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Úvod 

 
Baktérie octového kvasenia patria do skupiny nepato-

génnych aeróbnych mikroorganizmov, ktoré sú schopné 
premieňať organický substrát na organické kyseliny, ako je 
kyselina octová, kyselina propiónová, využívajú sa pri 
syntéze polysacharidu acetánu, pri príprave čistej bakte-
riálnej celulózy a sú prítomné pri kvasnom procese pri 
príprave piva, vína a pri produkcii konbuchy. Do čeľade 
Acetobacteriaceae zaraďujeme 10 rodov baktérií, z kto-
rých najviac členov bolo identifikovaných v dvoch najvý-
znamnejších rodoch Acetobacter a Gluconobacter1.  

Bunky octových baktérií obsahujú širokú paletu ex-
trachromozómových plazmidových DNA s veľkosťou od 
niekoľko kilobáz až po desiatky kilobáz2,3. Plazmidy spra-
vidla kóduju proteíny podieľajúce sa na replikácii plazmi-
du, ako aj niektoré proteíny zabezpečujúce fenotypovú 
výhodu pre bunku4–7.  

Jedným z najdôležitejších mechanizmov v organiz-
moch je mechanizmus reparácie DNA po pôsobení vonkaj-
ších environmentálnych vplyvov. Pôsobením UV žiarenia 
dochádza neustále k poškodeniu DNA v bunke, a vzniknu-
té DNA lézie8,9 sú po excízii reparačným mechanizmom 
bunky opravené10. Nukleotidová excízna reparácia (NER) 
riadená UvrABC typom proteínov sa uskutočňuje 
v bakteriálych bunkách a archeách, ale tieto proteíny sa 
nepodieľajú pri excízii v eukaryotických bunkách11. Na 
procese NER sa podieľajú UvrABC proteíny kódované 
troma génmi uvrA, uvrB a uvrC, pričom iba prvé dva sú 
kontrolované SOS mechanizmom bunky12. Pri indukcii 
dochádza k zvýšeniu počtu kópií UvrA proteínu desaťná-
sobne na 200–250 kópií na bunku, pričom UvrB proteínu 
je okolo 1000 kópií na bunku13. V súčasnosti je známych 
viac ako 200 sekvencií uvrA génu, 70 sekvencií uvrB génu 

a 80 sekvencií uvrC génu. Pri reparácii dimér UvrA proteí-
nu rozpoznáva poškodené miesto a spolu s UvrB proteí-
nom sa podieľa na DNA reparácii.  

Bakteriálny uvrA gén kóduje proteín (103–105 kDa), 
u ktorého boli na primárnej štruktúre identifikované dva 
motívy zinkových prstov a dve ATP väzbové ATPázové 
kazetové (ABC ATPaza) domény14,15. Samotný proteín 
obsahuje dve domény oddelené flexibilnou oblasťou senzi-
tívnou na proteázy. Na N- a C-terminálnom konci obi-
dvoch domén je po jednej z ABC ATPázových domén 
prerušených regulačnou oblasťou, zinkovými prstami.  

Z buniek octových baktérií rodu Acetobacter estunen-
sis GP2 sme izolovali plazmid pGP2, ktorý kóduje uvrA 
gén, ktorého klonovanie do expresného vektora a nadpro-
dukcia proteínu excinukleázy A je cieľom predloženej 
práce.  

 
 

Materiál a metódy 
 
Bakteriálne kmene a kultivačné podmienky 

 
Na izoláciu plazmidov a pri klonovaní génov sa vyu-

žili kmeň Escherichia coli XL1 Blue [endA1 gyrA96(nalR) 
thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 F'[::Tn10 proAB+ lacIq 
Δ(lacZ)M15] hsdR17 (rK

– mK
+)] (Stratagene) a pri nadpro-

dukcii proteínu kmeň Escherichia coli BL21 (DE3) [F– 
ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 
gene1 ind1 sam7 nin5]. Plazmid pGP2 izolovaný z buniek 
Acetobacter estunensis GP2 sa použil na amplifikáciu uv-
rA génu. Bunky Acetobacter sa kultivovali na YPG mé-
dium (5% kvasničný autolyzát, 3% peptón a 1% manitol) 
a bunky E. coli na Luria-Bertani (LB) médiu (10% tryptón, 
5% kvasničný autolyzát a 5% NaCl, pH 7,4). Do kultivač-
ných médií sa pridával kanamycín do výslednej koncentrá-
cie 50 g ml–1 a ampicilín do koncentrácie 100 g ml–1. 

 
Biochemikálie 

 
Jednotlivé zložky pre PCR reakciu a priméry sú pro-

duktami Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, 
USA). Bakteriálny vektor pGEM-T Easy (ampicilínR; Pro-
mega, Madison, WI, USA), expresný vektor pET-28a- (T7 
promótor, kanamycínR; Novagen, Madison, WI, USA), sa 
využil pri klonovaní a expresii uvrA génu. Restrikčné en-
donukleázy, izopropylthio-β-D-galaktopyranozid (IPTG), 
X-gal, T4 DNA ligáza sú produkty BioLabs a proteínový 
štandard pre SDS-PAGE elektroforéze sú produkty Sigma 
Chemical (St. Louis, MO, USA). 

 
PCR amplifikácia 

 
Pre PCR amplifikáciu exinukleázy A sa navrhli pri-

méry ku génu na základe sekvencie plazmidu pGP2. Re-
akčné zmesi a oligonukleotidové priméry sú produktom 
Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, USA). PCR 
amplifikácia sa uskutočnila v 25 l reakčnej zmesi podľa 
protokolu pre HotStar Taq DNA polymerázu (Fermentas) 
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v termocykleri GeneAmp PCR System 9700 (AB Applied 
Biosystems USA). PCR reakcia prebehla za nasledovných 
podmienok: pre-denaturácia 5 min pri 94 °C, 30 cyklov: 
pri 94 °C 1,5 min, 55 °C 1 min, a 72 °C 1 min so závereč-
nou 8 min polymerizáciou pri 72 °C. 

 
Klonovanie uvrA génu 

 
Gén uvrA kódovaný plazmidom pGP2 z A. estunensis 

sa amplifikoval využitím PG1 priméru 5´- GGA TCC 
ATG TAC GTG CTG GAC GAG -3 a PG2 priméru 5´- 
AAG CTT TTA CAG CAT CGG CTT AAG G –3´. 1298 
bp produkt sa klonoval do pGEM-T Easy vektora a ligač-
nou zmesou sa transformovali bunky E. coli XL1. Ampici-
lín rezistentný konštrukt pGEM–uvrA sa sekvenoval dide-
oxy terminačnou metódou podľa Sangera16 a produkt sa 
delil na ABI Prism 3200 automatickom DNA sekvenátore 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Na analýzu 
nukleotidových sekvencií sa využil program17 BLAST-
Basic (http://ww.ncbi.nlm.nih.gov). 

BamHI-HindIII fragment plazmidu pGEM–uvrA sa 
klonoval do pET-28a- expresného vektora a transformoval 
bunky E. coli XL1. Nový vektor pET–uvrA okrem uvrA 
génu obsahuje aj vodiacu sekvenciu 32 aminokyselín 
(MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGEEMGR), 
na N-terminálnom konci so šiestimi histidínmi pre purifi-
káciu afinitnou chromatografiou. Expresným vektorom 
pET–uvrA sa transformovali bunky E. coli BL21 (DE3) 
a po selekcii pozitívne transformanty sa využili na nadpro-
dukciu proteínu. 

 
Nadprodukcia a purifikácia rekombinantnej  
exinukleázy A 

 
100 ml tekutého LB média s 50 g ml–1 kanamycinu 

sme inokulovali 100 l nočnej kultúry E. coli BL21 (DE) 
s pGEM–uvrA. Kultúru sme nechali rásť na trepačke pri 
37 °C do optickej hustoty A590 = 0,6 a následne indukovali 
0,5 mmol l–1 IPTG. Po indukcii bunky rástli dve hodiny za 
neustáleho trepania. Po kultivácii sa bunky usadili 
10minútovou centrifugáciou 8000 g pri teplote 4 °C. Sedi-
ment sa suspendoval v homogenizačnom roztoku A 
(25 mmol l–1 Tris.HCl pH 8,0, 50 mmol l–1 NaCl, 10% 
glycerol, 0,1 mmol l–1 PMSF) a bunky sa homogenizovali 
ultrazvukom pri teplote 4 °C. Homogenát sa centrifugoval 
10 min pri 16 000 g pri teplote 4 °C. Nukleové kyseliny 
z homogenátu sa odstránili prezrážaním s 1% streptomycín 
sulfátom (Serva) a po hodine inkubácie v ľadovom kúpeli 
za stáleho miešania sa zrazenina usadila centrifugáciou. 
Supernatant sa využil na purifikáciu exinukleázy A HPLC 
afinitnou chromatografiou (Dionex, UltiMate 3000 LC 
system, Atlanta, GA, USA) na ProPac Imac 10 na kolóne 
(Dionex) ekvilibrovanej s PN tlmivým roztokom 
(50 mmol l–1 Na2fosfátový tlmivý roztok pH 8,0, 
300 mmol l–1 NaCl) s 10 mmol l–1 imidazolom. Na kolóne 
nenaviazný proteín sa odmyl ekvilibračným tlmivým roz-
tokom s 5 mmol l–1, 10 mmol l–1 a 20 mmol l–1 imidazolom 
a následne rekombinantný proteín eluovali gradientom 30 

až 500 mmol l–1 imidazolom v tlmivom roztoku PN. Izolo-
vaný proteín sme dialyzovali oproti TNP tlmivému rozto-
ku (50 mmol l–1 Tris.HCl pH 8,0, 50 mmol l–1 NaCl 
a 0,1 mmol l–1 PMSF) a následne proti TNP s 50% glyce-
rolom. Homogenita proteínu sa preverila elektroforézou 
v 12% PAGE (cit.18), kde sa proteíny vyzualizovali farbe-
ním s Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad Laborato-
ries) v 20% kyseline octovej a 40% metanole. Purifikova-
ný proteín sa uchovával pri –80 °C. Koncentrácia proteínu 
sa určila meraním UV absorbancie pri 280 nm 
(Spektrofotometer ND-1000 UV-Vis, NanoDrop Techno-
logies) a činidlom podľa Bradfordové19. Ako štandard sa 
použilo BSA (Sigma). 

 
Bioinformatická analýza 

 
Na premenu nukleotidovej sekvencie na aminokyseli-

novú a jej analýze sa využil program Expasy SwissProt 
Web server (http://www.expasy.ch). Na porovnanie ami-
nokyselinovej sekvencie s príbuznými sekvenciami v data-
báze sa využil program20 ClustalW. Na identifikáciu se-
kundárnej štruktútry proteínu sa využili Jpred (cit.21), PHD 
(cit.22), PSIPRED (cit.23) a SSpro 23 (cit.24) program. CLC 
Main Workbench a TAM T08 sme využili na analýzu pro-
teínových motívov a tertiárnej štruktúre proteínu25. 

 
Stanovenie ATPázovej aktivity 

 
ATPázová aktivita sa stanovila využitím neradioak-

tívnej metódy26, kde interaguje voľný anorganický fosfát 
s čerstvo pripraveným 0,045% (w/v) roztokom malachito-
vej zelenej a 4,2% (w/v) roztokom molibdénanu amónne-
ho v 4 mol l–1 HCl zmiešanom v pomere 3:1. 50 l reakč-
nej zmesi (1 g proteín, 50 mmol l–1 Tris-HCl pH 7,9; 
5 mmol l–1 MgCl2 a 1 mmol l–1 ATP) sa inkubuje 0, 5, 10, 
15, 20, 25 a 30 min pri teplote 37 °C. Po inkubácii pridáme 
800 l malachit-molibdénanového roztoku a po 1 min 
100 l 34% (v/v) citranu sodného a následne meriame 
zmenu absorbancie pri 660 nm. Na porovnanie ATP-
ázovej aktivity sme ako štandard použili Rep34 proteín 
plazmidu pGP2 (cit.27). Na výpočet množstva uvoľneného 
fosfátu ako štandard sme použili rôznu koncentráciu 
Na3PO4.  

 
Výsledky a diskusia 

 
V bakteriách Acetobacter estunesis GP2 sa identifiko-

val plazmid pGP2 (cit.7) (2797 bp), ktorý kóduje okrem 
génu pre replikačný proteín aj 1298 bp veľký uvrA gén pre 
A podjednotku exinukleázy. Bioinformatickou analýzou 
a porovnaním s inými génmi pre exinukleázu A sme potvr-
dili, že primárna štruktúra exinukleázy A z pGP2 má 98% 
identitu s podobným proteínom z E. coli B088 
(ZP_06664771.1), 98% identitu s excinukleázou ABC 
a A podjednotkou z E. coli MS 196-1 (ZP_07183396.1), 
94% identitu s excinukleázou ABC a jej podjednotkou 
z Enterobacter cancerogenus ATCC 35316 (ZP_05969383.1), 
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88% identitu s excinukleázou ABC s A podjednotkou 
z Pectobacterium carotovorum (ZP_03826093.1), 88% 
identitu s excinukleázou ABC A podjednotkou z Edward-
siella tarda EIB202 a s UvrABC proteínom A z Yersinia 
rohdei ATCC 43380 (ZP_04613627.1) (obr. 1).  

Bioinformatickou analýzou aminokyselinovej sekven-
cie 432 aminokyselín veľkého proteínu sa identifikovalo 
13 veľkých viac ako 4 aminokyseliny dlhých alfa helixov 
a 14 veľkých viac ako 4 aminokyseliny dlhých beta štruk-
túr a dve domény ABC transportéra (v pozícii 1–55 amino-

Obr. 1. Porovnanie aminokyselinovej sekvencie plazmidom pGP2 kódovanou excinukleázou ABC A pojednotky s proteínmi cha-
rakterizovanými z génov na chromozóme vybraných druhov baktérií. Valčekom a šipkou je vyznačená α a β sekundárna štruktúra     

(  α-helix a  β-štruktúra, sivou farbou sú vyznačené odlišnosti v sekvencii) 

 

           
 

  1  MYVLDEPSIGLHQRDNERLLGTLIHLRDLGNTVIVVEHDEDAIRAADHVIDIGPGAGVHGGEVVAEGPLE   70 
509  MYVLDEPSIGLHQRDNERLLGTLIHLRDLGNTVIVVEHDEDAIRAADHVIDIGPGAGVHGGEVVAEGPLE  578 
481  MYVLDEPSIGLHQRDNERLLGTLIHLRDLGNTVIVVEHDEDAIRAADHVIDIGPGAGVHGGEVVAEGPLE  550 
509  MYVLDEPSIGLHQRDNERLLGTLVHLRDLGNTVIVVEHDEDAIRAADHVIDIGPGAGVHGGQVVAEGTLK  568 
509  MYVLDEPSIGLHQRDNERLLETLIHLRNLGNTVIVVEHDEDAIRAADHVIDIGPGAGVHGGQIVAEGTME  578 
509  MYVLDEPSIGLHQRDNERLLDTLMHLRNLGNTVIVVEHDEDAIRAADHIIDIGPGAGVHGGEIVAQGNVD  578 
509  MYVLDEPSIGLHQRDNERLLETLIHLRNLGNTVIVVEHDEDAIRAADHVIDIGPGAGVHGGEVVAEGTVD  578 
 

      
 

 71  AIMAVPESLTGQYMSGKRKIEVPKKRVPANPEKVLKLTGARGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST  140 
579  AIMAVPESLTGQYMSGKRKIEVPKKRVPANPEKVLKLTGARGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST  648 
551  AIMAVPESLTGQYMSGKRKIEVPKKRVPANPEKVLKLTGARGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST  620 
579  DIMAVPDSLTGQYMSGKRKIEVPKQRVPANPEKVLKLTGARGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST  648 
579  EIMAVPDSLTGQFLSGKRKIEIPQQRVPADPTKVLKLIGAKGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST  648 
579  QIMATPGSLTGQYLSGQRKIAVPRQRVAADPTRVLKLSGARGNNLKEVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST  648 
579  DIMATPESLTGQFLSGKRGIAIPEQRVTGDPSKVLKLIGARGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST  628 
 

        
 

141  LINDTLFPIAQRQLNGATIAEPAPYRDIQGLEHFDKVIDIDQSPIGRTPRSNPATYTGVFTPVRELFAGV  210 
649  LINDTLFPIAQRQLNGATIAEPAPYRDIQGLEHFDKVIDIDQSPIGRTPRSNPATYTGVFTPVRELFAGV  718 
621  LINDTLFPIAQRQLNGATIAEPAPYRDIQGLEHFDKVIDIDQSPIGRTPRSNPATYTGVFTPVRELFAGV  690 
649  LINDTLFPIAQTQLNGATLAEPAPYREIHGLEHFDKVIDIDQSPIGRTPRSNPATYTGVFTPVRELFAGV  718 
649  LINDTLFPLAQRQLNGATLAEPAAHREIQGLEHFDKVIDIDQSPIGRTPRSNPATYTGIFTPIRELFAGV  718 
649  LINDTLFPIAQRQLNGATLGEPAPYRSIEGLEHFDKVIDIDQSPIGRTPRSNPATYTGIFTPIRELFSGV  718 
649  LINDTLYPLAQCQLNGATLAEPAAYREIQGLEHFDKVIDIDQSPIGRTPRSNPATYTGIFTPIRELFAGV  718 
 

        
 

211  PESRARGYTPGRFSFNVRGGRCEACQGDGVIKVRCTFLPDILRAWRQCKVKRYNRETLEIKYKGKTIHEV  320 
719  PESRARGYTPGRFSFNVRGGRCEACQGDGVIKVEMHFLPDIYVPCDQCKGKRYNRETLEIKYKGKTIHEV  788 
691  PESRARGYTPGRFSFNVRGGRCEACQGDGVIKVEMHFLPDIYVPCDQCKGKRYNRETLEIKYKGKTIHEV  760 
719  PESRSRGYTPGRFSFNVRGGRCEACQGDGVIKVEMHFLPDIYVPCDQCKGKRYNRETLEIKYKGKTIHEV  788 
719  PEARTRGYNPGRFSFNVRGGRCEACQGDGVIKVEMHFLPDVYVPCDQCKGKRYNRETLEIQYKGKGIHEV  788 
719  PESRARGYTPGRFSFNVRGGRCEACQGDGVIKVEMHFLPDIYVPCDQCKGKRYNRETLEIKYKGKSIHEV  788 
719  PESRTRGYTPGRFSFNVKGGRCEACQGDGVIKVEMHFLPDIYVPCDQCKGKRYNRETLEVKYKGKSIHEV  788 
 

      
 

321  LDMTIEEAREFFDAVPALARKLQTLMVVGLTYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLARELSKRGTGQTLYILDE  350 
789  LDMTIEEAREFFDAVPALARKLQTLMDVGLTYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLARELSKRGTGQTLYILDE  858 
761  LDMTIEEAREFFDAVPALARKLQTLMDVGLTYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLARELSKRGTGQTLYILDE  830 
789  LDMTIEEAREFFDAVPALARKLQTLMDVGLTYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLARELSKRGTGQTLYILDE  858 
789  LDMTIEEARGFFDAIPALARKLQTLIDVGLSYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLSRELSKRGTGQTLYILDE  858 
789  LEMTIEEARSFFDAVPALARKLQTLMDVGLGYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLSRELSKRGTGQTLYILDE  858 
789  LAMTIEEAREFFDAVPALARKLQTLIDVGLSYICLGQSATTLSGGEAQRVKLSRELSKRGTGQTLYILDE  858 
 
      
 

351  PTTGLHFADIQQLLDVLHKLRDQGNTIVVIEHNLDVIKTADWIVDLGPEGGSGGGEILVSGTPETVAECE  420 
859  PTTGLHFADIQQLLDVLHKLRDQGNTIVVIEHNLDVIKTADWIVDLGPEGGSGGGEILVSGTPETVAECE  928 
831  PTTGLHFADIQQLLDVLHKLRDQGNTIVVIEHNLDVIKTADWIVDLGPEGGSGGGEILVSGTPETVAECE  900 
859  PTTGLHFADIQQLLDVLHQLRDQGNTIVVIEHNLDVIKTADWIVDLGPEGGSGGGEILVSGTPETVAECE  928 
859  PTTGLHFADIQQLLTVLHQLRDQGNTIVVIEHNLDVIKTADWIVDLGPEGGSGGGEILVSGTPETVAECE  928 
859  PTTGLHFADIQQLLAVLHQLRDQGNTIVVIEHNLDVIKTADWIVDLGPEGGSGGGEILVAGTPETVARCE  928 
859  PTTGLHFADIEQLLAVLHQLRDQGNTIVVIEHNLDVIKTADWIVDLGPEGGSGGGEILVSGTPETVAQCA  928 
 
      
 

421  ASHTARFLKPML  432  Acetobacter estunensis GP2 
929  ASHTARFLKPML  940  Escherichia coli B088 
901  ASHTARFLKPML  912  Shigella flexneri 4343-70 
929  ASHTARFLKPLL  940  Enterobacter cancerogenus ATCC 35316 
929  QSHTARFLRPIL  940  Pectobacterium carotovorum subsp.brasiliensis PBR1692 
929  ASHTARFLRPIL  940  Edwardsiella tarda EIB202 
929  ASHTARFLKPLL  940  Yersinia rohdei ATCC 43380 
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kyselina, 125–400 aminokyselina) a GTP-ázová doména 
(v pozícii 126–143 aminokyselina). Využitím CLC Protein 
Workbench 5.2 programu sa identifikovala transmembránová 
doména, lokalizovaná v pozícii 118–138 aminokyseliny na N-
terminálnom konci (VTLTLPVGLFTCITGVSGSGK) 
(obr. 2). Na dizajnovanie tertiárnej štruktúry proteínu sa 
využil SAM–T08 program25 (obr. 3). Teoretický izoelek-
trický bod exinukleázy A podjednotky je pI 6,8. 

 
Konštrukcia rekombinantného plazmidu 

 
Plazmid pGP2 sa využil ako templát pre PCR amplifi-

káciu uvrA génu využitím primérov PG1 a PG2. Po ampi-
lifikácii sa PCR produkt klonoval do vektora pGEM T-
easy a transformanty v bunkách E. coli XL1 Blue sa selek-
tovali na LB médiu s ampicilínom, Xgal a IPTG. 
Z pripraveného rekombinantu pGEM–uvrA (4,4 kb) sa 
s BamHI a HindIII fragment génu vyštiepil a klonoval do 
BamHI-HindIII miesta vektora pET28a-. Selekciou re-
kombinantov v bunkách E. coli XL1 Blue na LB médiu 

Obr. 2. Umiestnenie transmembránovej domeny excinukleázy 
A kódovanej plazmidom pGP2 z buniek Acetobacter estunen-
sis GP2 v bakteriálnej bunkovej membráne 

 
 

A B C 

Obr. 3. Terciárna štruktúra exinukleázy A domény kódovanej na plazmidu pGP2 z buniek Acetobacter estunensis GP2 
(vizualizácia z troch strán modelovanej proteínovej štruktúry; A – pohľad z predu, B – pohľad z vrchu, C – pohľad z boku) 

A B
1 4 5 6 8 9 10732 1 4 5 6 8732

47,17 kDa

Obr. 4. Nadprodukcia a purifikácia exinukleázy A kódovenej uvrA génom z plazmidu pGP2 analyzovaná na 12 % SDS–PAGE: 
(A) dráha 1. a 6. celkové bunkové proteíny pred indukciou s IPTG; dráhy 2–5, celkové bunkové proteíny v čase 0,5, 1, 1,5 a 2 h po in-
dukcii s IPTG (0,4 mmol l–1 IPTG pri 37 °C); dráhy 7–10. celkové bunkové proteíny v čase 0,5, 1, 1,5 a 2 h po indukcii s IPTG (0,4 
mmol l–1 IPTG pri 30 °C). (B) dráha 1, exprimovaný proteín homogenate pred purifikáciou, dráhy 2, 3, 4 premývanie kolóny s 5 mmol l–1, 
10 mmol l–1 a 20 mmol l–1 imidazolom, dráhy 5–8 rekombinantný protein exinukleáza A po HPLC purifikácii eluovaná gradientom 
30–500 mmol l–1 imidazolom. Exinukleáza A je naznačená šípkou (47,17 kDa) 
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s kanamicínom sa pozitívnym rekombinantom pET28a–
uvrA (6,8 kb) transformovali bunky E. coli BL21 (DE3).  

Plazmid pET28–uvrA sme využili na nadprodukciu 
proteínu exinukleázy A. Rozrastené bunky na tekutóm LB 
médiu s kanamycínom pri A590 s hodnotou 0,5 sa induko-
vali 0,4 mmol l–1 IPTG. Sledovali sme úroveň expresie 
v časových intervaloch 30 min, 60 min, 90 min a 120 min 
pri teplote 30 °C a 37 °C (obr. 4A). Po optimalizácii nad-
produkcie proteínu sme bunky kultivovali v 100 ml LB 
média s kanamycínom, ktoré sme inokulovali 0,1 ml noč-
nej kultúry a inkubovali na rotačnej vodnej trepačke pri 
teplote 37 °C do absorbancie A590 = 0,5 a následne induko-
vali 0,4 mmol l–1 IPTG dve hodiny. Bunky sme po usadení 
centrifugáciou suspendovali v tlmivom roztoku 
A a homogenizovali ultrazvukom. 

Nadprodukovaná exinukleáza A (47,17 kDa)  sa puri-
fikovala HPLC afinitnou chromatografiou na Ni-NTA 
kolóne (obr. 4B) a po purifikácii sa proteín dialyzoval 
proti tlmivému roztoku TNP s 50% glycerolom 
a uchovával sa pri –70 °C. Zo 100 ml indukovaných bu-
niek sme izolovali 6,3 mg čistej exinukleázy A (tabuľka I). 

 
Stanovenie ATP-ázovej aktivity exinukleázy A 

 
Z bioinformatickej analýzy vyplývalo, že jedna 

z domén exinukleáza A má ABC transportérovú doménu 
s ATP väzbovou kazetou. Využitím štandardnej metódy 
popísanej Lanzettom a spol.25 sme stanovovali ATP-ázova 
aktivita proteínu (obr. 5). Aktivitu sme porovnali s ATP-
ázovou aktivitou replikačného proteínu plazmidu pGP2, 
ktorá je však takmer desaťkrát nižšia ako u Rep34 repli-
kačného proteínu27 a podobná ako bola nameraná v iných 
bakteriálnych bunkách14,15. 

 
 

Záver 
 
Gény kódované plazmidmi, ktorých úlohou nie je 

podieľať sa na replikácii plazmidu, vytvárajú pre bunku 
fenotypovú výhodu oproti baktériám bez plazmidu, alebo 
dopĺňajú genetickú výbavu bunky. Medzi takéto proteíny 
by sa mohla zaradiť aj exinukleáza A ako jeden z reparač-
ných enzýmov. Nadprodukcia a purifikácia exinukleázy A 

kódovanej plazmidom pGP2 z A. estunensis je úvodnou 
štúdiou zameranou na reparačné mechanizmy v bunkách 
octových baktérií. Zámerom je štúdium podieľu UvrA 
proteínu kódovaného plazmidom k samotnej reparácii 
v materských bunkách octových baktérií ako aj štúdium 
terciárnej štruktúry proteínu. 
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P. Grones, S. Mináriková-Vávrová, M. Babič, 
Z. Odnogová, and J. Grones (Department of Molecular 
Biology, Comenius University, Bratislava): Overproduc-
tion and Characterization of UvrA Protein Encoded by 
Plasmid from Acetobacter estunensis GP2 

 
Plasmid pGP2 from Acetobacter estunensis GP2 en-

codes 1 296 bp uvrA gene for 432 aa reparation protein 
exinuclease A. Bioinformatic analysis of the protein con-
firmed 13 -helixes and 14 -structures, two domains of 
ABC transporters, one GTPase domain and a 21-amino-
acid large trans-membrane domain. The protein has 
98–88 % identities with some bacterial genome-encoded 
proteins. uvrA gene amplified by PCR was cloned in 
pET28a- expression vector and purified by HPLC affinity 
chromato-graphy. The purified protein (47.17 kDa) shows 
the  ATPase activity ten times lower than the Rep34 pro-
tein (isoletectric point 6.8) from plasmid pGP2. 


