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Aminoacil-tRNA-sintetaze kataliziraju spajanje aminokiseline s pripadnom tRNA. Leucil-
tRNA-sintetaza sadrzi dodatnu domenu za popravak pogreske za hidrolizu nepripadno sparenih
supstrata. Racunalno rekonstruirani drevni proteini ¢esto su termicki stabilniji od proteina iz
kojih su izvedeni. Medutim, do sada ih se istrazivalo zbog prouc¢avanja mehanizama evolucije,
a ne zbog primjene njihove termicke stabilnosti. Predmet ovoga rada su drevna leucil-tRNA-
sintetaza i njezina mutirana inacica s inaktiviranom domenom za popravak. Termicka stabilnost
drevne leucil-tRNA-sintetaze ispitana je dvjema razli¢itim metodama: diferencijalnom
pretraznom fluorimetrijom i mjerenjem aktivnosti enzima pri povisenoj temperaturi. Odredeni
su njezini kineticki parametri u uvjetima ustaljenog i predustaljenog stanja. Drevna leucil-
tRNA-sintetaza je termostabilnija od leucil-tRNA-sintetaze iz E. coli, a enzimi su identi¢ni u
reakcijama aktivacije, prijenosa aminokiseline i popravka pogreske. Drevni enzimi stoga mogu
pronaci primjenu kao termicki stabilniji analozi postojecih proteina u uvjetima gdje je pozeljna
veca stabilnost enzima.
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Aminoacyl-tRNA synthetases catalyse coupling of amino acids with their cognate tRNAS.
Leucyl-tRNA synthetase has additional editing domain in which hydrolysis of misactivated
amino acids takes place. Inferred ancestral proteins often show greater thermostability than their
extant descendant proteins. However, until now they were used in evolution mechanism
research and not due to application of their thermal properties. Subject of this thesis are
ancestral leucyl-tRNA synthetase and its mutant with inactivated editing domain.
Thermostability of ancestral leucyl-tRNA-synthetase was monitored with two different
methods: differential scanning fluorimetry and enzyme activity measurement. Its Kinetical
parameters were determined with steady state and pre-steady state kinetics. Ancestral leucyl-
tRNA synthetase is more thermostable than E. coli leucyl-tRNA synthetase and both enzymes
are kinetically identical in reactions of amino acid activation, transfer on tRNA and editing.
Therefore, ancestral enzymes can be used as thermostable analogues of extant proteins in
conditions that ask for greater stability.
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Uvod 1

§1. UVOD

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su enzimi koji kataliziraju stvaranje estera aminokiseline i
pripadne tRNA (aa-tRNA?) — supstrata za sintezu proteina na ribosomu.! Stvaranje aa-tRNA®
odvija se u dva koraka. U prvome nastaje aktivirani supstrat: aminoacil-adenilat, a u drugom
dolazi do prijenosa aminokiseline na tRNA. S obzirom da je to¢na sinteza proteina vrlo vazna
za normalnu funkciju stanice, 10 od 24 poznatih aaRS sadrzi dodatnu domenu za popravak
pogreske u kojoj dolazi do hidrolize krivo sparenih aminokiselina i tRNA (popravak pogreske
nakon prijenosa).? Osim popravka pogreske poslije prijenosa aminokiseline na tRNA, postoji i
popravak pogreske prije prijenosa — hidroliza nepripadnog aminoacil-adenilata u aktivnom
mijestu enzima.? Leucil-tRNA-sintetaza iz bakterije E. coli (EcLeuRS) sadrzi domenu za
popravak pogreSke ponajprije zbog diskriminacije norvalina — neproteinogene ravnolancane
aminokiseline.> EcLeuRS ne Koristi popravak pogreske prije prijenosa u diskriminaciji
nepripadnih aminokiselina.*

Usmjerena evolucija je laboratorijski postupak iterativnog uvodenja nasumicnih
mutacija u neki protein kako bi se dobila varijanta proteina s boljim svojstvima.> S obzirom da
brojne uvedene mutacije smanjuju stabilnost proteina, pozeljno je istrazivanja zapoceti sa
stabilnijom verzijom enzima. Buduéim istrazivanjima nastojat ¢e se metodom usmjerene
evolucije otkriti moze li EcLeuRS s inaktiviranom domenom za popravak pogreske razviti
mogucnost popravka pogreske prije prijenosa. Kako bi se dobio stabilniji analog EcLeuRS,
metodom maksimalne vjerojatnosti je rekonstruirana drevna leucil-tRNA-sintetaza
(AncLeuRS).

Rekonstrukcija drevnih gena je metoda racunalnog dobivanja sekvence drevnog
proteina iz nekog od unutarnjih évorova filogenetskog stabla.® Drevni proteini koriste se u
istrazivanjima evolucijskog razvitka strukture i funkcije pojedinih proteinskih obitelji.” Cesto
pokazuju znatno veéu termicku stabilnost od danasnjih proteina.®1

Cilj ovoga rada je odrediti termicku stabilnost i kineticke parametre AncLeuRS i
T252R/D345A AncLeuRS i usporediti s kontrolnim proteinima — EcLeuRS odnosno
T252R/D345A EcLeuRS. Svrha rada je utvrditi je li AncLeuRS u dovoljnoj mjeri sli¢an
EcLeuRS da bi se mogao koristiti kao njezin analog u istrazivanjima temeljenim na usmjerenoj

evoluciji.
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2 Uvod

Kako bi se odgovorilo na postavljena pitanja, u radu su koristene razli¢ite metode.
Kruznom mutagenezom uzastopno su uvedene mutacije T252R i D345A u kodiraju¢i slijed
AncLeuRS. Navedene mutacije inaktiviraju domenu za popravak pogreske.'1? Mutirane i wt
(engl. wild type) verzije AncLeuRS odnosno EcLeuRS su prekomjerno eksprimirane i
pro¢is¢ene Ni-NTA kromatografijom. Termicka stabilnost dobivenih enzima utvrdena je
dvjema neovisnim metodama — diferencijalnom pretraznom fluorimetrijom i ispitivanjem
aktivnosti enzima pri poviSenoj temperaturi. U uvjetima ustaljenog i predustaljenog stanja
odredeni su kineti¢ki parametri enzima u reakcijama aktivacije, prijenosa aminokiselina na
tRNA, ukupne aminoacilacije i hidrolize norvalil-tRNA,

Buduéi da su sekvence AncLeuRS i EcLeuRS 89 % identi¢ne i da izmijenjene
aminokiseline ne naruSavaju vazne interakcije AncLeuRS sa supstratima, o¢ekuje se analogno
ponaSanje dvaju enzima u reakcijama aktivacije aminokiseline i aminoaciliranja. S obzirom na
rezultate prethodno provedenih istrazivanja na drevnim enzimima, o¢ekuje se da je AncLeuRS

termicki stabilniji od EcLeuRS.
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Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Evolucijska biokemija
2.1.1. Filogenetika

Molekularna evolucija istrazuje procese nastanka gena, odnosno proteina s novim funkcijama.
Milijunima godina geni su se mijenjali, a procesima pozitivne, negativne ili neutralne selekcije
promjena je zadrzavana ili odbacivana.®® Na taj na¢in su se organizmi prilagodavali uvjetima
okolisa. Kako bi se proucavali njihovi evolucijski meduodnosi, potrebno je analizirati i
sistematizirati proteinske, RNA ili DNA sekvence. Grana znanosti koja se time bavi naziva se

filogenetika. Filogenetsko stablo je sistemati¢ni prikaz evolucijskih meduodnosa (Slika 1).

Slika 1 Filogenetsko stablo mioglobina iz ¢ovjeka, konja, uljeSure, glavate Zelve i jedne vrste tune (Thunnus aquaticus) ¢ije su
3D strukture odredene rendgenskom kristalografijom i odgovaraju PDB kédovima: 3RGK, 1YMB, IMBO, 1LHS odnosno
INRL. Razli¢itim bojama oznaceni su hem (crveno) i aminokiseline identi¢ne (roza), sli¢ne (svijetlo roza) odnosno razlicite
(bijelo) odgovaraju¢im aminokiselinama u humanom mioglobinu. Preuzeto i prilagodeno iz ref. 14.

Odabir vrste sekvenci (DNA, RNA ili proteini) za filogenetsku analizu ovisi o tome koje
informacije Zelimo dobiti. Sekvence DNA usporeduju se primjerice ako nas zanima usporedba

brzine nastanka neutralnih (ne dovode do promjene aminokiseline u proteinu) i tockastih

Marija Viher Diplomski rad



4 Literaturni pregled

(dovode do promjene aminokiseline u krajnjem produktu) mutacija ili mehanizmi nastanka
mutacija.™® Isto tako, DNA je jedini izvor informacija za prou¢avanje evolucije nekodirajué¢ih
regija genoma.

Kod jako razli¢itih gena, usporedivanje sekvenci DNA jako je neprakti¢no jer se mogu
toliko razlikovati da nikakva sli¢nost nije statisti¢ki znacajna. U tom slucaju usporedivanje
proteinskih sekvenci daje bolje rezultate jer se u njima mogu opaziti samo one mutacije koje
uzrokuju promjenu aminokiseline, a to moze biti mutacija jednog, dva ili tri nukleotida. Tako
je razlika izmedu evolucijski udaljenijih (divergentnijih) sekvenci manja na razini proteina,
nego DNA. S obzirom da je predmet ovoga rada drevni protein dobiven filogenetskom analizom
proteinskih sekvenci, dalje u tekstu govorit ¢e se isklju¢ivo o proteinskim filogenetskim
stablima.

Svako filogenetsko stablo sastoji se od ¢vorova koji su povezani granama (Slika 1).
Unutarnji ¢vorovi predstavljaju sekvence drevnih, a vanjski sekvence postojecih/sadasnjih
proteina. Duljina grana moze i ne mora biti korelirana s razli¢itos¢u dvaju sekvenci. To ovisi 0
metodi koja je koriStena za dobivanje filogenetskog stabla. Topologija stabla (raspored grana)
pokazuje evolucijski meduodnos proteina. Proteine koji dijele zajednic¢kog pretka nazivamo

homolognima.

2.1.2. Rekonstrukcija drevnih gena

Veéine nekadasnjih proteina vise nema. Vrlo mali broj sekvenci gena izumrlih organizama
dobiven je sekvenciranjem pronadenih i sacuvanih DNA iz njihovih ostataka ili fosila, medutim
upravo sekvence drevnih proteina ¢uvaju tajnu mehanizama evolucije. Njihovo poznavanje bi
dalo odgovor na pitanje koje su se proteinske funkcije i na koji na¢in mijenjale kroz povijest.’

Donedavno se funkcija nekog proteina pokusavala promijeniti ciljanom mutagenezom
aminokiselina koje sudjeluju u mehanizmu katalize. Takav pristup naziva se horizontalnim jer
se u postojeCem proteinu nastoji dobiti funkcija koja odgovara njegovom postojecem
homologu.” Problem horizontalnog pristupa je §to ne uzima u obzir niz mutacija koje su se
dogodile u proslosti prije mutacije odgovorne za nastanak nove funkcije. Jedan takav primjer
su permisivne mutacije koje same po sebi ne mijenjaju funkciju proteina, ali predstavljaju nuzan
uvjet za nastanak mutacija koje ju mijenjaju (Slika 2).° Permisivne mutacije mogu se otkriti
samo vertikalnim pristupom: pra¢enjem tijeka evolucije analizom niza uzastopnih drevnih

proteina — prethodnika proteina s odgovaraju¢om funkcijom. Promjena funkcije izmedu dva
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Literaturni pregled 5

uzastopna drevna proteina upucuje da je doslo do klju¢ne mutacije, a analiza mutacija koje su

Joj prethodile moze ukazati na odgovarajuée permisivne mutacije.

] By
O O

Slika 2 Shematski prikaz epistaze — ovisnosti mutacija. Protein s funkcijom A (naranéasto) mijenja funkciju u B (plavo) kad se
dogode dvije mutacije shematski prikazane promjenom bijele u zelenu, odnosno bijele u ljubi¢astu boju. Prva mutacija
odgovorna je za promjenu funkcije, ali sama promjena se ne moze dogoditi bez druge mutacije koja mijenja konformaciju
proteina i na taj na¢in omogucéuje djelovanje prve. Mutacija koja sama po sebi nije odgovorna za promjenu funkcije proteina,
ali je nuZan uvjet za nju naziva se permisivnom mutacijom. Preuzeto iz ref. 5.

Iako drevni proteini viSe ne postoje, razvoj matematic¢kih i racunalnih metoda omogucio je
pouzdano predvidanje sekvenci iz pradavne proslosti. Godine 1971. W. Fitch je metodom
maksimalne parsimonije (minimiziranjem ukupnog broja supstitucija izmedu sekvenci)
konstruirao filogenetsko stablo i osmislio je prvi algoritam koji je omogucavao odredivanje
drevnih proteinskih sekvenci na temelju postojeéih.®®

Rekonstrukcija drevnih gena je naziv za niz koraka od ra¢unalnog dobivanja primarne
strukture pretpostavljenog drevnog proteina do njegove ekspresije i ispitivanja njegove
aktivnosti (Slika 3).6

Kako bi se dobila sekvenca drevnog proteina, najprije je potrebno odabrati proteinske
sekvence pomocu kojih ée se generirati filogenetsko stablo. Medu njima trebaju biti kako
sekvence proteina koji direktno proistjecu iz nekog zajedni¢kog pretka, tako i one evolucijski
udaljenije (engl. outlier sequences). Probir sekvenci vrlo je vaZan jer utjeCe na kvalitetu
filogenetskog stabla i predvidanja drevnog proteina.

Izabrane sekvence se poravnaju u nekom programu za viSestruko poravnavanje
sekvenci (engl. multiple sequence alignment, MSA) kao $to su Muscle, ClustalW, Mafft ili neki
drugi.*® 1z poravnatih sekvenci se metodom maksimalne parsimonije, maksimalne vjerojatnosti
ili Bayesovom metodom moze generirati filogenetsko stablo i dobiti sekvenca drevnog proteina
s nekog od unutarnjih ¢vorova filogenetskog stabla. Racunalnim prevodenjem
aminokiselinskog slijeda u nukleotidni slijed moguce je dodatno pripaziti na to da se izmedu
vise mogucih kodona koji kodiraju neku aminokiselinu biraju oni koji su ucestaliji u organizmu

u kojem ée se vrsiti ekspresija drevnog proteina (engl. codon bias).®
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a) Coviek CDECKSFFERAVEGACMLLILKCKCLIICHHSREWKTEHCIQGDACENS KFF KENRAVEMMEVAGEKL. ..
mié CDECKTFFERAVEGACMLLILKCKCLIT CHHSRRYKTCHCIQGRACEHS KFFKENRAVEMMEVACGEKT. ..
predak kokos CDECKAFFKEAVEGACMLL I LKCKCLI I CHHARRYKTCHCVOGRACEKS KFFKENRAVEMMEVAGEKL. ..
kraljetnjaka zaba CEGCKAFFRESVEGACMLLILKCKCLIT CHHARRYKTCHCIQGRACEKTDFF KENRAVEMMEVAGEKT. ..
(> 400 milijuna godina) zebrica  |[CEGCESE ILKCKCLIICHIARRYKTCHCIQERACEKTKFFRENRAVEMMEVAGEKL.

morski pas CEGCKSFFRKSVDDACMLL TLKCKCLT I CHHARR YKTCHC TQCRACEK TKFFKDNRSVEMMEVACEK,...
zmijuljica CEGCKSFFKKSMDPACMLLILKCKCLIICHHARRYKTCHCIQGRACEKTKFFKDNRALEMMEVAGEKL. ..
kopljada CEGCKSFLEKSMDPACMLLILKCKCLIICHHTRRYKTCHCIQGRACEKTKFFEDNRAVEMMDVAGEKL...
morskd jeZ CDECKSFLEHTMDPACMFLILKCRCLIVCHHTRRYKTCHC I QGRSCEKTKFFKDNRAVEMMEVAGEKL. .

sekvenca drevnog proteina
CEGCESFFEESMDPACMLLILECECLI ICHHARRYKTCHCIQCRACEKTEFFEDNRAVEMMEVACERL

b) )

d)

mikrotitarska plotica

Slika 3 Slijed koraka u rekonstrukciji drevnog gena: a) generiranje filogenetskog stabla iz seta poravnatih sekvenci, b) ratunalno
dobivanje sekvence drevnog proteina naznacenog u filogenetskom stablu, c) kemijska sinteza kodirajuceg slijeda za drevni
protein, d) kloniranje kodirajuceg slijeda u ekspresijski vektor, transformacija stanica domacina i ekspresija drevnog proteina,
e) ispitivanje aktivnosti drevnog proteina. Preuzeto i prilagodeno iz ref. 6.

Racunalno dobiveni nukleotidni slijed mogucée je kemijski sintetizirati tzv. stupnjevitom
lan¢anom reakcijom polimeraze (engl. stepwise polymerase chain reaction, stepwise PCR) koja
se sastoji se od sinteze pojedina¢nih nukleotidnih sljedova i njihovog postupnog spajanja u sve
veée cjeline. Nakon sinteze, kodiraju¢i slijed se uklonira u ekspresijski vektor i njime
transformiraju stanice domacini. Drevni protein se prekomjerno eksprimira, procisti i odredi
njegova aktivnost.

Kao $to je ranije spomenuto, rekonstrukcija drevnih gena omogudila je istraZivanje

mehanizama nastanka novih funkcija. Tako su primjerice rekonstrukcijom i funkcionalnom
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karakterizacijom nekoliko uzastopnih predaka glukokortikoidnih receptora znanstvenici
odredili izmedu koja dva je doslo do mutacije koja je smanjila njihovu specificnost za
aldosteron.’® Sli¢nim istraZzivanjima na precima proteina sli¢nih zelenom fluorescentnom
proteinu (engl. green fluorescent protein, GFP) otkriveno je da je supstitucija jedne
aminokiseline klju¢na za promjenu fluorescencije iz zelene u crvenu, medutim ako je
pojedina¢no uvedena nema efekta, nego tek nakon $to su uvedene 3 druge, permisivne mutacije
koje same po sebi ne mijenjaju fluorescenciju.l” Istrazivanja mehanizama molekularne
evolucije otvaraju put za njihovu upotrebu u dizajnu proteina s novim funkcijama.

Rezultate dobivene rekonstrukcijom drevnih gena potrebno je analizirati s oprezom jer
su drevni proteini generirani s odredenom vjerojatno$éu.® Primjera radi, uzmimo mali drevni
protein od 100 aminokiselina u kojem je svaka aminokiselina racunalno odredena s
vjerojatnos¢u 90 %. Vjerojatnost da je rekonstruirani protein ujedno i stvarni protein iz proslosti
jednaka je 0,91 = 2,7x107, 3to je praktiéno jednako nuli! Pritom treba naglasiti da proteini u
vedini imaju vise od 100 aminokiselina koje mogu biti odredene S mnogo manjom vjerojatnoséu
od 90 %. Racunalno rekonstruirani proteini naSe su najbolje aproksimacije nekad postojecih

proteina, ali sa sekvencom daleko od stvarne.

2.2. Aminoacil-tRNA-sintetaze

2.2.1. Mehanizam i uloga aminoacil-tRNA-sintetaza

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su vazni enzimi koji sudjeluju u procesu translacije.
Kataliziraju stvaranje esterske veze izmedu aminokiseline i hidroksilne skupine terminalnog
adenozina na 3' kraju pripadne molekule tRNA.! Pripadna tRNA je ona koja sadrzi antikodon
(slijed od 3 uzastopna nukleotida) komplementaran kodonu koji kodira to¢no odredenu
aminokiselinu (oznaka: tRNA®). Produkt katalize aaRS (aa-tRNA*) difuzijom dolazi na A
mjesto u ribosomu i sparuje se s komplementarnim kodonom na mRNA molekuli. Budu¢i da
slijed kodona u mRNA kodira slijed aminokiselina u proteinu, aaRS to¢nim sparivanjem
aminokiseline i tRNA osigurava ispravno citanje genetskog koda. Svaka od 20 proteinogenih

aminokiselina kodiranih standardnim genetskim kodom ima barem jednu aaRS.
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Reakcija aminoacilacije tRNA odvija se u dva koraka koja se provode u kataliti¢koj
domeni aaRS (Slika 4). Najprije dolazi do aktivacije aminokiseline, a zatim do njezinog
prijenosa na pripadnu tRNA.

| @
@ ‘ ‘ aa-AMP » » @”]
© \ &9

{
PPi
AKTIVNO
MIESTO

Slika 4 Shematski prikaz prijenosa aminokiseline (aa) na tRNA u dva koraka. Najprije dolazi do aktivacije aminokiseline ATP-
om, a zatim do njezinog prijenosa na pripadnu tRNA. Obje reakcije dogadaju se u aktivnom mjestu odgovarajué¢e aminoacil -
tRNA-sintetaze. Preuzeto i prilagodeno iz ref. 18.

U aktivaciji aminokiseline sudjeluje ATP u kompleksu s kofaktorom Mg?*. Produkt reakcije je
aminoacil-adenilat:
aa + ATP < aa-AMP + P207*

koji u drugom koraku reagira s jednom od dvije hidroksilne skupine (2'-OH ili 3'-OH) na ribozi
adenozina s 3' kraja tRNA molekule:

aa-AMP + tRNA#2 < aa-tRNA22 + AMP
Pirofosfatni ion koji je nusprodukt prvog koraka ubrzo nakon nastanka hidrolizira u reakciji
koju katalizira anorganska pirofosfataza, uz nastajanje dvaju fosfatnih iona.?2 Zbog trosenja
jednog od produkata, reakcija aktivacije aminokiseline pomice se udesno, a posredno i reakcija
prijenosa na tRNA. Hidroliza pirofosfata tako pomice ukupnu reakciju stvaranja aa-tRNA%* u
smjeru nastajanja produkata.

Zbog svoje vazne uloge U Stvaranju supstrata za sintezu proteina, aaRS imaju Vvisoki
stupanj toénosti (1 pogreska u 10%-10° reakcija). Njihovo aktivno mjesto je svojom veli¢inom i
rasporedom boc¢nih ogranaka prilagodeno specificnoj aminokiselini, medutim steric¢ki Kriterij
nekad nije dovoljan za diskriminaciju strukturno sli¢nih aminokiselina koje su manje od
pripadne.'® Zbog toga neke aaRS sadrze dodatnu domenu za popravak pogreske u kojoj dolazi
do hidrolize estera nepripadne aminokiseline i tRNA. Aktivno mjesto domene za popravak
omogucava vezanje manjih aminokiselina, a iskljucuje pripadnu aminokiselinu. Mehanizam

iskljucenja nepripadnih aminokiselina prema veli¢ini naziva se mehanizam dvostrukog sita.
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Neke aaRS, kao sto su prolil-tRNA-sintetaza i alanil-tRNA-sintetaza, imaju trans faktor
— samostalni protein, homolog domene za popravak odgovarajuce aaRS koji katalizira hidrolizu
nepripadne aminokiseline i tRNA.>?° Trans faktori predstavljaju tzv. treée sito u osiguravanju
vjernosti odgovarajuce aaRS.

Osim specifi¢nosti prema aminokiselini, aaRS mora biti selektivna i prema pripadnoj
tRNA. S obzirom na veliku dodirnu povrsinu izmedu tRNA i enzima, diskriminacija
nepripadnih tRNA se lak$e postize od diskriminacije aminokiselina.? Specifi¢nost prema
odredenoj tRNA rezultat je nekovalentnih interakcija izmedu dusi¢nih baza i aminokiselinskih
bo¢nih ogranaka, prepoznavanja oblika okosnice tRNA kao i njezinih specifi¢nih elemenata

tercijarne strukture kao §to je duga varijabilna ruka.?

Tablica 1 Razlike dvaju klasa aminoacil-tRNA-sintetaza.*?

Karakteristika Klasa | Klasa Il
Kvaterna struktura uglavnom monomeri multimeri
Mjesto aminoacilacije 2'-OH 3'-OH (iznimka: fenilalanil-
terminalnog adenozina na 3" tRNA-sintetaza)
kraju tRNA
Sintetska domena sadrzi Rossmanov nabor [ plo¢u sastavljenu od 7 lanaca

Aminoacil-tRNA-sintetaze se prema strukturnim karakteristikama i reakcijskom mehanizmu
dijele u dvije klase. Njihove razlike su prikazane u tablici 1. Osim navedenih, dvije klase na
razli¢ite nacine vezu ATP i tRNA,' a CCA kraj tRNA poprima razli¢itu konformaciju u

interakciji sa sintetazama iz klase I odnosno 1.

2.2.2. Leucil-tRNA-sintetaza iz E. coli

Leucil-tRNA-sintetaza iz bakterije E. coli (EcLeuRS) je monomer koji pripada klasi | aaRS.?
Sastoji se od kataliticke, CP1 (domene za popravak pogreske), ZN1 (domene koja veze Zn?*),
leucin-specifi¢ne, antikodon-vezujuée i C-terminalne domene (Slika 5).%2

Kataliticka domena EcLeuRS je Rossmanov nabor koji se nalazi na N kraju enzima.
Nabor je dobio ime prema Michaelu Rossmanu koji ga je prvi uocio, a nalazi se u mnogim
enzimima koji vezu nukleotide (npr. dehidrogenaze, aaRS i sukcinil-CoA-sintetaza).! Sastoji
se od pet paralelnih B lanaca povezanih o zavojnicama i sadrzi dva motiva: HMGH i KMSKS

koji ostvaruju interakcije s ATP-om.? Motiv KMSKS je karakteristi¢an za klasu I aaRS, dok je
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motiv HMGH nesto izmijenjena verzija HIGH motiva, s metioninom kao kemijski sli¢cnom

aminokiselinom izoleucinu.

‘,--\g1 Leucin

o )] specificna

(RNAL § ‘ ’ - domena

C-terminalna C terminatng
€ 1 3 :

domena
domena

Slika 5 Prikazi kompleksa leucil-tRNA-sintetaze iz E. coli (EcLeuRS) s pripadnom tRNA u aminoacilacijskoj konformaciji
(lijevo) i1 konformaciji koju zauzima tijekom popravka pogreske (desno). Vidljiva je razlika u orijentaciji 3' kraja tRNA.
Preuzeto i prilagodeno iz ref. 22.

U kataliticku domenu svih aaRS klase | umetnuta je CP1 domena (engl. connective peptide)
koja je kod EcLeuRS dodatno uvecana i ima ulogu popravka pogreske. Dva su nacina na koje
ester nepripadne aminokiseline i tRNA moze doé¢i u domenu za popravak pogreske.? Prvi je
translokacija uslijed reorijentacije tRNA, a drugi disocijacija i ponovno vezanje. Orijentacija 3'
kraja tRNA molekule koji se u aminoacilacijskoj konformaciji nalazi u katalitickoj domeni, a u

konformaciji za popravak u CP1 domeni (Slika 5) sugerira model translokacije u EcLeuRS.

a) 0 b) 0

OH OH

NHz NH»2
Slika 6 Struktura molekule a) norvalina, b) leucina.
Pokazano je kako je glavna funkcija domene za popravak pogreske diskriminacija norvalina

(Slika 6 a) — neproteinogene ravnolan¢ane aminokiseline koja se nakuplja kao nusprodukt

sinteze leucina u E. coli u uvjetima manjka kisika.?
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U domeni za popravak pogreske nalaze se dvije vazne aminokiseline: Thr 252 1 Asp

345. Mutacija aspartata u alanin smanjuje konstantu brzine hidrolize uz faktor 10°.1?

Slika 7 Prikaz interakcija izmedu bo¢nih ogranaka leucil-tRNA-sintetaze iz bakterije T. thermophilus (PDB koéd: 10BC) i
analoga supstrata (2°-(L-norvalil)amino-2-deoksiadenozina) u aktivnom mjestu domene za popravak. Preuzeto iz ref. 2.

Analizom kristalografske strukture aktivnog mjesta domene za popravak leucil-tRNA-sintetaze
iz bakterije T. termophilus (ThLeuRS, PDB kod: 10BC) koja je homologna EcLeuRS, vidi se
kako atom kisika iz y-karboksilne skupine aspartata 347 (s istom funkcijom kao Asp 345 u
EcLeuRS) ostvaruje vodikovu vezu s a-amino skupinom analoga supstrata (Slika 7) i time
sudjeluje u njegovom pravilnom pozicioniranju.

Treonin 252 ima drugaciju ulogu. Njegov bocni ogranak stericki onemogucuje hidrolizu
ispravnog produkta, Leu-tRNA™ jer je leucin (Slika 6 b) prevelik da bi usao u aktivno mjesto
domene za popravak.?® Promjenom treonina u alanin, aktivno mjesto se poveéava, a obrnuto -
povecanjem bocnog ogranka i dodatkom pozitivnhog naboja (mutacijom treonina u arginin)

smanjuje se veli¢ina aktivnog mjesta i efikasnost hidrolize nepripadnih aminokiselina.!*
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2.3. Mutageneza

2.3.1. Nastanak mutacija u prirodi

Mutageneza je proces kojim nastaju mutacije — promjene u deoksiribonukleinskoj kiselini
(engl. deoxyribonucleic acid, skra¢eno DNA). Postoje razlic¢ite vrste mutacija: insercije —
umetanje nukleotidnog slijeda u DNA, delecije — izbacivanje nukleotidnog slijeda iz DNA,
tockaste mutacije — zamjena jednog nukleotida drugim i genske duplikacije — udvostruc¢avanje
gena.!

Spontano nastajanje mutacija uvjetovano je greskama koje radi DNA-polimeraza
tijekom replikacije DNA. Njihova ucestalost je vrlo mala, primjerice u bakteriji E. coli iznosi
oko 101 mutacija po ugradenoj bazi po replikaciji. Nastanak mutacija moze se potaknuti
koristenjem mutagena (sredstava koja izazivaju mutacije). Primjeri kemijskih mutagena su
etidijev bromid, HNO; i analozi dusi¢nih baza (5-bromouracil, 2-aminopurin), a fizikalnih
razne vrste ionizirajuceg zrac¢enja (UV, rendgensko ili radioaktivno).

Mutacije mogu biti pod pozitivnom, negativnom i neutralnom selekcijom.® Mutacije
pod pozitivnom selekcijom omogucuju organizmima bolju prilagodbu na uvjete u okolisu.
Takve mutacije odgovorne su za nastanak razli¢itih vrsta. S druge strane, mutacije pod
negativnom selekcijom su stetne. One primjerice mogu uzrokovati nastanak proteina sa
smanjenom ili uklonjenom aktivno$¢u. Kad bi se takve mutacije dogadale ¢esto, mogle bi
ugroziti opstanak vrsta. Zato je vazno da DN A-polimeraza ima mogucnost popravka greske kao
I da u stanici postoje mehanizmi popravka pogreske nakon replikacije. Prema teoriji Motooa
Kimure, veéina mutacija u prirodi je neutralna ili priblizno neutralna.'® Neutralne mutacije ne
mijenjaju vrstu aminokiseline u proteinu. Primjer takve mutacije je promjena kodona CAA u
CAG jer oba kodiraju aminokiselinu glutamin. PribliZzno neutralne mutacije mijenjaju Vvrstu
aminokiseline, ali tako da je promijene u kemijski slicnu verziju (npr. zamjena izoleucina

leucinom).

2.3.2. Kruzna mutageneza

Kruzna mutageneza je metoda ciljanog uvodenja mutacije u plazmidnu DNA. Dio DNA u Kkoji
se nastoji uvesti mutacija naziva se ciljni slijed. Metoda radi na slicnom principu kao i lan¢ana
reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR). Za provodenje kruzne mutageneze

potrebno je imati mutagene pocetnice, plazmidnu DNA u koju Zelimo uvesti mutaciju, vjernu
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DNA-polimerazu, reakcijski pufer, 4 razli¢ita deoksinukleozid-trifosfata (dNTP-a) i
restrikcijski enzim Dpnl.?*

Mutagene pocetnice su sljedovi nukleotida koji su cijelom duzinom komplementarni
ciljnom slijedu plazmidne DNA, osim $to u sredini nukleotidnog slijeda sadrze odgovarajucu
mutaciju (Slika 8). One trebaju biti duzine od 25 do 45 parova baza (pb), ovisno o vrsti mutacije
koja se uvodi. Za uvodenje tockastih mutacija pocetnice ne moraju biti jako duge jer i dalje
ve¢inom odgovaraju ciljnom slijedu. Medutim kod uvodenja insercija ili delecija, poCetnice
trebaju biti duze kako bi se povecala komplementarnost s ciljnim slijedom koja osigurava
specifi¢no prianjanje uz ciljni slijed, a ne nespecifi¢no — na neki drugi dio plazmida. Isto tako,
kako bi se sprijecilo nespecificno vezanje, temperatura mekSanja pocetnica (temperatura na

kojoj je udio jednolanc¢ane DNA 50 %) bi trebala biti visa ili jednaka od 78 °C.

W

4 1. Sinteza mutiranog
plazmida

; 4 2. Restrilccijsla razgradnja
— metiliranog kalupa s Dpnl
;‘1& — -\-:‘
I 1
LIS o
viue
* 3. Transformacija stanica
domacina

Slika 8 Shema kruzne mutageneze. Mutagene pocetnice u sredini sadrze mutaciju (oznagena slovom x) i prianjaju uz
komplementarne sljedove u metiliranom plazmidu koji sluzi kao kalup (zeleno-narancasti). Tijekom amplifikacije u uredaju za
PCR, Pfu-DNA-polimeraza stvara nove lance DNA (ljubiCasto-plavi) koji sadrze Zeljenu mutaciju i ureze na razli¢itim
mjestima. DNA koja je sluzila kao kalup uklanja se iz smjese razgradnjom s Dpnl koja prepoznaje i cijepa specificni metilirani
slijed. S mutiranim plazmidom transformiraju se stanice domacini u kojima DNA-ligaza popravlja ureze. Preuzeto i
prilagodeno iz uputa za QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis (Stratagene).

Cilj kruzne mutageneze je uvesti samo Zeljenu, a ne slucajne mutacije. Kako bi se osigurala
to¢na sinteza DNA koristi se polimeraza visoke vjernosti kao Sto je primjerice Pfu-DNA-
polimeraza iz termofilne arheje Pyrococcus furiosus. Osim $to je stabilna pri visokim
temperaturama, $to je vazno za uporabu u uredaju za PCR, Pfu-DNA-polimeraza ima 3'-5'

egzonukleaznu domenu koja sluzi za izrezivanje krivo ugradenih nukleotida.
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Kao $to je prije naglaseno, kruzna mutageneza radi na slicnom principu kao i PCR:
ponavljanjem ciklusa koji se sastoji od tri koraka. Broj ciklusa u kruznoj mutagenezi ovisi o
vrsti mutacije koja se uvodi i u literaturi se preporuéuje da bude minimalan.?*?® U uredaju za
PCR kontrolirano se mijenja temperatura reakcijske smjese i ovisno o temperaturi dogada se
jedan od sljedeéih procesa: denaturacija, sljepljivanje pocetnica ili polimerizacija.

Na pocetku je potrebno razdvojiti komplementarne lance plazmidne DNA
(denaturacija), a to se postize povisenjem temperature na 95 °C.?* Odvajanje lanaca i stvaranje
jednolan¢ane DNA omogucava prianjanje pocetnica uz ciljni slijed na plazmidu snizenjem
temperature u koraku sljepljivanja. U zadnjem koraku, temperatura se povisuje na optimalnu
radnu temperaturu DNA-polimeraze (72 °C za Pfu-DNA-polimerazu) koja produzuje mutagene
pocetnice stvaraju¢i novu DNA. Novonastala DNA na razli¢itim stranama ciljnog slijeda sadrzi
jedan urez i zato ne moze posluziti kao kalup za sintezu DNA u idu¢em ciklusu (Slika 8).
Drugim rije¢ima, u svakom ciklusu kao kalup sluzi isklju¢ivo kruzna plazmidna DNA.
Amplifikacija DNA je zato linearna, a ne eksponencijalna kao u PCR-u. Budu¢i da linearnim
umnazanjem nastaje manje kona¢nog produkta, nego eksponencijalnim i nastali produkti nisu
kalup u idu¢em ciklusu, kruZzna mutageneza zahtjeva puno vecu koli¢inu pocetne DNA nego
PCR.

Nakon amplifikacije DNA, u smjesi se nalaze kruzna plazmidna DNA, dodana na
pocetku, i nastali produkt s jednolancanim urezima. Plazmidna DNA je metilirana, a nastali
produkt nije. Kako bi se kruzna DNA koja ne sadrzi zeljenu mutaciju maknula iz smjese, dodaje
se restrikcijski enzim Dpnl koji specifi¢no prepoznaje i cijepa GA*TC slijed s adenozinom
metiliranim na poziciji N6 (Slika 9).%

CHs
G;ﬁl"LTC
CTAG

(les

Slika 9 Palindromski slijed u dvolan¢anoj DNA Koji prepoznaje restrikcijska endonukleaza Dpnl.

Kada se nastalom smjesom transformiraju odgovarajuce bakterije, u njima ¢e do¢i do spajanja

jednolancanih ureza u linearnim produktima mutageneze.
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2.4. Termicka stabilnost proteina
2.4.1. Struktura i stabilnost proteina

Proteini imaju stabilnu tercijarnu strukturu (raspored polipeptidnog lanca u prostoru) zbog
ostvarivanja Van der Waalsovih interakcija, ionskih interakcija i vodikovih veza izmedu bo¢nih
ogranaka aminokiselina udaljenih u primarnom slijedu. Raspored aminokiselina obi¢no je takav
da se u unutrasnjosti proteina nalaze nepolarne, a na povrSini polarne. Nepolarni
aminokiselinski bo¢ni ogranci medusobno stvaraju van der Waalsove interakcije, a polarni
vodikove veze s molekulama vode u stanici. Od ovog pravila odudaraju membranski proteini
koji su okruzeni nepolarnim fosfolipidnim dvoslojem i u pravilu tvore kanale koji propustaju
polarne molekule pa je kod njih raspored polarnih i nepolarnih aminokiselina obrnut.
Interakcije izmedu aminokiselina u proteinu sprjeCavaju njegovo razmotavanje. U
drugoj polovici 20. st. primijeceno je da je broj 1 jacina takvih interakcija dovoljna da osigura
dovoljno stabilnu strukturu proteina, ali ne i vise od toga.?’ Drugim rije¢ima, proteini su

granié¢no stabilni i promjenom nekih aminokiselina moguée je povecati njihovu stabilnost.?8
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Slika 10 Izgled tipi¢ne krivulje termicke denaturacije.
Kako bi se narusila stabilna, trodimenzionalna struktura proteina, potrebno je uloziti energiju U
obliku topline ili dodati neki kemijski reagens (denaturant) kao $to je urea, gvanidinijev klorid

ili natrijev dodecilsulfat (SDS).! Proces narusavanja tercijarne strukture proteina naziva se
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denaturacija, a protein koji ju je izgubio zovemo denaturiranim proteinom ili nasumi¢nim
klupkom (engl. random coil).

Krivulja koja opisuje postotak denaturiranog proteina u ovisnosti o temperaturi ili
koncentraciji denaturanta zove se krivulja denaturacije (Slika 10). Dalje u tekstu govorit ¢e se
samo o termickoj denaturaciji. Krivulja denaturacije je sigmoidalna, s oStrim skokom Kkoji
odgovara prelasku proteina u denaturirano stanje. Prijelaz je oStar jer je denaturacija
kooperativni proces — lokalno narusavanje strukture poti¢e naruSavanje cjelovite tercijarne
strukture.

Termicka stabilnost proteina odreduje se mjerenjem temperature pri kojoj je 50 %
ukupne koli¢ine proteina denaturirano. Ona se naziva temperaturom meksanja i odreduje se kao
apscisa tocke infleksije na krivulji denaturacije. Postoje razlicite tehnike odredivanja termicke
stabilnosti proteina. U najjednostavnije spada mjerenje aktivnosti proteina pri razlic¢itim
temperaturama. Od ostalih se isti¢u cirkularni dikroizam, diferencijalna pretrazna kalorimetrija,
izotermalna titracijska kalorimetrija, diferencijalna pretraga rasprSenjem svjetlosti i
diferencijalna pretrazna fluorimetrija koja ¢e detaljnije biti opisana u sljedeCem
potpoglavlju.?®%

Termicka stabilnost proteina ovisi 0 njegovoj strukturi. Proteini termofilnih organizama
koji zive na neuobicajeno visokim temperaturama u blizini termalnih izvora imaju visoke
temperature meksanja. Ekstremni primjer je glutamat-dehidrogenaza iz arheje Pyroccocus
furiosus ¢ija temperatura meksanja iznosi nevjerojatnih 113 °C.3! Statistickom analizom
proteina iz mezofilnih (Zive pri temperaturi od 20 do 45 °C (ref. 32)) odnosno termofilnih
organizama uoc¢eno je da termiCku stabilnost proteina u najveé¢oj mjeri povecavaju ionske
interakcije i vodikove veze.®

Na primjeru ra¢unalno rekonstruiranih predaka serumskih paraoksonaza,® elongacijskog
faktora,® B-laktamaza®® i drugih® pokazano je da drevni proteini pokazuju veéu termicku
stabilnost od danaSnjih proteina. Opazeni trend autori objasnjavaju na viSe naina. S jedne
strane u proSlosti je temperatura na Zemlji bila visa pa su proteini u prosjeku bili stabilniji od
danasnjih. Nadalje, vjernost translacije i/ili transkripcije je bila manja pa je veca stabilnost
proteina osiguravala da ga ucestalije mutacije ne mogu destabilizirati. Dijelom je opazeni trend
artefakt same metode rekonstrukcije jer se na nekim mjestima u primarnoj strukturi drevnog

proteina nalazi aminokiselina koja je najzastupljenija u poravnatim sekvencama proteina (tzv.
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konsenzusna aminokiselina), a otprije je poznato da se stabilnost proteina povecava uvodenjem

konsenzusnih mutacija.®®

2.4.2. Diferencijalna pretrazna fluorimetrija

Diferencijalna pretrazna fluorimetrija (engl. differential scanning fluorimetry, skraceno DSF)
je metoda koja omogucuje pracenje termalne denaturacije proteina putem porasta fluorescencije
nepolarnog fluorofora.

Nepolarna boja koja se koristi za ovu metodu ne fluorescira u polarnom okruzenju,
primjerice u vodi.®*® Buduéi da je veéina proteina smotana tako da su im nepolarni
aminokiselinski ostaci orijentirani prema unutra$njosti proteina, a polarni na povrsini, njihovom
denaturacijom dolazi do izlaganja nepolarnih ostataka koji dolaze u kontakt s fluoroforom $to

dovodi do porasta fluorescencije. Tipi¢ni graf denaturacije proteina prikazan je na slici 11.
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Slika 11 Krivulja denaturacije u tipicnom DSF eksperimentu uz shematski prikaz interakcije proteina s fluoroforom (SYPRO®
Orange). Plavom i crvenom bojom oznaceni su polarni, a sivom nepolarni dijelovi proteina. Fluorofor je prikazan trima
spojenim kruzi¢ima. Naznaéeni su minimum i maksimum krivulje. Preuzeto i prilagodeno iz ref. 30.

Sve dok je temperatura dovoljno niska da je protein u nativnoj konformaciji, intenzitet
fluorescencije je konstantan. S pocetkom denaturacije dolazi do povecanja intenziteta
fluorescencije. Krivulja postize maksimum u trenutku kad su sve molekule proteina potpuno

razmotane i fluorofor vezan na maksimalan broj nepolarnih veznih mjesta. U tom trenutku,
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uslijed van der Waalsovih interakcija izmedu razmotanih molekula proteina dolazi do nastanka
proteinskih agregata, Sto smanjuje broj veznih mjesta za fluorescentnu boju pa samim time i
intenzitet fluorescencije. Metoda koja mjeri nastajanje proteinskih agregata i na taj nacin
odreduje termicku stabilnost proteina naziva se diferencijalna pretraga rasprSenjem svjetlosti
(engl. differential scanning light scattering).

Najcesce koristene fluorescentne boje za DSF su SYPRO® Orange i 1-anilinonaftalen-
8-sulfonska kiselina, skra¢eno 1,8-ANS (Slika 12).%°

%‘lsl/ MH

Slika 12 Struktura molekule 8-anilinonaftalen-1-sulfonske kiseline (1,8-ANS).

SYPRO® Orange je ¢esce koristena jer ima visok omjer signala prema pozadinskom Sumu i
moze se koristiti u RT-PCR instrumentima pri ¢emu nije potrebno dodatno kalibrirati
instrument jer se koristi kalibracija boje ROX™ s jednakim emisijskim maksimumom.3®
SYPRO® Orange boja ima maksimum pobude pri 492 nm, a emisije pri 610 nm.*°

Tocka infleksije na krivulji denaturacije odgovara temperaturi meksanja, tm pri kojoj je
polovica molekula proteina denaturirana. Ona se moZe dobiti na dva nacina. Odredivanjem

maksimuma 1. derivacije, odnosno nultocke 2. derivacije ili regresijom toc¢aka koje se nalaze

izmedu minimuma i maksimuma intenziteta fluorescencije.

E Fmaks

(tm, (Fmaks+ Fmin)/2)

¥ = {Fmaks - Fmin}lf{ﬂ-a}l

Fmin

Slika 13 Graf Boltzmannove krivulje (crveno) prema jednadzbi (1) uz posebno istaknute horizontalne asimptote (plavo), to¢ku
infleksije i tangentu (crno). Naznacene su jednadZba tangente i koordinate tocke infleksije.
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Za nelinearnu regresiju koristi se Boltzmannova krivulja (Slika 13) dana formulom:

Fmin - Fmaks
=T+ otmya T Fmaks @)

gdje je Fmin minimalni, Fmaks maksimalni intenzitet fluorescencije, tm temperatura meksanja, a

a skaliraju¢i faktor koji je obrnuto proporcionalan $irini skoka krivulje.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Krutine: agaroza (Sigma), ampicilin (Sigma), bromfenol-plavo (Serva), Coomassie Brilliant
Blue G-250 (Merck), Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma), EDTA-Na - 2 H2O (Kemika,
p.a.), fenol (Kemika), glicin (Fisher Scientific), gvanidinijev klorid (Carl Roth, p.a.), 2-[4-(2-
hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfonska kiselina, HEPES (AppliChem PanReac), imidazol
(Sigma-Aldrich, p.p.a.), izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid, IPTG (Roche), kanamicin-sulfat
(Gibco BRL Life Technologies), KCI (Kemika, p.a.), KOH (Kemika, p.a.), KasP207 (Sigma),
kvascev ekstrakt (Liofilchem), ksilencijanol-fluorofosfat (Serva), LB agar (Life Technologies),
leucin (> 99.5 %, Sigma), 1,4-dimerkaptobutan-2,3-diol, ditiotreitol, DTT (Sigma), marker za
agaroznu elektroforezu (GeneRuler 1 kb DNA Ladder), marker za poliakrilamidnu
elektroforezu (Precision Plus Protein™ Standards Unstained), MgClz - 6 H20 (Kemika, p.a.),
(CH:COO)Mg - 4 H,O (Fluka, p.p.a.), natrijev dodecilsulfat, SDS (USB Corporation,
ultrapure), NaCl (Gram-Mol, p.a.), CHsCOONa (Gram-Mol, p.a.), NaOH (CARLO ERBA
Reagents, p.a.), NaNs (Sigma), (NH4)2S20g (Fluka), NiSO4 - 7 H20 (Acros Organics, p.a.),
norvalin (Sigma), fenilmetilsulfonil-fluorid, PMSF (Sigma, > 99 %), polietilenglikol 8000
(Sigma-Aldrich), N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin, TEMED (Fluka), toluidinsko modrilo
(Sigma-Aldrich), tripton  (Liofilchem), tris(hidroksimetil)Jaminometan, tris (Fisher
Bioreagents), urea (Gram-Mol, p.a.), ZnCl (Sigma)

Tekucine: 40 %-tni akrilamid/bisakrilamid, 19:1 (Merck), 40 %-tni akrilamid/
bisakrilamid, 29,1:0,9 (AppliChem), CHsCOOH, w = 99,5 % (T.T.T, p.a.), etanol, v/v = 96 %
(Kefo, p.a.), etidijev bromid (Boehninger Mannheim), glicerol, redestilirani, w = 100 %
(Kemika, p.a.), HCI, w = 36,5 % (Kemika, p.a.), standardni puferi, pH = 4,01; 7,00; 9,21 (Mettler
Toledo, tech.)
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3.1.2. Instrumenti

Autoklav (EPSA 2000, Bari®), centrifuge (Sigma; Eppendorf; Thermo electron corporation),
elektroporator (MicroPulser™ Electroporator, Bio-Rad), inkubator (DIGITHEAT, J. P. Selecta
S.A)), instrument za brzo mijeSanje i zaustavljanje reakcije (engl. rapid chemical quench,
KinTek RQF-3), PCR uredaj (Mastercycler® ep, Eppendorf), pH-metar (MP220 Basic
pH/mV/°C Meter, Mettler Toledo), sonikator (VibraCell™, 50 Watt Model, Bioblock Scientific),
spektrofotometar (Evolution™ 60S UV-Visible Spectrophotometer, Thermo Scientific),
spektrofotometar (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific), termoblok
(ThermoMixer® C, Eppendorf), tresilice (Orbital Shaker 420, Thermo Forma; MaxQ 420 HP,
Thermo Scientific), uredaj za agaroznu elektroforezu (EPS 600 Electrophoresis Power Supply,
120 V, Pharmacia Biotech) uredaj za RT-PCR (7500 Fast Real-Time PCR System, Applied
Biosystems), uredaj za susenje uzoraka (Savant™ DNA SpeedVac™, Thermo Scientific™) UV
kamera (MiniBIS Pro, DNR Bio-Imaging Systems), vaga (Electronic Balance FA-200, AND
Company)

3.1.3. Nukleotidi i nukleinske kiseline

ATP (Sigma), smjesa dNTP-ova (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Sigma). Pocetnice za kruznu
mutagenezu i sekvenciranje nabavljene su od komercijalnog proizvodaca (Macrogen). Sljedovi

nukleotida u poc¢etnicama navedeni su u tablici 2.

3.1.4. Proteini

Albumin iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumine, BSA) (NEB), Dpnl (NEB), Pfu-DNA-

polimeraza s odgovaraju¢im 10x puferom i magnezijevim sulfatom (MgSO4) (Thermo Scientific).

3.1.5. Komercijalni kompleti

Kit za izolaciju plazmidne DNA iz bakterija (QIA4 prep® Spin Miniprep Kit, Qiagen)

3.1.6. Radioaktivno obiljezeni spojevi

[**C]-leucin (Perkin Elmer), [*2P]-PPi (Perkin Elmer), o-[*2P]-ATP (Perkin Elmer)
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3.1.7. Hranjivi mediji za uzgoj bakterija

LB medij pripremljen je otapanjem triptona (y = 10 g dm), kvaséevog ekstrakta (y = 5 g dm™)
i NaCl (y = 10 g dm™) u vodi i zatim steriliziran u autoklavu 20 min na 121 °C uz povisen tlak.
Prije velikog uzgoja u medij su dodavani antibiotici ampicilin kona¢ne koncentracije 100 mg
dm (za ekspresiju tRNA iz plazmida ApET-3a) ili kanamicin kona¢ne koncentracije 30 mg
dm (za ekspresiju LeuRS iz plazmida pET-28a(+)).

Ploce s LB medijem pripremljene su na sljedeé¢i nacin: LB agar otopljen je u vodi (y =
37 g dm™®) i steriliziran u autoklavu 20 min na 121 °C uz povisen tlak. U medij je zatim dodan
odgovaraju¢i antibiotik: ampicilin (y = 100 mg dm) ili kanamicin (y = 30 mg dm®), a medij

preliven u plasti¢ne Petrijeve zdjelice kako bi hladenjem presao u gel.

3.1.8. Bakterijski sojevi

BL21 (DE3) — najkoristeniji ekspresijski soj bakterije E. coli s genotipom F~ ompT hsdSg (rs”
mg?) gal dcm (DE3).®” Sadrzi gen za virusnu T7-RNA-polimerazu pod kontrolom lacUV5
promotora. Gen je u normalnim uvjetima utiSan, a njegova transkripcija se poti¢e dodatkom
izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozida (IPTG-a) u trenutku kad se bakterije nalaze u
eksponencijalnoj fazi rasta. Soj ne sadrzi gene za Lon i OmpT proteaze koje bi mogle razgraditi

prekomjerno eksprimirani produkt.

DH5a — soj bakterije E. coli koji se koristi za kloniranje. Genotip: F~ ®80lacZAM15
A(lacZYAargF) U169 recAl endAl hsdR17 (rk=, mK™) phoA supE44 A thi-
1 gyrA96 relA1.38 Soj ne sadrzi gen za endonukleazu A ni recA i to ga ¢ini posebno prikladnim
za kloniranje. Endonukleaza A cijepa DNA i mogla bi utjecati na cjelovitost plazmida, a gen
recA je potreban za homolognu rekombinaciju — njegova odsutnost osigurava da redoslijed

nukleotida na plazmidu ostane netaknut.

3.1.9. Plazmidi

pPET-28a(+) — plazmid iz serije pET plazmida. Koristi se za prekomjernu ekspresiju proteina.
Sadrzi T7lac promotor i gen za otpornost na kanamicin.*’ Omoguéava ekspresiju
rekombinantnog proteina s privjeskom od 6 histidina na N ili C kraju. Histidinski privjesak

omogucava izolaciju proteina iz ukupnog proteinskog ekstrakta Ni-NTA kromatografijom.
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Nakon procis¢avanja histidinski privjesak moze se ukloniti trombinom. Plazmid je koriSten za

prekomjernu ekspresiju EcLeuRS, odnosno AncLeuRS.

ApET-3a — derivat ekspresijskog plazmida pET-3a iz serije pET plazmida. Sadrzi T7 promotor
i gen za otpornost na ampicilin.3” Omoguéava prekomjernu ekspresiju proteina s T7-privjeskom
od 11 aminokiselina na N kraju. Privjesak sluzi za procis¢avanje proteina na smoli na kojoj se
nalaze monoklonska antitijela koja ga specifiéno prepoznaju. Koristen je kao transkripcijski

vektor za ekspresiju tRNA,

3.1.10.Ostalo

Kolona za odsoljavanje PD-10 (GE Healthcare Bio-Sciences AB), centrikoni (4micon® Ultra
centrifugal filters, 30 000 MWCO, Milipore), kolona za Ni-NTA kromatografiju, Ni-NTA
agaroza (Qiagen), filter papir (Whatman 3MM), filter za sterilizaciju otopine s promjerom pora
0,22 um (Sterile Syringe Filter, Labex), folija za mikrotitarsku plocicu (Applied Biosystems),
mikrotitarska plocica (Applied Biosystems), set za agaroznu odnosno poliakrilamidnu

elektroforezu (BioRad).

3.2. Metode rada s bakterijama

3.2.1. Elektroporacija i uzgoj prekonocne kulture sojeva bakterije Escherichia coli

Sojevi E. coli BL21 (DE3) i DH5a, uzgojeni i pripremljeni na poseban nacin da budu
elektrokompetentni, pohranjeni su u alikvotima od 40 pl na -80 °C. Nakon dodatka otopine
plazmida na elektrokompetentne stanice, smjesa se prebaci u elektrokivetu s razmakom od 2
mm i lupkanjem spusti na njezino dno. Pomocu plasti¢nog nastavka elektrokiveta se u pravilnoj
orijentaciji namjesti izmedu elektroda u elektroporatoru i izazove elektri¢ni puls s naponom od
2,5 KV u trajanju izmedu 51 6 ms. U slucaju iskrenja postupak se ponavlja s manjim volumenom
smjese. Nakon elektroporacije bakterije se suspendiraju u 800 pl LB medija i inkubiraju 1 h na
37 °C. Odredeni volumen bakterijske suspenzije zasadi se na plo¢u s LB medijem i
odgovarajuc¢im antibiotikom te inkubira preko noc¢i na 37 °C. Idu¢i dan zasadi se prekono¢na

kultura neke od naraslih izdvojenih bakterijskih kolonija na ploc¢i.
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3.2.2. Uzgoj prekonocne kulture sojeva bakterije Escherichia coli

Prekono¢na kultura je zasi¢ena bakterijska kultura s bakterijama u stacionarnoj fazi rasta. Mali
volumen (nekoliko mililitara) LB medija s odgovaraju¢im antibiotikom (ampicilinom ili
kanamicinom konaénih koncentracija 100 mg dm, odnosno 30 mg dm=3) inokulira se sa

zeljenim klonom bakterija i uzgaja se preko no¢i uz protresanje na 37 °C.

3.3. Metode rada s nukleinskim kiselinama
3.3.1. Veliki uzgoj i indukcija ekspresije tRNA-Y

Uzgoji se zasi¢ena prekonoé¢na kultura BL21(DE3) stanica s plazmidom ApET3a_tRNA™Uyaa
u LB mediju s ampicilinom. U 400 ml sterilnog LB medija doda se 1/100 volumena (4 ml)
prekonoéne kulture i ampicilin konaéne koncentracije mg dm. Stanice se uzgajaju na 37 °C
uz protresanje do ODeoo = 0,4 — 0,6 (eksponencijalna faza rasta). Indukcija ekspresije se potakne
dodatkom izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozida (IPTG-a) konac¢ne koncentracije 1 mmol dm™.

Indukcija traje 5 h, nakon ¢ega se izmjeri ODeoo i Stanice spuste centrifugiranjem.

3.3.2. lIzolacija tRNA“yan

Uzgojene stanice E. coli soja BL21(DE3) transformirane s plazmidom ApET3a_tRNA™Yyaa
suspendiraju se u 2 ml pufera za izolaciju tRNA (¢ (Tris) = 10 mmol dm?3, pH = 8; ¢
((CH3C00),Mg) = 10 mmol dm). Stanice se razore dodatkom 1 volumena fenola zasiéenog
vodom i protresanjem na vortex mijesalici 8 puta u trajanju od 30 s izmedu kojih su pauze od
30 s inkubacije na ledu kako bi se sprijecilo prejako zagrijavanje smjese uslijed Zustrog
mijesanja. Radi odvajanja slojeva u nastaloj emulziji, smjesa se centrifugira 8 min na 8000 g
pri 4 °C. Gornji, ve¢inom vodeni sloj (u kojem se nalaze nukleinske kiseline) se odvoji i doda
mu se jedan volumen 1:1 (v/v) fenol-kloroforma. Smjesa se zustro mijesa 1 min i slojevi odvoje
centrifugiranjem 10 min na 8000 g pri 4 °C. Vodeni sloj se odvoji i doda mu se %2 volumena
otopine polietilenglikola 8000 (PEG) i NaCl tako da kona¢ni maseni udio PEG-a bude 7 %, a
koncentracija NaCl 0,5 mol dm=3. PEG se dodaje kako bi se smanjila topljivost velikih
nukleinskih kiselina, prvenstveno genomske DNA. Smjesa se dobro promijesa i inkubira 30
min na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugira 50 min na 7000 g pri 25 °C. Supernatant se

odvoji i tRNA® istalozi standardnim postupkom: uz dodatak 1/10 volumena acetatnog pufera
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(c (CHsCOONa/CH3COOH) = 3 mol dm, pH = 5,2) i 2 volumena 100 %-tnog etanola te
inkubacijom 1 h na -20 °C. Talog tRNA"* odvoji se od supernatanta centrifugiranjem na 12
000 g pri 4 °C.

3.3.3. Deacilacija i odsoljavanje tRNA-

Talog tRNA™ otopi u 5 ml pufera (¢ (Tris) = 200 mmol dm?=, titriran s HCI do pH = 9) i
inkubira 1 h na 37 °C radi hidrolize Leu-tRNA. Deacilacija se zaustavlja dodatkom octene
kiseline tako da kona¢ni pH bude 5, a tRNA"® istalozi standardnim postupkom (potpoglavlje
3.3.2). Nakon otapanja u 1 ml vode, tRNA se odsoli i prevede u pufer za skladistenje (c
(HEPES) = 20 mmol dm?3, titriran s KOH do pH = 7; ¢ (KCI) = 50 mmol dm) na PD-10 koloni
Uz ponesto izmijenjene upute proizvodaca.®® Kolona se najprije uravnotezi s 25 ml pufera za
skladistenje, zatim se nanese 1 ml uzorka pa 1,5 ml pufera. Uzorak se eluira s puferom u
frakcijama od 2 ml (F1), dva puta po 1 ml (F2 i F3). Frakcijama se spektrofotometrijski odredi
koncentracija tRNA i glavna frakcija pohrani na -20 °C.

3.3.4. Metoda renaturacije tRNA-

Izolirana tRNA® je nakon ekstrakcije s fenol-kloroformom denaturirana, zato ju je potrebno
renaturirati prije uporabe u kineti¢kim eksperimentima. Otopina tRNA zagrijava se 2 min na
80°C i u vruéu otopinu doda otopina MgCl, do konagne koncentracije 10 mmol dm™. Smjesa

se potom ohladi na ledu.

3.3.5. Kruzna mutageneza

KruZzna mutageneza koriStena je u svrhu inaktivacije domene za popravak u kojoj vaznu ulogu
imaju dvije vazne aminokiseline treonin 252 i aspartat 345. U ovom diplomskom radu
promijenjene su obje aminokiseline kako bi se potpuno onemogucio popravak pogreske u
AncLeuRS. Radi toga su provedene dvije uzastopne mutageneze. Za mutaciju treonina (T) u
arginin (R), kodon ACT promijenjen je u CGT, a za mutaciju aspartata (D) u alanin (A), kodon
GAC u GCC (Tablica 2). S obzirom da je za mutaciju T252R potrebna promjena dvaju
nukleotida, odgovaraju¢a nizvodna (engl. forward, F) i uzvodna (reverse, R) pocetnica su duze

kako bi se nadoknadio manjak komplementarnosti u sredini.
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Tablica 2 Karakteristike pocetnica koristenih za uvodenje mutacija T252R i D345A u kodiraju¢em slijedu za drevnu leucil-
tRNA-sintetazu. Slova F i R u nazivu pocetnice odnose se na engleske izraze forward primer (nizvodna podetnica) i reverse
primer (uzvodna pocetnica). Podaci o temperaturi mek$anja dobiveni su od komercijalnog dobavljaca pocetnica (Macrogen).
Crvenim slovima oznaceni su nukleotidi koji se razlikuju od nukleotida u kodirajuéem slijedu, a podebljano je oznacen
promijenjeni kodon.

Pocetnica Tm/°C x(G,C)/% Nukleotidni slijed

T252R_F 75,0 54,84 CCACTCGCCCAGATCGTTTTATGGGAGTGA
T252R_R 75,0 54,84 GTCACTCCCATAAAACGATCTGGGCGAGTG
D345A F 71,0 57,69 CATGACCAGCGTGCCTGGGAATTTGC
D345A R 71,0 57,69 GCAAATTCCCAGGCACGCTGGTCATG

Za prvi krug kruzne mutageneze pripremljene su 4 reakcijske smjese svaka volumena 30 pl.
Sve &etiri sadrze Pfu pufer s MgSQ4, smjesu dNTP-ova (¢ = 0,2 mmol dm™), 18 ng kalupa pET-
28a(+) _AncLeuRS i 1,2 U Pfu-DNA-polimeraze (U je jedinica aktivnosti, engl. activity unit).
Prve dvije reakcijske smjese sadrze samo navedeno (negativne kontrole), tre¢a sadrzi F i R
pocetnicu za uvodenje mutacije D345A, a Cetvrta F i R za mutaciju T252R. Koncentracija
pojedine podetnice u smjesi je 0,5 pmol dm™.

Na uredaju za PCR namjesti se program prikazan u tablici x. Vrijeme polimerizacije
odredeno je prema informacijskom letku dobivenom uz Pfu-DNA-polimerazu (Thermo
Scientific) uz dodatak 2 min s obzirom da je plazmid dosta velik: na prve 2 kb kalupa vrijeme
ekstenzije se racuna kao 2 min/kb, a kasnije 1 min/kb. Budu¢i da je veli¢ina plazmida pET-

28a(+) AncLeuRS 7,885 kb, zaokruzeno 8 kb, vrijeme polimerizacije iznosi 12 min.
Tablica 3 Koraci u programu uredaja za PCR za metodu kruzne mutageneze.

korak t/°C trajanje

pocetna denaturacija 95 2:30
denaturacija 95 0:30
sljepljivanje pocetnica 55 0:30  15ciklusa

polimerizacija 72 12:00
zavr$na polimerizacija 72 10:00
kraj 4 0

Nakon zavrSetka mutageneze, u prvu, trecu i Cetvrtu reakcijsku smjesu doda se 10 U enzima
Dpnl i smjesa inkubira 1 h na 37 °C. Prema uputama proizvodaca (NEB), jedinica aktivnosti

enzima Dpnl definirana je kao koli¢ina enzima potrebna da bi razgradila 1 pg plazmida pBR322
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DNA (metiliranog Dam-metilazom) inkubacijom 1 h pri 37°C u reakcijskoj smjesi volumena
50 pl. S obzirom da reakcijska smjesa sadrzi kolicinu DNA manju od 1 pg, koli¢ina dodanog
enzima je u velikom suvisku.

Kako bi se ispitalo djelovanje enzima u Pfu puferu u odnosu na njegov optimalni pufer
Cut Smart provedena je restrikcijska razgradnja plazmida pET-28a(+)_AncLeuRS u jednom
odnosno drugom puferu, a rezultati analizirani agaroznom elektroforezom.

Nakon restrikcijske razgradnje, elektroporira se BL21 (DE3) soj E. coli s 3,2 ul
reakcijske smjese (elektroporacija opisana u potpoglavlju 3.2.1). Nasumi¢no se odaberu
izdvojene kolonije na plo¢ama, zasadi prekonoéna kultura (potpoglavlje 3.2.2) i izolira
plazmidna DNA (potpoglavlje 3.3.5). UspjeSnost mutageneze provjerava se Sangerovim
sekvenciranjem u servisu tvrtke Macrogen.

U drugom krugu mutageneze kao kalup je uzet plazmid za koji je sekvenciranjem
utvrdeno da sadrzi mutaciju. Radi povecanja prinosa, volumen reakcijske smjese povecan je na
50 pl. Pripremljene su tri reakcijske smjese. Sve sadrze Pfu pufer s MgSQO4, smjesu dNTP-ova
(c = 0,2 mmol dm™), 30 ng kalupa i 2 U Pfu-DNA-polimeraze, a treéa dodatno F i R podetnicu
(konaéne koncentracije 0,5 umol dm3) za uvodenje druge mutacije. Parametri u PCR programu
ostaju isti (Tablica 3). Nakon mutageneze, u prvu i treCu smjesu je dodano 10 U Dpnl i smjese
inkubirane 1,5 h na 37 °C. 1z nastale smjese se zatim izolira plazmidna DNA ekstrakcijom s
fenol-kloroformom i standardnim postupkom taloZenja (potpoglavlje 3.3.2). 1zolirana DNA se
posusi 70 %-tnim etanolom i otopi u 10 pl Re H20. Sa po 5 ul se elektroporiraju DHS0 0dnosno
BL21 (DE3) stanice (potpoglavlje 3.2.1). Na ploc¢e se nasadi 350 pl kulture, a kad narastu
bakterije odaberu se nasumicni klonovi, zasade njihove prekono¢ne kulture i odgovarajuéi

izolirani plazmidi posalju na sekvenciranje.

3.3.6. lzolacija plazmidne DNA

Plazmidna DNA izolira se uz komercijalni set za izolaciju plazmidne DNA prema uputama
proizvodaca (Qiagen) iz stanica dobivenih centrifugiranjem iz 3 ml zasi¢ene prekonocne

kulture

3.3.7. Agarozna elektroforeza

Uzorci nukleinskih kiselina analiziraju se elektroforezom na 1 %-tnom agaroznom gelu. Gel je

pripravljen zagrijavanjem suspenzije agaroze u TAE puferu s etidijevim bromidom (c (Tris) =
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40 mmol dm3, titriran octenom/acetatnom kiselinom do pH = 8, ¢ (EDTA) = 1 mmol dm?, y
(EtBr) = 0,5 mg dm) tako da maseni udio agaroze bude 1 %. Otopina je nakon kraéeg hladenja
izlivena u ladicu s plasti¢nim ¢eslji¢ima gdje je ostavljena da hladenjem prijede u Zelatinozni
gel. Nastali gel stavi se u kadicu za elektroforezu tako da pozitivna elektroda bude na suprotnom
kraju od jazica. Kadica se napuni TAE puferom s etidijevim bromidom tako da razina pufera
bude odmah iznad gela.

Uzorci u koje je dodana 1/10 volumena pufera za nanoSenje uzoraka (y (ksilencijanol-
fluorofosfat) = 2,5 g dm™, y (bromfenol-plavo) = 2,5 g dm=, ¢ (EDTA) = 0,07 mol dm?, ¢
(glicerol) = 30 %, pH = 8) nanesu se redom u jazice i elektroforeza pokrene postavljanjem
napona od 80 V ili 120 V, ovisno o veli¢ini kadice za elektroforezu. Elektroforeza je gotova
kad boja bromfenol-plavo dode do kraja gela. Pruge nukleinskih kiselina na gelu vizualiziraju

se uz pomo¢ UV kamere.

3.3.8. Poliakrilamidna elektroforeza u prisutnosti ureje — provjera cistoée tRNA"*

Priredi se 8 %-tni poliakrilamidni gel s urejom koncentracije 8 mol dm u TBE puferu (c (Tris)
=90 mmol dm, ¢ (HsBOs) = 90 mol dm=, ¢ (EDTA) = 2 mmol dm=, pH = 8,0). Polimerizacija
se potakne dodatkom (NHa4)2S20g i N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED-a). Otopina se
ulije izmedu stakalca razmaknutih 0,75 mm i ostavi da polimerizira. Stakalce s polimeriziranim
gelom se umetne u drza¢, postavi u kadicu za elektroforezu i ulije TBE pufer. Prvih 15 min
postavi se napon od 180 V bez da su na gel naneseni uzorci (engl. pre-run). Uzorci, pro¢is¢ena
tRNA™ i ukupna RNA iz E. coli koja sluzi kao marker, pomijesani s 1 volumenom pufera za
nanosenje (y (urea) = 8 mol dm, y (bromfenol-plavo) = 2 g dm™, y (ksilencijanol-fluorofosfat)
=2gdm3, ¢ (EDTA) = 10 mmol dm™, pH = 8,0) i zagrijani 5 min na 95 °C nanesu se u jaZice
prethodno isprane puferom kako bi se maknula gusta otopina ureje. Elektroforeza se odvija uz
napon od 180 V dok boja ne dode do kraja. Gel se zatim 20-ak min boja u toluidinskom modrilu,

a nespecificno vezana boja ukloni namakanjem gela 10 min u kipucoj vodi.

3.3.9. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije tRNA-®" i DNA

Koncentracija nukleinskih kiselina u uzorku odredena je na spektrofotometru NanoDrop 1000.
Sve nukleinske kiseline apsorbiraju u UV podru¢ju s maksimumom apsorbancije pri valnoj

duljini 260 nm. Za odredivanje masene koncentracije DNA i RNA u otopini odabere se opcija
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,DNA-50“ odnosno ,RNA-40“% Granice osjetljivosti instrumenta za odredivanje
koncentracije dvolancane DNA su 2-3700 ng pl, a RNA 2-3000 ng pl™.

3.4. Metode rada s proteinima

3.4.1. Veliki uzgoj i indukcija ekspresije leucil-tRNA-sintetaze

U LB medij doda se 1/100 volumena zasi¢ene prekonoé¢ne kulture E. coli soj BL21(DE3)
transformirane s plazmidom pET-28a(+) LeuRS (LeuRS ovdje predstavlja leucil-tRNA-
sintetazu, bilo drevnu bilo iz E. coli, sa ili bez mutacije T252R/D345A), kanamicin kona¢ne
koncentracije 30 mg dm™ i otopinu ZnCl; konaéne koncentracije 0,1 mmol dm™. EcLeuRS
sadrzi cinkov ion sa strukturnom ulogom.?? Stoga se dodatkom ZnCl, osigurava dovoljna
koli¢ina cinka za prekomjerno eksprimirani protein. Stani¢ne kulture uzgajaju se na tresilici pri
37 °C do ODeoo = 0,4-0,8, nakon ¢ega se potakne ekspresija LeuRS dodatkom IPTG-a kona¢ne
koncentracije 0,3 mmol dm. Indukcija traje 3 h, nakon &ega se izmjeri ODsoo i Stanice spuste

centrifugiranjem.

3.4.2. Sonikacija stanica

Stanice se suspendiraju u puferu za lizu (¢ (NaCl) = 500 mmol dm, ¢ (Tris) = 25 mmol dm3,
¢ (imidazol) = 10 mmol dm3, titriran s HCI do pH = 8). Neposredno prije sonikacije doda im
se fenilmetilsulfonil-fluorid (PMSF) konac¢ne koncentracije 1 mmol dm™ i p-merkaptoetanol
konac¢ne koncentracije 7,5 mmol dm™. PMSF je ireverzibilni inhibitor serinskih proteaza kao
$to su kimotripsin, tripsin i trombin.** Njegov dodatak sprje¢ava proteoliticku razgradnju
prekomjerno eksprimiranog proteina. p-merkaptoetanol reducira disulfidne veze u proteinima.
Oba reagensa su nestabilna u vodenim otopinama i zato se u reakcijsku smjesu dodaju na kraju.
Bakterijske suspenzije soniciraju se 12 puta u trajanju 30 s, s pauzama od 30 s inkubacije na
ledu da bi se sprijeCilo pretjerano zagrijavanje uzorka. Ostaci bakterijskih membrana odvoje se
od stani¢nog ekstrakta centrifugiranjem 30 min na 18 000 g pri 4 °C. Supernatant se odvoji od

taloga i protisne kroz filter za sterilizaciju s veli¢inom pora 0,22 pum.
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3.4.3. Afinitetna kromatografija na Ni-NTA agarozi

Kolona za afinitetnu kromatografiju napuni se suspenzijom Ni-NTA agaroze u 20 %-tnom
etanolu. Volumen kolone ovisi o koli¢ini proteina u proteinskom ekstraktu. Prema literaturi
kapacitet smole iznosi 5-10 mg proteina/ml.* Ovisno o vrijednosti ODsoo izmjerenoj nakon
indukcije prilagoden je volumen smole. Tako je primjerice za stanice iz 1200 ml stani¢ne
kulture s ODeoo = 1,5 odabran volumen smole od 3 ml. Nakon punjenja, kolona volumena 3 mi
isprana je s:
e 2x4mlReH0,
e 3 x6mlpufera A (c (NaCl) = 500 mmol dm3, ¢ (Tris) = 25 mmol dm, ¢ (imidazol) =
10 mmol dm3, ¢ (B-merkaptoetanol) = 7,5 mmol dm, titriran s HCI do pH = 8).
Na kolonu se zatim nanese stani¢ni ekstrakt, skupi nevezana frakcija i kolona ispere s:
e 3x3,2mlpufera A,
e 7 x4 mlpufera B (c (NaCl) = 500 mmol dm, ¢ (Tris) = 25 mmol dm, ¢ (imidazol) =
25 mmol dm3, ¢ (B-merkaptoetanol) = 7,5 mmol dm, titriran s HCI do pH = 8).
Ispiranje uklanja nespecifi¢no vezane proteine sa smole. Nakon ispiranja, LeuRS je eluirana s
puferom C (¢ (NaCl) = 500 mmol dm, ¢ (Tris) = 25 mmol dm=3, ¢ (imidazol) = 200 mmol dm-
3 ¢ (B-merkaptoetanol) = 7,5 mmol dm titriran s HCI do pH = 8) i proteinske frakcije F1-5

skupljene u obrocima: 2 x 1 ml,5ml, 2x 2 ml.

3.4.4. Odredivanje koncentracije proteina Bradfordovom metodom

Koncentracija proteina u frakcijama F1-F5 orijentacijski je odredena tzv. spot testom. 1z svake
frakcije uzet je alikvot od 1,5 pul i pomijesan sa 100 pl Bradfordovog reagensa (y (Coomassie
Brilliant Blue G-250) = 0,1 g dm, ¢ (C2HsOH) =5 %, ¢ (H3PO4) = 8,5 %). Smjesa u kojoj
ima proteina poprima svijetloplavu boju, a ona koja ga nema ostaje smeda. Frakcija s najve¢om

koncentracijom proteina naziva se glavnhom frakcijom.

3.4.5. Odsoljavanje proteina

Glavna frakcija odsoljena je i prevedena u pufer 0 (¢ (NaCl) = 500 mmol dm3, ¢ (Tris) = 25

mmol dm3, ¢ (B-merkaptoetanol) = 7,5 mmol dm3, titriran s HCI do pH = 8) na PD-10 koloni

prema uputama proizvodaca.®®

Marija Viher Diplomski rad



Eksperimentalni dio 31

3.4.6. Uklanjanje Leu-AMP iz aktivnog mjesta LeuRS

Otopini LeuRS spektrofotometrijski se odredi koncentracija i puferom O razrijedi na 1 mg/ml.
Radi micanja Leu-AMP iz aktivnog mjesta dodaju joj se otopine MgClz i K4sP207 konaénih
koncentracija 4 odnosno 2 mmol dm™ i smjesa inkubira 30 min na sobnoj temperaturi. Vazno
je da su koncentracije MgCl. i K4P207 to¢ne kako ne bi doslo do talozenja MgoP20O7.

Dodatak pirofosfata u suvisku pomice reakciju:

Leu + ATP = Leu-AMP + P,O7*

ulijevo na taj na¢in poti¢uéi disocijaciju leucil-adenilata. Dodatak MgClz vazan je jer su Mg?*
ioni kofaktor u gornjoj reakciji.

Ni-NTA kolona uravnotezi se s puferom 0 i nanese proteinski uzorak koji se zatim ispere
s 10 volumena kolone puferom A koji dodatno sadrzi MgCl, koncentracije 2 mmol dm i
K4P,07 koncentracije 4 mmol dm, a zatim s 10 volumena kolone puferom A. Prvo ispiranje
uklanja Leu, ATP i Leu-AMP s proteina, a drugo pirofosfat. Nakon ispiranja protein se eluira s

puferom C.

3.4.7. Odsoljavanje i koncentriranje proteina

Proteinska frakcija prevede se u pufer za skladistenje (¢ (HEPES) = 50 mmol dm, ¢ (KCI) =
100 mmol dm3, ¢ (glicerol) = 10 %, titriran s KOH do pH = 7,5) na koloni PD-10 prema
uputama proizvodaca.®® U odsoljenu otopinu doda se 1,4-dimerkaptobutan-2,3-diol (trivijalnog
imena ditiotreitol, DTT) do konaéne koncentracije 4 mmol dm™ i otopina koncentrira pomoéu

centrikona prema uputama proizvodaca.

3.4.8. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredena je spektrofotometrijski na uredaju NanoDrop 1000.
Aromatske aminokiseline triptofan 1 tirozin apsorbiraju UV zracenje s maksimumom

apsorbancije pri valnoj duljini od 280 nm.

Tablica 4 Molarna masa, molarni apsorpcijski koeficijent i izoelektri¢na tocka odredeni su prema sekvencama proteina s
histidinskim privjeskom uz pomo¢ alata na internetskoj stranici http://web.expasy.org/protparam/.

Naziv proteina  ms/Da &/dm3moltcm? plteor
AncLeuRS 99 534,28 180 140 5,45
EcLeuRS 99 686,43 169 765 5,38
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U program se unese molarna masa i molarni apsorpcijski koeficijent proteina (Tablica 4) i on

automatski izratunava masenu koncentraciju.

3.4.9. Poliakrilamidna elektroforeza uz dodatak natrijeva dodecilsulfata

Za potrebe poliakrilamidne elektroforeze s dodatkom natrijeva dodecilsulfata (engl. sodium
dodecyl sulphate — polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) pripremaju se dvije vrste
gela: gel za sabijanje i gel za razdvajanje uzoraka. Kao §to im i nazivi govore, razlikuju se
prema funkciji i postotku akrilamida/bisakrilamida. U gelu za sabijanje kroz koji uzorci najprije
prolaze, svi uzorci se sabijaju kako bi krenuli s iste pocetne pozicije i kako uslijed difuzije ne
bi stvarali Siroke pruge. Gel sadrzi 4 %-tni akrilamid/bisakrilamid i pufer za razdvajanje (c
(Tris) = 0,125 mol dm™, y (SDS) = 1 g dm, titriran s HCI do pH = 8,8).

Nakon §to su prosli gel za sabijanje, proteinski uzorci dolaze na gel za razdvajanje koji
je guséi i sluzi za odvajanje proteina. Tek u njemu dolazi do razlike u brzini migracije razlicitih
proteina (Slika 14). Gel za sabijanje sadrzi 8 %-tni akrilamid/bisakrilamid i pufer za razdvajanje
(c (Tris) = 0,375 mol dm™3, y (SDS) = 1 g dm™3, titriran s HCI do pH = 6,8). Polimerizacija obaju
gelova potice se dodatkom (NH4)2S20g i TEMED-a.

GEL ZA
GEL ZA RAZDVAJANJIE
SABIJANJE

KATODA
ANODA

oS- smjesa
oo+
2 :
ol B protemna
’

elektroforeza |
smijer e e
elektroforeze

L porozni gel

Slika 14 Shema kadice za SDS-PAGE (lijevo) i principa na kojemu dolazi do razdvajanja makromolekula (desno). Gel za
razdvajanje nalazi se iznad gela za sabijanje i sadrzi manji postotak poliakrilamida, uzorci njime najprije prolaze. Veéi proteini
krecu se sporije od manjih. Preuzeto i prilagodeno iz ref. 1.
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Gelovi se uliju izmedu stakalca razmaknutih za 0,75 mm, tako da najprije polimerizira gel za
razdvajanje, a zatim iznad njega gel za sabijanje na kojem se jazice formiraju pomocu
odgovarajuceg Cesljica (Slika 14).

Prije nanoSenja uzoraka, potrebno normirati njihovu koli¢inu kako bi se uzorci iz
razli¢itih jazica mogli medusobno usporedivati i kako ih se ne bi nanijelo premalo ili previse.
Ukupne stanice (smjesa stanica i proteinskog ekstrakta dobivena sonikacijom), talog stanica,
proteinski ekstrakt i nevezana frakcija, dobivene tijekom proc¢is¢avanja proteina, hormiraju se
na isti na¢in. U jazicu se nanosi ona koli¢ina stanica koja suspendirana u 1 ml vode ima ODeoo
= 0,1. U izra¢unu koli¢ine koristi se vrijednost ODsoo izmjerena u proteinskom uzorku nakon
indukcije (potpoglavlje 3.4.1).

Proteinski uzorci se pripreme za elektroforezu mijesanjem s 1/3 volumena pufera za
nanosenje (¢ (Tris) = 0,25 mol dm™, ¢ (B-merkaptoetanol) = 5 %, y (bromfenol plavo) = 0,1 g
dm=3, ¢ (glicerol) = 30 %, w (SDS) = 5 %) i zagrijavanjem 5 min na 95 °C. Nakon grijanja,
uzorci se spustaju na dno tubice kratkim centrifugiranjem kako bi se osiguralo nanoSenje
ukupnog uzorka na gel. U prvu jaZicu nanosi se marker Precision Plus Protein™ Standards
Unstained, a zatim redom ostali uzorci. Elektroforeza se provodi u otopini za SDS-
poliakrilamidnu elektroforezu (y (glicin) = 14,4 g dm™=, y (Tris) = 3,03 gdm™, y (SDS) =1 ¢
dm3) 15 min na 130 V, a zatim na 200 V dok boja bromfenol plavo ne dode do kraja gela.
Nakon §to je elektroforeza gotova, gelovi se 20-ak min boje u otopini Coomassie Brilliant Blue
R-250 (w (Coomassie Brilliant Blue R-250) = 0,25 %, ¢ (C2HsOH) = 45 %, ¢ (CH3COOH) =

10 %), a nespecifi¢no vezana boja ukloni se u kipucoj vodi.

3.5. Metode istrazivanja termicke stabilnosti proteina

3.5.1. Diferencijalna pretrazna fluorimetrija

Pocetnim setom mjerenja odabrane su dvije kombinacije koncentracije proteina i boje SYPRO®
Orange (nepoznate ishodne koncentracije, prema uputama proizvodaca ukoncentrirana 5000 X)
s najveéim odzivom instrumenta: 0,1 mg cm i 10 x, odnosno 0,25 mg cm= i 5 x. Mjerenja su
napravljena u puferu za DSF (¢ (KCI) = 150 mmol dm, ¢ (HEPES) = 100 mmol dm=3, pH =
7,5) koji treba biti pazljivo odabran tako da mu pH malo varira u temperaturnom podrucju od
25 do 90 °C unutar kojeg su provedena mjerenja. Tris pufer kod kojeg se pH smanjuje za 1,8

izmedu krajnjih vrijednosti u intervalu nije prikladan.*®4? Naprotiv tome, pH pufera HEPES
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smanjuje se za 1, §to je jo$ uvijek unutar puferskog podruéja (pKa £+ 1), 1 prigodniji je za
uporabu.

Otopina pojedinog proteina i boje SYPRO® Orange u puferu za DSF alikvotira se po
20 ul u jazice mikrotitarske plocice kako bi se dobilo vise replika u jednom mjerenju. Plocica
se nadsloji posebnom prozirnom folijom tako da bude ravnomjerno zalijepljena i kako se ne bi
odljepljivala tijekom zagrijavanja. Vazno je da otopine u jazicama budu na samom dnu. U
slucaju da negdje postoji mjehuri¢ zraka, postoji opasnost da se temperatura u toj jazici
nejednoliko mijenja tijekom eksperimenta pa je plocicu potrebno kratko centrifugirati.

U programu u kojem se namjestaju uvjeti eksperimenta, namjeste se sljedece postavke:
Experiment type: melt curve, Mode: standard, Ramp Rate: 1 %, Reporter Dye: ROX™,
Quencher: none, Passive reference: none. Kalibracija boje SYPRO® Orange nije potrebna jer
koristi kalibraciju boje ROX™.* Temperatura se mijenja prema shemi prikazanoj na slici 15.

90 °C
30s

0,016 °C/s

25eC
60 s

Slika 15 Shema promjene temperature tijekom DSF eksperimenta uz naznageno vrijeme zadrzavanja na pocetnoj i kona¢noj
temperaturi kao i brzinu promjene temperature (engl. ramp rate).

Nakon provedbe eksperimenta, dobiveni podaci se obrade u programu Origin.

3.5.2. Termicka denaturacija”

Priredeno je 6 — 8 otopina EcLeuRS odnosno AncLeuRS koncentracije 70 nmol dm u puferu
sastava: ¢ (HEPES) = 100 mmol dm™ — titriran s KOH do pH = 7,5, ¢ (BSA) = 0,1 mg cm™, ¢
(KCI) = 150 mmol dm=, ¢ (DTT) = 4 mmol dm™. Otopine su zagrijane na stalne temperature u
rasponu od 40 do 60 °C 30 min u uredaju za PCR uz primjenu gradijentnog zagrijavanja. Nakon
zagrijavanja, smjese se ohlade na ledu i uzme im se alikvot iz kojeg se priredi reakcijska smjesa
sastava: ¢ (LeuRS) =5 nmol dm=3, ¢ (tRNAY) = 15-20 umol dm, ¢ ([**C]-Leu) = 100 pumol

* Mjerenja s radioaktivnom aminokiselinom proveo je doc. dr. sc. Marko Mog¢ibob.
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dm3. Reakcijskoj smjesi odredi se podetna brzina nastanka [**C]-Leu-tRNA™ u uvjetima
ustaljenog stanja — mjera aktivnosti enzima. Po¢etna brzina ukupne aminoacilacije smjesa na
razli¢itim temperaturama podijeli se s pocetnom brzinom za smjesu na 40 °C i tako dobije
relativna aktivnost (Arer) enzima pri svakoj temperaturi (t). Nelinearnom regresijom dobivenih
toc¢aka u programu GraphPad Prism dobivena je krivulja denaturacije prema jednadzbi:

Amaks - Amin

Arel = Apin + 1+ 102T50-0 2)

gdje je Amin Najmanja, a Amaks Maksimalna relativna aktivnost, a skalirajuc¢i faktor, a Tso
temperatura pri kojoj je relativna aktivnost enzima 50 %, ujedno i temperatura meksSanja.

Krivulja je sli¢na Boltzmannovoj krivulji prikazanoj na slici 13.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. KruZna mutageneza

Kako bi se uvele mutacije T252R i D345A u domeni za popravak AncLeuRS, potrebno je
napraviti dvije uzastopne kruzne mutageneze (detaljno opisane u potpoglavlju 3.3.5).
Uspjesnost svakog kruga provjerava se sekvenciranjem u servisu tvrtke Macrogen. Za
sekvenciranje su upotrijebljene pocetnice koje okruzuju podruéje u plazmidu u kojem se nalaze
obje aminokiseline.

Reakcijske smjese nakon prvog kruga mutageneze, prije razgradnje s restrikcijskim

enzimom Dpnl, analizirane su agaroznom elektroforezom (Slika 16 a).

M 1 2 3 4 1 2 3

velicina
DNA/pb

Slika 16 a) Provjera prvog kruga mutageneze agaroznom elektroforezom. M — marker s naznagenim veli¢inama DNA
(GeneRuler 1 kb DNA Ladder), 1, 2 — negativne kontrole, smjese bez dodatka mutiranih pocetnica, 3 — smjesa s nizvodnom i
uzvodnom pocetnicom za uvodenje mutacije D345A, 4 — smjesa s nizvodnom i uzvodnom pocetnicom za uvodenje mutacije
T252R. Vidljive su pruge u uzorcima 3 i 4 koje veli¢inom odgovaraju oéekivanom produktu mutageneze (7885 pb). U donjem
dijelu vidljivi su dimeri pocetnica. b) Provjera aktivnosti restrikcijskog enzima Dpnl. 1 — otopina plazmida pET-
28a(+)_AncLeuRS, negativna kontrola, 2 — razgradnja plazmida enzimom Dpnl u puferu CutSmart®, 3 — razgradnja plazmida
enzimom Dpnl u puferu Pfu. Pruga koja odgovara plazmidu (oznadena crveno) nije vidljiva u drugim dvjema uzorcima.
Nasuprot tome, u uzorcima 2 i 3 vidljivi su produkti restrikcijske razgradnje.

U negativnim kontrolama ocekivano nema pruge produkta — Koli¢ina kalupa pET-

28a(+)_AncLeuRS uuzorcimali 2 (4,8 ng) premala je da bi se vidjela na gelu. Nasuprot tome,
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u uzorcima 3 i 4 vidljive su pruge koje se nalaze blizu oznake 8 kb, $to odgovara veli¢ini
ocekivanog plazmida (7885 pb).

Nakon elektroporacije bakterija E. coli soja DH5a smjesama 3 i 4, na plo¢ama nisu
narasle kolonije. Elektroporacija BL21 (DE3) soja daje bolje rezultate, ali broj naraslih kolonija
je jo$ uvijek mali. Iz Sest nasumi¢no odabranih kolonija, plazmid samo jedne sadrzi
odgovarajuc¢u mutaciju (T252R). To nije u skladu s oc¢ekivanim brojem kolonija koje sadrze
mutaciju (80 % prema uputama za QuikChange™ ciljanu mutagenezu). Medutim, plazmid
PET-28a(+)_AncLeuRS s veli¢inom od skoro 8 kb ubraja se u veée plazmide kod kojih
efikasnost mutageneze nije zagarantirana.?* Budu¢i da je potvrdena aktivnost enzima Dpnl u
Pfu puferu (Slika 16 b), lazni pozitivi nisu rezultat njegove nedjelotvornosti. Jos jedna potvrda
aktivnosti enzima je prazna plo¢a negativne kontrole u koju je dodan Dpnl (Slika 17). S obzirom
da je negativna kontrola prije restrikcijske razgradnje sadrzavala samo metilirani plazmid,
odsutnost bakterija na plo¢i potvrduje da je kalup razgraden jer bakterije nisu mogle primiti
plazmid koji bi im dao otpornost na antibiotik.

U drugom krugu mutageneze koli¢ina DNA u transformacijskoj smjesi povecana je za

faktor 7,8 sto je povecalo broj bakterijskih kolonija na plo¢i (Slika 17).

Slika 17 LB ploce s kanamicinom: 1 — negativna kontrola, BL21 (DE3) stanice elektroporirane smjesom koja je prije inkubacije
s Dpnl sadrzavala 4,8 ng plazmida pET-28a(+)_AncLeuRS, 2 — negativna kontrola, stanice elektroporirane smjesom s 4,8 ng
plazmida pET-28a(+)_AncLeuRS, bez inkubacije s Dpnl, 3 - stanice elektroporirane smjesom koja je prije inkubacije s Dpnl
sadrzavala 4,8 ng plazmida pET-28a(+)_AncLeuRS i produkt mutageneze. Plo¢a 1 nema kolonija §to pokazuje ispravnost
enzima Dpnl. Veéi broj kolonija na plo¢i 2 u odnosu na plo¢u 3 pokazuje da je efikasnost transformacije stanica veéa s kruznim
plazmidom nego linearnim.

Ploca 1 ocekivano nema kolonija jer je sav plazmid razgraden s Dpnl. Druga plo¢a ima puno
kolonija, vise nego ploca 3 jer je efikasnost transformacije kruznom DNA veca od one
linearnom. Ploca s potencijalnim dvostrukim mutantima sadrzi veci broj kolonija, nego u prvom
krugu, ali unato¢ tome od 5 plazmida izoliranih iz nasumi¢no odabranih kolonija BL21 (DE3)

i 8 plazmida iz DH5a soja, samo je jedan pozitivan rezultat (Slika 18).
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Slika 18 Isjecci rezultata Sangerovog sekvenciranja plazmida koji sadrzi obje Zeljene mutacije.. Prikazani su dijelovi slijeda
koji potvrduju da je doslo do mutacije T252R (ACT — CGT) odnosno D345A (GAC — GCC).

4.2. Prodiséavanje tRNAY

Standardnim genetickim kodom aminokiselina leucin kodirana je sa Sest razli¢itih kodona:
UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG.! Molekule tRNA koje prepoznaju razli¢ite kodone, a
vezu istu aminokiselinu nazivamo izoakceptorskim tRNA.* U ovom diplomskom radu
koristena je izoakceptorska tRNAyaa dobivena in vivo: prekomjernom ekspresijom plazmida
ApET-3a s odgovaraju¢im kodiraju¢im slijedom pod kontrolom T7 promotora u bakteriji E.
coli. Stanice su suspendirane u smjesi pufera za izolaciju tRNA, a zatim im je dodan fenol
zasi¢enog vodom. Otopina u kojoj je maseni udio fenola iznad 1 % ima baktericidno djelovanje
jer fenol unistava staniénu membranu bakterija.*® S obzirom da se fenol ne mijesa s vodom,
smjesa se razdijeli na dva dijela: gornji —vodeni i donji — fenolni. Ostaci bakterijskih membrana
I nekih proteina nalaze se u fenolnom sloju i na granici slojeva. Gornji, vecinski vodeni sloj
sadrzi stani¢ni ekstrakt s preostalim proteinima i nukleinskim kiselinama.

Proteini se dodatno uklanjaju dodatkom otopine fenola u kloroformu (dobivene
mijeSanjem fenola zasi¢enog vodom 1 kloroforma u volumnom omjeru 1:1) u stani¢ni ekstrakt.
Fenol i kloroform u kombinaciji denaturiraju proteine bolje nego bilo koji od njih zasebno.*
Denaturirani proteini vidljivo su istaloZeni na granici faza organskog i vodenog sloja u obliku
bijele pjene. Buduci da je pufer za izolaciju tRNA blago luznat, u vodenom sloju nalaze se i
DNA i RNA.*" Genomska DNA uklanja se dodatkom polietilenglikola koji smanjuje njezinu
topljivost u vodi. U prozirnom talogu polietilenglikola je nakon centrifugiranja uocljiva sluzava
bijela tvar. Prisutnost DNA u talogu je dodatno potvrdena agaroznom elektroforezom (Slika
19).
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genomska
DNA

tRNAL=

Slika 19 Analiza koraka u pro¢iséavanju tRNAMY, 1 — vodeni sloj nakon ekstrakcije fenol-kloroformom, 2 — talog nakon
talozenja s polietilenglikolom (PEG-om), 3 — supernatant nakon talozenja PEG-om. Na gelu su vidljive dvije pruge: gornja
odgovara genomskoj DNA, a donja tRNA . Vidljivo je uklanjanje genomske DNA taloZzenjem s PEG-om jer pripadne pruge
nema u supernatantu, a vidljiva je u talogu.

RNA preostala u supernatantu prevedena je u odgovaraju¢i pufer, a zatim je SDS-
poliakrilamidnom elektroforezom u prisustvu ureje (¢ = 8 mol dm) u usporedbi s pozitivnom
kontrolom potvrdeno da izolirana RNA veéinski sadrzi tRNAM,

Kako bi se utvrdilo koliki udio ukupne RNA ¢ini tRNAMY pracena je reakcija
aminoaciliranja s [**C]-leucinom:

[14C]-Leu + ATP + tRNALeu 5 [14C]-Leu-tRNALeu + AMP + PPi

u uvjetima zasiéenja (¢ (EcLeuRS) = 200 nmol dm=3, ¢ ([**C]-Leu) = 100 umol dm). Nakon
kratke inkubacije reakcijske smjese (nekoliko minuta na 37 °C), uzeti su su alikvoti i istaloZeni
na papirnatim diski¢cima Whatman 3MM, uranjanjem u otopinu hladne trikloroctene kiseline (y
=100 g dm). Trikloroctena kiselina talozi nukleinske kiseline, ukljuéivo i aminoaciliranu —
radioaktivno obiljezenu ([**C]-Leu)-tRNA, dok neizreagirani slobodni [**C]-Leu zaostaje u
otopini. Diski¢i filter-papira isperu se dva puta hladnom otopinom trikloroctene kiseline (y =
50 g dm™®) i hladnim etanolom, te se osuse u susioniku na 80 °C. Koli¢ina radioaktivnog

produkta izmjeri se u scintilacijskom brojacu. Izraunata akceptorska aktivnost iznosi 80 %.
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4.3. Procis¢avanje drevne leucil-tRNA-sintetaze i njezine mutirane inacice

Kodirajuéi slijed za drevnu leucil-tRNA-sintetazu (AncLeuRS) racunalno je rekonstruiran,
sintetiziran i ugraden u vektor pET-28a(+) na Weizmann institutu u grupi Dana Tawfika. Slijed
aminokiselina u AncLeuRS odreden je metodom maksimalne vjerojatnosti na temelju
poravnavanja proteinskih sekvenci s 50 %-tnom istovjetnos¢u EcLeuRS, dobivenih
pretrazivanjem baze podataka NCBI. Dobiveno je 57 sekvenci koje su poravnate u programu
MUSCLE, a filogenetsko stablo (Slika 20) je dobiveno u programu PhyML uz standardne
parametre: Le-Gasculov (LG) model supstitucije aminokiselina i 100 bootstrap replika.
Hamlaé:;u:xas:ﬁ:glsimla tarda
Mangrovibacter sp

Cedecea neteri
Buttiauxella agrestis

_|j Shimwellia blattae

M Erwinia teleogrylli

Lelliottia amnigena
Kluyvera intermedia

Escherichia coli
[ Shigella sonnei
Trabulsiella odontotermitis

Raoultella terrigena
Klebsiella oxytoca

N22 Proteus sp
—a Enterobacter cloacae
E Kosakonia sacchari
Cronobacter malonaticus
Pantoea sp

4|—Tatumella ptyseos

Rosenbergiella nectarea
Pectobacterium atrosepticum
Dickeya zeae
Lonsdalea quercina
Serratia plymuthica
Rahnella aguatilis
Yersinia intermedia

#enorhabdus bovienii
_|——F'hutnrhabdus asymbiotica
Photorhabdus temperata
Morganella morganii

— Proteus mirabilis
Arsenophonus nasoniae

_|:I"u’|nellerella WISCONSensis
Providencia rettgeri

——
0.050

Slika 20 Prikaz klade filogenetskog stabla proteina koji su 50 % istovjetni leucil-tRNA-sintetazi iz bakterije E. coli. Svi proteini
potje¢u iz gama proteobakterija (s naznacenim nazivima). Oznacen je unutarnji ¢vor N22 — drevna leucil-tRNA-sintetaza
(AncLeuRS).
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Svih 57 proteina potjee iz gama proteobakterija.*® Izmedu vise potencijalnih kandidata za
AncLeuRS odabran je unutarnji ¢vor 22 (N22) — predak proteina iz enterobakterija (Slika 20).
Za rekonstrukciju je koristena metoda maksimalne vjerojatnosti i Jones-Taylor-Thorntonov
(JTT) model supstitucije aminokiselina. AncLeuRS sadrzi jednak broj aminokiselina kao i
EcLeuRS (860) i relativne molekulske mase su im vrlo sli¢ne (oko 97 000). Sadrze 89 % istih
aminokiselina i 4 % sli¢cnih. Motivi HMGH 1 KMSKS vazni za ostvarivanje interakcija s ATP-
om u EcLeuRS sacuvani su u AncLeuRS.

Kodirajuéi slijed za AncLeuRS odnosno za T252R/D345A AncLeuRS nalaze se u
vektoru pET-28a(+) pod kontrolom T7 promotora. Njihov kodiraju¢i slijed dodatno kodira 23
aminokiseline na N kraju proteina (podebljane) medu kojima je slijed od 6 uzastopnih histidina

(plavo) i slijed koji prepoznaje proteaza trombin (zeleno):

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMQOEQYRPEDIESHVQQOHWOEKKTFKVTEDPSKEKYYCLSML
PYPSGRLHMGHVRNYTIGDVISRYQRMLGKNVLOQPIGWDAFGLPAEGAAVKNNTAPAPWTYDNI
EYMKNQLKLLGEFGYDWSREIATCKPDYYRWEQWEFFTKLYEKGLVYKKTSAVNWCPNDQTVLANE
QVIDGCCWRCDTKVERKEIPQWFIKITAYADQLLNDLDTLESWPEQVKTMORNWIGRSEGVEIT
FDVADSDEKLTVYTTRPDTEFMGVTYVAVAAGHPLAQQAAANNPALADFIDECRNTKVAEADMAT
MEKKGMATGLYAIHPLTGEKLPVWVANEVLMEYGTGAVMAVPGHDOQRDWEFATKYNLPIKPVIL
NADGSEPDLSAQAMTEKGVLENSGEFDGLDFEAGENAIADKLVAKGVGERKVNYRLRDWGVSRQ
RYWGAPIPMVTLEDGTVIPTPEDQLPVILPEDVVMDGITSPIKADPEWAKTTVNGQPALRETDT
FDTFMESSWYYARYTCPQYDQGMLDPAAANYWLPVDQYVGGIEHAIMHLMY FRFFHKLMRDAGL
VNSDEPAKRLLCQGMVLADAFYYTGNNGERIWVSPVDVTVERDEKGRIVKATDAEGRELVYAGM
SKMSKSKNNGIDPQVMVEKYGADTVRLEFMMFASPAEMTLEWQESGVEGANREFLKRVWKLAYEHT
AKGAVAALDVAALNEDQKALRRDLHKTIAKVTDDIGRROQTEFNTATAATMELMNKLARAPQESEQ
DRALMQEALLAVVRMLYPFTPHVCEFTLWQALGGEGDIDNAPWPVADEQAMVEDSKLVVVQVNGK
VRGKITVAADATEEQVRERAAQEHLVAKYLDGVTVRKVIYVPGKLLNLVVG

Crveno su podebljane aminokiseline koje su promijenjene u T252R/D345A AncLeuRS.
Proteini su prekomjerno eksprimirani i procis¢eni na Ni-NTA koloni kako je ranije
opisano. Rezultat procis¢avanja analiziran je SDS-poliakrilamidnom elektroforezom (Slika 21).
Prikazana je slika gela samo za AncLeuRS T252R/D345A jer je analogna i za AncLeuRS wt
(engl. wild type).
U proteinskom ekstraktu (UK. EK.) posebno je vidljiva pruga AncLeuRS $to pokazuje
da je bila prekomjerno eksprimirana u E. coli, tj. da je indukcija bila uspjesna. S obzirom da

relativna molekulska masa AncLeuRS s histidinskim privjeskom iznosi 99 534, pruga se
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ocekivano nalazi blizu oznake za 100 000. Protein je dobro topljiv, zato se ve¢inom nalazi u

proteinskom ekstraktu, a vrlo malo u talogu stanica nakon sonikacije (T).

Mr/1000 M UKST. T UK EK NF ISPB Fl F2 F3 F4

250
150
100
" -—— ” -——— ey
75 ! ,
t S ] . ¢
- iy
50 - '

Slika 21 Analiza pro¢is¢avanja prekomjerno eksprimirane T252R/D345A AncLeuRS iz BL21 (DE3) soja bakterije E. coli. M
— marker s proteinima naznacene relativne molekulske mase (Precision Plus Protein™ Standards Unstained), UK. ST. —
ukupne stanice (smjesa proteinskog ekstrakta i ostataka stanica dobivena soniciranjem, T — talog ostataka stanica, UK. EK. —

proteinski ekstrakt, NF — nevezana frakcija, ISP B — zadnja dva ispiranja puferom B, F1-4 — frakcije dobivene ispiranjem s
puferom za eluciju. F3 je glavna frakcija.

Proteinski ekstrakt nanosi se na Ni-NTA kolonu kako bi se procistila AncLeuRS. Ostali proteini
ne vezu se na kolonu i stoga se nalaze u nevezanoj frakciji (NF). Nakon nanos$enja na kolonu,
protein se ispire puferom B radi uklanjanja nespecificno vezanih proteina. Odredena koli¢ina
AncLeuRS izgubljena je ispiranjem (ISP B), ali su zato proteinske frakcije (F1-4) dosta Ciste.
Nekoliko pruga koje odgovaraju proteinima manje relativne molekulske mase od 100 000
posebno su vidljive u frakciji F3. Radi se ili 0 nespecificno vezanim proteinima ili o produktima
proteoliticke razgradnje AncLeuRS.

Odredeni postotak procis¢ene AncLeuRS sadrzi leucin ili Leu-AMP u aktivhom
mijestu.*® To predstavlja problem kod kineti¢kih mjerenja kao $to je primjerice praéenje
nastanka Nva-[32P]-tRNA u uvjetima predustaljenog stanja, gdje je visoka koncentracija
enzima, jer se zbog kontaminacije dolazi do neZeljenog nastanka Leu-[*?P]-tRNA". Budud¢i
da je samo tRNA radioaktivno obiljezena, ta dva produkta ne mogu se ni na koji nacin
razlikovati. Kineticka mjerenja osjetljiva su na koli¢inu Leu-AMP-a u aktivnhom mjestu od
svega nekoliko posto pa takva kontaminacija moze uzrokovati artefakte i pogresnu
interpretaciju podataka.

Poznato je nekoliko tehnika uklanjanja Leu-AMP-a iz aktivnog mjesta LeuRS: dijaliza

u odsutnosti P,O7* i inkubacija LeuRS s tRNA™ u svrhu potpunog prijenosa aktivirane
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aminokiseline na tRNA.*°® U ovom diplomskom radu kori§tena je nova metoda za uklanjanje
aminokiseline iz aktivnog mjesta Cija je prednost da ne trosi tRNA. Metoda se zasniva na
pomicanju reakcije aktivacije aminokiseline prema reaktantima dodatkom KsP207 u suvisku, a
zatim uklanjanjem ATP-a i leucina obilnim ispiranjem na Ni-NTA koloni. Metoda je detaljno

opisana u potpoglavlju 3.4.6.

F1 F2 F3 F4

AncLeuRS

AncLeuRS
T252R/D345A

Slika 22 Analiza proteinskih frakcija Bradfordovim reagensom, tzv. spot testom nakon uklanjanja Leu-AMP-a iz aktivnog
mjesta drevne leucil-tRNA-sintetaze (AncLeuRS) i T252R/D345A AncLeuRS. Plavo obojena frakcija sadrzi protein.

Nakon uklanjanja Leu-AMP-a, AncLeuRS se eluira s kolone (Slika 22), prevede u pufer za
skladistenje i ukoncentrira. Efikasnost uklanjanja Leu-AMP-a potvrdena je tankoslojnom
kromatografijom (Slika 27 b). Ako se u AncLeuRS ne doda leucin, nego samo s ATP i tRNAM,

ne dolazi do nastanka Leu-tRNA. To je dokaz da nema Leu-AMP-a u aktivnom mjestu.

4.4. Mjerenja termicke stabilnosti
4.4.1. Diferencijalna pretrazna fluorimetrija

Diferencijalna pretrazna fluorimetrija (DSF) je metoda odredivanja termicke stabilnosti
proteina na temelju porasta intenziteta fluorescencije nepolarne boje SYPRO® Orange uslijed
denaturacije proteina. U mjerenjima su koriStene dvije kombinacije koncentracije proteina i
boje SYPRO® Orange (potpoglavlje 3.5.1.) jer obje imaju veliki odziv instrumenta. U obradi
podataka odabrana je kombinacija s koncentracijom proteina 0,1 mg cm2 i 10 x SYPRO®
Orange zbog ostrijeg skoka u Kkrivulji koji omogucuje preciznije odredivanje temperature
mekSanja.

U literaturi su navedena dva nacina za odredivanje temperature meksanja (potpoglavlje
2.5.1).39% Prvi je nelinearna regresija Boltzmannovom krivuljom (jednadzba (1)), a drugi
trazenje nultocke druge derivacije krivulje. U ovom radu koristen je drugi nacin.

Boltzmannova krivulja neprikladan je odabir za odredivanje temperature meksanja iz

nekoliko razloga. Prije regresije je potrebno ukloniti eksperimentalne tocke prije i poslije skoka
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u intenzitetu fluorescencije. Pritom je Sirina intervala koji se uklanja proizvoljna, a ¢ak i tako
modificirani set podataka pokazuje trend odstupanja od regresijske krivulje $to je vidljivo u
grafu reziduala (Slika 23). Rezidual je razlika izmedu eksperimentalnih i regresijom
procijenjenih vrijednosti. Njegov graf bi trebao prikazivati nasumi¢no rasprSene tocke sa
srednjom vrijednoscu 0, a jasno je vidljivo da pokazuje trend odstupanja koji nije nasumican.
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34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56
t/1°C
Slika 23 Primjer Boltzmannove regresije (plavo). Prikazani su rezultati DSF eksperimenta (crno) dobiveni za otopinu 0,1 mg
cm® EcLeuRS i 10 x SYPRO® Orange u puferu za DSF (¢ (KCI) = 150 mmol dm, ¢ (HEPES) = 100 mmol dm, pH = 7,5).
Posebno je naznaCen graf reziduala, tj. ovisnosti razlike u intenzitetu fluorescencije izmedu eksperimentalno (Feksp) i

regresijom dobivene ovisne varijable (Frecr) o temperaturi. Trend nepravilnog odstupanja eksperimentalnih tocaka od
regresijske krivulje vidljiv u grafu reziduala pokazuje da regresija nije dobra.

U objasnjenju zasto je Boltzmannova krivulja lo§ izbor za nelinearnu regresiju stoji jasna
fizikalna podloga. Krivulja dobivena DSF eksperimentom je rezultat dvaju procesa:
denaturacije proteina i nastajanja proteinskih agregata. Ti procesi nisu neovisni jer ¢im dode do
denaturacije po€inju nastajati i agregati. Boltzmannova krivulja dobro opisuje samo proces
denaturacije, ali on se preklapa s nastankom agregata i to ve¢ u podrucju oko tocke infleksije
DSF krivulje. Odbacivanjem eksperimentalno dobivenih to¢aka iza maksimuma DSF krivulje
ne odbacuje se sav doprinos krivulji uslijed nastanka proteinskih agregata. Budu¢i da proteinski
agregati nastaju ve¢ u podrucju skoka krivulje, nelinearna regresija Boltzmannovom krivuljom
pokazuje povecanje odstupanja s temperaturom jer pojava novog fizikalnog procesa uvodi
gresku koja se ne moze objasniti regresijskim modelom.

Isto tako, Boltzmannova krivulja ne moze pouzdano odrediti temperaturu meksanja kod

krivulja denaturacije u kojima postoji vise faznih prijelaza, a time i vise to¢aka infleksije.?® 1z
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svega navedenog slijedi da nije dobar odabir za nelinearnu regresiju krivulje denaturacije
dobivene u DSF eksperimentu.

70000
80000
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40000

Fiau.

20000

20000

10000 —
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T T T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 a0 70 80 =11}
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Slika 24 Krivulje denaturacije u DSF eksperimentu za otopine drevne (AncLeuRS) i leucil-tRNA-sintetaze iz E. coli

(EcLeuRS). Mijerenja su provedena u puferu za DSF (¢ (KCI) = 150 mmol dm, ¢ (HEPES) = 100 mmol dm™, pH =7,5) s
koncentracijom proteina 0,1 mg cm= i 10 x SYPRO® Orange. AncLeuRS je termicki stabilniji protein.

Iz tocke infleksije krivulje denaturacije (Slika 24) odredene su temperature meksanja za
AncLeuRS i T252R/D345A AncLeuRS te za odgovarajuce kontrolne proteine EcLeuRS i
T252R/D345A EcLeuRS (Tablica 5). Krivulja denaturacije mutiranih proteina nije prikazana
jer pokazuje isti trend kao i krivulja na slici 24. SYPRO® Orange boja jednako fluorescira i s
AncLeuRS i s EcLeuRS prije njihove denaturacije (engl. pre-melt fluorescence). S obzirom da
tada intenzitet fluorescencije ovisi o interakciji boje s nepolarnim bocnim ograncima na
povrsini proteina, AncLeuRS ima slican povrSinski sastav nepolarnih aminokiselina kao 1

EcLeuRS.

Tablica 5 Temperature meksanja za otopine razli¢itih proteina (¢ = 0,1 mg cm) pri koncentraciji boje SYPRO® Orange 10 x
u puferu za DSF (c (KCI) = 150 mmol dm3, ¢ (HEPES) = 100 mmol dm, pH = 7,5). Navedene su srednje vrijednosti dobivene
u jednom mjerenju iz Sest replika. Nazna¢ene pogreske odreduju interval pouzdanosti od 95 %.

PROTEIN tm/°C

EcLeuRS 51,48+ 0,17
AncLeuRS 55,23 £0,28
EcLeuRS T252R/D345A 50,81 +0,11
AncLeuRS T252R/D345A 54,42 + 0,11
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Denaturacija EcLeuRS pocinje na nizoj temperaturi nego AncLeuRS (Tablica 5). Prema tome,
AncLeuRS je termicki stabilniji protein od EcLeuRS, $to je u slaganju s primije¢enom trendom
vece stabilnosti radunalno rekonstruiranih drevnih proteina.®1%3* Razlika u temperaturama
iznosi Atm (LeuRS) = (3,75 + 0,45) °C odnosno Atm (T252R/D345A LeuRS) = (3,61 £0,22) °C.

Proteini s inaktiviranom domenom za popravak pokazuju nesto manju termicku
stabilnost od wt proteina. Razlika temperatura mekSanja za ECLeURS iznosi Atm = (0,67 = 0,28)
°C, a za AncLeuRS Atn = (0,81 + 0,39) °C. lako su vrijednosti male, nisu unutar
eksperimentalne pogreske, Sto pokazuje da dvije supstitucije vaznih aminokiselina u aktivnom
mjestu mogu utjecati na malo smanjenje termicke stabilnosti enzima.

S pocetkom denaturacije proteina pocinje i njihova agregacija. AncLeuRS i EcLeuRS
pokazuju razli¢it mehanizam agregacije jer njihove DSF krivulje odstupaju u podrucju iza

maksimuma krivulje. Takav rezultat je ocekivan zbog razlike u strukturi.

4.4.2. Termicka denaturacija

Osim diferencijalnom pretraznom fluorimetrijom, temperatura meks$anja ECLeuRS i AncLeuRS
odredena je pracenjem aktivnosti enzima u temperaturnom podru¢ju od 40 do 60 °C.
Temperaturni interval je odabran tako da se temperatura mekSanja odredena u DSF

eksperimentu nalazi u sredini. Dobivene krivulje denaturacije prikazane su na slici 25.

100-
80-
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= 60

°

< 40

204 -e- EcLeuRS
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Slika 25 Krivulja denaturacije drevne (AncLeuRS) i leucil-tRNA-sintetaze iz E. coli (EcLeuRS). Mjerenja su provedena uz
koncentracija enzimu 70 nmol dm u puferu sastava: ¢ (HEPES) = 100 mmol dm — titriran s KOH do pH = 7,5, ¢ (BSA) =
0,1 mg cm3, ¢ (KCI) = 150 mmol dm, ¢ (DTT) =4 mmol dm=. Relativna aktivnost odredena je kao omjer aktivnosti enzima
pri pojedinoj temperaturi i pri 40 °C.
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Iz krivulje denaturacije AncLeuRS odnosno EcLeuRS temperatura meksanja je odredena kao

apscisa tocke koja odgovara 50 % aktivnosti enzima, (Tablica 6).

Tablica 6 Temperatura meksanja drevne (AncLeuRS) i leucil-tRNA-sintetaze iz E. coli (EcLeuRS) odredena kao apscisa tocke
kojoj odgovara 50 % aktivnosti enzima. Srednja vrijednost izraCunata je iz 3 neovisna mjerenja. Naznacene pogreske odreduju

interval pouzdanosti od 95 %.
ENZIM tm / °C

AncLeuRS 52,32+ 0,27
EcLeuRS 49,26 + 0,85

Prema izmjerenim vrijednostima AncLeuRS je termicki stabilniji od EcLeuRS, $to je u slaganju
s rezultatom dobivenim metodom DSF. Razlika u temperaturi mekSanja za dva enzima iznosi
Atm = (3,1 = 1,1) °C. Izracunata razlika ima vecu relativnu pogresku (35 %) nego u DSF
mjerenjima (12 %) sto je posljedica same metode. Naime, buduéi da je za svaku izmjerenu
tocku potrebno odrediti aktivnost enzima, krivulja denaturacije odredena je na temelju mnogo
manje eksperimentalnih tocaka od DSF krivulje.

Dobivene razlika u termickoj stabilnosti enzima mogu se usporediti s ra¢unalno
rekonstruiranim drevnim proteinom N9 — pretkom serumskih paraoksonaza (PON) sisavaca
koji s njima dijeli 70-82 % identi¢nosti u redoslijedu.®* N9 je za Atm = (13,3 £ 1,2) °C stabilniji
od rekombinantnog proteina dobivenog kombinacijom gena razli¢itih PON iz sisavaca.®
AncLeuRS je 89 % identi¢an EcLeuRS. Cini se da je tako velika sli¢nost uzrok manjeg dobitka
na termickog stabilnosti kod AncLeuRS, nego kod N9.

Apsolutne vrijednosti temperatura meksanja AncLeuRS i EcLeuRS odredene na temelju
mjerenja aktivnosti nesto su manje, nego u DSF eksperimentu. Razlika proistjece iz drugacijih
principa dvaju metoda: jedna se temelji na mjerenju aktivnosti enzima, a druga na mjerenju

denaturacije. Dobiveni podaci pokazuju da gubitak aktivnosti prethodi denaturaciji enzima.
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4.5. Kineti¢ka mjerenja”
4.5.1. Izmjena pirofosfata

Izmjena pirofosfata metoda je mjerenja brzine reakcije aktivacije aminokiseline — prve od dviju
reakcija koju katalizira svaka aaRS. U reakcijskoj smjesi nalaze se aminokiselina (leucin ili
norvalin), ATP i [3P]-PPi. Mjeri se koli¢ina radioaktivnog [*2P]-ATP-a koji nastaje kao
produkt u reakciji izmjene pirofosfata prikazanog sljede¢im dvjema reakcijama:
aa + ATP < aa-AMP + PPi

aa-AMP + [32P]-PPi < aa + [32P]-ATP
Reakcija ugradnje radioaktivnog pirofosfata u ATP se odvija pri ravnoteznim uvjetima,
aminoacil-adenilat (aa-AMP) ostaje ¢vrsto vezan u aktivnom mjestu enzima. Stoga se brzina
ugradnje pirofosfata u ATP u povratnoj reakciji uzima kao mjerilo brzine i u¢inkovitosti brzine
aktivacije aminokiseline (Slika 26).%2
0,5
0,4
0,4
0,3 °
0,3 ° ®Ec+Lleu
0,2 @ Anc + Leu

0,2 ° Ec+ Nva
0,1 [ ® Anc + Nva

¢ ([32P]-ATP) / mmol dm3

0,1 ®

0,0

t/ min

Slika 26 Vremenski tijek nastanka [32P]-ATP-a u reakciji izmjene pirofosfata s norvalinom, Nva (c = 1 mmol dm3), odnosno
leucinom, Leu (c = 100 umol dm) u reakciji kataliziranom drevnom (Anc) odnosno leucil-tRNA-sintetazom iz E. coli (Ec)
koncentracije 10 nmol dm3. ATP je dodan u suvisku. Mjerenja su provedena pri 37 °C.

Linearnom regresijom odredeni su nagibi pravaca na slici 26 koji predstavljaju pocetnu brzinu

aktivacije aminokiseline (vo) za danu koncentraciju aminokiseline. Iz pocetne brzine aktivacije

* Mjerenja s radioaktivnim tvarima proveo je doc. dr. sc. Marko Mo¢ibob. Ovdje su prikazani i obradeni rezultati
s njegovim dopustenjem.
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I poznate koncentracije enzima ([E]o) mozemo odrediti opazene (engl. observed) konstante
brzine reakcije (kobs) prema jednadzbi:

kcat [aa] [E] 0

‘U =
0 K, + [aa]

= Kobs[Elo (€))

gdje je [aa] pocetna koncentracija aminokiseline, Km koncentracija supstrata (u ovom slucaju
aminokiseline) za koju je postignuta polovica maksimalne brzine reakcije, a kcat katalitiCka
(engl. catalytic) konstanta brzine reakcije. Opazena konstanta brzine reakcije je funkcija Keat i
Km pri odredenoj koncentraciji aminokiseline (Tablica 7). S obzirom da su opaZene konstante
mjerene pri razli¢itim koncentracijama norvalina i leucina, ne mozemo medusobno usporedivati
njihove konstante aktivacije. Mozemo usporedivati samo konstante aktivaciju iste
aminokiseline razli¢itim enzimima. AncLeuRS ima ne$to manje konstante aktivacije leucina
odnosno norvalina od EcLeuRS — za 18 odnosno 22 %. Medutim, to jo§ uvijek nije znacajno

odstupanje.

Tablica 7 Pogetne brzine aktivacije norvalina, Nva (¢ = 1 mmol dm3) odnosno leucina (Leu) (¢ = 100 mmol dm-3) s drevnom
(AncLeuRS) odnosno leucil-tRNA-sintetazom iz E. coli (EcLeuRS) koncentracije 10 nmol dm. Prema jednadzbi (3)
izraCunate su odgovarajuce opazene konstante brzine aktivacije. Mjerenja su provedena pri 37 °C.

LeuRS + aminokiselina vo/ mmol dm= min? Kobs /s?

EcLeuRS + Leu 0,0339 56,5
AncLeuRS + Leu 0,0277 46,2
EcLeuRS + Nva 0,0142 23,6
AncLeuRS + Nva 0,0111 18,5

S obzirom da su opaZene konstante odredene na temelju jednog mjerenja, za precizniju
usporedbu dvaju enzima najbolje bi bilo odrediti parametre Michaelis-Mentenine jednadzbe
(jednadzba (3)), Km i keat, U reakciji aktivacije leucina odnosno norvalina s AncLeuRS.

4.5.2. Prijenos leucina na tRNA

Prijenos leucina na tRNA® prati se uz uporabu instrumenta za brzo mije$anje i zaustavljanje
reakcije, pomocu kojeg se mogu pratiti reakcije koje se odvijaju na vremenskoj skali visoj od
2,8 ms. AncLeuRS je inkubirana s ATP-om i leucinom, dodanima u suvisku, kako bi u njezinom
aktivnom mjestu nastao Leu-AMP. Enzim je odvojen od neizreagiralih reaktanata na koloni za
odsoljavanje. Tako priredena AncLeuRS (¢ = 10 pmol dm™) pomijesana je s [3*P]-tRNA (c

=1 umol dm™) &ime je inicirana reakcija prijenosa leucina na tRNA". Reakcija je kemijski
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zaustavljana dodatkom CH3COONa (¢ = 2 mol dm™, pH = 4,5) i SDS-a u razli¢itim vremenskim

tockama od pocetka reakcije, u intervalu od 4 ms do 1 s.

- \IVVvvvv Leu-Ap

UL

a) ' # % ) % 8 8 4§ ishodilte

Slika 27 a) Vremenski tijek reakcije prijenosa leucina na drevnu leucil-tRNA-sintetazu pracen tankoslojnom kromatografijom
(TLC) na polietilenimin-celulozi nakon tretmana zaustavljene reakcijske smjese nukleazom P1. Koli¢ine radioaktivnih
produkata razgradnje, 3'-terminalnog adenozina bez leucina (Ap) i s vezanim leucinom (Leu-Ap), proporcionalne su koli¢inama
tRNA odnosno Leu-tRNA, TLC je provedena u puferu za razvijanje (¢ (CHsCOONH4) = 0,1 mol dm-3, ¢ (CH3COOH) =
5 %). b) Slijepa proba — vremenski tijek reakcije prijenosa bez leucina dodanog u pocetnu smjesu. Slijepa proba ukazuje na
efikasnost uklanjanja Leu-AMP-a iz aktivnog mjesta tijekom pro¢is¢avanja AncLeuRS. Mjerenja su provedena pri 37 °C.

Alikvoti uzimani u razli¢itim vremenima tretirani su s nukleazom P1 1 analizirani tankoslojnom
kromatografijom (Slika 27). Nukleaza P1 cijepa tRNA uz nastanak smjese oligonukleotida i
nukleozid-monofosfata.>® Ako je dodana u suvisku, produkti reakcije bit ée isklju¢ivo
nukleozid-monofosfati. Analizirani alikvoti zaustavljene reakcijske smjese u razliCitim
vremenskim to¢kama sadrze Leu-[*?P]-tRNA i [32P]-tRNA koji su radioaktivno oznadeni
na o fosfatu 3'-terminalnog adenozina. Njihovom razgradnjom nastaju [*?P]-adenozin-
monofosfat s vezanim leucinom ili bez njega. Oni se mogu razdvojiti tankoslojnom
kromatografijom na PEl-celulozi (polietilenimin-celulozi) i odrediti pripadajuéi intenzitet
radioaktivnog signala. Mnozinski udio produkta reakcije: Leu-[*?P]-tRNA® raguna se prema
formuli:

_ I Leu—Ap
X Leu—Ap —

(4)

ILeu—Ap + IAp

gdje je I intenzitet radioaktivnog zracenja leucil-adenozin-monofosfata (Leu-Ap) odnosno
adenozin-monofosfata (Ap). Izra¢unati udjeli Leu-[*?P]-tRNA™ u uzetim alikvotima odreduju
vremenski tijek reakcije prijenosa leucina na tRNA (Slika 28). Nelinearnom regresijom

eksperimentalno dobivenih toc¢aka prema jednadzbi
y=A1-e™) 5)
moze se dobiti konstanta reakcije za prijenos leucina na tRNA koja iznosi 67 s*. U usporedbi

s analognom konstantom za EcLeuRS (59 s),* AncLeuRS pokazuje 14 % brzi transfer leucina
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na tRNAM, Vrijednost konstante brzine za AncLeuRS odredena je iz jednog mjerenja pa je

standardna pogreska nepoznata.

0.6 -
. - .
."-{"
£ 0.4 Ilf
e f
z ' Best-fit values
Z ol A 05157
= k 0.06718
0.0 M * . o
1] 100 200 J00 L)
t/ms

Slika 28 Pra¢enje nastanka produkta, Leu-[3?P]-tRNAL® tijekom reakcije prijenosa Leu-AMP-a na tRNA. Drevna leucil-tRNA-
sintetaza (¢ = 10 pmol dm?®) je prethodno reakciji inkubirana s viskom ATP-a i leucina kako bi njezino aktivno mjesto
sadrzavalo Leu-AMP. Reakcija je pokreée dodatkom [32P]-tRNAL (¢ = 1 umol dm3). Mjerenja su provedena pri 37 °C.

Prema podacima iz literature dobivenima na istome instrumentu, red veli¢ine eksperimentalne
pogreske u reakciji prijenosa kreée se izmedu 8-13 %,* §to razliku dvaju konstanti stavlja unutar
eksperimentalne pogreSke. Stoga se moze zakljuciti da AncLeuRS pokazuje slicnu aktivnost

kao i EcLeuRS u reakciji prijenosa leucina na tRNA.,
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4.5.3. Ukupna reakcija aminoacilacije

Ukupna reakcija aminoacilacije prati se u uvjetima ustaljenog stanja — pri niskoj koncentraciji
enzima (10 nmol dm®), uz [**C]-leucin (c = 100 pmol dm) i tRNA dodanu u suvisku. Prati
se intenzitet zracenja radioaktivnog produkta u reakciji:

[14C]-Leu + ATP + tRNALeu = [14C]-Leu- tRNALet + AMP + PPi
Vremenski tijek reakcije pokazuje identicno ponasanje AncLeuRS i EcLeuRS (Slika 29).
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Slika 29 Vremenski tijek reakcije ukupnog aminoaciliranja za drevnu (Anc) i leucil-tRNA-sintetazu iz E. coli (Ec) pri
koncentraciji enzima 10 nmol dm i uz koncentraciju leucina 100 umol dm. Intenzitet radioaktivnog zraGenja izraZen je u
broju udaraca po minuti (engl. counts per minute, cpm) i proporcionalan je koli¢ini nastale [**C]-Leu-tRNA. Mjerenja su
provedena pri 37 °C.

Dobiveni kvalitativni rezultat potvrduje zakljucke dobivene u individualnim reakcijama

aktivacije i prijenosa leucina na tRNA® te snazno ukazuje na jednaku aktivnost dvaju enzima.

4.5.4. Pracenje deacilacije Nva-tRNA U uvjetima ustaljenog stanja

Osim aktivnosti kataliticke domene, potrebno je utvrditi aktivnost domene za popravak
pogreske. Kako bi se to utvrdilo AncLeuRS odnosno EcLeuRS je pomijesana s Nva-[*?P]-
tRNA™ i praéen vremenski tijek hidrolize (Slika 30):

Nva-[*2P]-tRNA™ = Nva + [32P]-tRNA
Poklapanje tocaka kvalitativno upucuje na jednaku aktivnost CP1 domene u AncLeuRS i

EcLeuRS. Za precizniju usporedbu potrebno je odrediti vrijednosti Km i Kcat.
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Slika 30 Hidroliza Nva-tRNA® u uvjetima ustaljenog stanja (¢ (Nva-[3?P]-tRNA-®Y) = 7 umol dm, ¢ (LeuRS) = 4 nmol dm-
3). Slijepa proba ukazuje na spontanu hidrolizu Nva-tRNA bez prisutnosti enzima. Mjerenja su provedena pri 37 °C.

4.5.5. Provjera aktivnosti T252R/D345A drevne leucil-tRNA-sintetaze

Aktivnost wt AncLeuRS te T252R/D345A AncLeuRS i EcLeuRS odredena je u reakciji
aminoaciliranja s [3P]-tRNA"® (Slika 31):
aa + ATP + [*?P]-tRNA" = aa-[*2P]-tRNA + AMP + PPi

9

8 { ]
£ °
</ ) ® ®
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S~
N ° @ @ T252R/D345A AnclLeuRS + Leu
S 4
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< 3 L ®
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©
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0
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Slika 31 Vremenski tijek reakcije aminoaciliranja katalizirana s drevnom leucil sintetazom (AncLeuRS), njezinim
deacilacijskim mutantom (T252R/D345A AncLeuRS) ili deacilacijskim mutantom leucil-tRNA-sintetazom iz E. coli
(T252R/D345A EcLeuRS) u uvjetima ustaljenog stanja (¢ (LeuRS) = 10 nmol dm3, ¢ (tRNA-Y) = 25 umol dm™, ¢ (Leu) =
500 pumol dm ili ¢ (Nva) =25 mmol dm3). Poetna brzina aminoaciliranja s T252R/D345A AncLeuRS je manja od ostalih
enzima. Mjerenja su provedena pri 37 °C.
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Nagibi dobivenih reakcija su pocetne brzine aminoaciliranja odgovarajucih enzima. Iz pocetnih
brzina i koncentracije enzima izraCuna se opazena Konstanta aminoacilacije, Kobs prema

jednadzbi (3). Dobivene vrijednosti su prikazane u tablici 8.

Tablica 8 Opazene konstante ukupne aminoacilacije katalizirane s drevnom leucil sintetazom (AncLeuRS), njezinim
deacilacijskim mutantom (T252R/D345A AncLeuRS) ili deacilacijskim mutantom leucil-tRNA-sintetazom iz E. coli
(T252R/D345A EcLeuRS) u uvjetima ustaljenog stanja (¢ (LeuRS) = 10 nmol dm?, ¢ (tRNAY) = 25 yumol dm, ¢ (Leu) =
500 pumol dm ili ¢ (Nva) =25 mmol dm=). Mjerenja su provedena pri 37 °C.

.~ wtAncLeuRS+Leu 298
T252R/D345A AncLeuRS + Leu = 1,17
T252R/D345A EcLeuRS + Leu 2,40
T252R/D345A AncLeuRS + Nva 1,46
T252R/D345A EcLeuRS + Nva 2,34

T252R/D345A AncLeuRS neocekivano pokazuje oko 2,5 puta manju aktivnost od wt
AncLeuRS i oko 2 puta manju od T252R/D345A EcLeuRS. Jo§ jednim neovisnim mjerenjem
potvrdeno je da rezultati nisu rezultat slucajne pogreSske u mjerenju. Deacilacijski mutant
AncLeuRS doista ima manju aktivnost.

Rezultat je neocekivan jer se mutacije T252R i D345A nalaze u domeni za popravak i
utjeCu samo na aktivnost hidrolize nepripadnih aminokiselina (popravak pogreske poslije
prijenosa), a ne i kataliticku aktivnost enzima. To dokazuje aktivnost T252R/D345A EcLeuRS
koja je usporediva s aktivnoSéu wt AncLeuRS. Ovakav rezultat mozda je posljedica
nespecifi¢no uvedenih mutacija tijekom kruZzne mutageneze koje su smanjile aktivnost enzima.
S obzirom da je Sangerovim sekvenciranjem provjeravan samo slijed nukleotida u kodiraju¢em
slijedu AncLeuRS koji se nalazi neposredno oko mjesta uvodenja mutacije, moguce je da je
doslo do mutacije u nekom drugom dijelu enzima. U svakom slucaju, dobiveni rezultat Cini se
kao artefakt uzrokovan eksperimentalnom pogreskom tijekom dobivanja enzima jer ako
T252R/D345A EcLeuRS, wt AncLeuRS 1 wt EcLeuRS pokazuju sli¢ne aktivnosti, prema
nacelu tranzitivnosti trebao bi i T252R/D345A AncLeuRS.
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4.5.6. Paralelno pracenje hidrolize ATP-a 1 nastanka aminoacil-tRNA u enzimima s
mutacijama T252R i D345A

Kako bi se utvrdilo je su li mutacije T252R i D345A doista deaktivirale domenu za popravak
AncLeuRsS, potrebno je odrediti koji udio ATP-a se trosi za reakciju prijenosa norvalina na
tRNA:
Nva + [32P]-ATP + [32P]-tRNALeu < Nva-[32P]-tRNALeu + [32P]-AMP + PPi
a koji za hidrolizu ATP-a uslijed hidrolize nepripadnog produkta Nva-[3?P]-tRNA:
[32P]-ATP 5 [32P]-AMP + PPi

16
14 y=1,2912x + 6,1477 *
12
£ 10
©
5 8 > < aa-tRNA
g
~ 6 ® AMP
(6]
4 y=1,1577x + 1,8485
2
0
0 1 2 3 4 5 6

t / min

Slika 32 Paralelno praéenja nastanka [32P]-AMP-a (crveno) i Nva-[3?P]-tRNA (bijelo) u uvjetima ustaljenog stanja (c (Nva) =
4 mmol dm?, ¢ (ATP) = 100 pmol dm?, ¢ (AncLeuRS T252R/D345A) = 67 nmol dm=3). U smjesu se radi detekcije
radioaktivnih produkata u tragovima dodaju [32P]-ATP i [¥?P]-tRNA. Reakcijske smjese pripremljene su u standardnom
reakcijskom puferu (c (HEPES) = 100 mmol dm™, pH = 7,5, ¢ (MgCl2) = 10 mmol dm3, ¢ (KCI) = 150 mmol dm™3, ¢ (DTT) =
1 mmol dm3, y (BSA) = 100 pg cm=, ¢ (tRNA) = 15 pmol dm™). Mjerenja su provedena pri 37 °C.

Zato se paralelno prati brzina nastanka [*P]-AMP-a i Nva-[*?P]-tRNA u uvjetima ustaljenog
stanja (Slika 30). Buduc¢i da se obje reakcije dogadaju u reakcijskoj smjesi istog volumena, iz
omjera nagiba dvaju pravaca dobiva se koli¢ina potroSenog ATP-a po jednoj aminoaciliranoj
molekuli tRNA prema sljedecoj jednadzbi:

Ac(AMP) /Ac(Nva —tRNA) AN (AMP)
At At ~ AN (Nva — tRNA)

Ako je vrijednost blizu jedan, sav ATP se trosi na nastanak Nva-tRNA, a u suprotnom postoji

(6)

popravak pogreske. 1z dvaju neovisnih mjerenja odredene su vrijednosti omjera 1,121 1,21 za
dvije razli¢ite koncentracije tRNA™ — 15 pmol dm, odnosno 25 umol dm. U usporedbi s
literaturno odredenim omjerom 100 za wt EcLeuRS,* u enzimu AncLeuRS T252R/D345A je

ocekivano onemogucen popravak pogreske.
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Zakljucak

§ 5.

ZAKLJUCAK

Nova metoda za uklanjanje leucil-adenilata iz aktivnog mjesta kataliticke domene je
uspje$no primijenjena na drevnoj leucil-tRNA-sintetazi (AncLeuRS). Metoda ne
zahtijeva uporabu tRNA i uklapa se u proces proc¢is§¢avanja proteina.

Nelinearna regresija Boltzmannovom krivuljom nije dobar odabir za odredivanje tocke
mekSanja u krivulji dobivenoj diferencijalnom pretraznom fluorimetrijom.
Boltzmannova krivulja opisuje samo denaturaciju proteina, a ne uzima u obzir da
usporedno s denaturacijom dolazi do drugoga procesa, agregacije proteina, Koji
pridonosi izgledu krivulje ve¢ oko tocke infleksije.

AncLeuRS je termicki stabilnija od leucil-tRNA-sintetaze iz bakterije E. coli
(EcLeuRS).

AncLeuRS se ponasa analogno EcLeuRS u reakcijama aktivacije norvalina i leucina,
prijenosa leucina na tRNAM, ukupne aminoacilacije leucinom i hidrolize nepripadnog
supstrata norvalil-tRNA,

Sukladno pocetnoj hipotezi, AncLeuRS je termicki stabilniji analog EcLeuRS,
posjeduje vrlo sliéna kataliticka svojstva, i kao takva pogodna je za upotrebnu u
istraZzivanjima temeljenim na usmjerenoj evoluciji u kojima je poZeljna veca stabilnost
enzima.

T252R/D345A AncLeuRS neocekivano pokazuje dva puta manju aktivnost od
AncLeuRS i T252R/D345A EcLeuRS. S obzirom na sliénu aktivnost enzima
T252R/D345A EcLeuRS, EcLeuRS i AncLeuRS, navedeni rezultat ¢ini se kao artefakt
uzrokovan eksperimentalnom pogreskom i zahtijeva daljnje istraZivanje.

T252R/D345A AncLeuRS ima inaktiviranu domenu za popravak pogreske.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

aa engl. amino acid (aminokiselina)

aaRS aminoacil-tRNA-sintetaza

AncLeuRS  drevna leucil-tRNA-sintetaza

1,8-ANS 1-anilinonaftalen-8-sulfonska kiselina

a.u. engl. arbitrary units (proizvoljne jedinice)

BSA engl. bovine serum albumine (albumin iz govedeg seruma)

cpm engl. counts per minute (udarci u minuti)

DNA engl. deoxyribonucleic acid (deoksiribonukleinska kiselina)

dNTP deoksiribonukleozid-trifosfat

DSF engl. differential scanning fluorimetry (diferencijalna pretrazna fluorimetrija)
DTT ditiotreitol (1,4-dimerkaptobutan-2,3-diol)

EcLeuRS leucil-tRNA-sintetaza iz bakterije E. coli

EDTA engl. ethylenediaminetetraacetic acid (etilendiamintetraoctena kiselina)
EtBr etidijev bromid

GFP engl. green fluorescent protein (zeleni fluorescirajuci protein)

HEPES 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfonska kiselina

JTT Jones-Taylor-Thornton

LB Luria-Bertani

LG Le-Gascul

Leu leucin

LeuRS leucil-tRNA-sintetaza

ML engl. maximum likelihood (najveca vjerojatnost)

MSA engl. multiple sequence alignment (visestruko poravnavanje sekvenci)
NTP nukleozid-trifosfat

Nva norvalin

pb par baza

PCR engl. polymerase chain reaction (lan¢ana reakcija polimeraze)

PEI polietilenimin

PEG polietilenglikol
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Pfu lat. Pyrococcus furiosus

PMSF engl. phenylmethylsulphonyl fluoride (fenilmetilsulfonil-fluorid)

PON serumska paraoksonaza

PPi engl. inorganic pyrophosphate (pirofosfat), P.O7*

RT-PCR engl. real time polymerase chain reaction (kvantitativna lancana reakcija
polimeraze)

SDS engl. sodium dodecyl sulphate (natrijev dodecilsulfat)

SDS-PAGE engl. sodium dodecyl sulphate — polyacrylamide gel electrophoresis
(poliakrilamidna elektroforeza uz dodatak natrijeva dodecilsulfata)

TAE skraceni naziv za pufer koji sadrzi tris, octenu kiselinu i EDTA

TBE skraceni naziv za pufer koji sadrZi tris, bornu kiselinu i EDTA

TEMED N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin

ThLeuRS leucil-tRNA-sintetaza iz bakterije T. thermophilus

Tris tris(hidroksimetil)aminometan

tRNA engl. transfer ribonucleic acid, prijenosna ribonukleinska kiselina

tRNA?* prijenosna ribonukleinska kiselina s antikodonom za odgovarajucu
aminokiselinu (aa)

wt engl. wild type (divlji tip)
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