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SAZETAK

Proci$¢avanje 1 kristalizacija proteinskog kompleksa SPRTN:p97
Tea Bezjak

DNA-ovisna metaloproteaza Spartan (SPRTN) odrzava genomski integritet sudjelujuéi u
popravku kriznih veza DNA i proteina (engl. DNA-protein crosslink, DPC), Cestog tipa
oste¢enja DNA. Citotoksi¢nost DPC-ova pripisuje se ometanju stani¢nih procesa koji ukljucuju
DNA (replikacija, transkripcija i popravak) te predstavljaju prepreku u odrzavanju genomske
stabilnosti. Pokazano je da SPRTN sudjeluje u vezanju AAA+ ATP-aze p97, ¢ija je najpoznatija
uloga odmotavanje ubikvitinitanih proteina. RjeSavanje kristalne strukture kompleksa
SPRTN:p97 1 njegova strukturna karakterizacija omogucila bi dublje razumijevanje uloge p97
u popravku DPC ostecenja. Stoga su humani SPRTN i p97 te njihovi skraceni konstrukti,
prekomjerno eksprimirani i prociS¢eni kromatografskim metodama. Metodom povlacenja
proteina okarakterizirana je interakcija navedenog kompleksa. Kako bi se pokusSalo odrediti
stehiometriju nastalog kompleksa napravljena je elektroforeza na poliakrilamidnom gelu u
nativnim uvjetima. Kompleks proteina SPRTN 1 p97 kristaliziran je metodom difuzije para u
svrhu rjeSavanja njihove kristalne strukture. Inicijalni kristalizacijski uvjeti su detaljno
optimizirani kako bi se pripremili monokristali zadovoljavajuce veli€ine 1 kvalitete, Sto bi u
konacnici omogucilo rjeSavanje kristalne strukture kompleksa SPRTN:p97.
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ABSTRACT

Purification and crystallization of the protein complex SPRTN:p97
Tea Bezjak

The DNA-dependent metalloprotease Spartan (SPRTN) functions in maintaining genomic
integrity by participating in the repair of DNA-protein crosslinks (DPCs), a common type of
DNA damage. The cytotoxicity of DPCs is attributed to the disruption of cellular processes
involving DNA (e.g. replication, transcription and repair) and poses a challenge in the
maintenance of genomic stability. It was shown that SPRTN participates in the binding of the
AAA+ ATPase p97, well known for its function in unwinding of ubiquitinated proteins. Solving
the crystal structure of the SPRTN:p97 complex and its functional characterization would allow
a deeper understanding of the p97 role in DPC damage repair. Therefore, human SPRTN and
p97, as well as several of their deletion mutants were overexpressed and purified by standard
chromatography techniques. Subsequently, complex formation between SPRTN and p97 was
tested and characterized via pull-down assays. To estimate the stoichiometry of the complex,
native polyacrylamide gel electrophoresis was applied. SPRTN and p97 complex was subjected
to crystallization by vapor diffusion method. Initial crystallization conditions were further
optimized with the aim to obtain larger and higher quality diffracting crystals. Taken together,
this set the stage for obtaining the structure of the SPRTN:p97 complex.
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§1. Uvod

§1. UVOD

Unakrsna veza DNA-protein (engl. DNA-protein crosslink, DPC) je tip oSte¢enja DNA koje
nastaje uslijed kovalentnog i ireverzibilnog vezanja DNA 1 proteina. Kompleksnost DPC-ova
uvelike ovisi o veli¢ini 1 fizikalno-kemijskim svojstvima proteina te tipu i broju ostvarenih
kemijskih veza nastalih izlaganjem endogenim ili egzogenim uzro¢nicima vezanja. Opcenito,
DPC-ovi se svrstavaju u dvije skupine: (1) neenzimski DPC-ovi koji nastaju vezanjem proteina
u neposrednoj blizini DNA u prisutnosti DPC-induciraju¢ih agensa te (2) enzimski DPC-ovi
nastali vezanjem enzima (Topoizomeraza 1 i 1, DNA polimeraza B, poli(ADP-riboza)
polimeraza 1) tijekom njihovog normalnog enzimskog ciklusa.! DPC-ovi svojom veli¢inom
onemogucuju nesmetano odvijanje osnovnih stani¢nih procesa koji ukljucuju DNA (replikacija,
transkripcija 1 popravak). Takvo naruSavanje genomskog integriteta posljedicno dovodi do
nastanka tumora, neurodegenerativnih bolesti, imunodeficijencije, kardiovaskularnih bolesti 1
preuranjenog starenja.!> Kako bi se osigurala stabilnost genetskog materijala, stanice su razvile
odgovor na oStecenje DNA (engl. DNA damage-response, DDR) kojim signaliziraju prisutnost
lezija i poti¢u njihov popravak.® Mehanizmi kojima stanice popravljaju DPC ostecenja
ukljucuju proteoliticku razgradnju pomocu specifi¢nih proteaza, nukleaze koje cijepaju DNA
komponentu DPC-ova i hidrolizu unakrsne veze DNA i proteina.* Hipoteza o proteolitickom
popravku DPC-ova kao zasebnog mehanizma popravka oStecenja DNA potvrdena je otkricem
dviju proteaza: Wss1 kod kvasca i Spartan (SPRTN) kod eukariota. Obje proteaze karakterizira
metaloproteazno aktivno mjesto ocuvano u filogenetski razli¢itim domenama: WLM domena u
Wss1 i SprT u SPRTN proteazi.' Jedan od ¢imbenika za koje pretpostavljamo da sudjeluje u
popravku DPC-ova je 1 p97, AAA+ ATP-aza, Cija je najpoznatija uloga odmotavanje
ubikvitiniranih proteina i njihova priprema za proteolizu u proteasomu.®’ Poznato je da SPRTN
ostvaruje interakciju s p97 preko SHP domene®, no nedostaje detaljnija biokemijska i strukturna
karakterizacija o interakciji ovih dvaju proteina.

Cilj ovog diplomskog rada je detaljno okarakterizirati interakciju p97 i proteaze SPRTN te
pripremiti 1 kristalizirati protein:protein kompleks SPRTN:p97 u svrhu njihove strukturne
karakterizacije. Uz to, biokemijski ¢e se ispitati njihova interakcija metodom povlacenja
proteina (engl. pull-down assay) i elektroforezom na poliakrilamidnom gelu u nativnim

uvjetima.
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§ 2. Literaturni pregled

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ostecenje i putevi popravka DNA

DNA je izvor genetske informacije potrebne stanici za rast, diferencijaciju, prezivljavanje i
razmnoZzavanje, stoga je odrzavanje njezinog integriteta esencijalno za svaki Zivi organizam.
DNA molekula je podlozna desecima tisuca lezija dnevno koje obi¢no nastaju kao posljedica
odvijanja normalnih fizioloSkih procesa u stanici. Primjerice, mogu se dogoditi spontane
pogreske prilikom replikacije DNA koje rezultiraju umetanjem krivo sparenih baza u
novosintetiziranu DNA.® Spontane deaminacije u kojima dolazi do izravne pretvorbe jedne
baze u drugu dogadaju se tijekom procesa replikacije, transkripcije i rekombinacije. U ljudskim
stanicama, ekstremni pH uvjeti i visoke temperature takoder doprinose generaciji abazi¢nih
mjesta.” Nadalje, DNA je konstanto izloZena razli¢itim endogenim i egzogenim uzro¢nicima
ostecenja. Nusprodukti stanicnog metabolizma poput reaktivnih kisikovih (ROS) i reaktivnih
dusikovih vrsta (RNS) pri poviSenim koncentracijama endogeni su uzro¢nici nastanka
apurinskih/apirimidinskih mjesta, razli¢itih supstitucija baza, unakrsnih veza DNA 1 proteina te
jednolanc¢anih i dvolan¢anih lomova.*® Pod egzogene uzro¢nike osteéenja ubrajaju se
1oniziraju¢e zracenje, kozmicka radijacija, ultraljubicasto (UV) zraCenje te razli¢iti kemijski
mutageni (alkiliraju¢i agensi, aromatski amini i policiklicki aromatski ugljikovodici).®’
Ultraljubicasto zracenje smatra se najzastupljenijim kancerogenom koje narusava integritet
genoma i utjeCe na normalne zivotne procese svih organizama. UV-B zracenje dovodi do
kemijskih modifikacija DNA 1 nastanka lezija poput ciklobutanskih primidinskih dimera (engl.
cyclobutane pyrimidine dimers,CPD) 1 6-4 fotoprodukata (engl. pyrimidine-pyrimidone (6-4)
photoproducts, (6-4) PP) koji mijenjaju molekulsku strukturu DNA. Ovakve lezije blokiraju
transkripciju 1 replikaciju ¢ime dolazi do nastanka oSte¢enja najtoksi¢nijeg za stanicu,
dvolan¢anog loma DNA.!® Obzirom na velik broj razli¢itih vrsta osteéenja, ne postoji
univerzalan nacin popravka DNA.!! Kako bi osigurale stabilnost genetskog materijala stanice
su razvile sofisticiran skup mehanizama pod nazivom odgovor na oSte¢enje DNA (engl. DNA
damage-response, DDR).* Ekscizijski popravak baza (engl. base excision repair, BER)

usmjeren je na popravak manjih oSte¢enja DNA nastalih kao posljedica stani¢nog metabolizma
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§ 2. Literaturni pregled

poput deaminiranih i alkiliranih baza, baza oSte¢enih kisikovim radikalima te abazi¢nih
mjesta.!! Ekscizijski popravak nukleotida (engl. nucleotide excision repair, NER) uklanja veéa
oSteéenja nastala UV zraenjem (poput CPD-a i 6-4 PP-a) i uslijed djelovanja kemoterapeutka.’
Prilikom NER popravka izrezuje se kratak slijed nukleotida s lezijom kako bi nastala
jednolan¢ana DNA koju potom DNA polimeraza koristi kao kalup za sintezu komplementarnog
lanca prije same ligacije. Popravak pogresno sparenih baza (engl. mismatch repair, MMR)
uklanja pogreSno sparene baze te insercijske i delecijske petlje nastale proklizavanjem
ponavljaju¢ih baza tijekom replikacije ili rekombinacije.!! Za popravak dvolan¢anog loma
stanice koriste mehanizme homologne rekombinacije (engl. homologous recombination, HR) 1
nehomolognog spajanja krajeva (engl. non-homologous end joining, NHEJ). NHEJ popravak
odvija se u svim fazama stani¢nog ciklusa 1 sklon je pogreSkama jer se procesiranje DNA
krajeva odvija na mjestu prekida koje moze rezultirati manjim delecijama ili insercijama
nukleotida. Homologna rekombinacija ograni¢ena je na S i G2 fazu stani¢nog cikulsa kada su
prisutne sestrinske kromatide koje sluze kao kalup za vjernu sintezu novog lanca.>'? Uz
spomenute puteve popravka ostecenja DNA, stanica posjeduje ¢itav niz mehanizama kojima
odrZava integritet genoma ugrozenog endogenim i okoliSnim agensima. lako su strukture i
mehanizmi popravka za razliCite vrste lezija opsezno proucavani, jedna kategorija DNA
ostecenja ostaje nedovoljno istraZena, a to je unakrsno vezanje DNA 1 proteina (engl. DNA-
protein crosslink, DPC)."* U nastavku, veéa pozornost biti ée usmjerena na opis i mehanizme

popravka spomenutog tipa oStecenja.

2.2. Unakrsno vezanje DNA i proteina
Interakcije DNA 1 proteina neophodne su za odvijanje uobicajenih stani¢nih procesa poput
stani¢ne diobe, transkripcije 1 replikacije. Kako bi se osiguralo da se takvi procesi uspjesno
provedu u vremenski i prostorno reguliranome okviru potrebno je da interakcije nastalih
kompleksa DNA i proteina budu reverzibilne i dinami¢ne.'* Medutim, prilikom izlaganja
endogenim 1 egzogenim agensima proteini mogu ostati kovalentno vezani za DNA. Ovakvo
kovalentno 1 ireverzibilno vezanje proteina i molekule DNA zove se unakrsno vezanje DNA-
protein te se smatra toksi¢nom za stanicu jer blokira sve procese u kojima sudjeluje DNA."*
Svaki jezgrin protein u neposrednoj blizini DNA moZe ostati vezan za nju te ovisno o
svojstvima vezanog proteina razlikuju se enzimski i neenzimski DPC-ovi.!* Tijekom enzimskih

reakcija nastaju nestabilni intermedijeri u kojima enzimi stvaraju prolazne kovalentne veze s
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DNA. U odredenim uvjetima takva veza moze postati ireverzibilna ¢ime proteini trajno ostaju
zarobljeni za DNA molekulu. Primjer enzimskih DPC ostecenja su DNA topoizomeraze 1 i 2
(engl. Topoisomerase 1 and 2 cleavage complexes, TOP1-cc, TOP2-cc), DNA-polimeraza
(Pol-p), poli(ADP-ribozil)-polimeraza 1 (PARP1).! Topoizomeraza 1 (TOP1) je enzim koji
relaksira dvostruku uzvojnicu DNA stvaraju¢i jednolanc¢ani lom. Kovaletno se veZe na nastali
3’ kraj i omogucuje rotaciju slobodnog 5’ hidroksilnog kraja oko intaktnog lanca DNA.
Topoizomeraza 2 (TOP2) odmotava superzavoje molekule DNA generiranjem dvolancanih
lomova 1 vezanjem na 5’ krajeve svakog lanca. Nakon smanjenja torzijskog stresa, TOP1 1
TOP2 vrse ligaciju lomova te disociraju s molekule DNA.'%!> Kako bi se uspjesno provela
ligacija, krajevi lanaca moraju biti ispravno poravnani u kompleksu DNA-enzim. Odstupanja
od uobicajene strukture DNA poput abazi¢nih (AP) mjesta ili krivo sparenih baza mogu dovesti
do ireverzibilnog vezanja topoizomeraza i nastanka stabilnog DPC-ova na mjestu loma.'
Takoder, kemoterapeutici poput kamptotecina (engl. camptothecin, CPT) 1 njegovih derivata
djeluju kao inhibitori topoizomeraze 1 jer se vezu za kompleks DNA i enzima, te onemogucuju
ligaciju DNA.!'* Enzimska DPC o$te¢enja takoder mogu nastati tijekom ekscizijskog popravka
baza (BER). DNA-glikozilaza generira abazi¢na mjesta cijepanjem oStecene baze. U odredenim
uvjetima, takva mjesta podlozna su oksidaciji slobodnim radikalima ili reaktivnim kisikovim
vrstama. Pokazano je kako DNA polimeraza B (Polp) sudjeluje u stvaranju DPC oStecenja s
oksidiranim abazi¢nim mjestom 2-deoksi-ribonolaktonom. !>

Neenzimska DPC oSte¢enja nastaju kovalentnim vezanjem bilo kojeg proteina koji se nalazi
u neposrednoj blizini DNA prilikom izlaganja uzro¢nicima DPC-ova.! Pod endogene uzro¢nike
oStec¢enja ubrajaju se produkti stanicnog metabolizma poput aldehida, slobodnih kisikovih
radikala 1 reaktivnih dusikovih skupina. Tijekom demetilacije histona i peroksidacije lipida
generira se genotoksi¢ni formaldehid koji uzrokuje DPC-ove formiranjem metilenskih mostova
izmedu baza DNA i nukleofilnih aminokiselinskih ostataka.'* Primjerice, reakcijom
formaldehida i1 nukleofilnog bocnog ogranka cisteina ili lizina dolazi do nastanka intermedijera
Schiffove baze koja stvara unakrsnu vezu s bazom molekule DNA.!° Reaktivne kisikove (ROS)
vrste nastale tijekom stani¢nog disanja, imunoloskog odgovora ili upale u reakcijama s bazama
DNA 1 bo¢nim ograncima proteina stvaraju slobodne radikale koji potom s drugom
biomolekulom uzrokuju DPC osteéenja.!” Prijelazni metali, ultraljubicasto (UV) i infracrveno
(IR) zracenje te razli¢iti kemoterapeutici spadaju u egzogene uzro¢nike DPC-ova. Utvrdeno je

kako DPC oste¢enja nastala IR i UV zracenjem uvelike ovise o koncentraciji kisika u stanicama.
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Primjerice, stanice podvrgnute IR zracenju stvaraju slobodne kisikove radikale koji u
hipoksi¢nim uvjetima reagiraju s DNA i proteinima te dovode do nastanka ovih lezija.!>!®
Izlaganje prijelaznim metalima poput nikla ili kroma takoder uzrokuje stani¢na DPC oStecenja.
Nakon transporta u stanice, Cr(VI) se reducira u reaktivni Cr(Ill) koji potom stvara
koordinacijske komplekse s fosfatnim grupama i bazama DNA, a vezanjem proteina generira
DPC ostecenje.!”

Ovisno o tome na kojem lancu se nalaze, DPC oStecenja razli¢ito utjeCu na progresiju
replikacijske raslje. U eukariotima, DPC-ovi na vode¢em lancu inhibiraju replikativnu helikazu
i blokiraju replisom. Nasuprot tome, ako su smjeSteni na zaostajuéem lancu, replikativna
helikaza nije zaustavljena, ve¢ je progresija DNA-polimeraze inhibirana.'” Zaklju¢no, neovisno
o tipu i1 nacinu nastanka, ireverzibilno i1 kovalentno vezanje molekule DNA 1 proteina je
genotoksi¢no za stanicu jer predstavlja fizicku prepreku esencijalnim procesima poput
transkripcije 1 replikacije DNA. Nemoguénost popravka DPC-ova u odgovarajuéem
vremenskom okviru dovodi do kromosomskih aberacija, Stetnih mutacija te u konacnici

13

stanicne smrti.” Kako bi se odrzala genomska stabilnost, stanice su morale razviti

specijalizirane mehanizme detekcije 1 popravka ovakvog tipa lezija.

2.3. Popravak unakrsnog vezanja DNA i proteina

Obzirom na svoju kemijsku 1 strukturnu raznolikost ne postoji jedan, specijaliziran nacin
signalizacije i popravka unakrsne veze DNA i proteina.'* Ovisno o tome na koju je komponentu
DPC ostecenja odredeni mehanizam usmjeren, razlikuje se nekoliko zasebnih puteva popravka:
(1) proteoliticki popravak djeluje pomocu specijaliziranih DPC proteaza koje uklanjaju
proteinsku komponentu DPC-ova, (2) nukleoliticki put popravka koji ukljuCuje ekscizijski
popravak baza (NER) i nukleazu MREI11 usmjeren na cijepanje molekule DNA koja nosi
unakrsno vezani protein i (3) popravak usmjeren na hidrolizu kovalentne veze DNA i proteina

(slika 1).4
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Popravak ovisan o proteazama
N SPRIN/Wss1)

Direktna hidroliza
unakrsne veze
N

TDP1 or TDP2

\ Protein
Unakrsna veza
DNA-protein Unakrsna
veza

_ IDNA
T RADS50

Kompleks MRN

NBS1!

MRE11 nukleazama

j Popravak ovisan o

TDP1-tirozil-DNA fosfodiesteraza 1, TDP2-tirozil-DNA fosfodiesteraza 2, MRN-Mrel 1-Rad50-Nsb1 kompleks

Slika 1. Shematski prikaz mehanizama i klju¢nih faktora ukljucenih u popravak DPC
oStecenja (preuzeto i prilagodeno prema ref. 4)

2.3.1. Popravak ovisan o nukleazama

Biokemijska i geneticka istrazivanja u razli¢itim organizmima dovela su do spoznaje o ulozi
ekscizijskog popravka baza (NER) i homologne rekombinacije (HR) u toleranciji i popravku
DPC ostecenja. Ispitivanjem utjecaja DPC inducirajucih agensa, otkriveno je kako su uvr4 i
recA mutanti bakterije E. coli s ugasenim NER i HR popravkom osjetljivi na modelni DPC
agens, formaldehid. Nasuprot tome, osjetljivost na S5-azacitidin (engl. 5-azacytidine, 5-azaC)
pokazivali su samo recA mutanti.’>?! Naime, 5-azaC stvara specificna DPC oStecenja sa
zarobljenom DNA-metiltransferazom (engl. DNA methyltransferase, DNMT) relativne
molekulske mase 53 x 10°, $to je sugeriralo da uc¢inkovitost UvrABC u NER popravku ovisi o
veli¢ini unakrsno vezanog proteina. Prva biokemijska istraZivanja pokazala su kako
prokariotski kompleks UvrABC stvara ureze na 5’ 1 3’ polozajima lanca na kojem je DPC
oSteéenje sa zarobljenim proteinima manje molekulske mase (do 16 x 10°).22 Nasuprot tome,
DPC-ovi s ve¢im proteinima u bakterijama procesirani su pomocu enzima RecB mehanizmom
homologne rekombinacije (HR).?’ Tijekom NER popravka proteini velike mase mogu utjecati

na efikasnost vezanja faktora UvrB ¢ime se moze smanjiti uspjesnost cijepanja molekule DNA
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nastalim kompleksom UvrABC.!* Nadalje, in vitro i in vivo analiza NER i HR puta popravka u
sisavcima istaknula je kako stanice koriste HR kao mehanizam tolerancije DPC ostecenja, dok

je NER mogao popraviti samo male DPC-ove (8—10 kDa).?

Smanjenje efikasnosti popravka
DPC ostecenja dodatkom inhibitora proteosoma in vivo sugeriralo je ukljucenost proteasoma u
eliminaciji DPC-ova. Kako bi se uklonili DPC-ovi putem NER popravka potrebno je prethodno
proteoliticko procesiranje velikih proteina. Direktan dokaz dali su Baker et al. (2007.) pokazavsi
kako NER moze ukloniti DPC-ove reducirane veli¢ine in vivo, kao 1 smanjenu efikasnost NER
puta popravka u Xpg-deficijentnim stanicama.?* Uz to, DNMT-DPC osteéenja inducirana 5-
aza-deoksicitidinom doprinijela su akumulaciji dvolancanih lomova i enzima RADS1 te
povecanoj izmjeni sestrinskih kromatida $to ukazuje na ukljuc¢enost HR u popravku DPC
lezija.?

Pokazano je kako se DPC oStecenja na krajevima dvolanc¢anih lomova sa unakrsno vezanim
proteinima Top2 i Spol1 procesiraju djelovanjem nukleaze Mrel12°. Iako nije sigurno djeluje
li Mrell ovisno ili neovisno o HR putu popravka, pokazano je kako navedena nukleaza u

humanim stanicama uklanja TOP2 DPC osteéenja.!

Mrell s endo- i egzonukelaznom
aktivnoS¢u dio je kompleksa Mrell-Rad50-Nbsl (MRN) esencijalnog za popravak
dvolan€anih lomova. Jednom kada je protein zarobljen na 5'-kraju DNA, Mrell
endonukleaznom aktivnoScu stvara jednolancani lom 15-20 parova baza nizvodno od TOP2
DPC ostecenja. Drugi korak ukljucuje 3'-5" egzonukleaznu aktivnost koja razgraduje lanac
DNA stvaraju¢i jednolancane praznine. Posljednja endonukleazna aktivnost radi urez u
komplementarnome lancu kojim se uklanja DPC oSte¢enje. Nastala DNA sa slobodnim
strSe¢im krajem popravlja se nizvodnim putevima popravka HR ili NHEJ.?”?® Sli¢cno TOP2
DPC ostecenjima, pokazano je kako homolog MRN kompleksa u kvascu, Mrel 1/Rad50/Xrs2
endonukleaznom aktivnos$¢u uklanja dvolancane lomove nastale tijekom mejoze oslobadajuci
Spol1 s vezanim oligonukleotidom na 3'-kraju.?%

Zakljuéno, putevi popravka poput HR i NER sudjeluju u uklanjanju DPC ostecenja
nukleaznim cijepanjem DNA u blizini zarobljenog proteina. Veliki proteini (> 8—10 kDa)
blokiraju faktore NER popravka i smanjuju efikasnost cijepanja, stoga iziskuju prethodno
proteoliti¢ko procesiranje. Nadalje, za HR popravak DPC-oSte¢enja potrebno je prethodno
stvaranje dvolancanog loma. Na kraju, DPC-ove na krajevima dvolan¢anih lomova DNA

1,14

prepoznaje MRN kompleks.
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2.3.2. Hidroliza kovalentne veze DNA i proteina

Iako su prisutne razli¢ite vrste unakrsnih veza DNA 1 proteina, stanice su razvile nekolicinu
enzima specificnih za hidrolizu kemijskih veza ucestalih tipova DPC ostecenja. Jedan od
primjera su tirozil-DNA-fosfodiesteraza 1 i 2 (engl. tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 and 2,
TDP1, TDP2) vazne za popravak TOP1 i TOP2 DPC ostecenja.'*

TDP1 prvotno je otkriven u kvascu na temelju hidroliticke aktivnosti kojom uklanja
kovalentnu vezu izmedu tirozina u enzimu TOP1 i 5' fosfata molekule DNA.*° Ortolozi TDP1
prisutni su u svim eukariotima, a gubitak enzimske aktivnosti rezultira osjetljivo$¢u na
inhibitore enzima TOP1.}! Mutacije u Kkatalitickoj domeni proteina TDP1 rezultiraju
nakupljenjem intermedijera TDP1-DNA te dovode do rijetkog neurodegenerativnog
poremecaja spinocerebelarne ataksije s aksonskom neuropatijom (engl. Spinocerebellar ataxia
with axonal neuropathy, SCAN1)."* Mnogi lijekovi za lije¢enje tumora, poput kamptotecina i
etopozida, oslanjaju se na inhibiciju aktivnosti enzima TDP1 s ciljem zaustavljanja proliferacije
tumora ili indukcije stani¢ne smrti. Stoga je razumijevanje mehanizma popravka TOP DPC
ostedenja vazno za daljnji razvoj kemoterapeutika.*! Pokazano je kako TDP1 nije u moguénosti
ukloniti ¢itav TOP1 u TOP1 DPC osteéenju, veé je potrebna prethodna proteoliza.>? TDP1
procesira svoje supstrate formiranjem prolaznog kovalentnog kompleksa. Nakon hidrolize
nastale fosfotirozilne veze izmedu TOPI1 i DNA nastali 3'-fosfatni krajevi uklanjanju se
bifunkcionalnom polinukleotid-kinazom-3'-fosfatazom (engl. polynucleotide kinase 3'-
phosphatase, PNKP). Uklanjanjem fosfata s 3'-kraja, PNKP simultano fosforilira 5'- hidroksilni
kraj. Nastali jednolanc¢ani lom popravlja se kanonskim DDR putem popravka pomocu enzima
PARP1, XRCCI i LIG3 (slika 2).*

TDP2 hidrolizira 5'-fosfotirozilne veze izmedu zarobljenog enzima TOP2 i molekule DNA,
a stanice s inaktivnim TDP2 pokazuju osjetljivost na tretman inhibitorima TOP2.3* Za razliku
od TDP1, TDP2 zahtjeva dva dvovalentna metala za svoju kataliti¢ku aktivnost te ne formira
kovalentni kataliticki intermedijer sa supstratom DNA.* Pokazano je kako procis¢eni TDP2
nije u moguénosti procesirati nativna TOP2 DPC ostecenja in vitro ukoliko TOP2 nije
prethodno proteoliziran ili denaturiran.®> Takoder, N-terminalna vezna domena za ubikvitin
(engl. ubiquitin-associated domain, UBA) je potrebna za optimalnu aktivnost TDP2 u popravku
TOP2 DPC oste¢enja.*® Hidrolizom fosfotirozilne veze nastaje dvolan¢ani lom s 5'-fosfatnim i

3'-hidroksilnim krajevima koji se najéesée popravljaju putem NHEJ ili rjede HR (slika 3).!®
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TDP1-tirozil-DNA fosfodiesteraza 1, PNKP-polinukleotid kinaza 3'-fosfataza, PARP1-poli(ADP-ribozil)-polimeraza 1,
LIG3- DNA ligaza 3

Slika 2. Shematski prikaz mehanizma popravka TOP1-DNA oStecenja enzimom TDP1
(preuzeto 1 prilagodeno prema ref. 4)

Nedavno je otkriveno kako SUMO ligaza ZATT (ZNF451) pomaZe enzimu TDP2 u
popravku TOP2 DPC ostecenja in vitro. ZNF451 direktnim vezanjem za SUMOlirana TOP2
DPC oste¢enja mijenja konformaciju TOP2 1 omogucuje hidrolizu 5'-fosfotirozilne veze
neovisno o proteolizi.>” Osim proteoliticke razgradnje proteasomom, pokazano je kako proteaza
SPRTN djeluje na proteine TOP1 1 TOP2 ¢ime omogucuje hidrolizu peptidnog ostatka pomocu
TDP1 i TDP2.! Istrazivanja u misjim embrionskim fibroblastima (MEF) pokazala su da se
TOP1 DPC-ovi akumuliraju nakon inhibicije proteina SPRTN (engl. SprT-like N-terminal
domain) u odsustvu TOP1 DPC agensa sugeriraju¢i uklju¢enost SPRTN-a u odrzavanju niskih
koncentracija TOP1 DPC osteéenja.>® Kako je ve¢ navedeno, kompleks MRN sudjeluje u
popravku TOP2 DPCostecenja. No, nije jos u potpunosti razlu¢eno sudjeluje li SPRTN u putu
popravka TOP2 DPC ostecenja ovisnom o kompleksu MRN, ili je dio zasebnog puta popravka
zajedno s TDP1 i TDP2.!
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TDP2-tirozil-DNA fosfodiesteraza 2, NEHJ nehomologno spajanje krajeva, HR-homologna rekombinacija

Slika 3. Shematski prikaz mehanizma popravka TOP2-DNA oste¢enja pomocu TDP2
(preuzeto i prilagodeno prema ref. 4)

2.3.3. Popravak DPC-ova ovisan o proteolizi

S obzirom da proteinski dio DPC osStec¢enja predstavlja fizicku smetnju faktorima popravka
DNA, za uspjeSno uklanjanje potrebna je proteoliticka razgradnja proteinskog adukta.
Proteoliticko cijepanje velikih DPC-ova moze se posti¢i djelovanjem metaloproteaza poput
Wssl (engl. weak suppressor of Smt3), SPRTN/DVCI (engl. Spr1-like N-Terminal domain) i
ACRC (engl. acidic repeat containing protein).'> Takoder, odredena istrazivanja sugeriraju
ukljucenost proteasoma u uklanjanju DPC-ova.>>% Nakon razgradnje proteinskog dijela DPC-
ova zaostaje manji peptidni ostatak kovalentno vezan za lanac DNA. Time je popravnim
faktorima olakSan pristup mjestu oSte¢enja kako bi dovrsili popravak ostecenog dijela lanca
DNA. Osim popravka, nastali peptidni fragmenti mogu se zaobici translezijskom sintezom
DNA (engl. translesion DNA synthesis, TLS) pomoc¢u odgovarajucih translezijskih polimeraza,
$to nije povoljno za stanicu, jer je ve¢ina TLS polimeraza sklona greskama. '3

Hipoteza o proteolizno-ovisnom popravku DPC oStec¢enja potvrdena je otkricem DNA-

ovisne metaloproteaze Wss1 u kvascu 2014. godine. Wss1 promovira genomsku stabilnost tako
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da djeluje specificno na proteinsku komponentu DPC ostec¢enja. Wssl cijepa supstrate Topl,
histon H1 i HMG-1 (engl. High mobility group 1 protein) u manje peptidne fragmente i
omogucuje translezijsku sintezu DNA s rizikom ugradnje krivih nukleotida. Nedostatak enzima
Wssl (4dwssl) u kvascevim stanicama uzrokuje osjetljivost na formaldehid, a uz inaktivaciju
Tdpl (dwssl Atdpl) stanice izrazito sporo rastu i pokazuju osjetljivost na tretman
kamptotecinom.** Nekoliko studija identificiralo je metaloproteazu SPRTN kao vazan
¢imbenik popravka DPC osteéenja.***! Filogenetska analiza pokazala je kako se radi o
funkcionalnim homolozima sa slicno$¢u aminokiselinskih sekvenci ograni¢enom unutar
proteaznih domena na N-kraju, WLM (Wssl) i SprT (SPRTN) te oko aktivnog centra.’
Minimalna funkcionalna regija proteaze SPRTN ukljucuje domenu SprT i neposredno nakon
bazi¢nu regiju BR (engl. basic region) kojima obje doprinose vezanju DNA.** Obje proteaze
sadrze konzervirani motiv HEXXH u aktivnome centru, uobi¢ajeno svojstvo superporodice
metaloproteaza ovisnih o cinku. Za interakciju s AAA+ ATP-azom p97/Cdc48, SPRTN i Wssl
posjeduju motiv SHP (engl. suppressor of high copy PP1) odnosno VIM (engl. VCP-interacting
motif). Kako bi se sprijecila nezeljena proteoliza slobodnih proteina u jezgri stanice, obje
proteaze sadrZze domenu za vezanje 1 aktivaciju jednolan¢anom i dvolananom DNA (engl.
DNA binding domain, DBD). C-terminalnu regiju proteina SPRTN ¢ini 276 aminokiselina te
ukljucuje regiju PIP za vezanje PCNA (engl. proliferating cell nuclear antigen) 1 motiv za
vezanje ubikvitina UBZ (engl. ubiquitin-binding zinc finger). Nasuprot tome, C-terminalna
regija proteina Wss1 sastoji se od 48 aminokiselina te ukljucuje dva kratka motiva SIM (engl.

small ubiquitin-like modifier) za interakciju sa SUMO (slika 4.).!”

SHP VIM
269
Sc Wss1 l_ som N
DBD SIMs
”5HELTH”9

Hs SPRTN _]ﬂ l = e |

11'_jM|HmEJ‘1?DS" P
Slika 4. Strukturna organizacija domena DPC proteaza ScWss1 i HsSPRTN. Domene i motivi
za interakciju su obiljezeni razli¢itim bojama; proteazne domene (crveno), domena za
interakciju s p97/Cdc48 (narancasto), motiv za interakciju s PCNA (zeleno), domena za
vezanje DNA (oker), motivi za ubikvitin/SUMO/proteasom interakciju (plavo), (preuzeto i
prilagodeno prem ref. 5)
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Prije otkri¢a njegove uloge u popravku DPC oste¢enja, SPRTN je najprije okarakteriziran
kao protein ukljucen u translezijsku sintezu. Otkriveno je kako se SPRTN veze za ubikvitinirani
PCNA putem regija PIP i UBZ. Takoder, potice asocijaciju E3 ubikvitin ligaze Radl8 s
kromatinom, monoubikvitinaciju PCNA i lokalizaciju DNA polimeraze n (TLS polimeraza) na
mjesta ostecenja uzrokovana UV zraéenjem.* Nasljedne mutacije u SPRTN-u uzrokuju Rujis-
Aalfsov sindrom, autosomalni recesivni poremecaj okarakteriziran genomskom nestabilnoscéu
i preuranjenom pojavom hepatocelularnog karcinoma.'* Kod pacijenata s navedenim
sindromom u domeni SprT pronadene su mutacije koje rezultiraju preuranjenim stop-kodonom
i gubitkom dijela proteina na C-kraju (4C, 1-249 ak) te heterozigotne mutacije sa supstitucijom
tirozina cisteinom (Y717C) i preuranjenim stop-kodonom uz nastali skrac¢eni protein (4C, 1—-
246 ak).”? Smatra se da mutacija Y717C u Rujis-Alfsovom sindromu ometa hidrofobne
interakcije kataliticke domene ¢ime narusava strukturni integritet i uzrokuje smanjenu aktivnost
proteaze.*? U stanicama sisavaca, smanjenje ekspresije (engl. knockdown) gena SPRTN pomoéu
molekule siRNA rezultirala je osjetljivos¢u na formaldehid, a li¢inke obli¢a Caenorhabditis
elegans bez funkcionalnog SPRTN-a pokazivale su ekstremnu osjetljivost na akutnu izloZenost
formaldehidu.*' Navedeni rezultati sugerirali su uklju¢enost SPRTN-a u popravku DPC
oStecenja. Pokazano je kako SPRTN efikasno cijepa histone H2A, H2B, H3, linker histon H1,
HMGI1, TOPI1, TOP2, PARP1, FANI, HLTF te kvas¢ev Rad5 u prisutnosti DNA, no ne 1
proteine PCNA, BSA i RFC koji ne vezu DNA 4041424445 K ristalna struktura humane domene
SprT (26-214 ak) u kompleksu s kratkom ssDNA (5 nukleotida) otkrila je dvije poddomene
SprT; metaloproteaznu poddomenu (engl. metalloprotease sub-domain, MPD, 26-166 ak) i
veznu poddomenu za Zn>* (engl. Zn*"binding sub-domain, ZBD), u kojima svaka veZze po jedan
cinkov kation. Bazi¢na regija SPRTN-a ostvaruje interakciju sa ssDNA 1 dsDNA, dok
poddomena ZBD preferira interakciju sa ssDNA zahvaljujuéi aromatskome dzepu koji
specificno prepoznaje nesparene baze ssDNA te efikasno pozicionira domenu SprT za cijepanje
DPC-ova. U kristalnoj reSetki SPRTN dimerizira u pristunosti ssDNA, Sto ukazuje kako bi
funkcionalna jedinica proteaze mogla biti dimer SPRTN-a (slika 5).4?
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Slika 5. Kristalna struktura humane domene SprT (aminokiseline 26-214) vezane za pet
nukleotida ssDNA (engl. oligonucleotide-deoxycytosine, oligo-dC). Poddomene su oznacene
razli¢itim bojama; metaloproteazna poddomena, MPD (plavo), vezna poddomena za Zn**,
ZBD (narancasto), cinkovi atomi prikazani su kao sive sfere, DNA je prikazana Stapi¢ima
(preuzeto 1 prilagodeno prema ref. 42)

Slicno kao 1 Wssl, SPRTN pokazuje ovisnost cijepanja supstrata i autoproteolize o
prisutnosti DNA in vivo i in vitro.">"* In trans autoproteoliza aktivna je u SPRTNpr i
SPRTNac, no ne i kod mutanata SPRTNgii29 i SPRTNyqi7c.****? Smatra se da je
samocijepanje dio regulatornog mehanizma SPRTN-a kojim se sprje¢ava neZeljena proteoliza
drugih supstrata na kromatinu.** Kao i kod Wss1, kataliti¢ki centar aktivnog mjesta HEXXH u
proteazi SPRTN izloZen je otapalu bez odredene Supljine za vezanje supstrata, §to ukazuje na
nespecifi¢nost procesiranja supstrata i opasnost od proteolize neciljnih proteina.*!** Tako ne
pokazuje specifi¢nost prema to¢no odredenim sekvencama supstrata, SPRTN preferencijalno
cijepa proteine vezane za DNA u slabo strukturiranim regijama bogatima aminokiselinama
poput serina, arginina i lizina.’ Nadalje, pokazano je kako se mogu pocijepati samo supstrati s
dugackim, fleksibilnim regijama koje mogu biti provucene kroz uski utor formiran izmedu
poddomena MPD i ZBD.* Vezanje DNA inducira konformacijsku promjenu koja otvara

aktivno mjesto SPRTN-a za interakciju sa supstratima.*>*! U prisutnosti DNA, vezna domena

Tea Bezjak Diplomski rad



14
§ 2. Literaturni pregled

za DNA 1 aktivno mjesto manje su izloZeni otapalu. Nasuprot tome, C-terminalni kraj proteina
pokazuje vecéu izlozenost otapalu u prisutnosti DNA.*!*? Proteoliticka aktivnost SPRTN-a
dodatno je regulirana posttranslacijskom modifikacijom monoubikvitinacije. SPRTN je
prisutan u stanicama u dva oblika, nemodificiranom 1 monoubikvitiniranom. U
monoubikvitiranoj formi SPRTN se ne veze na kromatin. Jednom kada su detektirana DPC
osteéenja, SPRTN postaje deubikvitiran ¢ime je omoguéeno njegovo vezanje na kromatin.*!

Eksperimentima in vitro, u ekstraktu Xenopus jajasaca, pokazano je kako je za nastavak
replikacije u prisutnosti DPC-ova potrebno procesirati DPC oSteenja u manje peptidne
fragmente, neovisno o tome nalazi li se DPC osteéenje na vodeéem ili tromom lancu.*
Mjerenjem ekspresije SPRTN-a u humanim stanicama mokra¢nog mjehura T24 s uskladenim
stani¢nim ciklusom utvrdena je njegova odsutnost u fazi GO, dok je najveca zabiljezena u S
fazi.* SPRTN svojim proteolitickim djelovanjem smanjuje akumulaciju DPC-ova u stanici
¢ime u konacnici sprjecava zaustavljanje replikacijske raslje i nastanak dvolanc¢anih lomova.
Na taj nacin SPRTN osigurava odrzavanje genomske stabilnosti u proliferativnim humanim
stanicama.*’ Precizan mehanizam popravka DPC osteéenja ovisnog o replikaciji ostaje
nepoznat, ukljucujuci faktore koji procesiraju zaostale peptidne ostatke te moguénost popravka
izvan S faze stani¢nog ciklusa.'

ACRC ili GCNA (engl. germ cell nuclear antigen) je nedavno otkrivena potencijalna
proteaza koja sudjeluje u uklanjanju DPC oSte¢enja kod metazoa. ACRC je pretezno
eksprimiran u germinativnim stanicama i ranim embrionalnim stadijima gdje sudjeluje u
regulaciji genomske stabilnosti. Humani ACRC posjeduje proteaznu domenu SprT 1 intrinzi¢no
neuredenu regiju (engl. intrinsically disordered region, IDR).*’ Analizom sekvenci humanog
ACRC-a u N-terminalnome dijelu otkrivena su najmanje cCetiri potencijalna motiva SIM za
vezanje SUMO. Za uklanjanje neenzimskih DPC-ova induciranih formaldehidom te DNMT1-
DPC-ova potrebna je SUMOilacija. Pokazano je kako su ovakva SUMOilirana DPC oStec¢enja
supstrati ACRC-u.*® Gubitak aktivnosti ACRC-a rezultira akumulacijom DPC osteéenja u
germinativnim stanicama i ranim embrijima vinske musSice, obli¢a i zebrice.*’ U stanicama
obli¢a C. elegans ACRC i TOP-2 medusobno djeluju i kolokaliziraju tijekom mitoze, a mutanti
ACRC-a pokazuju osjetljivost na TOP2 inhibitore. Takoder u stanicama miSa ACRC
medusobno djeluje s TOP2, a mutanti ACRC-a pokazuju abnormalnosti sukladne nemoguénosti

procesiranja DPC oste¢enja.*” Mutanti dvc-1 (ortolog SPRTN-a) i gcna-1 (ortolog ACRC-a) u
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embrijima C.elegans podjednako su osjetljivi na tretman formaldehidom, §to ukazuje na
ukljuéenost i SPRTN-a i ACRC-a u popravku DPC ostecenja.*’

Nedavno je predlozeno da proteaze FAMI111A i FAMI111B te DDI1 i DDI2 sudjeluju u
popravku DPC ostecenja tijekom replikacije, no ova hipoteza kao i1 njihova interakcija sa
SPRTN-om koji je takoder specificno replikativna proteaza treba biti dodatno razjasnjenja.
Postojanje vise proteaza moglo bi stanicama osigurati razli¢ite nacine u borbi protiv toksicnosti
uzrokovane raznovrsnim DPC osteéenjima.’

Ukljucenost proteasoma kao stani¢ne masinerije za degradaciju ubikvitiniranih i odmotanih
proteina testirana je u popravku DPC oste¢enja. Utvrdeno je kako su ubikvitinrana Topl DPC
i Top2 DPC oste¢enja uklonjeni mehanizmom ovisnim o proteasomu.’>! Takoder, pokazana
je akumulacija ubikvitiniranih PolB-DPC oSteenja nakon tretmana Polf inhibitorom
proteasoma MG132.%? U ljudskim stanicama inhibicija proteasoma laktacistinom omela je
popravak neenzimskih DPC osteéenja induciranih formaldehidom.>* Naprotiv, odredene
istrazivacke grupe objavile su kako proteasom ne utjeCe na popravak neenzimskih DPC
ostedenja.?>* Inhibicija proteasoma u ekstraktu Xenopus jajaiaca nije imala znacajnijeg u¢inka
na popravak DPC-ova in vitro. No, primijeeno je kako nedostatak ubikvitina inhibira
popravak. Iz navedenih rezultata nije bilo mogucée egzaktno razluciti je li proteasom direktno
ukljuden u razgradnji DPC oste¢enja ili je kljuéno prethodno obiljezavanje ubikvitinom.*®
Degradacija DPC oSte¢enja proteasomom potvrdena je inhibicijom ubikvitinacije metilacijom
lizina koja je sprijeCila akitvnost proteasoma u razgradnji DPC-ova. U degradaciji
proteasomom ovisnoj o replikaciji susret replisoma s DPC oStecenjem na vodecem lancu
zaustavlja replikativnu helikazu CMG te pokrece ubikvitinaciju proteinskog dijela DPC-ova
pomocu E3-ubikvitin protein ligaze TRAIP. Nakon poliubikvitinacije TRAIP-om, zaustavljena
replikativna helikaza zaobilazi proteinski adukt kojeg proteasom potom degradira. Nasuprot
tome, u proteoliznom popravku ovisnom o proteazi SPRTN, DPC ostecenja su procesirana

neovisno o prethodnoj poliubikvitinaciji.>*

2.4. AAA+ ATPaza Cdc48/p97/VCP

Protein koji sadrzZi valozin (engl. valosin-containing protein, VCP/p97/Cdc48) pripada AAA+
obitelji ATPaza koja koristi energiju hidrolize ATP-a kako bi translocirala ili strukturno
remodelirala molekule.*® p97 je eksprimiran u svim eukariotskim stanicama te se ubraja u jedne

od najzastupljenijih proteina u stanici.® Kao topivi protein, primarno se nalazi u citosolu, no
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dio je prisutan na membranama organela ukljuuju¢i endoplazmatski retikulum, Golgijev
aparat, mitohondrij i endosome.>” p97 sudjeluje u razli¢itim stani¢nim putevima uklju¢enim u
regulaciji stani¢ne homeostaze, membranske fuzije, vezikularnog transporta te procesa
povezanih s kromatinom.®® Ve¢ina identificiranih supstrata proteina p97 konjugirana je s
lancima poliubikvitina i ciljana za degradaciju proteasomom 26S.>” Vazna karakteristika
sustava za degradaciju potpomognutog s p97 je mogucnost prepoznavanja ubikvitiniliranih
supstrata pomo¢u razli¢itih kofaktora i adaptora.>® p97 posjeduje afinitet za vezanje ubikvitina,
no ve¢inom se veze za ubikvitinilirane supstrate putem proteina adaptora koji sadrze domene
ili motive za vezanje ubikvitina.’® Smatra se da p97 djeluje kao molekularni $aperon u sustavu
ubikvitin-proteasom tako da odvaja poliubikvitinirane od nemodificiranih proteina i nosi ih do
proteasoma.®® Za odmatanje proteina ovisno o p97, ubikvitinilirani supstrati prepoznati su
adapterskim kompleksom Ufd1-Npl4 vezanim za p97. Ufd1-Npl4 nakon hidrolize ATP-a
provlaci ubikvitin i vezani supstrat kroz srediSnju poru heksamernog p97 i time ga odmotava
za degradaciju proteasomom.®! Mutacije p97 povezuju se s humanim neurodegenerativnim
proteinopatijama.®? Povisena ekspresija p97 uobi¢ajena je kod mnogih vrsta raka, stoga prisutan
je stalni interes za razvoj inhibitora p97 i njegovih adaptora u terapiji raka.%

p97 posjeduje dvije ATPazne domene D1 1 D2, regulatornu N-domenu smjeStenu na
periferiji prstena D1 te C-terminalni nastavak (engl. C-terminal extension, CTE).® Domene D1
1 D2 organizirane su kao dva prstena naslagana jedan na drugi sa srediSnjom porom i povezane
kratkom polipeptidnom poveznicom (engl. D1-D2 linker) (slika 6). Iako su domene strukturno
vrlo sli¢ne, ostvaruju razli¢ite funkcije: domena D1 sluzi za heksamerno slaganje p97, a domena
D2 doprinosi cjelokupnoj ATPaznoj aktivnosti. N-terminalna domena i domena D1 povezane
su fleksibilnim polipeptidnim segmentom (engl. N-D1 linker) (slika 6).>%* N domena
prepoznaje razli¢ite adaptore za vezanje supstrata, ukljuuju¢i kompleks Ufd1-Npl4 koji
prepoznaje ubikvitinilirane lance i metaloproteazu SPRTN. C-terminalni kraj sudjeluje u
vezanju dodatnih kofaktora p97/Cdc48, no njegova tocna uloga u hidrolizi ATP-a 1

odmotavanju supstrata ostaje nerazjagnjena.%
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Slika 6. Heksamerna struktura humanog p97. Svaka monomerna podjedinica
homoheksamernog p97 sadrzi globularnu N domenu (zeleno) i1 dvije ATPazne domene D1
(svjetlo plavo) i D2 (tamno plavo) (preuzeto i prilagodeno prema ref. 58)

Tijekom vezanja i hidrolize ATP-a, p97 prolazi kroz konformacijske promjene koje se
prenose od domene D2 sve do domene N. Spoznaje o p97 dobivene mikroskopijom atomskih
sila pokazale su ponavljaju¢a naprijed-natrag rotacijska kretanja prstena ND1 nakon vezanja
ATP-a za domenu D2. Smatra se kako su rotacijska kretanja p97 povezana s mehanizmom
pretvorbe kemijske energije dobivene hidrolizom ATP-a u mehanic¢ku silu potrebnu za
remodeliranje supstrata.’® Trenutna otkri¢a o p97 podupiru model prema kojemu u odsutnosti
ATP-a, srediS$nja pora nalazi se u zatvorenoj konformaciji koja onemogucuje vezanje supstrata.
Vezanje ATP-a inducira konformacijske promjene dovode¢i do otvaranja pore u domeni D2.5’
Strukture kompleksa ATPaze Cdc48 i njegovog kofaktora Ufd1-Npl4 s poliubikvitiniliranim
supstratom dobivene krio-elektronskom mikroskopijom pokazale su kako kompleks inicira
procesiranje supstrata odmotavaju¢i molekulu ubikvitina. Samo odmotavanje ubikvitina
potaknuto je njegovim vezanjem za kompleks i ne iziskuje vezanje ili hidrolizu ATP-a pomocu
ATPaze. Odmotani ubikvitin veze se za Npl4 1 provlaci svoj N-terminalni segment kroz oba
ATPazna prstena. Nakon umetanja u poru, N-terminalni segment ubikvitina postavljen je u
polozaj za interakciju s aminokiselinskim bo¢nim ograncima petlji pora domene D2. Petlje pora
tada koriste energiju hidrolize ATP-a za povlacenje N-terminalnog dijela kroz centralnu poru.
Stepenasta struktura koju formiraju petlje pora domene D2 djeluje poput pokretne trake za
povlacenje svake peptidne veze polipeptidnog lanca kroz centralnu poru. Provlacenje
polipeptidnog lanca generirano je rotacijskim mehanizmom vezanja i hidrolize ATP-a u Sest

ATPaznih domena D2 prstena.®® Takoder, pokazano je kako humani p97 te kvaséev Cdc48
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stvaraju dvostruke heksamere (engl, double-hexamers, DH) in vitro te kao takve djeluju kao
aktivne ATP-aze.%> Najnovija istraZivanja krio-elektronskom mikroskopijom predoéila su
strukturu dvostrukog heksamera humanog p97 u aktivnom stanju ATPaze s uredenim petljama
za interakciju sa supstratima. Dvostruki heksamer p97 sastoji se od dva identi¢na, pojedinacna
heksamera s domenama D2 u izravhome kontaktu.® Prethodna saznanja ukazivala su da
vezanje ATP-a u ATP-aznome mjestu domene D1 favorizira tzv. ,,up” konformaciju u kojoj je
N domena pozicionirana iznad prstena D1, za razliku od ,,down” konformacije u kojoj N
domena zauzima poloZaje koplanarne prstenu.® No, saznanja o humanom p97 dobivena krio-
elektronskom mikroskopijom upucuju kako konformacije N domene nisu nuzno povezane sa
specificnim stanjima nukleotida u domeni D1 (slika 7). Prema slici 7. takoder je vidljivo kako
N-domena u ,,down” konformaciji je vrlo neuredena (gotovo nije ni vidljiva), dok je vidljiva u
,up” konformaciji te puno fleksibilnija nego ostatak proteina (tamno plavo).%® Ostaje pitanje

kako supstrat prolazi kroz takav dodekamer, te moraju li prvo disocirati.

DH | (ADP) —— DH Il (ATPyS)

Slika 7. Mapa lokalne rezolucije konfomera I (lijevo) i II (desno) dodekamera humanog
p97. D1 domene oba konfomera nalaze se u konformacijama s vezanim ATP-om. Domena D2
u konfomeru I posjeduje vezani ADP, dok konfomer II veze ATP. N domene konfomera I su
u ,,down” konformaciji, dok u konfomeru II su prisutne u ,,up” konformaciji (preuzeto i
prilagodeno prema referenci 59)
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O funkciji p97 u popravku unakrsnog vezanja proteina i molekule DNA ne zna se mnogo.
Istrazivanja u kvascu utvrdila su kako se Wssl treba povezati s Cdc48 za uklanjanje TOP1 DPC
osteéenja.>® Pokazano je kako u humanim stanicama SPRTN procesira TOP1 DPC osteéenja
pomocu p97 i1 kofaktora TEX264 (engl. testis-expressed protein 264). TEX264 prepoznaje
nemodificirane i SUMOilirane TOP1 te inicira popravak regrutiranjem p97 i SPRTN-a.”°
Smatra se da je za proteoliticku degradaciju SPRTN-om nuZzna prethodna modifikacija
proteinskog dijela pomocu p97. Takoder, pokazano je kako proteoliza DPC-oste¢enja SPRTN-
om ovisi 0 odmatanju supstrata pomocu p97 i oznacavanju ubikvitinskim adapterom Ufdl-
Npl4. Navedeno sugerira kako interakcija s p97 iziskuje proteinski interaktor, iako SPRTN
posjeduje domenu za vezanje ubikvitina i domenu za interakciju s p97.%!

Kao §to je ve¢ spomenuto, SPRTN posjeduje motiv SHP za interakciju s p97. Mutacija ove
sekvence, no ne 1 drugih konzerviranih regija u potpunosti onemogucuje interakciju SPRTN-a
ip97.° Nadalje, pokazano je kako putem motiva SHP, SPRTN regrutira p97 do mjesta osteéenja
DNA.%7 Jednom regrutiran na zaustavljenim replikacijskim rasljama, p97 bi mogao ukloniti
TLS polimerazu (Poln) s oste¢ene DNA i time sprijeiti pretjeranu translezijsku sintezu DNA.%7

Uloga p97 u popravku DPC-ova koji nisu TOP1 DPC-ovi trenutno nije poznata. Precizan
mehanizam procesiranja DPC oStecenja i popravka nastalih oSte¢enja DNA ostaje nerazjasnjen.
Potrebno je identificirati dodatne kofaktore proteina p97 te proteine za prepoznavanje supstrata
koji djeluju zajedno sa SPRTN-om u popravku DPC ostecenja. Detaljan uvid u molekularan
mehanizam proteolitiCkog puta popravka DPC-ova objasnio bi kako stanice odrzavaju
genomsku stabilnost tijekom nastanka DPC oStec¢enja te omogucio razvoj inhibitora SPRTN-a

i p97 kojima bi se pobolj$ao ishod ciljanih klini¢kih terapija.':!>!
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Standardne kemikalije

Agar (BD Difco), agaroza (Sigma), 30 %-tni akrilamid/bisakrilamid, 29:1 (Carl Roth), amonijev
peroksodisulfat (APS) (Carl Roth), borna kiselina (H3BO3) (Kemika), cinkov sulfat (Sigma),
ditiotreitol (DTT) (Sigma), elektroporacijski sustav Gene Pulser Xcell (Bio-Rad), etanol
(Gram-Mol), etilendiaminotetraoctena kiselina (EDTA) (Kemika), fenilmetilsulfonil-fluorid
(PMSF) (Sigma), glicerol (Gram-Mol), glicin (Sigma), N-(2-hidroksietil)piperazin-N'-2-
(etansulfonska kiselina) (HEPES) (Carl Roth), imidazol (Sigma), izopropil-f-D-
tiogalaktopiranozid (IPTG) (Carl Roth), kanamicin (Sigma), kloramfenikol (Carl Roth),
klorovodic¢na kiselina (HCl) (Kemika), Luria-Bertani, LB medij (BD Difco), magnezijev klorid
heksahidrat (Kemika), f-merkaptoetanol (Sigma), metanol (Gram-Mol), mlijeko u prahu (Carl
Roth), natrijev dihidrogen fosfat dihidrat (NaH2PO4 x 2H20O) (Carl Roth), natrijev dodecilsulfat,
SDS (Merck), natrijev hidrogenfosfat (NaxHPO4) (Sigma), natrijev klorid (NaCl) (Car! Roth),
octena  kiselina  (Kemika), = N,N,N,N'-tetrametiletilendiamin =~ TEMED (Sigma),
tris(hidroksimetil)-aminometan (Tris) (Carl Roth), polietilenglikol 3350 (PEG 3350),
polietilenglikol 4000 (PEG 4000), Tween (Sigma)

3.1.2. Boje
6x Blue/Orange Loading Dye (Promega), Sybr Green 1 (Invitrogen), Coomassie Brilliant Blue
R-250 (Thermo Scientific)

3.1.3. Markeri velicine

PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific), Prestained Protein Marker
(Proteintech), Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad), Gene Ruler 1kb DNA
Ladder (Thermo Scientific)
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3.1.4. Nukleinske kiseline i nukleotidi

Adenozin-trifosfat (ATP) (Sigma), oligonukleotidi koristeni kao pocetnice u lan¢anoj reakciji
polimeraze (tablica 2) te oligonukleotid 5'-CCCCC-3' koristen u kristalizaciji kompleksa
naruceni su od komercijalnog dobavljaca (Macrogen), rasljasta struktura molekule DNA (engl.

splayed DNA duplex) (OD1+0D?3) koristene u testu aktivnosti (tablica 1).

Tablica 1. Sekvence DNA koriStene u testiranju kataliticke aktivnosti SPRTNr. i SPRTN 263

Naziv sekvence Nukleotidni slijed
oD1 ATCGATAGTCGGATCCTCTAGACAGCTCCATGTAGCAAGGCACTGGTAGAATTCGGCAGC
oD3 GCTGCCGAATTCTACCAGTGCCTTGCTAGGACATCTTTGCCCACCTGCAGGTTCACCC

3.1.5. Proteini, enzimi i antitijela

Dpn I (Thermo Scientific), humani histon H3.3 (New England Biolabs), Phusion Master Mix
2x (Thermo Scientific), poliklonska antitijela kuni¢a na histon H3 (Cell Signaling Technology),
sekundarna antitijela na antitijela kunic¢a konjugirana s peroksidazom iz hrena (Sigma), T4

DNA-ligaza (Thermo Scientific), T4 polinukleotidna kinaza (PNK) (Thermo Scientific), TEV

proteaza (pripremljena u laboratoriju).

3.1.6. Kromatografska punila, kolone i membrane

Centrikoni Amicon Ultra Centrifugal Filters (Millipore), kromatografske kolone (HiLoad
16/600 Superdex 75 pg, HiLoad 16/600 Superdex 200 pg, HiTrap Q HP 1 mL, Superdex 200
Increase 10/300 GL,) (Cytiva), membrane za dijalizu Spectrum Standard RC Dry Dialysis Kits
12-14 kDa (Fisher Scientific), Ni-NTA agaroza (Protino, Jena Bioscience), nativni
poliakrilamidni gelovi 4-15 % Mini-PROTEAN TGX™ Precast Gels (Bio-Rad), PD-10
Desalting Columns (GE Healthcare), PVDF membrana (Millipore).

3.1.7. Komercijalni kompleti za procis¢avanje DNA
Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (New England Bio Labs) za proc¢iS¢avanje DNA iz
reakcijskih smjesa lancane reakcije polimeraze, GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma) za

izolaciju plazmidne DNA iz E. coli.
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3.1.8. Materijali koristeni u kristalizaciji

Okrugla silikonizirana pokrovna stakalca promjera 22 mm, ploce za tri kapi s 96 spremnika
Swissci (Hampton Research), ploce s 24 spremnika VDX (Hampton Research), PTFE kuglice
Seed Bead (Hampton Research).

3.1.9. Komercijalni kompleti za kristalizaciju proteinskog kompleksa

Za kristalizaciju proteinskog kompleksa SPRTN:p97 koristeni su slijedeci kristalizacijski
uvjeti: JBScreen Classic HTS 1, IBScreen Classic HTS 11, JBScreen Nuc-Pro HTS, JBScreen
PACT ++ HTS, IBScreen PEG/Salt HTS (Jena Bioscience), The LMB Crystallization Screen
HT-96 (Molecular Dimensions), Morpheus® HT-96 (Molecular Dimensions), NeXtal
DWBlock ProComplex Suite 96x1,5 mL (QIAGEN Sciences).

3.1.10. Instrumenti

Analiticka vaga PM400 (Mettler Toledo), aparatura za prijenos proteina Western blotting Mini
Trans-Blot (Bio-Rad), centrifuge Hettich Universal 320R (DJB Labcare 1td), Minispin plus
(Eppendorf), Sorvall RC-5B (Sorvall), Sorvall LYNX 4000 Superspeed (Thermo Scientific),
elektroforetski sustav Horizon 58 (Biometra), homogenizator za razbijanje stanica Emulsiflex
C3 (Avestin), izvori napajanja Standard Power Pack P25 (Biometra), PowerPac™ (Bio-Rad),
jednostavna digitalna laboratorijska vaga EMB (Kern), magnetska mijeSalica s plo¢om za
grijanje MS-H280-Pro (7option), robot za postavljanje kristalizacije Oryx8LCP (Douglas
Instruments), sustav za brzu tekuéinsku kromatografiju AKTA Pure (Cytiva), sustav za SDS-
PAGE Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad), svjetlosni mikroskop (Olympus SZX12), pH metar
pH 526 MultiCal (WTW), termoblok Thermocycler T-Gradient ThermoBlock (Biometra),
tresilica s termoblokom Thermomixer 5350 (Eppendorf), uredaj za vizualizaciju vrpci na gelu
ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad), UV-Vis spektrofotometar BioSpec-nano (Shimadzu),
Biodrop Duo (Biochrom Ltd).

3.1.11. Plazmidni vektori i sojevi bakterije E. coli

Plazmidi za ekspresiju proteina u E. coli

pNic-Zb je plazmidni vektor koji kodira N-terminalnu ekspresijsku kazetu (His)s-Z-basic-TEV

te negativni selekcijski marker SacB za procis¢avanje rekombinantnih proteina. Navedeni
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vektor sluZi za prekomjernu ekspresiju proteina pod kontrolom inducibilnog promotora T7/ac.”!
Heksahistidinski privjesak ((His)s) pripada jednom od naj¢esce koristenih afinitetnih privjesaka
koji lako koordiniraju s imobiliziranim prijelaznim ionima poput Ni** ili Co**. Metalni ioni

imobilizirani su vezama poput Ni(Il)-nitrilotrioctene kiseline (Ni-NTA) ili Co**-karboksimetil-

aspartata na rezinu ili kuglicama dostupnim putem mnogobrojnih komercijalnih proizvodaca.”

Zb privjesak (engl. Z-basic tag) predstavlja pozitivno nabijenu proteinsku domenu koja se moze
koristiti kao op¢i privjesak za prociS¢avanje rekombinantnih proteina kromatografijom
kationske izmjene pri fizioloSkim uvjetima pH. Domena Z sastoji se od 58 aminokiselina
proteina deriviranog iz domene stafilokoknog proteina A.”* Prisutnost fuzijskog privjeska moze
interferirati s funkcijama proci§¢avanog proteina i utjecati na kristalizaciju proteina, stoga
plazmid sadrZi mjesto za cijepanje proteazom TEV (engl. tobacco etch virus). Nadalje, pNic-
7Zb je plazmid malog broja kopija u stanici te sadrzi gen za rezistenciju na antibiotik
kanamicin.”! U ovome radu navedeni plazmid koristen je za prekomjernu ekspresiju proteina
HsSPRTNFrLwt, HSSPRTNEL E1224, HSSPRTN 1268 wT, HSSPRTN 1268 1224, HSSPRTN26.268 WT,
HsSPRTN26.268 E1224. Primjer plazmida za prekomjernu ekspresiju HsSPRTN2¢.268,wT prikazan

je naslici 8.
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(6101) SphI / |T7 promater
(5892) BstAPI _ S _Xbal (107)
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_BamHI (1128)
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—Eagl - NotI (1160)
__PaeR7I - PspXI - XhoI (1168)
T Styl (1269)
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(5386) BstEIL
(5368) NmeAIIL \
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T
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(3470) Pcil Nrul (2615)

(3297) BssSal Acul (2928)

Slika 8. Mapa plazmida pNic-Zb_HsSPRTN26.26s wt koriStenog za prekomjernu ekspresiju
proteina HsSPRTN2¢.268,wt. Slika napravljena pomoc¢u komercijalnog programa SnapGene
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pET-24d(+) plazmidni vektor pripada obitelji pET vektora. Sluzi za prekomjernu ekspresiju
proteina pod kontrolom inducibilnog promotora T7/ac. Radi proc¢is¢avanja rekombinantnog
proteina afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi, navedeni plazmid sluzi za dobivanje
rekombinantnog proteina s N-terminalnom sekvencom privjeska T7 ili C-terminalnom
sekvencom privjeska (His)s. Plazmid je malog broja kopija u stanici te nosi kanamicinsku
rezistenciju. U radu za prekomjernu ekspresiju koristen je modificirani pET-24d(+) vektor koji
kodira N-terminalni heksahistidinski privjesak nakon kojeg slijedi sekvenca za cijepanje
proteazom TEV. Navedenim plazmidom prekomjerno su ekprimirani proteini p97rL,wr te

P97~ prwr. ™

Sojevi E. coli

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (F ompT hsdS(rs” mg") dem”™ Tet" gal M(DE3) endA Hte (argU
ileY leulW Cam")) (Agilent Technologies) je soj bakterije E. coli za ekspresiju proteina s rijetkim
kodonima AGG/AGA (arginin), AUA (izoleucin) i CUA (leucin). Navedene kemijski
kompetentne stanice nose rezistenciju na antibiotik kloramfenikol te su deficijentne za proteaze
lon 1 ompT. Gen za T7 RNA-polimerazu integriran u genomskoj DNA je pod kontrolom

promotora lacUV35, a ekspresija proteina inducirana je IPTG-om.”

Rosetta 2 (DE3) (F ompT hsdSs(rs” mp") gal dem (DE3) pRARE2 (Cam®)) (Novagen) je derivat
soja BL21 lacZY dizajniran za poboljSanu ekspresiju eukariotskih proteina s rijetkim kodonima
AGG/AGA/CGG (arginin), AUA (izoleucin), CUA (leucin), CCC (prolin), GGA (glicin) u E.
coli. Soj nosi rezistenciju na antibiotik kloramfenikol te je deficijentan za proteaze lon 1 ompT.
Gen za T7 RNA-polimerazu je pod kontrolom promotora /acUVS5. Ekspresija proteina je

inducirana IPTG-om.”®

XL1-Blue (recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB lacl?ZAM15 Tnl0
(Tet")]) su kompetentne stanice za rutinska kloniranja koriste¢i plazmidne i lambda vektore.
Posjeduju mutaciju gena endA ¢ime je sprijeCena nezeljena degradacija plazmida. Mutacija
gena hsdR sprjeCava cijepanje klonirane DNA endonukleaznim sustavom EcoK. Takoder,
mutiranim genom recA poboljSana je stabilnost inserta. Soj se moZze koristiti za plavo-bijelu

selekciju.”’
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XL10-Gold (Tet'A(mcrd)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac Hte [F'proAB lacl’ZAM15 Tnl0 (Tet) Amy Cam']) (Agilent Technologies) su
ultrakompetentne stanice dizajnirane za ucinkovitu transformaciju velikih konstrukata,
ukljucujuéi ekspresijske vektore i genomsku DNA te su idealne za konstrukciju knjiznica
plazmidne DNA stvarajuci veci broj kolonija za reprezentativniju knjiznicu. Navedeni soj je
deficijentan u endonukleazi I (endA) ¢ime poboljSava kvalitetu izolirane, pro¢is¢ene DNA
(Miniprep DNA). Stabilnost inserta osigurana je nedostatkom proteina recA vaznog za
rekombinaciju. Osim visoke efikasnosti transformacije te visokog prinosa DNA kao rezultat
recA endA mutacija, ovaj soj takoder ne sadrzi gen za T7 RNA-polimerazu, ¢ine¢i ga idealnim
za stvaranje rekombinantnih plazmida u neekspresijskim uvjetima. Uz odgovarajuéi plazmid,

soj se moze koristiti za plavo-bijelu selekciju rekombinantnih plazmida.”’

3.2. Metode rada s rekombinantnom DNA

3.2.1. Lancana reakcije polimeraze

Lanfana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) je metoda
eksponencijalne amplifikacije zeljenog fragmenta DNA in vitro. Metoda se temelji na
ponavljanju tri koraka reakcije u 25 do 35 ciklusa. Prvi korak obuhvaca razdvajanje lanaca
DNA toplinom. Potom slijedi sljepljivanje (engl. annealing) komplementarnih pocetnica
omedujuéi onaj segment DNA koji se Zeli umnoziti. U zadnjem koraku odvija se sinteza
komplementarnih lanaca DNA pomoc¢u termostabilne DNA-polimeraze. Uz tri ponavljajuca
koraka, prisutni su i koraci pocetne denaturacije i1 zavrSne elongacije Cije trajanje je uobicajeno
nesto dulje od ponavljajucih reakcija kako bi se osiguralo potpuno odvajanje lanaca i sinteza
DNA. Neizostavni elementi reakcijske smjese za PCR su termostabilna DNA-polimeraza,

kalup DNA, dNTP-ovi, oligonukleotidne pocetnice te pufer s magnezijevim ionima.”®

3.2.2. Dizajniranje pocetnica

Za uspjesno provedenu PCR reakciju, jedan od klju¢nih koraka je pravilan odabir pocetnica.
Pocetnice su kraci oligonukleotidi koji sluze kao ishodista za sintezu DNA. Prilikom dizajna
vazna je specifi¢nost i komplementarnost prema Zeljenim sekvencama kalupa DNA. Optimalan
postotak GC sadrzaja trebao bi iznositi izmedu 40 i 60 %. Obzirom da su GC parovi

termodinamicki stabilniji 1 omogucuju jace sparivanje pocetnica s kalupom DNA pozeljno je
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da krajevi oligonukleotida zavrSavaju gvaninom ili citozinom. Optimalna duljina
oligonukleotida trebala bi biti izmedu 16 i1 28 nukleotida. Takoder, nuzno je da strukture
poCetnica budu jednostavne, bez sekundarnih struktura, autokomplementarnosti i
komplementarnosti izmedu pocetnica. Vazno je da temperatura mekSanja (engl. melting
temperature, Trm) bude izmedu 55 1 70°C te da razlika u temperaturi meksanja pocetnica nije
veéa od 5°C.” U ovome radu dizajnirane su pocetnice za kloniranje proteinskih konstrukata
HsSPRTN26.268,wT 1 HsSPRTN26.268,E1224 (tablica 2), a kao kalup koristeni su plazmidi pNic-
Zb_HsSPRTNi26swt 1 pNic-Zb HsSPRTNi.268 E1224.

Tablica 2. Nukleotidni slijed poc¢etnica uzvodnih (engl. forward, F) 1 nizvodnih (engl. reverse,

R) pocetnica koriStenih u inverznoj lancanoj reakciji polimeraze

Naziv pocetnice Nukleotidni slijed (5'= 3') Tm/°C  GC/%
pNic-Zb-HsSPRTN36.26s_F CAGGAGTCCCTGTCGCTAGTG 60 62
pNic-Zb-HsSPRTN6.26s_R CATGGATTGGAAGTACAGGTTCTC 56 46

3.2.3. Inverzna lancana reakcija polimeraze

Za kloniranje skracenih konstrukata HsSPRTNzs.o6s,wt 1 HSSPRTN26.268 E1224 koriStena je
metoda inverznog PCR-a. U iPCR-u umnozava se ¢itav plazmid s genom od interesa uz deleciju
odabranog segmenta kodirajuée sekvence proteina. Kako bi se deletirao Zeljeni segment,
potrebno je dizajnirati pocetnice koje su komplementarne 5’ krajevima kalupa s obje strane
ciljne zone delecije. Jednom kada je umnoZeni linearni produkt fosforiliran i ligiran, novi
konstrukt nece sadrZavati izbacenu regiju. Reakcijska smjesa sadrzavala je 0,5 pL uzvodne (10
umol L) i nizvodne (10 umol L) pogetnice (prikazane u tablici 2), 0,2 uL plazmida pNic-Zb
(50 ng mL™), 3,8 pL sterilne vode te 5 uL otopine 2x Master Mix koja sadrzi Tag-DNA-
polimerazu, dNTP-ove, MgCl i reakcijski pufer potreban za efikasnu PCR reakciju. iPCR je

provoden u uredaju 7-Gradient (Biometra), a uvjeti reakcije prikazani su u tablici 3.
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Tablica 3. Uvjeti inverzne lancane reakcije polimeraze

Korak T/°C T/ sec Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 30 1
Denaturacija 95 15 28
Sparivanje pocetnica 60 15 28
Produljenje 72 180 28
Zavrsno produljenje 72 300
Pohrana 12 oo

3.2.4. Agarozna gel-elektroforeza

Agarozni gelovi koriste se u horizontalnoj elektroforezi za odvajanje fragmenata nukleinskih
kiselina od 100 pb do 20 kb. Fostatne skupine nukleinskih kiselina su negativno nabijene, stoga
¢e tijekom elektroforeze ukupno negativno nabijena molekula DNA putovati prema
pozitivnome elektricnome polu. Obzirom da je omjer mase i1 naboja jednak za sve
polinukleotide, brzina putovanja nukleinskih kiselina ovisiti ¢e samo o obliku i veli¢ini. Za
molekule jednakih molekulskih masa, kretanje u gelu uvjetovano je njihovim oblikom, stoga
najbrze putuju superzavijene, a najsporije kruzne relaksirane molekule DNA.

Produkti iPCR reakcije analizirani su na 0,8 % agaroznome gelu pripremljenom otapanjem
0,4 g agaroze u 50 mL pufera 1x TAE (tablica 4). Smjesa je zagrijavana u mikrovalnoj pe¢nici
do potpunog otapanja agaroze. Elektroforeza je provodena u puferu 1x TAE pri 120 V. Radi
lakSeg nanoSenja 1 pracenja tijeka elektroforeze, 1,5 pL uzorka iPCR reakcije pomijeSano je s
1 pL sterilne vode 1 1 pL pufera za nanoSenje uzorka 6x Blue/Orange (Promega) u koju je
prethodno dodana boja SYBR Green za detekciju DNA. Za odredivanje veli¢ine umnoZenih
fragmenata u prvu jaZicu gela naneseno je 1,5 pL markera Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Scientific). Vizualizacija DNA vrpci u agaroznome gelu provela se pomocu uredaja
ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad). Uspjesno dobiveni produkti iPCR reakcije prociséeni su
pomocu komercijalno dostupnog kompleta Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (New England

Biolabs) prema uputama proizvodaca.
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Tablica 4. Sastav koriStenog pufera TAE

Sastojci Koncentracija
Tris 40 mmol dm™
Octena Kiselina 20 mmol dm
EDTA 1 mmol dm

3.2.5. Ligacija fragmenata DNA pomocéu T4 DNA-ligaze

Posljedn;ji korak konstrukcije rekombinantnog plazmida ukljucuje ligaciju pomo¢u T4 DNA-
ligaze. Navedeni enzim katalizira nastanak kovalentne fosfodiesterske veze izmedu 5'-fosfata i
3'-hidroksilne skupine uz utrosak molekule ATP-a. Prije ligacije potrebno je fosforilirati 5'-kraj
iPCR produkta pomoc¢u T4 polinukleotid-kinaze (PNK). PNK katalizira prijenos y-fosfatne
skupine s ATP-a na 5'-OH kraj jednolancanih 1 dvolancanih lanaca DNA i RNA,

oligonukleotida te nukleozid 3'-monofosfata.®

Posljednji  korak uklju¢uje dodatak
restrikcijskog enzima Dpn I koji cijepa metilirane i hemimetilirane lance DNA. Time ¢e se
sacuvati DNA umnozena in vitro pomo¢u PCR-a, a pocetni kalup dobiven i metiliran in vivo ¢e

se razgraditi. Kao negativna kontrola koriStena je reakcijska smjesa bez PNK i T4 DNA-ligaze.

Tablica 5. Sastav reakcijske smjese za fosforilaciju, ligaciju i cijepanje restrikcijskim enzimom
Dpn I

Sastav V/uL
Prociscéeni iPCR produkt 10
10x pufer za T4 DNA-ligazu 2
T4 polinukleotid-kinaza, PNK 0,5
Sterilna voda 6,5
T4 DNA-ligaza 0,5
Dpnl 0,5

Procisc¢eni iPCR produkt inkubiran je u sterilnoj vodi s PNK 1 puferom za T4 DNA-ligazu
30 minuta na 37°C. Zatim je reakcijskoj smjesi dodana T4 DNA-ligaza uz inkubaciju sat
vremena pri sobnoj temperaturi. U zadnjem koraku nakon dodatka Dpn I smjesa je inkubirana
sat vremena na 37°C. Dobivena DNA transformirana je u soj E. coli XL10-Gold metodom

toplinskog Soka detaljnije opisanog u poglavlju 3.2.3.
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3.2.6. Izolacija plazmidne DNA

Za izolaciju plazmide DNA iz E. coli koriSten je komercijalni komplet GenElute Plasmid
Miniprep Kit (Sigma) prema uputama proizvodaca. Iz prekono¢ne kulture bakterije su
istalozene viSekratnim centrifugiranjem te podvrgnute alkalnoj-SDS lizi. Plazmidna DNA
potom je vezana za mikrokolonu sa stacionarnom fazom na bazi silicijevog oksida u prisutnosti
kaotropnih soli. Nakon viSestrukih ispiranja oneci$¢enja s kolone, plazmidna DNA je eluirana

ultra¢istom vodom.®!

3.2.7. Odredivanje koncentracije nukleinskih kiselina

Koncentracija izolirane plazmidne DNA odredivana je spektrofotometrijski na uredaju
BioSpec-nano (Shimadzu). Nakon mjerenja slijepe probe (ultracista voda), 1 pL izoliranog
uzorka nanesen je na uredaj te mu je koncentracija odredivana mjerenjem apsorbancije pri

A=260 nm.

3.2.8. Sekvenciranje plazmidne DNA

Prisutnost mutacija u kodiraju¢em slijedu nije moguce utvrditi agaroznom gel elektroforezom,
stoga je uspjeSnost kloniranja povjerena sekvenciranjem. Rekombinantni plazmidi s
pocetnicama T7P 1 T7T sekvencirani su servisom tvrtke Macrogen, Nizozemska. Sekvencirani
nukleotidni sljedovi analizirani su alatom Clustal Omega (engl. Multiple Sequence Alignment)

usporedbom s nukleotidnim sljedovima dostupnima u bazi podataka.

3.3. Metode rada s bakterijama

3.3.1. Priprava mikrobioloskih medija za uzgoj bakterija

Za pripravu tekucih hranjivih podloga otopljeno je 25 g/L LB (Luria-Bertani) medija (y
(kvascéev ekstrakt) =5 g dm™, y (tripton) = 10 g dm, y (NaCl) = 10 g dm™) u destiliranoj vodi.
Pripravljeni LB medij steriliziran je u autoklavu 20 minuta pri 120°C. Po potrebi dodani su
kanamicin i kloramfenikol u radnim koncentracijama y (kanamicin) = 50 pug mL™!, y
(kloramfenikol) = 34 ng mL!. Kod priprave &évrste hranjive podloge, u teku¢i LB medij dodaje
se agar koji se prilikom autoklaviranja otapa, a potom hladenjem o¢vrsne u gel. Otopljeno je
25 g/ LB medija i 15 g/L agara u destiliranoj vodi nakon ¢ega se medij podvrgne sterilizaciji

u autoklavu 20 minuta pri 120°C. Nakon hladenja otopine do sobne temperature u hranjivi
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medij dodan je odgovarajuci antibiotik. Kruti medij se dobro promijesa te izlije tako da prekrije
dno posudice za uzgoj bakterijske kulture. Nakon suSenja podloge se skladiste u plasticnim

vre¢icama pri 4°C.

3.3.2. Priprava kompetentnih bakterijskih stanica E. coli

Kemijski kompetentne stanice su stanice pogodne za unos strane DNA kemijskom
transformacijom. Stanice se inkubiraju se na ledu, a potom podvrgavaju toplinskome Soku na
42°C. Sam mehanizam ulaska strane DNA u stanicu pri navedenim uvjetima nije razjasnjen, no
smatra se da izlaganje temperaturnome Soku povecava propusnost stani¢ne stjenke bakterija te
time omogucava ulazak molekule DNA u stanicu.®? Prekonoéna kultura bakterija E. coli soja
Rosetta 2 (DE3) uzgojena je u 5 mL LB medija. 5 mL prekono¢ne kulture razrijedeno je 100
puta, tako da je za inokulaciju koristeno 500 mL LB medija uz dodatak kloramfenikola (34 pg
mL"). Stanice su uzgajane na 37°C uz tre$nju od 250 okretaja po minuti (engl. revolutions per
minute, rpm) do vrijednosti opticke gustoce pri valnoj duljini 600 nm (ODseoo) u rasponu 0,6-
0,8. Potom je stani¢na kultura ohladena 15 minuta na ledu te istalozena centrifugiranjem pri
5000 rpm 1 4°C u trajanju od 10 minuta. Nakon centrifugiranja, supernatant je odbacen, a talog
stanica resuspendiran u 250 mL ohladene otopine 0,1 M CaClo. Resuspendirane stanice
inkubirane su 30 minuta na ledu. Zatim su ponovno centrifugirane 10 minuta pri 5000 rpm 1
4°C. Nakon zavr$nog taloZenja, supernatant je odbacen, a stanice resuspendirane u 25 mL
ohladene otopine 0,1 M CaCl, 1 15 % glicerola. Na kraju, pripravljeni su alikvoti stanica od 100
1200 pL, ohladeni teku¢im dusikom i pohranjeni pri -80 °C.

3.3.3. Transformacija bakterije E. coli i priprava prekonocne kulture
Provedena je kemijska metoda transformacije te metoda transformacije stanica
elektroporacijom. Za razliku od kemijske transformacije, elektroporacija zahtijeva poseban
elektroporacijski uredaj pomocu kojeg se uzorak stanica sa stranom DNA izlaze jakom i
kratkotrajnom elektricnom polju. Primijenjenim elektricnim Sokom otvaraju se pore na
membrani za unos strane DNA.

Uzorak kemijski kompetentnih stanica Rosetta 2 (DE3) pohranjenih na -80°C odmrznut je
u ruci te drzan na ledu. Alikvotu stanica volumena 25 pL dodano je 0,2 uL plazmida kojim se

zele transformirati stanice. Najprije je alikvot bakterija s plazmidom drZan na ledu 15 minuta.

Tea Bezjak Diplomski rad



31
§ 3. Eksperimentalni dio

Potom je uzorak inkubiran u termobloku zagrijanom na 42°C u trajanju od 45 sekundi.
Naposljetku, stanice su drzane na ledu 2 minute.

Za transformaciju elektroporacijom uzorak stanica E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL sa
zeljenim plazmidom prebacen je u elektrokivetu te izlozen kratkotrajnom elektricnom pulsu od
2,5kV ecm™! pomoéu uredaja Gene Pulser (Bio-Rad).

Za oporavak bakterijskih stanica dodano je 500 uL tekuceg LB medija bez antibiotika.
Dobivena suspenzija inkubirana je 1 sat u termobloku na 37°C uz tre$nju na 600 rpm. Za
pripravu prekono¢ne predkulture u 20 mL LB medija s antibioticima kanamicinom i
kloramfenikolom dodano je 250 pL transformiranih bakterijskih stanica. Ostavljene su preko
no¢i u tresilici na 37°C 1 225 rpm.

U slucaju transformacije produkta iPCR-a u 50 pL stanica XL10-Gold dodano je 5 pL
reakcijske smjese. Daljnji koraci provedeni su na prethodno opisani na¢in metodom toplinskoga
Soka. Nakon zavrs$ne inkubacije 250 pL transformiranih stanica razmazano je na LB ploce s
kanamicinom u sterilnim uvjetima. S nasadene kanamicinske podloge odabrane su pojedinacne
kolonije te sterilnim nastavkom automatske pipete nacijepljene u 6 mL LB medija s

kanamicinom 1 kloramfenikolom. Bakterije su uzgajane preko no¢i na 37°C 1 225 rpm.

3.3.4. Priprava glicerolskih stokova
Priredene su glicerolske kulture za bakterijske kolonije transformirane Zeljenim plazmidom.
800 pL prekono¢ne predkulture ohladene na 4°C pomijesano je s 800 uL sterilnog 50 %

glicerola te pohranjeno na -80°C.

3.4. Metode rada s proteinima

3.4.1. Prekomjerna ekspresija proteina

U ovome istrazivanju prekomjerno su eksprimirani proteini HsSPRTNrr wt, HsSPRTN 1268w,
HsSPRTN26-268,w 1 njithovi mutanti te Hsp97rLwt1 Hsp97n p1,wt. Kodirajuéi sljedovi za proteine
uklonirani su u plazmidne vektore pNic-Zb 1 pET-24d(+) koji se koriste u sustavu prekomjerne
ekspresije proteina temeljene na genetickim elementima bakteriofaga T7 i bakterijskog operona
lac u sojevima bakterije E. coli. Za uspjeSnu ekspresiju, pripravljeni geneticki konstrukti
transformirani su u ekspresijski soj bakterija Rosetta 2 (DE3). Navedeni soj posjeduje ugradeni

gen za selektivnu T7 RNA-polimerazu koja je pod kontrolom lac promotora i lac operatora.
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Bakterijska RNA-polimeraza prepoznaje lac promotor, a T7 RNA-polimeraza prepoznaje
promotor T7 ugradenog u plazmidni vektor. Vazno svojstvo ovakvog sustava za prekomjernu
ekspresiju proteina je odrzavanje ciljnih gena transkripcijski utiSanima u neinduciranome
stanju. U uvjetima bazalne transkripcije kada je represor vezan za lac operator, reprimirana je
ekspresija gena za T7 RNA-polimerazu u genomu i vektoru. Dodatkom IPTG-a lac represor
disocira s lac operatora, a bakterijska RNA-polimeraza zapocCinje transkripciju gena za T7
RNA-polimerazu koja prepoznaje promotor T7 i kreée u transkripciju ciljnoga gena u
plazmidu.®*#** Za konstrukte HsSPRTNa¢.26s transformacija je prvotno provedena i u soju RIL
(DE3) za koje je kasnije pokazano kako nema razlike u ekspresiji proteina u odnosu na soj
Rosetta 2 (DE3), stoga su svi daljnji uzgoji nastavljeni sa stanicama Rosetta 2 (DE3).

2 L LB medija s kanamicinom i kloramfenikolom inokulirano je s 20 mL zasi¢ene
prekonoc¢ne kulture stanica. Stanice su uzgajane na 37°C i 225 rpm do ODgoo= 0,4-0,6. Nakon
Sto su stanice dosegle zadovoljavajucu vrijednost ODeoo, temperatura je spustena na 18°C.
Ohladenoj bakterijskoj kulturi dodan je induktor IPTG (konac¢ne koncentracije 0,5 mmol dm™
3). Dodatno, stanicama sa SPRTN-om dodan je i ZnSOs (konaéne koncentracije 100 pmol dm™
3). Za prekomjernu ekspresiju proteina inducirane stanice ostavljene su preko noéi na 18°C i

125 rpm.

3.4.2. Liza bakterijskih stanica E. coli
Nakon ekspresije stanice su istalozene centrifugiranjem 10 min pri 4000 rpm 1 4 °C. Dobiveni
talog stanica s Hsp97n p1, HsSPRTN1.268 1 HsSPRTN26.268 resuspendiran je na ledu u malom
volumenu pufera A, a potom do konacnog volumena od 150 mL (sastav pufera A prikazan je u
tablici 6). Suspenzija stani¢nog taloga provucena je kroz Spricu uz dodatak inhibitora serinskih
proteaza PMSF-a (kona¢ne koncentracije 0,1 mmol dm™). Za razbijanje stanica koriSten je
visokotla¢ni homogenizator Avestin Emulsoflex C3 paze¢i da pulsni tlak ne prijede 160 MPa.
Nakon propustanja uzorka dva puta kroz homogenizator, lizat je dodatno razbistren
centrifugiranjem u trajanju od 20 minuta uz vrtnju pri 11 000 rpm 1 4 °C. Time je proteinski
ekstrakt razdvojen od taloga agregiranih 1 netopljivih proteina.

Bakterijske stanice s proteinom HsSPRTNrLwr 1 HsSPRTNrLE1224 razorene su
ultrazvuénom sonikacijom. Nakon pocetnog centrifugiranja (10 min pri 4000 rpm i1 4 °C) i

resuspendiranja taloga, suspenziji je dodan MgCl,, lizozim, DNaza I te PMSF (0,1 mmol dm™
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3). Sonikacija je provodena u ledenoj kupelji u trajanju 10 minuta s periodima od 4 sekunde i 4

sekunde pauze. Dobiveni lizat je centrifugiran 20 minuta uz vrtnju pri 11 000 rpm 1 4 °C.

3.4.3. Prociscavanje proteina afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi

Prekomjerno eksprimirani proteini proc¢is¢eni su afinitetnom kromatografijom temeljenoj na
interakciji rekombinantnog proteina i stacionarne faze kromatografske kolone. Jedno od ¢esto
primjenjivanih kromatografskih punila je Ni-NTA agaroza u kojem nitrilotrioctena kiselina
okupira cCetiri od Sest koordinacijskih mjesta iona nikla. Ostala dva koordinacijska mjesta
zauzeta su molekulama vode koja se mogu lako zamijeniti dusikovim atomima polihistidinskog
privjeska rekombinantnog proteina (slika 9). Za eluciju vezanih proteina koriste se puferi s
visokom koncentracijom imidazola (>100 mmol dm) koji je u kompeticiji s rekombinantnim
proteinom za slobodna vezna mjesta Ni**-iona. Puferi KkoriSteni tijekom lize
stanica/ekvilibracije kolone i1 puferi za ispiranje sadrze nize koncentracije imidazola (20-40
mmol dm™) kako bi smanjile nespecifi¢na vezanja neZeljenih proteina. Kapacitet koristene
smole Protino Ni-NTA (Macherey-Nagel) izrazito ovisi o karakteristikama rekombinantnog
proteina poput molekulske mase, aminokiselinskog sastava, trodimenzonalne srukture te

sklonosti oligomerizaciji.®’

= H,0 (8] -—Cﬁf
agarozna

= H,0 zrnca

Slika 9. Koordinacija iona nikla s Ni-NTA nosac¢em. Preostala dva koordinacijska mjesta
stupaju u interakciju s molekulama vode te omogucuju ¢vrste, ali reverzibilne interakcije s
rekombinantnim proteinima (preuzeto i prilagodeno prema referenci 85)

Za prociS¢avanje proteina koriStena su tri pufera: A, B 1 C sastava prikazanog u tablici 6.
Kolona je napunjena s 1,5 mL punila Ni-NTA, isprana tri puta redestiliranom vodom te
uravnotezena puferom A. ProciS¢avanje proteina provodeno je pri 4°C. 1,5 mL ekvilibrirane
smole pomijeSano je s proteinskim ekstraktom uz inkubaciju smjese 20 minuta. Smola je

oborena centrifugiranjem 5 minuta pri 5000 rpm 1 4°C, nakon ¢ega je slijedilo ispiranje tri puta

Tea Bezjak Diplomski rad



34
§ 3. Eksperimentalni dio

s 50 mL pufera A uz centrifugiranja od 5 minuta pri 5000 rpm i 4°C. Smola je zatim prebacena
u kolonu te isprana sa 6 mL pufera B. Elucija ciljnog proteina s kolone provela se s 15 mL
pufera C. Kako bi se provjerila uspjesnost proc¢is¢avanja, u svakom koraku uzet je uzorak
frakcije za analizu SDS poliakrilamidnom gel-elektroforezom. Nakon koristenja, kolona s Ni-
NTA punilom isprana je imidazolom (1 mol dm™, pH 8,0), tri puta redestiliranom vodom te 20

% etanolom u kojem se agaroza ¢uva na 4°C.

Tablica 6. Sastav pufera A, B 1 C koriStenih u procis¢avanju prekomjerno eksprimiranih
proteina afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi. Za konstrukte Hsp97n p1 1

HsSPRTN26.268 koristen je fosfatni pufer, a Hepes za sve ostale rekombinantne proteine

Reagens Pufer A Pufer B Pufer C
NaPO, (pH=8,0) Hepes (pH=7,5) 50 mmol dm 50 mmol dm™ 50 mmol dm™
NaCl 500 mmol dm> = 500 mmol dm™ 500 mmol dm™
Glicerol 10 % (v/v) 10 % (v/v) 10 % (v/v)
p-merkaptoetanol 200 puL/L 10 uL/L 20 uL/L
Imidazol (pH=8,0) 20 mmol dm™ 40 mmol dm™ 350mmol dm™

3.4.4. Cijepanje histidinskog privjeska i prekonocna dijaliza proteina

Heksahistidinski privjesci rekombinantnih proteina HsSPRTN 1 Hsp97 uklonjeni su
proteoliti¢kim cijepanjem pomocu proteaze TEV. Za izmjenu pufera, proteini su podvrgnuti
dijalizi pri 4°C preko no¢i u membrani za dijalizu s veli¢inom pora 12—-14 kDa. Na temelju
koncentracijskog gradijenta male molekule difundiraju preko polupropusne membrane iz
podrucja vece koncentracije u podrucje niZze koncentracije. Istovremeno u suprotnome smjeru
ulaze molekule okolnog pufera za dijalizu sve do postignute ravnoteZze izmedu uzorka i

dijalizata. Sastav koriStenih pufera za dijalizu prikazan je u tablici 7.
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Tablica 7. Sastav pufera koristenih u dijalizi pri 4°C

Reagens Hsp97r1, Hsp97n pi HsSPRTNrr HsSPRTN;.26s HsSPRTN.268, HSp97n b1
NaCl 150 mmoldm® 500 mmol dm* 300 mmol dm * 250 mmol dm 3
Hepes (pH 7,5) 15 mmol dm 3 15 mmol dm* 15 mmol dm* -

Tris/HCI (pH 8,5) - - - 15 mmol dm 3
Glicerol 5% (vv) 5% (vv) 10 % (v/v) 10 % (v/v)

DTT 1 mmol dm 3 1 mmol dm 3 1 mmol dm3 1 mmol dm 3

15 mL elucijske frakcije proteina razrijedeno je s 5 mL pufera za dijalizu uz dodatak
proteaze TEV. Koli¢ina dodane proteaze odredena je na temelju procijenjene koli¢ine proteina
u elucijskoj frakciji koja je analizirana pomoc¢u SDS-PAGE (omjer TEV proteaza:protein je
1:80-100). Nakon dijalize pocijepani protein procistio se od proteaze TEV 1 zaostalog
nepocijepanog proteina sekundarnom kromatografijom na Ni-NTA smoli. Uzorak proteina
inkubiran je pri 4°C s 1,5 mL ekvilibrirane smole uz dodatak imidazola (pH = 8,0) konacne
koncentracije 20 mmol dm>. Nakon inkubacije u trajanju 15 minuta, propustena otopina s
pocijepanim proteinom skupljena je kao nevezna frakcija. Elucija zaostalog vezanog proteina
provela se s 3 mL pufera C. UspjesSnost cijepanja afinitetnog privjeska od proteina takoder je

provjerena metodom SDS-PAGE.

3.4.5. Denaturirajuca poliakrilamidna gel-elektroforeza

Indukcija, prekomjerna ekspresija 1 uspjeSnost prociS€avanja proteina provjerena je gel—
elektroforezom na poliakrilamidnom gelu uz prisustvo natrijevog dodecilsulfata (engl. sodium
dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electophoresis, SDS-PAGE). Proteini u reakciji s
anionskim deterdZentom stvaraju negativno nabijeni kompleks SDS-protein. Molekule SDS-a
vezanjem denaturiraju proteine 1 daju ukupan negativni naboj koji maskira njihov intrinzic¢ni
naboj. Otprilike jedna molekula SDS-a veze se za dvije aminokiseline. Kako svi proteini
poprimaju izduZeni oblik s jednakim omjerom mase i naboja, migracija kompleksa SDS-protein
u elektricnome polju ovisi o molekulskog masi proteina. Veci proteini kretati ¢e se sporije kroz
pore gela koji djeluje kao molekulsko sito za razdvajanje proteina. Molekulska masa ciljnoga
proteina moze se odrediti iz gela usporedbom s markerom veli¢ine poznatih molekulskih

masa.86
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Za pripremu gelova koriStena je aparatura za vertikalnu elektroforezu Mini-PROTEAN
Tetra (Bio-Rad). Sastav pripremljenog gornjeg gela za sabijanje i donjeg gela za razdvajanje
prikazan je je u tablici 8. Kako bi se sprijecila prijevremena kataliza polimerizacije, APS i
TEMED dodaju se neposredno prije izlijevanja smjese za gelove. Smjesa gela za razdvajanje
izlijeva se do 0,5-1 cm od gornjeg ruba nizeg stakla te se do vrha izlijeva gel za sabijanje uz
umetanje ¢eslji¢a od 1 mm za formiranje jazica. Nakon polimerizacije gelovi su pohranjeni na

4°C.

Tablica 8. Komponente za pripravu poliakrilamidnih gelova za denaturirajucu elektroforezu

Reagens Gel za sabijanje = Gel za razdvajanje
Postotak gela 4 % 15 % 18 %
30 % akrilamid/bis-akrilamid 1,3 mL 10 mL 12 mL
4 x pufer za sabijanje (4 g dm> SDS, 0,5 mol dm Tris-HCI pH 6,8) 2,5mL - -
4 x pufer za razdvajanje (4 g dm SDS, 1,5 mol dm* Tris-HCI pH 8,8) - S5mL SmL
50 % glicerol - 2 mL 2 mL
10 % amonijev persulfat, APS 50 L 70 uL 70 uL
tetrametiletilendiamin, TEMED 8 uL 10 uL 10 uL
Sterilna voda 6,2 mL 3mL 1 mL
z 10 mL 20 mL 20 mL

Kako bi se analizirala uspjesnost uzgoja, ekspresije i prociS€avanja proteina, alikvoti
uzoraka prikupljeni tijekom preparacije proteina (5—15 pL) pomijeSani sus 5 uL 4x SDS-PAGE
pufera za nanoSenje uzorka. Proteini su denaturirani inkubacijom u termobloku 5 minuta na 95
°C. U slu€aju analize neinduciranih stanica, kada je prilikom uzgoja kulture postignuta
vrijednost ODgoo izmedu 0,4-0,6, uzet je alikvot stanica i istaloZen centrifugiranjem 1 min pri
12 000 rpm. Supernatant je odbacen, a talog neiduciranih stanica resuspendiran u 50 pL 1x
SDS-PAGE pufera za nanoSenje uzorka uz zagrijavanje u termobloku na 95 °C. Elektroforeza
je provodena pri sobnoj temperaturi u puferu 1x SDS-PAGE sastava: 14,4 g dm glicina, 3,0 g
dm™ Tris-a (pH= 8,3), 1,0 g dm™ SDS-a. Prvotno su uzorci sabijani u gelu za sabijanje pri
naponu od 180 V, a potom razdvajani u gelu za razdvajanje pri 220 V. Proteini su vizualizirani

bojanjem pomocu Coomassie Brilliant Blue R-250 15 minuta uz mijeSanje na rotacijskoj
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platformi, nakon cega je slijedilo uklanjanje nespecificno vezane boje kuhanjem u kipucoj

destiliranoj vodi 15 minuta.

3.4.6. Kromatografija ionske izmjene
Kromatografija ionske izmjene je metoda razdvajanja biomolekula na temelju njihove razlike
u ukupnome naboju pri odredenome pH. Za uspjesno razdvajanje, kontrolirane su reverzibilne
interakcije izmedu nabijenih molekula i suprotno nabijenog punila kolone kako bi se
favoriziralo vezanje ili elucija ciljnog proteina. Punila kolone sadrze matricu s vezanim
funkcionalnim skupinama koje mogu biti pozitivno ili negativno nabijene. Pri pH vrijednosti
iznad izoelektricne tocke (pl), protein se veze za pozitivno nabijeno punilo (anionski
izmjenjivac), a pri pH ispod pl, protein se veze za punilo s negativno nabijenim skupinama
(kationski izmjenjivac). Prvi korak ionske izmjene ukljucuje uravnotezenje stacionarne faze.
Jednom kada je medij ekvilibriran, sve nabijene grupe stacionarne faze vezane su s izmjenjivim
protuionima, poput Na' ili CI". Za ekvilibraciju odabire se pufer one pH vrijednosti i ionske
jakosti koji ¢e osigurati vezanje ciljnog proteina prilikom nanoSenja uzorka na kolonu, uz §to
manje vezanje ostalih necistoca. Nakon uravnotezenja kolone, slijedi nanoSenje uzorka i
ispiranje pocetnim puferom tako da su svi nevezajuci proteini prosli kroz kolonu. Elucija se
provodi povecanjem ionske jakosti pufera. Kako raste koncentracija soli, ioni kompetiraju s
vezanim proteinima za nabijene skupine stacionarne faze. Sto je veéi ukupni naboj proteina,
biti ¢e potrebna veca ionska jakost pufera za njegovu eluciju. Krajnje ispiranje s puferom visoke
ionske jakosti sluzi za regeneraciju kolone i uklanjanje zaostalih vezanih molekula.?’
Kromatografija anionske izmjene provedena je prilikom proc¢is¢avanja proteina HsSPRTN.
268wt 1 njegovog katalitickog mutanta. KoriStena je kolona HiTrap Q HP (Cytiva) s punilom Q
sefarozom cija je funkcionalna skupina kvaterna amino grupa vezana za matricu kemijski
stabilnim eterskim vezama. Kolona je spojena na uredaj za brzu tekucinsku kromatografiju
proteina (engl. fast protein liquid chromatography, FPLC) AKTA pure (Cytiva). 20 mL
prikupljene nevezane frakcije nakon sekundarne Ni-NTA kromatografije naneseno je dva puta
na kolonu tako da je po 10 mL uzorka razrijedeno do 50 mL (konacne koncentracije soli 60
mmol dm™) pocetnim puferom A sastava: 15 mmol dm™ Hepes (pH=7,5), 1 mM DTT, 10 %
glicerol. Za eluciju primijenjen je gradijent pufera A i pufera B sastava: 15 mmol dm~ Hepes

(pH=7,5), 1 mM DTT, 10 % glicerol, 1 mol dm™~ NaCl. Prikupljena je frakcija od 1 mL te
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ovisno o ¢isto¢i je pohranjena na -80 °C ili podvrgnuta sljede¢em koraku procis¢avanja gel-

filtracijom.

3.4.7. Gel-filtracija

Kromatografija iskljuenjem (engl. size exclusion chromatography, SEC) ili gel-filtracija
razdvaja makromolekule na temelju njihove razlike u veli¢ini. Punilo kolone sastoji se od
porozne matrice s inertnim sfernim Cesticama razli¢itih veli¢ina koje minimiziraju adsorpciju
biomolekula. Jednom naneSene na kolonu, molekule vece od pora ne mogu difundirati u Cestice
punila te su najprije eluirane. Molekule manjih veli¢ina ulaze u veci broj pora, sporije se krecu
1 duze zadrzavaju na koloni. Za razliku od ionske izmjene, molekule se gel-filtracijom ne vezu
za stacionarnu fazu kolone, $to znaci da sastav pufera ne utjece direktno na rezoluciju. Prednost
gel-filtracije je mogucnost odvajanja biomolekula u uvjetima pogodnim za odrzavanje
stabilnosti uzorka. Uzorci se eluiraju izokratno, stoga nema potrebe za koriStenjem razli¢itih
pufera tijekom razdvajanja. Gel-filtracija takoder omogucéava odredivanje molekulske mase
nativnog ili denaturiranog proteina u razli¢itim uvjetima pH, ionske jakosti i tempterature, kao
i detekciju i ispitivanje nastanka kompleksa proteina.®® Kada se gel-filtracija u ovome
istrazivanju koristila u preparativne svrhe, uvijek je koristena u zavrSnom koraku procis¢avanja
proteina, nakon Sto je vecina kontaminacija ve¢ bila uklonjena. Njome su se uklonili agregati
ciljnoga proteina 1 manji peptidni ostatci nakon cijepanja proteazama uz prevodenje u pufer u
kojem je procis¢eni protein pohranjen.

U ovome radu gel-filtracija je provedena kao korak prociS¢avanja nakon afinitetne
kromatografije na Ni-NTA agarozi. Za prosi§¢avanje koristen je sustav AKTA pure s kolonama
1 puferima prikazanim u tablici 9. Kolona je isprana ultraistom vodom, pa uravnotezena
puferom za gel-filtraciju. Prije uporabe, ultracista voda 1 puferi su ohladeni te profiltrirani 1
degazirani kroz membranu s porama veli¢ine 0,45 pm. KoriStenje degaziranih pufera uz
odrZzavanje konstantne temperature sprje¢ava ulazak zraka u stupac kolone. Nakon koriStenja
kolonu je potrebno isprati ultracistom vodom, a zatim pohraniti u etanolu (¢ = 20 %). Kako bi
se produljio radni Zivot kolone, rutinska ¢iséenja ukljucuju ispiranje s 0,2 mol dm~> NaOH
nakon svakih dvadesetak kromatografija.

Uzorci nevezane frakcije proteina nakon prociS¢avanja sekundarnom kromatografijom na
Ni-NTA agarozi su ukoncentrirani do volumena 2 mL metodom ultrafiltracije opisane u

sljede¢em poglavlju. Netom prije nanoSenja na kolonu, uzorci su centrifugirani 3 min pri 13
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000 rpm 1 4 °C kako bi se odvojili od Cestica agregata ili precipitata. Sukladno karakteristikama

kolone, podeSeni su odgovarajuci tlakovi i protok uz pracenje apsorbancije pri 280 nm.

Prikupljane su frakcije od 0,5 ili 2 mL te analizirane SDS-PAGE metodom.

Tablica 9. Kolone 1 puferi koristeni za proc¢iS¢avanje razlicitih proteina tehnikom gel-filtracije

Protein Kolona Pufer
P97rL, W Superose 6 10/300 GL 150 mmol dm= NaCl, 15 mmol dm~ HEPES
P97~ b1, wr HiLoad 16/600 Superdex 75 pg (pH 7,5), 1 mmol dm™ DTT
P97n_ b1, wr HiLoad 16/600 Superdex 200 pg 150 mmol dm™ NaCl, 20 mM Tris/HCI1 (pH
8,5), 1 mmol dm> DTT
SPRTNpL, wr, HiLoad 16/600 Superdex 200 pg 500 mmol dm NaCl, 15 mmol dm~> HEPES
SPRTNFL, E1224 (pH 7,5), 1 mmol dm= DTT, 5 % glicerol
SPRTN1.268, E1224 HiLoad 16/600 Superdex 75 pg 300 mmol dm= NaCl, 15 mmol dm~> HEPES
(pH 7,5), 1 mmol dm= DTT, 5 % glicerol
SPRTNa6-268, Wt HiLoad 16/600 Superdex 75 pg 300 mmol dm™ NaCl, 20 mM Tris/HCI] (pH
SPRTN6.268, E1224 8,5), 1 mmol dm™ DTT, 5 % glicerol
P97nN b1, W + Superdex 200 Increase 10/300 GL 15 mM HEPES pH 7,5, 100 mM NaCl and 1
SPRTNi-268, wrt, mM DTT
P97n b1, wr + Superdex 200 Increase 10/300 GL 15 mM HEPES pH 7,5, 100 mM NacCl and 1

SPRTN26.268, E1224

mM DTT

3.4.8. Priprava kompleksa SPRTN:p97 gel-filtracijom

Osim kao metoda prociS€avanja proteina, prije samih kristalizacijskih eksperimenata, gel-
filtracijska kromatografija pokuSala se iskoristiti za ispitivanje nastanka kompleksa
SPRTN:p97 (detaljnije opisano u poglavlju 4.2.3.). Prvotno je pokuSano prirediti kompleks
skracenog konstrukta SPRTNi.26s 1 p97n p1. Kako nije bilo naznaka o mogu¢em omjeru pri
kojem bi doslo do stvaranja kompleksa, odluceno je da ¢e se pomijesati po 200 pg svakog od
prociS¢enih proteina. Za nanoSenje uzoraka na kolonu, prvo je potrebno prirediti njihova
razrjedenja. Prije priprave samog kompleksa, napravljena su razrjedenja uzoraka pojedinacnih
konstrukata i nanesena na kolonu. Uzet je alikvot pro¢is¢enog proteina SPRTN.263 wt (200 png)
i razrijeden do kona¢nog volumena od 500 pL u puferu sastava: 15 mmol dm= Hepes 7,51 1
mmol dm= DTT. Isto tako je prireden i uzorak konstrukta p97x pi samo §to je za njegovo

razrjedenje do 500 pL koristen pufer sastava: 100 mmol dm=, 15 mmol dm™ Hepes i 1 mmol
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dm™ DTT. Za sam uzorak kompleksa pomijesano je po 200 pg svakog od konstrukata uz
dodatak pufera (15 mmol dm~ Hepes/NaOH pH 7,5, 1 mmol dm™ DTT) do kona¢nog
volumena 500 pL. Netom prije nanosenja na kolonu Superdex 200 Increase 10/300 GL, uzorci
su centrifugirani 2 minute pri 12 000 rpm.

Na jedanak nacin pokusano je prirediti kompleks SPRTN:p97 i s konstruktom SPRTN2s-
268,E122a. Za razliku od prethodnog primjera pripreme uzorka kompleksa, nisu priredena
razrjedenja uzorka ve¢ je uzet alikvot od 50 pL p97n p1 (550 pg) i pomijesan sa konstruktom
SPRTN26-268,r1224 u omjeru 1:1. Nakon inkubacije od 15 minuta pri sobnoj temperaturi i pola
sata na ledu, uzorak volumena 110 pL je nanesen na kolonu Superdex 200 Increase 10/300
GL. Za navedenu gel-filtraciju koristen je pufer sastava 100 mmol dm NaCl, 15 mmol dm™

Hepes pH 7,5 i 1 mmol dm™ DTT.

3.4.9. Ukoncentriravanje proteina ultrafiltracijom

Nakon analize SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezom frakcije proteina sa
zadovoljavaju¢om ¢isto¢om ukoncentrirane su ultrafiltracijom. Koristeni su centrikoni Amicon
Ultra Centrifugal Filters (Millipore) s veli¢inama pora grani¢nih vrijednosti 30 1 50 kDa, ovisno
o molekulskoj masi proteina. Frakcije proteina centrifugirane su u ciklusima od 5 minuta pri
5000 rpm 1 4°C do postignute Zeljene koncentracije. Ukoncentrirani uzorak proteina je zatim
prebacen u polipropilensku mikroepruvetu, centrifugiran 3min pri 13000 1 4°C, alikvotiran

(50ul) 1 zamrznut hladenjem u tekuc¢em dusiku, te Cuvan na -80 C.

3.4.10. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija pro¢is¢enih proteina odredivana je spektrofotokemijski na uredaju Biodrop Duo
(Biochrom Ltd). Za mjerenje potrebno je unijeti molarnu masu proteina i njegov ekstincijski
koeficijent (za reducirani oblik proteina) izracunatih pomocu web-servera ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/). Nakon anuliranja uredaja puferom u kojem se nalazio

otopljeni protein, naneSeno je 2 uL uzorka uz mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini 280 nm.

3.4.11. Analiza kompleksa SPRTN:p97 metodom povlacenja proteina
Karakterizacija interakcije proc¢iS¢enih proteina provedena je metodom povlacenja proteina
(eng. pull-down assay). Navedena biokemijska metoda sluzi za in vitro detekciju i potvrdu

potencijalnih interakcija izmedu proteina. ProciS¢eni proteini SPRTNi263 1 SPRTN26.268
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oznaceni N-terminalnim heksahistidinskim privjeskom sluze kao protein mamac za potencijalni
interaktor p97n pi. Jednom kada je p97n p1 inkubiran s konstruktima SPRTN.268 1 SPRTN26.
268 imobiliziranima na Ni-NTA agarozi, a nakon ispiranja nevezanih proteina, vezani proteini
eluiraju se odgovaraju¢im puferom i analiziraju pomoc¢u SDS-PAGE. Proteini bez afinitetnog
privjeska ne vezu se na Ni-NTA agarozu, osim ako ne stvaraju kompleks s vezanim proteinom
mamcem. Kako bi se dokazalo da potvrdena interakcija nije artefakt, napravljena je negativna
kontrola vezanja samog p97~ p1 na Ni-NTA agarozu. 5 pg SPRTN-a pomijesano je s 16,5 pg
p97 u puferu za ekvilibraciju (20 mmol dm™ Hepes, 100 mmol dm> NaCl, 40 mmol dm
imidazol pH=8,0) do kona¢nog volumena 200 puL (tablica 9).

35 pL 50 % smole centrifugirano je 2 minute pri 2700 rpm. Tekucina iznad smole je
uklonjena, a smola isprana tri puta s 300 uL vode uz centrifugiranje 2 minute pri 2700 rpm.
Potom je smola uravnotezena ispiranjem dva puta s 200 uL pufera za ekvilibraciju uz
centrifugiranje 3 minute pri 3000 rpm. Nakon §to je smola ekvilibrirana, uzeto je 180 puL
priredene otopine proteina (engl. input) 1 inkubirano sa smolom 15 minuta u termobloku pri
25°C 1950 rpm. Slijedilo je centrifugiranje od 2 minute pri 2700 rpm, nakon ¢ega je nevezana
frakcija (engl. flow-through) iznad smole odbacena. Smola je dobro ispirana tri puta puferom
za ekvilibraciju uz centrifugiranje (180 pL, 3 min, 3000 rpm). Vezani proteini eluirani su s 25
uL pufera za eluciju (50 mmol dm™ NaPO4 pH 8,0, 150 mmol dm~ NaCl, 400 mmol dm
imidazol pH 8,0, 200 pL/L B-merkaptoetanol).

3.4.12. Nativna gel-elektroforeza
U nativnoj elektroforezi proteini su odvajani na temelju ukupnoga naboja, veli¢ine i oblika
njihove nativne strukture. Proteini s ukupnim negativnim nabojem putovati ¢e prema anodi,
dok proteini s pozitivnim nabojem prema katodi. Istovremeno poliakrilamidni gel djeluje poput
molekulskog sita koji regulira razdvajanje proteina ovisno o njihovoj veli€ini i
trodimenzionalnoj strukturi. Kako bi se odrzala stabilnost proteina, elektroforezu je potrebno
provoditi pri 4°C. Opcenito, potrebno je izbjegavati ekstremne pH vrijednosti koje dovode do
ireverzibilne denaturacije i agregacije ciljnoga proteina.®

Elektroforezom u nativnim uvjetima odredivan je omjer proteina pri kojem dolazi do
nastanka kompleksa. Neposredno prije priprave kompleksa, proteini p97n prwr (y = 11,0
mg/mL) i SPRTN26s,wt (¥ = 2,9 mg/mL) su pazljivo odmrznuti i1 centrifugirani 3 minute pri

13 000 rpm 1 4°C. p97n p1,wr (1,5 pg) titriran je sa SPRTN1268,wr u puferu sastava: 150 mmol
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dm~ NaCl, 15 mmol dm Hepes (pH = 7,5), 1 mmol dm™ DTT. Za pripravu reakcijskih smjesa
kolicina SPRTN.268,wt (0,45 ng do 22,6 pug) se proporcionalno povecavala kako se povecavao
omjer p97n pi,wt: SPRTN 268wt (1:0,5-1:25) pri konstantnoj koli¢ini p97~ pi1,wt. Inkubacija
proteina trajala je 15 minuta pri 25°C u ukupnome volumenu 5 pL. Radi lakSeg praéenja tijeka
elektroforeze smjesi je dodan 1 puL boje Native Gel-Loading Buffer. Takoder je pracen utjecaj
ATP-a na nastanak kompleksa. 1,5 pg p97~ p1,wr prethodno inkubiran s ATP-om (30 mmol
dm™) titriran je sa SPRTNj26s.wr (1:0,5-1:25) u puferu (150 mmol dm NaCl, 15 mmol dm™
Hepes (pH = 7,5), 1 mmol dm™ DTT, 5 mM MgCl>) do kona¢nog volumena smjese 5 pL.
Uzorci su naneseni na 4—-15 % poliakrilamidni gel Mini-Protean TGX (Bio-Rad). Prije
nanoSenja uzoraka, jazice gela prociS¢ene su resuspendiranjem pipetom. Gel je ispran
predelektroforezom u puferu TBE (90 mmol dm™ Tris, 90 mmol dm > H3BOs, 2 mmol dm™
Na;EDTA) na 80 V 15 minuta.. Elektroforeza je trajala 90 minuta uz konstantan napon od 120
V pri 4°C u aparaturi za vertikalnu elektroforezu Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad). Proteini
su vizualizirani inkubacijom gela s Coomassie bojom uz mijesanje na rotacijskoj platformi 15

minuta, nakon ¢ega je viSak boje uklonjen kuhanjem gela u vrucoj destiliranoj vodi.

3.4.13. Western-analiza
Enzimska aktivnost pro¢is¢enog SPRTNEgL wr 1 njegovog skra¢enog konstrukta SPRTN 268wt
okarakterizirana je in vitro testom aktivnosti cijepanja supstrata H3.3. Western-analiza je
metoda detekcije 1 analize proteina koja se temelji na ostvarenim interakcijama proteina i
specificnog antitijela. Postupak ukljucuje razdvajanje proteina na temelju molekulske mase
gel-elektroforezom, uz prijenos odvojenih proteina na membranu za njihovu daljnju analizu.
Nakon blokiranja neZeljenih interakcija, membrana je inkubirana s antitijelima specifi¢nima za
ciljni protein. Nevezana antitijela su isprana, a ciljni kompleks antitijela i proteina detektiran.
Primjenom navedene metode potvrduje se prisutnost ciljnoga proteina uz determinaciju
molekulske mase proteina usporedbom s markerom poznate molekulske mase.”®

Enzimske reakcije provedene su u puferu (150 mmol dm= NaCl, 25 mmol dm™ Tris-HCI
pH 7.4) preko no¢i pri 37°C. Reakcijski volumen smjese bio je 10 pL, a sadrzavao je 2,5 pmol
supstrata H3.3 (0,05 mg/mL) u razli¢itim omjerima (1:1,5-1:6) naprema SPRTNrr w: (0,5
mg/mL) i SPRTN26s.wr (0,2 mg/mL) u prisutnosti DNA (0,5 pmol dm™). Kao negativna
kontrola testirano je cijepanje 2,5 pmol H3.3 kataliticki neaktivnim SPRTNgL g1224 (0,5 mg/mL)

uomjeru 1:3. Idu¢i dan uzorci su oboreni uz dodatak 2,5 pL 4x SDS-PAGE pufera za nanoSenje
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uzorka. Denaturacija je trajala tri minute pri 95°C, a na 5-18 % poliakrilamidni gradijent gel
naneseno je po 8 uL priredenih reakcijskih smjesa. U prvu jazicu naneseno je 3 uL markera
veli¢ina Prestained Protein Marker 10-180 kDa (Proteintech). Elektroforeza je provodena pri
180 V u puferu 1x SDS-PAGE. Prije transfera filter papiri, spuzvice i gel namoceni su u
ohladenom puferu za transfer (25 mmol dm™ Tris, 192 mmol dm™ glicin, 20 % metanol, 0,10
% SDS) uz aktivaciju PVDF membrane (Milipore) u metanolu 1 minutu. Mokri prijenos
proteina trajao je 75 minuta pri 100 V u aparaturi Western blotting Mini Trans-Blot (Bio-Rad)
koji osigurava prijenos negativno nabijenih proteina s gela na membranu.

Zablokiranje nespecifi¢nih vezanja antitijela, membrana je inkubirana u 5 % otopini mlijeka
u prahu u puferu TBST (20 mmol dm™ Tris, 150 mmol dm> NaCl, 0,10 % Tween 20) sat
vremena uz mijesanje na rotacijskoj platformi. Nakon blokiranja, membrana je isprana dva puta
po 5 minuta u puferu TBST. Primarna antitijela kuni¢a na histon H3 u 5 % otopini mlijeka u
prahu u razrjedenju 1:3000 inkubirana su s blokiranom membranom preko noéi pri 4°C. Visak
je ispran s puferom TBST tri puta po pet minuta. Sekundarna antitijela konjugirana
peroksidazom iz hrena u puferu TBST (1:100 000) inkubirana su s membranom sat vremena.
Nakon ispiranja membrane tri puta po 10 minuta puferom TBST te 5 minuta puferom TBS (200
mmol dm™ Tris, 150 mmol dm~ NaCl, pH=7,6) slijedila je detekcija sekundarnih antitijela
kemiluminiscencijom. Netom prije detekcije, membrana je lagano isprana destiliranom vodom
za uklanjanje Tweena-20. U omjeru 1:1 pomijeSane su dvije otopine iz kompleta za detekciju
Clarity and Clarity Max ECL Western Blotting Substrates (Bio-Rad). Sekundarno antitijelo
konjugirano je peroksidazom iz hrena koja katalizira reakciju oksidacije luminola u prisutnosti
vodikova peroksida. Navedena kemiluminiscentna reakcija zabiljeZena je pomocu uredaja

ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad).

3.5. Kiristalografske metode

3.5.1. Proteinska kristalografija

Rjesavanje trodimenzionalne strukture bioloskih makromolekula omoguéilo je razumijevanje
osnovnih mehanizama ukljucenih u Zivotne procese. Budu¢i da je funkcija proteina odredena
njegovom trodimenzionalnom strukturom, proteinska kristalografija uvelike je doprinijela
razumijevanju bioloskih sustava na molekularnoj razini.’! Odredivanje trodimenzionalne

strukture rendgenskom difrakcijom zahtijeva prociS¢avanje proteina, potragu inicijalnih uvjeta
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kristalizacije uz njihovu daljnju optimizaciju, prikupljanje difrakcijskih podataka, odredivanje
i doradu trodimenzionalne strukture te analizu postavljenog modela.®? Kristalizacija bioloskih
makromolekula poput proteina ili nukleinskih kiselina ovisi o postizanju otopine koja je
prezasic¢ena ciljnom biomolekulom u uvjetima koji nec¢e znacajno narusiti njeno nativno stanje.
Takvo stanje prezasic¢enosti postignuto je uvodenjem agensa za precipitaciju poput neutralnih
soli ili polimera uz manipulaciju parametara temperature, pH vrijednosti i1 ionske jakosti. Na
kristalizaciju utjeu i metalni ioni, inhibitori, supstrati, razliiti kofaktori, deterdzenti,
posttranslacijske modifikacije i vibracije.”® Faze kristalizacije molekula obuhvaéaju nukleaciju,
rast kristala i prestanak rasta kristala. Tijekom nukleacije molekule asociraju u tri dimenzije 1
formiraju termostabilne agregate, tzv. jezgre kristala. Kristalni rast na jezgrama kristalizacije
zavrs$ava jednom kada otopina postane osiromasena proteinom, kada deformacije koje uzrokuju
naprezanja kristala destabiliziraju kristalnu reSetku ili uslijed kontaminacije rastuc¢eg kristala
prisutnim one¢i$éenjima.’?

Kristalizacija zapoc€inje uzorkom poteina u stabilizirajuoj vodenoj otopini pufera, soli,
reducirajuc¢ih agensa i drugih aditiva. U takvoj otopini nezasi¢enoj Zeljenom makromolekulom
nije moguca nukleacija, niti rast kristala iz sjemena kristalizacije. Dodatkom kristalizacijskog
reagensa, smanjuje se topljivost proteina, a povecava zasi¢enost. U prvoj fazi stanja
prezasicenosti (tzv. metastabilna zona) ne moze se dogoditi spontana homogena nukleacija, no
moguc je rast kristala iz kristalizacijskih jezgara. U sljedec¢oj, labilnoj zoni moguca je spontana
nukleacija i rast kristala. U posljednjoj zoni stanja superzasi¢enosti dolazi do nastanka amorfnih
preipitata, a nukleacija i rast kristala nisu moguci. Navedeni prijelazi mogu se predociti faznim

dijagramom kristalizacije prikazanim na slici 10.*
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Zona precipitacije
(superzasicenje)

Labilna zona
(superzasiéenje)

Metastabilna zona
(superzasiéenje)

[Koncentracija proteina]

Stabilna zona
(nezasi¢enje)

[Koncentracija soli]

Slika 10. Fazni dijagram kristalizacije (preuzeto i prilagodeno prema referenci 94)

Prvi izazov prilikom priprave kristala je dobivanje otopine proteina zadovoljavajuce Cistoce
1 koncentracije (5—15 mg/mL). Priprava ciljnih proteina prikladnima kristalizaciji poboljSana je
metodama proteinskog inZenjerstva pomocu kojih je moguce proizvesti fuzijske proteine s
uklonjenim fleksibilnim krajevima i regijama izmedu domena uz uvodenje Zeljenih mutacija.”!
Kako nije moguce predvidjeti kristalizacijske uvjete koji bi bili prigodni za odredenu proteinsku
strukturu ili obitelj, trenutacno nisu dostupne sistemati¢éne metode koje bi osigurale uspjesno
dobivanje uredenih trodimenzionalnih kristala proteina. Stoga za testiranje Sto veceg broja
potencijalnih kristalizacijskih uvjeta koriste se komercijalno dostupni kompleti (engl.
crystallization screens) u kojima se protein izlaze velikom broju razliCitih agensa. Kristali¢i,
lagani precipitati 1 separacije faza upucuju na potencijalno obecavajuéi uvjet koji se dalje moze
optimizirati variranjem koncentracije proteina i precipitanta, temperature, pH vrijednosti ili

dodatkom aditiva.”»??
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3.5.2. Kristalizacija metodom difuzije para otapala

U ovome istrazivanju kao metoda kristalizacije odabrana je metoda difuzije para otapala
tehnikama sjedece (engl. sitting drop) 1 viseée kapi (engl. hanging drop). Navedene tehnike
temelje se na postizanju ravnoteze prilikom koje su koncentracije reagensa u kapi priblizno
jednake onima u spremniku. Prvotno kap koja se sastoji od smjese uzorka proteina i otopine za
kristalizaciju, sadrzi nizu koncentraciju reagensa u usporedbi sa spremnikom. Tijekom
postizanja ravnoteze dolazi do difuzije para vode iz kapi u spremnik. Navedenim strujanjem
para vode povecava se koncentracija proteina i reagensa u kapi ¢ime dolazi do prezasi¢enja
otopine i pocetka kristalizacije proteina.’>-*

Kristalizacija kompleksa SPRTN:p97 provedena je metodom difuzije para otapala tehnikom
sjedeée kapi pomocu robota za postavljanje kristalizacije Oryx8LCP (Douglas Instruments).
Koristene su kristalizacijske ploc¢e s 96 spremnika Swissci (Hampton Research) na kojima je
moguce istodobno postavljanje tri kapi. Za kristalizaciju pripremljene su razlicite varijacije
kompleksa koji se razlikuju u omjeru pomijeSanih proteina i prisutnosti oligonukleotida 5'-
CCCCC-3' (dCs). Jednom pomijesani proteini inkubirani su 1 minutu pri sobnoj temperaturi, a
potom 1 minutu na ledu. Za komplekse kristalizirane u prisutnosti oligonukleotida, prvo je
SPRTN inkubiran s dCs u omjeru 1:1,5 1 minutu na ledu, a potom je dodan p97. Nakon
inkubacije uzorci su uguScéeni do konacnih koncentracija prikazanih u tablici 10.

Svaka plocica za kristalizaciju sadrzavala je 12x8 bunari¢a s 40 pL otopine precipitata
pojedinog kristalizacijskog uvjeta uz tri kapi dobivene mijeSanjem 150 nL uzorka proteina (I.-
III.) 1 150 nL otopine iz velikog spremnika. U sluc¢aju uzoraka IV.-VI. za dobivanje kapi
pomijesano je 200 nL otopine proteina i 200 nL kristalizacijskog uvjeta iz velikog spremnika.
Popis koriStenih komercijalnih kompleta naveden je u poglavlju 3.1.9. Nakon postavljanja
kristalizacije, ploCe su hermeticki zatvorene transparentnom folijom 1 pohranjenje u

termostatiranoj komori pri 18°C. Rast kristala pracen je mikroskopom jednom dnevno.
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Tablica 10. Koncentracije ugus¢enih uzoraka za kristalizaciju kompleksa SPRTN:97. Uzorci
1.-111. priredeni su mijeéanjem proteina p97N7D1,WT (11 mg/mL) i SPRTN26.268,5122A (4 mg/mL) Za
uzorke IV.-VLI. koriSteni su novi alikvoti proteina p97n p1,wr (30,28 mg/mL) i SPRTNag.268,E1224 (2,962
mg/mL).

Kompleks y (kompleks) / mg mL™!
| P97~ pi,wr + SPRTNa6.268 81224 (1:3) 23,85
I p97x piwr+ SPRTNzgaeskiz2a (1:3) + dCs (1:1,5) 28,60
L p97x piwr+ SPRTNzaeskiz2a (1:1) + dCs (1:1,5) 10,23
IV.  p97x piwr+ SPRTNagassi22s (1:3) 20,04
V. P97n p1,wr + SPRTN26.268,E1224 (1:6) 36,21
VL. p97x piwr+ SPRTNzgaes k1224 (1:6) + dCs (1:1,5) 36,87

3.5.3. Optimizacija kristalizacijskih uvjeta

Nakon S§to su pretraZzivanjem pronadeni obecavajuéi kristali, provela se optimizacija
kristalizacijskih uvjeta. Optimiziran je uvjet F11 komercijalnog kompleta JBScreen PACT++
(Jena Bioscience) koristenjem uzorka IV (20,04 mg/mL). U optimizaciji primijenjena je metoda
difuzije para tehnikom vise¢e kapi na ploCama s 24 spremnika. Na silikonizirano stakalce
postavljene su kapi s 1 pL proteinskog kompleksa uz varijacije volumena otopine iz spremnika
od 700 puL. Nakon postavljanja kapi, stakalcem je zatvoren veliki spremnik s otopinom §to ¢ini
hermeticki zatvoren sustav.

Pocetni uvjet u kojemu je pronaden kristal sadrzavao je 20 % (w/v) PEG 3 350, 100 mmol dm™
3 bis-tris propan (pH 6.5) i 200 mmol dm® trinatrijev citrat. Za pripravu $tok (koncentriranih)
otopina (50 % PEG-a i 1 mol dm™ soli i pufera), krutine su otopljene u ultragistoj vodi i
profiltrirane kroz filtar s porama veli¢ine 0,45 um. Za optimizaciju uvjeta F11 postotak PEG-a
variran je u rasponu 10-30 % s variranim sastavima kapljica (1 uL proteina + 1-3 pL otopine
spremnika). U prvih 12 bunaric¢a provedena je optimizacija uvjeta F11, a u ostalih 12 bunaric¢a
provedena je metoda mikrosijanja za navedeni uvjet objasnjena u idu¢em poglavlju. Svi
kristalizacijski eksperimenti provedeni su pri temperaturi od 18°C.

Takoder, postavljeni su kristalizacijski eksperimenti s uzorkom kompleksa IV (20,04
mg/mL) tako da mu je varirana koncentracija proteina (5, 10, 15 mg/mL). Razrjedenja
kompleksa priredena su puferom sastava: 150 mmol dm= NaCl, 15 mmol dm~ Hepes, 1 mmol
dm™ DTT. Navedene kristalizacije provedene su u uvjetima E5 (25 % (wA’) PEG 4 000, 200
mmol dm™ litijev sulfat, 100 mmol dm= Hepes (pH 7,5), 100 mmol dm™ natrijev acetat) paketa
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JBScreen Classic HTS 1 (Jena Bioscience) i B3 (10 % (w/v) PEG 4 000, 0,2 mol dm natrijev
acetat, 0,1 mol dm™ natrijev citrat (pH 5,5)) paketa NeXtal DWBlock ProComplex Suite
(Qiagen). Kristalizacijski eksperiment se proveo tehnikom visece kapi tako da se kapljica

sastojala od 1 uL otopine proteina i 1 puL otopine velikog spremnika uvjeta ES 1 B3.

3.5.4. Metoda mikrosijanja

Kako bi se poboljsala nukleacija rastucih kristala provedena je metoda mikrosijanja (engl.
microseeding) koja omogucuje rast kristala u metastabilnoj zoni (slika 10). Kako je vec
objasnjeno, u navedenoj zoni ne dolazi do spontane nukleacije, no moguc¢ je rast kristala iz
sjemena kristalizacije.”* Time na prethodno oblikovanu pravilnu kristalnu povriinu, molekule
mogu agregirati na ureden nacin, i to generalno pri nizem stupnju prezasic¢enja nego §to je
potrebno za nukleaciju.”” Upravo unosom sjemena ili zasiéene otopine sjemena u kapljicu koja
se nalazi u metastabilnoj zoni, moguée je uzgojiti vec¢e pojedine kristale. Uz to, pripravom
razrjedenja koncentrirane otopine sjemena moze se kontrolirati broj rastuéih kristala u
metastabilnoj kapljici.?*

Otopina za mikrosijanje priredena je razaranjem kapi sa Zeljenim kristali¢ima uz dodatak
otopine iz velikog spremnika odgovarajuceg uvjeta te prebacivanjem automatskom pipetom u
mikroepruvetu s PTFE kuglicom Seed Bead (Hampton Research). Postupak prenoSenja
ponovljen je nekoliko puta tako da u mikroepruveti s kuglicom bude otprilike 50 pL otopine za
mikrosijanje. Priredena otopina vorteksirana je tri minute uz kratke stanke svakih 30 sekundi
kako bi se mikroepruveta ohladila na ledu. U dobivenu smjesu dodano je 450 pL stabilizirajuce
otopine. Time je priredena koncentrirana (1x) otopina za mikrosijanje iz koje je napravljeno
10x razrjedenje otopinom iz velikog spremnika.

Kristalizacijski eksperimenti metodom mikrosijanja provedeni su za uvjete F11, B3 1 ES.
Zauvjete B3 1 E5 postavljene su kapljice od 1 pL razrjedenja uzorka IV (5, 10, 15 mg/mL) 1 1
uL otopine za mikrosijanje (1x ili 10x). U svim metodama mikrosijanja koriStena je tehnika
visece kapi, a volumen velikog spremnika sadrzavao je 700 pL odgovarajuceg uvjeta koristenog
za rast kristala.

Za uvjet F11 kristalizacijski eksperiment je postavljen tako da su na silikolizirano stakalce
postavljene po dvije kapi. Prva kap sastojala se od 1 pL razrjedenja uzorka IV (5, 10, 15 mg/mL)

11 pL otopine za mikrosijanje (1x ili 10x). Za drugu kap uzeto je 2 pL otopine za mikrosijanje
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(1x ili 10x). Shema postavljenog kristalizacijskog eksperimenta metodom mikrosijanja

prikazan je tablicom 11.

Tablica 11. Kristalizacijski eksperiment proveden metodom mikrosijanja za uvjet F11 paketa
JBScreen PACT++ (Jena Bioscience) uz varirane koncentracije kompleksa IV (20,04 mg/mL)
1 sastava kapljica. KoriStene su 1x i 10x otopine za mikrosijanje prikazane u zagradama

Polozaj Varirana komponenta Sastav kapljica

kapi (Koncentracija uzorka IV) (Otopina proteina + otopina za mikrosijanje)
Cl 20 mg mL™! luL+1pL (1x) 1 pL+2 pl (1x)
C2 5 mg mL™! lpuL+1pL (1x) 1 pL+2pL (1x)
C3 5 mg mL™! luL+1puL (1x) 1 pL+2 pl (1x)
C4 10 mg mL™! luL+1pL (1x) 1 pL+2 pl (1x)
C5 10 mg mL™ lpuL+1pL (1x) 1 pL+2pL (1x)
Cc6 15 mg mL™! luL+1pL (1x) 1 pL+2 pl (1x)
DI 5 mg mL™! I uL +1puL (10x) 1 uL+2 ul (10x)
D2 5 mg mL™! 1 uL + 1 pL (10x) 1 pL +2 pL (10x)
D3 10 mg mL™! I uL+1uL (10x) 1 uL+2 ul (10x)
D4 10 mg mL™! I uL+1puL (10x) 1 ul+2 ul (10x)
D5 15 mg mL™ 1 uL+1puL (10x) 1 pL+2 puL (10x)
D6 15 mg mL™ 1 uL + 1 pL (10x) 1 pL +2 pL (10x)

Iduc¢i dan pretrazivanjem kristala pronaden je zadovoljavajuci kristal u kapi na poloZaju C3
priredene iz 1 pL otopine kompleksa koncentracije 5 mg/mL 1 1 uL otopine za mikrosijanje
(1x). 1z nje proveden je novi kristalizacijski eksperiment metodom mikrosijanja. Iz navedene
kapljice pripravljena je koncentrirana (1x) otopina za mikrosijanje i njeno razrjedenje (10x) na
prethodno objasnjen nacin. U daljnjim kristalizacijama koriStene su i novo pripravljene otopine
za mikrosijanje iz kapljice C3 kao i iz originalnog uvjeta F11. Priredene kapljice sastojale su se
od 1 pL navedenih otopina za mikrosijanje i 1 pL. kompleksa proteina (p97n pi,wr + SPRTNas.
26861224 (1:3)) uz varijaciju njegove koncentracije (5, 10, 15 mg/mL). U velikom spremniku
dodano je 700 pL uvjeta F11. Uz originalni uvjet koriSten je i izmijenjeni uvjet F11 koji je uz

izvorne supstance sadrzavao glicerol u razli¢itim postotcima (5, 10, 15, 20 %).
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3.5.5. Priprema kristala za difrakciju rentgenskog zracenja na monokristalu
Kristali proteina vrlo su osjetljivi, stoga je potrebno pazljivo rukovanje kako se ne bi narusila
njihova kristalna struktura isusivanjem. Prije hladenja u teku¢em dusiku, kristal je namakan
nekoliko sekundi u otopini za kristalizaciju koja je sadrzavala 20 % glicerol. Glicerol posjeduje
ulogu krioprotektanta koji stiti kristal prilikom smrzavanja kako se u njemu ne bi formirali
kristali leda koji mogu narusiti kristalnu reSetku kristala proteina i mo¢ razlu€ivanja. Nakon
namakanja, kristal je iz kapljice upecan u malu najlonsku omcu i ohladen u teku¢em dusiku.
Za odabrane kristale istrazena je kvaliteta kristalne strukture metodom difrakcije zracenja
na monokristalu sinkrotronom Elletra Sincrotrone Trieste. Rotacijom kristala oko osi

prikupljaju se difrakcijske slike razli¢itih polozaja kristala.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Konstrukcija rekombinantnog plazmida za prekomjernu ekspresiju
krnjeg i mutiranog oblika humanog proteina HsSPRTN

lako je dokazana interakcija proteina SPRTN i p97 u stanicama® i in vitro®!, jo§ uvijek nije
detaljno razjasnjeno na koji nacin ova dva proteina ¢ine kompleks. RjeSavanje kristalne
strukture kompleksa SPRTN:p97 1 njegova strukturna karakterizacija uvelike bi doprinijela
dubljem razumijevanju proteoliti¢kog popravka DPC oStecenja. Prilikom dizajna konstrukta za
kristalografske svrhe bitno je detektirati strukturne domene vazne za ostvarivanje interakcije s
drugim proteinom te za samo odrzavanje funkcije proteina uz iskljucenje velikih,
nestrukturiranih regija koje bi mogle negativno utjecati na formiranje kristala. U svrhu
kristalizacijskih eksperimenata, prvotno su prekomjerno eksprimirani i procis¢eni skraceni
proteinski konstrukti HsSPRTNi2es 1 Hsp97n pi. Kako i nakon viSestrukih pokusaja
kristalizacije kompleksa navedenih konstrukata nije dobiven kristal zadovoljavajuce veli€ine 1
kvalitete, odlu¢ena je priprava konstrukta SPRTN s 25 uklonjenih slabo konzerviranih N-
terminalnih aminokiselina te uklonjenim neuredenim C-terminalnim dijelom. Navedeni
konstrukt sadrzi konzerviranu N-terminalnu domenu SprT te domenu SHP za interakciju s
konstruktom p97n pi. lako su konstruirani divlji tip 1 mutant, zbog mogucénosti
autoproteolitickog cijepanja divljeg tipa, za kristalizacijske eksperimente izabran je kataliticki
mutant HsSPRTN26.268 E1224. Stoga u nastavku biti ¢e detaljno objasnjeni koraci izolacije
navedenog proteinskog konstrukta.

Kako bi se priredio SPRTN2¢.268 provedena je metoda inverznog PCR-a s kalupom plazmida
pNic-Zb koji je ve¢ sadrzavao uklonirani gen za HsSPRTN. Popis koriStenih pocetnica prikazan
u tablici 2. narucen je od komercijalnog dobavljaca kompanije Macrogen. Produkti iPCR
reakcije analizirani su gel-elektroforezom na 0,8 % agaroznome gelu. Priredenim plazmidima
pNic-Zb-HsSPRTN6.263,wt 1 pNic-Zb-HsSPRTN6.263 E1224 spektrofotometrijski je odredena
koncentracija uz provjeru uspjesnosti kloniranja sekvenciranjem s poc¢etnicama T7 promotor 1
T7 terminator. Slika 11. prikazuje eksperimentalno dobivenu veli¢inu iPCR produkta koja je u

skladu s teorijski izraCunatom Zeljenom veli¢inom konstrukta od 6249 pb.
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Slika 11. Analiza produkata inverzne PCR reakcije za krnje i mutirane konstrukte HsSPRTN
elektroforezom na 0,8 % agaronom gelu. U prvoj jazici nalazi se marker molekulskih masa
DNA Gene Ruler 1kb DNA (Thermo Scientific). Brojem jedan oznacen je divlji tip SPRTNze-

268,wT @ brojem dva njegov mutant SPRTN26.268,E1224

4.2. Prekomjerna ekspresija i pro¢iS¢avanje rekombinantnih proteina

U svrhu kristalizacije i odredivanja trodimenzionalne strukture kompleksa, zasebno su
prekomjerno eksprimirani i proc¢iséeni divlji tip i mutant krnjeg konstrukta HsSPRTN.26s,
HsSPRTN26.268, 1224 te divlji tip Hsp97n pi. Navedeni konstrukti zadovoljavajuée cistoce
takoder su iskoriSteni za potrebe biokemijskih pokusa u potrazi za detaljnijim saznanjima o
interakciji proteina SPRTN i p97. Uz navedeno, kako bi se okarakterizirala enzimska aktivnost
proteina SPRTN, provela se prekomjerna ekspresija i procis¢avanje divljeg tipa cijelog proteina

SPRTNFL i katalitickog mutanta SPRTNEL E1224.

4.2.1. Prekomjerna ekspresija i procis¢avanje konstrukata za kristalizacijske eksperimente

Stanice E. coli soja Rosetta 2 (DE3) s transformiranim rekombinantim plazmidima za
konstrukte p97n pi,wt, SPRTNzs268 1 SPRTNi26s uzgajane su u 2 L LB medija s
kloramfenikolom 1 kanamicinom uz indukciju ekspresije proteina IPTG-om. Bakterijske stanice
su oborene, lizirane te su iz njih izolirani prekomjerno eksprimirani proteini s N-terminalnim
heksahistidinskim privjeskom afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi. Protokol Ni-

NTA afinitetne kromatografije detaljno je opisan u poglavlju Materijali i metode (3.4.1-3.4.3.).
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Sastavi koristenih pufera prilikom procis¢avanja i dijalize proteina prikazani su u tablicama 6.,
7.19. Za provjeru uspjesnosti ekspresije i pro¢is¢avanja, tijekom svih koraka skupljani su manji
alikvoti uzoraka proteina i1 analizirani metodom SDS-PAGE.

Proteinski konstrukt p97x p1 je uspjeSno nadeksprimiran u bakterijskim stanicama, te se
vecéina proteina nalazi u topljivoj frakciji (SN) nakon centrifugiranja liziranih stanica (slika
12.A). To ukazuje da je protein vjerojatno pravilno strukturiran i funkcionalan. Prisutnost vrpce
koja prema veli¢ini odgovara p97n p1 u uzorku taloga stanica (P) ukazuje kako je manja koli¢ina
proteina zavrSila u inkluzijskim tijelima ili agregatima krivo ili djelomi¢no strukturiranih
proteina Takoder, postoji i moguénost nepotpune lize stanica, te je dio proteina u neliziranim
stanicama zaostao u frakciji taloga. Primije¢ena je znacajna prisutnost proteina u uzorku
nevezane frakcije (FT), $to upucuje da se sav ciljni protein nije uspio vezati za Ni-NTA agarozu.
Koristenje vece kolicine smole tijekom procis¢avanja omogucilo bi manji gubitak ciljnog
proteina, ali pri tome bi se na agarozu nespecifi¢no vezali i drugi proteini iz stanica. Kako je u
frakciji elucije (E) utvrdena zadovoljavaju¢a koli¢ina priredenog p97n pi, nastavljen je
postupak prociS¢avanja. Eluat je dijaliziran preko no¢i u prisustvu proteaze iz TEV (engl.
Tobacco Etch Virus) kako bi se pocijepao heksahistidinski privjesak. Privjesak Hisg je izuzetno
koristan tijekom purifikacije, no moze predstavljati smjetnju uspjesnoj kristalizaciji proteina.
Nakon cijepanja, Hise privjesak 1 nepocijepani proteinski konstrukt su odvojeni od p97n pi
sekundarnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi pri ¢emu se pocijepani p97n p1 ne veZe za
agarozu 1 skuplja u nevezanoj frakciji (FT). Prema gelu na slici 12.B zbog velike koli¢ine
nanesenog proteina i male razlike u molekulskoj masi tesko je razlikovati vrpce pocijepanog
(M= 51 356) 1 nepocijepanog (M, = 53 079) p97~ b1 na gelu. MoZe se primijetiti kako je u
frakciji elucije zaostalo jako puno proteina, najvjerojatnije nepocijepanog, Sto ukazuje kako
proteaza TEV nije uspjela pocijepati sav protein koji se potom vezao za kolonu te isprao
elucijskim puferom. Vazno je napomenuti kako je volumen nevezane frakcije (FT) bio 20 mL,
a volumen elucijske frakcije (E) 3 mL, te su na gel naneseni jednaki volumeni (15 pL). To znaci
da u konacnici, iako se ne €ini prema slici gela, u nevezanoj frakciji se nalazi puno veca koli¢ina

proteina nego u eluatu.

Tea Bezjak Diplomski rad



54

§ 4. Rezultati i rasprava

A B
M,/ 10° M./ {l%lu M
200 2
s b
120 S?
100 70
83 60~
T0 50
&0
SO 40
&0
30
25
” 20
25
15
20
15 10 e S

Slika 12. Ekspresija i pro¢is¢avanje proteina (His)s-TEV-Hsp97n p1,wt kromatografijom na
Ni-NTA agarozi
(A) Prikazani su alikvoti (10 pL) stanica prije indukcije (-), nakon indukcije IPTG-om (+), taloga
nakon lize stanica (engl. pellet, P), supernatanta nakon lize stanica (SN), nevezne frakcije
proteina (engl. flow-through, FT), ispiranja s puferom B (engl. wash, W), elucije puferom C
(E). Koristen je marker molekulskih masa (M) PageRuler™ Unstained Protein Ladder
(Thermo Scientific)

(B) Alikvoti (15 pL) proteinskih ekstrakata p97x pi1 s histidinskim privjeskom, pocijepanim
P97x~ b1, nevezane frakcije nakon sekundarne Ni-NTA kromatografije (FT) i eluata (E)

Nevezana frakcija pocijepanog p97n p1 nije bila zadovoljavajuce Cistoce za kristalizacijske
eksperimente, stoga je ukoncentrirana do 3 mL 1 dalje proCis¢ena gel-filtracijom. Na slici 13.A
prikazan je kromatogram uguscene frakcije p97n pi prociséene na koloni HiLoad™ 16/600
Superdex™ 200 pg koja pokazuje odli¢nu selektivnost za proteine u rasponu relativnih
molekulskih masa od 10 000 do 600 000. Koristen je pufer koji sadrzi Tris/HCI (pH 8,5) sastava
prikazanog u tablici 9., a jednako dobar prinos ostvaren je 1 puferom koji je sadrzavao
Hepes/NaOH (pH 7,5). Moze se primijetiti kako krivulja nije simetri¢na, ve¢ postoji ,rame” s
lijeve strane podnozja krivulje. Moguée je da se radi o razliCitim konformacijama ili

oligomernim stanjima p97n p1 koji se eluiraju s kolone pri bliskim volumenima. Prema
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kromatogramu odabrane su frakcije s najve¢om koli¢inom proteina te analizirane metodom

SDS-PAGE (slika 13.B).
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Slika 13. Kromatografsko proc¢iS¢avanje konstrukta p97n p1

(A) Prikaz gel-filtracijskog kromatograma p97x pi1 na koloni HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200

pg. Krivulja predstavlja apsorbanciju uzorka pri valnoj duljini od 280 nm u ovisnosti o

volumenu eluiranog uzorka. Sivo su oznac¢eni brojevi skupljanih frakcija

(B) Poliakrilamidni gel analiziranih frakcija (15 pL) metodom SDS-PAGE proteina p97x b1 nakon

prociS¢avanja gel-filtracijom. Input (IN) oznacava uzorak proteina koji je nanesen na kolonu,

a brojevima su oznac¢ene frakcije gel-filtracije
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Prema slici 13.B, frakcije 15—17 bile su najbogatije ciljnim proteinom uz zadovoljavajucu
Cistocu te nisu ukljucivale lijevo podru¢je krivulje s ,ramenom‘. Navedene frakcije su
prikupljene, ukoncentrirane do 500 pL, alikvotirane, smrznute u teku¢em dusiku i pohranjene
na -80°C. Konac¢na izmjerena koncentracija iznosila je 30 mg/mL (15 mg).

U svrhu kristalizacije SPRTN:p97 kompleksa zatim je prekomjerno nadeksprimiran i
proc¢is¢éen SPRTNs.268E1124 1Z stanica E. coli soja Rosetta 2 (DE3). Nakon prvog koraka
procis¢avanja afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi (slika 14), primije¢eno je da se
1 u frakciji ispiranja puferom s 40 mM imidazolom (W) nalazi znacajna koli¢ina Zeljenog
proteina, te je pripojena frakciji elucije u daljnjim koracima prociS¢avanja. Elucijska frakcija
ukazuje na manju koli¢inu priredenog proteina SPRTN26.268 1224 U usporedbi s p97n pi1. Obje
frakcije su odsoljene dijalizom preko no¢i uz dodatak proteaze TEV kako bi se uklonio
heksahistidinski privjesak. Nakon toga provedena je jos jedna Ni-NTA afinitetna
kromatografija u svrhu odvajanja SPRTN-a od privjeska i nepocijepanog proteina (slika 14.B).
Uz vrpcu koja odgovara ciljnome proteinu zamijeéene su i vrpce (oko 75 x 10°) proteina iz E.
coli koji su se nespecificno vezali za smolu. Takoder, u elucijskoj frakciji uz onecis¢enja,

prisutna je 1 vrpca za pocijepani SPRTNag.aese1224, $to bi znalilo da je dio proteina ostao

nepocijepan.
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Slika 14. Ekspresija i pro¢iS¢avanje rekombinantnog proteina (His)s-Zb-TEV-HsSPRTN2s.
268,E1224 (M= 36 969) afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi
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(A) Prikazane su frakcije (10 pL) ispiranja s puferom B (engl. wash, W) i elucije puferom C (E).
Koristen je marker (M) Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad)
(B) Alikvoti (15 pL) nevezane frakcije (FT) pocijepanog SPRT N6 £1224 (M- = 28 142) nakon
sekundarne Ni-NTA i frakcije elucije (E)

Za daljnje prociS¢avanje uzeta je nevezana frakcija s pocijepanim proteinom i
ukoncentrirana do 2 mL. Ukoncentrirana frakcija procis¢ena je gel-filtracijom na koloni
HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg u puferu s Tris/HCI (20 mmol dm, pH 8,5). Frakcije su
prikupljene u podrucju koje odgovara najvecim vrijednostima aposorbancije te su analizirane
na gelu (slika 15). Usporedbom elucijskog profila proteina s kalibracijama kolone proizvodaca
(Cytiva)®” moze se zakljugiti kako se vjerojatno radi o dimernom obliku proteina. Prema slici
15.B., u pocetnom uzorku osim pocijepanog SPRTNs.263 1224 nalazi se i mala koli¢ina
nepocijepanog proteina koji je uspjeSno odvojen gel-filtracijom. Prikupljene su frakcije 13—16

zadovoljavajuce Cistoce 1 ukoncentrirane do 300 uL konacne koncentracije 4 mg/mL (1,2 mg).

o F3 - a3

10

Slika 15. Kromatografsko proc¢is¢avanje konstrukta SPRTN26-268,E1224.
(A) Prikaz gel-filtracijskog kromatograma proteina SPRTNa¢.265 £1224 Na koloni HiLoad™ 16/600
Superdex™ 75 pg. Krivulja predstavlja apsorbanciju uzorka pri valnoj duljini od 280 nm u
ovisnosti 0 volumenu eluiranog uzorka.
(B) Poliakrilamidni gel analiziranih frakcija (15 pL) metodom SDS-PAGE proteina SPRTNs.

268,E1224 Nakon procis¢avanja gel-filtracijom. Input (IN) oznacava uzorak proteina koji je

nanesen na kolonu, a brojevima su oznacene frakcije gel-filtracije.
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Iako se tijekom istrazivanja nakon viSestrukih kristalizacija konstrukata SPRTN.26g i
p97x b1 nije uspio prirediti zadovoljavajucéi kristal, skra¢eni konstrukt SPRTN-a iskoriSten je
za potrebe biokemijskih eksperimenata. Kako bi se pomnije okarakterizirala protein:protein
interakcija SPRTN:p97 prekomjerno je eksprimiran i prociséen (His)s-Zb-TEV-HsSPRTN.
26s.wT. Uzorak nakon indukcije pokazuje vrpcu veli¢ine 40 x 10° koja se pojavljuje u svim
ostalim frakcijama, a koja odgovara rekombinantnom proteinu (slika 16.A). I tijekom ove
izolacije odredena koli¢ina proteina nakon lize i centrifugiranja zaostala je u netopivoj frakciji
(P) u obliku inkluzijskih tijela, no ipak prisutna je intenzivna vrpca za rekombinantni protein u
topivom dijelu uzorka (SN). U uzorku elucije (E) vidljiva je intenzivna vrpca rekombinantnog
proteina, stoga je frakcija prikupljena i podvrgnuta prekonoc¢noj dijalizi s dodatkom TEV
proteaze. Nakon sekundarne Ni-NTA kromatografije skupljena je nevezana frakcija FT (slika
16.B) koja sadrzi najviSe pocijepanog proteina u odnosu na kontaminacije, te je koriStena u

daljnim koracima proc¢iscavanja.
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Slika 16. Ekspresija 1 pro¢is¢avanje rekombinantnog proteina (His)s-Zb-TEV-HsSPRTN|.
268,wT (M= 39 862) kromatografijom na Ni-NTA agarozi
(A) Prikazani su alikvoti stanica nakon indukcije IPTG-om (+), taloga nakon lize stanica (P),
supernatanta nakon lize stanica (SN), nevezane frakcije proteina (FT), ispiranja s puferom B
(W), elucije puferom C (E) i proteina zaostalih na Ni-NTA agarozi (R). Koristen je marker
molekulskih masa (M) PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific)
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(B) Alikvoti (15 pL) proteinskih ekstrakata SPRTN.263 w s histidinskim privjeskom, pocijepanim
SPRTN 263wt (M= 31 036), nevezane frakcije nakon sekundarne Ni-NTA kromatografije
(FT) i frakcije elucije (E)

Kao sljedeci korak procis¢avanja navedenog konstrukta, provela se kromatografija anionske
izmjene. Proc¢iS¢avanje kromatografijom ionske izmjene ovisi o ukupnom naboju proteina pri
odredenoj vrijednosti pH. Kako je tijekom izolacije i dijalize koriSten pufer koji sadrzi Hepes
(pH 7,5), SPRTN1268 (pI 6,18) je nosio ukupan negativni naboj, stoga je za procis¢avanje
odabrana kolona s pozitivno nabijenim skupinama (anionski izmjenjiva¢) HiTrap Q HP
(Cytiva). Kako bi se sprijecila elucija uzorka prije samog elucijskog gradijenta potrebno je
prilagoditi ionsku jakost, odnosno smanjiti koncentraciju soli do one vrijednosti koja ne bi
ometala vezanje proteina za kolonu. Stoga je nevezana frakcija s pocijepanim SPRTNi.26s u
puferu s 300 mM NaCl razrijedena pocetnim puferom A bez prisustva soli (poglavlje 3.5.6.) do
kona¢nog volumena 50 mL. Prije nanoSenja na kolonu razrijedeni uzorak je profiltriran kako bi
se osigurala homogenost uzorka bez prisutnosti agregata i precipitata.

Analizom kromatograma na slici 17.A. odabrane su frakcije u podrucju najveée visine pika
1 analizirane na gelu. Analizom nevezne frakcije FT 1 frakcije ispiranja (W) (slika 17.B) nije
pronadena vrpca koja bi odgovarala ciljnome proteinu, $to znaci da su uvjeti ionske izmjene
bili dobro prilagodeni za navedeni protein koji se u cijelosti vezao na kolonu. Eluirana frakcija
broj 8 volumena 1 mL sadrzavala je najve¢i udio proteina zadovoljavajuce Cistoce, te je
izmjerena koncentracija iznosila 3 mg/mL (3 mg). Prilikom ranijih prociS¢avanja gel-
filtracijom 1 ukoncentriravanja, navedeni konstrukt je precipitirao, stoga nisu poduzeti nikakvi

daljnji koraci prociS€avanja niti ukoncentriravanja.
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Slika 17. Pro¢is¢avanje konstrukta HsSPRTN1.263,wT kromatografijom anionske izmjene na
koloni HiTrap Q HP (Cytiva)
(A) Prikaz kromatograma SPRTN 63wt nakon proc¢i§¢avanja ionskom izmjenom. Plava krivulja
predstavlja apsorbanciju uzorka pri valnoj duljini od 280 nm u ovisnosti o volumenu eluiranog
uzorka. Zelena linija prikazuje gradijent pufera za eluciju B (0,05 — 1 M NacCl).
(B) Poliakrilamidni gel analiziranih frakcija (15 pL) metodom SDS-PAGE. Input (IN) predstavlja
pocetni uzorak nanesen na kolonu. FT-nevezana prakcija, W -frakcija ispiranja 5 % puferom B

(pufer s oko 50 mM NacCl), 6-12 — frakcije elucije ionske izmjene.
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U pokusajima kristalizacija i biokemijskom eksperimentu povlacenja proteina (engl. pull-
down assays) koristen je i katalitiCki mutant, stoga na sli¢an nacin kao $to je opisano za divlji
tip, iz 2 L kulture stanice proc¢iscen je i kataliticki mutant SPRTN.268 E1124. Nakon Ni-NTA
kromatografije (slika 18.A), eluirani protein (E) je postavljen na no¢nu dijalizu uz dodatak 100
uL proteaze TEV (1 mg/mL). U nevezanoj frakciji (slika 18.B, FT) uz pocijepani protein (= 31
x 10%) vidljive su vrpce nepocijepanog proteina (40 x 10°) i zaostalih kontaminacija (= 25 i 70
x 10%), stoga je sljedeéi korak prociséavanja uklju¢ivao kromatografiju ionske izmjene. Prije
nanoSenja na HiTrap Q HP kolonu, uzorak je razrijeden do 60 mM soli pocetnim puferom A.
Na slici 19.A prikazan je kromatogram ionske izmjene, te su frakcije s najvecom koli¢inom
proteina analizirane metodom SDS-PAGE (slika 19.B). Kao i u slu¢aju divljeg tipa proteina,
frakcija 8 sadrzavala je najvecu koli¢inu proteina, te je bila zadovoljavajuce Cistoce. Kako bi
odvojili potencijalne agregate iz uzorka koji mogu utjecati na kristalizaciju proteina, provedena
je i gel-filtracija s kolonom HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg. Frakcije 14-16 (slika 19.D)
pokazivale su zadovoljavajucu koli¢inu i Cistocu proteina te su ukoncentrirane do 250 pL

konac¢ne koncentracije 2,5 mg/mL (0,625 mg).
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Slika 18. Ekspresija i pro¢is¢avanje mutiranog rekombinantnog proteina (His)s-Zb-TEV-
HsSPRTN1.268 1224 (M= 39 862) kromatografijom na Ni-NTA agarozi
(A) Prikazani su alikvoti stanica prije indukcije (-), nakon indukcije IPTG-om (+), taloga nakon
lize stanica (P), supernatanta nakon lize stanica (SN), nevezane frakcije proteina (FT),
ispiranja s puferom B (W), elucije puferom C (E) i proteina zaostalih na rezinu (R). Koristen

je marker (M) PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific)
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(B) Alikvoti (15 pL) proteinskih ekstrakata SPRTN.263 w s histidinskim privjeskom, pocijepanim
SPRTN 263wt (M= 31 036), nevezane frakcije nakon sekundarne Ni-NTA kromatografije
(FT) i frakcije elucije (E).

mAL mall
5952 468
700
00
600
80
500
400 &0
300
40
200
20
100
0 ——
P 4
Celumn Wash Elution
100 5 = 3 p ™
0 & 6 0 75 m
B D
T W M 5 [ 1 8 9 10 11 12 IN M 12 13 14 15 16 17 18 19
M,/ 103 M, /100
200
% 50
40
60
50 30
40 25

20

15

15 10

Slika 19. Kromatografska proc¢is¢avanja konstrukta SPRTN.26s.E1224
(A) Kromatogram ionske izmjene na koloni HiTrap Q HP. Plava krivulja predstavlja apsorbanciju
uzorka pri valnoj duljini od 280 nm u ovisnosti 0 volumenu eluiranog uzorka. Zelena linija
prikazuje rastucu koncentraciju soli pufera za eluciju B
(B) SDS-PAGE analiza frakcija (15 pL) nakon ionske izmjene. Vecina ciljnog proteina vidljiva je
u frakeiji 8
(C) Kromatogram provedene gel-filtracije na koloni HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg.
(D) Analizirane frakcije (15 pL) nakon gel-filtracije. Frakcije 14-16 su skupljene i ukoncentrirane.
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4.2.2. Prekomjerna ekspresija i prociscavanje SPRTNFy za biokemijske pokuse

Za potrebe testa kataliticke aktivnosti, procis¢en je cijeli protein SPRTNEL 1 njegov kataliticki
mutant. Izolacija proteina provedena je iz soja Rosetta (DE3) uzgajanih u 2 litre LB medija s
kloramfenikolom i kanamicinom. Koraci izolacije bili su jednaki kao i za skracene konstrukte,
osim §to je liza stanica provedena postupkom sonikacije. Sastavi koriStenih pufera prilikom
procis¢avanja proteina prikazani su u tablicama 6., 7. 1 9. Zbog vrlo malih prinosa, izolacija
divljeg tipa je provedena u nekoliko pokusaja. Tijekom dijalize i ugus¢ivanja uzorak je cesto
precipitirao, a nakon proc¢is¢avanja pocijepanog proteina sekundarnom Ni-NTA
kromatografijom dobiven je u malim koli¢inama. Takoder, priredeni proteini Cesto nisu
pokazivali kataliti¢ku aktivnost. Na slici 20. prikazan je primjer jednog proc¢iS¢avanja SPRTNgL
nakon kojeg je prociSceni protein imao sposobnost cijepanja supstrata. U elucijskoj frakeiji
(slika 20.A) uz liniju ciljnog proteina vidljive su razliite vrpce raspadnutih fragmenata koji su
mogli nastati cijepanjem proteazama prisutnim u E. coli ili samocijepanjem divljeg tipa. Nakon
cijepanja heksahistidinskog privjeska nevezana frakcija (FT) s pocijepanim proteinom (55 236)
prociS¢ena je kolonom HiLoad 16/600 Superdex 200 pg od nepocijepanog proteina (64 063) 1
zaostalih kontaminacija. U prociS¢enim frakcijama (slika 20.C) vidljiva je znatno manja
koli¢ina priredenog proteina nego $to je dobiveno za skracene konstrukte. Frakcije 19-21 su

ukoncentrirane do 500 pL konaéne koncetracije 0,8 mg/mL (0,4 mg).
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Slika 20. Izolacija divljeg tipa proteina (His)s-Zb-TEV-HsSPRTNeL wr (M, = 64 063)
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(A) Prikazani su uzorci ispiranja puferom B (W) i elucije puferom C (E) tijekom afinitetne
kromatografije na Ni-NTA agarozi. Skupljena je elucijska frakcija i inkubirana s proteazom
TEV preko no¢i na 4°C. Koristen je marker (M) PageRuler™ Unstained Protein Ladder
(Thermo Scientific)
(B) Gel s frakcijom prije inkubacije s TEV-om (-TEV) i nevezanom frakcijom nakon propustanja
kroz Ni-NTA kolonu (FT)
(C) Brojevima su oznacene frakcije nakon prolaska kroz kolonu HiLoad 16/600 Superdex 200 pg

Na identican nacin procis¢en je SPRTNrrE1224. lako tijekom procis€avanja mutant nije
precipitirao kao divlji tip, i dalje izolacijom nisu priredene velike koli¢ine proteina. Na slici 21.
prikazani su provedeni koraci izolacije. Nevezna frakcija (slika 21,FT) nakon sekundarne Ni-
NTA kromatografije pokazuje kako cijepanje proteazom nije bilo idealno jer je i dalje zaostala
odredena koli¢ina fuzijskog proteina s privjeskom. Na slici 21.D. prikazane su dobivene
frakcije nakon gel-filtracijske kromatografije. Moze se primijetiti kako se pocijepani mutant
nije uspio u potpunosti odvojiti od fuzijskog proteina s privjeskom. No, kako za biokemijske
pokuse nije bila nuZzna ¢isto¢a uzorka kao za kristalizacijske eksperimente, skupljene su frakcije

20-22 1 ukoncentrirane do 400 uL konac¢ne koncentracije 1,4 mg/mL (0,560 mg).
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Slika 21. Izolacija proteina (His)e-Zb-TEV-HsSPRTNErLE1224 (M= 64 063).
(A) Prikazani su uzoreci ispiranja puferom B (W), elucije puferom C (E) i proteina zaostalih na
rezinu (R) tijekom afinitetne kromatografije na Ni-NTA agarozi. Skupljena je elucijska
frakcija i inkubirana s proteazom TEV preko no¢i na 4°C
(B) Gel s frakcijom prije inkubacije s TEV-om (-TEV) i nevezanom frakcijom nakon propustanja
kroz Ni-NTA kolonu (FT)
(C) Kromatogram provedene gel-filtracije na koloni HiLoad 16/600 Superdex 200 pg. Plava
krivulja predstavlja apsorbanciju uzorka pri valnoj duljini od 280 nm u ovisnosti o volumenu
eluiranog uzorka
(D) Prikazan je alikvot uzorka s pocijepanim proteinom naneSenog na kolonu, a brojevima su

oznacene procisc¢ene frakcije nakon prolaska kroz kolonu

4.2.3. Priprava kompleksa SPRTN:p97 gel-filtracijom

Kako na uspjeSnu pripravu proteinskog kompleksa utjecu razliCiti ¢imbenici, poput
zadovoljavajuce Cistoce priredenih proteina, prikladan pufer i odgovaraju¢i omjer pri kojem
nastaje kompleks, prije kristalizacije ispitana je nastanak kompleksa gel-filtracijom. Gel-
filtracija osim mogucénosti separacije proteina razli¢itih veli¢ina, takoder sluzi za funkcionalne
studije proteinskih kompleksa. Kada se gel-filtracija koristi za detekciju ili potvrdu nastanka
kompleksa proteina, molekulska masa formiranog kompleksa obi¢no se uzima kao suma
svakog od individualnih proteina. Stoga bi na kromatogramu uz pikove pojedinac¢nih proteina
trebao biti vidljiv pik kompleksa pri razli¢itome volumenu eluiranog uzorka u odnosu na
individualne proteine. Pomoc¢u standarada modelnih proteina i usporedbom s elucijskim

profilima pojedina¢nih proteina, mogao bi se odrediti omjer molekula koje ¢ine kompleks. Za
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pripravu kompleksa gel-filtracijom potrebno je uzeti u obzir sastav koriStenih pufera koji bi
trebali sadrzavati 50—-100 mM soli kako bi se sprijecile agregacije proteina. No, istovremeno ne
smiju se koristiti previsoke koncentracije soli koje bi poremetile medusobne interakcije proteina
i dovele do raspada kompleksa.”®

Prvo je ispitan nastanak kompleksa SPRTN.26s:p97n p1. Uzorak kompleksa je prireden
mijesanjem po 200 pg svakog od konstrukata uz dodatak pufera (15 mmol dm~ Hepes/NaOH
pH 7,5, 1 mmol dm= DTT) do kona¢nog volumena 500 pL. Nakon inkubacije od 15 minuta pri
sobnoj temperaturi 1 30 minuta na ledu, uzorak je nanesen na kolonu. Analizom gel-filtracijskog
kromatograma i eluiranih frakcija metodom SDS-PAGE (slika 22) moze se zakljuciti da se
ovim nacinom nije uspio izolirati navedeni kompleks. Za uzorak pomijeSanih proteina
nanesenih na kolonu (zelena krivulja, SPRTN6s+p97x p1), kromatogram ne pokazuje pik koji
bi odgovarao formiranome kompleksu, ve¢ samo pikove pojedinacnih proteina. PoSto je
kompleks ve¢e molekulske mase od pojedinacnih proteina, da je doslo do njegovog nastanka
bila bi vidljiva apsorbancija pri eluiranome volumenu manjem od individualnih konstrukata.
Takoder, prilikom izvedbe SDS-PAGE analize doslo je do tehnicke pogreske te su na gelu su
vrlo slabo vidljive vrpce koje bi molekulskom masom odgovarale konstruktu SPRTN .26, iako
je na kromatogramu vidljiva njegova apsorbancija. Ovakav nacin priprave kompleksa s
konstruktom SPRTN1.26g j€ jo§ jednom ponovljen, no dobiven je isti rezultat kao 1 u prethodnom
slucaju, stoga se odustalo od priprave kompleksa gel-filtracijskom kromatografijom. Jedan od
mogucih razloga nemoguénosti izolacije proteinskog kompleksa ovakvom metodom je
nestabilnost priredenog kompleksa koji se tijekom same gel-filtracije raspada. Cini se kako su
interakcije ovih dvaju proteinskih konstrukata preslabe za dobivanje protein:protein kompleksa

navedenom metodom.
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Slika 22. Priprema kompleksa gel-filtracijom.

(A) Zasebno procisc¢eni SPRTN 2631 p97n p1 inkubirani su 15 minuta na sobnoj temperaturi i pola

sata na ledu te naneseni na kolonu Superdex 200 Increase 10/300 GL. Kolona je ekvilibrirana

u puferu sastava 100 mmol dm= NaCl, 15 mmol dm= Hepes pH 7,5 i I mmol dm™ DTT.

Narancasta i plava krivulja ozna¢avaju ovisnosti apsorbancije (280 nm) o eluiranome

volumenu zasebnih proteina, a zelena krivulja ovisnost apsorbancije o eluiranome volumenu

uzorka pomijesanih proteina.

(B) Alikvot uzorka (10 pL) pomijesanih proteina (IN) i eluirane frakcije (14-26, 20 puL)

analizirane metodom SDS-PAGE, 18*- tehniCka pogreska prilikom nanosenja na gel, krivo

nanesena frakcija

Na isti nacin ispitano je nastajanje kompleksa SPRTN26.268:p97n b1, viSe koncentracije nego

u prethodnom slucaju. Veca koncentracija proteina mogla bi pomaknuti ravnotezu prema
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nastanku kompleksa. Uzorak kompleksa ukupnog volumena 110 pL (550 pg p97~ p1 1240 pg
SPRTN26-268) je nanesen na kolonu Superdex 200 Increase 10/300 GL u puferu sastava NaCl
100 mmol dm, 15 mmol dm>Hepes pH 7,5 i 1 mmol dm™ DTT (detaljna priprava kompleksa
opisana u poglavlju 3.4.8.). Prema slici 23. moZe se zakljuciti kako navedeni kompleks nije
detektiran, ve¢ su se proteini zasebno eluirali s kolone. Na gelu su vidljive vrpce koje
odgovaraju eluiranim frakcijama u podrucju kromatograma odvojenih konstrukata. Mali pomak
pika za uzorak kompleksa (zelena krivulja, SPRTN2s.26s:p97n p1) upucuje kako je mozda nastalo
malo kompleksa. Za konacnu potvrdu molekulske mase i oblika proteina bilo bi dobro napraviti
SEC-MALS analizu. Intenzivna vrpca na gelu koja odgovara relativnoj molekulskoj masi 75 x
10° je posljedica tehnicke pogreske (slika 23.B, 21%).
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Slika 23. Analiza SPRTN2¢.263 - p97n p1 kompleksa gel-filtracijom koristeci kolonu Superdex
200 Increase 10/300 GL
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(A) Usporedba kromatograma zasebnih SPRTN, p97 te kompleksa. Narancasta i plava krivulja
oznacavaju ovisnosti apsorbancije (280 nm) o eluiranome volumenu zasebnih proteina, a
zelena krivulja ovisnost apsorbancije o eluiranome volumenu uzorka pomijesanih proteina
(B) Alikvot uzorka (10 puL) pomijeSanih proteina (IN) i eluirane frakcije (20 pL) analizirane
metodom SDS-PAGE, 21*- tehnic¢ka pogreska prilikom nanoSenja na gel

Iako je gel-filtracija dobro zamisljena metoda kojom bi se priredio proc¢is¢eni kompleks,
provedenim eksperimentima nema snaznih indikacija o interakciji dvaju proteina in vitro.
Nakon pokusaja priprave kompleksa gel-filtracijom, odustalo se od navedene metode te je za
kristalizacijske eksperimente odlu¢ena priprava kompleksa mijeSanjem proteina u razliitim

omjerima i ugus¢ivanjem do koncentracije prikladne za kristalizaciju.

4.2.4. Biokemijska karakterizacija kompleksa SPRTN:p97 metodom povlacenja proteina

Nakon $to gel-filtracijom nije uspjesno izoliran SPRTN:p97 kompleks, za potvrdu interakcije
prociS¢enih konstrukata in vitro odabrana je metoda povlacenja proteina (engl. pull-down
assay). Suspenzije fuzijskih proteina SPRTNi.268 i SPRTN26.268 s histidinskim privjeskom na
N-kraju inkubirane su s neoznacenim p97n pi. Proteini imobilizirani na Ni-NTA agarozi
eluirani su puferom koji je sadrzavao 400 mmol dm*imidazola te su analizirani metodom SDS-
PAGE. Priprava inputa proteina i priprema smole odgovaraju¢im puferima detaljno je opisana

u poglavlju 3.4.11.
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Slika 24. Detekcija interakcije imobiliziranih SPRTN1.268 1 SPRTN26.26s na Ni-NTA agarozi s
P97~ b1 (bez His-privjeska). Uzorci priredenih inputa (IN) i elucije vezanih proteina (E)
analizirani su na 15 % SDS-PAGE gelu. Ukoliko postoji interakcija, p97n p1 se veze za smolu
1 eluira sa konstruktima SPRTN. Kako bi se potvrdilo da vezanje p97n pi1 nije artefakt,

uvedena je nagativna kontrola vezanja samog p97n p1 na smolu

Prema slici 24., potvrdena je interakcija proteina in vitro; p97n p1 stvara kompleks s
vezanim SPRTNi.6s, a delecijom pocetnih 25 aminokiselina (SPRTNa26.268) nije doSlo do
gubitka interakcije. Da ne postoji interakcija, u frakcijama elucije sa konstruktima SPRTN ne
bi bila vidljiva vrpca koja odgovara p97n p1 jer se protein bez afinitetnog privjeska ne moze se
vezati na smolu. Potvrda toga je negativna kontrola sa samim p97n p1 gdje u elucijskoj frakciji
nema vidljive vrpce. Ovime je zaklju€eno da skraceni oblici proteina SPRTN s domenama SprT

1 SHP mogu stvarati proteinski kompleks s p97 in vitro.

4.2.5. Nativna elektroforeza kompleksa proteina SPRTN:p97

Za ispitivanje vezne stehiometrije proteina pri kojem dolazi do nastanka kompleksa provedena
je nativna gel-elektroforeza. Navedena metoda primjenjuje se kada je potrebno sauvati nativnu
strukturu proteina, medusobne interakcije podjedinica te interakcije s drugim proteinima.
Ukoliko dode do nastanka kompleksa, trebala bi biti vidljiva vrpca na razli¢itim poloZajima u
gelu u odnosu na pojedinacne proteine. Za pronalazak omjera, pri konstantnoj koncentraciji
p97n p1 titrirana je rastuca koncentracija SPRTNj.26s te je reakcijska smjesa analizirana

elektroforezom na 4-15 % poliakrilamidnom gelu Mini-Protean TGX u nativnim uvjetima
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(slika 25.A). Na isti nadin promatran je nastanak kompleksa u prisustvu ATP-a (slika 25.B).
Kako je p97xn p1 ATPaza koja za svoje zadace koristi energiju hidrolize ATP-a (poglavlje 2.4.),

pokusao se ispitati njegov utjecaj na nastanak kompleksa.

P97x b1 /'/] SPRTN|

& N o o 9 0 5 % " e
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i } P97y p1 :SPRTN] 56
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Slika 25. Nativna gel-elektroforeza za ispitivanje vezne stehiometrije SPRTN1.268 1 p97n p1.
(A) Titracija SPRTN .26 pri konstantnoj koncentraciji p97~ pi. Prva i posljednja jazica sadrze
uzorke pojedinac¢nih konstrukata, a na gelu su prikazani priredeni omjeri proteina (p97
(heksamer):SPRTN(monomer)). Kada su dva proteina prisutna u omjeru 1:12, donja vrpca u
potpunosti nestaje, Sto ukazuje kako je sav p97n p1 prisutan u kompleksu sa SPRTN; z¢s.
(B) Titracija SPRTN .23 pri konstantnoj koncentraciji p97n_p1 u prisutnosti ATP-a. Prva i

posljednja jazica sadrze uzorke pojedinacnih konstrukata.

Prema rezultatima provedene nativne elektroforeze na slici 25.A, pri molarnome omjeru
1:12 (p97:SPRTN) moze se primijetiti izostanak donje vrpce koja odgovara proteinu p97n b1
Sto ukazuje kako se sav protein vezao u kompleks. Takoder, daljnjim porastom koncentracije
SPRTN 268, za gornju vrpcu nastalog kompleksa ne povecava se intenzitet ni migracija na vise
polozaje u gelu. Valja napomenuti kako u nativnoj gel-elektroforezi proteini se osim prema
svojoj veli€ini razdvajaju 1 prema naboju. lako je p97n p1 protein vece molekulske mase,
zauzima niZe poloZaje u gelu jer putuje brze u odnosu na SPRTN.6s (pI=6,18) zahvaljujuci

svojem veéem negativnom naboju (pl= 5,32) u navedenim uvjetima (Hepes pH 7,5). Pri
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omjerima veéim od 1:12, vrpce pokazuju veci razmaz (engl. smear) koji bi odgovarao visku
SPRTN s koji je ostao nevezan. lako je ova metoda dala okviran omjer pri kojem dolazi do
nastanka kompleksa, teSko je precizno zakljuciti to¢nu stehiometriju vezanja, obzirom da
SPRTN1.268 ne putuje uniformno u gelu, ve¢ se njegova vrpca razmazuje. Ponekad razmaz vrpce
u nativnoj gel-elektroforezi moze nastati kao posljedica nehomogenog uzorka i
nekonzistentnog primjenjenog napona, no navedene stavke su se provjerile tijekom
eksperimenata, a isti rezultati su dobiveni i nakon viSe ponavljanja. Uzevsi u obzir kako se
najvjerojatnije radi o oligomernome obliku proteina p97n p1 (zaklju¢eno prema opisanim
proci§¢avanjima proteina gel-filtracijom), omjer 1:12 pri kojem dolazi do nastanka kompleksa
odnosi se na omjer heksamernog p97x p1 1 monomernog SPRTN.2¢s. Nadalje, nije se uspjelo
u potpunosti zakljuciti utjeCe li ATP na nastanak kompleksa. Pri omjerima 1:6 1 1:9, uzorak
nije jasno vidljiv na gelu. Moguce je da prisutnost ATP-a utjece na nestabilnost proteina i potice
njihovu agregaciju te uzorci nisu u moguénosti niti u¢i u gel. Pri omjeru 1:12 postoji indikacija
male koli¢ine formiranog kompleksa, obzirom da se za SPRTN.263 o¢ekuje pojava vrpce na
nesto nizem poloZzaju u gelu. No, nakon vise ponovljenih pokusaja, sli¢ni rezultati nisu doveli

do zakljucka utjece li moZda ATP na raniji/bolji nastanak kompleksa.

4.2.6. Testiranje aktivnosti proteaze SPRTNFy i konstrukta SPRTN-26s

Kako su za potrebe istrazivanja viSe puta proc¢is¢avani SPRTN i njegovi skraceni konstrukti,
htjela se provjeriti enzimska aktivnost priredenih proteina kao $to je to pokazano u ranijoj
literaturi.*® Za karakterizaciju sposobnosti cijepanja supstrata, proveo se in vitro test aktivnosti
koriste¢i proc¢is¢eni SPRTNfL 1 njegov skraceni konstrukt SPRTNi.2¢s. Enzimske reakcije
provedene su u razli¢itim omjerima prociS¢enih proteina naprema modelnom supstratu histonu
H3 u prisutnosti DNA preko no¢i pri 37°C. Proteoliticka aktivnost prac¢ena je Western Blot
metodom koriste¢i antitijelo specifiéno za histon H3. Detaljni postupci priprave uzorka i

provedbe Western Blot analize opisani su u poglavlju 3.4.13.
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Slika 26. Analiza priredenih reakcijskih smjesa Western Blot metodom koriste¢i antitijelo
specifi¢no za histon H3 kako bi se testirala enzimska aktivnost SPRTNrr i krnjeg SPRTN1-268
in vitro na modelnom supstratu histonu H3 u prisutnosti DNA. Na slici su oznaceni razliciti
omyjeri supstrata H3 naprema divljem tipu proteaza (1:1,5-1:6). U zadnje dvije jaZice nalaze

se kontrolni uzorci supstrata H3 u omjeru 1:3 naprema katalitickom mutantu

Enzimska aktivnost SPRTN proteina potvrdena je in vitro (slika 26): SPRTNFL cijepa
supstrat H3 u prisutnosti DNA, kao i njegov skraceni konstrukt. Prema ocekivanjima,
kataliticki neaktivan SPRTNFfr 1224 nije cijepao histon H3. U jazici koja bi trebala sadrzavati
reakcijsku smjesu SPRTNrrEi224 s histonom, vjerojatno zbog tehnicke pogreske prilikom
pipetiranja nije vidljiva vrpca koja bi odgovarala nepocijepanome histonu. Dobiveni rezultati
sugeriraju kako je SPRTNFrL najaktivniji pri omjeru enzim:supstratl:4,5, dok je SPRTNj.268
pokazao najizrazeniju aktivnost pri omjeru 1:6. Jednom kada je potvrdena aktivnost SPRTN-a,
ispitivao se utjecaj p97 na enzimsku aktivnost procis¢enih proteaza. Priredene reakcijske
smjese s dodatnim p97 i ATP-om su analizirane Western Blot metodom, no rezultati testa vise
nisu pokazivali enzimsku aktivnost SPRTN-a, a time nije bilo moguénosti provjere utjecaja
p97. Jedna od mogucénosti neuspjesnih pokusaja dokazivanja katalitiCke aktivnosti SPRTN-a je

nestabilnost procis¢enog proteina koji nakon kratkog vremena gubi svoju enzimsku aktivnost.
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4.2.7. Kristalizacija kompleksa SPRTN:p97

Nakon prociS¢avanja proteina i testiranja njihove interakcije razliCitim biokemijskim
metodama, uslijedili su kristalizacijski eksperimenti. Kao $to je ve¢ spomenuto, prvotno je
odluceno kristalizirati kompleks konstrukata p97n p1 1 SPRTNi26s. Opcenito, tijekom
proc¢is¢avanja SPRTN-a primijetilo se kako je protein sklon degradaciji te ga je bilo tesko
pripraviti u velikim koli¢inama, stoga se pokusao osmisliti takav konstrukt koji bi pokazivao
dovoljnu stabilnost i koncentraciju za pripravu Zeljenog kompleksa. Kako nakon viSestrukih
pokusSaja dobivanja zadovoljavajuceg kristala nisu opazeni Zeljeni rezultati, pripravljen je novi
konstrukt. Prireden je konstrukt SPRTN26.268 1124 s delecijom pocetnih 25 slabo konzerviranih
aminokiselina. Sama ideja o navedenome konstruktu proizasla je iz objavljenog rada u kojemu
je okarakterizirana kristalna struktura konstrukta SPRTNjs214 s oligonukleotidom dCs.*
Priredeni SPRTN26.268 u svojoj strukturi ima zadrZzanu konzerviranu domenu SprT i1 regiju SHP
za koju je dokazano da sluzi za interakciju s p97. Takoder, zbog dokazane sposobnosti
samocijepanja SPRTN-a in trans,*® u kristalizacijama se koristio kataliti¢ki neaktivan mutant.
Kako je metodom povlacenja proteina potvrdena njihova interakcija in vitro, krenulo se s
proc¢is¢enim konstruktima u kristalizacijske eksperimente.

Priredeno je Sest uzoraka kompleksa SPRTN:p97 u razliitim omjerima s ili bez
oligonukleotida dCs navedenima u tablici 10. (slika 27). Kokristalizacija s dC5 provedena je
zbog mogucnosti stabilizacije kompleksa pomoc¢u DNA. Uzorci kompleksa (slika 27)
podvrgnuti su kristalizaciji metodom difuzije para otapala tehnikom sjedece kapi pomocu
robota za postavljanje kristalizacije OryxS8LCP. Takoder, 1 ru¢no su postavljeni kristalizacijski
eksperimenti tehnikom visece kapi. Kako bi se ispitao §to veci broj potencijalnih uvjeta pri
kojem bi moglo do¢i do nastanka kristala, koriSteni su razni komercijalni kompleti za

kristalizaciju navedeni u poglavlju 3.1.9.
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Slika 27. Priprava kompleksa za kristalizaciju. Svi priredeni uzorci kompleksa poslije
ukoncentriravanja iskoriSteni su za kristalizacijske eksperimente

(A) Alikvoti (1 pL) pro¢iséenih proteina i uzorka kompleksa 1. (p97n pi,wr+ SPRTN26.268 81224

(1:3)) prije (-) i nakon ukoncentriravanja (+)
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(B) Alikvoti (1 pL) pro¢is¢enih proteina i uzorka kompleksa II. (p97xn p1,wr + SPRTN2g.265 E1224
(1:3) + dCs) prije (-) i nakon ukoncentriravanja (+)
(C) Alikvoti (1 pL) ukoncentriranih kompleksa L. II te kompleksa IIL. (p97n pi,wr + SPRTNas.
2681224 (1:1) + dCs) prije (-) i nakon (+) ukoncentriravanja
(D) Alikvoti (1 pL) pro¢is¢enih proteina i kompleksa IV.(p97n pi,wr+ SPRTNa6.268.51224 (1:3))
prije (-) i nakon ukoncentriravanja (+), ukoncentriranog uzorka V.(p97x piwr + SPRTNs.

268,E122A (1 6)) i ukoncentriranog uzorka VI. (p97N_D1,WT + SPRTN26.268 E1224 (1 16) +dC;s (1 11,5))

Unutar tjedan dana narasli su inicijalni kristali u uvjetima B3 (kompleks 1., p97n p1,wt +
SPRTN26.268,E1224 (1:3), 23,85 mg mL '), ES (kompleks 1., p97xn p1,wr+ SPRTN26.268.E1224 (1:3),
23,85 mg mL™), F11 (kompleks IV., p97x pr.wr + SPRTN26.268 £1224 (1:3), 20,04 mg mL™".
Uvjeti su optimizirani, tako da za E5 1 B3 su mijenjane koncentracije kompleksa u rasponu 5-
20 mg/mL, aza F11 je mijenjan postotak precipitanta PEG 3350 (10-20 %). Takoder, provedena
je metoda mikrosijanja kojom je potaknut rast kristala prenosenjem klica kristala iz uvjeta F11,

B3 1 ES. Naslici 28. prikazani su pocetni kristali prije metode mikrosijanja za navedene uvjete.
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Slika 28. Kapljice s inicijalnim kristalima naraslima u razlic¢itim kristalizacijskim uvjetima
(A) Kristali nastali iz uzorka 1. u uvjetu B3 (NeXtal DWBlock ProComplex Suite, QIAGEN)
(B) Mikrokristali nastali iz uzorka kompleksa 1. u uvjetu E5S (HTS-1, Jena BioScience)
(C) Mikrokristali nastali iz uzorka kompleksa IV. u uvjetu F11 (PACT++ HTS, Jena BioScience)

Prenosenje klica kristala ve¢inom je potaknulo uspjesan rast kristala. Tijekom kristalizacijskih
eksperimenata, metoda mikrosijanja je ponovljena vise puta. Na slici 29.C prikazan je nastanak

kristala nakon viSestrukog mikrosijanja, koji je potom iskoriSten za snimanje.

Slika 29. Rast kristala nakon visestrukog mikrosijanja iz uvjeta F11 (PACT++ HTS, Jena

BioScience). Inicijalni kristal (A), nakon prvog mikrosijanja (B) te nakon drugog mikrosijanja

(C) kojim je dobiven dovoljno velik i kvalitetan kristal za snimanje

Po nekoliko dobivenih kristala iz spomenutih uvjeta namakano je u kristalizacijskoj otopini
s 20 %-tnim glicerolom, upecano u malu najlonsku omc¢u i ohladeno u dusiku. Kvaliteta

difrakcije dobivenih kristala testirana je na sinkrotronu Elletra Sincrotrone Trieste (Italija).
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Veéina kristala je slabo difraktirala (4-10 A), stoga se prikupljeni podaci nisu mogli dalje
procesirati. lako su dobiveni kristali zadovoljavajuceg izgleda, loSa kvaliteta priredenih kristala
s pojedinim neuredenim regijama proteina, slabim pakiranjem molekula u kristalu 1 velikim
volumenom otapala uzrokovala je i loSom difrakcijom. Kako bi se priredio dovoljno stabilan
SPRTN:p97 kompleks mogao bi se dizajnirati potpuno novi konstrukt SPRTN-a ili pak
pokusati prodistiti protein od interesa iz nekog drugog ekspresijskog sustava umjesto E. coli.
Takoder, postoji moguénost priprave stabilnog kompleksa pomoc¢u dodatnog proteina adaptera
poput kompleksa Ufd1-Npl4.6! Jedna od moguénosti priprave kristala zadovoljavajuce kvalitete
je 1 primjena kemijskog umrezavanja (engl. cross-linking) proteina kristala pomocu
glutaraldehida ili nekog drugog reagensa za umrezavanje kojom bi se mogla znacajno povecati
kemijska 1 mehanicka stabilnost kristala. Pokazano je kako umreZavanje kristala povecava
otpor mehanic¢kome stresu, smanjuje topljivost kristala te poveéava kvalitetu difrakcije®® Za
detaljnu strukturnu karakterizaciju kompleksa SPRTN:p97 koja bi doprinijela dubljem

razumijevanju proteolitiCkog popravka DPC-ova daljnji eksperimenti su u tijeku.
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= Uspjesno je dizajniran 1 kloniran skra¢eni konstrukt proteina H. sapiens SPRTN s

aminokiselinama 26-268 i mutacijom E122A.

= Uspjesno su eksprimirani i procis¢eni proteini SPRTNrrwt, SPRTNrLEI224 kao 1
proteinski konstrukti p97n p1, SPRTNi26s,wr, SPRTNi.268E1224, SPRTN26268,wT 1
SPRTN26-268,E122a. Tijekom proc¢is¢avanja SPRTN-a i njegovih konstrukata primijecena
je razgradnja i precipitacija uzorka. Takoder, priredeni su u manjim prinosima u odnosu

na p97n pi.
»  Gel-filtracijskom kromatografijom nije detektiran kompleks SPRTN:p97.

* Metodom povlacenja proteina potvrdena je interakcija SPRTNi.268 1 p97n D1 in vitro.
Uklanjanje pocetnih 25 aminokiselina proteina SPRTN nije dovelo do gubitka

interakcije.

* Nativna gel-elektroforeza takoder je potvrdila nastanak kompleksa SPRTNi26s 1
p97n p1. Nejednolika migracija SPRTN-a kroz gel onemogudila je odredivanje
stehiometrijskog omjera proteina u kompleksu. Nije utvrden znacajan utjecaj prisutnosti

ATP-a na nastanak kompleksa proteina SPRTN.268 1 p97n D1.

= Potvrdena je enzimska aktivnost prociS¢enog SPRTN-a 1 njegovog skracenog

konstrukta SPRTN 263 in vitro.

* Dobiveni su kristali kompleksa p97n p1: SPRTNi 268, €ija se difrakcija do sada pokazala
nezadovoljavaju¢om. Daljnji kristalizacijski eksperimenti za pripremu kvalitetnijih

kristala su u tijeku.
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