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Een uitgebreide karakterisering van effecten van substituties in de derde-schil residuen 
wordt gepresenteerd in hoofdstuk 4. Een grote vermindering van de productie van oplosbaar, 
gevouwen eiwit wordt waargenomen na het introduceren van mutaties in Glu37 of Trp229. 
De gevouwen fractie is qua activiteit en structuur vergelijkbaar met wildtype BlaC. De hoge 
conservering van deze twee residuen wordt toegeschreven aan hun rol in de eiwitvouwing.
 
Ondanks hun extreme conservering laten sommige residuen mutaties toe zonder 
functieverlies.  Voor twee residuen, Asp179 en Asn245, kunnen sommige mutaties zelfs tot 
het verbeteren van het fenotype leiden. Dit is onverwacht, aangezien geconserveerde residuen 
als evolutionair geoptimaliseerd beschouwd worden. In hoofdstuk 5 wordt een uitvoeriger 
karakterisering van mutanten van beide residuen besproken. Sommige substituties in Asn245 
leiden tot verlaagde gevoeligheid voor de β-lactamaseremmer avibactam, een mogelijke 
uitkomst van veranderingen in de bindingsplek. Verhoogde functionaliteit van de BlaC 
D179N mutant kan worden toegeschreven aan verhoogde stabiliteit van het enzym. Het 
is aldus mogelijk dat Asp niet een optimaal residu is op positie 179, zodat het dus als een 
evolutionair rudiment beschouwd moet worden, omdat Asp179 optimaal lijkt te zijn voor 
andere klasse A b-lactamases. 
 
BlaC is van medisch belang, aangezien dit enzym de reden is dat b-lactam-antibiotica niet 
gebruikt worden voor de behandeling van tuberculose. De opkomst van antibioticaresistentie 
werd opgelost door introductie van b-lactamaseremmers, maar de meldingen van mutanten 
met remmersresistentie geven aan dat er een nieuwe oplossing nodig is. Inzichten in 
evolutionaire paden die vanwege de onmisbaarheid van sommige residuen niet kan worden 
genomen, kunnen leiden tot een nieuw antibioticumontwerp waarvoor resistentie door 
mutatie niet meer mogelijk is. Daarom is kennis van remmersresistentie mechanisme in 
BlaC zeer cruciaal. Hoofdstuk 6 van dit proefschrift presenteert structurele veranderingen in 
remmer-resistente mutanten van BlaC gevonden in de Ubbink groep. Twee BlaC varianten 
vertonen wijzigen in de actieve plek die verantwoordelijk zijn voor de veranderde specificiteit 
van deze mutanten.
 
Hoofdstuk 7 geeft een overzicht van dit onderzoek en wijst op enkele vragen die onbeantwoord 
blijven. Het doel van dit werk was om bij te dragen aan onze kennis van eiwitevolutie en 
patronen van de conservering van niet-essentiële residuen. Die inzichten gelden voor enzymen 
in het algemeen. In het geval van β-lactamases, die verantwoordelijk zijn voor resistentie 
tegen β-lactam antibiotica, is het van belang de rol van essentiële residuen te begrijpen 
om enzymevolutie tegen b-lactamaseremmers te voorkomen, wat combinatietherapie kan 
verbeteren. 
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