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V prvem delu diplomske naloge je bil na§ namen izraziti razli¢ice antigena
hepatitisa A v bakteriji Lactococcus lactis (L. lactis). Z metodami kloniranja smo
pripravili laktokokne plazmide z vstavljenimi razlicicami genskih zapisov za
antigen hepatitis A, ki smo jih nato izrazili s pomocjo z nizinom nadzorovanega
sistema za izrazanje v L. lactis. lzrazanje razliic antigena hepatitisa A smo
uspesno detektirali s pomoc¢jo metod NaDS PAGE in prenosom Western. V
drugem delu diplome smo se osredotoc€ili na iskanje novih nosilnih proteinov za
povrsinsko predstavitev na bakteriji L. lactis s pomocjo doloCanja povrSinskega
proteoma L. lactis z masno spektrometrijo. Na povrsini L. lactis smo identificirali
56 proteinov in med njimi glede na Stevilo identificiranih peptidov in druge
lastnosti izbrali 7 kandidatnih nosilnih proteinov za povrSinsko predstavitev na
bakterijah. Vseh 7 genov za izbrane povrSinske proteine smo uspesno klonirali v
laktokokne plazmide s histidinsko oznako na C-koncu gena. Nato smo proteine
izrazili v L. lactis s pomoc¢jo z nizinom nadzorovanega sistema in izraZanje
detektirali z NaDS PAGE in prenosom Western z uporabo protiteles proti
histidinski oznaki protiteles. Koli¢ino izraZzanih proteinov na povrSini smo
ovrednotili s pretocno citometrijo. Glede na uspeSnost in koli¢ino izraZanja smo za
potencialni nosilni protein pri povrsinski predstavitvi izbrali bazi¢ni membranski
protein A (BmpA). Njegovo primernost za povrSinsko predstavitev smo preverili z
vkljucitvijo B domene stafilokoknega proteina A v genetski konstrukt in jo tudi
dokazali. Sistem povrSinske predstavitve z BmpA nosilnim proteinov je bil manj
ucinkovit v primerjavi z Ze optimiziranim sistemom SPysss/AcmA. Z uporabo
ostrih pogojev spiranja laktokoknih celic, ki so izrazale BmpA v fuziji z B
domeno, pa smo dokazali mocnejSo vezavo na povrSino v primerjavi z
nekovalentno vezavo preko LysM AcmA regije. Sistem z BmpA nosilnim
proteinom zato predstavlja potencial za nadaljnji razvoj in optimizacijo.
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In the first part of graduation thesis we intended to express antigen varieties of
hepatitis A in Lactococcus lactis (L. lactis). We have prepared lactococal plasmids
with gene constructs, coding for antigen varieties of hepatitis A inserts using cloning
methods. Antigens were expressed using nisin-controlled expression in L. lactis. We
have successfully detected expression of antigen varieties of hepatitis A using SDS
PAGE and Western blot. In the second part of graduation thesis we have focused on
the search for new carrier proteins for bacterial surface display. We have analysed L.
lactis surface proteome using mass spectroscopy. We have identified 56 proteins on
L. lactis surface. Among them, we have selected 7 candidate carrier proteins for
bacterial surface display. We have cloned all seven candidate protein genes in
lactococal plasmids with histidine tag on their C-terminal. We have then expressed
proteins in L. /actis using nisin-controlled expression. Expression was detected with
SDS PAGE and Western blot using an antihistidine tag antibody. Amount of
expressed protein on the surface was evaluated with flow cytometry. We have
selected basic membrane protein A (BmpA) as a potential carrier protein for surface
display on the basis of efficiency and amount. To test its suitability as a candidate
carrier protein, hexa-histidine tag was replaced with B domain of staphylococcal
protein A in the genetic construct. Surface display system with BmpA carrier protein
was less successful in comparison to optimized SPyspus/AcmA system. However,
with stringent washing of lactococal cells we have demonstrated stronger binding of
covalent BmpA/B domain fusion in comparison to non-covalent LysM binding of
AcmA to bacterial surface. BmpA therfore has a good potential for further studies
and optimization.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

B dom. B domena

BmpA bazi¢ni membranski protein A (Ilmg_1064)

Bp bazni par

CCS ceramid karbamoil spermin

CTL citotoksi¢ni limfociti T

DNK deoksiribonukleinska kislina

F sprednji zaCetni oligonukleotid (ang. forward)
FAO Organizacija za prehrano in kmetijstvo

G- gram negativen

g merska enota za relativno centrifugalno silo (RCF)
G+ gram pozitiven

Gl gastrointestinalni trakt

GRAS splo$no priznani kot varni (ang. generally recognized as safe)
GSO gensko spremenjeni organizmi

HAV hepatitis A virus; v primeru nase raziskave del VP1-P2A poliproteina
IgX imunoglobulin tipa X (X=A, G, E)

IL interlevkin

INF-y interferon gama

kb kilo bazni par

KVCB kroni¢na vnetna €revesna bolezen

LPS lipopolisaharid

MCS mutiplo mesto za kloniranje

MKB mlecnokislinske bakterije

MS masna spektrometrija

NICE z nizinom nadzorovano izrazanje (ang, Nisin-Controlled gene Expression)
OD¢oo opti¢na gostota pri 600 nm

P fosfat

R obraten zacetni oligonukleotid (ang. reverse)

RNK ribonukleinska kislina

RPM vrtljaji na minuto

SPA stafilokokni protein A

SPusp4s signalni peptid proteina Usp45

TLR tollu-podobni receptor

Tm talilna temperatura

TNF-a dejavnik tumorske nekroze a

WHO Svetovna zdravstvena organizacija
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1 UVOD

1.1  OPREDELITEV PROBLEMA

Parenteralna dostava cepiv lahko povzroca nevSeCnosti, kot so boleCine in vnetja,
neprijeten obcutek in zahteva usposobljene ljudi za izvedbo. Najvecja nevarnost pri
parenteralnih vnosih antigenov v organizem pa je nenadna anafilakti¢na reakcija, ki kljub
veliki varnosti cepiv doseze razmerje 1:80:000 pri uveljavljenih cepivih.Tako je v svetu
vedno bolj zazelena peroralna dostava cepiv, ki je prijetnejSa, cenejSa in enostavna ter s
tem omogoca cepljenje prebivalstva v manj razvitih deZelah. Hepatitis A je obolenje jeter,
ki ga povzroca virus hepatitisa A iz druzine Picornaviridae. Prenasa se vefinoma
fekalnooralno, pa tudi z neposrednim prenosom med osebama. Hepatitis A predstavlja
zdravstveni problem predvsem v manj razvitih drzavah, kjer se letno okuzi 10 milijonov
ljudi. Zaradi varnosti in Stevilnih dobrih lastnosti so za peroralno dostavo antigenov
primerne mlec¢nokislinske bakterije, med njimi je Siroko uporabna bakterija Lactococcus
lactis, ki bi jo lahko uporabili za dostavo antigenov virusa hepatitisa A.

Pri dostavi antigenov (vakcinaciji) je pomemben tudi sistem predstavitve na povrSini
bakterij, ki je poleg tega uporaben tudi za resetanje proteinskih knjiznic, vezavo toksinov
in drugih Skodljivih molekul. Za predstavitev na povrSini bakterij so Ze razviti razli¢ni
nacini, ki pa niso vedno ucinkoviti. Zato je aktualno iskanje novih nacinov povrsSinske
predstavitve, zlasti novih povrSinskih proteinov, ki bi se lahko uporabili kot nosilci za
povrsinsko predstavitev.

1.2 CILJI RAZISKOVANJA

V diplomskem delu smo si zastavili naslednje cilje raziskovanja:

e pripraviti plazmide z vstavljenimi geni za razliice antigena hepatitisa A,

e izraziti razliCice antigena hepatitisa A v L. lactis in preveriti uspesnost izrazanja,

e dolociti in analizirati povrSinski proteom bakterije Lactococcus lactis subsp.
cremoris NZ9000,

e izbrati potencialne nosilne proteine za povrSinsko predstavitev na bakteriji L. lactis,

e pripraviti plazmide z vstavljenimi geni za izbrane povrSinske proteine, oznacene s
histidinsko oznako (His-Taq),

e izraziti povrSinske proteine v L. lactis in preveriti uspesnost izrazanja,

e izbrati najustreznej$i nosilni protein za povrSinsko predstavitev in preveriti njegovo
funkcionalnost z dodano B domeno stafilokoknega proteina A.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

V bakteriji L. lactis lahko 1zrazimo izbrane razliice antigena hepatitisa A in izrazanje tudi
ustrezno detektiramo. Rekombinantne bakterije bodo v nadaljnjem delu uporabne za
peroralno vakcinacijo.

Na povrsini bakterije L. lactis se nahajajo proteini, ki bi lahko bili u¢inkoviti kandidati za
nosilne proteine v sistemu bakterijske predstavitve na povrsini. PovrSinske proteine lahko
identificiramo, kloniramo njihove gene, jih prekomerno izrazimo in vrednotimo njihovo
ucinkovitost pri povrSinskem izrazanju.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 MLECNOKISLINSKE BAKTERIJE

Mlecnokislinske bakterije (MKB) ze od nekdaj spremljajo ¢loveka, saj predstavljajo
pomembno komponento fermentiranih mle¢nih, rastlinskih in zivalskih proizvodov, ki so
del prehrane ljudi Ze stoletja. MKB so bile odkrite v prehrani leta 1857 s Pasteurjem, leta
1873 je Lister izoliral prvo ¢isto bakterijsko kulturo Bacterium lactis iz mleka in leta 1890
sta isto¢asno Weigmann in Storch predstavila uporabo starterskih kultur za proizvodnjo
sira in kislega mleka (Stiles in Holzapfel, 1997). S temi odkritji se je zacela Siroka uporaba
MKB in procesa fermentacije v industriji in danes so poleg kvasovk (Saccharomyces
cerevisiae) industrijsko najpomembnejsi mikroorganizmi.

MKB spadajo med gram pozitivne bakterije in so skupina filogenetsko sorodnih
organizmov. Mednje uvr§¢amo rodove Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus in Weisela (Vandamme in sod., 1996). Zaradi uporabe v prehrani in vloge
probiotika v ¢loveskem gastrointestinalnem (GI) traktu se velikokrat rod Bifidobacterium
uvrs¢a med MKB, vendar genetsko spada med Aktinomicete (Vandamme in sod., 1996).
MKB so anaerobni ali mikroaerofilni koki, bacili ali pali¢ice, ki ne sporulirajo in nimajo
encima katalaze. Te bakterije imajo nizko vsebnost GC (34-53 %) v genomu in skupne
metabolne in fizioloske znacilnosti. V naravi jih pogosto najdemo na razpadajocem
rastlinskem materialu, v prehrani, veliko pa jih je del normalne bakterijske flore v ustih,
prebavilih in vagine pri sesalcih. Njihova glavna skupna znacilnost je tvorba mlecne
kisline, po kateri so dobile tudi ime. Mlecna kislina predstavlja kon¢ni produkt
metabolizma ogljikovih hidratov. Bakterije, ki tvorijo mle¢no kislino kot edini produkt
metabolizma sladkorjev, spadajo med homofermentativne mlecnokislinske bakterije.
Fermentacija homofermentativnih MKB poteka po Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) poti
za glikolizo (slika 1). Med homofermentativne MKB spadajo rodovi Pediococcus,
Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus in nekateri laktobacili. Heterofermentativne
MKB tvorijo zraven mlecne kisline Se ocetno kislino, ogljikov dioksid in etanol.
Heterofermentativna mlec¢nokislinska fermentacija poteka po dveh poteh, pot bifido
bakterij in 6-P-glukonatna pot (slika 1). Pri 6-P-glukonatni poti kot konc¢ni produkt
metabolizma ogljikovih hidratov nastajajo mle¢na kislina, ocetna kislina, ogljikov dioksid
in etanol, pri poti bifido bakterij pa nastajata mle¢na kislina in ocetna kislina (Kandler,
1983). Med heterofermentativne MKB spadajo rodovi Leuconostoc, Oenococcus, Weisela,
Carnobacterium in preostali iz rodu Lactobacillus. Pri homofermentativni fermentaciji je
najpomembnej$i encim aldolaza, pri obeh heterofermentativnih poteh pa encim
fosfoketolaza. Med rastjo MKB se mlecna kislina akumulira v rastnem gojis€u in s tem
znizuje pH gojisca, kar se Ze dolgo izkoris¢a za konzerviranje hrane. Rast MKB se ustavi
pri pH Sstiri do pet, na kisel pH pa so relativno odporne. Vecina jih ima podobno
temperaturno toleranco in njihova rast se ustavi pri temperaturi vi§ji od 45 °C ali niZji od
10 °C. MKB so avksotrofne za sStevilne aminokisline in druga pomembna hranila, zato tudi
v naravi rastejo v okolju, ki je bogato s hranili.

Med MKB je veliko vrst, ki so sposobne ribosomalne sinteze antibakterijskih proteinov ali
peptidov, ki jih imenujemo bakteriocini. Bakteriocini pomagajo bakteriji preziveti v okolju
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z drugimi mikroorganizmi, saj so ti toksicni za ostale kompetitivne bakterije, MKB pa so
odporne nanje. Bakteriocini MKB so uporabni za konzerviranje zivil. Bakteriocine
razdelimo glede na njihovo primarno strukturo na tri razrede. Razred I sestavljajo
postranslacijsko modificirani peptidi, ki jih imenujemo lantibiotiki. Najpomembnejsi in
najveckrat opisan lantibiotik je nizin, ki ga proizvaja Lactoccus lactis in ima pomembno
vlogo pri nadzorovanem izrazanju proteinov v MKB, kar je podrobneje opisano v tocki
2.1.2.1.1. Nizin spada v skupino amfifilnih kationskih lantibiotikov (lantibiotiki tipa A), ki
imajo sposobnost tvorbe por v membrani ze v mikromolarnih koncentracijah. Med
lantibiotike tipa A spadajo Se epidermin, pepS in drugi. Nizin in epidermin Ze v
nanomolarnih koncentracijah tvorita pore preko vezave na lipid II, ki je peptidoglikanski
prekurzor pri tvorbi celicne stene. Med lantibiotike tipa B spadajo mersacidin, aktagardin
in cinamicin, ki preko vezave na lipid II ali druge lipidne molekule ovirajo nadaljnje
encimske reakcije sinteze celicne stene. Razred II nemodificiranih bakteriocinov
predstavljajo kationski ali hidrofobni 20-40 AK dolgi peptidi, ki pove€ajo prepustnost
membrane in s tem uhajanje molekul. Razred II bakteriocinov je razdeljen na tri
podrazrede: Ila, IIb in Ilc. V podrazredu Ila je ve¢ kot 20 bakteriocinov, ki imajo zelo
podobno primarno strukturo in delujejo proti bakterijam Listeria. Mednje spadajo pediocin
PA-1, bavaricin MN, divercin V41, mesentericin Y105, leucocin A in enterocin P. V
podrazred IIb se uvrS¢ajo dvo-peptidni bakteriocini, katerih aktivnost je odvisna od
delovanja dveh razlicnih peptidov. Znani dvo-peptidni bakteriocini so lactacin F,
plantaricin EF in JK ter lactococcin G. Podrazred Ilc so skupina razli¢nih peptidov, ki ne
spadajo v podrazreda Ila in IIb. Razred III bakteriocinov predstavljajo veliki bakteriocini,
katerih delovanje Se ni dobro poznano (Héchard in Sahl, 2002).

Fruktoza-1.6-P

Fruktoza-6-P Gl“kom-ﬁil'
Acetil-P + Eritroza -1-P 6-P-Glukonat
= Aldelaza 'L‘___h_ Fru S-P -L
Heploza-P Eriluloza-5-P+ (32
+
Trioza-3-P Pentoza-F
ADP lc— Fosfoketolaza
) Acefil-P+ Trioza-3-P Tiieza-3-F +Acefil-P
ATP n
ADP ;
Piruvat ATP ATP
l Firuvat Puuvat
Rlledna Kislina reetna Kislina BIleina kKishna Rlletna kislina  © a Kistina
- 125 iEtanecl}y
CLIROL Potbifido bakterlj 6-P-Glukouniun pot
FOSFOKETOLAZNAPOT
{(Homofermentacija) (Heterofermentacija)

Slika 1: Shema metabolizma ogljikovih hidratov homofermentativnih in heterofermentativnih MKB
(Kandler, 1983)

MKB imajo status GRAS (splosno priznani kot varni), ki so ga dobile zaradi dolgotrajne
varne uporabe. Zaradi njihovega koristnega delovanja v prebavnem traktu, se velikokrat
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dodajajo v prehrani kot probiotiki. Probiotike definirata FAO in WHO kot Zive organizme,
ki vneseni v telo s hrano v zadostni koli¢ini ugodno vplivajo na zdravje gostitelja. Studije
funkcijske genomike probiotikov nam omogocajo spoznavanje prebavnih funkcij
probiotikov, kot so regulacija privzema mineralov, sluzne pregrade, funkcije celi¢nega
epitelija, metabolizma ksenobiotikov in povecanje prirojenega imunskega odgovora
(Walker in sod., 2006). Obstaja ze nekaj dokazov, da nekateri probiotiki povecajo
prebavljivost laktoze, drugi prepreCujejo posledice operacije kroni¢ne vnetne Crevesne
bolezni, veliko je ucinkovitih pri otroskem nalezljivem gastroenteritisu in z antibiotiki
povzroceno diarejo, prav tako stimulirajo prirojeno in celicno imunost ter zmanjSajo
vsebnost neugodnih metabolitov (Walker in sod., 2006; Schrezenmeir in de Vrese, 2001).
Pojavlja pa se tudi vedno ve¢ novih opisov in nekaj dokazov o Stevilnih drugih moznostih
uporabe probiotikov, kot je preprecevanje rakastih obolenj, zmanjSevanje holesterola v
krvi, zmanjSanje simptomov alergije in druge (Schrezenmeir in de Vrese, 2001).

MKB imajo glavno vlogo v procesu proizvodnje fermentirane hrane kot starter kulture.
Starter kulture so definirane kot pripravek ene ali ve¢ kultur zivih organizmov z encimskim
potencialom, ki v pogojih proizvodnje odlocilno vplivajo na oblikovanje lastnosti izdelka.
V preteklosti je proizvodnja fermentirane hrane potekala s spontano fermentacijo, ki so jo
povzrocili organizmi, ki so bili naravno prisotni na surovem materialu. Ker pri spontani
fermentaciji prihaja do velikih razlik v kakovosti konénih produktov zaradi razli¢nih
mesanic mikrobnih zdruzb in Stevilnih primesi v surovem materialu, se je razvila v
industriji fermentirane hrane uporaba starter kultur, ki povecajo hitrost procesa
fermentacije, povecajo varnost izdelkov, zagotovijo vecjo kakovost in stalnost izdelka,
omogocajo predvidevanje kvalitete kon¢nega produkta, lahko pa tudi povecajo prehrambno
vrednost izdelkov. Spontana fermentacija in inokulacija z delom prejSnje uspeSne
fermentacije se Se vedno uporabljata za proizvodnjo kislega zelja in testa, predvsem pa se
uporabljata v manj razvitth drzavah, kjer predstavljata poceni in =zanesljiv nacin
konzerviranja hrane (Leroy in De Vuyst, 2004). Uporabo razlicnih MKB Leroy in De
Vuyst (2004) naStevata pri naslednjih tipih fermentiranih produktov:

e mlecni produkti, kot so jogurt, kefir, trdi siri brez lukenj in z manjSimi luknjami,

italijanski in Svicarski tip sirov, maslo in fermentirano probioti¢no mleko;

e fermentirani mesni izdelki, kamor spadajo fermentirane klobase iz Evrope in ZDA;

e fermentirani ribji produkti,

e fermentirana zelenjava, kot so kislo zelje, fermentirane olive, kisle kumare, sojina

omaka in druga fermentirana zelenjava;
e fermentirano zito, kjer je omenjena proizvodnja kislega testa,
¢ in alkoholne pijace, kot sta vino in rizevo vino.

Zaradi vedno vecjih zahtev potro$nikov o varnosti in kakovosti prehrane, kjer se predvsem
omenja uzivanje hrane, ki ima ugoden vpliv na zdravje in zmanjSevanje uporabe aditivov v
konzerviranju hrane, se je zacela razvijati proizvodnja tako imenovane funkcionalne hrane.
S tem se je zacela tudi uporaba funkcionalnih starter kultur v proizvodnji fermentirane
hrane, kjer so najbolj uporabne MKB zaradi njihovega probioticnega delovanja,
proizvodnje bakteriocinov in drugih molekul za konzerviranje ter Stevilnih produktov, ki
lahko izboljSajo organolepticne, tehni¢ne in prehrambne vrednosti hrane (Leroy in De
Vuyst, 2004).
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2.1.1 Lactococcus lactis

Lactococcus lactis predstavlja modelno mle¢nokislinsko bakterijo in eno najpomembne;jsih
MKB v komercialni uporabi, saj se najveckrat uporablja v raziskavah in pri proizvodnji
mle¢nih produktov. L. /actis je navadno izoliran iz rastlinskega materiala (Sandine in sod.,
1972), Ceprav ga najveckrat najdemo v mlecnih produktih. V mle¢ni industriji se uporablja
vecinoma za proizvodnjo sirov, sirotke in kisle smetane, prav tako pa sodeluje pri
fermentaciji rastlinskega materiala, kot je proizvodnja kislih kumaric in kislega zelja.

Predstavniki vrste L. lactis so gram pozitivne, mezofilne, nemobilne in fakultativno
anaerobne bakterije. Prav tako niso patogeni, imajo obliko kokov, ne tvorijo spor in imajo
homofermentativen metabolizem, kjer tvorijo ve¢inoma L (+) mle¢no kislino iz glukoze
(Stiles in Holzapfel, 1997; Courtney, 1999). Njihova optimalna rast je pri temperaturi 30
C. Pri pH 4,5 ali niZje je rast ovirana. Za rast ne potrebujejo kisika, vendar ga tolerirajo. V
naravi jih najdemo v surovem mleku in rastlinskem materialu, ki je bogato z viri ogljika in
dusika. V laboratoriju se za rast in razmnoZevanje bakterij L. lactis uporablja gojis¢e M17,
ki je nedefinirano. Obstajajo tudi definirana gojis¢a, ki vefinoma vsebujejo glukozo,
vitamine, minerale in Stevilne aminokisline, saj je L. lactis avksotrofen za kar nekaj
aminokislin. Poznani sta podvrsti L. lactis subsp. lactis in cremoris. L. lactis subsp. lactis
raste pri temperaturi 40 °C in 4 % NaCl ter proizvaja amonijak iz arginina, kar ni znacilno
za L. lactis subsp. cremoris. Znotraj podvrste L. lactis subsp. lactis je biovarianta L. lactis
subsp. lactis biovar. dyacetilactis, ki ima zmoznost metaboliziranja citrata, kjer kot glavni
produkt nastaja diacetil, ki ima vonj po maslu. Ostali produkti citratnega metabolizma so
ogljikov dioksid, ocetna kislina, mle¢na kislina, mravlji¢na kislina, acetoin in butandiol.
Proizvodnja diacetila je Se posebej pomembna pri proizvodnji sirotke. L. lactis proizvaja
tudi bakteriocine, kjer je najbolj znan in najpomembnejsi Ze omenjeni lantibiotik nizin, ki
ima antimikrobno aktivnost proti kvarljivcem hrane kot so Listeria, Staphylococcus in
Clostridium. Nizin je edini bakteriocin, ki se uporablja kot aditiv v prehrani Sirom sveta
(Courtney, 1999).

Sevi L. lactis vsebujejo en krozni kromosom in ponavadi ve¢ kopij plazmidov. Stevilo
kopij plazmidov se razlikuje, prav tako velikost in razporeditev elementov glede na sev.
Vecina plazmidov nosi zapis za pomembne industrijske lastnosti laktokokov, kot so
metabolizem laktoze, proteoliza, aktivnost citratne permeaze, rezistenca na bakteriofage,
produkcija bakteriocinov in polisaharidov in imunost. Z izgubo teh plazmidov lahko sevi
izgubijo glavne produkcijske in uporabne lastnosti, ki jih ljudje izkoriS¢amo (Courtney,
1999). Leta 2001 so dolocili nukleotidno zaporedje celotnega genoma Lactococcus lactis
subsp. lactis 1L1403, ki izvira iz seva IL594 (Bolotin in sod., 2001). Naslednji dolo¢en
genom je bil genom bakterije Lactococcus lactis subsp. cremoris SKI11 leta 2005
(Makarova in sod., 2006), ¢ez dve leti pa mu je sledil genom Lactococcus lactis subsp.
cremoris MG1363, ki izvira iz seva NCDO712 (Wegmann in sod., 2007). Seva SK11 in
MG1363 sta bila pripravljena z odstranitvijo plazmidov iz izvornih sevov, kar pomeni, da
nimata sposobnosti proizvodnje laktoze in Stevilnih drugih pomembnih produktov. S
Studijami primerjalne genomike so dolocili Stevilne razlike in podobnosti med
posameznimi sevi Ze dolocenih genomov L. lactis in med posameznimi MKB (Makarova
in sod., 2006; Wegmann in sod., 2007). Vsi trije omenjeni sevi z dolo¢enim nukleotidnim
zaporedjem so predstavljali seve iz mlekarstva, zato so pred kratkim Siezen in sod. (2010)
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dolocili celotno nukleotidno zaporedje seva Lactococcus lactis subsp. lactis KF147, ki je
bil izoliran iz kal¢kov zelenega mungo fizola, kateri se ve€inoma uporablja v kitajski
kuhinji. Genom seva KF147 je zelo podoben genomu IL1403, vendar sev KF147 kodira
veliko znacilnosti, ki jih je pridobil z adaptacijo na rast na rastlinskih materialih, kot je
zmoznost razgradnje rastlinskih polimerov in celicne stene (Siezen in sod., 2010). Z
odkrivanjem novih lastnosti razli¢nih sevov in spoznavanja razlik med njimi, bomo lahko
optimizirali Stevilne procese fermentacije ali dolo¢ili povsem nove kombinacije definiranih
ali nedefiniranih meSanih kultur za proizvodnjo Zelenih fermentacijskih produktov (Van
Hylckama Vlieg in sod., 2006).

Ker ima L. lactis priznan status GRAS in ni naravni prebivalec gastrointestinalnega trakta,
vendar prezivi pot skozi Crevesje, se pojavlja vedno ve¢ raziskav uporabe L. lactis za
peroralno imunizacijo, dostavo cepiv in drugih terapevtskih ucinkovin ter metabolnega
inzeniringa. O tem je ve¢ povedano v poglavju gensko spremenjene mlecnokislinske
bakterije.

2.1.2 Gensko spremenjene mle¢nokislinske bakterije

Genetsko so bile MKB prvi organizem, v katerem je bila predstavljena genetska izmenjava
materiala, saj je leta 1928 Griffith transformiral Preumococcus v misih in vivo (Renault,
2002). Z razvojem tehnike elektroporacije je transformacija postala mozna za ve¢ino MKB
(Luchansky in sod., 1988). Zaradi velikega zanimanja in uporabnosti MKB bakterij v
industriji se je mocno povecal razvoj spreminjanja metabolizma in genskega zapisa MKB z
namenom izboljSanja industrijskih sevov. V ta namen so se razvili Stevilni sistemi za
kloniranje, pomnoZevanje in izrazanje genov v MKB. Prav tako so uvedli nove plazmidne
vektorje za kloniranje, kjer je za prehransko uporabo pomembno, da plazmidi ne vsebujejo
oznacevalcev za antibioti¢no rezistenco ali katerih drugih Skodljivih komponent. Pri tem je
tudi pomembno, da genski elementi plazmidov in vkljuceni geni bakterij izhajajo iz iste
vrste, saj je tako mozna uporaba homolognega sistema za kloniranje. Veliko sistemov za
izrazanje in kloniranje je bilo razvita v modelni MKB Lactococcus lactis, vendar je bila
uporaba pozneje razsirjena tudi na druge industrijsko zanimive MKB (Vos, 1999; Renault,
2002).

Gensko spremenjene (GS) MKB so zanimive za uporabo v prehrambeni industriji, v
zadnjem Casu pa vedno bolj za terapevtske namene.

2.1.2.1 Sistemi za izrazanje genov

Sistemi za izrazanje genov so bili razviti z namenom kontroliranega izrazanja ze poznanih
ali novih kombinacij homolognih in heterolognih genov v MKB. Med razvitimi sistemi za
izrazanje genov locimo konstitutivne sisteme in nadzorovane sisteme (Vos, 1999).

Konstitutivni sistemi za izrazanje genov temeljijo na delovanju promotorjev, ki so del
hiSnih genov, ki se nenehno izraZajo v ¢asu bakterijske rasti in razvoja, kar pomeni da ti
sistemi omogocajo kontinuirno pridobivanje Zelenega produkta. Dobra lastnost
konstitutivnih sistemov je, da za izrazanje ne potrebujejo nobenih zunanjih dejavnikov za
indukcijo izrazanja, vendar imajo slabost, da je nivo izrazanja vecinoma nizji kot pri
nadzorovanih sistemih (Berlec in Stmkelj, 2009; Vos, 1999). Ker nadzorovanih sistemov
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ni mogoce vedno uspesno voditi v industrijskem merilu, so se zaceli razvijati moc¢nejsi
konstitutivni promotorji. Jensen in Hammer (1998) sta z uporabo knjiznice sinteticnih
promotorjev ugotovila, da se lahko mo¢ prokariontskih konstitutivnih promotorjev
uravnava s spreminjanjem vmesnih zaporedij med promotorskimi elementi.

Nadzorovani sistemi za izrazanje so odvisni od zunanjega drazljaja, ki inducira delovanje
promotorjev in s tem prepisovanje genov ter izrazanje proteinov. Izrazanje z
nadzorovanimi sistemi se velikokrat uporablja v laboratorijskem merilu, saj je indukcija
izrazanja moc¢na in tako lahko pridobimo vecje koli¢ine produkta. V ve¢jem industrijskem
merilu velikokrat ni mogoce uspesno voditi nadzorovanega sistema izrazanja, Se posebej ¢e
je zahtevan konstanten nivo produkcije (Renault, 2002). Izrazanje proteinov se lahko
inducira s Stevilnimi zunanjimi drazljaji, ki so lahko fizikalni ali kemicni. Med
nadzorovanimi sistemi za izrazanje genov v MKB je poznanih veliko razli¢nih sistemov,
pomembne;jsi so naslednji, ki so opisani v nadaljevanju (Vos, 1999):

e sistem za izrazanje genov, ki je nadzorovan z ogljikovimi hidrati,
sistem za izrazanje genov, ki je nadzorovan z bakteriofagom @31,
sistem za izrazanje genov, ki je nadzorovan s spremembo temperature,
sistem za izrazanje genov, ki je nadzorovan s spremembo pH in
z nizinom nadzorovan sistem za izrazanje (NICE sistem).

Sistemi za izrazanje genov, ki so nadzorovani z ogljikovimi hidrati, so se razvili zaradi
Stevilnih $tudij uporabe ogljikovih hidratov MKB in njihove pomembnosti v industrijski
fermentaciji. VeCina genov, ki sodelujejo pri transportu in katabolizmu sladkorjev je
organiziranih v operone, ki se mo¢no izrazajo in so kontrolirani s specifi¢nimi regulatorji
na zacetku transkripcije. S sladkorjem nadzorovani sistemi se razlikujejo med sabo po
ucinkovitosti, lokaciji genov in vrsti sladkorja, ki sprozi izrazanje. NajboljSe je opisan
sistem z lac operonom iz L. lactis, ki ima mocan lacA promotor, kateri je kontroliran z
avtoregulacijo LacR represorja. Indukcija izrazanja se sprozi z dodatkom laktoze, ki preko
vmesne spojine inaktivira LacP represor.

Sistem za izrazanje genov, ki je nadzorovan z bakteriofagom ®31, temelji na delovanju
promotorja laktokoknega bakteriofaga @31, ki ga inducira okuzba z ®31. Po okuzbi pride
do lize celic proizvodnega seva in s tem se sprosti produkt. Zaradi visoke inducibilnosti in
hitre lize celic, je ta sistem poimenovan tudi eksplozivno izrazanje.

Pri sistemu za izraZanje genov, ki je nadzorovan s spremembo temperature, sodelujeta P,
in P, promotor, ki kontrolirata ekspresijo 770 gena. Pri spremembi temperature na 40 °C
postane termolabilni represor Rrol2 neaktiven, kar omogoci aktivacijo promotorja P2 in
indukcijo izrazanja genov. Sistem ni primeren za industrijsko uporabo, saj ga je v velikem
merilu tezko vzpostaviti, zraven pa vodi v indukcijo genov toplotnega Soka.

Sistem za izrazanje genov, ki je nadzorovan s spremembo pH, deluje na osnovi gad
promotorja, ki je lahko induciran s kloridom, glutamatom ali kislino. Promotor nadzoruje
izrazanje gadCB operona preko GadR proteina.
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2.1.2.1.1 NICE sistem

Z nizinom nadzorovani sistem za izrazanje je najpogosteje in najpodrobneje opisani sistem
za nadzorovano izrazanje genov. NICE sistem je zanimiv zaradi njegove Siroke uporabe v
laktokokih in drugih gram pozitivnih bakterijah, kjer se uporablja za prekomerno izrazanje
homolognih in heterolognih genov, za funkcionalne Studije in proizvodnjo proteinov,
metabolni inzeniring, izrazanje prokariontskih in evkariontskih membranskih proteinov,
izloCanje proteinov, izraZanje genov s toksi¢nimi produkti, analizo pomembnih genov in za
uporabo v Sirokem merilu (Mierau in Kleerebezem, 2005).

Nizin je 34 aminokislin dolg antimikrobni peptid, ki je sestavljen iz mnogih nenavadnih
aminokislin in petih cikli¢nih struktur (slika 2). Nizin nastane tako, da se najprej na
ribosomu sintetizira nizinski prekurzor, ki je nato podvrzen Stevilnim post-translacijskim
modifikacijam, kot je dehidracija serinskih in treoninskih aminokislinskih ostankov in
tvorba tioesterskih mosti¢kov, ki jih imenujemo lantionini.
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Slika 2: Shema kon¢ne molekule nizina. Dhb-dehidrobutirat, Dha-dehidroalanin, Ala-S-Ala-lantionin, Abu-
S-Ala-B-metil lantionin (Mierau in Kleerebezem, 2005: 706).

Biosintezo nizina kodira skupina enajstih genov nisABTCIPRKFEG, od katerih prvi gen
nisA kodira prekurzor za sintezo nizina. Geni nisB, nisC, nisP in nisT uravnavajo sintezo
peptidov, ki so vkljuceni v modifikacijo, translokacijo in procesiranje nizina do kon¢ne
oblike, geni nisl, nisF, nisE in nisG pa so sodelujejo pri zagotavljanju neodzivnosti
gostitelja na nizin. V regulacijo izrazanja skupine nizinskih genov sta vkljuena gena nisR
in nisK, ki spadata v druzino bakterijskih dvo-komponentnih regulatornih sistemov. NisK
je histidinska protein-kinaza, ki je zasidrana v membrani in deluje kot receptor za vezavo
zrelega nizina. Ob vezavi nizina na NisK se sproZi proces avtofosforilacije NisK in fosfat
se prenese na regulator odziva nisR. Aktiviran nisR sprozi aktivacijo promotorjev Pyisa in
Puise, ki sprozita prepisovanje genov za sintezo nizina. V primeru, da za promotorjem Ppisa
vstavimo kateri drugi gen (gen X), se bo sprozilo izrazanje gena X in nastajal bo Zelen
produkt (slika 3). Izrazanje Zelenega gena se lahko inducira Ze z dodatkom subinhibitornih
koncentracij nizina (0,1-5 ng/mL) v gojis¢e. V skupini nizinskih genov je $e tretji promotor
Puisr, ki konstitutivno usmerja izrazanje genov nisK in nisR ter nanj ne vplivajo zunanji
dejavniki (Kuipers in sod., 1995; Mierau in Kleerebezem, 2005).
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Slika 3: Z nizinom kontrolirano izrazanje genov (Mierau in Kleerebezem, 2005: 708)

Za uporabo z nizinom nadzorovanega sistem za izrazanje genov so bili razviti Stevilni
gostiteljski sevi in plazmidi. Za pripravo gostiteljskega seva sta bila iz skupine nizinskih
genov izolirana gena nisR in nisK in vstavljena v pepN gen na kromosomu L. lactis subsp.
cremoris MG1363, ki ne vsebuje skupine nizinskih genov. S tem so ustvarili sev NZ9000,
ki je najveckrat uporabljen gostiteljski sev za NICE sistem. Med pogosteje uporabljene
gostiteljske seve spadajo Se NZ9700, ki se velikokrat uporablja kot sev za proizvodnjo
nizina, NZ9800, ki je gostiteljski sev za NICE sistem, NZ3900, ki je gostiteljski sev za
NICE sistem za uporabo v prehrani, in NZ9000 htrA, ki je gostiteljski sev za izloCanje
proteinov. Plazmidi so bili pripravljeni za translacijsko in transkripcijsko fuzijo in za
znotrajcelicno proizvodnjo ali izloCanje proteinov. NajveCkrat uporabljen plazmid za
translacijsko fuzijo je pNZ8048, iz katerega sta se pozneje razvila pNZ8148 in pNZ8150.
Pri plazmidu pNZ8148 lahko s PCR pomnozen gen direktno kloniramo pod nizinski
promotor preko Ncol restrikcijskega mesta, pri pNZ8150 pa preko Scal restrikcijskega
mesta. Plazmid pNZ8021 se uporablja za translacijsko fuzijo, plazmid pNZ8110 pa za
izloCanje proteinov, preko signalne sekvence Usp45 za izloCanje proteinov (Kuipers in
sod., 1998; Mierau in Kleerebezem, 2005; De Ruyter in sod., 1996).

Zaradi Siroke in enostavne uporabe je bil NICE sistem za izrazanje genov prenesen tudi na
druge gram pozitivne bakterije iz rodov Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus in
Leuconostoc. Za optimizacijo novih sistemov je predvsem pomembna lokacija nisRK
genov in koli¢ina nizina za indukcijo. NisRK gena sta lahko locirana na istem plazmidu kot
promotor nisA ali na drugem plazmidu ali pa na kromosomu (Mierau in Kleerebezem,
2005).

2.1.3 Uporaba GS MKB v prehrani

Gensko spreminjanje MKB v prehrani lahko imenujemo tudi metabolni inzeniring MKB,
saj gre vefinoma za spreminjanje proizvodnje primarnih in sekundarnih metabolitov z
namenom izboljSanja lastnosti hrane. Razvoj metabolnega inZeniringa MKB lahko
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razdelimo v dve vecji veji, prva je razvoj starter kultur za fermentacijo hrane, druga pa
razvoj celi¢nih tovarn za proizvodnjo kemikalij, vitaminov in sekundarnih metabolitov
(Berlec in Strukelj, 2009).

Na nivoju DNK spadajo med genetsko spremenjene mikroorganizme (GSO) tisti sevi, ki so
bili pridobljeni s kontroliranimi genetskimi spremembami, kamor se uvr$¢ajo enojne
substitucije baznih parov, mutacije, vstavljanje genov v kromosome in izrez genov iz
kromosomov. V primeru, da so sevi pridobljeni z naravnimi procesi samo-kloniranja,
transdukcije ali konjugacije, takSni sevi niso upoStevani kot GSO. Za izboljSanje
fermentirane hrane se v metabolnem inZeniringu MKB pogosto uporabljajo metode
direktne mutageneze (Sybesma in sod., 2006).

Gensko spreminjanje MKB v prehrani se uporablja za izboljSanje lastnosti hrane, kot so
vonj in okus, struktura, mineralna vrednost in rok trajanja. Primeri uporabe GS MKB za
izbolj$anje lastnosti hrane so opisani v nadaljevanju (Berlec in Strukelj, 2009; Renault,
2002; Sybesma in sod., 2006).

Za izboljSanje stabilnosti vonja in okusa sirotke je bil razvit sev L. lactis z neaktiviranim
genom aldB, ki kodira gen za encim a-acetolaktat karboksilaza. Ta encim je odgovoren za
pretvorbo a-acetolaktata v acetoin. V primeru, da je encim neaktiven se poveca koli¢ina a-
acetolaktata, ki se nato v procesu kemijske oksidacije pretvori v diacetil, ki daje sirotki
vonj in okus.

Za spreminjanje lastnosti hrane so tudi uporabne GS MKB, ki imajo povecano
proteoliticno aktivnost. Za povecanje proteoliticne aktivnosti sevov so vstavili v L. lactis
gene, ki kodirajo peptidaze PepN, PepX, PepC in Pepl iz visoko proteoliticnega L.
helveticus ali Pepl, PepL, PepW in PepG iz L. delbrueckii, in jih prekomerno izrazili.
Taks$ni sevi so uporabni pri zorenju sirov, saj peptidoliti¢ni encimi skraj$ajo procese
zorenja sirov in omogocajo proizvodnjo sirov z izboljSanimi lastnostmi, kot je na primer sir
z nizko vsebnostjo mascob. Proces zorenja sira izboljSa tudi razgradnja aminokislin, ki je
pospeSena s povecano proizvodnjo a-ketoglutarata. Na povecano proizvodnjo a-
ketoglutarata pa vpliva prekomerno izrazanje gena gdh, ki kodira encim glutamat
dehidrogenazo in je iz bakterije Peptoniphilus asaccharolyticus.

Pomembna lastnost hrane je njena struktura. Z namenom izboljSanja strukture hrane so
vnesli v L. lactis celotno skupino genov, ki kodirajo proizvodnjo eksopolisaharidov, iz
drugih MKB. Izrazanje eksopolisaharidov je vplivalo na viskoznost in strukturo
fermentiranih produktov.

Kot primer izboljSanja mineralnih lastnosti hrane se najveckrat omenja prekomerno
izrazanje riboflavina (vitamin B2) ali folata v GS MKB L. lactis. Z vnosom celotne
skupine genov, ki kodirajo sintezo riboflavina ali folata, pod mocan promotor, so dosegli
prekomerno izrazanje genov in koncentracijo produkta zvisali na 8 mg/L.

Pri fermentaciji hrane pride velikokrat do okuzbe z bakteriofagi ali drugimi Skodljivi
bakterijami, kar povzroci lizo starter kultur in ustavitev procesa fermentacije. Proti okuzbi
z bakteriofagi so bili razviti sevi odporni na fage, ki delujejo z razlicnimi procesi zaviranja
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razvoja bakteriofagov. Proti okuzbi mlec¢nih starter kultur z drugimi gram pozitivnimi
bakterijami so se razvile starter kulture, ki prekomerno izrazajo prehransko uporaben
lantibiotik, kot je nizin.

Moznih in znanih je Se veliko primerov izkoris¢anja GS MKB za uporabo v prehrani,
vendar zaradi sploSnega negativnega javnega mnenja o uporabi GSO v prehrani ostajajo
taki primeri le predmet raziskav in so Se dale¢ od industrijske uporabe. Javno mnenje o
uporabi GS MKB za terapevtske namene pa je veliko bolj pozitivno, saj smo ljudje veliko
bolj sprejemljivi do novosti, ki so povezane z naSim zdravjem in preprecevanjem bolezni.
Primeri uporabe GS MKB v terapevtske namene so opisani v naslednjem poglavju.

2.1.4 Uporaba GS MKB za terapevtske namene

GS MKB za terapevtske namene so uporabne kot dostavni sistemi bioloSko aktivnih
makromolekul v organizem. Njihov namen je dostava bioloSko aktivnih molekul v
organizem preko sluznic, kjer je najveckrat tarca sluznica prebavil, zanimiva pa je Se nosna
in vaginalna sluznica. MKB so primerne kot dostavni sistemi zaradi prezivetja pri prehodu
skozi prebavni trakt in njihove splo§no znane dolgotrajne varne uporabe. Ker prezivijo pot
skozi prebavni trakt, so dobri kandidati za peroralno dostavo biolosko aktivnih molekul.
Nekateri laktobacili so naravni prebivalci prebavnega trakta in imajo sposobnost
kolonizacije prebavnih sluznic, kar laktokoki niso zmozni. U¢inkovitost dostave bioloSkih
molekul je odvisna od uporabe ustreznega seva, nivoja izrazanja bioloske molekule in od
nacina izraZanja, kjer se lahko produkt izrazi znotraj celice, se izlo¢i iz celice ali pa se veze
na povrsino celice (Berlec in Strukelj, 2009). Dostavo bioloskih molekul z GS MKB lahko
razdelimo na dostavo cepiv in dostavo proteinov s fiziolosko vlogo (Berlec in Strukelj,
2008).

2.1.4.1 Dostava cepiv (vakcinacija)

Zaradi Stevilnih nevSecnosti, ki jih povzroca parenteralna dostava cepiv, je danes zazelena
peroralna dostava cepiv, ki ima veliko prednosti v primerjavi s parenteralno. Peroralna
dostava cepiv je relativno poceni, lahko se razsiri v ve€jem merilu, je primerna za vse ljudi,
predvsem pa za manj razvite revne drzave, kjer ni dovolj usposobljenega osebja za
parenteralno dostavo in kjer je tudi najve¢ okuzb ljudi z nevarnimi organizmi. Peroralno
vakcinacijo podpira tudi dejstvo, da se prva obrabna linija pred patogeni nahaja v
¢loveskem crevesju, ki predstavlja tudi najvecji imunoloski organ. Dokazano je, da se ve¢
kot 60 % vseh dnevno proizvedenih protiteles izlo¢i v prebavni trakt. Peroralna
imunizacija na zacetku povzro¢i lokalni imunski odgovor, kar pomeni, da se sprozi
izloCanje IgA protiteles iz epitelija v lumen prebavnega trakta, hkrati pa se lahko sprozi
tudi sistemski imunski odziv in s tem proizvodnja IgG protiteles. Oba imunska odziva
udinkujeta na uspesno uni¢enje in odstranitev patogenov iz telesa (Berlec in Strukelj, 2008;
Pouwels in sod., 1998).

MKB so ugoden kandidat za peroralno dostavo cepiv, saj imajo status GRAS, lahko
povecajo imunski odziv, kar lahko zmanjSa Stevilo ponovitev imunizacij, in nekateri
laktobacili lahko kolonizirajo dele sluznice, kar lahko inducira lokalni imunski odziv.
Njihova prednost je Se, da nekaj sevov laktobacilov velja za probioti¢ne kulture, kar
pomeni, da imajo ugoden vpliv na zdravje (Pouwels in sod., 1998).
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Dostava cepiv z MKB je mozna tako s kolonizirajo¢imi kot nekolonizirajo¢imi
bakterijami. Ce Zelimo kontinuirano sintezo antigena na povriini sluznice prebavnega
trakta, moramo za dostavo cepiva uporabiti kolonizirajo&e laktobacile. Ce pa uporabimo za
dostavo cepiv laktokoke, ki ne kolonizirajo prebavnega trakta, bomo z njimi dosegli visok
nivo izrazanja antigena, vendar le za nek dolocen cCas, saj na primer laktokoki potujejo
skozi Crevesje Cloveka tri dni. Kateri sistem predstavitve antigenov je boljsi za doseganje
vi§je imunogenosti antigena za posamezen primer ne moremo vnaprej napovedati. Za oba
nacina predstavitve antigenov je bilo ugotovljeno, da delujeta dobro pri sistemski in nosni
poti. Pri izbiri kolonizirajo¢ih sevov za dostavo cepiv v Cloveka moramo biti posebe;j
pozorni na njihovo varnost in metabolne ter fizioloske znacilnosti (Mercenier in Grangette,
2000). Zaradi moznosti prilagoditve na antigen v primeru kolonizirajo¢ih bakterij je L.
lactis najugodnejsi in najpogostejsi kandidat za peroralno dostavo cepiva, Ceprav se veliko
raziskav opravlja na ué¢inkovitej$ih laktobacilih (Berlec in Strukelj, 2008).

V raziskavah MKB kot nosilcev za cepiva so bile kot modelne bakterije uporabljene
Streptococcus gordonii, ki je kolonizirajo¢a bakterija, Lactobacillus ssp., kjer so ene vrste
kolonizirajoce, druge pa ne, in Lactoccocus lactis, ki je nekolonizirajoCa bakterija. Vecina
vseh raziskav je bila opravljena na laboratorijskih misih. Predstavitev razli¢nih antigenov z
omenjenimi MKB je lahko potekala skozi oralne poti, nosne ali vaginalne. Antigeni so
lahko usmerjeni proti razlicnim bakterijskim in virusnim patogenom ter tudi proti
prazivalim (Plasmodium falciparum). Najve¢ §tudij je bilo opravljenih na modelnem
antigenu fragmentu C tetanus toksina, ki je 47 kDa velik polipeptid z mocno
imunogenostjo. V Studijah so dokazali, da rekombinante bakterije L. lactis in Lb.
plantarium, ki izrazajo fragment C tetanus toksina in so vstavljene v misi preko oralnih ali
nosnih poti, povzrocijo izloCanje IgA protiteles in IgG protiteles ter s tem zascCitijo misi
pred smrtjo zaradi okuzbe s tetanus toksinom. Ucinkovitost imunskega odziva na tetanus
toksin lahko povecamo s hkratnim izrazanjem interlevkinov (IL), kot sta IL-2 in IL-6.
Rekombinanta bakterija S. gordonii, v katero je bil vstavljen gen za povrSinski protein M6
iz S. pyogenes, kolonizira oralne in vaginalne poti in tako lahko inducira lokalni in
sistemski odziv proti heterolognim antigenom, ki se zraven M6 izrazijo na povrSini
bakterije. Omenjena bakterija je zanimiva za uporabo vaginalne imunizacije proti spolno
prenosljivim boleznim, kot so HIV, okuzba s papiloma virusom in kandidoze. Primeri
uporabe GS MKB za dostavo cepiv so Se zascCita pred rotavirusi, pred okuzbo s kolera
toksinom B, pred brucelozami, pred kariesom, pred okuzbami s Streptococcus
pneumoniae, pred malarijo, pred koronavirusom, pred enterotoksigeno E. coli in drugimi
boleznimi (Berlec in Stmkelj , 2008; Mercenier in Grangette, 2000; Renault, 2002).

2.1.4.2 Dostava proteinov s fiziolosko vlogo

Z dostavo proteinov s fizioloSko vlogo v  MKB lahko ciljamo na razli¢ne bolezni
prebavnega trakta, metabolnih okvar ali alergijskih reakeij (Berlec in Strukelj, 2009;
Berlec in Strukelj, 2008).

Najpogostejsa tarca dostave proteinov v prebavni trakt je kroni¢na vnetna ¢revesna bolezen
(KVCB), kamor se uvriéata Crohnova bolezen in ulcerozni kolitis. Za obe bolezni je
znaCilno kroni¢no vnetje ¢revesne sluznice, le da je pri Cronhovi bolezni lahko prizadeta
sluznica celotnega prebavnega trakta, pri ulceroznem kolitisu pa le sluznica debelega
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érevesja. Kljub $tevilnim raziskavam $e vedno ni poznan vzrok KVCB, vendar
predvidevajo, da je rezultat medsebojnega vpliva genetskih in okoljskih dejavnikov (Berlec
in Strukelj, 2009). Z $tudijami o delovanju citokinov, so ugotovili, da ima IL-10
pomembno funkcijo kot imunoregulator v prebavnem traktu, kar pomeni da ima zmoZnost
spreminjanja imunskega odziva in s tem posledi¢no lahko zmanjSa vnetni odziv, ki nastane
zaradi KVCB. V ta namen se je razvil sistem za dostavo IL-10, ki so ga prekomerno
izrazale in izloCale bakterije L. lactis. Sistem je bil uspe$no testiran na misjih modelih
kolitisa (Steidler in sod., 2000). Za uporabo pri ljudeh je bil nato razvit sev L. lactis, ki so
mu zamenjali gen za timidilat sintazo (thyA4) s sinteticnim ¢loveskim genom za IL-10. GS
bakterije L. lactis brez gena thyA niso sposobne prezivetja brez timina in timidina, kar
pomeni, da ne prezivijo v naravi, prezivijo pa v prebavnem traktu (Steidler in sod., 2003).
Uporabnost gensko spremenjenih L. lactis, ki so izrazale ¢loveski IL-10 in niso prezivele v
naravi, so preverili v fazi I klinicne Studije, ki je potekala na desetih ljudeh z Crohnovo
boleznijo. Zdravljenje pacientov je bilo uspesno, saj so zasledili zmanjSanje simptomov
bolezni in le nekaj manjsih stranskih u¢inkov (Braat in sod., 2006). Ta Studija predstavlja
prvi primer klini¢ne $tudije z uporabo GS MKB kot Zivih dostavnih sistemov. Drugi
primer GS MKB za lajsanje vnetja pri KVCB je L. lactis, ki je sposoben vezave TNFao, ki
je vnetni citokin prisoten pri KVCB (Ravnikar in sod,. sprejeto v tisk)

GS MKB kot dostavni sistemi proteinov s fiziolosko vlogo bi se lahko uporabljaje tudi za
zdravljenje alergijskih imunskih odzivov. Pri alergi¢ni reakciji imunski sistem zacne
proizvajati imunoglobuline IgE, ki se vezejo na mastocite in bazofilce preko receptorja.
Nato te celice sprostijo citokine in histamin, ki povzro¢ijo vnetje in so odgovorni za
kliniéne znake alergijske reakcije (Berlec in Strukelj, 2009). Primer uporabe MKB za
zmanjSanje alergijske reakcije je rekombinantna bakterija Laktobacillus johnsonii, ki na
povrsini izraza fragment variabilne regije protitelesa (scFv) proti IgE, ali IgE mimotop, ki
stimulira tvorbo IgG proti IgE. Ugotovili so, da imunizacija misi z rekombinatnim Lb.
johnsonii skozi kozo ali nos, inducira sistemski IgG odgovor proti ¢loveskim IgE
protitelesom (Scheppler in sod., 2005).

Zanimiv je tudi potencial GS MKB za popravljanje metabolnih napak, med katerimi se
velikokrat omenja laktozna intoleranca, saj bi lahko z bakterijskim encimom laktazo
nadomescali okvarjeni ¢loveski encim. Drug primer dostave encimov za popravljanje
metabolnih napak, je dostava encima lipaze z L. lactis pri pankreasni insuficienci, ki se
pojavi, ¢e trebusna slinavka ne proizvaja dovolj prebavnih encimov (Renault, 2002).

2.2 HEPATITIS A

Hepatitis A je akutna infekcijska bolezen, ki jo povzroca hepatitis A virus (HAV). HAV se
prenasSa preko fekalno-oralnih poti, najveckrat preko kontaminirane vode in neposrednega
prenosa med osebami, lahko pa tudi preko kontaminirane hrane, neprekuhane hrane in
uporabe drog z injekcijskim ali drugacnim vnosom. Virus je prisoten v celotnem svetu in
povzroca priblizno 1,5 milijona klinicnih primerov hepatitisa A na leto. Pogosteje se
pojavlja v dezelah s slabimi sanitarnimi in higienskimi pogoji, kot so Afrika, Azija,
centralna in juzna Amerika. V teh dezelah se najve¢ infekcij zgodi Ze v zgodnjem otrostvu,
vendar je pri otrocih pod Sest let infekcija obi¢ajno asimptomatska, razvije se le 10 %
primerov zlatenice. Okuzba pri starejsSih otrocih in odraslih je navadno simptomatska, kjer
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se razvijejo Stevilni simptomi in v 70 % primerov tudi zlatenica. Na podro¢ju z visokim
nivojem okuzbe s HAV navadno ne pride do simptomatske okuzbe, saj se vecina ljudi ze v
otroStvu sreca z boleznijo in razvije odpornost na njo. Na podrocjih z nizko endemicnostjo
za hepatitis A, kot so nordijske drzave, Evropa, ZDA, Avstralija in Japonska, se okuZzba s
hepatitisom A pojavlja zlasti pri najstnikih in odraslih riziénih skupin, kamor spadajo
homoseksualni moski in uporabniki drog, in osebah, ki veliko potujejo na obmocja z
visoko in srednjo endemiénostjo. Ce pride do veje okuzbe ljudi na nekem obmogju, lahko
bolezen povzroci velike ekonomske in socialne izgube zaradi daljSe odsotnosti ljudi iz
sluzb, Sol in vsakodnevnega zivljenja (WHO, 2000).

Klini¢na okuzba s HAV povzroca razlicne simptome, kjer v kon¢ni fazi lahko pride do
zlatenice, akutne odpovedi jeter in morebitne smrti. Inkubacijska doba po okuzbi s HAV
traja 15 do 45 dni, ki ji nato sledi pojav prvih resnejsSih simptomov, kot so vrocina, slabo
pocutje, anoreksija, slabost, zelodéne bolecCine, utrujenost in kasljanje. Po enem ali dveh
tednih razvoja resnejSih simptomov lahko pride do nastopa zlatenice in pojava temnega
urina. Pojav zlatenice in umrljivost pacientov je vecja pri starejsih ljudeh. Vecina bolnikov
bolezen preboli v nekaj tednih ali najve¢ dveh mesecih. Okuzba s HAV nima kroni¢ne faze
in ne povzroc¢a kroni¢nega hepatitisa (Hadem in Manns, 2007).

Diagnoza za hepatitis A se lahko postavi v ¢asu akutne bolezni z dokazovanjem prisotnosti
protiteles IgM proti HAV. Raven IgM protiteles proti HAV doseze vrh med akutno in
zacetno fazo okrevanja. Pri 75 % pacientov po Sestih mesecih nastopa okuzbe ni vec
mozno zaznati IgM protiteles proti HAV. Po okuzbi s HAV so v odgovor s protitelesi
vkljucena tudi protitelesa IgA in IgG proti HAV. IgG protitelesa proti HAV dosezejo vrh
med fazo okrevanja in ostanek teh protiteles lahko detektiramo v serumu Se po mnogih
letih od okuZbe. Za merjenje IgM in IgG protiteles proti HAV obstaja veliko testov, med
katerimi je najuporabnejsi test imunoanalize s kompetitivno inhibicijo (HAVAB) in bolj
obcutljiv radioimunofokusirajoci inhibicijski test (RIFIT). Imunoloski odgovor na okuzbo
s HAV vkljucuje tako humoralni kot celicni imunski odgovor, ¢eprav o zadnjem v
primerjavi z hepatitisom B in C ni veliko znanega. Mozen mehanizem celi¢nega odgovora
na okuzbo s HAV bi naj vseboval prenos citotoksi¢nih T celic in celic ubijalk iz periferije
v jetra, aktivacijo CD8+ citotoksicnih T limfocitov (CTL) preko MHC I kompleksa
okuzenih jetrnih celic s HAV in posledi¢no izloCanje interferona gama (INF-y), ki dodatno
stimulira T celi¢ni imunski odziv in bi naj imel direktne protivirusne lastnosti (Hadem in
Manns, 2007).

Proti hepatitisu A ne obstajajo specifi¢na protivirusna zdravila, zato se pred okuzbo lahko
za8¢itimo le preventivno z dobro osebno higieno, Se posebej z umivanjem rok in pitjem
¢iste vode. Najucinkovitejsa preventiva je cepljenje proti HAV, ki je zelo priporocena za
ljudi, ki potujejo na obmocja z visoko endemicnostjo hepatitisa A. Prvo cepivo proti HAV
so leta 1992 predstavili v podjetju SmithKline Beecham z imenom Havrix®. Cepivo je bilo
licencirano v Ameriki leta 1995. Drugo cepivo proti HAV je bilo VAQTA® od podjetja
Merck in je bilo licencirano leta 1996. Obe cepivi vsebujeta s formalinom inaktivirane
delce virusa, ki so jih proizvedli v okuzenih ¢loveskih diploidnih fibroblastih in so bili nato
adsorbirani na aluminijev hidroksid. Obe cepivi imata podobno imunogenost in sta dobro
tolerirani, razlika je v tem, da je cepivo VAQTA pripravljeno brez sredstva za
konzerviranje, Havrix pa vsebuje 2-fenoksietanol. Cepljenje z omenjenima cepivoma je
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predvideno v enem odmerku, ki mu po 6-12 mesecih sledi oja¢evalni odmerek, ki poveca
nivo zascitnih protiteles in s tem podaljSa imunost na dobo 15-20 let. Leta 2001 je FDA
licencirala kombinirano cepivo za hepatitis A in B imenovano Twinrix® za uporabo pri
ljudeh starejSih od 18 let. Cepljenje s tem cepivom poteka v treh dozah in sicer prvi sledi
druga po enem mesecu in tretja po Sestih mesecih. UCinkovitost in varnost cepiva Twinrix
je primerljiva s cepivoma Havrix in VAQTA. Razvilo se je tudi kandidatno cepivo z zivim
oslabljenim virusom HAYV, ki je lahko rastel v celi¢ni kulturi. Uporaba se je razsirila le na
Kitajskem (Hadem in Manns, 2007).

Zaradi parenteralne aplikacije omenjenih cepiv se pojavlja vedno ve¢ zanimanja za razvoj
peroralnega cepiva proti hepatitisu A ali za dostavo cepiva preko drugih sluznic, kjer je
mozen Se intranazalni (skozi nos) in intrarektalni vnos (skozi danko). Mitchell in Galun
(2003) sta z uporabo cepiva Havrix dokazala, da lahko ze relativno majhne doze HAV
antigena apliciranega intrarektalno v misi, inducirajo mo¢nejsi sistemski in lokalni imunski
odziv proti HAV v primerjavi s paranteralno dostavo cepiva. Ker cepivo Havrix zaradi
aluminijevega hidroksida ni primerno za sluzni¢no imunizacijo, so Mitchell in sod. (2006)
razvili nov sistem za sluznicno imunizacijo proti HAV, kjer so kot molekulo za
stimuliranje imunskega odziva (adjuvant) dodali sinteti¢ne oligonukeotide, ki so vsebovali
nemetilirane citozine-fosfat-gvanine (CpGs) in jih v lipidne nosilce. Lipidni nosilci so bili
sestavljeni iz ceramid karbamoil spermina (CCS) v kombinaciji s holesterolom. V
raziskavi so dokazali, da CCS/holesterol nosilec sam ali v kombinaciji s sinteticnimi
oligonukleotidi povec¢a imunski odgovor Balb/c miSi na HAV, ki je bil dostavljen
intranazalno ali intrarektalno (Mitchell in sod., 2006).

2.2.1 Opis virusa

Virus hepatitisa A spada v druzino virusov Picornaviridae in predstavlja edino vrsto rodu
Hepatovirus. HAV ima obliko ikozaedra, nima lipidne ovojnice, v premeru meri 27 nm in
vsebuje 7,5 kb dolg genom v obliki pozitivno usmerjene enovija¢ne ribonukleinske kisline
(RNK). Genom HAYV je sestavljen iz 5' netranslacijskega dela v dolzini 734 baz, sledi mu
dolg odprt bralni okvir, ki kodira poliprotein z 2227 aminokislinami (AK), in na 3' koncu
se nahaja nekodirajoca regija, ki se konca s polimerom adenilne kisline v dolzini 40-80
nukleotidov. Na 5' koncu ima virion HAV kovalentno pripet VPg protein, ki je velik 2,5
kDa (slika 4) (Hadem in Manns, 2007; Previsani in Lavanchy, 2000).
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Slika 4: Sestava genoma hepatitisa A, HAV poliprotein in njegovi cepitveni produkti (Hadem in Manns,
2007: 164)



Zadravec P. Predstavitev razlicic antigena hepatitisa A na povrsini ... Lactococcus lactis. 16
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Poliprotein hepatitisa A ima molekulsko maso 250 kDa. V Zivljenjskem ciklusu virusa se
poliprotein proteoliticno razcepi na strukturne in nestrukturne proteine. Za proteoliti¢no
cepitev je odgovorna virusna proteaza 3C. Iz domene P1 ali P1-2A nastanejo po
postranslacijskem proteoliticnem razcepu kapsidni proteini VPO, VP3, VP1 ali VP1-2A.
Nestrukturni proteini so iz domene P2 in P3. Kapsida HAV vsebuje 60 kopij VP1 (30-33
kDa), VP2 (24-30 kDa) in VP3 (21-28 kDa) proteinov. Genomska podvojitev virusa se
pojavi izklju¢no v citoplazmi okuzenih hepatocit in v mehanizem podvojitve je vkljuena
od RNK odvisna RNK polimeraza (Hadem in Manns, 2007; Previsani in Lavanchy, 2000).

S Stevilnimi Studijami so raziskovali antigensko strukturo intaktnega virona hepatitisa A. Z
uporabo monoklonskih protiteles so detektirali Stevilne antigenske epitope na povrsini
viriona HAV. Na zacetku so predvidevali, da se vecina antigenskih epitopov nahaja znotraj
strukturnih proteinov HAV (Hadem in Manns, 2007). Pri raziskavi odkrivanja antigenskih
epitopov poliproteina HAV je Khudyakov in sod. (1999) uporabil set 237 prekrivajo¢ih
sinteticnih peptidov, ki so prekrivali skoraj celoten poliprotein. S pomocjo sinteticnih
peptidov so identificirali 42 antigenskih domen na poliproteinu, od tega jih je bilo 19 med
strukturnimi proteini in 22 med nestrukturnimi proteini, ena domena pa je pokrivala spoj
med VP1 in P2A proteinom. Med vsemi domenami so odkrili 5 imunodominantnih domen,
ki so bile dolo¢ene glede na Sirino in mo¢ njihove imunoreaktivnosti. Prva domena je bila
znotraj VP2 proteina, druga je obsegala C-terminalni del VPI proteina in celoten P2A
protein, tretja domena vkljucuje C-terminalni del P2C proteina in N-terminalno polovico
P3A proteina, Cetrta je skoraj celoten P3B protein, peta pa obsega C-terminalni del P3C
proteina in N-terminalno polovico P3D proteina. Zanimivost, ki so jo odkrili je, da Stiri
imunodominatne domene izhajajo iz malih HAV proteinov in obsegajo mesta proteinske
cepitve HAV proteinov. S tem so dokazali, da so antigenski epitopi prisotni tudi na
nestrukturnih proteinih. V omenjeni Studiji so Se dokazali, da je najbolj imunoreaktivna
domena 2, ki pokriva del VP1 in celoten P2A protein. Tudi mi smo pri eksperimentalnem
delu izbrali to domeno kot antigen hepatitisa A s potencialno uporabnostjo pri cepljenju in
jo poimenovali HAV antigen.

2.2.2 Flagelin

Z namenom povecanja imunogenosti hepatitisa A smo naredili razli¢ico antigena za HAV,
ki smo mu dodali gen za flagelin.

V danasnjem c¢asu je dobro poznano, da bi naj vsako uspesno cepivo zraven zasCitnega
antigena vsebovalo tudi dober adjuvant, ki u¢inkovito aktivira prirojeni imunski sistem in s
tem okrepi antigen specifiéni imunski odgovor. Dokazano je bilo, da tollu-podobni
receptorji (TLR), ki so skupina proteinov z glavno vlogo v prirojenem imunskem sistemu,
ne igrajo vloge samo v prirojenem imunskem sistemu, ampak tudi v sledeCem antigen
odvisnem odgovoru. Oba sistema skupaj sta odloCilna pri zasCiti pred infekcijskimi
boleznimi. Pokazalo se je, da je veliko adjuvantov ligandov za tollu-podobne receptorje.
Mnoge med njimi se preizkusa eksperimentalno ali v klini¢nih raziskavah pri oblikovanju
cepiv. Med te adjuvante spadajo komponente proteinov, lipidov, ogljikovih hidratov in
nukleinskih kislin ter tudi flagelin (Ishii in Akira, 2007).
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Flagelin je bakterijski povrSinski protein, ki je Siroko prisoten in dobro ohranjen znotraj
bakterijskih vrst. Murthy in sod. (2003) in drugi raziskovalci so dokazali, da se ociS¢en
flagelin iz Salmonella dublin ali rekombinanten flagelin i1z Salmonella muenchen veze na
toll receptor TLRS in s tem aktivira celicno translokacijo NF-kB in z mitogenom
aktivirano proteinsko kinazo, kar povzroc€i izrazanje citokinov, kemokinov in encimov za
sintezo protivnetnih prostih radikalov v in vivo in v in vitro pogojih. Med citokine, ki se
zacnejo izrazati po vezavi flagelina na TLRS receptor, spadajo dejavnik tumorske nekroze
o (TNF-a) in IL-6, med kemokine pa IL-8 (Murthy in sod., 2003). Flagelin inducira
podoben protivnetni odgovor kot lipopolisaharidi (LPS), vendar je flagelin veliko bolj
ucinkovit in inducira Siroko razSirjen oksidativni stres v vecini organizmov (Liaudet in
sod., 2002). Zaradi teh lastnosti je flagelin lahko uporabljen kot adjuvant pri oblikovanju
novih cepiv proti infekcijskim boleznim (Honko in sod., 2006).

Divji tip flagelina iz S. muenchen je sestavljen iz treh funkcionalnih domen in 505 AK.
Aminokisline 1-172 predstavljajo N-konec flagelina, od 172-418 AK je hipervariabilna
regija flagelina in C-konec flagelina sestavljajo AK 418-505. N in C konca flagelina sta
med gram negativnimi bakterijami dobro ohranjena (Murthy in sod., 2003). S pomocjo
analize kristalne strukture flagelina (Samatey in sod., 2001) so Murthy in sod., (2003)
shematsko predstavili terciarno strukturo flagelina in mozno vezavo na TLRS receptor.
Potrdili so, da sta N in C konca flagelina tista, ki vplivata na protivnetno aktivnost
flagelina, hipervariabilna regija pa ima le vlogo pri stabilizaciji terciarne strukture in ne
vpliva na vezavo flagelina na TLRS. Kon¢na ugotovitev je bila, da je N motiv tisti, ki se
poveze s TLRS receptorjem na povrsini celice in tako povzroCi protivnetno aktivnost
(Murthy in sod., 2003).

2.3 POVRSINSKA PREDSTAVITEV NA BAKTERIJAH

Celi¢na povrsinska predstavitev omogoca predstavitev peptidov in proteinov na povrsini
mikrobnih celic s pomocjo fuzije s sidrnimi motivi. Sidrne motive lahko imenujemo tudi
nosilni proteini, protein, ki ga Zelimo predstaviti na povrSini, pa potniski protein (Lee in
sod., 2003). Prvo porocilo o predstavitvi tujih proteinov na bakterijah s pomocjo genetske
fuzije z nosilnim proteinom so leta 1986 objavili Freudl in sod. (1986) in Charbit in sod.
(1986). Fuzija potniskega proteina z nosilnim proteinom lahko poteka preko N-konca, C-
konca ali tako imenovane metode sendvic¢a. Ucinkovitost povrSinske predstavitve je tako
odvisna od lastnosti nosilnega proteina, potniSkega proteina, gostiteljskih celic in metode
fuzije (Lee in sod., 2003).

Povrsinska predstavitev na bakterijah je Siroko uporabna v biotehnologiji in industriji.
Najvec raziskav poteka na podroc¢ju uporabe za razvoj novih cepiv, kjer se omenja moznost
uporabe za dostavo zivih bakterijskih cepiv in doloCanje epitopov s pomocjo povrSinske
predstavitve peptidnih knjiznic. Drugi nacini uporabe so Se (Lee in sod, 2003; Samuelson
in sod., 2002):
e proizvodnja poliklonskih protiteles v Zivalih z izrazanjem antigenov na povrsini
bakterij,
e Studije interakcij med proteini, razvoj novih diagnosti¢nih orodij, ustvarjanje delov
za imunoci$¢enje in afinitetna vezava molekul s povrSinsko predstavitvijo delov
protiteles ali razlicnih vezavnih proteinov,
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e resetanje peptidnih knjiznic predstavljenih na povrsini mikrobov,

e odstranjevanje Skodljivih kemikalij, kovin in ksenobiotikov s celimi celi¢nimi
biokatalizatorji ali bioadsorbenti, ki razgradijo Skodljive snovi ali pa jih vezejo,

e proizvodnja biosenzorjev s povrsinsko predstavitvijo encimov, receptorjev ali
drugih signalno obcutljivih komponent za industrijske ali okoljske namene in

e za detekcijo AK sprememb v tar¢nih proteinih po mutagenezi.

Pri povrSinski predstavitvi na bakterijah so znanstveniki uporabili naravno prisotne
povrsinske proteine kot nosilce tujih molekul za predstavitev na povrsini celic, saj imajo
lasten mehanizem izloCanja iz celice in pritrditve na povrSino. Dobre lastnosti nosilnega
proteina so: da ima ucinkovit signalni peptid ali transportni signal, ki omogoca prenos
fuzijskega proteina skozi notranjo membrano; da ima moc¢no sidrno strukturo, ki
onemogoca locitev fuzijskega proteina na povrsini celic; da je kompatibilen s sekvenco
proteina, ki jo vstavimo; da je odporen na razgradnjo s proteazami, ki so prisotne v gojiscu
ali periplazemskem prostoru. Vsak tip nosilnih proteinov ima druga¢ne lastnosti in je lahko
uporaben za specifi¢no aplikacijo (Lee in sod., 2003).

Potniski proteini za predstavitev na povrsini bakterij so izbrani glede na Zeleno uporabo,
vendar moramo upostevati, da lahko vplivajo na proces prenosa fuzijskega proteina in s
tem na koncen rezultat povrSinske predstavitve. Pri tem moramo biti pozorni na strukturo
potniskega proteina, saj so ugotovili, da lahko sekundarna struktura proteina vpliva na
prenos proteina skozi zunanjo membrano. Vecje Stevilo hidrofobnih ali nabitih ostankov
lahko povzro¢i neucinkovito izlo€anje v bakterijah (Lee in sod., 2003).

Izbira gostiteljskega seva je prav tako pomembna za povrSinsko predstavitev na bakterijah.
Dober gostiteljski sev mora biti kompatibilen s potniskim proteinom, imeti mora nizko
aktivnost zunajceli¢nih proteaz, njegovo gojenje mora biti enostavno in ne sme prihajati do
lize celic. Za reSetanje peptidnih knjiznic izrazenih na povrSini so najbolj primerni
gostiteljski sevi iz gram negativnih (G-) bakterij kot je E. coli. Gram pozitivne (G+)
bakterije kot gostiteljski sevi za povrSinsko predstavitev so bolj uporabne kot celi celi¢ni
biokatalizatorji ali bioadsorbenti, saj imajo debelo celicno steno, veliko pa se uporabljajo
tudi za razvoj novih cepiv (Lee in sod., 2003).

Pri gram negativnih bakterijah so se razvili Stevilni sistemi za povrSinsko predstavitev in
veCina je osnovanih na zunanjih membranskih proteinih kot nosilnih proteinih za
povrsinsko predstavitev. Med pomembnejse nosilne proteine v G- bakterijah spadajo tudi
lipoproteini, avtotransporterji, izlo¢eni proteini, proteini S-sloja in podenote povrSinskih
priveskov bakterij, kot so bicek in fimbriji. Pomemben sistem, ki je osnovan na zunanjih
membranskih proteinih, je Lpp-OmpA sistem, ki je sestavljen iz signalne sekvence in prvih
devetih AK N-konca lipoproteina Lpp iz E. coli in ostankov zunanjega membranskega
proteina (OmpA) E. coli. Lpp del je odgovoren za primerno lokalizacijo v zunanji
membrani, OmpA pa skrbi za prenos tujih proteinov, zdruzenih z nosilnim proteinom na
C-koncu, preko zunanje membrane. Primera lipoproteina kot nosilnega proteina za
povrsinsko predstavitev sta s peptidoglikanom povezan lipoprotein (PAL) iz E. coli in
ledeni nukleacijski protein (INP) iz Pseudomonas syringae. Pri prvem se potniski protein
prikljuci preko N-konca, pri drugem pa preko C-konca. Zunajceli¢ni encim polulunaza iz
Klebsiella pneumoniae je primer nosilnega proteina, ki se izloci iz celic, vendar je nekaj
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Casa pripet na povrsino celicne stene. Najveckrat uporabljena strategija za povrSinsko
predstavitev v G- bakterijah je tako imenovana sendvi¢ fuzija, ki je bila uporabljena v
primeru predstavitve z nosilnimi proteini, kot so podenote bakterijskih bickov in fimbrij ter
proteini S-sloja (Lee in sod., 2003; Samuelson in sod., 2002).

Gram pozitivne bakterije imajo debelo celi¢no steno ter ve¢ kot 100 poznanih povrSinskih
proteinov, od katerih je veliko takih, ki imajo ohranjene lastnosti za sidranje v celicno
steno. Za uspesno premestitev skozi celicno membrano in pritrditev (sidranje) na celi¢no
steno naj bi imel vsak povrSinski protein signalni peptid na N-koncu in sortirni signal za
celi¢no steno na C-koncu (Samuelson in sod., 2002). Signalni peptid vsebuje regijo na N-
koncu, ki vsebuje Stevilne pozitivno nabite AK, centralno hidrofobno jedro in hidrofilno
cepitveno regijo z motivom, ki ga prepozna signalna peptidaza (Ravn, 2003). Sortirni
signal je sestavljen iz ohranjenega LPXTG motiva, hidrofobnega dela in kratkega
pozitivno nabitega ostanka. LPXTG motiv prepozna encim sortaza, ki razcepi vez med
treoninom in glicinom in omogoca kovalentno povezavo treonina na AK celi¢ne stene.
Hidrofobni del ima vlogo spajanja membrane, pozitivno nabit ostanek pa skrbi, da ne pride
do izlo¢anje polipeptidne verige v gojisce. Uporaba mehanizmov sidranja in sortiranja
povrsinskih proteinov v celi¢ni steni za povrSinsko predstavitev heterolognih proteinov v
G+ bakterijah se je Siroko razsirila. Med najbolj poznanimi sidrnimi proteini v celini steni
G+ bakterij je Protein A iz S. aureus, ki je bil uporabljen v §tevilnih Studijah kot nosilni
protein za povrSinsko predstavitev heterolognih proteinov. Protein A vsebuje signalni
peptid na N-koncu in sortirni signal z LPXTG motivom na C-koncu. Nosilna proteina, ki
Se izkoriSCata sortirni signal za pritrditev na povrsSino v G+ bakterijah sta Se M6 povrSinski
protein iz streptokokov tipa A in zunajceli¢na proteinaza PrtP vezana na celicno steno L.
lactis. Kot nosilni proteini za povrSinsko predstavitev v G+ bakterijah se uporabljajo tudi
sidrni proteini celicne membrane in nekateri proteini povezani s celi¢no povrSino, med
katerimi so tudi proteini z S-sloju homolognimi motivi (Lee in sod., 2003; Samuelson in
sod., 2002).

2.3.1 Povrsinska predstavitev na bakteriji Lactococcus lactis

Za povrsinsko predstavitev heterolognih proteinov na L. lactis se prav tako uporabljajo Ze
poznani mehanizmi celicnega sidranja in sortiranja povrSinskih proteinov. Pri tem lahko
uporabimo Ze poznan ali na novo odkrit nosilni povrSinski protein, ki ima ucinkovit
signalni peptid za izloCanje in sortirni signal za pritrditev na povrsino, ali pa naredimo nov
sistem, v katerega vklju€imo nek ucinkovit signalni peptid za izlo€anje iz celic in nek
mehanizem za pritrditev na povrsino. V L. lactis je poznana uporaba ze omenjenih M6 in
PrtP nosilnih proteinov za povrSinsko predstavitev heterolognih proteinov, vendar so pri
obeh sistemih zasledili napake v sidranju proteinov, zato so razvili in e vedno razvijajo
nove sisteme za povrSinsko predstavitev v L. lactis.

Za izloCanje heterolognih proteinov iz celic L. lactis se najpogosteje uporablja signalni
peptid proteina Usp45 (SPusps), ki je neidentificiran 45 kDa velik protein, katerega L.
lactis intenzivno izlo€a iz celic. Gen za Usp45 je kodiran na kromosomu L. lactis in ima
odprt bralni okvir dolzine 1383 bp, ki kodirajo protein velikosti 461 AK, od tega 27 AK
sestavlja signalni peptid za izlo¢anje (Van Asseldonk in sod., 1990). U€inkovitost SPysp4s
so Van Asseldonk in sod. (1993) preverili tako, da so signalni peptid proteinaze Prtp
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zamenjali z 27 AK dolgim SPygpss. Ugotovili so, da se izloCanje proteinaze poveca z
uporabo SPyspss v primerjavi z izlo¢anjem z lastnim signalnim peptidom PrtP. V raziskavi
so dokazali tudi, da je SPysa4s uporaben tudi za izloCanje proteinov v G- bakterijah kot je
Bacillus steraothermophilus in E. coli, v kateri je zmozen izloCanja tudi v krajsi obliki (19
in 20 AK)) (Van Asseldonk in sod., 1993). Ucinkovitost izloCanja proteinov z SPypss so Se
dodatno povecali z dodatkom sinteznega propeptida LEISSTCDA, ki mora biti v nevtralni
ali kisli obliki, saj bazi¢ni propetid mocno zmanjsa izloCanje (Le Loir in sod., 2001). V L.
lactis so odkrili med drugimi tudi signalni peptid SP310, ki je ima visok nivo izloCanja
proteinov, vendar je ta nivo Se vedno manjsi od izlo¢anja SPygp4s (Ravn, 2003).

Pri povrsinski predstavitvi proteinov v L. lactis je za pritrditev na povrSino uporabna N-
acetilmuraminidaza AcmA iz L. lactis. Avtolizin AcmA je peptidoglikanska hidrolaza, ki
ima vlogo pri celi¢ni delitvi in je odgovorna za lizo celic v stacionarni fazi rasti (Buist in
sod., 1995). Polipetid AcmA sestavlja 437 AK v velikosti 46 kDa in je iz treh domen. Prva
domena je signalna sekvenca na N-koncu, druga je aktivha domena in na C-koncu je
membransko sidro. Ugotovili so, da se v tretji domeni na C-koncu nahajajo tri ponovljene
regije (LysM domene) v velikosti 45 kDa, ki so odgovorne za nekovalento pritrditev
AcmA na celi¢no steno. Regije so med sabo lo¢ene z nehomolognimi sekvencami, ki so
bogate s serinskimi, treoninskimi in asparaginskimi ostanki. Za pritrditev na povrsino je
dovolj Ze ena LysM domena (Buist, 1997). Uporabnost ene domene AcmA za pritrditev na
povrsino je bila tudi potrjena z uspesno povrsinsko predstavitvijo kapsidnega proteina VP1
enterovirusa 71 na povrsini L. lactis, Lactobacillus plantarum in Bacillus sphericus (Raha
in sod., 2005).

Z fuzijo SPuygpss z dodanim propetidom LEISSTCDA, funkcionalne B domene in AcmA
proteina so Ravnikar in sod. (sprejeto v tisk) pripravili laktokokne konstrukte za
povrsinsko predstavitev v L. lactis z razli¢cnim Stevilom LysM domen in razli¢no dolzino
sekvence, ki je locevala izraZen protein in AcmA protein (slika 5). U¢inkovitost povrSinske
predstavitve B domene (B dom.) na povrSini L. lactis so ovrednotili z merjenjem
intenzitete fluorescence s protitelesi proti B dom. oznacenih celic s pretocno citometrijo.
Fluorescenca je sovpadala s koli¢ino fuzijskih proteinov vezanih na povrsino laktokoknih
celic. Ugotovili so, da je najvecje izrazanje fuzijskega proteina prisotno v laktokokih, ki so
vsebovali plazmid pSDLBA3b. Sistem je bil uspeSno uporabljen za povrSinsko
predstavitev Z domene (derivat B domene), ki je bila sposobna vezave TNF-q, in bi lahko
bila uporaben odstranjevanje TNF-o iz prebavnega trakta pri KVCB (Ravnikar in sod.,
sprejeto v tisk).

B domena je ena od petih domen stafilokoknega proteina A (SPA), ki ima pomembno
vlogo v imunologiji, saj je zanj znacilna specifi¢na vezava na Fc del imunoglobulinov (Ig)
vecine sesalcev vkljuéno s ¢loveSkimi (Nilsson in sod., 1987). B domena stafilokoknega
proteina A je sestavljena iz 58 AK, ki kodirajo protein s tremi heliksi. Njene dobre
lastnosti so poleg majhnosti tudi stabilna zgradba, visoka topnost, enostavno izrazanje v E.
coli in odpornost na proteaze. Ima poznano tridimenzionalno strukturo in veze IgG preko
Fc dela imunoglobulinov (Bratkovi¢ in sod., 2006). Z domena je sinteticno pridobljena B
domena stafilokoknega proteina A, ki se imenuje tudi IgG vezavna domena, saj je prav
tako zmoZna vezave IgG protiteles preko Fc dela (Nilsson in sod., 1987).
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Slika 5: Genski konstrukti za povrsinsko predstavitev v laktokokih (Ravnikar in sod., sprejeto v tisk: 11)
2.3.2 Dolocanje povrsinskega proteoma bakterij

Kljub stevilnih poznanim na¢inom za povrSinsko predstavitev heterolognih proteinov v G-
in G+ bakterijah, se Se vedno iS§¢e nove nosilne proteine za u€inkovito izrazanje proteinov
na povrSini. Zaradi Stevilnih pomembnih lastnosti, ki jih imajo povrSinski proteini bakterij,
je postalo vedno bolj pomembno poznavanje vseh povrSinskih proteinov (povrSinskega
protema) bakterij. PovrSinski proteom lahko uporabimo pri iskanju novih nosilnih
proteinov za povrSinsko predstavitev ali iskanju novih kandidatnih proteinov za cepiva
proti infekcijskim bakterijam, kjer cepiva Se niso poznana ali niso dovolj u¢inkovita.

Poznavanje povrSinskega proteoma bakterij je pomembno tudi s staliS§¢a poznavanja
fiziologije bakterij in njihove interakcije z gostiteljem. PovrSinski proteini so tisti, ki igrajo
kljucno vlogo v medsebojnem vplivu med bakterijskimi celicami in okoljem. Vkljuceni so
namre¢ v adhezijo in napad gostiteljskih celic, v zaznavanje kemijskih in fizi¢nih
dejavnikov zunanjega okolja in posiljanje primernega signala v celico, v postavitev
obrabnega mehanizma proti gostiteljskemu odgovoru, v toksi¢nost, in so prvi, ki jih
prepozna imunski sistem, ko bakterija prodre v gostitelja (Tjalsma in sod., 2008;
Rodriguez-Ortega in sod., 2006).

Za dolocanje povrSinskega proteoma bakterij se trenutno uporabljajo tri glavne metode
(Rodriguez-Ortega in sod., 2006). Pri prvi metodi gre napovedovanje povrSinskih
proteinov z genomskimi analizami in uporabo algoritmov, kot je PSORT. Prednost te
metode je, da je hitra, vendar ni zanesljiva in ni kvantitativna. Pri drugem pristopu gre
najprej za lo¢itev membranskih frakeij in frakcij celi¢ne stene, sledi analiza frakcij z dvo-
dimenzionalno (2D) elektroforezo ali 2D kromatografijo in nato analiza z masnim
spektrometrom. Ta pristop se veliko uporablja za doloCanje povrSinskih proteomov
Stevilnih bakterij in je kvantitativen. Slabost metode je nezadostna selektivnost in
kontaminacija membranskih proteinov s citoplazmatskimi proteini. Pri tretji metodi se
povrsinski proteini najprej dolocijo s prvo ali drugo metodo, nato pa je potrebno
lokalizacijo proteinov potrditi s produkcijo poliklonskih protiteles proti rekombinantni
obliki vsakega doloc¢enega proteina ali s poskusom vezave protiteles na celotne bakterijske
celice. Prednost tretje metode je, da je kvantitativna in omogoca identifikacijo resni¢nih
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povrsinsko dostopnih proteinov, vendar zahteva veliko intenzivna dela v laboratoriju.
(Rodriguez-Ortega in sod., 2006).

Pri doloCanju povrSinskega proteoma s tretjo metodo je pred analizo z masnim
spektrometrom potrebna proteoliticna obdelava bakterij pod pogoji, ki ohranijo viabilnost
celic (Doro in sod., 2009). Proteoliti¢na obdelava povrsinskih proteinov vkljucuje uporabo
encimov, kot so tripsin, proteinaza K, lizocim, mutanolizin, lizostafin in drugi (Severin in
sod., 2007). Pri postopku razgradnje proteinov se lahko uporablja samo en encim za
razgradnjo proteinov ali kombinacija dveh ali veC. Pri tretji metodi, kjer se uporablja
proteoliti¢na razgradnja povrsinskih proteinov, lahko tudi izpustimo loCitev proteinov s
kromatografijo (Severin in sod., 2007). Tak pristop je hiter in visoko selektiven, saj je bilo
potrjeno, da vecina identificiranih proteinov spada v kategorije proteinov celicne stene,
lipoproteinov, membranskih proteinov in izlo¢enih proteinov (Doro in sod., 2009).

Zaradi Stevilnih bolezni, ki jih povzroc€ajo streptokoki, je bilo dolocenih veliko povrSinskih
proteomov streptokokov skupine A (Rodriguez-Ortega in sod., 2006; Severin in sod.,
2007) in streptokokov skupine B (Doro in sod., 2009) z namenom iskanja novih
kandidatnih vakcin za zascito ljudi pred boleznimi, ki jih povzrocajo. Porocajo tudi o
Stevilnih drugih dolocenih povrSinskih proteomih z namenon iskanja novih vakcin,
spoznavanja mehanizmov sidranja, patogeneze, toksi¢nosti, interakcij z okoljem in iskanja
novih nosilnih proteinov za povrsinsko predstavitev na bakterijah.



Zadravec P. Predstavitev razli¢ic antigena hepatitisa A na povrsini ... Lactococcus lactis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK DELA

eve

3.1.1 Potek dela za preverjanje izraZanja razlicic antigena hepatitisa A

pripravo plazmidov z vstavljenimi

Nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov za
antigena

v
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Logéitev proteinov
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zaporedj:
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Slika 6: Potek dela za preverjanje izrazanja razli¢ic antigena hepatitisa A
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3.1.2 Potek dela iskanja in vrednotenja novih nosilnih proteinov za povrSinsko

predstavitev

pvan ﬁgowktwndw za
ivo plazmidov z vstavljenimi geni za
izhrane nosilne proteine

¥

[ PomnoZitev 7 genov za izhrane nosilne protene ]
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pnvrmmknmdsuﬂtw

in uvedba histidinske oznake na koncu gena za
hepatitis A

[ Agarozna gelska elektroforeza ]

[ Izrez in ¢is€enje fragmentov DNK iz gela ]

k4
[ Ligacija v pGEM-T Easy Wizard SV Gel and

v

. na kolonijah

U Inizaéetai oligonukbosi
AT e
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PNZ8148, transformacija, namnoZitev in
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¥
Iz plazmida pNZ-HAV-his6 izrezan Tz bGEM idovi ST
[ gen za HAY z Neol in BamHI [ pel nbf::::; sﬂ;e’z‘mmt;fm = ]
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Slika 7: Potek dela iskanja in vrednotenja novih nosilnih proteinov za povrSinsko predstavitev
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3.2 MATERIALI
3.2.1 Bakterijske kulture

V eksperimentalnem delu smo uporabljali dve bakterijski kulturi:
e E. coli: DH5a (Invitrogen)

Genotip: F- ¢80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (r -, m +) phoA
supE44 - thi-1 gyrA96 relAl

DHS5a kompetentne celice smo uporabili za namnozitev pGEM-T Easy z vstavljenim
genom za izbran povrSinski protein ali razli¢ico antigena hepatitisa A.

e L. lactis: NZ9000
Genotip: MG1363 nisRK ApepN

NZ9000 je standardni gostiteljski sev za z nizinom regulirano gensko ekspresijo (NICE®).
Sev vsebuje regulatorska gena nisR in nisK, ki sta integrirana v pepN (Kuipers in sod.,
1998).

NZ9000 smo uporabili za pripravo kompetentnih celic L. /actis, pripravo vzorca za masno
spektrometrijo, namnozitev genov za izbrane povrSinske proteine s PCR, namnozitev
plazmidov z vstavljenim genom za izbrane povrSinske proteine ali razli¢ice antigena
hepatitisa A in za izrazanje razliic antigena hepatitisa A v L. lactis ter izbranih
povrsinskih proteinov na povrsini L. lactis.

3.2.2 Plazmidi

Pri pripravi konstruktov z vstavljenimi razli¢icami antigena HAV in geni za izbrane
povrsinske protein smo uporabili plazmide, ki so zbrani in opisani v preglednici 1.

Preglednica 1: Plazmidi, ki smo jih uporabili pri pripravi konstruktov

Plazmid Opis plazmida

pGEM®-T Easy splosen vektor za kloniranje PCR produktov (Promega)

pUC-HAV plazmid pUCS57 z vstavljenim genom za HAV (ATG: biosynthetics)
pGEM-HAV-Nco/Xba pGEM-T Easy z vstavljenim genom HAV

pGEM-FIliC pGEM-T Easy z vstavljenim genom za flagelin
pGEM-HAV-Nco/Xba His6  pGEM-T Easy z vstavljenim genom HAV in zaporedjem His6
pGEM-0551 pGEM-T Easy z vstavljenim genom za llmg 0551

pGEM-2020 pGEM-T Easy z vstavljenim genom za llmg_2020

pGEM-2232 pGEM-T Easy z vstavljenim genom za llmg_2232

pGEM-2330 pGEM-T Easy z vstavljenim genom za llmg_2330

pGEM-0168 pGEM-T Easy z vstavljenim genom za llmg_0168

pGEM-1907 pGEM-T Easy z vstavljenim genom za llmg_1907

pGEM-1064 pGEM-T Easy z vstavljenim genom za llmg_ 1064

pGEM-B dom. pGEM-T Easy z vstavljenim genom za B domeno

pNZ8148 kloramfenikolna rezistenca, nizinski promotor (NIZO)

pSDLBA3b pNZ8148 s fuzijo genov spusp-reis, b-dom in acmA3b (Ravnikar in

sod., sprejeto v tisk)
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3.2.2.1 pGEM®-T Easy Vector

pGEM®-T Easy Vector (Promega) (slika 8) je odprt plazmid, ki ima na obeh 3'-koncih
dodan timidin. Timidin onemogoca zapiranje plazmida samega vase in prilega koncem
PCR produktov, ki jim nekatere vrste termostabilnih polimeraz (tudi DreamTaq Green
DNK polimeraza) na 5'-koncih dodajo adenin. S tem je moc¢no izboljSana ligacija PCR
produktov v plazmid.

Plazmid vsebuje :

e T7: iniciacijsko mesto za T7 RNK polimerazo,

e SP6: iniciacijsko mesto za SP6 RNK polimerazo,

e JacZ: gen za B-galaktozidazo z vsebujoim multiplim mestom za kloniranje (MCS)
omogoca identifikacijo transformiranih klonov z belo-modro selekcijo. MCS vsebuje
obmocja za Stevilne restrikcijske encime, ki omogocajo restrikcijo plazmida in nato
vstavitev DNK fragmentov,

e Amp": gen za B-laktamazo, ki omogoca selekcijo uspesno transformiranih bakterij
na osnovi rezistence na ampicilin.

Xmnl 2009
. 7l 1 shart
Scal 1890 \P‘.dl—:l 2707 AI.'.I-FII 14
: Aatll 20
1 ori Sphil 6
BatZl | 3
Mool a7
. BstZl | 43
Amp . Mol 43
pGEM*-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel &4
EcoRl 70
Mt 7
BstZl T
_ Pstl 88
o Sall a0
Mdel 97
Sacl 109
Bat¥l |118 2
sl 127 :"
141 =
T sps :

Slika 8: Prikaz plazmida pGEM®-T Easy

3.2.2.2 pNZ8148

pNZ8148 (slika 9) je Siroko uporaben gostiteljski plazmid v L. lactis.

Plazmid vsebuje.
e Pnis: nizinski promotor A,
e T: terminator na koncu MCS,
e (Cm: gen za kloramfenikol acetiltransferazo, ki omogoca selekcijo uspesno
transformiranih bakterij na osnovi rezistence na kloramfenikol,
e repC: replikacijski gen C,
e repA: replikacijski gen A.
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Bell Moo T

- Fstl

Pnis Sphl

\\_\- - Kpnl

Spel

Xbal

|' pNZ8148 ‘ Sac1
2165 bp -ezcl | IHindIm

Sall

Slika 9: Prikaz plazmida pNZ8148
3.2.2.3 pSDLBA3b

Plazmid pSDLBA3b je plazmid, ki omogoca povrSinsko predstavitev heterolognih
proteinov na mlecno kislinski bakteriji L. lactis. Prekomerno izrazanje heterolognih
proteinov omogoca nizinski promotor, ki se nahaja na plazmidu.

Plazmid pSDLBA3Db (slika 10) vsebuje:

Pnis: nizin A promotor,

Usp45: signalni peptid za izlo€anje proteinov v gojisce,

B dom: B domena iz stafilokoknega proteina A, ki ima zmoZznost vezave IgG-Fc,
AcmA: regija za pritrditev na povrsino,

Cm: gen za kloramfenikol acetiltransferazo, ki omogoca selekcijo uspesno
transformiranih bakterij na osnovi rezistence na kloramfenikol,

repC: replikacijski gen C,

e repA: replikacijski gen A.

Pnis 5...202
202 Ncol (1)

| usp4s 203...320

[ 315 BamHI (1)

Cm 3368..4018 5P | B dom 320...500
N 4/ ) 495EcoRl (1)

pSDLBA3b
4076 bp

repC 1734...1943

Slika 10: Prikaz plazmida pSDLBA3b



Zadravec P. Predstavitev razlicic antigena hepatitisa A na povrsini ... Lactococcus lactis. 28
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

3.2.3 Zacetni oligonukleotidi

Vsi zacetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili pri pripravi Zelenih plazmidov, so zbrani v
preglednici 2. Pri oblikovanju zacetnih oligonukleotidov smo upostevali naslednje zahteve
za oblikovanje zacetnih oligonukleotidov:

e zacetni oligonukleotid naj bo dolg 20-30 bp, kar omogoca specifi¢nost vezave,

¢ talilna temperatura (T,,) zacetnih oligonukleotidov mora biti 52-65 °C,

¢ vsebnost GC naj bo 40-60 %,

e znotraj zaCetnih oligonukleotidov ne sme biti nobenih sekundarnih struktur.

Lastnosti vseh oblikovanih zacetnih oligonukleotidov smo preverili s programom
OligoAnalyzer 3.1 (IDT, 2010), ki je prosto dostopen na spletu. Oligonukleotidi so bili
naroceni pri Thermo Fisher Scientific (Nem¢ija). Vsi naroceni zacetni oligonukleotidi so
bili raztopljeni v dolo€enem volumnu (100 pmol/uL) in nato razred€eni na 5 pM.

Preglednica 2: Zacetni oligonukleotidi uporabljeni pri pripravi plazmidov z vstavljenimi razli¢icami antigena
HAV in geni za izbrane povrsinske proteine

Oznaka Nukleotidno zaporedje (5'—3') z oznacenimi restrikcijskimi mesti

H2a-F-Nco = AATACCATGGCTGTCTCTGGAGCATTAG

H2a-R-Xba  TATTTICTAGATTATTGACTAAAAAGTCCCTTC

AcmA-R3- TTATICTAGATTATTTTATTCGTAGATACTGACC

Xba

FliC-F-spac =~ TGAATTCTCCGGAGGAGGTGGTTCAGGAGGTGGTGGATCTGGTGGAGGTGGA

GCACAAGTCATTAATACCAACAGC

FliC-R- TGAATTCACCCTGCAGCAGAGACAG

ecoNS EcoRI

H2a-R-6His TTCTAGATTAATGATGATGATGATGATGGGATCCTTGACTAAAAAGTCCCTTC
Xbal BamHI

H2a-F GCTGTCTCTGGAGCATTAG

H2a-R TTATTGACTAAAAAGTCCCTTC

0551-F ACCATGGCTAAAAAAATATTAATAGCGCTAG

0551-R TGGATCCTTCTCCATAATGAAAAATGTG

2020-F TCCATGGCTAAAAAGCGGAAAATGACTCG

2020-R TGGATCCTATCAACTCTTTTCCTGACTC

2232-F ACCATGGCTAAGTGGATGAAAAAAAGACAGTTAAG

2232-R TGGATCCTGGTGTTCCATACAGAAAATTTTTG

2330-F ACCATGGCTAAAAAAATAAAATTATTGACTCTTGC

2330-R TGGATCCTTTGAATTGATCAGCAGC

0168-F ACCATGGCTAATAAGAAACAATTAAAAACAATAAC

0168-R AGGATCCAGGTTTGACTGTATTGAC

1907-F ACCATGGCTAAATTCAAAAAACTCGGATTAG

1907-R TGGATCCTTTAGATGAAGATGTACTTGATG

1064-F ACCATGGCTAAAAAACGCGTAATCGCAG

1064-R TGGATCCTTTTGAAGGAACAGTAATTTTTCC

pMSpuni GTTAGATACAATGATTTCG

pMSrev TGCTTTTTGGCTATCAATC

M13-uni TGTAAAACGACGGCCAGT

SP6 CATTTAGGTGACACTATAG

Bdom-F- ACTCGGATCCGCTGATAACAAATTCAAC

BamHI

Bdom-R- ACGTTCTAGATTATTTTGGTGCTTGTGCATC

Xbal
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3.2.4 Encimi

Pri eksperimentalnem delu diplomske naloge smo uporabljali encime, ki jih prikazuje
preglednica 3.

Preglednica 3: Encimi in njihovi proizvajalci, uporabljeni v eksperimentalnem delu

Encim Proizvajalec

Ncol (10 U/uL) (cepitev zaporedja CCATGG) New England BioLabs
Xbal (cepitev zaporedja TCTAGA) New England BioLabs
BamHI-HF (cepitev zaporedja GGATCC) New England BioLabs
EcoRI-HF (cepitev zaporedja GAATTC) New England BioLabs
DreamTaq Green DNK polimeraza (za PCR) Fermentas

T4 DNK ligaza Fermentas

T4 DNK ligaza (ligacija v pGEM-T Easy) Promega

lizocim (za razgradnjo celi¢ne stene L. lactis) Sigma

mutanolizin (za razgradnjo celi¢ne stene L. lactis) ~ Sigma

tripsin Promega
endoproteinaza Glu-C Roche

3.2.5 Kemikalije

Vse kemikalije uporabljene pri eksperimentalnem delu in njihove proizvajalce prikazuje
preglednica 4.

Preglednica 4: Vse kemikalije in njihovi proizvajalci uporabljeni pri eksperimentalnem delu

Kemikalija Proizvajalec

dATP, dCTP, dGTP, dTTP Promega

10x ligacijski pufer New England Biolabs

agaroza BioWhittaker Molecular
Applications

SYBR barvilo Invitrogen

10x DreamTaq Green pufer Fermentas

6x nanasalna raztopina za elektroforezo Fermentas

(Loading Dye Solution)

pufer za Ncol, EcoRI-HF, BamHI-HF New England Biolabs

(NEBuffer 4)

pufer za Xbal New England Biolabs

(NEBuffer 2)

BSA za pripravo raztopine 10 mg/mL New England Biolabs

oznacevalec velikosti 100 bp Fermentas

(GeneRuler™ 100bp DNA Ladder)

oznacevalec velikosti 1000 bp Fermentas

(GeneRuler™ 1kb DNA Ladder)

oznacevalec velikosti za NaDS PAGE Fermentas

(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder )

Coomassie Brilliant Blue Amersham

akrilamid Merck

amonijev persulfat za pripravo 10% raztopine APS Sigma

TEMED (N,N,N,N-tetrametiletilendiamin) Merck

1-butanol Merck

4x NaDS nanasSalni pufer Pripravljen

DTT Fermentas

DPBS Invitrogen

se nadaljuje
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nadaljevanje

Kemikalija Proizvajalec
mravlji¢na kislina /

HCI (37 %) za pripravo 1M raztopine Merck

TRIS Serva

etanol 96 % (v/v) Carlo Erba
glicerol 100 % (v/v) Carlo Erba
glicin Serva
glukoza monohidrat Fluka
saharoza Serva
metanol Sigma Aldrich
NaDS Sigma
EDTA Serva
ampicilin za pripravo raztopine 100 mg/mL Sigma
kloramfenikol za pripravo raztopine 25 mg/mL Sigma

nizin Fluka

Tween 20 Serva

2x ligacijski pufer (2x Rapid Ligation Buffer) Promega
Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System Promega

e raztopina za resuspendiranje celic
(Cell Resuspension Solution)
e raztopina za lizo celiCne stene
(Cell Lysis Solution)
e raztopina za alkalnih proteaz
(Alkaline Protease Solution)
raztopina za nevtralizacijo (Neutralisation Solution)
raztopina za spiranje kolone
(Column Wash Solution)
voda brez nukleaz
(Nuclease free Water)

Wizard® Sv Gel and PCR Clean-Up System Promega
e raztopina za vezavo na membrano
(Membrane Binding Solution)
e raztopina za spiranje kolone
(Column Wash Solution)
e voda brez nukleaz
(Nuclease free Water)

blokirna raztopina Roche
(Western Blocking Reagent)

Lumi-Light Enhancer Solution Roche
Lumi-Light Stable Peroxide Solution Roche
zajCja poliklonska protitelesa proti 6X His tag® (FITC) Abcam
(ab1206)

Anti-His6-Peroxidase solution Roche
protitelesa Anti-VP1 (HAV) eENZYME
sekundarna kozja antizaj¢ja IgG-Hrpo protitelesa DIANOVA

Alexa Fluor 488 konjugirana zaj¢ja antimisja protitelesa (A-11059)  Invitrogen

3.2.6 Gojisca in raztopine

Sestavo in pripravo raztopin in gojis¢, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem delu,
prikazuje preglednica 5 .
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Preglednica 5: Raztopine in gojiS¢a uporabljena pri eksperimentalnem delu

LB, LBA tekoce gojisce

LB, LBA trdno gojisce

5 g/L kvasni ekstrakt

10 g/L kazeinski hidrolizat

10 g/L NaCl

z 0,1 M NaOH uravnamo do pH=7,5 in
avtoklaviramo. Za LBA gojis¢e dodamo ampicilin
po ohlajanju do konéne koncentracije 100 pg/mL.

Za trdno LB/LBA gojis¢e dodamo 15 g/L agarja,
avtoklaviramo, ohladimo in vlijemo v petrijevke. Pri
LBA gojis¢u Se dodamo ampicilin do koncne
koncentracije 100 pg/mL.

M-17 tekoce gojisce

GM-17C10 trdno gojisce

5 g/L pepton iz kazeina

5 g/L sojin pepton

5 g/L laktoza

5 g/L goveji ekstrakt

2,5 g/L kvasni ekstrakt

0,5 g/L askorbinska kislina

0,25 g/L magnezijev sulfat

19 g/L dinatrijev beta-glicerofosfat

42,5 g/LM-17

0,5 % glukoza

10 pg/mL kloramfenikol

Glukozo in antibiotik dodamo po avtoklaviranju in
ohlajanju na 45 °C, nato gojisce zlijemo v sterilne
petrijevke.

GM-17 tekoce gojisce

SGM-17

42,5 g/ M-17

0,5 % glukoza

10 pg/mL kloramfenikol

Glukozo in antibiotik dodamo po avtoklaviranju in
ohlajanju na 45 °C.

42,5 g/l M-17

0,5 % glukoza

0,5 M saharoza

sterilno prefiltriramo v brezprasni komori

SGM-17 z glicinom

0,5 M saharoza z 10 % glicerolom

M-17

0,5 % glukoza

0,5 M saharoza

3 % glicin

sterilno prefiltriramo v brezprasni komori

50 mL 1 M saharoza

50 mL 20 % glicerol

20 % glicerol avtoklaviramo in dodamo sterilno
prefiltrirani 1 M glukozi

Zmes dNTP 10X TAE pufer

5 uL dATP 48,4 g Tris

5 uL dCTP 11,4 mL ledocetna kislina
5 uL dGTP 40 mL EDTA (0,5 M)

5 uL dTTP dopolnimo z dH,O do 1000 mL
380 puL dH,0

10X NaDS pufer 10X WB pufer

29 g Tris 29 g Tris

144 g glicin 144 g glicin

10 g NaDS dopolnimo z dH,O do 1 L
dopolnimo z dH,O do 1 L

1X NaDS pufer Pufer za prenos

100 mL 10X NaDS pufer
dopolnimo z dH,O do 1 L

100 mL 10X WB pufer
200 mL metanol

3,75 mL 10 % (m/v) NaDS
dopolnimo zdH,O do 1 L

uravnamo pH=7,5 z 1M HCI, dopolnimo z dH,O do
1L

TBS TBST

6,05 g Tris 1 mL Tween 20
8,76 g NaCl dodamo v 1 L TBS
800 mL dH,0O

1 % blokirna raztopina

0,5 % blokirna raztopina

10 mL Western blocking reagent 10X
90 mL TBS

5 mL TBS
5 mL 1 % blokirna raztopina

se nadaljuje
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nadaljevanje

Raztopina protiteles proti His6 (FITC)

Raztopina protiteles proti His6 (HRP)

5 pL protiteles
5 mL 0,5 % blokirna raztopina

1,5 pL protiteles
5 mL 0,5 % blokirna raztopina

Raztopina primarnih protiteles proti HAV

Raztopina sekundarnih protiteles (HRP)

5 pL protiteles
5 mL 0,5 % blokirna raztopina

1 uL protiteles
10 mL 0,5 % blokirna raztopina

Lumi- Light substrat za detekcijo po prenosu TBS+
2,5 mL Lumi-Light Enhancer Solution 50 mM TrisHCI
2,5 mL Lumi-Light Stable Peroxide Solution 1 M NaCl
0,1 % SDS
uravnamo pH=7,5 z 1 M HCI
Raztopina Coomassie Brilliant Blue PBS
500 pL ocetne kislina 8 g NaCl
0,05 g Coomassie Brilliant Blue 0,2 g KCl1
20 mL metanola 1,44 g Na,HPO, x 7H,0
dopolnimo z dH,O do 50 mL 0,2 g K,HPO,

uravnamo pH=7,2 z 1M HCI, dopolnimo z dH,O do
1L

30 % razbarvalna raztopina

10 % razbarvalna raztopina

400 mL teh. etanol
100 mL ocetna kislina
500 mL dH,O

140 mL teh. etanol
50 mL ocetna kislina

810 mL dH,O

3.2.7 Laboratorijska oprema in ostali materiali

Laboratorijsko opremo in ostale materiale uporabljene pri prakticnem delu prikazuje
preglednica 6.

Preglednica 6: Laboratorijska oprema in ostali materiali uporabljeni pri prakticnem delu diplome

Oprema

Tip, proizvajalec

centrifuge

avtoklav

aparatura za gelsko elektroforezo

aparatura za NaDS page in prenos na membrano
aparatura za PCR

tehtnici

mikrovalovna pecica
termoblok

magnetno mesalo
koni¢no mesalo (vortex)

Eppendorf 5415C
Eppendorf 5417C
Eppendorf 5415R

LC-321, Tehtnica
SorvallRC5C PLUS

1925X All American
POWER PAC 300, BioRad
POWER PAC, BioRad
2720 Thermal Cycler, Applied Biosystem
Genius, Sartorius

200A, Tehtnica

ZM21MS, Zannusi
ThermoShaker, Biometra
Rotamix SHP-10, Tehtnica
Vibromix 10, Tehtnica

stresalnik Vibromix 31, Tehtnica
inkubator (30 °C) Memmert

inkubator (37 °C) Binder

inkubator-stresalnik Certomat HK, Sartorius
brezprasna komora Labcaire

spektrofotometer za merjenje koncentracije DNA ND 1000, NanoDrop

pipete Eppendorf
spektrofotometer Lambda Bio +, PerkinElmer

se nadaljuje
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nadaljevanje

Oprema Tip, proizvajalec

aparatura za elektroporacijo Gene Pulser II apparatus, Biorad

ultrazvocni razbijalec Cell disruptor W185, Sonifer

preto¢ni citometer BD FACSCalibur, Becton Dickinson Inc.

masni spektrometer 1100 HPLC-Chip/MS System, Agilent
technologies

pH meter SevenEasy, Mettler Toledo

digestorij Wesemann

vakuumski koncentrator Speed Vac SV C100H, Savant
Eppendorf 5301

fluorescencni scaner Typhoon 9410, GE Healthcare

aparatura za natis slik (tiskalnik) P90, Mitsubishi

aparatura za slikanje gelov UVltec

kadicke in material za ektroforezo BioRad

material za vlivanje gelov in izvedbo NaDS PAGE = mini-Protean II apparatus, BioRad

kivete za elektroporacijo 0,2 cm GenePulser, BioRad

PVDF membrana Immobilon-P, Millipore

0,2 um filtri Minisart, Sartorius Stedim

3.3 METODE

3.3.1 Masna spektrometrija povrSinskih proteinov L. lactis

Masna spektrometrija je metoda, ki se uporablja za merjenje razmerja med maso in
nabojem neke komponente v vzorcu. Masni spektrometer je sestavljen in treh glavnih
delov: vira ionizacije, analizatorja mase in detektorja. Komponente, ki jih Zelimo
analizirati moramo najprej ionizirati z virom ionizacije, nato se prenese vzorec v analizator
mase, kjer se komponente lo¢ijo glede na razmerje m/z. Detektor na koncu zazna
posamezne lo¢ene komponente in spektre mas prikaze na racunalniku. Poznamo dve glavni
vrsti masnih spektrometrov: masni spektrometri, ki izvajajo enojno masno spektrometrijo
in tandemski masni spektrometri. Prvi merijo razmerje m/z celih peptidov, pri tandemski
masni spektrometriji pa se peptidi fragmentirajo in masni spektrometer meri razmerje m/z
posameznih fragmentov. V proteomiki se najve¢ uporabljata dva vira ionizacije, MALDI
(Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization) in ESI (Electrospray Ionization). MALDI je
najpogostejsi vir ionizacije pri enojni masni spektrometriji, ESI pa pri tandemski masni
spektrometriji. V nasem primeru smo uporabljali ESI (slika 11), kjer pridejo peptidi v vir
ionizacije preko tekocinskega pretoka, ki ga najveckrat ustvarja aparatura za HPLC.
TekocCina se nato razprsi iz kapilare v moc¢no elektromagnetno polje, kjer se povrSina
posamezne kapljice nabije. V tem procesu zaradi izhlapevanja topila kapljice postajajo vse
manj$e in povrsina vedno bolj nabita. Na koncu se nabiti peptidi deabsorbirajo od povrsine
kapljic, vecina jih nosi dva ali ve¢ protonov in tako se v elektri¢nem polju transportirajo v
analizator mas (Eidhammer in sod., 2007).
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Slika 11: Princip ESI vira ionizacije (Eidhammer in sod., 2007: 72)

Poznamo vec razli¢nih analizatorjev mas kot so kvadrupol, ionska past, analizator na cas
preleta (TOF), analizator z Furierjevo transformacijo in ionsko ciklotronsko resonanco, ter
hibridni analizatorji, ki so kombinacije nastetih. V naSem primeru je bil analizator mas
ionska past, kjer je analizator zmozen lovljenja ionov v omejenem prostoru. Detektor
zazna na koncu locene ionizirane peptide in rezultati se prikazejo v obliki spektra mas.
Identifikacija proteinov poteka naprej tako, da se eksperimentalno doloCeni podatki
primerjajo s teoretiénimi sekvencami proteinov v podatkovnih bazah. To primerjavo
prakticno opravi program, ki je obiCajno priloZzen masnemu spektrometru (Eidhammer in
sod., 2007).

Razgradnja povrSinskih proteinov L. lactis

V erlenmajerico smo prelili 200 mL gojis¢a GM-17 in mu dodali 2,5 mL prekono¢ne
kulture NZ9000 in inkubirali na 30 °C priblizno 2 h do ODgg 0,3. Kulturo smo prenesli v
veliko centrifugirko in centrifugirali pri 3500 g, 10 min in 4 °C. Po centrifugiranju smo
odlili supernatant in zbrane celice resuspendirali v 25 mL PBS pufra. Nastalo vsebino smo
prelili v 50 mL falkonke in centrifugirali pri 3500 g, 10 min in 4 °C. Po centrifugiranju
smo odlili supernatant in usedlino resuspendirali v 25 mL PBS. Postopek centrifugiranja in
spiranja smo ponovili Se trikrat. Po zadnjem centrifugiranju smo odlili supernatant in
usedlino resuspendirali v 800 ul PBS s 40 % saharozo in 5 mM DTT. Vsebino falkonke
smo prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirke in nato razgradili povrSinske proteine z
dodatkom 10 pg tripsina za 30 min na 37 °C. Po inkubaciji s tripsinom smo za zaustavitev
delovanja tripsina dodali 0,1 % mravlji¢ne kisline. Vzorec smo nato centrifugirali pri 3500
g, 10 min in 4 °C. Po centrifugiranju smo supernatant odpipetirali in ga sterilno prefiltrirali
skozi 0,2 um filter v 1,5 mL mikrocentrifugirko. Prefiltrirano suspenzijo smo Se nato
razsolili na Vivapure C18 Micro spin koloni (Sartorius) po navodilih proizvajalca.

Priprava vzorca je potekala v brezprasni komori z laminarnim tokom, zaradi zahtev ¢istosti
vzorca.

Identifikacija proteinov z HPLC Chip/MS sistemom

Vzorec peptidov smo nanesli na 1200 Series HPLC-Chip/MS sistem, ki ga sestavljajo
nanopretocni tekocinski kromatograf, HPLC-Chip/MS vmesnik in LC/MSD Trap XCT
Ultra masni spektrometer. Peptide smo lo€ili na proteinskem ID €ipu, na katerem se nahaja
40-nL obogatitvena kolona in 75 puL x 43 mm analiticna kolona. Pri tekocCinski
kromatografiji je bila mobilna faza sestavljena iz topila A (0,1 % mravljicna kislina) in
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topila B (acetonitril). Peptide smo eluirali z uporabo 42 min gradienta od 3-90 % topila B.
Podatke smo analizirali s programom Spectrum Mill in identificirane proteine poiskali v
NCBInr podatkovni bazi (NCBI, 2010).

3.3.2 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Verizno reakcijo s polimerazo smo uporabili za pomnozitev sedmih genov za izbrane
povrsinske proteine L. lactis, gena za flagelin in za uvedbo restrikcijskih mest Ncol/Xbal
ter histidinskega peptida na terminalih gena za hepatitis A. Za vsako PCR reakcijo smo
uporabili primerno Sablono za pomnozevanje in zacetna oligonukleotida. Kombinacijo le
teh za dolocen namen prikazuje preglednica 7. Pri PCR smo uporabljali DreamTaq™
Green DNK polimerazo in pripadajo¢ 10x DreamTaq™ Green pufer. Pufer Ze vsebuje
MgCl, in dve razli¢ni barvili, kar omogoca direkten nanos PCR produktov na gel.
Polimeraza omogoca pomnozitev daljSih fragmentov in poveca donos PCR v primerjavi s
konvencionalno Taq polimerazo. Pogoje za izvedbo PCR reakcije prikazuje preglednica 8.

Izvedba:
Pripravili smo naslednje reakcijske mesanice v PCR mikrocenrifugirkah:
1 uL Sablone
2 uL zacetnega oligonukleotida F (ang. forward- napredujoc)
2 uL zacetnega oligonukleotida R (ang. reverse- nasproten)
5 uL 10x DreamTaq Green pufra

8 uL dNTP
27 },LL deO
5 pul polimeraze (0,25 uL. DreamTaq Green DNK polimeraze +4.75 uL. dH,0)
>=50 uL
Preglednica 7: Sablone in zacetni oligonukleotidi uporabljeni pri PCR mesanicah za razli¢ne namene
Sablona Zacetni oligonugleotidi Namen
pGEM-Flic F:Flic-F-spac pomnoZitev gena za flagelin
R:Flic-R-EcoNS
pUC-HAV F: H2a-F-Nco uvedba restrikcijskih mest Ncol/Xbal na terminalih
R: H2a-R-Xba gena za hepatitis
genomska DNK NZ9000 F: 0551-F pomnozitev gena za llmg_0551
R:0551-R
genomska DNK NZ9000 F: 2020-F pomnozitev gena za llmg 2020
R:2020-R
genomska DNK NZ9000 F: 2232-F pomnozitev gena za llmg_2232
R:2232-R
genomska DNK NZ9000 F: 2330-F pomnozitev gena za llmg_ 2330
R:2330-R
genomska DNK NZ9000 F: 0168-F pomnozitev gena za llmg_0168
R:0168-R
genomska DNK NZ9000 F: 1907-F pomnozitev gena za llmg_1907
R:1907-R
genomska DNK NZ9000 F: 1064-F pomnozitev gena za llmg_1064
R:1064-R
pGEM-HAV Ncol/Xbal F: H2a-F-Nco uvedba histidinske oznake na koncu gena za HAV

R: H2a-R-6His
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Preglednica 8: Pogoji za izvedbo PCR

Reakcija Temperatura Cas

zaCetna denaturacija 94 °C 5 min

denaturacija 94 °C 30s

vezava zacetnih oligonukleotidov 46 °C 1 min } 30 ciklov
podaljSevanje verige 72 °C 1 min

konéno podaljSevanje verige 72 °C 5 min

ohladitev zmesi 4°C 0

Po koncani PCR smo celoten volumen produktov nanesli na agarozno gelsko
elektroforezo.

3.3.3 Agarozna gelska elektroforeza

Agarozna gelska elektroforeza je u€inkovita metoda locevanja molekul DNK po velikosti v
agaroznem gelu v elektri¢cnem polju. Agaroza je linearen polisaharid, ki je topen v vro¢em
pufru, pri ohlajanju pa polimerizira in tvori gel. Hitrost potovanja negativno nabite DNK je
odvisna od velikosti DNK, zamrezenosti gela in jakosti elektricnega polja. Pri agarozni
gelski elektroforezi smo uporabili barvilo SYBR Safe, ki ima podobno obcutljivost kot
etidijev bromid, vendar je veliko manj toksi¢en in mutagen. Za dolocanje velikosti
fragmentov smo uporabili 100 bp in 1 kb oznacevalec velikosti.

Agarozno gelsko elektroforezo smo uporabili za locitev PCR produktov, produktov
restrikcije in produktov PCR na kolonijah.

Izvedba:

Na zacetku smo sestavili ogrodje za vlivanje gela in vstavili ustrezne glavnicke. V stekleno
erlenmajerico smo natehtali primerno koli¢ino agaroze (1,5 % za produkte PCR in
restrikcije, 1 % za produkte PCR na kolonijah) in dodali 50 mL ali 150 mL TAE pufra
(odvisno od velikosti gela). Agarozo smo raztopili v pufru z veckratnim segrevanjem do
vreliS¢a v mikrovalovni pecici. Po segrevanju smo zmes ohladili do 50 °C pod hladno
vodo, dodali 1 pL/10 mL gela SYBR Safe barvila, premesali in vlili v ogrodje. Po
strjevanju gela smo odstranili glavnicke in v nastale Zzepke nanesli ustrezne koli¢ine
produktov (celoten volumen PCR produktov in produktov restrikcije, 10 uL produkta PCR
na kolonijah). Zraven produktov smo v zepke nanesli 1 uL oznacevalca velikosti (zmeSan
z 2 pL nanasalnega pufra in 9 pL. dH,0), ki nam je omogocal doloCitev velikosti
fragmentov. Gel smo zalili s TAE pufrom, ga pokrili s pokrovom in elektrode priklopili na
vir napetosti. Velike gele smo prikljuc¢ili na 120 V, manjSe pa na 95 V. Po koncani
elektroforezi smo rezultate pregledali po UV lu¢jo na UV transiluminatorju ali Uvitec
arhivirnem sistemu, kjer smo sliko posneli s kamero, jo shranili na racunalnik in natisnili
na termi¢nem tiskalniku.

Produkte PCR in restrikcije smo izrezali pod UV lucjo, jih prenesli v mikrocentrifugirke in
jih nato o¢istili iz gela.

3.3.4 Cis¢enje fragmentov DNK iz gela

Za cisCenje izrezanih fragmentov DNK iz gela smo uporabili komplet reagentov Wizard
SV gel and PCR Clean-Up System. Pred Cis¢enjem smo dolocili maso izrezanega koScka
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gela, ki smo mu nato dodali 10 uL/10 mg gela raztopine za vezavo na membrano. Nato
smo inkubirali na 62 °C s stresanjem priblizno 10 min, da se je gel popolnoma raztopil.
Nastalo raztopino smo nanesli na kolono vstavljeno v zbiralno cevko in pustili 1 minuto,
da se je vezala DNK. Vse skupaj smo potem centrifugirali na 10000 g 1 minuto, odstranili
eluat in kolono vrnili v zbirno cevko. Sledilo je spiranje kolone s 700 pL in drugi¢ s 500
uL suspenzije za spiranje membrane z dodanim etanolom. Po drugem spiranju smo
centrifugirali 5 min, da se odstrani ¢im ve¢ etanola. Na koncu smo kolono prenesli v
mikrocentrifugirko, v njo dodali 30 puL vode brez nukleaz in z enominutnim
centrifugiranjem na 10000 g eluirali DNK.

3.3.5 Ligacija v plazmid pGEM®-T Easy

Produkte PCR lahko enostavno ligiramo v pGEM® -T Easy, saj jim Taq polimeraza na
koncih doda adenin, ki se poveze s timinom na koncih plazmida. Nastanek fosfodiestrske
vezi med bazama katalizira encim ligaza.

Izvedba:
V mikrocentrifugirke smo pripravili ligacijske meSanice:
3,5 uL PCR produkta ocis¢enega iz gela
1 uL pGEM-T Easy plazmida
5 uL 2x ligacijskega pufra
0,5 uLL. T4 DNK ligaze za ligacijo v pGEM

Y =10 pL

Ligacija je potekala 19 h na 16°C.
3.3.6 Transformacija kompetentnih celic E. coli (DH5a)

Transformacijo kompetentnih celic E.coli smo izvedli s temperaturnim Sokom. Pri tem
membrana E.coli postane prepustnejSa za plazmid, ki vdre v celice. UspeSnost
transformacije preverimo z modro/belim testom, ki ga omogoca plazmid pGEM-T Easy,
saj vsebuje znotraj gena za encim B-galaktozidazo mesto za kloniranje. Na trdno LBA
gojisce zato razmazemo IPTG, ki inducira izraZanje gena za B-galaktozidazo, in X-gal, ki
je substrat za encim [-galaktozidazo. Encim razgradi substrat v produkt, ki na zraku
dimerizira v modro barvilo, kar obarva kolonije modro. Ce plazmid vstavi fragment v
mesto za kloniranje, je s tem prekinjeno izrazanje gena za -galaktozidazo, zato kolonije s
takim plazmidom ostanejo bele.

Izvedba:

Pripravljene kompetentne celice DHS5a so shranjene na -80 °C, zato smo jih pred uporabo
odtalili na ledu. Po odtalitvi smo 40 pL kompetentnih celic dodali 10 pL ligacijske
meSanice in inkubirali pol ure na ledu. Med inkubacijo se plazmid adherira na povr§ino
kompetentnih celic. Po inkubaciji smo izvedli temperaturni Sok v vodni kopeli z 42 °C 45 s
in mikrocentrifugirke prenesli za 2 min na led. Celicam smo nato dodali 950 uL LB
tekoCega gojisca brez antibiotika in stresali 1 h v stresalniku na 37 °C. Po stresanju smo na
trdno LBA gojisce razmazali 50 pL IPTG/X-gal za modro/beli test in nato 100 pL
nekoncentrirane transformacijske meSanice. Preostalo meSanico smo centrifugirali 2 min
pri 7000 RPM (vrtljaji na minuto), odstranili 800 pL supernatanta in v preostalem volumnu
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resuspendirali usedlino. Tako koncentriran del meSanice smo razmazali po drugi plosci
LBA z X-gal. Plos¢e smo inkubirali ¢ez no¢ v inkubatorju na 37 °C.

3.3.7 PCR na osnovi kolonije

PCR na osnovi kolonije smo uporabili za hiter pregled transformiranih kolonij, saj tako
lahko uc¢inkovito ugotovimo, katera kolonija vsebuje zeljen plazmid z vstavljenim genom
in katera je lazno pozitivna.

Izvedba:
Za PCR na osnovi kolonije smo si pripravili meSanice v PCR mikrocentrifugirkah:
1 uL zacetnega oligonukleotida F
1 uL zacetnega oliginukleotida R
3 pL 10x DreamTaq Green pufra
6 uL dNTP
14 uL dH,O
5 uL polimeraze (0,20 uL DreamTaq Green DNK polimeraze +4.80 uL. dH,0)
>=30puL

Za pregled posameznih kolonij s PCR na kolonijah smo uporabili razlicne kombinacije
zacetnih oligunkleotidov, ki jih prikazuje preglednica 9. V preglednici so prikazane tudi
sheme prileganj kombinacij zacetnih ologonukleotidov na dolo¢en plazmid in uporaba
posamezne kombinacije.

Preglednica 9: Kombinacije zacetnih oligonukleotidov uporabljene pri PCR na osnovi kolonije in shematicen
prikaz prileganja zacetnih oligonukleotidov ter uporaba posamezne kombinacije.
Zacetni oligonugleotidi Shema prileganja in uporaba
L HAV
R:AcmA-R3-Xbal S5F
F—> R
S to kombinacijo smo pomnozili gen za HAV in AcmA regijo ter tako preverili
katere kolonije L. lactis vsebujejo plazmide z vstavljenim genom za HAV.

F: SP6 univerzalna zacetna oligonukleotida za pGEM-T Easy, ki sta bila uporabljena
R: M13 uni za pregled vseh transformiranih kolonij v pGEM-T Easy
F: pMSpuni HAV
R:H,a-R
F R

S to kombinacijo smo pomnozili gen za HAV in del plazmidnega zaporedja ter
tako preverili katere kolonije L. /actis vsebujejo plazmide z vstavljenim genom
za HAV.

USP |L HAV
F—V <+—

F: H,a-F
R: Flic-R-EcoNS

R
S to kombinacijo smo pomnozili gen za HAV in flagelin ter tako preverili
katere kolonije vsebujejo plazmide L. lactis z vstavljenimi genom za flagelin.

F: pMSpuni HAV |His6

R:H,a-R-6His . > -- R
S to kombinacijo smo pomnozili gen za HAV z dodano histidinsko oznako in
del plazmidnega zaporedja ter tako preverili katere kolonije L. lactis vsebujejo
plazmide z vstavljenim genom za HAV z dodano histidinsko oznako.

se nadaljuje
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nadaljevanje

Zacetni oligonugleotidi Shema prileganja in uporaba

F: pMSpuni

R:0551-R
S to kombinacijo smo pomnozili gen za llmg 0551 in del plazmidnega
zaporedja ter tako preverili katere kolonije L. lactis vsebujejo plazmide z
vstavljenim genom za llmg 0551.

F: pMSpuni limg_2020 His6

R:2020-R + 3
S to kombinacijo smo pomnozili gen za llmg 2020 in del plazmidnega
zaporedja ter tako preverili katere kolonije L. lactis vsebujejo plazmide z
vstavljenim genom za llmg 2020.

F: pMSpuni m img 2222 Hisollll

R:2232-R + <
S to kombinacijo smo pomnozili gen za llmg 2232 in del plazmidnega
zaporedja ter tako preverili katere kolonije L. lactis vsebujejo plazmide z
vstavljenim genom za llmg 2232.

R:2330-R
F R
S to kombinacijo smo pomnozili gen za llmg 2330 in del plazmidnega
zaporedja ter tako preverili katere kolonije L. lactis vsebujejo plazmide z
vstavljenim genom za llmg 2330.

F: pMSpuni Hi B-

R-0168-R F- limg_0168 Rl 1S
S to kombinacijo smo pomnozili gen za llmg 0168 in del plazmidnega
zaporedja ter tako preverili katere kolonije L. lactis vsebujejo plazmide z
vstavljenim genom za llmg_0168.

R:1907-R
g R
S to kombinacijo smo pomnozili gen za llmg 1907 in del plazmidnega
zaporedja ter tako preverili katere kolonije L. lactis vsebujejo plazmide z
vstavljenim genom za llmg 1907.

F: pMSpuni :

PR

o]

R

S to kombinacijo smo pomnozili gen za llmg 1064 in del plazmidnega
zaporedja ter tako preverili katere kolonije L. lactis vsebujejo plazmide z
vstavljenim genom za llmg 1064.

F: Bdom-F-BamHI
R: Bdom-R-Xbal

F» *R
S to kombinacijo smo pomnozili gen za B domeno in tako preverili katere

kolonije L. lactis vsebujejo plazmide z vstavljenim genom za llmg 1064 z
dodano B-domeno.

F: 1064-F
R: Bdom-R-Xbal

F—> *R
S to kombinacijo smo pomnozili gen za llmg 1064 in B-domeno ter tako

dodatno preverili katere kolonije L. lactis vsebujejo plazmide s vstavljenim
genom za llmg 1064 z dodano B-domeno.
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V PCR meSanice smo dodali posamezne kolonije tako, da smo se s sterilnim koncem
nastavka za pipete dotaknili kolonije na trdnem gojis€u, prenesli nastavek z bakterijami v
PCR mesanico in premesali. Ta del smo opravili ob gorilniku v prostoru za asepticno delo.
Nato smo izvedli PCR na osnovi kolonije po programu, ki je opisan v preglednici 10.

Preglednica 10: Pogoji za izvedbo PCR na osnovi kolonije

Reakcija Temperatura Cas dodatek polimeraze
zaCetna denaturacija 99 °C 10 min /

ohladitev 50°C 2 min

denaturacija 94 °C 30s

vezava zacetnih oligonukleotidov 46 °C 1 min } 30 ciklov
podaljSevanje verige 72 °C 1 min

kon¢no podaljsevanje verige 72 °C 5 min

ohladitev zmesi 4°C o0

Polimerazo smo dodali v PCR meSanico po kon¢anem prvem koraku zacetne denaturacije,
ko se je meSanica ohladila na 50 °C.

Po kon¢ani PCR na osnovi kolonije smo 10 pL produktov nanesli na agarozno gelsko
elektroforezo in s pomocjo standardov preverili ustreznost transformiranih kolonij.

3.3.8 Priprava prekonoc¢nih kultur

Prekonoc¢ne kulture smo pripravili z namenom, da namnozimo bakterije v vecjih koli¢inah
za nadaljnjo uporabo. Uporabljali smo jih za izolacijo plazmidne DNK, pripravo vzorca za
MS, pripravo kompetentnih celic L ./actis in za izraZzanje izbranih povrSinskih proteinov ter
razli¢ic antigena hepatitisa A.

Izvedba:

V steklene epruvete z zamaski smo asepticno odpipetirali 5 mL gojis¢a (LB za E. coli,
GM-17 za L. lactis). V LB gojis¢e smo dodali 5 pL. ampicilina, v GM-17 gojis¢e pa 2 pL.
kloramfenikola. Bakterije smo prenesli v gojis¢e s sterilnim zobotrebcem tako, da smo
zobotrebec prijeli s prezarjeno pinceto, se z njim dotaknili kulture na trdnem gojiscu in ga
potopili v gojisce. Prekono¢ne kulture E. coli smo inkubirali ¢ez no¢ na 37 °C s
stresanjem, kulture L. /actis pa na 30 °C brez stresanja.

3.3.9 Izolacija plazmidne DNK (minipreparacija)

Izolacijo plazmidne DNK iz E. coli in L. lactis smo izvedli s kompletom reagentov
Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System. Pri izolaciji plazmidne DNK iz L.
lactis smo predhodno razgradili celi¢no steno z lizocimom in mutanolizinom zaradi debele
celi¢ne stene L. lactis.

Izvedba:

Najprej smo v mikrocentrifugirko prelili 1,5 mL prekono¢ne kulture ustreznega plazmida
in jo nato centrifugirali na 10000 RPM 5 min. Po centrifugiranju smo odlili supernatant in
Se enkrat dodali 1,5 mL kulture ter ponovili centrifugiranje. Spet smo odlili supernatant in
nato v primeru E. coli dodali 250 puL suspenzije za resuspendiranje, pri L. lactis pa 210 pL
suspenzije za resuspendiranje, 40 pL lizocima in 1 pL mutanolizina. Za ucinkovito
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razgradnjo celiCne stene L. lactis smo inkubirali suspenzije na 37 °C s stresanjem 25
minut. V nadaljevanju je potekala izolacija DNK enako za E. coli in L. lactis po protokolu
Wizard® Plus Minipreps DNA  Purification System (Promega, 2009). V
mikrocentrifugirke smo dodali 250 pL suspenzije za lizo, premesSali s Stirikratnim
obraCanjem, dodali 10 pL raztopine alkalne proteaze, premesali z obracanjem in inkubirali
5 min. Nato smo dodali 350 pL raztopine za nevtralizacijo in centrifugirali 10 minut pri
maksimalni (max.) hitrosti. Sledila je vezava plazmidne DNK na kolono, tako da smo
vstavili kolono v zbiralno cevko in vanjo odpipetirali supernatant. Pustili smo 1 min, da se
je vezala DNK, in nato cetrifugirali pri max. hitrosti 1 minuto. Iz zbiralne cevke smo
odstranili zbrano teko€ino in sprali kolono prvi¢ s 750 pL razopine za spiranje z dodanim
etanolom in drugi¢ z 250 puL raztopine za spiranje z dodanim etanolom. Po 2 min
centrifugiranju pri max. hitrosti smo kolone prenesli v sterilno centrifugirko in DNK
eluirali z 80 uL vode brez nukleaz.

Na koncu izolacije plazmidne DNK smo izmerili koncentracije DNK na Nano Drop
spektrofotometru.

3.3.10 Dolocanje nukleotidnega zaporedja plazmidne DNK

Nukleotidnega zaporedja plazmidne DNK izolirane iz E. coli in L. lactis nismo dolocali
sami, ampak smo vzorce poslali v Nemcijo na Eurofins MWG Operon's sequencing
service. Rezultate sekvenc, ki smo jih prejeli, smo analizirali s programom ClustalW
(EMBL-EBI, 2009), ki je prosto dostopen na medmrezju.

3.3.11 Cepitev DNK s pomocjo restrikcijskih encimov

DNK smo cepili z restrikcijskimi encimi tako, da smo si na zacetku pripravili restrikcijske
mesSanice v mikrocentrifugirkah. Vsaka restrikcijska meSanica je vsebovala plazmid, iz
katerega smo izrezali zeljen gen, primerne restrikcijske encime, pripadajo¢ pufer in
destilirano vodo, s katero smo dopolnili meSanico do 30 pL. Po enakem postopku smo
pripravili restrikcijsko meSanico za razrez plazmida. Tako smo ustvarili komplementarne
lepljive konce, in omogocili ligacijo gena v plazmid. Sestavo restrikcijskih meSanic za
pripravo plazmidov z vstavljenimi razli¢icami antigena hepatitisa A prikazuje preglednica
11, za pripravo plazmidov z vstavljenimi geni za izbrane povrSinske proteine pa
preglednica 12.
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Preglednica 11: Restrikcijske meSanice za pripravo plazmidov z vstavljenimi geni za razliice antigena

hepatitisa A

Izrez gena 1

Razrez plazmida 1

Izrez gena 2

Razrez plazmida 2

15 uL pGEM-HAV Nco/Xba

15 uL pSDLBA3b

21 uL pUC-HAV

15 pL pSDLBA3b

2 uL Ncol 2 uL Ncol 2 uL BamHI 2 uL BamHI

1 pL Xbal 1 pL Xbal 1 uL EcoRI 1 uL EcoRI

3 uL NEBuffer 2 3 uL NEBuffer 2 3 uL NEBuffer 4 3 uL NEBuffer 4
9 uL dH,O 9 uL dH,O 3 uL dH,O 9 uL dH,O
>=30 uL >=30 uL >=30 uL >=30 uL

Izrez gena 3

Razrez plazmida 3

Izrez gena 4

Razrez plazmida 4

15 uL pGEM-HAV Nco/Xba His6

15 uL pSDLBA3b

15 uL pGEM-FIiC

20 uL pSD-HAV

2 uL Ncol 2 pL BamHI 1 uL EcoRI-HF 1 uL EcoRI-HF
1 pL Xbal 1 uL EcoRI 3 uL NEBuffer 4 3 uL NEBuffer 4
3 uL NEBuffer 2 3 uL NEBuffer 2 11 pL dH,O 6 uL dH,0
>=30 uL >=30 puL >=30 puL >=30 puL

Preglednica 12: Restrikcijske meSanice za pripravo plazmidov z vstavljenimi geni za izbrane povrSinske
roteine s histidinsko oznako in dodatek B domene v pNZ-1064

Izrez gena X

Razrez plazmida

Izrez gena za B dom.

Razrez plazmida

15 uL pGEM-X 15 uL pSD-HAYV Nco/Xba His6 15 uL pGEM-B dom. 15 uL pNZ-1064
2 uL Ncol 2 uL Ncol 1 uL BamHI-HF 1 uL BamHI-HF
1 pL BamHI-HF 1 pL BamHI-HF 1 pL Xbal 1 pL Xbal
3 uL NEBuffer 4 3 uL NEBuffer 4 3 uL NEBuffer 4 3 uL NEBuffer 4
9 uL dH,O 9 uL dH,O 0,3 uL BSA 0,3 uL BSA

9,7 pL dH,O 9,7 pL dH,O
>=30puL >=30pL >=30puL >=30puL

Crka X predstavlja oznako za posamezen izbran povriinski protein (Ilmg 0551, llmg_ 2020, llmg 2232,
llmg_2330, llmg_0168, llmg_1907 in llmg_1064).

Vse restrikcijske meSanice smo stresali v termobloku na 37 °C priblizno 3 ure. UspeSnost
restrikcije smo preverili na agarozni gelski elektroforezi tako, da smo vsaki meSanici na
koncu restrikcije dodali 6 pL 6x nanasalnega pufra za elektroforezo, nanesli celoten
volumen na gel in na koncu elektroforeze dolocili velikosti lo¢enih fragmentov DNK s
pomocjo oznacevalcev velikosti pod UV lucjo. Ustrezne fragmente DNK in plazmide smo
izrezali pod UV lucjo in jih ocistili iz gela.

3.3.12 Ligacija izrezanih fragmentov DNK

Ociscene izrezane fragmente DNK smo ligirali s pomoc¢jo T4 DNK ligaze, ki katalizira
nastanek fosfodiestrske vezi in tako poveze lepljive konce fragmentov v nacértovan
plazmid.

Izvedba:
V mikrocentrifugirke smo pripravili ligacijske meSanice:
13 puL fragmenta X
13 uL plazmida Y
3 uL 10x ligacijskega pufra
1 ul T4 DNK ligaze
Y. =30puL




Zadravec P. Predstavitev razlicic antigena hepatitisa A na povrsini ... Lactococcus lactis. 43
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Razli¢ne kombinacije fragmenta X in plazmida Y pri ligaciji za nastanek nacrtovanega
plazmida prikazuje preglednica 13.

Preglednica 13: Kombinacije fragmenta X in plazmidaY pri ligaciji za nastanek nacrtovanega plazmida
Kombinacija Nacdrtovan plazmid

: HAV Nco/Xba pNZ-HAV Nco/Xba

: pNZ8148

HAV pSD-HAV

: pPSDLBA3b

: HAV Nco/Xba His6  pNZ-HAV Nco/Xba His6

pNZ8148

FliC pSD-HAV-FIiC

pSD-HAV

llmg_0551 pNZ-0551

pNZ8148 z His6

llmg 2020 pNZ-2020

pNZ8148 z His6

llmg 2232 pNZ-2232

pNZ8148 z His6

: llmg_2330 pNZ-2330

pNZ8148 z His6

llmg 0168 pNZ-0168

pNZ8148 z His6

: llmg_1907 pNZ-1907

: pNZ8148 z His6

: llmg_1064 pNZ-1064

: pNZ8148 z His6

B dom. pNZ-1064-B dom.

: pPNZ-1064 brez His6

el oot oot It o It adl Intiiadl Intiiadl ool oSl ol oSl oSl

Ligacija je potekala 19 hna 16 °C.

3.3.13 Cis¢enje ligacijske meSanice pred elektroporacijo

Pred elektroporacijo kompetentnih celic L. lactis smo ocistili ligacijske meSanice z
uporabo reagentov Wizard SV gel and PCR Clean-up System. Postopek Cis¢enja ligacijske
mesSanice je bil podoben c¢iS¢enju PCR produktov iz gela, le da raztapljanje ni bilo
potrebno, ampak smo kar meSanici dodali enak volumen raztopine za vezavo na
membrano. Naprej smo sledili navodilom proizvajalca in na koncu eluirali plazmidno
DNK s 30 pL vode brez nukleaz (Promega, 2002)

Pred elektroporacijo smo ocis¢eno ligacijsko meSanico skoncentrirali na vakuumskem
koncentratorju do priblizno 5 pL.

3.3.14 Priprava kompetentnih celic L. lactis za elektroporacijo

Za gensko manipulacijo sevov je pomembno omogociti vstop DNK v celice L. lactis. Med
razvojem metode za transformacijo L. lactis se je izkazala za najucinkovitejSo
elektroporacija celic. L. lactis je G+ bakterija in ima debelo celi¢no steno, kar predstavlja
fizicno prepreko za vstop DNK v celice med postopkom transformacije. To predstavlja
oviro tudi pri elektroporaciji L. lactis, zato je potrebno celice prej obdelati tako, da
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oslabimo celi¢no steno in s tem izboljSamo prenos DNK v celico. Ugotovili so, da visoko
uspesnost transformacije dosezemo z rastjo celic L. lactis v osmotsko stabilnem gojiscu z
glicinom, zato je potrebno pred elektroporacijo pripraviti kompetentne celice, ki
omogocajo ucinkovit sprejem tuje DNK (Holo in Nes, 1995).

Izvedba:

V stiri steklene epruvete z zamaski smo odpipetirali 10 ml tekocega gojis¢a GM-17 in nato
ob 10., 12. 14. in 16. uri v eno epruveto nacepili kulturo NZ9000. Kulturo smo nacepili
tako, da smo se z zobotrebcem dotaknili ene kolonije NZ9000 na trdnem gojis¢u in
prenesli zobotrebec v epruveto s teko¢im gojis¢em. Zvecer smo pomerili opticno gostoto
vseh §tirih kolonij, nacepljenih ob razli¢nih ¢asih, in tisto, ki je imela ODgg 0,5-0,8 100x
razredcCili v SGM-17 z dodanim glicinom. Kulturo smo pustili rasti ¢ez no¢ (12-16 h) do
opticne gostote pri 600 nm 0,2-0,7. Rast je potekala v inkubatorju na 30 °C. Kulturo smo
nato prelili v dve veliki centrifugirki in centrifugirali 20 min, pri 5000 g in 4 °C. Po
centrifugiranju smo odlili supernatant in celice resuspendirali v 20 mL hladne 0,5 M
saharoze z 10 % glicerolom. Nastalo suspenzijo smo prenesli v 50 mL centrifugirke in nato
centrufugirali 15 min pri 5000 g in 4 °C. Postopek spiranja smo Se enkrat ponovili in
potem celice resuspendirali v takem volumnu 0,5 M saharoze z 10 % glicerolom, kot je
celic (ocenimo priblizno). Kompetentne celice smo na koncu razdelili v 1,5 mL
mikrocenrifugirke po 100 pL, jih zamrznili v teko¢em dusiku in prenesli na -80 °C.

3.3.15 Elektroporacija kompetentnih celic L. lactis

Elektroporacijo kompetentnih celic L. lactis smo uporabili za vstavljanje ligacijskih
meSanic v L. lactis in za namnozitev plazmidne DNK. Postopek je potekal po navodilih za
elektroporacijo v L. lactis (Holo in Nes, 1995).

Izvedba:

Kompetentne celice L. lactis smo najprej odtalili na ledu. V pripravljene
mikrocentrifugirke smo odpipetirali 45 uL kompetentnih celic in jim nato dodali 5 pL
ligacijske meSanice (za namnozitev 2 pL izolirane plazmidne DNK). MeSanico smo
narahlo premesali in s pipeto prenesli v elektroporacijko kiveto, ki smo jo predcasno
ohladili na ledu. MeSanico v kivetah smo zbrali na dnu kivete in odstranili zracne
mehurcke, ki v kiveti ne smejo biti prisotni. Na aparaturi za elektroporacijo smo nastavili
napetost 2,0 kV, kapaciteta 25 puF in upornost 200 Q. Elektroporacijsko kiveto smo nato
namestili v aparaturo za elektroporacijo in skozi spustili kratek pulz, ki povzro¢i luknje v
membrani ter s tem vstop DNK v celice L. lactis. Takoj po sprozitvi pulza smo dodali v
kiveto 1 mL gojis¢a SGM17, premesali in prenesli v mikrocentrifugirko. Po dveh urah
inkubacije na 30 °C smo 100 pL meSanice celic razmazali po plos¢i s trdnim gojis¢em
GM-17C10. Preostali del smo centrifugirali 2 min na 5000 RPM, odstranili 800 pL
supernatanta in prestali del resuspendirali. Tako skoncentriran del elektroporacijske
mesanice smo prav tako razmazali na plosée s trdnim gojis¢em GM-17C10. Plos¢e smo
inkubirali 2 dni na 30 °C in nato uspeSnost transformacije preverili s PCR na osnovi
kolonije, pripravili prekono¢ne kulture, izolirali plazmidno DNK in dolo¢ili nukleotidno
zaporedje.
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3.3.16 Izrazanje razlicic antigena hepatitisa A in izbranih povrsinskih proteinov v/na
L. lactis

Najveckrat uporabljen in podrobno opisan sistem za nadzorovano izrazanje genov Vv
Lactococcus lactis je z nizinom nadzorovani sistem za izrazanje NICE (NIsin Controlled
gene Expresssion). Izrazanje proteina se inducira z nizinom, ki je bakteriocin in tudi
sredstvo za konzerviranje hrane zaradi njegovega antimikrobnega delovanja (Mierau in
Kleerebezem, 2005).

Izvedba:

V steklene epruvete z zamaski smo odpipetirali 10 mL gojis¢a GM-17 in dodali 4 pL
kloramfenikola ter 100 pL prekonoc¢ne kulture bakterij z ustreznim plazmidom (pSD-
HAV, pSD-HAV Nco/Xba, pSD-FliC, pNZ-0551, pNZ-2020,...). Celice smo nato
inkubirali v inkubatorju brez stresanja na 30 °C do ODgy=0,5-0,8. Ko so celice zrasle do
primerne opticne gostote, smo jim dodali 10 pL nizina (25 ng/mL) in tako inducirali
izrazanje Zelenega proteina. Po treh urah indukcije na 30 °C smo iz epruvet z izrazenimi
izbranimi povrSinskimi proteini odvzeli 1 mL vzorca in ga shranili v hladilniku za kasnej$o
analizo s preto¢no citometrijo. Preostali del smo odlili v sterilno centrifugirko in
centrifugirali 10 min pri 5000 g in 4 °C. V primeru izrazanja razli¢ic antigena hepatitisa A
smo celoten volumen prenesli v centrifugirko, saj nismo opravljali analiz s preto¢nim
citometrom. Po centrifugiranju smo odlili supernatant, celice resuspendirali v 400 uL PBS
in prenesli v mikrocentrifugirke, ki smo jih shranili na -20 °C za NaDS PAGE in prenos
Western.

3.3.17 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS

Poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS uporabljamo za locevanje
proteinov glede na njihovo velikost. NaDS je negativno nabit detergent, ki denaturira
proteine tako, da podre njihovo sekundarno in terciarno strukturo in jih s tem linearizira.
NaDS prekrije proteine, zaradi Cesar ti dobijo negativni naboj, kar omogo¢a migracijo
proteinov proti pozitivnemu polu v elektricnem polju. Negativen naboj proteina je
sorazmeren z velikostjo proteina in ni odvisen od strukture proteina, zato poteka loCevanje
le glede na velikost proteinov. Poliakrilamid je polimer sestavljen iz akrilamidnih
monomerov. Polimerizacija akrilamida steCe ob prisotnosti amonijevega persulfata in
TEMEDa. Locevanje proteinov izboljSamo z uporabo dveh razlicno koncentriranih gelov.
Na vrhu pripravimo manj zamreZzen koncentracijski gel, ki omogoca skoncentriranje
proteinov v zelo ozkem pasu. Ti nato hkrati vstopijo v separacijski gel, kjer se zaradi vecje
zamrezenosti proteini lo¢ijo po velikosti.

Locene proteine po elektroforezi lahko detektiramo z nespecifiénim barvanjem z barvili,
kot je Coomassie Brilliant Blue, ali imunoloskimi tehnikami z uporabo protiteles.

Izvedba:

Najprej smo sestavili ogrodje za vlivanje gelov (Mini-Protean II apparatus) in zmesali prve
Stiri sestavine za 4 % koncentracijski in 12 % separacijski gel (preglednica 14). Nato smo
najprej v separacijski gel dodali APS in TEMED, premesali in vlili med stekelca priblizno
5 mL gela. Na vrhu smo vlili 1 mL z vodo nasicenega butanola, ki zravna gladino gela.
Pocakali smo da se gel strdi in nato odlili butanol ter preostanek popivnali s filter papirji.
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Do konca smo pripravili koncentracijski gel tako, da smo dodali APS in TEMED,
premesali in ga nalili med stekelca na separacijski gel do vrha. Na vrhu smo vstavili med
stekelca glavnicek in spet pocakali, da se gel strdi. Po strjevanju smo odstranili glavnicek
in okvir z gelom vstavili v ogrodje za NaDS PAGE ter prenesli v posodo, kjer smo na
sredino nalili 1x NaDS pufer, tako da je bil gel do vrha prekrit s pufrom.

Preglednica 14: Koli¢ine sestavin za pripravo koncentracijskega in separacijskega gela

Sestavine 4% gel | 12 % gel
Akrilamid (40 %) | 1 mL 6 mL
pufer 2,5mL | 5mL

10 % NaDS 100 uL | 200 uL
dH,0 6,34 mL | 8,68 mL
10 % APS 50 uL 100 pL
TEMED 10 uL 20 uL

Priprava vzorcev:

Najprej smo v ledeni kopeli odtalili zamrznjene shranjene vzorce izraZenih proteinov v L.
lactis in nato celice lizirali s kratkim ultrazvo¢nim razbijanjem. V mikrocentrifugirke smo
zameSali 14 pL vzorca, 5 pL 4x NaDS nanasalnega pufra in 1 pL DTT. Vzorce smo nato
kuhali v vodni kopeli 5 min in nato kratko centrifugirali.

Tako pripravljene vzorce smo nanesli na gel v Zepke, kjer smo v en Zepek dodali 5 pL.
proteinskega oznacevalca velikosti. Posodo smo prekrili s pokrovom in elektrode priklopili
na vir napetosti. Elektroforezo smo izvajali pri 60 mA v primeru dveh gelov, ¢e pa je bil
samo en gel pa pri 30 mA, tako dolgo, da je elektroforezna fronta pripotovala skoraj do
konca gela. Po koncani elektroforezi smo previdno razdrli ogrodje in okvir z gelom.
Zgornji koncentracijski gel smo odrezali, preostanek gela pa poloZili v petrijevko. Gel z
lo¢enimi proteini smo nato pobarvali s Coomassie Brilliant Blue barvilom ali uporabili za
prenos Western.

Barvanje gela s Coomassie Brilliant Blue je potekalo tako, da smo zmeSali 30 mL barvila
in 30 mL ocetne kisline, ter vlili v petrijevko z gelom. Gel smo stresali v barvilu 1-2 h in
ga nato razbarvali s stresanjem 20 min v 30 % razbarvalni raztopini ter ¢ez no¢ v 10 %
razbarvalni raztopini. Drugi dan smo gel prenesli v vodo in vidne lise s proteini poslikali.

3.3.18 Prenos Western in detekcija proteinov s protitelesi

Najbolj specifi¢na detekcija proteinov je z uporabo protiteles. Ker s protitelesi ne moremo
direktno oznacevati proteinov locenih na NaDS PAGE, jih moramo prenesti na PVDF
membrano ali nitrocelulozno membrano s pomocjo elektricnega toka, kar imenujemo
prenos Western. Po prenosu moramo membrano inkubirati v blokirni raztopini, da
blokiramo mesta na membrani in s tem prepreCimo vezavo nespecifi¢nih protiteles. Po
blokiranju membrane sledi oznacevanje s protitelesi, kjer lahko uporabljamo razlicna
protitelesa. Velikokrat se uporablja kombinacija primarnih in sekundarnih protiteles, kjer
so primarna protitelesa usmerjena proti specificnemu proteinu, sekundarna pa proti
primarnemu protitelesu in so oznacena. Sekundarna protitelesa so lahko oznacena
radioaktivno, fluorescencno ali z encimom, ki ob prisotnosti substrata tvori produkt, ki ga
lahko detektiramo.
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V nasem primeru smo uporabili ve¢ razli€nim protiteles. Pri oznac¢evanju izraZenih razlicic
antigena hepatitisa A smo uporabili primarna protitelesa proti HAV in sekundarna
protitelesa, ki so bila konjugirana s peroksidazo. V prisotnosti substrata je nastal produkt,
ki smo detektirali na filmu s pomocjo kemoluminiscence. Pri oznacevanju izbranih
povrsinskih proteinov smo uporabili fluorescenéno oznacena in s peroksidazo oznacena
protitelesa proti histidinski oznaki, ki naj bi se izrazila skupaj z izbranim povrSinskim
proteinom.

Izvedba:

Najprej smo si izrezali filter papirje in PVDF membrano v velikosti gela. Filter papirje in
gobice smo namocili v pufru za prenos, membrano pa smo najprej aktivirali v metanolu in
jo nato prenesli v pufer za prenos. Prav tako smo v pufer za prenos prenesli gele z locenimi
proteini po NaDS PAGE. Ves pripravljen material smo sestavili v sendvi¢ po postopku, ki
ga prikazuje slika 12. Pri tem smo pazili, da med posameznimi plastmi ni bilo nobenih
zra¢nih mehurckov.
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Slika 12: Shema prenosa Western

Pripravljena sendvica smo vstavili v ogrodje naprave za prenos Western, dodali posodo z
ledom za hlajenje in zalili s pufrom za prenos. Posodo smo prekrili s pokrovom z
elektrodami in jih prikljucili na napetost 100 V ter pustili, da je prenos potekal eno uro in
pol. Po prenosu smo membrane polozili v petrijevke z blokirno raztopino in pustili stresati
na stresalniku 2 h. Nato smo membrane prenesli v polivinilasto vrecko, dodali ustrezno
raztopino protiteles in vrecko zatalili. Zataljeno vrecko smo polozili v petrijevko in
oznacevanje s protitelesi je tako potekalo ¢ez no¢€ na stresalniku v hladni sobi na 4 °C. V
primeru oznacevanja s fluorescencno oznacenimi protitelesi, smo petrijevke z zataljenimi
vreCkami pokrili z aluminijasto folijo, saj je tako oznacevanje potekalo v temi. Drugi dan
smo membrane prenesli v TBST pufer in jih sprali tako, da smo jih Stirikrat po 15 min
stresali v TBST pufru. Fluorescencno oznafene proteine na membrani smo po spiranju
detektirali na fluorescenénem detektorju slike in slike shranili. S peroksidazo oznacene
proteine smo detektirali s pomoc¢jo kemoluminiscence, tako da smo na membrano dodali
750 pL Lumi-Light substrata, inkubirali 2 min in prenesli v kaseto za ekspozicijo. V
temnici smo v kaseto namestili film, eksponirali nekaj minut in nato takoj razvili film.
Postopek smo ponovili pri razli¢nih ¢asih ekspozicije in tako pridobili najustreznejSo sliko.

Oznacevanje razli¢ic antigena hepatitisa A je potekalo s pomocjo primarnih in sekundarnih
s peroksidazo oznacenih protiteles. V tem primeru smo ¢ez no¢ membrane inkubirali v
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raztopini primarnih protiteles. Naslednji dan po smo membrane sprali s TBST (Stirikrat po
15 min) in jih prenesli v raztopino sekundarnih protiteles. Oznacevanje s sekundarnimi
protitelesi je potekalo eno uro na stresalniku na sobni temperaturi. Nato smo membrano
spet sprali s TBST in proteine detektirali s pomocjo kemoluminiscence, kot je opisano
zgoraj.

3.3.19 Preto¢na citometrija izraZenih izbranih povrsinskih proteinov in proteina
Ilmg 1064 z dodano B domeno

Preto¢na citometrija je metoda za karakterizacijo in merjenje lastnosti celic in celi¢nih
komponent, ki potujejo skozi laserski zarek v teko¢inskem toku. Na mestu, kjer prihaja do
interakcij med laserskim zarkom in tokom celic, celice prehajajo posamezno
(hidrodinamsko fokusiranje). Pri prehodu skozi laserski zarek celice oddajo svetlobne
signale, ki so odvisni od njihove velikosti, granuliranosti, notranje kompleksnosti in
intenzitete fluorescence (BD Biosciences, 2000).

Preto¢ni citometer je sestavljen iz treh glavnih sistemov: tekocCinski, opti¢ni in elektronski.
Tekocinski sistem ima vlogo transportiranja celic v toku do laserskega zarka, opti¢ni
sistem s pomocjo laserjev ustvarja svetlobni signal in s pomocjo opti¢nih filtrov detektira
oddani signal, elektronski sistem pa pretvori detektiran svetlobni signal v elektronski
signal, ki ga lahko racunalnisko obdelamo. Pri interakciji laserskega zarka s celicami pride
do razprSevanja svetlobe in emitacije fluorescencne svetlobe. RazprSeno svetlobo, ki jo
oddaja obsevana celica, merita dva fotodetektorja (slika 13). Prvi se imenuje FALS
(forward angle light scatter) in se nahaja v ravnini poti laserskega zarka ter omogoca zapis
parametra prednjega sipanja (forward scatter, FSC), ki nastane zaradi kontakta s celi¢nimi
membranami in je sorazmeren velikosti celice. Drugi fotodetektor se imenuje RALS (right
angle light scatter) in se nahaja pravokotno od poti laserskega zarka ter omogoca zapis
parametra stranskega sipanja (side scatter, SSC), ki je premosorazmeren kompleksnosti
posamezne celice.

STRANSKO SIPANJE

PREDNIJE SIPANJE
1ZVOR

SVETLOBE

Slika 13: Prikaz prednjega in stranskega sipanja razprSene svetlobe pri interakciji s celico (BD Biosciences,
2000: 14).

Emitirano fluorescen¢no svetlobo, ki jo oddaja dolo¢eno barvilo, merijo fluorescencni
detektorji. Fluorescenéni detektorji pretvorijo svetlobne signale v elektri¢ne, ki jih lahko
po racunalniski obdelavi prikazemo matemati¢no ali graficno. Tako zraven morfoloskih
lastnosti celic, dobimo Se informacije o funkcionalnih lastnostih celic (BD Biosciences,
2000). Za pretocno citometrijo smo uporabili preto¢ni citometer BD FACSCalibur s
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sistemom dveh laserjev (488 in 633 nm) in §tirih fluorescen¢nih fotodetektorjev (FL1: 530
nm, FL2: 585 nm, FL3: 670 nm, FL4: 661 nm).

V naSem primeru smo celice L. lactis z izrazenimi povrSinskimi proteini in histidinsko
oznako, oznacili s protitelesi proti histidinski oznaki. Protitelesa so bila fluorescencno
oznacena, zato smo lahko na preto¢nem citometru zaznali jakost fluorescencne svetlobe, ki
so jo oddale s protitelesi oznacene celice L. lactis. Prav tako smo s preto¢nim citometrom
preverili funkcionalnost izbranega najucinkovitejSega nosilnega proteina z dodano B
domeno. V tem primeru smo celice z izrazenim povrSinskih proteinom llmg 1064 in
dodano B domeno oznacili z nespecifi¢énimi protitelesi, ki jih veze B domena preko Fc
regije in so bila prav tako fluorescen¢no oznacena.

Izvedba:

V mikrocentrifugirke smo odpipetirali 500 pL pufra TBS. V vsako mikrocentrifugirko smo
dodali 10 pL shranjenega vzorca za preto¢no citometrijo (izrazeni izbrani povrSinski
proteini na povrSini L. lactis) in rahlo premeSali z vorteksiranjem. Vzorce smo nato
centrifugirali pri 5000 g, 3 min in 4 °C. Po centrifugiranju smo odpipetirali supernatant,
dodali 300 pL. TBS pufra in premesSali z vorteksiranjem. Za oznacevanje vzorcev z
izrazenimi izbranimi povrSinskimi proteini smo dodali 3 uL protiteles proti histidinski
oznaki in inkubirali s stresanjem 1 uro na sobni temperaturi. Za oznacevanje vzorcev z
izrazenim povrSinskim proteinom llmg 1064 in dodano B domeno smo dodali 0,6 uL
zaj¢jih proti misjih protiteles in inkubirali s stresanjem 2 uri na sobni temperaturi. Po
inkubaciji smo vzorce centrifugirali po enakem postopku, kot na zacetku, odstranili
supernatant in usedlino resuspendirali v 200 pL 0,1 % TBST pufru. Pri vzorcih z
izrazenimi povrSinskimi proteini smo postopek spiranja s TBST Se enkrat ponovili, pri
vzorcih z izrazenim llmg_ 1064 in dodano B domeno pa smo postopek spiranja ponovili Se
dvakrat. Na koncu smo usedlino po centrifugiranju resuspendirali v 300 uL TBS pufra. Za
merjenje jakosti fluorescence na preto¢nem citometru smo oznacene vzorce prenesli v
epruveto za preto¢ni citometer, ki smo jo namestili na mesto za vnos vzorca. V programu
pretocnega citometra smo nastavili vse potrebne parametre in dolocili del celic, ki smo jim
zeleli zmeriti povpre¢no intenziteto fluorescence. Povprecno intenziteto fluorescence smo
izmerili najmanj 100000 bakterijskim celicam. Na koncu smo upostevali meritve vseh treh
neodvisnih poskusov, kjer smo vsako meritev dvakrat ponovili.

Kot negativno kontrolo smo vedno uporabili bakterije, ki so vsebovale prazen plazmid
pNZ8148. Indukcija in oznacevanje bakterij s praznim plazmidom je potekalo po enakem
postopku, kot oznacevanje ostalih vzorcev. Pri preverjanju funkcionalnosti izbranega
povrSinskega proteina llmg 1064 z dodano B domeno smo za primerjavo uporabili
plazmid pSDLBA3b. V tem poskusu smo Se dodatno preverili stabilnost vezave izrazenega
povrsinskega proteina llmg 1064 z dodano B domeno tako, da smo pri pripravi vzorcev za
preto¢no citometrijo na zacetku uporabili pufer TBS+. Tako smo v mikrocentrifugirke
odpipetirali 500 pL pufra TBS+, dodali 10 pL vzorca za pretocno citometrijo,
centrifugirali in nato Se dvakrat sprali s TBS+. Potem smo vzorce $e dvakrat sprali s TBS,
da smo se znebili SDS-a, in nato nadaljevali postopek oznafevanja s protitelesi.
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4 REZULTATI
4.1 PREVERJANIJE IZRAZANJA RAZLICIC ANTIGENA HEPATITISA A
4.1.1 Priprava plazmidov z vstavljenimi razli¢icami antigena hepatitisa A

Pri pripravi laktokoknih plazmidov z vstavljenimi razli¢icami antigena hepatitisa A smo
najprej s PCR metodo pomnozili gen za flagelin, ki smo ga Zeleli dodati med gen za
hepatitis A in AcmA regijo v plazmidu pSD-HAV, da bi s tem povecali imunski odziv na
hepatitis A. Prav tako smo S PCR pomnozili gen za HAV in mu na koncih uvedli novi
restrikcijski mesti Ncol in Xbal, saj smo tako lahko v nadaljevanju s pomocjo restrikcije in
ligacije odstranili celoten konstrukt iz plazmida pSDLBA3b in vstavili le gen za HAV.
Rezultat pomnozitve gena za flagelin (velikost 800 bp) prikazuje slika 14, uvedbo
restrikcijskih mest na koncih gena za HAV (velikost 420 bp) pa prikazuje slika 15.

Slika 15: Rezultati uvedbe restrikcijskih mest
Nco/Xba n a koncu HA

Slika 14: Pomnozitev gena za flagelin

Pomnozene dele DNK smo potem izrezali iz gela, ocistili in najprej vstavili v pGEM-T
Easy. Nato smo plazmide transformirali v E. coli in preverili uspesnost transformacije s
PCR na osnovi kolonije, kjer smo uporabili univerzalne zacetne oligonukleotide za p-
GEM-T Easy. Rezultate PCR na osnovi kolonije za preverjanje uspeSnosti transformacije
gena za flagelin in gena za HAV z restrikcijskima mestoma Ncol in Xbal prikazuje slika
16.

Slika 16: Rezultati PCR na osnovi kolonije za kolonije s plazmidi pPGEM-HAV Nco/Xba in pGEM-FIiC.
1-5: pGEM-HAV-Nco/Xba, ~420 bp + 200 bp plazmidnega dela; 6-11: pPGEM-FIiC, ~800 bp + 200 bp
plazmidnega dela.
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Uspesnost ligacije v plazmid smo Se dodatno preverili z dolo¢anjem zaporedja dela
plazmida z vstavljeno razli¢ico antigena hepatitisa A. Plazmide s pravilnim zaporedjem
DNK smo shranili na -20 °C. Za pripravo laktokoknih plazmidov smo z restrikcijskima
encimoma BamHI in EcoRlI izrezali gen za HAV iz plazmida pUC-HAYV in ga vstavili v
plazmid pSDLBA3b, ki smo mu prej izrezali B domeno. Tako smo dobili plazmid pSD-
HAYV, v katerega smo v nadaljevanju Se dodatno vstavili gen za flagelin, ki smo ga izrezali
iz plazmida pGEM-FIiC z EcoRI. Plazmid pSD-HAYV smo predhodno prav tako razrezali z
EcoRI. Za pripravo plazmida z genom za HAV za izrazanje znotraj celic, smo gen za HAV
izrezali z restrikcijskima encimoma Ncol in Xbal iz plazmida pGEM-HAV-Nco/Xba in ga
vstavili v plazmid pSDLBA3b, ki smo mu predhodno odstranili celoten konstrukt, tako da
je ostal samo plazmid pNZ8148. Sheme vseh treh plazmidov z vstavljenimi razli¢icami
antigena hepatitisa A in plazmida pPSDLBA3B prikazuje slika 17.

pNZ-HAV NcoiXba
ne) Xba

HAV

Slika 17: Sheme konstruktov z razli¢icami antigena hepatitisa A in plazmida pSDLBA3b

Laktokokne plazmide smo nato transformirali z elektroporacijo v L. lactis, in zrasle
kolonije preverili s PCR na osnovi kolonije. Za vsak konstrukt smo uporabili drugac¢no
kombinacijo zacetnih oligonukleotidov in tako potrdili, katere kolonije vsebujejo zeljen
plazmid. Kolonije, ki so bile pozitivne, smo namnoZzili ¢ez no¢ in drugi dan iz njih izolirali
plazmidno DNA, ki smo jo nato poslali na dolo¢anje nukleotidnega zaporedja. S pomocjo
dolocanja zaporedja DNK smo dokazali, da plazmidi res vsebujejo Zeljen konstrukt v
pravilnem zaporedju. Nukleotidna zaporedja konstruktov razli¢ic antigena hepatitisa A so
prikazana v prilogi A. Koncne laktokokne plazmide z vstavljenimi razli¢icami antigena
HAYV prikazuje preglednica 15.

Preglednica 15: Seznam in opis kon¢nih pripravljenih plazmidov z vstavljenimi razli¢icami antigena HAV

Plazmid Opis plazmida
pSD-HAV pSDLBA3b z zamenjano b-dom z genom za HAV
pSD-HAV-FIiC pSDLBA3b-fuzija genov spus,.Leis, HAV, FliC in acmA3b

pNZ-HAV-Nco/Xba pNZ8148 z vstavljenim genom za HAV
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4.1.2 lIzrazanje razlific antigena hepatitisa A v L. lactis

Izrazanje razli¢ic antigena hepatitisa A v L. lactis je potekalo v majhnem merilu, v 10 mL
gojis¢a z dodano prekonoc¢no kulturo z ustreznim plazmidom. Izrazanje smo inducirali z
dodatkom nizina in je trajalo tri ure. Izrazanje proteinov smo inducirali v dveh epruvetah z
bakterijami, ki so vsebovale plazmid pNZ-HAV-Nco/Xba, v dveh epruvetah z pSD-HAYV,
v dveh epruvetah z pSD-HAV-FIiC in v dveh epruvetah z bakterijami, ki so vsebovale
prazen plazmid pNZ8148. S tem poskusom smo Zeleli preveriti, kako se antigen hepatitisa
A izraza znotraj celic L. lactis, zunaj celic (z dodanim signalom za izlo¢anje in proteinom
za pritrditev na povrsino) in Se dodatno z dodanim flagelinom. Prazen plazmid pNZ8148 je
predstavljal negativno kontrolo. Po izraZzanju smo bakterije zbrali, odlili gojis¢e in nato
zbrane bakterije raztopili v PBS pufru. Tako pripravljene vzorce bakterij z izrazenimi
proteini smo shranili na -20 °C, prav tako pa smo shranili gojisce, ki je ostal po
centrifugiranju bakterij. UspeSnost [zrazanja razliCic antigena hepatitisa smo preverili tako,
da smo najprej odmrznjene celice L. lactis z izrazenimi proteini lizirali s pomocjo
ultrazvo¢nega razbijalca in lizate nanesli na NaDS PAGE. Loc¢ene proteine smo detektirali
z barvanjem s Commassie brilliant modrim barvilom in z oznafevanjem s protitelesi, ki
smo ga izvedli po prenosu loCenih proteinov na membrano s prenosom Western.

4.1.2.1 Rezultati NaDS PAGE in barvanja s Commassie briliant modrim barvilom

Uspesnost izrazanja razliic antigena hepatitisa A smo preverili z barvanjem gela loenih
proteinov v barvilu Commassie brilliant modro. Rezultate barvanja prikazuje slika 18.
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Slika 18: Rezultati NaDS PAGE izrazenih razli¢ic antigena hepatitisa A v L. lactis s. 1, 2- pNZ-HAV-
Nco/Xba, 3, 4 - pSD-HAV, 5, 6- pSD-HAV-FIiC, 7, 8- pNZ8148

Pri izrazanju proteinov v pNZ-HAV-Nco/Xba smo pricakovali prekomerno izrazanje
samega antigena hepatitisa A znotraj celic L. lactis. Teoreticna molekulska masa antigena
za HAV znaSa 15,7 kDa, vendar rezultata v taki velikosti na sliki 18 nismo zasledili.
IzraZzanje antigena za HAV z dodano regijo za izloCanje in domeno za pritrditev na
povrsino smo potrdili, saj na sliki 18 vidimo liso ustrezne velikosti, ki je oznafena s
pus€ico na sliki. Molekulska masa izrazenega proteina iz plazmida pSD-HAV namrec
znasa 41,8 kDa. V L. lactis smo izrazili tudi antigen za HAV z dodanim genom za
flagelinom, kar je vidno na slikah kot lisa velikosti priblizno 72 kDa. Izracunana vrednost
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molekulske mase pSD-HAV-Flic znasa 69,5 kDa. Pri bakterijah, ki so vsebovale prazen
plazmid pNZ8148 nismo zasledili prekomernega izrazanja.

4.1.2.2 Rezultati prenosa Western oznacenih razliic antigena hepatititisa A s protitelesi
proti HAV

Oznacevanje s protitelesi je potekalo po prenosu proteinov na PVDF membrano s
prenosom Western. Proteine smo najprej oznacili s primarnimi protitelesi proti antigenu za
HAYV in nato z sekundarnimi protitelesi, ki so bila oznacena s hrenovo peroksidazo. Sliko
smo razvili po dodatku substrata s pomocjo filmov, ki smo jih razli¢no dolgo izpostavili v
kaseti in nato v razvijalni raztopini. Na filmih so se pojavile ¢rne lise razli¢ne intenzitete
(slika 19). Pri preverjanju izrazanja razliCic antigena hepatitisa A smo dodatno na NaDS
PAGE nanesli tudi gojis¢a, ki smo jih shranili po centrifugiranju bakterij. S tem smo
preverili ali se proteini res nahajajo v celici L. lactis v primeru pNZ-HAV-Nco/Xba ali so
pritrjeni na povrSini L. lactis v primeru pSD-HAV in pSD-HAV-FIiC. Rezultate
oznacevanja proteinov v gojiscu prikazuje slika 19b.

Slika 19: Rezultati prenosa Western oznaéenih celi¢nih lizatov izrazenih razligic antigeha hepatitisa A vL.
lactis s protitelesi proti HAV. (a) Celi¢ni lizat. (b) Gojisce. 1, 2- pPNZ-HAV-Nco/Xba, 3, 4 - pSD-HAYV, 5, 6-
pSD-HAV-FIIiC, 7, 8- pNZ8148

Z oznacevanjem izrazenih razliCic antigena hepatitisa A s protitelesi smo prisli do enakih
rezultatov, kot z barvanjem gela locenih proteinov v Commassie brilliant modrem barvilu.
Tako na sliki 19a ne vidimo prekomernega izrazanja antigena za HAV znotraj celic L.
lactis, saj bi potem pricakovali liso v velikosti 15 kDa. Izrazanje pNZ-HAV se tudi
bistveno ne razlikuje od izrazanja praznega plazmida pNZ8148. Smo pa opazili izrazanje
pSD-HAYV, ki je na sliki vidno kot lisa velikosti priblizno 42 kDa, in izrazanje pSD-HAV-
FIiC, ki je na sliki 19a vidno kot lisa velikosti priblizno 70 kDa. Pri oznacevanju gojis¢ po
izrazanju izbranih povrSinskih proteinov s protitelesi nismo opazili nobenih pomembnih
proteinov.
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4.2 ISKANJE IN VREDNOTENJE NOVIH NOSILNIH PROTEINOV ZA
POVRSINSKO PREDSTAVITEV

4.2.1 Rezultati masne spektrometrije
4.2.1.1 Napoved in analiza povrSinskega proteoma Lactococcus lactis NZ9000

Program za identifikacijo proteinov je s pomocjo primerjave med eksperimentalnimi in
teoreticnimi sekvencami peptidov identificiral 171 proteinov, ki jih je razvrstil glede na
Stevilo identificiranih peptidov in so bili pripisani Stevilnim razlicnim vrstam
mlecnokislinskih bakterij in tudi nekaterim drugim bakterijam. Med temi identificirani
proteini je bilo 56 proteinov pripisanih vrsti Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363
ze s programom ali ro¢no z iskanjem informacij o proteinih v podatkovni bazi NCBI
Preglednica 15 prikazuje vseh 56 identificiranih proteinov v L. lactis, razvrsceni so glede
na Stevilo identificiranih peptidov in od tega jih je 44 takih, ki so bili identificirani z dvema
peptidoma ali vec, 12 pa le z enim peptidom. V bazi NCBI smo poiskali vse informacije o
identificiranih proteinih na povrsini L. lactis subsp. cremoris MG1363 in jim pripisali
nukleotidno in proteinsko sekvenco. Nato smo s pomocjo programa Augur (Billion, 2006)
dolo¢ili povrSinske motive, ki jih program pripiSe identificiranim povrSinskim proteinom.
To smo naredili tako, da smo v programu izbrali eno od ponujenih povrSinskih motivov
proteinov in organizem, v katerem smo identificirali proteine. Program omogoca napoved
povrsinskih motivov, kot so lipoprotein, LPXTG signal za sortiranje, z levcinom bogate
regije, signalni peptid, transmembranske vija¢nice, LysM domene, NLPC/P60 proteini in
glicin-triptofan domene. Kot rezultat smo dobili listo vseh povrsinskih proteinov L. lactis,
ki imajo predviden izbran povrSinski motiv, in na tej listi smo poiskali identificirane
proteine z masno spektrometrijo. Augur napoved povrSinskih proteinov temelji na Hidden-
Markov-Model (HMM) algoritmu. Med zadetke spadajo vsi proteini, ki imajo HMM
rezultat nad 0. Vecini identificiranih proteinov je program pripisal funkcijo signalnega
peptida za izloCanje, veliko je bilo takih s transmembranskimi vija¢nicami, nekaj
lipoproteinov in en z LPXTG signalom za sortiranje (preglednica 16). Ostalih povrSinskih
motivov ni bilo napovedanih za noben identificiran protein. Med 56 identificiranimi
proteini je bilo 15 takih, ki jih nismo nasli na seznamu Augur napovedanih povrSinskih
proteinov.

Proteinske sekvence povrSinskih proteinov, ki jim je Augur napovedal transmembranske
vijacnice, smo dodatno vnesli v program TMHMM Server v. 2.0 (CBS, 2009), ki nam je
napovedal Stevilo transmembranskih domen, kje se nahajajo in kateri del sekvence je na
zunanji in notranji strani membrane. Program nam je vse te podatke tudi shemati¢no
prikazal. Prav tako smo preverili Augur napoved za lipoproteine, kjer smo proteinske
sekvence vnesli v program LipPred (EIJVR, 1999), s katerim smo potrdili ali gre res za
lipoproteine in kateri del lipoproteina se nahaja v membrani. S pomoc¢jo vseh dobljenih
podatkov in programa TOPO2 (Johns, 2010) smo lahko narisali sheme proteinov s
transmembranskimi domenami in lipoproteine (slika 20). Na shemah so lepo vidne
transmembranske domene, del lipoproteina, ki je v membrani, in deli proteinov, ki so na
zunanji ter notranji strani membrane. Na shemah smo z oranzno barvo oznacili
aminokislinsko zaporedje peptidov, ki so bili identificirani z masno spektrometrijo. Na
shemah identificiranih proteinov vidimo tudi, da so bili skoraj vsi peptidi identificirani na
zunanjem delu proteina, izjema so le proteini llmg_0909, llmg 1625 in llmg_1680.
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Ko smo zbrali vse podatke o identificiranih proteinih, jim dolo¢ili funkcije in narisali
sheme, smo med njimi izbrali sedem kandidatnih nosilnih proteinov za povrSinsko
predstavitev v mle¢nokislinski bakteriji L. lactis.

Preglednica 16: Identificirani proteini na povrsini Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363

Stevilka Stevilo
. Oznaka . e e
gena v Ime proteina lokusa identificiranih  Augur napoved
NCBI peptidov
4796714 foldazni protein prsA prekurzor llmg_1907 7 SP, lipoprotein
4798433  deoksiribonukleaza Ilmg 0168 5 SP,
1 TM vijacnica
4796662 bazi¢ni membranski protein A llmg_1064 5 SP, lipo
4796941 amino-kislinski ABC transporter llmg 2330 5 lipoprotein
ekstracelularno vezavni protein
4797162 cink ABC transporter substrat vezavni llmg 2400 5 lipoprotein
protein
4797064 hipoteti¢ni protein llmg_0229 llmg_0229 4 SP
4799089 oligopeptid-vezavni protein oppA llmg_ 0701 4 SP, lipoprotein
prekurzor
4797813 hipoteti¢ni protein llmg_2232 llmg 2232 4 SP,
1 TM vijacnica
4797547 hipotetiéni protein llmg_0284 Ilmg_0284 3 SP,
3 TM vijacnice
4797509 penicilin-vezavni protein 2B Ilmg_0358 3 1 TM vijacnica
4798729 domnevno topna litina peptidoglikan 1lmg 0564 3 1 TM vijacnica
transglikozidaza
4796839 hipotetiéni protein llmg_0772 llmg_0772 3 1 TM vijaénica
4797960 hipoteti¢ni protein llmg_1399 llmg_1399 3 SP
4798066 protein za celicno delitev ftsX-podoben Ilmg 1545 3 SP, 4 TM
protein vijacnice
4797831 glutamin ABC transporter permeaza in llmg 1942 3 SP, lipoprotein,
substrat vezavni protein 4 TM vijacnice
4797205 hipoteticni protein llmg_2020 llmg_2020 3 SP,
1 TM vija¢nica
4798120 hipoteti¢ni protein llmg_2194 llmg 2194 3 /
4797215 508 ribosomalni protein L5 llmg 2371 3 /
4797497 hisna proteaza llmg_ 2419 3 SP
4797839  30S ribosomalni protein S19 llmg_2379 3 /
4796934  hipotetiéni protein llmg_0045 Ilmg_0045 2 SP,
2 TM vijacnici
4796944  povrsinski protein llmg_0226 2 SP,
2 TM vijacnici
4798643 308 ribosomalni protein S4 llmg_0296 2 /
4798201 hipoteticni protein llmg_0434 llmg_0434 2 SP, lipoprotein,
1 TM vijacnica
4796877 transkripcijski regulator llmg_0461 2 /
4797412 hipoteticni protein llmg 0482 llmg_0482 2 /
4797326 arginin-vezavni periplazemski protein 1 1lmg 0535 2 SP, lipoprotein
prekurzor
4797599 hipotetiéniprotein llmg_ 0551 llmg_0551 2 1 TM vijaénica
4798606 imunogenemu sekrecijskemu proteinskemu llmg 0904 2 SP
prekurzorju podoben protein
4798758 508 ribosomanil protein L31 tip B llmg_0906 2 /

se nadaljuje
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nadaljevanje
Stevilka Stevilo
. Oznaka . A,
gena v Ime proteina lokusa identificiranih Augur napoved
NCBI peptidov
4798924 D-alanin prenosni protein DItD llmg_1222 2 1 TM vijaénica
4798993  D-alanil-D-alanin karboksipeptidaza llmg 1578 2 SP,
1 TM vija¢nica
4798969 508 ribosomalni protein L19 llmg_1671 2 /
4798321 308 ribosomalni protein S1 llmg 1724 2 /
4797993 ABC  transporter ~ ATP-vezavni in Ilmg 1853 2 4 TM vijacnice
permeazni protein
4798092 podaljsevalni faktor Tu llmg_2050 2 /
4797004 508 ribosomalni protein L17 llmg_ 2353 2 /
4797213 508 ribosomalni protein L15 llmg_ 2362 2 /
4799022 508 ribosomalni protein L18 llmg_2365 2 /
4797347 308 ribosomalni protein S2 llmg_2430 2 /
4797218 seckrecijski 45 kDa proteinski prekurzor llmg_2507 2 SP, lipoprotein,
1 TM vijacnica
4798926 508 ribosomalni protein L13 llmg_2546 2 /
4797426 DacA protein llmg_2560 2 SP
4798880 D-metionin-vezavni  lipoprotein  plpD 1llmg 0340 1 SP,
prekurzor 1 TM vijacnica
4797912  penicilin-vezavni protein 1B Ilmg_0402 1 1 TM vijacnica
4796692 senzorska proteinska kinaza kinA llmg_0909 1 2 TM vija¢nici
4798138 hipoteti¢ni protein llmg_0944 llmg_0944 1 SP,
1 TM vijacnica
4798858 hipoteti¢ni protein llmg_1388 llmg_1388 1 SP,
1 TM vijacnica
4798533  celi¢no povrsinski antigen I/I1 prekurzor Ilmg_1398 1 LPXTG
4797750 hipoteti¢ni protein llmg_1522 llmg_ 1522 1 SP,
10 TM vijaénic
4798759 hipotetiéni protein llmg_1625 llmg_1625 1 2 TM vijacnici
4798150 protein za celi¢no delitev IImg_1680 1 1 TM vijaénica
4798322 hipoteti¢ni protein llmg_1844 llmg_1844 1 SP,
1 TM vijacnica
4798109 penicilin-vezavni protein 2a llmg_2392 1 1 TM vijacnica
4797921 hipoteti¢ni protein llmg_2423 llmg_2423 1 SP, lipoprotein

SP: signalni peptid za izlo¢anje, TM: transmembransk-a(i, €)
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Slika 20: Sheme proteinov, ki so bili napovedani kot lipoproteini ali z membranskimi domenami
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4.2.1.2 Izbrani povrSinski proteini Lactococcus lactis NZ9000

Med identificiranimi povrSinskimi proteini L. lactis smo izbrali sedem kandidatnih nosilnih
proteinov za povrsinsko predstavitev, pri ¢emer smo upoStevali naslednje znacilnosti:
e protein je bil identificiran z masno spektrometrijo z dvema peptidoma ali vec,
e C-konec proteina je napovedan na zunanji strani celice
¢ identificiran je bil peptid na C-koncu,
e protein je po Augur napovedi spadal med lipoproteine ali proteine s
transmembransko vijacnico,
e protein nima daljSega nukleotidnega zaporedja od 1100 bp zaradi lazjega
kloniranja.

Pri izbiri smo si pomagali z vsemi podatki, ki smo jih zbrali s pomocjo baze NCBI in
zgoraj omenjenih programov za napoved povrsinskih proteinov, transmembranskih domen,
lipoproteinov in modeliranja transmembranskih domen. Zaradi obseznosti teh zbranih
podatkov priloga B prikazuje zbrane podatke o sedmih izbranih povrSinskih proteinih,
preglednica 17 pa prikazuje del pomembnejsih lastnosti izbranih proteinov.
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Preglednica 17: Izbrani povrsinski proteini Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363 in njihove lastnosti

Identificiran v

Molekulska

Stevilka . Oznaka Sfev1.lo . L. lactis subsp. % AK masa Ll .
gena v Ime proteina identificiranih . fea : gena Augur opis
NCBI lokusa il cremoris pokrivanja proteina (bp)

MG1363 (kDa)

4797599 hipoteticni protein llmg_0551 llmg_ 0551 2 da 13 23,3 597 1 TM vijacnica

4797205 hipoteti¢ni protein llmg_2020 llmg_2020 3 da - rocno 27 17,3 444 SP, 1 TM vija¢nica

4797813 hipoteti¢ni protein llmg_2232 llmg_2232 4 da 17 36,9 966 SP, 1 TM vija¢nica

4796941 amino-kislinski ABC transporter llmg_2330 5 da - rocno 22 32,1 843 lipoprotein

extracelularno vezavni protein

4798433  deoksiribonukleaza llmg 0168 5 da 22 29,6 786 SP, 1 TM vija¢nica

4796714 foldazni protein prsA prekurzor llmg_1907 7 da 21 34,7 927 SP, lipoprotein

4796662 bazi¢ni membranski protein A llmg_1064 5 da - rocno 20 37,9 1065  SP, lipoprotein

SP: signalni peptid za izlo¢anje, TM: transmembranska
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4.2.2 Priprava plazmidov z vstavljenimi geni za izbrane povrsinske proteine

Gene za sedem izbranih povrsinskih proteinov smo s PCR pomnozili z uporabo genomske
DNK L. lactis kot Sablone. PomnoZene gene smo nato vstavili v pGEM-T Easy za
nadaljnjo pripravo kon¢nih plazmidov z vstavljenimi geni za izbrane povrsinske proteine s
histidinsko oznako. S PCR smo Se pomnozili gen za HAV, ki smo mu na koncu dodali
histidinsko oznako s pomocjo ustreznih zacetnih oligonukleotidov. Gen za HAV smo v
nadaljevanju nadomestili z geni za izbrane povrSinske proteine. Rezultati pomnozitve
genov s PCR za izbrane povrsinske proteine in uvedbe histidinske oznake na koncu gena
za HAV so prikazani na sliki 21.

Slika 21: Uvedba histidinske oznake na koncu gena HAV in pomnoZitve genov izbranih povrSinskih
proteinov s PCR. 1- HAV-His6, ~ 440 bp; 2- llmg_0551, 597 bp; 3- llmg_2020, 444 bp; 4- llmg_ 2232,
966bp; 5-1lmg_2330, 843 bp; 6- llmg_0168, 786 bp; 7- llmg_1907, 927 bp; 8- llmg_1064, 1056 bp.

Na sliki 21 so lepo vidni fragmenti pomnozenih genov ustreznih velikosti za posamezen
izbran povrSinski protein in pomnozen gen za HAV z dodano histidinsko oznako, ki je
velik priblizno 440 bp. Vsak posamezen fragment smo izrezali iz gela, ga ocistili in ligirali
v pGEM-T Easy ¢ez no¢ na 16 °C. Vseh 8 ligacij smo nato transformirali v E. coli in
uspesnost transformacije preverili s PCR na kolonijah s pomoc¢jo univerzalnih zacetnih
oligonukleotidov za pGEM-T Easy (slika 22). Pri tem smo vzeli kolonije, ki so bile
obarvane belo, saj naj bi te vsebovale konstrukt, modro obarvane pa ne. Vsi pomnozeni
deli genov za izbrane povrSinske proteine so vecji za priblizno 100-200 bp, ker univerzalni
zacetni oligonukleotidi prilegajo na vsaki strani na del plazmida pGEM-T Easy in se
pomnozi Se del plazmida.
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Slika 22: Rezultati PCR na kolonijah za pGEM-HAYV Nco/Xba His6 in pGEM-izbran povrsinski protein.

1-5: pPGEM-HAYV Nco/Xba His6, ~450 bp; 6-10: pGEM-0551, ~600 bp; 11-15: pGEM-2020, ~450 bp; 16-
20: pGEM-2232, ~1000 bp; 21-25: pGEM-2330, ~850 bp; 26-30: pGEM-0168, ~950 bp; 31-35: pGEM-
1907, ~600 bp; 35-40: pGEM-1064, ~1100 bp.

Izbrane pozitivne kolonije smo namnozili ¢ez no€, naslednji dan izolirali plazmidno DNK
in ji dolodili zaporedje. S pravilnim ujemanjem zaporedja s predvidenim zaporedjem
plazmidne DNK smo dokazali, da plazmidi vsebujejo Zeljen konstrukt.

V nadaljevanju smo najprej pripravili laktokokni plazmid pNZ-HAV-Nco/Xba His6, ki je
sluzil kot gostiteljski plazmid za vstavljanje genov za izbrane povrsinske proteine. Plazmid
smo naredili tako, da smo iz pGEM-HAV-Nco/Xba His6 izrezali z restrikcijskima
encimoma Ncol in Xbal gen za HAV z dodano histidinsko oznako in ga ligirali v plazmid
pSDLBA3Db, ki smo mu predhodno z restrikcijskima encimoma Ncol in Xbal odstranili
celoten konstrukt. Tako smo dobili plazmid pNZ8148 z vstavljenim genom za HAV in
dodano histidinsko oznako (pNZ-HAV-Nco/Xba His6) (slika 25), ki smo ga namnozili v L.
lactis, izolirali plazmidno DNK in preverili zaporedje DNK. S pomocjo plazmida pNZ-
HAV-Nco/Xba His6 smo lahko pripravili laktokokne plazmide z vstavljenimi geni za
izbrane povrsinske proteine z dodano histidinsko oznako. To smo naredili tako, da smo iz
plazmida pNZ-HAV-Nco/Xba His6 s pomocjo restrikcijskih encimov Ncol in BamHI
izrezali gen za HAV in iz pripravljenega plazmida pGEM z izbranim povrSinskim
proteinom gen za izbran povrSinski protein. Restrikcijske meSanice za pripravo plazmidov
z vstavljenimi geni izbranih povrSinskih proteinov in dodano histidinsko oznako smo

nanesli na agarozni gel, loc¢ili fragmente in rezultate poslikali pod UV lu¢jo (slika 23 in
slika 24).
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Slika 23: Rezultati restrikcije plazmidov za pripravo plazmidov z vstavljenimi geni za llmg_0551, llmg_2020
in llmg_2232 z dodano histidinsko oznako. Rp-plazmid pNZ-HAV-Nco/Xba His6 brez gena za HAV; R1- iz
pGEM-0551 izrezan gen za llmg_0551, 597 bp; R2- iz pGEM-2020 izrezan gen za llmg_2020, 444 bp; R3-
iz pGEM-2232 izrezan gen za llmg_2232, 966 bp.

Slika 24: Rezultati restrikcije plazmidov za pripravo plazmidov z vstavljenimi geni za llmg 2330,
llmg 0168, llmg 1907 in llmg 1064 z dodano histidinsko oznako. Rp- plazmid pNZ-HAV-Nco/Xba His6
brez gena za HAV; R4- iz pGEM-2330 izrezan gen za llmg_ 2230, 843 bp; R5- iz pGEM-0168 izrezan gen za
llmg 0168, 786 bp; R6- iz pGEM-1907 izrezan gen za llmg 1907, 927 bp; R7- iz pGEM-1064 izrezan gen
za llmg 1064, 1056 bp

Iz gela smo nato izrezali plazmid in gene za izbrane povrsinske proteine, o€istili produkte
iz gela in pripravili ligacijske meSanice, kjer smo v plazmid s histidinsko oznako ligirali
posamezne gene za izbrane povrSinske proteine. Vseh sedem pripravljenih plazmidov z
vstavljenimi geni za izbrane povrSinske proteine (slika 25, preglednica 18), smo nato
transformirali v L. lactis in preverili uspesnost transformacije s PCR na osnovi kolonije s
pomocjo razli¢nih izbranih kombinacij zacetnih oligonukleotidov. Pozitivne kolonije smo
nato namnozili ¢ez noc, izolirali plazmidno DNK in poslali na dolo¢anje zaporedja.
Dolocena nukleotidna zaporedja za posamezen povrSinski protein so zbrana v prilogi B.
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Slika 25: Sheme kon¢nih laktokoknih plazmidov z vstavljenimi geni za izbrane povrSinske proteine z dodano
histidinsko oznako

Preglednica 18: Seznam in opis kon¢nih pripravljenih laktokoknih plazmidov z vstavljenimi geni za izbrane
povrsinske proteine

Plazmid Opis plazmida

pNZ-0551 his6 pNZ8148 z vstavljenim genom za llmg_0551 in dodanim His6 zaporedjem
pNZ-2020 his6 pNZ8148 z vstavljenim genom za llmg 2020 in dodanim His6 zaporedjem
pNZ-2232 his6 pNZ8148 z vstavljenim genom za llmg 2232 in dodanim His6 zaporedjem
pNZ-2330 his6 pNZ8148 z vstavljenim genom za llmg 2330 in dodanim His6 zaporedjem
pNZ-0168 his6 pNZ8148 z vstavljenim genom za llmg_0168 in dodanim His6 zaporedjem
pNZ-1907 his6 pNZ8148 z vstavljenim genom za llmg_1907 in dodanim His6 zaporedjem
pNZ-1064 his6 pNZ8148 z vstavljenim genom za llmg 1064 in dodanim His6 zaporedjem

4.2.3 Izrazanje izbranih povrsinskih proteinov v L. lactis

S pripravljenimi plazmidi z vstavljenimi geni za izbrane povrSinske proteine smo lahko s
pomocjo nizinskega sistema v pNZ8148 izrazili posamezen izbran povrSinski protein s
histidinsko oznako, ki bi se naj izrazila v fuziji s povrSinskim proteinom. S pomocjo
histidinske oznake smo lahko z uporabo razli¢no oznalenih protiteles proti histidinski
oznaki detektirali izraZene izbrane povrSinske proteine. Izrazanje izbranih povrSinskih
proteinov je potekalo v 10 mL gojisca, ki smo mu dodali ustrezno prekono¢no kulturo s
plazmidom, ki je imel vstavljen gen za izbran povrSinski protein. Po tri urni indukciji z
nizinom smo odvzeli vzorce za pretocno citometrijo, preostanek centrifugirali, shranili
gojisce in zbrane celice L. lactis resuspendirali v PBS pufru. Po lo¢evanju proteinov na
NaDS PAGE smo proteine detektirali z barvanjem gela v barvilu Commassie brilliant
modro in z oznafevanjem s protitelesi proti histidinski oznaki po prenosu proteinov na
membrano.
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4.2.3.1 Rezultati NaDS PAGE in barvanja s Commassie brilliant modrim barvilom

Rezultate barvanja gela locenih izbranih povrSinskih proteinov s Commassie brilliant
modrim barvilom prikazuje slika 26.
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Slika 26: Rezultati NaDS PAGE analize izrazenih izbranih povrsinskih proteinov. 1- llmg_0551 his6, 2-
llmg_2020 his6, 3- llmg_2232 his6, 4- llmg_ 2330 his6, 5- llmg_0168 his6, 6- llmg_1907 his6, 7- llmg_1064
his6, 8- pNZ8148 (kontrola)

Na sliki 26 smo opazili prekomerno izrazanje proteina llmg 0551 (23,3 kDa), llmg_2330
(32,1 kDa), llmg_1907 (34,7 kDa) in llmg_1064 (37,9 kDa), katerega izrazanje je bilo tudi
najbolj izrazito. Pri llmg 2020 (17,3 kDa), llmg 2232 (36,9 kDa) in llmg_ 1068 (29,6 kDa)
nismo zaznali prekomernega izrazanja, saj so bili proteini v celicnem lizatu enaki, kot v
celi¢nem lizatu izraZanja plazmida pNZ8148, ki je sluzil kot negativna kontrola.

4.2.3.2 Rezultati prenosa Western in oznacevanja s protitelesi

Locene proteine z NADS PAGE smo najprej prenesli na PVDF membrano, kar nam je
omogocalo nadaljnje oznaCevanje s protitelesi. UspeSnost izrazanja izbranih povrSinskih
proteinov v L. lactis smo preverili s protitelesi proti histidinski oznaki. Pri tem smo
uporabili protitelesa proti histidinski oznaki, ki so bila oznacena fluorescencno (FITC
protitelesa) in protitelesa proti histidinski oznaki, ki so bila oznacena s hrenovo
peroksidazo (HRP protitelesa). Rezultate oznacevanja celi€nih lizatov izraZenih
povrsinskih proteinov s FITC protitelesi prikazuje slika 27a. S FITC protitelesi proti
histidinski oznaki smo oznacili tudi prenesene proteine iz gojis€a, vendar v njem nismo
zasledili nobenih proteinov, ki bi se prekomerno izrazili in bi imeli dodano histidinsko
oznako (slika 27b).

Na sliki 27a vidimo, da smo s prenosom Western detektirali vse izbrane povrSinske
proteine z dodano histidinsko oznako. Z oznacevanjem s protitelesi lahko zaznamo tudi
prekomerno izrazanje izbranih proteinov llmg 2020 (17,2 kDa), llmg_2232 (36,9 kDa) in
llmg_0168 (29,6 kDa), ki ga z barvanjem s Commassie barvilom nismo zaznali. Se vedno
opazimo, da je prekomerno izrazanje najbolj izrazito pri llmg_1064 in llmg_2330.
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Slika 27: Rezultati prenosa Western lo€enih celi¢nih lizatov in gojis¢ izrazenih povrSinskih proteinov s FITC
oznacenimi protitelesi proti histidinski oznaki. (a) Celi¢ni lizat. (b) Gojisce. 1- llmg_0551 his6, 2- llmg_2020
his6, 3- llmg_2232 his6, 4- llmg_2330 his6, 5- 1lmg_0168 his6, 6- llmg_1907 his6, 7- llmg_1064 his6, 8-
pNZ8148 (kontrola)

Z oznacevanjem celi¢nih lizatov izrazenih izbranih povrSinskih proteinov s protitelesi proti
His6, ki so bila oznacena s hrenovo peroksidazo, smo Se dodatno potrdili uspesnost
izrazanja izbranih povrSinskih proteinov z dodano histidinsko oznako v L. lactis (slika 28).
Na filmu so po dodatku substrata in razvijanja slike nastale lise, ki so bile ustreznih
velikosti in so bile povsem enake kot, tiste pri oznafevanju s FITC protitelesi. Med
oznacenimi izbranimi povrSinskimi proteini s HRP protitelesi na sliki 28 ni proteina
llmg 2232, saj nam v tem poskusu ni zrasla prekono¢na kultura s plazmidom pNZ-2232
his6, zato naprej tudi izrazanje ni bilo mozno. Celoten poskus izrazanja izbranih
povrSinskih proteinov smo Se enkrat ponovili, vendar smo takrat oznacevali samo s
protitelesi proti histidinski oznaki, ki so bila fluorescencno oznacena (slika 27a).
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Slika 28: Rezultati oznacevanja celi¢nih lizatov izraZenih povrSinskih proteinov s HRP oznacenimi protitelesi
proti histidinski oznaki. 1- pNZ-0551 his6, 2- pNZ-2020 his6, 3- pNZ-2330 his6, 4- pNZ-0168 his6, 5- pNZ-
1907 his6, 6- pNZ-1064 his6, 7- pNZ8148

4.2.4 Povrsinska predstavitev izbranih povrsinskih proteinov na L. lactis

PovrsSinsko predstavitev izbranih povrSinskih proteinov smo ovrednotili s pretocno
citometrijo. To smo naredili tako, da smo izraZene izbrane povrsinske proteine z dodano
histidinsko oznako oznacili s protitelesi proti histidinski oznaki, ki so bila oznacCena
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fluorescencno. Za analizo s preto¢no citometrijo smo najprej dolocili celice, ki smo jim
zeleli izmeriti povprecno intenziteto fluorescence, se pravi, da smo dolocili vrata (ang.
»gate«) na grafikonu, ki je prikazoval parametra prednjega in stranskega sipanja
(FSC/SSC) (slika 29). Nato smo s pretocno citometrijo izmerili povpre¢no intenziteto
fluorescence laktokoknih celic, ki so imele na povrsini izrazen izbran povrsinski protein z
dodano histidinsko oznako (slika 30). Fluorescenca sovpada s koli¢ino izrazenega
povrsinskega proteina oz. histidinske oznake, ki se izrazi zraven izbranega povrSinskega
proteina in jo lahko enostavno detektiramo s protitelesi. Najvecjo povprecno intenziteto
fluorescence smo izmerili v vzorcu s celicami, ki so prekomerno izrazale protein
llmg 1064 z dodano histidinsko oznako. V primerjavi s kontrolo (pNZ8148) se je
povprecna intenziteta fluorescence pNZ-1064 his6 povecala skoraj za trikrat.
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Slika 29: Prikaz gostote laktokoknih celic glede na visino prednjega in stranskega sipanja
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Slika 30: Povprecna intenziteta fluorescence laktokoknih celic z izrazenim izbranim povrsinskim proteinom
in dodano histidinsko oznako.
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4.2.5 Izbor najustreznejSega nosilnega proteina za povrsinsko predstavitev in
doloc¢anje njegove funkcionalnosti z dodano B domeno

Na podlagi rezultatov izraZzanja in pretocne citometrije izbranih povrSinskih proteinov z
dodano histidinsko oznako, smo izbrali najustreznejS$i nosilni protein za povrSinsko
predstavitev v L. lactis. Izbran je bil protein llmg 1064, ki je opisan kot bazicni
membranski protein A. Da bi dokazali njegovo funkcionalnost, smo k genu za protein
llmg 1064 dodali B domeno, ki je del stafilokoknega proteina A in ima zmoznost vezave
IgG. Izrazanje B domene v fuziji z llmg 1064 na povrsini L. lactis smo detektirali z
barvanjem gela loCenih proteinov v lizatu pNZ-1064-B dom in s pretocno citometrijo, kjer
smo oznacili B domeno s nespecificnimi protitelesi, ki se vezejo na B domeno. Protitelesa
so bila fluorescen¢no oznacena.

4.2.5.1 Priprava plazmida pNZ-1064-B dom.

Za dolocanje funkcionalnosti izbranega nosilnega proteina za povrsSinsko predstavitev v L.
lactis smo si najprej pripravili plazmid, v katerega smo zraven gena za llmg_ 1064 namesto
histidinske oznake vstavili gen za B domeno. To smo naredili tako, da smo iz plazmida
pGEM-B dom. s pomocjo restrikcijskih encimov BamHI in Xbal izrezali B domeno in iz
plazmida pNZ-1064 his6 histidinsko oznako (slika 31). B domeno smo nato vstavili v
plazmid pNZ-1064 brez his6 s pomocjo ligacije in nato ociS¢eno ligacijsko meSanico
transformirali v L. lactis. UspesSnost transformacije smo preverili s PCR na osnovi kolonije,
kjer smo uporabili enkrat kombinacijo zacetnih oligonukleotidov za pomnozitev B domene
in drugi¢ tako kombinacijo, da smo pomnozili gen za llmg 1064 in B domeno. Rezultate
obeh PCR na osnovi kolonije prikazuje slika 32.

Slika 31: Rezultati restrikcije za pripravo plazmida pNZ-1064-B dom. R1- izrez gena za B dom. iz pGEM-B
dom, 174 bp; R2- iz pPNZ-1064 izrezan his6.
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Slika 32: Rezultati PCR na osnovi kolonije za pNZ-1064-B dom. (a) Pomnozitev B domene. (b) Pomnozitev
gena za llmg_1064 in B domene. 1-5: B domena, 174 bp; 6-8: llmg_1064 in B domena, 1230 bp.

Iz pozitivnih kolonij smo nato izolirali plazmidno DNK pNZ-1064-B dom. in dolo¢ili
nukleotidno zaporedje. Zaradi dolgega konstrukta smo morali dolociti zaporedje DNK iz
N-terminalnega konca in C-terminalnega konca, saj le tako lahko sestavili celotno
zaporedje (Priloga A). Pri tem smo uporabili univerzalni F zacetni oligonukleotid za
pNZ8148 (pMSPuni) in R univerzalni zacetni oligonukleotid (pMSPrev). Z dolocanjem
nukleotidnega zaporedja smo Se dodatno potrdili, da kolonije vsebujejo plazmid z Zelenim
zaporedjem plazmidne DNK. Shemo konstrukta z dodano B domeno prikazuje slika 33.

pPNZ-1064-B dom
N BamHI 1

Slika 33: Shema plazmida pNZ-1064- B dom.
4.2.5.2 lzrazanje llmg 1064 z dodano B domeno na povrsini L. lactis

Ko smo pripravili laktokokni plazmid pNZ-1064-B dom., smo lahko v nadaljevanju izrazili
protein llmg 1064 z dodano B domeno na povrSini L. lactis. Izrazanje proteina llmg_1064
z dodano B dom. je potekalo na enak nacin, kot izraZanje ostalih proteinov v L. lactis, s
pomocjo nizina. Po izrazanju smo shranili 1 mL celi¢ne suspenzije za preto¢no citometrijo,
preostanek pa smo centrifugirali, odlili gojis¢e in celice resuspendirali v PBS pufru. Zraven
konstrukta pNZ-1064-B dom. smo izrazili pSDLBA3b za pozitivno kontrolo in pNZ8148
za negativno kontrolo. Celice L. lactis z izraZzenimi proteini smo nato razbili z
ultrazvo¢nim razbijalcem, proteine locili na NaDS PAGE in gel pobarvali v barvilu
Commassie. Rezultate izrazanja pNZ-1064-B dom. prikazuje slika 34.
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Slika 34: Rezultatl 1zrazanja pNZ 1064 B dom pN28148 negativna kontrola, pSDLBA3b- pozitivna
kontrola, 1-2: pNZ-1064-B dom. 1. kolonija, 3-4: pNZ-1064-B dom. 2. kolonija.

V primerjavi z negativno kontrolo vidimo na sliki 34, da se izrazi protein llmg_ 1064 v
fuziji z B domeno, kar je vidno kot lisa molekulske mase 44 kDa. Izrazanje llmg_1064 z B
domeno je pri obeh kolonijah enako. Kot pozitivno kontrolo smo izrazili B domeno v fuziji
z AcmaA regijo, kar je na sliki vidno kot lisa velikosti 33 kDa.

4.2.5.3 Doloc¢anje funkcionalnosti nosilnega proteina llmg_1064 z dodano B domeno

Funkcionalnost nosilnega proteina llmg_1064 smo dokazali s pomoc¢jo pretocne citometrije
tako, da smo mu dodali B domeno. Fuzijo proteina llmg 1064 in B domene smo lahko
detektirali s pomocjo oznacevanja z nespecificnimi protitelesi, ki jih veZe B domena preko
Fc regije. S pretocnim citometrom smo merili povprecno intenziteto fluorescence, ki so jo
oddajale celice z izrazeno B domeno (slika 35). V tem poskusu smo Se dodatno preverili
stabilnost vezave proteina llmg 1064-B dom. s spiranjem celic s pufrom, ki vsebuje
detergent SDS in ve¢jo koncentracijo soli. Pri izraZzanju pSDLBA3b gre za nekovalento
vezavo B domene na povrSino L. lactis preko AcmA regije, pri izrazanju pNZ-1064-B
dom. pa gre za kovalentno vezavo proteina llmg 1064 in B domene na povrsini L. lactis,
zato smo pricakovali zmanjSanje povprecne intenzitete fluorescence celic pSDLBA3b po
spiranju s pufrom TBS+. Kot vidimo na sliki 33 se je povprecna intenziteta fluorescence
pSDLBA3Db res zmanj$ala skoraj za polovico. Po spiranju celic z izrazenim llmg_1064 in B
domeno na povrsini L. lactis nismo pri¢akovali nobenih vecjih sprememb v povprecni
intenziteti fluorescence, vendar se je le ta za polovico povecala, kar je lahko posledica
spiranja molekul, ki so ovirale vezavo protiteles na B domeno.
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Slika 35: Povprecna intenziteta fluorescence laktokoknih celic z izrazenim konstruktom brez spiranja in s
spiranjem s TBS+ pufrom.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Zaradi Stevilnih nevSeCnosti, ki jih povzroCa parenteralna aplikacija cepiv, potekajo
dandanes Stevilne raziskave za razvoj peroralnih cepiv. Ta bi lahko zaradi nizkih stroSkov
pridelave in enostavnega nacina apliciranja, postale Siroko uporabne za vse dele sveta,
predvsem pa za manj razvite revne drzave tretjega sveta, kjer je zaradi slabih higienskih
razmer in naravnih dejavnikov prisotnih najve¢ okuzb z nevarnimi infekcijskimi
boleznimi. Mlecnokislinske bakterije so zaradi svoje dolgoletne varne uporabe in
probioti¢nih lastnosti primerni kandidati za peroralno dostavo cepiv in drugih molekul, ki
omogocajo zdravljenje ali lajSanje simptomov bolezni. Med nevarne infekcijske bolezni
spada tudi hepatitis A, ki je akutna infekcijska bolezen jeter. Vecinoma se prenasa fekalno-
oralno preko okuzene vode in hrane ter med osebami. Hepatitis A povzroc€a virus hepatitisa
A. Po okuzbi z njim je mozno samo simptomatsko zdravljenje. Pred hepatitisom A se
lahko zas¢itimo le preventivno s cepljenjem in dobro sanitarno ter osebno higieno. Zato
smo se v prvem delu diplomskega dela posvetili pripravi laktokoknih plazmidov z
vstavljenimi razli¢icami antigena hepatitisa A, ki smo jih v nadaljevanju izrazili na MKB
L. lactis z namenom uporabe kot oralna vakcina proti HAV.

Za razvoj peroralne vakcine proti hepatitisu A smo pripravili tri razli¢ice antigena. Pri prvi
razli¢ici je bil gen za HAV vstavljen v plazmid pNZ8148 pod nizinski promotor. Antigen
za HAV naj bi se v tej razli¢ici prekomerno izrazil znotraj celic L. lactis. Prekomernega
izrazanja nismo zasledili niti z barvanjem z barvilom niti z oznacevanjem s protitelesi. V
drugi razli¢ici smo gen za HAV vstavili v plazmid pSDLBA3b, ki omogoc¢a povrSinsko
predstavitev antigena s pomocjo signalnega peptida Usp45 (za izloCanje iz celic) in AcmA
domene s tremi LysM ponovitvami, ki imajo funkcijo pripenjanja na celi¢no steno. V
plazmidu pSDLBA3b je bila odstranjena funkcionalna B domena in zamenjana z
antigenom za HAV, pri ¢emer smo dobili plazmid pSD-HAV. Celice L. lactis, ki so imele
vstavljen plazmid pSD-HAYV, so izrazale fuzijski protein SPysss-HAV-AcmA v velikosti
42 kDa. Izrazanje smo uspeSno potrdili z barvanjem s Commassie brilliant modrim
barvilom in z oznacevanjem s protitelesi proti HAV. V tretji razli¢ici smo v plazmid pSD-
HAV dodali gen za flagelin med gen za HAV in AcmA regijo. Gen za flagelin smo dodali
zaradi njegove znane funkcije stimulacije imunskega odziva preko TLRS receptorja. S tem
smo zeleli doseCi povecanja imunskega odziva proti HAV. Tudi v tem primeru smo z
barvanjem z barvilom in z oznacevanjem s protitelesi dokazali izrazanje fuzijskega
proteina SPygss-HAV-FIiC-AcmA v velikosti 70 kDa v celicah L. lactis, ki so vsebovale
plazmid pSD-HAV-FIiC. Tako smo uspesno izrazili dve razli¢ici antigena hepatitisa A v L.
lactis. ZnotrajceliCnega izrazanja antigena za HAV nismo zasledili, kar pripisujemo
morebitni razgradnji antigena HAV, ker v tem primeru ni bil izraZzen v fuziji z nekim
proteinom, ki lahko omogoca stabilizacijo in s tem prepre¢i razgradnjo. Da bi lahko z
gotovostjo trdili, da je izraZanje antigena HAV znotraj celic neuspesno, bi morali izrazanje
veckrat ponoviti ob razliénih pogojih izrazanja. Celice L. lactis, ki bi izrazale omenjena
fuzijska antigena, bi lahko bile uporabne kot peroralno cepivo proti hepatitisu A.

V prihodnje Zelimo preveriti imunski odziv misi ali drugih poskusnih zivali (po pridobitvi
potrebnih dovoljenj za izvedbo poskusa na eksperimentalnih zivalih) ob uzivanju bakterij,
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ki izrazajo razliCice antigena hepatitisa A. Na ta nacin bi lahko ovrednotili u¢inkovitost
izrazanja razli¢ic antigena hepatitisa A in njihovo sposobnost stimulacij imunskega odziva.
Pri tem bi bilo potrebno tudi ovrednotiti vpliv flagelina na imunski odziv testnih zivali v
primerjavi s cepivom brez vstavljenega flagelina. Prav tako bi bilo potrebno preveriti kaj se
zgodi z bakterijami s povrSinskimi antigeni pri prehodu skozi prebavni trakt. Za uporabo
pri ljudeh bi bilo potrebno nadomestiti antibioti¢ni selekcijski oznacevalec v laktokoknih
plazmidih s prehransko uporabnimi selekcijskimi oznacevalci (Renault, 2002). Pred
uporabo pa bi bilo seveda potrebno novo cepivo preizkusiti tudi v vseh fazah klini¢nih
Studij.

Mlecnokislinske bakterije kot nosilci cepiv za peroralno predstavitev antigena so zanimiv
in uporaben predmet raziskovanja, vendar je do aplikacije pri ljudeh potrebno Se veliko
postoriti in dokazati, saj GSO v javnosti Se vedno veljajo kot velika groznja.

Med moznimi nacini predstavitve antigenov, se velikokrat omenja povrSinska predstavitev
na bakterijah, ki ni uporabna samo za predstavitev antigenov, ampak tudi za reSetanje
proteinskih knjiznic, vezavo toksinov in drugih Skodljivih molekul, detekcijo mutacij,
dostavo encimov in drugih proteinskih molekul, ki lahko vezejo ali razgradijo skodljive
snovi v telesu ali okolju (Lee in sod., 2003). Ker MKB spadajo med G+ bakterije z debelo
celi¢no steno in s Stevilnimi proteini na povrsini in ker imajo priznan status GRAS, so
primeren kandidat za povrSinsko predstavitev na bakterijah. Med njimi je Lactococcus
lactis modelni organizem, v katerem je bilo razvitih Ze kar nekaj mehanizmov za
povrsinsko predstavitev, vendar niso bili vedno dovolj u¢inkoviti. V ta namen smo se v
drugem delu diplomskega dela osredotoCili na iskanje ter vrednotenje novih nosilnih
proteinov za povrSinsko predstavitev na L. lactis s pomoc¢jo doloCanja povrSinskega
proteoma L. lactis.

Dolocanje povrSinskega proteoma G+ bakterij s proteoliticno razgradnjo povrSinskih
proteinov in detekcijo razgrajenih peptidov z masno spektrometrijo je Siroko uporabna
metoda za iskanje novih antigenov bakterijskih patogenov v razvoju novih vakcin (Doro in
sod., 2009; Rodriguez-Ortega in sod., 2006; Severin in sod., 2007). Mi smo omenjeno
metodo uporabili za iskanje novih nosilnih proteinov za povrSinsko predstavitev na L.
lactis. Povrsinski proteom L. lactis NZ9000 (derivat MG1363) smo razgradili z encimom
tripsinom in s pomoc¢jo masne spektrometrije identificirali razgrajene peptide.
Eksperimentalno smo z masno spektrometrijo identificirali 56 povrSinskih proteinov
Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363 (preglednica 16). S pomoc¢jo Augur napovedi
povrsinskih proteinov L. lactis MG1363 smo lahko dolocili napovedane povrSinske motive
identificiranih proteinov. Med identificiranimi proteini je bilo 15 takih, ki jih ni bilo na
seznamu Augur napovedanih povrSinskih proteinov. Od teh 15 proteinov je bila vecina
ribosomalnih proteinov in nekaj drugih citoplazmatskih proteinov. O identifikaciji
nekaterih citoplazemskih proteinov na povrSini bakterij so porocali tudi v drugih
raziskavah povrSinskih proteomov (Doro in sod., 2009; Rodriguez-Ortega in sod., 2006;
Severin in sod., 2007), vendar mehanizem in pomen povrSinske predstavitve
citoplazmatskih proteinov ni povsem znan. Glede nato, da se na povrsini ne pojavljajo
pomembne;jsi citoplazmatski proteini in so podobne proteine zasledili tudi v drugih
raziskavah, sklepamo, da pojav le-teh ni posledica celi¢ne lize zaradi razgradnje s
tripsinom ali ravnanja s celicami. Pri razgradnji povrSinskih proteinov namre¢ ne bi smelo
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priti do lize celic zaradi tripsina, saj ima L. lactis debelo celi¢no steno, ki je odporna na
razgradnjo.

Med identificirani proteini na povrsini L. lactis je bilo 12 takih, ki so bili identificirani
samo z enim peptidom. Ti zadetki so manj zanesljivi, zato smo pri izbiri kandidatnih
nosilnih proteinov uporabili samo proteine z dvema ali ve¢ identificiranimi peptidi. Pri
izbiri kandidatnih proteinov so nam pomagali vsi podatki o identificiranih proteinih, zbrani
s pomoc¢jo programov, ki smo jih omenili pri rezultatih. Glavni kriterij je bil vecje Stevilo
identificiranih peptidov za posamezen protein, saj smo predvidevali, da so ti proteini bolj
izpostavljeni na povrSini in podvrzeni razgradnji s tripsinom. Upostevali smo Se ali je bil
protein napovedan kot protein s transmembransko domeno ali kot lipoprotein, da je imel
protein krajsi gen od 1100 bp, da je bil indentificiran peptid na C- koncu proteina, in da se
je C-konec proteina nahajal na zunanji strani celice. V pomo¢ so nam bile tudi sheme
lipoproteinov in proteinov s transmebranskimi domenami, ki so nam nazorno prikazale
dele proteinov, ki so na zunanji ali notranji strani celi¢ne stene. Vecina identificiranih
peptidov se je po priCakovanju nahajala na zunanji strani celicne stene. Med vsemi
dolo¢enimi proteini so bili le trije, ki so imeli peptide identificirane na notranji strani
celi¢ne stene, zato sklepamo, da je pri njih prislo do napake pri modeliranju.

Med identificiranimi proteini je bilo tudi nekaj proteinov, ki se izlo€ajo iz celic, med njimi
tudi Usp45 protein (Ilmg_2507). Teh proteinov med rezultati nismo pri¢akovali, saj bi se
morali sprati pri pripravi vzorca pred razgradnjo s tripsinom. Predvidevamo, da se ti
proteini pojavijo na povrsini L. lactis, ker se del izloCenih proteinov zaradi neznanih
mehanizmov pritrdi na povrSino bakterije ali pa v procesu izlocanja pride do napake in del
molekul ostane ujetih v celi¢ni steni.

Za kandidatne nosilne proteine za povrsinsko predstavitev na L. lactis smo izbrali sedem
proteinov. Za vseh sedem izbranih proteinov smo najprej pomnozili gene, ki smo jih nato
uspesno klonirali preko klonirnega vektorja v laktokokni plazmid pNZ8148 pod nizinski
promotor in pred histidinsko oznako. Histidinska oznaka se je tako nahajala na C-koncu
izbranega povrsinskega proteina in ni sluzila le za oznacevanje izrazenih proteinov, ampak
tudi kot potniski protein v sistemu povrSinske predstavitve. Za vseh sedem proteinov smo
potrdili izrazanje v L. lactis NZ9000 po indukciji z nizinom. Izrazanje proteinov smo
uspesno detektirali tako z barvanjem z barvilom kot z oznafevanjem s protitelesi po
prenosu Western. V obeh primerih smo detektirali izbrane povrSinske proteine ustreznih
velikosti, izrazanje pa je bilo najizrazitejSe pri bazicnem membranskem proteinu A
(Ilmg_1064). Nivo izrazanja je pomemben pri povrsinski predstavitvi, saj z ve¢jim nivojem
izrazanja nosilnih proteinov predvidevamo tudi vecje koliCine Zelenega proteina na
povrsini. Tam je nato sposoben na primer vezati ve¢ toksinov ali proizvesti moc¢nejsi
imunski odziv. Pri tem je tudi pomembno, da prekomerno izrazanje in pritrditev
heterolognih proteinov na povrSino ne vpliva na rast celic L. lactis. V naSem primeru
vpliva nismo opazili, saj so se celice tudi po treh urah indukcije z nizinom normalno rastle.

Nivo izrazanja oziroma koli¢ino proteinov, ki se je izrazila in pritrdila na povrsino celic L.
lactis smo detektirali z merjenjem povprecne intenzitete fluorescence, ki so jo oddajale
celice oznacene s protitelesi proti histidinski oznaki, na preto¢nem citometru. Celice so
namre¢ izrazale fuzijski protein, ki je bil sestavljen iz izbranega nosilnega proteina in
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histidinske oznake na C-koncu. Povprecna intenziteta fluorescence oznacenih celic je
sovpadala s koli¢ino proteina, ki se izrazi na povrsini L. lactis. V primerjavi s kontrolo
(bakterije s praznim pNZ8148) smo v vseh primerih detektirali povecano povprecno
intenziteto fluorescence, vendar je ta bila najvecja pri bazicnem membranskem proteinu A
(BmpA). Na podlagi vseh dobljenih rezultatov smo izbrali BmpA kot potencialni nosilni
protein za povrSinsko predstavitev v MKB L. lactis.

Za preverjanje ucinkovitosti potencialnega nosilnega proteina BmpA smo v nadaljevanju
dela histidinsko oznako v plazmidu pNZ-1064 his6 zamenjali z B domeno stafilokoknega
proteina A. B domena je v tem primeru predstavljala potniSki protein za povrSinsko
predstavitev z BmpA kot nosilnim proteinom. B domeno smo uporabili za potniski protein
zaradi zmoZnosti nespecificne vezave protiteles preko Fc dela, kar nam je tudi omogocalo
enostavno detekcijo B domene s protitelesi. B domeno smo uporabili tudi zaradi
primerjave naSega sistema povrSinske predstavitve s sistemom, ki so ga Ravnikar in sod.
(sprejeto v tisk) razvili za vezavo TNF o pri kronicni vnetni ¢revesni bolezni. Tudi v
njihovem sistemu, ki je vseboval Usp45 signalni peptid za izlocanje in C-konec AcmA
proteina za pritrditev na povrSino, so B dom. uporabili kot modelni protein za povrsinsko
predstavitev. Tako smo v nadaljevanju opravili poskus, kjer smo B domeno izrazili na
povrSini s pomocjo nosilnega proteina BmpA in z SPuygas/AcmA fuzijo. Izrazanje B
domene smo detektirali s protitelesi proti B domeni, ki so bila fluorescenéno oznacena.
Koli¢ina izrazene B dom. je bila v primeru naSega sistema z BmpA proteinom S§tiri do
petkrat nizja od koli¢ine pridobljene z SPuygpss/AcmA fuzijo. Rezultat ni bil povsem
nepricakovan, saj je bil sistem z SPyss/AcmA fuzijo veCkrat preizkuSen in optimiziran,
na$ sistem pa Se Caka nadaljnja optimizacija in izboljSave, ki bodo lahko povecale nivo
izrazanja. Nov sistem povrSinske predstavitve bi bilo potrebno v prihodnosti preizkusiti za
povrsinsko predstavitev razli¢ic antigena hepatitisa A na L. lactis.

Za dodatno primerjavo obeh sistemov za povrSinsko predstavitev na L. lactis smo opravili
eksperiment, kjer smo preverjali mo¢ vezave predstavljenih proteinov na povrsino bakterij.
Pri sistemu SPygpas/AcmA fuzije je namre¢ vezava LysM domen C-konca AcmA regije na
peptidoglikan nekovalentna, pri naSem sistemu pa se BmpA veZe na povrsino kovalentno.
Da bi preverili mo¢ vezave, smo laktokokne celice z izraZzenimi proteini spirali s pufrom s
povecano koncentracijo soli in dodatkom detergenta. V primeru nekovalentne vezave
proteinov je prislo do priblizno poloviénega zmanjSanja koli¢ine izrazenih proteinov na
povrsini laktokoknih celic. Pri BmpA kovalentni vezavi B domene na povrSino je
nepric¢akovano prislo do zviSanja povpre¢ne intenzitete fluorescence laktokoknih celic, kar
si razlagamo s tem, da so se med spiranjem odstranile komponente na povrsini, ki so prej
ovirale vezavo protiteles na izrazeno B domeno.
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5.2 SKLEPI

V okviru diplomskega dela smo:

pripravili plazmide z vstavljenimi geni za razli¢ice antigena hepatitisa A,

izrazili razliice antigena hepatitisa A v L. lactis in izrazanje uspesno detektirali z
barvanjem z barvilom in z ozna¢evanjem s protitelesi,

dolo¢ili in analizirali povrSinski proteom bakterije Lactococcus lactis MG1363,
derivat NZ9000 ter tako identificirali 56 povrSinskih proteinov L. lactis,

na podlagi analize povrSinskega proteoma izbrali potencialne nosilne proteine za
povrsinsko predstavitev na bakteriji L. lactis,

pripravili plazmide z vstavljenimi geni za izbrane povrSinske proteine, oznacene s
histidinsko oznako,

izrazili povrSinske proteine v L. lactis,

uspesnost izrazanja povrsinskih proteinov ustrezno detektirali in ovrednotili,

med kandidatnimi povrSinskimi proteini izbrali najustreznejSi nosilni protein za
povrsinsko predstavitev,

funkcionalnost potencialnega nosilnega proteina BmpA preverili z dodano B
domeno stafilokoknega proteina A,

sistem povrSinske predstavitve dodatno ovrednotili s primerjavo z sistemom
SPuspas/AcmA fuzije,

dokazali mo¢nejSo vezavo BmpA proteina v fuziji z B dom. na povrSino L. lactis v
primerjavi z nekovalento vezavo B dom. preko LysM regije na povrsino.
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6 POVZETEK

Mlecnokislinske bakterije so Ze stoletja spremljevalci ¢loveSke prehrane in so za
kvasovkami drugi najpomembnejsi industrijski mikroorganizem. Spadajo med gram
pozitiven bakterije in kot glavni produkt metabolizma sladkorjev tvorijo mlecno kislino, po
kateri so dobile tudi ime. Med pomembnimi produkti proizvodnje MKB so bakteiocini, ki
jth MKB tvorijo kot zas¢ito pred kompetitivnimi bakterijami in so zaradi svoje
antimikrobne aktivnosti primerni za konzerviranje hrane. Med najpomembnejSimi
bakteriocini je nizin iz L. lactis, ki je edini bakteriocin, ki se dodaja v hrano kot aditiv.
MKB so zaradi dolgotrajne uporabe dobile status GRAS, prav tako pa zaradi ugodnega
vpliva v prebavnem traktu nekateri sevi veljajo za probioticne kulture. V prehrambeni
industriji se MKB uporabljajo kot starter kulture za proizvodnjo fermentiranih proizvodov.

Med najpomembnejse MKB spada modelni organizem Lactococcus lactis, med katerimi se
najveckrat uporabljata seva L. lactis subsp. cremoris MG1363 in L. lactis subsp. lactis
IL1403, ki imata tudi dolo¢eno nukleotidno zaporedje celotnega genoma. L. lactis se
uporablja v mlecni industriji za proizvodnjo sirotke in drugih mlecnih izdelkov, prav tako
pa je uporaben za fermentacijo rastlinskega materiala. Zaradi dolgotrajne varne uporabe in
ker ni naravno prisoten v ¢loveskem prebavnem traktu, je uporaben za oralni vnos cepiv in
drugih terapevtskih u¢inkovin.

Z genskim spreminjanjem MKB lahko dosezemo Se §irSo uporabnost MKB v zivilski
industriji predvsem za spreminjanje lastnosti hrane. Se veja pa je uporabnost GS MKB za
terapevtske namene, kjer se veliko raziskav opravlja na uporabi MKB za dostavo cepiv in
proteinov s fiziolosko vlogo. Za gensko spreminjanje MKB je bilo razvito veliko razli¢nih
sistemov za kloniranje in izrazanje genov. Med sistemi za izrazanje heterolognih genov v
MKB so bili razviti konstitutivni in nadzorovani sistemi, med katerimi je najpomembne;jsi
z nizinom nadzorovani sistem za izrazanje iz L. lactis.

Hepatitis A je bolezen jeter, ki jo povzroca okuzba z virusom hepatitisa A. Hepatitis A je
Siroko razSirjena bolezen v revnih drzavah s slabimi higienskimi razmerami in se lahko
hitro prenaSa preko fekalno-oralnih poti. NajucinkovitejSa zascita pred okuzbo s HAV je
cepljenje, ki pa zaradi drage parenteralne aplikacije ni dostopno za Siroko uporabo na
endemi¢nih obmocjih s HAV. Ker bi oralna aplikacija cepiva proti HAV omogocila
enostavno in poceni cepljenje vseh ljudi po svetu, smo se v prvem delu diplomske naloge
odlocili pripraviti laktokokne plazmide z vstavljenimi razli¢icami hepatitisa A in jih
izraziti v L. lactis. Celice L. lactis z izrazenimi razli¢icami HAV bi bile v nadaljevanju
uporabne za peroralno cepivo proti HAV. Plazmide z razli¢icami HAV smo pripravili tako,
da se je pri prvi razli¢ici HAV izrazil znotraj celic, pri drugi na povrsini in pri tretji prav
tako, s tem da smo mu dodali flagelin, ki ima vlogo povecanja stimulacije imunskega
odziva. Pri pripravi plazmidov smo za izrazanje na povrSini L. lactis uporabili plazmid
pSDLBA3Db, ki je vseboval SPygpss signalni peptid za izlocanje in AcmA regijo z LysM
ponovitvami, ki se nekovalentno pritrdijo na povrsino L. /actis. Plazmide smo pripravili
tako, da smo najprej pomnozili potrebne gene s PCR, ki smo jih nato preko klonirnega
plazmida pGEM-T Easy klonirali v laktokokne plazmide. IzraZzanje smo detektirali z NaDS
PAGE in prenosom Western. Izrazanje HAV smo uspesno detektirali na povrsini laktokov,
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ki so izrazali samo HAV in HAV s flagelinom. Znotraj celic nismo detektirali izraZzanja
antigena hepatitisa A.

Za povrsinsko predstavitev v MKB obstaja ze veliko sistemov, vendar niso vsi dovolj
ucinkoviti za posamezno aplikacijo. Zaradi tega se iS¢ejo novi sistemi ali novi nosilni
proteini za povrSinsko predstavitev na bakterijah. Za iskanje novih nosilnih proteinov in
kandidatnih vakcin proti $tevilnim patogenom se v zadnjem casu velikokrat uporablja
dolo¢anje povrSinskega proteoma s pomocjo proteolize povrSinskih proteinov in masne
spektrometrije razgrajenih povrSinskih proteinov. V drugem delu diplomske naloge je bil
tako namen poiskati kandidate za nove nosilne proteine v MKB L. lactis MG1363 s
pomocjo dolocanja povrsinskega proteoma.

Povrsinski proteom L. lactis smo razgradili s tripsinom in razgrajene povrSinske proteine
analizirali z masno spektrometrijo. Identificirali smo 56 razli¢nim povrsinskih proteinov,
med katerimi smo s pomocjo razlicnih programov in dobljenih podatkov izbrali 7
kandidatnih nosilnih proteinov za povrSinsko predstavitev v L. lactis. Vseh sedem genov za
povrsinske proteine smo pomnozili s PCR in jih klonirali preko klonirnega plazmida
pGEM-T Easy v laktokokni plazmid pNZ8148 z dodano histidinsko oznako na C-koncu
gena. Proteine smo izrazili na povrSini L. lactis s pomoc¢jo z nizinom nadzorovanega
sistema za izrazanje in izrazanje detektirali z NaDS PAGE in prenosom Western. Z obema
metodama smo detektirali izrazanje izbranih povrSinskih proteinov ustreznih velikosti.
PovrsSinsko predstavitev izbranih povrSinskih proteinov smo ovrednotili s pretocno
citometrijo laktokoknih celic, ki so izrazale izbrane povrSinske proteine s histidinsko
oznako. V vseh primerih smo zasledili povecano povprecno intenziteto fluorescence
laktokoknih celic, ki so izrazale izbrane povrSinske proteine s histidinsko oznako, v
primerjavi s celicami, ki so imele vstavljen prazen plazmid pNZ8148.

Na podlagi rezultatov prenosa Western in pretone citometrije smo izbrali potencialni
nosilni protein za povrSinsko predstavitev v L. lactis. 1zbran je bil bazicni membranski
protein A (BmpA) ali llmg_1064. Uc¢inkovitost BmpA smo preverili z dodano B domeno
stafilokoknega proteina A, ki ima lastnost nespecificne vezave IgG preko Fc dela
protiteles. Z B dom. smo nadomestili v plazmidu histidinsko oznako in jo izrazili v
laktokoknih celic. Izrazanje smo detektirali s preto¢no citometrijo fluorescen¢no oznacenih
celic, ki so izrazale BmpA-B dom. fuzijski protein. B domena, ki smo jo izrazili na
povrsini s pomoc¢jo BmpA nosilnega proteina je bila funkcionalna, saj je uspes$no vezala
protitelesa. V primerjavi s predstavitvijo B domene s sistemom SPygss/AcmA je bila
koli¢ina izrazene B domene z BmpA nosilnega proteina 4-5-krat manjSa, vendar sistem Se
ni bil optimiziran in ima velik potencial za nadaljnje raziskave.

Nov sistem za povrSinsko predstavitev z BmpA nosilnim proteinom smo dodatno
ovrednotili s preverjanjem moci vezave izraZzenega proteina na povrs$ino. Mo¢ vezave smo
preverili s spiranjem celic s pufrom, ki je vseboval detergent in visoke koncentracije soli.
Med sabo smo primerjavi mo¢ kovalentne vezave BmpA proteina na povrSino in mo¢
nekovalentne vezave preko AcmA LysM domen. Povprecna intenziteta fluorescence
fuzijskega proteina, ki je bil vezan nekovalentno, se je zmanjSala skoraj za polovico,
medtem ko je povprecna intenziteta fluorescence kovalentno vezane B domene
nepri¢akovano narasla. Dokazali smo, da je kovalentna vezava BmpA proteina na povrsino
mocnejSa v primerjavi z nekovalento vezavo preko AcmA dela.



Zadravec P. Predstavitev razlicic antigena hepatitisa A na povrsini ... Lactococcus lactis. 78
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

7 VIRI

Berlec A., Strukelj B. 2008. Gensko spremenjene mleénokislinske bakterije kot dostavni
sistemi za bioloSka zdravila. Farmacevtski vestnik, 59: 115-120

Berlec A., Strukelj B. 2009. Novel applications of recombinant lactic acid bacteria in
therapy and in metabolic engineering. Recent Patents on Biotechnology, 3, 2: 77-87

BD Biosciences. 2000. Introduction to flow cytometry: A learning guide. San Jose, BD
Biosciences: 52 str.
http://www.bath.ac.uk/ceos/bioimaging/Documents/Intro to flow cytometry.pdf (4. 5.
2010)

Billion A. 2006. Augur:: The protein prediction, clasiffication and analysis pipeline.
Giessen, Institute of Medical Microbiology (software).
http://141.50.94.20/augur/taqg/faq.php (6. 3. 2010)

Bolotin A., Wincker P., Mauger S., Jaillon O., Malarme K., Weissenbach J., Ehrlich S. D.
Sorokin A. 2001. The complete genome sequence of the lactic acid bacterium
Lactococcus lactis ssp. lactis 11.1403. Genome Research, 11, 5: 731-753

Braat H., Rottiers P., Hommes D. W., Huyghebaert N., Remaut E., Remon J. P., van
Deventer S. J. H., Neirynck S., Peppelenbosch M. P., Steidler L. 2006. A phase I trial
with transgenic bacteria expressing interleukin-10 in Crohn's disease. Clinical
Gastroenterology and Hepatology, 4, 6: 754-759

Bratkovic T., Berlec A., Popovic T., Lunder M., Kreft S., Urleb U., gtrukelj B. 2006.
Engineered staphylococcal protein A's IgG-binding domain with cathepsin L inhibitory
activity. Biochemical and Biophysical Research Communications, 349, 1: 449-453

Buist G., Kok J., Leenhouts K., Dabrowska M., Venema G., Haandrikman A. J. 1995.
Molecular cloning and nucleotide sequence of the gene encoding the major peptidoglycan
hydrolase of Lactococcus lactis, a muramidase needed for cell separation. Journal of
Bacteriology, 177, 6: 1554-1563

Buist G. 1997. AcmA of Lactococcus lactis, a cell-binding major autolysin. PhD thesis.
Gronigen, University of Groningen: 120 str.
http://dissertations.ub.rug.nl/FILES/faculties/science/1997/g.buist/thesis.pdf (6. 6. 2010)

CBS. 2009.TMHMM Server v. 2.0. Lyngby, CBS-Center for Biological Sequence
Analysis (software).
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/ (4. 3. 2010)

Charbit A., Boulain J. C., Ryter A., Hofnung M. 1986. Probing the topology of a bacterial
membrane protein by genetic insertion of a foreign epitope; expression at the cell surface.
The EMBO Journal, 5, 11: 3029-3037



Zadravec P. Predstavitev razlicic antigena hepatitisa A na povrsini ... Lactococcus lactis. 79
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Courtney P. D. 2000. LACTOCOCCUS/Lactococcus lactis subspecies lactis and cremoris.
V: Encyclopedia of food microbiology. Robinson R. K. (ed.). Vol. 2. Oxford, Elsevier:
1166-1171

De Ruyter P. G., Kuipers O. P., Beerthuyzen M. M., van Alen-Boerrigter 1., de Vos W. M.
1996. Functional analysis of promoters in the nisin gene cluster of Lactococcus lactis.
Journal of Bacteriology, 178, 12: 3434-3439

De Vos W. M. 1999. Gene expression system for lactic acid bacteria. Current Opinion in
Microbiology, 89, 5: 1166-1445

Doro F., Liberatori S., Rodriguez-Ortega M. J., Rinaudo C. D., Rosini R., Mora M.,
Scarselli M., Altindis E., D'Aurizio R., Stella M., Margarit 1., Maione D., Telford J. L.,
Norais N., Grandi G. 2009. Surfome analysis as a fast track to vaccine discovery:
identification of a novel protective antigen for Group B Streptococcus hypervirulent
strain COH1. Molecular & Cellular Proteomics, 8, 7: 1728-1737

Eidhammer 1., Flikka K., Martens L., Mikalsen S. 2007. Computational methods for mass
spectrometry proteomics. Michester, John Wiley & Sons: 67-79

EIJVR. 1999. LipPred.Oxford, The Edward Jenner Institute for Vaccine Research
(software).
http://www.darrenflower.info/LipPred/ (3. 4. 2010)

EMBL-EBI. 2009. Clustal W. Cambridge, EMBL-EBI-European Molecular Biology
Laboratory-European Bioinformatics Institute (software).
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html (3. 3. 2010)

Freudl R., Maclntyre S., Degen M., Henning U. 1986. Cell surface exposure of the outer
membrane protein OmpA of Escherichia coli K-12. Journal of Molecular Biology, 188, 3:
491-494

Hadem J., Manns M. 2007. Immune response to hepatitis A and E viruses. V: Liver
immunology. Gershwin M., Vierling J., Manns M. (eds.). New Jersey, Humana Press:
163-177

Héchard Y., Sahl H. 2002 Mode of action of modified and unmodified bacteriocins from
Gram-positive bacteria. Biochimie, 84, 5-6: 545-557

Holo H., Nes . 1995. Transformation of Lactococcus by electroporation. V: Methods in
molecular biology. Nickoloff J. A. (ed.). New Jersey, Humana Press: 195-199

Honko A. N., Sriranganathan N., Lees C. J., Mizel S. B. 2006. Flagellin is an effective
adjuvant for immunization against lethal respiratory challenge with Yersinia pestis.
Infection and Immunity, 74, 2: 1113-1120



Zadravec P. Predstavitev razlicic antigena hepatitisa A na povrsini ... Lactococcus lactis. 80
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

IDT. 2010. OligoAnalyzer 3.1. Coralville, IDT-Integrated DNA tehnologies (software).
http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx (10. 1. 2010)

Ishii K., Akira S. 2007. Toll or toll-free adjuvant path toward the optimal vaccine
development. Journal of Clinical Immunology, 27, 4: 363-371

Jensen P. R., Hammer K. 1998. The sequence of spacers between the consensus sequences
modulates the strength of prokaryotic promoters. Environmental Microbiology, 64: 82-87

Johns S. 2010. TOPO 2. Transmembrane protein display software. San Francisco,
University of California (software).
http://www.sacs.ucsf.edu/TOPO-run/wtopo.pl (6. 3. 20109)

Kandler O. 1983. Carbohydrate metabolism in lactic acid bacteria. Antonie Van
Leeuwenhoek, 49, 3: 209-224

Khudyakov Y., Lopareva E., Jue D., Fang S., Spelbring J., Krawczynski K., Margolis H.
S., Fields H. A. 1999. Antigenic epitopes of the hepatitis A virus polyprotein. Virology,
260, 2: 260-272

Kuipers O. P., Beerthuyzen M. M., de Ruyter P. G., Luesink E. J., de Vos W. M. 1995.
Autoregulation of nisin biosynthesis in Lactococcus lactis by signal transduction. Journal
of Biological Chemistry, 270, 45: 27299-27304

Kuipers O. P., Ruyter P. G., Kleerebezem M., Vos W. M. 1998. Quorum sensing-
controlled gene expression in lactic acid bacteria. Journal of Biotechnology, 64: 15-21

Le Loir Y., Nouaille S., Commissaire J., Bretigny L., Gruss A., Langella P. 2001. Signal
peptide and propeptide optimization for heterologous protein secretion in Lactococcus
lactis. Applied and Environmental Microbiology, 67, 9: 4119-4127

Lee S., Choi J., Xu Z. 2003. Microbial cell-surface display. Trends in Biotechnology, 21,
1:45-52

Leroy F., De Vuyst L. 2004. Lactic acid bacteria as functional starter cultures for the food
fermentation industry. Trends in Food Science and Technology, 15, 2: 67-78

Liaudet L., Murthy K., Mabley J., Pacher P., Soriano F. G., Salzman A. L., Szabo C. 2002.
Comparison of inflammation, organ damage, and oxidant stress induced by Salmonella

enterica serovar Muenchen flagellin and serovar Enteritidis lipopolysaccharide. Infection
and Immunity, 70, 1: 192-198

Luchansky J. B., Muriana P. M., Klaenhammer T. R. 1988. Application of electroporation
for transfer of plasmid DNA to Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Listeria,
Pediococcus, Bacillus, Staphylococcus, Enterococcus and Propionibacterium. Molecular
Microbiology, 2, 5: 637-646



Zadravec P. Predstavitev razlicic antigena hepatitisa A na povrsini ... Lactococcus lactis. 81
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Makarova K., Slesarev A., Wolf Y., Sorokin A., Mirkin B., Koonin E., Pavlov A., Pavlova
N., Karamychev V., Polouchine N., Shakhova V., Grigoriev L., Lou Y., Rohksar D.,
Lucas S., Huang K., Goodstein D. M., Hawkins T., Plengvidhya V., Welker D., Hughes
J., Goh Y., Benson A., Baldwin K., Lee J. H., Diaz-muniz 1., Dosti B., Smeianov V.,
Wechter W., Barabote R., Lorca G., Altermann E., Barrangou R., Ganesan B., Xie Y.,
Rawsthorne H., Tamir D., Parker C., Breidt F., Broadbent J., Hutkins R., O'sullivan D.,
Steele J., Unlu G., Saier M., Klaenhammer T., Richardson P., Kozyavkin S., Weimer B.,
Mills D. 2006. Comparative genomics of the lactic acid bacteria. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the USA, 103: 15611-15616

Mercenier A., Muller-Alouf H., Grangette C. 2000. Lactic acid bacteria as live vaccines.
Current Issues in Molecular Biology, 2: 17-26

Mierau ., Kleerebezem M. 2005. 10 years of the nisin-controlled gene expression system
(NICE) in Lactococcus lactis. Applied Microbiology and Biotechnology, 68, 6: 705-717

Mitchell L., Joseph A., Kedar E., Barenholz Y., Galun E. 2006. Mucosal immunization
against hepatitis A: antibody responses are enhanced by co-administration of synthetic
oligodeoxynucleotides and a novel cationic lipid. Vaccine, 24: 5300-5310

Mitchell L. A., Galun E. 2003 Rectal immunization of mice with hepatitis A vaccine

induces stronger systemic and local immune responses than parenteral immunization.
Vaccine, 21, 13-14: 1527-1538

Murthy K., Deb A., Goonesekera S., Szabd C., Salzman A. 2003. Identification of
conserved domains in Salmonella muenchen flagellin that are essential for its ability to

activate TLRS and to induce an inflammatory response in vitro. Journal of Biological
Chemistry, 279, 7: 5667-5675

NCBI. 2010. GenBank, Protein, Nucleotide. Databases. Bethesda, NCBI-National Center
for Biotechnology Information.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/

Nilsson B., Moks T., Jansson B., Abrahmsen L., Elmblad A., Holmgren E., Henrichson C.,
Jones T. A., Uhlen M. 1987. A synthetic IgG-binding domain based on staphylococcal
protein A. Protein Engineering, 1, 2: 107-113

Pouwels P., Leer R., Shaw M., Heijne Den Bak-Glashouwer M., Tielen F. D., Smit E.,
Martinez B., Jore J., Conway P. L. 1998. Lactic acid bacteria as antigen delivery vehicles

for oral immunization purposes. International Journal of Food Microbiology, 41, 2: 155—
167

Previsani N., Lavanchy D. 2000. Hepatitis A. Geneva, WHO-World Health Organization,
Department of Communicable Disease Surveillance and Response: 39 str.
http://www.who.int/csr/disease/hepatitis/HepatitisA whocdscsredc2000 7.pdf (6. 6.
2010)



Zadravec P. Predstavitev razlicic antigena hepatitisa A na povrsini ... Lactococcus lactis. 82
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Promega. 2009. Wizard ® Plus SV Minipreps DNA Purification System. Manual.
Madison, Promega: 15 str.
http://www.promega.com/tbs/tb225/tb225.pdf (2. 2. 2010)

Promega. 2002. Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. Manual. Madison, Promega:
10 str.
http://www.eastport.cz/doc/man/WizardSVGel.pdf (1. 2. 2010)

Raha A., Varma N., Yusoff K., Ross E., Foo H. 2005. Cell surface display system for
Lactococcus lactis: a novel development for oral vaccine. Applied Microbiology and
Biotechnology, 68, 1: 75-81

Ravn P. 2003. Optimization of signal peptide SP310 for heterologous protein production in
Lactococcus lactis. Microbiology, 149, 8: 2193-2201

Ravnikar M., Strukelj B., Lunder M., Berlec A. 2010. Engineered lactic acid bacterium
Lactococcus lactis capable of binding antibodies and TNFa. Applied and Environmental
Microbiology, sprejeto v tisk: 33 str.

Renault P. 2002. Genetically modified lactic acid bacteria: applications to food or health
and risk assessment. Biochimie, 84, 11: 10731087

Rodriguez-Ortega M. J., Norais N., Bensi G., Liberatori S., Capo S., Mora M., Scarselli
M., Doro F., Ferrari G., Garaguso 1., Maggi T., Neumann A., Covre A., Telford J. L.,
Grandi G. 2006. Characterization and identification of vaccine candidate proteins through

analysis of the group A Streptococcus surface proteome. Nature Biotechnology, 24, 2:
191-197

Samatey F., Imada K., Nagashima S., Vonderviszt F., Kumasaka T., Yamamoto M.,
Namba K. 2001. Structure of the bacterial flagellar protofilament and implications for a
switch for supercoiling. Nature, 410, 6826: 331-337

Samuelson P., Gunneriusson E., Nygren P., Stahl S. 2002. Display of proteins on bacteria.
Journal of Biotechnology, 96, 2: 129-154

Sandine W. E., Radich P. C., Eliker P. R. 1972. Ecology of the lactic streptoccoci. Journal
of Milk Food Tehnology, 35: 176-184

Scheppler L., Vogel M., Marti P., Miiller L., Miescher S. M., Stadler B. M. 2005.
Intranasal immunisation using recombinant Lactobacillus johnsonii as a new strategy to
prevent allergic disease. Vaccine, 23, 9: 1126-1134

Schrezenmeir J., de Vrese M. 2001, Probiotics, prebiotics, and synbiotics-approaching a
definition. American Journal of Clinical Nutrition, 73, 2: 361S-364S

Severin A., Nickbarg E., Wooters J., Quazi S., Matsuka Y. V., Murphy E., Moutsatsos I.
K., Zagursky R. J., Olmsted S. B. 2007. Proteomic analysis and identification of



Zadravec P. Predstavitev razlicic antigena hepatitisa A na povrsini ... Lactococcus lactis. 83
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Streptococcus pyogenes surface-associated proteins. Journal of Bacteriology, 189, 5:
1514-1522

Siezen R. J., Bayjanov J., Renckens B., Wels M., van Hijum S. A. F. T., Molenaar D., van
Hylckama Vlieg J. E. T. 2010. Complete genome sequence of Lactococcus lactis subsp.
lactis KF147, a plant-associated lactic acid bacterium. Journal of Bacteriology, 192, 10:
2649-2650

Steidler L., Hans W., Schotte L., Neirynck S., Obermeier F., Falk W., Fiers W., Remaut E.
2000. Treatment of murine colitis by Lactococcus lactis secreting interleukin-10. Science,
289, 5483: 1352-1355

Steidler L., Neirynck S., Huyghebaert N., Snoeck V., Vermeire A., Goddeeris B., Cox E.,
Remon J. P., Remaut E. 2003 Biological containment of genetically modified
Lactococcus lactis for intestinal delivery of human interleukin 10. Nature Biotechnology,
21, 7: 785-789

Stiles M. E., Holzapfel W. H. 1997. Lactic acid bacteria of foods and their current
taxonomy. International Journal of Food Microbiology, 36, 1: 1-29

Sybesma W., Hugenholtz J., De Vos W. M., Smid E. J. 2006. Safe use of genetically
modified lactic acid bacteria in food. Bridging the gap between consumers, green groups,
and industry. Electronic Journal of Biotechnology, 9, 4: 424-448

Tjalsma H., Lambooy L., Hermans P. W., Swinkels D. W. 2008. Shedding & shaving:
disclosure of proteomic expressions on a bacterial face. Proteomics, 8, 7: 1415-1428

Van Asseldonk M., Rutten G., Oteman M., Siezen R. J., de Vos W. M., Simons G. 1990.
Cloning of usp45, a gene encoding a secreted protein from Lactococcus lactis subsp.
lactis MG1363. Gene, 95, 1: 155-160

Van Asseldonk M., Vos W. M., Simons G. 1993. Functional analysis of the Lactococcus
lactis usp45 secretion signal in the secretion of a homologous proteinase and a
heterologous a-amylase. Molecular and General Genetics MGG, 240, 3: 428-434

Van Hylckama Vlieg J. , Rademaker J. L., Bachmann H., Molenaar D., Kelly W. J., Siezen
R. J. 2006. Natural diversity and adaptive responses of Lactococcus lactis. Current
Opinion in Biotechnology, 17, 2: 183-190

Vandamme P., Pot B., Gillis M., de Vos P., Kersters K., Swings J. 1996. Polyphasic
taxonomy, a consensus approach to bacterial systematics. Microbiological Reviews, 60,
2:407-438

Walker W. A., Goulet O., Morelli L., Antoine J. 2006. Progress in the science of
probiotics: from cellular microbiology and applied immunology to clinical nutrition.
European Journal of Nutrition, 45, S1: 1-18



Zadravec P. Predstavitev razlicic antigena hepatitisa A na povrsini ... Lactococcus lactis. 84
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Wegmann U., O'Connell-Motherway M., Zomer A., Buist G., Shearman C., Canchaya C.,
Ventura M., Goesmann A., Gasson M. J., Kuipers O. P., van Sinderen D., Kok J. 2007.
Complete genome sequence of the prototype lactic acid bacterium Lactococcus lactis
subsp. cremoris MG1363. Journal of Bacteriology, 189, 8: 3256-3270

WHO. 2000. Hepatitis A vaccines.Weekly Epidemiological Record, 75, 5: 38-44
http://www.who.int/immunization/wer7505Hepatitis A_Feb00_ position paper.pdf (8. 6.
2010)



ZAHVALA

Zahvaljujem se prof. dr. Borotu Struklju, ki mi je omogo¢il izdelavo diplomske naloge na
podro¢ju farmacevtske biotehnologije, in za vso pomoc¢ pri izdelavi diplomskega dela.

Posebna zahvala gre somentorju dr. AleSu Berlecu za pomo¢ pri celotni izvedbi
diplomskega dela, tako pri eksperimentalnem delu, kot pri pisanju diplomskega dela. Hvala
za vse nasvete, spodbudo, prijaznost in angaziranost za nadaljnje sodelovanje.

Zahvala gre tudi Zali Jevnikar iz Farmacevtske fakultete za hitro opravljene meritve na
preto¢nem citometru.

Zahvaljujem se Petri Avanzo, Juretu Pohlevnu in Jerici Saboti¢ za pomo¢ in nasvete pri
eksperimentalnem delu in za prijetno vzdu$je v laboratoriju. Hvala tudi vsem ostalim
sodelavcem na Institutu JoZef Stefan, ki so mi kakor koli pomagali.

Za strokovni pregled diplomskega diplomskega dela se zahvaljujem doc. dr. Poloni
Jamnik.

Najvecja zahvala gre mojim dragim soSolcem, starSem in fantu, ki so me spremljali skozi
celoten Studij, mi stali ob strani in me podpirali tudi v tezkih trenutkih.



PRILOGE
Priloga A: Dolocena nukleotidna zaporedja kon¢nih laktokoknih konstruktov

Pri vseh zaporedjih velja, da so podcrtana zaporedja za restrikcijske encime, preko katerih
so bili vstavljeni posamezni geni.

> HAV Nco/Xba_pMSPuni -- 12..1052 of sequence
ATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTGTCTCTGGAGCATTAGATGGATTAGGTGATAAAACTGATTCTACATT
CGGTTTAGTCTCTATTCAAATTGCTAACTATAATCATTCTGACGAGTACTTATCATTTAGTTGTTATCTTAGT
GTTACAGAACAGTCAGAATTTTACTTTCCACGTGCTCCACTTAACAGTAACGCAATGCTTTCTACTGAATCTA
TGATGTCACGAATTGCTGCTGGTGATCTTGAATCATCTGTTGATGACCCTCGTAGTGAAGAAGATAAGAGATT
TGAGTCACATATTGAATGTAGAAAACCATACAAGGAATTACGTCTTGAAGTCGGAAAACAAAGATTAAAGTAT
GCTCAAGAAGAACTTTCAAACGAAGTATTACCTCCACCACGTAAAATGAAGGGACTTTTTAGTCAATAATCTA
GAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAGAAAACCAAGGCTTGAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAA
CAAATTACAGCACGTGTTGCTTTGATTGATAGCCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTG
AAAAATTGTAATTTATAAATAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTATTCGTTTGATTT
CGCTTTCGATAGAACAATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTATTTCGTTTAGTTATCGGCATAATCG
TTAAAACAGGCGTTATCGTAGCGTAAAAGCCCTTGAGCGTAGCGTGGCTTTGCAGCGAAGATGTTGTCTGTTA
GATTATGAAAGCCGATGACTGAATGAAATAATAAGCGCAGCGTCCTTCTATTTCGGTTGGAGGAGGCTCAAGG
GAGTTTGAGGGAATGAAATTCCCTCATGGGTTTGATTTTAAAAATTGCTTGCAATTTTGCCGAGCGGTAGCGC
TGGAAAATTTTTGAAAAAAATTTGGAATTTGGAAAAAAATGGGGGGGAAAGGAAGCGAATTTTGCTTCCGTAC
TACGACCCCCCATTAAGTG

S sivo barvo oznacen gen za HAV.

> Flicl A H2A-F -- 25..940 of sequence
GGTTTAGTCTCTATTCAAATTGCTAACTATAATCATTCTGACGAGTACTTATCATTTAGTTGTTATCTTAGTG
TTACAGAACAGTCAGAATTTTACTTTCCACGTGCTCCACTTAACAGTAACGCAATGCTTTCTACTGAATCTAT
GATGTCACGAATTGCTGCTGGTGATCTTGAATCATCTGTTGATGACCCTCGTAGTGAAGAAGATAAGAGATTT
GAGTCACATATTGAATGTAGAAAACCATACAAGGAATTACGTCTTGAAGTCGGAAAACAAAGATTAAAGTATG
CTCAAGAAGAACTTTCAAACGAAGTATTACCTCCACCACGTAAAATGAAGGGACTTTTTAGTCAAGAATTC

S svetlo sivo oznacen del zaporedje za HAV gen, s temno sivo del gena za flagelin.

>Flicl_B AcmA-R -- 18..985 of sequence, reverse complement, 968 bases,
1C74 checksum.
GGAAGGTGGTGGATCTGGTGGAGGTGGAGCACAAGTCATTAATACCAACAGCCTCTCGCTGATCACTCAAAAT
AATATCAACAAGAACCAGTCTGCGCTGTCGAGTTCTATCGAGCGTCTGTCTTCTGGCTTGCGTATTAACAGCG
CGAAGGATGACGCAGCGGGTCAGGCGATTGCTAACCGTTTCACCTCTAACATTAAAGGCCTGACTCAGGCGGC
CCGTAACGCCAACGACGGTATCTCCGTTGCGCAGACCACCGAAGGCGCGCTGTCCGAAATCAACAACAACTTA
CAGCGTGTGCGTGAACTGACGGTACAGGCCACTACCGGTACTAACTCTGAGTCTGATCTGTCTTCTATCCAGG
ACGAAATTAAATCCCGTCTGGATGAAATTGACCGCGTATCTGGTCAGACCCAGTTCAACGGCGTGAACGTGCT
GGCAAAAAATGGCTCCATGAAAATCCAGGTTGGCGCAAATGATAACCAGACTATCACTATCGATCTGAAGCAG
ATTGATGCTAAAACTCTTGGCCTTG

GAATTCTCTGGTGGCTCGACAA
CCACAATTACGAATAATAATTCTGGAACCAATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCAAATCTGGTGATACTCT




TTGGGGAATCTCACAAAGATATGGAATTAGTGTCGCTCAAATTCAAAGTGCGAATAATCTTAAAAGTACCATA
TCTACATTGGTCAAAAACT

S temno sivo oznaceno nadaljevanje zaporedja gena za flagelin in s svetlo sivo del AcmA
zaporedja.

> HAV-His6_pMSPuni -- 12..965 of sequence

ATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTGTCTCTGGAGCATTAGATGGATTAGGTGATAAAACTGATTCTACATT
CGGTTTAGTCTCTATTCAAATTGCTAACTATAATCATTCTGACGAGTACTTATCATTTAGTTGTTATCTTAGT
GTTACAGAACAGTCAGAATTTTACTTTCCACGTGCTCCACTTAACAGTAACGCAATGCTTTCTACTGAATCTA
TGATGTCACGAATTGCTGCTGGTGATCTTGAATCATCTGTTGATGACCCTCGTAGTGAAGAAGATAAGAGATT
TGAGTCACATATTGAATGTAGAAAACCATACAAGGAATTACGTCTTGAAGTCGGAAAACAAAGATTAAAGTAT

TAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAGAAAACCAAGGCTTGAAA
CGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACGTGTTGCTTTGATTGATAGCCAAAAAGCAGCAGTTG
ATAAAGCAATTACTGATATTGCTGAAAAATTGTAATTTATAAATAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTT
ATTTATAAATTATTCGTTTGATTTCGCTTTCGATAGAACAATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTAT
TTCGTTTAGTTATCGGCATAATCGTTAAAACAGGCGTTATCGTAGCGTAAAAGCCCTTGAGCGTAGCGTGGCT
TTGCAGCGAAGATGTTGTCTGTTAGATTATGAAAGCCGATGACTGAATGAAATAATAAGCGCAGCGTCCTTCT
ATTTCGGTTGGAGGAGGCTCAAGGGAGTTTGAGGGAATGAAATTCCCTCATGGGTTTGATTTTAAAAATTGCT
TGCAA

S svetlo sivo oznaceno zaporedje za HAV gen, s temno sivo zaporedje za histidinski peptid
in dvakrat pod¢rtan je stop kodon.

> 0551 1 pMSP -- 18..1004 of sequence

AAGGAGGCACTCACCATGGCTAAAAAAATATTAATAGCGCTAGTAATTTTGGTACCAATTGCCATCACCGGAT
TTTCGGATATAACTATTTTCAAAAAAATATAGCTCACGTACACGGGATTATCATGTACAGTGATAATAAAGAA
GAAATGGACTCTAAGTTAGAAACTAATAAAAAGAATATAGAGAAAAGCCTAACTGTAGAGGGAAAATACAGTT
CAAAATCAGATACATTAGTCTTGAACACACAAGCAGCTAATAAATTAATGAATCAAGGGGCATTTAATCATGT
TACGAAAAAAGGGGAAAAGGCTAGTTTTAAGAAAGTGAAAAAACTATCAGCAGAACCTGCCTTGTGGACTTCT
AAATCGTATACTTCTGTGACCGATGATAGTAGTAAAACAATTGATTCTAAGAGTAAAGATTACATCGTTTTAG
GAGAATATAGCGCGACTTCTAAAATACTAATCCTTGATAATGAAGATTATCAAAATTTTGATGCTAAAACAGA
GTATGTAAGTGTAATAAAAGAAAAACGCGACGCTGACAAAGCACTTTTGAGCTATAAGACAAATGGATCTATC
CCTTCACACATTTTTCATTATGGAGAAGGATCCCATCATCATCATCATCATTAATCTAGAGAGCTCAAGCTTT
CTTTGAACCAAAATTAGAAAACCAAGGCTTGAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACGT
GTTGCTTTGATTGATAGCCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTGAAAAATTGTAATTTA
TAAATAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTATTCGTTTGATTTCGCTTTCGATAGAAC
AATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTATTTCGTTTAGTTATCGGCATAATCGTTAAAACAGGCGTTA
TCGTAGCGTAAAAGCCCTTGAGCGTAGCGTGGCTTTG

S svetlo sivo oznafeno zaporedje za llmg 0551 gen, s temno sivo zaporedje za histidinski
peptid in dvakrat pod¢rtan je stop kodon.

> 2020 9 pMSP -- 14..1003 of sequence

TATAAGGAGGCACTCACCATGGCTAAAAAGCGGAAAATGACTCGACATTCGCAAATTATAATCGGAATTTTAG
TGATAATTTTAGCCATTTATTTGTCTATCGGTCTTTTCTTTTGGAAAAGTCTGAATCCCTATCATTCGGTGCG
AGCGCAAGCGATAAATATTGCTAAAGACAAAACAGATTTAGTCAAAGCGACGGGATTTGATATTGCGTCTACA
GATACTGTGACTTATTCAATTGTCGGGCTCAATAAAGCGAACCAAGAAGTTGGAATTTTAATTCCAAAAAAAT
CTGGTAAAATCAAAGAGGTACAATTATCTGAGGGGGTTTCACCTGCAAGCCTAACGACTAAAGATACCAAATC
AGTTGTTTTAGCGCTTTACAAAGGGAAACCAGCCTGGGAAGTAAATAATAGCAATGGATTTAAAGTTTATGAC
TTTGAGTCAGGAAAAGAGTTGATAGGATCCCATCATCATCATCATCAT TAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTT
TGAACCAAAATTAGAAAACCAAGGCTTGAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACGTGTT
GCTTTGATTGATAGCCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTGAAAAATTGTAATTTATAA
ATAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTATTCGTTTGATTTCGCTTTCGATAGAACAAT
CAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTATTTCGTTTAGTTATCGGCATAATCGTTAAAACAGGCGTTATCG
TAGCGTAAAAGCCCTTGAGCGTAGCGTGGCTTTGCAGCGAAGATGTTGTCTGTTAGATTATGAAAGCCGATGA



CTGAATGAAATAATAAGCGCAGCGTCCTTCTATTTCGGTTGGAGGAGGCTCAAGGGAGTTGAGGGAATGAAAT
TCCCTCATGGGTTTGATTTTAAAAATTGCTTGCAATTTGCC

S svetlo sivo oznafeno zaporedje za llmg 2020 gen, s temno sivo zaporedje za histidinski
peptid in dvakrat pod¢rtan je stop kodon.

> 2232-2 pNZuni -- 18..1000 of sequence
AAGGAGGCACTCACCATGGCTAAGTGGATGAAAAAAAGACAGTTAAGAAGAAATAAAAATAATTTTAGAAGGC
TTTCTCTGACTTTTATTGCTTTAGTTATCGTTCTTTCTGGAACAATTTTCTTCCTATCTTGGTCGAAAGCTCA
GCATTCACATGCTAAAAGTGATAATGGAACGAGTTTGTCAACGACAGCGGATGTTAAGGAGAGTACTTCCTCA
ACTTCGAATTCAAATAAGCAAGTAATCTATCCTACAATTTATATTGCAGGTTCAAGTGGAAGTGTTACACCAG
TGGATTGGTTAGTTCAACGGCTGCTTCCGATTGAAAACGTACCCGCTCATAAATCTTTGGCAATTACTGCGGA
TGTTAATAAAGATAACTTATTAAAAATTGAAGGGCAAATTTCGCAAGATAACCAGTATCCGATGATTGAATTT
GGGACAGTAAAAGGAACTGACTCTGGCTCAATATATTCTGCTGGATTACAAAAAGTAGTCTCTTATTTGATGC
AGAATTATCAGATTCCTTGGATTAATCTCGTCGGTTATTCTTCAGGAGGGACGGGTGCTGTGTACTATATGAT
TGATACAGCCAATAATCCAAATTTTCCCCCTGTTAATAAATATGTATCTTTGGATGGGGAATACAATAAAGCG
ACTAATCTCCAATATGGAGAAAGCTTGACTAATGTCTTGCAAAATGGACCTTTAATTAAAACACAAATGTATC
AATACATCGAAGAAAACTATGAAAGAATATCTCCGAAAGTTCAAATGTTACTATTGGAAGGAGATTTTAATAG
TGCCAAGCAGACAGACAGTGCTATTCCGTGGGCAGATAGTTTTTCAATTTACCATCTCTTCAAGAATAACGGG
AATGAAATAACATCAACTTTATATCCAACCAAAGCGAGCCATTCACAAGCGCCAAAAAATCCAACTGTAGTAA
AATATGTCAAAAATTTTCTGTATGGAACACCAGG

>2-2232_pNZrev -- 27..1002 of sequence, reverse complement, 976 bases,
D68 checksum.
TTATCGTTCTTTCTGGAACAATTTTCTTCCTATCTTGGTCGAAAGCTCAGCATTCACATGCTAAAAGTGATAA
TGGAACGAGTTTGTCAACGACAGCGGATGTTAAGGAGAGTACTTCCTCAACTTCGAATTCAAATAAGCAAGTA
ATCTATCCTACAATTTATATTGCAGGTTCAAGTGGAAGTGTTACACCAGTGGATTGGTTAGTTCAACGGCTGC
TTCCGATTGAAAACGTACCCGCTCATAAATCTTTGGCAATTACTGCGGATGTTAATAAAGATAACTTATTAAA
AATTGAAGGGCAAATTTCGCAAGATAACCAGTATCCGATGATTGAATTTGGGACAGTAAAAGGAACTGACTCT
GGCTCAATATATTCTGCTGGATTACAAAAAGTAGTCTCTTATTTGATGCAGAATTATCAGATTCCTTGGATTA
ATCTCGTCGGTTATTCTTCAGGAGGGACGGGTGCTGTGTACTATATGATTGATACAGCCAATAATCCAAATTT
TCCCCCTGTTAATAAATATGTATCTTTGGATGGGGAATACAATAAAGCGACTAATCTCCAATATGGAGAAAGC
TTGACTAATGTCTTGCAAAATGGACCTTTAATTAAAACACAAATGTATCAATACATCGAAGAAAACTATGAAA
GAATATCTCCGAAAGTTCAAATGTTACTATTGGAAGGAGATTTTAATAGTGCCAAGCAGACAGACAGTGCTAT
TCCGTGGGCAGATAGTTTTTCAATTTACCATCTCTTCAAGAATAACGGGAATGAAATAACATCAACTTTATAT
CCAACCAAAGCGAGCCATTCACAAGCGCCAAAAAATCCAACTGTAGTAAAATATGTCAAAAATTTTCTGTATG
GAACACCAGGATCCEATCATCATCATCATCAT TAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAGAA
AACCAAGGCTTGAAACGTTCAATGAAA

S svetlo sivo oznaceno zaporedje za llmg 2232 gen, s temno sivo zaporedje za histidinski
peptid in dvakrat podc¢rtan je stop kodon.

> 2330_4 pMSP -- 16..1011 of sequence
TTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTAAAAAAATAAAATTATTGACTCTTGCAACACTTGGAATTGCCTCAATT
GGCTTACTTGCTGCTTGCTCGTCAAAAGATAATTCATCTTCTAAATCAACAGATAAAGTGACAACAGTAACCG
TTGCAACTTCTGCCGCTTCTGTGCCTTATGAATACAGCGAAAATGGTAAAATGACTGGTTTTGAATATGATAT
TTTAAAAGCAGCTGACAAGGACATGAAAGATTATAAATTCGAGTTCAAAGTCTACGAAGATAGTGCGATTTTG
GCTGCTTTAGATGGTGGTCGCGCACAAATTGCGGCAAATAATTTTGGTAAAACTAAAGCTCGTTCTGAAAAAT
ATCTCTTTAGTTATCCTGTTCGTCAAGGAATTGATGCTATTTTCTCAACTTCTAAAGAAAACATCACTAAAAT
TTCCCAACTTGCTGGCAAAACAACAGAAATTCCTGCTGGAACAAACTATGGTGATATGTTTGAAAGTTGGAAT
AAAAACCATCCCGACAAAAAAATTGATGTTAAATATAGCCAACGTCCTTTAGCTGACCGTCTATCTGCGATTG
CTAGTGGACAAATTGATTTCTTATTTGCCTCTAAAGCACCAGCAGAAAATTTAATCAGACAACATGCAATTAC
AGGTTTGGTTGATACTGTTCCCACAGACTTGAACAAACAATCTGAGTTTAAAACTTATGATTACTTTATCCTT
GATAACAGTCAAACCAAATTACAAAAAGATTTGAATGCAGAGCTCAAAAAACTCTATGAAAACGGAACGCTAA
AAGAACTCTCAGAAAAATATTTCCATGACAGCCATATTCCAGCTGCTGATCAATTCAAAGGATCC
TAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAGAAAACCAAGGCTTGAACGTTCAAT
TGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACGTGTTGCTTGATTGATAG




S svetlo sivo oznafeno zaporedje za llmg 2330 gen, s temno sivo zaporedje za histidinski
peptid in dvakrat pod¢rtan je stop kodon.

> 0168 9 pMSP -- 12..1032 of sequence
AAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTAATAAGAAACAATTAAAAACAATAACAAGCGTGGTTGCAGTTATT
ATTGCACTAGCTGTGGGATATTTTGGTTCTGGACGTTTACATTTAGGGCAAGGAAATGATTCATCTACTAGTA
GTAGTCAAGTTTCCACAAAAGCCTTGGCAACATCAGTTAAGCAAGCTCCTTTGCCTTTTAAAAACCAAAAACA
AATGGTCATGGCAAATACTGATGCTTTAGGGCGTGCAGTTGATGCGCACATTCAACTTAAAGATTCGCAAGAA
CCTAAAGTAAAACGGGAACCTTTAACTTATAATCCTGTTGGCTGGCATAATTATAATTTCTATTACAAGAAAT
CCAATGGTTCGATTGGTAAAATGTGGTTGATTGCGCGTGGACATTTGGTTGGTTATCAATTTTCTGGTTTAAA
TGATGAAGCAAGAAATTTAGTTCCGGAAACTGCTTGGTTTAACGGTGGAAATTTCACGGGAACGAATGATGGA
AATACTGCCAGCATGCTTTATTATGAAAATCGGTTAGACAGCTGGCTTGCTAATCATCCTAACTATTATTTGG
ATTATCAAGTCACTCCACTTTACAAAGGAAATGAGCTCTTGCCACGCCAAATTCGATTGGCTTACGTTGGAAT
AGATAAAAACGGTCAAAGCTTGTCAATTAAACTTGGCGGGGGACGTGAAAAGTCTGGGAATGGTGGAGCAACT
GTTGTTGTTCTTGATAATGTCGCTCCTAATGCTAAAATTAATTATGCTGACGGGACTGCAGTCAATACAGTCA
AACCTGGATCCCATCATCATCATCATCAT TAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAGAAAAC
CAAGGCTTGAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACGTGTTGCTTTGATTGATAGCCAAA
AAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTTACTGATATTGCTGAAAATTGTAATTTATAAATAAAAATCACCTTTTA

S svetlo sivo oznafeno zaporedje za llmg 0168 gen, s temno sivo zaporedje za histidinski
peptid in dvakrat pod¢rtan je stop kodon.

> 1907_16 pMSP -- 13..1002 of sequence

ATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTAAATTCAAAAAACTCGGATTAGTTATGGCTACAGTCTTTGCCGGAGC
CGCATTGGTAACCTTGTCTGGTTGCTCAAGCAGTGATTCAGCAAGCAAGGATATCATCACAATGAAAGGTGAT
ACCATTCGCGTTTCTGATTTATACAAGGAAGCTAAACAATTCCCGTCACAACCGACAAATACTTTGCTTCAAA
ATTTAACCTTTGATAAAATTTTTACTAAAGATTTTGGAAAAGAAGTTACTGATAAAGATGTCAACAAAAAAGT
TAAATCTCTCAAAGATCAGTATGGAAGCCAATTTGCCTCAGCTTTGCAACAACAAGGTTTGACAGAAGCAAGT
TTCACACCATACATGCGTACACAAATGCTTGAGCAAGCAGCAATTGACCACGAAATCGAAGCAACGCAATATA
CTGATGCAAATCTCAAAAAAGCTTGGGAATCTTATCATCCAGATGTAACAGCTTATGTTGTTTCTGAAACTTC
AAAAGATGCAGCGACTAAAGCTTTAGATGCTGCTAAAAAAGATGATGCTGGTAAAGCAAGCTTTGAGAAAACA
AATGCTGCAAATAAAGTCACTTTTAATTCAACATCAACAACTGTGCCAACTGAGGTTCAAACTGCAGCATTTA
AGTTGAAAAATGGTGAATTTTCAAGCGTAATTGAATCTACTAGTGCATCAACTGGTGCTACTTCTTACTACAT
TGTTGAGATGGTTAAATCTTCTGAAAAAGGTAGTGATATGAACAAGTATAAAAAAGAACTTAAAAATGTCATT
AAAGCTGAAAAAGAACAAGATACAACCTTTGTCAGCGGAGTTATTGCTAAGTACCTTAAAAAGAATAATGTCA
CTGTGAAAGAATCTGCTTTTGCATCAATCTTCTCACAATTCACTCAAACATCAAGTACATCTTCATCTAAAGG

ATCC TAATCTAGAGAGCTCAAGC

S svetlo sivo oznafeno zaporedje za llmg 1907 gen, s temno sivo zaporedje za histidinski
peptid in dvakrat pod¢rtan je stop kodon.

> 1064 20 pMSP -- 15..993 of sequence
TTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTAAAAAACGCGTAATCGCAGTTAGTGCTATTGCACTTGCATCAGTCGCA
GTCCTTGCAGGATGTCGTTCACATGACGCATCTGGAACTTCAGGTAAAGTAAAAACTGACCTTAAAGCAGCAA
TCGTCACCGATGCTAATGGTGTAAATGACCGTTCGTTTAACCAATCCGCTTGGGAAGGTCTTCAAAGCTGGGG
GAAAGAAAATAACCTGAAAAAAGGTACTGGATACACTTACTTCCAATCTAATTCAGCTTCAGATTACACGACT
AACTATAACTCTGCGGAGCAACAAGGTTACAAACTTTTGTTTGGTATTGGATTCTCTTTACAAGATGCGACAT
CAGCAGCTGCGAAAAATAATCCAAAATCTAACTTTGTTATCGTTGACTCTGTCATTAAAGACCAAAAGAATGT
AACTTCAGCAACTTTTGCAGATAACGAAAGTGCTTATCTTGCTGGTGTAGCTGCGGCCAAAGCAACTAAAACG
AACAAAATTGGTTTCATCGGTGGGATGCAATCCGATGTTATTACTCGTTTTGAAAAAGGTTATGTAGCTGGTG
CCAAGTCTGTAAAATCAGACATCAAAGTTGATATTCAATACGCTGGTTCTTTCTCTGATGCGGCTAAAGGTAA
AACAATTGCAGCAGCTATGTATGGTTCTGGTGATGATGTTGTTTACCAATGTGCGGGTGGCGTAGGGACAGGT
GTCTTCAGTGAAGCTAAAGCCTTGAACTCAAGCAAAAATGAAGCTGACAAAGTTTGGGTTATCGGTGTTGACC
AAGACCAAGAATACCTTGGAAAATATAAATCTAAAGACGGTAAAGATTCTAACTTTGTTCTTGTTTCAACAAT
CAAAGAAGTAGGAACTGTTGTAAAAGACATTGCTGACAAGACTAAAGACGGTAAATTCCCTGGTGGAACAATC
GTTACTTACAACCCTTAAAAATGGTGGTGT




>20-1064_pNZrev -- 25..998 of sequence, reverse complement, 974 bases,
2195 checksum.
GGGAAAGGTCTTCAAAGCTGGGGGAAAGAAAATAACCTGAAAAAAGGTACTGGATACACTTACTTTCCAATCT
AATTCAGCTTCAGATTACACGACTAACTATAACTCTGCGGAGCAACAAGGTTACAAACTTTTGTTTGGTATTG
GATTCTCTTTACAAGATGCGACATCAGCAGCTGCGAAAAATAATCCAAAATCTAACTTTGTTATCGTTGACTC
TGTCATTAAAGACCAAAAGAATGTAACTTCAGCAACTTTTGCAGATAACGAAAGTGCTTATCTTGCTGGTGTA
GCTGCGGCCAAAGCAACTAAAACGAACAAAATTGGTTTCATCGGTGGGATGCAATCCGATGTTATTACTCGTT
TTGAAAAAGGTTATGTAGCTGGTGCCAAGTCTGTAAAATCAGACATCAAAGTTGATATTCAATACGCTGGTTC
TTTCTCTGATGCGGCTAAAGGTAAAACAATTGCAGCAGCTATGTATGGTTCTGGTGATGATGTTGTTTACCAA
TGTGCGGGTGGCGTAGGGACAGGTGTCTTCAGTGAAGCTAAAGCCTTGAACTCAAGCAAAAATGAAGCTGACA
AAGTTTGGGTTATCGGTGTTGACCAAGACCAAGAATACCTTGGAAAATATAAATCTAAAGACGGTAAAGATTC
TAACTTTGTTCTTGTTTCAACAATCAAAGAAGTAGGAACTGTTGTAAAAGACATTGCTGACAAGACTAAAGAC
GGTAAATTCCCTGGTGGAACAATCGTTACTTACAACCTTAAAAATGGTGGTGTAGATTTAGGACTTGATAACG
CAACTTCAGAAATTAAAGATGCTGTTGCCAAAGCCAAAACAGATATCATTGATGGAAAAATTACTGTTCCTTC
AAAAGGATCCCATCATCATCATCATCATTAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAGAAAACC
AAGGCTTGAAACGTTCAATGAAATG

S svetlo sivo oznaceno zaporedje za llmg 1064 gen, s temno sivo zaporedje za histidinski
peptid in dvakrat pod¢rtan je stop kodon.

> 1064B_pNZuni -- 12..1008 of sequence
ATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTAAAAAACGCGTAATCGCAGTTAGTGCTATTGCACTTGCATCAGTCGC
AGTCCTTGCAGGATGTCGTTCACATGACGCATCTGGAACTTCAGGTAAAGTAAAAACTGACCTTAAAGCAGCA
ATCGTCACCGATGCTAATGGTGTAAATGACCGTTCGTTTAACCAATCCGCTTGGGAAGGTCTTCAAAGCTGGG
GGAAAGAAAATAACCTGAAAAAAGGTACTGGATACACTTACTTCCAATCTAATTCAGCTTCAGATTACACGAC
TAACTATAACTCTGCGGAGCAACAAGGTTACAAACTTTTGTTTGGTATTGGATTCTCTTTACAAGATGCGACA
TCAGCAGCTGCGAAAAATAATCCAAAATCTAACTTTGTTATCGTTGACTCTGTCATTAAAGACCAAAAGAATG
TAACTTCAGCAACTTTTGCAGATAACGAAAGTGCTTATCTTGCTGGTGTAGCTGCGGCCAAAGCAACTAAAAC
GAACAAAATTGGTTTCATCGGTGGGATGCAATCCGATGTTATTACTCGTTTTGAAAAAGGTTATGTAGCTGGT
GCCAAGTCTGTAAAATCAGACATCAAAGTTGATATTCAATACGCTGGTTCTTTCTCTGATGCGGCTAAAGGTA
AAACAATTGCAGCAGCTATGTATGGTTCTGGTGATGATGTTGTTTACCAATGTGCGGGTGGCGTAGGGACAGG
TGTCTTCAGTGAAGCTAAAGCCTTGAACTCAAGCAAAAATGAAGCTGACAAAGTTTGGGTTATCGGTGTTGAC
CAAGACCAAGAATACCTTGGGAAAATATAAATCTAAAGACGGTAAAGATTCTAACTTTGTTCTTGTTTCAACA
ATCAAAGAAGTAGGAACTGTTGTAAAAGACATTGCTGACAAGACTAAAGACGGTAAATTCCCTGGTGGAACAA
TCGTTACTTACAACCTTAAAAATGGTGGTGTAGATTTAGGACTTGATA

>1 1-1064B_pNZrev -- 25..1013 of sequence, reverse complement, 989 bases,
3FA checksum.
TATTGGATTCTCTTTACAAGATGCGACATCAGCAGCTGCGAAAAATAATCCAAAATCTAACTTTGTTATCGTT
GACTCTGTCATTAAAGACCAAAAGAATGTAACTTCAGCAACTTTTGCAGATAACGAAAGTGCTTATCTTGCTG
GTGTAGCTGCGGCCAAAGCAACTAAAACGAACAAAATTGGTTTCATCGGTGGGATGCAATCCGATGTTATTAC
TCGTTTTGAAAAAGGTTATGTAGCTGGTGCCAAGTCTGTAAAATCAGACATCAAAGTTGATATTCAATACGCT
GGTTCTTTCTCTGATGCGGCTAAAGGTAAAACAATTGCAGCAGCTATGTATGGTTCTGGTGATGATGTTGTTT
ACCAATGTGCGGGTGGCGTAGGGACAGGTGTCTTCAGTGAAGCTAAAGCCTTGAACTCAAGCAAAAATGAAGC
TGACAAAGTTTGGGTTATCGGTGTTGACCAAGACCAAGAATACCTTGGAAAATATAAATCTAAAGACGGTAAA
GATTCTAACTTTGTTCTTGTTTCAACAATCAAAGAAGTAGGAACTGTTGTAAAAGACATTGCTGACAAGACTA
AAGACGGTAAATTCCCTGGTGGAACAATCGTTACTTACAACCTTAAAAATGGTGGTGTAGATTTAGGACTTGA
TAACGCAACTTCAGAAATTAAAGATGCTGTTGCCAAAGCCAAAACAGATATCATTGATGGAAAAATTACTGTT
CCTTCAAAAGGATCC

TCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAAC
CAAAATTAGAAAACCAAGGCTTGAAACGTTCAATGAAATG

S svetlo sivo oznaceno zaporedje za llmg 1064 gen in s temno sivo zaporedje za B
domeno.

Priloga B: Vsi zbrani podatki o sedmih izbranih povrSinskih proteinih



Hipoteti¢ni protein llmg 0551

FEATURES
source

Location/Qualifiers
1..198

/organism="Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363"

/strain="MG1363"
/db_xref=""taxon:416870

1..198
/product="hypothetical
/calculated_mol_wt=221
1..198
/locus_tag=""11mg_0551""

Protein

cos

protein"
36

/coded_by="NC_009004.1:546237. .546833"

/transl_table=11

/db_xref="GenelD:47975

ORIGIN
1 mkkilialvi
61 tvegkyssks
121 svtddsskti
181 Isyktngsip

dskskdyivl geysatskil
shifhyge

>gi1]125623416| ref]YP_001031899.1] hypothetical protein IImg_0551 [Lactococcus lactis subsp.

cremoris MG1363]

99"

Ivpiaitgff gynyfgknia hvhgiimysd nkeemdskle tnkknieksl
dtlvintgaa nkImnggafn hvtkkgekas fkkvkklsae palwtsksyt

ildnedygnf dakteyvsvi kekrdadkal

MKKILTALVILVPIAITGFFGYNYFQKNITAHVHG I IMYSDNKEEMDSKLETNKKN IEKSLTVEGKYSSKS
DTLVLNTQAANKLMNQGAFNHVTKKGEKASFKKVKKLSAEPALWTSKSYTSVTDDSSKT IDSKSKDY VL
GEYSATSKILILDNEDYQNFDAKTEYVSVIKEKRDADKALLSYKTNGS IPSHIFHYGE

Transmembrane prediction (TMHMM)
Sequence Length: 198

Sequence Number of predicted TMHs: 1
Sequence Exp number of AAs in TMHs: 20.88
Sequence Exp number, first 60 AAs: 20.87
Sequence Total prob of N-in: 0.301
Sequence POSSIBLE N-term signal sequence
Sequence TMHMM2.0 outside
Sequence TMHMM2 .0 TMhelix
Sequence TMHMM2.0 inside

HEHHFEHHHE

12

1
4
27

946
866
65

3
26
198

TMHMM posterior probabilities for Sequence

probability

me . . . .
20 40 Bl

0 a0 100

transmembrane inside
ORIGIN

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

atgaaaaaaa
ggatataact
aataaagaag
actgtagagg
aataaattaa
tttaagaaag
tctgtgaccg
ggagaatata
gatgctaaaa
ttgagctata

tattaatagc gctagtaatt
attttcaaaa aaatatagct
aaatggactc taagttagaa
gaaaatacag ttcaaaatca
tgaatcaagg ggcatttaat
tgaaaaaact atcagcagaa
atgatagtag taaaacaatt
gcgcgacttc taaaatacta
cagagtatgt aagtgtaata
agacaaatgg atctatccct

120 140

ttggtaccaa
cacgtacacg
actaataaaa
gatacattag
catgttacga
cctgecttgt
gattctaaga
atccttgata
aaagaaaaac
tcacacattt

160

outside

ttgccatcac
ggattatcat
agaatataga
tcttgaacac
aaaaagggga
ggacttctaa
gtaaagatta
atgaagatta
gcgacgctga
ttcattatgg

180

cggatttttc
gtacagtgat
gaaaagccta
acaagcagct
aaaggctagt
atcgtatact
catcgtttta
tcaaaatttt
caaagcactt
agaataa



>gi1]125622882:546237-546833 Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363, complete genome
ATGAAAAAAATATTAATAGCGCTAGTAATTTTGGTACCAATTGCCATCACCGGATTTTTCGGATATAACT
ATTTTCAAAAAAATATAGCTCACGTACACGGGATTATCATGTACAGTGATAATAAAGAAGAAATGGACTC
TAAGTTAGAAACTAATAAAAAGAATATAGAGAAAAGCCTAACTGTAGAGGGAAAATACAGTTCAAAATCA
GATACATTAGTCTTGAACACACAAGCAGCTAATAAATTAATGAATCAAGGGGCATTTAATCATGTTACGA
AAAAAGGGGAAAAGGCTAGTTTTAAGAAAGTGAAAAAACTATCAGCAGAACCTGCCTTGTGGACTTCTAA
ATCGTATACTTCTGTGACCGATGATAGTAGTAAAACAATTGATTCTAAGAGTAAAGATTACATCGTTTTA
GGAGAATATAGCGCGACTTCTAAAATACTAATCCTTGATAATGAAGATTATCAAAATTTTGATGCTAAAA
CAGAGTATGTAAGTGTAATAAAAGAAAAACGCGACGCTGACAAAGCACTTTTGAGCTATAAGACAAATGG
ATCTATCCCTTCACACATTTTTCATTATGGAGAATAA

Extracellular

]
W

Cytoplasn

Hipoteti¢ni protein llmg_2020

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..147
/organism="Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363"
/strain="MG1363"
/db_xref=""taxon:416870"

Protein 1..147
/product="hypothetical protein”
/function="Uncharacterized protein conserved in bacteria"”
/calculated_mol_wt=16083

Region 26..147
/region_name=""C0G5353""
/note="Uncharacterized protein conserved in bacteria
[Function unknown]; COG5353"
/db_xref=""CDD:34928"

CDS 1..147
/locus_tag="11mg_2020"
/coded_by="complement(NC_009004.1:2005492..2005935)"
/transl_table=11
/db_xref="GenelD:4797205"

ORIGIN
1 mkkrkmtrhs qgiiigilvii laiylsiglf fwkslnpyhs vragainiak dktdlvkatg
61 fdiastdtvt ysivglnkan gevgilipkk sgkikevgls egvspasltt kdtksvvlal
121 ykgkpawevn nsngfkvydf esgkeli

>gi 125624795 ref|YP_001033278.1] hypothetical protein llmg_2020 [Lactococcus lactis subsp.
cremoris MG1363]

MKKRKMTRHSQI T IGILVIITLATYLSIGLFFWKSLNPYHSVRAQAINIAKDKTDLVKATGFDIASTDTVT

YSIVGLNKANQEVGIL IPKKSGKIKEVQLSEGVSPASLTTKDTKSVVLALYKGKPAWEVNNSNGFKVYDF

ESGKELI



Signal peptide: 44, 33, 22 (Augur)

# gi_125624795_ref_YP_001033278.1_ Length: 147
# gi_125624795_ref_YP_001033278.1_ Number of predicted TMHs: 1
# gi1_125624795_ref_YP_001033278.1_ Exp number of AAs in TMHs: 20.7935
# gi_125624795 ref _YP_001033278.1_ Exp number, first 60 AAs: 20.68787
# gi_125624795_ref_YP_001033278.1_ Total prob of N-in: 0.95994
# gi_125624795_ref_YP_001033278.1_ POSSIBLE N-term signal sequence
gi_125624795_ref_YP_001033278.1_ TMHMM2.0 inside 1 12
gi_125624795 ref YP_001033278.1_ TMHMM2.0 TMhelix 13 32
gi_125624795_ref _YP_001033278.1_ TMHMM2.0 outside 33 147
TMHMM posterior probabilities for gi_125624785_ref YP_001033278.1_
1.2 T
| —
it

08 r
Z
? 0B
a

04}

02 r

0 il |!i ! L L L L L
20 40 80 80 100 120 140
transmembrane inside: outside

ORIGIN

1 atgaaaaagc ggaaaatgac tcgacattcg caaattataa tcggaatttt agtgataatt
61 ttagccattt atttgtctat cggtcttttc ttttggaaaa gtctgaatcc ctatcattcg
121 gtgcgagcgc aagcgataaa tattgctaaa gacaaaacag atttagtcaa agcgacggga
181 tttgatattg cgtctacaga tactgtgact tattcaattg tcgggctcaa taaagcgaac
241 caagaagttg gaattttaat tccaaaaaaa tctggtaaaa tcaaagaggt acaattatct
301 gagggggttt cacctgcaag cctaacgact aaagatacca aatcagttgt tttagcgctt
361 tacaaaggga aaccagcctg ggaagtaaat aatagcaatg gatttaaagt ttatgacttt
421 gagtcaggaa aagagttgat atga

>gi]125622882:c2005935-2005492 Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363, complete genome
ATGAAAAAGCGGAAAATGACTCGACATTCGCAAATTATAATCGGAATTTTAGTGATAATTTTAGCCATTT
ATTTGTCTATCGGTCTTTTCTTTTGGAAAAGTCTGAATCCCTATCATTCGGTGCGAGCGCAAGCGATAAA
TATTGCTAAAGACAAAACAGATTTAGTCAAAGCGACGGGATTTGATATTGCGTCTACAGATACTGTGACT
TATTCAATTGTCGGGCTCAATAAAGCGAACCAAGAAGTTGGAATTTTAATTCCAAAAAAATCTGGTAAAA
TCAAAGAGGTACAATTATCTGAGGGGGTTTCACCTGCAAGCCTAACGACTAAAGATACCAAATCAGTTGT
TTTAGCGCTTTACAAAGGGAAACCAGCCTGGGAAGTAAATAATAGCAATGGATTTAAAGTTTATGACTTT
GAGTCAGGAAAAGAGTTGATATGA



Extracellular

Cytoplasn

Hipoteti¢ni protein llmg_2232

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..321
/organism="Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363"
/strain="MG1363""
/db_xref=""taxon:416870"

Protein 1..321
/product="hypothetical protein”
/function="Uncharacterized protein with an alpha/beta
hydrolase fold"
/calculated_mol_wt=35742

Region 73..320
/region_name="Esterase_lipase"
/note="Esterases and lipases (includes fungal lipases,
cholinesterases, etc.) These enzymes act on carboxylic
esters (EC: 3.1.1.-). The catalytic apparatus involves
three residues (catalytic triad): a serine, a glutamate or
aspartate and a histidine.These...; cl109107"
/db_xref="CDD:142152"

CDS 1..321
/locus_tag=""11mg_2232"
/coded_by="complement(NC_009004.1:2193297..2194262)"
/note="Bacterial protein of unknown function (DUF915)"
/transl_table=11
/db_xref="GenelD:4797813"

ORIGIN
1 mkwmkkrgqlr rnknnfrris Itfialvivl sgtifflsws kaghshaksd ngtslsttad
61 vkestsstsn snkgviypti yiagssgsvt pvdwlvgrll pienvpahks laitadvnkd
121 nllkieggis gdngypmief gtvkgtdsgs iysaglgkvv sylmgnygip winlvgyssg
181 gtgavyymid tannpnfppv nkyvsldgey nkatnlqyge sltnvigngp liktgmyqyi
241 eenyerispk vgmlllegdf nsakgtdsai pwadsfsiyh Ifknngneit stlyptkash
301 sgapknptvv kyvknflygt p

>gi 125624999 | ref]YP_001033482.1] hypothetical protein Ilmg_2232 [Lactococcus lactis subsp.
cremoris MG1363]

MKWMKKRQLRRNKNNFRRLSLTFIALVIVLSGT IFFLSWSKAQHSHAKSDNGTSLSTTADVKESTSSTSN

SNKQVIYPTIY IAGSSGSVTPVDWLVQRLLP IENVPAHKSLAITADVNKDNLLKIEGQISQDNQYPMIEF
GTVKGTDSGS1YSAGLQKVVSYLMQNYQIPWINLVGYSSGGTGAVYYMIDTANNPNFPPVNKYVSLDGEY
NKATNLQYGESLTNVLQNGPL IKTQMYQY IEENYER I SPKVQMLLLEGDFNSAKQTDSAIPWADSFSI1YH

LFKNNGNE I TSTLYPTKASHSQAPKNPTVVKYVKNFLYGTP

Signal peptide: 45, 45, 25 (Augur)

25624999 ref YP_001033482.1_  Length: 321
25624999 ref YP_001033482.1_ Number of predicted TMHs: 1
25624999 ref_YP_001033482.1_ Exp number of AAs in TMHs: 23.12814
25624999 ref YP_001033482.1_ Exp number, Ffirst 60 AAs: 20.05918

1
1
1
1



# gi_125624999 ref YP_001033482.1_ Total prob of N-in: 0.99866
# gi_125624999_ref_YP_001033482.1_ POSSIBLE N-term signal sequence

gi_125624999 ref YP_001033482.1_ TMHMM2.0 inside 1 19
gi_125624999_ref_YP_001033482.1_ TMHMM2.0 TMhelix 20 39
gi_125624999_ref_YP_001033482.1_ TMHMM2.0 outside 40 321

TMHMM posterior probabilities for gi_125624988_ref YP_001033482.1_
1.2 . .
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oLl . —— Al . .
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transmembrane inside: outside
ORIGIN
1 atgaagtgga tgaaaaaaag acagttaaga agaaataaaa ataattttag aaggctttct
61 ctgactttta ttgctttagt tatcgttctt tctggaacaa ttttcttcct atcttggtcg
121 aaagctcagc attcacatgc taaaagtgat aatggaacga gtttgtcaac gacagcggat
181 gttaaggaga gtacttcctc aacttcgaat tcaaataagc aagtaatcta tcctacaatt
241 tatattgcag gttcaagtgg aagtgttaca ccagtggatt ggttagttca acggctgctt
301 ccgattgaaa atgtacccgc tcataaatct ttggcaatta ctgcggatgt taataaagat
361 aacttattaa aaattgaagg gcaaatttcg caagataacc agtatccgat gattgaattt
421 gggacagtaa aaggaactga ctctggctca atatattctg ctggattaca aaaagtagtc
481 tcttatttga tgcagaatta tcagattcct tggattaatc tcgtcggtta ttcttcagga
541 gggacgggtg ctgtgtacta tatgattgat acagccaata atccaaattt tccccctgtt
601 aataaatatg tatctttgga tggggaatac aataaagcga ctaatctcca atatggagaa
661 agcttgacta atgtcttgca aaatggacct ttaattaaaa cacaaatgta tcaatacatc
721 gaagaaaact atgaaagaat atctccgaaa gttcaaatgt tactattgga aggagatttt
781 aatagtgcca agcagacaga cagtgctatt ccgtgggcag atagtttttc aatttaccat
841 ctcttcaaga ataacgggaa tgaaataaca tcaactttat atccaaccaa agcgagccat
901 tcacaagcgc caaaaaatcc aactgtagta aaatatgtca aaaattttct gtatggaaca
961 ccataa

>gi]125622882:¢c2194262-2193297 Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363, complete genome
ATGAAGTGGATGAAAAAAAGACAGTTAAGAAGAAATAAAAATAATTTTAGAAGGCTTTCTCTGACTTTTA
TTGCTTTAGTTATCGTTCTTTCTGGAACAATTTTCTTCCTATCTTGGTCGAAAGCTCAGCATTCACATGC
TAAAAGTGATAATGGAACGAGTTTGTCAACGACAGCGGATGTTAAGGAGAGTACTTCCTCAACTTCGAAT
TCAAATAAGCAAGTAATCTATCCTACAATTTATATTGCAGGTTCAAGTGGAAGTGTTACACCAGTGGATT
GGTTAGTTCAACGGCTGCTTCCGATTGAAAATGTACCCGCTCATAAATCTTTGGCAATTACTGCGGATGT
TAATAAAGATAACTTATTAAAAATTGAAGGGCAAATTTCGCAAGATAACCAGTATCCGATGATTGAATTT
GGGACAGTAAAAGGAACTGACTCTGGCTCAATATATTCTGCTGGATTACAAAAAGTAGTCTCTTATTTGA
TGCAGAATTATCAGATTCCTTGGATTAATCTCGTCGGTTATTCTTCAGGAGGGACGGGTGCTGTGTACTA
TATGATTGATACAGCCAATAATCCAAATTTTCCCCCTGTTAATAAATATGTATCTTTGGATGGGGAATAC
AATAAAGCGACTAATCTCCAATATGGAGAAAGCTTGACTAATGTCTTGCAAAATGGACCTTTAATTAAAA
CACAAATGTATCAATACATCGAAGAAAACTATGAAAGAATATCTCCGAAAGTTCAAATGTTACTATTGGA
AGGAGATTTTAATAGTGCCAAGCAGACAGACAGTGCTATTCCGTGGGCAGATAGTTTTTCAATTTACCAT
CTCTTCAAGAATAACGGGAATGAAATAACATCAACTTTATATCCAACCAAAGCGAGCCATTCACAAGCGC
CAAAAAATCCAACTGTAGTAAAATATGTCAAAAATTTTCTGTATGGAACACCATAA



Extracellular

Cytoplasm

Amino-Kislinski ABC transporter ekstracelularno vezavni protein (Ilmg_2330)

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..280
/organism=""Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363"
/strain="MG1363""
/db_xref=""taxon:416870"

Protein 1..280
/product=""amino-acid ABC transporter extracellular binding
protein
/function="ABC-type amino acid transport/signal
transduction systems, periplasmic component/domain"
/calculated_mol_wt=30922

Region 50..268
/region_name="SBP_bac_3"
/note=""Bacterial extracellular solute-binding proteins,
family 3; pfam00497*
/db_xref="CDD:109548"

Region 55..268
/region_name="PBPb"
/note="Bacterial periplasmic transport systems use
membrane-bound complexes and substrate-bound,
membrane-associated, periplasmic binding proteins (PBPs)
to transport a wide variety of substrates, such as, amino
acids, peptides, sugars, vitamins and...; cd00134"
/db_xref="CDD:29040"

Site order(86,111,154,198)
/site_type="other"
/note=""substrate binding pocket"
/db_xref="CDD:29040"

Site order(179,185,191)
/site_type="other"
/note="membrane-bound complex binding site"
/db_xref="CDD:29040"

Site 228..233
/site_type="other"
/note="hinge residues"
/db_xref="CDD:29040"

CDS 1..280
/locus_tag="11mg_2330"
/coded_by=""NC_009004.1:2288241 . .2289083"
/note=""PF00497: Bacterial extracellular solute-binding
protein, family 3;
Family membership®
/transl_table=11
/db_xref="GenelD:4796941"

ORIGIN



1
61
121
181
241

mkkiklltla tlgiasigll aacsskdnss

gfeydilkaa
vrggidaifs
adrlsaiasg
tklgkdInae

dkdmkdykfe
tskenitkis
qidflfaska
Ikklyengtl

fkvyedsail
qglagktteip
paenlirgha
kelsekyfthd

skstdkvttv
aaldggraqi
agtnygdmfe
itglvdtvpt
shipaadqfk

tvatsaasvp
aannfgktka
swnknhpdkk
dInkgsefkt

yeysengkmt
rsekylfsyp
idvkysqgrpl
ydyfildnsqg

>gi]125625091 | ref]YP_001033574.1] amino-acid ABC transporter extracellular

[Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363]

MKKITKLLTLATLGIASIGLLAACSSKDNSSSKSTDKVTTVTVATSAASVPYEYSENGKMTGFEYD ILKAA
DKDMKDYKFEFKVYEDSAI1LAALDGGRAQIAANNFGKTKARSEKYLFSYPVRQGIDAIFSTSKENITKIS
QLAGKTTEIPAGTNYGDMFESWNKNHPDKK IDVKYSQRPLADRLSAITASGQIDFLFASKAPAENL IRQHA
ITGLVDTVPTDLNKQSEFKTYDYF ILDNSQTKLQKDLNAELKKLYENGTLKELSEKYFHDSHIPAADQFK

LipPred
Prediction Results

Query name: >gi|125625091|ref]YP_001033574.1|
Query result: lipoprotein

Cleavage residue: 23

Prediction confidence: 1

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

atgaaaaaaa
gctgcttgct
accgttgcaa
ggttttgaat
ttcaaagtct
gcggcaaata
gttcgtcaag
caacttgctg
agttggaata
gctgaccgtc
ccagcagaaa
gacttgaaca
accaaattac
aaagaactct
taa

taaaattatt
cgtcaaaaga
cttctgeege
atgatatttt
acgaagatag
attttggtaa
gaattgatgc
gcaaaacaac
aaaaccatcc
tatctgcgat
atttaatcag
aacaatctga
aaaaagattt
cagaaaaata

gactcttgca
taattcatct
ttctgtgect
aaaagcagct
tgcgattttg
aactaaagct
tattttctca
agaaattcct
cgacaaaaaa
tgctagtgga
acaacatgca
gtttaaaact
gaatgcagag
tttccatgac

acacttggaa
tctaaatcaa
tatgaataca
gacaaggaca
gctgctttag
cgttctgaaa
acttctaaag
gctggaacaa
attgatgtta
caaattgatt
attacaggtt
tatgattact
ctcaaaaaac
agccatattc

ttgcctcaat
cagataaagt
gcgaaaatgg
tgaaagatta
atggtggtcg
aatatctctt
aaaacatcac
actatggtga
aatatagcca
tcttatttge
tggttgatac
ttatccttga
tctatgaaaa
cagctgctga

tggcttactt
gacaacagta
taaaatgact
taaattcgag
cgcacaaatt
tagttatcct
taaaatttcc
tatgtttgaa
acgtccttta
ctctaaagca
tgttcccaca
taacagtcaa
cggaacgcta
tcaattcaaa

binding protein

>gi]125622882:2288241-2289083 Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363, complete genome

ATGAAAAAAATAAAATTATTGACTCTTGCAACACTTGGAATTGCCTCAATTGGCTTACTTGCTGCTTGCT
CGTCAAAAGATAATTCATCTTCTAAATCAACAGATAAAGTGACAACAGTAACCGTTGCAACTTCTGCCGC
TTCTGTGCCTTATGAATACAGCGAAAATGGTAAAATGACTGGTTTTGAATATGATATTTTAAAAGCAGCT
GACAAGGACATGAAAGATTATAAATTCGAGTTCAAAGTCTACGAAGATAGTGCGATTTTGGCTGCTTTAG
ATGGTGGTCGCGCACAAATTGCGGCAAATAATTTTGGTAAAACTAAAGCTCGTTCTGAAAAATATCTCTT
TAGTTATCCTGTTCGTCAAGGAATTGATGCTATTTTCTCAACTTCTAAAGAAAACATCACTAAAATTTCC
CAACTTGCTGGCAAAACAACAGAAATTCCTGCTGGAACAAACTATGGTGATATGTTTGAAAGTTGGAATA
AAAACCATCCCGACAAAAAAATTGATGTTAAATATAGCCAACGTCCTTTAGCTGACCGTCTATCTGCGAT
TGCTAGTGGACAAATTGATTTCTTATTTGCCTCTAAAGCACCAGCAGAAAATTTAATCAGACAACATGCA
ATTACAGGTTTGGTTGATACTGTTCCCACAGACTTGAACAAACAATCTGAGTTTAAAACTTATGATTACT
TTATCCTTGATAACAGTCAAACCAAATTACAAAAAGATTTGAATGCAGAGCTCAAAAAACTCTATGAAAA
CGGAACGCTAAAAGAACTCTCAGAAAAATATTTCCATGACAGCCATATTCCAGCTGCTGATCAATTCAAA
TAA



Extracellular

-N-N-N-N-N-ls

cytoplasm

Deoksiribonukleaza (Ilmg_0168)

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..261
/organism="Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363"
/strain="MG1363"
/db_xref=""taxon:416870"
Protein 1..261
/product=""deoxyribonuclease"
/EC_number="3.1.21.1"
/calculated_mol_wt=28386
Region 62..212
/region_name=""NUC"
/note=""DNA/RNA non-specific endonuclease; prokaryotic and
eukaryotic double- and single-stranded DNA and RNA
endonucleases also present in phosphodiesterases. They
exists as monomers and homodimers; cl00089"
/db_xref=""CDD:140428"
CDS 1..261
/locus_tag="11mg_0168""
/coded_by="NC_009004.1:158769. .159554""
/note=""DNA/RNA non-specific endonuclease;
High confidence in function and specificity”
/transl_table=11
/db_xref="GenelD:4798433"
ORIGIN
1 mnkkglktit svvaviiala vgyfgsgrlh lgggndssts ssqvstkala tsvkqaplpf
61 kngkgmvman tdalgravda hiqlkdsgep kvkrepltyn pvgwhnynfy ykksngsigk
121 mwliarghlv gygfsglnde arnlvpetaw fnggnftgtn dgntasmlyy enrldswlan
181 hpnyyldyqv tplykgnell prqirlayvg idknggslsi klgggreksg nggatvvvid
241 nvapnakiny adgtavntvk p

>gi1]125623046 | ref]YP_001031529.1] cremoris
MG1363]

MNKKQLKTITSVVAVI IALAVGYFGSGRLHLGQGNDSSTSSSQVSTKALATSVKQAPLPFKNQKQMVMAN

TDALGRAVDAH I QLKDSQEPKVKREPLTYNPVGWHNYNFYYKKSNGS I GKMWL I ARGHLVGYQFSGLNDE
ARNLVPETAWFNGGNFTGTNDGNTASMLYYENRLDSWLANHPNYYLDYQVTPLYKGNELLPRQIRLAYVG

IDKNGQSLS IKLGGGREKSGNGGATVVVLDNVAPNAKINYADGTAVNTVKP

deoxyribonuclease [Lactococcus lactis subsp.

Signal peptide: 31, 21, 15 (Augur)
Transmembrane prediction (TMHMM)

# Sequence Length: 261

# Sequence Number of predicted TMHs: 1

# Sequence Exp number of AAs in TMHs: 19.27502
# Sequence Exp number, first 60 AAs: 19.26444
# Sequence Total prob of N-in: 0.94913
# Sequence POSSIBLE N-term signal sequence



TMHMM2. 0
TMHMM2. 0
TMHMM2.0

inside 1 8
TMhelix 9 26
outside 27 261

Sequence
Sequence
Sequence

TMHMM posterior probabilities for Sequence
12 , " . . .

08

06 r

probability

04

0z r

100 150 200 250

outside

transmembrane inside

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

atgaataaga
gtgggatatt
agtagtcaag
aaaaaccaaa
cacattcaac
cctgttggcet
atgtggttga
gcaagaaatt
gatggaaata
catcctaact
ccacgccaaa
aaacttggcg
aatgtcgctc
ccttaa

aacaattaaa
ttggttctgg
tttccacaaa
aacaaatggt
ttaaagattc
ggcataatta
ttgcgcgtgg
tagttccgga
ctgccagcat
attatttgga
ttcgattggce
ggggacgtga
ctaatgctaa

aacaataaca
acgtttacat
agccttggcea
catggcaaat
gcaagaacct
taatttctat
acatttggtt
aactgcttgg
gctttattat
ttatcaagtc
ttacgttgga
aaagtctggg
aattaattat

agcgtggttg
ttagggcaag
acatcagtta
actgatgctt
aaagtaaaac
tacaagaaat
ggttatcaat
tttaacggtg
gaaaatcggt
actccacttt
atagataaaa
aatggtggag
gctgacggga

cagttattat
gaaatgattc
agcaagctcc
tagggcgtgc
gggaaccttt
ccaatggttc
tttctggttt
gaaatttcac
tagacagctg
acaaaggaaa
acggtcaaag
caactgttgt
ctgcagtcaa

tgcactagct
atctactagt
tttgcctttt
agttgatgcg
aacttataat
gattggtaaa
aaatgatgaa
gggaacgaat
gcttgctaat
tgagctcttg
cttgtcaatt
tgttcttgat
tacagtcaaa

>gi]125622882:158769-159554 Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363, complete genome
ATGAATAAGAAACAATTAAAAACAATAACAAGCGTGGTTGCAGTTATTATTGCACTAGCTGTGGGATATT
TTGGTTCTGGACGTTTACATTTAGGGCAAGGAAATGATTCATCTACTAGTAGTAGTCAAGTTTCCACAAA
AGCCTTGGCAACATCAGTTAAGCAAGCTCCTTTGCCTTTTAAAAACCAAAAACAAATGGTCATGGCAAAT
ACTGATGCTTTAGGGCGTGCAGTTGATGCGCACATTCAACTTAAAGATTCGCAAGAACCTAAAGTAAAAC
GGGAACCTTTAACTTATAATCCTGTTGGCTGGCATAATTATAATTTCTATTACAAGAAATCCAATGGTTC
GATTGGTAAAATGTGGTTGATTGCGCGTGGACATTTGGTTGGTTATCAATTTTCTGGTTTAAATGATGAA
GCAAGAAATTTAGTTCCGGAAACTGCTTGGTTTAACGGTGGAAATTTCACGGGAACGAATGATGGAAATA
CTGCCAGCATGCTTTATTATGAAAATCGGTTAGACAGCTGGCTTGCTAATCATCCTAACTATTATTTGGA
TTATCAAGTCACTCCACTTTACAAAGGAAATGAGCTCTTGCCACGCCAAATTCGATTGGCTTACGTTGGA
ATAGATAAAAACGGTCAAAGCTTGTCAATTAAACTTGGCGGGGGACGTGAAAAGTCTGGGAATGGTGGAG
CAACTGTTGTTGTTCTTGATAATGTCGCTCCTAATGCTAAAATTAATTATGCTGACGGGACTGCAGTCAA
TACAGTCAAACCTTAA
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Cytoplasm

Foldazni protein prsA prekurzor (Ilmg_1907)

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..308
/organism=""Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363"
/strain="MG1363"
/db_xref=""taxon:416870"

Protein 1..308
/product="foldase protein prsA precursor"
/EC_number="5.2.1.8"
/function="Parvulin-like peptidyl-prolyl isomerase"
/calculated_mol_wt=33520

Region 33..294
/region_name=""prsA"
/note="foldase protein PrsA; Reviewed; PRK01326"
/db_xref="CDD:134537"

CDS 1..308
/gene=""pmpA"
/locus_tag=""1Img_1907""
/coded_by="complement(NC_009004.1:1885919..1886845)"
/note="High confidence in function and specificity"
/transl_table=11
/db_xref="GenelD:4796714"

ORIGIN
1 mkfkklglvm atvfagaalv tlsgcsssds askdiitmkg dtirvsdlyk eakqfpsgpt
61 ntllignltfd kiftkdfgke vtdkdvnkkv kslkdqygsq fasalqqqgl teasftpymr
121 tgmleqaaid heieatqytd anlkkawesy hpdvtayvvs etskdaatka ldaakkddag
181 kasfektnaa nkvtfnstst tvptevqgtaa fklkngefss viestsastg atsyyivemv
241 kssekgsdmn kykkelknvi kaekeqdttf vsgviakylk knnvtvkesa fasifsqgftq
301 tsstsssk

>gi]125624690| ref]YP_001033173.1] foldase protein prsA precursor [Lactococcus lactis subsp.
cremoris MG1363]

MKFKKLGLVMATVFAGAALVTLSGCSSSDSASKD I ITMKGDT IRVSDLYKEAKQFPSQPTNTLLQNLTFD
KIFTKDFGKEVTDKDVNKKVKSLKDQYGSQFASALQQQGLTEASFTPYMRTQMLEQAAIDHEIEATQYTD
ANLKKAWESYHPDVTAYVVSETSKDAATKALDAAKKDDAGKASFEKTNAANKVTENSTSTTVPTEVQTAA
FKLKNGEFSSVIESTSASTGATSYY IVEMVKSSEKGSDMNKYKKELKNV IKAEKEQDTTFVSGVIAKYLK
KNNVTVKESAFASIFSQFTQTSSTSSSK

Signal peptide: 32,32, 12 (Augur)

LipPred
Prediction Results



Query name: >gi|125624690|ref]YP_001033173.1|
Query result: lipoprotein

Cleavage residue: 25

Prediction confidence: 0.99

ORIGIN

1 ttgaaattca aaaaactcgg attagttatg gctacagtct ttgccggagc cgcattggta
61 accttgtctg gttgctcaag cagtgattca gcaagcaagg atatcatcac aatgaaaggt
121 gataccattc gcgtttctga tttatacaag gaagctaaac aattcccgtc acaaccgaca
181 aatactttgc ttcaaaattt aacctttgat aaaattttta ctaaagattt tggaaaagaa
241 gttactgata aagatgtcaa caaaaaagtt aaatctctca aagatcagta tggaagccaa
301 tttgcctcag ctttgcaaca acaaggtttg acagaagcaa gtttcacacc atacatgcgt
361 acacaaatgc ttgagcaagc agcaattgac cacgaaatcg aagcaacgca atatactgat
421 gcaaatctca aaaaagcttg ggaatcttat catccagatg taacagctta tgttgtttct
481 gaaacttcaa aagatgcagc gactaaagct ttagatgctg ctaaaaaaga tgatgctggt
541 aaagcaagct ttgagaaaac aaatgctgca aataaagtca cttttaattc aacatcaaca
601 actgtgccaa ctgaggttca aactgcagca tttaagttga aaaatggtga attttcaagc
661 gtaattgaat ctactagtgc atcaactggt gctacttctt actacattgt tgagatggtt
721 aaatcttctg aaaaaggtag tgatatgaac aagtataaaa aagaacttaa aaatgtcatt
781 aaagctgaaa aagaacaaga tacaaccttt gtcagcggag ttattgctaa gtaccttaaa
841 aagaataatg tcactgtgaa agaatctgct tttgcatcaa tcttctcaca attcactcaa

901 acatcaagta catcttcatc taaataa

>gi]125622882:c1886845-1885919 Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363, complete genome
TTGAAATTCAAAAAACTCGGATTAGTTATGGCTACAGTCTTTGCCGGAGCCGCATTGGTAACCTTGTCTG
GTTGCTCAAGCAGTGATTCAGCAAGCAAGGATATCATCACAATGAAAGGTGATACCATTCGCGTTTCTGA
TTTATACAAGGAAGCTAAACAATTCCCGTCACAACCGACAAATACTTTGCTTCAAAATTTAACCTTTGAT
AAAATTTTTACTAAAGATTTTGGAAAAGAAGTTACTGATAAAGATGTCAACAAAAAAGTTAAATCTCTCA
AAGATCAGTATGGAAGCCAATTTGCCTCAGCTTTGCAACAACAAGGTTTGACAGAAGCAAGTTTCACACC
ATACATGCGTACACAAATGCTTGAGCAAGCAGCAATTGACCACGAAATCGAAGCAACGCAATATACTGAT
GCAAATCTCAAAAAAGCTTGGGAATCTTATCATCCAGATGTAACAGCTTATGTTGTTTCTGAAACTTCAA
AAGATGCAGCGACTAAAGCTTTAGATGCTGCTAAAAAAGATGATGCTGGTAAAGCAAGCTTTGAGAAAAC
AAATGCTGCAAATAAAGTCACTTTTAATTCAACATCAACAACTGTGCCAACTGAGGTTCAAACTGCAGCA
TTTAAGTTGAAAAATGGTGAATTTTCAAGCGTAATTGAATCTACTAGTGCATCAACTGGTGCTACTTCTT
ACTACATTGTTGAGATGGTTAAATCTTCTGAAAAAGGTAGTGATATGAACAAGTATAAAAAAGAACTTAA
AAATGTCATTAAAGCTGAAAAAGAACAAGATACAACCTTTGTCAGCGGAGTTATTGCTAAGTACCTTAAA
AAGAATAATGTCACTGTGAAAGAATCTGCTTTTGCATCAATCTTCTCACAATTCACTCAAACATCAAGTA
CATCTTCATCTAAATAA

Extracellular

cytoplasn

Bazi¢ni membranski protein A (Ilmg_1064)

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..351
/organism=""Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363"
/strain="MG1363"



/db_xref=""taxon:416870"

Protein 1..351
/product="basic membrane protein A"
/function="Uncharacterized ABC-type transport system,
periplasmic component/surface lipoprotein”
/calculated_mol_wt=36730

Region 39..321
/region_name="PBP1_BmpA_PnrA_like"
/note="Periplasmic binding domain of basic membrane
lipoprotein, PnrA, in Treponema pallidum and its homologs
from other bacteria and archaea. The PnrA lipoprotein,
also known as Tp0319 or TmpC, represents a novel family of

bacterial purine nucleoside...; cd06354"
/db_xref="CDD:107349"
Site order(45..46,55,130,177,205,231,260,286)

/site_type=""other"
/note="ligand binding site"
/db_xref="CDD:107349"

CDS 1..351
/gene=""bmpA"
/locus_tag=""11mg_1064""
/coded_by="NC_009004.1:1023690. .1024745"
/note="Conserved hypothetical protein”
/transl_table=11
/db_xref="GenelD:4796662"

ORIGIN
1 mkkrviavsa ialasvavla gcrshdasgt sgkvktdlka aivtdangvn drsfngsawe
61 glgswgkenn lkkgtgytyf gsnsasdytt nynsaeqqgy kllfgigfsl gdatsaaakn
121 npksnfvivd svikdgknvt satfadnesa ylagvaaaka tktnkigfig gmgsdvitrf
181 ekgyvagaks vksdikvdiq yagsfsdaak gktiaaamyg sgddvvyqca ggvgtgvfse
241 akalnsskne adkvwvigvd qdgeylgkyk skdgkdsnfv lvstikevgt vvkdiadktk
301 dgkfpggtiv tynlknggvd Igldnatsei kdavakaktd iidgkitvps k

>gi]125623895|ref]YP_001032378.1] basic membrane protein A [Lactococcus lactis subsp.
cremoris MG1363]

MKKRV IAVSATALASVAVLAGCRSHDASGTSGKVKTDLKAATVTDANGVNDRSFNQSAWEGLQSWGKENN
LKKGTGYTYFQSNSASDYTTNYNSAEQQGYKLLFGIGFSLQDATSAAAKNNPKSNFV VDSV IKDQKNVT
SATFADNESAYLAGVAAAKATKTNKIGF1GGMQSDV I TRFEKGYVAGAKSVKSD IKVD 1QYAGSFSDAAK

GKT IAAAMYGSGDDVVYQCAGGVGTGVFSEAKALNSSKNEADKVWY I GVDQDQEYLGKYKSKDGKDSNFV

LVSTIKEVGTVVKD IADKTKDGKFPGGT IVTYNLKNGGVDLGLDNATSE IKDAVAKAKTDI IDGKITVPS

K

LipPred

Prediction Results

Query name: >gi|125623895|ref]YP_001032378.1|
Query result: lipoprotein

Cleavage residue: 22

Prediction confidence: 1

Signal peptide: 41, 27, 13 (Augur)

ORIGIN

1 atgaaaaaac gcgtaatcgc agttagtgct attgcacttg catcagtcgc agtccttgca
61 ggatgtcgtt cacatgacgc atctggaact tcaggtaaag taaaaactga ccttaaagca
121 gcaatcgtca ccgatgctaa tggtgtaaat gaccgttcgt ttaaccaatc cgcttgggaa
181 ggtcttcaaa gctgggggaa agaaaataac ctgaaaaaag gtactggata cacttacttc
241 caatctaatt cagcttcaga ttacacgact aactataact ctgcggagca acaaggttac
301 aaacttttgt ttggtattgg attctcttta caagatgcga catcagcagc tgcgaaaaat
361 aatccaaaat ctaactttgt tatcgttgac tctgtcatta aagaccaaaa gaatgtaact
421 tcagcaactt ttgcagataa cgaaagtgct tatcttgctg gtgtagctgc ggccaaagca
481 actaaaacga acaaaattgg tttcatcggt gggatgcaat ccgatgttat tactcgtttt
541 gaaaaaggtt atgtagctgg tgccaagtct gtaaaatcag acatcaaagt tgatattcaa
601 tacgctggtt ctttctctga tgcggctaaa ggtaaaacaa ttgcagcagc tatgtatggt
661 tctggtgatg atgttgttta ccaatgtgcg ggtggcgtag gaacaggtgt cttcagtgaa
721 gctaaagcct tgaactcaag caaaaatgaa gctgacaaag tttgggttat cggtgttgac
781 caagaccaag aataccttgg aaaatataaa tctaaagacg gtaaagattc taactttgtt
841 cttgtttcaa caatcaaaga agtaggaact gttgtaaaag acattgctga caagactaaa
901 gacggtaaat tccctggtgg aacaatcgtt acttacaacc ttaaaaatgg tggtgtagat
961 ttaggacttg ataacgcaac ttcagaaatt aaagatgctg ttgccaaagc caaaacagat
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ATGAAAAAACGCGTAATCGCAGTTAGTGCTATTGCACTTGCATCAGTCGCAGTCCTTGCAGGATGTCGTT
CACATGACGCATCTGGAACTTCAGGTAAAGTAAAAACTGACCTTAAAGCAGCAATCGTCACCGATGCTAA
TGGTGTAAATGACCGTTCGTTTAACCAATCCGCTTGGGAAGGTCTTCAAAGCTGGGGGAAAGAAAATAAC
CTGAAAAAAGGTACTGGATACACTTACTTCCAATCTAATTCAGCTTCAGATTACACGACTAACTATAACT
CTGCGGAGCAACAAGGTTACAAACTTTTGTTTGGTATTGGATTCTCTTTACAAGATGCGACATCAGCAGC
TGCGAAAAATAATCCAAAATCTAACTTTGTTATCGTTGACTCTGTCATTAAAGACCAAAAGAATGTAACT
TCAGCAACTTTTGCAGATAACGAAAGTGCTTATCTTGCTGGTGTAGCTGCGGCCAAAGCAACTAAAACGA
ACAAAATTGGTTTCATCGGTGGGATGCAATCCGATGTTATTACTCGTTTTGAAAAAGGTTATGTAGCTGG
TGCCAAGTCTGTAAAATCAGACATCAAAGTTGATATTCAATACGCTGGTTCTTTCTCTGATGCGGCTAAA
GGTAAAACAATTGCAGCAGCTATGTATGGTTCTGGTGATGATGTTGTTTACCAATGTGCGGGTGGCGTAG
GAACAGGTGTCTTCAGTGAAGCTAAAGCCTTGAACTCAAGCAAAAATGAAGCTGACAAAGTTTGGGTTAT
CGGTGTTGACCAAGACCAAGAATACCTTGGAAAATATAAATCTAAAGACGGTAAAGATTCTAACTTTGTT
CTTGTTTCAACAATCAAAGAAGTAGGAACTGTTGTAAAAGACATTGCTGACAAGACTAAAGACGGTAAAT
TCCCTGGTGGAACAATCGTTACTTACAACCTTAAAAATGGTGGTGTAGATTTAGGACTTGATAACGCAAC
TTCAGAAATTAAAGATGCTGTTGCCAAAGCCAAAACAGATATCATTGATGGAAAAATTACTGTTCCTTCA
AAATAA

Extracellular

Cytoplasn



