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Genovy konstrukt a fizni termostabilni lysostafin

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni se tykd genového konstruktu pro expresi bakteriocinovych
lytickych enzymu s katalytickou aktivitou dvoubodové termostabilni varianty p-lytické
endopeptiddzy a fuznich endolysint.

Dosavadni stav techniky

Lysostafin (EC 3.4.24.75) je monomerni enzym patfici do skupiny peptidi a proteinit znamych
jako bakteriociny. Jednad se o extracelularni enzym produkovany bakterii Staphylococcus
simulans. Lysostafin hydrolyticky $tépi peptidovou vazbu mezi 3. a 4. glycinovym zbytkem
pentaglycinové spojky peptidoglykanu v bunéénych sténach bakterii Staphylococcus aureus.
Struktura aktivni formy lysostafinu je tvofena katalytickou doménou a vazebnou doménou, ktera
interaguje s peptidoglykanem bunéénych stén. Obé domény jsou spojeny linkerem, coz je fetézec
asi 15 aminokyselin.

Predkladané feSeni si klade za cil poskytnout genovy konstrukt pro efektivni expresi

termostabilni varianty B-lytické endopeptidazy a fuznich endolysini s vysokou aktivitou a
stabilitou a snadnou expresi.

Podstata technického fe$eni

Predklddané technické feSeni poskytuje genovy konstrukt obsahujici kodujici sekvenci
termostabilni varianty B-lytické endopeptidazy S dvéma bodovymi mutacemi, ktery obsahuje
kodujici sekvenci ubikvitinu Ub2 a ve sméru ¢teni od sekvence ubikvitinu Ub2 sekvenci kodujici
14 His-Tag, pricemz sekvence kodujici 14 His-Tag je nasledovana sekvenci kodujici §tépné
misto pro TEV protedzu a sekvence kodujici stépné misto pro TEV protedzu je nasledovana
nukleotidovou sekvenci kodujici termostabilni variantu B-lytické endopeptidazy N39P_T178L
s optimalizovanou frekvenci kodonti pro E. coli. Tato sekvence je zde uvedena jako SEQ ID
NO. 1.

atgcagatcttcgttaaaaccctgaccggtaaaaccatcaccctggaagttgaaccgtctgacaccatcgaaaacgttaaagcgaaaatcca
ggacaaagaaggtatcccgccggaccagcaggaactgatcttcgcgggtaaacagctggaagacggtcgtaccetgtctgactacaacat
ccagaaagaatctaccctgcacctggttctgcagcetcgagggtggtcaccaccaccactctggtcaccaccacaccggtcaccaccaccac
tctggttctcaccaccactctggtggtgaaaacctgtacttcecagtcetggtggtggtaccatggcgCACGAACACAGCGCGCA
GTGGCTGAACAACTACAAGAAAGGTTATGGCTATGGTCCGTATCCGCTGGGTATCAA
TGGTGGTATGCACTACGGCGTGGACTTCTTTATGCCGATCGGTACCCCGGTGAAGGC
GATCAGCAGCGGCAAAATTGTTGAGGCGGGTTGGAGCAACTATGGTGGCGGTAACC
AGATCGGCCTGATTGAAAACGACGGTGTGCACCGTCAATGGTACATGCACCTGAGCA
AGTATAACGTGAAAGTTGGCGATTACGTTAAGGCGGGTCAGATCATTGGCTGGAGCG
GTAGCACCGGTTATAGCACCGCGCCGCACCTGCACTTCCAGCGTATGGTGAACAGCT
TTAGCAACAGCACCGCGCAAGACCCGATGCCGTTCCTGAAGAGCGCGGGTTATGGTA
AAGCGGGCGGATCCGTTACCCCGACCCCGAACACCGGCTGGAAGACCAACAAATAC
GGCACCCTGTATAAAAGCGAGAGCGCGAGCTTCACCCCGAACACCGACATCATTCTG
CGTACCACCGGCCCGTTTCGTAGCATGCCGCAGAGCGGCGTGCTGAAGGCGGGTCA
AACCATCCACTATGACGAAGTTATGAAACAGGATGGTCACGTGTGGGTTGGTTACAC
CGGCAACAGCGGTCAACGTATTTATCTGCCGGTTCGCACCTGGAATAAAAGCACCAA
TACCCTGGGCGTTCTGTGGGGCACCATCAAGTAAAGATCTCTCGAG (SEQ ID NO. 1)

Pivodni gen kodujici B-lytickou endopeptiddzu obsahuje enzymovou cast a predoménu
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ovlivilyjici aktivitu enzymu (gen ENA|CAA29494|CAA29494.1 Staphylococcus simulans bv.
staphylolyticus). V ramci piedkladaného feSeni byla sekvence kodujici enzymovou ¢ast (velka
pismena v SEQ ID NO. 1) vynata z genu a byla optimalizovana frekvence kodont pro E. coli.
Navic byly provedeny zmény kodonii vedouci k mutacim N39P a T178L. Dale byl pfipojen fuzni
protein ubiquitin Ub2 a His-Tag kotvicka.

Dal$im predmétem technického feSeni je proteinovy produkt exprese genového konstruktu
majiciho sekvenci SEQ ID NO. 1. Proteinovy produkt — fizni termostabilni lysostafin - obsahuje
sekvence ubikvitinu 2, 14 His-Tagu, pficemz sekvence kodujici His-Tag je nasledovana
podtrzenou sekvenci (NLYFQ) kodujici §tépné misto pro TEV proteazu a p-lytické termostabilni
endopeptidazy N39P_T178L (aM23-SH3b) ma sekvenci SEQ ID NO. 2:

MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQELIFAGKQLEDGRTLSDYNIQ
KESTLHLVLQLEGGHHHHSGHHHTGHHHHSGSHHHSGGENLYFQSGGGTMAHEHSAQ
WLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFFMPIGTPVKAISSGKIVEAGWSNYGGGNQI
GLIENDGVHRQWYMHLSKYNVKVGDYVKAGQIIGWSGSTGYSTAPHLHFQRMVNSFS

NSTAQDPMPFLKSAGY GKAGGSVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDIILRTTGP
FRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTNTLGVL
WGTIK (SEQ ID NO. 2)

Nize je uvedena kodujici sekvence SEQ ID NO. 1 s kédovanymi aminokyselinami (SEQ ID NO.
2). Podtrzeny jsou kodény a aminokyseliny odpovidajici mutacim N39P a T178L:
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CCG ATG CCG TTIC CIG AAG AGC GCG GGT TAT GGT AaR GCG GGC GGA TCC GIT ACC CCG ACC
P

CCe RAC RCC GGC TGE AAG ACC RARC nad TRC GGC ACC CIG TAT ARR AGT GAG RGC GCG AGC
TTC ACC CCG AAC ACC GAC ATC ATT CTG CGT ACC ACC GGC CCG TTIT CGT AGC AIG CCG CAG

AGC GGC GIG CTG ARG GCG GGT CRA ACC ATC CAC T

3 G W L K A = Q T I H T I E v M K o D G
CAC GTIG TGG GIT GGT TAC ACC GGC ALC AGC GGT CARA CGT ATT TAT CTG CCG GTIT CGC ACC
H W W W G Y T €] H 5 G a 23 I T L E v E T
TGG &AT 24n AGC ACC AAT ACC CTG GGC GTT CTG TGG GGC ACC ATC AAG TRAA RAGH TCT CTC
W H K 5 T H T L = W L W = T I K - R 5 L

Tento genovy konstrukt Ize exprimovat pomoci expresniho systému zahrnujiciho rekombinantni
plasmid pro expresi termostabilni varianty B-lytické endopeptidazy, obsahujici indukovatelny
promotor a selek¢ni gen, a dale obsahujici sekvenci oznacenou vyse jako SEQ ID NO. 1 kédujici
sekvenci ubikvitinu Ub2 a ve sméru ¢teni od sekvence ubikvitinu Ub2 sekvenci kodujici 14 His-
Tag, pti¢emz sekvence kodujici His-Tag je nasledovana sekvenci kodujici §tépné misto pro TEV
proteazu, viz. SEQ ID NO. 2, a sekvence kodujici §t€pné misto pro TEV proteazu je nasledovana
nukleotidovou sekvenci pro -lytickou endopeptidazu.
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Indukovatelnym promotorem muize byt promotor T7, selekénim genem gen pro rezistenci
k antibiotiku kanamycin. Vhodnym plasmidem je napiiklad expresni vektor pUbEx15 (Kobzova
S, Diplomova prace, Masarykova univerzita 2017) obsahujici gen pro Ub2, do néhoZ je vloZen
genovy konstrukt obsahujici sekvenci termostabilni varianty B-lytické endopeptidazy
N39P_T178L (aM23-SH3b).

Podle pavodni sekvence ze Staphylococcus simulans bv. staphylolyticus byl pfipraven genovy
konstrukt obsahujici gen pro termostabilni variantu B-lytické endopeptidazy. Tento gen obsahuje
katalytickou doménou a vazebnou doménou, kterd interaguje s peptidoglykanem bunécnych stén.
Termostabilni varianta p-lytické endopeptidaizy N39P T178L byla navrzena S vyuzitim
energetického aevoluéniho vypocetniho piistupu stabilizace protein. Bylo navrzeno
14 potencialné stabilizujicich jednobodovych mutaci B-lytické endopeptidazy. Po verifikaci
jednobodovych mutaci bylo navrzeno a experimentalné ovéfeno pét dvoubodovych mutaci,
Znichz varianta B-lytické endopeptidazy N39P T178L vykazuje zlepSeni teplotni stability
enzymu o 3 °C. Sekvence obsahuje dvé bodové mutace N38P (prolin za asparagin) v katalytické
doméné a T178L (leucin za threonin) ve vazebné doméné.

Universalni tag Ubikvitin (Ub) je protein vytvarejici s vétSinou proteint interakci s afinitou
Kp>0,3 mM, ktery zakryva hydrofobni ¢asti fizovaného proteinu S pfimym vlivem na expresi
a rozpustnost proteinu. Ubikvitin Ub2 pfi praci s vektorem slouzi jako fizni tag, ktery usnadfiuje
praci s rekombinantnimi proteiny. Ptivodné je ubikvitin eukaryoticky protein o velikosti 8,5 kDa
s mnoha funkcemi. Jeho sekvence je vysoce konzervovana od jednobunécénych organismil az po
¢loveéka. Jeho pfitomnost v sekvenci usnadiuje produkci, isolaci a identifikaci proteinu
Z hostitelského produkéniho systému. Produkovanému proteinu zvySuje rozpustnost. Sekvence
76 aminokyselin modifikovaného Ub2 je téméf totozna s lidskym ubikvitinem a lisi se jen ve
tfech aminokyselindich R42E, R72Q a R74E. Diky t€émto zménam doslo ke snizeni pl ubikvitinu
z 7,0 na 6,2. Tato zména vedla ke zvySeni termodynamické stability fuzniho endolysinu.

Déle je vyhodné pouzit fuzni tag 14 His-Tag zajistujici vysokou vytéznost Cistého proteinu
be&hem purifikace. Diky delsi a flexibilngjsi sekvenci nedochazi u tohoto afinitniho tagu ke skryti
do struktury fuzniho proteinu. Tento fuzni 14 His-Tag je umistén za Ub2 a nasledovan Stépnym
mistem pro TEV proteazu. Pfitomnost TEV §tépného mista (podtrzena sekvence NLYFQ v SEQ
ID NO. 1) kodujici $tépné misto pro TEV protedzu usnadiiuje oddéleni obou fuznich tagd pro
pozdé¢jsi strukturni a funk¢ni studie.

Objasnéni vykresu

Obr. 1 Bod tani pavodni B-lytické endopeptiddzy méfeny pomoci diferenciacni skenovaci
fluorimetrie, v pufru NaK fosfat pH6 + 400 mM NacCl.

Obr. 2 Bod tani mutantni B-lytické endopeptidazy meéfeny pomoci diferenciacni skenovaci
fluorimetrie, v pufru NaK fosfat pH6 + 400 mM NacCl.

Obr. 3 Bod tani plvodni Plytické endopeptiddzy méfeny pomoci diferenciacni skenovaci
fluorimetrie, v pufru NaK fosfat pH5 + 400 mM NacCl.

Obr. 4 Bod tani mutantni PB-lytické endopeptiddzy méfeny pomoci diferenciaéni skenovaci
fluorimetrie, v pufru NaK fosfat pH5 + 400 mM NaCl.
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Piiklady uskute¢néni technického feSeni

Klonovani

Pro klonovani rekombinantniho proteinu byl pouzit expresni vektor pUbEx15. Tento vektor
obsahuje silny promotor T7 a gen pro rezistenci k antibiotiku kanamycin, ktery udéluje buiikam
selekéni vyhodu a usnadiuje expresi genti (Kobzova S, Diplomova prace, Masarykova univerzita
2017).

Vsechna subklonovani a veskera genetickd manipulace byla provadéna v kmeni E. coli DHI10p
(Invitrogen, Carlsbad, US). Gen pro lysostafin s bodovymi mutacemi byl syntetizovan firmou
GenScript na zakazku podle zadani puivodct, jednalo se o sekvenci popsanou vyse jako SEQ ID
NO. 1. Navrzena sekvence obsahovala mista pro restrikéni §tépeni. Cely gen (aM23-SH3b) byl
S§tépen enzymy Ncol a Xhol a vloZen do vektoru pUbEx15 (Ncol, Sall)

Transformace

Za expresni systém byl zvolen bakterialni systém E. coli buniky BL21(DE3), coz jsou geneticky
modifikované kmeny E. coli s upravenym genomem pro cilenou manipulaci a nacasovani exprese
rekombinantniho proteinu. Kli¢ovou roli zde hraje gen lacl, ktery koduje lac represor, a gen DE3,
ktery nese informaci pro syntézu T7 RNA polymerazy, ktera je zodpovédna za transkripci
inzertu. Lac represor naseda na lac promotor (promotor genu DE3), blokuje tim syntézu T7 RNA
polymerazy a transkripce neprobiha. Pokud je v buiice pritomen IPTG, vaze na sebe lac represor,
ktery se uvolni z vazby na lac promotor a umozni tim syntézu T7 RNA polymerazy a transkripci.
Transformace plasmidové DNA byla provedena metodou teplotntho Soku do
chemokompetentnich bun¢k E. coli. Pro dal$i manipulaci a analyzy byly z kolonii pfipraveny
bakterialni konzervy, které byly zamrazeny v hluboko mrazicim boxu pfi -80 °C, kde je mozno
bakterie uchovat az n€kolik let.

Jako bunky schopné pfijmout rekombinantni DNA byly tedy pouzity kompetentni buiiky E. coli
kmen BL21(DE3). Do mikrozkumavky, spole¢né s kompetentnimi butikami (100 ul), bylo
vlozeno 5 pl plasmidové DNA. Takto vznikld smés byla promichdna na vortexu a ponechéna na
ledu. Po 30 minutach byla smés kratce zahiata na 42 °C ve vodni lazni po dobu 1 minuty. Ke
smési bylo ptidano 500 pl SOC media, vzorek byl inkubovan ve 37 °C 1 hodinu za stalého
michani (200 ot/min). Nakonec byl vzorek stocen ve stolni centrifuze (3 000 ot/min, 1 min, RT),
urcity objem média byl odlit a ve zbylém objemu (asi 100 ul) byl bunéény pelet rozpustén
a nanesen na agarové misky, jez obsahovaly antibiotikum kanamycin.

Jednotlivé kolonie byly kultivovany oddé€lené v 5ml LB (Luria-Bertoni) média s ptidavkem
prislusného antibiotika, ato opét pfes noc pii teploté 37 °C za stalého tfepani. Nasledujici den
byla zjednotlivych kolonii izolovana DNA pomoci NucleoSpin® PlasmidQuickPureKit
(Macherey-Nagel). Kontrola sekvence plazmidu byla provedena pomoci restrikéniho §tépeni
enzymy BamHI a Ncol.

Ptiprava bakterialnich konzerv

Z agarové plotny obsahujici narostlé kolonie expresnich bun¢€k bylo odpichnuto 20 az 30 kolonii
aty byly zaockovany do 100 ml TB média s pfidavkem 1% glukozy a 50 pg/ml kanamycinu.
Bakterialni suspenze rostla pfes noc pii 37 °C. Nasledovala centrifugace (10 minut,
5000 ot/min). Pelet byl rozpustétn ve 4 ml 10% sterilniho glycerolu, rozdélen pomoci
mikropipety do mikrozkumavek po objemu 1 ml, a pro dalsi pouziti zamrazen v tekutém dusiku
a skladovan na -80 °C.
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Exprese v bohatém médiu

Pro kultivaci expresnich bun¢k nesoucich rekombinantni plasmidovou DNA bylo zvoleno LB
médium s obsahem 1% glukézy. Buiky byly indukovany 0,4 mM IPTG po dosazZeni optické
denzity 0,6 pii 22 °C.

o Slozeni bohatého média (1 litr):
20 g LB média, 1 ml kanamycinu (pro vyslednou koncentraci 50 pg/ml), 1% glukédza

Do jednoho litru média (bohatého ¢i minimalniho) byl pfidan 1 ml bakterialni konzervy
a kultivace probihala pii 37 °C po dobu 2 hodin (200 ot/min). Po této dobé dosahla opticka
hustota (méfena pii 600 nm) hodnoty 0,6 =log faze, coz je rastova faze vhodna pro indukci
pomoci IPTG o vysledné koncentraci 0,4 mM. Kultivace probihala pii 22 °C po dobu 16 hodin.

Purifikace

Pro uvolnéni proteind z bakterialnich bun¢k byla zvolena metoda ultrasonikace, kdy jsou
bunécéné stény dezintegrovany pomoci ultrazvuku. Proteiny byly precistény a purifikovany
pomoci afinitni metalochromatografie, vyuZzivajici kompetice latek histidin — imidazol pro vazbu
K niklu, ktery je imobilizovan na matrici kolony. Purifikace byla diky histidinové kotvi¢ce velmi
efektivni a pro zisk Cistého proteinu stadila jeji jednokrokova varianta. Z jednoho litru kultury je
mozno ziskat okolo 200 mg Cistého proteinu.

Kultura byla sto¢ena (30 minut, 4 °C, 8 000 ot/min) a pelet byl rozpustén v 20 ml sonika¢niho
pufru (100mM Tris pH 8; 500mM NaCl, 10mM imidazol; 0.1% TritonX-100). Bunky byly
nasledné lyzovany ultrazvukovymi pulzy po dobu 30 minut (doba jednoho pulsu byla 1 s, pauza
mezi jednotlivymi pulsy 4 s). Lyzat byl stocen (30 minut, 4 °C, 14 000 ot/min). Supernatant byl
pfed nanesenim na chromatografickou matrici zbaven zbytkii bunéénych stén precisténim pies
mikrofiltr s pory o velikosti 0,22 um. Pro purifikaci byl pouzit automaticky purifikaéni systém
FPLC AZURA Bio purification system s automatickym sbéracem frakci FOXY R1 a kolona
naplnénd matrici (Ni Sepharose High Performance) a s imobilizovanym iontem niklu (HisTrap
HP, 5ml, GE Healthcare). Kolona byla promyta tfemi objemy ekvilibraéniho pufru, ktery vytvofil
podminky pro vazbu histidinové kotvicky proteinu k iontim niklu. Cely objem supernatantu byl
na kolonu nanesen rychlosti 1 ml/min. Nasledné byla kolona promyta ekvilibraénim pufrem, aby
se vymyly nenavazané proteiny, obvykle 5 az 7 objemt kolony pfi rychlosti 2,5 ml/min. Pro
uvolnéni a vymyti cilového proteinu (SEQ ID NO. 2) byl pouzit eluéni pufr s300mM
imidazolem.

Urceni stability Lysostafinu

Pro experiment byla pouzita metoda Thermal Shift Assay (TSA), znama v literatufe také jako
diferenciacni skenovaci fluorimetrie (DSF), kterd umoZziiuje stanovit optimalni podminky pro
stabilizaci proteini bez nutnosti pouZzit specializovany piistroj. TSA sleduje tepelné rozbaleni
(denaturaci) proteinu v pfitomnosti fluorescen¢ni barvy (SYPRO oranz). Barva je v nepolarnim
prostedi vysoce fluorescencni. Nepoldrni prostiedi zajistuji hydrofobni mista denaturujiciho se
proteinu, které se pii postupném zvySovani teploty odkryvaji na povrch. Méfena teplota tani (Tm)
proteinu tak vyjadfuje jeho stabilitu.

Do 96jamkové desticky byla aplikovana smés v potfadi — pufr, voda, protein, anakonec
fluorescenéni barvivo (SYPRO oranz), které je citlivé na svétlo a je nutno s nim manipulovat
rychle, aby nedoSlo k pfedc¢asné reakci. Pfes desticku byla nalepena ochranna folie a kratce
sto¢ena (max. 5 000 ot/min). Na thermocycleru byl nastaven program gradient 25 °C — 95 °C,
ktery zvySuje teplotu o 0,2 °C na cyklus. Vysledky byly zpracovany pomoci softwaru
LightCycler® 480 Software, verze 1.5.


https://lifescience.roche.com/en_gb/products/lightcycler14301-480-software-version-15.html
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Vystupem experimentu jsou kiivky teploty tani pro kazdy testovany pufr. Jejich vrcholem je bod
tani, kdy pravé polovina proteinu je v denaturovaném stavu, ktery uréuje stabilitu proteinu. Ve
fosfatovém pufru v pH 6 (NaK fosfat pH 6 + 400 mM NaCl) byl mutant stabiln€j$i nez ptiivodni
B-lyticka endopeptidaza 05,2 °C (obr.1 a2). Ve fosfatovém pufru vpHS5 (NaK fosfat
pHS5 + 400 mM NaCl) dosahl mutant B-lytické endopeptidazy vibec nejvyssi stability 67,72 °C
(obr. 4). Stejné tak vtomto pufru ptivodni B-lyticka endopeptidaza dosahla nejvyssi stability
63,99 °C (obr. 3). Oproti mutantu méla ov§em endopeptidaza sniZzenou stabilitu o 3,71 °C.

Kftivky jsou vypocitané automaticky, ato dvéma numerickymi metodami — Boltzmannovou
metodou a metodou prvni derivace. Nejvétsi teplotni stabilita obou enzymut byla naméfena

U pufrt v rozmezi pH 5,0 az 7,0 (tabulka 1).

Pufr Tm Mutant [°C] Smérodatna odchylka
0,1 M Na-K fosfat pH 7,0 64,44 + 1,16
0,2 M MES pH 6,2 + 400 mM NaCl 65,08 + 1,19
0,1 M Na-K fosfat pH6 65,28 + 1,62
0,2 M MES pH 5,8 + 400 mM NaCl 65,335 + 1,48
0,1 M Na-K fosfat pH6 + 400 mM NaCl 66,70 + 2,02
0,1 M Na-K fosfat pH 5,0 + 400 MM NaCl 67,30 + 1,83
Pufr Tm WT [°C] Smérodatna odchylka
0,1 M Na-K fosfat pH6 + 400 mM NaCl 60,71 + 1,23
0,1 M Na-K fosfat pH6 + 400 mM NaCl 61,48 + 1,92
0,1 M Na-K fosfat pH 7,0 61,11 + 1,09
0,2 M MES pH 6,2 + 400 mM NaCl 61,29 + 0,31
0,1 M Na-K fosfat pH6 62,96 + 0,99
0,1 M Na-K fosfat pH 5,0 + 400 MM NaCl 64,45 + 1,02
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SEQUENCE LI
<110>
<120>
<130> UM
<160> 2
<170>
<210> 1
<211> 1083
<212> DNA

<213> arti

<220>
<223>

<400> 1

atgcagatct

gacaccatcg

caggaactga

atccagaaag

tctggtcacc

gaaaacctgt

ctgaacaact

atgcactacg

ggcaaaattg

gaaaacgacg

ggcgattacg

gcgccgcacce

ccgatgeccgt

ccgaacaccg

ttcaccccga

agcggcgtgce

cacgtgtggg

tggaataaaa

gag

STING

ficial

tcgttaaaac

aaaacgttaa

tcttcgecggg

aatctaccct

accacaccgg

acttccagtc

acaagaaagg

gcgtggactt

ttgaggcggg

gtgtgcaccg

ttaaggcggg

tgcacttcca

tcctgaagag

gctggaagac

acaccgacat

tgaaggcggg

ttggttacac

gcaccaatac
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genovy konstrukt kdédujici

cctgaccggt

agcgaaaatc

taaacagctg

gcacctggtt

tcaccaccac

tggtggtggt

ttatggctat

ctttatgccg

ttggagcaac

tcaatggtac

tcagatcatt

gcgtatggtyg

cgcgggttat

caacaaatac

cattctgcgt

tcaaaccatc

cggcaacagc

cctgggegtt

Vyzkumny Ustav veterindrniho léka¥stvi, v. v. i.

Genovy konstrukt a fuzni termostabilni lysostafin

mutantni beta-lytickou endopeptidézu

aaaaccatca

caggacaaag

gaagacggtc

ctgcagctcg

cactctggtt

accatggcgc

ggtccgtatc

atcggtaccc

tatggtggcg

atgcacctga

ggctggagcg

aacagcttta

ggtaaagcgg

ggcaccctgt

accaccggcc

cactatgacg

ggtcaacgta

ctgtggggca

ccctggaagt

aaggtatccc

gtaccctgtc

agggtggtca

ctcaccacca

acgaacacag

cgctgggtat

cggtgaaggc

gtaaccagat

gcaagtataa

gtagcaccgg

gcaacagcac

gcggatccgt

ataaaagcga

cgtttcgtag

aagttatgaa

tttatctgcc

ccatcaagta

tgaaccgtct

gccggaccag

tgactacaac

ccaccaccac

ctctggtggt

cgcgcagtgg

caatggtggt

gatcagcagc

cggcctgatt

cgtgaaagtt

ttatagcacc

cgcgcaagac

taccccgacc

gagcgcgage

catgccgcag

acaggatggt

ggttcgcacc

aagatctctc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1083
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60

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

Val

Lys

Gln

Ser

65

Ser

His

Ala

Gly

Val

145

Gly

Ile

Leu

Ile

His

225

Pro

Val

Gln

Glu

Glu

Leu

50

Thr

Gly

Ser

His

Tyr

130

Asp

Lys

Gly

Ser

Ile

210

Phe

Met

Thr

2
356
PRT

artificial

mutantni

2

Ile

Pro

Gly

35

Glu

Leu

His

Gly

Glu

115

Gly

Phe

Ile

Leu

Lys

195

Gly

Gln

Pro

Pro

Phe

Ser

20

Ile

Asp

His

His

Gly

100

His

Pro

Phe

Val

Ile

180

Tyr

Trp

Arg

Phe

Thr
260
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beta-lytickd endopeptidéaza

Val

Asp

Pro

Gly

Leu

His

85

Glu

Ser

Tyr

Met

Glu

165

Glu

Asn

Ser

Met

Leu

245

Pro

Lys

Thr

Pro

Arg

Val

70

Thr

Asn

Ala

Pro

Pro

150

Ala

Asn

Val

Gly

Val

230

Lys

Asn

Thr

Ile

Asp

Thr

55

Leu

Gly

Leu

Gln

Leu

135

Ile

Gly

Asp

Lys

Ser

215

Asn

Ser

Thr

Leu

Glu

Gln

40

Leu

Gln

His

Tyr

Trp

120

Gly

Gly

Trp

Gly

Val

200

Thr

Ser

Ala

Gly

Thr

Asn

25

Gln

Ser

Leu

His

Phe

105

Leu

Ile

Thr

Ser

Val

185

Gly

Gly

Phe

Gly

Trp
265

Gly

10

Val

Glu

Asp

Glu

His

90

Gln

Asn

Asn

Pro

Asn

170

His

Asp

Tyr

Ser

Tyr

250

Lys

Lys

Lys

Leu

Tyr

Gly

75

His

Ser

Asn

Gly

Val

155

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Asn

235

Gly

Thr

Thr

Ala

Ile

Asn

60

Gly

Ser

Gly

Tyr

Gly

140

Lys

Gly

Gln

Val

Thr

220

Ser

Lys

Asn

Ile

Lys

Phe

45

Ile

His

Gly

Gly

Lys

125

Met

Ala

Gly

Trp

Lys

205

Ala

Thr

Ala

Lys

Thr

Ile

30

Ala

Gln

His

Ser

Gly

110

Lys

His

Ile

Gly

Tyr

190

Ala

Pro

Ala

Gly

Tyr
270

Leu

15

Gln

Gly

Lys

His

His

95

Thr

Gly

Tyr

Ser

Asn

175

Met

Gly

His

Gln

Gly

255

Gly

Glu

Asp

Lys

Glu

His

80

His

Met

Tyr

Gly

Ser

160

Gln

His

Gln

Leu

Asp

240

Ser

Thr
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Leu Tyr Lys Ser Glu Ser Ala Ser Phe Thr Pro Asn Thr Asp Ile Ile
275 280 285

Leu Arg Thr Thr Gly Pro Phe Arg Ser Met Pro Gln Ser Gly Val Leu
290 295 300

Lys Ala Gly Gln Thr Ile His Tyr Asp Glu Val Met Lys Gln Asp Gly
305 310 315 320

His Val Trp Val Gly Tyr Thr Gly Asn Ser Gly Gln Arg Ile Tyr Leu
325 330 335

Pro Val Arg Thr Trp Asn Lys Ser Thr Asn Thr Leu Gly Val Leu Trp
340 345 350

Gly Thr Ile Lys
355

NAROKY NA OCHRANU

1. Genovy konstrukt pro expresi termostabilniho lysostafinu, vyznaeny tim, ze obsahuje
kodujici sekvenci ubikvitinu Ub2 a ve sméru ¢teni od sekvence ubikvitinu Ub2 sekvenci kodujici
14 His-Tag, pii¢emz sekvence kodujici 14 His-Tag je nasledovana sekvenci kodujici §tépné
misto pro TEV proteazu a sekvence kodujici $tépné misto pro TEV proteazu je nasledovana
nukleotidovou sekvenci kddujici termostabilni variantu B-lytické endopeptidazy N39P_T178L

s optimalizovanou frekvenci kodont pro E. coli, pficemz uvedeny genovy konstrukt ma
nasledujici sekvenci:

atgcagatcttcgttaaaaccctgaccggtaaaaccatcaccctggaagttgaaccgtctgacaccatcgaaaacgttaaagcgaaaatcea
ggacaaagaaggtatcccgcecggaccagcaggaactgatcttcgcgggtaaacagetggaagacggtcgtaccetgtctgactacaacat
ccagaaagaatctaccctgcacctggttctgcagctcgagggtggtcaccaccaccactctggtcaccaccacaccggtcaccaccaccac
tctggttctcaccaccactctggtggtgaaaacctgtacttccagtetggtggtggtaccatggcgCACGAACACAGCGCGCA
GTGGCTGAACAACTACAAGAAAGGTTATGGCTATGGTCCGTATCCGCTGGGTATCAA
TGGTGGTATGCACTACGGCGTGGACTTCTTTATGCCGATCGGTACCCCGGTGAAGGC
GATCAGCAGCGGCAAAATTGTTGAGGCGGGTTGGAGCAACTATGGTGGCGGTAACC
AGATCGGCCTGATTGAAAACGACGGTGTGCACCGTCAATGGTACATGCACCTGAGCA
AGTATAACGTGAAAGTTGGCGATTACGTTAAGGCGGGTCAGATCATTGGCTGGAGCG
GTAGCACCGGTTATAGCACCGCGCCGCACCTGCACTTCCAGCGTATGGTGAACAGCT
TTAGCAACAGCACCGCGCAAGACCCGATGCCGTTCCTGAAGAGCGCGGGTTATGGTA
AAGCGGGCGGATCCGTTACCCCGACCCCGAACACCGGCTGGAAGACCAACAAATAC
GGCACCCTGTATAAAAGCGAGAGCGCGAGCTTCACCCCGAACACCGACATCATTCTG
CGTACCACCGGCCCGTTTCGTAGCATGCCGCAGAGCGGCGTGCTGAAGGCGGGTCA
AACCATCCACTATGACGAAGTTATGAAACAGGATGGTCACGTGTGGGTTGGTTACAC
CGGCAACAGCGGTCAACGTATTTATCTGCCGGTTCGCACCTGGAATAAAAGCACCAA
TACCCTGGGCGTTCTGTGGGGCACCATCAAGTAAAGATCTCTCGAG (SEQ ID NO. 1).

2. Fuzni termostabilni lysostafin kddovany genovym konstruktem podle naroku 1, vyznaceny
tim, Ze obsahuje sekvence ubikvitinu 2, 14 His-Tagu a p-lytické termostabilni endopeptidazy
N39P_T178L a ma nasledujici sekvenci:

MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQELIFAGKQLEDGRTLSDYNIQ
KESTLHLVLQLEGGHHHHSGHHHTGHHHHSGSHHHSGGENLYFQSGGGTMAHEHSAQ

-10 -
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WLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFFMPIGTPVKAISSGKIVEAGWSNYGGGNQI
GLIENDGVHRQWYMHLSKYNVKVGDYVKAGQIIGWSGSTGYSTAPHLHFQRMVNSFS
NSTAQDPMPFLKSAGY GKAGGSVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDIILRTTGP

FRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTNTLGVL
WGTIK (SEQ ID NO. 2).

2 vykresy

-11 -
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