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|. Bevezetés

A B-laktamdz enzimek feleldsek a baktériumok B-laktam antibiotikumokkal szemben
antibiotikum molekuldk valtoztatdsaval hatékonyabb gydgyszerek fejleszthetok, a
multirezisztens baktériumok egyre nagyobb egészségligyi veszélyt jelentenek. Az EU
jelentése szerint csak Eurdpaban évente ~25 ezer ember hal meg ugynevezett
szuperbaktériumok  (antibiotikumoknak  kiilondsen ellenallo  korokozok) okozta

megbetegedésben.

A TEM-1-B-laktamaz, bar nem metalloenzim, rendelkezik lehetséges fémkotd
helyekkel. Laboratoriumunkban ezt az enzimet nikkel(Il)-affinitds kromatografias
modszerrel sikeriilt tisztitani®, ami alatdmasztja azt a feltételezést, hogy az enzim fémionokat
kothet meg. Emiatt érdemes megvizsgalni, hogyan hatnak a kiilonb6z6 fémionok az enzimre,
¢és hogyan viselkedik fémionok jelenlétében a B-laktam antibiotikumokkal szemben. TDK
munkam soran a nikkel(Il), kadmium(II) és higany(Il) fémionok hatdsat tanulményoztam a

TEM-1 B-laktamaz enzim szerkezetére, illetve aktivitasara.



Il. Irodalmi attekintés

2.1. p-laktamaz enzimek

A B-laktamazok a legelterjedtebb olyan enzimek, amelyek baktériumok
rezisztenciajat biztositjak a béta-laktam antibiotikumokkal szemben. Az enzimek
osztalyozasara két rendszert hasznalnak: a Bush—Jacoby—Medeiros aktivitas-alapu rendszert
¢s az Ambler rendszert, amely a szekvencia informaciokon alapul. Ez utobbi a B-
laktamazokat négy, A, B C és D osztalyba sorolja, amelyeket specifikus szekvencia-
motivumok alapjan azonositanak, ugyanakkor a hidrolitikus mechanizmus alapvetd
sajatsagai is megkiilonbozteti 6ket. Egy tovabbi felosztasban az aktiv hely szerint az enzimek
harom osztalya (A, C és D) n. szerin hidrolaz, mig a B osztaly egy vagy két fémiont igényel
a katalitikus aktivitashoz (metallo-B-laktamazok vagy MBL-ek). Habar mind a négy osztaly
képviseldi gyakoriak, mindegyik osztalyon beliil néhany enzimcsalad latvanyosan sikeres
volt, és széles korben elterjedt. Az A osztalyban a TEM-1 a leggyakoribb, plazmid
(cirkularis DNS hordozo) altal kozvetitett béta-laktamaz enzim (1. abra), mely jelentdsen
hozzajarult a baktériumok béta-laktam antibiotikumokkal szembeni rezisztenciajahoz? .
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1. abra. A TEM-1 B-laktamaz enzim aminosav szekvenciaja és 3D-szerkezeti abraja. A jobb
oldali abran kiemeltem a lehetséges fémkotd (His, Cys, Met) helyeket, és az aktiv centrumot

alkot6 aminosavakat (PDB kod:1zg4). Az abra a PyMol programmal késziilt.



Az A osztalyt B-laktamazok aktiv helyén altalaban a négy jellemz6 motivum egyike
talalhato meg: S70-X-X-K, S¥0-X-N, K#4-T/S-G, és a Q-hurok. A TEM-1 B-laktamazban az

S70-X-X-K motivum a 70. pozicidban szerin és a 73. pozicioban lizin aminosavat tartalmaz®.

2.2. p-laktamaz enzimek miikédési mechanizmusa
A pB-laktamazok hatastalanitjadk a p-laktdm antibiotikumokat azaltal, hogy
katalizaljak a B-laktam gytrti hidrolizisét. A reakcio a 2. abran bemutatott korfolyamatokkal

irhaté le egy szerin, illetve egy metallo-B-laktamaz esetében.
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2. abra. Egy szerin (a), illetve egy metallo-B-laktamaz (b) miikodési mechanizmusanak

sematikus abraja.3®
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Bar a szerin B-laktamazok harom osztalya szekvenciaban jelentésen kiilonbozik,
mindegyik egy acilezés-deacilezés mechanizmuson at segiti el6 a reakci6 lejatszodasat, ami
a szerin proteazok mitkodési mechanizmusara emlékeztet. A nukleofil tulajdonsaga szerint
egy bazis aktivalja, igy az a hasado B-laktam-amid karbonil-szenét tamadja, 1étrehozva az
acilenzim intermediert egy tetraéderes oxianion atmeneti allapoton keresztiil (2. abra (a)
mechanizmusa). A kovetkez6 1épésben egy vizmolekulat, az ugynevezett deacilez6 vizet,

aktivalja egy bazis eldsegitve az acilenzim hidrolizisét, és a termék felszabadulasat.®

2.3. A p-laktamaz enzimek dltal katalizalt reakcio kinetikdja

A B-laktamazok legfontosabb jellemzdje az, hogy képesek hidrolizalni a -laktam
antibiotikumokat. Mint ilyen, a hidrolitikus aktivitast (szubsztratprofil) elsé vonalbeli
paraméterként hasznaltdk a [-laktamazok jellemzésében. A [-laktamazok (E) ugy
mitkddnek, hogy el6szor megkotik az B-laktam szubsztratot (S) egy nem kovalens Michaelis
komplexben (E - S). Ebben a szakaszban az enzim és a szubsztrat disszocialhat, vagy a
hidrolitikus reakci6 jatszodik le tigy, hogy a legtobb klinikailag fontos -laktamaz esetében
elobb egy acilenzim képzddik egy szerin-hidroxilcsoportjan (E-S) keresztiil, majd ennek a
kovalens komplexnek a dezacilezése a felnyilt gytiriis termék (P) képzddését eredményezi

(1. egyenlet)®.

E+S=E-S—E-S—E+P (1. egyenlet)

A hidrolizis sebessége meghaladhatja az egy enzimmolekula altal 1000 molekula
hidrolizalt antibiotikumot masodpercenként. Ezt az 1. egyenlet utolso 1épésére vonatkozd
sebességi allando adja meg, melyet Keat-tal is szokas jel6lni, és amely aranyos a gyakorlatban
sokszor mért Vmax értékkel. Minden p-laktamaznak megvan a maga jellemzd
hidrolizissebesség-tartomanya specifikus antibiotikum(ok)ra vonatkozéan. A 1étezé p-
laktamazok sokfélesége miatt sziikségessé valt olyan kritériumok kidolgozasa, amelyek
alapjan ezek az enzimek Osszehasonlithatok. A  B-laktamazok osztalyainak
megkiilonboztetésére haszndlhaté egyik o jellemzd az enzimek "szubsztratprofilja". A
szubsztratprofilok szdmos olyan paraméteren alapulhatnak, amelyek a specifikus B-

laktamok hidrolizisének sebességével kapcsolatosak.’



Az inhibitorok hatdsanak vizsgélata az enzimekre szintén alkalmas a katalitikus
folyamatok jellemzésére. Az enzim inhibitor kolcsonhatas lehet reverzibilis vagy
irreverzibilis. Az inhibitorok osztalyanak meghatarozasa azért fontos, mert jelzést ad a gatlas
hatdsanak tartossagara vonatkozoan. A 3. abran a PB-laktaméz inhibitorok két osztalyat
abrazolo sémak lathatok. Reverzibilis inhibitorok azok, amelyek az enzimhez oly médon
kotddnek, hogy az enzimaktivitas helyreallithato. A 2. egyenlet egy enzim (E) és egy

reverzibilis, nem kovalens inhibitor (R) kozott 1étrejott egyensulyt szemlélteti:’

E+R=E-R (2. egyenlet)

Reverzibilis gatlas

Irreverzibilis gatlas
—
D =@ - (o
E E-l E-1 E-1*
3.4bra. Reverzibilis és irreverzibilis enzimgatlds sematikus abréaja’

Az aktiv helyhez vagy ahhoz kozel kotddd B-laktaméazok inhibitorai gyakran (-
laktamok. Bar ezek a molekulak inhibitorként miikodhetnek, szubsztratként hidrolizalhatok
is. Igy sok reverzibilis inhibitor valoban gyenge szubsztrat, amelyek nagy affinitassal
kotoédnek, de Kis sebességgel hidrolizalnak. A reverzibilis inhibitorokat egy Ki egyensulyi
allandoval jellemezhetjiik, amely a k-1/k1 sebességi allandok aranyaval egyenld. A K érték
fliggetlen a szubsztrat koncentraciojatol, és az inhibitor enzimhez valé affinitasat jellemzi.
Az irreverzibilis inhibitorok miikddéséhez altalaban véges iddre van sziikség. A gatlas ezen

1dofliggeése a kovetkezd reakcidsorozat eredménye:

E+I=2=E-I1 >E-1—E-TI (3. egyenlet)’



ahol E az enzim, I az inhibitor, E - I egy olyan reverzibilis komplex, amely szabad enzimmé
¢s inhibitorra disszocialhat, vagy kovalens komplexet képezhet (acil enzim), az E — [ és az

E + I" olyan inaktivalt enzimet jelent, amely nem képes a szubsztrat feldolgozaséra.’

2.4. A Hg(Il) affinitisa a B-laktamdzokhoz

A Hg(ll) foként a tiolokat (pl cisztein), illetve a tioétereket (pl. metionin) tartalmazo
fehérjékhez képes kotddni. A higanyvegyiiletek altal kifejtett toxikus hatas leggyakrabban a
Hg(ll) szoros kotddésének tulajdonithatéd a kritikus enzimek olyan aminosavaihoz, mint a
cisztein és a szelenocisztein. Az —SH csoport kulcsfontossagu az enzimaktivitas
szempontjabol. A Hg(ll) kotédése soran az —SH csoport kénatomjanak nukleofilitasa
jelentésen lecsokken. Figyelembe kell venni, hogy a Hg(Il) és mas nehézfém-kationok a
hianyaban a Hg(II) potencialis kotéhelye a hisztidin oldallanc is. A hard-soft elmélet alapjan
a Hg(Il) soft Lewis sav, és ezaltal kozepes affinitasa van a N-alapi donorcsoportokhoz (1.

tablazat).®

1. tablazat. 1:1 Hg(I1):ligandum komplexek képzédési allandoi (Kr) &.

T ok | e gk
s* 52,7 NH3 8,80
Merkaptoszukcinilsav 16,3 CHsNH:2 8,66
Merkaptoecetsav 15,9 Pirimidin 5,10
-merkaptoetanol 15,1 Imidazol 3,57
Cisztein 14,4 Hisztidin 7,28
Hisztidin-Me-észter 5,33



1. Célkitiizés

TDK munkém célja volt, hogy eldallitsam és tisztitsam a TEM-1 -laktamdz fehérjét,

valamint, hogy tanulmdnyozzam nikkel(Il), kadmium(II) és higany(Il)-ionok hatasat az

enzim oldatbeli szerkezetére, illetve katalitikus aktivitasara. A tanulmanyozni kivant

rendszerek meglehetésen bonyolultak, ezért céljaim eléréséhez kisérleteim soran tobbféle

modszert terveztem felhasznélni a megfeleld részlépésekben:

Fehérjetisztitas Ni(ll)-ionaffinitds kromatografiaval, majd a tisztitott fehérje
A fehérje oldatbeli szerkezetének vizsgalata cirkularis dikroizmus spektroszkopia
segitsegével.

Baktériumsejtek antibiotikum/fémion rezisztenciajanak vizsgalata kiilonb6zo
fémionok jelenlétében M9 minimalis tapoldatban.

A kiilonb6z6 fémiont tartalmazo tapoldatokban ndvesztett baktériumtenyészetekbol
kinyert TEM-1 B-laktamaz fehérje vizsgalata gélelektroforézissel.

Ampicillin hidrolizisének vizsgdlata TEM-1 B-laktamaz enzim segitségével Hg(Il)

kornyezetében spektrofotometrias mérésekkel.
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1V. Kisérleti rész

4.1. Fehérjetisztitis

4.1.1. Elso és masodik IMAC lépés

A fehérjetisztitashoz Ni(ll)-ionaffinitas kromatografiat alkalmaztunk (IMAC:
Immobilized metal ion affinity chromatography). A TEM-1 B-laktamaz tartalma sejt
lizatumot kétszer tisztitottuk XK 16/20 oszlopon, amelyben Ni(ll)-tartalma IMAC
Sepharose 6 FF gyanta volt. A lizatummal felt6ltott oszlopot 4-5 oszloptérfogatnyi (CV)
100%-0s A1(PBS: 0.14 M NaCl, 2.7 mM KCI, 10.0 mM NazHPOs, 1.8 mM KH2PO4, pH
7,3) pufferrel mostuk. A fehérjét a By puffer (500 mM imidazol-t tartalmaz6 PBS) szazalékos
aranyanak novelésével a kovetkez6 gradienssel elualtuk: 0-50% 1,5 CV-ben (6 perc); 50%
2,0 CV esetén (8 perc); 50-100% 1,5 CV-ben (6 perc), majd 100% -on tartva 2,5 CV-ig (10
perc). A fehérjét tartalmazo frakciokban a puffert ultrasziiréssel PBS-re cseréltiik. A masodik
IMAC Iépésben a gyantara felvitt mintat 5 CV A pufferrel (PBS, 250 mM NaCl) mostuk.
A TEM-1 B-laktamazt ezutan névekvé aranyt B pufferrel (250 mM imidazolt tartalmazo
PBS) elualtuk.

4.1.2. Anioncsere

Az utolso tisztitasi 1épés anioncsere volt HiPrep QSepharose FF oszlopon (GE
Healthcare/Bio-Science). A fehérjét 5 CV 20 mM Tris-HCI, pH 7,5 (As puffer) mostuk, majd
1000 mM NaCl 20 mM Tris-HCI-ben (Bs puffer), pH 7,5 gradienssel elualtuk a
kovetkezoképpen: 0-60% 4,5 CV (18 perc); 60% 2,5 CV esetén (10 perc), majd 100% 4 CV
esetén (16 perc). A mérés soran 7 ml-enként gyiijtottiink frakcidkat, majd az eltcios frakciok

pufferét végiil ultrasziiréssel 20 mM Tris-HCl-re (pH 7,5) cseréltiik.

4.2. A tisztitott TEM-1 p-laktamaz vizsgalata SDS PAGE modszerrel
4.2.1. SDS PAGE alapjai

A kiilonbozé fehérjék molekulaméretiik és toltésiik szerint gélelektroforézissel
egymastol elvalaszthatok, mivel ezek a tényezok hatarozzék meg, hogy milyen sebességgel
haladnak a gélben az elektroforézis soran. Az SDS PAGE moddszer magaban foglalja a
fehérjék denaturalasat natrium-dodecil-szulfat (SDS) detergenssel, ¢és egyenaramu
elektromos fesziiltség hatasara a poliakrilamid gélben torténd vandorlast, amit poliakrilamid
gélelektroforézisnek (PAGE) neveznek. Az SDS erésen kotédik a fehérjékhez. Atlagosan

egy detergens molekula kétddik két aminosavhoz, ha az SDS 0,1%-ban van jelen. SDS-sel
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forralva tehat a fehérjék molekulaméretiikkel aranyos negativ toltést kapnak, és igy
molekulaméretiiknek megfeleléen haladnak a poliakrilamid gélben. Minél kisebb a fehérje
mérete, annal gyorsabban halad at a gél pérusain. A poliakrilamid gélt akrilamid monomerek
és a megfeleld térhalositd anyag monomerek megfelel aranyban torténd polimerizalasaval
allitjak el6. A leggyakrabban hasznalt térhalosité szer az N,N’-metilén-bisz-akrilamid. A
polimerizaciét altaldban ammonium-perszulfattal (APS) inditjak, és a reakciot N,N,N’,N’-
tetrametilén-diamin (TEMED) katalizator hozzdadasaval gyorsitjadk. A ndvekvo
poliakrilamid lancok térhéldsitasaval haromdimenzios haldzat jon 1étre. Az akrilamid és a
térhalositd szer koncentracidja hatdrozza meg a polimerek hosszat és a térhalosodas
mértékét, ami viszont befolyasolja a gél fizikai tulajdonsagait, példaul a strtséget,
rugalmassagot, torékenységet, és ami a legfontosabb, a porusméretet. Ezért gondosan meg
kell fontolni az akrilamid koncentracid kivalasztasat a kiilonbozd fehérjék optimalis
elvalasztasa érdekében. A nagy porusméretii gélek lehetdvé teszik a nagyméretii fehérjék
gyorsabb futasat, mig a nagy strliségli gélek lassitjak a nagy fehérjéket, lehetové téve a

kisebb molekulak jobb elvalasztasat®.

4.2.2. Tisztitott TEM-1 f-laktamaz vizsgalata SDS PAGE médszerrel

A TEM-1 B-laktamaz tisztitasat 12,5 tomeg/térfogat (w/v) % natrium-dodecil-
szulfat-poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS PAGE) kovettiik. Hét festetlen fehérje
keverékét (116, 66,2, 45, 35, 25, 18,4, és 14,4 kDa) alkalmaztuk molekularis markerként
(Thermo Scientific #26610). A kisérletet szobahémérsékleten, 70 V-on 30 percig, majd 120
V-on 150 percig végeztiik, katodpufferként 0,1 M Tris-HCI-t, 0,1 M tricint és 0,1 % (w/v)
SDS-t, pH 8,3, anddpufferként 0,2 M Tris-HCI, pH 8,9 alkalmaztunk.

4.3. Tisztitott fehérje koncentraciojanak meghatarozdsa

Az SDS PAGE alapjan egyesitett tisztitott fehérjét tartalmazo frakciok

crer

hullamhossz-tartomanyban. A mérést 25°C-on 1,0 cm-es szlkitett kvarckiivettaban

végeztem.
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4.4, Cirkularis dikroizmus spektroszkopids vizsgalatok

4.4.1. A cirkularis dikroizmus spektroszkopia alapjai

Fémionokat kiilonb6z6 koncentracioban tartalmazé6 TEM-1 B-laktamaz
enzimoldatokat cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopiaval vizsgaltuk. A CD
spektroszkopia a balra, illetve jobbra cirkularisan polarizalt fény elnyelésének kiilonbségén
alapszik, és olyan optikailag aktiv molekuléak jellemzésére hasznaljak. Amikor egy linearisan
polarizalt fényhulldm halad 4t egy optikailag aktiv kiralis vegytileten, elliptikusan polarizalt

fényhullam jon 1étre.

Az ellipticitas ($) ezzel az egyenlettel adhaté meg, ahol i és 1
m

:m a balra, illetve jobbra cirkuldrisan polarizalt fény abszorpcids
= M

indexe A hulldimhosszon.

A CD spektrumbol kiilonbozo informécio nyerheto ki, attol fiiggden, hogy tavoli vagy kozeli
UV hullamhossz-tartomanyban végezziik a mérést. A tavoli-UV (160-240 nm) spektrum a
fehérje masodlagos szerkezetérdl ad informéciot, ahol a kromofér a peptidkotés. A
masodlagos szerkezet az aminosavak térbeli elrendezddését irja le, amely lehet a-hélix, B-
redd, kanyar és egyéb/rendezetlen. A masodlagos szerkezeti elemekre eltérd alaku és
intenzitast tavoli UV-CD spektrum jellemzd. A tavoli-UV 190-220 nm hullamhossz-
tartomanyaban a fehérje peptidkotésében 220 nm-nél n-n*, 190 nm-nél n-n* atmenet
torténhet, ez a két atmenet keveredik a fehérje kiralis kornyezetében, és sajatos spektrumot
eredményez a fehérjében jelenlévé minden egyes masodlagos szerkezeti elem szamara.

(4.4bra)

Ellipticitas (deg em?dmol")

0 13
~10000 [~
20000

L L L L 1 L L

170 180 190 200 210 220 230 240 250

Hullamhossz (nm)

4. abra. Egy a-hélix (piros), B-redd (z61d) és egy véletlen gombolyag fehérjére (kék)

jellemzd CD spektrum?®,
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A m-m* atmenet 190 nm-nél pozitiv, mig 208 nm-nél negativ csticsot eredményez -
hélixnél, amellett negativ csticsot eredményez 220 nm-nél a n-n* adtmenet, mig, amint az a
4. abran is lathaté az egyéb szerkezetekre jellemzé spektrumok ettdl eltéréek. 1° A tiszta”
masodlagos szerkezetekre jellemzd CD spektrumok alapjan, azok linearis kombinacidjaval
lehetséges a mért CD spektrumokbol az adott fehérje masodlagos szerkezeti dsszetételének
becslése. A fehérje harmadlagos szerkezete a haromdimenzids szerkezet, amirdl a kozeli UV
hullamhossz-tartomdnyban mért CD spektrum ad informdacidt. Azonban e savok kis
intenzitasa miatt ilyen méréshez joval nagyobb mennyiségi fehérje sziikséges, mint a tavoli

UV tartomanyban végzett mérésekhez

4.4.2. A CD mérés menete

A TEM-1 B-laktamaz enzim a-hélixekben gazdag szerkezetét Hg(I1), Ni(II) és Cd(II)
fémionok jelenlétében vizsgaltuk 2:1, 5:1 és 10:1 fémion:enzim ardnyoknal. A méréseket
egy Jasco J-1500 CD spektrométerrel végeztiik 300-180 nm hullamhossz-tartomanyban, 0,2
mm athossza Hellma kvarc kiivettaval, 1,0 nm savszélesség, 50 nm/perc pasztazasi sebesség,

folyamatos pasztazasi lizemmod beallitasokkal.

S.4bra. A Jasco J-1500 CD spektrométer
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4.5. Fémionokat tartalmazo M9 tapoldatban szaporitott baktériumsejtek
ellendllo-képességének vizsgalata

Az M9 minimal tapoldat a baktériumsejtek szaporodasdhoz minimalisan sziikséges
anyagokat tartalmazza. Az ilyen tapoldat alkalmas lehet arra, hogy a hozzaadott fémionok
bakériumsejtekre gyakorolt hatasat tanulmanyozzuk. 1L M9 tapoldat elkészitéséhez

felhasznalt anyagok:

~ 7,59 NazHPOs*2H20
— 3,09 KH2PO4

— 0,59 NaCl

— 1,0 g NH4CI

— vizzel 1L-re egészitjiik ki.

Ezt az oldatot 1 oran keresztiil autoklavban sterilizaltuk, majd adtunk hozza 10 ml
20% D-gliik6zt, 2 ml 1 M MgSOs-ot, és 100 pl 1 M CaClz-ot. A TEM-1 B-laktamazt termel6
sejteket tartalmazo LB tapoldatot 15 °C-on 15 percig centrifugaltuk, majd a sejteket M9
tapoldattal mostuk, és ismét centrifugaltuk 15 percig. Ezt kovetden (1j M9 tapoldatot adtunk
a sejtekhez, és felszuszpendalas utan még annyi tapodatot, hogy az ODeoo 0,6 alatti érték
legyen. A laboratoriumunkban talalhaté miiszer McFarland egységeket mér. A McFarland
sztenderdeket arra hasznaljuk, hogy egy szuszpenzioban a baktériumok szamat
hozzavetdlegesen meghatarozzuk turbiditds méréssel. 1,0 McF kozelitdleg 3x108 sejt/ ml, és
1,0 ODegoo kozelitsleg 8x10° sejt/ml 1213, A mért érték 1,38 MCF lett. Ehhez adtuk hozza a
2. tablazat (1d. kés6bb az eredmények targyalasanal) alapjan a fémionokat, illetve izopropil-
B-D-tiogalaktopiranozidot (IPTG). Az IPTG a laktoz egyfajta nem metabolizalhato analogja,
amelyet széles korben hasznalnak heterogén génexpressziorall. Ennek hatdsara a TEM-1 B-
laktamaz enzim tultermelddik a sejtekben. Egyes baktériumtenyészetekhez Ampicillin

(Amp — 6. abra) antibiotikumot is adtunk dsszehasonlitas céljabol.

6. abra. Az ampicillin szerkezeti képlete'?
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Ezt kovetéen az oldatok McFarland értékeit rogzitettiik oranként mintat véve a

sejttenyészetekbdl.

4.6. A fémionok hatdsa a fehérjék Kifejezodésére

Az SDS PAGE méréshez eldszor elkészitettiik az elvalaszto gélt, ami 5,75 ml 30%-
os akrilamid/biszakrilamid (19:1) oldatot, 1,81 ml 87%-os glicerint, 3,75 ml gél puffert (3
mol/dm?® Tris + 0,3% SDS), 52 pL 10%-0s APS-t és 5,2 uL TEMED-t tartalmazott. Ezt
kovetden elkészitettik a gyijté gélt, ami 0,5 ml 30%-o0s akrilamid/biszakrilamid (19:1)
oldatot, 2,32 ml MilliQ minéségii vizet, 0,94 mL gél puffert (3 mol/dm? Tris + 0,3% SDS),
33 ulL 10% APS-t, és 3,3 uL TEMED-t tartalmaz. A két tiveglap koz¢ eldszor az elvalasztod
gélt pipettaztam, majd erre jott a gylijté gél, beletettiik a fésiit és vartunk mig a gél
megszilardult. A késziilékben az iiveglapok kozotti térbe keriilt a katod puffer (0.1M Tris-
HCI, 0.1 M tricine, ¢és 0.1% (w/v) SDS, pH 8.3), kiviilre pedig az anod puffer (0.2 M Tris-
HCI, pH 8.9). Miutan a gél megszilardult az tiveglapok kozott, behelyeztem a késziilékbe.
Az eltavolitott fésti helyén kapott zsebekbe 20-20 pL-t pipettaztam az el6z6 eljarasnal
készitett 16 oldatbol kinyert, denaturalt mintabol. A gélelektroforézist 70 V-on 30 percig,

majd 120 V-on 180 percig végeztem.

7.abra. SDS PAGE mérés

Az elektroforézis kisérlet befejezése utdn az iiveglapok koziil kivettik a
poliakrilamid gélt, és (Coomassie Brilliant Blue) CBB-t (CBB:metanol:ecetsav 10:1:20
+viz) adva hozza razatas kozben inkubaltuk szobahdmérsékleten 30-45 percig. Ezt kdvetden
ecetsav oldattal razva inkubaltuk (250 rpm) 30-60 percig szobahémérsékleten, melynek
segitségével eltavolitottuk a felesleges festéket a gélbdl, hogy csak a fehérjékhez tartozo

savokat lassuk a gélen.
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4.7. TEM-1 p-laktamaz aktivitasanak meghatarozdsa

A TEM-1 B-laktamaz aktivitdsat UV abszorpcios spektrometriaval hataroztam meg
20 mM Tris-HCI (pH 7,5) pufferben oldott 230 uM Amp-t kevertiink &ssze a tisztitott
enzimmel ugy, hogy annak végkoncentracioja 0,80 nM, illetve 0,27 nM legyen. Ezutan 1,00
ml 20 mM Tris-HCI (pH 7,5) pufferben oldott 930 uM Amp oldathoz adtunk tisztitott
enzimet 0,80 nM, illetve 2,40 nM végkoncentracioban. A reakciot Cary 3500 UV-Vis
kétsugaras, tobbcellas spektrofotométerrel kovettiik 25 °C-on szabalyozott hoémérsékleten
(Agilent Technologies) 210-300 nm hullimhossz intervallumban 1 cm tuthosszi kvarc
kiivettaban (Hellma)
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V. Eredmények bemutatasa és értékelése

5.1. Fehérjetisztitas és a tisztitott TEM-1 p-laktamaz vizsgalata SDS PAGE

modszerrel

A fehérjetisztitast a kisérleti részben leirtak alapjan végeztem Ni(ll)-ionaffinitas

kromatografiat alkalmazva. A fehérjetisztitdas harom 1épésben valosult meg, majd az

anioncsere utan SDS PAGE-el vizsgaltam a fehérjetartalmu frakciokat.
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8.abra. A TEM-1 B-laktamaz tisztitasa soran 1.) a masodik IMAC 1épés és 2.) az

aninoncsere 1épésben mért kromatogramok .

A 8. abra mutatja a 2. IMAC Iépés és az anioncsere soran mért kromatogramokat, feltiintetve

az abszorbancia értékeket a térfogat fliggvényében, illetve a B% valtozast. Az anion csere

soran kapott kromatogramon kinagyitva feltiintettem, a 32-es, 33-as, 34-es, 35-0s és 36-0S
frakciokat. Az SDS PAGE eredményébdl (9. abra) lathato, hogy a ~29 kDa molekulaméretii

TEM-

1 B-laktamazt ezek a frakciok tartalmaztak.
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9.4bra. A fehérje tisztitasa soran gyijtott frakciok SDS PAGE vizsgalata

5.2. A fehérjekoncentrdcio meghatdrozdsa
nagyszamu vizsgalatok alapjan felhalmozott adatbazisbol egy adott fehérjére — annak
aminosav szekvencidja alapjan — becsiilheté a 280 nm-hez tartoz6é molaris abszorbancia.
El6zdleg mar bebizonyosodott, hogy az elsd abran bemutatott, a hordoz6 DNS altal kédolt
szekvencia helyett a tisztitott fehérjében az N-termindlis 23 aminosav hianyzik. Ezt a
szekvenciat a sejtekben egy protedz enzim hasitja le, igy csak a katalitikusan aktiv 24—286
szekvencia jut ki a baktériumsejt periplazmikus terébe. Erre a tisztitott TEM-1 p-laktamazra
€280 = 28085 dm>molZcm™ érték becsiilheté az EXPASY!® program segitségével. Ennek
alkalmazasaval spektrofotometrias mérésekkel jo kozelitéssel megadhatd egy tiszta
fehérjeoldat koncentracidja.
3,5 1
3 .
2,5 -
5 .

1,5 4 —TEM-1
—20 mMTris

Abszorbancia

1 1

0,5 1

N

210 235 260 285 310 335
Hullamhossz (nm)

0

spketrométerrel
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A tisztitott fehérje UV abszorpciods spektrumarol 280 nm-nél leolvasott abszorbancia

crer

uM lett.

5.3. Cirkularis dikroizmus spektroszkopidas vizsgadlatok

Cirkularis dikroizmus mérések segitségével tanulmanyoztuk, hogy milyen hatést
fejtenek ki a hozzaadott Ni(II), Hg(II) és Cd(II) fémionok a TEM-1 B-laktamaz masodlagos

szerkezeti Gsszetételére.
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11. abra. A kiilonb6z6 aranyban Ni(I)-t, Cd(I1)-t és Hg(II)-t tartalmaz6 TEM-1 (-
laktamaz CD-spektruma

A mért spektrumok alapjan (11. abra) az tapasztalhatd, hogy a fémionokat tartalmazo
oldatok legfeljebb csak kis mértékben csokkentik az a-hélix mennyiségét. Ez alol csak a
tizszeres koncentracioban 1évé Hg(ll)-ionokat tartalmazé oldat kivétel, ahol az a-hélix-
tartalom nagyobb mértékili csokkenése tapasztalhato (12. abra). Ez azért lehetséges, mert a
Ni(Il), és a Cd(Il) a TEM-1 B-laktamaz molekula felszinén 1évé, egymashoz kozeli
hisztidinekhez kotddik, mig a Hg(II) soft jellege miatt a fehérje szerkezetének belsejében
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1évd diszulfidhidban, illetve a metionin aminosavakban talalhaté kén donoratomokhoz

kotddhet (1. abra). Emiatt nagyobb mértékben befolyasolhatja az enzim szerkezetét.

40

35

= g-Hélix

30
 B-red

= Kanyar

mEgyéb

TEM-1 2:1 Hg(I): TEM-1  5:1 Hg(I): TEM-1  10:1 Hg(Il): TEM-1

12. abra. Az a-hélix, B-redd, kanyar és egyéb masodlagos fehérjeszerkezetek valtozasa a
kiilonboz6 ardnyban Hg(II)-t tartalmaz6é a TEM-1 B-laktamazban. Az ébra a BestSel

programmal szamolt adatok alapjan késziilt.*

Az 12. abran lathatdo hogy a TEM-1 B-laktamadz masodlagos fehérjeszerkezetéhez
képest a 10:1 aranyban Hg(II)-t tartalmaz6 oldatban tér el leginkabb a fehérjeszerkezet
Osszetétele. Az a-hélix szerkezet aranya ebben az esetben ~ 5 %-kal csokken, és

hozzavetdlegesen ennyivel n6 a B-redd masodlagos fehérje szerkezet aranya.

5.4. Fémionokat tartalmazo M9 tapoldatban szaporitott baktériumsejtek
ellendllo-képességének vizsgalata

Tovabbi kisérleteink soran azt vizsgaltuk meg, hogy a Ni(Il), Cd(Il), illetve Hg(II)
ionok jelenléte befolyasolja-e az E. coli baktériumsejtek szaporodasat. Ennek érdekében M9
minimal tapoldatot alkalmaztunk, melyben nincsenek jelen olyan ismeretlen sszetevok, pl.
a fémionokat komplexalo ligandumok, mint a gyakran alkalmazott LB tapoldatban. Igy a
mérés koriilményei konnyebben ellendrizhetdk, illetve valtoztathatok. A reakcidelegyeket a

2. tablazat alapjan allitottuk Gssze.
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2. tabazat. A baktériumtenyészetekhez hozzaadott reagensek végsd koncentracioi.
(+ : az oldat tartalmazza, - : az oldat nem tartalmazza)

Oldatok , IPTG
szAma 269 pM Amp Hg(ll) Ni(Il) Cd(n) 1mM
1 + = = - -

2 + - - - +
3 + 1 uM - - +
4 - 1 uM - - +
5 + 10 uM - - I
6 - 10 uM - - +
7 + - I M - +
8 - - 1 uM - +
9 + - 10 uM - +
10 - - 10 uM - +
11 + - - 1 uM +
12 - - - 1 uM +
13 + - - 10 uM +
14 - - - 10 uM +
15 - - - - +
16 - - - - -

Az 1. és 2. oldat csak IPTG tartalmaban tér el, a valtozasuk az abran megegyezik,
csak az IPTG tartamu 2. oldat McFarland értéke alacsonyabb. Ez a vartnak megfeleld, mivel
az IPTG a fehérje expressziojat indukalja, és emiatt a baktériumsejtek szaporodasanak

mértéke csokken.

A kapott grafikonokrol 1athato (13.4bra), hogy kiugroan alacsony McFarland értéket
mutat a 6. és a 10. tapoldat, melyek 10-10 uM Hg(I)-t ill. Ni(ll)-t tartalmaztak. Ezek csak
az Amp-tartalmukban térnek el az 5., illetve a 9. oldatt6l. Az antibiotikumot nem tartalmazo
6-0s oldatban drasztikusan csokkent a baktériumsejtek szama, és a 10. tapoldatban is a
sejtnovekedés jelent6s csokkenése tapasztalhatd a tobbihez képest. Ugyanakkor az
antibiotikum jelenlétében a fémionok baktériumsejtek szaporodasara gyakorolt hatasa nem
figyelhet6 meg. Szintén eltéré gorbe mérheté a 4. oldatban, melynek McFarland értéke
kezdetben nem nd, csak joval késébb, mint a tobbi oldaté. Ez az oldat sem tartalmaz
igazoljak a Hg(Il) és a Ni(Il) toxikus hatdsat, azonban ez valdsziniileg inkédbb kozvetlen
hatds, ami nem hozhaté kapcsolatba a TEM-1 B-laktaméaz enzim gatlasaval. Lehetséges,
hogy a fémionok magaval az antibiotikummal is kolcsonhatasba keriilhetnek, és emiatt
toxikus hatdsuk az enzimre, illetve a sejtekre kevésbé érvényesiil. Ezek az eredmények a

rendszer bonyolultsaga miatt azonban nem magyarazhatok egyszertien és egyértelmiien.
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13. abra. TEM-1 B-laktamdz enzimet termeld sejtek szdmanak valtozasa iddben a

kiilonb6z6 koncentracioja Hg(11)-t, Ni(l11)-t, Cd(I1)-t tartalmazé M9 tapoldatokban.

5.5. A fémiont tartalmazo tapoldatokban kifejezett fehérjék vizsgalata
gélelektroforézissel

Az el6z6 fejezetben alkalmazott sejtek teljes fehérjetartalma lathat6 a 14. abran, ahol
a 1. oszlop mindkét képen a fehérjemarker, a 2. az dsszehasonlitoként hasznalt tisztitott
TEM-1 B-laktamaz. A baloldali gélen lathat6 0O jeldli, hogy ott nem adtunk semmit az
oldathoz, a t6bbi gélhez képest. A 14. abran lathatd, hogy a 2.tablazat alapjan 1-es, 16-0s, 6-
0S, 10-es mintdkban nincs TEM-1 B-laktamaz. Az 1. és 16. mintakhoz nem adtunk IPTG-t
emiatt itt nem is vartuk a fehérje tultermelddését. A 6-os és 10-es oldatnak mar a McFarland
értéke is kiugroan alacsony volt volt, igy az enzim hidanya inkabb a sejtek
¢letképtelenségének tulajdonithaté. A 4-es 5-6s oldatoknal halvanyabb a sav, vagyis
kevesebb TEM-1 B-laktamaz talalhat6, azonban ezen oldatok McFarland értéke is kisebb a
tobbinél. A fentiek szintén az Ampicillint nem tartalmazé tapoldatokban a fémionok

mérgez0 hatasanak jobb érvényesiilését mutatjak.
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14, abra. A 2. tablazatban feltiintetett kiilonb6z6 koncentracidban Hg(I1)-t (balodali abra),
Ni(l1)-t, Cd(11)-t (jobboldali abra) tartalmazé6 TEM-1 B-laktamaz enzim gélelektroforézis

vizsgalata.

5.6. Kinetikai vizsgdlatok

A mérési eredményekbdl a TEM-1 B-laktamdz enzim atlagos fajlagos aktivitasa
egyszeriien szamolhatd ampicillin szubsztratra. A szamitast a katalitikus gorbe linearis
tartomanyanak felhasznalasaval végeztiik. Els6ként meghataroztuk az ampicillin (e = 1920,6
M-1cm™) és a feltételezett hidrolizistermék (1040,7 M~tcm™) molaris abszorbancia értékét.
Ezek j6 egyezést mutatnak az irodalmi adatokkal.™>*” Ennek megfelelden 1 mg enzim 596
+ 25 pumol ampicillint tudott 1 percen beliil 25 °C-on hidrolizalni (20 mM Tris-HCI (pH
7,5)), az irodalomban nem talaltunk kozvetleniil 6sszehasonlithaté adatokat az ampicillin
hidrolizisére azonos koriilmények kozott. Mindazonéltal ez a specifikus aktivitds jol
Osszehasonlithato a Sigma-Aldrich altal forgalmazott B-laktamaz (L-6170) fajlagos
aktivitdsaval, amely 7,0 pH-értéknél percenként >400 pumol szubsztratot (penicillin G)

hidrolizal 25 °C-on.
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A Kkinetikai mérések kiértékelése azonban bonyolultnak bizonyult, nem vart
nehézségek miatt. Ilyen volt példaul a szubsztrat tovabbalakulasa. Emiatt a Michaelis-
Menten modellt (1. egyenlet) ki kellett béviteniink a rendszer leirasahoz. A dolgozat
benyujtasa idOpontjdban az értékelés folyamatban van. A Kkatalitikus folyamatok

részletesebb megismerése a jovoben tovabbi vizsgalatokat igényel.

25



V1. Osszefoglalas

Munkam sordn a TEM-1 B-laktaméz enzim altal biztositott antibiotikum rezisztenciat

tanulmanyoztam toxikus fémionok jelenlétében. A vizsgalatokhoz sikeresen tisztitottam

crer

Sejttenyészetekben azt figyeltiik meg, hogy az Ampicillin antibiotikum jelenlétében
a sejtek jobban ndvekedtek. Ez arra utalt, hogy az antibiotikum képes lehet a toxikus
fémionokkal kolcsonhatést kialakitani €s ezaltal azok toxicitasat csokkenteni. Azokban a
sejttenyészetekben, ahol a fémionok toxikus hatdsa jobban érvényesiilt, kevesebb enzim

termel6dott.

A CD-spektrumokbol lathatd, hogy a Cd(II) és a Ni(IT) nem valtoztatott jelent6sen a
TEM-1 B-laktamaz a-hélix szerkezetén, azonban a Hg(Il):enzim 10:1-es arany mellett mar
eltérés volt megfigyelhetd.

Az aktivitas-vizsgalatok kapcsan az elzetes eredmények alapjan ugy tiinik, hogy a

fémionok kismértékben, de befolyasoljak az enzim aktivitasat. A kozeli jovOben tervezziik

az eddigi eredmények részletes kiértékelését, illetve sziikség esetén tovabbi méréseket.
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