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Abstract

y-lactamase is an enzyme clearing five-membered lactam  cycles.
Polyvinylpyrrolidone (PVP) is one of its potential substrates. Degradation of PVP by v-
lactamase is being studied due to its eventual use in waste-water purifying plants. The aim
of the work was to prepare a synthetic gene from the bacterium Comamonas acidovorans
and to clone it into the expression vector pET22b. PCA method was used for the synthesis
of the y-lactamase gene. 1725 bp long sequence of the y-lactamase gene was split into two
parts (synthons) which were synthesized individually. After the synthesis restriction
cleavage and ligation to the vector pUC19 were performed. Competent cells E. coli, strain
DH5a, were transformed by the obtained construct. After the sequence confirmation both
synthons were cleaved by restriction endonucleases and connected by single-step ligation
to the plasmid pET22b. Expression bacterial cells E. coli, strain BL21(DE3)RIL, were
transformed by the recombinant plasmid containing the connected synthons and expression
of the recombinant y-lactamase was tested. Sequence of the clone producing a protein of
the expected length was confirmed by sequencing analysis. The prepared plasmid will be

used for the expression of recombinant y-lactamase. (In English)



Abstrakt

y-laktamasa je enzym Stépici péticlenné laktamové cykly. Jednim z jejich
potencidlnich substratli je polyvinylpyrrolidon (PVP). Degradace PVP y-laktamasou je
zkoumadna s ohledem na vyuZiti v €istirnach odpadnich vod. Cilem této prace proto bylo
pfipravit synteticky gen y-laktamasy z bakterie Comamonas acidovorans a provést jeho
klonovani do expresniho vektoru pET22b. Pro syntézu genu y-laktamasy byla pouZzita
metoda PCA. Sekvence genu y-laktamasy o délce 1725 bp byla rozdélena do dvou casti
(syntonll), které byly syntetizovany samostatné. Po syntéze bylo provedno restrikéni
Stépeni a ligace do vektoru pUCI19. Takto pfipravenymi konstrukty byly transformovény
kompetentni buiiky E. coli kmene DHS5a. Po ovéieni spravnosti sekvenci byly oba syntony
vystépeny restrikénimi endonukleasami a spojeny jednokrokovou ligaci do plazmidu
pET22b. Rekombinantnim plazmidem obsahujicim spojené syntony byly transformovéany
expresni bunky E. coli kmene BL21(DE3)RIL a byla testovdna exprese rekombinantni 7y-
laktamasy. Sekvence klonu produkujicio protein odpovidajici délky byla potvrzena
sekven¢ni analyzou. Pfipraveny expresni plazmid bude pouZit pro produkci rekombinantni

v-laktamasy. (In Czech)



1. Uvod

1.1 y-laktamasa

y-laktamasa je enzym, ktery je schopen Stépit péticlenné laktamové cykly. (y-
laktamem oznaCujeme péticetny cyklicky amid. Obecné o, P, y-laktamy oznacujeme
cyklické amidy tiicetné, CtyfCetné a péticetné.) Tento enzym je dlouhodobé predmétem
vyzkumu zejména s ohledem na jeho stereospecifické Stépeni 2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-
en-3-onu, coZ je bicyklickd laktamova sloucenina, kterd se vyuZivd pro syntézu
karbocyklickych nukleosidov [2]. Karbocyklické nukleosidy jsou analogy nukleosid

piirodnich, které maji ribosovy zbytek nahrazen cyklickou strukturou obsahujici pouze

uhlikové atomy [6].

=L
r
-— M HH

Obr. 1 Karbocyklicky nukleosid Carbovir, obsahujici cyklicky zbytek pouze uhlikovymi atomy [5]

Tyto se Casto pouZivaji jako prekurzory 1éCiv, zejména antivirotik.

1.1.1 Stereospecifita y-laktamasy
Vyuziti y-laktamasy spociva ve stereospecifickém Stépeni 2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-

en-3-onu. ProtoZe ziskdvani izolovanych enantiomerli organickou syntézou nenfi
ekonomicky vyhodné, je vhodnou metodou dé€leni racematu stereospecifické enzymatické

Stépeni nezddouciho enantiomeru, pficemz druhy, Zadouci, ziistane nedotcen.
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Obr. 2 Enantiomerni formy y-laktamu 2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu. a) (+)-y-laktam; b) (-)-y-

laktam

Tato reakce je dulezitd pro pramyslové vyuZiti, protoZze opticky Cisty enantiomer
[1(R),4(S)], oznaCovany téZ (—), mlize byt pouZit jako stavebny blok pro syntézu nékterych
1é¢iv, napt. pripravek proti HIV Carbovir nebo piipravek proti herpesvirim. Proto je
primyslové vyuZzivdna takovd forma vy-laktamasy, kterd Stépi enantiomer [1(S),4(R)],

oznacovany jako (+) ((+)y-laktamasa). Funkce (+) y-laktamasy je zndzornéna na obr. 3.

8] (o]

{ 1) 1-lactamase + NH;
H H b
racemic y-lactam (=} y-lactam (+ ) amino acid

Obr. 3 Stereospecificka katalyticka reakce (+) y-laktamasy. Vznik4 Zadouci produkt (-) y-laktam,

pfiCemZ enantiomer (+) y-laktam je (+) y-laktamasou rozstépen [1].

Gama laktamasa byla nalezena pomoci screeningu bakteridlnich kment za pouziti N-
acetyl-L-fenylalaninu jako jediného zdroje uhliku. Timto zpisobem byly identifikovany
kmeny produkujici enzymy s amidasovou aktivitou. Tyto kmeny byly ndsledné testovany

na pritomnost gama laktamasové aktivity [2].
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v-laktamasa byla izolovana v riznych formach podle své stereospecifity. Z bakterie
rodu Rhodococcus a byla izolovdna forma oznaCovand jako ENZA1 Stépici
stereospecificky (—)-enantiomer a z bakterie Pseudomonas solanacearum forma ENZA20
Stépici (+)-enantiomer 2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu [3]. Déle byly izolovany variant

ENZA22 z Pseudomonas fluorescens (+) a ENZA 25 z bakterie rodu Aureobacterium.

1.1.2 Izolované formy (+) y-laktamasy

Primyslového vyuziti dosdhla (+) y-laktamasa z Pseudomonas cepaecia. Tento
enzym se vSak ukdzal byt vizolované form€ velmi nestabilni a pro ucely katalyzy
v prumyslovém méfitku prakticky nepouzitelny. Proto byl pro piipravu cCistého ( —) -
laktamu vyvinut katalyzator na bazi celych bakteridlnich bunék. JelikoZz vSak mél fadu
nedostatkl plynoucich zejména z postupné lyze bunék, bylo stile Zddouci hledat stabilnéjsi
enzym, ktery by byl pouzitelny v katalytickém procesu v Cisté form€. Nakonec byla
objevena stejnymi metodami screeningu, které byly pouzity pfi identifikaci enzymu
puvodniho, (+) y-laktamasa z bakterie Comamonas acidovorans. U této y-laktamasy byla

prokdzdna termostabilita zachovavajici polovicni aktivitu po 4-hodinové inkubaci v 60 °C.

Tato stabilngj$i forma (+) y-laktamasy se sekvencné Castecn€ shoduje s nékterymi
hydrolytickymi enzymy, napi. ze 63% se shodovala s formamidasou z Methylophilus
methylotropus a z 56% s acetamiddzou z Mycobacterium smegmatis. Naopak nema tém¢t
Zadnou sekven¢ni homologii s B-laktamasou. (+) y-laktamasa z Comamonas acidovorans
vSak narozdil od uvedenych enzymii neobsahuje sekvenci tzv. 'amidasového podpisu'
GGSS(S/G)GS, coz je konzervativni konsensus sekvence vlastni ostatnim amidasam. (+) y-
laktamasa proto patii do odlisné skupiny hydrolytickych enzymii. Pro tuto skupinu
enzymu dosud neexistovala tfi-dimenziondlni struktura. S vyuZitim rentgenové difrakce se
predbezné zjistilo, Ze nativni struktura (+) y-laktamasy je tetramer. Poznani této struktury
bylo pifinosné pro ziskani informaci o jeji pfibuznosti s ostatnimi amidasovymi enzymi

[1,2,3].
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Obr. 4 Struktura y-laktamasy ziskana z Delftia acidovorans [30]

1.1.3 Termostabilni y-laktamasa

Termofilni y-laktamasa byla izolovana z archebakterie Sulfolobus solfataricus MT4.
Jeji polocas Zivota je pii 80°C 25 hodin. Pfi porovnani s amidasami z jinych bakterii méla
41-44% sekvencni identitu. Jednd se o amidasu obsahujici konsensus sekvenci
amidasového podpisu GGSS(S/G)GS, a to v misté¢ 173-179, patii tedy do jiné rodiny
enzymu neZ y-laktamasa z Comamonas acidovorans. Nejvyssi aktivitu ma k substratu (+)
2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu, zatimco (—) enantiomer neStépi. Je aktivni i vici
dalsim amidovym substratim, ale aktivita klesd s obsahem alkylovych skupin. Jedna se

tedy rovnéz o (+) y-laktamasu, kterd je pro svou termostabilitu dobie komer¢né vyuZitelna.

1.1.4 Rekombinantné pripravené y-laktamasy
y-laktamasy z Comamonas acidovorans i Sulfolobus solfataricus byly pfipraveny
rekombinantné v E. coli. V obou piipadech byla y-laktamasa izolovdna jako rozpustny
protein z bunécného supernatantu po rozrusni bunék a odstfedéni. Prvnim krokem izolace
bylo vysolovani pomoci (NH4)2SO4, dédle hydrofobni chromatografie a gelova
chromatografie. V pfipad¢ vy-laktamasy z Comamoas acidovorans byla mezi oba

chromatografické kroky zatfazena jesté¢ chromatografie na ménici anionti [2,3]. .
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1.1.5 Stanoveni aktivity y-laktamasy
Aktivitu y-laktamasy lze stanovit vice zptusoby. Bud’ miize byt pouZito specifického

stanoveni Stépeni (+) 2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu, nebo lze stanovovat obecnou
amidasovou aktivitu enzymu [2,3]. Vprvnim pitipadé je vznikajici reakéni produkt
stanovovan pomoci HPLC, vdruhém je detekovan vznikajici amoniak fenol-
hypochloritovou metodou [33]. Popsdna byla také stanoveni dalSich aktivit, které v-
laktamasy mohou mit, napf. aktivita benzamidasova, nitrilasova a nitrilhydratasovd, a také

synthasova aktivita syntézy hydrazidu kyseliny benzoové z benzamidu a hydrazinu [4].

1.2 Polyvinylpyrrolidon
Polyvinylpyrrolidon (PVP) je homopolymer N-vinyl-2-pyrrolidonu, ktery se

pfipravuje radikdlovou polymeraci monomeru.

a) b)

N

N

CH2 n

Obr. 5 Struktura monomeru N-vinyl-2-pyrrolidonu a homopolymeru N-vinyl-2-pyrrolidonu [31]. a)

monomer, b) homopolymer

Poprvé byl syntetizovan Walterem Reppem v Némecku v roce 1930 [7,8,9]. Byva
oznacovan i fadou dalSich ndzvl, napt. povidon, polyvidon nebo krospovidon, komercné
se prodava pod nazvy Luvitec, Kollidon, Plasdone a dalsimi. PVP obsahuje y-laktamovy

kruh, proto je moZnym substratem y-laktamasy.

PVP je rozpustny ve vod€ a poldrnich rozpoustédlech. Je biologicky inertni,
netoxicky a stabilni v Sirokém rozsahu teplot a pH. V pevném skupenstvi ve formé& prasku
je siln¢ hygroskopicky, absorbuje vodu az do 40% své hmotnosti. Pro tyto své vlastnosti

ma Siroké pouziti ve farmaceutickém, potravinarském a kosmetickém primyslu. Z mnoha
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aplikaci je moZno uvést jeho pouZiti jako pojiva pii vyrob¢ tablet, jako zahuStovaciho
¢inidla v kosmetickych prosttedcich, napt. Samponech, a vyuZziva se také pti vyrob& piva,

nebot’ prostfednictvim vodikovych mtstkli vaze v ném obsazZené fenolické latky.

Jelikoz je PVP biologicky inertni, nepodléhd samovolnému biologickému rozkladu.
To zptisobuje urcité problémy v Cistickdch odpadnich vod, kde je potfeba tento polymer
nejdifve upravit tak, aby doSlo k otevieni y-laktamového kruhu. To se obvykle provadi
chemickou oxidaci ozonem, peroxidem vodiku, Fe3+ nebo smé&snymi ¢inidly obsahujicimi
uvedené latky. Mozna je také fotodegradace UV zéafenim po adsorpci na povrchu TiO2.
Dalsi moZnou cestou odstranéni PVP z odpadnich vod je jeho sorpce na povrchu pevnych
latek jako aktivni uhli, jil [10] nebo aktivovany kal [11] z Cistiren odpadnich vod. Tyto

metody jsou zatim pfedmétem vyzkumu.

ProtoZe PVP obsahuje y-laktamovy kruh, 1ze pfedpokladat, Ze jeho otevieni je mozné
provést enzymaticky, tedy katalyzou vy-laktamasou. Je tedy na misté¢ zkoumat, jestli
bakterie, které gen pro tento enzym obsahuji, jsou schopny Stépit y-laktamovy kruh
a mohly by tedy byt vyuZity v Cistirndch odpadnich vod. V prvni fazi tohto vyzkumu je
vSak tfeba prozkoumat vlastnosti samotné y-laktamasy vzhledem k polyvinylpyrrolidonu
jako substratu. Proto je cilem této prace vytvofit expresni systém pro produkci tohto

enzymu, ktery bude slouzit jako standardni material pro dalsi préci.

1.3 Syntéza genii

Metoda automatizované chemické syntézy gent a jejich sestavovdni do dlouhych
DNA sekvenci pomoci PCR a LCR umoznila syntézu novych gent a dokonce i syntézu
celych genomt. Nasyntetizované geny jsou velmi uZzite¢né, pokud je nedostupny primarni
geneticky materidl nebo kdyZ je gen exprimovéan heterolognim hostitelem a potiebuje
optimalizaci kodonil. Syntéza genii umoziuje zavést do genu restrikéni mista, provadéet
cilenou metagenezi nebo tvofit geny pro chimérni proteiny. Vyuziva se pro navrhy DNA

vakcin ¢i syntézu novych biopolymert ai [12,13].

1.3.1 Historie syntézy geni
Chemicka syntéza genti a genomu jiz v minulosti zaznamenala zna¢né uspéchy, napf.

Khorana syntetizoval uplnou sekvenci strukturnich genii pro t-RNA [17], Itakura a spol.
syntetizovali a exprimovali gen somatostatinu [18]. Tyto metody byly zaloZeny na

ligacnim spojeni vzdjemné se prekryvajicich oligonukleotidli. Z historického hlediska je
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zajimavou také metoda zaloZend na pouZiti restrikéni endonukleasy Fok I [15]. V roce
1990 Mandecki a spol. [16] provedli touto metodou syntézu plazmidu o velikosti 2,1 kb
pomoci ligace 30 fragentii. Metoda je nicméné pomérné sloZitd a relativné nespolehliva,

proto byla nahrazena jinymi metodami.

Po prvnich tspésnych pokusech se syntéza genli a genomil zacala rychle rozvijet.

Mezi nejrozsitenéjsi techniky patfily LCR (ligase chain reaction) [13] a PCA (polymerase
cycling assembly) [19].

1.3.2 LCR

Prvnim krokem piipravy tplné sekvence genli pomoci LCR je chemickd syntéza
oligodeoxyribonukleotidli (ddle oligonukleotidli). Celd sekvence genu se v prvnim kroku
rozdéli do nckolika oligonukleotidi, které se vzdjemné prekryvaji 15-25 bp
komplementarnimi useky. Tyto oligonukleotidy pokryvaji celou sekvenci obou vlaken
DNA. S vyjimkou oligonukleotidl na 5”-koncich fetézct musi byt kazdy na svém 5 -konci
fosforylovan, aby mohlo dojit kligaéni reakci. Spojovani oligonukleotidli probiha
v teplotnich cyklech sklddajicich se z faze denaturacni (nad 90 °C), hybridizacni, tedy faze
vzdjemného naseddni komplementarnich sekvenci (50-60 °C), a liga¢ni, kdy dochézi ke
spojeni oligonukleotidi do fetézcii DNA za katalyzy termostabilni DNA ligasou (cca 70
°C). Pokud je sekvence delsi, je mozné ji rozdélit do dvou ¢i vice vzdjemné se
prekryvajicich dsekt, které jsou syntetizovany samostatné a az ndsledn¢ jsou smichany a
spojeny polymeraci termostabilni DNA polymerasou (obr. 6, str. 17). Pro zvyseni vytéZku
je pak moZzno jeSté celou sekvenci amplifikovat pomoci PCR s vyuzitim koncovych

oligonukleotidl. Touto metodou byl syntetizovan napt. gen pro leptin-L54 [13].
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Obr. 6 Schéma genovy syntézy LCR s ndslednym spojenim cdsti sekvence PCR [13] . 1. krok: ligace
oligonukleotidi, které pokiyvaji kompletni sekvenci genu, 2. krok: denaturace, 3 krok: nasedan{

komplementdrnich sekvenci, 4. krok: PCR

1.3.3 PCA

Metoda PCA je v soucasnosti nejvyuzivanéj$i technikou syntézy gent, protoZe je
snadno proveditelnd a ekonomicky vyhodnd [14,20,21]. V literatufe ji mizeme najit i v
mirn¢ odliSnych variantdch pod jinymi ndzvy, jako napft. ,,overlap extension PCR* (OE-
PCR) nebo ,,dual asymetrical PCR* (DA-PCR) [14]. Je zaloZena na skldddni sekvence
DNA z oligonukleotidli, které se vzdjemné ptekryvaji, ale na rozdil od metody LCR
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nepokryvaji celou délku obou vldken, nybrZz jsou dosyntetizovavidny pomoci DNA
polymerasy metodou PCR. Pomoci PCR jsou tyto sekvence nasledné¢ zesileny pro dosazeni
dostate¢ného vytéZku produktu. Metodou PCA byl uz v roce 1990 syntetizovan 303 bp
dlouhy gen pro protein Rev z viru HIV-2 [19]. Nésledné€ v roce 1995 Stemmer a spol. [20]
syntetizovali 2,7 kb plazmid pomoci jednokrokové PCA.

Smith a spol. [22] sestavili genom bakteriofdga $174 o délce 5386 bp s vyuzitim
kombinace ligace chemicky syntetizovanych oligonukleotidii a PCA metody. V roce 2002
Cello a spol. [23] popsali postupnou syntézu 7,558 bp dlouhé cDNA pro Poliovirus pomoci
kombinace ligace a PCA.

Kodumal a spol. [21] vyvinuli syntézu 5 kbp segmentd, kterd probihala ve dvou
krocich. Ze syntetickych oligonukleotidi sestavili sekvence o délce 500-800 bp, které
nazvali syntony. Spojenim téchto syntonu ziskali multisyntonové sekvence o délce kolem 5
kbp. Pouzitim konvencnich metod klonovéni spojili tyto multisyntony genového klastru
polyketidsyntasy 6-deoxyerythronolidu B do sekvence dlouhé 37,7 kbp. Ke spojovani takto
velkého mnozstvi syntoni byla pouzita specidlni technika zaloZend na plazmidech

rezistentnich vuci vice antibiotikiim.

V nasi laboratofi byly v minulosti metodou PCA syntetizovandny geny pro serinovou

racemasu a cytochrom b5 [29, 24].

1.3.4 Syntéza genii ve dvou krocich metodou PCA
Princip metody spociva v sestaveni syntetizovaného useku DNA ze vzdjemné se

prekryvajicich oligonukleotidl, které mohou nebo nemusi pokryvat celou délku obou jeho
fetézcl. Pro tento ucel jsou pouZzivany oligonukleotidy o obvyklé délce 40-80 bazi, které se
vzajemn¢ piekryvaji délkou 10-20 bazi. Vzajemna orientace oligonukleotidll je zndzornéna
na obr. 7.

2 -CTAGGCRATG GTCAGGTTCRA AGTTAACACE -3T

F TR TACT R AT AT TrETAr AT A r
3 T e T L e s e e ] _«_'l_n_-n«_'l_n_-_E

L —_ = —_ =&

Obr. 7 Vzijemna orientace oligonukleotidd pii sestavovani syntetizovaného iseku DNA. Hvézdicky

oznacuji produktivni pekryv 3’- konci, pomlcky neproduktivni prekryv 5°- koncu.

17



Oligonukleotidy délime na vnéj$i (koncové) a vnitini. Vnitini oligonukleotidy jsou
pouzity v prvni PCR, kde slouzi zaroven jako primer i templit. Jejim vysledkem je

sestaveni vnitini C4sti syntetizované sekvence. Schéma tohoto procesu je zndzornéno na

obr. 8.

1. krok PCA.
57 -CTAGGCRATGCATGGTC-37
37 -GATCCGTTACGTACCRG-5"

S -GICAGGTITCAGTITCAGT-3'
3f -CAGTCCRAGTCALGTCA-5'

S -AGTTALCACATGTCATG-3"

3F-TCRARTTGTGTACAGTAC-3"

2. krok PCA.

5" -GTCAGGTTCAGTTCAGT-3"

3F-TCRAATTGTGTACAGTAC-S"

3. krok PCA.

S -CTAGGCALTGCATGGTCAGGTTCAGTTCAGT -3

3" -GATCCGITACGTACCAGTCCALGTCAAGTCA-S"

2" -GITCAGGITCAGTTCAGTITRAACACATGTCATG-3"

¥

3" -CAGTCCALGTCARGTCARTTGIGTACAGTAC -2

4. krok PCA.

S -CTAGGCAATGCATGGTICAGGTTCAGTTCAGT -3
3 - CAGTCCAAGTCARGTCAATTGTGTACAGTAC-5T

5. krok PCA.
57 —CTAGGCAATGCATGSTCAGSTTCASTTCAGTTARCACATSTCATS-37
37 —GATCCGTTACGTACCAGTCCARGTCARGTCARTTGTSTACASTAC-57

¥os X

Obr. 8 1. PCR reakce. Vysledkem této rekce je spojeni vnitini ¢4sti genu.
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Nejprve dojde ke spojeni téch dvojic oligonukleotidi, které jsou orientovany 3°-
konci proti sob&, a umoznuji tedy polymeraci DNA. V dalSich cyklech PCR jsou postupné

spojovany tyto dseky do delSich sekvenci, az nez dojde k nasyntetizovani celé vnitini ¢asti.
Spojeni genu s vyuZzitim vnéjSich primert pomoci PCR.
5’ -CGCATTGCTAGGCAATGCATGGTCAGGTTCAGTTCAGTTAACACATGTCATGAGCTATC-3

2" -CGCATTGCTA-3"

L CTAGEC AT ATGETCAGS TTCAGT TCAGSTTARCACATOTCATG -3

—LlabEblas bl albzlLabhblIlal lLabllaal al.alzlialls

3" -GATCCGTTACGTACCAGTCCARGTCAAGTCARTTGTGTACAGTAC -5

3" -TACTCGATAG-5"

Spojend kompletni sekvence genu.
5’ -CGCATTGCTAGGCAATGCATGGTCAGGTTCAGTTCAGTTAACACATGTCATGAGCTATC-3

Obr. 9 2. PCR reakce. Vysledkem této reakce je prodlouzeni sekvence genu pomoci vnéjsich

oligonukleotidil a ziskan{ celé sekvence genu.

Protoze vyslednd reakéni smés z prvni PCR obsahuje velky nadbytek
nedosyntetizovanych molekul DNA, zatimco molekul spravné délky je jen mald Cast,
provadi se druhd PCR, jejimz cilem je amplifikovat pravé jen kompletni DNA sekvence. V
této PCR se pouZziji vnéjsi oligonukleotidy jako primery a produkt prvni PCR jako templat.
Protoze vné&j$i primery jsou komplementarni k prvnimu a poslednimu vnitinimu primeru,
dojde k amplifikaci téch molekul, u nichz prvni PCR probéhla kompletné, zatimco
nekompletni nebo Spatn€ spojené molekuly amplifikovany nebudou. Vysledkem druhé

PCR je tedy jiz kompletni syntetickd molekula DNA (obr. 9).

Pokud je syntetizovanou sekvenci DNA gen, ktery mad byt pouZit k expresi
rekombinantniho proteinu, je Zadouci provést optimalizace pouZitych kodonii pro
produkéni organizmus. To znamend, Ze u aminokyselin, které maji kodont vice, volime
jejich distribuci v souladu s distribuci ve vlastnich genech daného organizmu. To ndm
zaruci optimdlni vyuZiti t-RNA syntetizovanych bunkami tohoto organizmu. Pfi expresi
gend s neoptimalizovanymi kodony totiZ mize dojit k vyCerpdni t-RNA pro vzacné kodony
(kodony, jejichz cCetnost vyskytu v genech daného organizmu je velmi nizkd), coz
zpomaluje proces proteosyntézy rekombinantniho proteinu. Tabulky distribuci kodona pro

jednotlivé organizmy lze nalézt na strankdch Kazusa DNA Research Institute [25].
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Nevyhodou syntézy DNA jsou mutace, které jsou zplsobeny delecemi nebo
zdmeénami v syntetizovanych oligonukleotidech. Pravdépodobnost vyskytu chyby v
sekvenci syntetizovaného tseku DNA roste s jeho délkou. Proto je vhodné provadét
syntézu delSich useki DNA po kratSich ¢éastech (syntonech), jejichz sekvenci ovétime
sekvenacni analyzou. Tyto syntony nésledné spojime pouZitim restrikéniho Stépeni a
ligace. V piipadé¢ syntézy velmi dlouhych sekvenci délky nékolika tisic bp miZzeme vyuZit
specidlni klonovaci techniky zalozené na pouziti plazmidi s rezistencemi na rtznd

antibiotika [21].

Faktorem, ktery muze ovlivnit dobry vysledek syntézy, jsou teploty tani prekryvi
jednotlivych oligonukleotidd. Pfi jejich ndvrhu je tedy tfeba dbat na to, aby se tyto teploty
vzdjemn¢ piili§ neliSily. K teoretickému vypoctu teplot tdni miZeme pouZit riznych
vzorcl, které zohlednuji vliv sekvence oligonukleotidli i prostiedi, v némz se DNA
vyskytuje [26]. Tyto vzorce jsou zakomponovany i v riznych webovych aplikacich [27]

nebo automatizovanych programech urc¢enych pro kompletni navrh syntézy gent [28].
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2. Cil bakalarské prace

Cilem bakalaiské préace byla:
1. Syntéza expresniho systému y-laktamasy pomoci PCR ve dvou krocich.

2. Otestovani exprese y-laktamasy v expresnich buiikdch E. coli.
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3. Material a metody
3.1 Material

Agarosa - Serva

Ampicilin - LéCiva

BSA - BioLabs

Bromfenolovd modi - Sigma

Kyselina octovéa - Lachema

DNA marker 155-970 bp - Top Bio

DNA marker 200-1500 bp - Top Bio

DNA marker 2000-10000 bp - Ascoprot Biotech

dNTPs ( 10 mM ) - Top Bio

EDTA - Sigma

Extrak¢ni kit - NucleoSpin@Extract IT - MACHEREY-NAGEL GmbH and Co. KG
Ethanol - Lach-ner

Glycerol - Lachema

LB agar - Sigma

LB bouillon - Sigma

Pfu polymerasa - Promega

Pfu pufr ( 10x ) - Promega

Phusion polymerasa - Finnzymes

Phusion pufr ( 5x ) - Finnzymes

Restrikéni endonukleasy EcoRI, HindIIl, BamHI, Ndel - New England BioLabs
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Restrikéni pufry NEB - New England BioLabs

SDS - Fluka

Tris-HCI - Fluka

T4 DNA ligasa - Takara

T4 DNA ligasovy pufr - Takara
Izopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) - Biosynth AG
N, N, N, N-tetramethylethylendiamin (TEMED) - Fluka
Tris(hydroxymethyl)aminomethan - Fluka

Acrylamid - Fluka

N,N-methylen-bis-akrylamid - Fluka

Glycin - Fluka

Sacharosa — Sigma

Fenol - Fluka

Chloroform — Fluka

SYBR® Safe DNA - Invitrogen

Ethidium bromid — Sigma

Hydroxid sodny — Lach-Ner

Oligonukleotidy A1-A13; B1-B16 — East Port Praha s. r. o.

HPLC voda — UOCHB
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3.2 Pristroje

Centrifugy - Heraeus Instruments, Biofuge Pico; Beckman Coulter™, Allegra™X-

22R

Agarosova elektroforesa - Shelton Scientific, JSB - 30

SDS PAGE elektroforesa - Sigma

Inkubator — Flow Laboratories

PCR - TECHNE, PROGEN

pH metr — JENWAY

Laboratorni pfedvazky - AND

Transiluminétor - Safe Imager ™blue light translluminator, INVITROGEN
UV transluminator - ULTRAVIOLET TRANSLUMINATOR

Vodn4 lazen - TECHNE TE-10D TEMPUNIT

Vortex - IKA® VORTEX GENIUS 3, IKA® Werkw GmbH & Co. KG
Orbitdlni inkubétor — Scholler Instruments, Gallenkamp

Autokldv — Thermo scientifics

3.3 Metody

3.3.1 Syntéza genu s vyuzitim polymerazové retézové reakce ( PCR)
Na syntézu genu y-laktamasy bylo navrZzeno 29 oligonukleotidi. Gen byl rozdélen

kvli velké délce na synton A a B. Synton A obsahoval 13 oligonukleotidii a synton B 16
oligonukleotidl. Syntézu jsme rozdélili do dvou PCR reakei. V 1. PCR reakci byly spojeny
vnitfni oligonukleotidy syntonu A i B. V2. PCR reakci jsme pouZzili koncové

oligonukleotidy jako primery a produkt z prvni PCR reakce jako templat.

Roztok pro 1. PCR reakci syntonu A obsahoval 5 pl 10x pufru pro Pfu polymerasu,
0,5 ul Pfu polymerasy, 1 pl 10 mM dNTP, 1 pul kazdého 20 uM oligonukleotidu (A2-A12),
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31,5 ul H20. Analogicky byla provedena 1. PCR reakce i pro synton B, rozdil byl jenom
v pouzitych oligonukleotidech (B2-B15).

Reakéni podminky pro: 1. PCR syntonu A a syntonu B

1. program (1 cyklus) 1. 90 °C 10 min — pocatecni denaturace
2. program (30 cyklt) 1. 94 °C 30 s - denaturace

2. 50 °C 30 s — nasedani primera

3.73 °C 180 s — prodluzovani
3. program (1 cyklus) 1. 73 °C 8 min — dokonc¢eni prodluzovani

4. program (1 cyklus) 1.4 °C - chlazeni

V 2. PCR reakci se jako templdt pouzil produkt z prvni PCR reakce a jako primery
byly pouzity prvni a posledni oligonukleotidy kazdého syntonu. Roztok pro 2. PCR reakci
syntonu A obsahoval 5 pl 10x pufru pro Pfu polymerasu, 0,5 ul Pfu polymerasy, 1 ul 10
mM dNTP, 1 ul pfimého primeru (prvni oligonukleotid), 1 pl zpétného primeru (posledni
oligonukleotid), 1 ul templatu (produkt z prvni PCR reakce), 40,5 ul H20. 2. PCR
syntonu B byla provedena analogicky, pficemzZ jako templdt byl vzat produkt 1. PCR

syntonu B a jako primery oligonukleotidy 1 a 16 navrZzené pro tento synton.
Reak¢éni podminky pro: 2. PCR syntonu A a syntonu B

1. program (1 cyklus) 1. 90 °C 10 min — pocatecni denaturace
2. program (30 cykla) 1. 94 °C 30 s - denaturace
2. 49 °C 30 s — nasedani primert
3.73°C 180 s — prodluzovani
3. program (1 cyklus) 1. 73 °C 8 min — dokon¢eni prodluzovani

4. program (1 cyklus) 1.4 °C - chlazeni
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Tab. 1 Navrh oligonukleotidl pro synton A.

Poradi Oligonukleotidy syntonu A

1 5'- CTAGAATTCCATATGATGACTATGATTACCCCAAGTCTTCACGCATCAGCGGGGCGAACGCTAGAAGATCCTTTICTTCCC =37
2 5'— AGAAGATCCTTTCTTCCCAACAGCAATTGCAAGGTCAACACCATGGCCAGAAACTTITGATTAAAGTTGATCTGAATCAGA -3
3 5'- ATCTGGATGCCATCTGTTATGGACCTGGGGCATATCATAAGGGCTCTGATTCAGATCAACTT -3
4 5'- GTTGAGCCGGGCGCCGAATTTAAACTTGAAACGTACGATTGGACCGGTGGAGCTATTAAAAA —3
5 5'— GTCCGCTCAGAAAATGAACCGTAGACAAATCGACGTCCCGTACATCTTCGGCAGAGTCGTCGTTTTTAATAGCTCCACCG -3
6 5'— TTCATTTTCTGAGCGGACCGGTICGGTGTTAAAGGTGCGCAGCCGGGGGATCTGCTGGTGGTGGACTTATTAGACATTGGA 3"
7 5'- TTGCTAAAAAAGCCGTTGAAACCCCACAGTGAATCATCGCGAGCTCCAATGTCTAATAAGTC -3
8 5'- CCTCGATGAACACTTTCCGTTAGCACAAAAATCGATTTGGGACTTTCACGGCATGTTTACTA -3
9 5'— ACACCCAATCAAACCCGGATGAATCAGACCGGCGAAGTTAACTCCCGGAATATGACGACTTTTAGTAAACATGCCGTGAA -3
10 5'- CCGGGITTGATTGGGTGTCTITCCAGATCCTAAAATGCTGGCTAGCTGGAATGAGCGTGAAACCGGCCTGATCGCARCCGA 3"
11 5'- TCGTAGCATTAGGCGGGITTGCTARACCTGGTATCCGGTCTGGGTCGGTTGCGATCAGGCCG —3
12 5'- TGCAAGGAGAAGCACGCGATAAAGCGGCGGCTGAGGGCGCTCGCACCGTGCCGCCGCGTGAG —3
13 5'- GACAAGCTTGGATCCTCGGGACAAATCCTTGATATCACAGTTACCCCCGTGCTCACGCGGCGGCACGGT —3"

Tab. 2 Teploty nasedani primerQ pro synton A.

Poradi prekryvu

Teplota nasedani primeru ( °C)

55,8

53,2

62,2

54,8

57,6

51,0

57,5

@ Nl o O M| W N =

56,4

62,4

66,8

11

69,5

12

71,9
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Tab. 3 Navrh oligonukleotidl pro synton B.

Poradi Oligonukleotidy syntonu B

1 5'- ACGGAATTCGGATCCCGCGTGTTTTTCCCCGTATATGTCGACGGGGCTGGGCTAAGCGTAGGTGATTTACATTTTTCACA ~3
2 5'— TGATTTACATTTTTCACAAGGTGACGGTGAGATCACATTTTGGGGGCCTATCGAGATGCCCGGGTGGGTACACATGAAAG —3!
3 5'— GGACGGCTTAAAAATCGGATTCTTAATGCCATATTTGGCCATACCTCCTTTAATCAGAGAAACTTTCATGTGTACCCACC ~3!
4 5'— CCGATTTTTAAGCCGTCCCCTATGACACCAAATTATCAGGGACTTCCTGATCTGCGTCGCCACCTGGGAGGGCGGAAAGG —3 !
5 AGGCCAGGTGGTAACCCGCGATCCCTACCCGGCAGGGCAGCCTGCCCTTTCCGCCCTCCCAGG 3"
6 5'— “GGGTGCCGGAAGAAATTAGACTGCAACGCCGTCCGGGACTTCTGGCG -3
7 5'- TGTGCGGCGACTGCATGACGCAAGCAACCTGCGCGCCCGCCACGCCTCTGATGCGGTCCAGC -3
8 5'- TCATGCAGTCGCCGCACATGGTGACTTGCGGCTTCGCCATCAGTCACACGGTCGCGGTACCACAGAAGATCACCATGGTC -3
9 5'- TGGCGGATGACGGGTATCGTATGCCGGAGAGACTTGCCCTGGTCGATGGGCAGAGCCACCCCGACCATGGTGATCTTCTG —3!
10 5'- GATACCCGTCATCCGCCATTTGCTCGCGGACGACCTTGCCCTCCAATGACTACTACTGCGCCACACGCTGCAGCATCCAC —3!
11 5'- GTGCAGGACGGGGACTGGTCGCACTCCGACTAGCCGCGCAACGCGTGGATGCTGCAGCGTGT ~3
12 5'- GACCGGCGTCTTCATCAGCCCGTCGCGCGTGGCCGGCGCCAGCCCCTAATAGTGCGGCACCG —3!
13 5'- GCCGCACGCGGCCACATGGCATGTGCACCCGGAGAGGTACCTGGGGCGCTAGTTGGTGTAGTCGGTGCCGCACTATTAGG ~3!
14 5'— CATC CCACCAGGGCCTGTGCCACACCGTCAGGTTGCGGCTGTTGTTCAG TAZ

15 5'- GGAGATATTCCAAGGGCGTTTTGTCGGGAATGTTTTGGCGCCATTAGGTGCAGTAACCGTGGA -3
16 5'— GTTAAGCTTCTCGAGTTAATGGGAGATATTCCAAGGGCG -3'

Tab. 4 Teploty nasedani primert pro synton B.

Poradi prekryvu | Teplota nasedani primeru ( °C)
1 50,4
2 57,5
3 58,5
4 66,5
5 69,0
6 72,0
7 67,0
8 56,9
9 63,4
10 65,3
11 65,5
12 62,2
13 71,2
14 64,6
15 59,3
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3.3.2 Déleni DNA pomoci elektroforesy v agarosovém gelu

TAE pufru: 242 g Tris-HCI, 57,1 ml 99% CH;COOH, 100 ml 0,5M EDTA, H,0O
doplnénd do 11, pH 8.0

vzorkovy roztok: 40% sacharosa, 0,1% bromfenolova modf, 0,02% NaN3

Pro ptipravu 1,2% (w/v) gelu s fluorescenénim indikdtorem SYBR Safe DNA gel
stain, bylo navdZeno 0,72 g agarosy a pfiddno 60 ml TAE pufru a nasledné zahtatého
v mikrovinné troubé po dobu 60 s. Po vychladnuti gelu se ptidalo 6 ul 10000x SYBR Safe
DNA gel stain. Gel byl nalit do formy na nalévani gelt. Po ztuhnuti byl vyjmut hieben, gel
byl pienesen do elektroforetické vany a pielit 50x TAE pufrem. Do jamek byly
napipetovany vzorky, ke kterym byl pfidan vzorkovy. Elektroforesa béZela 30 min pii 110
V. Po ukonceni elektroforesy byly prouzky DNA na gelu zviditelnény excitaci viditelnym
zéatenim v modré oblasti spektra, coZ vyvolalo emisi svétla zelené barvy. Emitované svétlo
bylo pozorovdno pies oranzovy filtr, ktery nepropousti vlnové délky odpovidajici
excitatnimu zafeni, které by rusilo pozorovani fluoreskujicich prouzki. Prosviceny gel byl

vyfotografovan digitdlnim fotoaparatem.

Ptiprava 1,2% (w/v) gelu s ethidium bromidem byla provedena obdobné, ale namisto

Safe DNA gel stain bylo piidano 60 ul 1000x EtBr (koncentrace 0,5 mg/ml).

3.3.3 Izolace DNA
Pro extrakci DNA z agarosového gelu byl pouzit kit od firmy MACHEREY-NAGEL

GmbH and Co.KG, Nucleospin® Extract II.

Z gelu byl vyfiznut fragment, ktery odpovidal velikosti vzorku. Vyfiznuty gel byl
vlozen do mikrozkumavky a zvdZen na vdhach. K 0,1 g gelu bylo pfiddano 200 ul NT pufru.
Mikrozkumavka byla vloZena do vodni 14zn€ na 10 min pii 55°C. Rozpustény gel byl
pfeveden do izola¢ni minikolonky, kterad byla vloZend do centrifugy a odstfedéna pii 11000
x g 60 s. Do minikolonky se ptfidalo 700 ul NT3 pufru a nésledovalo odstiedéni pii 11000
x g 60 s. Pro vysuSeni vzorku byla minikolonka centrifugovdna 2 min pti 11000 x g.

Nakonec bylo ptiddno 15 ul TE pufru a vzorek byl odstfedén do mikrozkumavky.
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3.3.4 Stépeni DNA

Pro vystépeni poZadovanych DNA sekvenci byly pouZzity restrikéni endonukleasy Eco

RI a Hind III. K reakci byl pouzit NEB pufr 2, v némZ byla aktivita obou enzymu nejvyssi.

Do prvni mikrozkumavky byly napipetovany 2 ul 10x BSA, 2 ul 10x NEB 2 pufru, 3
pul plazmidu pUC 19, 0,5 pl restrikéni endonukleasy Hind III, 0,5 pl restrikéni
endonukleasy Eco RI, 12 ul H20.

Do druhé mikrozkumavky byly napipetovany2 ul 10x BSA, 2 ul 10x NE 2 pufru, 10
pl insertu (spojeny izolovany synton A), 0,5 ul restrikéni endonukleasy Hind III, 0,5 pl
restrikéni endonukleasy Eco RI, 5 ul H20.

Do tieti mikrozkumavky byly napipetovany 2 ul 10x BSA, 2 ul 10x NEB 2 pufru, 10
ul insertu (spojeny, vyizolovany synton B), 0,5 pl restrikéni endonukleasy Hind III, 0,5 pl
restrik¢ni endonukleasy Eco RI, 5 ul H20.

Mikrozkumavky byly odstfedény a vlozeny do termostatu o teplot¢ 37 °C na 2,5
hodiny.

Po 2,5 hodinach byly vzorky naneseny na gel se SYBR Safe DNA gel stain a vzorky
DNA byly izolovany. Pro kontrolu izolace byla provedena agarosova elektroforesa na gelu

s EtBr.

Pro spojeni obou syntoni do plazmidu pET22b byl synton A Sté€pen restrikénimi
endonukleasami Nde I a Bam HI, synton B z restrikénimi endonukleasami Bam HI a Hind

IIT a plazmid pET22b restrikénimi endonukleasami Nde I a Hind III.
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Tab. 5 Sekvence DNA, které $tépi restrikéni endonukleasy.

Restrikéni
Sekvence
endonukleasa
EcoRI GAATTC
HindIII AAGCTT
Ndel CATATG
BamHI GGATCC

3.3.5 Ligace genu a jeho ¢asti do vektoru

Pomoci ligace byly spojeny vystépené fragmenty vektoru a geni.

Do celkového objemu 20 ul bylo ptidano, 2 ul plazmidu pUC 19, 15 ul insertu (synton
A), 2 ul pufr- T4 DNA ligasovy, 0,5 ul T4 DNA ligasa, 0,5 ul H20.

Pro synton B bylo pfidéno stejné mnoZstvi slozek.

Do negativni kontroly bylo pfiddno 2 pl plazmidu PUC 19, 2 ul pufr- T4 DNA
ligasovy, 0,5 ul T4 DNA ligasa, 15,5 ul H20.

Pro spojeni obou syntontl do expresniho plazmidu pET22b byly do celkového objemu
pfidany 2 pl plazmidu pET22b, 7,5 pl insertu (synton A), 7,5 pl insertu (synton B), 2 ul
pufr - T4 DNA ligasovy, 0,5 ul T4 DNA ligasa, 0,5 ul H2O. A pro negativni kontrolu byly

pouzity vSechny sloZky krom¢ insertu.

3.3.6 Transformace kompetentnich bunék

K transformaci byly pouZity kompetentni buitkky DHS5o.. Kompetentni bunky DHS5Sa
byly rozmrazeny na ledé¢ po dobu 10 minut. Mezitim byl zapdlen plynovy kahan. Do ti{
sterilnich mikrozkumavek bylo pfepipetovano po 100 ul kompetentnich bun¢k. Do jedni
mikrozkumavky bylo pfidano 20 ul negativni kontroly, kterd obsahovala jenom plazmid

bez insertu. Do druhy mikrozkumavky bylo pfipipetovano 20 pl vzorku, ktery obsahoval
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plazmid z insertem (synton A). Do tfeti mikrozkumavky bylo pfipipetovano 20 ul vzorku,
ktery obsahoval plazmid s insertem (synton B). VSechny tfi mikrozkumavky byly okamzité
dané na 30 minut na led. Nésledné byl proveden heatshock tak, ze byly vzorky na 90
s vloZzeny do vodni 1dzné o teploté 42°C a pak zpét na led na 60 s. Ke kazdému vzorku
bylo ptiddno 600 ul LB média. Vzorky byly n€kolikrat otocené vzhiiru dnem a vlozené do
inkubdtora na 45 minut pfi 37 °C. Mezitim byly pfipraveny plotny s LB agarem.
Ptipraveny sterilni LB agar byl vloZen na 3 minuty do mikrovinné trouby az uplné roztal.
LB agar byl ochlazen a k 45 ml LB agaru bylo pfipipetovdno 45 ul ampicilinu, ktery byl
nasledné rozlit na tfi plotny po 10 ml. Po inkubaci byly vzorky stoeny na centrifuze pii
5000 x g na 60 s. Z kazdé mikrozkumavky bylo odebrano 520 ul. Zbylych 200 ul bylo
nanesenych na plotny a rozetienych. Plotny byly vloZeny do inkubétoru na noc (alespoil na

14 hod) pti 37 °C.

Ke kompetentnim bunkdm byl pfidany ligovany plazmid pET22b, ktery obsahoval
spojeny gen v laktamasy. Jako kontrola byl pouzit ligovany plazmid pET22b bez insertu.

3.3.7 Mini preparace
Pouzité roztoky:

Roztok 1: 20 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 50 mM glukosa, pH 8,3
Roztok 2: 0,2 M NaOH, 1%SDS

Roztok 3: 3 M CH;COOK, 2 M CH3;COOH

PBS: 10 mM PO,>, 100 mM NaCl, pH 7,2

TE pufr: 10 mM Tris, | mM EDTA, pH 8,0

Narostlé kolonie bakterii byly odpichiany a pfeoCkovdny na novou plotnu (master
plate). Plotna byla vloZeni do inkubdtoru a ponechdna pfes noc pii 37 °C. Spicky
s jednotlivymi koloniemi byly vlozeny do 50 ml sterilnich plastovych zkumavek, do
kterych bylo pfiddno 8-10 ml LB média a 8-10 ul ampicilinu. Zkumavky byly inkubovéany
pifes noc v orbitdlnim inkubdtoru pifi 37 °C. Nasledujici den byly narostlé kultury

odstfedény pii 4500 x g, pfi 4°C 5 minut. Supernatant byl slit. K peleté bylo pfiddno 500
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ul PBS pufru. VSe bylo vortexovdno. Resuspendované pelety byly pifeneseny do
mikrozkumavek a odstfedény pti 7000 x g 2 minuty. Supenatant byl znovu slit a ndsledné
bylo ptiddno 100 ul roztoku I. Vzorky byly vortexovany, poté k nim bylo ptiddno 200 ul
roztoku II, ddle byly jemné zamichdny a po dobu 5 minut byly inkubovény pfi laboratorni
teploté. Ke vzorkiim bylo pfiddno 150 ul roztoku III, vzorky byly promichdny otocenim a
inkubovdny 5 minut na ledu. Vzorky byly odstfedény pii 16000 x g 5 minut. Supernatant
byl ptepipetovan do novych mikrozkumavek. K supernatantu bylo ptidano 500 ul roztoku
fenol/chloroform a protfepdno. Vzorky byly odstfedény pti 16000 x g 5 minut. Ze vzorkl
byla odebrdna horni vrstva do novych mikrozkumavek a bylo k nim pfiddano 800 ul 96 %
ethanolu. Vzorky byly protfepany a inkubovany 20 min pii -20°C, nasledné odstfedény pfii
16000 x g 8 minut, zbyly supernatant byl odpipetovan. Pelety byly oplachnuty 200 ul 70 %
ethanolu. Ethanol byl odpipetovdn ze vzorku. Vzorky byly vysuSeny pfi laboratnorni
teploté (45 minut). Vyschld peleta byla resuspendovana v 100 ul TE pufru. K 50 pl vzorku
byl pfidan 1 ul RNAsy a vzorek byl vloZzen na 30 minut do inkubétora pii 37°C. Zbylych
50 ul bylo ponechdno jako zdsobni roztok. Vzorky byly Stépeny restrikénimi
endonukleasami pro ovefeni piitomnosti insertu v plazmidu. V ptipad¢ plazmidu pUCI19
byly pouzity restrikéni endonukleasy EcoRI a HindlIll, v pfipad€¢ plazmidu pET 22b
restrikéni endonukleasy Ndel a HindIII.

3.3.8 Sekvenace plazmidu
Sekvenéni analyza vytvorenych konstrukti DNA byla provddéna v servisni sekvenacni

laboratofi PfF UK Praha.

Tab. 6 Sekvence primert pouzivanych pfi sekvenaci DNA.

T7promoter | 5°- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3°

T7terminator| 5° - GCT AGT TAT TGC TCA GCG G -3~

MI3F 5- GTA AAA CGA CGG CCA GT -3

MI3R 5°- AAC AGC TAT GAC CAT G -3°

3.3.9 Testovani exprese y-laktamasy
Z kazdé plotny byly odpichnuty 2 kolonie, kterymi bylo zaockovdno po 5 ml LB

média a kultury byly inkubovédny pies noc v orbitdlnim inkubdatoru pii 37 °C a 200 RPM.

20-ti pl kazdé narostlé kultury bylo zaockovano 7 ml nového zZivného média a inkubovano
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pii 37 °C pifi 200 RPM. Kazdych 30 minut bylo z kazdé kultury odebrano 250 ul
narostlych bakterii a zfedilo 750 pl LB média. Na spektrofotometru byla u takto
pfipraveného vzorku méfena optickd hustota pfi 600 nm (OD600) oproti slepému vzorku
(LB médium). Naristy bakterii byly méfeny kazdych 30 min, neZ dosdhly hodnoty
absorbance cca 0,6. Nasledné bylo z kazdé kultury odebrano 50 ul vzorkii pro SDS PAGE
elektroforesu. Vzorky byly odstfedény a vznikld peleta byla resuspendovdna v 20 pl
vzorkového pufru na SDS PAGE elektroforesu. Kazd4 kultura byla rozdé€lena na dvé
poloviny. K jedné polovin¢ byl piidan induktor izopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid
(IPTG) do findlni koncentrace 1 mM a druhd polovina byla ponechdna bez ptidavku
induktoru. U vSech vzorkl byla méfena OD600 3 krat, vZdy po 1 h. Po ukon¢eni méfeni
bylo z kazdé kultury odebrdno 50 pl vzorkd pro SDS PAGE elektroforesu. Vzorky byly

odstredény a vznikla peleta byla resuspendovédna v 20 ul vzorkového pufru.

3.3.10 Vyhodnoceni exprese y-laktamasy pomoci SDS PAGE elektroforézy

Pouzité roztoky:

30,8% T, 2,6% C: 30 g akrylamid, 0,8 g N, N-methylenbisakrylamid, destilovana

voda na doplnéni objemu do 100 ml

1,5 M Tris (pH 8,8): 18,2 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, destilovana voda na

doplnéni objemu do 100 ml

0,5 M Tris (pH 6,8): 6,1 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, destilovana voda na

doplnéni objemu do 100 ml
10% (w/v) SDS: 10 g SDS, destilovana voda na doplnéni objemu do 100 ml

10% (w/v) peroxodisiran amonny: 1 g peroxodisiran amonny, destilovand voda na

doplnéni objemu do 10 ml

15% separacni gel: 5,0 ml 30,8% T, 2,6% C, 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,1 ml
10% (w/v) SDS, 0,1 ml 10% (w/v) persiran amonny, 0,004 ml TEMED, 2,3 ml H,O

6% zaostrovaci gel: 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) persiran amonny, 0,006 ml TEMED, 2,6 ml H,O

33



5x elektrodovy pufr (navazky na 500 ml): 0,125 M Tris (7,6 g), 200 mM glycin
(37,5 2), 0,5 % (w/v) SDS (25 g)

6x vzorkovy pufr: 3,5 ml 1M Tris (pH 6,8), 3,0 ml glycerol, 1 g SDS, 600 ul 2-
merkaptoethanol, 1,2 mg bromfenolova modf, destilovand voda na doplnéni objemu do 10

ml

Mezi dvé¢ skla, kterd byla uchycena svorkami, bylo nalito 10 ml 15% separa¢niho
gelu, ktery byl prevrstven destilovanou vodou. Po ztuhnuti gelu byla destilovand voda
odlita z gelu. Na separacni gel bylo nalito 5 ml zaostfovaciho gelu, do né¢hoZz byl vloZen
hieben. Po ztuhnuti zaosttovaciho gelu byla skli¢ka uchycena do aparatury pro SDS PAGE
elektroforesu, do které byl nalit elektrodovy pufr. Vzorky byly inkubovany za bodu varu na
vodni 1dzni 5 min a naddavkovény do drah pfipraveného gelu. Do prvni drdhy byl pipetovan
standard molekulovych hmotnosti. Aparatura byla pfikryta hornim dilem a nasledné
spuSténa pfi 130 V modra zéna bromfenolové modii doputovala na konec gelu. Gel byl
barven inkubaci v barvicim roztoku po dobu 1 hodiny. Nésledné byl odbarven nékolikerym
promytim odbarvovacim roztokem, aZz bylo vSechno barvivo mimo prouzky protein

vymyto.

3.3.11 Oprava mutaci
Do sekvence syntonu A byly nedopatfenim pii prepisu sekvence vneseny 2 mutace

(zdmény aminokyselin) a stejné¢ tak i do syntonu B. Dal§i ndhodné mutace vznikly
pravdépodobné v pribéhu syntézy oligonukleotidii, piipadné v pritbéhu PCR reakci. Proto
bylo navrzeno 5 opravnych primeri, jejichz tkolem bylo mutace zplisobené chybou

prepisovdni prekryt.

Tab. 7 Sekvence opravnych primerti na piekryti vnesenych mutaci.

GL_corr_1: | CTAGAATTCATATGACTATGATTACCCC

GL_corr_2: | GACCTGGGGGTTATCATAAGG

GL_corr_3: | ACGGCCCACATGGGCCAGATGC

GL_corr_4: | GTGGCGGGCGCGCACAGTGCTTGCGTC

GL_corr_5: | GTTAAGCTTCTCGAGTTAATGGGAGATCATCCAAGGGCG
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Pro opravu mutaci syntonu A byly provedeny 4 PCR. V 1. PCR byla pfipravena
koncova sekvence (KS) syntonu A. Tato reakce obsahovala 1 pl templéatu (klon 3), 1 pl
opravného primeru GL corr 3, ktery slouzil jako pfimy primer, 1 pl pivodniho primeru
oligonukleotid A13, ktery slouzil jako zpétny primer, 10 pl 5x pufru pro Phusion
polymerasu, 0,5 pl Phusion polymerasy, 1 pl 10 mM dNTP a 35,5 pul H20. Vznikla

reak¢ni smés byla izolovdna izola¢nim kitem a vyhodnocena gelovou elektroforesou.

V2. PCR byla pfipravena pocatecni sekvence (PS) syntonu A. Tato reakce
obsahovala 1 ul templatu (klon 1), 1 ul opravného primeru GL corr 1, ktery slouzil jako
piimi primer, 1 pl opravného primeru GL corr 2, ktery slouzil jako zpétny primer, 10 pl 5x
pufru pro Phusion polymerasu, 0,5 pl Phusion polymerasy, 1 pl 10 mM dNTP a 35,5 pl
H20. Vznikld reakéni smés byla izolovdna izolacnim kitem a vyhodnocena gelovou

elektroforesou.

3. PCR obsahovala 1 pl templatu (klon 1), 1 pl ptivodniho oligonukleotidu A4, ktery
slouzil jako pfimi primer, 1 pl KS, ktera slouZila jako zpétny primer, 5 pl 10x pufru pro Pfu
polymerasu, 0,5 pl Pfu polymerasy, 1 ul 10 mM dNTP a 40,5 ul H20. Vznikl4 reakéni
smes byla izolovédna izola¢nim kitem a byla pouZita jako primer v dal$i PCR. Izolovana

smes byla vyhodnocena gelovou elektroforesou.

4. PCR obsahovala 1 pl templétu (klon 1), 1 ul PS, ktera slouZila jako pfimi primer,
1 ul produktu z 3. PCR, ktery slouzil jako zpétny primer, 10 pl 5x pufru pro Phusion
polymerasu, 0,5 ul Phusion polymerasy, 1 ul 10 mM dNTP a 35,5 ul H20. Reak¢ni smés

byla izolovana a vyhodnocena gelovou elektroforesou.
Po provedeni posledni PCR byla ziskdna kompletni spravna sekvence syntonu A.

Pro opravu mutaci syntonu B byly provedeny 2 PCR. 1. PCR obsahovala 1 ul
templdtu (klon 5), 1 ul opravného primeru GL corr 4, ktery slouzil jako pfimi primer, 1 pl
opravného primeru GL corr 5, ktery slouZil jako zpétny primer 10 pl 5x pufru pro Phusion
polymerasu, 0,5 ul Phusion polymerasy, 1 ul 10 mM dNTP a 35,5 ul H20. Reak¢ni smés
byla izolovéana izola¢nim kitem a byla pouzita jako primer v dal§si PCR. Izolovand smés

byla vyhodnocena gelovou elektroforesou.

2. PCR obsahovala 1 ul templatu (klon 5), 1 ul ptivodniho oligonukleotidu B1, ktery
slouzil jako ptimi primer, 1 pl produktu z 2. PCR, ktery slouzil jako zpé&tny primer, 5 pl
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10x pufru pro Pfu polymerasu, 0,5 pl Pfu polymerasy, 1 pl 10 mM dNTP a 40,5 pl H20.

Reakéni smés byla izolovdna a vyhodnocena gelovou elektroforézou. Po provedeni

posledni PCR byla ziskdna kompletni spradvna sekvence syntonu B.

Reak¢ni podminky zvolené pro: 1. a 2. PCR syntonu A, 1. PCR syntonu B.

1. program (1 cyklus)
2. program (30 cykl)

3. program (1 cyklus)
4. program (1 cyklus)

Reakéni podminky zvolené pro 3. PCR syntonu A, 2. PCR syntonu B.

1. program (1 cyklus)
2. program (30 cykla)

3. program (1 cyklus)
4. program (1 cyklus)

Reakéni podminky pro 4.

1. program (1 cyklus)
2. program (30 cykl)

3. program (1 cyklus)
4. program (1 cyklus)

1.
1.
2.
3.
1.
1.

—_— W DN =

—

—_— W DN =

—

90 °C 10 min — pocatec¢ni denaturace
94 °C 30 s - denaturace

49 °C 30 s — nasedani primert

72 °C 60 s — prodluZovani

73 °C 8 min — dokonceni prodluzovani

4 °C - chlazeni

.90 °C 10 min — pocatecni denaturace
.94 °C 30 s - denaturace

. 50 °C 30 s — nasedani primera

.73 °C 120 s — prodluZovani

.73 °C 8 min — dokonceni prodluzovéni

.4 °C - chlazeni

PCR syntonu A.

.90 °C 10 min — pocatecni denaturace
.94 °C 30 s - denaturace

.50 °C 30 s — nasedani primera

.72 °C 60 s — prodluZzovani

.73 °C 8 min — dokonceni prodluzovéni

.4 °C - chlazeni
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4. Vysledky

4.1 Priprava syntoni pomoci PCR
Gen y-laktamasy byl rozdé€len do dvou ¢asti oznacenych synton A a synton B.

Pro oba syntony byla nejdiive provedena PCR reakce, do niz byly ddny pouze vnitini
oligonukleotidy, tedy oligonukleotidy 2-13 pro synton A a 2-15 pro synton B. Touto reakci
vznikla smés produkti, kterd obsahovala Sirokou $kdlu rizné dlouhych molekul DNA. Tyto
nejsou pozorovatelné na agarosové elektroforese jako samostatné prouzky, proto obrazek

neuvadime.

V 2. PCR reakci byla vysledna reakéni smés z 1. PCR pouzita jako templat a byla
provedena amplifikace pomoci koncovych oligonukleotidii (primert) kazdého syntonu,
tedy oligonukleotidi 1 a 13 pro synton A a oligonukleotidii 1 a 16 pro synton B. Tato
reakce vSak neposkytla ani v jednom piipad¢ ocekavany vysledek, proto bylo rozhodnuto

provést nejdiive syntézu kratSich dsekt a ty nasledné spojit.

Pro synton A byly proto provedeny jiné 2 PCR reakce oznacené 2a a 2b, v nichzZ byla
jako templat pouzita opét vysledna reakéni smés z 1. PCR. V reakci 2a byly jako primery
pouzity oligonukleotidy 1 a 9, vreakci 2b oligonukleotidy 6 a 13. Ocekdvané délky
produktl byl 576 bp pro reakci 2a a 514 bp pro reakci 2b. Ob¢ reakce poskytly produkty

odpovidajici ocekavani (obr. 10a, str. 38).

Pro synton B byly provedeny 3 PCR reakce oznacené 2c, 2d a 2e. V reakci 2¢ byly
jako primery pouZzity oligonukleotidy 2 a 9, v reakci 2d oligonukleotidy 6 a 13 rekci 2e
oligonukleotidy 10 a 15. Ocekavané délky produktii byl 514 bp pro reakci 2c, 514 bp pro
reakci 2d a 390 bp pro reakci 2e. VSechny tii reakce poskytly produkty odpovidajici

ocCekavani (obr. 10b).

Produkty PCR reakci 2a-2e byly izolovany z agarosového gelu pomoci izola¢niho

kitu a jejich identita byla ovétena agarosovou elektroforesou.
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600 bp

ODbr. 10 Agarosov4 elektroforesa syntetizovanych &4sti syntonéi A a B. a) 1. standard DNA (200, 300,
400, 500, 600, 800,1000,1200 a 1500 bp), 2. 2a syntonu A, 3. reakce 2b syntonu A; b) 1. standard DNA 200-
1500 bp, 2. spojeny synton A-nevysla, 3. spojeny synton A (100x ziedény), 4. 2¢ syntonu B, 5. reakce 2d

syntonu B, 6. reakce 2e syntonu B.

Z téchto fragmentti byly dal$i PCR reakci sloZeny kompletni syntony A a B. Pro
synton A byla provedena PCR reakce obsahujici produkty reakci 2a a 2b jako templat a
oligonukleotidy 1A a 13A jako primery (obr. 10b), pro synton B byly templatem produkty
reakci 2c, 2d a 2e a jako primery byly pouZzity oligonukleotidy 1B a 16B (obr. 11). Obé&
reakce poskytly produkty o¢ekdvané délky. Ty byly ndsledné¢ izolovany pomoci agarosové

elektroforesy a izola¢niho kitu.

1000 bp synton B

Obr. 11 Agarosova elektroforesa syntonu B spojeného z fragmentti 2¢, 2d a 2e. 1. standard DNA (200,
300, 400, 500, 600, 800,1000,1200 a 1500 bp), 2. spojeny synton B
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4.2 Klonovani syntont do plazmidu pUC19

Izolované syntony a plazmid pUCI19 sme si naStépili restrikénima endonukleasama
EcoRI a HindIIl. Po Stépeni byla provedena izolace a vzorky byly nanesené na gelovu

elektroforesu pro ovéteni vysledku (obr. 12).

1000 bp
svnton B
_h ‘_
svnion A

Obr. 12 Agarosova elektroforesa rozstépenych syntonti A a B. 1. roz§tépeny synton B, 2. a 3.

rozS§tépeny synton A, 4. standard DNA (200, 300, 400, 500, 600, 800,1000,1200 a 1500 bp)

Nésledné se provedla ligace syntonu A a plazmidu pUC19 a to samé bylo provedeno
1 pro synton B. Vyslednd ligatni smés byla pouzita k trasformaci plazmidu do

kompetentnich bun¢k DHa5.

Na plotn¢ zaklonovaného syntonu A vyrostlo 5 kolonii, pro synton B vyrostli 3
kolonie. Na negativni kontrole nevyrostly Zadné kolonie. Pro synton A byly vybrany 4
kolonie a pro synton B 3 kolonie. Témito koloniemi byly zaockovany nariisty kultur pro
minipreparaci plazmidové DNA. Zdiroven byly pfeockoviny na zdloZni plotnu (master
plate). Z narostlych kultur byla izolovana plazmidovd DNA, jejiZ spravnost byla ovéiena
restrikénim Stépenim enzymy EcoRI a HindIll. Vysledek S$tépeni byl analyzovéan

agarosovou elektroforesou (obr. 13).
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2500 bp pUC19
1000 bp svnton B
svnton A

Obr. 13 Restrikeni Stépeni produktti ligace plazmidu pUC19 a syntont A a B restrikénimi endonukleasami
EcoRI a HindIII, 1. standard DNA (200, 300, 400, 500, 600, 800,1000,1200 a 1500 bp) a 2. standard DNA
(2000, 2500, 3000, 4000, 6000, 8000 a 10000 bp), 3., 4. a 5. §tépeny konstrukt obsahujici synton A, klony 1,
2a3;6., 7. a8. rozsté€peny konstrukt obsahujici synton B, klony 4, 5 a 6

Do sekvenac¢ni laboratofe pro ovéfeni spravnosti sekvence byly poslané vzorky z
drah 3. (klon 1), 4. (klon 2) a 5. (klon 3) odpovidajici syntonu A a vzorky z drah 7. (klon
4), 8. (klon 5) a 9. (klon 6) odpovidajici syntonu B. K sekvenaci plazmidu pUCI19 byly
pouZzity primery M13F a M13R.

4.3 Oprava mutaci
Sekvenéni analyzou bylo zji§téno, 7e kazdy klon obsahuje nékolik mutaci. Cést

téchto mutaci vznikla v disledku chyb pfi syntéze oligonukleotidd, piipadné v dasledku
chybovosti pouzité DNA polymerasy. BohuZel se v sekvenci vyskytly i dal$i mutace
vzniklé moji vlastni chybou pfi piepisovani sekvence 7y-laktamasy, kterou jsem neméla
k dispozici v elektronické formé. Nejmensi pocty mutaci se vyskytovaly ve vzorcich z
drdhy 3 (klon 1), 4 (klon 2) syntonu A a vzorku z drdhy 8 (klon 5) pro synton B. Vzorek

z drahy 5 (klon 3) syntonu A obsahoval spravny konec sekvence.

Na opravu bodovych mutaci vzniklych chybou pfi pfepisu byly navrzeny nové
oligonukleotidy ( GL corr 1-5 ). Tyto oligonukleotidy byly navrzeny tak aby piekryly

mutace a byly pouzity k amplifikaci opravenych syntoni pomoci PCR.

Pro opravu sekvence obou syntonti bylo navrZzeno nékolik reakci. Pro synton A se

v prvni reakci pouzil jako templat klon 1 a primery GL corr 1 a GL corr 2. Tato reakce
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slouzila pro pfipravu pocdtecni sekvence (PS) syntonu A. Ve druhé reakci se pro ptipravu
koncové sekvence (KS) syntonu A pouzil jako templat klon 3 a primery GL corr 3 a
posledni plvodni oligonukleotid 13A. Reakéni smés byla analyzovdna agarosovou
elektroforesou. Prouzky odpovidajici velikosti naSim fragmentim byly vyizolovdny a
pouZzity v dalSich reakcich. V tteti reakci byl jako templét pouZit opét klon 1 a jako primer
byl pouZit pivodni oligonukleotid 4A a KS. Produkt z 3. PCR byl nanesen na agarosovou
elektroforesu, izolovdn a ndsledné pouZit jako primer ve ¢tvrté reakci spolu s PS. V této

reakci byl jako templét pouZit klon 1. Timto byl ziskdn opraveny synton A.

Pro synton B byl v prvni reakci jako templat pouZit klon 5 a primery GL corr 4 a GL
corr 5. Tato reakéni smés byla nanesena na gel a izolovédna. V druhé reakci byl produkt
prvni reakci pouZit jako primer spolec¢né s pivodnim oligonukleotidem 1B. Jako templat

byl pouZit opét stejny klon 5. Timto byl ziskdn opraveny synton B.

Opravené syntony byly zaklonovany do plazmidu pUC 19. Na plotné pro synton A
narostlo 20 kolonii a pro synton B 40 kolonii. Na negativni kontrole narostlo 5 kolonii.
Pro kazdy synton bylo zaockovdno do LB média po 5 koloniich, s nimiZ byla nisledné
provedena minipreparace. Po kontrolnim Sté€peni restrikénimi endonukleasami bylo na gelu
vidét prouzky odpovidajici syntonim A a B a prouzky odpovidajici rozstépenému

plazmidu (obr. 14).

L 258045 00; 7.8 9.1011.12.

; : lazmid pUC19
2500 bp S LSRR et - |y » Rz

J L svnton B
Q?Dbﬂ : ‘3 \ ) L& i ‘h'j. \.HlMHMH.F.

svnton A

Obr. 14 Restrikéni Stépeni plazmidu pUCI19 se zaligovanymi opravenymi syntony A a B, restrikénimi
endonukleasami EcoRI a HindIII, 1. standard DNA 200-1500 bp (200, 300, 400, 500, 600, 800,1000,1200 a
1500 bp), 2. standard DNA 2000-10000 bp (2000, 2500, 3000, 4000, 6000, 8000 a 10000 bp), 3.- 6. konstrukt
obsahujici synton A, klony 7, 8 a9, 7. - 12. konstrukt obsahujici synton, klony 10,11 a 12
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Na sekvenaci pro kontrolu spravnosti sekvence byly posldny vzorky z drah 3, 4 a 6
pro synton A a vzorky z drah 8, 9 a 12 pro synton B. K sekvenci insertli v plazmidu pUC19
byly pouzity primery M13F a M13R. Spravnost sekvence byla potvrzena pro vzorky
z dréhy 4 pro synton A a z drahy 2 pro synton B.

Kompletni sekvence y-laktamasy s vyzna¢enymi opravami:

MTMITPSLHASAGRTLE
DPFFPTAIARSTPWPETLIKVDLNQSPYDNM)PQVH
NRWHPDIPMAVWVEPGAEFKLETYDWTGGAIKN
DDSAEDVRDVDLSTVHFLSGPVGVKGAQPGDLL
VVDLLDIGARDDSLWGFNGFFSKQNGGGFLDEHF
PLAQKSIWDFHGMFTKSRHIPGVNFAGLIHPGL
IGCLPDPKMLASWNERETGLIATDPDRIPGLAN
PPNATTAHM (N)GQMQGEARDKAAAEGARTVPPREHG
GNCDIKDLSRGSRVFFPVYVDGAGLSVGDLHEFS
QGDGEITFWGPIEMPGWVHMKVSLIKGGMAKYG
IKNPIFKPSPMTPNYQGLPDLRRHLGGRKGQAAL
PGRDRGLPPGLPERHRVPEEIRLQRRPGLLAAG
HGARAGPHQRRGGRAQ(G CLRHAVAAHGDLRLRHQ
SHGRGTTEDHHGRGGSAHRPGQVSPAYDTRHPPF
ARGRPCPPMTTTAPHAAASTRCAASRSATSPRP
APAARRPRPASSSARRAWPAPAPNSAAPTTPTS
APGTSPGAHAMWPRAATRACATPSGCGCCSGASK
RGSTVTAPNGAKTFPTKRPWMN)ISH.PRTLRRTN
DKGPRRGPLSCLAVPLSARRR.SRPAPASAGWR
TAAWPGAAFVDPRYRID

Obr. 15 Kompletni sekvence y-laktamasy. S vyzna¢enim mist, kde doslo k chybam ptrepisovani. Chybna

aminokyselina je uvedena v zdvorce.
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4.4 Spojeni syntonii

Bezchybné klony byly pouZity pro vystépeni syntonl za dcelem jejich nédsledného
spojeni a vytvofeni sekvence celého genu y-laktamasy. Synton A byl vystépen restrikénimi
endonukleasami Ndel a BamHI, synton B restrikénimi endonukleasami BamHI a HindIII.
Vysledek Stépeni byl analyzovdn agarosovou elektroforesou. Zaroven byl rozStépen
plazmid pET22b pomoci restrikénich endonukleas Ndel a HindIII. Oba syntony a plazmid

byly izolovany pomoci agarosové elektroforesy a izolacniho kitu.

Plazmid a oba syntony byly spojeny pomoci ligace tif fragmenti DNA, zaroven byla
provedena negativni kontrola obsahujici samotny plazmid. Produkty obou ligaci byly
nasledné¢ pouzity k transformaci kompetentnich bunék DH5a.. Na plotné s ligacni reakci
vyrostlo cca 13 kolonii. Na negativni kontrole vyrostlo 7 kolonii. I pfes nepfili§ pfiznivy
vysledek ligace bylo 5 kolonii pfeockovano do média a proveden ndrtst kultury a ndslednd
minipreparace plazmidové DNA. Vysledek minipreparace byl ovéfen restrikcnim Stépenim
pomoci restrikénich endonukleas Ndel a HindIII (obr. 17). Stépeni potvrdilo spravnost

vSech klont, z nichZ 3 byly pouZity k otestovani exprese rekombinantni y-laktamasy.

4.5 Exprese rekombinantni y-laktamasy v E. coli
Ovéfenymi plazmidy ze spravnych klont byly transformovény expresni kompetentni

buiiky BL21(DE3)RIL, navic byla provedena kontrola s netransformovanymi bunikami. Na
vSech tiech plotnach vyrostlo cca po 80 koloniich ( na negativni kontrole Zadné kolonie
nenarostly ), z kterych byly pieockovany do tekutého LB média 2 kolonie pro kazdy klon a
nechédny rust pfes noc. Narostlé kultury byly preo¢kované do nového média a kazdych 30
minut byla jejich optickd hustota méfena spektrofotometricky pii 600 nm (ODggp ). Nartst
byl provadén do dosazeni ODgpy = 0,6. Hodnoty ODggg z této Casti ndrdstu jsou shrnuty

v tab. 8.
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Tab. 8. Hodnoty ODgjo nartstu kultur métena kazdych 30 min.

klon/kolonie | 30 [min] | 60 [min] | 90 [min] | 120 [min] | 150 [min] | 180 [min] | 210 [min]
1.1 0,012 0,024 0,080 0,132 0,196 0,436 0,732
1.2 -0,004 0,072 0,072 0,152 0,260 0,596 0,848
2.1 0,044 0,060 0,124 0,252 0,296 0,600 0,964
2.2 -0,004 0,024 0,112 0,156 0,232 0,472 0,728
31 0,048 0,076 0,100 0,236 0,388 0,704 1,212
3.2 0,028 0,040 0,076 0,188 0,324 0,596 0,952

Kazda narostla kultura byla v této fazi narastu rozdélena na dvé stejné ¢asti. K jedné

z nich byl pfiddn induktor IPTG, ¢imz byla spusSténa exprese rekombinantni y-laktamasy.

Druhé ¢ast byla ponechdna jako slepy pokus. ODggo byla ddle monitorovana v intervalech 1

h, vysledky jsou shrnuty v Tab. Kompletni rtstové kiivky pro klon 2.1 jsou zndzornény

v grafu na obr 16.

Tab. 9. Hodnoty ODg, nartstu kultur méfena kazdych 60 min. bez pfidaného induktora

klon/kolonie | 60 [min] | 120 [min] | 180 [min]
1.1 2,036 3,384 3,616
1.2 2,252 3,376 3,572
2.1 2,600 3,524 3,912
2.2 2,184 3,352 3,728
3.1 2,844 3,412 3,444
3.2 2,360 3,676 3,684
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Tab. 10. Hodnoty ODg(y nértstu kultur méfena kazdych 60 min. s pfidanym induktorem IPTG

klon/kolonie | 60 [min] | 120 [min] | 180 [min]
1.1 1,556 1,868 2,276
1.2 1,720 2,228 2,808
2.1 1,668 1,844 1,820
2.2 1,188 1,364 1,436
3.1 1,692 1,992 2,104
3.2 1,672 1,948
4 -
3.5 -
3 -
2,5 -
=
B 2
-
1.5 -
1 -
0.5 -
0 y T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
t [min]

Obr. 16 Rustova kiivka kultury bakterif exprimujicich y-laktamasu z pfipraveného expresniho vektoru,

klon 2.1, Zelena kiivka odpovid4 intervalu od zao€kovéni do indukce. Modra kiivka odpovid4 ¢asti kultury,

ktera nebyla indukovana (slepy pokus). Cervend kfivka odpovidé kultufe indukované IPTG.

K vyhodnoceni exprese y-laktamasy byly odebrdany vzorky kultur pted indukci, po

indukci bez induktoru (slepy pokus) a po indukci s pfidavkem induktoru. Po dokonceni

meéfeného nértstu vSech kultur byly odebrané vzorky analyzoviany pomoci SDS PAGE

elektroforesy (obr. 17,18).
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Obr. 17 Exprese y-laktamasy v E. coli. Na gelu jsou vyhodnoceny klony 2.1. a 2.2. 1. standard ( 6,5;
14,3; 21; 29; 45; 67; 116; 200 kDa); 2. klon 2. 1. pfed indukci; 3. klon 2. 1. - slepy neindukovana kultura; 4.
klon 2. 1. indukovana kultura; 5. klon 2. 2. pfed indukci; 6. klon 2. 2. - slepy neindukovanad kultura; 7. klon

2. 2. indukovana kultura

1 2 3 4, ] 1]
45kDa
—>
skracenv enzym y-laktamasy
- - - b

Obr. 18 Exprese zkracené formy y-laktamasy v E. coli. Na gelu jsou vyhodnoceny klony 1.1.a 1.2. 1.
standard ( 6,5; 14,3; 21; 29; 45; 67; 116; 200 kDa); 2. klon 1. 1. pfed indukci; 3. klon 1. 1. - slepy
neindukovana kultura; 4. klon 1. 1. indukovand kultura; 5. klon 1. 2. pfed indukci; 6. klon 1. 2. - slepy

neindukovana kultura; 7. klon 1. 2. indukovana kultura
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4.6 Sekvencni analyza expresniho plazmidu
Na gelu SDS PAGE elektroforesy byl v draze 4 a 7 vidét prouZek potvrzujici expresi

y-laktamasy. Plazmidy odpovidajici sprdvnym klonlim byl posldn na sekven¢ni analyzu.
K sekvenaci z plazmidu pET22b byly pouzity primery T7 promoter a T7 terminator. Tyto
primery vSak nebyly dostacujici na pokryti celé sekvence. Proto byl klon 2.1 a 2.2 dale
sekvenovdn s primery GL corr 1, GL corr 2 a GL corr 3, ¢imZ byla chybéjici ¢ast sekvence
doplnéna. Klon 3.1 a 3.2 dale sekvenovadn nebyl. Sekven¢ni analyza potvrdila spravnost

celé sekvence y-laktamasy klonu 2.1 a 2.2.

47



5. Diskuse

v-laktamasa je protein skladajici se z 575 aminokyselin, jeho gen je tedy tvofen 1725
bazemi. Takto dlouhy gen je prakticky nemozné syntetizovat v jednom kuse piimo
z oligonukleotidt. U€innost tohoto postupu je totiz velice nizkd z d@ivodu velkého
mnozstvi prekryvl oligonukleotidii, které na sebe musi sprdvné nasednout, aby byla
vytvofena odpovidajici sekvence. Uéinnost nasedani je kritickym faktorem zejména ve
druhém kroku 1. PCR reakce, kdy musi dojit ke spojeni vldken DNA vzniklych
prodlouzenim na sebe nasednuvsich oligonukleotidii z prvniho kroku. Jelikoz tyto
molekuly jiz existuji ve form¢ dvouvldknové DNA, proto po jejich denaturaci, kdy je
reak¢éni smés ochlazena na teplotu naseddni komplementarnich dsekd oligonukleotidi,
dochdzi ke kompetici 0 moznost parovani mezi ptekryvy oligonukleotid dlouhymi 18 bazi
a celymi produkty prvniho kroku dlouhymi 142 bazi. Odtud plyne, Ze nasedani piekryvi
bude ve znacné nevyhodé. Proto ucinnost sloZeni celé sekvence s pocCtem prekryva
exponencidlng klesd a pii obzvlasté velkém poctu oligonukleotidi uZ nemusi kompletni
sekvence vzniknout vibec. V ndsledné 2. PCR pak nedojde k amplifikaci Zadného

produktu.

Proto jsme pfistoupili k rozdéleni sekvence genu y-laktamasy do dvou ¢4sti, syntonil
A a B, o délkidch 813, resp. 969 bp vcéetné koncovych pomocnych sekvenci. I tyto délky

jsou pomérné velké, za optimum Ize povazovat cca 500 bp, ale dali jsme prednost tomuto

vvvvv

Po provedeni 2. PCR bylo zjisténo, Ze amplifikace genu neprobéhla tspeésné. Po
analyze produktii 2. PCR na gelové elektroforéze nebyly pozorovany zadné odpovidajici
prouzky. Pravdépodobnym diivodem byla pravé velmi dlouhd sekvence syntontll. Z toho
divodu byl kazdy synton rozdé€len na 2 ¢asti vhodnou volbou oligonukleotida do 2. PCR
reakce. Pro synton A syntéza téchto tisekii DNA probéhla tspésné. Pro synton B vSak ani
tato syntéza uspéSnd nebyla, proto byl dany synton rozdé€len na tfi Casti. To bylo

dostacujici, syntéza vSech tii fragmentd probéhla dspésne.

Spojeni dvou, resp. tii ¢asti syntoni A a B bylo dosazeno dal$i PCR reakci, kde jako
primery vystupovaly koncové oligonukleotidy kazdého syntonu a jako templat smés jeho

¢asti. Touto metodou byly nakonec pfipraveny oba syntony.
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Ligace syntonti a plazmidu probéhla v malém vytézku, coZ se ndm projevilo pii
transformaci rekombinantniho plazmidu do kompetentnich bunék, nebot’ na agarovych
plotnach s bakteriemi E. coli transformovanymi legacnimi produkty vyrostlo pouze cca 10
kolonii. Nartist malého mnozstvi kolonii na plotné s Zivnym médiem mtiiZe mit sice vice
vysvétleni, ale jednim z pravdépodobnych divodii mohou byt nedosyntetizované konce
oligonukleotidi. Chemickd syntéza oligonukleotidd totiZ probihd ve sméru od 3’-konce
k 5°-konci. Vzhledem k tomu, Ze oligonukleotidy byly velmi dlouhé (obvykle 80 bazi),
obsahovaly pravdépodobné velké mnozstvi nedosyntetizovanych 5°-koncii. Pokud je totiz
ucinnost jednoho kroku syntézy 99% [21], je v souboru oligonukleotidii o délce 80 bazi
pouze 45% molekul o plné délce, vSechny ostatni jsou zkraceny na 5°-konci o n€kolik bazi.
Na 57-koncich prvniho a posledniho oligonukleotidu byla navrzena restrikéni mista pro
klonovani do vektoru pUC19. Chybéjici konce restrikénich mist mohly znemoZnit
restrikéni $tépeni a ndslednou ligaci syntonid a plazmidu. To mohlo vést k tvorbé malého

mnoZzstvi kolonif pfi transformaci kompetentnich bunék rekombinantnim plazmidem.

Sekvence vy-laktamasy z Comamonas acidovorans nam nebyla k dispozici
v elektronické formé, z nizZ by mohla byt zkopirovdna a pouZita pro navrh syntézy genu.
Proto musela byt ru¢né pfepsana z tiSténého zdroje. Pii piepisu této sekvence bohuZzel
doslo k zdméndm ¢ty aminokyselin. Zaroven vznikly dalsi mutace v disledku ndhodnych
zdmén bazi v syntetizovanych  oligonukleotidech, které nastivaji  ptiblizné
s pravdépodobnosti 0,3% [21]. Oba typy zdmén byly opraveny pomoci PCR reakci, v niz
vhodné oligonukleotidy slouZily jako zdplaty k ptekryti t€chto mutaci. Na opravu mutaci
vzniklych v dtsledku ruc¢niho pfepisovani musely byt syntetizovany nové opravné
oligonukleotidy, zatimco na opravu mutaci ndhodnych lze pouZit oligonukleotidy jiz
syntetizované. TtebaZe pravdépodobnost vyskytu mutace v téchto oligonukleotidech je
stile stejnd, pravdépodobnost zaneseni dal$i mutace do opraveného produktu je vyrazné
nizs$i nez pfi primarni syntéze, protoZe podstatnd C¢4st syntonu je uZ pouze prepisovana
vysoce pfesnou DNA polymerasou, jejiz procento vnesenych mutaci je podstatné niZsi.
Vhodné zvolenou sekvenci PCR amplifikaci s pfisluSnymi produkty byly nakonec oba

syntony opraveny a spravnost sekvence byla potvrzena sekvenci DNA.

Spojeni obou syntonil bylo provedeno pomoci restrikéni endonukleasy BamHI, jejiz
rozpoznavaci sekvence byla vnesena na spojované konce obou syntoni. BamHI patii nezi

restrikéni endonukleasy I. typu, které S$t€pi uvnitf sekvence, kterou rozpoznavaji. Z toho

49



zaroven vyplyva, Ze po ndsledném spojeni koheznich koncti se restrikéni misto v sekvenci
opét obnovi. PouZiti endonukleas tohoto typu md vyhodu v tom, Ze se zpravidla jednd o
velmi kvalitni enzymy, a navic je mozno v piipad¢ potieby gen opét rozdélit. Nedostatkem
této metody je, Ze restrikéni misto musi byt umistitelné dovnitt sekvence, jeho pouZiti je
tedy zavislé na aminokyselinovém sloZeni. Druhou mozZnosti je pouziti restrik¢énich
endonukleas II. typu, které St€pi v definované vzdalenosti od rozpoznavané sekvence. Tato
metoda je pouzitelnd univerzdlné¢ a nezdvisle na aminokyselinovém slozeni, jedinou
omezujici podminkou je nepfitomnost restrikcniho mista jinde v sekvenci. Restrikéni misto
po spojeni syntonil zanikd, coZ ma vyhodu v piipad¢é, Ze potiebujeme spojovat vice

syntontl, protoZe v tomto piipad¢é nedochazi k nezddouci fragmentaci jiZ spojenych usekd.

V naSem piipadé byla ke spojeni pouzita ligace tii fragmenti DNA najednou, tedy
obou syntonu a pétefe expresniho vektoru pET22b. Tiebaze by se dalo ofekavat, Ze tato
ligace bude mit nizsi ucinnost neZ klasicka ligace dvou fragmentt, byl jeji vysledek velice
dobry, pocet narostlych kolonii po transformaci byl vy$$i neZ u primarnich ligaci do
pUC19. Pro piipad netspéchu této metody vSak byly ptfipraveny i dalsi dvé moZné cesty
spojeni syntond v plazmidu pUC19 tak, Ze by se vZdy jeden synton pfidal do plazmidu,
ktery jiz obsahuje synton druhy. Zde by byly pouZity bud’ restrikéni endonukleasy EcoRI a
BamHI (pfidani syntonu A do plazmidu se syntonem B) nebo BamHI a HindIII (pfidani
syntonu B do plazmidu se syntonem A). Takto spojeny gen by pak byl pfenesen do
expresniho plazmidu pET22b. Vzhledem k dobré funkcnosti ligace tif fragmentii vSak

téchto metod nemuselo byt pouzito.

Exprese y-laktamasy byla testovdna v buiikidch E. coli kmene BL2I1(DE3)RIL.
K tomuto pokusu bylo zaoCkovéano celkem Sest kultur, vZdy po dvou od stejného klonu
expresniho vektoru. Kultury byly narGstiny do ODgyp = 0,6, poté byly rozdéleny na
poloviny a jedna z nich byla indukovdna IPTG.. Narast byl provddén dalsi 3 h a byl
monitorovan spektrofotometricky a pomoci SDS PAGE elektroforesy. Z rastovych kfivek
(Tab. 6, 7, 8 a Obr. 19) je patrné, Ze indukované kultury rostou od okamziku indukce
podstatné pomaleji neZ neindukované, coz svéd¢i o tom, Ze dochdzi k intenzivni
proteosyntéze. Ta spotiebovavd podstatnou Cast energie, kterou buiikka produkuje, proto je
rust kultury zna¢n¢€ omezeny. Z analyzy na SDS PAGE elektroforese vyplyvé, Ze dva klony
produkuji protein odpovidajici velikosti y-laktamasy. Tato exprese neni ptili§ silnd, pfesto

je pozorovatelny jasny rozdil mezi indukovanymi a neindukovanymi bunkami. Tteti klon
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naopak produkoval protein o velikosti asi poloviny y-laktamasy, avSak jeho exprese byla
velmi silnd. Jednd se pravdépodobné o zkracenou variantu vy-laktamasy vzniklou
v disledku vytvofeni ndhodného stop-kodonu pfi spojovani syntont. I kdyZz liga¢nimi
reakcemi zpravidla mutace nevznikaji, v tomto piipadé patrn¢ doslo k posunuti ¢teciho

rdmce a naslednému vzniku stop-kodonu.

Vsechny tfi klony byly sekvenovany ¢astecné s pouzitim primerd T7 promotor a T7
termindtor. Tato sekvenace potvrdily sprdvnost podstatné ¢4sti vSech klonl v oblasti
zacatku a konce sekvence v rozsahu asi 700 bazi z kazdé strany. Sekvenace stiedni oblasti,
kterd nebyla ptivodnimi sekvencemi pokryta, byla provedena za pomoci primera ptivodné
ur¢enych pro opravy mutaci, ale pouze u jednoho zklonti, kde probihala exprese
kompletniho proteinu. Témito sekvencemi byla potvrzena spravnost celé sekvence tohoto

klonu.

Otazka, proC je exprese proteinu relativné slabd, uz nebyla z casovych divoda dale
zkoumdna. Je mozné, Ze aktivni enzym néjakym mechanismem inhibuje proces
proteosyntézy. Pravdépodobn¢ ale neovlivituje samotny riist bunék, protoze rastova kfivka
je srovnatelnd s rustovou kiivkou klonu, ktery kompletni y-laktamasu neprodukuje. Je ale
také mozné, Ze zkraceného produktu je produkovédno vice, protoZe je méné rozpustny a
usazuje se v buiice v inkluznich téliskach, zatimco nativni y-laktamasa ziistiva rozpusténa
v cytoplazmé, kde jeji koncentrace nemiiZze dosdhnout tak vysokych hodnot. To je
v souladu s publikovanym purifikacnim postupem [2], kde je protein produkovan rovnéz
jako rozpustny. Ovéfeni jeho rozpustnosti, izolace proteinu a meétfeni jeho aktivity jiz

nebylo moZné v rdmci této prace provést, ale miize byt provedeno v budoucnu.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo pfipravit expresni vektor pro vy-laktamasu z bakterie
Comamonas acidovorans. Tento gen byl rozd€len na dvé ¢asti (syntony). S vyuzitim PCR
byla ve dvou krocich provedena syntéza obou téchto ¢asti, které byly poté klonoviny do
plazmidu pUCI19. Témito konstrukty byly transformovany kompetentnich bunky E. coli
DH5a. Pomoci PCR byla provedena oprava zanesenych mutaci obou fragmentti. Opravené
fragmenty byly spojeny v plazmidu pET22b a transformovéany do expresnich bun¢k E. coli.
BL21(DE3)RIL, v kterych byla provedena exprese y-laktamasy s pfidavkem i bez ptidavku
induktoru IPTG. Exprese y-laktamasy byla vyhodnocena na SDS PAGE elektroforese.
Exprese vy-laktamasy z pfipraveného expresniho vektoru byla potvrzena a spravnost
sekvence byla ovéfena sekvenCni analyzou. Expresni vektor bude slouZzit k ptipraveé
rekombinantni y-laktamasy, kterd bude pouzita ke studiim Stépitelnosti y-laktamového
cyklu polyvinylpyrrolidonu, coZ je nutny krok k zajiSténi jeho odbourdni biologickymi

procesy.
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Svoluji k zapiijceni této prace pro studijni icely a prosim, aby byla fadn¢€ vedena
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