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V nanotehnologiji je vedno bolj opazen prenos bazi¢nega znanja na aplikacije v
medicini. Velik potencial se obeta pri uporabi nanodelcev kot antimikrobnih
sredstev. Raziskave v nanomedicini potekajo predvsem na podro¢ju zdruzevanj
nanodelcev z zdravilnimi ucinkovinami in antimikrobnimi sredstvi. Eno izmed
taks$nih sredstev je lizocim, ki v nasem telesu deluje kot prva raven obrambe. V
magistrskem delu smo analizirali elektrostatske lastnosti kokoSjega lizocima,
izboljsali elektrostatske lastnosti lizocima iz bakteriofaga lambda in prilagodili
povr$ino nanodelca, na katerega smo lizocim pritrdili. S tehniko »plast na plast«
smo modificirali naboj povrsine nanodelcev. Na tako prevlecene nanodelce smo
vezali lizocim z elektrostatskimi interakcijami. Vezavo smo preverili z merjenjem
zeta potenciala. Da bi bila vezava mocnejsa, smo lizocim z uporabo tehnik
molekularnega kloniranja gensko spremenili. V ta namen smo lizocim iz
bakteriofaga lambda klonirali v komercialni vektor s his- znac¢ko in mu tako dali
dodaten pozitiven naboj, ki stabilizira elektrostatsko interakcijo z nosilnim
nanodelcem.
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In recent years we have seen a mayor development in nanotechnology. It has a
great potential in the field of medicine. A lot of research has been done on using
nanoparticles as antimicrobial agents. Especially interesting way of using
nanoparticles in medicine is when they are combined with a drug or some other
antimicrobial agent. One of such agents is lysozyme. Lysozyme is a part of our
inate immune response. In this thesis we focused on optimization of lysozyme
immobilization on calcium carbonate nanoparticles. One of the optimization steps
was a preparation of nanoparticle area. We did that by using layer by layer
technique. We consecutively deposited pozitively and negatively charged polymers
onto nanoparticles. After every new layer we measured zeta potential which
showed us how stable our solution is. We added five layers of polymers, for sixth
layer we added lysozyme. Lysozyme binding was proven by the change of zeta
potential. To make immobilization even stronger we decided to modify lysozyme
with the use of molecular cloning techniques. We cloned lysozyme lambda in a
commercial vector with his-tag that gave the enyzme an extra positive charge.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

bp bazni par

DNA deoksiribonukleinska kislina

His- znacka zaporedje Setih histidinov v sekvenci proteina
GFP  zeleni flourescentni protein

IPTG izopropil-p-D-tiogalaktopiranozid

kDa kilo dalton

LB  gojisce »Luria Broth«

MQ  Mili-Q voda (voda, obdelana z ionskim izmenjevalcem in filtrirana skozi 0,22 um
filter pri prevodnosti visji od 18,2 MQ cm)

nm nanometer

OD  opticna gostota

PAA poliakrilna kislina

PAH polialanin hidroklorid

PBS izotoni¢ni fosfatni pufer
PCR veriZna reakcija s polimerazo
RPM obrati na minuto

¢ zZeta
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1 uvOD

1.1 LI1ZOCIM

Lizocim je antimikrobni encim, ki ga proizvajajo mnogi organizmi kot prvo raven obrambe
pred bakterijami. Proizvajajo ga tudi bakterije. Prisoten je v mnogih telesnih tekoc¢inah, kot so
solze, slina, ¢lovesko mleko, veliko ga je tudi v jajcnem beljaku. Njegova aktivnost se kaze v
hidrolizi beta-glikozidne vezi v peptidoglikanu bakterijskih sten (Lysozyme, 2012).

Poznamo veliko razli¢nih tipov lizocimov, v tej nalogi bo predstavljeno delo na lizocimu
bakteriofaga lambda ter lizocimu jajénega beljaka. Lizocim bakteriofaga lambda je majhnen
encim s 158-aminokislinskimi ostanki in molekulsko maso 14,7 kDa. Ima enako funkcijo kot
ostali lizocimi, kjub temu pa je njegov mehanizem delovanja drugacen. Za razliko od ostalih
je lizocim bakteriofaga lambda transglikozilaza in ne hidrolaza (Evrard in sod., 1998).
Lizocim, ki ga najdemo v jajénem beljaku, pa je hidrolaza, sestavljena iz 129-aminokislinskih
ostankov in ima molekulsko maso 14,3 kDa (Mine in sod., 2004).

1.2 NANODELCI

Nanodelci so drobni delci nanometrskega velikostnega razreda. V tem velikostnem redu se
lastnosti konvencionalnih materialov mo¢no spremenijo. Razlog za to je v njihovi veliko ve¢ji
povrsini na enoto mase kakor pri vecjih delcih, kar jih naredi bolj reaktivne (Vogel, 2009). Za
raziskovalno delo v tej magistrski nalogi smo uporabili nanodelce iz kalcijevega karbonata.
Tipi¢no se pojavljajo v velikosti 10-80 nm, s specifi¢no povrsino 30-75 m“/g (Avela in sod.,
2006).

1.3 NAMEN DELA

Pri magistrski nalogi smo se osredotocili na optimizacijo vezave lizocima na nanodelce. S tem
smo zeleli oblikovati metodo za uporabo lizocima kot antimikrobnega sredstva. Z vezavo
lizocima na nanodelce smo moc¢no povecali Stevilo enot encima na enoto prostornine v
primerjavi z ve¢jimi delci, zaradi imobilizacije encima pa je tak sistem tudi bolj nadzorom.

Namen predstavljene naloge je:
- modifikacija lizocima bakteriofaga lambda,
- izrazanje funkcionalnega lizocima,
- priprava nanodelcev,
- priprava povrSine nanodelcev za vezavo lizocima,
- vezava lizocima na nanodelce.

1.4 DELOVNE HIPOTEZE

- S spremembo naboja proteina se bo povecCala vezava proteina na nanodelce zaradi
elektrostatskih interakcij.

- Z uporabo nasprotno nabitih polimerov lahko ustvarimo nanodelec, obleen v ve¢
plasti polimerov.

- Po vezavi lizocima na nanodelec se bo nanodelcu spremenil zeta potencial.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 LIZOCIM

2.1.1 Zgradba, struktura in delovanje lizocima

Poznamo ve¢ razlicnih lizocimov, ki jih delimo v razlicne druzine in tipe na osnovi
podobnosti v AK-sekvenci in 3D-strukturi. Proizvajajo ga rastline, zivali, bakterije, glive,
bakteriofagi in ljudje (Nakimbugwe in sod., 2005). Njegova aktivnost se kaze v hidrolizi beta-
glikozidne vezi med N-acetil muraminsko kislino in N-acetil glukozaminom v peptidoglikanu
bakterijskih sten (Lysozyme, 2012).

Slika 1: 3D-model molekule lizocima (Lysozyme 2, 2012)

V magistrski nalogi smo se ukvarjali z lizocimom, Ki izvira iz bakteriofaga lambda.

Mnogi bakteriofagi proizvajajo lizocim, ki lokalno hidrolizira peptidoglikan, kar omogoci
penetracijo faga oz. inducira lizo celice po kon¢anem replikacijskem ciklu faga (Nakimbugwe
in sod., 2005).

CH,CH
/
——0 @
CH,0H " O’J\CO,H
,\—o 0
/ \ I
G ) HN m -
| 0

mesto delovanja
lizocima

Slika 2: Prikaz delovanja lizocima (Protopedia, 2012)
Slika prikazuje mesto delovanja lizocima na molekuli peptidoglikana.

Aktivnost lizocima je mo¢no odvisna od tipa bakterije, in sicer so v sploSnem na njegovo
delovanje veliko bolj obcutljive gram pozitivne bakterije. Vzrok za vecjo obcutljivost gram
pozitivnih bakterij je v zgradbi njihovih celi¢nih sten. Lizocim namre¢ v primeru gram
pozitivne bakterije pride v direkten kontakt s peptidoglikanom, gram negativne bakterije pa
imajo zunanjo membrano, ki §¢iti peptidoglikan pred delovanjem lizocima. Obstajajo pa tudi
manj obcutljive gram pozitivne bakterije, ki imajo modificirano strukturo peptidoglikana
(Nakimbugwe in sod., 2005).
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Slika 3: Primerjava celi¢nih sten gram pozitivne in gram negativne bakterije (povzeto po Madigan in sod., 2012).
Slika prikazuje razlike v celi¢ni steni gram pozitivne in gram negativne bakterije.

2.1.2 Optimalne razmere za delovanje lizocima

Aktivno mesto lizocima sestavljata dva aminokislinska ostanka, Ki sta esencialna za katalizo:
Glu® in Asp>. pKa-vrednosti karboksilne stranske verige teh dveh ostankov sta 5,9 in 4,5. Pri
pH-vrednosti med tema dvema vrednostma (pH 5,2) ima lizocim svoj optimum. Pri taks$ni
pH-vrednosti je namre¢ Asp® Veéinoma deprotoniran, Glu® pa je protoniran. Pri
pH-vrednosti pod 5,2 3postane Asp*? protoniran in aktivnost encima pade. Pri pH-vrednosti
nad 5,2 pa postane Glu®® deprotoniran, kar prav tako vodi do niZje aktivnosti (Nakimbugwe in
sod., 2005).

2.1.3 Uporaba lizocima

Lizocim je poznan zaradi svojih protibakterijskih in protiglivnih lastnostih, ki so uporabne v
biokemijskih in farmacevtskih aplikacijah. V molekularni biologiji ga pogosto uporabljamo za
ekstrakcijo in izolacijo plazmidne DNA. Veliko ga uporabljajo na podro¢ju farmacije za
uniéevanje gram pozitivnih bakterij, uporaben je tudi za okrepitev imunskega sistema. Se
posebej pa je pomemben za preprecevanje bakterijskih bolezni pri dojenckih. Uporabljajo ga
tudi v zivilstvu za preprecevanje kvarjenja hrane (Sava, 1996).

2.2 IMOBILIZACIJA ENCIMOV

Imobiliziran encim je encim, ki je pritrjen na trdno podporo, preko katere se pretaka substrat,
ki ga encim pretvori v en ali ve¢ produktov (Chibata, 1978).

Prednosti uporabe imobiliziranih encimov so:
- veckratna oz. kontinuirna uporaba ene SarZe encimov,
- moznost hitre ustavitve reakcije z odstranitvijo encimov (in obratno),
-z vezavo se encimi navadno stabilizirajo,
- produkti se ne kontaminirajo z encimom,
- cenejsi procesi,
- boljsa stabilnost procesa,
- izboljSana kontrola procesa,
visoko razmerje encim : substrat,
(Enzyme technology, 2012).

V nekaterih primerih pa imobilizacija lahko privede do kemijskih in fizikalnih sprememb
encima, ki poslabsajo njegovo stabilnost in zmanj$ajo njegovo aktivnost. Spremenijo pa se
lahko tudi lastnosti produkta (Enzyme technology, 2012).
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Slika 4: Tehnike imobilizacije encimov (Enzyme immobilisation, 2012)
Na sliki so prikazane najpogostej$e tehnike imobilizacije encimov: vezava encima na nosilec, kovalentna vezava
encima na nosilec, inkapsulacija encima in navzkrizne povezave med molekulami encima.

2.2.1 Vezava encima na nosilec

Vezava na nosilec je najstarejSa tehnika imobilizacije encimov. Pri tej metodi sta koli¢ina
vezanega encima in njegova aktivnost odvisni od narave nosilca. Izbira primernega nosilca je
odvisna od encima samega, pa tudi od velikosti delca, povrSine, molarnega razmerja
hidrofilnih in hidrofobnih skupin encima ter kemijske sestave. Najpogosteje uporabljeni
nosilci so polisaharidi ali polisaharidni derivati, kot so: celuloza, dekstran, agaroza in
poliakrilamidni gel (Enzyme technology, 2012).

Glede na nacin vezave encima na nosilec poznamo ve¢ metod:
- fizi¢no adsorbcijo,
- ionsko vezavo encima na nosilec ter
- kovaletno vezavo encima na nosilec (Enzyme technology, 2012).

2.2.2 NavzkriZne povezave med molekulami encima

Pri navzkriZzni povezavi pride do intermolekularnih povezav proteina z drugimi molekulami
proteina ali s funkcionalnimi skupinami na netopnem nosilcu (Sheldon, 2007). Navadno se
povezejo NH» skupine na povrsini encima in nosilca. Navzkrizna povezava encima samega s
seboj je draga in neucinkovita, ker v tem primeru dolocen del encimov deluje le kot opora in
ne opravlja encimske funkcije, kar vodi v zmanj$ano aktivnost. Zato se navzkrizna povezava
navadno uporablja v sodelovanju s Se eno metodo. Najpogosteje se uporablja za stabilizacijo
adsorbiranih encimov pa tudi za preprecevanje uhajanja encimov iz poliakrilamidnih gelov.
Najpogosteje uporabljen reagent za navzkrizno povezavo je glutaraldehid (Enzyme
technology, 2012).
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2.2.3 Metoda zamreZenja v polimerih

Metoda temelji na zamrezenju encima znotraj polimernega matriksa ali membrane (Enzyme
technology, 2012). To dosezemo s hidroliticno polimerizacijo izbranega polimera v
prisotnosti encima (Sheldon, 2007). Metoda se razlikuje od kovaletne vezave in navzkrizne
povezave v tem, da se encim sam ne veze na matriks oz. membrano. Zaradi tega je ta metoda
zelo uporabna. Onemogoci namre¢ uhajanje encima, istoCasno pa omogoca prehajanje
substrata. Pomembno je, da smo previdni pri izbiri polimera; izbrati moramo taks$nega, ki bo
imel ¢im manj vpliva na aktivnost izbranega encima. (Enzyme technology, 2012). Za
izboljsanje metode pogosto dodajamo aditive, kot so polietilen glikol, polivinl alkohol in
albumin (Sheldon, 2007).

2.2.4 Inkapsulacija

Pri inkapsulaciji encime zapremo v semipermeabilno membransko kapsulo. Najpogosteje
uporabljamo membrane iz celuloznega nitrata in najlona. Metoda je poceni in enostavna,
njena ucinkovitost pa je v glavnem odvisna od stabilnosti encima v kapsuli (Enzyme
technology, 2012).

To tehniko uporabljamo v medicini, farmaciji, kmetijstvu in kozmeti¢ni industriji za razvoj
kontroliranega dostavnega sistema zdravil. Sistemi koloidne narave, kot so liposomi,
polimerni in mikroemulzijski delci se uporabljajo za tar¢no dostavo zdravil, pesticidov,
okusov in drugih substanc. Ceprav je njihova uporaba $iroka, se pojavljajo tezave z njihovo
stabilnostjo in permeabilnostjo, kar omejuje njihovo uporabnost (Caruso in sod., 1999).

2.2.5 Imobilizacija encimov z metodo »plast na plast« (LbL)

Metoda »plast na plast« je raznolika, neZzna in enostavna metoda za imobilizacijo
funkcionalnih molekul (Ariga in Hill, 2008). Encimi so v tem primeru lahko vezani na dva
nacina: lahko so inkapsulirani ali pa vezani na povrSino oblecenega delca z elektrostatskimi
ali kovaletnimi vezmi. Pri tehniki »plast na plast« delce prevle¢emo z nabitimi polimeri.
Navadno se izmenjujeta dva polimera, od katerih je eden negativno in drugi pozitivno nabit.
Vezavo tako omogocijo elektrostatske sile med polimeri. V zadnjem c¢asu je ta tehnika mo¢no
izboljsala nadzor nad fizi¢nimi in kemijskimi lastnostmi tankih filmov. Ze od predstavitve leta
1998 so kapsule, pripravljene z LbL-tehniko, zelo zanimive zaradi moznosti spreminjanja
njihovih lastnosti (velikost, kompozicija, stabilnost, povrSinska funkcionalnost, koloidna
stabilnost). Prav tako pa je mogoce tem kapsulam dodati nove funkcije, kar daje moznost za
inzeniring novega razreda materialov s ¢isto novimi strukturami in funkcijami (Johnston in
sod., 2006).

Uporabljajo se delci od nano do mikro velikosti, kot so anorganski in polimerni delci. Lahko
pa uporabljamo tudi biomakromolekule. Povrs§ino kapsule lahko spremenimo s Cimer se
spremeni tudi njena funkcija in/ali izboljsa koloidna stabilnost kapsule. Razne materiale lahko
vnesemo v notranjost kapsule za tar¢no dostavo. Navadno kapsule pripravimo tako, da na
koloidni delec izmeni¢no nanasamo negativno in pozitivno nabite polimere, na koncu pa
sredico odstranimo (Ariga in Hill, 2008). Dodatek kationskega polimera negativno nabiti
povrSini spremeni povrS§ino delca, kar se kaZze v spremembi naboja. Nato sledi dodatek
anionskega polimera, ki ponovno spremeni naboj povrsine. Tako je omogoceno kontinuirno
nalaganje plasti. To tehniko lahko uporabimo za razne nabite snovi, tudi za biomateriale, kot
so proteini, nukleinske kisline, ogljikovi hidrati in delci virusov. Proces sestavljanja strukture
poteka v zelo blagih razmerah, potrebujemo le stekleno posodico in mesalo. Ni pa nujno, da
so plasti med seboj vedno povezane z elektrostatskimi vezmi, ampak tudi z vodikovimi ali
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koordinacijskimi vezmi. Mozna pa je tudi biospecificna prepoznava, npr. med lektini in
sladkorji, kar omogoca bolj specifi¢no strukturo filma (Ariga in Hill, 2008).
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Slika 5: Prikaz tehnike »plast na plast« za oblacenje delcev (Johmston in sod., 2006)
Na sliki je prikazan potek reakcije »plast na plast«. Na delec, ki predstavlja jedro, se posami¢no nanasa ve¢
plasti. Po zadnjem nanosu se odstrani notranjost delca in ostane le lupina.

2.3 ZETAPOTENCIAL

2.3.1 Definicija zeta potenciala

Zeta potencial je fizikalna lastnost, ki jo ima vsak delec v suspenziji. Uporablja se za
optimiziranje sestav suspenzij in emulzij, pomaga pa tudi pri napovedovanju dolgoro¢ne
stabilnosti suspenzije (Malvern instruments, 2012).

Poznamo tri osnovna agregatna stanja, v katerem se lahko nahaja snov: trdno, tekoce in
plinasto. V primeru, da je trdna snov v tekocCini dispergirana v obliki zelo drobnih delcev,
pravimo, da je sistem koloiden. Koloidni materiali imajo posebne lastnosti, ki jim dajejo
veliko uporabnost. V dolo¢enih razmerah se lahko delci primejo drug drugega in tvorijo
agregate. Zacetni agregat se imenuje flokula in nastane v procesu flokulacije, ¢e pa se agregat
nato spremeni v bolj gosto obliko, pravimo, da je koaguliral. Agregat obi¢ajno lo¢imo od
raztopine s sedimentacijo (Malvern instruments, 2012).
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Slika 6: Mozna stanja koloidnih sistemov (Malvern instruments, 2012)
Slika prikazuje §tevilne mehanizme, pri katerih lahko pride do izgube stabilnosti koloidnega sistema.

Koagulacija je navadno ireverzibilna, proces flokulacije pa je Se mogoce obrniti.

Tekoca plast, ki obdaja delce, je sestavljena iz dveh plasti: Sternove plasti, kjer so ioni mo¢no
vezani, in zunanje (difuzivne) plasti, kjer so ioni Sibkeje vezani. Znotraj difuzivne plasti je
meja, za katero ioni in delci tvorijo stabilno strukturo. Ko se delci premaknejo (npr. zaradi
gravitacije), se premaknejo tudi ioni znotraj te meje (drsna ravnina). Tisti, ki so na drugi strani
meje, ostanejo dispergirani. Potencial na meji med kompaktno in difuzivno plastjo imenujemo
zeta potencial (Sze in sod., 2003).
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Slika 7: Prikaz drsne ravnine in zeta potenciala (Malvern Instruments, 2012)
Slika prikazuje odvisnost Sternovega in zeta potenciala od oddaljenosti od povrsine delca.

Magnituda zeta potenciala nam poda oceno o potencialni stabilnosti koloidnega sistema. Ce
imajo vsi delci v suspenziji velik pozitivni oz. negativni zeta potencial, bodo teZili k temu, da
se med seboj odbijajo in tako ne bo teZnje po njihovem zdruzevanju. Ce pa imajo delci nizek
zeta potencial, med njimi ne bo nobene sile, ki bi preprecila njihovo zdruzevanje (Sze in sod,
2003).

Glavna delitev med stabilno in nestabilno suspenzijo je navadno pri vrednostih ve¢jih od
|30| mV. Za raztopine, Katerih delci imajo absolutno vrednost zeta potenciala nad 30 mV,
velja, da so stabilne, druge pa nestabilne (Malvern instruments, 2012).

2.3.2 Vplivi na zeta potencial
a) pH

V vodnih medijih je pH-vrednost vzorca najpomembnejsi faktor, ki vpliva na zeta potencial.
Vrednost zeta potenciala brez podanih lastnosti raztopine je tako le $tevilka brez pomena. Ce
imamo na primer delec v suspenziji z negativnim zeta potencialom in raztopini dodamo
alkalne skupine, potem delci dobijo ve¢ negativnega naboja in se absolutna vrednost zeta
potenciala pove¢a. Ce suspenziji dodamo kislino, potem bo pocasi prislo do nevtralizacije
naboja. Nadaljnje dodajanje kisline pa bo povzro€ilo nastajanje pozitivnega naboja. Tako bo
krivulja zeta potenciala v odvisnosti od pH pozitivna pri nizkih pH-vrednostih in nizja oz.
negativna pri visokih pH-vrednostih. Vmes lahko pride do tocke, kjer je zeta potencial enak
ni¢. Ta tocka je zelo pomembna, saj je v njej sistem najmanj stabilen in obstaja velika
verjetnost, da bo prislo do koagulacije (Malvern instruments, 2012).
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Slika 8: Zeta potencial v odvisnosti od pH-vrednosti raztopine (Malvern Instruments, 2012)
Slika prikazuje spreminjanje zeta potenciala raztopine glede na njeno pH-vrednost.

b) Debelina elektricnega dvosloja

Debelina elektri¢ne dvojne plasti okoli delca je odvisna od koncentracije ionov v raztopini in
Jo lahko izraCunamo iz ionske moc¢i medija. Visja kot je ionska moc, bolj stisnjena bo
elektri¢na dvojna plast. Na debelino plasti pa vpliva tudi valen¢nost ionov. Anorganski ioni
lahko interagirajo z nabitimi povr§inami na dva nacina: z nespecifi¢no ionsko adsorbcijo, ki
ne vpliva na izoelektri¢no tocko, in s specificno ionsko adsorbcijo, ki vodi do spremembe
izoelektricne tocke. Specificna adsorbcija ionov na povr§ju delcev, tudi v nizkih
koncentracijah, lahko zelo spremeni zeta potencial disperzije delcev (Sze in sod, 2003).

c) Ostali vplivi na zeta potencial
Koncentracije sestavin (npr. dodanih polimerov) in temperatura koloidne raztopine prav tako

vplivata na vrednost zeta potenciala, ampak v precej manjsi meri kakor drugi opisani
dejavniki (Sze in sod, 2003).

2.3.3 Merjenje zeta potenciala

Zeta potencial je kljucen dejavnik v modelih elektricnih dvojnih slojev in njihovih lastnosti,
zato so njegove meritve zelo pomembne. Zaradi pomembnosti zeta potenciala so razvili
Stevilne tehnike za njegovo merjenje, ki temeljijo na enem izmed treh elektrokinetskih
ucinkov: elektroforezi, elektroosmozi, dielektroforezi (Sze in sod., 2003).

Najpogosteje uporabljamo merjenje na osnovi elektroforeze. V tem primeru zeta potencial
merimo z apliciranjem elektricnega polja na disperzijo delcev v raztopini (Malvern
instruments, 2012).

V elektricnem polju bodo v raztopini raztopljeni nabiti delci potovali proti elektrodi z
nasprotnim nabojem. Hitrost gibanja je odvisna od moci elektricnega polja, dielektri¢ne
konstante medija, viskoznosti medija in zeta potenciala. To hitrost imenujemo elektroforetska
mobilnost. Zeta potencial je povezan z elektroforetsko mobilnostjo v Henryjevi enacbi:

Ug= 2eZf(xa)/3n .. (1)

kjer je Ug dielektricna konstanta, Z zeta potencial, n viskoznost, f(xa)/3n pa Henryjeva
funkcija (Malvern instruments, 2012).
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Hitrost merimo po teoriji Dopplerjevega ucinka. Na delce je usmerjen laserski zarek, nato pa
se detektira sipana svetloba. Zarek vsebuje fazni zamik, ki je posledica hitrosti premikajo¢ih
se delcev. Zarek gre potem na fotopomnoZevalko, ki oja¢a signal. Iz faznega zamika se nato
izratuna mobilnost delcev in posledi¢no tudi zeta potencial (Malvern instruments, 2012).
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Slika 9: Prikaz merjenja zeta potenciala (povzeto po BeckamCoulter, 2008)
Slika prikazuje opti¢ni diagram naprave DelsaNano HC. Z LD 1 in LD 2 sta oznaéena laserja.

2.4 NANODELCI

2.4.1 Tipi nanodelcev

Trenutno Se ni definicije, ki bi nanodelec natanéno opredelila (Duncan in Gaspar, 2011).
Obstaja ve¢ razlicnih definicij glede na material nanodelcev in glede na podrocje njihove
uporabe. V ozjem smislu so nanodelci definirani kot delci manjsi 10-20 nm (Hosokawa in
sod., 2007). V mnogih primerih (tudi v primeru nanomedicine) so med nanodelce uvrséeni
delci velikosti od 1 do 1000 nm (Duncan in Gaspar, 2011).

V velikostnem razredu nanodelcev se njihove kemijske, bioloske in fizikalne lastnosti mo¢no
spremenijo. Nanodelci imajo tako Stevilne posebne lastnosti:
- morfoloske/strukturne lastnosti: manjsi delci lazje prehajajo skozi membrane, velika
specificna povrsina pa je tudi razlog za vecjo reaktivnost in topnost.
- Termicne lastnosti: temperatura taljenja na ravni nanodelcev se navadno zniza.
- Elektromagnetne lastnosti: pri nanodelcih se zveca dielektri¢na konstanta materialov,
ki lahko dobijo tudi supermagnetne lastnosti.
- Opti¢ne lastnosti: z manjSanjem velikosti se spreminja intenziteta absorbcije pri
dolocenih valovnih dolZzinah.
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- Mehanske lastnosti: z manjSanjem delcev se navadno veca njihova trdnost
(Duncan in Gaspar, 2011).
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Slika 10: Nanodelci iz silikatnega stekla (Gijs, 2008)
Slika prikazuje nanodelce iz silikatnega stekla, ki so veliki priblizno 100 nm.

Nanodelce sintetizirajo iz ve¢ vrst razliénih materialov, najpogosteje pa iz kovin, kovinskih
oksidov, ne-oksidne keramike, polimerov, ogljika in iz biomolekul. Obstajajo v Stevilnih
razli¢nih oblikah, kot so cevke, kroglice, cilindri ... Navadno so povrSinsko modificirani,
tako da ustrezajo dolocenemu namenu uporabe. NajpomembnejSa posledica nano velikosti je
prisotnost velikega deleZza atomov/molekul na povrSini nanodelca namesto v njegovi
notranjosti in velika povrsina na enoto prostornine materiala. Ti dve lastnosti se z manjSanjem
velikosti delcev materiala Se stopnjujeta in sta odgovorni za vse posebne lastnosti nanodelcev
(Hosokawa in sod., 2007).

2.4.2 Sinteza nanodelcev

Pri sintezi nanodelcev poznamo dva pristopa, in sicer »od zgoraj dol« in »od spodaj gor«.
Uporabljajo se razli¢ne strategije:
- Sinteza v plinasti fazi
Obstaja veliko razlicnih metod sinteze nanodelcev v plinasti fazi. Njihov glavni
princip je segrevanje in evaporacija, ki ji sledi hitro ohlajanje. Sem spada plinska
piroliza, evaporacija, sinteza plazme, kemijska sinteza pare in laserska ablacija. Kot
generatorje delcev najpogosteje uporabljamo elektrosprejne sisteme, saj proizvajajo
zelo majhne monodisperzne delce (Cruis in sod. 1997).
- Sinteza v tekoci fazi
Najbolj uporabna je sinteza v tekoc¢i fazi. Ve¢inoma uporabljamo tehnike, pri katerih
iz ionov ali molekul naredimo veéje delce. Koloidne metode temeljijo na
precipitacijskih procesih v raztopini. Raztopine razlicnih ionov meSamo pod
nadzorovanih razmerah in jih tako pretvorimo v netopne precipitate. S kontroliranjem
nukleizacije in kinetike rasti lahko proizvedemo delce raznih velikosti in oblik. Proces
kontroliramo z ultrazvo¢nimi in zvo¢no-kemi¢nimi na¢ini.
- Superkriti¢na-hidrotermalna metoda
Lastnosti vode se zelo spremenijo v obmocju njene kriti¢ne tocke. Posledi¢no se
spremeni tudi ravnotezje in hitrost reakcij. Pri tej metodi izkoriS§¢amo lastnosti
superkriticnih tekocCin, katerih gostota in dielektricna konstanta sta odvisni od
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temperature in tlaka, kar nam omogoca kontrolo topnosti raztopine in stopnjo
supersaturacije.
- Sinteza v trdni fazi

Pri sintezi v trdni fazi za izhodisS¢e vzamemo vecje delce, ki jih nato z mletjem oz.
drobljenjem zmanjSamo. Tako pridobimo zelo drobne delce. Da bi se izognili
agregaciji, proces drobljenja in mletja navadno izvajamo v prisotnosti koloidnih
stabilizatorjev

(Hosokawa in sod., 2007).

2.5 ANTIMIKROBNI UCINKI NANODELCEV

Zaradi izbruha nalezljivih bolezni, ki jih povzrocajo razlicne patogene bakterije, in zaradi
razvoja antibiotske rezistence raziskovalci intenzivno i$¢ejo nova antibakterijska sredstva.
Kot zelo obetavni se zdijo nanodelci, saj imajo veliko povr$ino na enoto prostornine, pa tudi
zaradi svojih unikatnih kemijskih in fizikalnih lastnosti. (Kenawy in sod., 2007). Nanodelce
se lahko direktno uporablja za zdravljenje, lahko pa predstavljajo nosilce za taréno dostavo
zdravil (Duncan in Gaspar, 2011).

Antimikrobna aktivnost delca je v veliki meri odvisna od njegove molekulske mase. Njegova
velikost ima namre¢ pomembno vlogo pri prehajanju delca skozi membrano celice. Do
velikosti, pri kateri delec Se preide skozi membrano celice, njegova antimikrobna aktivnost z
velikostjo raste. Ko pa delec preseze velikost, ki mu omogoca prehod skozi membrano, za¢ne
njegova antimikrobna aktivnost z vefanjem njegove velikosti padati. V primeru manjsih
delcev se jih namre¢ ve¢ veze na zunanjost celice (Kenawy in sod., 2007). Velikost, primerna
za uporabo, pa je odvisna od tipa delca. V primeru liposomov se uporabljajo delci velikosti
80-200 nm, v primeru nanodelcev 20-1000 nm, v primeru polimerov 5-25 nm, v primeru
kristalov pa 100-1000 nm (Duncan in Gaspar, 2011).

Poleg popolne zamenjave zdravljenja z nanodelci se raziskujejo tudi moznosti kombiniranega
zdravljenja z antibiotiki in novimi antimikrobnimi u¢inkovinami. V kombinaciji srebrovih
nanodelcev z beta-laktamskimi antibiotiki so odkrili, da se je ucinkovitost delovanja
antibiotikov povecala (Rai in sod. 2009).

2.5.1 Srebrovi nanodelci

Pri uporabi nanodelcev kot antimikrobnih u¢inkovin so raziskovalci preizkusali ve¢ razli€nih
nanodelcev: titanijeve, magnezijeve, alginatne in srebrove. Kot najbolj uéinkoviti so se
izkazali srebrovi nanodelci, saj imajo dobre antimikrobne lastnosti proti bakterijam, virusom
in evkariontskim mikroorganizmom (Rai in sod., 2009).

Uporaba srebra kot antimikrobnega sredstva je znana e dolgo. Ze stoletja se namreé
uporablja za zdravljenje opeklin in kroni¢nih ran (Rai in sod., 2009). Je uinkovita snov z
majhno toksi¢nostjo za sesalce.

Antimikrobne lastnosti srebra so odvisne od koli¢ine srebra in hitrosti njegovega sprosc¢anja.
V elementarnem stanju je srebro inertno, v reakciji s kozo in tekocino rane pa se ionizira.
lonizirano srebro je mo¢no reaktivno, saj se veze na proteine in povzroli strukturne
spremembe v bakterijski celi¢ni steni in membrani jedra, kar vodi v celicno smrt. Veze se tudi
na bakterijsko DNA in RNA in tako inhibira delitev celice. Njegova aktivnost pa je mocno
odvisna tudi od velikosti in oblike delcev. Manjsi kot je delec, vecjo povrsino ima na voljo za
stik z bakterijo; razli¢ne oblike delcev imajo razli¢ne uéinke na celico (Rai in sod., 2009).
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Srebrovi sulfonamidi so kombinacija srebra in sulfadiazina in delujejo kot antibiotiki Sirokega
spektra (Rai in sod., 2009). Srebrovi sulfonamidi (AgSD) se Ze dolgo uporabljajo za
zdravljenje opeklin. Glavni funkciji AgSD naj bi bili pocasno sproscanje sredstva v rano in
neopazna absorbcija srebra (Balogh in sod., 2000).

Delovanje srebrovih nanodelcev je veliko mo¢nejSe v primeru gram negativnih bakterij, saj
imajo tanjSo plast peptidoglikana in tako lazje predrejo skozi celi¢no steno. Tocen mehanizem
delovanja srebrovih nanodelcev sicer Se ni znan. Nanodelec se lahko prime celicne stene,
lahko pa prodre tudi v celico. Ko nanodelci pridejo skozi celi¢no steno, se vezejo na DNA, ki
posledi¢no spremeni svojo obliko, kar vodi v prekinitev celicne delitve. Pogosto pa se vezejo
na proteine dihalne verige in tako povzrocijo celi¢no smrt (Rai in sod., 2009).

Med znanstveniki vseeno obstaja skrb glede mnozi¢ne uporabe srebrovih delcev zaradi
moznega pojava na srebro rezistentnih sevov. Znanstveniki so zakljucili, da so srebrovi delci
ucinkovita alternativa za antibiotike. Poudarili so le, da bi se v prihodnosti za problemati¢no
lahko izkazala uporaba srebrovih sredstev z nizkim delezem srebrovih ionov. V takSnih
primerih je namre¢ vecja verjetnost, da dolocene bakterije mutirajo in prezivijo. Zato je
pomembno, da se uporabljajo koncentracije srebrovih ionov, ki zagotovo uniéijo bakterijsko
aktivnost (Rai in sod., 2009).

Uporaba srebrovih nanodelcev:

- nanodelci FeO3Ag se lahko uporabijo za ¢iS¢enje voda in se lahko odstranijo z
magnetnim poljem, s ¢imer preprec¢imo kontaminacijo okolja s srebrom.

- Srebrov sulfadiazin se uporablja za zdravljenje opeklin, zaradi svojega pocasnega
sproscanja.

- S srebrom oblecene kirurSke maske zmanjSujejo kontaminacijo.

- Srebrova nanobarva je okolju prijazna.

- Zazdravljenje opeklin in raznih infekcij.

- Srebrov zeolit se uporablja kot konzervans v hrani.
(Rai in sod., 2009; Panacek in sod., 2006)

2.5.2 Dendrimeri kot nanodelci

Dendrimeri so simetri¢ne sfericne makromolekule, sestavljene iz jedra, vej in terminalnih
skupin. Njihova notranjost je lahko zelo podobna ali pa zelo razli¢na od zunanjosti. Kemijske
in fizikalne lastnosti, kot so reaktivnost, tvorjenje kompleksov ali soli, hidrofilnost itd., se
lahko spreminjajo in optimizirajo. Dendromeri poliamidoamina (PAMAM) so sestavljeni iz
ponavljajoc¢ih se enot B-alanina. Zaradi okolju prijazne narave in posebnih nosilnih lastnosti
so zelo obetavni na podro¢ju medicine. V vodi so stabilni in netopni. Pri povezavi
dendrimerov s protitelesi so ugotovili, da se dendrimeri lahko uporabijo kot netoksicna
sredstva, ki prepoznavajo specificne celice. Pri testiranju konjugatov dendrimerov s protitelesi
so se izkazali za netoksi¢ne agense, ki SO lahko usmerjeni proti specificnim celicam (Balogh
in sod., 2000).

2.5.3 Liposomi

Liposomi so majhni vezikli s fosfolipidnim dvoslojem (Hosokawa in sod., 2007), sestavljeni
iz ene ali ve¢ lipidnih dvojnih plasti, urejeni v koncentricno obliko in vkljucujejo enako
stevilo prostorov z vodo (Strukelj in Kos, 2007). Sprva so jih uporabljali kot modelne sisteme
za preucevanje membran, do danes pa se je njihova uporaba razsirila na razli¢na podrocja
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medicine, ekologije, Zivilske industrije in kozmetike. Zanimanje za liposome je posledica
njihove vezikularne strukture, ki jo omejuje ena ali ve¢ plasti. Od nacina priprave je odvisno,
kako veliki bodo delci in koliko plasti bodo imeli. Liposom se lahko poveze s celico na ve¢
naéinov: z adsorbcijo, endocitozo, izmenjavo lipidov in fuzijo. Njihova sredica navadno
vsebuje le vodno fazo, lahko pa je v njej raztopljeno zdravilo, hidrofobna zdravila pa se lahko
vgradijo v fosfolipidni dvosloj (Hosokawa in sod., 2007). Ucinkovitost liposomov so
preucevali Ze na mnogih primerih. Ugotovili so, da so B-laktamski antibiotiki in antibiotiki za
zdravljenje kroni¢nih infekcij veliko bolj u¢inkoviti, ¢e so inkapsulirani v liposome. Pokazali
so tudi inhibitoren vpliv liposomov na rast mikobakterij (Pinto-Alphandary in sod., 1999).

2.5.4 Antimikrobni polimeri

Problem pri uporabi vecine antimikrobnih nanodelcev je v njihovem vplivu na okolje in hitri
izgubi antimikrobnih lastnosti zaradi nizke molekulske mase. Da bi resili to tezavo, so
antimikrobna sredstva vezali na polimere. Tako obdelani nanodelci so zelo udinkoviti,
specifi¢ni in imajo dolgo zivljenjsko dobo (Kenawy in sod., 2007).

Idealni antimikrobni polimer naj bi imel naslednje lastnosti: nastane z enostavno in poceni
sintezo, je stabilen v razmerah delovanja, je dolgoro¢no uporaben pri dolo¢eni temperaturi, je
netopen v vodi, nerazgradljivost, ne spros$¢a toksi¢nih produktov, ne sme biti toksi¢en 0z.
draze¢ za ljudi, ki z njim delajo, se lahko obnovi po izgubi aktivnosti ter ima Sirok spekter
delovanja v kratkem kontaktnem ¢asu (Kenawy in sod., 2007).

Velik potencial uporabe taks$nih nanodelcev je v medicini za dezinfekcijo delovnih povrsin, Ki
bi jih lahko dodajali obvezam, katetrom in drugim vsadkom. Pritrditev zdravila na
makromolekularni nosilec bi upocasnila njegovo izloCanje in omogocila dolgotrajno in
kontrolirano sproscanje uc¢inkovine. Glavni problem uporabe katetrov so namre¢ okuzbe. Ena
izmed metod za sintezo antimikrobnih polimerov je dodatek organskega ali anorganskega
biocida med polimerizacijo. Njihova prednost je v tem, da so nehlapni, ne prehajajo skozi
kozo, so kemijsko stabilni in nestrupeni za bolnika (Kenawy in sod., 2007).

Antimikrobni polimerni delci se veliko uporabljajo tudi za ¢is¢enje voda. Danes se namre¢
pitna voda vecinoma ¢isti s klorom, ki je toksi¢en in lahko pride do njegovega kopicenja v
prehranjevalni verigi. To se lahko reSi z odstranitvijo mikroorganizmov iz vode z netopnimi
snovmi. MozZen nacin je uporaba kontaktnih dezinfekcijskih sredstev, ki inaktivirajo, ubijejo
ali odstranijo mikroorganizme brez spro$¢anja reaktivnih agensov (Kenawy in sod., 2007).

Potencial pa imajo tudi v prehranskem sektorju. Antimikrobne substance, dodane v pakirni
material, bi lahko inhibirale rast mikroorganizmov (Kenawy in sod., 2007).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1 Mikroorganizmi

- Sev Bacillus anthracis,
- E. coli elektrokompetentne celice: One Shot Top10 (Invitrogen),
- E. coli kemi¢no kompetentne produkcijske celice: BL21 Star(DE3) (Invitrogen).

3.1.2 Sestava gojis¢
GOJISCE LBA(Sigma)

Tripton 10 g/L
Kvasni ekstrakt 5¢9/L
NaCl 10 g/L

Ampicilin (Sigma) 100 ug/mL
Gojisc¢e smo raztopili v destilirani vodi in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

Pri pripravi plos¢ X-gal LBA smo osnovnemu LBA-gojis¢u dodali se 0,8 mg/mL X-gal
(Sigma).

GOJISCE TSB

Kazeinski pepton (Fluka) 17 g/L
Sojin pepton (Fluka) 3g/L
D-glukoza (Sigma) 2,59g/L
NaCl (Sigma) 59/L
KoHPO, (Fluka) 2 g/L

Gojisce smo raztopili v destilirani vodi in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

3.1.3 Raztopine za izolacijo plazmidne DNA

PUFER ZA RAZTAPLJANJE PELETA(pufer Invitrogen CONCERT ™ RNase A (Cat.
No. 12091-039))

Tris-HCI 50 mM

RNAza A 20 mg/mL

EDTA 10 mM

PUFER ZA ALKALNO LI1ZO

NaOH (Merck) 02M

SDS (Fluka) 1%

Raztopino smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

NEVTRALIZACIJISKA RAZTOPINA

Gvanidinijev hidroklorid (Sigma) 4 M

Na/K-acetat (Fluka) 05M

pH-vrednost raztopine smo uravnali na 4,2 in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

PUFER ZA SPIRANJE KOLON

NaCl (Riedel-de Haen) 20 mM

Tris-HCI (Sigma) 20 mM

Etanol (Riedel-de Haen) 80 %

pH-vrednost raztopine smo uravnali na 7,5 in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.
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ELUCIJSKI PUFER
Tris-HCI (Sigma) 10 mM
pH-vrednost raztopine smo uravnali na 8,5 in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

3.1.4 Raztopine za agarozno elektroforezo

5X TBE

Tris baza (Sigma) 54 ¢
Borova kislina 2759

0,5 MEDTA (pH 8) 20 mL

H.0 do 1000 mL

Pred uporabo smo 5X pufer TBE redc¢ili 10 x. 5X pufer TBE hranimo na sobni temperaturi.

1 % Agaroza
Agaroza (Sigma) 05¢g
0,5X TBE 50 mL

3.1.5 Raztopine za poliakrilamidno elektroforezo
10X ELEKTROFOREZNI PUFER

Tris (Sigma) 250 mM

glicin (Sigma) 1920 mM

SDS (Fluka) 10 %

10 % POLIAKRILAMIDNI LOCEVALNI GEL
Akrilamid (Sigma) 3,26 mL
Bis-akrilamid (Sigma) 1,69 mL

Tris (pH 8,8 Sigma) 2,5 mL

10 % SDS (Fluka) 100 uL

10 % APS (Sigma) 100 uL
Temed (Sigma) 6 uL

MQ 1,34 mL

4 % VSTOPNI POLIAKRILAMIDNI GEL
Akrilamid (Sigma) 315 uL
Bis-akrilamid (Sigma) 165 pL

Tris (pH 6,8 Sigma) 250 uL

10 % SDS (Fluka) 20 uL

10 % APS (Sigma) 20 uL

Temed (Sigma) 2 ulL

MQ 1,226 mL

3.1.6 Aparature

- centrifugi: 2-16 K (Sigma); Centric 200 R (Tehtnica)

- tehtnica: Kern, ALS 120-4 N

- pH-metra: WTW-Inolab, pH/cond 720; Hanna Instruments, HI11221
- inkubator: Memert

- avtomatske pipete: Eppendorf

- avtoklav: A-21CA (Kambic)

16
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- PCR blok: T Gradient (Biometra)

- komora za pripravo PCR-reakcijske meSanice: DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-M-AR
- elektroforeza (BioRad)

- aparat za slikanje gelov: BioDoc Analyze (Biometra)

- homogenizator (Tehtnica)

- sprektrofotometer: Ocean Optics inc., USB2000

- kolone za izolacijo DNA: Spin Column for DNA (EcoSpin)

- flurimeter za merjenje koncentracije DNA: Qubit™ flurometer (Inivtrogen)

- merilec zeta potenciala in velikosti delcev: Beckamn Coulter, DelsaNano HC
- infuzija Alaris medical systems

- homogenizator Silent crusher (Heidolph)

- vrtinénik: IKA vortex genius 3

- elektroporator: Electroporator 2510 (Eppendorf)

- termoblok: Bioshake iQ (Q instruments)

3.1.7 Kemikalije

- nanasSalno barvilo: 6 X DNA Loading Dye (Fermentas)
- pRSET EmGFP vektor (Invitrogen)

- restrikcijski encim EcoRI (Fermentas)

- EcoRI-pufer (Fermentas)

- T4 DNA ligaze (Fermentas)

- T4-ligazni pufer (Fermentas)

- amonijev acetat (Sigma)

- etanol (Riedel-de Haen)

- fosfataza: FastAP Thermosensitive Alkaline phospatase (Thermo scientific)

- fosfatazni pufer: FastAP thermosensitive Alkaline phospatese buffer (Thermo
scientific

- IPTG (Roth)

- steklene kroglice (Sigma)

- reducent: reducing agent (Fermentas)

- nana$alno barvilo: 4 x Dual colour protein loading buffer

- lestvice: Spektra"™ high range (Fermentas), Spektra™ low range (Fermentas)

- lizocim (Fluka)

- kalcijev nitrat (Sigma)

- natrijev karbonat (Sigma)

- PAH (Aldrich)

- PAA (Aldrich)

- 0,01 M PBS (Sigma)

- agaroza (Sigma)

- SYBR Green (Sigma)

- lestvice: Lambda DNA PstMarker (Fermentas), Gene ruler 100 bp (Fermentas

- ampicilin (Fluka)

- agar (Sanolabor)

- sybr green (Sigma)

- nana$alno barvilo: 6 X DNA Loading Dye (Fermentas)
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- fizioloska raztopina (0,9 % NaCl)
- kit za merjenje koncentracije DNA: Quant'™ dsDNA HS Assay kit (Inivitrogen)
- kit za ¢iS€enje PCR produkta iz gela: Wizard SV gel and PCR clean-up system
(Promega)
- kit za kloniranje: TOPO TA Cloning kits (Invitrogen)
o vektor PCR 2.1 TA TOPO
o solna raztopina

3.2 METODE

3.2.1 PomnoZevanje gena za lizocim iz bakteriofaga lambda z verizno reakcijo s
polimerazo (PCR)

Za namene magistrske naloge smo potrebovali gen za lizocim. Namnozili smo ga iz genoma
bakteriofaga lambda, ki je bil razrezan z restrikcijskim encimom Pstl. Pred namnozevanjem
smo preverili, kje v genomu se nahaja gen za lizocim in ¢e vsebuje restrikcijska mesta za Pst.
Ker gen za lizocim ne vsebuje restrikcijskih mest za Pst, smo genom lahko uporabili kot
vzorec za pomnozevanje gena za lizocim. Za namen kloniranja smo dizajnirali ve¢ razli¢nih
zacetnih oligonukleotidov, ki so prikazani v preglednici 1.

Preglednica 1: Zaporedje zaCetnih oligonukleotidov za pomnoZevanje gena za lizocim v genomu bakteriofaga
lambda

zadetni zaporedje (5°-3°) temperatura  temperatura  dolZina
oligo- taljenja taljenja (bazni pari)
nukleotid sekundarnih

struktur
lizocimFl 5-CGC TTA TCA AAC GCT TCG CTG-3° 57,1 °C 22,8 °C 21 bp
lizocimR1 5-TAATCG CGG TGACTCTGCTC-3° 56,9 °C 38,2 °C 21 bp
lizocimF2 5" -GCT TAT CAA ACG CTT CGC TGC- 3° 57,4 °C 22,8°C 21bp
lizocimR2 5°-GGC AGA CGATGATGC AGATAACC-3° 579°C 40,5 °C 23 bp

Uporabljen par smo izbrali glede na naslednje kriterije:
- uporabljena zacetna oligonukleotida morata imeti ¢im bolj podobno temperaturo
taljenja,
- uporabljen zacetni oligonukleotid naj ne tvori dimerov in drugih sekundarnih struktur,
- v kolikor zacetni oligonukleotid tvori sekundarne strukture naj bo njihova temperatura
taljenja vsaj 5 °C nizja od temperature taljenja zacetnega oligonukleotida.

Glede na opisane kriterije smo izbrali zacetna oligonukleotida lizocimF1 (Sigma) in
lizocimR1 (Sigma).
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Slika 11: Oznake naleganja zacetnih oligonukleotidov lizocimF1 in lizocimR1 na genom bakteriofaga lambda
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Na sliki so z rumeno oznacena mesta naleganja zacetnih oligonukleotidov, z modro pa je oznacen gen, ki kodira

lizocim.

Pred PCR-reakcijo smo morali deaktivirati restrikcijski encim Pst, ki ga je vsebovala
uporabljena DNA (Fermentas). To smo dosegli s 30-minutnim segrevanjem DNA

bakteriofaga lambda na 80 °C. Sledila je reakcija PCR. Sestava uporabljene reakcijske
mesanice je navedena v preglednici 2. Pogoje reakcije, ki so opisani v preglednici 3, smo

dolocili glede na temperaturo taljenja zacetnih oligonukleotidov in dolZine pomnozZka.

Preglednica 2: Reakcijska meSanica PCR-reakcije za namnoZevanje gena za lizocim

PCR-reakcijska meSanica zalozna kon¢na proizvajalec
koncentracija koncentracija
zacetni oligonukleotid lizocimF1 10 Mm 0,5 uM Sigma
zacetni oligonukleotid lizocimR1 10 Mm 0,5 uM Sigma
taq polimerazni pufer 10 x 1x Fermentas
Magnezij 25 mM 3 mM Fermentas
TAQ-polimeraza 5U/uL 1U Fermentas
DNA (Lambda Pst) 5 ng/M1 0,2 ng/ulL Fermentas
deoksinukleotidi 25 mM 0,2 mM Fermentas
bidestilirana voda do 25 pul
Preglednica 3: Potek PCR-reakcije za namnoZevanje gena za lizocim
proces temperatura cas ponovitve
predhodna denaturacija 95 °C 120 s 1x
denaturacija 95 °C 45s 30 X
prileganje 51 °C 45s 30 X
podaljSevanje 72 °C 45s 30 x
konéno podaljSevanje 72 °C 120s 1x
hlajenje 4°C

Rezultate verizne reakcije s polimerazo smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo.

Priprava vzorca za nanos na 1 % agarozni gel:
- 1,2 uL 10 x Sybr Greena,
- 2 puL 6 x nanaSalnega pufra,
- 8 uL vzorca,
- MQdo 12 pL.

Elektroforeza je potekala pri napetosti 5-7 V/cm (100 V), 30 min v TBE-pufru. 1z gela smo

nato izrezali liso (570 bp) in jo odistili s kitom Wizard SV gel and PCR clean-up system

(Promega).
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3.2.2 Kloniranje gena za lizocim iz bakteriofaga lambda v vektor TA

Po uspesnem pomnoZzevanju gena za lizocim smo gen vstavili v vektor PCR 2.1 TA TOPO.
Ker smo pri PCR uporabili TAQ-polimerazo je na§ pomnozek na 5* in 3" imel adenin, vektor
TA pa je na obeh koncih vseboval timin, kar je omogoc¢alo enostavno ligacijo brez restrikcije.
Uporabljena reakcijska meSanica je opisana v preglednici 4.

Preglednica 4: Reakcijska mesanica ligacije lizocima v vektor PCR 2.1 TA TOPO

sestavina volumen
o¢is¢en PCR-produkt 4 uL
4 x redéena solna raztopina 1 Ml
vektor 1yl

Pri pripravi ligacijske meSanice smo bili pozorni, da smo vektor PCR 2.1 TA TOPO dodali
kot zadnjo sestavino. Tako smo mocno zmanjSali pogostost avtoligacije vektorja. Pripravi
ligacijske mesanice je sledila transformacija vektorja v elektropotentne celice E.coli TOP 10.

Transformacija vektorja PCR 2.1 TA TOPO z lizocimom v elektrokompetentne E. coli celice:
- Ligacijsko meSanico smo premesali in nato 5 minut inkubirali pri sobni temperaturi.
- 40 pL elektrokompetentnih celic smo dodali 2 pL ligacijske meSanice in vse skupaj
odpipetirali v ohlajeno kiveto.
- Elektroporacija (1700 V).
- Takoj po elektroporaciji smo v kiveto dodali 1 mL gojiSc¢a LB.
- Celotno vsebino kivete smo nato odpipetirali v 1,5 mL Eppendorfove epruvete.
- Inkubirali smo 45 minut pri 37 °C in 250 RPM.
- Razmazali 100 pL kulture na plosce X-gal LBA.
- Inkubirali plos¢e ¢ez noc pri 37 °C.

Naslednji dan smo pregledali ploS¢e, na katerih so bile bele in modre kolonije. 100 belih
kolonij smo prepikirali na svezo plos¢o LBA in inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C. Dan po tem smo
5 kolonij nacepili v 5 mL tekocega gojis¢a LBA in inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C in 250 RPM.

3.2.3 Izolacija plazmidne DNA

Po prekonoc¢ni inkubaciji smo iz tekocega gojisca izolirali plazmidno DNA. To smo naredili
po naslednjem postopku.

Izolacija plazmidne DNA:

- centrifugirali smo 2 mL prekonoc¢ne kulture 1 minuto pri 10 000 RPM,
- odstranili supernatant,

- resuspendirali pelet v 250 pL pufra,

- dodali 250 pL pufra za alkalno lizo,

- premesali,

- dodali 350 pL nevtralizacijske raztopine,

- centrifugirali 10 minut pri 13 000 RPM,

- odpipetirali supernatant,

- nanesli supernatant na kolono za vezavo DNA (Eco Spin),
- centrifugirali 1 minuto pri 16 000 RPM,
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- dodali 750 pL pufra za spiranje kolon,

- centrifugirali 1 minuto pri 16 000 RPM,

- odstranili supernatant,

- dodatno centrifugirali 1 minuto pri 16 000 RPM z odprto Eppendorfovo epruveto,
- prestavili kolone v novo Eppendorfovo epruveto,

- dodali 50 pL elucijskega pufra,

- inkubirali 1 minuto pri sobni temperaturi,

- centrifugirali 3 minute pri 16 000 RPM.

Po izolaciji smo rezultate preverili z agarozno gelsko elektroforezo in izmerili koncentracijo
plazmidne DNA s fluorimetrom (Qubit).

3.2.4 Molekularno kloniranje lizocima v vektor pRSET EmGFP

Po uspesni namnozitvi gena za lizocim v vektorju TOPO TA smo ga zeleli klonirati v vektor,
ki je bolj primeren za nas eksperiment. Gen za lizocim smo klonirali v vektor z zelenim
flourescentnim proteinom (GFP) in his- znacko. Izbran vektor je bil pRSET EmGFP
(Invitrogen).

EcoRI

- _lizocim

PCR21TATOPO

+ lizocim

ORF EcoRI

PRSET EmGFP \l

N/

amp

://7

amp -
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Slika 12: Na¢rt kloniranja lizocima iz vektorja PCR 2.1 TA TOPO v vektor pPRSET EmGFP
Na sliki je prikazan nacrt kloniranja gena za lizocim. Gen smo najprej namnozili v vektorju PCR 2.1 TA TOPO
in ga nato vnesli v pRSET EmGFP, pred ligacijo smo oba vektorja rezali z restrikcijskim encimom EcoRl.

V prvem koraku kloniranja smo vektorja PCR 2.1 TA TOPO in pRSET EmGFP razrezali z
restrikcijskim encimom EcoRI (Fermentas). Sestavi restrikcijskih meSanic sta opisani v
preglednicah 5 in 6.
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Preglednica 5: Restrikcijska meSanica vektorja pRSET EmGFP

Sestavine restrikcijske meSanice zalozna koncentracija konéna koncentracija
PRSET EmGFP-vektor 100 ng/pL 1 ng/Ml
EcoRlI-restrikcijski encim 5 U/uL 0,05 U/uL
EcoRlI-pufer 10 x 1x

bidestilirana voda Do 20 pL.

Preglednica 6: Restrikcijska meSanica vektorja PCR 2.1 TA TOPO + lizocim

Sestavine restrikcijske meSanice zalozna koncentracija kon¢na koncentracija
PCR 2.1 TA TOPO vektor + insert 50 ng/pulL 1 ng/pl
EcoRI-restrikcijski encim 5 U/uL 0,05 U/uL

EcoRlI- pufer 10x 1x

bidestilirana voda do 20 puL.

Obe restrikcijski meSanici smo nato inkubirali ¢ez noc€ pri 37 °C. Naslednji dan smo ju nanesli
na 1 % agarozni gel.

Za nanos restrikcijske meSanice na agarozni gel smo zmesali:
- 20 pL posamezne restrikcijske meSanice,
- 3 uL Sybr Greena,
- 5 uL 6 x nanasalnega barvila.

Po poteku elektroforeze smo s skalpelom iz gela izrezali dve lisi:
- v primeru restrikcijske meSanice vektorja pRSET EmGFP smo izrezali liso, ki je
ustrezala velikosti 2900 bp in je predstavljala lineariziran vektor.
-V primeru restrikcijske meSanice vektorja PCR 2.1 TA TOPO in lizocima pa smo
izrezali liso 570 bp, ki je predstavljala lizocim.

Izrezano DNA smo potem ocistili s kitom Wizard SV gel and PCR clean-up system
(Promega). Koncentraciji vkljucka in vektorja smo izmerili na fluorimetru (Qubit).

Restrikciji je sledila ligacija rezanega vektorja pPRSET EmGFP in gena za lizocim. Vektor
pPRSET Em GFP in gen za lizocim smo zlepili skupaj z ligazo T4, ki tvori fosfodiestrske vezi
med dvema koncema DNA-molekule. Ligacija je potekala v molarnem razmerju
vektor : insert je enako 1 : 5.

Ligacijska meSanica je vsebovala:

- 15 ng vektorja,

- 13 ng vkljucka,

- 1 enoto T4 DNA-ligaze (Fermentas),
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- 1 x T4-ligazni pufer,
- MQ-vodo do 20 pL.

Ligacija je potekala ¢ez noc pri 16 °C.

Naslednji dan je sledila deaktivacija ligaze: 10 minut pri 65 °C.

Po deaktivaciji smo izvedli elektroporacijo celic. 2 pL ligacijske meSanice smo dodali 50 pL
celic TOP 10 in elektroporirali po istem postopku kot pri kloniranju z vektorjem TA.

Nato smo celice razmazali na plos¢e LBA in inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C. Dan po tem smo
kolonije prepikirali na svezo plos¢o LBA in ponovno inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C.

3.2.5 Kontrola ligacije z reakcijo PCR na osnovi kolonije

Cez no¢ so zrasle kolonije, pri katerih smo testirali, ali vsebujejo vkljuéek s tehniko PCR na
osnovi kolonije.

Uporabili smo enako reakcijsko mesanico kot v primeru klasi¢ne PCR-reakcije (preglednica
2), le da smo namesto 1 pL plazmidne DNA v vsako Eppendorfovo epruveto nacepili eno
kolonijo. Postopek reakcije PCR je prikazan v preglednici 7.

Preglednica 7: Pogoji reakcije PCR na osnovi kolonije

proces temperatura cas ponovitve
predhodna denaturacija 92 °C 180 s 1x
denaturacija 95 °C 45s 30 x
prileganje 58 °C 45s 30 x
podaljSevanje 72 °C 45s 30 x
konéno podaljSevanje 72 °C 120 s 1x
hlajenje 4°C

Rezultate smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo.

3.2.6 Obarjanje DNA

Ker postopek ligacije ni bil uspesen, smo se lotili optimizacije procesa. Najprej smo poskusili
uporabiti ve¢je koncentracije DNA za sestavo ligacijske meSanice. Vecje koncentracije
plazmida in inserta smo dobili z obarjanjem DNA.

DNA smo obarjali po slede¢em postopku:

- zdruzili smo izolirano DNA (kon¢ni volumen 500 pL),

- dodali 1/4 volumna (125 pL) 10 M amonijevega acetata (ohlajenega na 4 °C),
- premesali,

- dodali 2 volumna 96 % etanola (ohlajenega na —20 °C),

- inkubirali 1 uro na —20 °C,

- centrifugirali 30 minut pri 14 000 RPM in 4 °C,

- opipetirali supernatant,

- spirali z 1 mL 80 % etanola (ohlajenega na —20°C),

- centrifugirali 15 minut pri 14 000 RPM in 4 °C,

- odpipetirali supernatant, ponovno dodali 80 % etanol in ponovili spiranje,
- DNA smo posusili ob gorilniku,

- raztopili v poljubnem volumnu MQ-vode.
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3.2.7 Defosforilacija vektorja pRSET EmGFP

Ker smo bili pri ligaciji Se vedno neuspesni, smo preizkusili modificirati konce vektorja, da bi
preprecili avtoligacijo. Testirali smo namre¢ 100 kolonij, med katerimi nobena ni vsebovala
inserta. Za modifikacijo koncev vektorja smo uporabili fosfatazo. Reakcijska mesSanica, ki
smo jo uporabili za defosforilacijo, je opisana v preglednici 8.

Preglednica 8: Reakcijska meSanica za defosforilacijo vektorja pPRSET EmGFP

reakcijska mesanica

pRSET EmGFP-vektor 100 ng
fosfataza 1U
fosfatazni pufer 1x
bidestilirana voda do 20 uL

Defosforilacija je potekala 10 minut na 37 °C, ki ji je sledila deaktivacija fosfataze 5 minut pri
75 °C.

Ker ligacija Se vedno ni bila uspesna, smo prilagodili postopek defosforilacije s pove¢anjem
koli¢ine dodane fosfataze in podaljSanjem Casa reakcije (preglednica 9).

Preglednica 9: Prilagojena reakcijska mesanica defosforilacije vektorja pPRSET EmGFP

reakcijska mesanica

pRSET EmGFP-vektor 100 ng
fosfataza 20z.5U
fosfatazni pufer 1x
bidestilirana voda do 20 puL.

Defosforilacija je potekala 90 minut na 37 °C, Ki ji je sledila deaktivacija fosfataze 10 minut
na 75 °C.

3.2.8 Produkcija lizocima

Po uspesni ligaciji smo plazmid z vneSenim genom za lizocim transformirali v produkcijske
celice (BL21).

Transformacija vektorja pPRSET EmGFP in lizocim v produkcijske celice E. coli:
- Naledu smo odtalili 50 pLL kemi¢no kompetentnih celic.
- Odtaljenim celicam smo dodali 5-10 ng plazmidne DNA in nezno pretresli
Eppendorfovo epuveto.
- Nato smo meSanico 30 minut inkubirali na ledu.
- Toplotni Sok: 30 sekund pri 42 °C.
- Po toplotnem Soku smo celice takoj dali nazaj na led.
- Nato smo dodali 250 puL. LB-gojisca.
- Sledilo je 1 urno tresenje celic pri 37 °C in 250 RPM.
- Po eni uri smo 100 pL celic razmazali na ploS¢o LBA.
- Plosce smo nato inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C.

Po transformaciji smo izbrali nekaj kolonij in poskusali inducirati produkcijo lizocima.
Uporabili smo razli¢ne koncentracije IPTG in spremljali njihovo rast.
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Indukcija produkcije lizocima:
- Kolonije z lizocimom smo nacepili v tekoCe gojis¢e LBA.
- Inokulirano gojis¢e smo inkubirali ¢ez no€ pri 37 °C in 250 RPM.
- 1 mL prekonoc¢ne kulture smo nacepili v 25 mL svezega gojisce LBA.
- Kulturo smo inkubirali pri 37 °C in 250 RPM, dokler ODggo ni dosegel vrednost 0,8.
- Dodali smo razli¢ne koncentracije IPTG (0; 1 mM; 1,5 mM; 2 mM; 2,5 mM ter
3 mM).
- Inkubirali smo pri 30 °C in 250 RPM.
- Merili opti¢no gostoto (ODggo) 1 in 3 ure po indukciji.

Po koncani indukciji celic smo pripravili vzorce za nanos na poliakrilamidni gel. Najprej je
bilo potrebno lizirati celice.

Liza celic:
- centrifugirali smo 1 mL inducirane kulture 1 minuto na 10 000 RPM,
- raztopili celice v 1 mL fizioloske raztopine,
- dodali 375 mg steklenih kroglic,
- homogenizirali (2, 5, 10, 15, 30 minut) na 30 Hz,
- centrifugirali 10 minut na 10 000 RPM,
- odpipetirali supernatant (lizata) in celi¢nega debrija.

Lizate smo nato nanesli na proteinski gel, da bi videli, kateri proteini so se izrazali v kulturi,
in preverili potencialne razlike v izraZanju pri razli¢ni koli¢ini dodanega IPTG.

Priprava poliakrilamidnega gela

Gel smo pripravili tako, da smo najprej vlili 10 % poliakrilamidni locevalni gel, poc¢akali 30
minut, da se je strdil, nato pa vlili Se 4 % poliakrilamidni nanaSalni gel. Vzorc¢ke smo zaceli
nanasati dve uri kasneje, ko se je gel popolnoma strdil.

Priprava lizata za nanos na poliakrilamidni gel:
- 1,5 pL reducenta,
- 7,5 uL nanaSalnega pufra,
- 21 pL vzorca.

MeSanico smo nato 3 minute segrevali na 100 °C, potem pa vzorce nanesli na gel.
Elektroforeza je najprej potekala pri napetosti 8 V/cm gela, ko so se vzorcki zbrali na liniji
med zbiralnim in nanaSalnim gelom, pa smo napetost povisali na 15 V/cm gela.

3.2.9 Meritev zeta potenciala Bacillus anthracis in lizocima

Za ¢im boljSo vezavo lizocima na nanodelec smo morali ugotoviti, kakSen zeta potencial ima
lizocim pri dolo€enih pogojih. Temu primerno smo prilagodili obdelavo nanodelca. Prav tako
nas je zanimalo, kak$en zeta potencial ima bakterija B. anthracis, da bi celoten sistem lahko
prilagodili tako, da bi omogocili najboljSo vezavo konjugata encim in nanodelec na B.
anthracis, na katerega bi deloval antimikrobno.

Priprava vzorca B. anthracis:
- kolonije B. anthracis smo nacepili v 5 mL tekocega gojisca TSB,
- inkubirali 16 ur pri 37 °C in 250 RPM,
- 1 mL prekono¢ne kulture B. anthracis smo nacepili v sveze gojis¢e TSB (25 mL),
- merili opti¢no gostoto ((ODgoo) Vsakih 30 minut),
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pri ODggo 0,1; 0,6; 0,8 in 1 smo odvzeli 1 mL kulture in jo centrifugirali (1 min pri
15000 RPM),

pelet smo resuspendirali v fizioloski raztopini,

100 pL kulture smo nato red¢ili z 2 mL razplinjene MQ-vode,

mesanico smo vstavili v kiveto za meritev zeta potenciala.

Priprava vzorca lizocima:

pripravili smo raztopino lizocima (red¢enje z MQ-vodo do koncentracije
0,78 mg/mL),

20 pL raztopine lizocima smo dodali 100 uL. PBS (z dolo¢eno pH-vrednostjo) in
1200 pL razplinjene MQ-vode,

mesSanico smo vstavili v kiveto za meritev zeta potenciala.

Merjenje zeta potenciala

na elektrodah smo nastavili konstantno napetost (60 V) ter avtomatsko
spreminjanje polaritete,

aparatura je gibljivosti delcev z najvecjo intenziteto preracunavala v zeta potencial
po teoriji Smulchowskega.

3.2.10 Priprava delcev iz kalcijevega karbonata

Pripravljali smo delce iz kalcijevega karbonata. Pripravili smo jih z meSanjem kalcijevega
nitrata in natrijevega karbonata pri 18 000 RPM. V stekleni¢ko smo odpipetirali 6 mL 1 M
natrijevega karbonata in postopoma dodajali 1 mL 0,1 M kalcijevega nitrata (1 mL/h).

Slika 13: Reaktor za pripravo nanodelcev (foto: Stosicki, 2012)
Nanodelce smo pripravljali v suspenziji natrijevega karbonata, v katero smo dodajali raztopino kalcijevega
nitrata. Med postopkom dodajanja smo raztopino mesali pri 18 000 RPM.

Po eni uri smo pustili raztopino stati 15 minut, da so se najvecji delci posedli, ostale pa smo
odpipetirali v novo stekleni¢ko. Nato smo izmerili velikost in zeta potencial delcev.

Z namenom priprave povrsine nanodelcev za vezavo encima smo delce oblekli z ve¢ plastmi
polimerov. To smo naredili z uporabo tehnike »plast na plast«, kjer smo izmenjujo¢e dodajali
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pozitivno (PAH- polialanin hidroklorid) in negativno (PAA- poliakrilna Kkislina) nabit
polimer. Zaradi negativne narave nanodelcev smo za prvi sloj uporabili pozitivno nabit
polimer.

Postopek oblacenja delcev v polimere:
- centrifugirali smo 12 mL delcev 15 minut na 5000 RPM,
- nanesli prvi sloj:
o dodali 1 mL PAH,

o uravnalipHna7,5,

o inkubirali 1 uro na vrtin¢niku (2. stopnja hitrosti),

o merili zeta potencial (200 pL meSanice v 2 mL razplinjene MQ-vode,
konstantna napetost 60 V, avtomatsko spreminjanje polaritete, preracunavanje
mobilnost delcev v zeta potencial po teoriji Smulchowskega),

o centrifugirali 15 minut na 1000 RPM,

o odstranili supernatant,

o resuspendirali delce v 200 uL PBS,

o centrifugirali 15 minut na 1000 RPM.
- Naredili smo 5 tak$nih slojev. Pri prvem, tretjem in petem sloju je bil dodan pozitivno
nabit polimer PAH, pri drugem in Cetrtem pa negativno nabit polimer PAA.

v

1

|zeta potencial|> 20 mV

ne

41: da

Slika 14: Shematska predstavitev obdelave delcev kalcijevega karbonata z dodajanjem polimerov PAA in PAH
Slika prikazuje dodajanje plasti na delce kalcijevega karbonata. Po vsaki dodani plasti smo umerili pH-vrednost
raztopine. Nove plasti nismo dodajali dokler absolutna vrednost zeta potenciala raztopine ni bila vecja od
20 mV.

Kot Sesto plast smo nanodelcem dodali lizocim. Na podlagi prej$njih meritev smo pH
lizocima naravnali na 9. Lizocim ima namrec pri tej vrednosti negativen zeta potencial in ima
tako ve¢ moznosti za vezavo na pozitivno nabite delce kot pri nevtralni oz. kisli pH-vrednosti.

Vezava lizocima na obdelane delce:
- pripravili smo raztopino lizocima (10 pg/mL),
- uravnali pH raztopine lizocima na 9,
- dodajali delce v raztopino lizocima,
- 1 uro inkubirali na vrtinéniku (2. stopnja hitrosti).
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Po dodani Sesti plasti (lizocim) smo ponovno izmerili zeta potencial. Sprememba zeta
potenciala iz pozitivnega v negativni potencial je bila pokazateljica vezave lizocima.
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4 REZULTATI

4.1 MOLEKULARNO KLONIRANJE GENA ZA LI1ZOCIM

Gen za lizocim smo dobili s pomnoZevanjem genoma bakteriofaga lambda s PCR-reakcijo. S
slike 15 levo je razvidno, da smo poleg zelenega produkta (570 bp), ki je predstavljal lizocim,
dobili $e nespecificen pomnozek. Da bi to preprecili, smo spremenili razmere PCR-reakcije
tako, da smo povecali temperaturo naleganja zacetnih oligonukleotidov na 58 °C. Na sliki 15
desno vidimo, da v tem primeru ni prislo do nespecificnega naleganja, dobili smo le Zelen
produkt pri 570 bp, ki predstavlja lizocim. PCR-produkt smo nato o€istili s kitom za ¢is¢enje
PCR-produkta iz gela Wizard SV gel and PCR clean-up system (Promega).

570 bp

lestvica .
Lambda Pst PCR produkt lestvica PCR

100 bp produkt

Slika 15: Produkt PCR-reakcije na agaroznem gelu
Slika prikazuje produkt reakcije PCR z uporabo zacetnih olugonukleotidov lizocimF1 in lizocimR1. Levi del
slike prikazuje produkt PCR-reakcije pred optimizacijo, desni pa po optimizirciji.

Ociscen PCR-produkt (gen za lizocim) smo v postopku TA-kloniranja vstavili v vektor PCR
2.1 TA TOPO. Vektor z genom za lizocim smo nato transformirali v celice E. coli, katere smo
ga namnozili in izolirali. Izolacija ni bila uspesna, saj se lizocim ocitno sploh ni izrazal ali pa
ga nismo uspeli izolirati. Resevanja problema izolacije smo se lotili s pripravo svezega pufra
za alkalno lizo. Z uporabo svezega pufra je bila izolacija uspesna.

Po izolaciji plazmidne DNA smo izvedli restrikcijo vektorja 2.1 PCR TA TOPO z lizocimom
(slika 16) in vektorja pPRSET EmGFP (slika 17). Pri restrikciji vektorja 2.1 PCR TA TOPO
smo iz gela izrezali in ocistili liso pri 570 bp, pri restrikciji vektorja pPRSET EmMGFP pa liso
pri 2900 bp.
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Slika 16: Restrikcija TA TOPO-vektorja + lizocim z EcoRl
Na sliki je restrikcija vektorja PCR 2.1 TA TOPO z lizocimom z restrikcijskim encimom EcoRlI. Po restrikciji
smo dobili 2 lisi: eno pri 2900 bp, ki predstavlja lineariziran vektor PCR 2.1 TA TOPO, in drugo pri 570 bp, ki
predstavlja gen za lizocim.
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Slika 17: Restrikcija vektorja pPRSET EmGFP
Slika prikazuje produkt restrikcije vektorja pRSET EmGFP z restrikcijskim encimom EcoRI na agaroznem gelu.
Opazna je lisa pri 2900 bp, ki ustreza dolzini vektorja.

pRSET EmGFP vektor

Po izolaciji DNA iz gela smo v postopku ligacije lizocim vkljucili v vektor pPRSET EmGFP.
Da bi preverili uspesnost ligacije, smo izvedli PCR na osnovi kolonije. V reakcijo smo
vkljucili tri kontrole:
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negativno kontrolo, pri kateri v reakcijsko mesanico nismo dodali DNA. S tem smo
preverili morebitno okuzbo reagentov.

1. pozitivno kontrolo, v kateri smo uporabili PCR-produkt iz prejs$nje tocke. Tako smo
preverili, ¢e reakcija res potece.

2. pozitivno kontrolo, v kateri smo uporabili kolonijo, z vsebovanim plazmidom PCR
2.1 TA TOPO + lizocim. Tako smo preverili, ¢e celice med reakcijo lizirajo in S tem
omogocijo PCR-reakcijo.

Testirali smo 100 kolonij. Rezultat, ki je bil pri vseh vzorcih enak, je prikazan na sliki 18. Na
sliki vidimo pomnozek pri 570 bp v primeru obeh pozitivnih kontrol in nobenega pomnozka v

primeru negativne kontrole in pri vseh testiranih vzorcih.

Slika 18: Produkt reakcije PCR na osnovi kolonije za kontrolo ligacije na agaroznem gelu
Slika prikazuje produkt reakcije PCR na osnovi kolonije na 10 razli¢nih vzorcih. Pri nobenem vzorcu ni opazne
lise pri 570 bp, ki bi predstavljala gen za lizocim.

Po neuspesni ligaciji smo zaceli z optimizacijo procesa.

V prvem koraku smo povecali molarno razmerje med dodanim insertom in vektorjem,
in sicer na 1 : 10. Ostali koraki so ostali nespremenjeni. Tudi v tem primeru ni prislo
do ligacije.

V drugem koraku smo poskusali s povecCanjem koncentracije DNA v ligacijski
mesanici in s tem zmanjSali Stevilo prostostnostnih stopenj za ligacijo. Dodali smo
50 ng vektorja in 50 ng inserta, a do ligacije ni prislo.

V tretjem koraku smo se odlo¢ili za modifikacijo koncev vektorja pRSET EmGFP, da
bi s tem zmanjSali moznost samoligacije. Uporabili smo fosfatazo za defosforiliriranje
vektorja. Defosforilacijo smo izvedli po navodilih proizvajalca in ponovno dobili
negativen rezultat.

V Cetrtem koraku smo se odlocili za spremembo postopka defosforilacije, in sicer smo
uporabili 2 x 0z. 5 x ve¢ fosfataze kot v navodilih in ¢as inkubacije povecali iz 10 na
90 minut. V tem primeru je bila ligacija uspeSna. Rezultati so prikazani na sliki 19,
kjer je razvidno, da je pomnozek odstoten le v primeru negativne kontrole, pri
pozitivnih kontrolah in pri vseh testiranih vzorcih pa je prisotna lisa pri 570 bp.
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Slika 19: Produkt PCR na osnovi kolonije za kontrolo ligacije na agaroznem gelu
Slika predstavlja produkt reakcije PCR na osnovi kolonije na 7 razli¢nih vzorcih. Pri vseh je opazna lisa pri
570 bp, ki predstavlja lizocim.

Da bi rezultate PCR na osnovi kolonije potrdili, smo izvedli se kontrolno restrikcijo z ECoRI.
Tudi v tem primeru so bili rezultati pozitivni, kot lahko vidimo na sliki 20. V primeru, da so
vsebovali zelen vkljucek, smo pricakovali na gelu dve lisi: eno na visini 570 bp (vkljuéek) in
drugo na 2900 bp (lineariziran vektor). VV nekaterih primerih (vzorec 4, 5, 7, 9) je prisotna tudi
dodatna lisa pri 5000 bp, ki predstavlja nerezan vektor. Pri devetem vzorcu ni lise pri 570 bp,
a ker je ni tudi pri 2900 bp, temve¢ se je pojavila le ena lisa na visini 5000 bp, predvidevamo,
da restrikcija ni potekla in na gelu vidimo le nerezan vektor. Nerezan vektor je dolzine
3470 bp, a je na gelu malo visje. Razlog je v njegovi obliki, saj ni lineariziran, ampak
cikli¢en, kar pomeni, da potuje v gelu pocasneje, in je lisa visje na gelu.
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Slika 20: Kontrolna restrikcija vektorja pRSET EmGFP za kontrolo ligacije
Na sliki je nanos kontrolne restrikcije vektorja pRSET EmGFP + lizocim z EcoRI 10-vzorcev na agarozni gel.

Pri vseh je opazna lisa pri 2900 bp, ki predstavlja vektor pPRSET EmGFP in pri 570 bp, ki predstavlja gen za
lizocim.

Tako smo s PCR na osnovi kolonije in kontrolno restrikcijo potrdili, da plazmid vsebuje nas
vkljucek. Ker pa smo pri restrikciji uporabili le en encim, nismo vedeli, ali je insert pravilno
orientiran ali ne. To smo preverili s sekvenciranjem. 96 vzorcev smo poslali na sekvenciranje
v Macrogen (Amsterdam), kjer so izvedli sekvenciranje z njihovim zacetnim
oligonukleotidom T7 promoter (TAATACGACTCACTATAGGG). Rezultati sekvenciranja
so pokazali, da je 70 vzorcev imelo pravilno orientiran vkljucek, 26 pa napacno. Poleg tega
smo iz rezultatov sekvenciranja ugotovili, da je prislo do tockovne mutacije v vektorju
PRSET EmGFP. Posledica tockovne mutacije je bil stop kodon pred genom za protein
EmGFP .
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Slika 21: Rezultati sekvenciranja vektorja pPRSET EmGFP + lizocim
Na sliki je prikazan vektor pPRSET EmGFP, ki smo mu dodali gen za lizocim. Med postopkom je prislo do

tockovne mutacije, ki je povzrocila nastanek stop kodona pred genom za protein EmGFP.

4.2 PRODUKCIJA LIZOCIMA

34

Po uspesni ligaciji smo plazmid transformirali v produkcijske celice (BL21). Celice so bile
kemi¢no kompetentne, zato smo izvedli transformacijo s toplotnim Sokom. Po transformaciji
je sledila produkcija lizocima z dodajanjem razli¢nih koncentracij IPTG celi¢ni kulturi. Med
produkcijo smo spremljali rast celic (slika 22). Na sliki je prikazana primerjava rasti celic, ki
smo jim dodali razli¢ne koncentracije IPTG. Kontrolo indukcije predstavljajo celice BL21, ki
imajo vneSen originalen vektor pPRSET EmGFP, drugo kontrolo pa predstavljajo celice BL21
z vne$enim vektorjem pRSET EmGFP z lizocimom. Celice brez dodanega IPTG so rasle
malenkost hitreje, vse druge pa so rastle z enako hitrostjo ne glede na razli¢ne koncentracije

dodanega IPTG.
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Slika 22: Rast celic BL21, transformiranih z vektorjem pRSET EmGFP + lizocim, v odvisnosti od koncentracije

dodanega IPTG
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Na grafikonu je prikazana rast celic E. coli, ki vsebujejo vektor pRSET EmGFP z lizocimom po dodatku
razli¢nih koncentracij IPTG. Med razli¢nimi koncentracijami dodanega IPTG ni prihajalo do razlik v hitrosti
rasti.

Produkciji je sledila liza celic s homogenizatorjem Mill Mix 2000. Celice z dodanimi
kroglicami smo stresali pri 30 Hz. Potrebno je bilo doloditi ¢as stresanja, ki ga potrebujemo,
da razbijemo stene celic. Poskusili smo 2 min, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min in 30 min.
Lizate smo nato razmazali na plos¢e LBA in naslednji dan ocenili, pri katerem ¢asu dosezemo
lizo celic. Po 2 in 5-minutah tresenja je bilo na plos¢ah $e veliko kolonij, od 10-minut naprej
pa smo dosegli 99 % lizo celic. Zato smo v nadaljevanju uporabljali 10-minutno
homogeniziranje.

Lizate smo nato nanesli na 10 % poliakriamidni gel (slika 23). Na sliki vidimo, da med
celicami, ki so rastle v gojis¢ih z razliénimi koncentracijami IPTG, ni prihajalo do razlik v
ekspresiji proteinov. Prav tako ni razlik med induciranimi in neinduciranimi celicami.
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Slika 23: Primerjava lizatov celic BL21 z vneSenim vektorjem pRSET EmGFP glede na razli¢ne koncentracije

dodanega IPTG
Pri 17 kDa smo pri¢akovali liso, ki bi predstavljala lizocim, vendar se ni pojavila pri nobenem vzorcu. Prav tako
ni razlik v izraZanju proteinov med celicami, ki so rastle v gojis¢u z razli¢nimi koncentracijami IPTG.

4.3 PRIPRAVA NANODELCEV

Pripravili smo delce iz kalcijevega karbonata in izmerili njihovo velikost (slika 24). Dobili
smo zelo polidisperzno meSanico delcev od nano do mikrovelikosti. Najve¢ delcev je bilo
velikosti priblizno 1800 nm.
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Slika 24: Velikost pripravljenih delcev iz kalcijevega karbonata, zmerjenih na Delsa Nano
Na sliki je prikazana porazdelitev velikosti dobljenih delcev kalcijevega karbonata. Dobili smo zelo
polidisperzno mesanico, v kateri so glavni delezZ predstavljali delci velikosti 1.8021 nm.

4.4 ZETA POTENCIAL LIZOCIMA IN B. anthracis

Za namen naSe raziskave je bilo pomembno, da smo izmerili zeta potencial B. anthracis in

lizocima. Ti podatki so nam pomagali pri dolocanju naboja zadnje plasti oblacenja
nanodelcev.

Zeta potencial B. anthracis smo merili v razli¢nih fazah rasti (slika 25). Opazili smo, da je
zeta potencial med rastjo konstanten, in sicer je ves ¢as priblizno 14 mV. Nihanja, ki smo jih
opazili, so namre¢ v okviru napake.
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Slika 25: Zeta potencial B. anthracis v razli¢nih stopnjah rasti
Slika prikazuje spreminjanje zeta potenciala B. anthracis v razli¢nih stopnjah rasti. Zeta potencial se med rastjo
bakterije ne spreminja.

Pri dolocanju zeta potenciala lizocima smo meritve izvajali pri razlicnih pH-vrednostih. Iz
meritev je razvidno, da ima lizocim v bazi¢nih raztopinah (pH 11) negativen zeta potencial
(-20 mV), pri nevtralnih pH-vrednostih je zeta potencial blizu 0 (1,5 mV), pri kislih
vrednostih (pH 3) pa je zeta potencial pozitiven (10,5 mV), kar prikazuje slika 26.
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Slika 26: Zeta potencial lizocima v odvisnosti od pH raztopine
Na sliki je prikazana odvisnost zeta potenciala lizocima od pH-vrednosti raztopine. Pri kislih pH-vrednostih je
zeta potencial pozitiven, pri nevtralnih blizu ni¢, pri bazi¢nih pH-vrednostih pa ima negativno vrednost.

Na osnovi pridobljenih rezultatov smo se odlocili, da bomo oblacenje delcev zakljuéili s
pozitivno nabitimi polimeri (PAH) in na tako obdelane delce vezali bazi¢no raztopino
lizocima (negativen zeta potencial).

4.5 PRIPRAVLIENI NANODELCI ZA VEZAVO LIZOCIMA

Delce smo zaceli oblaciti v polimere. Prva dodana plast je bila pozitivno nabit polimer PAH,
ki je zeta potencial delcev spremenil v pozitivho vrednost. Druga plast (negativno nabit
polimer PAA) je zeta potencial spremenila v negativno vrednost, tretja plast (PAH) v
pozitivno vrednost, Cetrta plast (PAA) v negativno vrednost in peta plast (PAH) ponovno v
pozitivno vrednost. Vezava lizocima pri pH-vrednosti 9 je spremenila zeta potencial delcev v
negativno vrednost. Pri tem je ob dodatku pozitivnega polimera zeta potencial z dodajanjem
plasti narasc¢al, pri dodajanju negativnih plasti pa je ostajal enak, kar je prikazano na sliki 27.
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Slika 27: Spreminjanje zeta potenciala nanodelcev z dodajanjem plasti polimerov PAH in PAA na nanodelce
kalcijevega karbonata
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Slika prikazuje spreminjanje zeta potenciala delcev glede na dodajanje nabitih polimerov. Rdece tocke
predstavljajo delce v fazi, ko smo dodajali negativno nabit polimer (PAA), modre v fazi dodajanja pozitivno
nabitega polimera (PAH), zelena toc¢ka pa prikazuje vrednost zeta potenciala delcev, ko smo dodali Sesto plast —

lizocim.
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5 RAZPRAVA

Na podroc¢ju nanotehnologije se v zadnjem ¢asu moc¢no razvijajo inovativni materiali, ki so
sposobni preprecevati rast nezelenih organizmov (Cioof in Rai, 2012). Za zdravljenje raznih
bolezni namre¢ potrebujemo nova antimikrobna sredstva. V tej magistrski nalogi smo naredili
nanodelce iz kalcijevega karbonata. Delci iz kalcijevega karbonata so tema Stevilnih Studij
zaradi Sirokih moZznosti njihove uporabe v industriji, tehnologiji, medicini in na mnogih
drugih podro¢jih (Sukkhorukov in sod., 2004). Dobljene delce smo nato oblekli v ve¢ plasti
polimerov s tehniko »plast na plast«. Tehnika se mnozi¢no uporablja ze vec kot 20 let in je
moc¢no izboljsala kontrolo nad fizikalnimi in kemijskimi lastnostmi kapsul (Johnston in sod.,
2006). Na tako obdelane nanodelce se lahko vezejo oz. inkapsulirajo antimikrobna sredstva. V
naSem primeru smo na obleCene delce vezali lizocim.

5.1 MOLEKULARNO KLONIRANJE

Molekularno kloniranje zajema tehnike, s pomoc¢jo katerih prenesemo zeleni DNA segment iz
danega organizma v drug (Strukelj, Kos, 2007). V na$em primeru smo iz bakteriofaga lambda
namnozili gen za lizocim in ga vnesli v celice E. coli. Razlog za kloniranje lizocima je bil v
spreminjanju njegovih lastnosti, ki bi optimizirale/ izboljsale njegovo vezavo na nanodelce.

Postopek smo zaceli s PCR-reakcijo s Tag-polimerazo. Za pomnozevanje gena za lizocim iz
bakteriofaga lambda smo dizajnirali dva para zacetnih oligonukleotidov (preglednica 1). Za
par lizocimF1 in lizocimR1 smo se odlocili na podlagi stabilnosti sekundarnih struktur
zacetnih oligonukleotidov. Ker so imele sekundarne strukture para lizocimF1 in lizocimR1
nizjo temperaturo taljenja (22,8 °C in 38,2 °C), kot sekundarne strukture para lizocimF2 in
lizocimR2 ((22,8 °C in 40,5 °C), smo PCR-reakcijo izvedli z njima. Prvotna temperatura
naleganja zacetnih oligonukleotidov je bila 51 °C, kar je priblizno 6 °C nizje od predvidene
temperature razpada 50 % zacetnih oligonukleotidov (Tr). Ker smo v tem primeru poleg
zelenega pomnozka dobili Se en nespecifi¢en pomnozek (slika 16 levo), smo se odlocili za
poviSanje temperature naleganja zaCetnih oligonukleotidov. Z viSanjem temperature naleganja
smo dobili ve¢ Zelenega pomnozka in manj ostalih (slika 16 desno). To je bilo pricakovano,
saj niZja temperatura omogoca posamezna neujemanja oz. le delno naleganje. Pri previsoki
temperaturi pa reakcija ne uspe, ker zacetni oligonukleotid ni vec stabilen (Sambroock, 2001).
Tako smo si za temperaturo naleganja v kon¢ni fazi izbrali 58 °C. Pri tej temperaturi
prileganja smo dobili le Zelen pomnoZek pri 570 bp.

PCR-reakciji je sledilo kloniranje gena za lizocim v vektor PCR 2.1 TA TOPO. Ker smo pri
PCR-reakciji uporabili Tag-polimerazo, je na§ pomnozek na obeh koncih pridobil adenin.
Tag-polimeraza namre¢ pri pomnozevanju segmenta na 3° koncu pri vsakem pomnoZevanju
doda adenin, tak segment pa je tako mozno vstaviti v vektor, ki ima na svojih 5° koncih timin
(Strukelj in Kos, 2007). Taksen vektor je vektor PCR 2.1 TA TOPO. Ligacija je bila zato
enostavna in brez potrebne restrikcije. Po uspesni ligaciji in transformaciji plazmida v E. coli
smo zeleli izolirati plazmid. Izolacijo smo izvedli po standardnem postopku, a ni bila uspesna.
Celice so namre¢ vsebovale lizocim, ki lahko povzroci njihovo lizo oz. oslabi njihovo celi¢no
steno (Morita in sod., 2001). Predvidevamo, da so prezZivele le celice z najodpornejSo celi€no
steno, ki so bile odporne na pufer za alkalno lizo. Zaradi visoke odpornosti je bilo potrebno
optimizirati razmere alkalne lize, kar smo dosegli z uporabo svezega pufra za alkalno lizo.
Izolacija je nato uspela.
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Gen za lizocim smo tako najprej namnozili v vektorju PCR 2.1TA TOPO, nato pa smo ga
zeleli klonirati v vektor pRSET EmGFP. Za kloniranje v drug vektor smo se odlocili zaradi
raznih dodatkov, ki jih ima vektor pPRSET EmGFP. Opremljen je namre¢ s His- znacko, ki
olajsa postopke izolacije in ¢iSCenja proteina, zaradi pozitivnega naboja histidina pa bi
pripomogla tudi k vecji vrednosti zeta potenciala lizocima in s tem omogocila lazjo vezavo na
nanodelec. Na vektorju pa je prisoten tudi gen za flourescentni protein (EmGFP), ki bi nam
pomagal pri oceni ekspresije in pri opazovanju dogajanja. Prav tako pa ima mocan
T7-promotor, ki se uporablja v primerih, ko je Zelen visok nivo izrazanja genov (Madigan in
sod., 2012).

Kloniranja smo se lotili z restrikcijo vektorja pPRSET EmGFP in PCR 2.1 TA TOPO-
vektorja + lizocim z restrikcijskim encimom EcoRI (sliki 16 in 17). Restrikcija pRSET
EmGFP-vektorja je omogocila linearizacijo vektorja, restrikcija PCR 2.1 TA TOPO + lizocim
vektorja pa je povzrocdila, da je iz vektorja izpadel gen za lizocim. V postopku ligacije smo
nato zdruZili gen za lizocim in lineariziran vektor pRSET EmGFP. Novo nastali vektor smo
nato transformirali v celice E. coli.

Po transformaciji smo izvedli PCR na osnovi kolonije, da bi preverili uspesnost ligacije. V
primeru uspesne ligacije bi po nanosu produkta PCR-reakcije z zaCetnima oligonukleotidama
lizocimF1 in lizocimR1 na agarozni gel opazili liso pri 570 bp. Testirali smo 100 razli¢nih
kolonij, a pri vseh smo dobili isti rezultat, in sicer brez pomnozka. Rezultat nakazuje, da so
vse kolonije vsebovale le vektor pPRSET EmGFP, brez inserta (slika 18). Po priro¢niku smo se
nato lotili reSevanja problemov samoligacije vektorja (Fermentas, 2012). Najprej smo
poskusili povecati koncentracijo uporabljene DNA, saj bi tako zmanjsali Stevilo
prostostnostnih stopenj vektorja v ligacijski meSanici. Koncentracijo dodane DNA v ligacijski
mesSanici smo tako iz 1,4 ng/uL poviSali na 5 ng/uL. Ker spet nismo bili uspesni, smo
spremenili tudi razmerje molarnih koncentracij vektorja in inserta. Razmerje smo spreminjali
v korist inserta, in sicer do vrednosti 1 : 10. Ker tudi pri 10 x ve¢ji molarni koncentraciji
inserta v primerjavi z vektorjem ligacija ni uspela, smo se odlo¢ili za modifikacijo koncev
vektorja. Modifikacijo smo izvedli z encimom fosfataza, ki odvzame fosfatno skupino na
koncih vektorja in tako onemogoc¢i njegovo samoligacijo (Sambrook, 2001). Reakcijo smo
najprej izvedli po navodilih proizvajalca (Fermentas). Zaradi uporabe toplotno obcutljive
fosfataze je bila za njeno deaktivacijo dovolj le inkubacija na povisani temperaturi. Ce bi
uporabili teli¢jo fosfatazo pa bi bila potrebna Se ekstrakcija s fenolom (Protocol for..., 2012).
Ker postopek Se vedno ni bil uspeSen, smo poskusili optimizirati postopek defosforilacije.
Zaradi ponovne samoligacije vektorja smo namre¢ sklepali, da defosforilacija ni bila uspesna.
Ko smo povecali Stevilo dodanih enot fosfataze (iz 1 na 2 oz. 5 enot) in podaljsali Cas
inkubacije ligacijske meSanice s fosfatazo (iz 10 na 90 minut), smo dobili pozitiven rezultat
(slika 19). Probleme s samoligacijo vektorja bi lahko resili tudi na druge nacine. Lahko bi
spremenili celoten potek kloniranja in uporabili dva restrikcijska encima namesto enega.
Lahko pa bi tudi v drugem koraku uporabili TA vektor z His znacko npr. pET 302 NT-His
(Sambrook, 2001).

Da bi rezultate o uspesnosti ligacije, dobljene s PCR-reakcijo, dodatno potrdili, smo izvedli $e
kontrolno restrikcijo. Izoliran plazmid smo rezali z EcoRlI in restrikcijo nato pregledali na
agaroznem gelu (slika 20). Opazili smo dve lisi: eno pri 2900 bp, ki je predstavljala vektor
PRSET EmGFP, in drugo pri 570 bp, ki je predstavljala lizocim. V nekaterih primerih je bila
prisotna tudi lisa vecje velikosti, ki je predstavljala nerezan vektor, ki zaradi svoje oblike
potuje pocasneje kot linearni fragmenti iste velikosti.
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Ker smo restrikcijo izvedli z enim restrikcijskim encimom (EcoRI, smo morali preveriti Se, Ce
je na$ insert pravilno orientiran. To smo naredili s sekvenciranjem. Na sekvenciranje smo
poslali 96 vzorcev od katerih jih je 70 imelo pravilno orientiran vkljucek, 26 pa nepravilno.
Enega izmed 70-vzorcev s pravilno orientacijo vkljucka smo nato uporabljali naprej za
produkcijo lizocima. Med pregledovanjem rezultatov sekveniranja smo ugotovili, da je v
vektorju prislo do tockovne mutacije, posledica katere je bil vneSen stop kodon pred gen za
EmGFP (slika 21). Stop kodon je onemogodil izrazanje celotnega fuziranega lizocima z
EmGFP-proteinom.

5.2 PRODUKCUA LIZOCIMA

Za produkcijo lizocima smo vektor z vsebujo¢im genom za lizocim najprej prenesli v
produkcijske celice E. coli (BL21). Z dodatkom IPTG smo sprozili izraZzanje genov pod T7-
promotorsko sekvenco (Sambrook, 2001), ki je bil v naSem primeru lizocim. IPTG se
navadno dodaja, ko ODgqg bakterijske kulture doseze vrednost 0,4 (Invitrogen). Mi pa smo ga
dodali, ko je ODgg bakterijske kulture dosegla vrednost 0,8. Razlog za kasnejsi dodatek IPTG
je bil v morebitni toksi¢nosti lizocima za celice. Ker je T7-promotor inducibilen, smo
pocakali, da se je bakterijska kultura priblizevala stacionarni fazi in nato dodali IPTG.
Pri¢akovali smo, da se bo tako nastalo najve¢ lizocima, saj je bilo najve¢ celic, ki bi ga lahko
proizvajale. Smrt celic zaradi produkcije lizocima ni imela pomembne vloge, saj jih nismo
potrebovali za nadaljevanje raziskovalne naloge.

V iskanju optimalne metode za produkcijo lizocima smo preizkusili indukcijo celic z
razliénimi koncentracijami IPTG (0; 1,5; 2; 2,5 in 3 mM). Da bi zmanjsali verjetnost
nastajanja inkluzijskih teles, smo temperaturo gojenja zmanjsali na 30 °C (Soetaert in
Vandamme, 2010). Po dodatku IPTG smo spremljali rast celic (slika 22). Na podlagi ze
izvedenih raziskav smo pri¢akovali, da bodo celice zaradi izraZanja lizocima zacele odmirati
(Morita in sod., 2001). Pricakovali smo tudi, da bodo celice, ki smo jim dodali visje
koncentracije IPTG, zacele odmirati hitreje. Iz grafikona na sliki 22 vidimo, da se to ni
zgodilo. Celice so rasle enako ne glede na koncentracijo dodanega IPTG. HitrejSa rast je bila
opazna le pri vzorcu z dodanim 0 mM IPTG. To bi lahko bil pokazatelj odmiranja celic zaradi
produkcije lizocima, zato smo primerjali rast teh celic s celicami, ki vsebujejo originalen
vektor pRSET EmGFP in katerim smo prav tako dodali IPTG. Opazili smo, da med hitrostjo
rasti ni razlik. Na podlagi tega smo zakljucili, da je poCasnejSa rast le posledica dodanega
IPTG, ki predstavlja za celico nek $ok in ne lize celic zaradi produkcije lizocima. Sklepamo,
da bi razlog za neliziranje celic lahko bil v neucinkoviti indukciji ali pa v nastajanju
nefunkcionalnega proteina. V primeru izraZanja funkcionalnega lizocima namre¢ pride do
upocasnjene rasti celic E. coli, Ki je posledica lize celic (Morita in sod., 2001).

Na vzorcih iz produkcije lizocima smo izvedli tudi proteinsko analizo. Lizate vzorcev smo
nanesli na 10 % poliakrilamidni gel in pogledali, ¢e je prisotna lisa pri 17 kDa, ki bi
predstavljala lizocim (slika 23). Rezultati so se skladali z rezultati spremljanja rasti celic. V
nobenem primeru namre¢ ni bilo lise pri 17 kDa, prav tako nobena lisa ni posebej izstopala,
kar bi nakazovalo, da je posledica dodatka IPTG in s tem sprozene produkcije. Zato
sklepamo, da je bilo nekaj narobe v postopku indukcije produkcije lizocima oz. pri pripravi
vzorca za nanos na proteinski gel. Za natan¢nejSo analizo problema bi bilo potrebno testirati
aktivnost produciranih proteinov na substratu za lizocim, npr. celice Micrococcus
lysodeikticus (Chakraborti in sod., 2009). V primeru, da bi ugotovili, da do izrazanja proteina
ne pride, bi bilo potrebno optimizirati razmere indukcije. Pri optimizaciji indukcije se lahko
spreminja mnogo razlicnih dejavnikov: gostota celice, pri kateri se inducira produkcijo,
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koncentracija dodanega IPTG, produkcijsko gojisce, ekspresijski vektor, izbrani bakterijski
sev, temperatura gojenja, nivo kisika, Stevilo kopij vektorja, zamenjava promotorja ... (Jana in
Deb, 2005). V primeru izrazanja nefunkcionalnega proteina pa bi lahko poskusili klonirati
lizocim v vektor tako, da bi bila His- zna¢ka na desni strani lizocima namesto na levi. V
primeru, da tudi to ne bi pomagalo, pa bi lahko poskusili Se z dodatkom povezovalca med
lizocimom in His- znacko, s tem bi namre¢ zmanjsali oviranje delovanja lizocima zaradi His-
znacke.

5.3 PRIPRAVA NANODELCEV IN SPREMINJANJE POTENCIALA NA NJIHOVI
POVRSINI

Za pripravo delcev iz kalcijevega karbonata smo se odlo¢ili zaradi njihove visoke
biokompatibilnosti, visoke specifi¢ne povrsine in njihovih agregacijskih sposobnosti (Shan in
sod., 2006). Proizvedli so jih Ze Stevilni raziskovalci. Klasi¢na metoda sinteze je meSanje
topnih soli Ca?* in COs%, ki precipitirajo v kalcijev karbonat (Sukhorukov in sod., 2004).
Pripravljali smo jih z meSanjem kalcijevega nitrata in natrijevega karbonata. Pri tem je
prihajalo do nastanka kristalov kalcijevega karbonata. Obicajno se za pripravo delcev iz
kalcijevega karbonata uporablja kalcijev klorid (Hassin A. In Rachmawati, 2010). Mi pa smo
uporabili kalcijev nitrat, ker smo tako dobili delce manjsih velikosti. Kalcijev karbonat je bil
uporabljen Ze v presjnih raziskavah, kjer so dobili delce velikosti 20- 30 nm (Babou- Kammoe
in sod., 2012). Glede na raziskave Sukhorukova in sodelavcev smo pri¢akovali uniformne in
homogene delce. Dobili pa smo precej drugacne rezultate, in sicer mnozico delcev, katerih
velikost je variirala od nekaj nm pa do nekaj um (slika 24).

Za bolj homogene delce nano velikosti bi bila potrebna optimizacija njihove priprave.
Optimizacija je mozna na vecih korakih, saj na morfologijo delcev pomembno vpliva ve¢
dejavnikov: pH vrednost raztopine, temperatura, koncentracija kalcijevega karbonata, dodatek
polimerov (npr. PAA), dodatek soli, hitrost meSanja, koncentracija dodanega polimera,
molarno razmerje med kalcijevim karbonatom in dodanim polimerom... (Yu in sod., 2004;
Chang in sod., 2003). Delce kalcijevega karbonata pogosto pripravljajo pri visjih pH
vrednostih ( 9), saj pri visjih pH vrednostih nastajajo manjsi delci (Chang in sod., 2003).
Lahko pa bi uporabili postopek sinteze nanodelcev v emulziji v prisotnosti stabilizatorja.
Postopek priprave delcev v emulziji ima namre¢ mnoge prednosti: enostavna izvedba, proces
je termodinamsko stabilen, hitra sinteza delcev. Slabosti pa so v ozkem naboru materialov in
v pomankanju kontrole procesa (Shcukin D.G., 2004).

Sintezi nanodelcev je sledila tehnika »plast na plast«. Za to Smo najprej potrebovali podatke o
zeta potencialu delcev. Izmerjen zeta potencial delcev je bil —30 mV, zato smo pri oblac¢enju
nanodelcev za prvo plast izbrali pozitivno nabit polimer (PAH). Izmeni¢no smo nato dodajali
PAH in PAA-polimere. Izbran par polimerov PAH in PAA je pri tehniki »plast na plast« ze
zelo dobro uveljavljen. Med drugim so jih Ze uporabili za oblacenje silikatnih delcev (Wang
in sod., 2005) in TiO, nanodelcev (Kim in Sohn, 2002). Pogosto uporabljen par polimerov je
tudi PAH in PSS (Johnston in sod., 2006; Sukhorukov in sod., 2004). Tudi mi smo ga
preizkusili, a smo dobili boljSe rezultate pri uporabi para PAH/PAA.

Pri dodajanju plasti je bilo ves ¢as potrebno zagotavljati stabilnost sistema. V primeru, da se
je zeta potencial priblizeval vrednosti 0, je namre¢ sistem moc¢no izgubil na stabilnosti in so
delci agregirali.
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Preizkusali smo razliéne moznosti optimizacije procesa:

- spreminjanje hitrosti centrifugiranja: iskali smo ustrezno hitrost centrifugiranja, pri
kateri delci Se ne agregirajo, a tudi ne prihaja do prevelikih izgub. Za najboljso hitrost
se je izkazalo centrifugiranje pri 1000 RPM.

- Spreminjanje pH-vrednosti: za zelo dobro moznost optimizacije procesa se je izkazalo
uravnavanje pH-vrednosti raztopine. Teoriticno napovedane pKa-vrednosti
uporabljanih polimerov so 8,8 za PAH in 6,5 za PAA (Goichoichea in sod., 2007). Ob
upostevanju teh podatkov smo po dodatku polimera raztopini vedno uravnali pH, in
sicer na 7,5. Pri tem naboju sta namre¢ oba polimera nabita, prav tako pa pH ustreza
delcem. Pri pH pod 6,5 se namre¢ delci raztopijo, pri pH nad 11 pa dodatno
precipitirajo.

- Spreminjanje koncentracije ionov: dodajali smo razlicne koncentracije ionov.
Preizkusali smo, v katerem primeru je sistem bolj stabilen. Primerjali smo razlike med
dodajanjem polimerov v destilirani vodi in v fizioloski raztopini. Rezultati so bili
boljsi pri dodajanju polimerov, raztopljenih v fizioloSki raztopini. Rezultat se sklada s
teorijo, saj dodatek ionov odebeli dvojno plast okoli delcev, kar naredi sistem bolj
stabilen (Sze in sod., 2003).

Po petih plasteh polimerov smo na delce nanesli ¢ zadnjo plast, lizocim. Za optimiziranje te
reakcije smo prej izmerili zeta potencial lizocima pri razliénih pH-vrednostih (slika 26).
Izoelektri¢na tocka lizocima je pri pH vrednosti 10,6- 10,9 (Lysozyme 3, 2006), zato smo
pricakovali, da se bo pri tej pH vrednosti zeta potencial lizocima priblizeval 0 mV.

Videli smo, da je pri kislem pH nabit pozitivno, pri bazi¢nem negativno, pri nevtralnem pH pa
ima zeta potencial 0, kar se ne sklada s teoreticnimi podatki o izoelektri¢ni tocki lizocima. Za
to obstaja ve€ razlag. Kot prvo smo meritve izvajali pri drugacnih pogojih in uporabljali
razli¢ne pufre, kot jih pri 2D gelski elektroforezi (Celic in Gromov, 1999), kjer dolocujejo
izoelektri¢no tocko proteinov. Sklepamo, da so se pozitivno nabiti fosfati vezali na negativno
nabit lizocim in tako zniZali vrednost pH pri kateri lizocim ni imel naboja. Prav tako pa so
tehnike merjenja zeta potenciala zelo obcutljive, na meritev tako mocno vplivajo tudi
kontaminacije (Malvern instruments, 2012). Upostevati pa je potrebno tudi dejstvo, da se je
meritev izvedla le enkrat, zato so moznosti za napako velike. Vsi dejavniki skupaj so tako
povzrocili spremembo izoelektricne tocke lizocima v fosfatnem pufru.

Na podlagi meritev smo si za nanos plasti lizocima izbrali pH 9. Pri tej vrednosti ima lizocim
mocan negativen naboj, prav tako pa pH Se ni previsok, da bi encim denaturiral. S slike 27
lahko vidimo, da se je zeta potencial po vsaki dodani plasti spremenil iz pozitivne vrednosti v
negativno oz. obratno. Sprememba zeta potenciala nakazuje dejansko vezavo polimera oz.
lizocima na nanodelce. Vezave so potekale na osnovi elektrostatskih interakcij med polimeri
in lizocimom. Za elektrostatsko vezavo lizocima smo se odlo¢ili zaradi enostavnosti izvedbe
in u¢inkovitosti.

Razlog za vezavo lizocima na povrSje delcev je povezan z uporabo nanodelcev kot
antimikrobnih uc¢inkov. Zazeljeno je namre¢, da delec pride v ¢im tesnejsi kontakt s celico. Z
vezavo lizocima na nanodelec smo tako oponasali delovanje bakteriofaga lamda, ki lizocim
uporablja za lazje priblizanje membrani celice (Young R., 1992). Lizocim so ze uspes$no
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vezali tudi na srebrove nanodelce in z vezavo dosegli bolj stabilen koloiden sistem (Cioffi in
Rai, 2012).

Z nalogo smo dokazali, da tehnika »plast na plast« lahko sluzi kot dobra metoda za pripravo
povrsine nanodelcev, na katere se nato vezejo encimi.
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6 SKLEPI

- Za uspesno kloniranje lizocima v pRSET EmGFP je potrebna modifikacija vektorja z
encimom fosfataza.

- Indukcija produkcije izocima z dodatkom IPTG ni bila uspes$na, kar smo videli na
poliakrilamidnem gelu in pri opazovanju rasti celic.

- Pri uporabi metode »plast na plast« za oblacenje delcev v polimere je najpomembnejsa
regulacija pH-vrednosti. pH-vrednost mora biti takSna, da je polimer v nabitem stanju,
drugace sistem ni stabilen.

- Med oblacenjem nanodelcev je potrebno paziti tudi na hitrost centrifugiranja. Pri prevelikih
obratih delci agregirajo.

- Metoda »plast na plast« je primerna za pripravo povrSine nanodelcev pred imobilizacijo
encima.
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7 POVZETEK ( SUMMARY)

7.1 POVZETEK

V magistrskem delu smo se ukvarjali z optimizacijo vezave lizocima na delce iz kalcijevega
karbonata. Pri optimizaciji smo zeleli spremeniti lizocim tako, da bi se bolje vezal na
nanodelce, in primerno obdelati povrSino nanodelcev. Naredili smo delce iz kalcijevega
karbonata, in sicer z meSanjem kalcijevega nitrata in natrijevega karbonata. Za sintezo
homogene meSanice delcev bi bilo potrebno metodo Se optimizirati, saj smo dobili zelo
polidisprezno mesanico delcev. Delcem smo izmerili tudi zeta potencial in ugotovili, da je
negativen. Na podlagi te ugotovitve smo tehniko »plast na plast« zaceli s pozitivno nabitim
polimerom (PAH). Izmeni¢no smo nato na delce nanesli 5 plasti polimerov (PAH/PAA). Po
vsaki dodani plasti se je spremenil zeta potencial koloidne suspenzije. Pri dodatku polimera
PAH je suspenzija imela pozitiven zeta potencial, pri dodatku PAA pa negativen.
Najpomembnejse pri oblacenju delcev je bilo uravnavanje pH-vrednosti, zato smo po vsaki
dodani plasti umerili pH raztopine na 7,5. Kot Sesto plast pa smo dodali lizocim. Lizocimu
smo Ze prej izmerili zeta potencial pri razliénih pH-vrednostih. Ugotovili smo, da ima pri
bazi¢ni pH-vrednosti negativen zeta potencial, zato smo kot zadnjo plast polimerov na delce
dodali PAH in nato lizocim pri pH 9. Sprememba vrednosti zeta potenciala iz pozitivne na
negativno je pokazala, da se je lizocim res vezal na delce.

7.2 SUMMARY

In this thesis we tried to optimize binding of the lysozyme on a calcium carbonate particles.
Optimization process involved lysozyme changes and preparation of nanoparticles surface.
We made calcium carbonate particles from natrium carbonate and calcium nitrate. The result
was a very polydisperse mixture of particles. To get a homogenous mixture of particles the
method for producing nanoparticles should also be optimized. We measured zeta potencial of
the particles and found out that it is negative. Because of the negative zeta potencial we
started LbL tehnique with pozitively charged polymer (PAH). After that we added four more
layers of polymers (PAA/PAH). After each added layer the zeta potencial of the coumpound
had changed. When we added pozitively charged polymer the zeta potential was positive and
when we added negatively charged polymer the zeta potencial was negative. The most
important parameter using LbL tehnique was pH, and we adjusted it after every added layer to
7,5. As a sixth layer we added lysozyme at pH 9. At pH 9 lysozyme is negatively charged
which is why the last layer of polymers added to the partzicles was positively charged. As a
result of lysozyme binding zeta potential of nanoparticles changed from positive to negative.
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