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Abstrakt

Enzymologicky vyzkum se v souc¢asné dob¢ zamétuje na hledani variant znamych
enzymi s pozménénymi vlastnostmi €i zcela novych katalyticky ucinnych proteind.
Klasicky pfistup vyhledavani novych genli zalozeny na kultivaci mikroorganismii vSak
selhava u environmentalnich vzorkli, nebot je tvoifi zejména nekultivovatelné
mikroorganismy. Proto byl vyvinut novy tzv. ,,metagenomicky* pfistup umoznujici piimou
komplexni analyzu mikrobidlnich populaci, ktery spocivéd v izolaci celkové DNA (RNA)
z daného prostiedi a jeji nasledné sekvencni (genotypové) ¢i funkéni (fenotypové) analyze.

V této praci byl aplikovan metagenomicky pfistup pii hledani novych variant
penicilin-G-acylasy, enzymu katalyzujicitho hydrolysu, resp. tvorbu vazby acylu na (-
laktamové jadro a uplatnujiciho se pii vyrobé polosyntetickych B-laktamovych antiobiotik,
v jedenécti vzorcich odpovidajicich 4,5 m ptidnimu horizontu. Pomoci sekvencni analyzy
PCR amplikont ziskanych na metagenomickych templatech byly ziskdny nukleotidové
sekvence podstatné Casti potencidlnich strukturnich penicilinacylasovych genil
vykazujicich po prekladu nejvyssi stupenn homologie s penicilinamidasou z Conexibacter
woesei.

Pokracovanim této metagenomické studie bude amplifikace alespoil jednoho
kompletniho strukturniho genu pro environmentalni penicilinacylasu, avSak klonované
oblasti genu lze jiz nyni vyuzit ke konstrukci hybridnich penicilinacylas pomoci metody

»gene shuffling®.

Kli¢ova slova: pidni metagenomika, nekultivovatelné mikroorganismy, PCR, penicilin-G-

acylasa, beta-laktamov4 antibiotika, Actinobacteria



Abstract

Search for new enzymes or variants of known ones is now a hot issue in
enzymological research. The classical culture-based approach, however, often fails when
applied on environmental samples, because they contain uncultured microorganisms at
most. For this reason, a new approach has been developed — the metagenomics. This
approach is based on direct isolation of total DNA (RNA) from specific environment and
its subsequent sequence-based (genotype) or function-based (phenotype) analysis.

In this work, the metagenomic approach has been used to find new forms of
penicillin G acylase, the enzyme that catalyze cleavage or formation of acyl — B-lactam
nucleus bond and is used in industry for synthesis of semi-synthetic f-lactam antibiotics, in
eleven samples from 4.5 m soil horizon. Sequence analysis of PCR amplicons on
metagenomic templates revealed nucleotide sequences of major part of potential structural
penicillin acylase genes. After translation it has been found that the sequences are most
homologous to penicillin amidase from Conexibacter woesei.

Further perspective of this metagenomic study is amplification of at least one
complete structural gene of environmental penicillin acylase. However, the cloned regions
of the gene can also be used to create hybrid penicillin acylases using gene shuffling
method.

(In Czech)

Key words: soil metagenomics, uncultured microorganisms, PCR, penicillin G acylase,

beta-lactam antibiotics, Actinobacteria



Seznam zkratek
6-APK — kyselina 6-aminopenicilanova
7-ACK — kyselina 7-aminocefalosporanova
AEH — a-aminoacid ester hydrolase (hydrolasa esterii a-aminokyselin)
Amp - ampicilin
ATCC - American Type Culture Collection (americka sbirka typi kultur)
CCM — Czech Collection of Microorganisms (¢eska sbirka mikroorganismil)
CTAB — cetyltrimethylamoniumbromid (hexadecyltrimethylamoniumbromid)
DMSO - dimethylsulfoxid
dNTP — deoxynukleotid trifosfat
E. coli — Escherichia coli
EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid (kyselina ethylendiamintetraoctova)
EtBr - ethidiumbromid
FOK — fenyloctova kyselina
GLB - gel loading buffer (pufr pro nanadseni na gel, vzorkovy pufr)
IPTG - isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid
LB — lysogeny broth (lysogenni piida)
MOPS — morfolinopropansulfonova kyselina
PA — penicilinacylasa / penicilinamidasa
pb — pary basi
PCR — polymerase chain reaction (polymerasova fetézova reakce)
pga — gen pro penicilin-G-acylasu
PGA — penicilin-G-acylasa
SDS — sodium dodecyl sulfate (dodecylsulfat sodny)
TBE — tris-borat-EDTA pufr
TE — Tris-EDTA
Tris — tris-(hydroxymetyl)-aminomethan

X-gal - 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid



1. Prehled literatury

1.1 Uvod

Enzymy jsou biologické katalyzatory, které maji nezastupitelnou roli v
metabolismu vSech zivych organismi. V poslednich letech ovSem nachazeji stale vétsi
uplatnéni jak v mediciné, tak v chemickém, farmaceutickém a potravinaiském primyslu.
Nékdy je pouziti enzymaticky katalysované reakce elegantni alternativou ke klasické
organické synthese, kterd mize byt energeticky narocné (napf. nutnost prace za vysokych
teplot a tlakli) a neekologickd, protoze se pii ni uvoliiuji do okoli latky nebezpecné pro
zivotni  prostiedi.!! Nespornou vyhodou enzymli je jejich enantioselektivita
a regioselektivita. To umoZziiuje eliminovat vznik vedlejSich produktl, cehoz lze pfi
organické synthese docilit mnohdy jen obtizné.

Bohatym zdrojem novych enzymil nebo 1 celych metabolickych drah pro vyrobu
nescetnych sloucenin jsou mikroorganismy. Celkovy pocet jen prokaryotickych bunck na
Zemi je odhadovan na 4-6 x 10%. Jejich pocet v pidé¢ je odhadovéan na 2,6 x 10%. Kromé
pudy jsou prokaryota nejvice zastoupena v ocednech a hluboko pod zemskym povrchem a
dnem oceéant.?! Diverzita prostiedi, kterd obyvaji, je obrovska a taktéz jejich enzymova
vybava, piizpisobena k preziti v mnohdy extrémnich podminkéch vysokych teplot, tlaki,
extrémniho pH apod., je nesmirnd. Existuji v zasad¢ dva zakladni pfistupy, jak tuto
diverzitu zkoumat a dale vyuzit.

Tradi¢ni zpisob ziskani novych enzymili z mikroorganismi spociva v jejich
kultivaci a zkoumani enzymd, které produkuji. Je ovSem znamo, Ze z celkového poctu
mikroorganismi je pouhy zlomek kultivovatelny standardnimi technikami. Druhy mozny
ptistup spociva v izolaci veskeré DNA ze vzorku z daného prostiedi, jeji analyze, a
nasledné expresi zajimavych genll ve standardnich hostitelich, jejichz kultivace je jiz dobte
zvladnuta. Tento pfistup se nazyva metagenomicky, celkova DNA izolovana ze vzorku z
daného prostiedi je pak metagenom.

Metagenomicky pfistup neni zaméfen pouze na prokaryota, nicméné
u eukaryotického genomu nastava problém s introny. Proto je u eukaryot snaha o tvorbu
cDNA knihoven, které vzniknou pfepsdnim mRNA, kodujici jiz pouze gen bez intront, do

DNA pomoci reverzni transkriptasy.



1.2 Zdroje environmentdalni DNA

Jak bylo uvedeno, hlavnimi zdroji zajimavé environmentalni DNA jsou puda
amotiskd voda. Pouzivaji se vzorky jak povrchové, tak z wvysokych hloubek,
kontaminované lidskou ¢innosti (benzinové pumpy, skladky apod.)™, nebo naopak lidskou
¢innosti nepoznamenané!®, z prostredi primarné bohatého na mikrofloru”, ¢i z prostiedi
pro Zivot na prvni pohled nehostinného (ledovce, horké prameny)."® Casto se prostiedi pro
odebrani vzorku voli cilené, protoze se predpoklada vyskyt organismu produkujiciho

specificky enzym. Dale se zaméfime na vzorky DNA z pudy.

1.3 Izolace pudni metagenomické DNA

Byla vyvinuta fada postupli pro izolaci metagenomické DNA z pudy, z nichz
nekteré byly dokonce komercializovany do podoby kitl. Nelze jednoduSe rozhodnout,
ktery zpusob je nejvhodnéjsi, protoze vzorky plidy z riiznych prostfedi ptfinasi specifické
problémy pii izolaci. Také zalezi na tom, jestli potiebujeme ziskat DNA s co nejvyssi
¢istotou, nebo ziskat co nejvyssi mnozstvi izolované DNA. Existuji dva zakladni pfistupy k
izolaci DNA - primy, ktery spociva v pfimé lysi bunék a ndsledném cisténi uvolnéné
DNA, a neprimy, kde se nejprve izoluji buniky od nezivé hmoty a nésledné se provadi
lyse.

Prvnim krokem piimé metody je lyse bunck, tedy rozruSeni buné¢nych stén
a membran pfitomnych bunck a uvolnéni DNA do roztoku. Mize se jednat o lysi bud’
chemickou, mechanickou, nebo o jejich kombinaci. Z mechanickych metod se jedna o
drceni, teplotni Soky (opakované zmrazovani a roztavani), ohfivani mikrovlnami a
sonikaci. Z chemickych se jedna o lysi enzymatickou (lysozym) a detergentovou
(dodecylsulfat sodny). Nevyhodou mechanické lyse je nekontrolovatelné rozstépeni DNA
a tudiz nedojde k uvolnéni DNA z nékterych bunék. Mechanicka lyse je tedy efektivnéjsi,
chemicka je vSak selektivnéjsi a jemné;jsi.PIH0]

Prvnim krokem nepiimé metody je oddéleni bun€k od ¢astic pidy, ¢ehoz muize
byt dosazeno uzitim detergentu, néasledované centrifugaci pii pomalych rychlostech, pfi
které dojde k sedimentaci pouze ¢astic pudy, zatimco bunky zlstanou v roztoku. Takto
oddélené buiiky se pak rozbiji pomoci lysozymu a detergentu. Tento pfistup je cileny

specificky na prokaryota, omezuje extrakci extracelulirni DNA a umoziuje ziskani



dlouhych usekit DNA o vysoké Cistoté. Na rozdil od ptimého piistupu ale zdaleka nedojde
k izolaci DNA vSech pfitomnych bakterii, protoze nékteré jsou pevné vazany na castice
pudy.[”

Po lysi bun¢k nésleduje odstranéni lipidi a proteinl, k némuz se pouzivaji
organickd rozpoustédla, jako naptiklad chloroform, fenol, smési chloroform — fenol nebo
fenol — chloroform — isoamyl alkohol v riznych pomérech, DNA vzdy ztstava ve vodné
fazi. Dal$i moznosti je vysoleni proteint naptiklad chloridem sodnym, octanem amonnym,
siranem amonnym, octanem draselnym nebo octanem sodnym. Pfi nizkorychlostni
centrifugaci dojde k sedimentaci proteinii a DNA ziistane v roztoku.!""!

Dal$im krokem je precipitace DNA, ¢imz se z izolovan¢ DNA odstrani zbytky
pufru a ostatnich necistot v roztoku. Provadi se bud’ isopropanolem, ethanolem, nebo
polyethylenglykolem. Neékteré studie uvadéji, Zze ethanolova precipitace vede k vétsi

koprecipitaci kontaminantti, nez pfi pouziti isopropanolu nebo polyethylenglykolu.!'
1.4 Kvantifikace, stanoveni Cistoty environmentalni DNA a jeji purifikace

1.4.1 Kvantifikace izolované DNA

Informaci o koncentraci izolované environmentdlni DNA lze ziskat
spektrofotometrickym méfenim pti 260 nm, coz je absorpéni maximum pro nukleové
kyseliny. Absorbanci 1 pak odpovida koncentrace 50 pg.ml”' dvojvlaknové DNA. Toto
stanoveni vSak mulze byt ruSeno zneciSténim (viz dale). Dal§i moznosti je odhad
koncentrace z vysledkli agarosové elektroforesy v porovnani se standardem o zndmé

koncentraci.'!

1.4.2 Stanoveni cistoty DNA

Pro dal8i zpracovani ziskané environmentalni DNA je nutné, aby neobsahovala
necistoty, které inhibuji polymerasovou fetézovou reakci (PCR), restrikéni Stépeni a dalsi
molekularné-biologické techniky. Takovéto necistoty se souhrnné oznacuji jako huminové
slouceniny (téz nazyvané huminové kyseliny). Jedna se o produkty rozkladu organismui
obsazené v pudé, na jejichz pfitomnost v extrahovaném vzorku ukazuje zbarveni dohnéda.
Ke koextrakci huminovych kyselin dojde spiSe pfi pouziti pfimé metody lyse.!"”!

Udaje o ¢istotd izolované DNA udavaji poméry absorbanci vzorku pii vlnovych

délkach, specifickych pro nukleové kyseliny a ptislusné kontaminanty. O proteinové
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kontaminaci vypovidd pomér absorbanci 260/280 nm, o kontaminaci huminovymi
kyselinami vypovidd pomér 260/230 nm.”’ MnozZstvi huminovych kyselin Ize také urdit
méfenim absorbance pii 320 nm, kde jiz nukleové kyseliny ani proteiny vyrazné

neabsorbuji. Byla zji$téna piima souvislost mezi absorbanci pii 320 nm a inhibici PCR.!"*

1.4.3 Purifikace izolované DNA

Huminové slou€eniny se z pldni DNA neodstraiiuji snadno, protoze jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti jsou velmi podobné nukleovym kyselinam. Lze pouzit
ultracentrifugaci v gradientu chloridu cesného (pouzivano diive), chromatografii,
elektroforézu nebo dialyzu.!™ Z chromatografie se pouziva napiiklad gelova permeacni
chromatografie, pfi niz dochazi k oddéleni malych fragmenti (necistoty) od velkych
(souvislé useky DNA).!'S

Elektroforetické déleni uplatituje podobny princip, navic zde jesté¢ hraje roli
rozdilna pohyblivost v elektrickém poli. Lze tedy provadét bud klasické déleni podle
velikosti, nebo do gelu ptidat polyvinylpyrrolidon, ktery na sebe pomoci vodikovych
mustkl navaze huminové slouCeniny a tim zapfiCini jejich nepohyblivost a tudiz umozni
jejich oddéleni od DNA.!'

Déle existuji rizné komercni kity, specializované na ¢isténi environmentalni DNA

z pudy.

1.5 Biodiverzita

Vétsina technik zkoumajicich bakteridlni diverzitu v environmentalni DNA je
dnes zaloZena na srovnavani gend pro 16S rRNA (¢ast ribozomu). Geny pro rRNA jsou
silné druhové konzervované a téméf neovlivnéné horizontdlnim pienosem genetické
informace, proto jsou idedlnimi identifikacnimi znaky pfi konstrukci fylogenetického
stromu. VétSina technik obnasi amplifikaci 16S rRNA gent pomoci PCR za pouziti
univerzalnich primert. U eukaryot Ize obdobné& pouzit geny pro 18S rRNA.'®

Mezi techniky pro analyzu diverzity patfi denaturacni gradientova gelova
elektroforéza nebo teplotné-gradientova gelova elektroforéza, kde se rozdilné 16S rDNA
(tedy geny pro 16S rRNA) rozd€li na zékladé riizného chovani v gradientu denatura¢niho

¢inidla nebo teploty. Technika jednovldknového sekvencniho polymorfismu je zalozena na

rizné sekundarni struktufe jednovldknové rDNA a jejim vlivu na pohyblivost pfii
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elektroforéze. Dalsi technika délkového polymorfismu terminalniho restrikéniho fragmentu
je zalozena na PCR s fluorescenéné znaCenymi primery, pii niZz vzniknou znalené
amplikony, které se nasledn¢ rozstépi restrikéni endonukleasou a elektroforeticky se
analyzuji jen tyto znacené terminalni sekvence. Nakonec 1ze PCR amplikony 16S rRNA
genu naklonovat (ligovat do bakteridlniho plasmidu, ktery se vlozi do vhodného hostitele),
¢imzZ dojde k rozdéleni riiznych variant PCR amplikond, klony takto vzniklé knihovny

nasledné sekvenovat a porovnat s pocitatovou databéazi (napt. pomoci NCBI - Blast).!"”!

1.6 Hledani novych funkcnich genii

Existuji dva zptsoby, jak hledat nové enzymy v metagenomu. Prvni pfistup se
nazyva sekvencni analyza a je zaloZen na sekvenovani Usekil metagenomu a nasledném
srovnavani s jiz zndmymi sekvencemi a hledani homologii in silico. Druhy pfistup je
funkéni analyza, kde se po naklonovani useku metagenomu do vhodného hostitele hledaji
ty klony, které exprimuji produkt s uréitou zadanou funkci. Mozné postupy k ziskani

novych gentll z environmentalni DNA shrnuje obrazek 1.

Vzorek pldy, vody... . E
N

|zolace totalni DNA  ¢i"

2

Fragmentace DNA PCR s deg. primery

T, P

Ligace do vektoru

! B

Klonovani O
Funkéni analyza Sekvenéni analyza

Obrazek 1: Schematické zndzornéni hledani novych genti v metagenomu
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1.6.2 Sekvencni analyza

Sekvenéni analyza (neboli homologni pfistup) obvykle obnasi pouziti PCR
k amplifikaci hledanych genii za pomoci degenerovanych primerd, vytvorenych tak, aby
nasedaly na mista hledaného genu, kterd jsou pokud mozno homologni u znamych variant
hledané¢ho typu genu. Je vidét, ze timto pfistupem nelze najit zcela nové geny, vzdy
v podstaté¢ hledame varianty jiz znamych genil, protoZze automaticky ptedpokladame
homologii minimalné v tsecich primerd. Za vyhodu lze povazovat, Ze nezélezi na volbé
hostitele pro klonovéani, protoZze ndm nejde o expresi daného useku metagenomu.
Naptiklad u analyzy 16S rRNA gend (biodiverzita - viz vySe) je tento pfistup zcela
vhodny. 2

Byly jim ovSem nalezeny i1 nové zajimavé enzymy, jako napiiklad nové

chitinasy”"'nebo pB-laktamasy.*

1.6.3 Funkcéni analyza

Jak bylo jiz naznaceno, je Casto vhodné ud¢lat si takzvanou metagenomovou
knihovnu klonli, pfi jejiz konstrukci se izolovand DNA fyzicky rozs$tépi na tuseky
o pozadované délce a ty se vlozi do klonovacich vektori a nésledné¢ do nékterého ze
standardnich hostiteld. Délka useku se lisi podle toho, jestli je cilem nasledna identifikace
jednotlivych enzymu (tisice partt basi) nebo celych enzymovych komplexti C¢i
metabolickych drah, jejichz geny se mohou vyskytovat blizko u sebe (desetitisice part
basi). Pro klonovani delSich usekt se také voli specialni vektory, jako napiiklad umély
bakterialni chromosom (BAC), fosmid nebo kosmid.!’!

Funk¢ni analyza (neboli fenotypovy pfistup) Casto vede k identifikaci zcela
novych genil pro enzymy se zndmou funkci, které nejsou viibec homologni s jiz zndmymi
enzymy s touto funkci. Zkouma4 se, jestli hostitelé¢ s vnesenym vektorem exprimuji zadany
enzym naptiklad pfidanim substratu, ktery enzym zpracovava (pokud napiiklad ma
exprimovat [-laktamasu, bude rezistentni na penicilin). Problémem ale byva slaba
transkripce vnesen¢ho genu hostitelem, nasledné pak slaba translace a sekrece zadaného
proteinu, chybné slozeni vzniklého proteinu nebo absence potifebného kofaktoru.
Vznikajici enzym nemusi plnit svou funkci a tudiz pfislu§né klony nedetekujeme.'**!

Pravé  kvali  nedostacujici expresi fragment  environmentdlni DNA

ve standardnim hostiteli Escherichia coli se hledaji jiné v laboratoti kultivovatelné kmeny,
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které by mohly byt pro expresi genli z metagenomu vhodnéjsi. Byly tspésné vyzkouSeny
naptiklad Bacillus subtilis, Pseudomonas putida, Streptomyces lividas nebo Rhizobium
leguminosarum >

Bylo vyvinuto nékolik technik, které se snaZi zefektivnit funkéni analyzu
metagenomu. Jedna z nich se nazyva SIGEX (substrate-induced gene expression screening
— screening substratem indukované exprese genu) a spociva podle nazvu v hledani
takovych genti, které se exprimuji v pfitomnosti dané¢ho substratu, ale v jeho nepfitomnosti
nejsou produkovany. Jestli dany klon exprimuje vneseny gen ¢i ne je indikovano pomoci
fluorescence, na jejimz zakladé jsou poté klony roztiidény.™!

Dalsi metodou je METREX (metabolite-regulated expression — exprese
regulovana metabolitem), kde ma hostitelska bunika receptor pro latky, jejichz produkci
chceme detekovat. Pokud buika s vloZenym metagenomickym vektorem tyto latky
produkuje, dojde k expresi genu pro vyrobu indika¢ni molekuly (napiiklad zeleny
fluorescenéni protein - GFP).1*%!

Mezi nové geny, nalezené funkéni analyzou environmentdlni DNA, patii

naptiklad celulasy®”, B-laktamasy™®, esterasy*”, racemasy™” a mnohé dalsi.

1.7 Penicilinacylasy

Penicilinacylasy (penicilinamidasy, PA, EC 3.5.1.11) jsou enzymy, které Stépi
postranni fetézce penicilinii a cefalosporini. Tyto enzymy se vyskytuji u fady bakterii i
eukaryotickych mikroorganismi, ovSem jejich vyznam v metabolismu nebyl zatim zcela
objasnén. Predpoklada se, Ze by tyto mikroorganismy mohly vyuzivat jednak
fenylacetylované slouceniny jako zdroj uhlikuP®', ale také PB-laktamova jadra diky

[32]

spolupraci penicilinacylas a B-laktamas”~, coz bylo ovéfeno na rekombinantnim kmeni

Escherichia coli, ktery exprimuje oba typy genl a diky tomu byl uspésné kultivovan
v ptdé obsahujici jako jediny zdroj uhliku a energie hydrolysat kaseinu a penicilin G."!
Nejveétsi vyznam PA pro Clovéka tkvi v jejich vyuziti v primyslu pfi vyrobé
polosyntetickych B-laktamovych antibiotik. Ze svétové produkce antibiotik tvoii [3-
laktamové antibiotika asi 65 %, z toho je vétSina polosyntetickych (B-laktamové jadro
se substituovanym postrannim fetézcem), protoze ptirodni antibiotika jiz vesmés nejsou
G¢inna kvali rozsifené rezistenci mezi patogeny.’* V procesu vyroby téchto

polosyntetickych derivati nachéazi dnes penicilinacylasy uplatnéni predevsim pii hydrolyse
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ptirodnich B-laktamovych antibiotik (napf. penicilinu G nebo cefalosporinu G) za vzniku
kyseliny 6-aminopenicilanové (6-APK) resp. kyseliny 7-aminocefalosporanové (7-ACK).
Ty se nasledn¢ modifikuji za vzniku polosyntetickych B-laktamovych antibiotik. Klasickou
metodou jejich vyroby je chemickd synthesa, kterd s sebou nese fadu nevyhod napf.
nutnost chranéni a aktivace reaktantli, pouziti organickych rozpoustédel a vznik mnoha
nezadoucich vedlejSich produktli, nicméné v posledni dobé se dafi prosazovat znacné
Setrn&jsi synthesu enzymatickou, kde se také da vyuzit katalyzy penicilinacylasami.?”

Dale lze penicilinacylasy vyuZit k enantioselektivni hydrolyse ¢i acylaci®®* nebo k
navazani a odstranéni chranicich skupin pii peptidovych synthesach (vyuzito naptiklad pti

synthese sladidla aspartamu®").

1.7.1 Typy penicilinacylas

Penicilinacylasy se daji rozdélit na tii zékladni typy. Typ I jsou PA specifické k
penicilinu V (fenoxymethylpenicilin), které se vyskytuji zejména u eukaryotickych
organismt. Kvtli vyS§i substratové specifit€é k postrannimu fetézci se jejich pouziti
omezuje spise na hydrolysu pifrodnich B-laktamovych antibiotik.*®

Typ II jsou PA specifické k penicilinu G (penicilin-G-acylasy, PGA). Vyskytu;ji
se jak u gramnegativnich bakterii (napt. rody Escherichia, Alcaligenes, Providencia nebo
Kluyvera), kde jsou produkovany do periplasmatického prostoru, tak u grampozitivnich
bakterii (napt. rody Bacillus nebo Arthrobacter), kde jsou sekretovany do prostiedi.
V soucasnosti maji nejveétsi priamyslovy vyznam jak pro hydrolysu penicilinli a
cefalosporind, tak pro synthesu polosyntetickych B-laktamovych antibiotik."*"!

Typ III jsou penicilinacylasy specifické k ampicilinu (D-a-aminobenzylpenicilin),
nyni jiz klasifikované jako hydrolasy esteri a-aminokyselin (AEH, EC 3.1.1.43).
Vyskytuji se u fady bakteridlnich kmenti jako Xantomonas nebo Acetobacter.*” Jsou
vhodné k synthese ampicilinu a dalSich polosyntetickych p-laktamovych antibiotik.
Nadéjna se jevi synthesa ampicilinu z penicilinu G za spoluprace PGA a AEH, kterd oproti
synthese za pouziti pouze PGA vykazuje vyssi vytézky, protoze AEH neni inhibovana

vedlejsim produktem prvotni hydrolysy penicilinu G — kyselinou fenyloctovou.™!
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1.7.2 Penicilin-G-acylasa z Escherichia coli

Penicilin-G-acylasa a vSechny ostatni penicilinacylasy jsou ftazeny k N-
termindlnim hydrolasam (Ntn-hydrolase superfamily), které se pfes zna¢nou riznorodost v
aminokyselinovych sekvencich vyznacuji stejnym zakladnim rysem — aktivnim centrem je
jedind aminokyselina na N konci proteinu (u jednotlivych N-terminalnich hydrolas se 1isi,
u PGA se konkrétné jednd o serin). Mechanismus hydrolysy je podobny serinovym
proteasam.*?

Nejlépe prostudovanou penicilin-G-acylasou je PGA z kmene Escherichia coli

ATCC 11105, jejiz struktura byla vyfeSenal**! (obrazek 2).

Obrazek 2: Model struktury PGA z Escherichia coli ATCC 11105 (www.pdb.org, PDB
ID 1gk9)

Tento enzym je heterodimer, slozeny ze dvou casti oznaCovanych jako o a P
podjednotka. Hlavnim strukturnim motivem katalytického centra jsou dva antiparalelni -
listy, obalené dvéma antiparalelnimi a-helixy, nachazejici se na  podjednotce. Za vlastni
katalyzu je zodpovédny N konec B podjednotky, kde se nachazi serin. Postranni hydroxyl
serinu spolu s N-koncovym aminem a molekulou vody katalyzuji hydrolysu.l!
Tetrahedralni intermediat je stabilizovan amidy peptidové vazby aminokyselin Gln 23 a

Ala 69 a N° aminem Asn 241 z B podjednotky. ) Substrat je vazan v aktivnim centru
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pomoci postrannich fetézcti Phe B71, Phe a146 a Arg 0145 (obrazek 3, str. 17). [*¢!
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3 H, LH
T o—H xh’f
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Obrazek 3: KliCovy krok hydrolysy penicilinu G pomoci PGA. Schema pfevzato z
literatury.®

PGA je v E. coli syntetizovana ve form¢ prekursoru, ktery se sklada ze Ctyt
domén. Prvni je signalni peptid (26 aminokyselin), ktery je zodpovédny za export
prekursoru PGA do periplasmatického prostoru. Dal§imi doménami jsou jiz zminéné
podjednotky o (209 aminokyselin) a B (557 aminokyselin), které jsou propojené
spojovacim peptidem o délce 54 aminokyselin.” Po oditépeni signalniho peptidu pfi
transportu do periplasmatického prostoru je autokatalyticky vySt€pen spojovaci peptid za

vzniku podjednotky a a B, ¢imz je odkryt katalyticky Ser B1.1*!

1.7.3 Synthesa polosyntetickych p-laktamovych antibiotik za katalyzy PGA

B-laktamové jadro ziskané hydrolysou pfirodnich penicilinli nebo cefalosporini se

kondenzuje s acylem, ktery tak nahradi ptivodni acyl pfirodniho antibiotika. Synthesa
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miize byt fizena bud’ termodynamicky, kde dochéazi ke kondenzaci piimo s karboxylem,
nebo kineticky, kde je donorem acylu ester nebo amid dané kyseliny."*”!

U termodynamicky fizené synthesy je tfeba posunout rovnovahu na stranu
produktli, ¢ehoZ 1ze dosédhnout volbou vhodného pH, aby mohlo dojit k nukleofilnimu
ataku na neutralni karboxyl a zaroven zlstala neutralni i amino skupina B-laktamového
jadra, coz muze byt problematické. Déle je mozno posunout rovnovahu ve prospéch
enzymové aktivity.®” Neju¢inngjsi strategii jak tomu piedejit se ukazala imobilisace
enzymu, coz je kovalentni navdzini enzymii na pevné nosi¢e (napf. na agarosu) Ci
provazani proteinli mezi sebou. Imobilisovany enzym je také opakovatelné pouzitelny, coz
snizuje cenu takovéto synthesy."

Druhou moznosti je synthesa kineticky fizend, tedy kondenzace B-laktamového
jadra s aktivovanym acylem (esterem ¢i amidem). Problém s nabojem zde diky esterové
nebo amidové vazb¢ odpada, avSak dochdzi zde kvili dvoji aktivité¢ PGA — transferasové a
hydrolasové (obrazek 4, str. 19) k nezadouci hydrolyse jak substratu (tedy amidu nebo
esteru), tak produktu. Byla vyzkouSena fada postupli ke zvySeni selektivity a vytézku:
odebirani produktu krystalizaci, imobilisace enzymu, uziti dvoufdzovych systému, pfidani
organickych rozpoustédel, sniZeni teploty (dokonce uziti zmrzlych médii), ptipadné uZiti

kombinaci té&chto postupt.l*?

1.7.4 Nové penicilin-G-acylasy

Pro piekonani obtizi s hydrolysou substrditu a produktu pifi synthese
polosynthetickych antibiotik, inhibice PGA vedlej$im produktem (kyselinou fenyloctovou)
pii hydrolyse penicilinu G a dalSich se hledaji nové varianty PGA s lepSimi vlastnostmi.
Mezi uzivané postupy se zaprvé fadi techniky modifikujici jiz zndmé pga geny, at’ jde
o nespecifickou mutagenesi pisobenim fyzikalnich a chemickych vlivii na dany produk¢ni
kmen ¢i jen tisek DNA, nebo o specificky cilenou zaménu kodont v sekvenci genu.™

Dal$i moznosti je technika skladani fragmentii pga gent z nékolika rtiznych
organismil do celistvého genu (tzv. ,,gene shuffling*), jejich exprese ve vhodném hostiteli a
selekce mutanti, produkujici enzym s nejlep$imi vlastnostmi.**!

Posledni variantou je ziskavani zcela novych pga geni, kde se pida ukazuje jako

vhodny zdroj novych penicilin-G-acylas. Novou PGA se podafilo najit jednak klasickou
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technikou kultivace ptdnich mikroorganisma napt. u kmene Achromobacter sp. CCM

48241 tak i v metagenomické DNA technikou funkéni analyzy™.

gﬂ\/

Y/ N
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COOH

PGA

| ziskani 6-APK
0 hydrolysou PenG

o 0
/ PGA R,—X /'\
R 1
' ;OH N R, PGA
R,-H H,0

synthesa antibiotika
R,-H -J

hydrolysa substratu

S
PGA 5
£ N N
0 ,: : U
6-APK o) 0

H
Ccoo R"K H,O COOH

OH
hydrolysa produktu

Obrazek 4: Reakéni schema kineticky fizené synthesy obecného derivatu kyseliny 6-

aminopenicilanové .

Vysvétlivky: PenG — penicilin G, FOK — fenyloctova kyselina, 6-APK — kyselina 6-aminopenicilanova
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2. Cil prace

Cilem této prace je prokazat pfitomnost strukturniho genu penicilin-G-acylasy
v environmentalni DNA izolované ze vzorki ptidy odebranych z rtiznych hloubek, ziskat
jeho nukleotidovou sekvenci a tu po piekladu porovnat s aminokyselinovymi sekvencemi

jiz znamych variant tohoto enzymu.
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3. Material a metody
3.1 Material

3.1.1 Vzorky pudy

Vzorky pudy o piiblizné hmotnosti 500 g byly odebrany z vykopu stavby
zelezniéniho tunelu Osek (okres Beroun, Ceskéd republika) jak z povrchu, tak z hloubek
0,25 m a 0,5 — 4,5 m po 0,5 m, coz predstavovalo jedenact vzorkl plidy rizné geologické

povahy. Vzorky byly uchovany v -70 °C.

3.1.2 Bakterialni kmeny a DNA

Pouzité bakteridlni kmeny:

Escherichia coli TOP10: F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), @30lacZAM1,5 deoR, recAl,

araD139, Nara-leu)7697, galU, galK, rpsL(St®), endA, 1, nupG ©"

Kmen byl dlouhodobé uchovavan pfi teploté —70 °C ve formé glycerinovych konzerv.

Pouzitd DNA:

Chromosomalni DNA z Escherichia coli RE3 (CCM 4228): prototrofni PGA-produkéni
kmen odvozeny od priimyslového kmene Escherichia coli RE2 (CCM 3759)5
Chromosomalni DNA z Achromobacter sp. CCM 4824: piidni izolat produkujici acylasu B-
laktamovych antibiotik>”!

Aona (Fermentas): dam-, dem- , §t€pena enzymem Pstl (obrazek 5)

1159 2140
9/11986 ;838

s077

4{{\8 468 10

b
/\339 \| 17005459
514
247, Now 3443 4507749 14057

Obrazek 5: Aona St€pend enzymem Pstl rozdélena na zony agarosovou elektroforesou (1%

agarosovy gel). Cisla predstavuji délky jednotlivych zén v parech basi (pb).

Vsechna pouzitd DNA byla uchovana pfti teploté -20 °C ve formé roztoku v TE pufru.
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Pouzité plasmidy:
pGEME®-T Easy (3015 pb, Amp®, Promega): linearizovany vektor vhodny pro klonovani
PCR produktii nesoucich adenyl na 3' koncich. (obrazek 6)

¥mnl 2009
. 17l
Scal 1890 Nael 2707 [ oo i oan
_ Aatll | 20
f1 ori Sphi 36
BstZl | 31
Mool ar
Amp" BstZl | 43
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Spel Gd
EcoRl 70
ot 77
BstZl 77
Pstl o]
o Sall a0
Mdel a7
Sacl 109
Bsixl |118 3
Mzil 127 g
141 =
T sps Z

Obrazek 6: Mapa vektoru pGEM-T Easy se zvyraznénymi klicovymi oblastmi. V pravé
casti je vidét preruseny lacZ operon opatieny volnymi thymidyly pro ligaci 3'
adenylovanych tsektt DNA a v rameccich jsou vyjmenovana mista pro Sté€peni restrikénimi

endonukleasami. (zdroj: Promega, manual)

3.1.3 Primery

Pouzité primery jsou shrnuty v tabulce 1 (str. 23). Univerzalni primery pro 16S
rRNA byly pievzaty z literatury™’. Degenerované primery pro penicilin-G-acylasu byly
navrzeny v programech MegAlign a PrimerSelect (DNASTAR) s vhodnymi degeneracemi,
aby odpovidaly konven¢nim oblastem proteinovych sekvenci v databazich deponovanych
PGA z kmenti: Escherichia coli ATTC 11105 (GenBank AAA24324)!°! Achromobacter
xylosoxidans(GenBank AAP20806)°",  Achromobacter sp. CCM 4824 (GenBank
AAY25991)), Alcaligenes faecalis (GenBank AAB71221)Y, Arthrobacter viscosus
(GenBank AAA22077)'), Kluyvera cryocrescens (GenBank AAA25047)Y, Providencia
rettgeri (GenBank AAP86197)!! a penicilin-G-acylasy ze zastupce y-proteobacteria,
izolované z pidniho metagenomu (GenBank AAS87335)". Primery byly syntetizovany
firmou Metabion International AG. Vychozi koncentrace byla 100 uM (roztok v TE pufru),
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pfi¢emz 16S rRNA primery byly 10x nafedény .

Tabulka 1: Pouzité primery

Gen Nazev Sekvence (5' — 3')

16S rRNA | fwd27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

16S rRNA  |rev1492 | TACGGYTACCTTGTTACGACTT

pga fwd90 GCACARGAYCGNCTNTTYCARATGGA
pga fwd200 GGAWCNATGGCAAAYCGNTTYTCNGA
pga fwd360 TACACGTAYGGNATHGGNCTNCAYG
pga rev510 CRTCNGCRTARTACCARTTNA

pga revb70 GGNGARTTRTTCCARTTNRCNA

pga rev815 CATRTYRTTYTCNGTNCCNCGRTT

pga rev840 GCNAYRAANCCNGAYTGNCCNGG

3.1.4 Kultivacni média a antibiotika

Kultivaéni piida LB - Trypton (Oxoid) 10 g.I'"", kvasinkovy extrakt (Oxoid) 5 g.I'"", NaCl
10 g.I", pH 7,5 (upraveno NaOH).

Pevné pudy byly pfipraveny pfidanim 15 g agaru (Difco) na 1 1 tekuté ptdy.

Kultivace rekombinantnich kmenli byly provadény v pfitomnosti antibiotika ampicilinu
(Amp). Roztok antibiotika byl uchovavan pii -20°C ve formé koncentrovaného (1000x)
zasobniho roztoku (100 mg.ml™"). Do medii byl roztok antibiotika pfidavan az po jejich

zchladnuti pod 50 °C.

3.1.5 Chemikalie, enzymy a roztoky

Pouzité chemikélie:

Agar — Difco

Agarosa — Lonza

CTAB (cetyltrimethylamoniumbromid) — Fluka

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd) — Sigma-Aldrich
ethanol (Cistota pro UV spektroskopii) — Lachema

H;BO; — Lachema

HCI — Lachema
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IPTG (isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid) - Duchefa
MOPS (morfolinopropansulfonova kyselina) — Serva
NaCl — Lachema

NaOH - Lachema

octan sodny — Sigma-Aldrich

pyrofosfat sodny — Lachema

SDS (dodecylsulfat sodny) — Serva

Tris (tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) — Lachema

X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid) - Duchefa

Pokud neni uvedeno jinak, byla Cistota vSech pouzitych chemikalii p.a.

Pouzité enzymy:

EcoRlI restrikéni endonukleasa (Fermentas, 10 U.pl™)

Herculase Hot Start DNA polymerasa (Stratagene, 5 U.pl™)
lysozym (Serva): 50 mg . ml™' v roztoku ,,P1¢

proteinasa K (Roche): 20 mg.ml

ribonukleasa A (Qiagen): 1 mg . ml™ v 5 mM Tris-HCI (pH = 8,0)
T4 DNA ligasa (Fermentas)

Taq DNA polymerasa (Fermentas, 1 U.pl™)

Pufry k enzymim jsou dodavany vyrobcem spolu s enzymy.

Pouzité pufry a ostatni roztoky:

Acetat MOPS: 0,10 M octan sodny, 0,05 M MOPS, pH 8,0

dNTP — smés deoxynukleotid trifosfatd (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) kazdy o koncentraci
10 mM (Fermentas)

Ethidium bromid (EtBr): 0,05 pg.ml’!

GLB (gel loading buffer) (10x): 40% sacharosa, 0,05% bromfenolova modf

Chrombachiv pufr: 0,33 M Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

IPTG: 200 mg.ml" roztok v H,O

lysa¢ni pufr: 100 mM Tris-HCL, 10 mM EDTA, 1,5 M NacCl, 1% CTAB, pH 8,0

24



pufr B: 100mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, 0,1% SDS, 1 % CTAB, pH 8,0

roztok ,P1¢ (Qiagen): 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA (+100 pg.ml™
ribonukleasa A)

roztok ,,P2* (Qiagen): 200 mM NaOH, 1% SDS

roztok ,,P3*“ (Qiagen): 3,0 M octan draselny (pH 5,5)

TBE puft: 45 mM Tris-HCI, 45 mM H3;BOs;, 1 mM EDTA, pH 8,0

TE pufr: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,5

Tris-HCI pufr: 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

X-gal: 20 mg.ml™' roztok v dimethylformamidu

Kultivacni pidy a roztoky byly sterilizovany horkou parou v autoklavu pii 120 °C po dobu
45-60 min.

3.1.6 Pouzité komercni kity

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche)

3.1.7 Pouzité pristroje

Analytické vahy — AE200 (Mettler)

Automatické pipety - sada (Gilson, Inc.)

Box s termostatem - Biological thermostat (Laboratorni pfistroje Praha, s.p.)
Centrifuga - 5403 (Eppendorf)

Centrifuga - JS-21 (Beckman)

Dokumentacni systém - Gel Logic 200 (Kodak)
Minicentrifuga — DW-41 (Qualitron, Inc.)

Minishaker - MS1 (IKA)

Mixér - 0010 (ETA)

Orbitalni inkubator - Orbital Incubator (Gallenkamp, Inc.)
Ptedvazky — PJ600 (Mettler)

Suchy blok — 17600 (Thermolyne)

Termalni cyklator - PTC-200 (MJ Research)

Zdroj napéti - EC 1000-90 ( E-C Apparatus Corporation)
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3.2 Metody

3.2.1 Izolace celkové DNA ze vzorku piidy

Pro izolaci DNA z jednotlivych vzorkl byl pouzit modifikovany postup nepiimé
metody izolace tzv. mixovaci metodou (z angl. blending method).!*’!

Ke kazdému vzorku (50 g) bylo pfidano 100 ml pufru B. Smés byla dikladné
promichdna a nasledné¢ tfi minuty homogenizovana v mixéru. Poté byl vzorek
centrifugovan 10 minut pii nizkych otackach (500 x g a 10 °C). Supernatant byl uchovan
a sediment byl podroben stejnému postupu jest¢ dvakrat. Z cca 300 ml supernatantu
obsahujicitho bunky oddélené od ¢astic pudy byly odstranény zbytky pudy filtraci ptes
sterilni gazu a poté byl roztok centrifugovan 30 minut pii vysokych otackéch (11000 x g,
4 °C). Ziskany sediment resuspendovan v 150 ml 0,1% pyrofosfatu sodné¢ho a nasledné
centrifugovan (30 min, 11000 x g, 4 °C) . Sediment byl opé€t resuspendovan, a to ve 100 ml
Chrombachova pufru, nac¢ez byl centrifugovan (30 min, 11000 x g, 4 °C).

Nakonec byl sediment resuspendovan v 10 ml lysa¢niho pufru. K této smési bylo
pfiddno 160 pl lysozymu, 20 pl proteinasy K, 50 pl ribonukleasy A a smés byla
inkubovana 30 minut pfi 37 °C. Poté byl k smési pfidan 1 ml 20% SDS a smés byla
inkubovana 2 hodiny pfi 65 °C na tfepacce (200 ot.min™). Posléze byla smés protiepana
s 10 ml chloroformu. Vodna faze byla oddélena, smichana s 0,6-ti ndsobnym mnoZstvim
objemu isopropanolu a inkubovéna ptes noc pii 4 °C, aby doslo k vysrazeni veskeré DNA.

Dalsi den byl roztok centrifugovan (30 min, 13500 x g, 4 °C) a supernatant byl
odstranén. Srazenina byla omyta 1 ml 70% ethanolu a po centrifugaci (4 min, 13500 x g,

4 °C) byla resuspendovana v 250 ul TE pufru a uchovana pii -20 °C.

3.2.2 Polymerasova retézova reakce (PCR)

Polymerasova fet¢zova reakce (PCR z angl. polymerase chain reaction) je
biochemickd metoda, ktera vyuziva termostabilni DNA polymerasu k opakovanému
kopirovani DNA.

Metoda PCR byla provadéna v mikrozkumavkach Eppendorf (0,5 ml) za pouZiti
automatického termalniho PCR cyklatoru (MJ Research PTC-200). Reakéni smés o
celkovém objemu 25 pl obsahovala 2,5 ul Herculase pufru, 0,5 pl 10 mM dNTP (smés
deoxynukleotid trifosfatt), 0,5 pl ptimého primeru, 0,5 pl zpétného primeru, 1 ul DMSO
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(dimethylsulfoxid), 0,5 - 1 pul DNA templatu, 0,2 pl enzymu Herculase Hot Start
polymerasa a sterilni destilovanou vodu.
Zobecnény PCR program je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2: Program automatického termalniho PCR cyklatoru

Nazev kroku Teplota [°C] Doba trvani [min:s] Pocet opakovani
Uvodni denaturace 95 2:00 1

Denaturace 95 0:30 35

Nasedani primeru 55-62 0:30 35

Polymerace 72 0:30 — 2:30 35

Konec&na polymerace |72 10:00 1

Teplota nesedani primert byla volena v zavislosti na délce obou primert a
zastoupeni GC parl v jejich sekvenci. Pro lepsi odhad této teploty byl pouzit program
PrimerSelect (DNASTAR). Doba polymerace zavisela na délce amplifikovaného tseku
tak, Ze 1 kpb PCR produktu odpovidala ptfiblizn€ 1 min polymerace.

3.2.3 Adenylace 3' koncit PCR amplikonii

Adenylace na 3' koncich obou vldken DNA probihala pomoci Tag polymerasy v
mikrozkumavkach Eppendorf (0,5 ml) v celkovém objemu 40 ul. Smés obsahovala: 30 pl
precisteného PCR produktu (High Pure PCR Product Purification Kit), 4 pl Taq pufru,
3,2 ul 25mM MgClL, 0,5 pl 10mM dNTP, 1 pl Tag polymerasy a sterilni destilovanou
vodu. Smés byla vloZzena do automatického termalniho PCR cyklatoru (MJ Research PTC-
200) na 30 min pti 72 °C.

3.2.4 Elektroforeticka analyza DNA

K detekci a analyze dvojvldknové DNA byla pouzita horizontalni agarosova
elektroforesa v TBE pufru. Rozméry pouzivanych gelovych nosici byly: 9x7,5 cm a
9x10 cm. Koncentrace agarosy v gelu byla zvolena podle velikosti a charakteru
analyzovanych molekul DNA, pfiCemz standardné byl pfipravovan 1% gel v TBE pufru.
Pfed nanesenim na gel byl ke vzorkim DNA pfiddvan pufr GLB. Jako standard
molekulovych hmotnosti pro linedrni DNA byla pouzivdna nejcastéji A DNA Stépena
restrikénim enzymem Pstl. K barveni DNA v gelu bylo pouzito fluorescen¢ni barvivo

EtBr, pfidané do gelu. Jako zdroj napéti (30 mA) byl pouzivan EC 1000-90, E-C
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Apparatus Corporation. Elektroforesa probihala obvykle 40-60 minut. Elektroforetogramy
byly snimany dokumenta¢nim syst¢tmem Gel Logic 200 (Kodak) a konvertovany do
digitalni podoby. DalSi zpracovani probihalo pomoci softwaru Kodak MI - Molecular

Imaging System.

3.2.5 Restrikcni analyza DNA a ligace usekii DNA

DNA urcena pro restrikéni analyzu ¢i ligaci byla vzdy piecisténa od enzymii,
pufri a dalSich reakénich ¢inidel pomoci komeréné dostupnych kitd High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche) pro linearni dvojvlaknovou DNA nebo High Pure
Plasmid Isolation Kit (Roche) pro kruhovou dvojvlaknovou DNA dle navodu vyrobce.

Restrikéni analyza DNA probihala za pouZiti restrikéni endonukleasy EcoRI
v mikrozkumavkach Eppendorf v pracovnim objemu 10 pl dle navodu vyrobce enzymu po
dobu 30 — 60 minut pfi teploté 37 °C.

Ligace vkladaného useku DNA, adenylovaného na 3' koncich, a vektoru pPGEM-T
Easy probihala v mikrozkumavkach Eppendorf, celkovy objem liga¢ni smési byl 10 pl,
z toho 4 ul vkladané DNA, 0,3 ul vektoru a 1 ul enzymu T4 DNA ligasy. Smés byla

ponechana pfi laboratorni teploté 3 hodiny.

3.2.6 Transformace kompetentnich bunék E. coli

Ligacni smés byla pfiddna k zamrazenym kompetentnim bunkédm Escherichia coli
TOP10 a ponechana 30 minut na ledu. Nasledoval teplotni Sok 90 s pii 42 °C v suchém
bloku (Thermolyne 17600), po némz byla transformovand smés prenesena do ledu na
10 minut. Poté bylo ptidano 400 pl sterilniho tekutého LB media a bunky byly inkubovany
40 min pii 37 °C na tfepacce (200 ot.min™"). Nakonec byla suspenze vyseta na misky
s pevnym LB mediem obsahujicim ampicilin (125 pg.ml™"), IPTG (80 pg.ml") a X-gal
(40 pg.ml") tak, ze na kazdou misku bylo naneseno 120 — 160 pl suspenze. Misky byly
inkubovany ptes noc pti 37 °C. Kolonie obsahujici plasmid s vkladanym tusekem DNA
byly vybrany na zaklad¢ tzv. modrobilé selekce (kolonie se spravné vlozenym usekem

DNA jsou bilé ¢i svétle modré).

3.2.7 Izolace plasmidové DNA minipreparativni metodou

K izolaci plasmidové DNA z bunck Escherichia coli TOP10 byla pouzita

modifikovana rychla minipreparativni metoda alkalické extrakce dle Birnboima.!*”
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Kultura rekombinantnich bunc¢k narostld pfes noc ve 2 ml LB media
s ampicilinem (125 pg.ml™) byla centrifugovana (1 min, 23000 x g, 10 °C), ziskany pelet
byl resuspendovan v 200 pul roztoku ,,P1* s pfidavkem lysozymu a inkubovan 30 minut pii
37 °C. Po pfidani 400 pl roztoku ,,P2* byla suspenze lehce promichana a nechana 5 min pfi
0 °C. Nasledné¢ bylo pridano 300 pl roztoku ,,P3“, vSe lehce promichano a nechano 15 min
pii 0 °C. Poté byla smés centrifugovana (1 min, 23000 x g, 10°C), 700 ul supernatantu bylo
odebrano do cCist¢ mikrozkumavky Eppendorf, dikladn¢ promichano s 1,5 ml
koncentrovaného ethanolu (99,8 %) a ponechéno 15 min pfi -20 °C. Po centrifugaci (1 min,
23000 x g, 10 °C) byl supernatant odstranén a pelet resuspendovan v 200 pl acetat-MOPS.
Po ptidani 400 pl koncentrovaného ethanolu (99,8 %) byla smés dikladn¢ promichéna a
op¢t centrifikovana (1 min, 23000 x g, 10 °C). Vysrazend DNA byla resuspendovana v
50 ul pufru Tris-HCL. Usp&nost izolace plasmidové DNA byla zhodnocena
elektroforeticky.

3.2.8 Sekvencni analyza

Vybrané plasmidy byly servisné sekvenovany Sangerovou dideoxynukleotidovou
termina¢ni metodou'® sekvenaénim stiediskem Mikrobiologického tistavu Akademie véd
Ceské republiky, v.v.i. za pouZiti systému BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) a univerzalnich sekvenacnich primerti. Vzorky sekvenacnich reakci
byly elektroforeticky déleny v 6% polyakrylamidovém gelu s mocovinou® a
vyhodnocovany pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM 3130xl. Ziskané sekvence
byly zpracovany pomoci softwaru Lasergene (DNASTAR).
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4. Vysledky

4.1 Izolace a detekce metagenomické DNA

Environmentalni DNA izolovana ze vzorkll pidy postupem uvedenym v kapitole

3.2.1 byla detekovana elektroforeticky (ptiklad obrazek 7, shrnuti tabulka 3).

Obrazek 7: Elektroforetickd detekce izolované environmentalni DNA. Izolat z povrchu
(pov) a z hloubky 0,25 m byl detekovan zfetelné, izolat z hloubky 1,5 m byl jiz detekovan

slab&ji a izolat z hloubky 4 m nebyl detekovan viibec.

JelikoZ byla elektroforetickd vizualizace DNA, a to zejména u vzorkil z vétSich
hloubek, mnohdy neuspésna, byla pro jeji citlivéjsi detekci pouzita PCR amplifikace
oblasti nesouci gen pro 16S rRNA nalézajici se u vSech prokaryot. Tato PCR byla
provedena na souboru jedenacti metagenomickych DNA templatli pomoci univerzalnich
primertt pro 16S rRNA (tabulka 1, str. 23) za teploty nasedani primertt 55 °C a doby
polymerace 1,5 min.

Nasledna agarosova elektroforesa (obrazek 8, str. 31) prokazala pfitomnost PCR
produktl o délce okolo 1500 pb, coz odpovida velikosti amplifikovaného tseku. V piipadé
netspéchu byla PCR provedena znova, avSak nyni jiz na fedéném DNA templatu (10x,
100x, 1000x). Tabulka 3 shrnuje vysledky elektroforetické detekce a tispésnost amplifikace
na jednotlivych vzorcich.

Tabulka 3: Detekce izolované environmentalni DNA

Hloubka [m] 0 /025|051 |15 2|25 3 35| 4 45
Izolovana DNA ++ | ++ | + - + - - - - - +

PCR nef. templat ++ ++ |+ | | A+ | |+t
PCR 10x F. templat - - ++

PCR 100x F. templat - + ++ | ++ PP R
PCR 1000x . templat ++ | ++ |+t

Vysvétlivky:
++ DNA elektroforeticky ztetelné detekovana
+ DNA elektroforeticky detekovana

- DNA elektroforeticky nedetekovana
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Obrazek 8: Elektroforetickd detekce 16S rRNA PCR amplikonii na metagenomickych

templatech.

A: amplikony na: 1 — 1000x f. templ. z hloubky 0,25 m, 2 - 1000x {. templ. z povrchu , 4 - 100x f. templ. z
hloubky 0,25 m, 5 - 100x t. templ. z povrchu. B: amplikony na: 1 — 100x t. templ. z hloubky 4,5 m, 2 —
nef. templ. z hloubky 4,5 m, 3 — nef. templ. z hloubky 3 m, 5 - 1000x . templ. z hloubky 0,5 m, 6 - nef.
templ. z hloubky 1 m. A3 a B4 — standard molekulovych hmotnosti A (viz obrazek 5, str. 21)

4.2 Test funkcénosti degenerovanych primerit pro penicilin-G-acylasu

Pomoci programu EditSeq (DNASTAR) byly na sekvenci pga genu z Escherichia

coli RE3 zjistény délky usekt vymezenych vSemi kombinacemi pga primert (tabulka 4).

Tabulka 4: Délka tisekti mezi kombinacemi pga primert na teplatu pga z E. coli RE3 v pb.

fwd90+ |fwd90+ |fwd90+ |fwd90+ |fwd200+ |fwd200+ |fwd200+ |fwd200+
revo10 revo70 |rev815 [rev840 revs10  [reve70  [rev815  revB40

1230 1410 2136 2214 918 1098 1824 1902

fwd360+ | fwd360+ |fwd360+ |fwd360+
revo10 [revs70  [revB15 |rev840

456 636 1362 1440

Vsechny kombinace degenerovanych pga primert (sekvence viz tabulka 1, str. 23)
byly poté testovany na chromosomalni DNA z Escherichia coli RE3 a to pii dvou
teplotach nasedani primerti: 55 °C a 62 °C a trvani polymerace 2,5 min. U teploty nasedani
primerdt 55 °C byl produkt o spravné délce elektroforeticky detekovan u vSech
primerovych kombinaci, byt u kombinaci fwd200 + rev840 a fwd360 + rev840 byl takika
neznatelny (obrazek 9 A, str. 32). U teploty nasedani primert 62 °C nebyla amplifikace tak
uspésnd, nicméné pro pet kombinaci (fwd90 + rev510, fwd90 + rev570, fwd90 + rev815,
fwd200 + rev510 a fwd360 + rev510) byl odpovidajici produkt zietelné¢ detekovan
(obrazek 9 B, str. 32).
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Téchto pét funkcénich kombinaci primerti bylo déle Gispé$né€ otestovano pii teploté
nasedani primerdt 60 °C na chromosomalni DNA z Archmomobacter sp. CCM 4824
jakozto templatu s vysokym podilem G+C " a tedy odlisném od DNA E. coli (obrazek 9
C, str. 32).

1 1
2 2
3 3
) 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9

Obrazek 9: Test funk¢Enosti kombinaci degenerovanych pga primeri

A: templat E. coli RE3, teplota naseddni primerti 55 °C, 1 — fwd360 + rev840, 2 — fwd360 + rev815,
3 — fwd360 + rev570, 4 — fwd360 + rev510, 5 — fwd200 + rev840, 6 — fwd200 + rev815, 7 — fwd200 +
rev570, 8 — fwd200 + rev510, 9 — fwd90 + rev840, 10 — fwd90 + rev815, 11 — fwd90 + rev570, 12 — fwd90
+ rev510, 13 - standard molekulovych hmotnosti A (viz obrazek 5, str. 21)

B: templat E. coli RE3, teplota nasedani primert 62 °C, potadi drah jako Cast A

C: templat Achromobacter sp. CCM 4824, 1 — fwd360 + rev510, 2 — fwd200 + rev510, 3 — standard
molekulovych hmotnosti A (viz obrazek 5, str. 21), 4 — fwd90 + rev815, 5 — fwd90 + rev570, 6 — fwd90 +
rev510

4.3 Vyhledavani genii pro PGA v metagenomické DNA

Na vsech jedenacti metagenomickych templatech byla vyzkousena PCR se tiemi
vhodnymi kombinacemi primerti (fwd360 + rev510, fwd90 + rev510, fwd90 + rev815)
amplifikujicimi useky o stoupajici délce. Templaty byly pouzity v fedéni, které se ukazalo
nejvhodné;si pii testovani PCR pro amplifikaci genii pro 16S rRNA (viz tabulka 3, str.30).
pouzit templat chromosomalni DNA z Escherichia coli RE3. Teplota nasedani primert
byla 55 °C, doba polymerace v zavislosti na délce useku 0,5 — 2,5 min. Vysledky PCR byly
vyhodnoceny elektroforeticky (obrazek 10, str. 33).

Pti amplifikaci pomoci kombinace primera fwd360 + rev510 (cca 450 pb) byl
detekovan produkt o spravné délce u vzorkl z hloubky 0,25 m, 0,5 m, I m, 1,5 m, 2,5 m a
3 m. Pti amplifikaci fragmentu potencidlniho pga, vymezeného primey fwd90 a rev510 byl
detekovan produkt odpovidajici délky (cca 1200 pb) pouze u vzorku z hloubky 1 m. U
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posledni zminéné¢ kombinace fwd90 + rev815 nebyla amplifikace uspéSnd. VSechny

amplifikace byly pro kontrolu opakovany se stejnym vysledkem.

1o nr
RE3
4,5

a4
3,5
3

Obrazek 10: Amplifikace pga pomoci PCR na metagenomickych templatech s primery
fwd360 + rev510 (A) a fwd90 + rev510 (B).

Pov = vzorek z povrchu, ¢isla pfedstavuji hloubku v metrech, RE3 = amplikon na DNA z E.coli RE3,

A = standard molekulovych hmotnosti (viz obrazek 5, str. 21).

4.4 Kontrolni ,,polozahnizdéna“ PCR

Nejdelsi PCR produkt ziskany na metagenomickych templatech — produkt
amplifikace pomoci kombinace primert fwd90 + rev510 na environmentdlni DNA ze
vzorku z hloubky 1 m (déle jen produkt ,,P1200%) byl ptecistén uzitim High Pure PCR
Product Purification Kitu. Na takto pfipraveném a 1000x nafedéném templatu byla
provedena tzv. ,,polozahnizdéna* (angl. semi-nested) PCR s vnitinimi primery fwd360 +
rev510 pii teploté nasedani primerd byla 55 °C a dobé polymerace 30 s. Ziskany produkt
mél odpovidajici délku - cca 450 pb (obrazek 11).

Obrazek 11: Produkt ,,polozahnizdéné* PCR s primery fwd360 + rev510 na amplikonu
,»,P1200% (PCR produkt s primery fwd90 + rev510 na metagenomické DNA z hloubky 1 m)

v porovnani se standardem molekulovych hmotnosti A (viz obrazek 5, str. 21).
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4.5 Klonovani PCR produktu ,,P1200*

Precistény PCR produkt ,,P1200 byl na 3' konci adenylovan a purifikovan z gelu
pomoci High Pure PCR Product Purification Kitu. Nasledné byla takto ptipravenda DNA
ligovana do vektoru pGEM-T Easy a transformovana do kompetentnich bun¢k Escherichia
coli TOP10, které byly kultivovany pies noc na pevném LB Amp X-gal mediu.

Bylo vybrano 24 kolonii potencialné obsahujicich rekombinantni plasmid (modro-
bila selekce na zdklad¢ pteruseni lacZ operonu vloZzenym usekem DNA) a kazda byla
zaoCkovana pomoci sterilniho paratka do 2 ml tekuté¢ho LB media s ampicilinem. Ttepana
kultura byla inkubovana pies noc pii 37 °C a nésledn¢ slouzila k izolaci plasmidové DNA
minipreparativni metodou. Izolovanda DNA z 24 rekombinantnich klonti byla nejprve
elektroforeticky porovnana s plasmidy o zndmé délce 4200 pb a 3200 pb (obrazek 12),
poté bylo pro dalsi analyzu vybrano 9 plasmidii pozadované velikosti cca 4,2 kpb. Ty byly
nasledné precistény pomoci High Pure Plasmid Isolation Kitu a kontrolné Stépeny
enzymem FEcoRI (obrazek 13, str. 35). Pro sekven¢ni analyzu bylo vybrano osm

rekombinantnich plasmidii nesoucich cca 1200 pb dlouhy vloZeny usek.

Obrazek 12: Srovnani délek ¢asti rekombinantnich plasmidii s plasmidy o znamé délce 3,2
kpb (K3,2) a 4,2 kpb (K4,2). Plasmidy o velikosti cca 4,2 kpb (1-4, 6-8) byly vybrany pro

dalsi zpracovani.
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Obrazek 13: Restrik¢ni analyza ¢asti vybranych plasmida enzymem EcoRI. Z plasmidu 1,
3,4 a5 se vystépil vlozeny PCR amplikon a byly vybrany pro dal$i zpracovani. Standard

molekulovych hmotnosti A viz obrazek 5, str. 21.

4.6 Sekvencni analyza

Ziskané sekvence osmi klonovanych PCR produktd ,,pgal200“ byly pomoci
programu SeqMan (DNASTAR) srovnany Clustalovou metodou a shodné byly ptifazeny
k sob¢, takze byly ziskany Ctyfi typy ¢astecné se liSicich nukleotidovych sekvenci (délka a
podil G+C viz tabulka 5), které byly v programu EditSeq (DNASTAR) nasledn¢ pielozeny
uzitim univerzalniho genetického kédu. Takto ziskané proteinové sekvence byly nakonec v

programu Blast (NCBI) porovnany s proteiny deponovanymi v databazich.

Tabulka 5: Charakterizace klonovanych PCR amplikont

Typ sekvence | Velikost [pb] | zastoupeni G+C [%] | Pocet aminokyselin
1 1073 68,5 356
2 882 73,7 293
3 1091 68,0 360
4 1210 69,1 398

Bylo zjisténo, ze vSechny Ctyfi typy aminokyselinovych sekvenci vykazovaly
nejvyssi homologii s penicilinamidasou (GenBank YP_003393654) z Conexibacter woesei
DSM 14684 (tabulka 6, str. 36).

Dale bylo pomoci programu Blast provedeno srovnani nalezenych sekvenci
s PGA (GenBank AAY25991) z Achromobacter sp. CCM 4824 PGA (GenBank
AAA24324) z Escherichia coli ATCC 111057 a metagenomickou penicilinacylasou
z nekultivovatelného zastupce tfidy y-proteobacteria (GenBank AAS87335)P%, u nichz
byla zjisténa daleko niz§i homologie se ziskanymi sekvencemi potencidlnich fragmentd

PGA (tabulka 6, str. 36).
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Tabulka 6: Srovnani ziskanych aminokyselinovych sekvenci se sekvencemi PA z

vybranych bakteridlnich kment

Conexibacter woesei | Achromobacter sp. E. coli Metag. PA
Typ sekvence I [%]* P [%]** I [%]* P [%]** [[%]* | P[%]*™ | 1[%]* |P [%]**
1 44 57 28 39 24 40 23 37
2 43 55 26 38 26 4 26 38
3 44 56 24 39 26 40 23 39
4 39 52 27 42 29 44 28 41

Poznamky:
* ] = Identita
** P = Pozitivita — procento identickych + podobnych aminokyselin (napf. hydrofobnich, kyselych apod.)
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5. Diskuse

Metagenomickd DNA izolovana ze 4,5 m pidniho horizontu byla, co se tyce jeji
nasledné pouzitelnosti v technikdch molekularni biologie, a to zejména PCR, ziskdna
v relativné dostate¢né Cistoté, ackoliv u nefedénych ¢i1 malo fedénych DNA izolath
z nizSich hloubek vcéetné povrchu dochazelo k inhibici PCR béhem testovaci amplifikace
16S rRNA genii nachazejicich se u vSech prokaryotickych organismi.”” Tento jev mize
byt zptisoben nejen kontaminaci, tedy pfitomnosti huminovych kyselin ¢i jim podobnych
latek, které se vazi na DNA nebo tvoii komplex s DNA polymerasou a tim blokuji jeji
nasedani, popfipad¢ aktivitu, ale i pfili§ vysokou koncentraci samotné DNA, kterd byla
pouzita jako templat.”17? JelikoZ bylo mozné odstranit oba vySe zminéné inhibi¢ni vlivy
na PCR amplifikaci najednou, a to vhodnym nafedénim templétu, nebylo blize zkouméano,
ktery z nich prevazuje.

Vsechny kombinace degenerovanych pga-specifickych primera byly testovany na
taxonomicky definovanych DNA templatech (templatem celkovda DNA sbirkového
mikroorganismu) liSicich se svym obsahem G+C v genomu. Jako ,.klasicky* templat byla
zvolena totadlni DNA z PGA produk¢éniho kmene Escherichia coli RE3 (zastoupeni G+C
¢ini u E. coli 52 %), zatimco jakoZzto templat s vysokym podilem G+C slouzila totalni
DNA z PGA" kmene Achromobacter sp. CCM 4824 (zastoupeni G+C ¢ini u tohoto kmene
69 % ™). Je totiz zndmo, Ze pidni metagenomické izolaty Casto nesou vysoky obsah
G+C"! coz znesnadiiuje samotny pribéh PCR, nebot’ takovéto templaty kvili své pevné
sekundarni struktuie odolévaji denaturaci, snadné€ji reasociuji a tvoii kiizové struktury,
¢imZ brani nasedani primer ¢&i prodluzovani nukleotidového fetézce.’* Tuto neblahou
skute¢nost 1ze CasteCné eliminovat zménou podminek amplifika¢ni reakce, a to napf.
pfiddnim DMSO do PCR reakéni smési, ¢imz dochazi ke snadnéjSimu rozvoliiovani
zminéné pevné sekundarni struktury DNA?! aviak ne vzdy tato PCR aditiva postadi.

Ukéazalo se, Ze ne vSechny kombinace primerd jsou vhodné pro nasledné rutinni
PCR, coz bylo spiSe zplisobeno nezajisténim optimalnich podminek PCR amplifikace
(souvisejici napf. s rozdilnou teplotou tani primerd) spolecné pro konkrétni ,,netspéSny*
primerovy par nez samotnou genomovou nespecificnosti toho kterého degenerovaného
primeru, nebot’ PCR produkty odpovidajici teoretické délce amplifikovaného tseku u

kontrolniho genomického templatu z Escherichia coli byly ziskany alesponn v jedné
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kombinaci primert od kazdého z nich.

Vybrané kombinace pga primert byly nasledné¢ vyuzity pro PCR na izolatech
environmentalni DNA z pudniho horizontu, avSak zatimco amplifikace nejkratSiho useku
potencidlnich geni kodujicich PGA pomoci kombinace primerti fwd360 + rev510 byla
relativné uspésnd, amplifikovat delsi ,,pga‘ fragmenty se az na jeden piipad s kombinaci
primert fwd90 + rev510 u metagenomického izolatu ziskaného z hloubky 1 m nezdafilo.
Jednim z moznych vysvétleni neuspéSnosti PCR amplifikace kombinaci primera
fwd90 +rev510 na  templatech umoziujicich  kratsi  amplifikaci  kombinaci
fwd360 +rev510 je, ze ziskany PCR produkt fwd360 + rev510 je znané heterogenni, a
tudiz obsahuje nejen délkové odpovidajici fragment strukturniho pga, ale 1 zcela jinych
gent, které se amplifikovaly sice nespecificky, ale zato ve velkém nadbytku, popf. jediné.

Ackoli potvrzeni ¢i vyvraceni této hypotézy by podala sekvencni analyza
klonovanych PCR amplikoni fwd360 + rev510, z asovych i finan¢nich divodii nebyla
provadeéna, ale rovnou jsem se zaméfil na analyzu vysSe uvedeného jediného del$iho, a tedy
mnohem zajimavéjsiho, PCR  produktu ziskaného pomoci kombinace primerta
fwd90 +rev510 na templatu izolovaném z pldy z hloubky 1 m (zkrdcené nazyvan
»P1200) a nasledné¢ ovefeného ,,polozahnizdénou” PCR. Sekvenaci osmi vybranych
rekombinantnich plazmidi nesoucich PCR amplikon ,,P1200* bylo prokazéano, Ze vSechny
klonované fragmenty vykazovaly po piekladu do aminokyselinové sekvence sekvencéni
homologii s penicilinacylasami (penicilinamidasami). Sekvenaéni vystup tedy vyvratil
moznou ,,kontaminaci“ nespecifickymi produkty. Otazka, pro¢ nebyla na témze templatu
uspesnd amplifikace 1 podstatné delSich fragmentii potencidlnich metagenomickych pga,
kdyz degenerovany primer fwd90 nasedal spravné, ziistava stale oteviena, avSak alespon
dvé mozna vysvétleni se pfimo nabizeji: 1) nebyly nalezeny takové podminky PCR reakce
umoziujici pomoci degenerovanych primert amplifikovat vic jak 2 kpb dlouhé tGseky na
metagenomickych templatech; 2) potencidlni metagenomické pga geny nalézajici se
u mikroorganismu z této pidni vrstvy jsou na svém 3' konci tak odliSné od zndmych
variant genu, Ze neumoziuji nasednuti specifickych degenerovanych primert za ,,zZadnych*
okolnosti, tj. hledanym metagenomickym proteinim chybéji na C-konci obvyklé
konvencni aminokyselinové oblasti PGA. Tuho hypotézu podporuje zjisténd nizka
homologie ziskanych sekvenci s vybranymi pga geny pouzitymi k navrhu degenerovanych

primert.
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Srovnanim in silico byly ziskané sekvence roztfidény do Ctyt typtl, coz potvrdilo
ocekavanou mikroheterogenitu PCR amplikonu zplGsobenou metagenomickym, tj.
genomoveé smeésnym, templatem. Nicméné vSechny typy sekvenci vykazovaly nejvyssi
stupen  homologie (identita  Cinila  39-44%), s penicilinamidasou (GenBank
YP_003393654) z kmene Conexibacter woesei DSM 14684, coz je z lesni pudy izolovana
grampozitivni  aktinobakterie ztadu Solirubrobacterales vykazujici velmi vysoké
zastoupeni G+C para (71 %) v genomu.® Jelikoz dal$imi v ,,pofadi homologii“ byly
penicilinacylasy zriznych zéastupcii rodu Streptomyces (fad Actinomycetales), lze se
opravnéné domnivat, ze amplifikaci ziskané fragmenty genti s vysokym obsahem G+C by
mohly rovnéz patfit n€kterému ze zastupct ttidy Actinobacteria.

Co se tyCe strukturni analyzy klonované oblasti potencidlni penicilinacylasy
a bereme-li jako zéklad nejprozkouman&jsi PGA z Escherichia coli ATCC 111051,
miizeme s vysokou pravdépodobnosti tvrdit, Ze naklonovana oblast by méla pokryvat
sekvenci odpovidajici piiblizné¢ 80% a-podjednotky z jeji C-koncové oblasti, celému
potencialnimu oddélovacimu peptidu a necelé tietiné B-podjednotky z jejiho N-konce.
Jelikoz se v téchto oblastech nachéazeji aminokyselinové zbytky dulezité pro katalytické
vlastnosti znamych a funkéné ovéfenych PGAM™, lze predpokladat, ze by ziskané
a sekvencné ovéfené amplikony mohly jiz ted’ slouzit jako mozZny zdroj genetického
materidlu pro ,,gene shuffling® s funk¢nimi strukturnimi geny pga a ziskat tak hybridni
geny s novymi, a snad 1 prakticky vyuZzitelnymi, vlastnostmi.

Dal$im smérem, kterym by se mohly a m¢ly ubirat pokracujici experimenty, je
terminacni STOP kodon, a nésledné€, pokud se nebudou od sebe piilis lisit, alespon jeden
znich naklonovat v expresnim vektoru a provést snim expresni studie vcetné
charakteristik ziskaného enzymu. Jelikoz pfi klonovani zatim nezndmych 5°- a 3'-
koncovych oblasti naSich potencidlnich strukturnich penicilinacylasovych gent ziskdme
1 sekvence jejich okolnich oblasti, 1ze vySe navrzené experimenty rozsifit napf. i o analyzu

jejich promotorovych oblasti (jen in silico poptipadé i in vivo).
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6. Souhrn

* Byla shrnuta znamé fakta o environmentdlni DNA a metagenomickém pfiistupu
k hledani novych zajimavych genii. Dale byly rozebrany poznatky o penicilin-G-

acylase.

* Byla izolovana environmentdlni DNA z pldniho horizontu a ovéfena jeji

pouzitelnost pro techniky molekularni biologie.

* Pomoci degenerovanych primert navrzenych na zdkladé konvencnich oblasti osmi
znamych sekvenci pga genli byl uzitim PCR v environmentdlni DNA nalezen
ptiblizn¢ 1,2 kpb dlouhy fragment potencidlniho pga genu, ktery byl klonovan

a sekvenovan.

* Sekvenéni analyzou byl zjistén nejvyssi stupeit homologie ziskaného fragmentu
genu s penicilinamidasou z kmene Conexibacter woesei, patficim do tfidy

Actinobacteria.

» Ziskané fragmenty potencidlnich pga genli o znamych sekvencich lze vyuzit k
tvorb& hybridnich pga metodou ,,gene shuffling®, pfipadné se pokusit o ziskani
kompletni nukleotidové sekvence danych pga genl a jejich néslednou expresi ve

vhodnych expresnich systémech.
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