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Povzetek

Mlecnokislinska bakterija Lactococcus lactis bi se lahko uporabila kot potencialni vektor
za dostavo razli¢nih, na povrsini izrazenih peptidov in proteinov, v prebavila in na telesne
sluznice. Odlikujejo jo tako prednosti Gram-pozitivnih bakterij (med katerimi prevladuje
njihova rigidnost zaradi debelejSe celicne stene) kot tudi status GRAS (vrsta je splosno
priznana kot varna). Pripisujejo ji tudi probioti¢ne lastnosti. V prebavnem traktu premika

ravnotezje v smer koristnih bakterij.

Uspesno smo pripravili genski konstrukt za fuzijski protein, ki je bil sestavljen iz signalnih
zaporedij za izloCanje v gojisCe (usp-45) ter pripetje na povrsino (acmA) ter vstavili med
njiju zapis za modelni peptid s sposobnostjo vezave na streptavidin. Ta konstrukt smo
kasneje vstavili v plazmidni vektor pNZ8148 ter ga z elektroporacijo vnesli v bakterijo L.
lactis sev NZ9000. Ta sev omogoca odzivnost na prisotnost bakteriocina nizina v okolju
(gojiscu), aktivacijo nizinskega promotorja, ¢e je le-ta prisoten v organizmu (npr. na

plazmidu) in izrazanje gena, ki je pod nadzorom promotorja.

Z dodatkom nizina smo sprozili izrazanje fuzijskega proteina. UspeSnost izrazanja na
povrsini smo ugotavljali z vezavo na fluorescencno oznacen streptavidin. Uporabili smo
metodo fluorescencno aktiviranega celi¢nega sortiranja, metodo merjenja fluorescence na
mikrotitrski plos€ici ter prenos Western. Nacrtovanega fuzijskega proteina na povrSini

laktokoka nismo uspeli detektirati, zato smo testirali tudi bakterijski lizat.

Metode detekcije so pri bakterijskem lizatu pokazale delno pozitiven rezultat, hkrati pa je
bilo zaznati mo¢no nespecificno vezavo na ostale proteine v lizatu. Uporabnost konstrukta
je kljub uspesni pripravi postala vprasljiva. Nadaljnje bi bilo potrebno uporabiti drugacen
sistem za detekcijo, ki bi omogocil spremljanje izrazanja, izlo¢anja v gojisce in pritrjevanja

na povrsino.
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Abstract

The lactic acid bacteria Lactococcus lactis can be potentially used as a live vehicle for the
delivery of heterologous proteins, anchored onto the outer surface of the bacteria, to
gastrointestinal tract. Lactic acid bacteria have recently received much attention due to
their »generally recognized as safe« (GRAS) status and to their potential health-promoting
effects as probiotics. For this reason they represent attractive host cells for recombinant

protein expression.

We successfully developed a gene construct for fusion protein that harbors a signal
sequence for secretion into medium (usp-45), a signal sequence for cell wall-binding
(acmA) and combined these two sequences with a genetic code for model peptide with a
tendency to bind streptavidin. The construct was cloned in plasmide vector pNZ8148 and
transferred in L. lactis NZ9000 with electroporation. Gene expression in the strain NZ9000

is activated by bacteriocin nisin if the nisin promotor exsists in the organism.

Expression of gene was induced by the addition of nisin. The cell surface display was
evaluated with a protein-binding ability to fluorescence markered streptavidin. We used
three methods: fluorescence activated cell sorting, fluorescence measuring with micro titre
strip and Western blot. Because the fusion protein was not detected on a surface of lactic

acid bacteria, bacterial lysate was tested.

A positive result was detected with bacterial lysate but also high non-specific binding to
other proteins in lysate. However the usage of gene construct is in spite of successful
development questionable. A different detection system which would enable visual
detection of protein expression, secretion and binding on a surface represents subjects for

further investigations.
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I UVOD

Mlecnokislinske bakterije so Ze tisocletja spremljevalke ¢loveka, predstavljajo sestavni del
nase prehrane in so industrijsko eden od najpomembnejSih mikroorganizmov. Znana so
Stevilna porocila o njihovem pozitivnem vplivu na zdravje, saj predstavljajo sestavni del
koristne c¢loveske flore in sodelujejo pri tvorbi pomembnih hranil. Zato se pogosto
dodajajo prehrani kot probiotiki. Ker imajo sploSno priznan varen status (»generally
recognised as safe« - GRAS), postajajo pomembne tudi kot gostitelji v biotehnologiji in
kot potencialni vektor za dostavo biolosko aktivnih ucinkovin v ¢loveski organizem. V
novejSem cCasu so se visoko razvile tehnike, ki omogocajo rekombinantno izrazanje
proteinov tudi pri mle¢nokislinskih bakterijah (1). V nekaterih primerih je cilj izraZanje
zelenega proteina v gostiteljski citoplazmi in izlo¢anje v gojis¢e, ponekod pa je tarca

raziskav povrsina mle¢nokislinskih bakterij, na katero zelimo ta poljuben protein pripeti.

Prikaz proteinov na povrsini mikroorganizmov je postal zelo uporabljan v mikrobiologiji,
biotehnologiji ter proizvodnji cepiv in je povzrocil povecanje potrebe po ucinkovitih
sistemih za izrazanje. Pot do uporabe takSnih rekombinantnih proteinov v terapevtske

namene pa je v zadnjih desetletjih odprlo gensko inZenirstvo.

Rekombinantna DNA tehnologija, DNA kloniranje, molekulsko kloniranje ali pa gensko
kloniranje so sinonimi, ki zajemajo tehnike, s pomoc¢jo katerih prenesemo Zeleni segment
DNA iz danega organizma v drug organizem, celico. Tehnike rekombinantne DNA
tehnologije predstavljajo molekulska orodja, brez katerih si danes ne predstavljamo
rutinskega dela vsakega molekularno-bioloskega laboratorija. Rekombinantna DNA
tehnologija omogoca Studije genov, proteinov in tudi drugih tehnologij, kot so gensko
zdravljenje, gensko inzenirstvo organizmov, doloCanje nukleotidnega zaporedja genomov

in nenazadnje tudi pridobivanje rekombinantnih zdravilnih uc¢inkovin (2).

Virusne in bakterijske sisteme za izrazanje kot vektorje za dostavo in izrazanje proteinov
pri Cloveku so Ze uspes$no razvili. V sploSnem zivi vektorji omogocajo dostavo

rekombinantnih proteinov, ki se izrazajo v samem vektorju, genetska informacija pa se



integrira v genom ali obdrzi kot plazmidna DNA. Idealni zivi vektor opredeljujejo

naslednje znacilnosti (2):

- nepatogenost za gostitelja in okolje,

- enostavnost za rokovanje,

- enostavna in ekonomic¢na proizvodnja,

- stabilen genom,

- dobro definirana mesta za vstavitev tujih genov,
- enostavna dostava,

- genska informacija se ne integrira v gostiteljev genom.

Trenutno se proucujejo Stevilni bakterijski vektorji za dostavo proteinov, prednost
bakterijske celice pa je tudi v visoki kapaciteti ter Stevilnih nacinih izrazanja: v citosolu,
periplazmi ter tudi na bakterijski povrSini. Med take bakterije sodijo atenuirani patogeni
kot so Salmonella spp., Shigella spp., Corynebacterium spp., Bacillus spp., Yersinia spp.,
Vibrio spp., Erysipelothrix spp. in Bordetella spp. ter komenzalni mikroorganizmi, kot so

Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp (2).



1  Mlecnokislinske bakterije

Mlecnokislinske bakterije so Gram-pozitivne, mikroaerofilne bakterije (potrebujejo manjsi
odstotek kisika kot se nahaja v atmosferi). Ne tvorijo spor in niso zmoZne premikanja. Ker
zasedajo isto ekolosko niSo, so razvile nekatere skupne metabolne in fizioloSke znacilnosti
(1). Proizvajajo mle¢no kislino iz glukoze in ostalih heksoz. Nekateri sevi proizvajajo
bakteriocine, ki preprecujejo razvoj patogenih mikroorganizmov. V ¢loveskem prebavnem
traktu so zazeleni, saj premikajo ravnotezje v smer koristnih bakterij. Mlecnokislinske
bakterije se ze dolgo uporabljajo pri izdelavi mle¢nih izdelkov in kot dopolnilo k prehrani.
Uporabljajo se tudi v mikrobiologiji, ekologiji in biotehnologiji, zlasti v genskem
inzeniringu so v zadnjih 25-letih doziveli bliskovit razvoj. Pomembni so predstavniki iz
vrst Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus in tudi Streptococcus. Modelno
mlecnokislinsko bakterijo z dobro znanim in koristnim delovanjem v prebavnem traktu

(probiotiki) pa predstavlja Lactococcus lactis (1,3).

1.1 Lactococcus lactis

Ta vrsta je prehransko zelo zahtevna, za rast potrebuje Stevilne aminokisline in vitamine, ki
jih sama ni sposobna tvoriti. Optimalna temperatura rasti je 30°C, pri temperaturi vi§ji od
45°C pa ne raste. V rahlo kislem gojiscu (primer je gojis¢e M17, ki vsebuje pepton, kvasni
in mesni ekstrakt, askorbinsko kislino, laktozo, magnezijev sulfat in glicerofosfat) zrastejo
do gostote 1 g/l. Rast se ustavi, ko pH pade pod 5,0. Z nevtralizacijo, pri kateri uporabimo
NaOH ali NH4OH lahko gostota celic naraste do 5 g/l. Glavni razlog za omejitev rasti je
kopicenje produktov (mlecne kisline) v bakterijah (3).

Bakterije L. lactis so v novejSem casu dozivele velik napredek v razvoju tehnik
molekularne biologije. Razviti so bili uc¢inkoviti protokoli za transformacijo in izolacijo
plazmidov. Za rekombinantno izrazanje proteinov se uporabljajo razli¢ni sistemi.
Heterologni geni se nahajajo bodisi na plazmidih bodisi so vstavljeni v bakterijski
kromosom in so pod nadzorom konstitutivnih ali inducibilnih promotorjev. Konstitutivni
promotorji zagotavljajo enakomerno izrazanje daljsi ¢as, a obicajno v manjsih koli¢inah.

Pri inducibilnih promotorjih lahko izrazanje nadzorujemo in je obicajno mocnejse.


http://en.wikipedia.org/wiki/Lactobacillus
http://en.wikipedia.org/wiki/Leuconostoc
http://en.wikipedia.org/wiki/Pediococcus
http://en.wikipedia.org/wiki/Lactococcus

Izrazanje lahko sprozimo z ogljikovimi hidrati, fagno infekcijo, bakteriocini, toplotno ali
pH spremembo (1). Najpogosteje se uporablja sistem NICE - od nizina odvisno gensko

izrazanje (ang. nisin - controlled gene expression) (3).

1.1.1 NICE sistem

Nekateri sevi laktokokov (NZ9700, NZ9800, NZ9000, NZ3900) imajo vstavljene gene
nisR (regulator odziva) in nisK (tirozin kinazo), ki predstavljata dvokomponentni
regulatorni sistem in omogocata odzivnost na prisotnost bakteriocina nizina v okolju
(gojiscu) in aktivacijo nizinskega promotorja, ¢e je le-ta prisoten v organizmu (npr. na

plazmidu). Nizin se zato lahko uporablja za indukcijo izrazanja (3).

Nizin (slika 1) je antimikrobni peptid (lantibiotik), sestavljen iz 34 aminokislin, katerega
znacilnost so spremenjene aminokisline ter petcikli¢ni obroci. Deluje tako, da tvori pore v
citoplazemski membrani, kar vodi v prehajanje majhnih molekul skozi membrano,

vkljuéno z adenozin trifosfatom (ATP) in posledicno v celicno smrt. Zaradi Sirokega

spektra se pogosto uporablja kot konzervans v prehrambeni industriji (3).

Slika 1: Prikaz strukture nizina, pri katerem kratica Dhb oznacuje dehidrobutirin, Dha

dehidroalanin, Ala-S-Ala lantionin in Abu-S-Ala p-metillantionin (3)

Nizin se sintetizira na ribosomih kot prekurzor. Z nadaljnjimi encimskimi modifikacijami

dozori v konc¢no, zrelo obliko, ki se s translokacijo prenese preko -citoplazemske



membrane. Zapis za nizin se nahaja na skupini genov, od katerih prvi gen nisA kodira
prekurzor nizina. Ostali geni vplivajo na sintezo proteinov, ki so udeleZeni v modifikaciji,
translokaciji in procesiranju nizina (nisB, nisC, nisP in nisT) ter regulaciji izraZanja
nizinskih genov (nisR in nisK). NisR in NisK sta tako sestavni ¢len bakterijskega
dvokomponentnega transdukcijskega sistema. NisK je histidinska protein kinaza, ki se
nahaja v citoplazemski membrani in nosi vlogo receptorja zrele nizinske molekule. Ob
vezavi nizina na NisK, se kinaza avtofosforilira. Fosfatna skupina se prenese na NisR,
njegova aktivacija pa inducira transkripcijo promotorja na tarénem genu in tako vodi v

celi¢ni odgovor ter sintezo produktov.

Aktivacija gensh

ekspresije

Slika 2: Nizinsko pogojeno gensko izrazanje (3)

Inducibilni nizinski promotor so izkoristili za pripravo sistema za izraZzanje NICE. Geni za
nisR in nisK so bili izolirani iz nizinskega genskega zapisa in vstavljeni v kromosom L.
lactis (slika 2), podvrste cremoris MG1363. Tako je nastal nov sev NZ9000. Kadar zeleni
gen vstavimo za zapis za nizinski promotor, lahko tako z dodatkom nizina (0,1-5 ng/ml)

Sprozimo njegovo izrazanje.

Za intracelularno proizvajanje in izlo¢anje raznih genskih produktov iz L. lactis so bili
konstruirani razli¢ni plazmidi. TipiCen predstavnik je vektor pNZ8148 (slika 3), ki je velik
3208 bp. Zeleni gen lahko s pomodjo oligonukleotidnih zadetnikov s PCR reakcijo



pomnozimo in vstavimo prek restrikcijskih mest v multiplo mesto za kloniranje na

plazmidu. Z uporabo restrikcijskega mesta Ncol lahko dosezemo, da se translacija zacne z

zacetnim Met in da na N-kon¢nem delu proteina ni dodatnih aminokislin.

Znacilnosti vektorja pNZ8148 (3):

- plazmid sestavlja DNA, ki izvira iz L. lactis,

- na plazmidu se nahaja nizinski promotor (PnisA), ki omogoca inducibilno izraZanje

genov,
- promotor se nahaja pred MCS,
- kot selekcijski marker sluzi gen za rezistenco na kloramfenikol,

- MCS: Ncol, Pstl, Sphl, Kpnl, Spel, Xbal, Sacl, HindIII.

PnisA MCS:

Ncol
Pstl
Sphl
Kpnl
Spel
Xbal
Sacl
HindlIII

plazmid
pNZ8148
3208 bp

gen za rezistenco
na kloramfenikol

Slika 3: Prikaz vektorja pNZ8148 (3)

Poleg NICE sistema so razviti tudi drugi, ki omogoc¢ajo usmerjanje proteinov v bakterijah

(ciljanje). Za izloCanje proteinov v gojisce se pri L. lactis najpogosteje uporablja zaporedje

Usp-45, za pritrditev proteinov na povrSino bakterij (celicno steno) pa C-terminalno

zaporedje avtolizina AcmA (1).



2 Izrazanje heterolognih proteinov

Pri nekaterih mikroorganizmih lahko sprozimo izrazanje in izloCanje proteinov, ki se
normalno izraZajo v drugih organizmih. To pomeni, da so ti proteini svojemu gostitelju
heterologni oziroma tuji. TakSen nacin izrazanja lahko dosezemo, kadar gensko zaporedje
za heterologni protein vnesemo v gostiteljev organizem in v njem Sprozimo njegovo
izrazanje. Pod definicijo “izlocani” proteini so miSljeni gostiteljevi proteini s signalnim
zaporedjem, ki usmerja izlo¢anje v gojisc¢e. Temu zaporedju je lahko dodano drugo, ki
narekuje vezavo na povrsino, s ¢imer pa heterologni protein dobi lastnosti obeh procesov,

izloCanja v gojisce ter pritrjevanja na povrsino (4).

2.1 IzraZanje na povrsini celic

Prvo povrSinsko predstavitev heterolognih proteinov je izvedel George P. Smith (1980), ki
je za prikaz peptidov in majhnih proteinov uporabil bakteriofage (5). Od takrat najprej pa
so se razvili sistemi z moznostjo izrazanja na povrsini, vkljuéno s prikazom na povrSini
bakterijskih celic. PovrSinsko lokalizirane molekule so mnogokrat udelezene v zivljenjsko
pomembnih procesih. Mednje Stejemo celi€no prepoznavo, prevajanje signalov, vezavo na
povrsino, kolonizacijo, imunske reakcije ter Stevilne druge, njihovo pravilno delovanje pa
omogocajo prav medproteinske interakcije. Normalno prisotne povrSinske proteine se
lahko izkorisca tudi kot nosilce za vezavo nekaterih tujih molekul (heterolognih proteinov),

ki jih zelimo predstaviti na povrsini bakterijskih celic.

Izrazanje na bakterijski povrSini se lahko uporablja za Stevilne namene v biotehnologiji ter
tudi na industrijskem nivoju. Moderni nacini vkljucujejo med drugim pripravo cepiv,
peptidne knjiznice, produkcijo protiteles z izpostavitvijo antigena na povrSini bakterij,
pripravo bioadsorbentov za vezavo tezkih kemikalij ter tezkih kovin, imobilizacijo
encimov na povrsino in njihovo biokataliti¢no delovanje. Sam efekt, ki ga Zelimo doseci, je

odvisen od nacina delovanja tarénega proteina, ki ga izrazimo na povr$ini.

Protein, ki ga Zelimo izraziti na povrSini, lahko pripnemo na nosilni protein z N-terminalno

fuzijo, C-terminalno fuzijo ali pa ga pripnemo na sredino (»sendvi¢ nacin«). Na samo



izrazanje tako vplivajo tako lastnosti samega nosilnega ter tarCnega proteina kot tudi

znacilnosti gostitelja (5).

UspeSen nosilni protein naj bi imel stiri pomembne lastnosti (5):
- signalno zaporedje, ki omogoca zrelemu fuzijskemu proteinu prehod skozi zunanjo
membrano,
- mocno kapaciteto vezave na povrsino ter stabilnost fuzijskega proteina na povrsini,
- kompatibilnost s tarénim proteinom,

- rezistenco na proteaze.

Tudi mesto vstavitve tarénega proteina v nosilnega je zelo pomembno, saj vpliva na nacin
vezave, stabilnost, specificno aktivnost ter tudi post-translacijske modifikacije. Ker so
nekateri deli povrSinsko izrazenega nosilnega proteina v neposrednem stiku z okoljem, je

pomembno poznati regije, ki so zunanjim vplivom izpostavljene.

Taréni protein se izbere glede na namen, ki ga zelimo doseci. Tudi ta protein lahko vpliva
na proces translokacije ter na kon¢ni povrsinski prikaz. Vstavljen protein ima ponavadi
mocan vpliv na prehod skozi membrane. Vecji delez hidrofobnih aminokislin ima lahko za

posledico nezadostno izlocanje proteina v gojisce.

Pomembna je tudi izbira gostitelja. Ustrezen gostitelj mora biti kompatibilen s fuzijskim
proteinom ter imeti majhno koli¢no ekstracelularnih proteaz. Celi¢na liza pri njegovem
gojenju ni sprejemljiva. Pri Gram-negativnih bakterijah se pojavlja problem krhkosti
zunanje membrane pri povrSinskem prikazu. Kljub temu je bakterija E. coli ena
najpogosteje uporabljanih bakterij v namene reSetanja velikih peptidov ter priprave
proteinskih knjiznic za prikaz na povrSini. Gram-pozitivne bakterije imajo rigidno
strukturo ter so zato bolj primerne za delovanje kot katalizatorji ali adsorbenti, kot
proteinske knjiznice pa zaenkrat Se niso v uporabi. Najve¢ se uporabljajo vrste Bacillus ter

Staphylococcus.

Gram-negativne bakterije imajo zunanjo in notranjo membrano, med njima pa
peptidoglikansko strukturo. Notranja membrana je tipi¢en fosfolipidni dvosloj, medtem ko

je zunanja membrana sestavljena pretezno iz lipopolisaharidov. Proteini, ki jih Zelimo



izlo€iti v gojiS¢e ali pripeti na zunanjo povrs§ino, morajo preiti obe membrani. Zato se tu
kot nosilce Zelenega proteina najraje izkoriSca naravno izlocene proteine. V tem primeru so

kriticne samo lastnosti tarnega proteina, ki lahko ta proces omejijo (6).

Tabela I: Prikaz nekaterih nosilnih proteinov za izrazanje na povrsini pri Gram-negativnih

bakterijah (6)

Omp, Opr kratici oznacujeta zunanje membranske proteine, Pho fosfatazo, PAL je s peptidoglikanom
povezan lipoprotein, AIDA-I, TraT in LamB so proteini z adhezivnimi lastnostimi IgAp, VirGy vrsti proteaz,
INP kratica oznacuje »protein ledenih jeder« (ang. ice nucleation protein), RsaA kratica protein

parakristalinicne povrsinske plasti.

nosilec uporaba

Proteini zunanje membrane (nekajkrat prebadajo membrano, vecinoma antiparalelno)

OmpA cepiva

OprF cepiva

LamB cepiva, celi¢ni adsorbenti, peptidne knjiznice

OmpS mapiranje epitopov, proteinske Studije, vezava
bakterij

OmpC vezava necisto¢

PhoE cepiva

Invazin peptidne knjiznice

Lpp OmpA biokataliza, knjiznice protiteles, imobilizacija,
vezava necisto¢, biosenzorji

Lipoproteini (skupina bakterijskih proteinov, ki so kovalentno pripeti na lipidni del zunanje
membrane)

TraT cepiva

PAL protitelesa, vezava necisto¢
Oprl cepiva

INP biokataliza, cepiva

Avtotransporterji (neodvisno od drugih proteinov sodelujejo pri lastnem izlocanju preko zunanje
membrane Gram-negativnih bakterij)

IgAg cepiva, vezava necisto¢

VirGg biokataliza

AIDA-I cepiva, biokataliza

Proteini, izlocani v gojisce (ta proces je odvisen od drugih dejavnikov oz. promotorjev)
pululanaza (indukcija odvisna od maltoze) | biokataliza

PovrSinski deli

bicki (zunanje filamentne strukture, ki cepiva, vezava bakterij, peptidne knjiznice,
omogocajo gibanje bakterije) Studije proteinskih interakcij

fimbriji (dolge filamentne bakterijske adhezivne | cepiva, peptidne knjiznice, vezava necisto¢
strukture, ki omogocajo kolonizacijo 0z. vezavo
na tar¢na tkiva)

Povrsinski proteini

RsaA ni znane uporabe




Gram-pozitivne bakterije imajo debelo celi¢no steno, ki je vzrok njihove rigidnosti.

Nimajo zunanje celi¢ne ovojnice, kar poenostavi njihovo izlo€anje proteinov v gojisce v

primerjavi z Gram-negativnimi bakterijami (6).

Tabela 1I: Prikaz nekaterih nosilnih proteinov za izraZanje na povrsini pri Gram-pozitivnih

bakterijah (6)

SPA je kratica za stafilokokni protein A, FnBPA in FnBPB sta fibronektin vezavna proteina, Spa povrsinski

proteinski antigen, CwbA, DppE in Mtb19 so razlicne vrste lipoproteinov, Fitfs p-D fruktoziltransferaza, SLH

kratica oznacuje homologni motiv S-povrsinskega proteina. Razlaga proteinov M6 ter PrtP sledi v

nadaljevanju.

nosilec

uporaba

Proteini celicne stene (proteini na povrsini)

SPA

cepiva, diagnostika, adsorbenti, biokataliza,
imobilizacija

M6 cepiva

FnBPA, FnBPB biokataliza

SpaP1 cepiva

PrtP cepiva

Proteini, pripeti na celicno membrano (lipoproteini)

DppE cepiva

CwbA cepiva

Mtb19 cepiva

Proteini s teznjo po interakciji s celicno povrsino (ti proteini se navadno izlocajo v
gojisce)

Ftfs ni znane uporabe
SLH cepiva, biokataliza
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2.1.1 IzraZanje na povrSini mle¢nokislinskih bakterij

Nekatere proteine so Ze uspeli izraziti na povrSini mlecnokislinskih bakterij, Stevilne
raziskave pa Se vedno potekajo. Te bakterije imajo Ze omenjene prednosti v primerjavi z
Gram-negativnimi bakterijami in status GRAS, kar jih postavlja v ospredje med vrstami
bakterij za povrSinski prikaz. TakSne bakterije bi teoreticno lahko wuporabili v
prehrambenih dodatkih, kjer bi proizvajale heterologne proteine in vzpostavile interakcije
med izraZenimi proteini (npr. encimom ali antigenom) ter okoljem (hrana ali pa prebavni

trakt Cloveka).

Ce zelimo protein pritrditi na povriino mle¢nokislinske bakterije, ga moramo najprej
usmeriti v gojise. L. lactis intenzivno izloa le en protein in to je Usp-45 (ang.
Unidentified Secreted Protein), velikosti 45kDa, a njegova funkcija ni povsem jasna. Ta
protein se tudi edini pri tej vrsti izloca v koli¢inah, ki jih je po elektroforezi moc¢ detektirati
z barvilom Coomassie Brillant Blue. Hkrati pa laboratorijski sevi L. lactis ne vsebujejo
velikih koli¢in ekstracelularnih proteaz, kar uvrsca to bakterijo med glavne kandidate za

heterologno proteinsko izrazanje (7).

- celi¢na stena

celicna membrana

Slika 4: Nacini izraZanja heterolognih proteinov pri laktokokih (8)

Proteine na povrsini laktokov lahko predstavimo na ve¢ nac¢inov (slika 4). V primeru Al se
fuzijski protein preko nosilca (transmembranski protein) kovalentno veZze na membrano.
A2 nacin prikazuje vezavo na lipidni dvosloj (v tem primeru so nosilci lipoproteini). A3
nacin vkljucuje uporabo zaporedja LPXTG (X predstavlja katerokoli aminokislino) kot

nosilca, ki ga prepozna encim sortaza na povrSini bakterije in katalizira tvorbo kovalentne
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vezi s celicno steno. Pri A4 naCinu se protein izrazi s pomocjo bakterijske celicne

hidrolaze, npr. AcmA, ki je na povrsino celi¢ne stene pritrjena prek treh sidrnih podenot.

Ta vezava je SibkejSa kot pri LPXTG tipu in je po vsej verjetnosti nekovalentne narave.

Med A5 pa pristevamo proteine, katerih nosilec se izraza na povrsini (8).

Tabela IllI: Prikaz nekaterih uporabljanih nosilnih proteinov pri mlecnokislinskih

bakterijah

ProtA je kratica za protein A, LenD je protein, udelezen v transportu bakteriocinov L. lactis, Tmp

transmembranski protein, Nip je novi laktokokni protein, Opp oligopeptidni vezavni protein, SLP protein

povrsinske plasti. Najpogostejsi so krepko oznaceni.

gostitelj

nosilni protein

Staphylococcus carnosus in xylosus ProtA (A3)

FnBPB (A3)

Streptococcus gordonii M6 (A3)

Lactococcus lactis ProtA (A3)

M6 (A3)

Holin (A1)

LenD (A1)

Tmpl-7 (A1)

Nipl-4 (A2)

OppA (A2)

PrtP (A3)

AcmA (A4)

Lactobacillus subspecies M6 (A3)

AcmA (A4)

PrtP (A3)

SLP (A5)

Tabela IV: Najpogostejse uporabljani nosilni proteini pri vrsti L. lactis (9,10, 11)

M6 M6 protein je pridobljen iz vrste Streptococcus pyrogenes. Gen za M6 so klonirali
in izrazili v razli¢nih mle¢nokislinskih bakterijah, tudi v L. lactis.

PrtP Nekatere proteine (primer je MSA2, zasCitni protein Plasmodium falciparum) so
uspesno izrazili v L. lactis. Proteini so izrazeni v fuziji s PrtP, ki se kovalentno
veze prek LPXTG na celi¢no steno.

AcmA S plazmidnim vektorjem so v L. lactis vstavili 255bp dolgo zaporedje AcmA, ki

se je nekovalentno pripelo na zunanjo povrsino bakterije.

AcmA protein je v zadnjem Casu zelo uporabljan nosilec pri vrsti L. lactis, zato ga v

nadaljevanju tudi podrobneje predstavljamo.
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N-acetilmuraminidaza

N-acetil muraminidaza (AcmA) je glavna peptidoglikanska hidrolaza pri L. lactis. Deluje

kot avtolizin in je odgovorna za celi¢no lizo med stacionarno fazo. Hidrolizira 1,4-f vezi

med N-acetilmuraminsko kislino in N-acetil-D-glukozaminom ( 10, 12).

Sestavljena je iz treh domen (tabela V):

e N terminalno signalno zaporedje

e aktivna domena = N-acetilmuraminidaza

e C-terminalni povrsinski pripenjevalec (3 homologne domene)

Tabela V: Prikaz domen AcmA

domena od do dolzina funkcija
(aminoKkislina) | (aminokislina)

N-terminalna 1 57 57 signalno

domena zaporedje

aktivna domena 58 437 380 hidrolizna

aktivnost

C-terminalna 245 287 43 pripetje na

domena 321 320 43 povrsino L. lactis
395 437 43

AcmA gen kodira za protein, ki je sestavljen iz 437 aminokislin z molekulsko maso 46

kDa. V C-terminalnem delu se pojavljajo 3 homologne regije, velikosti 43 aminokislin. Ta

ponavljajoca se zaporedja so odgovorna za vezavo na bakterijsko povrSino in so med seboj

lo€ena z zaporedji, bogatimi s Ser, Thr in Asp preostanki. Za vezavo zadoS¢a Ze ena sama

regija, zato z uporabo genskega zapisa zanjo usmerimo protein na povrsino.

Ker je bakterija L. lactis primerna za manipulacijo in heterologno izrazanje proteinov in

njihov prikaz na povrsini, obstaja moznost njene uporabe v prihodnosti tudi v terapevtske

namene. Uspes$no razvite rekombinantne mle¢nokislinske bakterije bi lahko predstavljale

alternativni pristop preprecevanja ali zdravljenja okuzb, zlasti taks$nih, ki so povezane s

prebavnim traktom cloveka.
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I NACRT DELA

Izbrani modelni peptid z visoko afiniteto do streptavidina (13) Zelimo vezati na povr§ino
bakterije L. lactis. Zato ga bomo kombinirali z zaporedjem, ki omogoca izloCanje proteina
v gojisce (signalno zaporedje usp-45) ter z zaporedjem, ki omogoca pripetje na povrsino
(signalno zaporedje acmA). Gene, ki kodirajo za posamezne dele, bomo tvorili s PCR
reakcijo na novo, na podlagi obstojecih matric ali na podlagi genomske DNA L. lactis.
Posameznim genom bomo na koncu dodali ustrezna restrikcijska mesta in jih nato zdruzili
v konstrukt (slika 5), ki bo vseboval vse tri segmente. Nato bomo ta konstrukt vstavili v

MCS vektorja pNZ8148 med mesti Ncol ter Xbal.

Usp-45 MP AcmA
Ncol BamHI | BamHI EcoRI | EcoRI Xbal

Slika 5: Prikaz zZelenega konstrukta z restrikcijskimi mesti

Plazmide bomo v L. lactis sev NZ9000 vnesli z elektroporacijo. Izrazanje bomo sprozili z
dodatkom nizina. Uspesnost vezave modelnega peptida na povrSino bomo preverjali z
vezavo fluorescencno oznacenega streptavidina na modelni peptid. Pri tem bomo uporabili

metodo FACS, prenos Western in metodo merjenja fluorescence na mikrotitrski plos¢ici.
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IHI MATERIALI IN METODE

1 MATERIALI

Vse materiale, pri katerih je bilo to mozno, smo predhodno avtoklavirali (pri pogojih
121°C, 20 minut, 1 bar). Za sterilno filtracijo smo uporabili 500 ml Bottle Top Filter

(velikost por 0,22 um, polietersulfon), prozivajalca Corning ali Minisart. Filtrirali smo
predvsem raztopine z vsebnostjo ogljikovih hidratov (glukoza, saharoza), ki pri

avtoklaviranju karamelizirajo.

1.1 Voda

Demineralizirano vodo pridobivamo z reverzno osmozo in ionsko izmenjavo (v
nadaljevanju dH,0). Ultracisto precis¢eno vodo pridobivamo z napravo Millipore, model
Milli-Q R6 (voda je Se dodatno filtrirana in ima nizjo prevodnost). Za delo smo uporabljali
dH,O, ki je bila avtoklavirana, za pripravo nekaterih pufrov in raztopin pa smo uporabili

vodo Milli-Q.

1.2  Pufri in raztopine

PBS pufer, pH=7,2: 8,57g NaCl

6,244 g KoHPO4

1,926 g KH,PO4

Z vodo MilliQ smo dopolnili do 1L.

PBS-Tween (0,05%)

250 ul Tweena smo razred¢ili z 0,51 PBS.

PBS-Tween-BSA (2%)

2 g BSA raztopimo v volumnu 100 ml

PBS-Tweena.

dNTP zmes

25 ul dATP (10mM)
25 ul dCTP (10mM)
25 ul dGTP (10mM)
25 ul dTTP (10mM)
100 pl dH,O
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TAE pufer (10x%)

48,4 g Tris

11,4 ml ledocetna kislina

40 ml EDTA (0,5M)
Dopolnimo z vodo do 1000 ml.

SGM17

250 ml raztopina A (15g glicin, 2,5 g
glukoza, 21,25g M17)
250 ml raztopina B (1M saharoza)

Raztopina C (10% glicerol v 0,5M

saharozi)

50 ml 1M saharoza
50 ml 20% glicerol

Raztopina SGM17 brez glicina

0,5% glukoza

1,7 gM17

0,5 M saharoza

Dopolnimo z dH,O do 40 ml.

Tris-glicin elektroforezni pufer

29 g Tris

144 g glicin

10g NaDS

Dopolnimo z dH,O do 1L.

Nanasalni pufer za NaDS-PAGE

2,5 ml 0,5 M Tris-HCI, pH=6,8
2,0 ml glicerol

4,0 ml 10% NaDS

0,5 ml 0,1% bromfenol modro

Dopolnimo z dH,0O do 10,0 ml.

Pufer za prenos

2,93 g Tris

5,81 g glicin

3,75 ml 10% NaDS
200 ml metanol

Dopolnimo z dH,O do 1L.

1% blokirna raztopina

5 ml Western blocking reagent 10x
50 ml TBS-T

Raztopina za detekcijo proteinov po

prenosu Western

5 ml 1% blokirna raztopina
5 ml TBS-T
2 ul streptavidin-HRP
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TBS, pH=7,5

6,05 g Tris

8,76 g NaCl

800 ml dH,O

Uravnavamo pH na 7,5 z 1M HCI,
dopolnimo z dH,O do 1L.

TBS-T 1 ml Tween 20
Dopolnimo s TBS do 1L.

1.3 Kemikalije

kemikalija proizvajalec

EtOH (95%, 70%) Carlo Erba, Italija

HCI1 (1M) Sigma, ZDA

K,HPO4 Fluka, Svica

KH,PO4 Riedel-de Haén, Nemcija

NaCl Merck, Nemcija

NaOAc (3M) Kemika, Hrvaska

agaroza Sigma, ZDA

akrilamid Merck, Nemcija

amonijev persulfat (10%) Sigma, ZDA

BSA (Albumin Bovine Serum, FractionV), | Sigma, ZDA

10mg/ml

butanol Carlo Erba, Italija

D(+) - glukoza monohidrat

Fluka, Svica

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (10mM)

Promega, ZDA

DTT

Fermentas, Kanada

glicerol Carlo Erba, Italija
glicin Serva, Nem¢ija
IPTG (0,1M) Sigma, ZDA
kazeinski hidrolizat Sigma, ZDA
kvasni ekstrakt Sigma, ZDA
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metanol

Carlo Erba, Italija

MgCl, (25mM)

Fermentas, Kanada

nizin (25 pl/ml)

Fluka, Svica

ocetna kislina

Carlo Erba, Italija

saharoza Fluka, Svica
TEMED Merck, Nemcija
Tris Serva, Nemcija
Tween"20 Fluka, Svica

X-gal (20 mg/ml)

Fermentas, Kanada

1.4  Oligonukleotidni zacetniki

oligonukleotidni zacetniki

proizvajalec

PCR zacetniki fragmentov (100,20,5 pM):

Usp1-Ncol, UspR-BamHI, Mod-BamHI,
Mod-EcoRI, AcmA-F, AcmA-R, AcmA-
EcoRI, AcmA-Xbal

Operon, ZDA

PNZ-p (zacetnik pNZ8148) 5 uM

Thermo Electron, ZDA

1.5 Encimi

Enota za aktivnost encimov U je definirana kot koli¢ina encima, ki katalizira transformacijo enega

pmol substrata v eni minuti pri standardnih pogojih.

polimeraze

proizvajalec

Pfu (10xPfu pufer)
Taq (10x PCR pufer)

Promega, ZDA

Fermentas, Kanada

ligaza

T4 DNA ligaza (+ T4 ligacijski pufer )
400 U/ul

Fermentas, Kanada

restrikcijski encimi

BamHI (Tango pufer) 10 U/ul
EcoRI (Tango pufer) 10 U/ul

Fermentas, Kanada

Fermentas, Kanada
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Xbal (20 U/ul)
Ncol (20 U/ul)
Sacl (20 U/ul)
10x NEBuffer 1
10x NEBuffer 2

New England Biolabs, ZDA
New England Biolabs, ZDA
New England Biolabs, ZDA
New England Biolabs, ZDA
New England Biolabs, ZDA

ostali encimi:

lizocim (50 mg/ml) Sigma, ZDA

1.6 Gojisca

gojisce priprava

LB tekoce gojisce 5g/1 kvasni ekstrakt
10 g/l kazeinski hidrolizat
10 g/l NaCl

Z 0,1 M NaOH uravnavamo do pH=7,5.

LBA tekoce gojisce

V sterilno LB gojis¢e dodamo ampicilin

do kon¢ne koncentracije 100 pg/ml.

LB, LBA plosce

V liter tekocega LB gojis¢a dodamo 15g
agarja, steriliziramo z avtoklaviranjem,
ohladimo do 45°C in vlijemo v sterilne
petrijevke. V primeru LBA dodamo Se
ampicilin do kon¢ne koncentracije 100

pg/ml.

GM17 tekoce gojisce (0,51)

21,25 g M17 (Merck, Nemcija)
0,5% glukoza (2,5g)

GM17 plosée (100 ml)

4,25¢g M17
0,5% glukoza (0,5g)
1,5g agar

GM17 Cy plosce (0,51)

21,25 g M17

0,5% glukoza (0,5g)
7,5g agar
kloramfenikol 10pg/ml
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1.7

Geli, oznacevalci velikosti, barvila, nanaSalni pufri

geli za agarozno elektroforezo

sestava

1,5% agarozni gel

0,75 g agaroza
50 ml TAE pufer
5 pl barvilo

3% agarozni gel

1,5 g agaroza
50 ml TAE pufer
5 pl barvilo

proizvajalec

oznacevalec velikosti
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
za SDS PAGE

Fermentas, Kanada
Fermentas, Kanada

Bio-Rad, ZDA

barvilo

SYBR" Safe DNA Gel Stain
Streptavidin-Alexa Fluor®™ 488
Streptavidin-HRP

Substrat za HRP, Lumi Light (Enhancer
Solution, Stable Peroxide Solution)
Bio-Rad Protein Assay

Bromfenol modro

Invitrogen, ZDA
Invitrogen, ZDA
Invitrogen, ZDA

Bio-Rad, ZDA

Bromma, Svedska

nanasalni pufer

6x Loading Dye Solution

Fermentas, Kanada

1.8  Bakterijski sevi, antibiotiki

antibiotiki proizvajalec
kloramfenikol (25 mg/ml) Sigma, ZDA
ampicilin (100mg/ml) Sigma, ZDA
bakterijski sevi vir

L. lactis NZ9000 NIZO Food Research
E. coli DH5a Invitrogen, ZDA
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Genotip DHS5a:

F endAI ginV44 thi-1 recAl relAl gyr496 deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZY A-

argF)U169 hsdR17(r, mity) A-

Genotip NZ9000:
L. lactis MG1363 nisRK pepN'

1.9 Laboratorijska oprema

oprema

proizvajalec

analitska tehtnica

P1200 Mettler, Nemcija
200A Tehtnica, Slovenija
centrifuge:

5415R Eppendorf, Nemcija

universal 320R
RC5C PLUS
short spin
5702R

Hettich zentrifugen, Nemdija
Sorvall, ZDA

Eppendorf, Nemcija
Eppendorf, Nemcija

cikli¢ni termostat (PCR naprava)

2720 Thermal Cycler

Applied Biosystems, ZDA

citalnik mikrotitrskih plos¢ Safire

Tecan, Svica

elektroforezna kadicka

Pharmacia, Svedska

inkubator Certomat® HK

BioTech, ZDA

koncentrator Concentrator 5301

Eppendorf, Nemcija

Membrana Immobilon™ Transfer

Millipore, ZDA

mikrotitrske plosCice
NUNO961bt, MaxiSorp, Starvell
StreptaWell, 96fbt

Nunclon-Nunc, Danska

Roche Applied Science, ZDA

naprave:
SDS PAGE

Prenos Western

Bio-Rad, ZDA
Bio-Rad, ZDA

pH meter PHM220

MetterLab, Nemcija

pipete
(0,5-10; 10-100; 100-1000, 1000-5000) pl

Eppendorf, Nemcija
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sonifikator Sonifier W450-D

Branson Digital Sonifier, ZDA

spektrofotometri:
spektrofotometer Nanodrop ND-1000
spektrofotometer Lambda 20 UV-VIS

NanoDrop Technologies, ZDA
PerkinElmer, ZDA

vir napetosti za elektroforezne kadicke

Power Pac 300

Bio-Rad, ZDA

UV svetilka

Universal UV, Camag, Svica

UV transiluminator

Cole-Parmer, ZDA

UVltec arhivirni sistem

UVltec Limited, VB

1.10 Kompleti

e Komplet za minipreparacijo plazmidov - JET Quick Spin Column Techinque:
Plasmid Miniprep, Gel Extraction, PCR Purification (Genomed, Nemcija)
Vsebuje raztopine za celi¢no lizo, vezavo spros¢ene DNA (plazmidov) na kolono in
njeno elucijo (14). Postopek je namenjen Gram negativnim bakterijam, zato smo ga v
prvi stopnji spremenili. K 210 pl raztopine G1 (Tris HCL, EDTA, RNaza A) smo dodali
40 pl lizocima, ki naluknja celicno steno Gram negativnih bakterij (L. lactis) in

inkubirali 25 min pri 37°C.

o Komplet za &is¢enje DNA iz agaroznega gela - Wizard® SV gel and PCR Clean
Up System (Promega, ZDA)

To je postopek, pri katerem ekstrahiramo in ocistimo DNA segmente od 100 bp do 10

kbp iz agaroznega gela, pripravljenega bodisi v tris acetatu (TAE) ali tris boratu (TBE).

Metoda temelji na raztapljanju in depolimerizaciji agaroze in na vezavi DNA na

kolono, ki je priloZzena kompletu (17). Dodani volumen NFW (nuclease free water;

voda brez nukleaz) smo spremenili v 30 pl, ker smo zeleli bolj koncentriran eluat.

e Komplet za ligacijo v pGEM®-T Easy - pGEM®-T Easy Vector Systems Quick
Protocol (Promega, ZDA)

Komplet vsebuje PCR primerje pGEM (2,5 mM): UniV/GemR, pGEM-T Easy

plazmid, T4 DNA ligazo, 2x ligacijski pufer (16).
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Plazmid pGEM®-T Easy smo uporabili kot splogen vektor za kloniranje in dolo¢anje
nukleotidnega zaporedja. Plazmid je odprt in ima na 3'-koncih dodan timidin. To
preprecuje zapiranje plazmida samega vase in predstavlja komplement kohezivnim
koncem PCR produktov. Nekatere vrste polimeraz (tudi Taq polimeraza) namre¢ na 5'-
koncu dodajo adenin, kar omogoca enostavno ligacijo zelenega fragmenta v ta plazmid.
Plazmid vsebuje (slika 6):
- lacZ: gen za [(-galaktozidazo z vsebujocim multiplim restrikcijskim mestom, kar
omogoca uporabo modro-belega testa,
- Amp": gen za B-laktamazo, ki omogoca selekcijo uspesno transformiranih bakterij na
podlagi rezistence na ampicilin,
- T7: iniciacijsko mesto za T7 RNA polimerazo,

- SP6: iniciacijsko mesto za SP6 RNA polimerazo (16).

Xmnl 2009 1
7 1 start
Scal 1890 Nael 2707 Apal 14
, Aatll 20
f1 ori Sphl 26
Bstzl | 31
Ncol 37
Amp" Nott | 43
pGEM®-T Easy lacZ S;’é” 49
Vector 1 EcoRI | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXI |118 &
Nsil 127 §
141 s
T spe 2

Slika 6: Plazmid pGEM®-T Easy (16)

Med celicami, ki so sprejele plazmid z vstavljenim fragmentom, in tistimi, ki so sprejele
plazmid brez fragmenta lahko razlikujemo z uporabo modro-belega testa. Plazmid
pGEM®™-T Easy namre¢ vsebuje klonirno mesto za vstavitev fragmenta znotraj gena za f-
galaktozidazo. V gojisce pri uporabi testa dodamo zmes IPTG in X-gal. IPTG je induktor

gena lacZ, ki kodira za B-galaktozidazo in spodbuja izrazanje tega encima. X gal je

23



substrat za [-galaktozidazo. Encim ga razgradi do produkta, ki na zraku dimerizira v
modro barvilo (indigo), ta pa obarva kolonijo celic iz sicer bele v modro. Celice, ki
vsebujejo plazmid z vstavljenim fragmentom, ne tvorijo -galaktozidaze in ostanejo bele

(2,16).

2 METODE

2.1 SploS$no o metodah

2.1.1 Verizna reakcija s polimerazo

Verizno reakcijo s polimerazo (PCR) je leta 1983 odkril Kary Banks Mullis, ki je zanjo
prejel Nobelovo nagrado za kemijo. PCR predstavlja in vitro metodo sinteze nukleinskih
kislin, s katero lahko pomnoZzimo tar¢ni odsek DNA. Reakcijsko zmes sestavljajo vzorec
DNA, ki sluzi kot matrica, dva zacetna oligonukleotida, deoksinukleozid — trifosfati, ki
predstavljajo gradnike nove verige DNA, Mg”" ioni, reakcijski pufer in termostabilna DNA
polimeraza. Reakcija poteka cikli¢no, vsak cikel pa sestavljajo tri stopnje: denaturacija

DNA, nalaganje zacetnikov in izgrajevanje komplementarne verige (2).

Zacetni oligonukleotidi (PCR primerji) so kratki enovijaéni, umetno nacrtovani
oligonukleotidi, katerih velikost ne presega 50 nukleotidov (obi¢ajno med 15 in 20).
Pomembno je, da so komplementarni z zacetnim in konénim delom DNA segmenta, ki ga

Zelimo pomnoziti. Med PCR reakcijo se pripnejo na komplementarne dele DNA verige.

Pomembni faktorji, ki jih moramo upostevati pri izbiri zacetnih oligonukleotidov (18):

optimalna Tm (temperatura pripajanja): 50-60°C,

- GC (gvanin, citozin) vsebnost med 40-60% ,

- Tm obeh oligonukleotidov naj se ne razlikuje >5°C,

- S$tevilu notranjih lasni¢nih zank >4 in $tevilu dimerov >8 se poskusimo izogniti,

- zacCetniki naj se ne za¢nejo in koncajo z 1-2 G ali C ostanki,

- 3'konec ne sme biti komplementaren s katerokoli regijo drugega zacetnika,

- zacetniki naj ne tvorijo obseznejSih sekundarnih struktur ali lastne
komplementarnosti, kar lahko tvori v tvorbo lasni¢nih zank ter dimerov.

Pri delu smo si za oceno teh faktorjev pomagali s programom OligoAnalyzer (19).
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Uporabljali smo dve vrsti PCR reakcij (tabela VI), navadno PCR reakcijo s Pfu polimerazo
ter colony PCR s Taq polimerazo. Pfu polimeraza je natan¢nejSa, zato smo jo uporabili,

kadar smo gen tvorili s PCR reakcijo na novo (tu je natan¢nost bistvenega pomena).

Tabela VI: Prikaz pogojev PCR reakcije

Navadni PCR Colony PCR

uporaba Pfu polimeraze uporaba Taq polimeraze

volumen: 25 pl volumen: 30 pul

94°C 3 min 99°C 10 min / 50°C 2 min (vmes dodamo

Taq polimerazo)

94°C 30 s /50°C 1 min / 72°C 1 min (§t. 94°C 30 5 /50°C 1 min / 72°C 1 min (§t.

ciklov: 30) ciklov: 30)
72°C 1 min 72°C 5 min
ohladitev na 4°C ohladitev na 4°C

Taq polimerazo smo uporabili pri colony PCR. To metodo uporabimo, kadar Zelimo na
enostaven nacin dokaj zanesljivo ugotoviti, ¢e bakterije v koloniji vsebujejo plazmid z
vstavljenim fragmentom. Izvedemo jo tako, da del bakterij prenesemo v PCR meSanico,
tako da se z vrhom nastavka za pipete dotaknemo izbrane kolonije. PCR zacnemo z 10 min
inkubacijo na 99°C, ki povzroci porusitev integritete celi€ne stene in membrane. Plazmid
se pri tem sprosti in sluzi kot matrica v PCR reakciji, seveda ob uporabi ustreznih zacetnih
oligonukleotidov. Nastanek fragmenta ustrezne dolzine ugotavljamo z elektroforezo (17).
Taq polimeraza je na visoke temperature obcutljiva, zato jo dodamo med samo PCR
reakcijo, takoj po zniZanju temperature. V naSem primeru smo colony PCR uporabili tudi

za pomnozitev dela gena acmA iz bakterijskega genoma L. lactis NZ9000.

2.1.2 Obarjanje DNA

Obarjanje DNA je ena od osnovnih metod ¢iS¢enja in koncentriranja DNA. DNA iz vodne
raztopine oborimo z dodatkom absolutnega etanola, s ¢cimer zmanjSamo polarnost topila in
s tem topnost DNA, ki je velika, nabita molekula. Po centrifugiranju se DNA nabere na

dnu epruvete v obliki oborine (pelet), ki jo speremo z 70% etanolom, s ¢imer odstranimo
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soli in majhne organske molekule. Pred resuspendiranjem v vodi ali pufru je potrebno

etanol povsem odstraniti, drugace se DNA ne raztopi (17). Pri obarjanju lahko

pricakujemo tudi precejs$ne izgube DNA.

Vzorce smo oborili po sploSnem protokolu obarjanja:

2.1.3

e +0,1 V3M NaOAc (pH 4,8), nezno premesamo,

o +2.5V 95% EtOH, kratko vorteksiramo,

e inkubiramo pri -20°C, najmanj 20 min,

e centrifugiramo 20 min pri 14000 obratov/min, 4°C,

e odpipetiramo supernatant, + 500 pl 70% EtOH, vorteksiramo,
e centrifugiramo 20 min pri 14000 obratov/min, 4°C,

e odpipetiramo supernatant in posusimo DNA pri 37°C, 30 min.

Prenos genske informacije

Rekombinacija DNA (restrikcija, ligacija)

Nastanek rekombinantne DNA si lahko predstavljamo kot rezanje (restrikcija) in ponovno

lepljenje (ligacija) DNA molekule. Za rezanje in lepljenje potrebujemo orodje, katero nam

na molekularnem nivoju predstavljajo encimi:

restrikcijske endonukleaze (RE): za te encime je znacilno, da DNA vedno cepijo
na specificnem mestu oz. dolocenem nukleotidnem zaporedju. Tip I prepozna
specificno zaporedje, a cepi znotraj zaporedja nakljucno, tip II cepi na to¢no
dolocenem mestu, pod tip III pa sodijo encimi, ki imajo vmesno aktivnost med
tipoma I in II. Za tvorbo rekombinantne DNA je najveckrat uporabljen tip II.
ligaze: katalizirajo tvorbo fosfodiesterske vezi med 5' fosfatom ene verige in 3'
hidroksilno skupino druge verige, pri tem pa nastane kovalentna vez. Predstavljajo
lepilo in so od ATP odvisni encimi, ki se vkljucujejo v procese podvojevanja,
popravljanja in rekombinacije DNA.

PCR produkti: Ce Zelimo vstaviti produkt verizne reakcije s polimerazo v vektor,
imamo na razpolago dve moznosti. Prva moznost je posledica aktivnosti same Taq

polimeraze, ki pri pomnoZevanju DNA segmenta na 5' koncu po vsaki pomnozitvi
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dodaja adenin, tak segment je mozno vstaviti v vektor, ki ima na svojem 3' koncu
timin. Druga moznost pa je nacrtovanje takSnih zacetnih oligonukleotidov, ki imajo

na 5' koncih izbrano restrikcijsko mesto (2).

Vnos vektorja v gostiteljsko celico

Po pripravi rekombinantne DNA sledi postopek, s katerim dani konstrukt vnesemo v
gostiteljsko celico. Moznosti na¢ina vnosa je ve¢. Poznamo tako kemijske kot fizikalne
nacine vnosa. Med kemijske sodi klasi¢na transformacija, med fizikalnimi pa naletimo na
metode mikroinjiciranja, koprecipitacije, elektroporacije, biolistike in druge. Najbolj
uporabljana mozZnost je transformacija, ki zavzema proces privzema gole DNA v
gostiteljsko celico. Lastnost oziroma zmoznost, da bakterija privzame DNA imenujemo
kompetenca. Kompetenca se pojavi v to¢no doloceni fazi rasti bakterij imenovani tudi
stacionarna faza, ki jo povezujemo s sintezo in pojavom t.i. kompetitivnih proteinov.
Stopnjo kompetence lahko izvedemo z ustreznimi kemikalijami ali pa z elektricnim tokom.
Pri kemijsko inducirani kompetenci je poleg prisotnosti dvovalentnih ionov pomembna
tudi temperatura. UspeSnost privzema se poveca pri nizki temperaturi (0-5°C) in
naknadnem temperaturnem Soku (37- 45°C) in ponovni ohladitvi. Kompetenco, izzvano z
elektricnim tokom, imenujemo tudi elektroporacija. Pulz visoke napetosti povzroci
depolarizacijo celicne membrane in tvorbo por, preko katerih se prenese DNA in tudi

druge makromolekule (2).

Selekcija

Po prenosu vektorja v gostiteljsko celico je potrebno izvesti selekcijo, saj vse gostiteljske
celice ne sprejmejo vektorja, kot tudi vsi vektorji ne vsebujejo DNA segmenta. V ta namen
pripravimo selekcijska gojis¢a. Primer gojis¢a je LBA/IPTG/X-gal gojisce, postopek pa se
imenuje modro-beli test. Po transformaciji celice razmazemo na selekcijsko gojisce.
Zaradi prisotnosti antibiotika se na gojiS€u razmnozijo le tiste bakterije, ki so sprejele
plazmid. Kajti le-te so s sprejemom plazmida privzele tudi gensko informacijo za razvoj

rezistence na antibiotik. Govorimo o pozitivni selekciji.
Na gojis€u se tvorijo tako bele kot tudi modre kolonije. Modra obarvanost kolonij je

posledica barvila, ki se tvori zaradi nastanka funkcionalne B-galaktozidaze, ki je zmoZna

cepiti substrat, ki je prisoten na gojis¢u. Zaradi prisotnosti induktorja za izraZzanje gena za
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B-galaktozidaze (IPTG), je vzpodbujena tvorba le-te v vseh celicah, ki so sprejele plazmid,
vendar pa se v dolocenih celicah tvori funkcionalna [B-galaktozidaza, v nekaterih pa
fuzijski protein z vkljucenim delom za katerega kodira vstavljeni DNA segment. Zaradi
premaknjenega bralnega okvirja, fuzijski protein nima sposobnosti cepitve substrata, kar

ima za posledico tvorbo belih kolonij (2).

Izolacija plazmidov (minipreparacija)

Po uspesni selekceiji, kolonijo iz trdnega gojisca nacepimo in pripravimo tekoCo kulturo
celic izbrane kolonije. Izolacija plazmida iz bakterijske celice temelji na odprtju celice s
temperaturo, organskimi topili, encimsko, z alkalijami ali mehanskim razbitjem. Po odprtju
celic in sprostitve plazmida v raztopino, lahko veZemo spros¢ene nukleinske kisline s
kationskim detergentom in na koncu DNA oborimo z dodatkom soli ali etanola. Lahko se
tudi uporabi Stevilne reagencne komplete, ki temeljijo na vezavi nukleinskih kislin na

membrane, v kon¢ni fazi pa se DNA eluira iz kolone z vodo ali pufrom (2).

2.1.4 Dolocitev nukleotidnega zaporedja

Dolocevanje zaporedja nukleotidov je proces, s katerim dolo¢imo natancno zaporedje
nukleotidov v danem fragmentu DNA. Danes najveckrat uporabljana metoda dolocevanja
zaporedja DNA je dideoksi metoda, ki jo je razvil Frederik Sanger, v bistvu pa gre za
posebno obliko verizne reakcije s polimerazo. Dideoksi metoda je dobila ime po vlogi
sinteznih nukleotidov (ddNTP), ki imajo na mestu 3' na ogljik pripet le vodikov atom (in

ne OH skupine).

DNA, ki ji Zelimo dolo¢iti nukleotidno zaporedje, lahko pripravimo v enoverizni obliki —
matricna DNA. Dodamo zmes Stirih deoksinukleotidov v zadostni koli¢ini (dATP, dGTP,
dCTP in dTTP) in zmes S§tirth z razlicnimi fluorescencnimi barvili oznacenih
dideoksinukleotidov (ddATP, ddGTP, ddCTP in ddTTP) v omejenih koli¢inah. Dokler
DNA polimeraza ne vgradi dideoksinukleotida, elongacija normalno poteka. Produkte PCR
z gelsko kapilarno elektroforezo razporedimo glede na dolzino. Ce jih osvetlimo z
laserskim zarkom, vsak od Stirih dideoksinukleotidov fluorescira druga¢no barvo in tako
razberemo zaporedje (20). Vzorce smo na dolocitev nukleotidnega zaporedja poSiljali

druzbi MWG-BIOTECH AG (Ebersberg, Nemcija).
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2.1.5 Agarozna gelska elektroforeza

Agarozna gelska elektroforeza je enostavna in uc¢inkovita metoda locevanja molekul DNA
razli¢nih velikosti (100 bp do 25000 bp). Agaroza je linearni polisaharid, ki je topen v
vro¢i vodi, pri ohlajanju pa polimerizira in tvori gel. Velikost por v nastalem gelu je
odvisna od koncentracije agaroze. Elektroforeza pomeni lo¢evanje nabitih molekul v
elektri¢cnem polju. Molekula DNA je negativno nabita in v elektricnem polju potuje proti
pozitvno nabiti elektrodi, anodi. Hitrost potovanja je odvisna od velikosti oz. oblike DNA
molekule, od zamrezenosti gela in od jakosti elektricnega polja. Za ustrezen prikaz
rezultatov locevanja uporabimo oznacevalce velikosti in sledilna barvila z razli¢no
elektroforeticno mobilnostjo. Dvoverizno DNA lahko v gelu zaznamo z barvilom, ki se
vrine med nukleotide v dvojni DNA verigi (17). Velikokrat agarozno gelsko elektroforezo
uporabimo po PCR reakciji, kjer lo¢imo Zelene fragmente od ostale PCR meSanice. Nato

ocistimo izrezan del gela, ki vsebuje fragment.

2.1.6 Poliakrilamidna gelska elektroforeza

Poliakrilamidno gelsko -elektroforezo (PAGE) uporabljamo predvsem za loCevanje
proteinov. Osnovni gradnik poliakrilamidnih gelov je akrilamid. Polimerizacija akrilamida
stece v prisotnosti prostih radikalov. Vir prostih radikalov je obicajno amonijev persulfat,
stabilizira pa jih TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin). Prosti radikali sprozijo
verizno reakcijo, ki vodi v nastanek linearnih verig. Ce v polimerizacijsko reakcijo
vklju¢imo bifunkcionalni reagent N,N'-metilenbisakrilamid, se verige pre¢no poveZzejo in
tvorijo gel. Poroznost gela je odvisna od dolzine verig in deleZa pre¢nih povezav. Vecja
zamrezenost daje manjSo velikost por in bolj ovira potovanje molekul, za manjSo
zamrezenost pa velja ravno obratno. Locevanje lahko poteka ob prisotnosti NaDS, ki je
negativno nabita amfifilna molekula in se nespecificno veze na denaturirane molekule
proteinov. Naboj kompleksa NaDS/protein je sorazmeren z velikostjo proteina, saj se na
vecji protein veze ve¢ molekul NaDS. Zato poteka lo¢evanje izklju¢no na podlagi velikosti

(2,20).
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2.1.7 Prenos Western

Proteine po NaDS PAGE najbolj specificno detektiramo z uporabo monoklonskih
protiteles, ki so usmerjena proti tem proteinom. Ker so protitelesa velike molekule in tezko
difundirajo skozi poliakrilamidni gel, gela ne moremo neposredno inkubirati v raztopini
protiteles. Proteine moramo zato prenesti na nitrocelulozno ali najlonsko membrano, kar
lahko storimo s pomocjo elektroforeznega prenosa. Ta prenos imenujemo prenos Western.
Membrano nato inkubiramo v raztopini govejega albumina ali kazeina, s ¢imer blokiramo
nezasedena mesta na membrani in prepre€imo nespecificno vezavo protiteles. Sledi
inkubacija v raztopini protiteles. Obicajno uporabljamo dve vrsti protiteles. Primarna
protitelesa so specificno usmerjena proti proteinu, ki ga zelimo detektirati. Sekundarna
protitelesa so usmerjena proti primarnim in so oznacena bodisi radioaktivno ali pa z

encimom, ki ob inkubaciji s dolo¢enim substratom tvori produkt, ki ga lahko detektiramo

(17).

2.1.8 Fluorescenc¢no aktivirano celi¢no sortiranje

Fluorescencno aktivirano celi¢no sortiranje (FACS) omogoca fenotipsko razlikovanje
celic. Modelni peptid ima sposobnost vezave streptavidina, ta pa je fluorescencno oznacen.
S FACS tako lahko lo¢imo celice, na katere se veze streptavidin, od tistih na katere se ne
veze in tako izvedemo selekcijo. Laserski zarek osvetljuje posamezno celico, ki potuje v
ozkem toku teko¢ine. Ce celica vsebuje fluorokrom, se le-ta stimulira in emitira svetlobo
specifi¢ne valovne dolzine, kar detektira detektor. Hkrati se zaCetni Zarek zaradi prisotnosti
celice odkloni in dobimo tudi informacijo o velikosti celice, njeni granuliranosti oziroma
notranji kompleksnosti. Podatke navadno predstavimo v dveh oblikah: kot frekvencni
diagram ali kot dvodimenzionalni grafi¢ni prikaz. Frekvencni diagram prikaze profil
merjenega dejavnika v celi¢ni populaciji. Tudi dvodimenzionalni grafi¢ni prikaz prikaze
profil dejavnikov, vendar meri dva parametra za vsako celico hkrati in je zato prikaz

podatkov dvodimenzionalen (2).
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2.3  Postopki

2.3.1 Priprava elektrokompetentnih bakterij L. lactis NZ9000 in vstavljanje
plazmidov pNZ8148

Nacepili smo L. lactis seva NZ9000 iz trajne kulture na plos¢e GM17 ter preko noci
inkubirali pri 30°C. Nato smo precepljali bakterijske kolonije v tekoce gojis¢e GM17 (v
epruvete po 5 ml) v razli¢nih Gasovnih intervalih (ob 10",12",14" 16") ter ob 21" pomerili
absorbance (Agoo) vseh Stirth vzorcev napram gojiscu GM17 (tabela VII). Zelena

absorbanca v maksimumu rasti (eksponentni fazi) naj bi bila med 0,5-0,8 (21).

Tabela VII: Prikaz absorbanc v odvisnosti od casa

ura As00

10 2,552
12 0,380
14 0,054
16 0,052

Vrednost kulture, ki je bila precepljena ob 12" smo tretirali kot sprejemljivo ter red¢ili
celice L. lactis (5 ml) z 0,5 L gojis¢a SGM17. Bakterije so v inkubatorju do jutra zrasle do
absorbance 0,309. Ta vrednost ustreza zahtevam (med 0,2 in 0,7) (21), zato smo
nadaljevali s pripravo. Kulturo smo centrifugirali, pri ¢emer so se celice usedle na dno.
Oborjeni del smo resuspendirali v raztopini C (20ml) in centrifugiranje ter resuspendiranje
v raztopini C (spiranje) ponovili Se enkrat (pogoji centrifugiranja so prikazani v tabeli
VIII). S tem smo zmanjsali ionsko moc¢ bakterijske suspenzije. Prevelika ionska mo¢ lahko

moti elektroporacijo, saj se raztopini poveca prevodnost.

Tabela VIII: Prikaz pogojev centrifugiranja

oznaka rotorja GS3 SS-34

pogoji 20 min, 5500 obr/min, 4°C | 20min, 6500 obr/min, 4°C
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V vsako centrifugirko smo po odlitju supernatanta dodali 500 pl raztopine C. Alikvote po
110 pl smo zamrznili v teko¢em dusiku. Tako pripravljeni laktokoki so elektrokompetentni
in primerni za elektroporacijo. Po odtalitvi smo zmesali 45 pl bakterij L. lactis in 2 pl
plazmida pNZ8148. Elektroporacijo smo izvajali pri naslednjih pogojih: upornost:
20092, napetost: 2kV, kapacitanca: 25 pF. Po dodatku 1 ml gojis¢a SGM17 brez glicina
smo inkubirali pri 30°C 2 uri. Bakterije smo razmazali na plos¢e GM17 C;y v razli¢nih

volumnih (20 pl, 100 pl, 200 pl) in inkubirali 2 dni pri 30°C.

Pripravili smo prekono¢ne kulture. Izbrane kolonije smo prenesli v epruveto s 5 ml
teko¢ega gojis¢a GMI17 in kloramfenikola s koncentracijo 10 pg/ml (osnovna
koncentracija kloramfenikola je bila 25 mg/ml, zato smo odpipetirali 2 ul antibiotika v
gojis¢e). Nato smo iz bakterij izolirali plazmide po protokolu JET Quick Spin Column
Techinque: Plasmid Miniprep, Gel Extraction, PCR Purification.

Izvedba agarozne gelske elektroforeze:

Metodo smo uporabljali za ocenjevanje uspesSnosti posameznih reakcij in za izolacijo
zelenih fragmentov. Uporabljali smo od 1% do 3% agarozne gele. Pripravili smo jih z
raztapljanjem ustrezne koli¢ine agaroze v 50 ali 150 ml TAE pufra. NanaSalna raztopina
vsebuje glicerol, ki vzorcem zveca gostoto in omogoca lepSe usedanje v Zepke, ter barvili
bromfenol modro in ksilencianol zeleno, ki v 1% gelu potujeta s fragmenti velikosti 300 bp
0z. 4000 bp in omogocata vizualno spremljanje elektroforeze. Za spremljanje velikosti smo
v enega od Zepkov nanesli 1 pl ustreznega oznacevalca velikosti. NanaSali smo ga v
kombinaciji z 14 pl dH,O in 3 pl nanasalnega pufra. Vzorec se nanasa na gel v takSnem
volumnu, da je nanasalni pufer 6x red¢en. Elektrode smo priklopili na vir napetosti,
obi¢ajno smo elektroforezo izvajali pri 100 V. Gele smo opazovali na UV
transiluminatorju. Za potrebe arhiviranja smo jih posneli s pomoc¢jo UVltec arhivirnega
sistema, kjer pod UV svetilko z video kamero posnamemo gel, ga shranimo v

racunalniskem zapisu in natisnemo na termi¢nem tiskalniku.
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2.3.2 Nacrt za PCR zacetnike za pripravo Zelenega konstrukta

Pripravili smo nacrt za istosmerne ter obratnosmerne oligonukleotidne zacetnike Zelenih
fragmentov (Usp-45, MP, AcmA), skupaj z restrikcijskimi mesti. Na 5' konec smo dodali 4
baze za restrikcijskim mestom, s tem smo omogo¢ili restrikcijskemu encimu rezanje. G,C

pari prispevajo k vi§jemu tali$cu, zato se jim izogibamo.

Usp-45 signalni peptid: Unidentified secreted protein, glavni ekstracelularni protein
L. lactis, omogoca izlo¢anje v gojiSc¢e, vzeli smo samo signalno zaporedje za izlocitev v
gojisce

Zapis za peptid (nukleotidno zaporedje):
ATGAAAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTGCT
GCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCT

Uspl (istosmerni zacetnik): S'-ATGAAAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATG-3'
UspR (obratnosmerni zacetnik): 5'-"AGCGTAAACACCTGACAACGGGGCTG-3'

e Uspl-Ncol:
ATAACCATGGCTAAAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATG
dolzina: 42
GC vsebnost: 26.2 %

Tm: 58.2 °C
CCATGG — restrikcijsko mesto za Ncol (mesto na plazmidu pNZ8148)

e UspR-BamHI:
ATAAGGATCCAGCGTAAACACCTGACAACGGGGC
dolZina: 34
GC vsebnost: 52.9 %
Tm: 66.5 °C
GGATCC — restrikcijsko mesto za BamHI (vmesno mesto za ligacijo v Zeleni
konstrukt, plazmid pNZ8148 ga ne vsebuje)

Modelni peptid: Nano-tag, streptavidin vezavni peptid (13)

Zapis za peptid:
GATGTTGAAGCTTGGCTTGGTGCTCGTGTTCCACTTGTTGAAACT

Mod-BamHI: 5'-GATGTTGAAGCTTGGCTTGGTGCTCGTGTTC-3'
Mod-EcoRI: 5" AGTTTCAACAAGTGGAACACGAGCACCAAGCC-3'
Zacetnika sta delno komplementarna.

e Mod-BamHI:

TTAGGATCCGATGTTGAAGCTTGGCTTGGTGCTCGTGTTCC
dolzina: 41
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GC vsebnost: 51.2 %

Tm: 68.3 °C

GGATCC - restrikcijsko mesto za BamHI (vmesno mesto za ligacijo v zeleni
konstrukt, plazmid pNZ8148 ga ne vsebuje)

e Mod-EcoRI:
TTAGAATTCAGTTTCAACAAGTGGAACACGAGCACCAAGCC
dolZina: 41
GC vsebnost: 43.9 %

Tm: 65.5°C
GAATTC — restrikcijsko mesto za EcoRI (vmesno mesto za ligacijo v Zeleni
konstrukt, plazmid pNZ8148 ga ne vsebuje)

AcmA: protein, katerega regija med 904 in 1038 baz omogoca pritrjevanje na
povrsino laktokoka (10,12)

Zapis za celoten protein AcmA( okrepljeni tisk prikazuje regije proteina, ki omogocajo
pritrjevanje na povrsino):
atttttgttttaaatcagattttttagattaaaggcaaaaagtttttacaaatatgaatccttaacggaaa
aacgtttacaaaccgccaccaaattgacatctttttttagcttgaggcgtggtagaataaagatagtactt
attatattttgtaatctttagaaaggtaattatttatgccagtatcacgtgttaaagttaaaaatagacat
ttaaaaaagaaaactaaaaaaccactcgctttttataaaccagccacaaaatttgctggcgctgttettat
tgccggaacattgacaaccacacatgaacttcttcttcaacagacaagtccaatggttcaagcagcgacta
actcatcagaggtttttattgaaagtattgccgcatcagcaaaacctgtggcagatgctaatggcttatat
ccttcggtcatgattgcccaagctattttggaaagcaactggggctcaagtcagctttcacgagctececta
ttataatttatttggtattcaaggtacttatcaaggaaagagcgtcgtatttaaaactcaagagtatctca
atggtaaatgggtgactaaagatatgccctttagggtctatccttcectttaatcaaagttttcaagacaat
gcttatgttctaaaaacaacaaactttgggaatggtccctattacgctaaggcttggecgggeccaatgectge
cacctatcaagacgctactgctgctttgacgggcagatatgctaccgacccaagttatggecgecttcactga
atcgcattatttctcaatataatttgactcgttttgacggagcttcttcagctggaaatactaattctggt
ggctcgacaaccacaattacgaataataattctggaaccaatagcagttcaactacttataccgtcaaatc
tggtgatactctttggggaatctcacaaagatatggaattagtgtcgctcaaattcaaagtgcgaataatce
ttaaaagtaccattatctacattggtcaaaaacttgtactgacaggttcagcttcttctacaaattcaggt
ggttcaaacaattccgcaagcactactccaaccacttctgtgacacctgcaaaaccaacttcacaaacaac
tgttaaggttaaatccggagataccctttgggcgctatcagtaaaatataaaactagtattgctcaattga
aaagttggaatcatttaagttcagataccatttatattggtcaaaatcttattgtttcacaatctgctgcet
gcttcaaatccttcgacaggttcaggctcaactgctaccaataactcaaactcgacttcttctaactcaaa
tgcctcaattcataaggtcgttaaaggagatactctctggggactttcgcaaaaatctggcageccaattg
cttcaatcaaggcttggaatcatttatctagcgatactattttaattggtcagtatctacgaataaaataa
attattattaatgaacttttagttaataaaaaaagaatgaaattcaattcattctttttttaattcttgta
aaaccgcttgaagatggatagaacgggtcggttctgacattccaacagtcatttcccaaggagttgtttet
ttttcaagagccaattcaagaaaaacacgttgaaatgaagttaattcttcacagttcgttaaatagtcaat
ctcttttttagagagcaaaattttgtcacgttgaatcactttgtttaggtagcgaacccaaagttctaaat
tccatttggatttttgggcagcctgcaagagatattcaatccacgtcattgtaataacctcagtatttttg
gattttttcgtaaataattttttaaagcttcttcaccataagccaaactataagcttctaaaataaccgcet
999

Uporabili smo zacetnike za direktno pomnozitev iz genomske DNA L. lactis, zaCetnike
brez restrikcijskih mest smo izbrali glede na literaturne podatke (senceni tisk) (10):

e AcmA-F: 5-TTTGACGGAGCTTCTTCAGC-3'
dolzina: 20 bp
GC vsebnost: 50.0 %
Tm: 55.4 °C
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o AcmA-R: 5-TTGAACCACCTGAATTTGTAGAAG-3'
dolzina: 24 bp
GC vsebnost: 37.5 %
Tm: 53.3 °C

o AcmA-EcoRI: 5-TTATGAATTCTTTGACGGAGCTTCTTCAGC-3'
dolzina: 30
GC vsebnost: 40.0 %
Tm: 58.9 °C
GAATTC — restrikcijsko mesto za EcoRI (vmesno mesto za ligacijo v zeleni
konstrukt, plazmid pNZ8148 ga ne vsebuje)

o AcmA-Xbal: 5-TTATTCTAGATTATGAACCACCTGAATTTGTAGAAG-3'
dolzina: 36
GC vsebnost: 30.6 %
Tm: 56.7 °C
TCTAGA — restrikcijsko mesto za Xbal (mesto na plazmidu pNZ8148)

Celoten zapis za nacrtovani insert (restrikcijska mesta so podcrtana, ATG — start kodon,
TAA — stop kodon):

ATAACCATGGCTAAAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGAT
ACTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCTGGATCCGATGTTGAAG
CTTGGCTTGGTGCTCGTGTTCCACTTGTTGAAACTGAATTCTTTGACGGAGCT
TCTTCAGCTGGAAATACTAATTCTGGTGGCTCGACAACCACAATTACGAATA
ATAATTCTGGAACCAATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCAAATCTGGTGAT
ACTCTTTGGGGAATCTCACAAAGATATGGAATTAGTGTCGCTCAAATTCAAA
GTGCGAATAATCTTAAAAGTACCATTATCTACATTGGTCAAAAACTTGTACTG
ACAGGTTCAGCTTCTTCTACAAATTCAGGTGGTTCATAATCTAGAATAA
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2.3.3 Priprava posameznih fragmentov konstrukta

Sprva smo fragmente pridobili s PCR reakcijo (tabela IX), uporabili smo tri dokaj razli¢ne

PCR reakcije:

Tabela IX: Prikaz dodanih snovi v PCR reakciji

fragment, ki ga Zelimo pomnoziti meSanica za PCR reakcijo
Usp-45 (navadni PCR) 1 pl matrice
pomnoZzevanje s pomoc¢jo matrice 2 ul Uspl- Ncol (5 uM)
(pGEM::Usp-45) (22) 2 uwl UspR-BamHI (5 uM)

2 ul ANTP

2,5 pl 10x Pfu pufer

12,5 pl dH,O

0,6 pl Pfu pol. + 2,4 ul dH,O
Modelni peptid (navadni PCR) 2 pl Mod-BamHI (5 uM)
ne potrebuje matrice, ker med samima 2 ul Mod-EcoRI (5 uM)
oligonukleotidoma pride do prekrivanja 2 ul ANTP
(sta delno komplementarna) 2,5 pl 10x Pfu pufer

13,5 pl dH,O

0,6 ul Pfu pol. + 2,4 ul dH,O
AcmA (colony PCR) 2 ul AcmA-F (5 uM)
pomnozevanje iz genomske DNA L. lactis, | 2 pl AcmA-R (5 uM)
sprva pomnozujemo brez restrikcijskih mest | 4 ul MgCl,

3 ul ANTP

5 ul 10x PCR pufer

29 ul dH,O

0,2 ul Taq pol. + 4,8 ul dH,O

Fragmente smo po PCR reakciji loc¢ili od zmesi z agarozno gelsko elektroforezo, ki smo jo
izvedli pri napetosti 93V. Za Usp-45 ter modelni peptid smo pripravili 3% gel, za AcmA
pa 1,5% (ta fragment je vecji). Fragmente smo izrezali ter ocistili iz gela ter vstavili v

plazmid pGEM. Priredili smo protokol p-GEM®-T and pGEM"-T Easy Vector Systems
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Quick Protocol (tabela X). Taq polimeraza na 5'-koncu DNA verige, ki jo sintetizira,

spontano doda adenin. Ta lastnost se izkoris¢a za enostavno ligacijo v plazmid pGEM®- T

Easy, ki je odprt in na 3'-koncih vsebuje komplementaren timidin.

Tabela X: Prikaz izvedbe A-tailinga in ligacije v pGEM

fragment A-tailing ligacija
USP-45 7 ul PCR produkta (iz gela) | 6 pl zmesi A-tailing
Modelni peptid 1 ul Taq pol. 10x PCR pufer | 1 ul pPGEM (3% redcen)
1 ul MgCl, 7,5 pl ligacijskega pufra
0,5 ul dATP (10mM) 0,5 ul T4 DNA ligaze
0,5 ul Taq polimeraze 16°C ¢ez no¢
30 min 70°C
AcmA te faze ne izvajamo, ker smo | 6 pl zmesi A-tailing
ze v postopku colony PCR | 1 ul pGEM (3 red¢en)
uporabili Taq polimerazo 7,5 ul ligacijskega pufra
0,5 ul T4 DNA ligaze
16°C ¢ez no¢

Nato smo ligate transformirali v komercialne DH50 kompetentne E.coli, kjer smo sledili
protokolu Subcloning Efficiency™ DH5a™ Competent Cells (23). 5 ul vzorce ligacijske
mesSanice smo dodali k 40 pl celic in inkubirali na ledu 30 minut. Transformacijo smo
izvedli s toplotnim Sokom 45 s pri 37°C v vodni kopeli ter celice znova postavili na led za
2 minuti. Dodali smo 950 pl Luria-Bertani gojis€a ter inkubirali 1 uro pri 37°C, 225
obratov/min. Transformirane celice smo v dveh razliénih volumnih (100 in 900 pl)
razmazali na ze pripravljene LBA/IPTG/X-gal plosce, ki vsebujejo antibiotik ampicilin v

koncentraciji 100 pg/ml.

Razmaz IPTG/X-gal na LBA plosce:

10 ul IPTG (0,1M), 40 pl X-gal, 50 pl dH,O
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Volumen 900 pl se na plos¢e tezko razmaze, zato smo celice centrifugirali, odpipetirali
priblizno 600 pl gojis€a ter v preostanku gojiS¢a oborino resuspendirali. Plos¢e smo

inkubirali ¢ez no¢ pri 37°C.

Zrasle so modre in bele kolonije (modro-beli test). Vsebnost plazmida z insertom (bele
kolonije) smo preverili s colony PCR. Pripravili smo zmes za PCR reakcijo (1 pl UniV, 1
ul GemR, 3 ul MgCl,, 2,5 ul dNTP, 3 ul 10x PCR pufer, 14,5 ul dH,O ter zmes 0,1 pl Taq
pol. + 4,9 ul dH,0), izvedli colony PCR ter ligate od PCR zmesi locili z agarozno gelsko
elektroforezo. Pripravili smo 1,5% gel, saj je med fragmenti prisoten tudi AcmA, ki

vsebuje vecje Stevilo baznih parov. Napetost je bila 115V.

Precepili smo izbrane kolonije, ki so uspesno sprejele plazmide z insertom (bele kolonije),
v Ze pripravljeno teko¢e LBA gojis¢e v epruvetah (5 ml, ampicilin 100 pg/ml, osnovna
koncentracija ampicilina je bila 100mg/ml, zato smo odpipetirali 5 pl antibiotika).
Inkubirali smo pri 37°C, 225 obratov/min preko noci (prekonocne kulture). Po
minipreparaciji smo izmerili koncentracijo plazmidov z insertom (tabela XI) z Nanodrop

spektrofotometrom ND-1000. Ta na¢in merjenja omogoc¢a dolo¢anje koncentracije zelo

Tabela XI: Izmerjene koncentracije fragmentov

vZorec izmerjena koncentracija | Ex60/E2s0 volumen za obarjanje *
(ng/pl) )
Usp-45, 312,6 1,90 6,4
Usp-45, 378,4 1,91 5,3
Usp-45; 209,5 1,93 9,6
Usp-45,4 233,5 1,91 8,6
M.pepi 155,0 1,93 12,9
M.pep: 148,0 1,93 13,5
AcmA, 250,2 1,92 8,0
AcmA; 3773 1,91 5,3
AcmAj; 421,0 1,91 4,8

* na dolocitev nukleotidnega zaporedja se poslje vzorec z maso 2 ug
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majhnim volumnom vzorca (nanesli smo 2ul). Meri se Eag in Ezgp z upoStevanjem, da
Ejso=1 ustreza koncentraciji 50 pg/ml za dvoverizno DNA. Cisti vzorci DNA vsebujejo
razmerje Eyq0/Eg0 okoli 1,8. Pri Ayg9 absorbirajo proteini, za katere pa Zelimo, da v vzorcu

niso prisotni.

Vzorce smo oborili po sploSnem protokolu obarjanja in jih poslali na dolocitev

nukleotidnega zaporedja.

2.3.4 Sestavljanje fragmentov v konstrukt

Posamezne fragmente (pGEM::Usp-45, pGEM::MP, pGEM::AcmA) smo pomnoZili
direktno iz ustreznega pGEM vektorja (tabela XII), ki je te fragmente tudi vseboval.
Fragmentov Usp-45 in AcmA nismo direktno izrezali, saj smo zeleli ohraniti nedotaknjene
konce. Pri ligaciji v konstrukt smo namre¢ pri Usp-45 in AcmA rezali z restriktazami samo
na enem koncu. Izjema je modelni peptid, ki je imel na obeh koncih restrikcijski mesti,
zato smo le-tega lahko direktno izrezali iz pGEM in ga predhodno ni bilo potrebno

pomnoZzevati.

Tabela XII: Prikaz dodanih volumnov pri PCR pomnoZevanju iz pGEM

Usp-45 (navadni PCR): AcmA (navadni PCR):

1 pl pGEM::Usp-45 1 pul pGEM::AcmA

2 ul Uspl- Ncol (5 uM) 2 ul AcmA-EcoRI (5 uM)

2 pl UspR-BamHI (5 uM) 2 pl AcmA-Xbal (5 uM)

2 ul ANTP 2 ul ANTP

2,5 pl 10x Pfu pufer 2,5 pl 10x Pfu pufer

12,5 pl dH,O 12,5 pul dH,O

0,6 ul Pfu pol. + 2,4 pl dH,O 0,6 ul Pfu pol. + 2,4 ul dH,O

Fragmente smo od PCR mesanice locili z agarozno gelsko elektroforezo (1,5%) ter ocistili.

Fragmentom smo dodali izbrane restriktaze (tabela XIII).
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Tabela XIII:Prikaz dodanih volumnov pri restrikciji

Usp-45

Modelni peptid

AcmA

25 ul PCR produkta
2 ul BamHI restriktaze
3 ul Tango pufra (24)

10 ul pGEM::MP

4 ul Tango pufra

2 pl BamHI restriktaze
1 pl EcoRI restriktaze

10 pl PCR produkta

2 ul EcoRI restriktaze
6 pl Tango pufra

12 pl dH,O

3 ul dH,0

Vzorce smo inkubirali 3 ure pri 37°C.

Nato smo izmerili koncentracije dobljenih rezanih fragmentov =z Nanodrop
spektrofotometrom ND-1000 (tabela XIV). Za ligacijo Zelimo fragmente v pribliznem
mnozinskem razmerju 1:1:1. AcmA fragment je vecji, nahaja se tudi v vec¢ji masni
koncentraciji. Usp-45 in modelni peptid sta priblizno v enakem mnozinskem razmerju.
Odlocili smo se za ligacijo v volumskem razmerju 5:5:7, kar priblizno ustreza

mnozinskemu razmerju 1:1:1.

Tabela X1V: Izmerjene koncentracije rezanih fragmentov

fragment Usp-45 Modelni peptid AcmA
koncentracija * 2.9 3.0 4,0
(ng/ ul)

* masna koncentracija

Za ligacijo smo zmeSali naslednje: 1 pl T4 DNA ligaze, 2 pl T4 ligacijskega pufra, 5 pl
Usp-45, 5 ul modelnega peptida, 7 ul AcmA; in jo izvedli preko no¢i pri 16°C.

Z navadno PCR reakcijo smo testirali ligacijsko zmes na vse moZne produkte (tabela XV):
Usp-45 + modelni peptid + AcmA: uporabili smo zacetnike Usp1-Ncol, AcmA-Xbal
Usp-45 + modelni peptid: Usp1-Ncol, Mod-EcoRI

Modelni peptid + AcmA: Mod-BamHI, AcmA-Xbal
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Tabela XV: Prikaz dodanih volumnov pri PCR pomnoZevanju ligacijske zmesi

Usp-45 + MP + AcmA

Usp-45 + Modelni peptid

Modelni peptid + AcmA

1 ul produkta ligacije

2 ul Usp1-Ncol (5 uM)
2 pl AcmA-Xbal (5 uM)
2 ul dNTP

2,5 ul 10x Pfu pufer
12,5 pl dH,O

0,6 pl pfupol. +2,4 ul
dH,O

1 ul produkta ligacije

2 ul Uspl-Ncol (5 uM)
2 ul Mod-EcoRI (5 uM)
2 ul ANTP

2,5 ul 10x Pfu pufer
12,5 ul dH,O

0,6 pl pfupol. +2,4 ul
dH,O

1 ul produkta ligacije

2 ul Mod-BamHI (5 uM)
2 pul AcmA-Xbal (5 uM)
2 ul ANTP

2,5 ul 10x Pfu pufer
12,5 ul dH,O

0,6 pl pfupol. +2,4 ul
dH,O

V p-GEM smo z metodo A-tailinga in sledece ligacije (tabela XVI) vstavili samo celoten

konstrukt.

Tabela XVI: Pogoji A-tailinga in ligacije konstrukta v pGEM

Fragment

A-tailing

ligacija

Usp-45 + MP + AcmA

7 ul PCR produkta (iz gela)
1 pl Taq pol. 10x PCR pufer
1 ul MgCl,

0,5 ul dATP (10mM)

0,5 ul Taq polimeraze

30 min 70°C

6 ul zmesi A-tailing

1 ul pGEM (neredcen!)*
7,5 ul ligacijskega pufra
0,5 ul T4 DNA ligaze

16°C ¢ez noé¢

* prej$nja transformacija je uspela zelo slabo, zato smo uporabili bolj koncentriran pGEM

Ligacijsko zmes smo transformirali v komercialne DH5a kompetentne E. coli. 10 pl

pGEM ligata smo dodali k 40 ul celic ter postopali po protokolu. V dveh razli¢nih

volumnih (100 in 900 pl) smo transformirane celice razmazali Ze na pripravljene

LBA/IPTG/X-gal plosce, ki vsebujejo antibiotik ampicilin v koncentraciji 100 pg/ml.

Razmaz IPTG/X-gal na LBA plosce:

10 ul IPTG (0,1M), 40 pl X-gal, 50 pl dH,O
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Plos¢e smo inkubirali ¢ez no€ pri 37°C.

Bele kolonije, ki so vsebovale plazmid z vstavljenim konstruktom, smo dolo€ili s colony
PCR. Pripravili smo mesanico za PCR reakcijo (1 ul UniV, 1 pul GemR, 3 ul MgCl,, 2,5 ul
dNTP, 3 ul 10x PCR pufer, 14,5 ul dH,O ter zmes 0,1 pl Taq pol. + 4,9 ul dH,0), izvedli
colony PCR ter konstrukt od PCR meSanice loc¢ili z agarozno gelsko elektroforezo.
Precepili smo izbrane kolonije, ki so uspesno sprejele plazmide z vstavljenim konstruktom,
v teko¢i LBA gojis¢e v epruvetah (5 ml). Inkubirali smo pri 37°C, 225 obratov/minuto

preko noci.

Po minipreparaciji smo izmerili koncentracijo pGEM z vstavljenim konstruktom (tabela

XVII) z Nanodrop spektrofotometrom ND-1000.

Tabela XVII: Izmerjene koncentracije pGEM z vstavljenim konstruktom

VZOorec izmerjena Es60/Ens0 Es60/E230 volumen za

(St.konstrukta) | koncentracija obarjanje *
(ng/ul) (ul)

1 62,2 1,85 2,15 32,15

3 4233 1,89 2,28 4,72

4 371,9 1,91 2,21 5,38

5 296,8 1,91 2,23 6,74

6 280,0 1,92 2,22 7,14

7 435,8 1,90 2,20 4,59

* na dolo¢itev nukleotidnega zaporedja se poslje vzorec z maso 2 ug

Vzorce smo oborili po sploSnem protokolu obarjanja in jih poslali na dolocitev

nukleotidnega zaporedja.
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2.3.5 Ligacija konstrukta v pNZ8148 in transformacija plazmida z

vstavljenim konstruktom v L. lactis NZ9000

Konstrukt je vseboval pravi genski zapis, mutacija je bila le na restrikcijskem mestu Xbal.
To mutacijo je mozno popraviti s ponovnim PCR pomnozevanjem ali pa korigirati z izbiro

drugega restrikcijskega mesta, mesta Sacl na pGEM (slika 7), pri ¢emer izreZemo celotni

Tabela XVIII: Prikaz vseh moznih nacinov restrikcije konstrukta iz vektorja pGEM

Navadni PCR konstrukta z

Navadni PCR konstrukta z

Direktna restrikcija konstrukta

zacetniki konstrukta in univerzalnimi zacetniki iz pGEM z Ncol ter Sacl
nadaljnja restrikcija z Ncol ter | pGEM in nadaljnja restrikcija | restriktazami

Xbal restriktazami z Ncol in Sacl restriktazami

PCR: PCR: Restrikcija pGEM:

1 ul pGEM::konstrukt 3
2 pl Uspl-Ncol (5 uM)

1 ul pGEM::konstrukt 3
2 pl UniV(5 pM)

15 pl pGEM::konstrukt 3
3 ul 10x pufer 1 (25)

2 ul AcmA-Xbal (5 uM) 2 ul GemR (5 uM) 1 ul Sacl

2 ul dNTP 2 ul ANTP 2 pl Neol

2,5 ul 10x Pfu pufer 2,5 pl 10x Pfu pufer 9 ul dH,0

12,5 pl dH,O 12,5 wl dH,O

0,6 ul pfu pol. + 2,4 ul dH,O | 0,6 ul pfu pol. + 2,4 ul dH,O

Restrikcija PCR produkta: | Restrikcija PCR produkta: | Restrikcija pNZ8148:
30 pl PCR produkta 30 ul PCR produkta 10 pl plazmida
5 ul 10x pufer 2 (25) 5wl 10x pufer 1 3 ul 10x pufer 1
2 ul Xbal 2 ul Sacl 1 wl Sacl

2 ul Ncol 2 ul Ncol 2 ul Ncol

11 pl dH,O 11 pl dH,O 14 ul dH,O
Restrikcija pNZ8148: Restrikcija pNZ8148:

10 pl plazmida
3 ul 10x pufer 2
1 ul Xbal

2 ul Neol

14 ul dH,O

10 pl plazmida
3 ul 10x pufer 1
1 pl Sacl

2 pl Neol

14 ul dH,O
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konstrukt. Mesto Sacl vsebuje tudi plazmid pNZ8148. Konstrukt smo iz pGEM vektorja
pridobili na tri naine (tabela XVIII). PCR reakcijam je sledila restrikcija z izbranimi

restriktazami. Restrikcija je potekala 3 ure pri 37°C.

5" | Ncol Usp45 | BamHI | Peptid | EcoRI | AcmA | Xbal 3

UniVv GemR

5" | prijemalis¢e Ncol Xbal Sacl | prijemalis¢e | 3°

Slika 7: Prikaz celotnega konstrukta z restrikcijskimi mesti (zgoraj), prikaz vstavljenega

konstrukta v vektorju pGEM (spodaj)

Za ligacijo konstrukta v pNZ8148 smo zmeSali: 10 pl rezanega plazmida pNZ8148, 7 ul
rezanega PCR produkta (ali produkta pri direktni restrikciji), 2 pl 10x ligacijskega pufra, 1
ul T4 DNA ligaze in jo izvedli preko noci pri 16°C. Ligat smo oborili in sprali, s ¢imer
smo odstranili soli. Nato smo ligat resuspendirali v 10 pl dH,O ter v vakumskem
koncentratorju skoncentrirali do pribliznega volumna 5 pl. Pri direktni restrikciji ligata

nismo oborili, ampak smo ga samo skoncentrirali.

Subkloniran konstrukt smo z elektroporacijo vnesli v L. lactis sev NZ9000. Elektroporacijo
smo izvedli pri enakih pogojih kot pri transformaciji plazmidov brez konstrukta.
Transformirane celice smo razmazali na plos¢e GM17 Cjo v dveh razli¢nih volumnih (100

pl in 900 pl).

Kolonije, ki so zrasle na plos¢ah smo preverili s colony PCR. Pripravili smo zmes za PCR
reakcijo: 1 pl pNZ-p, 1 ul AcmA-Xbal, 3 pul MgCly, 2,5 ul dNTP, 3 pl 10x PCR pufer, 14,5
ul dH>O, ter zmes 0,1 pl Taq pol. + 4,9 pl dH,O in izvedli colony PCR. Izbrane kolonije
smo prenesli v epruveto s 5 ml tekoCega gojis¢a GM17 in kloramfenikola s koncentracijo
10 pg/ml v gojiscu. V gojise smo odpipetirali 2 pl antibiotika z osnovno koncentracijo 25

mg/ml. Inkubirali smo 2 dni pri 30°C.
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Po minipreparaciji smo vzorcem (tabela XIX) izmerili koncentracijo z Nanodrop

spektrofotometrom ND-1000.

Tabela XIX: Izmerjene koncentracije plazmidov pNZ8148 z vstavijenim konstruktom

VZorec izmerjena Es60/E2s0 E>60/E230 volumen za
(St.plazmida | koncentracija obarjanje *
pNZ8148) (ng/ul) (ul)

1 74,6 2,10 2,04 26,8

2 67,4 2,18 2,04 29,7

3 81,6 1,99 1,93 24,5

4 55,9 2,11 1,80

5 63,3 2,08 1,90

6 71,6 2,13 2,04 28,0

10 66,2 2,08 1,85 30,2

12 53,7 2,15 2,00

18 53,2 2,13 1,93

19 54,7 2,11 1,94 36,6

* na doloCitev nukleotidnega zaporedja

1,2,3,6,10,19 (visja koncentracija)

se poslje vzorec z maso 2 pg, poslali smo izbrane vzorce

Vzorce smo oborili po sploSnem protokolu obarjanja in jih poslali na dolocitev

nukleotidnega zaporedja.

Sama transformacija v L. lactis se je izkazala za problemati¢no. Pri elektroporaciji je

namre¢ vsaki¢ priSlo do elektricnega stika, kar je zmanjSalo moznost prezivetja

elektrokompetentnih laktokokov ter sprejema plazmida. Transformacija je sicer uspela,

toda z nobenim poskusom optimizacije elektroporacije (uporaba Milli-Q vode namesto

dH,O, uporaba drugega seva laktokokov) tezave nismo uspeli odpraviti. Verjetno je

najvecja tezava sama prevodnost suspenzije laktokokov.
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2.3.6 Izrazanje celotnega konstrukta v L. lactis NZ9000

Plazmid pNZ8148 s konstruktom in plazmid pNZ8148 brez konstrukta (kontrola) smo
transformirali v L. lactis NZ9000. Po razmazu na plos¢e in dvodnevni inkubaciji pri 30°C
smo pripravili Se prekonocne kulture. 250 pl bakterijske prekono¢ne kulture smo
odpipetirali v 25 ml gojis¢a GM17 s kloramfenikolom* (10 pg/ml), inkubirali na 30°C
dokler nismo dosegli A= 0,5 pri A= 600 nm. Za merjenje absorbance smo iz erlenmajerice
odpipetirali 100 pl kulture in jo z gojis¢em GM17 10x red¢ili. Izrazanje smo inducirali z
nizinom** (25ng/ml) ter inkubirali 3 ure pri 30°C.

* Osnovna koncentracija je bila 25 mg/ml, zato smo odpipetirali 10 pl antibiotika v gojisce.

** Osnovna koncentracija je bila 25 pl/ml, zato smo odpipetirali 25 pl nizina.

Izrazanje smo izvedli v dveh ponovitvah.

2.3.7 Detekcija izraZzanja na povrSini

Testirali smo bakterijske celice in lizate bakterijske kulture. Bakterijske lizate smo
pripravili tako, da smo po inkubaciji ostalo bakterijsko kulturo prelili v centrifugirke in
centrifugirali 10 minut pri 5000 g. Po kon¢anem centrifugiranju smo odstranili supernatant
in pelet resuspendirali v PBS pufru (10 ml kulture v 1 ml PBS pri prvem izrazanju in v 0,7
ml pri drugem izrazanju). Bakterijsko kulturo smo zmrznili na -20°C, odtalili na ledu in
sonificirali pri 30%-ni amplitudi 6x po 3 sekunde (razbitje). Na koncu smo 5 min
centrifugirali pri maksimalnih obratih v hladni centrifugi (4°C) ter za nadaljnjo detekcijo

uporabili supernatant, v katerem je bil topen del lizata (tudi izrazeni proteini).
Detekcijo smo preverjali z vezavo streptavidina na modelni peptid. Streptavidin je bil

oznacen s fluorescencnim barvilom Alexa Fluor ali pa konjugiran z encimom HRP

(hrenova peroksidaza). Za detekcijo smo uporabili tri nacine:
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e FACS

Barvanje s Streptavidin, Alexa Fluor® 488:

Bakterijske celice:

400 pl 80x redceni bakterijski kulturi smo dodali 2 pl barvila (1mg/ml), inkubirali pri
sobni temperaturi 5 min. Nato smo centrifugirali (5000g, 20°C) 5 min ter sprali s 400 pl
PBS pufra. Ta zadnji postopek smo ponovili dvakrat. Merili smo fluorescenco (ekscitacija

pri A=495 nm in emisija pri A= 519 nm).

Bakterijski lizat:

Zmesali smo 100 pl bakterijske kulture s praznim plazmidom z :

- 530 pl lizata bakterij s konstruktom (c(proteinov) = 231 pg/ml)

- 800 pl lizata bakterij s praznimi plazmidi - kontrola ( c(proteinov) = 153 pg/ml)

Nato smo centrifugirali (5000g, 20°C) 5 min ter resuspendirali s 400 pl PBS pufra. Dodali
smo 5 ul barvila (Img/ml), inkubirali pri 30°C 10 min. Znova smo centrifugirali (5000g,
20°C) 5 min ter sprali z 400 pul PBS pufra. Merili smo fluorescenco (ekscitacija pri A= 495

nm in emisija pri A= 519 nm).

¢ mikrotitrske ploscice
Volumen nanosa lizata smo izra¢unali glede na koncentracijo proteinov, ki smo jo dolo¢ili
po Bradfordovi metodi (za izracun glej poglavje Rezultati in razprava). Za Bradfordovo
metodo smo lizat redcili 1/25 ter 1/100. K 160 pl vzorca smo nanesli 40 pl barvila

Bio-Rad Protein Assay.

Bradfordova metoda:

Barvilo Bio-Rad Protein Assay vsebuje barvilo Coomassie Brilliant Blue, ki se preko
hidrofobnih in Van der Waalsovih interakcij veze na proteine z bazi¢nimi in hidrofobnimi
skupinami (nastanek modre barve). Kompleks ima maksimum absorbance pri 595 nm.

Absorbanco smo izmerili po kratki inkubaciji na sobni temperaturi.

Po nanosu lizata na mikrotitrsko plos¢ico za merjenje fluorescence in prekonocni

inkubaciji v hladilniku, smo plos¢ico spirali s PBS-Tweenom ter nezasedena mesta
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zapolnili s PBS-Tween-BSA (200 pl). Inkubirali smo 1 uro pri sobni temperaturi.
Streptavidin-Alexa Fluor® 488 smo nanesli na mikrotitrske plos¢ice v volumnu 100 ul z
naslednjimi red¢itvami v PBS pufru: 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, inkubirali 1 uro pri sobni
temperaturi in ploS¢ico ponovno sprali s PBS-Tweenom. Vezanim kompleksom na
mikrotitrski ploS¢ici smo pred meritvijo dodali 100 pul PBS. Merili smo fluorescenco

(ekscitacija pri A= 495 nm in emisija pri A= 519 nm).

e NaDS PAGE in prenos Western
Sprva smo pripravili oba gela za NaDS PAGE (tabela XX). Gela smo vlili takoj po
dodatku TEMED-a, ki sprozi polimerizacijo. Gladino separacijskega gela smo izravnali z
butanolom, ki je izravnal gladino gela. Vzorcem (volumne smo znova preracunali glede na
dobljeno koncentracijo proteinov po Bradfordovi metodi, glej tabelo XXI) smo dodali
nana$alni pufer v takSnem volumnu, da je bil le-ta 4x red¢en in 1ul DTT ter jih za 5 minut
inkubirali na 100°C, da je priSlo do denaturacije proteinov. Elektroforezo smo izvajali v

Tris-glicin elektroforeznem pufru pri toku 30 mA.

Tabela XX: Priprava gelov pri SDS PAGE

12% separacijski gel 4% koncentracijski gel

3,0 ml akrilamid (40%) 0,5 ml akrilamid (40%)

2,50 ml 1,5 M Tris-HCI (pH=6,8) 1,25 ml 0.5 M Tris-HCI (pH=6,8)
4,34 ml dH,O 3,175 ml dH,O

100 ul NaDS (10%) 50 pl NaDS (10%)

50 pl amonijev persulfat 25 pl amonijev persulfat

10 ul TEMED 5 ul TEMED

2=10ml Y=5ml

Prenos Western smo izvajali na posebni aparaturi med dvema elektrodama. Membrano
smo aktivirali v metanolu ter jo skupaj s filter papirji namocili v pufru za prenos. Filter
papirje, gel in membrano smo prenesli na anodo in jih previdno zlozili eden na drugega,
tako da vmes ni bilo zra¢nih mehurckov. Tako smo oblikovali »sendvi, ki je prikazan na
sliki 8. Zatem smo aparaturo prikljucili na napetost 100 V. Prenos je potekal eno uro in

pol. Membrani smo nato dodali blokirno raztopino ter pustili stresati eno uro. Blokirno
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raztopino smo nato odlili in dodali raztopino streptavidina, konjugiranega z encimom HRP
in pustili stresati Se eno uro. Sledilo je spiranje membrane z raztopino TBS-T in sicer 4%
po 20 minut. Preden smo membrano prenesli med dve plasti folije, smo jo narahlo
popivnali s papirnato brisaco. Na membrano smo nanesli 375 pl obeh raztopin substrata
Lumi-Light in inkubirali 2 minuti. Po inkubaciji smo membrano prenesli med novi dve
plasti folije in pazljivo fiksirali v kaseto za ekspozicijo. V temnici smo v kaseto namestili

Se film, eksponirali priblizno 1 minuto in film takoj razvili.

= KEATODA
3 plasti filter
I — papitia
embrana -~ - -
+ ANODA

Slika 8: Shema prenosa Western (17)
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IV REZULTATI in RAZPRAVA

1 Priprava posameznih fragmentov konstrukta

Po pomnoZevanju z navadno PCR reakcijo in zacetniki z restrikcijskimi mesti sta bila na
gelu vidna oba fragmenta, Usp-45 pri 100 bp, ter modelni peptid pri manj kot 100 bp
(velikost 63 bp), slika 9. Tudi pomnozevanje fragmenta AcmA s colony PCR z zacetniki
brez restrikcijskih mest je potrdilo njegovo prisotnost v PCR produktu (velikost 264 bp,
slika 10). Taq polimeraza je v primerjavi s Pfu polimerazo manj natan¢na, zato smo pri

fragmentu AcmA naredili ve¢ vzporednih reakcij.

nanos

oznacevalec
od 100 bp do 3000 bp

smer potovanja

Slika 10: Agarozna gelska elektroforeza AcmA po colony PCR
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Uspesno pomnozene fragmente smo vstavili v pGEM in transformirali v bakterije E. coli.
Kolonije smo preverili s colony PCR. Zeleli smo dokazati, da izbrane bele kolonije
vsebujejo fragmente. Zacetnika UniV in GemR pomnozZita tudi del vektorja pGEM in k
produktu PCR prispevata dodatnih 180 bp. Pri pomnozevanju iz plazmida pGEM z
uporabo pGEM univerzalnih zacetnikov so pricakovane velikosti fragmentov po agarozni

gelski elektroforezi (slika 11): Usp-45 280 bp, modelni peptid 243 bp in AcmA 444 bp.

negativna kontrola

Slika 11: Agarozna gelska elektroforeza Usp-45, modelnega peptida in AcmA po

transformaciji v E. coli ter colony PCR

Po preucitvi genskega zaporedja DNA fragmentov, ki smo jih poslali na dolocitev
nukleotidnega zaporedja, smo ugotovili, da izmed vzorcev ustrezajo Usp-45;, Usp-454,
M.pepi, M.pep, ter AcmA|, AcmA; in AcmAj3; AcmA segmenti restrikcijskih mest v tej

stopnji Se ne vsebujejo.

Nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov ter pomnozevanje s PCR reakcijo je torej uspelo v
celoti. Uporabili smo tri zahtevne, a med seboj popolnoma razlicne reakcije:
pomnozevanje s pomocjo matrice (Usp-45), s pomocjo delno komplementarnih
oligonukleotidnih zacetnikov (MP) ter pomnozevanje iz genomske DNA L. lactis (AcmA).
Dolo¢venje nukleotidnega zaporedja je potrdilo, da smo vse tri fragmente s polimerazama
Pfu in Taq uspesno pomnozili, pravilna je bila izbira oligonukleotidnih zacetnikov in tudi
vrste PCR reakcije. Prav tako je bila uspeSna reakcija A-tailinga in nadaljnja ligacija v

pGEM ter transformacija (s pomocjo toplotnega Soka) plazmida v bakterije E. coli.
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2 Sestavljanje fragmentov v konstrukt

Fragmente smo iz pGEM vektorja pridobili s PCR reakcijo (Usp-45 pri 100bp, AcmA pri
281 bp, slika 12) in nadaljnjo restrikcijo (slika 13) ali pa z direktno restrikcijo (MP pri 63
bp, slika 13, drugi stolpec). Tak nacin reakcij smo izbrali zato, ker smo Zeleli Usp-45 in
AcmA pomnoziti v celoti, potem pa rezati z izbranima restriktazama (BamHI v primeru
Usp-45 in EcoRI v primeru AcmA) samo na tistem koncu, kjer smo potem fragmente lepili
v konstrukt. Fragment MP zavzema srediS¢no lego, zato smo ga iz vektorja pGEM::MP
lahko direktno izrezali z restriktazama BamHI in EcoRI. Fragment AcmA po tem
pomnozevanju zavzema vecjo velikost (prej 264, sedaj 281 bp), saj smo ga pomnozili z

zacetniki z restrikcijskimi mesti.

Slika 12: Agarozna gelska elektroforeza Usp-45 ter AcmA po PCR iz p-GEM
pGEM

%

Slika 13: Agarozna gelska elektroforeza MP, Usp-45 ter AcmA po restrikciji
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Iz slike 12 je razvidno, da smo uspeSno pomnozili fragmenta Usp-45 ter AcmA. Fragmentu
AcmA smo dodali tudi restrikcijska mesta. Slika 13 kaZe na uspeSnost restrikcije vseh treh
fragmentov. Velik fragment, viden pri 3000 bp pri drugem nanosu je pGEM po restrikciji,
saj smo modelni peptid direktno izrezali iz pGEM. Izbira BamHI in EcoRI restrikcijskih
mest je bila torej uspesna, saj so restriktaze izrezale modelni peptid iz pGEM. V resnici so

vrednosti fragmentov manjse za par baz, ki smo jih z restrikcijo izrezali.

Po restrikciji smo izvedli ligacijo preko izbranih restrikcijskih mest z zmesjo vseh treh
fragmentov, produkt ligacijske zmesi pa s PCR reakcijo testirali na prisotnost vseh treh
moznih ligatov (slika 14). V zmesi se lahko pojavi celoten nacrtovan konstrukt (torej
ligacija vseh treh fragmentov med seboj) ali pa nepopoln ligat (ligacija dveh fragmentov
med seboj). S PCR reakcijo smo zeleli potrditi samo prisotnost konstrukta v ligacijski
zmesi, ostali dve reakciji pa sta imeli vlogo kontrole. V primeru odsotnosti konstrukta bi z

njima lahko hitro ugotovili kje je nastopila tezava pri ligaciji.

Slika 14: Agarozna gelska elektroforeza ligatov

Pri drugem nanosu smo dobili liso okrog 418 bp, kar ustreza ligatu Usp-45 + modelni
peptid + AcmA. Ustrezala sta tudi oba druga ligata in sicer smo dobili lise okrog 150 bp
(Usp-45 + modelni peptid) ter 331 bp (modelni peptid + AcmA). V ligacijski zmesi smo
tako dobili vse mozne ligacijske produkte, v pGEM pa smo vstavili samo celoten

konstrukt.
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Pred colony PCR (slika 15) je skupaj s zacCetniki pGEM vektorja, UniV in GemR (180 bp),
sedaj pri€akovana velikost produkta colony PCR reakcije (Usp-45 + modelni peptid +
AcmA) 598 bp.

negativna kontrola

Slika 15: Agarozna gelska elektroforeza po colony PCR

Vidne so lise okrog 600 bp, toda sklepali smo, da je priSlo do mutacije, ker vse lise niso
bile v isti dolzini. Nanos 5 je oznacevalec, 10 negativna kontrola, 2 in 9 pa ne izkazujeta

pozitivne reakcije. Vse druge vzorce smo poslali na dolocitev nukleotidnega zaporedja.

Samo en konstrukt se je izkazal za uporabnega v nadaljnjem delu. Ta konstrukt je bil v
celoti pravilen, genski zapis za vse tri peptide je ustrezal, prav tako notranji restrikcijski
mesti, napaka je bila samo na zadnjem, zunanjem restrikcijskem mestu Xbal (TCTAGA).
Primerjali smo restrikcijska mesta na pGEM z mesti na plazmidu pNZ8148 in smo
ugotovili, da je obema skupno restrikcijsko mesto Sacl. Mutacijo smo tako lahko popravili
z vnovicnim pomnozevanjem iz pGEM, ki je vseboval ta konstrukt, in sicer z zacetniki
konstrukta in nadaljnjo restrikcijo z Ncol ter Xbal restriktazama ali pa s PCR reakcijo z
univerzalnimi zacetniki pGEM in nadaljnjo restrikcijo z Ncol ter Sacl restriktazama. Ncol
mesto ustreza prvemu restrikcijskemu mestu na konstruktu, ima ga tudi plazmid pNZ8148.
Sacl restrikcijsko mesto pa ustreza restrikcijskemu mestu na pGEM (od Xbal mesta ga loci
49 baz) ter na plazmidu pNZ8148. V nadaljnje je tako omogocena ligacija konstrukta v
plazmid pNZ8148 preko Ncol ter Xbal ali pa preko Ncol ter Sacl restrikcijskih mest.
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3 Ligacija konstrukta v pNZ8148 in transformacija

plazmida z vstavljenim konstruktom v L. lactis NZ.9000

Konstrukt smo pridobili iz pGEM, ki je vseboval konstrukt, na tri nacine: s PCR reakcijo z
zacetniki konstrukta (slika 16,1) oz. z univezalnimi zacetniki pGEM (slika 16, 2) ter
sledeco restrikcijo (slika 17) ali pa z direktno restrikcijo (slika 18). Prednost pomnoZevanja
s PCR reakcijo pred direktno restrikcijo je v vecji koli¢ini produkta (v naSem primeru
konstrukta). Za oba nacina pomnozevanja pa smo se odlocCili zato, ker univerzalna
zaCetnika pGEM pomnozita tudi del vektorja pGEM na obeh koncih in s tem omogocita
tudi vizualno spremljanje restrikcije, saj se oba dela pGEM pri restrikeiji tudi izreZeta. Pri
pomnozevanju z zacetniki konstrukta takSno vizualno spremljanje v primeru tezav ni

mogoce, saj restriktaze odrezejo le tistih par baz na obeh koncih konstrukta.

neloCeni
fragmenti
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Slika 16: Agarozna gelska elektroforeza po pomnozevanju konstrukta z zacetniki

konstrukta (1) ter z univerzalnimi zacetniki (2)

Pri drugem nanosu smo dobili liso okrog 418 bp, kar ustreza konstruktu Usp-45 + modelni
peptid + AcmA. Vprasljiva pa je postala metoda, pri kateri smo konstrukt pomnozevali z
zacetniki pGEM, saj je pri PCR reakciji nastalo ve¢ produktov. Tudi pri ponovitvi PCR

reakcije je bil enak rezultat. Pri nadaljnji elektroforezi se je lisa locila v dva produkta.
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Izrezali smo fragment pri 600 bp, ki je ustrezal pricakovani velikosti in ga uporabili za

nadaljnjo delo.

Prvo restrikcijo (slika 17, 1) smo izvedli z Ncol ter Xbal restriktazama. Konstrukt je ostal
na istem mestu v primerjavi s prejSnjo elektroforezo, saj smo izrezali le par baz. Tako
izrezan konstrukt je bil pripravljen za ligacijo v pNZ8148, pri katerem smo predhodno

uporabili isti restriktazi.

Drugo restrikcijo (slika 17, 2) smo izvedli z Ncol ter Sacl restriktazama. Fragment je bil
velik okrog 500 bp (slika 16, 2), predvidevana velikost fragmenta pa je 463 bp (pri tem
izraCunu je upostevan konstrukt ter Stevilo baznih parov od mesta Xbal do Sacl). Glede na
dobljeno velikost smo sklepali, da je priSlo do nepopolne restrikcije, pri ¢emer je bil
vprasljiv encim Sacl (brez delovanja tega encima bi fragment po PCR pomnozZitvi ter
nepopolni restrikciji glede na izracun zavzel vrednost 492 bp). Pri ponavljanju restrikcije

smo ponovno dobili isti rezultat.

Slika 17: Agarozna gelska elektroforeza po restrikciji konstrukta

Vzporedno smo preverjali delovanje restrikcijskega encima Sacl na plazmidu pNZ8148, ki
ga je encim uspesno razrezal, kar kaze na pravilno delovanje encima. Tako smo sklepali,
da je v primeru 2 (slika 17) prisotna meSanica popolno rezanega konstrukta z nepopolno
rezanim konstruktom ter ga uporabili za ligacijo v plazmid pNZ8148, ki smo ga predhodno

rezali z obema restriktazama, Ncol in Sacl.
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V primeru direktne restrikcije brez predhodne PCR reakcije smo konstrukt direktno
izrezali iz pGEM (slika 18) z restriktazama Ncol in Sacl. Fragment je zavzel pricakovano
vrednost (463 bp), zato smo predvidevali, da fragment po direktni restrikciji iz pGEM
predstavlja najboljSega kandidata za ligacijo v pNZ8148 ter nadaljnjo transformacijo v L.

lactis.

Za transformacijo v L. lactis smo izbrali elektroporacijo. Te bakterije vsebujejo celi¢no
steno, zato gena v bakterijo samo s toplotnim Sokom (kot v primeru uporabe E. coli) ne
moremo vnesti. Potrebujemo bolj grobo metodo. Z elektroporacijo sprozimo depolarizacijo

celi¢ne membrane, pri Cemer se tvorijo pore, preko katerih lahko vnesemo DNA segment.

Transformacija je bila uspeSna le v primeru uporabe konstrukta, dobljenega z direktno
restrikcijo. Vsak dodaten vmesni postopek (npr. obarjanje) skupaj z neuspelo
transformacijo kaze na to, da so izgube v tem primeru verjetno prevelike. Obarjanje
namre¢ zmanjSa koncentracijo plazmidov. Uspeh transformacije pa je odvisen od stopnje
kompetitivnosti bakterij ter tudi od koncentracije plazmidne DNA. V primeru direktne

restrikcije smo postopek obarjanja ligata (pNZ8148::konstrukt) spustili.

pGEM

Slika 18: Agarozna gelska elektroforeza po direktni restrikciji

Po transformaciji pNZ8148 s konstruktom v L. lactis smo testirali bakterijske kolonije, ki

so sprejele plazmid s konstruktom (slika 19). Pozitivne kolonije smo poslali na dolocitev
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nukleotidnega zaporedja. Poslali smo vzorce 1, 2, 3, 6, 10, 19, ker so imeli vecjo

koncentracijo.
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Slika 19: Agarozna gelska elektroforeza po colony PCR, pozitivne kolonije vsebujejo
plazmide pNZ8148 z vstavijenim konstruktom

Vsi plazmidi pNZ8148 z vstavljenim konstruktom razen vzorca 10 so imeli pravi genski
zapis za konstrukt. Plazmid s konstruktom (izbrali smo vzorec 3, ker je imel najvecjo

koncentracijo) smo tako transformirali v L. lactis NZ9000 in ga uporabili v nadaljnjih

poskusih izrazanja.
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4  Detekcija izraZanja na povrSini

V L. lactis NZ9000 smo vnesli plazmid pNZ8148 s konstruktom in sam plazmid pNZ8148
(kontrola). Izrazanje smo v dveh vzporednih poskusih sprozili z dodatkom nizina.
Funkcionalen protein bi se moral izlo€iti v gojis€e, vezati na povrsino ter v kon¢ni fazi
vezati na streptavidin, teZava pa se lahko pojavi prav na vsaki izmed teh treh stopenj.
Uspesnost vezave na streptavidin smo najprej preverjali pri intaktnih bakterijskih celicah z
metodo FACS. V primeru pozitivnega rezultata bi to pomenilo, da vsi trije procesi

delujejo.

4.1 FACS

Ta metoda ni pokazala nobenih odstopanj med kulturo celic, ki je sprejela plazmid s
konstruktom glede na tisto, ki je sprejela samo plazmid (graf 1). Za nadaljnje poskuse
detekcije smo pripravili lizat bakterijske kulture, ki smo ga inkubirali z intaktnimi
bakterijami. Izrazen protein, ki mu tezavo predstavlja izlocanje v gojisce, bi se moral
nahajati v lizatu, pripeti na povrsino bakterij ter vezati s streptavidinom. Lizat bakterijske
kulture, ki je sprejela plazmid s konstruktom, je pokazal rahla pozitivna odstopanja (to
kaZe na dve razli¢ni populaciji) napram lizatu kulture, ki je sprejela samo plazmid (graf 2).
Ker to odstopanje ni bilo tako veliko, da bi padlo v obmocje signifikantnosti FACS
metode, smo lizate preverjali Se po dveh metodah, metodi merjenja fluorescence na

mikrotitrski plos¢ici ter prenosu Western.

Pri meritvah s FACS vsak posamezni delec ali celica predstavlja svojo tocko na grafu
velikosti in granuliranosti. Posamezno populacijo nato lahko analiziramo ter jo statisticno
ovrednotimo (2). V naSem primeru x os predstavlja vrednost fluorescence, y os pa delez
populacije, torej graf prikazuje delez populacije z doloCeno vrednostjo fluorescence. O

signifikantni razliki lahko govorimo, kadar se grafa med seboj ne prekrivata.
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Graf 1: FACS bakterijske kulture L. lactis (rdece kontrola, crno testirana kultura)
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Graf 2: FACS lizatov bakterijske kulture L. lactis (rdece kontrola, crno testirani lizat)
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4.2  Mikrotitrska ploscica

Najprej smo na mikrotitrski plos¢ici za merjenje absorbance izmerili koncentracije
izrazenih proteinov v lizatu z Bradfordovo metodo. Koncentracije smo izracunali s
pomocjo umeritvene premice (graf 1, tabela XXI) in izracunali volumne nanosa lizata na

mikrotitrsko ploscico za merjenje fluorescence (tabela XXI), tako da so vsebovali enako

koli¢ino proteinov.
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Graf 3: Odvisnost absorbance od koncentracije proteina (koncentracija v ug/ml)

Tabela XXI: Izracun koncentracije proteinov iz umeritvene premice

vzorec |A c(ug/ml) c*25 V (ul) - MTP |V (ul) - PAGE
l.izraZanje
P 1/25 0,6449 | 9,263598 231,59 100 10
K 1/25 | 0,5693 | 6,100418 152,5105 152 15
P 1/100 | 0,4573 1,414226
K 1/100 | 0,4348 | 0,472803
2.izraZanje
P 1/25 0,7429 | 13,36402 | 334,1004 72,5 7,3
K 1/25 | 0,6557 | 9,715481 242,887 100 10
P 1/100 | 0,4927 | 2,895397
K 1/100 | 0,4506 | 1,133891
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Na mikrotitrskih plos¢icah za merjenje fluorescence (slika 20) smo preverjali vezavo
streptavidina v razlicnih koncentracijah na fuzijski protein v lizatu. Metoda glede na
kontrolo ni odkrila razlik pri vi§jih koncentracijah dodanega streptavidina (ponekod so
vrednosti kontrole celo visje). Ugotovili smo visoko nespecifi¢no vezavo na mestih od A3
povecanje v vrednostih pri merjenju relativne fluorescence glede na kontrolo (okrepljeni
tisk na sliki 20, E2-H2). To kaZe na sposobnost vezave, a zaradi suma na nespecificnost,
takSnih rezultatov zal ne moremo opredeliti kot zanesljive. Mozne vzroke tak$nih

rezultatov lahko iS¢emo tudi v preslabem spiranju mikrotitrske ploscice ter tudi v previsoki

1 2 3
1/25 1/50 1/25
A 1,146 1,168 1,150
1/25 1/50 1/50
B 1,148 1,118 1,000
1/25 1/50 1/100
C 1,163 1,145 1,046
1/25 1/50 1/200
D 1,155 1,141 1,064
1/100 1/200
E 1,085 1,097
1/100 1/200
F 1,087 1,147
1/100 1/200
G 1,122 1,019
1/100 1/200
H 1,062 1,176
l.izraZanje l.izraZanje
plazmid plazmid s konstruktom
2.izrazanje 2.izraZanje
plazmid plazmid s konstruktom
redcitev kontrola
relativna fluorescenca z BSA

Slika 20: Prikaz rezultatov na mikrotitrski ploscici
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koncentraciji streptavidina. Metodo bi bilo potrebno veckrat ponoviti in optimizirati,
morda z nizjimi koncentracijami streptavidina. Nespecifi¢nost bi lahko dokonéno potrdili z

metodo prenosa Western, zato smo uporabili Se to metodo detekcije.

4.3 Prenos Western

Z NaDS PAGE smo najprej locili proteine v lizatu ter jih nato s prenosom Western prenesli
na membrano (slika 21, vzorci 1-4). Vzorce smo nanesli v naslednjem zaporedju: plazmid
s konstruktom/1. izrazanje (1), plazmid/1. izraZanje (2), plazmid s konstruktom/2. izrazanje
(3), plazmid/2. izrazanje (4). Opazili smo moc¢no nespecificno vezavo na protein pri
prblizno 20 kDa (izrazen protein zavzema velikost okoli 13 kDa) in vecC drugih
nespecifi¢nih vezav (glej sliko 21, razvit film), s ¢imer smo potrdili vprasljivost izbranega
sistema za detekcijo. To prisotnost konstrukta ne izklju€uje, saj je vezava streptavidina na
konstrukt lahko SibkejSa in jo vezava na protein pri 20 kDa popolnoma zasenci.
1 2 3 4

82 kDa

31 kDa

17 kDa

7 kDa

Slika 21: Slika membrane(levo) in razvit film (desno) po prenosu Western

Zaradi nespecifi¢nih vezav se izbrani detekcijski sistem ni izkazal za ustreznega. Rezultati,
ki smo jih dobili pri prenosu Western po vsej verjetnosti spremenijo rezultate prvih dveh
metod v lazno pozitivne. V nadaljnjem razvoju konstrukta bi se morali posvetiti vec¢ji

specificnosti pri metodah detekcije.
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V  Sklep

Na podlagi dela lahko povzamemo naslednje:

e S PCR reakcijo smo uspesno pomnozili fragmente konstrukta: Usp-45 na osnovi
plazmidne matrice, MP z delno komplementarnima zacetnikoma in AcmA iz
genomske DNA.

e Fragmente smo uspeSno sestavili v konstrukt, ki je imel pravilno nukleotidno
zaporedje. Konstrukt smo vstavili v plazmid za izrazanje v L. lactis, pNZ8148.

e Metode detekcije so po indukciji izrazanja fuzijskega proteina z nizinom pokazale
negativen rezultat v primeru testiranja intaktne bakterijske kulture. Pri testiranju
lizata bakterijske kulture glede na kontrolo smo z metodo FACS zaznali rahla
odstopanja. Sklepali smo, da se protein verjetno izrazi, a mu problem predstavlja
dejavnik izlo¢anja v gojisce.

e Pri bakterijskem lizatu smo odkrili nespecifi¢no vezavo streptavidina na proteine v
lizatu, kar je bilo potrjeno z metodo merjenja fluorescence na mikrotitrski ploscici

ter predvsem z metodo prenosa Western.

V nadaljnjem razvoju uporabe uspeSno nacrtovanega in pripravljenega konstrukta za
heterologno izrazanje proteinov na povrsini laktokokov bi lahko na mesto izbranega
modelnega peptida vstavili genski zapis za nek drug protein, ki bi ga lahko bolj specificno
detektirali ali pa izbrali drugo vrsto detekcije, na primer specificna protitelesa proti AcmA
ali pa modelnemu peptidu. S tako povecano specifi¢nostjo bi lahko tudi potrdili, ¢e se je
protein izrazil na povrSini, saj ga z izbranim detekcijskim sistemom sploh nismo mogli

zaznati.
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