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Uvod

Baktérie octového kvasenia patria do skupiny nepato-
génnych aerobnych mikroorganizmov, ktoré st schopné
premienat’ organicky substrat na organické kyseliny, ako je
kyselina octova, kyselina propionova, vyuzivaju sa pri
syntéze polysacharidu acetdnu, pri priprave Cistej bakte-
ridlnej celuldzy a su pritomné pri kvasnom procese pri
priprave piva, vina a pri produkcii konbuchy. Do cel'ade
Acetobacteriaceae zarad'ujeme 10 rodov baktérii, z kto-
rych najviac ¢lenov bolo identifikovanych v dvoch najvy-
znamnejsich rodoch Acetobacter a Gluconobacter.

Bunky octovych baktérii obsahuji Siroku paletu ex-
trachromozomovych plazmidovych DNA s velkost'ou od
niekol’ko kilobaz az po desiatky kilobaz**. Plazmidy spra-
vidla kéduju proteiny podielajuce sa na replikdcii plazmi-
du, ako aj niektoré proteiny zabezpecujliice fenotypova
vyhodu pre bunku*”.

Jednym z najdolezitejSich mechanizmov v organiz-
moch je mechanizmus reparacie DNA po pdsobeni vonkaj-
Sich environmentalnych vplyvov. Pésobenim UV Ziarenia
dochadza neustale k poskodeniu DNA v bunke, a vzniknu-
té DNA lézie®® si po excizii reparaénym mechanizmom
bunky opravené'’. Nukleotidova excizna reparacia (NER)
riadenda UvrABC typom proteinov sa uskutociuje
v bakteridlych bunkach a archeach, ale tieto proteiny sa
nepodielajii pri excizii v eukaryotickych bunkach''. Na
procese NER sa podielaji UvrABC proteiny kodované
troma génmi uvrA, uvrB a uvrC, priCom iba prvé dva su
kontrolované SOS mechanizmom bunky'2. Pri indukcii
dochadza k zvyseniu pocétu kopii UvrA proteinu desat'na-
sobne na 200-250 képii na bunku, pricom UvrB proteinu
je okolo 1000 kopii na bunku'. V stiéasnosti je znamych
viac ako 200 sekvencii uvrd génu, 70 sekvencii uvrB génu
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a 80 sekvencii uvrC génu. Pri reparacii dimér UvrA protei-
nu rozpoznava poskodené miesto a spolu s UvrB protei-
nom sa podiel’a na DNA reparacii.

Bakteridlny uvrd gén koduje protein (103—105 kDa),
u ktorého boli na primarnej Strukture identifikované dva
motivy zinkovych prstov a dve ATP vézbové ATPazové
kazetové (ABC ATPaza) domény'*'". Samotny protein
obsahuje dve domény oddelené flexibilnou oblast'ou senzi-
tivnou na proteazy. Na N- a C-terminalnom konci obi-
dvoch domén je po jednej z ABC ATPéazovych domén
prerusenych regula¢nou oblast'ou, zinkovymi prstami.

Z buniek octovych baktérii rodu Acetobacter estunen-
sis GP2 sme izolovali plazmid pGP2, ktory koduje uvrA
gén, ktorého klonovanie do expresného vektora a nadpro-
dukcia proteinu excinukledzy A je cielom predlozenej
prace.

Material a metody
Bakteridlne kmene a kultivaéné podmienky

Na izol4ciu plazmidov a pri klonovani génov sa vyu-
zili kmeti Escherichia coli XL1 Blue [endA1 gyrA96(nal™)
thi-1 recAl relAl lac ginV44 F'[::Tn10 proAB" lacl®
A(lacZ)M15] hsdR17 (rg” mg')] (Stratagene) a pri nadpro-
dukcii proteinu kmen Escherichia coli BL21 (DE3) [F-
ompT gal dem lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl lacUV5-T7
genel indl sam7 nin5]. Plazmid pGP2 izolovany z buniek
Acetobacter estunensis GP2 sa pouzil na amplifikaciu uv-
rA génu. Bunky Acetobacter sa kultivovali na YPG mé-
dium (5% kvasni¢ny autolyzat, 3% peptoén a 1% manitol)
a bunky E. coli na Luria-Bertani (LB) médiu (10% trypton,
5% kvasni¢ny autolyzat a 5% NaCl, pH 7.4). Do kultivac-
nych médii sa pridaval kanamycin do vyslednej koncentra-
cie 50 ug ml™" a ampicilin do koncentracie 100 pg ml™.

Biochemikalie

Jednotlivé zlozky pre PCR reakciu a priméry st pro-
duktami Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA). Bakterialny vektor pGEM-T Easy (ampicilin®; Pro-
mega, Madison, WI, USA), expresny vektor pET-28a- (T7
promotor, kanamycinR; Novagen, Madison, WI, USA), sa
vyuzil pri klonovani a expresii uvrA génu. Restrikéné en-
donukledzy, izopropylthio-B-D-galaktopyranozid (IPTG),
X-gal, T4 DNA ligaza su produkty BioLabs a proteinovy
Standard pre SDS-PAGE elektroforéze st produkty Sigma
Chemical (St. Louis, MO, USA).

PCR amplifikacia

Pre PCR amplifikaciu exinukleazy A sa navrhli pri-
méry ku génu na ziklade sekvencie plazmidu pGP2. Re-
akéné zmesi a oligonukleotidové priméry st produktom
Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, USA). PCR
amplifikacia sa uskutocnila v 25 pl reakénej zmesi podla
protokolu pre HotStar Taq DNA polymerazu (Fermentas)



Chem. Listy 106, 777-782 (2012)

v termocykleri GeneAmp PCR System 9700 (AB Applied
Biosystems USA). PCR reakcia prebehla za nasledovnych
podmienok: pre-denaturdcia 5 min pri 94 °C, 30 cyklov:
pri 94 °C 1,5 min, 55 °C 1 min, a 72 °C 1 min so zaverec-
nou 8 min polymeriziciou pri 72 °C.

Klonovanie uvrA génu

Gén uvrA koédovany plazmidom pGP2 z 4. estunensis
sa amplifikoval vyuzitim 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 ligac-
nou zmesou sa transformovali bunky E. coli XL1. Ampici-
lin rezistentny konStrukt pGEM—uvrA sa sekvenoval dide-
oxy terminatnou metodou podla Sangera'é a produkt sa
delil na ABI Prism 3200 automatickom DNA sekvenatore
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Na analyzu
nukleotidovych sekvencii sa vyuzil program'’ 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. Novy vektor pET-uvrA okrem uvrA
génu obsahuje aj vodiacu sekvenciu 32 aminokyselin
(MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGEEMGR),
na N-termindlnom konci so Siestimi histidinmi pre purifi-
kaciu afinitnou chromatografiou. Expresnym vektorom
pET—uvrA sa transformovali bunky E. coli BL21 (DE3)
a po selekcii pozitivne transformanty sa vyuzili na nadpro-
dukciu proteinu.

Nadprodukcia a purifikdcia rekombinantnej
exinukleazy A

100 ml tekutého LB média s 50 pg ml™" kanamycinu
sme inokulovali 100 pl no¢nej kultiry E. coli BL21 (DE)
s pGEM—uvrA. Kultaru sme nechali rast na trepacke pri
37 °C do optickej hustoty Asqy = 0,6 a nasledne indukovali
0,5 mmol I"" IPTG. Po indukcii bunky réstli dve hodiny za
neustdleho trepania. Po kultivdcii sa bunky usadili
10minatovou centrifugaciou 8000 g pri teplote 4 °C. Sedi-
ment sa suspendoval v homogenizatnom roztoku A
(25 mmol I'" Tris.HCl pH 8,0, 50 mmol I"' NaCl, 10%
glycerol, 0,1 mmol I"' PMSF) a bunky sa homogenizovali
ultrazvukom pri teplote 4 °C. Homogenat sa centrifugoval
10 min pri 16 000 g pri teplote 4 °C. Nukleové kyseliny
z homogenatu sa odstranili prezrazanim s 1% streptomycin
sulfatom (Serva) a po hodine inkubécie v l'adovom kupeli
za staleho mieSania sa zrazenina usadila centrifugaciou.
Supernatant sa vyuzil na purifikaciu exinukleazy A HPLC
afinitnou chromatografiou (Dionex, UltiMate 3000 LC
system, Atlanta, GA, USA) na ProPac Imac 10 na koldéne
(Dionex) ekvilibrovanej s PN tlmivym roztokom
(50 mmol I Na,fosfatovy  tlmivy roztok pH 8,0,
300 mmol I'' NaCl) s 10 mmol I'" imidazolom. Na koléne
nenaviazny protein sa odmyl ekvilibranym tlmivym roz-
tokom s 5 mmol 1", 10 mmol I"' a 20 mmol I"' imidazolom
a nasledne rekombinantny protein eluovali gradientom 30
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az 500 mmol "' imidazolom v tlmivom roztoku PN. Izolo-
vany protein sme dialyzovali oproti TNP tlmivému rozto-
ku (50 mmol I Tris.HCI pH 8,0, 50 mmol I NaCl
a 0,1 mmol I"' PMSF) a nasledne proti TNP s 50% glyce-
rolom. Homogenita proteinu sa preverila elektroforézou
v 12% PAGE (cit.'®), kde sa proteiny vyzualizovali farbe-
nim s Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad Laborato-
ries) v 20% kyseline octovej a 40% metanole. Purifikova-
ny protein sa uchovaval pri —80 °C. Koncentracia proteinu
sa urCila meranim UV absorbancie pri 280 nm
(Spektrofotometer ND-1000 UV-Vis, NanoDrop Techno-
logies) a ¢inidlom podla Bradfordové'. Ako $tandard sa
pouzilo BSA (Sigma).

Bioinformaticka analyza

Na premenu nukleotidovej sekvencie na aminokyseli-
novu a jej analyze sa vyuzil program Expasy SwissProt
Web server (http://www.expasy.ch). Na porovnanie ami-
nokyselinovej sekvencie s pribuznymi sekvenciami v data-
baze sa vyuzil program® ClustalW. Na identifikaciu se-
kundarnej §truktatry proteinu sa vyuzili Jpred (cit.?"), PHD
(cit.”), PSIPRED (cit.*) a SSpro 23 (cit.”*) program. CLC
Main Workbench a TAM TO08 sme vyuzili na analyzu pro-
teinovych motivov a tertiarnej Struktare proteinu®.

Stanovenie ATPazovej aktivity

ATPéazova aktivita sa stanovila vyuZitim neradioak-
tivnej metody®®, kde interaguje volny anorganicky fosfat
s cerstvo pripravenym 0,045% (w/v) roztokom malachito-
vej zelenej a 4,2% (w/v) roztokom molibdénanu amoénne-
ho v 4 mol I'' HCI zmie$anom v pomere 3:1. 50 pl reaké-
nej zmesi (1 pg protein, 50 mmol I"' Tris-HCI pH 7.9;
5 mmol I"' MgCl, a 1 mmol I'' ATP) sa inkubuje 0, 5, 10,
15, 20, 25 a 30 min pri teplote 37 °C. Po inkubécii pridame
800 pl malachit-molibdénanového roztoku a po 1 min
100 pl 34% (v/v) citranu sodného a nasledne meriame
zmenu absorbancie pri 660 nm. Na porovnanie ATP-
azovej aktivity sme ako Standard pouzili Rep34 protein
plazmidu pGP2 (cit.”’). Na vypodet mnozstva uvolneného
fosfatu ako Standard sme pouzili réznu koncentraciu
Na3P04.

Vysledky a diskusia

V bakteridch Acetobacter estunesis GP2 sa identifiko-
val plazmid pGP2 (cit.”) (2797 bp), ktory koduje okrem
génu pre replikacny protein aj 1298 bp velky uvrA gén pre
A podjednotku exinukleazy. Bioinformatickou analyzou
a porovnanim s inymi génmi pre exinukledzu A sme potvr-
dili, Ze primarna Struktira exinukleazy A z pGP2 ma 98%
identitu s podobnym proteinom z E. coli BO088
(ZP_06664771.1), 98% identitu s excinukledzou ABC
a A podjednotkou z E. coli MS 196-1 (ZP_07183396.1),
94% identitu s excinukleizou ABC a jej podjednotkou
z Enterobacter cancerogenus ATCC 35316 (ZP_05969383.1),
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88% identitu s excinukledzou ABC s A podjednotkou
z Pectobacterium carotovorum (ZP_03826093.1), 88%
identitu s excinukledzou ABC A podjednotkou z Edward-
siella tarda EIB202 a s UvrABC proteinom A z Yersinia
rohdei ATCC 43380 (ZP_04613627.1) (obr. 1).
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Bioinformatickou analyzou aminokyselinovej sekven-
cie 432 aminokyselin velkého proteinu sa identifikovalo
13 velkych viac ako 4 aminokyseliny dlhych alfa helixov
a 14 velkych viac ako 4 aminokyseliny dlhych beta Struk-
tur a dve domény ABC transportéra (v pozicii 1-55 amino-

— (S~ (N ) s (-

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

I i — i (

71 AIMAVPESLTGQYMSGKRKIEVPKKRVPANPEKVLKLTGARGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST 140
579 AIMAVPESLTGQYMSGKRKIEVPKKRVPANPEKVLKLTGARGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST 648
551 AIMAVPESLTGQYMSGKRKIEVPKKRVPANPEKVLKLTGARGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST 620
579 DIMAVPDSLTGQYMSGKRKIEVPKQRVPANPEKVLKLTGARGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST 648
579 EIMAVPDSLTGQFLSGKRKIEIPQQORVPADPTKVLKLIGAKGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST 648
579 QIMATPGSLTGQYLSGQRKIAVPRORVAADPTRVLKLSGARGNNLKEVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST 648
579 DIMATPESLTGQFLSGKRGIAIPEQRVIGDPSKVLKLIGARGNNLKDVTLTLPVGLFTCITGVSGSGKST 628

D — (.
141 LINDTLFPIAQRQLNGATIAEPAPYRDIQGLEHFDKVIDIDQSPIGRTPRSNPATYTGVFTPVRELFAGYV 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 PESRSRGYTPGRFSFNVRGGRCEACQGDGVIKVEMHFLPDIYVPCDOCKGKRYNRETLEIKYKGKTIHEV 788
719 PEARTRGYNPGRFSFNVRGGRCEACQGDGVIKVEMHFLPDVYVPCDOCKGKRYNRETLEIQYKGKGIHEV 788
719 PESRARGYTPGRFSFNVRGGRCEACQGDGVIKVEMHFLPDIYVPCDQCKGKRYNRETLEIKYKGKSIHEV 788
719 PESRTRGYTPGRFSFNVKGGRCEACQGDGVIKVEMHFLPDIYVPCDQCKGKRYNRETLEVKYKGKSIHEV 788
OIS WS ()
321 LDMTIEEAREFFDAVPALARKLQTLMVVGLTYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLARELSKRGTGQTLYILDE 350
789 LDMTIEEAREFFDAVPALARKLQTLMDVGLTYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLARELSKRGTGQTLYILDE 858
761 LDMTIEEAREFFDAVPALARKLQTLMDVGLTYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLARELSKRGTGQTLYILDE 830
789 LDMTIEEAREFFDAVPALARKLQTLMDVGLTYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLARELSKRGTGQTLYILDE 858
789 LDMTIEEARGFFDAIPALARKLQTLIDVGLSYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLSRELSKRGTGQTLYILDE 858
789 LEMTIEEARSFFDAVPALARKLQTLMDVGLGYIRLGQSATTLSGGEAQRVKLSRELSKRGTGQTLYILDE 858
789 LAMTIEEAREFFDAVPALARKLQTLIDVGLSYICLGQSATTLSGGEAQRVKLSRELSKRGTGQTLYILDE 858
— O ) W) ) (.
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 BO88
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

Obr. 1. Porovnanie aminokyselinovej sekvencie plazmidom pGP2 kodovanou excinukleazou ABC A pojednotky s proteinmi cha-
rakterizovanymi z génov na chromozéme vybranych druhov baktérii. Valcekom a Sipkou je vyznacena a a B sekundarna Struktira

(CEEED o-helix a ™) B 3truktira, sivou farbou st vyznacené odlisnosti v sekvencii)
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Obr. 2. Umiestnenie transmembranovej domeny excinukleazy
A kédovanej plazmidom pGP2 z buniek Acetobacter estunen-
sis GP2 v bakterialnej bunkovej membrine
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kyselina, 125-400 aminokyselina) a GTP-azova doména
(v pozicii 126—143 aminokyselina). Vyuzitim CLC Protein
Workbench 5.2 programu sa identifikovala transmembranova
doména, lokalizovana v pozicii 118—138 aminokyseliny na N-
terminalnom  konci  (VILTLPVGLFTCITGVSGSGK)
(obr. 2). Na dizajnovanie tertidrnej Struktiry proteinu sa
vyuzil SAM-TO08 program® (obr. 3). Teoreticky izoelek-
tricky bod exinukledzy A podjednotky je pl 6,8.

Konstrukcia rekombinantného plazmidu

Plazmid pGP2 sa vyuzil ako templat pre PCR amplifi-
kaciu uvrA génu vyuzitim primérov PG1 a PG2. Po ampi-
lifikacii sa PCR produkt klonoval do vektora pGEM T-
easy a transformanty v bunkach E. coli XL1 Blue sa selek-
tovali na LB médiu sampicilinom, Xgal a IPTG.
Z pripraveného rekombinantu pGEM-uvrA (4,4 kb) sa
s BamHI a HindIII fragment génu vystiepil a klonoval do
BamHI-HindIII miesta vektora pET28a-. Selekciou re-
kombinantov v bunkach E. coli XL1 Blue na LB médiu

Obr. 3. Terciarna Struktiura exinukleazy A domény kédovanej na plazmidu pGP2 z buniek Acetobacter estunensis GP2
(vizualizacia z troch stran modelovanej proteinovej Struktury; A — pohl'ad z predu, B — pohl'ad z vrchu, C — pohl'ad z boku)

A

47,17kDa —

B
1 2 3 456 78 91 1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 4. Nadprodukcia a purifikdcia exinukleazy A kodovenej uvrA génom z plazmidu pGP2 analyzovana na 12 % SDS-PAGE:
(A) dréha 1. a 6. celkové bunkové proteiny pred indukciou s IPTG; drahy 2-5, celkové bunkové proteiny v ¢ase 0,5, 1, 1,5 a 2 h po in-
dukcii s IPTG (0,4 mmol ' IPTG pri 37 °C); drahy 7-10. celkové bunkové proteiny v ¢ase 0,5, 1, 1,5 a 2 h po indukeii s IPTG (0,4
mmol I' IPTG pri 30 °C). (B) draha 1, exprimovany protein homogenate pred purifikaciou, drahy 2, 3, 4 premyvanie kolény s 5 mmol I,
10 mmol 1" a 20 mmol "' imidazolom, dréhy 5-8 rekombinantny protein exinukleaza A po HPLC purifikicii eluovana gradientom
30-500 mmol 1" imidazolom. Exinukle4za A je nazna&en ipkou (47,17 kDa)
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Tabulka I
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Purifikacia UvrA proteinu po expresii v bunkach Escherichia coli®

Objem Protein Koncentricia proteinu Vytazok Stupeni

[ml] [mg] [mg ml™] [%] purifikacie
Bunkovy lyzat 8 311 38,9 100 1
Streptomycin sulfat 7,5 285 38 97,6 1,19
Ni-Afinitna chromatografia 0,95 6,3 6,69 17,2 49,4

*Vychadzali sme z 0,6 g buniek E. coli BL21

s kanamicinom sa pozitivnym rekombinantom pET28a—
uvrA (6,8 kb) transformovali bunky E. coli BL21 (DE3).

Plazmid pET28-uvrA sme vyuzili na nadprodukciu
proteinu exinukledzy A. Rozrastené bunky na tekutom LB
médiu s kanamycinom pri Asgy s hodnotou 0,5 sa induko-
vali 0,4 mmol 1" IPTG. Sledovali sme troven expresie
v ¢asovych intervaloch 30 min, 60 min, 90 min a 120 min
pri teplote 30 °C a 37 °C (obr. 4A). Po optimalizacii nad-
produkcie proteinu sme bunky kultivovali v 100 ml LB
média s kanamycinom, ktoré sme inokulovali 0,1 ml noc-
nej kultary a inkubovali na rotacnej vodnej trepacke pri
teplote 37 °C do absorbancie Asqy = 0,5 a nasledne induko-
vali 0,4 mmol 1" IPTG dve hodiny. Bunky sme po usadeni
centrifugdciou  suspendovali v tlmivom  roztoku
A a homogenizovali ultrazvukom.

Nadprodukovana exinukledza A (47,17 kDa) sa puri-
fikovala HPLC afinitnou chromatografiou na Ni-NTA
kolone (obr.4B) apo purifikacii sa protein dialyzoval
proti tlmivému roztoku TNP s50% glycerolom
a uchovaval sa pri —70 °C. Zo 100 ml indukovanych bu-
niek sme izolovali 6,3 mg Cistej exinukleazy A (tabul’ka I).

Stanovenie ATP-4zovej aktivity exinukledzy A

Z bioinformatickej analyzy vyplyvalo, Zze jedna
z domén exinukledza A ma ABC transportérovi doménu
s ATP vidzbovou kazetou. Vyuzitim Standardnej metody
popisanej Lanzettom a spol.”* sme stanovovali ATP-azova
aktivita proteinu (obr. 5). Aktivitu sme porovnali s ATP-
azovou aktivitou replikacného proteinu plazmidu pGP2,
ktord je vSak takmer desatkrat nizSia ako u Rep34 repli-
ka&ného proteinu®’ a podobna ako bola namerana v inych
bakterialnych bunkach'*".

Zaver

Gény kodované plazmidmi, ktorych tlohou nie je
podiel'at’ sa na replikacii plazmidu, vytvaraji pre bunku
fenotypovt vyhodu oproti baktériam bez plazmidu, alebo
dopliaju genetickt vybavu bunky. Medzi takéto proteiny
by sa mohla zaradit’ aj exinukledza A ako jeden z reparac-
nych enzymov. Nadprodukcia a purifikacia exinukleazy A
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Obr. 5. Stanovovanie ATP-azovej aktivity A) exinukleiza A
a B) Rep34 proteinu z plazmidu pGP2 z Acetobacter estunen-
sis GP2

koédovanej plazmidom pGP2 z A. estunensis je Gvodnou
Studiou zameranou na repara¢né mechanizmy v bunkach
octovych baktérii. Zamerom je §tadium podielu UvrA
proteinu kodovaného plazmidom k samotnej reparacii
v materskych bunkach octovych baktérii ako aj Stadium
terciarnej Struktary proteinu.
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P. Grones, S. Minarikova-Vavrova, M. Babic,
Z. Odnogova, 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 a-helixes and 14 B-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.



