEEIRLQRRPGLLAAG
HGARAGPHQRRGGRAQCLRHAVAAHGDLRLRHQ
SHGRGTTEDHHGRGGSAHRPGQVSPAYDTRHPPF
ARGRPCPPMTTTAPHAAASTRCAASRSATSPRP
APAARRPRPASSSARRAWPAPAPNSAAPTTPTS
APGTSPGAHAMWPRAATRACATPSGCGCCSGASK
RGSTVTAPNGAKTFPTKRPWMISH

Obr. 6. Kompletni sekvence y-laktamasy [5].

Tetramerni strukturu ma pravdépodobné i (+)y-laktamasa z bakterie Comamonas
acidovorans, ktera je predmétem této bakalaiské prace, coz vSak bylo demonstrovano
pouze porovnadnim relativni molekulové hmotnosti monomeru zméfené metodou
hmotnostni spektrometrie a relativni molekulové hmotnosti nativniho proteinu ziskané
metodou sedimentacni rovnovahy [14]. V citované praci je totiz popsana i krystalizace
enzymu, ale kvalita krystalt pravdépodobné nebyla dostate¢na pro provedeni strukturni
analyzy. Nasledné meéteni rentgenové difrakce totiz poskytlo pouze zékladni udaje o

krystalové mfizce, ale neumoznilo stanoveni trojrozmérné struktury enzymu.

Tato prace je navic pon¢kud nekonzistentni S pfedchazejicim ¢lankem [3], v némz je
y-laktamasa popisovana jako enzym, jehoz monomer ma teoretickou molekulovou
hmotnost 61 kDa a molekulovou hmotnost pozorovanou v SDS PAGE elektroforéze 53-55
kDa, zatimco zde se piSe o molekulové hmotnosti 44294 Da. Pfitom neni zcela jasné,
z jakého genu byla y-laktamasa v praci [14] exprimovana, protoze tento gen zde neni

explicitné popsan. Z toho tedy vyplyva, ze poznani struktury tohoto enzymu je dosud
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znacn¢ nekompletni. Je navic mozné, ze v obou pracich byl izolovan pouze fragment vy-

laktamasy vznikly proteolyzou bakterialnimi proteasami.

Narozdil od vySe uvedenych enzymu je (+)y-laktamasa ze Sulfolobus solfataricus
tvofena jen jednim proteinovym fetézcem a nema tedy podjednotkovou strukturu. To bylo
demonstrovano porovnanim dat z gelové permeacni chromatografic a sedimenta¢ni analyzy
na jedné strané a elektroforézy SDS PAGE na stran¢ druhé [15]. Oboji dava hodnotu cca
55 kDa, ktera je navic ve shod¢ s teoreticky vypoctenou molekulovou hmotnosti proteinu
na zaklad¢ znalosti jeho genu (55784 Da). Krystalograficky stanovena 3D struktura vSak
nebyla dosud publikovéna.

Z hlediska podjednotkové struktury byla studovana rovnéz (—)y-laktamasa z bakterie
Microbacterium hydrocarbonoxydans, ktera byla rovnéz ptipravena rekombinantni expresi
v E. coli [4]. Z porovnani vysledkl denaturujici elektroforézy SDS PAGE a nativni gelové

elektroforézy vyplyva, ze tento enzym ma dimerni strukturu.

Jak je tedy patrno, struktury y-laktamas z riznych mikroorganismii se pomérné
vyrazné lisi na Urovni podjednotkové struktury, a to i pfesto, Ze maji obdobnou funkci a

v mnoha ptipadech 1 vysokou sekven¢ni homologii.

1.1.2 Mechanismus katalytického u¢inku y-laktamasy

Vétsina rekombinantné pripravenych vy-laktamas byla nasledné enzymologicky
charakterizovana jak vuéi samotnému y-laktamu, tak i viéi jingm amidovym substratim,
jelikoz vétSina y-laktamas ma i obecnou amidasovou aktivitu [2[5[15]. Méfeni aktivity pfi
pouziti y-laktamu jako substratu se provadi pomoci HPLC, u jinych substrati se pak

pouziva dalSich metod v zavislosti na povaze substratu.

Mechanismus katalytického ptisobeni byl nejlépe prostudovan u (—)y-laktamasy
z Aureobacteria, u niz je téz znama trojrozmérna struktura [1]. Tato y-laktamasa patii mezi
,o/p hydrolase fold* enzymy, coz je skupina riznych hydrolas, jejichz aktivni misto se
nachazi v dutiné tvofené uskupenim 6 o-helixii a 8 B-skladanych listd [16]. Samotné
aktivni misto je tvofeno triadou aminokyselin, z nichZ jedna obsahuje nukleofilni skupinu
(Ser, Cys, Asp), druha je kysela a tfeti je aminokyselina histidin. Kromé toho k funkci
enzymu prispivd jest¢ oxyaniontovd dutina, coz je misto stabilizujici zdporné nabity

reakéni meziprodukt prostiednictvim vodikovych vazeb ke dvéma dusikiim peptidické
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patefe proteinu, Zznichz jeden zpravidla nalezi aminokyseliné nasledujici za
aminokyselinou nesouci nukleofilni skupinu. V ptipad¢ (-)y-laktamasy z Aureobacteria je
aktivni misto tvofeno serinem 98, histidinem 259 a kyselinou asparagovou 230.
Oxyaniontova dutina je tvofena tyrosinem 32 a methioninem 99. Vlastni mechanismus

katalyzy tohoto enzymu je znazornén na obr. 6.

U dalsich y-laktamas neni struktura aktivniho mista tak podrobné prostudovana. U
termostabilni y-laktamasy z Sulfolobus solfataricus je aktivni misto tvofeno serinem 195 a
kyselinou asparagovou 191 [15,[17], coz je ve shodé s homologni amidasou z Rhodococcus

rhodochrous J1 [8]. Detailngjsi strukturni data ale nejsou znama.

U nami pfipravované y-laktamasy z C. acidovorans je struktura aktivniho mista
prostudovana jen velmi malo. Pfedpokldda se pouze pfitomnost serinu, protoze enzym je
inhibovan béznymi inhibitory serinovych hydrolytickych enzymt, zejména proteas (PMSF,
BAM). Na druhou stranu nedochazi k inhibici inhibitory metaloproteas (EDTA) ani
cysteinovych proteas (kyselina monoiodoctova), proto se tyto mechanismy ucinku enzymu

neptedpokladaji [14].

1.1.3 Prumyslové pouZiti y-laktamasy

Hlavnim divodem primyslového vyuziti y-laktamasy je jiz zminéné déleni racemické
smési synteticky pfipravené¢ho y-laktamu. Jako prvni dosahla primyslového vyuziti (+)y-
laktamasa z bakterie Pseudomonas capaecia [1]. Pozd¢ji vsak bylo zjisténo, zZe je
V izolované formé¢ v prumyslovém meéfitku témét nepouzitelny. Veliky problém byla totiz
jeho stabilita. Pro zlepSeni stability byl vyvinut katalyzator v podobé bakteridlnich bunék.
Poté vsak bylo potieba najit stabilnéj$i enzym, protoze enzym (+)y-laktamasy z bakterie
Pseudomonas capaecia se ukazal jako toxicky pro pouzité bakterialni bunky, které kvili
tomu postupné odumiraly. Diky vyzkumu byla nasledné objevena (+)y-laktamasa z bakterie
rodu Comamonas acidovorans. Tato y-laktamasa byla nékolikrat termostabilnéjsi a
aktivnéjsi nez predesla [5]. Tento enzym se z vice nez 50% shoduje s acetamidazou

z Mycobacterium smegmatis a formamidasou z Methylophilus methylotropus [18].
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Obr. 7. Schéma mechanismu hydrolyzy substratu (—)y-

lactamu enzymem (—)y-lactamasou [2,[16].

Jak (+)y-laktamasa, tak (-)y-laktamasa jsou schopny hydrolyzovat y-laktam tak, aby
byly vyprodukovany analogy y-aminomaselnych kyselin (GABA). Pficemz GABA je
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hlavni inhibitor neutrotransmiterd, centralni nervové soustavy u savcu, a podili se na

velkém mnozstvi fyziologickych aktivit [[10, [19, [20].

1.2 Polyvinylpyrrolidon PVP

Polyvinylpyrrolidon je polymer rozpustny ve vod¢ stejné jako v polarnich
rozpoustédlech. Je vyrobeny z monomeru N-vinylpyrrolidonu a vyrabi se jeho radikalovou

polymeraci. [21]

PVP byl objeven némeckym chemikem Waltrem Reppem, ktery diky tomu dostal
vroce 1939 patent na jeden znejzajimavéjSich produktd acetylenové chemie.
Polyvinylpyrrolidon je taktéZ nazyvan jako Polyvidon nebo Povidon a pod komer¢ni
znackou je znamy jako Plasdone nebo Kollidon. Diky svému y-laktamovému kruhu, ktery

obsahuje, se stava potencialnim substratem pro y-laktamasu.

a). b).
G-
/P\/l/n

Obr. 8. Struktura: a). monomer N-vinylpyrrolidonu, b). homopolymer N-

vinylpyrrolidonu

Polyvinylpyrrolidon je netoxicka a biologicky inertni latka. Jednotlivé polymery
mohou obsahovat stovky az miliony monomerd a mohou mit linearni, sitovou nebo
rozveétvenou strukturu. V suchém stavu ma podobu svétlého vlockovitého prasku, ktery
dokaze absorbovat az 40 % své hmotnosti vody. Diky tomu ma vyborné smaceci
schopnosti a ochotné tvoii filmy. Tyto vlastnosti se daji vyuzit k vyrobé natéri, nebo jako
pridavky pro natéry. Pivodné byl PVP vyuzivan jako expandér pro krevni plasmu. Nyni se

hojné vyuziva v medicing, farmacii, kosmetice, ale i v primyslu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Obr. 9. Krystal PVP zaznamenany ptistrojem SEM [22]

PVP ma 1 negativni vlastnosti. I kdyZ je Gfady povaZovan za bezpecnou latku, miize
Vv krajnich ptipadech zplsobovat po poziti alergické reakce. Dale muze vytvaret urcité
problémy hlavné v cistickach odpadnich vod, protoze nepodléha samovolnému
biologickému rozkladu. Kvuli témto inertnim vlastnostem se musi polyvinylpyrrolidon
rizné upravovat. Aby se dal PVP odstranit, musi se nejdiive otevfit jeho y-laktamovy kruh.
To by se dalo provést enzymaticky, katalyzou pomoci y-laktamasy. Proto je nutné zjistit,
zdali jsou bakterie obsahujici y-laktamasu schopny degradovat PVP a vyuzit ho jako svij
vlastni substrat v ¢istickach odpadnich vod. Mimo jiné se da teoreticky PVP odstranit i
pomoci peroxidu vodiku, oxidaci ozonem, nebo sorpci na pevny povrch, jako je aktivni

uhli, nebo aktivovany kal.
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II. PRAKTICKA CAST
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2 MATERIAL A METODY

2.1 Material
DNA marker 200-1600 bp — Ascoprot Biotech
DNA marker 2000-10000 bp — Ascoprot Biotech
dNTPs (10 mM) — Top Bio
Kyselina octova — Lachema
Agarosa — Serva
Bromfenolova modi — Sigma
EDTA — Sigma
Ampicilin — Léciva
BSA - BioLabs
Restrikéni endonukleasy EcoRI, HindIIl — New England BioLabs
Restrikéni endonukleasy Ndel, Xhol — New England BioLabs
LB bouillon — Sigma
LB agar — Sigma
Phusion pufr (10x) — Finnzymes
Phusion polymerasa — Finnzymes
Pfu pufr (10x) — Promega
Pfu polymerasa — Promega
Ethanol — Lach-ner
Restrikéni pufry NEB — New England BioLabs
T4 DNA ligasovy pufr — Takara
T4 DNA ligasa — Takara
Acrylamid — Fluka

Glycyn — Fluka
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Chloroform — Fluka

Fenol — Fluka

N, N, N, N-tetramethylethylendiamin (TEMED) — Fluka
Tris-HCI — Fluka

N, N-methylen-bis-akrylamid — Fluka

SDS - Fluka

Tris(hydroxymethyl)aminomethan — Fluka

Glycerol - Lachema

Sacharosa — Sigma

Destilovana H,O

HPLC voda - UOCHB

Hydroxid sodny — Lach-Ner

Ethidium bromid — Sigma
Izopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) — Biosynth AG
SYBR® Safe DNA — Invitrogen

Extrakéni kit — NucleoSpin@Extract Il - MACHEREY-NAGEL GmbH and Co. KG

Imidasol - Lachema

2.2 Pristroje
SDS PAGE elektroforéza — Sigma
Zdroj elektrického napéti pro elektroforézy — Consort
Agarosova elektroforéza — Shelton Scientific, JSB — 30
Autoklav — Tuttnauer
Orbitalni inkubator — LabLine
Laboratorni ptfedvazky — AND

Vodni lazen — Julabo
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pH metr — JENWAY

PCR — TECHNE, PROGENE

Inkubator — Forma Scientific

UV transluminator — Vilber Lourmat

Transluminator — Safe Imager ™ blue light translluminator, INVITROGEN
Centrifuga — Hettich Rotanta 460R

Vortex — Vortex - IKA2 VORTEX GENIUS 3, IKA° Werkw GmbH & Co. KG

Systém pro kapalinovou chromatografii — Ingos LC5000

2.3 Metody

231 PCR

Sekvence genu y-laktamasy zaklonovana Vv plasmidu pET22b byla amplifikovana

metodou polymerase chain reaction (PCR) pomoci dvojice primert:
GL _His_rev (55,4 °C):

CAA AAGCTT CTCGAG ATGGGAGATATTCCAAGG

GL_His_fw (48,6 °C):

AGC GAATT CATATG ACTATGATTACC

Reakéni smeés PCR obsahovala 35,5 pl HO, 10 pl pufru HF pro Pfu polymerasu, 1 pl
oligonukleotidu, 1 pl primeru GL His rev, 1ul primeru GL His _fw, 0,5 ul Phusion
polymerasy a 1 ul dNTP.

Reakce probihala nasledovné:
1. ¢ast (1 cyklus): Pocatecni denaturace 98°C po dobu 5 min
2. ¢ast (30 cyklt): Denaturace 98°C po dobu 30 min

Annealing 47°C po dobu 30 min
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Extenze 72°C po dobu 1 min
3. ¢ast (1 cyklus): Zavérecna extenze 72°C po dobu 8 min
4. ¢ast (1 cyklus): Chlazeni 4°C

Reakce byla provedena soucasné se dvéma typy templatii

Plasmid pET22b, ktery byl pouzit k zaklonovani genu y-laktamasy je zobrazen na

nasledujicim obrazku. Je zde zobrazena jak mapa plasmidu, tak celd sekvence genu.

Ava l{158)
Xho I{158)
Mot Ij1&8)

Eag lj168)

Hind Wlj173)

Sal lj179)

Sac l(190)

EcoR Ij192)
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Meeo lizz)
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BsaR 1(260)
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e P 1{696)
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Obr. 10. Cyklickd mapa vektoru pET22b zobrazujici

expresni mista kodujici sekvence
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Obr. 11.Expresni sekvence vektoru pET22b

2.3.2 Agarosova elektroforeza DNA

Pro ptipravu 1,4% agarosového gelu s fluoresencnim indikatorem SYBR Safe DNA
gel stain bylo navazeno 0,42 g Agarosy a smichano s 30 ml TAE-Pufru. Smés byla ohtata
vV mikrovlnné troub¢é po dobu 2 min. Po vychladnuti gelu byly pfidany 3 ul SYBR Safe
DNA gel stain 10000x zifedény a doplnéno vodou na ptiivodni objem. Takto pfipraveny gel
byl nalit do formy a nasledné byl do n&j vpraven hieben pro vytvoteni jamek. Po ztuhnuti
byl hieben vyjmut a gel byl pfemistén do elektroforetické vany, kde byl cely ponoten do
TAE Pufru. Do jamek byly nepipetovany vzorky smichané se vzorkovym pufrem. Nasledné
byla zahajena elektroforéza, ktera probihala pii napéti 110 V po dobu 30 min. Po 30
minutach byl gel vyjmut a vloZen na transiluminator propoustéjici jen modré svétlo, kterym
byl fluorescen¢ni indikator excitovan a emitoval v zelené oblasti viditelného svétla. Pro

lepsi zviditelnéni fluoreskujicich prouzkl byl pouZit oranzovy filtr.

Pro vyrobu 1,4% agarosového gelu s ethidium bromidem byl pouzit obdobny postup
jako u ptedchoziho, jen misto SYBR Safe DNA gel stain bylo pouzito 30 pl ethidium

bromidu o finalni koncentraci 0,5 pg/ml.

2.3.3 lzolace DNA z agarosového gelu

Pro izolaci DNA z agarosového gelu byla pouzita souprava firmy MACHEREY-
NAGEL GmbH and Co.KG, Nucleospin extrakt I.

Nejdiive bylo provedeno vyfezani potiebnych fragmenti DNA z agarosového gelu. Ty
byly vlozeny do mikrozkumavek, které byly nasledné zvazeny. Ke 100 mg agarosového
gelu bylo pfidino 200 ul NT pufru. V mikrozkumavkach byl v pfidaném pufru gel
rozpustén. Rozpousténi probihalo pii 50°C po dobu 10 min. Takto ziskany obsah byl

pieveden do nucleospin kolonky (zde doSlo k navazani DNA), kterd byla nasledné
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odstfedéna pii 11000x g a teplot¢ 24°C po dobu 1 min. Promyvani membrany nucleospin
kolonky bylo provedeno 600 pl NT3 pufru. Tento obsah byl taktéz odstfedén na centrifuze
pii 11000 x g po dobu 1 min. Aby se membrana nucleospin kolonky vysusila, byla kolonka
znovu odstiedéna 2 min pii 11000 x g. Navazana DNA byla uvolnéna z membrany pomoci

20 ul TE pufru, ktera byla nasledné inkubovana 1 min a poté byla sto¢ena 1 min pii 11000
X g.

2.3.4 Restrikéni Stépeni DNA

Vektor pUC19 byl $tépen restrik¢nimi endonukleasami EcoRI a Hind Il a vektor
pET22b restrikénimi endonukleasami Ndel a Xhol. Restrikéni §tépeni odpovidajicimi

dvojicemi enzymu bylo provedeno i s pfislusnymi inserty.

Do prvni mikrozkumavky bylo napipetovano 8 pl izolovaného PCR produktu genu y-
laktamasy, 0,5 ul restrikéni endonukleasy EcoRI, 0,5 pl restrikéni endonukleasy Hind 11, 2
ul pufru M (Takara) a 9 pl destilované H,0.

Do druhé mikrozkumavky bylo napipetovano 8 pl izolovaného PCR produktu genu -
laktamasy, 0,5 ul restrikéni endonukleasy Ndel, 0,5 pl restrikéni endonukleasy Xhol, 0,2 ul
100x BSA, 2 ul NEB2 pufru a 9 ul destilované H-O.

Do treti mikrozkumavky byly napipetovany 3 pl vektoru pUC19, 0,5 pl restrikéni
endonukleasy EcoRI, 0,5 pl restrikéni endonukleasy Hind III, 2 pl pufru M (Takara) a 14
ul destilované H0.

Do ¢tvrté mikrozkumavky byly napipetovany 3 ul vektoru pET22b, 0,5 ul restrikéni
endonukleasy Ndel, 0,5 pl restrikéni endonukleasy Xhol, 0,2 ul 100x BSA, 2 pl NE2 pufru
a 14 pl destilované H,0.

Po naplnéni mikrozkumavek nésledovalo stoceni v odstfedivce a poté inkubace po
dobu 2,5 hodiny. Po inkubaci byly vzorky naneseny na gel se SYBR Safe gel stain a

vyizolovany. Pro kontrolu byla provedena agarosova elektroforéza.

2.3.5 Ligace

Ligace byla provedena za Gcelem spojeni genti s vystépenymi fragmenty DNA.
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Do prvni mikrozkumavky bylo napipetovano 0,5 pul DNA ligasy, 1 ul vektoru pUCI19,
10 pl insertu (obsahujici gen y-laktamasy), 2 ul pufru pro T4 DNA ligasu, 6,5 ul

destilované H,0.

Do druhé¢ mikrozkumavky bylo napipetovdno 0,5 pl DNA ligasy, 1 pl vektoru
pET22b, 10 pl insertu (obsahujici gen y-laktamasy), 2 ul pufru pro T4 DNA ligasu, 6,5 ul

destilované H,0.

U obou ligaci byl analogicky proveden slepy pokus, V némzZ byla misto insertu pouZita

destilovana H,O.

2.3.6 Transformace bakterialnich bunék plasmidem
K transformaci byly pouzity kompetentni bunky DHS5a.

Alikvot kompetentnich bunék DH5a byl rozmraZzen na ledu. Ten byl nasledné rozdélen
na dva alikvoty po 100 ul do vychlazenych sterilnich mikrozkumavek. Do prvni z nich
bylo napipetovano 20 pl plasmidu pET22b s insertem. Do druhé bylo pro kontrolu
napipetovano 20 pl plasmidu bez insertu. Vzorky byly ihned vlozeny do ledové lazné, ve
které se nechaly chladit po dobu 30 min. Poté byly mikrozkumavky s buikami na 90
s vlozeny do 1azn¢ o teploté 42°C. Po daném case byly opét vlozeny na 60 s zpét do ledu.
K bunikam bylo ptidano 600 pl LB média bez antibiotika a nechaly se inkubovat 45 min pfi
37°C. Béhem inkubace byly piipraveny plotny s LB agarem. Sterilni LB agar byl rozpustén
v mikrovinné troubé a nasledné ochlazen. Ke 20 ml LB agaru bylo pfidano 20 pl
ampicilinu. Na kazdou plotnu bylo nalito 10 ml roztoku, ktery se ponechal ztuhnout. Po
inkubaci bylo z kazdého vzorku odpipetovano 200 ul kultury, ktera byla rozetfena

hokejkou na plotnu s LB agarem a antibiotikem. Plotny se ponechaly inkubovat pies noc.

2.3.7 Minipreparace plasmidové DNA

Z plotny narostlych bakterii byly Spickou odpichnuty kolonie vektoru pET22b a
vektoru pUCI19 a vlozeny do sterilnich plastovych zkumavek (Falkon). Do téchto 50 ml
zkumavek bylo dano 10 ml LB média a 10 ul ampicilinu. Byla zahajena inkubace pii 37°C,
kterd byla ponechédna pfes noc. Narostl¢ bakterialni kultury byly odstfedény pii 4200 x g,
4°C po dobu 10 min. Supernatant byl vylit a srazenina rozsuspendovana v 800 ul PBS
pufru a vortexovana. Vznikla suspenze byla prevedena do mikrozkumavky a stocena pfi

7000-15000 x g, 4°C po dobu 1 min. Supernatant byl odstfedén a sraZenina byla
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rozsuspendovana ve 100 ul roztoku MINIPREP I a zvortexovana. Ke vzniklé suspenzi bylo
ptidano 200 pl roztoku MINIPREP II. Opakovanou inverzi mikrozkumavky byl obsah
promichan a dale ponechan 5 min pii 4°C. Nasledn¢ bylo piidano 150 upl roztoku
MINIPREP lll. Vzorek byl taktéz promichan inverzi a inkubovan 5 min na ledu. Po odstani
byla suspenze stocena pii 15000 x g a 4°C po dobu 7 min. Supernatant byl pifeveden do
nové mikrozkumavky a bylo k nému piidano 450 pl smési fenol-chloroform (v poméru
1:2) a vortexovan. Suspenze byla stocena pii 15000 x g a 4°C po dobu 2 min. Po stoCeni
byla horni vrstva vzorku ptepipetovana do nové mikrozkumavky. K preparatu bylo pfidano
990 ul EtOH do vysledné koncentrace 70 %. Po promichani byla smés ponechana v klidu
pii -18 °C minimaln¢ 20 min. Poté byla smés sto¢ena pii 15000 x g a 4°C po dobu 12 min
a supernatant byl opét slit. Ke srazeniné bylo ptidano 200 ul 70% EtOH vychlazeného na —
18 °C po sténé¢ mikrozkumavky. Po ptidani byl supernatant ihned znovu odpipetovan a
srazenina byla ponechina pifi pokojové teploté¢ tak dlouho, dokud nebyla dikladné
vysusena. Po vysuseni byla srazenina rozsuspendovana v 50-100 ul TE pufru s ptidavkem
RNAsy a byla ponechana inkubaci pii 37°C po dobu 2 hodin. Z kazdého vzorku bylo
odebrano 5 pl a piepipetovano do nové mikrozkumavky. Nasledné bylo provedeno Stépeni
restrikénimi endonukleasami, aby byla ovéfena piitomnost insertu. K plasmidu pET22b
bylo pfidano Ndel a Xhol. K plasmidu pUC19 bylo pfidano EcoRI a Hind IIl. Oba dva

vektory byly inkubovany ptes noc. Pro kontrolu byla provedena agarosova elektroforéza.
Roztoky pouzité pti minipreparaci:
MINIPREP I: 20 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 50 mM glukosa, pH~8,3
MINIPREP II: 0,2 M NaOH, 1%SDS
MINIPREP IlI: 3 M CH3COOK, 2 M CH3COOH
TE pufr: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH~8,0

PBS Pufr: 10 mM PO,*, 100 mM NaCl, pH~7,2

2.3.8 Exprese rekombinantniho proteinu v E-coli

Exprese proteinu byla provadéna v expresnim systému vyuzivajicim bakteriofagovou
T7 RNA-polymerasu [23]. Z ploten narostlych bakterii byly odpichnuty minimalné 2
kolonie. Kazda z téchto kolonii byla zaockovana 5 ml LB média a tyto bakterialni kultury

byly inkubovany vV orbitalnim inkubatoru pii 37°C a 250 RPM pies noc. 15-ti pl
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jednotlivych narostlych kultur bylo zaockovano po 7 ml nového média a kultury byly
inkubovany za stejnych podminek jako v pfedchozim piipadé. Po kazdych 30 min bylo
z kazdé kultury odebrano 250 ul roztoku a byla méfena opticka hustota pii 600 nm proti
slepému vzorku, kterym bylo ¢isté LB médium. Jakmile byla absorbance rovna hodnoté
0,5, byly odebrany vzorky na SDS PAGE elektroforézu. 500 ul kazdého vzorku bylo
odstfedéno a rozsuspendovano ve 20 pl vody a 20 pul 2x vzorkového pufru pro SDS
PAGE. Vsechny kultury byly rozdéleny na dvé ¢asti. K jedné byl pfidan induktor IPTG do
koncentrace 1 mM a druhy byl ponechédn bez ptidavku IPTG. Nasledné byla méfena, vzdy
po 1 hoding, opticka hustota pii 600 nm po dobu 2 h. Poté bylo narlstani zastaveno a ze
vSech vzorkl bylo odebrano 500 pl pro SDS PAGE elektroforézu. Vzorky byly odsttedény
a rozsuspendovany ve 20 pl vody a 20 ul vzorkového pufru SDS PAGE.

2.3.9 Sekvenace plasmidi

Sekven¢ni analyza byla provedena servisné V sekvenacni laboratofi PfF UK Praha

Langerovou metodou [24].

2.3.10 Proteinova elektroforéza SDS PAGE [25]

Mezi dvé skla pro SDS PAGE elektroforézu byla umisténa té€snici guma a skla byla
seviena tfemi svorkami. Poté bylo mezi skla nalito 10 ml 15% separa¢niho gelu, ktery byl
thned zalit 5 ml zaostfovaciho gelu. Do zaostfovaciho gelu byl vsunut hieben. Po ztuhnuti
geli byla skla pfesunuta do aparatury pro SDS PAGE elektroforézu a vrchni cast
zaostfovaciho gelu byla zalita elektrodovym pufrem. Nésledné byl hieben vyjmut a
jednotlivé drahy byly upraveny tak, aby ptepazky byly mezi sebou stejné daleko. Do prvni
drahy byl napipetovan standard a do dalSich drah jednotlivé vzorky, které byly nejdiive 5
min povareny, kvili snadnéjsimu davkovani. Po nadavkovani byla aparatura uzaviena a
byla spusténa elektroforéza. Elektroforéza probihala pti 130 V. Jakmile modré barvivo
(Serva Blue G) indukujici celo elektroforézy dorazilo ke spodni Casti aparatury, byla
elektroforéza ukoncena, gel vyjmut a barven v barvicim roztoku. Po 1 hodiné barveni byl
gel nekolikrat promyt odbarvovacim roztokem do té doby, nez byly viditelné vSechny

prouzky.
Roztoky pouzité pti SDS PAGE:

15% separacni gel: 50ml 30,8% T, 2,6% C, 2,5ml 1,5 M Tris (pH~8,8), 0,1 ml
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6% zaostiovaci gel:

5x elektrodovy pufr :

6x vzorkovy pufr:

Barvici roztok:

Odbarvovaci roztok:

10% (w/iv) SDS, 0,1 ml 10% (w/v) Na;S,0s 0,004 ml
TEMED, 2,3 ml H,0

1,0 ml 30,8% T, 2,6% C, 1,25 ml 0,5 M Tris (pH~6,8), 0,06
ml 10% (w/v) SDS, 0,06 ml 10% (w/v) Na,S;0g, 0,006 ml
TEMED, 2,6 ml H,0

0,125 M Tris (7,6 g), 200 mM glycin (37,5 g), 0,5 % (W/v)
SDS (25 g)

3,5 ml 1M Tris (pH~6,8), 3,0 ml glycerol, 1 g SDS, 600 pl 2-
merkaptoethanol, 1,2 mg bromfenolova modf, destilovana

voda na doplnéni objemu do 10 ml
10% kyselina octova, 0,1% Serva Blue G

10% kyselina octova

VySe uvedené je barveni Serva Blue G, coz je barvivo podobné Coomassie Blue.

Ne&které gely ale byly barveny stiibrem. Postup je nasledujici.

Gel byl vlozen do vhodné nadobky a za mirného michani byl inkubovan

v nasledujicich roztocich: 1,5 h ve fixaénim roztoku (muize byt i déle, napf. ptes noc). 3 X

po 15 min v oplachovacim roztoku. 2 min vV citlivostnim roztoku. 2 X po 1 min v

destilované vodé. 20 min v barvicim roztoku. 40 s ve vodé. Ve vyvolavacim roztoku byl

inkubovan do zfetelného vyvolani vSech prouzkti na gelu. Nasledné bylo pfilito

ekvivalentni mnozstvi zakoncovaciho roztoku, aby doSlo k neutralizaci uhli¢itanu

kyselinou octovou. Poté bylo ponechano v klidu do doby, nez ustane vyvoj bublin a

nakonec byl gel uchovan v destilované vode¢.

Pouzité roztoky:
Fixacni roztok:
Oplachovaci roztok:
Citlivostni roztok:

Barvici roztok:

50% ethanol, 12% kys. octova, 0,05% formaldehyd
20% ethanol
0,02% thiosiran sodny Na;S,03

0,2% dusi€nan stiibrny, 0,076% formaldehyd — musi se

skladovat v chladu a temnu (chladnic¢ka, tmava lahev)
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Vyvolévaci roztok: 6% uhli¢itan sodny, 0,0004% thiosiran sodny, 0,05% formal-
dehyd
Zakonc¢ovani roztok: 12% kyselina octova

2.3.11 Purifikace y-laktamasy na kolon& s imobilizovanymi Ni** ionty

Vzorky byly slozeny ze 2 cCasti. V prvni Casti byl za vzorek povazovan bunécny
supernatant. Byla s nim provedena purifikace na niklové kolon¢ za pouziti roztokt ¢.1 a 2.
Druha c¢ast byla tvofena sedimentem, ktery byl nasledné promyt az do inkluzi. Zde byly

pouzity roztoky ¢. 4 a 5 s mo¢ovinou.

Prvni cCast, ktera byla promyta do supernatantu, byla pfipravena znamnoZzenych
bakterii, které byly nasledné zmrazeny a centrifugovany. Supernatant byl slit a vznikla
srazenina byla rozpusténa v A Pufru. Nésledné byla provedena sonace ultrazvukem a opét
centrifugace. Supernatant byl ulozen k naslednému vyuziti k purifikaci. Srazenina byla

rozsuspendovana v SA pufru a ulozena.

Druha ¢ast byla promyta do inkluzi. Vzorky byly sto€eny po 30 min pifi 11500 RPM a
4 °C. Ke srazening bylo pfidano 25 ml TA Pufru. Poté byly vzorky 3x po 30s sonikovany
ultrazvukem. Opét byly vzorky stoCeny, tentokrat 25 min pii 11500 RPM a 4 °C.

Supernatant byl uschovan a srazenina pouzita k purifikaci.

Inkluze po promyvani byly rozpustény v 16 ml mocovinového pufru (roztok ¢.3) a
inkubovany pifes noc pii laboratorni teplot¢ za stalého michani. Dalsi den byly
centrifugovany po dobu 12 min pti 13750 RPM a 25 °C. Srazenina byla rozsuspendovana
v destilované vodé a byl z ni odebran vzorek na elektroforézu SDS PAGE. Supernatant i
inkluze byly natedény pufrem (roztok ¢.4) na 40 ml. Kolona byla ekvilibrovana roztokem
¢.4 (C.1), poté byl Cerpan vzorek, oboji pii priatoku 1,5 ml/min. Roztokem ¢&.5 (€.2) byly
uvolnény proteiny z kolony gradientem 500 mM imidazolu. Po dobu 10-ti minut bylo
uvoliovano prvnich 5 % roztoku ¢.5 (¢.2). Naslednych 30 minut bylo uré¢enych k uvolnéni
5-100% roztoku €.5 (€.2). A dalsich 10 minut 100%. Odbéry frakci byly provadény kazdé 3
minuty do ¢istych zkumavek. Celkem bylo odebrano 15 frakci po 8 ml. Ze vsech frakci

byly odebrany vzorky na elektroforézu SDS PAGE.
Roztoky pouzité pii Purifikaci:

Roztok €.1: 20 mM TRIS, 200mM NaCl
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Roztok ¢.2: 20 mM TRIS, 200mM NaCl, 500 mM imidazol
Roztok ¢.3: 20 mM TRIS, 9M mocovina, 0,1% 2-merkaptoethanol
Roztok ¢.4: 20 mM TRIS, 8mM mocovina, 0,1% merkaptoethanol

Roztok ¢.5: 20 mM TRIS, 8mM mocovina, 0,1% merkaptoethanol, 500mM imidazol

2.3.12 Stanoveni aktivity enzymu y-laktamasy

Aktivita enzymu y-laktamasy byla stanovena pomoci ninhydrinového testu [12, [26].
V tomto testu reaguje ninhydrin s volnymi NH,- skupinami za vzniku modrofialového
zbarveni. Test je tedy pozitivni pro vSechny aminokyseliny s vyjimkou cysteinu, kde v
dusledku reakce ¢inidla s SH- skupinou vznika zbarveni oranzové. Naopak s amidovymi
skupinami dava test negativni reakci. Proto je mozné pouzit ho ke stanoveni amidasové
aktivity y-laktamasy, kde substratem je N-acetylfenylalanin. Samotny substrat dava reakci
negativni, ale po hydrolyze amidu a uvolnéni NH,- skupiny fenylalaninu je reakce
pozitivni.

Byl pfipraven zéasobni 0,4% roztok ninhydrinu ve vodé a zasobni roztok reakéniho
pufru 100 mM TRIS (pH~7). Reakéni smés byla piipravena smichanim 500 pl zasobniho
roztoku ninhydrinu, 450 pl reakéniho pufru a 50 pl vzorku testovaného na pfitomnost
aminokyselin s volnou NHy- skupinou. (V pfipadech, kdy mél vzorek vétsi objem, bylo
pouzito méné pufru — minimaln¢ 350 pl — jelikoz jeho pufraéni kapacita je dostate¢na.)

Smés byla zahtivana ve varici vodé 15-30 s.

Jako pozitivni kontrola testu byly pouzity Cisté aminokyseliny L-arginin (10 mg/ml),
L-glycin (10 mg/ml) a DL-fenylalanin (racemicka sm¢s fenylalaninu) (10 mg/ml). Jako
negativni kontrola byl pouzit N-acetylfenylalanin. Nasledné¢ byla provedena reakce se
vzorkem bunék z narostlé bakterialni kultury, a to nejdiive jako slepy pokus bez ptidavku
substratu N-acetylfenylalaninu a nasledné s jeho piidavkem v koncentraci (10 mg/ml).
Narostla bunécnd kultura obsahujici y-laktamasu byla odebrana a upravena tak, aby ji bylo
mozné pouzit k ninhydrinovému testu. K 500 pl zédsobniho roztoku ninhydrinu a 450 pl

reakéniho pufru bylo pfidano 50 pl bunééné kultury.
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3 VYSLEDKY

3.1 Amplifikace genu y-laktamasy pomoci PCR

Gen y-laktamasy byl amplifikovan (zmnozen) metodou PCR s vyuZzitim primerQ
obsahujicich $tépici mista restrikénich endonukleaz pouzitych pro klonovani do
pfisluSnych plasmidii. Reakce byla provadéna se dvéma riiznymi koncentracemi templatu,

kde templat ve 2. reakci byl 10x zfedén oproti templatu v 1. reakci.

2000 bp
1600 bp ———

Amplifikované geny

v-laktamasy

Obr. 12. Agarosova elektroforéza PCR produkti: 1. standard DNA (200, 400,
600, 800, 1000, 1200, 1600 bp), 2. standard DNA (2000, 2500, 3000, 4000, 6000,
8000, 10000 bp), 3. a 4. PCR produkt: amplifikovany gen y-laktamasy rozdélen na
2 podily.

Na obr. 9 je zobrazen vysledek agarosové elektroforézy. Vysledné PCR produkty jsou
vidét v drdhach 3 a 4. Z gelu je patrné, Ze jejich poloha mezi prouzky standardd o
velikostech 1600 a 2000 bp odpovida ocekavané velikosti 1700 bp. Dale je vidét, ze

koncentrace templatu neméla vyznamny vliv na mnozstvi produktu, které je v obou
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nespecifickych produktt, jejichz mnozstvi je vSak v obou reakcich relativné nizké.

PCR produkt byl izolovan agarosovou elektroforézou a extrahovan z gelu pomoci
izolaéni soupravy (Kitu). Izolované produkty byly analyzovany agarosovou elektroforézou

(obr. 10). Z obrazku je vidét dostatetné mnozstvi i Cistota obou vzork.

2000 bp

I1zol S templat
1600 bp zolované templaty

Obr. 13. Agarosova elektroforéza izolovanych produktii: 1. standard DNA (200, 400,
600, 800, 1000, 1200, 1600), 2. standard DNA (2000, 2500, 3000, 4000, 6000, 8000,
10000), 3. a 4. izolované PCR produkty

3.2 Restrikéni Stépeni vektori a inserta

PCR produkty byly upraveny st€penim pomoci restrikénich endonukleas pro klonovani
do dvou plasmidi pUCI19 a pET22b. Plasmid pET22b bude dale pouzivan jako expresni
vektor pro pfipravu rekombinantni y-laktamasy. Klonovani do plasmidu pUC19 mé pouze

pomocny vyznam. Tento konstrukt lze vyuzit v ptipadé, Ze se nedafi provést piimé
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klonovani do pET22b z dtvodu nizké ucinnosti St€peni PCR produktu restrik¢nimi

endonukleasami.

Bylo proto provedeno restrik¢éni Stépeni PCR produktu a plasmidu pET22b
restrikénimi endonukleasami Ndel a Xhol a zaroven restrik¢ni §tépeni druhého podilu PCR
produktu a plasmidu pUC19 restrik¢nimi endonukleasami EcoRI a Hindlll. Vsechny
Stépené vzorky DNA byly izolovany pomoci agarosové elektroforézy a izola¢niho kitu.

Izolované produkty byly zkontrolovany pomoci agarosové elektroforézy (obr. 11).

Stépeny produkt +
<«—— Pplasmid pET22b

Stépeny produkt +

2000 bp plasmid pET22b

1600 bp ' Nestépena y-laktamasa

Obr. 14. Agarosova elektroforéza izolovanych produkti: 1. standard DNA (200, 400,
600, 800, 1000, 1200, 1600), 2. standard DNA (2000, 2500, 3000, 4000, 6000, 8000,
10000), 3. y-laktamasa (EcoRI/HindlIl), 4. y-laktamasa (Ndel/Xhol), 5. pUC19
(EcoRI/Hindlll), 6. pET22b (Ndel/Xhol)

Prouzky V jednotlivych drahach odpovidaji svoji polohou piedpokladanym velikostem,
které jsou 1731 a 1743 bp pro inzert st€peny EcoRI a Hindlll, resp. Ndel a Xhol, 2635 bp
pro vektor pUC19 a 5364 bp pro vektor pET22b.
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3.3 Ligace a transformace

Inserty obsahujici geny y-laktamasy ligovany pomoci DNA-ligasy do plasmidi pUC19
a pET22b. Analogicky byly provedeny slepé pokusy bez inzerta.

Kompetentni buitky DH5a byly transformovany produkty jednotlivych ligaci véetné
slepych pokusti. Na kazdé z nich bylo okolo 40 kolonii kromé kontrolniho vzorku, ktery
byl negativni. Jako kontrolni vzorky byly pouzity vzorky s pUC19 a pET22b. Z n¢kolika

kolonii byla ptipravena plazmidovd DNA metodou minipreparace.

3.4 Minipreparace

Po minipreparaci bylo provedeno restrikéni $tépeni restrikénimi endonukledsami. V
ptipad¢ plasmidu pET22b byly pfidany endonukleasy Ndel a Xhol. Co se tyc¢e plasmidu
pUC19, tak k nému byly ptidany restrikéni endonukledsy EcoRI a Hind III. Pro kontrolu
ovéfeni pfitomnosti insertu byla provedena agarosova elektroforéza s fluorescencnim

indikatorem ethidium bromidem.

3.5 Exprese y-laktamasy

Rekombinantni y-laktamasa byla exprimovana v 3 x 0,5 1 LB média s ampicilinem.
Ptitom byla kazdych 30 minut métena jejich opticka hustota pii 600 nm (ODggo) az do
dosazeni hodnoty cca 1,0 (Tab. 1).

Tab. 1. Hodnoty ODggo pii nartstu kultury ¢. 1 pfed indukei, které byly méfeny kazdych 30
min

30 min 60 min 90 min 120 min

)¢
-

vz. €. 0,1 0,21 0,44 0,94

Poté byl zrostouci kultury odebran vzorek o objemu 10 ml do sterilni plastové
zkumavky, ktery byl dale kultivovan bez indukce IPTG jako slepy pokus pro ucely
porovnani ristovych kiivek indukované a neindukované kultury. Hlavni ¢ast kultury byla
indukovana IPTG do finalni koncentrace 1 mM. Hodnoty optickych hustot obou kultur

byly méfeny v intervalech po 1 hodin¢. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 2.
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Tab. 2. Hodnoty OD kultury ¢.1 méfené kazdych 60 min po indukci

vz.C.1 180 min 240 min
Kultura indukovana IPTG 0,98 1,49
Kultura neindukovana IPTG (slepy pokus) 1,64 2,3

1,5 1

As00

0,5 - )
zaindukovani

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 180 min 240 min

t [min]

Obr. 15._Rustova kiivka kultury bakterii ¢.1 exprimujici y-laktamasu. Modra kiivka
zobrazuje narist kultur od zaokovani do zaindukovani. Zluta kfivka zobrazuje nartist
kultur, které byly ponechany bez induktoru IPTG (slepy pokus). RUzova kiivka naopak

narust s obsazenym induktorem IPTG.

Po ukonceni exprese y-laktamasy byla provedena destrukce bunék ultrazvukem a byly
odebrany vzorky na elektroforézu SDS PAGE, ktera byla provedena pro srovnani vzorki
bakterialnich kultur pied indukei a po indukci a vzorkl sedimentu a supernatantu bunék po

sonikaci. Gel z elektroforézy je zobrazen na obr. 16.
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1. 2 3. 4 5 6
y-laktamasa
y-laktamasa
60 kDa
40 kDa
Degradacni
Degradacni produkt -
produkt y- laktamasy
laktamasy

Obr. 16. Elektroforéza y-laktamasy s his-tagem — indukce. 1. y-laktamasa pfed indukci,
2. y-laktamasa po indukci, 3. y-laktamasa pied ultrazvukem, 4. y-laktamasa srazenina
po ultrazvuku, 5. y-laktamasa supernatant po ultrazvuku, 6. Protein marker (60, 40, 30,
20, 10 kDa),

Z obrazku je vidét, ze exprese y-laktamasy je velmi slaba a neni ani pfili§ jasné, zda k ni
vibec dochdzi. Zelena Sipka oznacuje prouzek, ktery by mohl pattit y-laktamase, protoze se
na rozdil od jinych vyskytuje v indukované kultuie s podstatné vyssi intenzitou nez v
kultufe neindukované. U tohoto prouzku ptiblizné¢ souhlasi i molekulova hmotnost, jejiz
teoreticky zjisténa hodnota pro y-laktamasu s histidinovou kotvou je 62685 Da. Na obrazku
je dale cCervenou Sipkou oznaCen i1 prouzek proteinu, ktery je moznym degradacnim
produktem y-laktamasy obsahujici spravny C-konec, ale majici od$tépeny N-konec. Tato
hypotéza prameni z pozorovani, Ze protein této velikosti pravdépodobné obsahuje sekvenci
histidinové kotvy, protoze pozorujeme jeho zachyt v afinitni chromatografii na koloné

s imobilizovanymi nikelnatymi ionty, jak bude popsano v nasledujicim odstavci.

Z elektroforézy je dale patrno, Ze oba oznacené proteiny, které by mohly odpovidat

kompletni y-laktamase nebo jejimu degradaénimu produktu, zistavaji spiSe v peleté po
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odstfedéni bun¢k po sonikaci nez v bunééném supernatantu, takze jsou pravdépodobné

deponovany v bunice ve form¢ inkluznich télisek.

3.6 Cisténi y-laktamasy chromatografii na koloné s imobilizovanymi
Ni®* ionty

Buné¢ny supernatant ziskany destrukci narostlych bakterialnich kultur byl zfedén a
podroben chromatografii na koloné s imobilizovanymi Ni** ionty. Jako prvni byl k nému
pfidan roztok ¢.1. Ten byl ¢erpan pies niklovou kolonu, ve které se vzorek zadrzoval. Po
vyCerpani roztoku ¢.1 byl pouzit roztok ¢.2, ktery postupné vymyval niklovou kolonu a
diky tomu bylo mozno odebirat vzorky do jednotlivych zkumavek. VSechny vzorky v
jednotlivych zkumavkach byly podrobeny kontrole pomoci elektroforézy. Vysledky jsou
zobrazeny v obrazcich (Obr. 17, Obr. 18)

1. 2. 3. 4 5 6. 7. 8 9 10. 11. 12.

| b o
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60kDa —> wm

Obr. 17. Purifikace y-laktamasy na niklové koloné. Prvni ¢ast elfa. 1. Protein
marker (60, 40, 30, 20, 10 kDa), 2. y-laktamasa supernatant, 3. y-laktamasa
srazenina, 4. FT po purifikaci, 5.-12. Gradient frakce ¢. 2-9
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60 kDa

40 kDa

Obr. 18. Purifikace y-laktamasy na niklové kolong. Druha ¢ast elfa.
1. Protein marker (60, 40, 30, 20, 10 kDa), 2.-7. Gradient frakce ¢.
10-15

Z gelli je vidét, Ze zadny protein velikosti y-laktamasy se na koloné nezachytil a nebyl
Z ni ani eluovan. Eluovany byly jen nékteré nespecificky zachycené proteiny, které ale svou
velikosti y-laktamase neodpovidaji. Je tedy pravdépodobné, Ze se y-laktamasa uklada

Vv bunikach ve formeé inkluznich télisek.

Proto byl proveden pokus o izolaci y-laktamasy z inkluznich télisek, a to jednak pro

prokazani jeji ptitomnosti v bakterialni kultute, jednak pro pfipadné provedeni renaturace.

Ze sedimentu byly promyty inkluze. Jediny rozdil oproti pfedchozi chromatografii bylo
Vv pouziti rozdilnych roztoku. Pti Cerpani byl pouzit roztok ¢. 4: 20 mM TRIS, 8 mM
mocovina, 0,1% ME a k promyvani roztok ¢. 5: 20 mM TRIS, 8 mM mocovina, 0,1% ME,
500 mM imidasol.
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Obr. 19. Purifikace y-laktamasy na niklové koloné v mocoving. Prvni ¢ast elfa. 1. Protein
Marker (60, 40, 30, 20, 10 kDa), 2. y-laktamasa — supernatant po 3x ultrazvuku. 3. y-
laktamasa — supernatant po 6x ultrazvuku. 4. y-laktamasa — supernatant, 5. y-laktamasa —
srazenina (ze 14.9.2011), 6. vy-laktamasa — Ft po purifikaci, 7-9. y-laktamasa

z chromatografie vz. ¢. 3-5.

1. 2. 3. 4 5 6. 7.8 9 10 11

60 kDa
Degradacni
40 kDa orodukty -
laktamasy

Obr. 20. Purifikace y-laktamasy na niklové kolon¢ v mocovin€. Druha ¢ast elfa. 1.
Protein Marker (60, 40, 30, 20, 10 kDa), 2.-11. y-laktamasa z Chromatografie vz. ¢.
6-15
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Z gelti vyplyva, ze se podafilo v dostatecném mnozstvi izolovat protein o relativni
molekulové hmotnosti 40-45 kDa, ktery ale svou velikosti neodpovida y-laktamase.
Protoze se ale na koloné zachytil ve znaéném mnozstvi a doslo k jeho vyznamnému
nacisténi, je pravdépodobné, ze obsahuje sekvenci histidinové kotvy a jedna se tedy o C-
koncovy fragment y-laktamasy vznikly St€penim bakteridlnimi proteasami. Tuto hypotézu
by ale bylo tfeba potvrdit analyzou pfislusného prouzku z gelu metodou hmotnostni
spektrometrie piislusného prouzku z gelu, coz se uz ale vramci této bakalarské prace

nepodafilo realizovat.

3.7 Stanoveni aktivity enzymu y-laktamasy

Jako prvni byl proveden test ucinnosti reakce ninhydrinu. Pied povafenim byly
vSechny 3 vzorky beze zmény, jen arginin po pfidavku ninhydrinu mirné zezloutnul. Po 1
minuté vafeni byly viditelné barevné zmény roztokd. JelikoZ je pozitivni test alfa-
aminokyselin podle ¢lankti dokdzan barevnou zménou do modra az fialova [26], byly
roztoky s Glycinem a Argininem prohlaSeny za pozitivni. Jakékoliv ostatni zbarveni
znamena negativni test [26]. Roztok s Cysteinem byl zbarven do bézové az oranzové

barvy, tudiz byl prohlaSen za negativni.

Podobny test byl proveden i s dalsimi vzorky, tentokrat ale pro dikaz aktivity enzymu
v-laktamasy. V jednom z nich bylo 50 pl bunék obsahujici enzym y-laktamasy. Po ptidani

500 pl ninhydrinu a po povateni byly v§echny vzorky negativni.
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DISKUSE

Expresni systém (+) y-laktamasy z Comamonas acidovorans byl jiz diive piipraven v
bakalaiské praci M. Magyerkové [18]. Tento expresni systém obsahuje prostou sekvenci
enzymu Ccitajici 575 aminokyselin, kterd neni fuzovéna s zddnymi dal§imi proteinovymi
sekvencemi usnadiiujicimi izolaci y-laktamasy. Vzhledem k tomu, ze exprese y-laktamasy
dosazend ve vySe uvedené praci byla velmi nizkd a prakticky znemoznovala purifikaci
enzymu, rozhodli jsme se pfipravit expresni systém pro produkci fuzniho proteinu s N-
koncovou histidinovou kotvou, tedy sekvenci Sesti histidind. Tato sekvence umoziuje
selektivni  zachyceni proteinu v metod¢ afinitni chromatografie na koloné

s imobilizovanymi Ni** ionty.

Diive pfipraveny expresni vektor pET22b obsahujici sekvenci y-laktamasy byl pouZit
jako templat pro PCR reakci. V této reakci byly pouzity primery obsahujici sekvenci N-
koncové histidinové kotvy a dvé dvojice restrikénich mist pro subklonovani do dvou
plasmidd, pomocného plasmidu pUC19 a expresniho plasmidu pET22b. Pouziti dvou
plasmidi sice neni pro dosaZeni naseho cile nezbytné, nicméné pouziti pomocného
plasmidu je vhodnou pojistkou proti eventudlnim komplikacim pfi klonovani do plasmidu
expresniho. V nekterych ptipadech se totiz stava ze St€peni restrikénimi endonukleasami
pouzitymi pro klonovéani do expresniho plasmidu neni dostate¢né U¢inné, coz spolecné
s niz§i UCinnosti transformace bakteridlnich bun¢k timto plasmidem mulZe zpUsobit, Ze
pocet kolonii, narostlych na Petriho miskach s agarem, je velmi nizky, nebo 1 nulovy.
Naopak pouziti plasmidu pUC19 a restrikénich endonukleas EcoRI a HindIII obvykle timto
nedostatkem netrpi. Zaklonovany insert potom muizZe byt po izolaci plasmidu vyStépen

S podstatn¢ vyssi ucinnosti a subklonovan do expresniho plasmidu pET22b [27].

Klonovéani genu y-laktamasy tedy bylo provedeno obéma uvedenymi zplsoby a
nékolik klond obou typt konstruktu, odvozenych jak od pUC19 tak od pET22b, bylo
poslano do sekvenc¢ni laboratofe k provedeni sekvenéni analyzy. Tato analyza potvrdila
spravnost nékolika klonti obojiho typu. K experimentiim tykajicim se exprese proteinu byl
tedy pouzit jeden z ovéfenych kloni expresniho vektoru pET22b se zaklonovanym genem

v-laktamasy.

Exprese vy-laktamasy s C-koncovou histidinovou kotvou byla provadéna v
bakterialnich bunkach E. coli kmene BL21(DE3)RIL. Bakterialni kultura byla indukovana
induktorem IPTG, ale jeji ¢ast byla ponechana jako slepy pokus bez indukce. U obou kultur
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byla métena opticka hustota pti 600 nm z pribéhu i1 na konci nartstu. Z vysledku vyplyva,
ze konecna optickd hustota indukované kultury byla pfiblizné 1,5x nizsi nez u kultury
neindukované. To je v souladu s predpokladem, ze v indukované kultufe dochazi k expresi
rekombinantniho proteinu. Exprese v pouzitych bunikach je totiz fizena silnym
bakteriofAgovym promotorem, a proto v podstatné mife vycCerpava biosynteticky aparat

buriky. Proto je samotny rast bakterii pomalejsi.

Exprese y-laktamasy v E. coli byla vyhodnocena pomoci SDS PAGE elektroforézy
porovnanim proteinového obsahu bakterialnich bunék ptfed indukci a po indukci. Z této
analyzy vyplynulo, ze y-laktamasa je v burnikach produkovana dosti slabé, protoze prouzek,
ktery ji velikostn€¢ odpovidal, byl sice pfitomen v buiikach po indukci, zatimco v buikach
pfed indukci chybél, ale jeho intenzita byla velice slaba. Proto ani neni mozné expresi

jednoznacné potvrdit.

Nizka exprese proteinu mize svéd¢it o tom, Ze produkovany protein je aktivni a jeho
amidasova aktivita ptisobi na bakterie toxicky. To mtize zpomalovat jejich narust, jakoz i
samotnou expresi proteinu. Tento jev byl pozorovan i v pfedchozi praci u konstruktu bez
histidinové kotvy, kde byla navic sledovana i exprese z nespravného expresniho vektoru
obsahujiciho pouze ¢ast genu y-laktamasy. Exprese tohoto fragmentu je relativné vysoka,
coz je asi zpusobeno jeho pravdépodobnou neaktivitou a tedy i netoxicitou. Naopak
exprese kompletni y-laktamasy byla v této praci nizkd, coz bylo pozorovéano i v nasich

experimentech.

Prestoze exprese y-laktamasy byla velmi nizka, pokusili jsme se o jeji izolaci. Nejdiive
jsme se snazili izolovat protein z bunééného supernatantu po destrukci bakterialnich bunék.
Ziedény bunéény supernatant byl nanesen na kolonu s imobilizovanymi Ni** jonty a
zachycené proteiny byly eluovany gradientem imidazolu. Frakce byly analyzovany pomoci
SDS PAGE elektroforézy. Na gelu ovSem nebyly pozorovatelné zadné vyrazné prouzky
odpovidajici svou velikosti y-laktamase. VétSina proteind pfitomnych ve vzorku
nanaSeném na kolonu protekla bez zachyceni, z kolony pak bylo eluovano pouze nékolik
proteinti, zachycenych pravdépodobné nespecificky, které y-laktamase svou velikosti
neodpovidaji. To mize svédcit bud’ o nedostate¢ném zachyceni enzymu na nosici, nebo o

tom, Ze enzym je nerozpustny a uklada se v bunkach ve form¢ inkluznich télisek.

Vzhledem k moznosti ukladani y-laktamasy v inkluznich téliskach byl proveden pokus

0 jeji izolaci z tohoto materialu a naslednou renaturaci. Inkluze byly rozpustény v pufru
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obsahujicim 8M mocovinu jakozto chaotropni cinidlo. V tomto prostfedi pak byla
provedena afinitni chromatografie na koloné s imobilizovanymi nikelnatymi ionty. Po eluci
zachycenych proteinii z kolony bylo ziskano nékolik frakci, které obsahovaly velké
mnozstvi vyrazné naciSténého proteinu o relativni molekulové hmotnosti v rozmezi 40-45
kDa. Tato velikost je ovSem podstatné niz$i nez je predpokladano u y-laktamasy. Protoze
vSak sekvence histidinové kotvy neni ve vlastnich proteinech E. coli pfitomna, je
pravdépodobné, ze zachyceny protein je C-koncovym fragmentem vy-laktamasy, ktera
ztratila sviij N-konec v dusledku odstépeni nékterou bakterialni proteasou. Tuto hypotézu
by ale bylo tfeba potvrdit charakterizaci trypsinovych §tépi tohoto proteinu metodou

hmotnostni spektrometrie, coz se z ¢asovych divodi nepodatilo uskutecnit.

Vzhledem k tomu, Ze y-laktamasa je s dosti zna¢nou pravdépodobnosti produkovana
jako fragment vznikly proteolytickym $tépenim piimo pii nartstu v bakteriich, je tfeba
zkontrolovat, zda je tento fragment pozorovatelny uz pii narastu bunék. Na obr. 12 na str.
37 jsou pozorovatelné prouzky proteini o velikosti diskutovaného fragmentu, ale tyto
prouzky jsou pfitomny jak v bunkach pfed indukei, tak po indukci. To miize mit vice
vysvétleni. Bud'to tyto prouzky patii vlastnim proteiniim z E. coli a fragment y-laktamasy
neni pfitomen nebo je jimi prekryt, nebo dochazi k expresi y-laktamasy uz pred indukci. To
se u nékterych proteint stava, ale v pfipad€ expresnich plasmidi pET nebyva tento jev
prilis silny. Koneéné je také mozné, ale nepiilis pravdépodobné, Ze ke $tépeni y-laktamasy
dochazi az po ukonceni narGstu nebo v procesu destrukce bunék a vede ke srazeni
vzniklého fragmentu. V tomto poslednim piipadé by bylo mozné degradaci omezit

pfidavkem inhibitord proteolytickych enzym?.

Exprese a purifikace y-laktamasy z Comamonas acidovorans v E. coli byla jiz dfive
publikovana [5, [17]. V téchto pracich jsou pouzity mirn¢ odliSné expresni systémy, navic
y-laktamasa neni znacena histidinovou kotvou. V publikaci [5] je provadéna exprese za
nizsi teploty, bakterie jsou navic kultivovany ve velkoobjemovém fermentoru. Gonsalvez a
spol. [17] bliz§i podminky exprese neuvadeji. V obou c¢lancich je ale konstatovana dobra
exprese a nasledna ucinna purifikace y-laktamasy. V ur¢itém rozporu s tim je fakt, ze ani
jedni autofi neuvadéji zadny obrazek gelu z SDS PAGE elektroforézy, jimz by prokazali
Cistotu proteinu, ani zadnd presnd data o mnozstvi vyprodukovaného proteinu. To je
pon¢kud piekvapivé zejména u prace [5], kde je protein produkovan v poloprimyslovém

mefitku.
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Dalsi nesrovnalosti v publikovanych ¢lancich [5, [17] je pozorovana molekulova
hmotnost exprimovaného proteinu. Gonsalvez a spol. [17] sice detailné nepopisuji svij
expresni plazmid, pouze konstatuji jeho ziskéni od firmy Chirotech Ltd., ale je mozné
predpokladat, Zze se jedna o plazmid vyvinuty autory Taylor a spol. [5], protoze jde o
stejnou vyzkumnou skupinu. Obé skupiny autord vSak uvadéji rozdilnou pozorovanou
molekulovou hmotnost monomeru y-laktamasy, podle Taylora a spol. [5] je 53-55 kDa
(adaj z SDS PAGE), zatimco Gonsalvez a spol. [17] naméfili pomoci hmotnostni
spektrometrie 44294 Da. K tomu je navic tfeba dodat, ze teoreticka molekulova hmotnost
je 61 kDa. TiebaZze tedy neni pfesné znamo, z jakych expresnich plazmidi byly oba
proteiny exprimovany, je mozné, ze se také jednalo pouze o fragmenty y-laktamasy. Kratsi
z obou popisovanych fragmentii svoji molekulovou hmotnosti odpovida tomu, ktery byl
izolovan 1 inkluznich télisek 1 v naSem eXperimentu. Delsi fragment by mohl odpovidat
proteinu, ktery je v nasi chromatografii pfitomen spolecné s fragmentem krat$im, ale

V podstatné mensi mife.

Za pozornost stoji také poznamka autort Taylor a spol. [5], Ze exprese proteinu
nevyzadovala indukci IPTG. Pfitom v jejich expresnim systému je exprese genu fizena
laktozovym promotorem, stejné jako v naSem systému. V nasem experimentu jsme sice
pozorovali zvySenou intenzitu prouzku odpovidajiciho kompletni y-laktamase v buiikach
po indukci oproti buitkdm pied indukci, ale 1 pfed indukci je v tomto misté pozorovatelny
prouzek. Pokud bychom navic pfijali hypotézu o degradaci y-laktamasy na zkracené
fragmenty, pak tyto pozorujeme v dostate¢né intenzité pied i po indukci. To by mohlo
znamenat, ze 7y-laktamasa, produkovand uz i ve stopovém mnozstvi, pusobi v téchto

expresnich systémech jako induktor, coz nam komplikuje interpretaci vysledkd.

V obou citovanych publikacich popisuji autofi jimi vyprodukovanou y-laktamasu,
jakkoli jsou jejich produkty vzajemné ruzné, jako aktivni a exprimovanou jako rozpustny
protein. Nami izolovany fragment byl nalezen v inkluznich téliskach, tedy v denaturované
form&. To mize byt dano pfili§ prudkou expresi, ponévadz narozdil od obou citovanych
praci jsme pouzili expresni systém se siln€jSim promotorem a provadéli expresi za teploty
37 °C, zatimco Taylor a spol. [5] za 25 °C. Podminky exprese by tedy bylo zadouci jeste

optimalizovat.

Vsechny uvedené¢ hypotézy je ale tfeba potvrdit nebo vyvratit pomoci dalSich

experimentt, které uz z ¢asovych divodu nemohly byt provedeny v ramci této bakalarské
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prace. V prvni fadé je nutné ovéfit identitu fragmentu izolovaného z inkluznich télisek
pomoci hmotnostni spektrometrie. Bude-li tento protein opravdu fragmentem y-laktamasy,
je mozné dale upravovat podminky jeho exprese a purifikace tak, aby byl produkovan jako
rozpustny protein a mohla byt zméfena jeho enzymova aktivita. Podafi-li se identifikovat
jeho N-konec, je mozné pokusit se mutaci aminokyselin okolo mista $tépeni degradaci

proteinu omezit.

v-laktamasa z Comamonas acidovorans byla pro nas ucel zvolena z toho divodu, zZe
byla v literatufe popsana jeji produkce ve vétsim nez laboratornim méfitku a pouzité
metody se jevily vhodné i pro nas projekt. Nicméné vzhledem k problémam, které ptiprava
tohoto enzymu piindsi, a nejasnostem V literarnich zdrojich, by mohlo byt nakonec
vhodné&jsi zaméfit se na nékterou jinou y-laktamasu, naptiklad termostabilni y-laktamasu ze
Sulfolobus solfataricus. Jeji produkce a charakterizace je v literatufe rovnéz popsana [8,
[15] a tento enzym se jevi jako strukturné jednodu$$i a v mnoha ohledech méné
problematicky nez ndmi studovana y-laktamasa. Vyhodou by navic mohla byt i jeho

termostabilita.
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ZAVER
Cilem této bakalaiské prace bylo pfipravit novy expresni systém pro expresi (+)y-
laktamasy z Comamonas acidovorans v E. coli tak, aby byl tento enzym produkovan ve

fazi s C-koncovou histidinovou kotvou (sekvenci 6 histidintl). Dal$im cilem bylo otestovat

expresi tohoto proteinu a pokusit se o jeho izolaci.

Prvniho z cilt, pfipravy expresniho systému, bylo dosazeno v plném rozsahu. Expresni
plazmid na bazi vektoru pET22b byl pfipraven ligacnim spojenim tohoto vektoru s genem
y-laktamasy tak, aby byl protein pii expresi prodlouzen o sekvenci histidinové kotvy
nachézejici se na plazmidu. Jako zdroj genu byl pouzit diive pfipraveny expresni systém,
ktery poskytoval y-laktamasu samotnou, tedy bez histidinové kotvy. Spravnost sekvence

ziskaného konstruktu byla potvrzena sekvenc¢ni analyzou.

Druhého z cilli, otestovani exprese a pokusu o izolaci proteinu, bylo dosazeno jen
¢astecné. y-laktamasa byla exprimovana v E. coli, pficemz jeji produkce byla nizka a ne
zcela ztetelnd. Pii pokusu o izolaci enzymu, jakozto rozpustného proteinu z bunééného
supernatantu, se ho nepodafilo zachytit a nasledné eluovat z kolony s imobilizovanymi
nikelnatymi ionty v prokazatelném mnozstvi. Navic pfi testovani jeho aktivity vuci N-
acetylfenylalaninu se vSechny testované frakce jevily jako negativni. Naopak pfi pokusu o
izolaci y-laktamasy z inkluznich télisek se na stejné koloné podafilo vyznamné nacistit
protein, jehoz molekulova hmotnost v§ak byla nizsi, nez ma klonovana y-laktamasa. Mohlo
by se tedy jednat o produkt degradace y-laktamasy bakteridlnimi proteasami, ktery je

zkracen z N-konce, ale obsahuje C-koncovou histidinovou kotvu.

K potvrzeni této hypotézy je vSak potieba provést dalsi experimenty, zejména hmotnostni
spektrometrii tohoto proteinu. V piipadé pozitivnich vysledkl je pak mozno pokracovat
v dalSich experimentech za ucelem ziskani aktivniho enzymu. V opa¢ném piipadé by bylo

vhodné pokracovat v projektu s y-laktamasou z jiného mikroorganismu.
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