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FUNKCIONALNA KARAKTERIZACIJA CITOSOLNE SERIL-tRNA-SINTETAZE 1Z
BILJKE Arabidopsis thaliana
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Horvatovac 102a, Zagreb

Osnovna zadaéa seril-tRNA-sintetaze (SerRS) je vezanje serina na tRNA>® pripremajuéi tako
podlogu za biosintezu proteina. U ovom radu pokazano je kako citosolna SerRS iz biljke
uro¢njaka (Arabidopsis thaliana, (L.) Heynh) ostvaruje i nekanonske funkcije ulazeé¢i u dosad
nepoznatu interakciju s proteinom BENL1 koji sudjeluje u metabolizmu brasinosteroida,
spojeva koji medu ostalim sudjeluju u moderiranju stani¢énog odgovora na stres S§to
potencijalno ukljucuje SerRS u stani¢ni odgovor na stres. Nadalje, pokazano je in vitro kako
istrazivana SerRS gotovo jednako uinkovito aminoacilira bakterijske i eukariotske tRNAS
supstrate. S obzirom da je slicno ponaSanje uoceno 1 za kukuruznu SerRS, izgleda da biljne
SerRS pokazuju neobitno Siroku tRNAS® specificnost, za razliku od SerRS iz drugih
organizama. Lokalizacijski eksperimenti u uvjetima stabilne transformacije u transgeniénim
biljkama A. thaliana nisu pokazali prisutnost SerRS u jezgri stanice, dok se u uvjetima
tranzijentne transformacije SerRS u jezgrama protoplasta biljke A. thaliana pronalazi u 10-
20% slucajeva. Konac¢no, utvrdena je statisticki znaCajna razlika u duljini korijena
transgeni¢nih biljaka A. thaliana koje nadeksprimiraju SerRS u odnosu na divlji tip u
abiotiCkom stresu izazvanom ionskim 1 osmotskim stresorima, te kadmijem kada su biljke
kontinuirano uzgajane na podlogama s navedenim stresorima.
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preparing a foundation for successful protein biosynthesis. It is shown in this dissertation that
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in metabolism of brassinosteroids, compounds important in cell stress response what
potentially implicates involvement of SerRS in cell stress response. Furthermore, in vitro
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eukaryotic tRNA> substrates. Given the fact that the same behaviour was previously shown
for monocot maize SerRS, it seems that plant SerRSs exibit unusually broad tRNAS*
specificity, unlike SerRSs from other organisms. Localization experiments under conditions
of stable transformation in transgenic A. thaliana plants did not detect SerRS in the cell
nucleus. Under transient transformation of A. thaliana protoplasts SerRS was detected in cell
nucleus in 10-20 % of calls. Finally, statistically significant difference in root length of
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under conditions of abiotic stress caused by ionic and osmotic stressors and cadmium in
plants grown continuously on stress growth medium.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) primarno Kataliziraju reakciju aminoacilacije vezanjem
pripadne aminokiseline s odgovaraju¢om molekulom tRNA pripremajuci na taj nacin podlogu
za proces translacije. Zbog ove vazne uloge u biosintezi proteina pojava aaRS dogodila se
vrlo rano u evolucijskoj proslosti. Tijekom vremena katalitickoj srzi enzima dodavane su nove
funkcijske domene, te su aaRS uz visoko o¢uvanu aminoacilacijsku kanonsku funkciju pocele
obavljati i nove netranslacijske nekanonske uloge. Ostvarivanje svoje biokemijske funkcije
proteini mogu realizirati samostalno ili ¢esto u interakciji s drugim proteinima u stanici $to
dovodi do pojave novih svojstava na razini organizma. Istrazivanje interaktoma ili mreze
proteina u stanici daje uvid u fiziolosku sloZenost organizma i podlogu za razumijevanje
bioloSkih procesa. Nekanonske funkcije aaRS samostalno ili u interakciji s drugim proteinima
zapazene su u stani¢noj signalizaciji, odgovoru stanice na stres, imunoloSkom odgovoru,

apoptozi, angiogenezi, sklapanju virusnih &estica i kontroli transkripcije.'?

Zbog svoje kataliticke uloge u pripremi translacije aaRS su prisutne u mitohondrijima i
citosolu eukariotske stanice, te dodatno i u kloroplastima biljne stanice. Neke aaRS posjeduju
specificne nuklearne lokalizacijske signale §to im omogucuje da pod odredenim uvjetima
posredstvom importina ulaze u jezgru stanice i tamo sudjeluju u provjeri novo sintetizirane
tRNA u tzv. korektivnoj aminoacilaciji prije njenog izlaska u citoplazmu,? sintezi ribosomskih
RNA molekula,* regulaciji angiogeneze putem regulacije transkripcije gena vaskularnog

endotelnog faktora rasta A® i drugo.

Stresni ambijent izaziva kompleksan biokemijski odgovor stanice koji se temelji na
mobilizaciji niza biokemijskih puteva. AaRS mogu sudjelovati u stanicnom odgovoru na stres
posredno sintezom molekula drugih glasnika, tzv. alarmona, tako da intermedijarni produkt
aminoacilacije aminoacil-adenilat (prethodno ATP-om aktivirana aminokiselina) ne reagira s
tRNA, nego s ATP-om, te nastaju oligofosfatni spojevi (Apn,A) koji dalje djeluju kao
aktivatori stani¢nih signalnih kaskada. Iako u eukariotskim stanicama nije jasno razlucena
uloga alarmona, poznato je da se u bakterijama oni vezu na proteine oksidativnog stresa.’

Direktne uloge aaRS u obrambenim mehanizmima stanice u stresu do sada nisu razjasnjene,
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§ 1. Uvod 2

lako je poznato kako pojedini stresori mogu utjecati na aktivnost, odnosno disregulaciju
koncentracije pojedinih aaRS.”®

Cilj ovog rada usmjeren je na otkrivanje i karakterizaciju proteinskih interakcijskih partnera
citosolne seril-tRNA-sintetaze (SerRS) iz biljke Arabidopsis thaliana, odredivanje
lokalizacije ovog enzima u stanici, te utvrdivanje njegove povezanosti s fenotipskim
promjenama u biljakama koje ga nadeksprimiraju na podlogama bez stresora i s dodanim
abiotickim stresorima. S obzirom da je relativno mali broj istrazivanja usmjeren prema
biljnim aaRS, pa tako i SerRS, ovaj rad sluzi detaljnijoj karakterizaciji translacijskih i
netranslacijskih funkcija biljnih aaRS na primjeru SerRS. Hipoteze ovog rada su da SerRS
interagira s drugim proteinima u stanici, te da sudjeluje u stani¢énim odgovorima na stres.
Detekcija proteinskih interakcija bit ¢e provedena koristenjem kvaséevog sustava dvaju
hibrida u kvascu Saccharomyces cerevisiae (s unaprijed pripremljenim knjiznicama cDNA iz
biljke A. thaliana), te metodom tandemskog afinitetnog suproc¢i§¢avanja proteina iz
transgeni¢ne biljke A. thaliana koja nadeksprimira SerRS. Identifikacija potencijalnih
proteinskih partnera SerRS bit ¢e napravljena sekvenciranjem DNA u metodi dvaju kvaséevih
hibrida, odnosno spektrometrijom masa u metodi tandemskog afinitetnog suprocis¢avanja.
Potvrdivanje proteinskih interakcija uocenih in vivo vrsit ¢e se metodom mikrotermoforeze i
metodom rezonancije povrsinskih plazmona. Stani¢na lokalizacija SerRS fuzionirane sa
zelenim fluorescentnim proteinom (eng. green fluorescent protein, GFP) odredit ¢e se
upotrebom fluorescencijske i konfokalne mikroskopije na korijenju i protoplastima biljke A.
thaliana, kao i na tkivu luka Allium cepa. U svrhu istrazivanja razlika izmedu transgeni¢nih
biljaka koje prekomjerno eksprimiraju citosolnu SerRS i biljaka divljeg tipa biljke A. thaliana
u stanju abiotiCkog stresa pratit ¢e se fenotipske promjene (klijavost, duljina korijena,
morfologija) na hranjivim podlogama u koje su dodani razliéiti stresori (ionski, osmotski i
teSki metali). Analiza genske ekspresije SerRS 1 drugih gena od interesa u biljkama A.
thaliana divljeg tipa i transgeni¢nim biljkama koje nadeksprimiraju SerRS na podlogama bez
stresora 1 na podlogama s dodanim abiotickim stresorima bit ¢e napravljena kvantitativnom

lan€anom reakcijom polimeraze.
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Aminoacil-tRNA-sintetaze

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su enzimi koji sudjeluju u pripremi biosinteze proteina
kataliziraju¢i vezanje odgovaraju¢e aminokiseline na pripadnu molekulu tRNA. Prvi korak
reakcije predstavlja nukleofilni napad karboksilne skupine aminokiseline na a-atom fosfora
molekule ATP-a pri ¢emu nastaje aminoacil-adenilat (aa-AMP) i anorganski pirofosfat (PP;).
U drugom koraku reakcije kisik 2'- ili 3'-hidroksilne skupine riboze krajnjeg adenozina na
3'-kraju molekule tRNA nukleofilno napada anhidridni ugljikov atom aminoacil-adenilata uz

nastajanje aminoacil-tRNA i AMP-a:*

| aa+ ATP =——= aa-AMP + PP;
I aa-AMP + tRNA =—= aa-tRNA + AMP
aa+ ATP +tRNA =—= aa-tRNA + AMP + PP;

Radi lakSeg pregleda u tekstu ¢e aaRS biti oznacavane oznakama sastavljenim od troslovnih
kratica aminokiselina s nastavkom RS (npr. seril-tRNA-sintetaza, SerRS). S obzirom na
sekvencijske 1 strukturne znacajke, te kemizam aminoaciliranja, aaRS su podijeljene u dva
zasebna razreda: GInRS, TyrRS, MetRS, GIURS, ArgRS, ValRS, 1leRS, LeuRS, TrpRS,
CysRS i LysRS ¢ine razred I, dok AlaRS, AspRS, AsnRS, GIyRS, HisRS, LysRS, PheRS,
ProRS, SerRS i ThrRS &ine razred 11.112 Primjer "dijeljenja" aaRS izmedu razreda prvi puta
je otkriven na primjeru LysRS razreda | u arheji Methanococcus maripaludis.® Otprije
poznati oblici LysRS razreda II prevladavaju u eukariotima, vecini bakterija i tek rijetko u
arhejama (rod Sulfolobus i Pyrobaculum),** dok su porijeklom i strukturno drugaciji oblici
LysRS razreda I nadeni u arhejama i tek malom broju bakterija.”> AaRS razreda | koriste za
aminoaciliranje 2'-hidroksilnu skupinu terminalnog adenozina, posjeduju Rossmannov nabor
za vezanje nukleotida koji sadrzi visoko specificne aminokiselinske motive HIGH (His-Ile-
Gly-His) i KMSKS (Lys-Met-Ser-Lys-Ser), te su uglavnhom monomeri. AaRS razreda Il
aminoaciliranje provode preko 3'-hidroksilne skupine, a javljaju se kao dimeri ili multimerni

proteini.'®
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Tijekom evolucijske proslosti kataliticka srz aaRS strukturno je obogadivana dodatnim
domenama i motivima ¢ime je povecana funkcijska Sirina ovih enzima, ne samo u pripremi
translacije: omogucavanju boljeg prepoznavanja pripadnih molekula tRNA'' i ispravljanju
pogresnog povezivanja aminokiselina i molekula tRNA;™® ve¢ i u ostvarivanju drugih
nekanonskih funkcija. Tako primjerice aaRS zbog novih funkcija u stani¢noj signalizaciji i
svojoj ukljucenosti u (pato)fizioloSke procese postaju biomedicinski zanimljive kao
potencijalne farmakoloske mete u novim terapijama. Uloga aaRS kao moderatora upale
zapazena je na primjeru humanih HisRS, AsnRS, TyrRS 1 SerRS. Pokazano je kako humani
HisRS i AsnRS sudjeluju u generiranju upalnog odgovora vezanjem na kemokinske receptore
odredenih vrsta leukocita (limfocita, aktiviranih monocita i nezrelih dendriticnih stanica)

NP . . .y 19
kemotakticki ih usmjeravajué¢i prema ZariStu upale.

Osim toga, u proteomickim
istrazivanjima humanih proosteoblasta u kulturi stanica tretiranih fibroblastnim faktorom rasta
2 (eng. fibroblast growth factor 2, FGF2) utvrdena je znacajna nadekspresija humane AsnRS
(¢ak 900 puta). Povecana koncentracija AsnRS kao medijatora signalnog puta FGF2
pogodovala je proliferaciji stanica, dok je utiSavanje ekspresije izazvalo apoptozu.
Mehanizam zaStitnog anti-apoptoti¢nog djelovanja AsnRS nije poznat, no temelji se na
aktivaciji izuzetno vaZnog stani¢nog signalnog puta PI3K/Akt.?’ Pojagavanje u¢inka apoptoze
zabiljezeno je kod humane TyrRS u pokusima sa stani¢nim kulturama. TyrRS visih eukariota
na svom C-kraju sadrzi dodatnu domenu koja dijeli 51 % sli¢nosti u sekvenci s proupalnim
citokinom EMAP 11 (eng. human endothelial monocyte-activating polypeptide 11).>* U stanju
apoptoze TyrRS se ekstracelularno izlucuje 1 djelovanjem proteaze leukocitne elastaze
fragmentira, pri ¢emu dio s domenom koja sli¢i polipeptidu EMAP 11 izaziva kemotaksiju
leukocita, te stimulira sintezu tkivnih faktora, upalnih proteina: mijeloperoksidaze, odnosno
TNF-a (eng. tumor necrosis factor a). Preostali fragment tzv. mini-TyrRS posjeduje ELR
(Glu-Leu-Arg) motiv koji mu omogucéuje proupalno kemotakticno i proangiogeno
djelovanje.?? Antagonisti¢no angiostatsko djelovanje uoceno je kod mini-TrpRS, izoforme
humane TrpRS nastale alternativnim prekrajanjem mRNA ili proteolitickim cijepanjem
cjelovite TrpRS pod utjecajem y-interferona.?®> Mini-TrpRS sadrzi specfi¢ni aminokiselinski
motiv WHEP, te inhibira in vitro i in vivo angiogenezu induciranu citokinom VEGF-om (eng.
vascular endothelial growth factor).?* Humana SerRS svoje nekanonsko djelovanje moze
poput AsnRS i HisRS ispoljavati kao proupalni citokin,*® no zanimljiva je i njena ukljudenost

u angiogenezu preko supresije transkripcije gena vegfa koji kodira citokin VEGF A (eng.
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vascular endothelial growth factor A). U eksperimentima in vivo pripremljeni su mutanti
embrija vrste Danio rerio koji ne eksprimiraju funkcionalni SerRS, te pokazuju poveéanu
ekspresiju vegfa i znacajne vaskularne defekte. Ubrizgavanjem kataliti¢ki neaktivne forme
SerRS-a u embrije ¢ime bi se promatrao samo potencijalni nekanonski utjecaj, postignuta je
restauracija normalnog vaskularnog razvoja i smanjenje razine ekspresije vegfa.*® Nadalje, u
eksperimentima utiSavanja gena pomocu siRNA za SerRS u kulturi humanih endotelnih
stanica iz vene pupCane vrpce primije¢ene su defektne promjene u angiogenezi kao dodatna

potvrda nekanonske regulacijske funkcije u vaskularnom razvoju organizama.?®

Tablica 1. Pregled dodatnih domena aaRS iz razligitih organizama (prilagodeno prema?).

Saccharomyces | Caenorhabditis elegans  Drosophila melanogaster Danio rerio Homo sapiens
cerevisiae
CysRS UNE-C, UNE-C, UNE-C, UNE-C, UNE-C;, UNE-C, i GST
i UNE-C, i UNE-C, i UNE-C, i UNE-C,
GInRS UNE-Q UNE-Q UNE-Q UNE-Q UNE-Q
ArgRS LZ LZ LZ LZ
MetRS GST GST, LZ i EMAPII GST i WHEP GST i WHEP GST i WHEP
ValRS GST GST
LeuRS UNE-L UNE-L UNE-L UNE-L
1leRS UNE-I UNE-I
TrpRS WHEP WHEP
TyrRS ELR i EMAPII ELR i EMAPII | ELR i EMAPII
GIuRS GST GST i WHEP GST i WHEPs GST i WHEPs | GST i WHEPs
ProRS WHEP
HisRS WHEP WHEP WHEP WHEP
PheRS UNE-F UNE-F UNE-F UNE-F UNE-F
AspRS N-zavojnica N-zavojnica N-zavojnica N-zavojnica N-zavojnica
LysRS N-zavojnica N-zavojnica N-zavojnica N-zavojnica N-zavojnica
AsSnRS UNE-N UNE-N UNE-N UNE-N UNE-N
ThrRS UNE-T UNE-T UNE-T UNE-T UNE-T
SerRS UNE-S UNE-S
GlyRS WHEP WHEP WHEP WHEP
MSC p18 GST GST GST
MSC p38 LZi GST LZiGST LZiGST
MSC p43 LZ i EMAPII LZ i EMAPII LZ i EMAPII

GST (glutation-S-transferazna domena), LZ (leucinski zatvara¢), MSC (multi-aaRS kompleks (eng. multi-aaRS complex)), UNE (jedinstvena

nepoznata domena (eng. unique unfamiliar domain))- za svaku kori$tenu aminokiselinu dodana je jednoslovna kratica
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2.2. Seril-tRNA-sintetaze

Rjesavanjem kristalne strukture SerRS iz bakterije Escherichia coli'! po prvi puta je dobiven
uvid u prostornu organizaciju enzima aaRS razreda Il. SerRS iz E. coli sastavljena je od N-
terminalne domene dugacke 60 A tzv. uzvojite zavojnice (eng. coiled-coil) koju tvore dvije
dugacke antiparalelne a-zavojnice, i kataliticke domene u kojoj sedmerostrana antiparalelna
B-ploca okruzena a-uzvojnicama tvori aktivno mjesto enzima. U katalitickoj domeni dogada
se prijenos aktiviranog serina na tRNA®®" za potrebe translacije, odnosno tRNA* kao dio
procesa ugradnje selenocisteina (Sec), 21. proteogene aminokiseline, u proteine.?” Arhitektura
aktivnog mjesta ukljucuje degenerirane aminokiselinske motive 1, 2 i 3 karakteristi¢ne za
razred Il aaRS.™ Motiv 1 dio je kontaktne povrsine izmedu dva monomera u homodimernoj
strukturi, motiv 2 sudjeluje u pozicioniranju malih liganada i 3'-kraja molekule tRNA, dok
motiv 3 veze ATP vazan za aktivaciju aminokiseline. Arhitektura aktivnog mjesta kataliticke
domene SerRS sa supstratom precizno je utvrdena analizama kristalnih struktura kompleksa
SerRS iz bakterije Thermus thermophilus s analozima intermedijarnih produkata
aminoacilacije koji djeluju inhibicijski na aminoacilacijsku aktivnost SerRS: serin-
hidroksamatom (SerHX, "HsN-HCR-CO-N(H)OH, R predstavlja bo¢ni ogranak) i 5'-O-[N-
(L-seril)-sulfamoil]adenozinom (Ser-AMS).?®

Th22s
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Glu22? Gr%(2) MC Val272(2)
| Arg?56(2) 7
H/ 0‘-_ L A 0
. u_‘ 0 ) J 0 -',0. ‘..’a
. T N']-'{ "0' '|_ 2.82 '_.' 273
™ H 283 % -~ 272
GIL279(2) 303, 303 A H H_H H—| MC vai272(2)
. NN, O N a6
O «.'. E E ‘.‘ ._~§:17 /‘,'
0. e “ i 256} '-,. 7 N .
., 256 eH R AR </ | )' Phe?7s(2)
S 4 p |
261 Ty T T NN
No-cH CH—C—N—§—b—]- {266
Il Il H H
(o] [o} o
274 255%  So8 297
i At “H—{ MC Arg®®(3)
1 0 b
S ALY 50
The®(g) H-N" NN-H’ 208 H PR

_ T 294t e 302
) o._,0" H
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N7 [0]
His204 | o 1l
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Slika 1. Dijagram polarnih interakcija vodikovih veza izmedu analoga Ser-AMS i aminokiselinskih ostataka u

aktivnom mjestu SerRS. Oznadene su aminokiseline strukturnih motiva 2 i 3 (preuzeto iz %°).
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SerHX detektiran je u kristalnoj strukturi kao aktivirani oblik s vezanim AMP-om (SerHX-
AMP). Razlika u strukturama analoga ocituje se u razli¢itoj duljini veze izmedu fosfatne
skupine (SerHX-AMP), odnosno sulfamoilne skupine (Ser-AMS) i aminokiseline.
Pozicioniranje oba analoga u aktivnom mjestu vrlo je sli¢no, razlikuje se samo po smjestaju
odredenih molekula vode u zoni razli¢itih funkcionalnih skupina (fosfatne, odnosno
sulfamoilne skupine) i uspostavi dodatne vodikove veze izmedu karbonilne skupine SerHX-
AMP i Thr225 SerRS-a, dok pozicije serina i adenozina ostaju o¢uvane. U nastavku ¢e biti
opisano pozicioniranje Ser-AMS u aktivnom mjestu, a sluzi shvac¢anju opéeg principa
smjeStanja aminokiselinskog supstrata u aktivno mjesto SerRS, odnosno aaRS razreda II.
U slucaju Ser-AMS, adenozin je smjesten tako da purinskim prstenom nalijeze na Phe275
(motiv 2) uspostavljaju¢i preko molekule vode Van der Waalsov kontakt s Arg386 (motiv 3).
Specifi¢nost pozicioniranja temelji se na uspostavi vodikovih veza adenozinskih atoma dusika
s okolnim molekulama vode (slika 1.) i Val272 (motiv 2). 2'-hidroksilna skupina riboze
uspostavlja vodikovu vezu s karbonilnom skupinom Thr346, odnosno molekulom vode, dok
se 3'-hidroksilna skupina vodikovom vezom povezuje s karboksilnom skupinom Glu345.
Serinski ostatak povezuje se vodikovim vezama preko hidroksilne skupine bo¢nog ogranka s
Thr380 u motivu 3 (ova pozicija nije potpuno konzervirana, budu¢i da se kod E. coli
vodikove veze uspostavljaju preko Ser391) i Glu279 (motiv 2), odnosno preko a-amino
skupine vodikovim vezama s Glu227, Thr225 1 Glu279 (motiv 2). Visoka specifi¢nost
Vezanja serina u aktivhom myjestu postignuta je veli¢inom serinskog veznog dZepa koja ne
dopusta ulazak aminokiselinama duZih bo¢nih ogranaka, pa su jedine aminokiseline koje bi
mogle "stati" u vezno mjesto treonin, alanin i glicin. Nadalje, specificnost vezanja takoder
ovisi 1 0 moguénosti uspostave dovoljnog broja vodikovih veza ¢ime su dalje eliminirani
glicin 1 alanin, dok treonin prema modelu vezanja koji predlazu Belrhali i suradnici (1994)%
nije u moguénosti ostvariti odgovarajuce vodikove veze zbog hidrofilnog ometanja od strane
Ser348 1 Asn378. Dvostrukom zaStitom aktivnog mjesta od vezanja krive aminokiseline
uklonjena je potreba SerRS-a za dodatnim domenama koje bi korigirale potencijalnu

misacilaciju, kao §to je to slucaj kod nekih drugih aaRS.

N-terminalna domena SerRS (slika 2a.) sluzi prihva¢anju i prepoznavanju pripadne tRNAS®,
te njena djelomi¢na ili opsezna delecija znacajno narusava drugi korak aminoacilacijske

reakcije. U eksperimentima s E. coli SerRS® i enzim kojemu je uklonjena skoro cijela N-
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terminalna domena (SerRS A35-97) i enzim kojemu nedostaje 16 sredi$njih aminokiselina u
N-terminalnoj domeni (SerRS A56-72) su prije svega izgubili specifi¢nost prepoznavanja
tRNA®". Prvi korak aminoacilacije -aktivacija serina u aktivnom mjestu ostao je netaknut, no
prijenos aktivirane aminokiseline na tRNA znacajno je usporen Sto je vidljivo iz smanjenja
vrijednosti obrtnih Dbrojeva. Kod enzima bez cijele N-terminalne domene stagnacija
aminoacilacijske aktivnosti zabiljeZena je u odnosu na divlji tip kroz povecanje vrijednosti
Michaelisove konstante (Ky) za 30 puta, smanjenje vrijednosti obrtnog broja (kea) ¢ak 1 000
puta, odnosno smanjenje aminoacilacijske specifi¢nosti ket / Kw za red velicine 10* (druga
manje skracena verzija enzima pokazala je slicne, no iako blaze, ali jo§ uvijek znacajne
promjene kinetickih parametara). S druge strane, smanjenje aminoacilacijske specifi¢nosti za
3,5 x 10° puta izazvala je i zamjena E. coli tRNAS mutiranom verzijom tRNA®" s kratkom
varijabilnom omcéom tipa 1% sto odreduje strukturni motiv varijabilne omc¢e na tRNA kao
mjesto prepoznavanja i interakcije sa zavojitom uzvojnicom SerRS (iznimke su
mitohondrijske tRNA®" sisavaca koje strukturno znadajno odstupaju od uobiGajnog
strukturnog obrasca tRNA molekula®). Ovim se SerRS izdvaja kao enzim koji za
prepoznavanje tRNA ne koristi antikodonsku, ve¢ varijabilnu omc¢u. Sekundarna struktura
molekula tRNA karakterizirana je strukturnim motivima peteljki i om¢i: TYC, D, varijabilna i
antikodonska. S obzirom na duljinu varijabilne om¢e molekule tRNA se dijele na one tipa 1
koje sadrze kratke omce (4-5 nukleotida) i one tipa 2 s duZim varijabilnim omc¢ama (10
nukleotida i vise). tRNA® jedna je od tri vrste molekula tRNA (preostale su tRNA™ i
tRNA™) tipa 2 pronadenih u prokariotima, mitohondrijima i kloroplastima nizih eukariota, te
uz tRNA"" jedina takva tRNA u ecukariota i arheja. RjeSavanjem kristalne strukture
kompleksa SerRS:tRNA®" *2 iz bakterije T. thermophilus uogeno je da je na homodimer
enzima uzduz obje podjedinice vezana samo jedna molekula tRNA®. Vidljivo je kako se
interakcija ostvaruje preko varijabilne omce, te dijelom TWC omce §to sve zajedno stabilizira
inaée fleksibilnu antiparalelnu zavojitu uzvojnicu N-kraja SerRS i gura akceptorsku peteljku
tRNA u aktivno mjesto nasuprotne podjedinice homodimera. Specificno prepoznavanje manje
je vezano uz sekvencijske motive, koliko uz duljinu varijabilne omce. Ovdje zapazena
stehiometrija vezanja tRNA>" na SerRS u omjeru 1:1 uocena je i u kristalnoj strukturi
ternarnog kompleksa SerRS:tRNA":Ser-AMS® iz bakterije T. thermophilus, no nije jedini
mogu¢i mnozinski dogadaj interakcije. Godine 1993. rijeSena je kristalna struktura E. coli

SerRS u kompleksu s dvije molekule tRNAS ** a 1994. godine Borel i suradnici su
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Kataliticka
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Kataliticka
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b
Kataliticka
c domena

Slika 2. Prikaz kristalnih struktura dimera SerRS iz (a) bakterije Thermus thermophilus (PDB oznaka: 1SRY,
prema®) i (b) metanogene arheje Methanosarcina barkeri (PDB oznaka: 2CJ9, prema*?), te kristalne strukture
kompleksa dimera SerRS i molekule tRNAS" (c) iz bakterije T. thermophilus (PDB oznaka: 1SER, prema¥).
Razli¢ite domene na monomerima oznacene su razli¢itim bojama, a lako su uocljive i specificne znacajke SerRS
metanogenog tipa u odnosu na bakterijski tip (HTH-motiv, znacajno ve¢a N-terminalna domena i atom cinka u

aktivnom mjestu enzima).

primjenom zonske interferencijske elektroforeze dokumentirali postojanje SerRS iz bakterije
E. coli s dvije, odnosno jednom molekulom tRNA>" u kompleksu® tvrdeéi kako je vezanje

tRNA®" pozitivno kooperativno. Vjerojatni primjer negativno kooperativnog vezanja vidljiv

Mario Kekez Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 10

je kod kvasca Saccharomyces cerevisiae®® gdje je dokumentirano nastajanje kompleksa
SerRS:(tRNA, u kojemu su molekule tRNA vezane vrlo nejednolikim afinitetima.

2.2.1. Seril-tRNA-sintetaze metanogenog tipa

Sve do sada opisivane SerRS sintetaze pripadaju tzv. bakterijskom tipu koji je prisutan u svim
eukariotima, bakterijama i glavnini arheja, dok metanogene arheje (osim Methanosarcina
mazei i Methanosarcina acetivorans) posjeduju tzv. metanogeni tip SerRS.***” Ovakav
drugaciji tip SerRS prvi put je otkriven sekvenciranjem gena metanogene arheje
Methanococcus jannaschii®®, dok je kasnije dokumentiran i u drugim metanogenim arhejama.
Metanogeni tip SerRS takoder formira homodimere, no znacajno divergira u odnosu na
uobiajeni bakterijski tip na razini homologije aminokiselinskog slijeda®®, u naginu
prepoznavanja molekula tRNA" % te u mehanizmu serilacije §to je prvotno nasluéeno u
pokusima inhibicije aminoacilacijske aktivnosti serin-amidom* (koji je uspje$no blokirao
aktivnost metanogenog tipa SerRS, ali nije utjecao na aktivnost bakterijskog tipa), a kona¢no
objasnjeno rjeSavanjem kristalne strukture metanogenog tipa SerRS iz metanogene arheje
Methanosarcina barkeri*. Ova arheja zanimljiva je i stoga §to je u njoj dokazana
koegzistencija metanogenog i bakterijskog tipa SerRS.* Bilokapi¢ i suradnici* rijesili su
2006. godine kristalne strukture homodimera metanogenog tipa SerRS iz arheje M. barkeri
(Mb-SerRS) samostalno i u kompleksima s ATP-om, serinom ili inhibitorom 5'-O-[N-(L-
seril)-sulfamoil]adenozinom (SerRS-AMS). Usporedujuéi strukturu Mb-SerRS s otprije
rijeSenim kristalnim strukturama SerRS bakterijskog tipa iz vrsta E. coli'!, T. thermophilus® i
Bos taurus (mitohondrijska)** zapazili su znadajno veéu N-terminalnu domenu u
metanogenom tipu SerRS (slika 2b) gradenu od Sesterostrane antiparalelne B-ploc¢e okruzene s
tri a-uzvojnice (H1, H2 i H4), te dodatnom H3 a-uzvojnicom okomitom na ravninu
prethodnih uzvojnica. C-terminalna kataliticka domena strukturirana je osmerostranom f3-
plo¢om okruZzenom a-uzvojnicama, dok aktivho mjesto sadrzi ion cinka tetraedarski
koordiniran bo¢nim lancima Cys306, Glu355, Cys461 i molekulom vode Sto nikako nije
slu¢aj u aktivnom mjestu SerRS bakterijskog tipa. Molekula vode u koordinaciji metalnog
iona upucuje na njegovu kataliticku ulogu, prije nego strukturnu, pri ¢emu se u katalizi ona
otpusta kako bi oslobodila vezno mjesto za supstrat.*? Nadalje, osim skra¢enog motiva 2, Mb-

SerRS (kao i ostale SerRS metanogenog tipa) posjeduje specificne sekvencijske insercije
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duljine oko 30 aminokiselina izmedu motiva 1 i 2 Sto rezultira karakteristicnim strukturnim
motivom HTH (eng. helix-turn-helix), odnosno izmedu motiva 2 i 3 (pozicije u sekvenci 394-
410) izgradnjom fleksibilnog motiva tzv. serinske om¢e (eng. serine ordering loop) (slika 3.).
Motivi HTH susjednih podjedinica homodimerne strukture se ispreplicu na nacin da motiv
HTH jedne podjedinice nalijeze na N-terminalnu i kataliticku domenu druge podjedinice
stabiliziraju¢i homodimernu strukturu preko ionskih veza s H4 uzvojnicom N-terminalne
domene. Dodatna predloZena uloga ovog motiva je sudjelovanje u pravilnom pozicioniranju
molekule tRNA na SerRS. Serinska omca sudjeluje u oblikovanju veznog dzepa aktivnog
mjesta, a time i stabilizaciji vezanog serina, odnosno odrzavanja optimalne aminokiselinske

selektivnosti.

Kataliticka domena

Slika 3. Kristalna struktura katalicke domene SerRS metanogenog tipa iz arheje M. barkeri s ionom cinka.

Strukturni motivi 1, 2 i 3 oznaceni su redom bojama: Zuto, plavo i zeleno (preuzeto i prilagodeno prema“?).

Dok je aktivno mjesto prazno, ovaj motiv strukturno je potpuno neureden, no vezanjem serina
dolazi do znac¢ajnih konformacijskih promjena koje ga dovode u neposrednu blizinu cinkovog
iona §to omogucuje kontakt GIn400 1 karbonilnog kisika serinskog supstrata (s obzirom da
pozicija GIn400 nije konzervirana, vjerojatno u drugim SerRS metanogenog tipa ovakvu
ulogu ima Arg). Vezanje nepripadne aminokiseline u aktivno mjesto stericki je nepovoljno,
budu¢i da onemogucuje postizanje aktivne konformacije serinske omce. Prema modelu
vezanja koje su razvili Bilokapi¢ i suradnici (2006) srediSnju ulogu u odredivanju veli¢ine
veznog dZepa ima Trp396 koji nalijeZe iznad serinske amino skupine u aktivnom mjestu. lako
ova pozicija nije u potpunosti konzervirana kod metanogenog tipa SerRS, dokazano je da
zamjena Trp s Phe u nekim metanogenim arhejama narusava povoljnu konformaciju vezanja
u aktivno mjesto. Za uspjesno vezanje potrebno je zadovoljiti uvjet veli¢ine veznog dzepa,

odnosno prisutnosti slobodne B-hidroksilne skupine aminokiseline. Vezanje ATP-a slijedi
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obrazac vezanja karakteristiCan za aaRS razreda II: molekula ATP-a je umetnuta izmedu
aromatskog prstena Phe351 (motiv 2) i gvanidinske skupine Arg468 (motiv 3), te stabilizirana
interakcijama s atomom Kkisika glavnog lanca Val348 (motiv 2), odnosno karboksilnom
skupinom bo¢nog ogranka Glu338 (motiv 2). 3'-hidroksilna skupina riboze uspostavlja
vodikovu vezu s Glu432, dok se 2'-hidroksilna skupina na isti nacin povezuje s karbonilnim
kisikom Phe433. Fosfati zajedno s bo¢nim lancima aminokiselinskih ostataka koordiniraju
magnezijeve ione na nacin da o- i - fosfati zajedno s bo¢nim lancima Asp416, Glu432,
Asn435 koordiniraju jedan Mg®*, dok P- i y- fosfati zajedno s bo¢nim lancima Glu338 i
Arg336 drugi Mg?*. Dodatna stabilizacija fosfata dogada se zahvaljuju¢i dodatnim vodikovim
vezama y-fosfata s amino skupinama Arg468 i Arg347, odnosno a-fosfata s Arg336. Nadalje,
vezanje serina kod metanogenog tipa znacajno je drugacije u odnosu na bakterijski tip. Serin
se u aktivnom mjestu metanogenog tipa veze na ion cinka tetraedarski koordiniran sa Cys306,
Glu355, Cys461 i molekulom vode koja tom prilikom ustupa mjesto serinskoj amino skupini.
Presudna vaznost ovih aminokiselina za efikasnu aminoacilaciju dokazana je uvodenjem
ciljanih tockastih mutacija §to je rezultiralo potpunim gubitkom enzimske aktivnosti. Dodatna
stabilizacija serinske amino skupine uspostavlja se vodikovom vezom s kisikom glavnog
lanca Ala304. Hidroksilna skupina bo¢nog ogranka serina uspostavlja vodikove veze s
Arg353 i Glu355 koji istu stabilizacijsku funkciju serina u aktivnom mjestu pokazuje i u
bakterijskom tipu SerRS.

Prema racunalnim modelima,** vezanje molekule tRNA®" na homodimer SerRS
metanogenog tipa odvija se kao 1 u bakterijskom tipu SerRS uzduz obje podjedinice
homodimera. Dugacka varijabilna oméa tRNA®® negativno nabijene okosnice interagira s

pozitivno nabijenim povrsinama uzvojnica H1 i H2 N-terminalne domene enzima.

2.3. Proteinske interakcije aaRS

Proteini svoje djelovanje u stanici ostvaruju samostalno ili u interakciji s drugim
makromolekulama, no takoder nije rijetkost da proteini u kompleksima pokazuju potpuno
drugaciju funkcijsku narav u odnosu na samostalno djelovanje. Proteinske interakcije aaRS
dogadaju se radi ostvarivanja i optimizacije translacijskih funkcija ili radi ispoljavanja

drugacijih nekanonskih funkcija koje nisu povezane s biosintezom proteina. Tako primjerice u
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arheji Methanothermobacter thermautotrophicus LeuRS veze LysRS i ProRS u stabilni
ternarni kompleks LysRS:n.LeuRS.c:ProRS (Kq = 0,3-0,9 pmol dm™) radi pojacavanja
aminoacilacijske aktivnosti LysRS i ProRS.*® Utjecaj svake pojedine aaRS na Kataliticke
karakteristike ostalih aaRS u kompleksu istrazen je u kinetickim pokusima nakon
uspostavljanja ustaljenog stanja dodavanjem, odnosno oduzimanjem komponenti kompleksa.
Jo§ ranije je pokazano®® kako nastajanje kompleksa LeuRS:ProRS znadajno pojacava
aminoacilaciju tRNA™™® povecavajuéi kataliticku efikasnost (ke / Kyv) 5 puta, dok su nova
kineti¢ka istrazivanja pokazala kako LeuRS i ProRS dodani odvojeno ili zajedno u smjesu s
LysRS utje¢u na aminoacilaciju tRNA"®. Nastajanjem kompleksa LysRS i LeuRS, Ky za
tRNA™® smanjila se 3 puta, dok je utjecaj ProRS na aktivnost LysRS bio manji, ali ipak
uoljiv (smanjenje Ky za tRNA™® oko 30 %). Formiranjem ternarnog kompleksa nije doslo
do dodatnog smanjenja vrijednosti Ky za tRNA™® od veé¢ opisanog u binarnim kompleksima,
a takoder nije zabiljezen niti kineticki utjecaj LysRS na kataliti¢ko djelovanje LeuRS i ProRS.
U istoj arheji dokumentiran je i kompleks LeuRS*’ s elongacijskim faktorom EF-1a koji se
veze na tRNA 1 usmjerava je prema ribosomu. Kineti¢ki eksperimenti pokazali su da u
prisutnosti EF-1a dolazi do trostrukog povecanja aminoacilacijske aktivnosti LeuRS, odnosno
osmerostrukog poveéanja obrtnog broja za sintezu Leu-tRNA"*. Hausmann i suradnici
(2007) predlozili su postojanje kvaternog kompleksa sastavljenog od tri aaRS (LeuRS, LysRS
i ProRS) u kojemu bi EF-1a bio vezan preko LeuRS i djelovao na poveéanje aminoacilacijske
efikasnosti aaRS u kompleksu, odnosno sudjelovao u recikliranju tRNA otpuStenih s

ribosoma. Konagno, u istom arhejskom sustavu Godini¢-Mikulgi¢ i suradnici*®*®

otkrili su
stabilni kompleks (K4 = 250 nmol dm™) ArgRS sa SerRS metanogenog tipa. U kinetickim
eksperimentima dodatkom ArgRS u smjesu SerRS i tRNA>" dokumentiran je &etverostruki
porast aminoacilacijske aktivnosti SerRS, dok u obrnutom slucaju (dodavanja SerRS) nije
zabiljezen utjecaj na aminoacilacijsku aktivnost ArgRS. Zanimljivo, najve¢e povecanje
efikasnosti aminoacilacije detektirano je u uvjetima povisene temperature i osmolarnosti, $to
se tumaci kao vid optimizacije aminoacilacije u ekstremnim uvjetima u kojima arheja zivi.
Nadalje, biofizi¢kim metodama lokalizirano je vezanje ovog kompleksa na veliku podjedinicu

ribosoma u regiji drske L7/L12 §to pogoduje brzom recikliranju molekula tRNA i povecanju

translacijske efikasnosti.
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Utjecaj nesintetaznih proteinskih elemenata u kompleksima s aaRS na efikasnost
aminoacilacije vidljiv je, osim kod spomenutog EF-la, i drugdje. U kvascu S. cerevisiae
aminoacil-tRNA-sintetazni kofaktor 1 (Arclp) uspostavlja svojom N-terminalnom domenom
interakcije s GIURS i MetRS, dok na C-kraju sadrzi tRNA-veznu regiju.’*>® U kineti¢kim
eksperimentima MetRS je u smjesi s Arclp pokazao 5 puta vecu vrijednost obrtnog broja u
odnosu na reakciju u kojoj nije bilo kofaktora. Simos i suradnici (1996) objasnjavaju utjecaj
Arclp na aminoacilaciju MetRS efikasnijim dovodenjem tRNAM® u neposrednu blizinu
MetRS. Naime, nakon sinteze nove tRNAM® u jezgri stanice ili otpustanjem s ribosoma,
Arclp je spreman vezati slobodnu tRNA i na taj nacin je dovesti relativno brzo u neposrednu
blizinu MetRS s kojom ostvaruje kompleks. Arclp takoder znacajno poveéava vezanje
tRNA®"Y na GluRS smanjujuci vrijednost konstante disocijacije kompleksa GIURS:tRNAC"
skoro 120 puta.> Sli¢no aminoacilacijsko stimuliraju¢e djelovanje pokazuje jo$ jedan kvascev
protein, Pex21p. Ovaj protein inace ukljucen u biosintezu peroksisoma, interagira s pozitivno
nabijenim produzetkom na C-kraju SerRS vjerojatno izazivajuc¢i konformacijske promjene

koje pogoduju vezanju pripadne tRNA uz blago povecanje aminoacilacijske aktivnosti

SerRS.%4°8

Osim za povecanje aminoacilacijske efikasnosti, aaRS mogu ulaziti u proteinske komplekse 1
s ciljem povecanja aminoacilacijske specifi¢nosti. Vezanje odgovaraju¢e aminokiseline na
pripadnu molekulu tRNA esencijalno je za ispravnu biosintezu proteina. AaRS kao sredisnji
enzimi u pripremi translacije razvili su razlicite strukturne i mehanisti¢ke prilagodbe kako bi
specificnost prepoznavanja 1 prijenosa odgovaraju¢e aminokiseline ostala visoko ocuvana.
Popravak pogreSaka u aminoacilaciji aaRS ostvaruju pomocu korektivnih domena dodanih
njihovoj katalitickoj srzi ili uspostavom interakcija s drugim samostoje¢im korektivnim
proteinima. Primjer takve interakcije vidljiv je u slucaju proteina ProRS i YbaK iz bakterije
Haemophilus influenzae. Za ProRS iz sve tri domene Zivota dokumentirana je sposobnost
misacilacije tRNA™™ cisteinom. Kako ProRS nije u moguénosti samostalno ispraviti pogresku,
do hidrolize pogresno sparene aminokiseline dolazi usred interakcije s YbaK. Ovaj protein je
homolog korektivhe domene ProRS koja sluzi popravljanju pogreske u slucaju pogresno
vezanog alanina na tRNA.°">° YhaK u kompleksu s ProRS deacilira Cys-tRNA™™, ali

Pro

takoder ometa novu misacilaciju tRNA"". Kompeticijski kineticki eksperimenti s YbaK 1

elongacijskim faktorom EF-Tu pokazali su kako YbaK ne moze kompetirati s EF-Tu za Cys-
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tRNA"™ §to navodi na zakljutak da se korektivno djelovanje YbaK dogada dok je u
kompleksu s ProRS, odnosno dok je Cys-tRNA™ jos uvijek vezana na ProRS.*®

Postavka kako za svaku proteogenu aminokiselinu u svakom organizmu postoji specifi¢na
aaRS, nije primjenjiva u svijetu prokariota. Vecéina bakterija, kao i sve do sada poznate arheje
ne posjeduju gene za GInRS, glavnini prokariota nedostaje AsnRS, dok ve¢ina metanogenih
arheja u svome aaRS repertoaru nema CysRS. Takoder, niti u jednoj domeni zivota do danas
nije dokumentirano postojanje SecRS.*® Medutim, efikasna biosinteza proteina u ovim
organizmima nije ugrozena stoga $to ulogu deficijentnih aaRS kompenziraju druge stanicne
aaRS relaksirane specificnosti sparuju¢i aminokiseline na nepripadne tRNA molekule.
Molekula Asn-tRNA™" u prokariotima nastaje misacilacijom tRNA™" aspartatom od strane
nediskriminiraju¢e AspRS §to dovodi do nastajanja Asp-tRNA™". U daljnjem koraku aspartat
se djelovanjem amidotransferaze GatCAB prevodi u asparagin i tako nastaje Asn-tRNA”"
% Kao §to je utvrdeno u bakteriji T. thermophilus, dovodenje misaciliranog intermedijarnog
kompleksa Asp-tRNA™" na ribosom i ugradnja pogreSne aminokiseline u nastajuci polipeptid
nije moguca stoga Sto bakterijski elongacijski faktor EF-Tu (koji usmjerava aminoaciliranu
tRNA na ribosom) ne pokazuje afinitet za vezanje na Asp-tRNA”", ve¢ samo Asn-tRNA”" %
Konacno, na primjeru iste bakterije kasnije je pokazano u eksperimentima in vivo i in vitro
postojanje ternarnog kompleksa izmedu AspRS, tRNA" i GatCAB nazvanog transamidosom
¢ija funkcija je zadrZavanje misaciliranog intermedijera sve dok Asp nije preveden u Asn.®®
Analogni biokemijski put koji ukljuuje GatCAB transamidazu naden je i kod misaciliranja
tRNA®"™ nediskriminirajuéom prokariotskom GIuRS.**®® lako u pokusima in vitro nije

dokumentiran, vjeruje se da i ovdje dolazi do formiranja transamidosoma.®®

Osim ve¢ spomenutih multi-aaRS kompleksa u kvascu i arheji M. thermautotrophicus,
udruzivanje viSe sintetaza dokumentirano je i u arheji Haloarcula marismortui gdje veéina,
ako ne i sve aaR$, sudjeluju u formiranju jednog ili eventualno dva velika kompleksa.”® Kod
arheje Methanocaldococcus jannaschii ProRS interagira s dehidrogenazom Mj1338
ukljudenom u biokemijski put sinteze metana.”* Ovaj protein takoder ostvaruje interakciju i s
LysRS, odnosno AspRS S§to otvara teoretsku mogucnost uspostavljanja veceg zajednickog
kompleksa izmedu ProRS, LysRS, AspRS i1 M;j1338 kao medijatora, koji jo§ uvijek nije

dokumentiran. U arheji Thermococcus kodakarensis metodom afinitetnog suprocis¢avanja
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(gdje je kao protein mamac upotrijebljen LeuRS) s LeuRS suprociséeno je jos 5 drugih aaRS
(LeuRS, ProRS, TyrRS, GIyRS, MetRS, CysRS) zajedno s drugim proteinima (mahom 30S
ribosomskih proteina, te zanimljivo, inicijacijskih i elongacijskih translacijskih faktora).” 1
dok u bakterijama i biljkama do danas jo$ nisu pronadeni multi-aaRS kompleksi, u stanicama
sisavaca dokazan je kompleks sastavljen od devet aaRS (LeuRS, IleRS, LysRS, ProRS,
MetRS, GInRS, GIuRS, ArgRS, AspRS) i tri nesintetazna proteina: p18, p38 i p43 koji
sudjeluju u vezanju tRNA, stabilizaciji kompleksa i nekanonskom djelovanju (slika 4.).”>™
Funkcionalna pozadina udruzivanja aaRS u multisintetazne komplekse nije u potpunosti
razjasnjena, no smatra se kako takvo okupljanje aaRS zajedno s ostalim komponenetama
translacijskog aparata dovodi do tzv. translacijskog usmjeravanja i brZze regeneracije

upotrijebljenih tRNA molekula, odnosno povecanja efikasnosti translacije. Nadalje, multi-

aaRS kompleksi mogli bi sluZziti kao svojevrstan repozitorij aaRS iz kojeg bi se one otpustale

Slika 4. Multiaminoacil-tRNA-sintetazni kompleks u stanicama sisavaca kojeg ¢ini 9 aaRS (oznaCene
jednoslovnim kraticama) i tri AIMP (eng. aaRS interacting multifunctional protein) proteina: AIMP1 (p43),
AIMP2 (p38) i AIMP3 (p18), (preuzeto iz%).

u sluGajevima kada je stanici potrebno njihovo nekanonsko djelovanje.! U korist ovakvoj
teoriji ide 1 ponaSanje neobi¢ne fuzijske sintetaze GluProRS sastavljene od katalitickih
domena GIURS i ProRS koja je dio multi-aaRS kompleksa u sisavca. Tijekom upalhog
procesa interferon IFN-y poti¢e fosforilaciju GluProRS $to dovodi do njenog otpustanja iz
multi-aaRS kompleksa i vezanje u novi heterotetramerni tzv. GAIT kompleks zajedno s
proteinom NSAPI1, ribosomskim proteinom L91 i GAPDH, koji se potom moZe vezati na
mRNA ceruloplazmina (protein uklju¢en u upalni odgovor) Sto dovodi do njegovog
translacijskog utiSavanja i modulacije upalnog procesa.16 LysRS je jos jedna sintetaza multi-

aaRS kompleksa koja takoder pokazuje raznovrsna nekanonska djelovanja: sintetizirajuéi
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alarmone (primitivne glasnicke molekule koje nastaju u okolnostima kada aaRS aminoacil-
adenilat ne prenose na tRNA, ve¢ ga s pirofosfatom vezu u oligofosfatni spoj Ap,A), djelujuéi
kao citokin u modulaciji upalnog odgovora, medijator stani¢ne smrti, odnosno sudjelujuci u

sklapanju virusnih Cestica HIV-1."°

Drugacdija vrsta velikog makromolekularnog kompleksa u stanicama sisavaca u kojemu za
razliku od aaRS kompleksa sudjeluje samo jedna aaRS uspostavljaju¢i istovremeno niz
interakcija s drugim nesintetaznim elementima dokumentirana je u slucaju kompleksa ValRS i
"teze" varijante elongacijskog faktora EF-1, tzv. EF-1H koju ¢ine podjedinice EF-1a, EF-18,
EF-1yiEF-13."

2.4. Lokalizacija aminoacil-tRNA-sintetaza u stanici

Katalicka uloga aaRS u translaciji podrazumijeva njihovu lokalizaciju u kloroplastima,
mitohondrijima i citosolu. Citosolne i organelne varijante aaRS kodiraju geni smjesteni u
jezgri, biosinteza se odvija na ribosomima u citoplazmi, a unos u organele mogu¢ je
zahvaljujuéi signalnim sljedovima na N-kraju proteina. Biljni proteini mogu posjedovati
signalne sekvence koje ih upucuju ili samo u kloroplaste ili samo u mitohondrije, odnosno
one koje i1m omogucuju dualnu lokalizaciju u kloroplastima 1 mitohondrijima.
Sekvenciranjem citavog genoma biljnog organizma A. thaliana pronadeno je 45 gena
smjestenih u jezgri koji kodiraju za aaRS, dok niti jedan gen za aaRS nije pronaden u genomu
kloroplasta i mitohondrija. Za veéinu aaRS postoje 2 gena (GluRS, HisRS, IleRS, LysRS,
MetRS, ProRS, SerRS, TrpRS, GIyRS, ValRS, AlaRS, LeuRS, ArgRS), neke aaRS su
kodirane s 3 gena (PheRS, AsnRS, CysRS, AspRS, TyrRS, ThrRS), dok je dokumentiran
samo jedan slucaj gdje jedan gen kodira jednu vrstu aaRS (GInRS). Od ukupno 45 proteina,
21 je iskljucivo lokaliziran u citosolu. Dva (od ¢ega 1 samo potencijalno) pokazuju isklju¢ivo
kloroplastnu lokalizaciju, dok nije dokumentirana isklju¢ivo mitohondrijska lokalizacija. Cak
17 aaRS pokazuje dualnu lokalizaciju, od ¢ega je 13 lokalizirano u mitohondrijima i
kloroplastima, 4 su lokalizirana u citosolu i mitohondrijima, a 1 je naden i u organelima i

citoplazmi.”
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Tablica 2. Broj gena koji kodiraju za razli¢ite aaRS, te broj razli¢itih varijatni iste vrste aaRS, kao i njihova

lokalizacija u stanici biljke A. thaliana (preuzeto i prilagodeno iz"®).

Broj gena koji Broj razlic¢itih varijanti iste vrste

kodiraju za aaRS i njihova lokalizacija u stanici
razlicite vrste
aaRS

GIURS, HisRS, lleRS, LysRS, MetRS, ProRS, SerRS, TrpRS 1C, 1 M-K
GIyRS, ValRS 1C-M, 1 M-K
2 AlaRS 1C-M-K, 1 M-K
LeuRS 1C-M, 1K
ArgRS 1-C(?), 1 C-M-K(?)
PheRS 1 heterotetramerni (022) C, 1 M-K
3 AsnRS, CysRS, AspRS, TyrRS 2 C (paralozi), 1 M-K
ThrRS 1C,1C-M, 1 M-K
1 GInRS 1 C, 1 M-K GatCAB amidotransferaza

Lokalizacija - C: citoplazma, M: mitohondriji, K: kloroplasti

Interakcija aaRS i molekule DNA uo&ena je veé kod AlaRS iz bakterije E. coli”® koja se tamo
veze na palindromske sljedove u neposrednoj blizini pocetnog mjesta transkripcije vlastitog
gena reprimirajuci tako njegovu ekspresiju. Alanin potice jace vezanje AlaRS na DNA ¢ime
je 1 ucinak represije veci. U eukariotskih organizama s jezgrom dokumentirano je kako
razliiti proliferativni signali (inzulin, EGF (eng. epidermal growth factor), PDGF (eng.
platelet-derived growth factor)) dovode do lokalizacije humane MetRS u jezgri, gdje u
jezgrici MetRS stimulira biogenezu rRNA® kao dio priprema za predstojeéu stani¢nu diobu.
Vec¢ ranije spomenuti nesintetazni protein Arcl iz kvaS€¢evog kompleksa GluRS:Arcl:MetRS
osim uloge u pojacavanju aminoacilacije, takoder sudjeluje 1 u regulaciji stani¢ne lokalizacije
GIuRS i MetRS. Kada je uspostavljen ternarni kompleks, obje aaRS su lokalizirane samo u
citoplazmi; s druge strane, inhibicijom uspostave kompleksa zamije¢ene su znacajne kolicine
GIURS i MetRS u jezgri.®® Jos jedna pretpostavljena uloga aaRS u jezgri je kontrola
funkcionalne ispravnosti novosintetiziranin molekula tRNA. Ove molekule prije prolaska
kroz jezgrinu ovojnicu 1 otpuStanja u citoplazmu prolaze niz modifikacija koje ukljucuju
uklanjanje suvi$nih sekvenci na 5'- i 3'-krajevima, izrezivanje introna, modifikaciju nukleotida
i dodavanje slijeda CCA na 3'-kraj. Ukoliko je proces "sazrijevanja" tRNA molekula uspjesno
zavrSen, aaRS bi trebale mo¢i vezati odgovarajuéu aminokiselinu na pripadnu tRNA
molekulu i na taj na¢in provesti provjeru funkcionalnosti dok je molekula tRNA jo$ uvijek
unutar jezgre u dohvatu modificiraju¢ih enzima. U istrazivanjima na oocitama iz Xenopus
leavis koriStenjem radioaktivno obiljeZenih molekula tRNA dokazana je specifi¢na nuklearna
aminoacilacija sedam razligitih vrsta tRNA (za Ala, Asp, Leu, Lys, Met i Tyr).?? Nadalje,

pokazano je kako inhibicija aminoacilacije u slu¢aju tRNA™" i tRNA®" (koridtenjem tirozin
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sulfamoil adenozina (Tyr-AMS), odnosno Asn-AMS, snaznih inhibicijskih kompetitora Tyr-
AMP i Asn-AMP intermedijera) zna¢ajno smanjuje prijenos tRNA™" i tRNA™" iz jezgre u
citoplazmu, iako ga ne zaustavlja u potpunosti. Moguénost nuklearnog "nakupljanja" aaRS
primjecena je i u kvascu S. cerevisiae na primjeru TyrRS.%3# Jezgreni TyrRS (Tyslp) sadrzi
nuklearnu lokalizacijsku sekvencu (NLS) koja mu omogucuje ulazak u jezgru. Uvodenjem
mutacija u ovu regiju kataliticka efikasnost enzima nije bitno narusSena, ali dolazi do
smanjivanja Tyslp proteina u jezgri, te do znacajnog pada transporta tRNA™" iz jezgre u
citoplazmu. Zanimljivo je ipak Sto i ovdje kao i u prethodnom primjeru dolazi do izlaska

neaminoaciliranih tRNA iz jezgre i to nikako ne umanjuje vijabilnost stanica.

NLS pronaden je takoder i u SerRS kraljesnjaka (od riba do ljudi), gdje dokazano sudjeluje u
dodatnu UNE-S domenu u ¢ijoj se sekvenci moze identificirati visoko konzervirani bipartitni

NLS sastavljen od dva niza lizina odvojenih drugim aminokiselinama (slika 5.). Vaznost
NLS, odnosno pojedinih lizina za ulazak u jezgru dokazana je mutacijskim analizama humane
SerRS. U slucajevima kada je mutacijama izazvano djelomi¢no (A482-514) ili potpuno
(A470-514) uklanjanje NLS-a, lokalizacija SerRS u jezgri humanih stanica HEK 293T (eng.
human embryonic kidney cells) nije detektirana. Takoder, zamjena lizina u bipartitnom
signalu alaninima znacajno je smanjila unos SerRS u jezgru na nacin da se efekt povecavao
kako se povecavao broj zamijenjenih lizina (zamjena K493A dovela je do blagog smanjenja
nuklearne distribucije SerRS, dok je zamjena K482A/K485A/K493A znacajno utjecala na
smanjenje).®> Prema western-hibridizacijskim analizama udio ukupne stani¢ne humane SerRS
u jezgri iznosi oko 10 %, gdje sudjeluje u regulaciji ekspresije gena vegfa §to je opisano

ranije.

TyrRS je jo$ jedna humana aaRS sa sposobnosc¢u ulaska u jezgru stanice. Njezin NLS ujedno
je i tRNA-vezno mjesto (242 KKKLKK 247),** te je ulazak u jezgru mogué¢ samo kada na
nju nije vezana molekula tRNA. U jezgri sudjeluje u aktivaciji transkripcijskog faktora E2F1
¢ime se pojacava ekspresija gena poput BRCA1 i RADS51 koji kodiraju za proteine koji
sudjeluju u zastiti molekule DNA od oSteCenja. U pokusima na organizmu Danio rerio

uoCeno je kako ulazak TyrRS u jezgru stiti od dvostrukih lomova DNA izazvanih UV
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zra¢enjem, buduci da se nakon blokiranja transporta TyrRS u jezgru, broj dvostrukih lomova

‘o o 133
DNA znacajno povecao.

tRNA vezna domena Aminoacilacijska domena LE-S
NLS

Kraljesnjaci

] 378 383 470 482 494 514
H.sapiens DLEAWFP | FVKPAPIEQEPSKKQKKQHEGSKKKAAARDVTLENRLQONMEVTDA.
M.musculus DLEAWFP | FVKPAPIDQEPSKKQKKQHEGSKKKAKEVPLENQLQSMEVTEA. . .
R.norvegicus DLEAWFP | FVKPAPIDQEPSKKQKKQHEGSKKKAKEVTLENQLONMEVTEA. ..
X.laevis DLEAWFP | FVKPAPIDQELSKKQKKQQOERGKKTENCGLDSQMENMNVNSA. ...
D.rerio DLEAWFP | FVKPAPIDQETTKKQKKQOEGGKKKKHQGGDADLENKVENMSVNDS

Beskraljesnjaci
D.melanogaster
T.brucei
S.cerevisiae
P.horikoshii
T.thermophilus

Slika 5. Prikaz aminokiselinskog slijeda jedinstvene dodatne UNE-S domene na C-kraju SerRS kod razliéitih
vrsta kraljeSnjaka. Plavom bojom su oznafeni visoko ocuvani sljedovi koji odgovaraju nuklearnom

lokalizacijskom signalu koji omoguéuje ulazak SerRS iz stanica sisavaca u jezgu (preuzeto i prilagodeno iz °).

2.5. Abioticki stres i biljne aminoacil-tRNA-sintetaze

Utjecaj okoline na biljni organizam ocituje se kroz interakciju biljaka s drugim organizmima
(bioticki utjecaj), odnosno kroz djelovanje raznovrsnih abioti¢kih ¢imbenika. Nepovoljan
utjecaj temperature, hidracije, saliniteta, nedovoljna aeracija, povec¢ana koncentracija teskih
metala u tlu, nepovoljno osvjetljenje, radioaktivnost, djelovanje herbicida, mehanicko
ozljedivanje 1 drugi nezivi utjecaji dovode biljni organizam u stanje abiotickog stresa. Biljke
stres mogu ili izbjegavati prezivljavanjem u fizioloski neaktivnom stanju u obliku sjemena ili
se reverzibilno prilagodavati novonastalim uvjetima. Prilagodavanje na stresne uvjete okoline
podrazumijeva promjene u transkriptomu, proteomu i metabolomu stanice, te se odvija u
nekoliko faza: u inicijalnoj fazi uslijed pojave stresnih utjecaja razina tolerancije na stres
biljnog organizma opada, dolazi do akutnog oSte¢enja biljnog tkiva, da bi u iducoj
aklimatizacijskoj fazi nakon pokretanja obrambenih mehanizama, tolerancija ponovno rasla

do uspostave nove homeostaze. Slijedi faza u kojoj biljka nastoji odrzavati utjecaje stresora
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Sto manjima, odrzavajuci toleranciju na stres stalnom. Ukoliko je utjecaj stresora dugotrajan
dolazi do iscrpljivanja fizioloskih resursa biljnog organizma uz smanjivanje tolerancije na
stres Sto za biljni organizam moze biti fatalno. Prestankom djelovanja stresnog podrazaja
ovisno o opsegu nastalog oStecenja dolazi do faze oporavka. Za svaku od navedenih faza
primijecen je drugaciji sastav proteoma: u inicijalnoj fazi dolazi do pojacane sinteze proteina
ukljucenih u signalne puteve aktivirane stresom, odnosno ukljucene u oksidacijski stres. U
aklimatizacijskoj fazi de novo se biosintetiziraju proteini ukljuceni u zastitu od stresa (kao i
drugi spojevi poput antioksidansa, osmoprotektanata i dr.). Fazu oporavka karakterizira

razgradnja prethodno proizvedenih zatitnih spojeva.®®

AaRS mogu biti ukljuene u odgovor organizma na stres posredno sintezom primitivnih
glasnika tzv. Alarmona,®’ dinukleozid 5',5" -P* P"-oligofosfatnih spojeva, Np,N' (gdje N i N’
predstavljaju 5'-O-nukleozide, a n oznacava broj fosfatnih skupina u oligofosfatnom lancu
koji povezuje dva nukleozidna ostatka) ili direktno (Spomenuto ranije na primjeru animalnih
aaRS). Alarmone sintetiziraju odredene transferaze i ligaze (medu kojima i neke aaRS),
takoder i luciferaza, a dokumentirani su u bakterijama, kvascu i 2iV0‘[injarna.88 U skupini
biljnih aaRS do sada je utvrdena sposobnost sinteze diadenozinskih tetrafosfatnih spojeva
(Ap4A) jedino za SerRS i PheRS iz Lupinus luteus.®® Obje sintetaze su u pokusima in vitro
proizvodile spoj ApsA uslijed deficita pripadnih tRNA molekula, dok je za uspjeSnu sintezu
ApsA PheRS nuzno trebala i cink za koji je poznato da ima sposobnost inhibirati kanonsku
aminoacilaciju tRNA™™. Medutim, 0 samom mehanizmu djelovanja alarmona u biljkama ne
zna se mnogo. Pietrowska-Borek i suradnici® istraZivali su signalno "alarmirajuée" djelovanje
egzogenih ApsA i ApsA u biljci A. thaliana, spojeva koji se u visSim biljkama vjerojatno
nakupljaju uslijed stresa izazvanog teSkim metalima. Kako teski metali u biljkama stimuliraju
sintezu razlicitih flavonoida i lignina za koje se smatra da imaju antistresno djelovanje,” ova
skupina autora Zeljela je istraziti hoce li se dodavanjem egzogenih ApsA i ApsA promijeniti
aktivnost fenilpropanoidnog metaboli¢kog puta u kojemu dolazi do sinteze flavonoida i
lignina. Nasadivanjem sedmodnevnih klijanaca A. thaliana na hranjivu podlogu u koju su bili
dodani egzogeni ApsA i ApsA u mikromolarnim koncentracijama doslo je do pojacane genske
ekspresije i enzimske aktivnosti za fenilalanin-amonij-lijazu (FAL) i 4-kumarat-koenzim A-
ligazu (4CL), enzima spomenutog metabolickog puta §to je jasno ukazalo na signalnu ulogu

Ap,A spojeva u stresu. Nadalje, kako je pokazano na primjeru SerRS iz A. thaliana® i
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proteinu slicnom LysRS iz rajéice®, teski metali mogu utjecati na promjenu koncentracije
aaRS u biljnom organizmu. U prvom primjeru, Sarry i suradnici (2006) izlagali su suspenzije
stanica A. thaliana kroz 24 sata razli¢itim koncentracijama CdCl, (od 0 - 200 umol dm™) na
dva razli¢ita hranjiva medija (Murashige 1 Skoog (MS), te Gamborg B5 (GBY)).
Kombinacijom 2D-poliakriamidne elektroforeze i spektrometrije masa iz uzorka ukupnih
proteina stanice izdvojili su i identificirali one kojima se koncentracija u stanici znacajno
promijenila u prisutnosti kadmija. Dodatnim northern-hibridizacijskim i RT-PCR analizama
za pojedine proteine utvrdene su i promjene na razini transkripcije. Reakcija stanica na stres
izazvan kadmijem ocitovala se u povecanju koncentracije Sirokog raspona enzima ukljuc¢enih
u bazi¢ni energetski metabolizam, proteolizu, antioksidacijsku zastitu, konac¢no i biosintezu
proteina. Jedina aaRS za koju je dokumentirano poveéanje koncentracije (1,9 puta u odnosu
na kontrolu) na obje hranjive podloge (MS i GBS) bila je SerRS. U drugom slu¢aju Giritch i
suradnici (1997) istrazivali su promjene genske ekspresije ovisne o promjeni koncentracije
zeljeza u mutantu rajcice (Lycopersicon esculentum, chloronerva). S obzirom da ovaj mutant
nema funkcionalnu regulaciju homeostaze Zeljeza mehanizmi kompenzacije su neprestano
aktivirani §to dovodi do prekomjernog nakupljanja ne samo Zeljeza, ve¢ i ostalih teSkih metala
(bakra, cinka, mangana) u razli¢itim biljnim organima, a posljedicno tome i specificnog
fenotipa karakteriziranog usporenim rastom, pojavom kloroze mladih listova (promjena
koloracije lisne mase), te morfoloskim promjenama korijena (ekstenzivno grananje, bubrenje
vr§kova). Analizom c¢DNA uzoraka dobivenih iz mutiranih biljaka i biljaka divljeg tipa
uocena je diferencijalna nadekspresija gena u stanicama korijena mutanta u odnosu na divlji
tip koji kodira za protein visoke sekvencijske slicnosti prokariotskoj 1 eukariotskoj LysRS.
Otprije je poznato kako nakupljanje metalnih iona u korijenu biljaka s nefunkcionalnom
regulacijom homeostaze Zeljeza dovodi do nastajanja slobodnih radikala,”* te je razumna
pretpostavka kako protein slican LysRS u korijenu vjerojatno sudjeluje u antioksidativnoj
zastiti, iako mehanizam djelovanja nije poznat. Sli¢an primjer dokumentiran je u E. coli gdje
su prisutne dvije varijante enzima LysRS: varijanta kodirana konstitutivno eksprimiranim
genom lysS, te varijanta kodirana genom lysU kojeg povremeno aktiviraju osim odredenih
nutrijenata i razli¢ite vrste stresora (toplinski Sok, niski pH i anaerobni uvjeti).gz'94 Zanimljivo
je da ova druga varijanta bakterijskog enzima inducirana stresom ima mogucénost proizvoditi

95,96 §

ApsA i Ap,A signalne molekule to razjasnjava njenu inicijalnu ulogu u stresu.
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§ 3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Standardne kemikalije

Aceton (Kemika), acetonitril (Sigma), agar (Sigma), agaroza (Sigma), akrilamid (Sigma),
amonijev aceteat (Kemika), amonijev hidrogenkarbonat (Sigma), amonijev klorid (Kemika),
ampicilin (Sigma), amonijev peroksodisulfat (APS) (Sigma), 5-brom-4-klor-hidroksiindolil-f-
D-galaktopiranozid (X-gal) (Sigma), cinkov Klorid (Kemika), 1,4-bis(4-metil-5-fenil-2-
oksazolil)benzen ~ (POPOP)  (Calbiochem),  2,5-difeniloksazol  (PPO)  (Merck),
dietilpriokarbonat (DEPC) (Sigma), ditiotreitol (DTT) (Sigma), etanol (Kemika), ekstrakt
kvasca (BD Difco), etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) (Kemika), etilenglikoltetraoctena
kiselina (EGTA) (Sigma), fenilmetilsulfonil-fluorid (PMSF) (Sigma), fenol (Kemika), fiksir
(Kodak), gentamicin (Sigma) glicin (Sigma), glicerol (Kemika), guanidin hidroklorid (Sigma),
imidazol (Sigma), izopropil-B-tiogalaktozid (IPTG) (Sigma), jodoacetamid (Sigma), kalcijev
karbonat (Sigma), kalcijev klorid (Kemika), kalijev acetat (Kemika), kalijev bikromat
(Kemika), kalijev hidrogenfostat (Kemika), kalijev dihidrogenfostat (Kemika), kalijev
hidroksid (Kemika), kanamicin (Sigma), kloridna kiselina (Kemika), kloramfenikol (Sigma),
kloroform (Kemika), litijev acetat (Kemika), magnezijev acetat (Kemika), magnezijev klorid
(Kemika), manitol (Sigma), B-merkaptoetanol (Sigma), metanol (Kemika), natrijev hidroksid
(Kemika), N,N'-metilenbisakrilamid (Sigma), N-(2-hidroksietil)piperazin-N'-2-etansulfonska
kiselina (Hepes) (Sigma), 2-(N-morfolino)etansulfonska kiselina (MES) (Sigma), natrijev
citrat (Sigma), natrijev dodecilsulfat (SDS) (Sigma), natrijev hidroksid (Kemika), natrijev
klorid (Kemika), octena kiselina (Kemika), polietilenglikol 3350 (Sigma), N,N,N,'N'-
tetrametiletildiamin (TEMED) (Sigma), nitratna kiselina (Kemika), spermidin (Sigma),
razvija¢ (Kodak), srebrov nitrat (Sigma), streptomicin (Sigma), toluen (Kemika), trifluoroctena
kiselina (Kemika), trikloroctena kiselina (Kemika), tripton (BD Difco), Tris(hidroksimetil)-
aminometan (TRIS) (Sigma), Tween 20 deterdzent (Sigma), Yeast nitrogen base without

amino acids (Difco).
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3.1.2. Aminokiseline i nukleotidi

Adenin hemisulfat (Sigma), adenozin trifosfat (ATP) (Sigma), dNTP smjesa (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) (Sigma), aspartat (Serva), arginin hidroklorid (Serva), fenilalanin (Serva),
histidin hidroklorid monohidrat (Serva), izoleucin (Serva), leucin (Serva), lizin hidroklorid
(Serva), metionin (Serva), tirozin (Serva), treonin (Serva), triptofan (Serva), uracil (Serva),

valin (Serva).

Oligo dT i random-primed cDNA knjiznice pripremljene su na temelju mRNA izoliranih iz
Klijanaca biljke A. thaliana, te su kao i sojevi kvasca dobiveni ljubaznos$¢u prof. dr. sc.

Wolfganga Werra i dr. sc. Pascala Reisewitza (University of Koeln, Germany).

Pocetnice koriStene u reakcijskim smjesama narucene su od komercijalnih dobavljaca

(Sigma, Macrogen, Integrated DNA technologies).

3.1.3. Boje

Bromfenol plavilo (Serva), Coomassie Brilliant Blue R-250 (Merck), 4',6-diamidino-2-
fenilindol (Sigma), etidijev bromid (Boehringer Mannheim), ksilencijanol fluorofosfat
(XCFF) (Serva), Ponceau S (Sigma), 647-NT Red dye (Nanotemper).

3.1.4. Enzimi i ostali proteini

Albumin govedeg seruma (BSA) (NEB), BP klonaza (Life technologies), celulaza R10
(Sigma), DNaza | (Promega), DNA jednolancana iz sperme lososa (Sigma), kozja poliklonska
antitijela za glutation-S-transferazu (General Electrics), lizozim (Sigma), LR klonaza (Life
technologies), macerozim R10 (Sigma), misja monoklonska antitijela za GAL4 DNA veznu
domenu (Santa Cruz), misja monoklonska antitijela za (His)s-privjesak (Roche), pfu DNA-
polimeraza s odgovaraju¢im puferom (Thermo), reverzna transkriptaza Superscript 111 (Life
technologies), RNaza A (Thermo), RNase out inhibitor RNaza (Life technologies), RNasin
inhibitor RNaza (Promega), Taq DNA-polimeraza s odgovaraju¢im puferom (Thermo), T4
DNA-ligaza (Thermo), ukupna tRNA iz E.coli (Sigma), ukupna tRNA iz S.cerevisiae
(Thermo).

Mario Kekez Doktorska disertacija



§ 3. Materijali i metode 25

3.1.5. Hranjive podloge
3.1.5.1. Hranjive podloge za bakterije

Luria-Bertani (LB) teku¢a hranjiva podloga: 10 g dm™ tripton, 5 g dm™ ekstrakt kvasca, 10 g
dm™ NaCl. LB kruta hranjiva podloga: 10 g dm™ tripton, 5 g dm™ ekstrakt kvasca, 10 g dm™
NaCl, 15 g dm™ agar.

Podloge su autoklavirane 18 minuta na 121 °C, a nakon hladenja dodani su antibiotici:
ampicilin do kona¢ne koncentracije 0,1 mg mL™ , gentamicin do konaéne koncentracije 0,01
mg mL™* , kanamicin do konac¢ne koncentracije 0,05 mg mL? , kloramfenikol do konacne

koncentracije 0,025 mg mL™ i strepotmicin do kona¢ne koncentracije 0,01 mg mL™ .

3.1.5.2. Hranjive podloge za kvasce

YPD, YPDA- kompletna tekuéa hranjiva podloga za uzgoj kvasaca: 20 g dm™ tripton,

10 g dm™ kvasgev ekstrakt, 30 mg dm™adenin hemisulfat , 20 g dm™ glukoza.

YPD, YPDA- kruta hranjiva podloga: 20 g dm™ tripton, 10 g dm™ kvastev ekstrakt, agar
20 g dm™, adenin hemisulfat 30 mg dm™, 20 g dm™ glukoza.

DO- (eng. drop-out solution) 10 x koncentrirana otopina: 200 mg dm™ arginin hidroklorid,
300 mg dm™ izoleucin, 300 mg dm™ lizin hidroklorid, 500 mg dm?® fenilalanin,

2000 mg dm™ treonin, 300 mg dm tirozin, 1500 mg dm™ valin.

Zasebno su pripremljene 10 x koncentrirane otopine aminokiselina 1 suplemenata:
200 mg dm™ adenin hemisulfat, 200 mg dm™ histidin hidroklorid monohidrat, 1000 mg dm

leucin, 200 mg dm™ metionin, 200 mg dm triptofan, 200 mg dm uracil.

SD- (eng. single drop-out medium) minimalna hranjiva podloga za uzgoj kvasaca: 6,7 g dm™
Yeast nitrogen base without amino acid, 20 g dm™ glukoza, 20 g dm™ agar (za krute hranjive
podloge), 10 % (v/v) 10x koncentrirane otopine DO, 10 % (v/v) 10x koncentrirane otopine
odgovarajuc¢e aminokiseline i suplementa koji nisu dio DO otopine.

Sve otopine su autoklavirane 15 minuta na 121 °C.
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3.1.5.3. Hranjive podloge za biljke

Murashige i Skoog (MS) hranjiva podloga: 4,4 g dm™® MS smjesa s dodanim vitaminima i

MES puferom (Duchefa), 20 g dm™ saharoza, 6 g dm™ agar (za krute hranjive podloge).

U eksperimentima s abiotickim stresorima MS hranjiva podloga suplementirana je s KCI (do
konagne koncentracije 50 mol dm™), manitolom (do konacne koncentracije 100 mol dm™) ili

NacCl (do konac¢ne koncentracije 50 mol dm'3).

Svim otopinama pH je namjesSten na 5,7 pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su autoklavirane

18 minuta na 121 °C.

3.1.6. Kromatografske kemikalije, kolone, membrane i filmovi

Celulozna membrana za dijalizu (Sigma), centrikoni Amicon Ultra centrifugal filters
(Millipore), film za western-hibridizacijsku analizu Carestream biomax XAR (Kodak),
filtracijski sustav Corning bottle-top vacuum filter system 0,2 um celuloza acetat (Sigma),
filteri s promjerom pora 0,2 pm celuloza acetat (GE Healthcare), filter papir Whatman 3MM
(GE Healthcare), Glutation-S-transferaza agaroza (GST) (GE Healthcare), kolone za gel
filtraciju Superdex 200 10/300 i Superdex 75 10/300 (GE Healthcare), kolone za ionsku
izmjenu MonoQ 10/10 i MonoS 10/10 (GE Healthcare), najlonski filter 35-75 um Myracloth
(Calbiochem), Ni-NTA agaroza (Qiagen).

3.1.7. Komercijalni kompleti

Komplet za detekciju proteina u western-hibridizacijskoj analizi LumiGLO (KPL), komplet za
izolaciju plazmidne DNA iz bakterijskih stanica QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen),
komplet za izolaciju mMRNA Dynabeads Oligo (dT)ss (Life Technologies), komplet za
procis¢avanje PCR produkata QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), komplet za

kvantitativnu lan¢anu reakciju polimeraze LightCycler 480 SYBR green Master | (Roche).
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3.1.8. Markeri velicine

1kb DNA marker (NEB), Lambda DNA Hindlll Digest (Sigma), Precision Plus Protein
Standards (Bio-rad).

8,454 —
7.242 —

95
27
24
21

97

38

29

25

a) b) c) d)

Slika 6. DNA markeri veli¢ine koristeni u ovom radu a) MassRuler DNA Ladder Mix® b) 1
DNA-Hindlll Digest''’ c) 1 kb DNA Ladder'*" d) 100 bp DNA Ladder*"’

3.1.9. Radioaktivno obiljezeni spojevi

[“C]serin (Perkin Elmer)

3.1.10. Sojevi i plazmidi
3.1.10.1. Bakterija Escherichia coli

BL21 (F- ompT hsdSg (rg-mg-) gal dcm (DE3) (Novagen): bakterijski soj za nadekspresiju
gena kloniranih u vektore pET sustava (sadrze T7 promotor). Gen za T7-RNA-polimerazu dio
je bakteriofaga ADE3 koji je integriran u bakterijski genom. Transkripcija ovog gena
regulirana je lacUV5 promotorom kojeg je moguce inducirati dodavanjem IPTG-a. Vecina
proteazne aktivnosti u bakterijama ovog soja sprijeena je mutacijama gena lon i ompT Sto

onemogucuje proteolitiC¢ku razgradnju proteina prilikom proéiéc’avanja.97
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DHS5a0. (supE44 AlacU169 (@80 lacZ) AM15) hsdR17 recAl gyrA96 thil relAl) (Novagen):
bakterijski soj za kloniranje i replikaciju rekombinantnih plazmida. Mutacija gena recAl
onemogucuje homolognu rekombinaciju §to pojacava stabilnost rekombinirane DNA.
Mutacijom endonukleaze | (gen endAl) onemoguéena je nespecifiéna razgradnja DNA, dok
mutacija ®80 lacZ AM15 omoguéuje a-komplementaciju s amino-krajem B-galaktozidaze
kodirane pUC vektorima.”’

pDONR207 (Life Technologies): ulazni vektor u tzv. gateway kloniranju koje se temelji na
unoSenju strane DNA u vektore djelovanjem rekombinaza. Sadrzi gen za rezistenciju na
gentamicin, te u kazeti omedenoj attP regijama gene za rezistenciju na kloramfenikol i ccdB
protein-inhibitor giraze. Buduc¢i da se prilikom rekombinacije ova kazeta zamjenjuje
heterolognom DNA, uspjesnost rekombinacije moguce je utvrditi direktno pra¢enjem rasta

bakterija na podlogama s kloramfenikolom.*®

PET28b (Novagen): plazmid za nadekspresiju rekombinantnog proteina pod kontrolom
inducibilnog promotora T7lac s kanamicinskom rezistencijom i malim brojem kopija. Sluzi za
dobivanje rekombinantnog proteina s heksahistidinskim privjeskom na N- ili C-kraju radi

pro¢is¢avanja afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi.”

pPpGEX-6P-1/ pGEX-6P-2 (GE Healthcare): plazmidi za nadekspresiju rekombinantnog
proteina pod kontrolom inducibilnog promotora tac s ampicilinskom rezistencijom i niskim
brojem kopija. Sluze za dobivanje rekombinantnog proteina s GST-privjeskom na N-kraju

proteina radi pro&ii¢avanja afinitetnom kromatografijom na GST-agarozi.'®

pPROEX Htb (Life Technologies): plazmid za nadekspresiju rekombinantnog proteina pod
kontrolom inducibilnog promotora trc s ampicilinskom rezistencijom i niskim brojem kopija.
Sluzi za dobivanje rekombinantnog proteina s heksahistidinskim privjeskom na N-kraju

proteina radi prociS¢avanja afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi.”®

3.1.10.2. Kvasac Saccharomyces cerevisiae

AH109 (MATa, trp 1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his-200, gal44, gal80A4, LYS2 : : GALI yas -
GAL1tata -HIS3, GAL2yas -GAL2tatA -ADE2 URAS : : MEL1yas -LacZ MELl) (ClontECh):
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soj dizajniran za detekciju proteinskih interakcija metodom kvascevih dvaju hibrida (eng.
yeast two-hybrid (Y2H)), pri ¢emu se uslijed pozitivne interakcije aktiviraju geni izvjestitelji
HIS3, ADE2, MEL1, LacZ sto kvascu omogucuje prezivljavanje na selektivnim hranjivim

podlogama.'®*

Y187 (MATo, URA3-52, HIS3-200 ade2-101, trpl-901, leu2-3, 112, gal4A, gal804, met-,
URA3 : : GALlyas -GALltata-LacZz MEL1L) (Clontech): soj dizajniran za detekciju
proteinskih interakcija metodom Y2H. Sadrzi gene izvjestitelje MEL1, Lacz.'™*

pPAD-GAL4-2.1 (Agilent Technologies) plazmid za nadekspresiju rekombinantnog proteina u
kvascu pod kontrolom konstitutivno aktivhog promotora ADH1 s ampicilinskom
rezistencijom u bakterija, nutritivnim markerom LEU2 kod kvasaca, te niskim brojem kopija.
Sluzi dobivanju fuzije rekombinantnog proteina i aktivacijske domene GAL4 (GAL4 AD) na

njegovom N-kraju.*®

pBD-GAL4 Cam (Agilent Technologies) plazmid za nadekspresiju rekombinantnog proteina
u kvascu pod kontrolom konstitutivno aktivnog promotora ADH1 s kloramfenikolskom
rezistencijom u bakterija, nutritivnim markerom TRP1 kod kvasaca, te niskim brojem kopija.
Sluzi dobivanju fuzije rekombinantnog proteina i GAL4 DNA-vezne domene (GAL4 DNA

BD) na njegovom N-kraju.'%

pPpGADT7 AD (Clontech): plazmid za nadekspresiju rekombinantnog proteina u kvascu pod
kontrolom konstitutivno aktivnog promotora ADH1 s ampicilinskom rezistencijom u
bakterija, nutritivnim markerom LEU2 kod kvasaca, te niskim brojem kopija. Sluzi dobivanju
fuzije rekombinantnog proteina i GAL4 aktivacijske domene (GAL4 AD) na njegovom N-
kraju. Uloga GAL4 AD je dvojaka- sadrzi SV40 nuklearni lokalizacijski signal (SV40 NLS1)
Sto fuzijskom proteinu omogucuje ulazak u jezgru, te u neposrednoj blizini GAL4 DNA-
vezne domene (GAL4 BD) sudjeluje u aktivaciji promotora gena izvjestitelja. Linkerska
regija izmedu GAL4 AD i rekombinantnog proteina sadrzi hemaglutininski epitop radi lakse

detekcije fuzijskog proteina antitijelima.’®*

pGBKT?7 (Clontech): plazmid za nadekspresiju rekombinantnog proteina u kvascu pod

kontrolom konstitutivno aktivnog promotora ADH1 s kanamicinskom rezistencijom u
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bakterija, nutritivnim markerom TRP1 kod kvasaca, te niskim brojem kopija. Sluzi dobivanju
fuzije rekombinantnog proteina i GAL4 vezne domene (GAL4 DNA BD) na njegovom N-
kraju. U jezgri stanice kvasca GAL4 DNA BD se veZze na promotrosku regiju gena

izvjestitelja, te u neposrednoj blizini GAL4 AD djeluje kao transkripcijski aktivator.'®*

3.1.10.3. Biljka Arabidopsis thaliana

U istrazivanjima su koriStene biljke A. thaliana (ekotip Columbia) divljeg tipa i transgeniéne
koje nadeksprimiraju SerRS-TAP, odnosno GFP-SerRS (transgeni¢ne biljke su dobivene

ljubaznosc¢u dr. sc. Natase Bauer).

pB7FWG2.0 (Plant System Biology, Universiteit Gent): ciljni gateway vektor za
nadekspresiju fuzije zelenog fluorescentnog proteina na C-kraju rekombinantnog proteina u
biljkama. Sadrzi gen za zeleni fluorescentni protein, streptomicinsku rezistenciju, te

konstitutivni promotor 35S ispred kazete koju omeduju regije attR.'*

pB7WGF2.0 (Plant System Biology, Universiteit Gent): ciljni gateway vektor za
nadekspresiju fuzije zelenog fluorescentnog proteina na N-kraju rekombinantnog proteina u
biljkama. Sadrzi gen za zeleni fluorescentni protein, Streptomicinsku rezistenciju, te

konstitutivni promotor 35S ispred kazete koju omeduju regije attR.'*

3.1.10.4. Biljka Allium cepa

Stanice pokozice luka (A. cepa, L.) tranzijentno su transformirane plazmidima p7FWG2.0,
odnosno pB7WGF2.0 u koje je ubacen gen za SerRS u eksperimentima lokalizacije SerRS u

stanici.
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Slika 7. Shematski prikaz koristenih plazmidnih vektora

3.2. Metode rada s nukleinskim kiselinama
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Pri radu s nukleinskim kiselinama poStovane su upute iz laboratorijskog priruc¢nika J.

Sambrook i D. Russell: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3. izdanje, Cold Spring

Harbor Laboratory Press (2001), odnosno upute proizvodaca prilozene kemikalijama i

kompletima.

3.2.1. Izolacija plazmidne DNA

Za izolaciju plazmidne DNA koristen je QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) prema uputama

proizvodaca. 5 ml teku¢e LB hranjive podloge s odgovaraju¢im antibiotikom inokulirano je
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bakterijskim stanicama i uzgajano preko no¢i na 30 °C uz proteresanje brzinom od 200
okretaja po minuti. Naredni dan provedeno je obaranje stanica centrifugiranjem 5 minuta na
10 000 x g, te je uklonjen supernatant. Talog bakterijskih stanica resuspendiran je u 250 pL
otopine P1 (50 mmol dm™ Tris-HCI pH = 8.0, 10 mmol dm™ EDTA, 100 ug dm™ RNaza A).
Dodatkom uz mijesanje 250 pL otopine P2 (200 mmol dm™ NaOH, 1 % (w/v) SDS) uslijedila
je liza bakterijskih stanica, te denaturacija proteina i genomske DNA, koji su dodatkom uz
mijeSanje otopine N3 (4,2 mol dm™ guanidin hidroklorid, 0,9 mol dm™ kalijev acetat
pH = 4.8), te centrifugiranjem na 10 000 x g 10 minuta istaloZeni. Bistri supernatant otopine
plazmidne DNA prebacen je u mini-kromatografsku kolonu radi vezanja nukleinskih kiselina
na punilo, te je sve centrifugirano 1 minutu na 10000 x g. Kolona je dalje ispirana
dodavanjem otopine 500 pL PB (5 mol dm™ guanidin hidroklorid, 30 % (v/v) izopropanol) uz
centrifugiranje na 10 000 x g 1 minutu, odnosno dodavanjem 700 pL otopine PE (10 mmol
dm™ Tris-HCI pH = 7.5, 80 % (v/v) etanol) uz centrifugiranje na 10 000 x g 1 minutu.
Micanje rezidualne tekucine iz kolone postignuto je centrifugiranjem na 10 000 x g 2 minute.
Elucija plazmidne DNA postignuta je apliciranjem 30 pL otopine EB (10 mmol dm™ Tris-
HCI, pH = 8.5). Ovako pripremljena otopina plazmidne DNA pohranjena je na -20 °C, a
uspjesnost izolacije, te Cistoca uzoraka provjerena je elektroforezom na gelu agaroze i
spektrofotometrijskom analizom. Koncentracija dvolan¢ane DNA odredena je mjerenjem
apsorbancije pri valnoj duljini od 260 nm na nain da je jedna jedinica A (1 AzeoU)
definirana kao ona koli¢ina DNA koja otopljena u 1 ml daje Ao = 1. Masa 50 pg Ciste
dvolanane DNA odgovara 1 AzsoU. Cisto¢a uzorka odredena je mjerenjem apsorbancije pri
valnim duljinama od 230 i 280 nm. Apsorbancija pri 230 nm upucivala je na oneci$éenje
organskim tvarima, dok je apsorbancija na 280 nm upuéivala na oneciS¢enje proteinima.
Uzorak plazmidne DNA mogao se smatrati ¢istim ukoliko je apsorbancijski omjer 260 nm /
280 nm imao vrijednost 1,8 - 2,0 , a omjer 260 nm / 230 nm vrijednost veéu od 1,8.*%*
Koncentracija 1 ¢istoca plazmidne DNA odredene su spektrofotometrom NanoDrop1000 na

kojemu je moguce aplicirati vrlo male volumene analita (2 pL za jedno mjerenje).

Izolacija plazmidne DNA iz kvasaca provedena je prema protokolu za izolaciju plazmidne
DNA iz bakterija uz djelomi¢ne modifikacije. Zasebna kolonija kvasca nasadena je u 5 mL
-Leu selektivnog tekuceg hranjivog medija, te je otopina inkubirana preko no¢i na 30 °C uz

protresanje brzinom od 200 okretaja po minuti. Nakon 24 sata stanice su oborene
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centrifugiranjem 5 minuta na 5000 x g, te je talog resuspendiran u 250 pL pufera P1. Potom je
dodano 100 pL staklenih kuglica G-8772 (Sigma), smjesa je vorteksirana 5 minuta kako bi se
stanice kvasca efikasno razorile, ostavljena stajati do potpune sedimentacije svih staklenih
kuglica, te je odvojen supernatant i pomijesan s 250 ul otopine P2 uz mijesanje. Smjesi je uz
mijesanje dodano 350 pL otopine N3, te je sve centrifugirano 10 minuta na 10 000 x g. Bistri
supernatant prebacen je u mini-kromatografsku kolonu, te je nastavljeno s koracima ispiranja i

elucije identicno kao u izolaciji plazmidne DNA iz bakterija.

3.2.2. Izolacija mRNA

U sve pufere i vodu koriStenu za izolaciju mRNA prethodno je dodan dietilpirokarbonat
(DEPC, 0,1% (v/v)) s ciljem inaktivacije RNaza. Nakon prekono¢ne inkubacije, DEPC je

termicki razgraden autoklaviranjem 30 minuta na 121 °C.

Tarionici, kao i sav pribor koriSten u izolaciji mRNA prethodno je ohladen u tekucem
dusiku. Biljke su uzgajane 7 dana na krutim MS podlogama u uvjetima dugog dana (16 sati
svjetla, 8 sati tame) nakon ¢ega su uronjene u tarionik s teku¢im duSikom i homogenizirane u
prah. 0,1 g praha pomijeSano je s 1,5 mL komercijalno dostupne otopine gvanidin tiocijanata
i fenola (TRIzol Reagent, Molecular Research Center, Inc.), smjesa je vorteksirana 10 minuta,
te potom centrifugirana na 12000 x g, 10 minuta na 4 °C. Supernatant je odvojen 1 pomijesan
s 300 pL kloroforma, vorteksiran 10 minuta i centrifugiran na 12 000 x g 15 minuta na 4 °C.
Nakon centrifugiranja jasno su zamijecene tri faze otopine razli¢itih gustoca: donja organska
koja je sadrzavala lipide 1 proteine, srednja koja je sadrzavala DNA i gornja vodena s
otopljenom RNA. 800 pL vodene faze pazljivo je odvojeno i pomijeSano s 320 uL otopine
visoke ionske jakosti (1,2 mol dm™ NaCl, 0,8 mol dm® CgHsNazO;x2H,0), te 320 pL
izopropanola. Nakon inkubacije na ledu 10 minuta, provedeno je centrifugiranje pri 12 000 x
g 15 minuta na 4 °C. Supernatant je uklonjen, a dobiveni talog RNA radi daljnjeg
procis¢avanja resuspendiran sa 175 pL 75% (v/v) etanola i centrifugiran pri istim uvjetima 5
minuta. Novi talog je osuSen na zraku, resuspendiran u 100 pL. vode uz dodatak 10 pL
natrijevog acetata (1 mol dm™) i 250 uL etanola. Smjesa je ostavljena na -20 °C preko no¢i.
Naredni dan otopina je centrifugirana na 12 000 x g 30 minuta na 4 °C. Dobiveni talog RNA
resuspendiran je u vodi, te su mu spektrofotometrijski odredene &istoca i koncentracija. Cista

RNA pokazuje vrijednosti Asso / Ao =~ 2,0, 0dnosno Augo / Aszo= 2,0 - 2,2.1%
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Za dobivanje vrlo ¢iste mRNA koriSten je komercijalni komplet Dynabeads Oligo (dT)2s
(Life Technologies) uz pracenje naputaka proizvodaca. Metoda podrazumijeva izdvajanje
mRNA iz stani¢nog lizata vezanjem mRNA na oligo dT slijedove fiksirane za povrsSinu

magnetnih kuglica, koje se dalje separiraju od ostatka smjese djelovanjem magnetnog polja.®

3.2.3. Elektroforeza nukleinskih kiselina na gelu agaroze

Smjer i1 brzina gibanja nukelinskih kiselina u elektricnom polju odredena je ukupnim
nabojem, veli¢inom 1 oblikom molekula nukleinskih kiselina. Prisustvo fosfatnih skupina ¢ini
nukleinske Kiseline pri neutralnom pH negativno nabijenim molekulama, koje se u
elektrokemijskom ¢lanku gibaju prema pozitivnoj anodi tako da manje molekule putuju brze
od velikih. U slu¢aju postojanja molekula jednakih veli¢ina brze ¢e se gibati kompaktne
superzavijene molekule naspram linearnih, odnosno najsporijih kruznih relaksiranih
molekula. Veli¢ina molekula uvjetuje i gustocu gela agaroze, na nacin da je gustoca gela
obrnuto proporcionalna veli¢ini molekula. Za otpimalno razdvajanje i analizu nukleinskih
kiselina u ovom istrazivanju koristeni su 1 % (w/v) gelovi agaroze pripremljeni otapanjem 3 g
agaroze u 300 mL pufera TAE (40 mmol dm™ Tris-base, 20 mmol dm™ octena kiselina, 1
mmol dm® EDTA pH = 8) u kojeg je dodan etidijev bromid do koncentracije 50 pg dm’>,
Prije nanoSenja na gel, uzorci su pomijeSani s puferom za nanoSenje (0,25 % (wW/v)
bromfenolno plavilo, 0,25 % ksilencijanol FF, 0,01 mol dm® EDTA pH = 8, 3 % (w/v)
glicerol). Glicerol povecava specifiénu gusto¢u uzoraka 1 omogucuje njihov ulazak u jazice
gela, dok bromfenolno plavilo i ksilencijanol FF omogucéuju vizualno pracenje napretka
elektroforeze. Elektroforeza je provodena u TAE puferu u aparaturi za horizontalnu
elektroforezu Sub Cell GT Cell (Bio-Rad) pri naponu od 120 V na sobnoj temperaturi.
Vizualizacija DNA postignuta je osvjetljavanjem gela agaroze UV zracenjem (na 235 nm
apsorbira DNA i prenosi energiju etidijevom bromidu, dok na 302 i 366 nm apsorbira sam
etidijev bromid) pri ¢emu dolazi do fluorescencije etidijevog bromida interkaliranog u
dvolan€anu strukturu molekule DNA (etidijev bromid emitira u vidljivom dijelu spektra na
590 nm Zzuto-narancasto zrac“:enje).108 Gelovi agaroze osvjetljeni su UV zracenjem valne
duljine 302 nm, te fotografirani koristenjem sustava MiniBIS Imaging systems (DNR, Bio-
Imaging Systems Ltd.). Velicine DNA molekula odredene su usporedbom s markerima

veli¢ine: DNA faga A pocijepana s endonukleazom HindlIII i 1 kb marker veli¢ine (NEB).
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3.2.4. Transformacija bakterijskih stanica

Plazmidna DNA unoSena je u bakterijske stanice elektroporacijom. Kratkim i snaznim
elektricnim pulsom izaziva se kratkotrajna promjena strukture stanicne sijenke bakterija Sto
rezultira pove¢anom permeabilno$¢u za molekule DNA. Koristen je uredaj Gene Pulser (Bio-
Rad) u postavkama napona od 2 500 V i kapaciteta od 25 pF, dok je nadzor pulsa kontroliran
uredajom Pulse Controller Unit (Bio-Rad) s postavkom otpora od 200 Q. Transformacija je
provodena dodavanjem 1-50 ng plazmidne DNA ohladenim elektrokompetentnim stanicama
E. coli, stavljanjem smjese u prethodno ohladene elektrokivete i pustanjem elektri¢énog pulsa
od 2,5 kV/cm pri ¢emu je vrijeme praznjenja kondenzatora bilo 4-5,4 ms. Neposredno nakon
elektroporacije stanice su resuspendirane u 1 ml LB medija sobne temperature i inkubirane 1
sat na 37 °C. Po zavrSetku inkubacije odredeni volumen suspenzije stanica nanesen na krute
LB hranjive medije u koje je prethodno dodan odgovarajuéi antibiotik, te je provedena
prekonoc¢na inkubacija na 37 °C pri ¢emu su na selektivnim podlogama rasle samo bakterije

koje su primile plazmid s genom za rezistenciju na odgovarajuci antibiotik.

3.2.5. Transformacija stanica kvasca

20 ml YPDA medija inokulirano je stanicama kvasca, te ostavljeno preko noc¢i na 30 °C uz
protresanje brzinom od 200 okretaja po minuti. Rast kulture pracen je mjerenjem opticke
gustoce medija pri 600 nm (ODggp). Naredni dan nakon postizanja vrijednosti ODgop izmedu
0,8-1,5 stanice su oborene centrifugiranjem 3 minute na 1 200 X g na sobnoj temperaturi, te
isprane s 40 mL sterilne vode i ponovno oborene pri istim uvjetima. Talog je resuspendiran u
0,5 mL sterilne vode, te mu je paze¢i na redoslijed dodano 240 pL 50 % (w/v)
polietilenglikola 3350 (PEG 3350), 36 uL litijevog acetata (1 mol dm?), 25 ul jednolancane
DNA (2 g dm™) i 1-10 pg plazmidne DNA. PEG pospjesuje efikasnost transformacije stanica
najvjerojatnije dovodenjem smjese jednolancane i plazmidne DNA u prostornu bliskost sa
stanichom membranom, te povecanjem njene permeabilnosti. Litijevi ioni maskiraju
negativan naboj fosfatnih skupina na molekuli DNA i u fosfolipidnom dvosloju membrane i
time smanjuju odbijanja nabijenih ostataka. Jednolanc¢ana DNA vjerojatno smanjuje
pretjerano "lijepljenje" plazmidne DNA na membranu, dok u citoplazmi sluzi kao "zrtveni
balast" DNazama ¢ime se ostavlja veca vjerojatnost prezivljavanju plazmidne DNA.* Ovako

pripremljena smjesa je pazljivo promijeSana okretanjem, inkubirana 30 minuta na 30 °C uz
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protresanje brzinom od 50 okretaja po minuti, te izlozena toplinskom Soku u vodenoj kupelji
zagrijanoj na 42 °C kroz 15 minuta. Po zavrSetku inkubacije, stanice su oborene
centrifugiranjem na 1200 x g 3 minute na sobnoj temperaturi. Talog stanica je resuspendiran

u 50 pL sterilne vode.

3.2.6. Transformacija biljnih stanica
3.2.6.1. Transformacija biljnih stanica bombardiranjem mikroprojektilima (biolistika)

U 50 pL vodene otopine fino dispergiranih &estica zlata (20 g dm™, @ = 0,6 um, Bio-Rad)
dodano je 8 pL otopine plazmidne DNA (0,5 g dm™), te vorteksirano. Potom je u smjesu
istovremeno dodano 50 pL otopine CaCl, (2,5 mol dm™), 20 uL otopine spermidina (0,1 mol
dm'g) i vorteksirano. Cestice zlata s vezanom plazmidnom DNA ispiru se tri puta sa 150 uL
100 % (v/v) etanola uz centrifugiranje od 1000 % g 1 minutu. Konacni talog resuspendiran je
u 85 uL 100 % (v/v) etanola. S ciljem ostvarivanja prolazne ekspresije gena od interesa, biljne
stanice transformirane su koristenjem Biolistic PDS-1000/He Particle Delivery System (Bio-
Rad). Osam pL ptrethodno pripremljene otopine nanosi se na tzv. macrocarrier disk, inkubira
na zraku dok otopina ne evaporira ostavljajuéi Cestice zlata zalijepljene za disk, nakon ¢ega se
disk umece u aparaturu prikazanu na slici 8. Prije pokretanja postupka bombardiranja tlak
radne komore sniZzen je na otprilike 88 kPa radi umanjivanja trenja prilikom gibanja
mikroprojektila-Cestica zlata na putu prema biljnom materijalu. Bombardiranje je omoguceno
propustanjem struje plina helija u aparaturu na tzv. rupture disk do vrijednosti tlaka pucanja
diska (~ 7,69 MPa), udarni val plina potom udara u macrocarrier disk i prenosi ga na tzv.
stopping screen pri ¢emu se Cestice zlata s plazmidnom DNA otpustaju prema biljnom
materijalu udaljenom 9 cm u kojeg penetriraju. Nakon transformacije biljni materijal

inkubiran je u mraku preko no¢i.
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Slika 8. Aparatura za transformaciju biljnih stanica bombardiranjem mikroprojektilima Biolistics PDS-1000/He

Particle Delivery System (Bio-Rad) (preuzeto i prilagodeno iz**®).

3.2.6.2. Transformacija protoplasta

Izolacija i transformacija protoplast provedena je prateé¢i uhodani protokol.**” Sakupljeni su
listovi 2 tjedna starih biljaka Arabidopsis thaliana (1 g), izrezani na komadic¢e dimenzija 1 x 1
mm, te je sve uronjeno u otopinu za enzimsko uklanjanje stani¢ne stijenke: 1,5 % (wW/v)
celulaza R10, 0,4 % (w/v) macerozim R10, 0,4 mol dm™ manitol, 20 mmol dm™ KCI, 20
mmol dm™ MES pH = 5.7, 10 mmol dm™ CaCl,, 1 mmol dm™ DTT, 0,1 % (w/v) BSA i
ostavljeno 30 minuta u posudi pod podtlakom. Uslijedila je dodatna inkubacija uz protresanje
brzinom od 40 okretaja po minuti u trajanju od 1,5 sati, te zavr$no protresanje brzinom od 80
okretaja po minuti u trajanju 5 minuta. Otopina protoplasta filtrirana je kroz najlonski filter
veli¢ine pora od 35 - 75 um (Miracloth, Calbiochem) kako bi se protoplasti odvojili od
necistoca, te centrifurigana u tubi okruglog dna na 100 x g 1 minutu. Talog protoplasta ispran
je s 10 mL otopine za ispiranje sastava: 145 mmol dm™ NaCl, 125 mmol dm™ CaCl,, 5 mmol
dm™ KCI, 2 mmol dm™® MES pH = 5.7 i potom centrifugiran pri istim uvjetima. Nakon
uklanjanja supernatanta, a prije transformacije, protoplasti su resuspendirani u 2 mL otopine
sastava: 0,4 mol dm™ manitol, 15 mmol dm™ MgCl,, 4 mmol dm™ MES pH = 7.5, i ostavljeni
30 minuta na ledu. Broj protoplasta u talogu odreden je mikroskopijski brojanjem u Fuchs-
Rosenthal komori. Dubina komore iznosi 0,2 mm, prekrivena je mrezicom koju ocrtava 16
velikih kvadrata dimenzija 1 x 1 mm, a svaki od njih sastavljen je od novih 16 kvadrata
dimenzija 0,25 x 0,25 mm. Ukupan broj izoliranih protoplasta u uzorku dobiven je
aproksimacijom s obzirom na broj protoplasta u nekoliko velikih kvadrata (najcesce Cetiri).

Za reakciju transformacije uzimano je ugrubo oko 2 x 10* protoplasta u volumenu od 100 pL,
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15 pL plazmidne DNA (20-40 pg) i 115 pL otopine sastava: 40 % (w/v) PEG 3350, 0,2 mol
dm™ manitol, 0,1 mol dm™ CaCl,. Reakcijska smjesa inkubirana je 30 minuta uz povremeno
protresanje rukom, nakon ¢ega je dodan 1 mL otopine za ispiranje. Smjesa je centrifugirana
na 100 % g 3 minute, talog je resuspendiran u 200 pL otopine za ispiranje 1 inkubiran preko

no¢i u mraku na sobnoj temperaturi.

3.2.7. Lancana reakcija polimeraze

Lancana reakcija polimeraze (eng. Polymerase chain reaction, PCR) sluzi umnozavanju
ciljanog fragmenta molekule DNA in vitro u ponavljaju¢im ciklusima. Nakon inicijalne
pripremne termicke denaturacije na 95 °C, prvi korak reakcije zapocinje na 95 °C
denaturacijom molekula DNA, zatim se temperatura snizava do temperature vezanja
pocetnica na kalup DNA (temperatura meksanja, 40-65 °C), te zavr$no u treCem koraku pri
temperaturi od 72 °C slijedi sinteza novih dvolan¢anih molekula DNA. Ova tri koraka
ponavljaju se odreden broj ciklusa s time da u svakom sljede¢em ciklusu nastaje dvostruko
veca koli¢ine dvolancanih molekula DNA u odnosu na prethodni, odnosno u n ciklusa nastaje
2" kopija ciljne DNA. U reakciji se koristi termostabilna DNA-polimeraza koja je sposobna

ostati stabilna i aktivna i na visokim radnim temperaturama.

PCR je u ovom istrazivanju koriSten za kloniranje kodiraju¢ih sljedova od interesa u
odgovarajuce plazmidne vektore radi ostvarivanja ekspresije proteina sa ili bez privjeska i
njihovog daljnjeg prociS¢avanja 1 kineticke, odnosno biofizicke analize. Takoder,
kombinacijom reakcije reverzne transkriptaze i PCR-a (RT-PCR) molekule mRNA uspje$no
su prevedene u molekule cDNA. Primjenjivane su i druge strategije PCR reakcija -PCR na
bakterijskim kolonijama (tzv. kolonijski PCR) koji se od uobicajenog PCR-a razlikuje po
produzenoj inicijalnoj denaturaciji kako bi se stanice efikasno razorile i oslobodila DNA, a
koriSten je za provjeravanje prisutnosti kodirajuc¢eg sljeda od interesa nakon kloniranja i
transformacije bakterijskih stanica. S ciljem sprjeCavanja nastajanja nespecifi¢nih produkata
koristen je tzv. touchdown PCR -temperatura drugog koraka u pocetku ciklicke reakcije PCR-
a znacajno je viSa od temperature pri kojoj se pocetnice lijepe na kalup, te se tijekom svakog
iduceg ciklusa postepeno smanjuje po 1 °C dok se ne dosegne odgovarajuca temperatura

lijepljenja pocetnica na kalup.
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Za optimiranje uvjeta PCR-a, kao i u slucaju RT-PCR i kolonijskog PCR-a koristena je Taq
DNA-polimeraza, dok su za reakcije kloniranja koristene DNA-polimeraze s niskom stopom
umetanja krivo sparenih baza, odnosno moguéno$éu popravka krivo sparenih baza 3'-5'

egzonukleaznom aktivnos$¢u poput Pfu DNA-polimeraze i Phusion DNA-polimeraze.

Tablica 3. Podetnice koristene u kloniranju gena od interesa za ekspresiju proteina, skracenih verzija proteina, te

za istrazivanje lokalizacije SerRS u stanici.

INEVALY Nukleotidni slijed 5°-3"
pocetnice
SRSATN 70,2 41,9 GAGAGAGAGCCATGGTGGATATCAATCTATTTC
SRSATC 75,9 48,4 GAGAGAGGGATCCTCAAGCTTTCGATTTCTTCC
ATCEAGC 84,1 55,5 GAGAGAGCGGCCGCAGCTTTCGATTTCTTCCCTTTG
BEN1F 76,1 48,5 GAGAGAGGGATCCATGGTGAGAGAAGAACAAGAAG
BEN1R 75,5 47,0 GAGAGAGCTCGAGTTAAAGAAATCCCCTTGCTTG
B2GlyF 76,4 56,25 GAGAGAGCCATGGGAGGAGAGAGAAAGCTGCT
ATCLF 83,9 49,0 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGGCGGAGAGACGTTTTTG
ATCLR 81,7 47,0 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCAAGCTTTCGATTTCTTCC
ATCTAPN 74,0 35,0 ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGATGTTGGATATCAATCTATTTC
ATCTAPC 77,0 42,0 ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAGCTTTCGATTTCTTCCCTTTG
BD37F 76,4 56,2 GAGAGAGCCATGGGGTTGGTTTGTGTAACGGG
BD37CR 76,6 51,4 GAGAGAGCTCGAGAAGAAATCCCCTTGCTTGACAG
BD37NR 75,5 47,2 GAGAGAGCTCGAGTTAAAGAAATCCCCTTGCTTGAC
ATCDCR 82,6 69,7 GAGAGAGGCGGCCGCAGCAACTACGGGCTTGGC
ATCDCCF 74,1 47,0 GAGAGAGCCATGGGTAATTTGGTCCATGATTCTG
ATCDCCR 78,9 57,1 GAGAGAGGCGGCCGCTCAAGCTTTCGATTTCTTCC
ATCKDR 83,5 66,67 GAGAGAGGCGGCCGCTCAAGCAACTACGGGCTTGGC
ATCCCR 811 59,4 GAGAGAGGCGGCCGCTCAACCAACTTGCTCCAACTTG
EF2F 74,5 43,2 GAGAGAGGAATTCTGATGGTGAAGTTTACAGCTGATG
EF2R 78,9 55,5 GAGAGAGGCGGCCGCTTAAAGCTTGTCTTCGAACTC
PPF 76,5 52,9 GAGAGAGGGATCCATGTTGGCTATCTTCCACGAG
PPR 81,2 61,1 GAGAGAGGCGGCCGCTCAGAGAGACCAATTGGCTTC
GSTF 75,4 48,5 GAGAGAGGGATCCATGGCAGGTATCAAAGTTTTCG
GSTR 82,3 63,8 GAGAGAGGCGGCCGCTCACTGAACCTTCTCGGAAGC
L91F 74,5 43,2 GAGAGAGGAATTCTGATGAAGACGATTCTTTCTTCCG
LI91R 81,1 57,8 GAGAGAGGCGGCCGCTCATTCTTCCTCTACGATCTTGC
67750296 54,4 41,7 CCTCAGTTTCAGCTACCTTCAATA
67750297 53,6 47,6 CAGCTTCTTCGATGAAAGACC
67750298 53,9 34,6 AAGAACTCTGAAGATTTTTACCAAGC
67750299 53,3 42,1 TTTTTCGCAGCTGCATCAT
ACT2F 59,0 45,0 ATGGCTGAGGCTGATGATATTC
ACT2R 56,1 45,0 GCCTTTGATCTTGAGAGCTTAG
GAPDHF 57,9 53,0 TGGGAAGCTGGTCATCAAC
GAPDHR 59,0 45,0 GCATCACCCCATTTGATGTT
ATCTAPC 75,14 36,0 ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCAGGC TCG ATG TTG GAT ATC AATCTATTTC

Reakcije su provodene u instrumentu T100 Thermal cycler (Bio-Rad) u ukupnom volumenu
od 25 pL za slucajeve optimiranja reakcijskih uvjeta, provjere kvalitete pocetnica, te
kolonijskog PCR-a, odnosno u ukupnom volumenu od 100 pl u slucajevima kloniranja.
Sastav 1 karakteristike pocetnica prikazane su u tablici 3., odnosno sastav reakcijskih smjesa u
tablici 4. Uspjesnost lan¢ane reakcije polimeraze provjeravana je elektroforezom produkata na

1 % (w/v) gelu agaroze.
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Tablica 4. Sadrzaj koristenih smjesa lanéane reakcije polimeraze.

PCR reakcija s Tag DNA-polimerazom Pocetna Radna koncentracija
koncentracija

Smjesa dNTP-ova (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 1 mmol dm 0,2 mmol dm

MgCl, 25 mmol dm™ 1,5 mmol dm

Komercijalni pufer za Taqg DNA-polimerazu 10 x koncentriran 1 x koncentriran

(100 mmol dm Tris-HCI pH = 8.8, 10 mmol dm®KCl, 0,8 %
(w/v) Nonidet P40) (Thermo)

Taq DNA-polimeraza (Thermo) SU*/puL 0,1 U/pL
Napredna poletnica 20 umol dm’® 1 umol dm’
Povratna pocetnica 20 umol dm’® 1 umol dm’®

DNA kalup 5ngpul?t
PCR reakcija s Pfu DNA-polimerazom Pocetna
koncentracija

Smjesa dNTP-ova (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 1 mmol dm’

0,25ng uL?
Radna koncentracija

0,2 mmol dm"

Komercijalni pufer za Pfu DNA-polimerazu s dodanim | 10 x koncentriran
MgSQO4, (Thermo)

1 x koncentriran

PCR reakcija s Phusion DNA-polimerazom Pocetna

Pfu DNA-polimeraza (20 mmol dm™ Tris-HCI pH = 8.8, 10 2,5U0/puL 0,025 U/ pL
mmol dm™ NH,SO,, 10 mmol dm®KClI, 0,1 g dm™ BSA, 0,1

% (w/v) Triton X-100, 2 mmol dm*MgSQ,) (Thermo)

Napredna pocetnica 100 umol dm™® 1 umol dm®
Povratna pocetnica 100 umol dm™® 1 umol dm*®
DNA kalup 5ngul? 0,25ngpuL?

Radna koncentracija

koncentracija
Smjesa dNTP-ova (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 1 mmol dm™ 0,2 mmol dm™®
Komercijalni pufer za Phusion DNA-polimerazu (NEB) 5 x koncentriran 1 x koncentriran
Phusion DNA-polimeraza (NEB) 2U/puL 0,02U/pL
Napredna pocetnica 100 umol dm™® 1 umol dm®
Povratna pocetnica 100 umol dm™® 1 umol dm™®
DNA kalup 5ng pl?t 0,25 ng pL?

* U (eng. unit): jedinica aktivnosti koja se definira kao ona koli¢ina enzima koja katalizira ugradnju 10 nmol dNTP-a u polinukleotidni lanac

kroz 30 minuta na 72 °C.

Tablica 5. Uvjeti provedenih lancanih reakcija polimeraze.

Temperatura / °C Trajanje ciklusa / min Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 0,5/ 10 (colony PCR) 1
Denaturacija 95 0,5 30
Lijepljenje podetnica na kalup 48-60 0,5 30
Sinteza novih lanaca 72 0,5-6** 30
Zavrsna sinteza 72 10 1

** Qvisno o duljini PCR produkta i brzini elongacije za pojedinu DNA-polimerazu.

Tablica 6. Reakcijski parametri i opisi proteina za koriStene konstrukte.

Konstrukt Duljina gena / Opis proteina Pocetnice Temperatura lijepljenja
genskog fragmenta pocetnica na kalup / °C
(pb)
SerRS 1356 cjeloviti protein bez SRSATN 50
privjeska SRSATC
SerRS-His 1374 cjeloviti protein s SRSATN 50
(His)s na C-kraju ATCEAGC
BEN1 1095 cjeloviti protein s BENLF 48
GST ili His BEN1R
privjeskom na N-
kraju
SerRSAC-His 1329 uklonjeno zadnjih 9 SRSATN 50
aminokiselina na ATCDCR
C-kraju proteina
(dodan (His)e
privjesak na C-kraju)
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SerRSAC 1329 uklonjeno zadnjih 9 SRSATN 47
aminokiselina na ATCKDR
C-kraju proteina
(bez privjeska)
His-ANSerRS 1065 uklonjeno prvih 97 ATCDCCF 50
aminokiselina (dodan ATCDCCR
(His)s na N-kraj)
His-ANSerRSAC 1038 uklonjeno prvih 97 ATCDCCF 47
aminokiselina i 9 ATCKDR
zadnjih (dodan (His)s
na N-kraj)
NSerRS 291 tzv. coiled coil SRSATN 47
domena, prvih 97 ATCCCR
aminokiselina (dodan
(His)s na N-kraj)
His-ANBEN1 984 uklonjeno prvih 37 BD37F Touchdown PCR 60—50
aminokiselina s BD37NR Phusion DNA-polimeraza
N-kraja (dodan (His)s
privjesak na N-kraju)
ANBENI1-His 984 uklonjeno prvih 37 BD37F 50
aminokiselina s BD37CR
N-kraja (dodan (His)s
privjesak na C-kraju)
His-AN'BEN1 1044 uklonjeno prvih 17 B2GlyF 50
aminokiselina s N- BD37NR
kraja
Elongacijski faktor 2 2958 cjeloviti protein s EF2F / EF2R 48
(EF2) (His)s na N-kraju
Protein nepoznate 753 cjeloviti protein s PPF / PPR 48
funkcije (His)s na N-kraju
(AT4G27450.1) (PNF)
Glutation-S-transferaza 693 cjeloviti protein s GSTF/GSTR 48
(GST) (His)s na N-kraju
Ribosomski protein L9-1 585 cjeloviti protein s L91F/L91R 48
(His)s na N-kraju
C-kraj SerRS 78 24 zavrine ATCLF 55
aminokiseline ATCLR
SerRS za Gateway 1404 SerRS s att regijama ATCTAPC 50
kloniranje za kloniranje u ATCLR

Gateway pDONR207

3.2.7.1. Kvantitativna lancana reakcija polimeraze

Kvantitativna lancana reakcija polimeraze (eng. quantitative polymerase chain reaction,

gPCR) temelji se na principima klasi¢ne lan¢ane reakcije polimeraze, no dodatno omoguéuje

pracenje nastajanja i1 odredivanje koliCine nastalog produkta u realnom vremenu. Ovo je

moguce posti¢i na dva nacina: upotrebom fluorofora koji fluoresciraju kad se interkaliraju u

dvolan¢anu molekulu DNA (tzv. SYBR Green tehnologija) ili koriStenjem specificnih DNA

proba sastavljenih od oligonukleotida obiljeZenih fluoroforom na jednom kraju i njegovim

inhibitorom na drugom. Kada je proba vezana za komplementarnu regiju jednolan¢ane DNA,

fluorofor i inhibitor su u neposrednoj blizini jedan naspram drugoga, te ne dolazi do

fluorescencije. Nakon Sto Tag DNA-polimeraza sintetiziraju¢i novi lanac naide na probu,

Mario Kekez

Doktorska disertacija




§ 3. Materijali i metode 43

dovede do njene degradacije, te udaljavanja fluorofora od inhibitora, izaziva se aktivacije
108

fluorescencije (tzv. TagMan tehnologija).
U ovom radu koristena je SYBR Green tehnologija za istrazivanje razine ekspresije gena od
interesa na uredaju LightCycler 480 (Roche). Za analizu ekspresije gena koji kodira za SerRS
koriStene su pocetnice 67750298 1 67750299, za analizu ekspresije gena koji kodira za BEN1
koriStene su pocetnice 67750296 i 67750297, te pocetnice za tzv. housekeeping gene (gene
konstitutivno eksprimirane u istrazivanim tkivima) GAPDHF i GAPDHR (gliceraldehi-3-
fosfat-dehidrogenaza), odnosno ACT2F i ACT2R (aktin-2). Molekule mRNA izolirane su
prema ranije opisanom protokolu, o¢iS¢ene od ostataka genomske DNA reakcijom DNaze I i
prevedne u cDNA reakcijom reverzne transkriptaze. Koncentracija ¢cDNA odredena je
spektrofotometrijski, te je za reakciju gPCR-a uzimana koli¢ina od 1 pg. U svakoj qPCR
reakciji-eksperimentu napravljena su tri mjerenja za svaki uzorak (tehnicki triplikat), te su sve
reakcije odvojeno ponavljane tri puta (bioloski triplikat). Efikasnost qPCR reakcije odredena

je racunalno u programu LinRegPCR.

Tablica 7. Uvjeti kvantitativne lanCane reakcije polimeraze.

Temperatura / °C Trajanje ciklusa / min Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 7 1
Denaturacija 95 0,25 40
Lijepljenje pocetnica na kalup 60 0,25 40
Sinteza novih lanaca 72 0,25 40

3.2.8. Restrikcijske endonukleaze

Restrikcijske endonukleaze su enzimi koji specifi€éno prepoznaju i cijepaju molekulu DNA
ostavljajuéi tzv. ljepljive ili tupe krajeve dvolancanih struktura. Ovako pocijepane molekule
DNA mogu se reakcijom DNA-ligaze spajati s identino pocijepanim molekulama
odgovarajuceg vektora. U ovom istrazivanju koriStene su restrikcijske endonukleaze tipa II
koje prepoznaju i cijepaju palindromske sljedove, te su kao takve vrlo prikladne za
kontrolirano kloniranje gena od interesa u odgovaraju¢e vektore. U probnim i kontrolnim
reakcijama koristena je DNA u koli¢inama od 0,5-1 pg, dok su za potrebe kloniranja koriStene
koli¢ine od 1,5-2 pg, te enzim u koncentraciji od 800 U ml™ (U: jedinica (eng. unit), 1 U

definira se kao ona koli¢ina enzima potrebna za cijepanje 1 pg DNA faga A u sat vremena pri
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37 °C u reakcijskom volumenu od 50 pl). Za svaku restrikcijsku endonukleazu odabran je
odgovaraju¢i komercijalni pufer (NEB) prema uputama proizvodaca, te je dodavana BSA do
konagne koncentracije od 0,1 g dm™. Reakcijsko vrijeme bilo je 3-4 sata, nakon Cega je

reakcija terminirana inkubacijom 10 minuta na 65 °C.

Tablica 8. Eksperimentalno koristene restrikcijske endonukleaze.

Enzim Mjesta cijepanja
BamHI 5' G/GATCC 3'
3'CCTAG/G &'
EcoRI 5 G/AATTC 3'
3'CTTAA/G S
EcoRV 5' GAT/ATC 3'
3'CTA/ITAG 5
HindlI1l 5 AJAGCTT 3'
3'TTCGA/AS!
Ncol 5' C/ICATGG 3'
3'GGTAC/C &'
Ndel 5' C/ICATGG 3'
3'GGTAC/C &'
Notl 5'GC/GGCCGC 3
3'CGCCGG/CG 5
Xhol 5 CITCGAG 3
3'GAGCT/C &'

3.2.9. Ligacija

Reakcija ligaze podrazumijeva uspostavljanje fosfodiesterske veze izmedu hidroksilne
skupine 3'-kraja jednog nukleotida i fosfatne skupine na 5'-kraju drugog nukleotida. Reakciju
katalizira enzim DNA-ligaza u tri koraka: u prvom koraku lizin u aktivnom mjestu enzima na
sebe veze ATP uz otpustanje pirofosfata, slijedi prijenos nastalog AMP-a na fosfatni ostatak
5'-kraja nukleotida jednog nukleotidnog lanca uz nastajanje pirofosfatne veze, te konac¢no u
treCem koraku hidroksilna skupina 3'-kraja drugog nukleotidnog lanca formira fosfodiestersku
vezu s aktiviranim fosfatnim ostatkom prvog nukleotidnog lanca pri ¢emu se otpuSta AMP. U
Zivoj stanici ligacija sluZi povezivanju nukleotida prekinutog polinukleotidnog lanca u
procesu DNA replikacije ili popravka uslijed oStecenja, dok se u laboratorijskom kloniranju
koristi za povezivanje pocijepanih PCR produkata s odgovarajuce pocijepanim vektorima radi
ubacivanja zeljenog DNA fragmenta u vektor. U ovom radu koristena je T4-DNA-polimeraza

(Thermo) u konaénoj koncentraciji od 0,25 U pL™ (1 U definira se kao koli¢ina enzima
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potrebna za ligaciju 50 % fragmenata DNA faga A pocijepanih s Hindlll u 30 minuta na 16
°C) u odgovaraju¢em komercijalnom puferu (sastav 10 x koncnetriranog pufera: 400 mmol
dm™ Tris-HCI pH = 7.8, 100 mmol dm™ MgCl,, 100 mmol dm™ DTT, 5 mmol dm™ ATP).
Omjer mnozine vektora naspram mnozine PCR produkta bio je izmedu 1:3 i 1:5, dok je masa
vektora bila 100 ng. Reakcijske smjese inkubirane su 2 sata na 22 °C i potom zaustavljene

inkubacijom 10 minuta na 65 °C. Za elektroporaciju je koristeno od 1-5 pl reakcijske smjese.

3.2.10. Gateway kloniranje

Tehnologija tzv. gateway kloniranja temelji se na rekombinaciji, odnosno zamjeni dijela
vektora -kazete omedene specifi¢nim att regijama zeljenim genskim fragmentom kojemu su
prethodno PCR reakcijom takoder dodane takve regije. Proces je podijeljen u dva koraka
(slika 9.): prvo se djelovanjem enzima BP klonaze vektorska kazeta s regijama attP
zamjenjuje s PCR produktom omedenim regijma attB, pri ¢emu nastaje ulazni klon s attL
regijama. S obzirom da ulazni vektor u kazeti omedenoj attP regijama sadrzi gen koji kodira
CcdB protein-inhibitor giraze, te gen za rezistenciju na kloramfenikol, u slu¢aju neuspjesne
rekombinacije bakterije transformirane ovim plazmidom nece se mo¢i dijeliti, odnosno rasti
¢e na podlogama s kloramfenikolom. Ulazni vektor takoder posjeduje jos$ i neki drugi gen za
rezistenciju na antibiotike, Sto dodatno olakSava potvrdu uspjeSnosti kloniranja. U drugom
koraku gateway kloniranja, enzim LR klonaza zamjenjuje genski fragment omeden regijama
attL ulaznog klona s kazetom odrediSnog vektora omedenom attR regijama pri ¢emu nastaje
ekspresijski klon s attB regijama. Osnovna prednost ovakvog kloniranja nad kloniranjem
upotrebom restrikcijskih endonukleaza i ligaze, jest u moguc¢nosti konstruiranja razli¢itih vrsta
ekspresijskih klonova upotrebom samo jedne vrste ulaznog klona i rekombinaze.®® U ovom
radu reakcija enzima BP klonaze pripremljenja je mijesanjem 100 ng vektora pDONR207
(Life Technologies), 100 ng DNA i 1 pl komercijalne enzimske smjese Gateway BP Clonase
Il (Life Technologies) do ukupnog volumena reakcije od 10 pl. Reakcijska smjesa je
inkubirana 6 sati na 25 °C, nakon cega joj je dodano 0,5 pL otopine proteinaze K (2 g dm‘s)
(Life Technologies), te dodatno inkubirano 10 minuta na 37 °C radi terminacije djelovanja BP
klonaze. Stanice E. coli transformirane su s 1 pL reakcijske smjese i nasadene na hranjivu

podlogu LB s dodanim gentamicinom. Dobivene bakterijske kolonije dodatno su nasadene na
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hranjivu podlogu s dodanim kloramfenikolom kako bi se odbacili lazni pozitivi koji nisu

izbacili antibiotsku kazetu.

A aitP1 attP2 attL1 aftlL2
[ " (. [T .
ccdB Gen
Cm
attB1 aitB2 BP kionaza attR1 attR2
(A . + -_— + [ 1.
Gen ccdB
Cm
PCR produkt Ulazni vektor Ulazni klon Antibiotska
kazeta
attL1 attL2 atiR1 attR2 artB1 aftB2 antP1 arP2
[T . [ "m [ T . [ " I"m
Gen c&:dB Gen ccdB
m LR klonaza Cm
+ — +
Ulazni klon Odredi$ni vektor Ekspresijski klon

Slika 9. Shematski prikaz tzv. gateway kloniranja: A- prvi korak podrazumijeva rekombiniranje PCR produkta s
attB1 i B2 regijama u ulazni vektor koji sadrzi attP1 i P2 regije enzimskim djelovanjem enzimske smjese BP
klonaze pri ¢emu nastaje tzv. ulazni Klon s attL1 i L2 regijama. B- u drugom koraku gen od interesa moguce je
rekombinirati u bilo koji odredisni vektor koji sadrzi attR1 i attR2 pri ¢emu nastaje ekspresijski klon s attB1 i B2

regijama.

Reakcija enzima LR klonaze pripremljena je mijeSanjem 100 ng ulaznog klona i 100 ng
odgovaraju¢eg odrediSnog vektora (pB7FWG2.0; pB7WGF2.0, Plant System Biology,
Universiteit Gent), te dodavanjem 1 uL komercijalne enzimske smjese Gateway LR Clonase
Il (Life Technologies). Reakcijska smjesa inkubirana je 6 sati na 25 °C, nakon Cega joj je
dodano 0,5 pL otopine proteinaze K (2 g dm™) (Life Technologies), te dodatno inkubirano 10
minuta na 37 °C radi terminacije djelovanja BP klonaze. Stanice E. coli transformirane su s

1 uL reakcijske smjese 1 nasadene na hranjivu podlogu LB s dodanim streptomicinom.

3.2.11. Sekvenciranje nukleotidnih sljedova

Provjera ispravnosti kloniranja gena od interesa u odgovarajue vektore, te analiza DNA
potencijalnih pozitiva dobivenih metodom kvascevih dvaju hibrida (eng. Yeast two-hybrid,
Y2H) provedena je sekvenciranjem DNA u DNA-servisu Instituta Ruder Boskovi¢, odnosno
DNA-servisu Macrogen Inc. Sekvenciranje je provedeno s pocetnicama upotrijebljenim za

Kloniranje ili u slucaju vektora pET28b s univerzalnim T7-pocetnicama (T7Primer: 5'
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TAATACGACTCACTATAG GG 3', T7Terminator: 5 GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3.
DNA potencijalnih pozitiva dobivenih metodom Y2H sekvencirane su koriStenjem pocetnice
GADR (5 CATAAAAGAAGGCAAAACGATG 3'). Analiza sekvenci napravljena je
pomocu programa BLAST (eng. Basic Local Alignement Search Tool), sravnjivanje sekvenci
u programu ClustalX, analiza slijeda aminokiselina u programu ExPASy Translate, dok su

kromatogrami analizirani u programu Chromas Lite.

3.2.12. DNazni tretman

DNaza I cijepa jednolancane i dvolan¢ane molekule DNA prekidajuéi fosfodiestersku vezu u
susjedstvu primidinskih baza formirajuci nukleotide sa slobodnom hidroksilnom skupinom na
3'-kraju. Koristena je u ovom radu u svrhu procis¢avanja izolata mRNA od genomske DNA
prije reakcije reverzne transkriptaze. Reakcijska smjesa sadrzavala je 20 pg mRNA
oneciS¢ene genomskom DNA, 20 pl 10 x koncentriranog pufera (400 mmol dm™ Tris-HClI
pH = 8.0, 100 mmol dm™ MgSO,4, 10 mmol dm™ CaCl,), 6 uL Dnaze I (1 U uL™; 1 U
definiran je kao koli¢ina DNaze I potrebne za potpuno cijepanje 1 ug DNA faga A u 10
minuta na 37 °C u reakcijskom volumenu od 50 pl) i 1 pL inhibitora RNaze A (40 U uL™; 1
U definiran je kao koli¢ina inhibitora potrebna za 50 % inhibiciju aktivnosti 5 ng RNaze A,
RNasin (Promega), RNase out (Life Technologies)) u ukupnom reakcijskom volumenu od 200
pL. Smjesa je inkubirana 30 minuta na 37 °C, nakon ¢ega je dodano 20 uL stop otopine (20
mmol dm™ EGTA pH = 8.0) i inkubirano 10 minuta na 65 °C. Precipitacija mRNA postignuta
je dodatkom 22 puL 1 mol dm™ natrijevog acetata, 550 pL 100 % (v/v) etanola i drzanjem
preko no¢i na - 20 °C, te centrifuriganjem 30 minuta na 10 000 x g. Talog mRNA
resuspendiran je u 25 pL vode tretirane DEPC-om, te je spektrometrijski odredena

koncentracija.

3.2.13. Reakcija reverzne transkriptaze

Reverzna transkriptaza je enzim koji katalizira reakciju nastajanja komplementarne DNA
(cDNA) iz ribonukleinskog kalupa u procesu znanom kao reverzna transkripcija. U ovom
radu reakcija reverzne transkriptaze postavljena je tako da je 1 pug mRNA pomijeSan sa
smjesom pocetnica oligo dT i nasumi¢nih heksamera (eng. random hexamers) (konac¢na

koncentracija svake 5 umol dm™), smjesom dNTP-ova (kona¢na koncentracija svakog 0,5
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mmol dm™®) do kona¢nog reakcijskog volumena od 57 pL. Otopina je zagrijavana 5 minuta na
65 °C kako bi doslo do denaturacije RNA, te potom ohladena 5 minuta na ledu prije
dodavanja 12 pL pufera za reverznu transkriptazu (sastav 5 X koncentriranog pufera: 250
mmol dm™ Tris-HCI pH = 8.3, 375 mmol dm™ KCI, 15 mmol dm™ MgCl,), 3 uL DTT (100
mmol dm™®) i 1 pL inhibitora RNaze A (40 U pL™). Potom je reakcijska smjesa razdijeljena
na dva dijela- prvi volumen 42,75 uL u koji je dodano 2,25 uL reverzne transkriptaze
Superscript 111 Reverse Transcriptase (200 U pL™; 1 U definiran je kao koli¢ina enzima
potrebna za ugradnju 1 nmol dNTP-ova u precipitat pri Kiselim uvjetima u 10 minuta pri
37 °C koristenjem poli(A)- oligo(dT)12-1s8 kombinacije kalup- pocetnica; Life Technologies), te
drugi volumena 14,25 pL u koji je dodano 0,75 pL vode i koji je sluzio kao kontrola
zagadenja molekulama DNA. Oba uzorka inkubirana su pod istim uvjetima: 25 °C kroz 5

minuta, zatim 50 °C 1 sat i zavr$no 70 °C 15 minuta.

3.3. Metode rada s proteinima

Pri radu s proteinima poStovane su upute iz laboratorijskog priru¢nika J. Sambrook i1 D.
Russell: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3. izdanje, Cold Spring Harbor

Laboratory Press (2001), odnosno upute proizvodaca prilozene kemikalijama i kompletima.

3.3.1. SDS-poliakrilamidna elektroforeza

Proteini su analizirani elektroforezom na poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog
dodecilsulfata (SDS). SDS je negativno nabijeni deterdZent koji vezanjem na hidrofobne
dijelove proteina dovodi do odmatanja proteina i razdvajanja oligomernih proteina na
pojedinacne polipeptidne lance, te ¢ini da je ukupni naboj proteina negativan. Vezanje SDS-a
na protein je ravnomjerno, Sto dovodi do istog omjera naboja i mase kod svih proteina u
uzorku, te se oni razdvajaju iskljuivo na temelju svoje molekulske mase. U ovom
istrazivanju koristen je PROTEAN TETRA (Bio-Rad) komercijalni komplet za pripremu
poliakriamidnih gelova i provodenje elektroforeze. KoriSteni su diskontinuirani gelovi, pri
¢emu je donji gel bio za razdvajanje (9 % (w/v) akrilamid-bisakrilamid (29:1 wi/v), 0,375 mol
dm™ Tris-HCI pH = 8.8, 0,1 % (w/v) SDS, 0,7 ug ml™ APS, 0,05 % (w/v) TEMED), a gornji
za sabijanje proteina (4 % (w/v) akrilamid-bisakrilamid (29:1 w/v), 0,125 mol dm™ Tris-HCI
pH = 6.8, 0,1 % (w/v) SDS, 0,7 ug mL™ APS, 0,05 % (w/v) TEMED). Smjesa za gel za
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razdvajanje je po izlijevanju u kalup nadsvodena destiliranom vodom kako bi se sprijecio
kontakt s kisikom koji inhibira polimerizaciju, a takoder i radi izbjegavanja formiranja
meniskusa na gornjem rubu gela prilikom polimerizacije. Nakon 30 minuta, voda je uklonjena
1 izlivena je smjesa za gel za sabijanje u koji je umetnut ceslji¢ za formiranje jazica
definiranih dimenzija. Proteini su za analizu pripremljeni mijeSanjem s puferom za nanosenje
(62,5 mmol dm™ Tris-HCI pH = 6.8, 12,5 mmol dm™ B-merkaptoetanol, 6,25 % (v/v) glicerol,
1,25 % (w/v) SDS, 0,002 % (w/v) bromfenolno plavilo) i zagrijavanje 5 minuta na 100 °C
radi pospjeSivanja denaturacije. Kao marker veli¢ine koriSten je Precision Plus Protein
Standards (Bio-Rad). Elektroforetski pufer (pH = 8.3) bio je sastava: 14,4 g dm™ glicin, 0,1 %
(w/v) SDS i 3,03 g dm™ Tris-HCI. Elektroforeza je provodena pri sobnoj temperaturi 15
minuta na 120 V (radi sabijanja uzoraka) i potom 45 minuta na 180 V. Vizualizacija proteina
postignuta je bojanjem gela otopinom boje Coomassie Brilliant Blue R-250 (2,5 g dm™, 10 %
(v/v) octena kiselina, 45 % (v/v) etanol) 15 minuta, te uklanjanjem viska boje odbojavanjem
u vruéoj vodi. Drugi nacin bilo je bojanje sa srebrom. Gel je drzan 30 minuta u otopini
sastava: 48 % (v/v) etanol, 12 % (v/v) octena kiselina, nakon ¢ega je prebacen u otopinu
sastava: 10 % (v/v) etanol, 5 % (v/v) octena kiselina i inkubiran narednih 30 minuta. Potom je
izvr§ena senzitacija potapanjem gela 5 minuta u otopinu kalijevog bikromata (1 g dm™),
nakon Gega je gel ispran i potpoljen u otopinu srebra (2 g dm™, 0,02 % (v/v) HNO3) 30
minuta. Razvijanje se odvijalo u tri koraka: prvo je gel potopljen 2 minute u otopinu
predrazvijaca (50 g dm™ Na,COs, 0,004 % (w/v) formaldehid), nakon odsisavanja dodana je
otopina razvijata (50 g dm™ Na,COs, 0,002 % (w/v) formaldehid), te je nakon pojave
vidljivih proteinskih pruga na gelu razvijanje zaustavljeno odsisavanjem i dodavanjem

otopine za zaustavljanje (0,01 % (v/v) octena kiselina).

3.3.2. Nadekspresija proteina od interesa

Radi postizanja nadekspresije proteina od interesa bakterije E. coli soja BL21 (DE3)
transformirane su odgovaraju¢im ekspresijskim vektorom (pET28b, pGEX-6P-1, pGEX-6P-2,
pPROEX Htb). Koristeni vektori sadrze T7 (pET28b) ili neki drugi IPTG-om inducibilni
promotor (trc, tac) uzvodno od gena od interesa, te se na ovaj nafin moze posti¢i
nadekspresija proteina za koje kodira gen od interesa. Ovdje ¢e ukratko biti opisan temeljni
princip T7 ekspresijskog sustava kojeg Cine odgovarajucéi ekspresijski pET plazmidi i

ekspresijski soj bakterija E. coli. U genomu ovih bakterija integriran je gen za T7-RNA-
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polimerazu iz bakteriofaga T7, ucestalo koriStenu u molekularnoj biologiji i biokemiji zbog
moguénosti da transkribira gotovo svaki slijed DNA povezan s T7 promotorom. Gen za T7-
RNA-polimerazu je pod kontrolom lacUV5 promotora kojeg aktivira izopropil-p-D-1-
tiogalaktopiranozid (IPTG), vezuc¢i se na lac represor $to dovodi do transkripcije T7-RNA-
polimeraze, te posljedicno i transkripcije sljedova pod kontrolom T7 promotora. Iza T7
promotora u pET vektorima se nalazi lac operator tzv. T7lac promotor, te se i on induicira
IPTG-om.”

Nadekspresija proteina od interesa u ovom radu postignuta je inokulacijom odgovarajuce
koli¢ine tekuéeg hranjivog medija LB (s dodanim antibioticima) bakterijama transformiranim
odgovaraju¢im plazmidima, te je sve inkubirano na 30 °C preko noci uz protresanje brzinom
od 200 okretaja po minuti. Idu¢i dan zasi¢ena prekono¢na kultura razrijedena je svjezim LB
medijom (s dodanim antibiotikom) 10 X u slu¢aju daljnjeg uzgoja na 15 °C, odnosno 100 x u
sluc¢aju daljnjeg uzgoja na 30 °C, te protresanje istom brzinom. Rast bakterija pracen je
spektrofotometrijski mjerenjem opticke gustoce, te kada je kultura dostigla vrijednost
ODgy = 0,6-0,8, dodan je IPTG do konacne koncentracije od 0,5 mmol dm?, te je
nastavljeno s inkubacijom. Nakon 4 sata za kulture uzgajane na 30 °C, odnosno 12 sati za
kulture uzgajane na 15 °C stanice su oborene centrifugiranjem na 4 000 x g 15 minuta na
4 °C. U eksperimentima probne ekspresije koriSteno je viSe bakterijskih kolonija za isti
konstrukt, te su isptivane razli¢ite temperature inkubacije pri indukciji, radi odredivanja

optimalne ekspresije.

3.3.3. Homogeniziranje stanica

Talog stanica nakon indukcije resuspendiran je u lizacijskom puferu (25 mmol dm™ Tris-HCI,
500 mmol dm™ NaCl, 5 % (w/v) glicerol, 1 mmol dm™ DTT, 1 mmol dm™ PMSF (inhibitor
serinskih proteaza), 50 ng pl'l lizozim, 3 ng ul'l DNaza I) 1 soniciran na ledu koriStenjem
sonikatora High Intensity Ultrasonic Processor (Bioblock Scientific) u 6 ciklusa po 1 minutu
uz 1 minutu pauze izmedu ciklusa ili koriStenjem razbijaca stanica Cell disruptor (Constant
Systems) pri tlaku od 190 MPa. Homogenizat stanica centrifugiran je 1 sat na 10 000 x g na 4
°C, nakon Cega je supernatant (frakcija topljivih proteina) profilitriran kroz sterilni celuloza

acetatni filter veli¢ine pora 0,22 pm.
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3.3.4. Kromatografsko procis¢avanje proteina
3.3.4.1. Afinitetna kromatografija

Ovdje koriStena afintetna kromatografija na Ni-NTA agarozi uCestala je metoda za relativno
jednostavno, brzo i efikasno proc¢is¢avanje proteina s heksahistidinskim privjescima (His)g.
Dusikovi atomi imidazolnog prstena histidina u privjesku proteina interagiraju s niklovim
ionima (Ni**) keliranim nitrilocetnom kiselinom (NTA) vezanom za agarozni matriks
stacionarne faze. NTA kao tetradentatni kelirajuci agens zaokuplja 4-6 koordinacijskih mjesta
niklovog iona, dok se zadnja dva slobodna mjesta koriste za interakciju s histidinom (slika
10.). Po jednom mililitru Ni-NTA smole moguée je vezati 5-10 mg proteina s (His)e-
privjeskom. Imidazol se u malim koncentracijama dodaje u reakcijske pufere radi smanjivanja
nespecifiénog vezanja na smolu proteina s intrinzi¢no rasprSenim histidinima, odnosno u
visokoj koncentraciji u elucijskom puferu radi kompetitivnog istiskivanja proteina s veznih
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Slika 10. Shematski prikaz principa afinitetne kromatografije koriStenjem Ni-NTA agaroze. Na agarozni

matriks-stacionarnu fazu vezana je nitriloctena kiselina koja kelira niklove ione koji dalje uspostavljaju

koordinacijske veze s histidinskim ostacima u proteinima mobilne faze (preuzeto iz'*).

U ovom radu afinitetna kromatografija provodena je na 4 °C radi oCuvanja stabilnosti
proteina. Otopina frakcije topljivih proteina dobivena nakon homogenizacije stanica (opisano
u poglavlju 3.3.3.) pomijesana je sa 1 mL Ni-NTA smole, prethodno isprane u vodi i
uravnoteZene u puferu A (25 mmol dm™ Tris-HCI pH = 7,4 (mjereno na sobnoj temperaturi),
500 mmol dm™ NaCl, 5 % (w/v) glicerol, 1 mmol dm™ DTT, 10 mmol dm™ imidazol), te

inkubirana 1 sat uz mijeSanje okretanjem kako bi se povecala efikasnost vezanja proteina na
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smolu. Potom je smjesa propustena kroz praznu kolonu na kojoj se zadrzavala smola s
vezanim proteinima, dok je ostatak propusten. Ispiranje je napravljeno dodatkom novih 20
mL pufera A, te 30 mL pufera B (sastav identi¢an puferu A, osim §to je koncentracija
imidazola povecana 2 x). Elucija je napravljena dodavanjem 12 mL pufera C (sastav identican
puferu A, osim koncentracije imidazola koja je iznosila 400 mmol dm™). Smola je nakon
elucije isprana s 2 mL otopine imidazola (2 mol dm™), zatim 30 ml ReH,0, te je kona¢no
spremljena na 4 °C u otopini 20 % (v/v) etanola. Frakcije nakon elucije analizirane su SDS-

poliakrilamidnom elektroforezom.

Za procis¢avanje proteina s GST-privjeskom koriStena je GST-agaroza. Na agarozni matriks
vezan je glutation na koji se prilikom prolaska proteina kroz kolonu selektivno veze GST-
privjesak fuzijskog proteina od interesa. Elucija proteina s kromatografske kolone se vrsi
propustanjem otopine reduciranog glutationa koji kompetitivno uklanja GST-fuzijski protein s
kolone. U ovom radu GST afinitetna kromatografija provodena je na 4 °C na nacin da je
frakcija topljivih proteina dobivenih nakon homogenizacije stanica pomijeSana s 1 mL GST
agaroze (ukupni vezni kapacitet je > 5 mg GST-proteina po 1 mL GST-agaroze) koja je
prethodno uravnoteZena u PBS puferu (140 mmol dm™ NaCl, 2,7 mmol dm™ KCI, 10 mmol
dm Na,HPO,, 1,8 mmol dm™ KH,PO,, pH =7,5) te je zatim smjesa inkubirana uz mijeSanje
od 50 okretaja po minuti kroz sat vremena. Nakon zavrSteka inkubacije, smjesa je propusStena
kroz praznu kolonu kako bi se postiglo ukoncentriravanje punila, te je provedeno ispiranje s
10 mL PBS pufera. Elucija je napravljena s 5 mL svjeze pripremljene otopine sastava: 10

mmol dm™ reducirani glutation, 50 mmol dm™ Tris-HCI (pH = 8,0 pri 4 °C).

3.3.4.2. lonsko-izmjenjivacka kromatografija

Zahvaljujuéi promjeni naboja slobodnih funkcionalnih skupina aminokiselina u proteinima pri
razli¢itim pH vrijednostima otopina u kojima se proteini nalaze, mijenja se i ukupan neto
naboj proteina. Punilo stacionarne faze u ionsko-izmjenjivackoj kromatografiji posjeduje
ukupno pozitivan (kolone za izmjenu aniona) ili negativan (kolone za izmjenu kationa) naboj,
te se proteini iz smjese izdvajaju zahvaljujuci ionskoj interakciji sa stacionarnom fazom zbog
razlike u predznacima naboja. U ovom radu ionsko-izmjenjivacka kromatografija koristena je
ili kao primarna metoda prociS¢avanja proteina bez privjeska ili za dodatno procis¢avanje

proteina nakon afinitetne kromatografije. KoriStene su dvije vrste kolona s polistirenskim
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matriksom uz dodatak divinil benzena: MonoQ 10/10 (GE Healthcare) za prociséavanje
proteina negativnog neto naboja, odnosno MonoS 10/10 (GE Healtcare) za procis¢avanje
proteina pozitivnog neto naboja. Proteini su prije nanosenja na kolonu MonoQ uravnotezeni
ultrafiltracijom u puferu A niske ionske jakosti (25 mmol dm™ Tris-HCI (mjereno pri sobnoj
temperaturi) pH 7,4, 50 mmol dm™ KCI, 5 % (w/v) glicerol, 1 mmol dm™ DTT), a u istom
puferu je uravnotezena i sama kolona. Elucija je postignuta koriStenjem smjese pufera A i B
(sastav pufera B je isti sastavu pufera A, osim S§to je koncentracija KCI iznosila
800 mmol dm'3) na nacin da se u vremenu postepeno povecavao volumni udio pufera B u
smjesi, a time 1 ionska jakost. Pri odredenoj vrijednosti ionske jakosti doslo je do elucije
proteina od interesa. Pri koristenju kolone MonoS, proteini i kolona uravnotezeni su u puferu
A (50 mmol dm™ MES pH = 6,0, 50 mmol dm™ KCI, 5 % (w/v) glicerol, 1 mmol dm™® DTT).
Pufer B (50 mmol dm™ MES pH = 6,0, 800 mmol dm™ KCI, 5% (w/v) glicerol, 1 mmol dm™
DTT) koriSten je za eluciju na jednak nacin kao i u slu¢aju kromatografije na koloni MonoQ.

Frakcije nakon elucije analizirane su SDS-poliakrilamidnom elektroforezom.

3.3.4.3. Gel-filtracija

Upotrebom gel-filtracije moguée je razdvojiti proteine s obzirom na razlike u njihovoj
veli¢ini, odnosno masi. Stacionarnu fazu Cini punilo ¢ije Cestice sadrze pore u kojima se
proteini manji od promjera pora zadrzavaju, dok veci prolaze i prije eluiraju s kolone. Uz
upotrebu markera mase, a i s obzirom da se proteini nalaze u nativnim konformacijama, ova
metoda pogodna je za prociS€avanje proteina, ali i odredivanje njegove relativne molekulske
mase. U ovom radu koriStene su gel-filtracijske kolone Superdex75 10/300 (za razdvajanje
proteina raspona Mr od 3000 do 70000) i Superdex200 10/300 (za razdvajanje proteina
raspona Mr od 10 000 do 600 000) (GE Healthcare) punjene komercijalnom smjesom
agaroze i dekstrana. Koristeni pufer bio je sastava: 25 mmol dm™ Tris-HCI pH = 7,5, mjereno
pri sobnoj temperaturi, 50 mmol dm™ NaCl, 5% (w/v) glicerol, 1 mmol dm™ DTT. Frakcije

nakon elucije analizirane su SDS-poliakrilamidnom elektroforezom.

3.3.5. Ultrafiltracija

U slucajevima kada je bilo potrebno zamijeniti pufer u kojemu se proteini nalaze prije

kromatografije ili ugustiti elucijske frakcije nakon kromatografije koriStena je ultrafiltracija
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kroz anizotropnu membranu. Rabljeni su Amicon Ultra centrifugal filters (Milipore) s
veli¢inom pora kroz koje prolaze samo Cestice manje od 30 kDa, odnosno za procis¢avanje
proteina GST, PNF i L9-1 membrane s veli¢inom pora kroz koje prolaze samo Cestice manje
od 10 kDa. Otopina proteina stavljena je u filterski sustav i centrifugirana na 5 000 x g na 4
°C, pri ¢emu su molekule manje od promjera pora membrane prosle kroz membranu pod
utjecajem centrifugalne sile, te je doslo do smanjenja volumena otopine proteina koji nisu

mogli proci kroz pore, odnosno do povecanja koncentracije proteina od interesa.

3.3.6. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredivana je metodom po Bradfordu, te spektrofotometrijski na
280 nm. U prvom slucaju pripremljena je serija otopina BSA za odredivanje bazdarnog
dijagrama koje su sadrzavale redom: 3, 5, 8, 12, 15 i 18 pg BSA u otopini Bradfordovog
reagensa (50 mg dm™ Coomassie Blue G-250, 5 % (v/v) metanol, 8,5 % (v/v) H3PO.).
Istovremeno su pripremljene i otopine proteina od interesa tako da je na 1 mL otopine
Bradfordovog reagensa dodano 1 pL nerazrijedene, odnosno 1 uL. 10 X razrijedene otopine
proteina od interesa. Sve otopine su inkubirane na sobnoj temperaturi 45 minuta i potom im je
izmjerena apsorbancija na 595 nm, konstruiran bazdarni dijagram, te linearnom regresijom
odredena koncentracija. Ova metoda temelji se na pomaku apsorpcijskog maksimuma boje
Coomassie Brilliant Blue G-250 s valne duljine od 465 nm na 595 nm u kiselom mediju pri
reakciji boje s prvenstveno argininskim ostacima proteina, te u manjoj mjeri histidinom,
lizinom, triptofanom, tirozinom 1 fenilalaninom pri ¢emu dolazi do ionskih, odnosno

hidrofobnih interakcija. Promjena boje iz smede u plavu pracena je spektrofotometrijski.

Drugi nacin odredivanja koncentracije proteina u otopini bio je mjerenjem apsorbancije na
280 nm pri ¢emu najviSe apsorbiraju aromatske aminokiseline. Uz poznavanje molarnog
ekstincijskog koeficijenta (koji je za svaki protein odreden u programu EXPASy), te

primjenom Lambert-Beerovog zakona izracunata je molarna koncentracija proteina.

3.3.7. Regeneracija proteina iz inkluzijskih tijela

Protein NSerRS pokazivao je nakon nadekspresije u bakterijama tendenciju talozenja u tzv.

inkluzijska tijela vjerojatno kao posljedicu nepravilnog smatanja proteina u trodimenzijsku

Mario Kekez Doktorska disertacija



§ 3. Materijali i metode 55

strukturu. KoriStenjem jakog denaturacijskog agensa gvanidin hidroklorida (GuHCI)
nepravilno smotani protein je denaturiran i zatim nakon polaganog postepenog uklanjanja
GuHCI dijalizom dobiven u topljivoj formi. Prvi korak regeneracije napravljen je
resuspendiranjem taloga opetovano kroz 18g injekcijsku iglu u puferu sastava: 50 mmol dm
Tris-HCI pH = 8,0, 6 mol dm™ GuHCI, 10 mmol dm™® DTT. Sve §to je ostalo neotopljeno
uklonjeno je centrifugiranjem na 12 000 x g na 4 °C kroz 20 minuta, dok je otopina proteina
razrijedena 2 x dodatkom dijalizacijskog pufera 1 (50 mmol dm™ Tris-HCI pH = 8,0,
2 mol dm™ GuHCI), stavljena u crijevo celulozne membrane za dijalizu (Sigma) koje je
zatvoreno 1 potom uronjeno u 2 litre pufera 1 i dijalizirano preko no¢i. Idu¢i dan crijevo je
preneseno u 2 L novog dijalizacijskog pufera 2 (50 mmol dm™ Tris-HCI pH = 8,0, 1 mol dm™
GuHClI, 0,4 mol dm™ arginin, 3 mmol dm™ reducirani galutation) i dijalizirano preko no¢i.
Tre¢i dan postojeéi dijalizacijski pufer 2 razrijeden je 2 x dodatkom ReH,O, te je dijaliza
nastavljena preko noéi. Cetvrti dan crijevo je otvoreno i sav istaloZeni materijal uklonjen je
centrifurgiranjem pod istim uvjetima kao i prvi put, dok je topljiva frakcija proteina stavljena
u novo crijevo i dijalizirana preko no¢i u 1 L dijalizacijskog pufera 3 (50 mmol dm™ pH =
8,0, 250 mmol dm™ NaCl, 0,1 mmol dm™ arginin, 3 mmol dm™ reducirani glutation). Zavrsni
dan crijevo je otvoreno i otopina proteina je centrifugirana pod istim uvjetima kao i ranije
kako bi se razbistrila od eventualnog taloga. Dobivena proteinska topljiva frakcija dalje je
podvrgnuta Ni-NTA afinitetnoj kromatografiji, nakon ¢ega je uspjeSnost regeneracije iz
inkluzijskih tijela i procis¢avanje NSerRS proteina s (His)s privjeskom provjereno na SDS-

poliakrilamidnoj elektroforezi.

3.3.8. Kineticke analize
3.3.8.1. Odredivanje aminoacilacijske aktivnosti SerRS

Za odredivanje aminoacilacijske aktivnosti SerRS-His i SerRS pripremljena je smjesa u koju
je dodano 8 pl tzv. charging pufera (0,3 mol dm™ Tris-HCI pH = 7,5, 75 mmol dm™ MgCl,,
2 g dm™ BSA, 25 mmol dm® ATP, 20 mmol dm™ DTT), 10 pul smjese serina (0,16 mmol dm
[*2C]Ser, 0,34 mmol dm™ [**C]Ser) i komercijalno dostupna ukupna tRNA iz kvasca S.
cerevisiae i bakterije E. coli (Roche) Zeljene koncentracije. Reakcija je zapoceta dodatkom
enzima tako da mu je kona¢na koncentracija iznosila 5 nmol dm™ (do Zeljene koncentracije

razrijeden je u puferu sastava: 10 mmol dm™ Tris-HCI pH = 7,5, 10 mmol dm KCl, 0,4 g
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dm™ BSA), a ukupan volumen reakcijske smjese 40 pl. Reakcija je provodena na 30 °C, te je
u zadanim vremenskim intervalima uzimano po 9 ul alikvota koji su zatim stavljani na
komadice filter papira (Whatman 3MM) i uranjani u hladnu 10 % (w/v) trikloroctenu kiselinu
(TCA) koja sluzi zaustavljanju aminoacilacije talozenjem makromolekula, nakon ¢ega su u
istoj kiselini i1 isprani 10 minuta uz mijeSanje kako bi se uklonio viSak radioaktivne
aminokiseline s filter papira. Dodatno ispiranje provedeno je 2 X po 5 minuta u otopini 5 %
(w/v) TCA, te jednom u 96 % (v/v) etanolu, nakon cega su filteri osuSeni i uronjeni u
scintilacijsku otopinu (5 g dm™ 2,5-difenil oksazol (PPO), 0,3 g dm™ 1,4-bis(2-(4-metil-5-
fenil)oksazolil)benzen (POPOP), toluen). S obzirom da je koriStena radioaktivno obiljezena
aminokiselina [**C]Ser, nastali produkt aminoacilacije sadrzavao je radioaktivno obiljezeni
kompleks [*C]Ser-tRNA®, te je koli¢ina radioaktiviteta proporcionalna koli¢ini nastalog
kompleksa odredenog u scintilacijskom brojacu za svaki alikvot vremenskog tijeka. Za
odredivanje koncentracije kompleksa konstruiran je bazdarni dijagram s poznatim koli¢inama
radioaktiviteta, te je koncentracija odredena matematicki. Iz grafickog prikaza ovisnosti
promjene koncentracije produkta u vremenu, linearnom regresijom izracunata je brzina

aminoaciliranja, odnosno aktivnost enzima.

3.3.8.2. Odredivanje kinetickih parametara Ky i Keat

Odredene su kineticki parametri Ky i Keie za enzim SerRS-His koristenjem ukupne tRNA iz
kvasca S. cerevisiae. Reakcije aminoaciliranja provodene su na nacin opisan u poglavlju
3.3.8.1. uz variranje koncentracije ukupne tRNA u reakcijskoj smjesi (1,25 x 107 mol dm™ do
8 x 10® mol dm™) i koncentraciju enzima od 2,5 nmol dm?, te su linearnom regresijom
odredene brzine aminoaciliranja za razliCita razrijedenja tRNA. Iz grafi€¢kog prikaza ovisnosti
pocetne brzine reakcije (brzine aminoaciliranja) o koncentraciji tRNA nelinearnom regresijom

(Michaelis-Menten model) odredeni su kineticki parametri.

3.3.9. Western-hibridizacijska analiza

Proteine od interesa moguce je detektirati koriStenjem specifi¢nih antitijela koja se vezu ili za
sam protein ili za privjesak koji nosi. Western-hibridizacijska analiza odvija se u nekoliko

koraka: prijenos proteina s poliakriamidnog gela na nitroceluloznu membranu, blokiranje
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membrane inertnim proteinima kako bi se sprijecilo nespecificno vezanje antitijela na
membranu, specificno vezanje primarnih antitijela na protein od interesa, vezanje sekundarnih
antitijela na primarna antitijela, detekcija signala sekundarnih antitijela. U ovom radu nakon
zavrSene SDS-poliakriamidne elektroforeze odstranjen je gel za sabijanje, gelu za razdvajanje
su izmjerene dimenzije kako bi mu se mogla izracunati povrsina, te je inkubiran 15 minuta u
puferu za prijenos (14,4 g dm™ glicin, 3 g dm™ Tris-HClI pH = 7,5, 20 % (v/v) etanol). Potom
je u instrumentu za polusuhi prijenos 2117 Multiphor Il (LKB) izmedu dvije plocaste grafitne
elektrode postavljena sendvic konstrukcija koja se sastojala od vr$nog sloja filter papira (3
komada) izrezanih tako da odgovaraju dimenzijama gela, te namocenih u puferu za prijenos.
Na sloj filter papira polozen je poliakrilamidni gel, a na njega nitrocelulozna membrana
(Amersham) odgovarajuée veli¢ine namoc¢ena u puferu za prijenos, koja je kona¢no pokrivena
gornjim slojem filter papira pripremljenim na isti nacin kao 1 prethodni. Gustoc¢a elektricnog
polja podesena je na vrijednost od 0,8 mA cm™, orijentacija komponenti sendvic¢ konstrukcije
postavljena je tako da gel bude okrenut prema katodi, a membrana prema anodi kako bi
uslijed djelovanja elektricnog polja negativno nabijeni proteini iz gela krenuli prema
pozitivho nabijenoj anodi, odnosno membrani. Prijenos je trajao 1,5 sati na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega je uspjesnost provjerena potapanjem membrane u otopini Ponceau S
(0,1 % (w/v), 5 % (v/v) octena kiselina) (Sigma). Visak boje uklonjen je ispiranjem u vodi, a
membrana je potopljena u pufer za blokiranje (5 % nemasno mlijeko (w/v), 25 mmol dm™
Tris-HCI pH = 7,5, 150 mmol dm™ NaCl, 0,2 % (v/v) Tween) preko noéi na 4 °C kako bi se
dijelovi membrane bez proteina zasitili kazeinom iz mlijeka, te na taj nacin sprijecilo kasnije
nespecifiéno vezanje antitijela na membranu. Sutradan je membrana isprana u TBS puferu
(25 mmol dm™ Tris-HCI pH = 7,5, 150 mmol dm™ NaCl, 0,2 % (v/v) Tween) 3 x 10 mL, te
inkubirana 1 sat na sobnoj temperaturi u otopini odgovarajucih primarnih antitijela (za GAL4
DNA veznu domenu, odnosno aktivacijsku domenu razrijedena su bila 200 x, za (His)s, te za
GST 1000 x u puferu za blokiranje). Po zavrSteku, membrana je isprana kao i prethodni put,
te potopljena u otopini odgovaraju¢ih sekundarnih antitijela (za uzorke s primarnim
antitijelima za GAL4 i (His)s koristena su misja, te za GST kozja sekundarna 10 000 x
razrijedena u puferu za blokiranje). Nakon ispiranja, membrana je potopljena 1 minutu u 2 ml
detekcijske otopine nastale mijeSanjem jednakih volumena otopina A 1 B iz komercijalnog
kompleta LumiGlo (KPL) pri ¢emu je doslo do pojave kemiluminiscencije koja je detektirana

na fotografskom filmu u tamnoj komori. KoriStena sekundarna antitijela imaju na sebi vezanu
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vodikovu peroksidazu iz hrena koja u prisutnosti vodikovog peroksida prevodi luminol u
ekscitirani  intermedijrani dianion, koji vradanjem u osnovno energetsko stanje
kemiluminiscira. Vremena ekspozicije su varirana za razli¢ita antitijela i proteine od interesa
od nekoliko sekundi do sat vremena, nakon ¢ega su filmovi uronjeni u otopinu razvijaca
(Kodak) razrijedenu 5 puta , inkubirani 2 minute, isprani vodom i potom fiksirani 2 minute u

otopini razvijaca (Kodak) razrijedenoj 5 x.

3.3.10. Modeliranje trodimenzionalne strukture proteina

Predikcije trodimenzionalnih struktura proteina napravaljene su uz pomo¢ internetskog

113,114
2,

servisa (PS)%-v a vizualizirane i obradivane u programu Pymol.

3.4. Proteinske interakcije
3.4.1. Kvascev sustav dvaju hibrida

Detekcija proteinskih interakcija in vivo kvas¢evim sustavom dvaju hibrida (eng. yeast two-
hybrid, Y2H) temelji se na sposobnosti prezivljavanja auksotrofnih kvasaca na selektivnim
podlogama kao posljedice interakcije heterolognog proteina od interesa s drugim proteinima,
pri ¢emu stanica kvasca sluzi kao svojevrsni "reakcijski medij". Protein od interesa, tzv.
protein mamac, eksprimiran je u obliku fuzije s DNA-veznom domenom transkripcijskog
faktora GAL4 na svome N-kraju koja mu omogucuje ulazak u stani¢nu jezgru i vezanje na
uzvodnu aktivacijsku sekvencu gena izvjestitelja (HIS3, ADE2, lacZ, MEL1). Potencijalni
interakcijski partner, tzv. protein plijen eksprimiran je u obliku fuzije s GAL4-aktivacijskom
domenom, koja i njemu omogucuje ulazak u jezgru. Ukoliko protein mamac i protein plijen
medusobno interagiraju, tada ¢e se njihove fuzijske GAL4-domene naéi vrlo blizu jedna
drugoj i djelovati aktivacijski na promotor gena izvjestitelja koji auksotrofnim kvascima

omoguéuju prezivljavanje na selektivnim hranjivim podlogama (slika 11.).*
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Slika 11. Shematski prikaz metode kvas¢evih dvaju hibrida: protein mamac na svome N-kraju nosi GAL4 DNA
veznu domenu kojim nalijeze na GAL-promotorsku regiju koja se nalazi ispred izvjestiteljskog gena. Protein
plijen s druge strane postoji kao fuzija s GAL4-aktivacijskom domenom. Ukoliko dolazi do interakcije proteina

mamca i proteina plijena, GAL4-aktivacijska domena dolazi u neposrednu blizinu GAL4 DNA-vezne domene,

$to za posljedicu ima aktivaciju GAL-promotora i potom gena izvjestitelja (preuzeto iz'™).

U ovom radu protein mamac bio je SerRS, cDNA koja ga kodira nalazila se u vektoru
pGBKT7 kojim je transformiran haploidni i1 auksotrofni soj kvasca Y187. UspjeSnost
ekspresije SerRS u kvascu provjerena je western-hibridizacijskom analizom koriStenjem
GAL4 DNA BD antitijela. ¢cDNA knjiznice koje su kodirale potencijalne proteine plijenove
iz biljke A. thaliana nalazile su se u vektorima pGADT7 AD u haploidnom i auksotrofnom
soju kvasca AH109. Koristene su dvije vrste cDNA knjiZnica: oligo dT ¢cDNA knjiZnica koja
je konstruirana tako da su u reverznoj transkripciji kao pocetnice koriSteni oligonukleotidi
deoksitimidina koji se vezu na komplementarne poliadeninske repove mRNA omogucujuci
dobivanje fragmenata cDNA koji odgovaraju 3'-krajevima gena, te random primed cDNA
knjiznica koja je konstruirana tako da su kao pocetnice u reverznoj transkripciji koristeni
nasumicni heksameri koji se vezu na razli¢ita mjesta molekule mRNA i time povecavaju
raznovrsnost cDNA fragmenata. Obje cDNA knjiZnice pripremljene su na temelju mRNA
dobivenih iz klijanaca biljke A. thaliana, a dobivene su ljubaznos¢u prof. dr. sc. Wolfganga

Werra (University of Koeln, Germany).
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Priprema za detekciju zapocela je inokulacijom 50 ml selektivne -Trp tekuce hranjive
podloge (sastav (v/v): 5 % DO otopine 20 x koncentrirane, 50 % SD otopine 2 X
koncentrirane, 5 % otopine leucina 20 X koncentrirane, 5 % otopine histidina 20 x
koncentrirane, 5 % otopine adenina 20 x koncentrirane) kvascima soja Y187 s plazmidom
pGBKT7 i cDNA za SerRS, potom inkubacijom na 30 °C uz protresanje od 200 okretaja po
minuti. Rast kvasaca pracen je mjerenjem opticke gustoce pri 600 nm, te kada je postignuta
vrijednost ODggo = 0,8 stanice su oborene centrifugiranjem na 1000 x g kroz 5 minuta,
supernatant je uklonjen, talog je resuspendiran u 5 ml -Trp medija, broj stanica odreden je
hemocitometrom (mora biti veéi od 1 x 10%), te mu je dodano 990 uL otopine kvasaca soja
AH109 transformiranih plazmidima pGADT7 AD s ¢cDNA knjiznica (10 pL ove otopine
satuvano je za odredivanje titra kvascevih stanica transformiranih vektorima cDNA
knjiznice). Smjesa je prenesena u Erlenmayerovu tikvu od 2 L u koju je prethodno dodano 45
ml 2 X koncentrirane YPDA tekuée hranjive podloge, kanamicin do kona¢ne koncentracije
50 pg ml™, te je provedena inkubacija na 30 °C uz mijeSanje brzinom od 30 okretaja po
minuti. Nakon 20 sati smjesa je uzorkovana i pregledana mikroskopom s faznim kontrastom
radi utvrdivanja postojanja diploidnih zigota koje su nastale stapanjem haploidnih stanica
kvasaca. U slucaju pozitivnog nalaza, stanice kvas¢eve kulture oborene su centrifugiranjem na
1000 x g 10 minuta, tikva je isprana jo$§ dva puta s po 50 ml 0.5 x koncentriranog YPDA
tekuceg medija s kanamicinom kako bi se pokupile na stijenkama zaostale stanice, otopina je
s prethodnim talogom ponovno centrifugirana i kona¢ni talog je resuspendiran u 10 mL 0,5 x
koncentriranog YPDA tekuéeg medija s kanamicinom (100 pL ove otopine sacuvano je za
odredivanje broja pretrazenih diploidnih stanica). Suspenzija stanica nasadena je na krute
hranjive podloge -Trp / -Leu (sastav identi¢an otopini -Trp, osim §to ne sadrzi jos$ i leucin, te
je dodan agar do koncentracije 20 g dm™) tzv. niske selektivnosti, koje su potom inkubirane
na 30 °C. Nakon 5 dana nastale kvasceve kolonije presadene su na krute hranjive podloge tzv.
umjerene selektivnosti -Trp / -Leu / -His (sastav identi¢an otopini -Trp, bez leucina i histidina,
te je dodan agar do koncentracije 20 g dm™) i -Trp / -Leu / -Ade (sastav identian otopini
-Trp, bez leucina i adenina, te je dodan agar do koncentracije 20 g dm™). Podloge su
inkubirane 5 dana na 30 °C, te su prezivjele kolonije presadene na podloge tzv. visoke
selektivnosti -Trp / -Leu / - His / -Ade (sastav identi¢an otopini - Trp, bez leucina, histidina i
adenina, te je dodan agar do koncentracije 20 g dm™). Postepeno poveéavanje selektivnosti

hranjivih podloga omogucilo je provjeru aktivnosti viSe razliCitih gena izvjestitelja radi
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uklanjanja lazno pozitivnih kolonija. One kolonije koje su nastavile rast i na podlogama
visoke selektivnosti podvrgnute su izolaciji plazmidnih DNA koje su potom sekvencirane, te
je upotrebom programa BLAST odredeno za koje proteine kodiraju, odnosno o kojim se
potencijalnim proteinskim interaktorima SerRS radi. Za svaki od interaktora ponovljen je
interakcijski test sa SerRS tako da su u 500 pL YPDA medija s kanamicinom zajedno
resuspendirane: kolonija kvasca soja Y187 koja je sadrzavala SerRS i kolonija kvasca soja
AHI109 koja je transformirana s DNA odgovaraju¢eg potencijalnog interaktora. Smjesa je
inkubirana 24 sata na 30 °C uz mijeSanje brzinom od 200 okretaja po minuti, nakon cega je
nasadena na visoko selektivne ploc¢e koje su inkubirane 5 dana. Takoder, svaki interaktor
podvrgnut je provjeri samostalne aktivacije gena izvjestitelja na nacin da su kvasci soja
AH109 koji su sadrzavali potencijalne interaktore nasadivani na visoko selektivne podloge
kako bi se dodatno iskljucili lazni pozitivi. Kao pozitivna kontrola interakcije koristene su
diploidne stanice s vektorom pBD-GAL4 (sadrzavao gen za protein ITEP) i pAD-GAL4
(sadrzavao gen za protein FNR, interagiraju¢i partner ITEP-u). Ovi plazmidi dobiveni su
ljubaznos¢u dr. sc. Branke Jeli¢i¢. Koristene su dvije vrste negativnih kontrola: diploidne
stanice s praznim vektorima pGBKT7 i pGADT7 AD, odnosno s vektorom pGBKT7 u kojeg
je ubacen gen za SerRS i praznim vektorom pGADT7 AD.

Za odredivanje titra koriStene cDNA knjiZnice (tj. broja ¢cDNA klonova u 1 mL), 10 pL
otopine kvasaca transformiranih plazmidima koriStene cDNA knjiZnice pomijeSano je s 1 mL
YPDA medija s kanamicinom 1 vorteksirano. Ovo je oznaceno kao otopina A. Deset pL ove
otopine pomijesano je s novih 1 mL YPDA medija s kanamicinom i vorteksirano. Ovo je
oznaceno kao otopina B. Deset puL otopine A dalje je pomijeSano s 50 pL YPDA medija s
kanamicinom, vorteksirano i nasadeno na -Leu Krutu hranjivu podlogu (sastav (v/v): 5 % DO
otopine 20 x koncentrirane, 50 % SD otopine 2 x koncentrirane, 5 % otopine triptofana 20 x
koncentrirane, 5 % otopine histidina 20 X koncentrirane, 5 % otopine adenina 20 X
koncentrirane). 50 puL otopine B pripremljeno je na jednak nacin i nasadeno na -Leu podlogu.
Podloge su inkubirane na 30 °C 3 dana, a tada su nastale kolonije prebrojene i izra¢unat je
titar (cfu mL™ (eng. colony forming unit)) prema formuli: broj kolonija / (volumen otopine

stanica inokuliranih na podlogu x faktor razrijedenja).
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3.4.1.1. X-gal filter test

Jedan od gena izvjestitelja je i onaj koji kodira za enzim B-galaktozidazu [1to omoguluje brzu
1 jednostavnu vizualnu detekciju kolonija kvasca u kojima se dogodila interakcija izmemu
proteina mamca i proteina plijena. Stanice u kojima je aktivna [-galaktozidaza imaju
moguénost razgradnje Secera 5-brom-4-klor-hidroksiindolil-p-D-galaktopiranozida (X-gal)
uslijed Cega nastaje plavo obojenje koje potjece od 5,5'-dibrom-4,4'-diklor-indiga. Test se
provodi tako da se kolonije kvasca uzgojene na krutoj hranjivoj podlozi otisnu na filter papir
koji se pohrani na -80 °C preko noci kako bi doslo do razbijanja stanica, buduci da X-gal ne
moze pro¢i kroz stani¢nu stijenku kvaScevih stanica. Iduc¢i dan filtar papir (sa stanicama
okrenutim prema gore) se prelije agaroznim gelom i inkubira 30 minuta na 30 °C. Smjesa za
gel pripremljena otapanjem agaroze (y = 7 g dm™) u Z-puferu (natrijev hidrogenkarbonat
¢ = 60 mmol dm™, natrijev dihidrogenkarbonat ¢ = 45 mmol dm™, kalijev klorid ¢ = 10 mmol
dm™ i magnezijev sulfat ¢ = 1 mmol dm™) uz zagrijavanje, nakon &ega je dodan pB-
merkaptoetanol (kona¢ne koncentracije 40 mmol dm?®) i X-gal (konacna koncentracija 20 g

dm).

3.4.2. Metoda afinitetnog suprocis¢avanja spregnuta spektrometrijom masa

Metoda afinitetnog suprocis¢avanja spregnuta spektrometrijom masa (eng. tandem affinity
purification- mass spectrometry (TAP-MS)) jo$ je jedna od metoda koja sluzi detekciji
interakcije proteina mamca i proteina plijena. Protein mamac nadeksprimiran je u
transgeni¢nom organizmu u obliku fuzije s tzv. TAP privjeskom na C-kraju koji omogucuje
proc¢iS¢avanje interakcijskog kompleksa nizom afinitetnih kromatografija. TAP privjesak ¢ine
kalmodulin-vezujuci peptid, vezno mjesto za proteazu TeV (eng. tobacco etch virus) i protein
A s velikim afinitetom vezanja na imunoglobuline G (19G).*° U ovom radu koriitene su
prethodno pripremljene transgenic¢ne biljke A. thaliana (dobivene ljubaznos¢u dr. sc. Natase

Bauer) s nadeksprimiranim SerRS-TAP kao proteinom mamcem. Nakon 22 dana uzgoja na
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Slika 12. Shematski prikaz metode afinitetnog suprociséavanja: Protein mamac eksprimira se u obliku fuzije s
TAP-privjeskom (sadrzi vezno mjesto za kalmodulin, vezno mjesto za proteazu TeV i Protein A), te se nakon
homogenizacije stanica procis¢ava u kompleksu sa svojim potencijalnim interaktorima dvjema afinitetnim
kromatografijama. Prvo se kompleks proteina nanosi na matriks s imunoglobulinom G, nakon uklanjanja
nedistoca, eluira se djelovanjem proteaze TeV koja dokida vezu izmedu proteina A i kalmodulin-vezujuceg

proteina u TAP privjesku fuzijskog proteina. Potom slijedi druga afinitetna kromatografija na matriksu s

kalmodulinom (preuzeto i prilagodeno iz*'®).

krutoj hranjivoj podlozi MS sakupljeno je 5 g transgeni¢nih biljaka i 11 g biljaka divljeg tipa
koje su koriStene kao kontrola metode. Transgeni¢ne biljke i biljke divljeg tipa su odvojeno
homogenizirane u tarionicima ohladenim teku¢im dusikom u puferu za ekstrakciju proteina
(50 mmol dm™ Tris-HCI pH = 7,5 , 100 mmol dm™ NaCl, 0,1 % (v/v) Tween, 5% (V/v)
glicerol, 0,5 mmol dm™ EDTA, 1 mmol dm™ PMSF, 1 mmol dm™ DTT, inhibitori proteaza
Complete Protease Inhibitor Coctail (Roche): 1 tableta za svakih 10 mL pufera), tako da je za
svakih 0,5 g tkiva dodano 1 ml pufera. Homogenizati su centrifugirani 15 minuta na 5000 x g
na 4 °C, supernatanti su odvojeni 1 dodatno centrifugirani 30 minuta na 10 000 x g na 4 °C.
Bistri supernatanti sadrzavali su topljive frakcije biljnih proteina ¢ija koncentracija je
odredena metodom po Bradfordu, a kvaliteta izoliranih proteina SDS-poliakrilamidnom

elektroforezom. Proteinski ekstrakti su inkubirani svaki s 300 uL. smole 1gG Sepharose 6 Fast
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Flow (GE Healthcare) 3 sata na 4 °C uz mijesanje kako bi se interakcijski kompleks SerRS
preko proteina A u TAP privjesku vezao za 1gG na smoli. Smola je prethodno isprana s 1,5
mL pufera za ispiranje (50 mmol dm™ K,PO, pH = 7,2, 1 mmol dm™ MgCl,, 20 % (v/v)
etanol), te aktivirana dodavanjem octene kiseline (0,5 mol dm™) uz ispiranje s 1,5 mL pufera
za ispiranje (korak aktivacije ponovljen je 2 x ). Nakon inkubacije smola je isprana 3 x sa 10
mL pufera za ispiranje ¢ime su uklonjene necistoée i nevezani proteini. Interakcijski
kompleks uklonjen je sa smole dodatkom 20 pL proteaze TeV (7,23 g dm™) pripremljene u
mati¢nom laboratoriju u 1 mL pufera za ispiranje uz prekonoénu inkubaciju na 4 °C uz
mijesanje. Idu¢i dan smjesa je propustena kroz praznu kolonu kako bi se smola odvojila od
eluata koji je sadrzavao interakcijski kompleks. Odvojeni su alikvoti za kontrolnu SDS-
poliakriamidnu elektroforezu, a eluat je pomijesan s 300 pL kalmodulinskih zrnaca
Calmodulin Sepharose 4B (GE Healthcare) prethodno ispranih u puferu za vezanje (50 mmol
dm™ Tris-HCI pH = 7,5, 100 mmol dm™ NaCl, 10 mmol dm™ B-merkaptoetanol, 1 mmol dm™
imidazol, 1 mmol dm™ magnezijev acetat, 2 mmol dm™ CaCl,, 5% (v/v) glicerol, 0,1 %
Tween), otopinom CaCl, (do konagne koncentracije 2,5 mmol dm™) i puferom za vezanje
volumena 3 % volumen eluata. Inkubacija je trajala 2 sata na 4 °C uz mijeSanje. Zrnca su
potom isprana 4 X istim puferom, nanesena na praznu kolonu, a elucija je postignuta
dodatkom 400 pl elucijskog pufera (sastav kao i1 u puferu za vezanje, osim $to ne sadrzi
CaCly, ve¢ 20 mmol dm™ EGTA) uz 5 minuta inkubacije (ovo je ponavljano 5 x). Odvojeni
su alikvoti za kontrolnu SDS-poliakrilamidnu elektroforezu. Proteini u eluatu su istalozeni
dodavanjem jednakog volumena 20 % (w/v) trikloroctene kiseline uz inkubaciju 30 minuta na
ledu 1 potom centrifugiranjem 15 minuta na 10 000 x G na 4 °C. Talog je resuspendiran u 300
puL hladnog acetona, smjesa je inkubirana 5 minuta na ledu 1 potom centrifugirana na jednak
nac¢in kao 1 ranije. Dobiveni talog rasuspendiran je u puferu za nanoSenje na SDS-
poliakrilamidni gel, te je provedena elektroforeza. Po zavrSetku, proteini na gelu su
vizualizirani bojanjem u otopini Coomassie brilliant blue boje, proteinske vrpce su sterilnim
priborom odvojeno izrezane i usitnjene na male komadi¢e. Uklanjanje boje napravljeno je
inkubiranjem komadica gela u 500 pL otopine za ispiranje (50 % (v/v) acetonitril, 25 mmol
dm™ NH4HCO3) 3 x. Dehidracija gela postignuta je inkubiranjem odbojanih komadi¢a gela u
200 pl otopine 100 % (v/v) acetonitrila 10 minuta, nakon ¢ega je uslijedilo suSenje komadic¢a
gela u uredaju SpeedVac (Thermo) 10 minuta. Redukcija disulfidnih veza u proteinima

postignuta je inkubiranjem komadica gela u 200 pL redukcijske otopine (10 mmol dm™ DTT,
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25 mmol  dm™ NH4HCO3) na 56 °C kroz 45 minuta. Nakon ispiranja provedena je alkilacija
cisteinskih ostataka u 200 pL alkilacijske otopine (55 mmol dm™ jodoacetamid, 25 mmol
dm H4sHCO3) kroz 60 minuta u mraku, kako bi se trajno onemogucilo regeneriranje
tercijarne strukture proteina. Ponovljeno je ispiranje, dehidracija i suSenje, te je na komadice
gela dodano 50 pL otopine tripsina (12,5 ng pL™). Nakon inkubacije 10 minuta na 25 °C,
smjesama je dodano 150 uL NH;HCO3 (25 mmol dm™), te je inkubacija nastavljena preko
no¢i. Idué¢i dan smjese su centrifugirane, supernatanti koji su sadrzavali otopljene proteinske
fragmente su odvojeni, a komadi¢i gela su podvrgnuti daljnjoj ekstrakciji zaostalih
proteinskih fragmenata. Ovo je napravljeno u tri koraka koja su se sastojala od dodavanja
otopine za ekstrakciju: 3 % (w/v) trifluoroctene kiseline (TFA) i acetonitrila u rastu¢im
udjelima ((v/v) 30 %, 80 %, 100 %), uz centrifugiranje i odvajanje supernatanta. U prvom i
drugom koraku dodano je 150 pl, odnosno u treem 70 pl otopine za ekstrakciju. Svi
supernatani za pojedini uzorak su po zavrSetku ekstrakcije spojeni i upotrebom uredaja
SpeedVac volumeni su im svedeni na volumen prvog supernatanta. Otopine proteinskih
fragmenata nanesene su na membrane StageTip, C-18 (Thermo) kolona koje su prethodno
aktivirane metanolom i uravnoteZene otopinom (1 % (w/v) TFA, 2 % (v/v) acetonitril).
Kolone su centrifugirane na 1000 x g kroz 1 minutu i isprane s 0,5 % (v/v) octene kiseline, te
ponovno centrifugirane. Analiza peptidnih ostataka potencijalnih proteinskih interaktora
SerRS-a, odnosno peptida kontrolnih biljaka divljeg tipa napravljena je u servisu za

spektrometriju masa Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

3.4.3. Metoda rezonancije povrsinskih plazmona

Relativno mala koli¢ina ispitivane tvari u reakciji, mogucnost rada s neobiljezenim
jedinkama, te sposobnost pradenja asocijacije 1 disocijacije ¢ine metodu rezonancije
povrsinskih plazmona (eng. surface plasmon resonance (SPR)) povoljnom metodom u in vitro
istrazivanju proteinskih interakcija. Sustav ¢ine opticki i proto¢ni dio izmedu kojih se nalazi
tzv. Cip, sastavljen od tankog sloja zlata na koji se naslanja povrSinski matriks za vezanje
ispitivane tvari. Lasersko zracenje ogiba se na sloju atoma zlata i analizira u detektoru. Manji
dio zraCenja apsorbiraju elektroni atoma zlata pri ¢emu nastaje elektronski val koji putuje
povrSinom sloja okrenutom prema matriksu (tzv. povrSinski plazmon), a S$to izaziva
smanjivanje intenziteta reflektirane svjetlosti pri odredenom kutu. Kako kut ogiba znacajno

ovisi o razlici indeksa loma svjetlosti medija s jedne i druge strane sloja zlata (stakla prizme i
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matriksa), vezanjem proteina na matriks i/ili uspostavom proteinskih interakcija, dolazi do
promjene kuta ogiba, odnosno fenomena rezonancije povrsinskih plazmona.'*!

Opticki
Laser detektor &

Intenzitet

Polarizirana
svijetlost tlost
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I
|
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e 3 | = -
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Slika 13. A Princip detekcije u metodi rezonancije povrSinskih plazmona: Lasersko zracenje ogiba se na sloju
atoma zlata i analizira u detektoru. Manji dio zracenja apsorbiraju atomi zlata pri ¢emu nastaje elektronski val
koji putuje povrSinom sloja okrenutom prema matriksu- povrsinski plazmon. Promjena kuta ogiba laserske zrake
ovisna je o razlici indeksa loma svjetlosti s jedne i druge strane sloja zlata (stakla prizme i matriksa). Vezanjem
proteina na matriks (reflektirana svjetlosti 1) i/ili uspostavom proteinskih interakcija (reflektirana svjetlost 1)
dolazi do promjene kuta ogiba svjetlosti, odnosno fenomena rezonancije povrsinskih plazmona. B Instrument za

izvodenje = metode  rezonancije  povrSinskih  plazmona  Biacore  T100 (GE  Healthcare)

(preuzeto i prilagodeno iz'®).

U ovom radu kori$ten je uredaj Biacore T100 (GE Healthcare), te ¢ipovi Series S Sensor Chip
CM5 (CM5) i Series S Sensor Chip NTA (NTA) (GE Healthcare). CM5 ¢ip sadrzavao je Cetiri
odvojena reakcijska prostora (éelije) iskoriStena za ispitivanje interakcije SerRS -a i proteina
BENI1 na nacin da je u jednoj reakciji na matriks bio imobiliziran SerRS, dok je BEN1 bio u
mobilnoj fazi. U drugoj reakciji napravljen je obrat. Preostale dvije Celije koriStene su za
provjeru nespecificnog vezanja ovih proteina na matriks. Proteini su imobilizirani na
karboksimetil dekstranski matriks kovalentnim povezivanjem primarnih amina sa
sukcinimidnim esterima nastalih aktivacijom karboksilnih ostataka matriksa. Za aktivaciju je
koristena smjesa jednakih volumena 04 mol dm™ 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
karbodiimida (EDC) i 0,1 mol dm™ N-hidroksisukcinimida (NHS). Protein je pomijesan s
natrijevim acetatom (do konac¢ne koncentracije 7,5 mmol dm™) odgovarajuce niskog pH (u
ovom radu je koriSten pH = 5,0) kako bi ukupan neto naboj proteina bio pozitivan (Sto

116

omogucuje vezanje na negativno nabijene karboksilne ostatke matriksa™), a konacna
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koncentracija proteina za imobilizaciju iznosila je od 10-50 ug mL™. Efikasnost imobilizacije
odredena je iz odziva rezonancije (RU, eng. response unit), te su preostala slobodna vezna
mjesta na ipu blokirana propustanjem otopine 1 mol dm™ etanolamin hidroklorida. Drugi
protein serijski je razrijeden u puferu HBS (50 mmol dm™ Hepes pH = 7,4, 140 mmol dm™
NaCl, 5 mmol dm™ MgCl,, 0,05 % (w/v) P20), te je ispitana interakcija i napravljena titracija
u rasponu koncentracija 10 x manje, odnosno vece vrijednosti od ocekivane vrijednosti
konstante disocijacije. Regeneracija ¢ipa provedena je propustanjem 5-10 mmol dm™ otopine

NaOH. Svi eksperimetni radeni su pri 25 °C.

NTA c¢ip sadrzi karboksimetil dekstranski matriks s preimobiliziranom nitriloacetatnom
kiselinom koja kelira niklove ione, Sto omogucuje afinitetno vezanje proteina oznacenih
(His)g-privjeskom. U ovom radu na NTA ¢ip vezan je SerRS(His)gs (koriStena koncentracija
0,2 pmol dm™), a po zavriteku reakcije Eiéenje je provedeno prvim propustanjem otopine 0,5
mol dm™ EDTA, odnosno drugim propustanjem otopine 50 mmol dm™ NaOH. Regeneracija

matriksa napravljena je otopinom 0,5 mol dm™ NiCl,.

3.4.4. Mikrotermoforeza

Metoda mikrotermoforeze (eng. microscale thermophoresis (MST)) podrazumijeva mjerenje
kretanja molekula u otopini u mikroskopskom temperaturnom gradijentu. Priroda gibanja
molekula ovisi 1 mijenja se zavisno o promjenama u hidratacijskom omotacu, naboju ili
veli¢ini molekula. Uslijed interakcije dolazi do promjene ovih parametara, a time i samog
kretanja molekula, §to se prati mjerenjem promjene fluorescencije jednog od potencijalnih
partnera koji je fluorescentno obiljeZzen (ili posjeduje intrinzicnu ﬂuorescenciju).112
Mikroskopski temperaturni gradijent izazvan je kratkotrajnim pulsom infracrvenog lasera u
malom volumenu kapilare. U ovom radu MST je koriStena za ispitivanje interakcija cjelovitog
SerRS, te skracenih varijanti SerRS-a s cjelovitim BENI1, odnosno skra¢enom varijantom
proteina BEN1 (fluorescentno su obiljezeni SerRS, BENI1 i skraceni BENI1). Otopina
fluorescentne boje 647NT Red dye (Nanotemper) pripremljena je otapanjem praha boje u 100
% (w/v) dimetilsulfoksida do konagne koncentracije 435 pmol dm™. Sto pL otopine proteina
(20 pmol dm™) u puferu koji nije sadrzavao slobodne primarne amine pomijeSano je s
otopinom boje do ukupnog volumena od 200 uL tako da koncentracija boje bude 2-3 puta

veca od koncentracije proteina, §to je podeSeno dodavanjem komercijalnog pufera za
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Slika 14. Metoda MST podrazumijeva mjerenje kretanja fluorescentno obiljezenih molekula u otopini u
mikroskopskom temperaturnom gradijentu izazvanom kratkotrajnim laserskim pulsom. Uslijed molekulske
interakcije dolazi do promjene u hidratacijskom omotacu, naboju ili veli¢ini molekula $to mijenja karakteristike

kretanja obiljezene molekule u kapilari intrumenta, a §to je moguce okarakterizirati mjerenjem promjene

.. . . . 112
fluorescencije (preuzeto i prilagodeno iz™™).

oznacavanje (Nanotemper). ObiljeZavanje je nastavljeno inkubacijom 30 minuta u mraku. Po
zavrSetku smjesa je nanesena na gel-filtracijsku kolonu Column B (Nanotemper) koja je
prethodno isprana i uravnotezena s 9 ml pufera HBS (50 mmol dm’ Hepes pH = 7,4, 150
mmol dm™ NaCl, 5 mmol dm™ MgCl,, 0,05 % (v/v) Tween) kako bi se uklonio visak boje.
Potom je na kolonu dodano 600 pul. pufera HBS, te je skupljen eluat. Koncentracija
obiljeZzenog proteina odredena je preko Lambert-Beerovog zakona iz omjera apsorbancija pri
650 nm (apsorpcijski maksimum boje vezane za protein) i 280 nm (apsorpcijski maksimum
proteina), te je za postavljanje reakcije titracije podeSena tako da odziv fluorescencije bude u
rasponu od 200-1 500 jedinica. Za svaku reakciju titracije pripremljeno je 16 serijski
razrijedenih otopina neobiljeZenog proteina u koje je dodan jednak volumen obiljeZzenog
proteina do konacnog reakcijskog volumena od 20 pL. Pocetna otopina sadrzavala je

maksimalno dostupnu koncentraciju neobiljezenog proteina. Reakcijske smjese nanesene su u
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kapilare ¢ije su stijenke bile presvucene hidrofilnim premazom S§to smanjuje nastajanje
proteinskih agregata, te su mjerenja vrSena pri snazi lasera od 20, odnosno 40 %, te

temperaturi od 25 °C.

3.5. Mikroskopska analiza

Fluorescencijska mikroskopska analiza napravljena je na invertnom mikroskopu
Axiovert 200 M upravljanom AxioVision 4.5 programom uz KkoriStenje filterskog kompleta 13
(ekscitacijski filter BP 470/20, emisijski filter 505-530) (Zeiss). Za konfokalnu mikroskopsku
analizu koristen je Leica TCS SP2 AOBS (Leica) konfokalni pretrazni mikroskop. Ekscitacija
GFP fluorofora i klorofila postignuta je argonskim laserom na 488 nm. Emisija GFP signala i
autofluorescencija klorofila analizirana je na 500-535 nm, odnosno 650-700 nm na dva
odvojena kanala. Signal 4',6-diamino-2-fenilindola (DAPI) analiziran je zasebno na 461 nm.
Protoplasti A. thaliana bojani su otopinom DAPI boje (0,5 pg mL™ u PBS puferu) na nacin da
su stanice uronjene u otopinu boje kroz 30-60 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Za
konfokalnu mikroskopsku analizu transgeni¢nih biljaka koje nadeksprimiraju GFP-SerRS
koristen je konfokalni pretrazni mikroskop LSM780 (Zeiss) na Institutu za molekularnu

biologiju biljaka u Strasbourgu.

3.6. Priprema sjemena, uzgoj biljaka i analiza utjecaja abiotickih stresora

Prije nasadivanja na krute medije MS potrebno je s povrsine sjemenki A. thaliana ukloniti
mikroorganizme koji bi mogli zagaditi hranjive medije. Ovo je postignuto potapanjem
sjemenki 1 minutu u 70 % (v/v) etanolu, zatim inkubacijom u 4 % (v/v) otopini NaCIO 15
minuta uz protresanje, nakon cega su sjemenke isprane 5 x sterilnom vodom. Kako bi se
sprije¢ilo nejednoliko klijanje, sjemenke su nakon sterilizacije inkubirane 48 sati uronjene u
sterilnoj vodi u posudi na 4 °C u mraku. Biljke su uzgajane u uvjetima dugog dana (16 sati
svjetla 1 8 sati mraka) kroz 7 dana, odnosno 14 u istrazivanju utjecaja abiotickih stresora na
fenotip biljaka. Radi pracenja razlika u fenotipu izmedu biljaka divljeg tipa, odnosno
transgenicnih biljaka koje su nadeksprimirale SerRS, biljke su nasadene na hranjive podloge
bez stresora, ali i na podloge s dodanim ionskim (NaCl, KCI), osmotskim stresorima

(manitol), te teSkim metalima (CdCl,). Nakon tri dana od nasadivanja klijanci su svakodnevno
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kroz period od 5 dana (osim za podloge u koje je dodan CdCl,, gdje su klijanci praceni 7
dana) fotografirani, te je na fotografijama pomocu programa ImageJ odredena duljina
korijena. Ovi eksperimenti radeni su u bioloskim duplikatima kada je to god bilo moguce. Za
genske ekspresijske analize biljke divljeg tipa i transgeni¢ne biljke nasadivane su na podloge
MS bez stresora u triplikatima, dok su biljke divljeg tipa nasadivane i na podloge s NaCl u

suvisku (50 mmol dm™), odnosno manitolom (100 mmol dm™) u duplikatima.
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§4. REZULTATI

4.1. Enzimska aktivnost SerRS proteina

Istrazivanja aaRS uglavnom su usmjerena na animalne aaRS, dok je podataka o biljnim aaRS
relativno malo i to uglavnom s naglaskom na kukuruzne SerRS. Za citosolnu kukuruznu
SerRS je pokazano da jednako u&inkovito aminoacilira tRNA® i bakterijskog i eukariotskog
podrijetla. Ovako Siroka tRNAS specifi¢nost nije primjecena kod SerRS proteina iz drugih
organizama. S obzirom da je ovaj rad usmjeren na karakterizaciju citosolne SerRS iz modelne
biljke A. thaliana, provjerena je specifi¢nost ovog enzima u prepoznavanju tRNA® supstrata
razli¢itog evolucijskog podrijetla. U genomu biljke A. thaliana postoje dva gena koja kodiraju
za SerRS enzime (dijele oko 34 % identiteta homologije na razini aminokiselinske sekvence).
Jedan gen (TAIR oznaka: AT1G1187) kodira za organelnu varijantu SerRS enzima koja je
dualno lokalizirana u kloroplastima i mitohondrijima, dok drugi gen (TAIR oznaka:
AT5G27470) kodira za varijatnu SerRS enzima kojoj je predloZena citosolna lokalizacija, a
koji na svom C-kraju obiluje bazi¢nim aminokiselinama $to je karakteristicno za sve citosolne

SerRS enzime (slika 15.).

MLDINLFREE KGNNPEITRE SQRRRFASVE IVDEITIKLDK EWRQRQFEVD
SFRKEFNKLN KQVAQLKIKK EDASEIIQQT EKNKQODSTAK EAEVREAYAA
LKAKLEQVGN LVHDSVPVDK DEANNLVIKL WGEKREFSTPG LKLKNHVDLV
ELLGIADTKR GAEIAGARGEF FLKGDGLMLN OQALINFGLTE LKKRGEFTGLQ
PPFFMRKDVM AKCAQLAQFD EELYKVTGEG DDKYLIATAE QPLCAYHIDE
WIHPTELPLR YAGYSSCFRK EAGSHGRDTL GIFRVHQFEK TIEQFCITGPN
ENASWEMLDE MMKNSEDEFYQ ALKLPYQIVS IVSGALNDAA AKKYDLEAWEF
PSSETFRELV SCSNCTDYQA RRLEIRYGQOK KSNEQTKQYV HMLNSTLTAT
ERTICCILEN YQREDGVDIP EVLQPFMGGE TFLPFKAKPV VADTKGKKSK A

Slika 15. Aminokiselinski slijed za protein SerRS (TAIR oznaka: AT5G27470) (deblje su otisnute hidrofilne
aminokiseline na C-kraju proteina).

U svrhu odredivanja aminoacilacijske aktivnosti i kinetickih parametara Ky i Kear pripremljene
su dvije varijante citosolnog proteina SerRS: protein SerRS bez privjeska (SerRS) i protein
SerRS s (His)g-privjeskom na C-kraju (SerRS-His). Oba proteina pripremljena su na nacin da
je nukleotidni kodirajuci slijed (cDNA TAIR oznaka: U09339) umnozen u lanc¢anoj reakciji
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Pfu DNA-polimeraze i ubacen u vektor pET28b izmedu restrikcijskih mjesta Ncol i BamHI u
slu¢aju SerRS, odnosno izmedu restrikcijskih mjesta Ncol i Notl u slu¢aju SerRS-His. Ovako
pripremljeni vektori koriSteni su za transformaciju stanica bakterije E. coli, te je kasnije na
odabranim bakterijskim kolonijama proveden kolonijski PCR, odnosno izolacija plazmidne
DNA i restrikcijska analiza (za konstrukt SerRS Ncol / BamHI, za konstrukt SerRS-His Ncol /
Notl), odnosno sekvenciranje DNA ¢ime je potvrdena uspjesnost kloniranja (slika 16. a i b).

Optimalna ekspresija i dobivanje topljivin proteina u stanicama E. coli BL21 (DE3)
postignuto je nakon indukcije s 0,5 mmol dm™ IPTG-om kroz 12 sati na 15 °C. Protein SerRS
(pl = 6,27) prociscen je na anionsko-izmjenjivackoj kromatografskoj koloni MonoQ (GE
Healthcare) u puferu pH = 8,0 (pri 4 °C), vrijednosti pH pri kojoj je ukupan naboj proteina
negativan. Dobivene su frakcije vrlo visoke Cistoée (slika 17.) koje su onda koriStene za

kineticke eksperimente.

a MNKPK1 2 3 4567 89 10

M 11 12 13 14 15

1 PK M2PK MNKPK 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 M 15 16 17 18 19

Slika 16. a: prikaz uzoraka DNA na 1 %-tnom (w/v) gelu agaroze za SerRS: M — A DNA razgradena s
restrikcijskom endonukleazom Hindlll; NK - negativna kontrola kolonijskog PCR-a, PK - pozitivna kontrola
kolonijskog PCR-a, linije 1 — 10: rezultati kolonijskog PCR-a nakon ligacije plazmida pET28b s kodiraju¢im
slijedom za SerRS i transformacije u E. coli DH5a; linije 11 — 15: rezultati kontrolne restrikcijske razgradnje
plazmida pET28b s Ncol i BamHI radi potvrdivanja uspjes$nog kloniranja gena za SerRS. b: prikaz uzoraka DNA
na 1 %-tnom (w/v) gelu agaroze za SerRS-His: M - X DNA razgradena s restrikcijskom endonukleazom Hindlll;
PK - pozitivna kontrola PCR reakcije; NK - negativna kontrola PCR reakcije; linija 1: produkt PCR reakcije za
SerRS-His s Tag DNA-polimerazom; linija 2: produkt PCR reakcije za SerRS-His s Pfu DNA-polimerazom;
linije 3 — 14: rezultati kolonijskog PCR-a nakon ligacije plazmida pET28b s kodiraju¢im slijedom za SerRS-His
i transformacije u E. coli DH5aq; linije 15 — 19: rezultati restrikcijske razgradnje plazmida pET28b s Ncol i Notl

radi potvrdivanja uspje$nog kloniranja gena za SerRS-His.
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Slika 17. Procis¢avanje proteina SerRS na anionsko-izmjenjivackoj koloni MonoQ (GE Healtcare). a: prikaz
kromatograma (strelicom je oznaena pozicija elucije SerRS); b: analiza eluiranih frakcija na 9 %-tnom SDS-
poliakrilamidnom gelu.

Protein SerRS-His procis¢en je afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi (slika 18.).
Dobivene frakcije nakon elucije pokazuju visok prinos SerRS-His, te nisu dodatno

procis¢avane, ve¢ su kao takve koristene za daljnje kineticke analize.
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Slika 18. Analiza eluiranih frakcija nakon afinitetne Ni-NTA kromatografije na 9 %-tnom SDS-
poliakrilamidnom gelu.

4.1.1. Odredivanje aminoacilacijske aktivnosti razlicitih varijanti enzima SerRS

Aminoacilacijska aktivnost SerRS i SerRS-His odredena je mjerenjem radioaktivnog raspada
izotopa [**C] u serinu koji je koristen kao jedan od supstrata. Drugi supstrat bile su ukupna
tRNA iz kvasca S. cerevisiae, odnosno bakterije E. coli (prethodno im je odreden maseni udio
tRNA®" i on je iznosio w (tRNAs cerevisiae) = 0,66 %, W (tRNA>: i) = 4,16 %). Nakon

dodatka enzima (c = 5 nmol dm™) i pocetka reakcije, smjesa je uzorkovana nakon svake pune
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minute kroz &etiri minute. Koncentracija tRNAS®s, cerevisiae | tRNA>e. coii iznosila je 1 pmol
dm™. Brzina aminoaciliranja izraZena kroz broj radioaktivnih raspada u minuti (eng. counts
per minute, CPM) direktno je proporcionalna koli¢ini radioaktivno obiljeZenog serina
vezanog na tRNA>" u reakciji aminoaciliranja. Mjerenje aminoacilacijske aktivnosti
napravljeno je radi provjere funkcionalnosti proc¢is¢enih varijanti enzima SerRS, odnosno
sposobnosti prepoznavanja tRNA®®. Nakon provedenih analiza utvrdeno je kako obje
varijante enzima SerRS prepoznaju tRNA®" iz dvije domene Zivota (bakterije i eukarioti), pri
¢emu vecu aktivnost pokazuje varijanta SerRS-His. Brzina reakcije vezanja radioaktivnog
serina na tRNA>s, cerevisiae bila je 2,6 puta veéa u slucaju SerRS-His enzima naspram SerRS.
Isti trend ponovio se i u sludaju tRNAS*: ;i gdje je brzina aminoaciliranja bila oko 2,2 puta
veca za SerRS-His (tablica 9. i slika 19.).

Tablica 9. Odredivanje aminoacilacijske aktivnosti SerRS i SerRS-His (¢ = 5 nmol dm?®) uz tRNA®

(c =1 pmol dm™) iz bakterije E. coli i kvasca S. cerevisiae kao supstrat.

Supstrat
R NAserS. cerevisiae tRNAserE‘ coli

Brzina reakcije (CPM)

SerRS-His
SerRS

B SerRS-His (tRNASg . ciiciac)

+00- A SerRS (t(RNAYs eisiae)

600 - v NK
500 o SerRS-His (tRNAS )
< 4001 ® SerRS (tRNA,)
o
O 3004
2004
1004
gﬁ__'
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

t (min)

Slika 19. Ovisnost promjene CPM u vremenu prilikom odredivanja aminoacilacijske aktivnosti SerRS i SerRS-
His (c = 5 nmol dm™®) uz tRNA®" (¢ = 1 umol dm™) iz bakterije E. coli i kvasca S. cerevisiae kao supstrat. NK:

negativna kontrola (reakcijska smjesa bez dodane tRNAS™).

4.1.2. Odredivanje kinetickih parametara
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S obzirom da SerRS iz biljke A. thaliana uspjesno aminoacilira bakterijsku i eukariotsku
tRNA, a u nedostatku biljne homologne tRNA, Michaelisova konstanta (Ky) i maksimalna
brzina (Vi) odredene su koristenjem ukupne tRNAs, cerevisiae (W (tRNA>®) = 0,66 %), odnosno
ukupne tRNAE. coii (W ((RNA") = 4,1 %). U slucaju tRNAS cerevisiae prosjeéna vrijednost Ky
iznosila je 0,937 (+ 0,390) pmol dm™, dok je prosjetna vrijednost Vy, iznosila 0,020 (+ 0,003)
pmol dm™ min™. Iz ovih vrijednosti izratunata je vrijednost obrtnog broja ke i On je iznosio
0,13 (£ 0,02) s. U slucaju tRNAS*E .o prosjecna vrijednost Ky je iznosila 0,759 (+ 0,257)
umol dm™, dok je prosjecna vrijednost Vin iznosila 0,021 (+ 0,002) pmol dm™ min™. Obrtni
broj je iznosio 0,14 (+ 0,01) s™. Omjer keat / K je iznosio u slucaju tRNAs cerevisiae 0,13 5
pmol™ dm?, odnosno u slucaju tRNA>*: i 0,18 s umol™ dm? (slika 20. i tablica 10.).
Uzimajuéi u obzir navedene vrijednosti kinetickih parametara mogucée je zakljuciti kako
citosolna varijanta SerRS enzima iz biljke A. thaliana gotovo jednako efikasno prepoznaje
tRNA supstrate bakterijskog i eukariotskog podrijetla (Sto je ranije videno i kod kukuruzne

citosolne varijante SerRS).
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Slika 20. Michaelis-Menten graficki prikaz ovisnosti promjene brzine aminoacilacije uz SerRS-His protein
(c = 2,5 nmol dm™®) s obzirom na tRNAS" iz E. coli (a) i S. cerevisiae (b) kao supstrat.

Tablica 10. Vrijednosti kineti¢kih parametara Ky, Vi, i K 0dredenih iz grafi¢kog prikaza (slika 20.).

K (umol dm®) Vi (umol dm™ min™) Keat (57) Keat | Ky
(s* umol™ dm™)
tRNA 5 cerevisiae 0,937 (+ 0,390) 0,020 (+ 0,003) 0,13 (+ 0,02) 0,13
tRNA £ oo 0,759 (+ 0,257) 0,021 (+ 0,002) 0,14 (+0,01) 0,18

4.2. ldentifikacija proteinskih interaktora SerRS metodom Y2H
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U svrhu identifikacije proteinskih interaktora SerRS primjenjena je metodologija kvas¢evog
sustava dvaju hibrida kako je ranije opisano u poglavlju 3.4.1. Materijali i metode. Prvotno je
pripremljen fuzijski protein SerRS-GAL4-DNA BD na naéin da je nukleotidni kodirajuci
slijed koji kodira za SerRS umnozen u lan¢anoj reakciji Pfu DNA-polimeraze i ubacen u
vektor pGBKT?7 izmedu restrikcijskih mjesta Ncol i BamHI tako da se GAL4-DNA-vezna
domena (eng. GAL4 DNA binding domain) fuzionira na pocetak kodirajuceg slijeda za SerRS.
Ovako pripremljen rekombinantni vektor koriSten je za transformaciju stanica bakterije E. coli
DH5a0, te je kasnije na odabranim bakterijskim kolonijama proveden kolonijski PCR, odnosno
izolacija plazmidne DNA, te sekvenciranje i restrikcijska analiza (Ncol i BamHI) ¢ime je
potvrdena uspjesnost kloniranja (slika 21.). Rekombinantni vektor pGBKT7 s ubacenim
kodirajuc¢im slijedom za SerRS koristen je za transformaciju stanica kvasca S. cerevisiae soja
Y187. Ekspresija fuzijskog proteina u transformiranim stanicama kvasca potvrdena je
western-hibridizacijskom analizom koristenjem misjih monoklonskih antitijela na GAL4-
DNA-veznu domenu, dok u stanicama kvasca koje su sadrzavale prazni vektor pPGBKT7 nije

naden pozitivan signal (slika 21., linije 13. i 14.).

MI 2 MII 3 456 7 8 MII9 10 11 12 13 14

Slika 21. Prikaz uzoraka DNA na 1 % (w/v) gelu agaroze. MI: A DNA razgradena s restrikcijskom
endonukleazom Hindlll; linija 1: produkt PCR-a za SerRS-GAL4-DNA BD s Taqg DNA-polimerazom; linija 2:
produkt PCR-a za SerRS-GAL4-DNA BD s Pfu DNA polimerazom; MIl: MassRuler DNA Ladder Mix; linije 3
— 7: rezultati kolonijskog PCR-a nakon ligacije plazmida pGBKT7 s kodiraju¢im slijedom za SerRS i
transformacije u bakteriju E. coli DHSa; linija 9: plazmid pGBKT7 bez inserta; linije 10 - 12 rezultati kontrolne
restrikcijske razgradnje plazmida pGBKT7 s Ncol i BamHI radi potvrdivanja uspje$nog kloniranja kodirajuceg
slijeda za SerRS-GAL4-DNA BD; western-hibridizacijska analiza proteinskog ekstrakta kvasca S. cerevisiae
radi potvrde ekspresije SerRS-GAL4 DNA BD u stanicama kvasca; linija 13: stanice kvasca s pGBKT7?

plazmidom bez inserta i linija 14: stanice kvasca s pPGBKT7 plazmidom u kojemu je gen za SerRS.

Pretraga je napravljena dva puta pri ¢emu je u svakoj pretrazi koriStena druga vrsta knjiznica
cDNA koje su pripremljene na temelju mMRNA izoliranih iz klijanaca biljke A. thaliana, a

dobivene su ljubazno$éu prof. Wolfganga Werra i dr. sc. Pascala Reisewitza. U prvoj pretrazi
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upotrijebljena je knjiznica cDNA dobivena koristenjem nasumicnih pocetnica (eng. random
primed), a u drugoj pretrazi knjiznica cDNA dobivena koristenjem oligo dT pocetnica. Nakon
odredivanja titra knjiznice cDNA (broja cDNA klonova u 1 mL) u soju AH109, analize broja
stanica na hemocitometru za uzorke stanica kvasca koje su sadrzavale SerRS kao mamac
(Y187) i kona¢no odredivanja titra stanica nakon sparivanja haploidnih stanica sojeva AH109
1 Y187, odredena je koli¢ina svih vrsta stanica u pretrazi (stanica s proteinom mamcom,
stanica s proteinima plijenovima i diploidnih stanica nakon sparivanja (slika 22.)), kao i
efikasnost sparivanja. Da bi se pretraga mogla smatrati optimalnom u reakciju mora uci vise
od 2 x 10" stanica knjiznice cDNA, vise od 1 x 10° stanica soja koji sadrzava mamac,
odnosno mora biti pretrazeno vise od 5 x 10° stanica diploida (efikasnost sparivanja mora biti
2 % ili vise). U ovom radu, u prvoj pretrazi utvrdena je prisutnost 7 x 107 stanica random
primed knjiznice cDNA, 5,6 x 108 stanica soja Y187, dok je efikasnost sparivanja iznosila 0,5
% (7,2 x 10° stanica diploida). U drugoj pretrazi utvrdena je prisutnost 3,6 x 10’ stanica oligo
dT knjiznice cDNA, 6 x 10 stanica soja Y187, dok je efikasnost sparivanja iznosila 0,32 %
(3,45 x 10° stanica diploida). Iako je broj stanica diploida u obje pretrage bio nizi od
preporué¢enog, ovo je smatrano zadovoljavajué¢im, te je nastavljeno s Y2H pretragama.
Nastale diploidne stanice su dalje nasadene na krute hranjive podloge niske selektivnosti (-
Leu / -Trp) i inkubirane. S obzirom da je u obje pretrage broj naraslih kvasc¢evih kolonija na
ovim podlogama bio izrazito velik (preko 200), za daljnju analizu uzimane su samo one
kolonije ¢iji je promjer bio jednak ili ve¢i od 1 mm (takvih je u prvoj pretrazi bilo 43,
odnosno u drugoj 200). Na podlogama umjerene selektivnosti (-Leu / -Trp / -His i -Leu / -Trp
/ - Ade) u prvoj pretrazi od 43 kolonije presadene s podloga niske selektivnosti nastavilo je
rast 13 kolonija. Iste kolonije su nastavile rast i nakon presadivanja na podloge visoke
selektivnosti (-Leu / -Trp / -His / -Ade). S obzirom da je moguce da ista stanica ponekad
posjeduje vise od jednog plazmida s razli¢itim insertima cDNA, te da samo jedan od plazmida
zaista sadrzi fragment cDNA koji kodira za protein plijen, potrebno je ukloniti nepotrebne
plazmide koji bi mogli biti identificirani kao lazni pozitivi. Ovo se uobiajeno postize
uzastopnim presadivanjem diploidnih stanica kvasaca s jedne nisko selektivne podloge na
drugu tako da se dobiju pojedinacne kolonije, a uslijed Cega stanica odbacuje plazmide koji
joj nisu nuzno potrebni. Konac¢no, prije same izolacije plazmidne DNA, potencijalno
pozitivne kolonije nasadene su preko no¢i u -Leu tekuem hranjivom mediju €ime je

omoguceno dobivanje stanica kvasaca koje sadrze samo plazmide pGADT?7 koji kodiraju za
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proteine plijenove, dok bi se plazmidi pGBKT?7 trebali odbaciti. Nakon §to je ovaj proces
proveden na 13 potencijalno pozitivnih kolonija, napravljena je izolacija plazmidne DNA,

sekvenciranje i BLAST analiza, te su identificirani potencijalni interaktori SerRS.

Slika 22. Izgled stanica kvasca S. cerevisiae nakon sparivanja haploidnih sojeva pod mikroskopom (povecanje

20 x). Karakterisiténe formacije diploidnih zigota oznacene su strelicama.

U drugoj pretrazi 200 potencijalno pozitivnih kolonija nasadeno je direktno s podloga niske
selektivnosti na podloge visoke selektivnosti gdje su sve neocekivano nastavile rast, iako je
vec¢ina pokazala promjenu fenotipa u smislu promjene boje kolonije iz bijele u crvenu (odraz
nedostatka adenina u stanici). S obzirom da je naknadno pokazano kako na istim podlogama
rastu i kolonije kvasaca koriStene kao negativne kontrole, napravljen je X-gal filter test ¢iji
ishod ne ovisi o selektivnosti podloga ¢ime je od 200 pocetnih kolonija selektirano njih 71
koje su pokazale plavljenje, odnosno aktivaciju gena izvjestitelja lacZ koji kodira za enzim 3-
galaktozidazu. Naknadnim uzastopnim presadivanjem ovih kolonija na podloge niske
selektivnosti radi uklanjanja eventualnih suvi$nih plazmida u diploidnim stanicama doslo je
do iznenadujuceg smanjivanja broja potencijalno pozitivnih kolonija sa 71 na 3. Jedan od
uzroka ovakvog smanjenja moglo bi biti kvaScevo neselektivno odbacivanje plazmida s
kodiraju¢im slijedovima esencijalim za interakciju uslijed uzastopnog presadivanja na
podlogama niske selektivnosti, $to dokida interakciju i posljedicno aktivaciju gena
izvjestitelja. Konacno, iz sve 3 kolonije na jednak nacin kao u prvoj pretrazi izolirana je
plazmidna DNA koja je podvrgnuta restrikcijskoj analizi s restrikcijskom endonukleazom
Hindlll radi potvrdivanja identiteta plazmida (pGADT?7), odnosno provjere sadrzi li plazmid
insert. Od tri uzorka plazmidne DNA samo je jedan pokazao prisutnost inserta, te je jedini na
kojemu su nastavljene daljne analize (rezultati nisu pokazani).
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Tablica 11. Pregled potencijalnih proteinskih interaktora citosolne SerRS iz biljke A. thaliana detektiranih

kvascevim sustavom dvaju hibrida nakon prvog kruga.

TAIR oznaka Naziv proteina Broj Funkecijski znacaj
detektiranih
klonova
AT2G45400.1 BEN1 4 Ukljucenost u metabolizam i biosintezu brasinosteroida, te
biosintezu sterola.
AT5G15090.1 VDACS3 (eng. voltage dependent 3 Ukljucenost u aerobnu respiraciju, anioniski transmembranski
anion channel) transport, biljni obrambeni odgovor na bakterijsku infekciju,
hladno¢u i citokine, regulaciju klijanja sjemena.
AT1G22920.1 CSN5A (COP9 signalosome 3 Uklju¢enost u sastavljanje COP9  signalosoma, kulinsku
complex subunit 5a) postranslacijsku  modifikaciju (micanjem proteina NEDDS),

negativnu regulaciju fotomorfogeneze, fototransdukciju, pozitivnu
regulaciju G2/M tranzicije mitoze, odgovora biljke na auksine.

AT1G09070.1 Src2 protein 1 Ukljucenost u transport i usmjeravanje makromolekula i njihovnih
gradevnih komponenti u stanici, negativnu regulaciju programirane
stani¢ne smrti, odgovor na nedovoljno osvjetljenje, mehanicke
podrazaje i ranjavanje biljke.

AT1G32640.1 Myc2 1 Ukljucenost u signalne puteve moderirane jasmonskom, salicilnom i
abscizinskom kiselinom, biosintezu i metabolizam jasmonske
kiseline, negativnu regulaciju programirane smrti stanice, pozitivnu
regulaciju biosinteze flavonoida, transkripciju.

AT1G10730.1 (eng. Clathrin adaptor complex 1 Ukljucenost u unutarstani¢ni transport proteina i proteinsku
subunit family protein) glikozilaciju.

Svaki potencijalni interaktor podvrgnut je ponovnom testu interakcije sa SerRS (kvasci soja
AH109 podvrgnuti su dvostrukoj transformaciji s plazmidom pGBKT7 koji sadrzi cDNA za
SerRS 1 plazmidom pGADT7 koji sadrzi ¢cDNA za potencijalni interaktor), odnosno
samostalnoj sposobnosti aktivacije gena izvjestitelja bez prisustva SerRS (kvasci soja AH109
transformirani su samo s plazmidom pGADT?7 koji sadrzi gen za potencijalni interaktor).
Pripremljena serijska razrijedenja otopina stanica transformiranih kvasca (1:1, 1:10, 1:100,
1:1000) naneSena su na nisko i1 visoko selektivne podloge, te je rast potvrden za sve
potencijalne inteaktore, osim za Clathrin adaptor complex subunit family protein (slika 23. a).
Medutim, autoaktivacijsko djelovanje primjeceno je kod svih potencijalnih interaktora (slika

23.b), osim za protein BENI $to je bila in vivo potvrda interkacije BEN1 i SerRS.

Protein BENL1 je enzim iz skupine oksido-reduktaza (glavninu proteina ¢ini regija homologna
NAD(P)-veznoj domeni; slika 24.), a sudjeluje u metabolizmu i biosintezi brasinosteroida i
sterola (bilo direktno preko razgradnje brasinosteroidnih hormona ili posredno preko
regulacije biosinteze flavonoida, s obzirom da je protein BENI1 najblizi paralog
dihidroflavonol-4-reduktaze i antocijanin-reduktaze, enzima ukljuenih u Dbiosintezu

128

flavonoida™"). N-kraj proteina BEN1 obiluje kiselim aminokiselinama i (kako ¢e kasnije biti

objasnjeno) odgovoran je za uspostavu interakcije s proteinom SerRS.
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Slika 23. a: provjera interakcije odabranih proteinskih interaktora citosolne SerRS iz A. thaliana na hranjivim
medijima niske (-Leu-Trp) i visoke (-Leu-Trp-His-Ade) selektivnosti u decimalnim razrijedenjima. Stanice
kvasca S. cerevisiae soja AH109 podvrgnute su dvostrukoj transformaciji s plazmidnim vektorima pGADT7 (s
cDNA za potencijalni interaktor) i pPGBKT7 (s cDNA za SerRS). b: provjera autoaktivacije gena izvjestitelja od
strane odabranih potencijalnih proteinskih interaktora. Stanice kvasca S. cerevisiae soja AH109 transformirane
su s plazmidnim vektorom pGADT7 koji sadrzi cDNA za potencijalni proteinski interaktor i nasadene na

hranjive medije niske i visoke selektivnosti.

MVREEQEEDD NNNNNNGGGE RKLLVADETV PSLIDETGLV CVTGGSGEVA
SWLIMRLLOR GYSVRATVRT NSEGNKKDIS YLTELPFASE RLOQIFTADLN
EPESFKPAIE GCKAVFHVAH PMDPNSNETE ETVTKRTVQOG LMGILKSCLD
AKTVKRFEYT SSAVIVEYSG GNGGGGGEVD ESVWSDVEVE RNOQKEKRVSS
SYVVSKMAAE TAALEFGGKN GLEVVTLVIP LVVGPFISSS LPSSVEFISLA
MLEFGNYKEKY LEDTYNMVHI DDVARAMIFL LEKPVAKGRY ICSSVEMKID
EVFEFLSTKE PQFQLPSIDL NKYKVEKRMG LSSKKLKSAG FEFKYGAEET
FSGAIRSCQA RGFL

Slika 24. Aminokiselinski slijed proteina BEN1. Crveno je oznaéena regija homologna NAD(P)-veznoj domeni,
dok su deblje otisnute hidrofilne aminokiseline na N-kraju proteina (kako ¢e kasnije biti objasnjeno, N-kraj

proteina BEN1 odgovoran je za uspostavu interakcije s proteinom SerRS).
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4.3. Biofizicka analiza interakcije SerRS i BEN1

BiofiziCkim mjerenjima potvrdena je interakcija BENI1:SerRS in vitro. U tu svrhu
pripremljene su dvije varijante proteina BEN1: BEN1 s GST-privjeskom, odnosno na N-kraju
proteina. Nukleotidni slijed koji kodira za protein BEN1 dobiven je lan¢anom reakcijom Pfu
DNA-polimeraze na cDNA dobivenom reakcijom reverzne transkripcije izolata ukupne
MRNA iz biljke A. thaliana. Za dobivanje proteina GST-BEN1 ovaj slijed je ubacen u
plazmidni vektor pGEX-6P-1, odnosno za dobivanje proteina His-BEN1 u plazmidni vektor
pPROEX Htb. U oba slucaja koriStena su restrikcijska mjesta BamHI i Xhol. Uspjes$nost
kloniranja potvrdena je kolonijskim PCR-om, odnosno restrikcijskom analizom (BamHI i
Xhol) odabranih pozitivnih bakterijskih kolonija, te sekvenciranjem plazmidne DNA (GST-
BEN1: slika 25. a; His-BENL1: slika 27. a). Rekombinantni plazmidi koriSteni su za
transformaciju stanica bakterije E. coli BL21 (DE3), a optimalna ekspresija postignuta je
indukcijom IPTG-om koncentracije 0,5 mmol dm™ kroz 12 sati na 15 °C. GST-BEN1 (M,
(BEN1) = 40 260; M, (GST-BEN1) = 64 390) nakon afinitetne kromatografije na GST-
agarozi, u analizi SDS-PAGE pokazuje specifican degradacijski "otisak" od 4 vrpce malih
relativnih molekulskih masa koji djelomi¢no nestaje nakon Sto se proteinu proteoliticki
odcijepi 1 propustanjem kroz GST-agarozu ukloni GST- privjesak (slika 25. b i c). Za
biofizicke analize koristen je iskljucivo protein BEN1 bez privjeska koji je dodatno
proc¢iscavan gel-filtracijskom kromatografijom, i dok je ovakvim pristupom postignuto
uspjeSno uklanjanje oneciS¢enja velikih relativnih molekulskih masa, nije bilo moguce u
potpunosti maknuti oneci§¢enja malih relativnih molekulskih masa (slika 26. a). Protein His-

BENI1 prociscen je afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi.

Kao §to je vidljivo (slika 27. b) nakon analize kromatografskih frakcija u SDS-PAGE metodi
i protein His-BEN1, bas kao i protein GST-BEN1 pokazuje karakteristicne kontaminacijske
vrpce visih, odnosno nizih relativnih molekulskih masa. Ipak, za razliku od GST-BEN1, kod
His-BENT1 bilo je moguce nakon proteolitickog odcjepljivanja (His)s i gel-filtracije dobiti
frakcije proteina BEN1 bez privjeska realtivno visoke Cistoce. Na slici 27. d prikazan je SDS-
poliakrilamidni gel nakon elektroforeze na koji su bili nanijeti uzorci elucijskih frakcija nakon
proteoliti¢kog rezanja His-BEN1 proteazom TeV i anionsko-izmjenjivacke kromatografije na

koloni MonoQ. Moguce je zakljuciti kako efikasnost proteolitickog cijepanja nije bila
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Slika 25. M: A DNA razgradena s restrikcijskom endonukleazom Hindlll. a: linija 1: rezultat PCR reakcije s Pfu
DNA-polimerazom za cDNA koji kodira protein BEN1; linije 2 — 15: rezultati kolonijskog PCR-a za konstrukt
GST-BEN1; 16.- 100 bp DNA Ladder; 17.-20. rezultati restrikcijske analize BamHI / Xhol radi potvrde
uspjesnosti kloniranja cDNA za BEN1 u pGEX-6P1 vektor. b: ekspresijski profil proteina GST-BEN1 na 9 %
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SDS-poliakrilamidnom gelu gdje su uz intenzivnu vrpcu na razini M, ~ 64 000 koja odgovara fuzijskom proteinu

GST-BEN1 (M, = 64 390) vidljive i ¢etiri vrpce znatno manje relativne molekulske mase koje vjerojatno

odgovaraju degradacijskim produktima GST-BENL1. c: protein BEN1 analiziran na 9 % SDS-poliakrilamidnom

gelu nakon proteolitickog tretmana s Prescission protease (GE Healthcare) i afinitetne kromatografije na GST-

agarozi, vidljiva je intenzivna vrpca koja odgovara M, = 40 000 (M, BENL1 bez privjeska = 40 260) - ozna¢ena

strelicom, dok su degradacijske vrpce djelomi¢no nestale.
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Slika 26. a: analiza elucijskih frakcija nakon gel-filtracije (kromatografska kolona Superdex 75) na 9 % SDS-

poliakrilamidnom gelu za protein BEN1 kojemu je prethodno proteoliticki uklonjen GST-privjesak. b:

kromatogram za gel-filtraciju proteina BEN1 bez privjeska.
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maksimalna, no svejedno se jasno razlucuju frakcije u kojima jo$ uvijek postoji smjesa
proteina His-BEN1 i BEN1, odnosno frakcije u kojima se nalazi iskljuc¢ivo protein BEN1 bez
privjeska. Spajanjem i ukoncentriravanjem frakcija 27-29 koje sadrZze smjesu proteina s
privjeskom i proteina bez privjeska i frakcija 20-23 koje sadrze protein bez privjeska western-
hibridizacijskom analizom s mi§jim monoklonskim anti-His antitijelima potvrdeno da frakcije
proteina BEN1 zaista viSe ne sadrze (His)g-privjesak (slika 28. e), te su one koriStene u

biofizi¢kim analizama.

M1 2 3 456 78910
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M12345678910 1 yppus ——
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17 18 19 20 21 22 23 27 28 29 30 31 32 33 M
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Slika 27. a: M: 1 kb DNA Ladder; linije 1 — 11: produkti kolonijskog PCR-a za potvrdivanje uspje$nosti
kloniranja gena za BEN1 u plazmidni vektor pPROEX Htb na 1 % (w/v) agaroznom gelu; linije 12 — 15:
rezultati restrikcijske razgradnje plazmidnog vektora pPROEX Htb nakon kloniranja s cDNA koja kodira za
protein BEN1 na 1 % (w/v) agaroznom gelu. b: analiza elucijskih frakcija na 9 % SDS-poliakrilamidnom gelu
nakon Ni-NTA afinitetne kromatografije proteina His-BEN1. c: kromatogram za anionsku izmjenu na
kromatografskoj koloni MonoQ proteina BEN1 kojemu je prethodno proteoliticki uklonjen (His)g-privjesak.
Iako je provedeno proteoliti¢ko uklanjanje (His)gs-privjeska, na kromatogramu je vidljivo nekoliko vrskova od
kojih ona pozicija oznafena crnom strelicom sadrzi protein BEN1 bez privjeska $to je ustanovljeno analizom
frakcija elektroforezom na 9 % SDS-poliakrilamidnom gelu (slika d, linije 17 — 23). Pozicija ozna¢ena crvenom
strelicom zapravo je smjesa proteina BEN1 i His-BENL1 (d linije 27 - 33). e: Western-hibridizacijska analiza s
anti-His antitijelima za frakcije nakon ionsko-izmjenjivacke kromatografije: A- spojene elucijske frakcije 20.-

23., B- spojene elucijske frakcije 27.-29., PK- pozitivna kontrola.
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4.3.1. Analiza interakcije BEN1:SerRS metodom rezonancije povrsinskih plazmona

Buduc¢i da je u aminoacilacijskim testovima SerRS-His pokazivao veéu aktivnost od SerRS,
za SPR je koriStena varijanta proteina s (His)s-privjesakom na C-kraju. Takoder, za
preliminarna mjerenja koriSten je protein BEN1 kojemu je proteoliticki uklonjen GST-
privjesak, no buduci da su ove proteinske frakcije jo§ uvijek sadrzavale kontaminacije malih
molekulskih masa, za odredivanje konstante disocijacije kompleksa koristen je protein BEN1
kojemu je proteoliticki uklonjen (His)s-privjesak. Primarno je koriSten Ni-NTA Cip s
imobiliziranim SerRS-His, dok je mobilna faza sadrzavala protein BEN1. Neocekivani
problem ovakvog pristupa o€itovao se u izrazitom nespecificnom vezanju proteina BEN1 na
povrsinu referentne éelije ¢ipa, na kojoj nije bio imobiliziran SerRS-His, a koja inace sluzi za
odredivanje rezonantnog signala nespecifi¢nog vezanja eluensa, kako bi se isti mogao oduzeti
od signala ¢elije na kojoj je imobiliziran ispitivani protein i na kojoj dolazi do interakcije. S
obzirom da je nespecificno vezanje BEN1 na povrsinu referentne ¢elije bilo ve¢e od vezanja
na SerRS-His nije bilo moguc¢e odrediti konstantu disocijacije kompleksa BEN1:SerRS. Kako
je jedan od mogucih uzroka ovako intenzivnog nespecificnog vezanja proteina BEN1 na
povrSinu referentne celije zaostajanje (His)s-privjeska na proteinu BEN1 koje nije bilo
moguce vidjeti western-hibridizacijskom analizom (eventualno zbog smanjenje osjetljivosti
antitijela), problem je rijeSen zamjenom Ni-NTA ¢ipa sa CM5 ¢ipom na kojemu su proteini
vezani kovalentno, a ne preko nekovalentnih interakcija atoma nikla i histidinskih ostataka
kao $to je to slucaj kod Ni-NTA ¢ipa. S obzirom da je ovdje u slucaju kada je BEN1 bio
imobiliziran na povrSinu ¢ipa, SerRS-His pokazivao jednako ponaSanje na referentnoj celiji
kao 1 BENI1 u slucaju Ni-NTA Cipa, titracijski eksperimenti za odredivanje konstante
disocijacije radeni su na nacin da je na povrSinu ¢ipa bio vezan SerRS-His (RU = 1350), a u
mobilnoj fazi je propustan BEN1 protein u serijskim razrijedenjima (15,62 nmol dm’; 32,25
nmol dm®; 62,5 nmol dm™; 125 nmol dm™; 250 nmol dm®; 500 nmol dm™®; 1000 nmol dm i
2000 nmol dm®). Koristen je HBS pufer sa i bez dodanog MgCl, (do konagne koncentracije
od 5 mmol dm™). Interakcija izmedu SerRS-His i BENI proteina zamijeéena je samo u
slu¢aju koristenja HBS pufera s dodanim 5 mmol dm™ magnezijevim kloridom. Nakon tri
uzastopne titracije odredena konstanta disocijacije kompleksa Ky BEN1:SerRS iznosila je
1,03 x 10 (£ 1,67 x 10™) mol dm™®.
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Slika 28. Senzorgram titracije proteina SerRS-His vezanog na CM5 ¢&ip proteinom BEN1 bez privjeska (a) i

prikaz promjene optickog odziva u ovisnosti o koncentraciji proteina BEN1 u mobilnoj fazi u SPR metodi (b).

4.3.2. Analiza interakcije BEN1:SerRS mikrotermoforezom

Metodom mikrotermoforeze dodatno je in vitro potvrdena interakcija SerRS-His, odnosno
SerRS bez privjeska i proteina BEN1, takoder bez privjeska. U mjerenjima gdje je koristen
SerRS-His dolazilo je znacajne agregacije proteina u kapilarama, $to je tek djelomiéno
ublazeno dodatkom deterdzenta (Tween, 0,05 % (v/v)) u pufer istog sastava kao i u SPR
mjerenjima, te je u daljnjim mjerenjima koriSten SerRS bez privjeska. Provedena su tri
uzastopna mikrotermoforetska mjerenja na nacin da je koncentracija fluorescento obiljeZene
molekule (BEN1) odrzavana stalnom (tako da vrijednost odziva fluorescencije bude unutar
raspona vrijednosti od 200 do 1500 jedinica), dok je SerRS pripremljen u decimalnim
razrijedenjima (16 razrijedenja, pocetna koncentracija 30 pmol dm™). Odredena je vrijednost
konstante disocijacije kompleksa SerRS:BEN1 i ona je iznosila 4,45 x 107 (+ 1,40 x 107)

mol dm.
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Slika 29. Mikrotermoforetsko dokazivanje proteinske interakcije izmedu SerRS i proteina BEN1 oznaéenog

fluorescentnom bojom uz odredivanje konstante disocijacije kompleksa.

4.3.3. Odredivanje interakcijskih domena proteina BENI i SerRS u kompleksu BEN1I:SerRS

U svrhu preciznog odredivanja interakcijskih domena proteina BEN1 i SerRS pripremljene su
skracene verzije oba proteina, te su provedena biofizicka mjerenja (mikrotermoforeza) kako
bi se utvrdilo interakcijsko sucelje dvaju proteina. Buduéi da jo§ uvijek nije rijeSena
trodimenzionalna struktura citosolne SerRS iz biljke A. thaliana, kao niti proteina BEN1, uz

pomo¢ internetskog servisa [(PS)2-v2]**31

napravljene su predikcije trodimenzionalnih
struktura cjelovitih proteina (slika 30.) na osnovu kojih su osmisljene skraéene varijante

proteina.

Pripremljene su dvije varijante proteina SerRS kojima nedostaje 9 aminokiselina na C-kraju
(bazi¢na hidrofilna regija). Lan¢anom reakcijom s Pfu DNA-polimerazom pripremljeni su
nukleotidni sljedovi i potom ubaceni u pET28b plazmidni vektor izmedu mjesta Ncol i Notl
na nacin da je nukleotidni slijed nastao koriStenjem para pocetnica SRSATN 1 ATCDCR (bez
STOP kodona u povratnoj pocetnici) omogucio dobivanje skra¢ene varijante SerRS proteina s
dodanim (His)s-privjeskom na C-kraju (SerRSAC-His), dok je nukleotidni slijed nastao
koriStenjem para pocetnica SRSATN i ATCKDR (sa STOP kodon u povratnoj pocetnici)
omoguc¢io dobivanje skracene varijante SerRS proteina bez privjeska (SerRSAC). Nadalje,
pripremljeni su genski konstrukti za skra¢enu varijantu SerRS kojoj nedostaje pocetnih 97
aminokiselina (N-terminalna domena), te joj je dodan (His)e-privjesak na N-kraj (His-
ANSerRS), odnosno skracenu varijantu SerRS kojoj uz N-terminalnu domenu nedostaje i 9
krajnjih aminokiselina i takoder ima dodan (His)s-privjesak na N-kraju (His-ANSerRSAC).
Nukleotidni slijedovi za His-ANSerRS i His-ANSerRSAC dobiveni su lanéanom reakcijom
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Slika 30. a: racunalna predikcija trodimenzionalne strukture SerRS iz biljke A. thaliana napravljena
programima (PS)?-v2 i PyMol. b: shematski prikaz funkcionalnih domena cjelovitog SerRS proteina i skra¢enih
varijanti koje su pripravljene u ovom radu (SerRS: cjeloviti SerRS protein, SerRSAC: protein bez polarnog dijela
C-kraja (9 krajnjih aminokiselina) i bez privjeska, SerRSAC: protein bez polarnog dijela C-kraja i s (His)s-
privjeskom na C-kraju, His-ANSerRS: protein bez N-terminalne domene (pocetnih 97 aminokiselina) i (His)s-
privjeskom na N-kraju, His-ANSerRSAC: protein bez N-terminalne domene i polarnog dijela C-kraja, te s
dodanim (His)e-privjeskom na N-kraju proteina, His-NSerRS: samostalna N-terminalna domena SerRS. c:
radunalna predikcija trodimenzionalne strukture BEN1 iz biljke A. thaliana napravljena programima (PS)%v2 i
PyMol. d: shematski prikaz funkcionalnih domena cjelovitog BEN1 proteina i skrac¢enih varijanti koje su
pripravljene u ovom radu (BEN1: cjeloviti protein, HisSAN17BEN1.: protein bez prvih 17 aminokiselina na N-
kraju s dodanim na N-kraj; His-AN37BEN1 i AN37BEN1-His: proteini bez prvih 37 aminokiselina na N-kraju s
na N- ili C-kraju).

Pfu DNA-polimeraze i ubaceni u plazmidni vektor pPROEX Htb izmedu mjesta BamHI i

Notl. Kona¢no, lan¢anom reakcijom Pfu DNA-polimeraze pripremljen je nukleotidni slijed
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koji kodira samo za N-terminalnu domenu SerRS (prvih 97 aminokiselina, His-NSerRS), te je
ubacen u plazmidni vektor pPROEX Htb izmedu restrikcijskinh mjesta Ncol i Notl kako bi se
dobio rekombinantni protein s dodanim (His)e-privjeskom na N-kraju. Svi rekombinantni
plazmidi (za sve varijante skra¢enog SerRS) podvrgnuti su sekvencijskoj i restrikcijskoj
analizi (za varijante SerRSAC-His i SerRSAC restrikcijskom endonukleazom Hindlll ¢ijim
rezanjem u slucaju uspjesnog kloniranja nastaju dva fragmenta duljina 5 811 pb i 753 pb, dok
su za varijante His-ANSerRS, His-ANSerRSAC i His-NSerRS koristeni Ncol i Xbal koji rezu
pPROEX Htb tako da nastaje jedan dulji fragment ~ 5 200 pb, dok drugi ugrubo odgovara
duljini kloniranog genskog slijeda, §to za His-ANSerRS iznosi ~ 1 080 pb, za His-
ANSerRSAC iznosi ~1060 pb i za His-NSerRS iznosi ~ 300 pb) ¢ime je potvrdena uspjesnost
kloniranja u svim slucajevima (slika 31.). Nakon transformacije stanica bakterije E. coli
BL21(DE3) optimalna ekspresija za SerRSAC-His i SerRSAC postignuta je indukcijom 0,5
mmol dm™ IPTG-om kroz 12 sati na 15 °C. SerRSAC-His pro¢iséen je nakon sonikacije
bakterijskih stanica na Ni-NTA agarozi s relativno visokim prinosom topljivog proteina (slika
32. a), unato¢ znacajnom zaostajanju proteina u obliku inkluzijskih tijela. Frakcije SerRSAC-
His nisu dodatno procis¢avane, ve¢ su kao takve uzimane za daljnje biofizicke analize.
SerRSAC (pI = 5,04) proc¢is¢en je na anionsko-izmjenjivackoj koloni MonoQ u puferu
pH = 8,0 (pri 4 °C) nakon Cega su dobivene frakcije proteina relativno visoke €istoce koje

nisu dodatno proci§¢avane za daljnje biofizicke analize (slika 32. ¢ i d).
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Slika 31. Prikaz DNA uzoraka na 1 % (w/v) gelu agaroze nakon PCR-a s Taq i Pfu DNA-polimerazom,

produkata kolonijskog PCR-a i restrikcijskih analiza za potvrdivanje uspjes$nosti ugradnje kodirajuceg slijeda za
skratene varijante SerRS. M- 1 kb DNA Ladder. A: produkti PCR-a Tag DNA-polimerazom za varijante
SerRSAC-His (linija 4), His-ANSerRS (3.) His-ANSerRSAC (linija 2) His-NSerRS (linija 1), odnosno Pfu DNA-
polimerazom SerRSAC-His (linija 8), His-ANSerRS (linija 7), His-ANSerRSAC (linija 6) i His-NSerRS (linija
5). B: linije 1-10: rezultati kolonijskog PCR-a reakcije za SerRSAC-His, odnosno linije 11-14 za SerRSAC;
linije 15-20: rezultati restrikcijske analize s Hindlll restrikcijskom endonukleazom za SerRSAC-His i linija 21
za SerRSAC. C: linije 1-10: rezultati kolonijskog PCR-a za His-ANSerRS, odnosno linije 11-20 za His-
ANSerRSAC. D: linije 1-10: rezultati kolonijskog PCR-a za His-NSerRS; linije 11-13: rezultati restrikcijske
razgradnje za His-ANSerRS, odnosno linije 15-18 za His-ANSerRSAC i linije 19-22 za His-NSerRS.
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Slika 32. Analiza eluiranih frakcija nakon Ni-NTA afinitetne kromatografije na 9 % SDS-poliakrilamidnom gelu
za SerRSAC-His (a), odnosno 12 % SDS-poliakriamidnom gelu za proteinsku varijantu His-NSerRS (b).
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Kromatogram za proteinsku varijantu SerRSAC (c), te analiza eluiranih frakcija na 9 % SDS-poliakriamidnom

gelu nakon anionsko-izmjenjivacke kromatografije na kromatografskoj koloni MonoQ (d).

Unatoc¢ uspjesnom kloniranju, His-ANSerRS 1 His-ANSerRSAC nisu uspjesno pripremljeni u
topljivom stanju. His-ANSerRS nije pokazao vidljivu ekspresiju bez obzira na razlicite uvjete
temperature (15 °C, 25 °C, 37 °C) ili koncentracije IPTG-a (0,25 mmol dm™, 0,5 mmol dm™),
dok je His-ANSerRSAC pokazao ekspresiju jedino na 37 °C pri 0,5 mmol dm™ IPTG-a, no
nakon sonikacije bakterijskih stanica uoceno je kako sav dobiveni protein talozi u obliku
inkulzijskih tijela. Takoder, pokusaj regeneracije His-ANSerRSAC iz inkluzijskih tijela nije
bio uspjesan. Izostajanje genske ekspresije, odnosno talozenje proteina u obliku inkluzijskih
tijela vjerojatno je uzrokovano nepovoljnim smatanjem skracenih proteina (nedostatak dijela
N-terminalne domene s kojom KkatalitiCka srz proteina ostvaruje elektrostatske interakcije
¢ime se stabilizira trodimenzionalna struktura proteina) $to dovodi do trenutne razgradnje ili
agregacije novonastalih proteinskih ostataka. Vjerojatno iz istog razloga niti His-NSerRS nije
bio prisutan u topljivom obliku (pokazao je vidljivu ekspresiju na 37 °C uz 0,5 mmol dm™
IPTG, dok na 15 °C nije bilo ekspresije), iako je ovdje regeneracija iz inkluzijskih tijela bila
uspjesna, te je nakon zavrSene regeneracije protein u topljivom obliku proc¢is¢en na Ni-NTA
agarozi (slika 32. b). Pretpostavlja se kako se postepenom renaturacijom proteina u procesu
regeneracije proteina iz inkluzijskih tijela ostavlja dovoljno vremena pravilnom smatanju
proteina, $to povecava vjerojatnost dobivanja topljivog proteina. His-NSerRS nikada nije
podvrgnut provjeri ispravnosti smatanja, no primjeceno je kako duZim stajanjem ¢ak i na
niskim temperaturama (-80 °C) pokazuje sklonost ponovnom taloZenju. Uzimajuci u obzir
dugotrajnost regeneracije i labilnost topljivog proteina, His-NSerRS uzorci nakon Ni-NTA

agaroze nisu dodatno prociS¢avani, nego su kao takvi uzimani za daljnje biofizicke analize.

Glavninu sredisnjeg dijela proteina BEN1 ¢ini regija homologna NAD(P)-veznoj domeni
(pozicije 39-259), dok N-kraj proteina obiluje kiselim i polarnim aminokiselinama (slika 24.).
Uzimajuéi ovo u obzir pripremljene su tri skra¢ene varijante proteina BEN1: proteina kojemu
nedostaje prvih 17 aminokiselina na N-kraju, te posjeduje (His)s-privjesak na N-kraju (His-
AN17BEN1 - djelomi¢no oCuvan N-kraj proteina), protein kojemu nedostaje prvih 37
aminokiselina na N-kraju i posjeduje (His)s-privjesak na C-kraju (AN37BEN1-His; gotovo u
potpunosti uklonjena regija bogata hidrofilnim aminokiselinama na N-kraju prije NAD(P)-

vezne domene), odnosno ista varijanta proteina, ali s (His)s-privjeskom na N-kraju (His-
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AN37BENL). Za dobivanje skracene varijante proteina AN37BEN1-His lan¢anom reakcijom
Phusion DNA-polimeraze (s obzirom da nije bilo moguce dobiti Zeljeni produkt lan¢anom
reakcijom s Pfu DNA-polimerazom) umnozen je nukleotidni slijed i ubacen u plazmidni
vektor pET28b izmedu restrikcijskih mjesta Ncol i Xhol. Lan¢anom reakcijom s Pfu DNA-
polimerazom umnozeni su nukleotidni sljedovi koji kodiraju za His-AN37BEN1, odnosno
His-AN17BENI1, te ubaceni u vektor pPROEX Htb izmedu restrikcijskih mjesta Ncol i Xhol.
Za sve konstrukte uspjeSnost kloniranja potvrdena je kolonijskim PCR-om, restrikcijskom
analizom (Ncol i Xhol) i sekvenciranjem (slika 33. i za His-AN17BENL. slika 35. a). Nakon
transformacije bakterija E. coli BL21 (DE3) u ekspresijskim analizama utvrdeno je kako
AN37BEN1-His pokazuje realtivno slabu ekspresiju na 30 °C, dok na nizim temperaturama
ekspresija nije vidljiva. His-AN37BEN1 pokazao je zadovoljavaju¢u ekspresiju na 30 °C uz
indukciju 0,25 mmol dm™ IPTG-om, te je za daljnje biofizitke analize prednost dana ovoj
varijanti u odnosu na AN37BEN1-His. His-AN17BEN1 pokazao je zadovoljavajuc¢u
ekspresiju na 15 °C uz indukciju 0,5 mmol dm™ IPTG-om. Nakon uzgoja i sonikacije
bakterijskih stanica, His-AN37BENI1 je pro€i§¢en afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA
agarozi (slika 34. a). Potom je uslijedilo proteoliticko uklanjanje (His)s-privjeska i kationsko-
izmjenjivacka kromatografija na koloni MonoS u puferu pH = 6,0 kojom se nastojalo dodatno
procistiti i razdvojiti AN37BEN1 bez privjeska (pl = 8,46; M, = 36 133) od eventualno
zaostalog His-AN37BEN1 koji jo$ uvijek ima privjesak (u sluc¢aju da proteoliza nije bila
maksimalno efikasna, kao $to je to bio slucaj s His-BEN1). Analizom kromatografskih
frakcija na SDS-poliakrilamidnom gelu uocena je samo jedna proteinska vrpca (slika 34. c).
Ova proteinska vrpca mogla je nastati potpunim proteolitickim otcjepljivanjem (His)s-
privjeska daju¢i protein AN37BEN1 ili se u protivnom radilo o His-AN37BEN1 Sto
podrazumijeva da (His)s-privjesak nije uopce otcijepljen (proteolitiCko cijepanje nije bilo
uc¢inkovito). Stoga je provedena western-hibridizacijska analiza s misjim monoklonskim anti-
His antitijelima (slika 34. d). Analizom je utvrdeno postojanje (His)g-privjeska u svim
proteinskim frakcijama. S obzirom da je aktivnost proteaze TeV prethodno provjerena u
reakciji s drugim supstratima, jedan od moguéih razloga neuklanjanja privjeska s His-
ANBENTI je smatanje ove skracene varijante BEN1 proteina pri ¢emu je moguce da je (His)s-
privjesak maskiran u globularnoj trodimenzionalnoj strukturi i na taj nac¢in onemogucen
dohvatu katalitickog mjesta proteaze. His-AN17BEN1 uspjesno je procis¢en na Ni-NTA

agarozi, a potom mu je djelovanjem proteaze TeV uspjesno uklonjen (His)s-privjesak.
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Koristenjem kationsko-izmjenjivacke kolone MonoQ u puferu pH = 8,0 (pri 25 °C) uspjesno
su razdvojene frakcije proteina koji viSe nema privjeska od onog koji ga jos uvijek ima (slika
35. bic). Ovako pripremljeni proteini koristeni su u biofizickim analizama.
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Slika 33. Prikaz uzoraka DNA na 1 % (w/v) gelu agaroze nakon PCR reakcije s Taq i Pfu DNA-polimerazom,
produkata kolonijskog PCR-a i restrikcijskih analiza za potvrdivanje uspje$nosti kloniranja gena za skracene
varijante BEN1 proteina. M- 1 kb DNA Ladder; a: produkti PCR reakcije s Taq DNA-polimerazom za
AN37BEN1-His (linija 1) i His-AN37BENL (linija 2), odnosno s Pfu DNA-polimerazom za AN37BEN1-His
(linija 3) i His-AN37BENL1 (linija 4); linija 5: produkt PCR reakcije s Phusion DNA-polimerazom za kontrukt
AN37BEN1-His; linije 6-16: kolonijski PCR za His-AN37BENL. b: linije 1-5: rezultati restrikcijske analize s
Ncol i Xhol za konstrukt His-AN37BEN1; linije 6-15: kolonijski PCR s T7 univerzalnim pocetnicama za
AN37BEN1-His; linije 16-21: rezultati restrikcijske analize s Ncol i Xhol za AN37BEN1-His.
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Slika 34. a: prikaz elucijskih frakcija His-AN37BEN1 na 9 % SDS-poliakrilamidnom gelu nakon Ni-NTA
afinitetne kromatografije. b: kromatogram za kationsku izmjenu na kromatografskoj koloni MonoS i c: prikaz
elucijskih frakcija na 9 % SDS-poliakrilamidnom gelu za His-AN37BEN1 proteinsku varijantu nakon
proteolitiCkog tretmana proteazom TeV radi uklanjanja (His)e-privjeska. d: western-hibridizacijska analiza s anti-
His antitijelima za izdvojene elucijske frakcije nakon kationske izmjene radi utvrdivanja efikasnosti

proteolitiCkog uklanjanja (His)s-privjeska s His-AN37BEN1.
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Slika 35. a: prikaz uzoraka DNA na 1 % (w/v) gelu agaroze za konstrukt His-AN17BEN1 nakon PCR reakcije s
Pfu DNA-polimerazom (linija 1), produkti kolonijskog PCR-a (linije 2-12), produkti restrikcijske analize s Ncol
i Xhol za odabrane pozitivne kolonije (linije 13-15). M: DNA faga A pocijepana s endonukleazom HindIII. b:
prikaz elucijskih frakcija nakon anionsko-izmjenjivacke kromatografije na koloni MonoQ. c: kromatogram

nakon kromatografije na koloni MonoQ (strelicom je oznaéena varijanta proteina bez (His)g-privjeska).
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U svrhu odredivanja interakcijskih domena proteina SerRS i BEN1 u kompleksu, provedena
su mikrotermoforetska mjerenja u kojima je koncentracija fluorescentno obiljezenog proteina
BEN1 odrzavana stalnom, dok su varijante proteina SerRS: SerRSAC-His (pocetna
koncentracija 30 umol dm™), SerRSAC (podetna koncentracija 42 pmol dm™) i His-NSerRS
(podetna koncentracija 190 pumol dm™) pripremljene u decimalnim razrijedenjima. Nakon tri
uzastopna mjerenja za smjesu SerRSAC-His i BEN1 potvrdena je proteinska interakcija i
odredena je konstanta disocijacije kompleksa BEN1:SerRSAC-His ¢ija vrijednost iznosi 6,49
x 107 (£ 1,64 x 10”) mol dm™ (slika 36. a). Za smjesu SerRSAC i BEN1 napravljena su dva
uzastopna mjerenja, te je takoder utvrdena proteinska interakcija, odnosno odredena je
vrijednost konstante disocijacije kompleksa BEN1:SerRSAC koja iznosi 4,04 x 107 (+ 1,19 x
10") mol dm™ (slika 36. b). U slucaju His-NSerRS i proteina BEN1 nije detektirana
proteinska interakcija (slika 36. c). Kako bi se provjerila specifi¢nost proteinske interakcije
BENL1 i proteinskih varijanti SerRS, napravljeno je mikrotermoforetsko mjerenje smjese
BENL1 i albumina iz seruma goveda (eng. bovine serum albumin, BSA; pocetna koncentracija
BSA iznosila je 7,5 pmol dm™) koje nije potvrdilo nastajanje proteinskog kompleksa izmedu

ova dva proteina (slika 36. e).
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Slika 36. Mikrotermoforetsko ispitivanje proteinske interakcije izmedu a: fluorescentno oznaéenog proteina
BEN1 i SerRSAC-His, b: fluorescentno oznaéenog proteina BEN1 i SerRSAC, c: fluorescentno oznacenog
proteina BEN1 i His-NSerRS, d: fluorescentno oznacenog proteina SerRS i His-AN17BENL1 i e: fluorescentno

oznacenog proteina BEN1 i BSA (negativna kontrola).

Tablica 12. Konstante disocijacije prema grafickim prikazima (slika 29. i 36.) dobivenim u mikro-

termoforetskim mjerenjima.

Kqg/ mol dm?
BENL1 + SerRS 4,45 x 107 (x 1,40 x 107)
BENI + SerRSAC-His | 6,49 x 107 (1,64 x 107)
BENI + SerRSAC 4,04 %107 (£ 1,19 x 107)
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Mikrotermoforetski eksperimenti smjese His-AN37BENL1 i SerRS provedeni su na nacin da je
prvotno koriSten fluorescentno obiljezen His-AN37BEN1, dok je u drugom navratu
napravljen obrat, te je fluorescentno obiljeZzen protein SerRS. U oba slucaja odredivanje
konstante disocijacije kompleksa nije bilo moguce zbog intenzivnog agregiranja proteina u
kapilarama koje nije bilo moguce sprijeciti niti uz dodatak deterdzenta u puferu, odnosno
dodavanjem inertnih proteina poput BSA. S druge strane mikrotermoforetski eksperimenti
smjese His-AN17BENI1 i SerRS izvedeni su uspjes$no i nisu pokazali nastajanje kompleksa
His-AN17BEN1:SerRS $to jasno upucuje na zakljucak kako je za interakciju vazan hidrofilan
N-kraj proteina BEN1 (slika 36. d), dok je iz prethodnih mjerenja vidljivo kako C-kraj

proteina SerRS nije bitan za interakciju (slika 36. a i b).

4.4. Identifikacija interaktora SerRS metodom TAP-MS

Prednost TAP-MS u odnosu na Y2H lezi u cinjenici da se ovdje interakcija SerRS-a i
njegovih potencijalnih proteinskih partnera dogada u biljnoj stanici transgenicne biljke A.
thaliana, dok se u metodi Y2H biljni proteini nalaze u stanici kvasca - okolini koja je ipak
znacajno drugacija u odnosu na biljnu stanicu. Pretraga TAP-MS provedena je tri puta na
uglavnom tri tjedna starim transgeni¢nim biljkama A. thaliana (koje su dobivene ljubaznosc¢u
dr. sc. Natase Bauer) s nadeksprimiranim SerRS-TAP kao proteinom mamcem kako je
detaljno opisano u poglavlju 3.4.2. Materijala i metoda. U sve tri pretrage kao glavnina
potencijalnih interakcijskih partnera SerRS proizasli su razlic¢iti ribosomski proteini, od kojih
su veéina vjerojatno nespecificno procis¢eni zajedno sa SerRS, jer se nalaze u velikim
koli¢inama u stanici (primjerice kloroplastni ribosomski proteini). Niti jedan protein se nije
pojavio u sve tri pretrage, tako da su za daljnje analize odabrani oni potencijalni partneri za
koje su otprije iz drugih istrazivanja postojale naznake o mogucoj interakciji sa SerRS-om,
odnosno gdje je interakcija dva proteina mogla biti funkcionalno i smisleno objasnjena. Tako
se primjerice translacijski elongacijski faktor EF2 (TAIR oznaka: AT1G560707.1) pojavio
samo u prvoj TAP-MS pretrazi, no odabran je stoga Sto je ranije SPR metodom dokazana
interakcija SerRS metanogenog tipa iz arheje M. thermoautotrophicus s EF-G proteinom,

inate homologom proteina eukariota EF2 (V. Godini¢-Mikul¢i¢, neobjavljeni rezultati).
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Nadalje, PNF (TAIR oznaka: AT4G27450.1) kao protein nepoznate funkcije za Ciju
ekspresiju je bilo pokazano da se inducira dodatkom aluminija bio je zanimljiv izbor s
obzirom da je slicno povecanje ekspresije dodatkom teskih metala zabiljezeno 1 kod SerRS-a
iz biljke A. thaliana u prisutnosti kadmija.® Ribosomski protein RPL9-1 (TAIR oznaka:
AT1G33120.1) pronaden je u dvije uzastopne TAP-MS pretrage, a od ranije je poznato kako
njegov homolog, protein L6 interagira sa SerRS-om u metanogenoj arheji.*® Protein glutation-
S-transferaza phi 2 (GSTF2) (TAIR oznaka: AT4G02520.1) je odabran zbog ranijih spoznaja
kako GST proteini sudjeluju u odgovoru stanice na stres (a za SerRS je pokazano da sudjeluje
u staniénom odgovoru na stres’). U sve tri TAP-MS pretrage kao kontrola specifi¢nosti
interakcije SerRS i potencijalnih proteinskih partnera paralelno je provedena TAP-MS
pretraga za otkrivanje potencijalnih interaktora proteina BPM1 (TAIR oznaka:
AT5G19000.1). Ovaj protein je funkcionalno udaljen od SerRS-a, te se mozZe smatrati za

proteine koji su nadeni u obje pretrage da su lazni pozitivi.

Tablica 13. Pregled odabranih potencijalnih proteinskih interaktora citosolne SerRS iz A. thalina detektiranih

metodom afinitetnog suproci§¢avanja spregnutom spektrometrijom masa.

TAIR oznaka Naziv proteina Ucestalost nalazenja u Broj pronadenih Funkcijski znacaj

TAP-MS pretragama peptida

At1G56070.1 Elongacijski faktor EF2 | pretraga Ukljugen u odgovor biljke na
(EF2) hladno¢u, citokinine, sudjeluje u
sintezi proteina- elongaciji.
At4G27450 Protein nepoznate | pretraga 4 Nije mu poznata bioloska
funkcije (PNF) funkcija. (Homolog EF2

proteina, protein EF-G interagira
sa SerRS u metanogenoj arheji.)

At4G02520 Glutation-S-transferaza- | pretraga 2 Sudjeluje u odgovoru biljke na
phi 2 (GSTF2) razlidite oblike stresa, u
oksidacijsko-redukcijskim
procesima. Induciran
povecanom koncentracijom
aluminija u stanici.

At1G33120.1 Ribosomski protein L9-1 11§ 11 pretraga 24 Sudjeluje u translaciji.

(RPL9) (Homolog RPL9 proteina,

protein L6 interagira sa SerRS u
metanogenoj arheji.*)

Lancanom reakcijom Pfu DNA-polimeraze (za PNF, GSTF2, RPL9-1) i Phusion DNA-
polimeraze (za EF2) pripremljeni su PCR-fragmenti (slika 37. A) za ubacivanje kodirajucih
sljedova u pPROEX Htb plazmidni vektor izmedu restrikcijskih mjesta ECORI i Notl (za EF2 i
RPL9-1), odnosno BamHI i Notl (za PNF i GST) tako da fuzijski proteini sadrze (His)s-

privjesak na N-kraju. Kolonijski PCR i restrikcijske analize (isti restrikcijski enzimi koji su
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koriSteni za kloniranje) pokazali su uspjes$no kloniranje za konstrukte PNF, GSTF2 i RPL9-1
(slika 37. B i C), dok su izostali pozitivni rezultati za EF2. Sekvenciranjem je potvrdena
uspjesnost kloniranja za konstrukte PNF, GSTF2 1 RPL9-1.

Optimalna ekspresija proteina GST postignuta je pri 0,25 mmol dm™ IPTG-a na 37 °C, nakon
Cega je procCiSc¢en afinitetnom kromatografijom na GST-agarozi do relativno visoke Cistoce
(slika 38., linija 1). Protein PNF optimalno je eksprimiran kroz 12 sati na 15 °C uz dodatak
0,25 mmol dm™ IPTG-a, nakon Gega je djelomi¢no pro&iséen afinitetnom kromatografijom na
Ni-NTA kromatografiji (slika 38.). Ovako pro¢is¢eni uzorci GSTF2 i PNF koristeni su u

daljnjim biofizickim analizama. Uzorak RPL9-1 nije pokazivao vidljivu ekspresiju na nizim

M1 2 3 4

M1234567S8 910 112 13 14 15 16 1718 G20 2L 22 23 24 25 26

b

Gates
B - - e e e o 8

—, —— s

M1 234567 8

Slika 37. Prikaz uzorak DNA na 1 % (w/v) gelu agaroze nakon PCR reakcije s Taq i Pfu DNA-polimerazom,
produkata kolonijskog PCR-a i restrikcijskih analiza za potvrdivanje uspje$nosti kloniranja kodirajucih sljedova
za RPL9-1, PNF, EF2 i GSTF2 proteine. M- 1 kb DNA Ladder A: produkti PCR-a s Tag DNA-polimerazom za
konstrukte RPL9-1 (linija 1), EF2 (linija 2), PNF (linija 3) i GSTF2 (linija 4), odnosno s Pfu DNA-polimerazom-
RPL9-1 (linija 8), EF2 (linija 6), PNF (linija 5) i GST (linija 7); produkt PCR-a s Phusion DNA-polimerazom za
konstrukt EF2 (linija 9). B: kolonijski PCR za konstrukte RPL9-1 (linije 1-8), GST (linije 9-18) i PNF (linije 19-
26). C: rezultati restrikcijske analize s EcoRI i Notl za konstrukt RPL9-1 (linije 1-3) i s BamHI i Notl za
konstrukt GST (linije 4-8) i PNF konstrukt (linije 9-11).

temperaturama (15 °C, 20 °C), dok je na 30 °C talozio u obliku inkluzijskih tijela (nije
prikazano). Kako bi se povecala topljivost proteina, naknadno je pokuSana ekspresija RPL9-1
proteina s GST-privjeskom na N-kraju proteina. U tu svrhu nukleotidni slijed za RPL9-1
ubacen je u plazmidni vektor pGEX-6P-2 izmedu restrikcijskih mjesta ECORI i Notl, te je
ekspresija ispitivana na 15 i 30 °C, no i ovdje je dolazilo do taloZenja proteina u obliku

inkluzijskih tijela na obje temperature (nije prikazano).
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Slika 38. Analiza elucijskih frakcija nakon afinitetnih kromatografija za protein GSTF2 (ha GST-agarozi) (linija
1) i protein PNF (na Ni-NTA agarozi) (linija 2) na 12 % SDS-poliakrilamidnom gelu.

4.5. Lokalizacija SerRS u stanici

Poznato je kako neke aminoacil-tRNA-sintetaze mogu uéi u jezgru i na taj nacin ispoljiti
svoje nekanonske funkcije. Tako primjerice, humana citosolna SerRS na svome C-kraju
sadrzi dodatnu domenu UNE-S u koju je inkorporiran nuklearni lokalizacijski signal bogat
nabijenim aminokiselinama pri fizioloskom pH s bazi¢nim lizinom u najveéem udjelu
(KKQKKQHEGSKKK).” Slican aminokiselinski slijed bogat lizinima
(TFLPFKAKPVVADTKGKKSKA) sadrzi i citosolna SerRS iz biljke A. thaliana na svome
C-kraju. Zanimljivo je da redoslijed lizina, iako ne identian, vrlo sli¢i redoslijedu lizina u
bipartitnom nuklearnom lokalizacijskom signalu kod proteina VirE2 NSE2 iz bakterije
Agrobacterium tumefaciens (FEEFERAIKTKYGSDTEIKLKSKSGIMHDSK)™ sto svakako
podupire pretpostavku da C-kraj citosolne SerRS iz biljke A. thaliana sadrzi signal koji ga
vodi u jezgru. Kako bi se odredila lokalizacija proteina SerRS u stanici pripremljene su
proteinske fuzije dijela proteina, kao i cjelovitog proteina SerRS s GFP-om. Primjenom
Gateway tehnologije kloniranja kako je opisano ranije u poglavlju 3.2.10. prvo su u polazni
vektor pPDONR207 ubaceni: nukleotidni slijed koji kodira za posljednje 24 aminokiseline na
C-kraju SerRS (potencijalni NLS, C24), odnosno cjeloviti SerRS. Nakon transformacije
stanica bakterije E. coli BL21(DE3) pracen je rast bakterija na hranjivim podlogama s
gentamicinom, odnosno za odabrane kolonije narasle na ovim plocama i rast na podlogama s
kloramfenikolom gdje se u slucaju bakterija koje su primile plazmid s kodiraju¢im slijedom
od interesa nije oCekivao rast. Iz provjerenih bakterijskih kolonija izolirana je plazmidna

DNA 1 podvrgnuta PCR 1 restrikcijskoj analizi. Za C24 uzorke koriSten je par pocetnica
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ATCLF i ATCLR, te je u svim uzorcima dokumentirana pristunost kodiraju¢eg slijeda od
interesa. Za restrikcijsku analizu koristena je kombinacija BamHI (cijepa u kazeti izmedu att
regija) i ECORV (cijepa pDONR207 na mjestu izvan att regija) restrikcijskih endonukleaza. U
slu¢aju uspje$nog kloniranja plazmid bi trebao biti lineariziran (slika 39. a), dok u slucaju
nepostajanja kodirajuceg slijeda od interesa izmedu att regija nastaju dva fragmenta. Kod
uzoraka cjelovitog SerRS restrikcijska analiza s ECORV uputila je na uspje$nu ugradnju gena u
vektor (slika 39. b). ECORV cijepa gen za SerRS na samom pocetku, tako da u restrikcijskoj
analizi u slucaju uspjeSnog kloniranja na gelu agaroze (1% (w/v)) treba ocekivati dvije vrlo
bliske vrpce (veli¢ina 2254 i 2464 pb), dok u slu¢aju praznog vektora dolazi do linearizacije

Sto je vidljivo u obliku jedne vrpce velic¢ine 5585 pb.

Uspjesnost rekombinacije C24 1 SerRS kodirajucih slijedova iz pDONR207 u odrediSne
vektore pPB7WGF2,0 (GFP privjesak dodan je na N-kraj fuzijskog proteina) i pB7FWG2,0
(GFP privjesak dodan je na C-kraj fuzijskog proteina) pracena je nasadivanjem
transformiranih bakterija E. coli na hranjive podloge sa streptomicinom, odnosno za
odabrane kolonije (narasle na ovoj podlozi) i na podlozi s gentamicinom. Naime, prilikom
transformacije moze se dogoditi da se bakterijska stanica transformira i s polaznim i s
odrediSnim plazmidom, §to joj onda omogucuje rast na podlozi 1 s gentamicinom i
streptomicinom, a ne samo streptomicinom kako je o€ekivano. Odabrani uzorci koji nisu
pokazivali rast na gentamicinu podvrgnuti su izolaciji plazmidne DNA radi daljnje potvrde
pristunosti kodirajuceg slijeda od interesa u odgovaraju¢im plazmidima. GFP-C24 i GFP-
SerRS uzorci provjereni su sekvenciranjem i PCR-om (par pocetnica za GFP-NLS: ATCLF i
ATCLR, odnosno par pocetnica za GFP-SerRS: SRSATN i SRSATC). Obje analize potvrdile
su uspjesnu rekombinaciju za oba konstrukta (slika 39. ¢). Uzorci SerRS-GFP provjereni su

PCR analizom uz koristenje istih pocetnica kao i u slu¢aju GFP-SerRS, no ovdje je umjesto
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Slika 39. Prikaz uzoraka DNA na 1 % (w/v) gelu agaroze nakon PCR-a s Taq i Pfu DNA-polimerazom,

produkata kolonijskog PCR-a i restrikcijskih analiza za potvrdivanje uspje$nosti kloniranja kodirajuceg slijeda
za GFP-C24, GFP-SerRS i SerRS-GFP. M- 1 kb DNA Ladder. a: produkti PCR-a Taq DNA-polimerazom (linija
1) i Pfu DNA-polimerazom (linija 2) za varijantu GFP-C24; linija 3: pozitivna kontrola PCR-a; linije 4-13:
rezultati PCR-a za dokazivanje uspjesnog kloniranja kodirajuceg slijeda za C24 u polazni vektor pDONR207;
linije 14-18: rezultati restrikcijske analize s ECORV i BamHI za C24 konstrukt u pDONR207 vektoru, pri ¢emu se
u sluéaju uspjesnog kloniranja o¢ekuje linearizacija plazmidnog vektora; linije 19-21: provjera uspjes$nosti
rekombinacije C24 u odredisni vektor pB7WGF2,0 PCR-om; linije 22-24: prikaz izoliranih odredi$nih plazmida
s kojima je napravljena kontrolna PCR. b: linije 1-4: restrikcijska analiza s ECORV pDONR207 vektora nakon
rekombinacije sa SerRS. c: linije 2-20: rezultati PCR reakcije za provjeru ugradnje kodirajuceg slijeda za SerRS
u odredisni vektor pPB7WGF2,0 (GFP-SerRS), linija 1: pozitivna kontrola PCR-a; linije 21-32: PCR za provjeru
ugradnje kodirajueg slijeda za SerRS u odredi$ni vektor pB7FWG2,0 (SerRS-GFP); linije 33-36: rezultati
restrikcijskog djelovanja restrikcijskog enzima Hindlll na odredisnom vektoru pB7FWG2,0 nakon
rekombinacije sa SerRS Hindlll radi potvrdivanja uspjes$nosti rekombiniranja (u slu¢aju uspje$ne rekombinacije
oc¢ekuju se fragmenti veli¢ina 9261, 1205, 753 i 309 pb, od kojih je zadnji teSko vidljiv na 1 % (w/v) agaroznom
gelu).

sekvenciranja provedena restrikcijska analiza uz koriStenje restrikcijske endonukleaze HindllI
koja cijepa i unutar gena za cjeloviti SerRS (na tri mjesta) i unutar plazmida (jedno mjesto)
pri ¢emu nastaju fragmenti veli¢ina 9261, 1205, 753 1 309 pb (na slici 39. c vidljiva su tri
fragmenta, dok Cetvrti zbog nedovoljne rezolucije agaroznog gela nije moguce vidjeti). Ovako
pripremljeni i provjereni odrediSni plazmidni vektori (pB7WGF2,0 GFP-SerRS,
pB7WGF2,0_ GFP-C24 i pB7FWG2,0_SerRS-GFP) koristeni su u lokalizacijskim

eksperimentima.
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4.5.1. Fluorescencijska mikroskopska analiza

Fluorescencijska mikroskopska analiza provedena je na stanicama pokozice luka Allium cepa
koje su prethodno bombardirane smjesom cestica zlata i plazmidne DNA za fuzijske
konstrukte GFP-C24, odnosno GFP-SerRS i SerRS-GFP kako je ranije opisano u poglavlju
3.2.6.1. Materijala i metoda. U slucaju konstrukta GFP-C24 u svim uspjes$no transformiranim
stanicama zabiljeZena je prisutnost signala i u citosolu i u jezgri (slika 40. B) . lako se GFP
vrlo Cesto koristi kao fluorescentni marker pri pra¢enju ulaska u jezgru drugih proteina koji s
njim fuzioniraju, on zbog svoje male molekulske mase (M, = 27 000) moze samostalno i
nespecifi¢no ulaziti u jezgru biljne stanice (slika 40. A). Ukoliko se fuzionira s proteinima
velike molekulske mase, sposobnost neovisnog ulaska GFP-a u jezgru se drasti¢no smanjuje,
no u fuzijama s malim proteinima ili proteinskim ostacima moguénost nespecifi¢nog ulaska
GFP-a u jezgru je jos uvijek vrlo velika. S obzirom da je C24 relativnho malen proteinski
ostatak (24 aminokiseline), pozitivan signal fuzije GFP-C24 u jezgri stanice nije iskljuciv
dokaz funkcionalnosti C24 ostatka kao potencijalnog NLS-a. Upravo stoga su provedeni i
eksperimenti u kojima su koristeni cjeloviti proteini SerRS s dodanim GFP-markerom.
Stanice pokozice luka odvojeno su bombardirane smjesama koje su sadrzavale cjelovite
SerRS s GFP privjescima na N-, odnosno C-kraju proteina kako bi se isklju¢io eventualan
utjecaj GFP-a na funkcionalnost potencijalnog nuklearnog lokalizacijskog slijeda na C-kraju
proteina. Mikroskopskom analizom utvrdeno je kako u oba slu€aja uspjeSno transformirane
stanice ve¢inom ne pokazuju pozitivan signal fuzije GFP i SerRS u jezgri (slika 40. D i F), no
u malom broju stanica zabiljezena je prisutnost fuzijskog konstrukta unutar jezgre (slika 40. C

i E).
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Slika 40. Fluorescencijska mikroskopska analiza: 1: odziv fluorescencije GFP-a, 2: preklopljeno svjetlo vidno
polje i fluorescencija GFP-a, 3: svjetlo vidno polje. Stanice pokozice luka A. cepa transformirane nukleotidnim
slijedom koji kodira za proteine A: GFP (pozitivna kontrola) B: GFP-NLS, C i D: GFP-SerRS, E i F: SerRS-

GFP. Pozitivan odziv lokalizacije u jezgri vidljiv je u svim uzorcima, osim D i F.

4.5.2. Konfokalna mikroskopska analiza

Konfokalna mikroskopska analiza provedena je na stanicama pokozice luka A. cepa i
protoplastima biljke A. thaliana koje su prethodno bomardirane smjesom Cestica zlata i

plazmidne DNA za fuzijske konstrukte GFP i C24, odnosno SerRS. Takoder, analizirane su 1
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stanice vrska korijena trangeni¢ne biljke koja nadeksprimira fuzijski protein GFP-SerRS kako
bi se analizirala lokalizacija u uvjetima konstitutivne nadekspresije. U konfokalnim
mikroskopskim analizama stanica pokozice luka, pozitivan signal u jezgri uocen je u tek
malom broju transformiranih stanica, dok vecina stanica nije pokazivala pozitivan signal u
jezgrama (Slika 41.). Sli¢ni rezlutati vidljivi su i kod analize vr$ka korijena tansgenic¢ne biljke
A. thaliana (slika 42.) gdje nije primjecena niti jedna stanica s pozitivnim signalnom GFP-a u
jezgri. Ovdje svakako treba uzeti u obzir ograniCenja eksperimentalnog sustava u smislu
velike gustoce stanica, odnosno njihove pojave u vise slojeva $to je znacajno smanjivalo
moguénost jasnog razlikovanja jezgara, no trend izostajanja signala u jezgri (gdje je to bilo
moguce jasno vidjeti) prati rezultate fluorescencijske i konfokalne analize na stanicama luka.
Koristenjem protoplasta A. thaliana u konfokalnoj mikroskopskoj analizi ovaj problem je
premosten, no kako su protoplasti sadrzavali znacajan broj kloroplasta koji su mogli maskirati
jezgru bilo je potrebno Koristiti boju DAPI koja specificno boji DNA u jezgri ¢ime je moguce
unutar stanice lokalizirati polozaj jezgre. Konfokalnom analizom protoplasta uocen je
o¢ekivan ulazak samostalnog GFP-a (pozitivne kontrole) i GFP-C24 konstrukta u jezgru
(slika 43. A i B), no vrlo je rijetko (10-20 % slucajeva) unutar jezgre detektiran signal za
GFP-SerRS (slika 43. C i D), dok nije pronadena niti jedna stanica s pozitivnim signalnom za
konstrukt SerRS-GFP (slika 43. E). lako bi se zbog malog broja stanica u kojima je detektiran
signal koji potje¢e od konstrukta GFP-SerRS moglo spekulirati o unosu SerRS u jezgru u
rijetkim 1 za stanicu neuobi¢ajnim uvjetima (razli¢iti oblici stresa), treba uzeti u obzir da nije
zabiljeZen pozitivan signal u jezgri u sluc¢aju kada se GFP nalazio na C-kraju proteina. Upravo
stoga ne treba iskljuciti moguénost da je u sluCaju konstrukta GFP-SerRS doSlo do
preuranjene terminacije u sintezi proteina ¢ime je nastao skraceni protein male relativne
molekulske mase koji je mogao nespecifi¢no uci u jezgru ili je proteoliza uslijedila naknadno

Sto je postiglo jednak ucinak.
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Slika 42. Konfokalna mikroskopska analiza
stanica vrska korijena transgeni¢ne biljke koja
konstitutivno ~ nadeksprimira ~ GFP-SerRS
(strelicama su oznaene jezgre stanica); 1:
odziv fluorescencije GFP-a, 2: preklopljeno
svjetlo vidno polje i fluorescencnija GFP-a, 3:
svjetlo vidno polje.

o

Slika 41. Konfokalna mikroskopska analiza:1-odziv fluorescencije GFP-a, 2-preklopljeno svjetlo vidno polje i
3-svjetlo vidno polje. Stanice pokozice luka A. cepa transformirane su nukleotidnim slijedom koji kodira za
proteine A: GFP (pozitivna kontrola), B: GFP-C24, C i D: GFP-SerRS, E i F: SerRS-GFP. Pozitivan odziv

fluorescencije u jezgri vidljiv je u svim uzorcima, osimu D i F.
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Slika 43. Konfokalna mikroskopska analiza protoplasta A. thaliana transformiranih nukleotidnim slijedovima
koji kodiraju za proteine A: GFP, B: GFP-C24, C i D: GFP-SerRS i E: SerRS-GFP. Konfokalna analiza radena
je na nekoliko razina signala: 1: fluorescencija GFP-a, 2: signal fluorescentne boje DAPI koja specifi¢no boji

jezgre, 3: signal fluorescencije kloroplasta, 4: preklapanje signala, 5: svijetlo vidno polje

4.6. Uloga SerRS u abiotickom stresu

Utjecaj abiotickih stresora na aaRS, a posebice na SerRS, slabo je istrazen. Provedene
morfoloske i ekspresijske analize transgeni¢nih biljaka A. thaliana koje nadeksprimiraju
protein SerRS-TAP potaknute su ranijim proteomickim istrazivanjem utjecaja kadmija na
biljku A. thaliana u kojemu je zapazeno kako dolazi do povecanja koncentracije proteina

SerRS u stani¢noj suspenziji uslijed dodatka kadmija.’

Mario Kekez Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 107

4.6.1. Morfoloske analize

Morfoloske analize podrazumijevale su mjerenje duljine korijena klijanaca A. thaliana divljeg
tipa, kao 1 dvije transgeni¢ne linije (linija 5 1 7) koje su nadeksprimirale SerRS-TAP
nasadenih na hranjive podloge MS bez stresora, odnosno uz dodatak ionskih stresora NaCl i
KCI (redom 50 mmol dm™, 75 mmol dm™, 100 mmol dm™ i 150 mmol dm™), osmotskog
stresora manitola (redom 100 mmol dm, 150 mmol dm™, 200 mmol dm, 300 mmol dm?) i
soli teskog metala CdCl, (50 pmol dm™, 100 umol dm™, 200 pumol dm'g). Pracenje rasta
zapocelo je nakon tre¢eg dana od nasadivanja, a ovdje prikazani rezultati odgovaraju
klijancima nakon 8 dana rasta (odnosno 10 u sluéaju podloga s dodanim CdCly). Svi
eksperimenti su napravljeni kao bioloski duplikati, no ponegdje zbog kontaminacija
plijesnima nije bilo moguce provesti eksperiment tijekom cijelog vremenskog perioda
pracenja, te su u takvim slucajevima koristeni samo dostupni podaci za jedan uzgoj. Analizom
sposobnosti klijanja i duljine korijena, vidljivo je da na podlozi bez stresora svi Kklijanci
jednako uspjesno proklijali i rastu (slika 44. A). Na podlogama s dodanim NaCl, poveéanjem
koncentracije soli smanjuje se efikasnost klijanja divljeg tipa u odnosu na transgenicne biljke
(75 i 100 mmol dm™), dok je na vrlo visokim koncentracijama od 150 mmol dm™ klijanje vrlo
sporo, a rast zanemariv 1 kod divljeg tipa 1 kod transgeni¢nih biljaka. Statisticka analiza
pokazuje kako je razlika u duljini korijena (kraci korijen u klijancima divljeg tipa) znacajno
vidljiva tek kod koncentracije od 100 mmol dm™ i to u transgeni¢ne linije 7 (slika 44. B). U
slu¢aju hranjivih podloga s dodanim KCIl, znacajne razlike u duljini korijenja izmedu divljeg
tipa 1 obje transgeni¢ne linije (u korist transgeni¢nih biljaka) vidljive su pri koncentraciji soli
od 50 mmol dm™ (za 75 mmol dm™ zbog kontaminacije hranjive podloge plijesnima ne
postoje podaci za duplikat), dok pri visokim koncentracijama klijanje je ponovno manje
uspjesno kod divljeg tipa biljaka, dok nema znacajne razlike u duljini korijena izmedu divljeg
tipa i transgeni¢nih linija (jednako kao kod najvisih koncentracija NaCl (150 mmol dm™)
(slika 44. C). Analize duljine korijena u slucaju klijanaca na hranjivim podlogama pri
koncentraciji manitola od 100 mmol dm™ nije pokazala znacajne razlike izmedu divljeg tipa i
transgeni¢nih linija, dok je pri koncentraciji od 150 mmol dm™ zabiljeZena znacajna razlika u
duljini korijena izmedu divljeg tipa 1 klijanaca transgeni¢ne linije 7 (u korist transgeni¢ne
biljke), dok linija 5 nije pokazivala zancajne razlike. Pri vis$im koncentracijama javljaju se

jednaki problemi s klijanjem i1 rastom kao i kod ionskog stresa (statisticke analize zbog
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kontaminacije nisu bile moguce) (slika 44. D). U sluc¢aju hranjivih podloga s CdCl, znacajna
razlika u duljini korijena zabiljeZena je samo pri koncentraciji kadmijeve soli od 100 pmol
dm™ za klijance transgeni¢ne linije 7 u odnosu na ostale klijance. Ovdje nisu bili vidljivi

problemi s efikasnoscu klijanja kod divljeg tipa (slika 44. E).

4.6.2. Ekspresijske analize

Upotrebom kvantitativne lanc¢ane reakcije polimeraze (qPCR) usporedivana je ekspresija serS
I benl gena u biljkama divljeg tipa, kao i u dvije linije transgeni¢nih biljaka A. thaliana
(linija 5 i 7) koje nadeksprimiraju SerRS-TAP kako bi se utvrdilo postoji li znacajna razlika u
ekspresiji gena benl u transgeni¢nim biljkama u odnosu na divlji tip s obzirom da je
metodama in vivo i in vitro ranije dokazana interakcija proteina BEN1 i SerRS. Napravljena
su tri odvojena uzgoja biljaka A. thaliana divljeg tipa i transgeni¢nih linija (bioloski
triplikati), te je nakon svakog uzgoja napravljena izolacija ukupnih molekula mRNA koje su
potom prevedene u molekule cDNA. Na ovim molekulama je dalje napravljen gPCR s
pocCetnicama za serS, benl i gene koji kodiraju za fizoloSki vazne proteine koji su
konstitutivno eksprimirani u stanici- ekspresijski standardi (u ovom slucaju gliceraldehid-3-
fosfat-dehidrogenazu (gapdh), odnosno protein aktin 2 (act2)). Za svaki gen od interesa gPCR
reakcija je napravljena tri puta (tehnicki triplikati). Pocetna koli¢ina cDNA za odredeni gen
izraCunata je odredivanjem rednog broja ciklusa u qPCR reakciji u kojemu je doslo do
izdizanja fluorescencijskog signala amplifikacije toga gena iznad razine signala Suma. Razina
ekspresije gena serS i benl utvrdena je usporedbom pocetne koli¢ine cDNA za ove gene u
odnosu na koli¢inu ¢cDNA za gene gapdh i act2. Efikasnost qPCR reakcija je odredena
upotrebom LinRegPCR programa i uvijek je iznosila preko 95 %. Statisti¢ka obrada podataka
napravljena je u GraphPad programu, te je pokazano kako se u odnosu na divlji tip ekspresija
benl gena smanjuje i u transgenic¢noj liniji 5 (student T-test; P (< 0,05) = 0,0295; T = 3,3165;
stupanj slobode = 4) i u liniji 7 (student T-test; P (< 0,05) = 0,0149; T = 4,0933; stupanj
slobode = 4), te kako ova promjena ekspresije vjerojatno nije direktno korelirana promjenom
ekspresije serS gena, budu¢i da nadekspresija serS gena znacajno varira izmedu dvije

transgenicne linije (student T-test; P (< 0,05) = 0,0297; T = 3,3089, stupanj slobode = 4), dok
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je smanjenje ekspresije benl gena jednako (student T-test; P (< 0,05) = 0,0506; T = 2,7640,
stupanj slobode = 4) (slika 45. A).

Takoder, na isti na¢in je napravljena qPCR analiza cDNA dobivene iz biljaka A. thaliana
divljeg tipa koje su nasadene na tri razli¢ite podloge (bez stresora, s dodanim 50 mmol dm™
NaCl i s dodanim 100 mmol dm™ manitolom). Ovdje nisu bili koristeni bioloski triplikati, veé
duplikati, a utvrdeno je kako ekspresija gena benl i serS statisticki znacajno ne varira na

stresnim podlogama u odnosu na podlogu bez stresora (slika 45. B).
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Slika 44. Statisti¢ka analiza apsolutne duljine korijena klijanaca A. thaliana biljaka divljeg tipa (WT) i dvije
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linije transgeniénih biljaka koje nadeksprimiraju SerRS-TAP (linija 5 i 7) nakon 8 dana (odnosno 10 dana u
slu¢aju E) rasta na Murashige i Skoog hranjivim podlogama nakon nasadivanja: A: bez stresora, B: uz dodatak
NaCl (redom 50 mmol dm*, 75 mmol dm? 100 mmol dm=, dok uz 150 mmol dm™ nije zamijeéen rast
klijanaca), C: KCI (redom 50 mmol dm™, 75 mmol dm™,100 mmol dm™, dok uz 150 mmol dm™ nije zamije¢en
rast klijanaca), D: manitol (redom 100 mmol dm™, 150 mmol dm*,200 mmol dm™, 300mmol dm™) i E: CdCl,
(50 pmol dm™, 100 pmol dm™, 200 pmol dm™®). U statisti¢kim analizama uzimani su medijani vrijednosti duljina
korijena za svaku skupinu biljaka (divlji tip i dvije transgenicne linije), te su uz svaki statisticki dijagram

prilozene odgovarajuce slike klijanaca.

7.5x1024 /serS 2.0x102+ /serS
benl —lbenl
2
= 50x1024 = 3.0x10
S s
c < 2
= ZO 2.0x10
—  2.5x1024 -
lIOXlO-Z- ’%‘ ﬁ ’ﬁ
LU 1 1o 0 F1 | e
A WT 5 7 B Bez stresa NaCl Manitol

Slika 45. A: razlika u ekspresiji gena serS i benl (N oznacava pocetnu koli¢inu kalupa- molekula cDNA koje su
dobivene reakcijom reverzne transkriptaze iz izolata ukupne mRNA stanice) izmedu biljaka divljeg tipa (WT) i
dvije linije transgeni¢nih biljaka koje nadeksprimiraju SerRS-TAP na hranjivim podlogama Murashige i Skoog
bez stresora. B: ekspresija gena serS i benl u biljkama A. thaliana divljeg tipa na hranjivim podlogama
Murashige i Skoog bez stresora, odnosno na podlogama s dodanim 50 mmol dm™ NaCl, odnosno 100 mmol dm™
manitolom.
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§ 5. RASPRAVA

5.1. Aktivnost i specifi¢nost prepoznavanja supstrata SerRS enzima

Aktivnost procis€¢enih proteina SerRS 1 SerRS-His odredivana je ispitivanjem njihove
sposobnosti aminoacilaciliranja heterolognih molekula tRNA®® iz bakterije E. coli i kvasca
S. cerevisiae s obzirom da homologna biljna tRNA®" nije bila dostupna. 1z rezultata je
vidljivo da je bez obzira na vrstu tRNA, brzina aminoaciliranja bila preko 2 puta veca u korist
proteina s (His)s-privjeskom na C-kraju, $to sugerira kako (His)s-privjesak na C-kraju utjece
na stabilnost SerRS-a, a time i njegovu funkciju. O bilo povoljnom ili nepovoljnom utjecaju
(His)e-privjeska na strukturu i funkciju proteina vec je izvjeStavano u ranijim radovima. Tako
je primjerice razli¢it polozaj (His)s-privjeska na N- ili C-kraju in vitro smotane N-terminalne
domene CRF receptora tipa 2a (eng. corticotropin-releasing factor receptor type 2a) iz
Stakora diktirao razli¢it polozaj disulfidnih mostova (u slucaju privjeska na N-kraju
disulfidne veze su se uspostavljale izmedu cisteina na polozaju C2 i C3, te C4 i C6, dok su u
slu¢aju privjeska na C-kraju veze uspostavljene izmedu cisteina na polozajima C2 i C5, te C4
i C6)."® Chant i suradnici (2005) izvjeStavaju o konformacijskim promjenama u DNA-
veznom mjestu DNA-regulacijskog proteina AreA iz organizma Aspergillus nidulans nakon
$to mu je dodan His privjesak™, a Tajika i suradnici (2004) navode kako nisu bili u stanju
kristalizirati nativni protein PH0828 iz Pyrococcus horikoshii, dok je varijanta s (His)s na C-
kraju uspjesno kristalizirana u istim kristalizacijskim uvjetima.*?® U slu¢aju proteina SerRS iz
biljke A. thaliana u ovom radu u prilog hipotezi kako (His)s-privjesak povecava stabilnost
proteina SerRS pridonose i rezultati gel-filtracijske analize kojima je pokazano kako
kromatogram SerRS-His proteina daje jedan diskretan pik koji po M, odgovara dimeru (u
skladu s ocekivanjima za aaRS razreda II), dok je za protein SerRS bez privjeska na
kromatogramu moguce zamijetiti dva diskretna pika od kojih prvi odgovara dimeru, a drugi

monomernom obliku.

Od ranije je poznato kako enzimi SerRS mogu prepoznavati i uspje$no aminoacilirati

heterologne molekule tRNA®. Atipi¢na SerRS metanogenog tipa iz arheja M. maripaludis i
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M. jannashii uspjesno in vitro prepoznaje tRNA* supstrate arhejskog, bakterijskog i

eukariotskog tipa'?*

(iako u eksperimentima in vivo nije uoCeno uspjeSno prepoznavanje
bakterijske i kvaiteve tRNA®" '?%) Kvaiteva SerRS eksprimirana u E. coli prepoznaje
tRNA®" iz E. coli in vivo i in vitro*®, jako je specifi¢nost prepoznavanja znacajno na strani
homolognog supstrata (vrijednost Ke.i/Km za kvaséevu SerRS eksprimiranu i procisc¢enu iz E.
coli za tRNA®" iz E. coli iznosi 2,5 x 10* s w mol™ dm®, dok je za tRNAS® iz S. cerevisiae
c¢ak 4 800 puta veca). Citosolna SerRS iz kukuruza Zea mays uspjesno komplementira
nedostatak kvaiteve citoslone SerRS u kvascu®®, a takoder i termolabilnu SerRS iz soja
KL229 E. coli.'® Za razliku od kvasteve SerRS, kukuruzna SerRS prepoznaje bakterijske i
eukariotske tRNA®" supstrate s gotovo jednakom Katalitickom efikasnoéu (Kear / K
vrijednosti za tRNA> iz E. coli iznosi 1,27 s* p mol™ dm?; za kvasgevu tRNA> 1,43 s
mol™ dm?®). Vrlo sli¢no ponasanje opaZeno je u ovom radu u eksperimentima in vitro i kod
citosolne SerRS iz biljke A. thaliana koja je pokazala slican afinitet prema heterolognim
tRNA®®" supstratima iz bakterijskog i eukariotskog svijeta (vrijednost ke/Ky za tRNAS iz
E. coli iznosi 0,18 s p mol™ dm®, a za tRNA™ iz S. cerevisiae 0,13 s p mol™ dm?).
Zanimljivo je vidjeti kako ponasanje ove dvije biljne aaRS znacajno odstupa od uobi¢ajenog
obrasca prepoznavanja supstrata tRNA koji podrazumijeva kako citosolne SerRS pokazuju
odredeni stupanj svestranosti u izboru supstrata, ali je afinitet za eukariotskom tRNA
uglavnom znacajno vec¢i u odnosu prema bakterijskoj tRNA, dok organelne i bakterijske
SerRS bolje prepoznaju bakterijske i organelne tRNA® koje su bakterijskog podrijetla
(kukuruzna organelna SerRS uspjes$no je komplementirala temperaturno senzitivnu SerRS iz
E. coli aminoacilirajuéi bakterijsku tRNAS, dok je kvaiteva tRNAS bila vrlo lo§ supstrat'®;
u drugom eksperimentu bakterijska SerRS iz E. coli nije uopée prepoznavala kvascevu
tRNAS 2% Jog i prije nego je eksperimentalno uocena visoka efikasnost prepoznavanja
bakterijske i eukariotske tRNA®" i kod citosolne SerRS iz uro¢njaka, Rokov Plavec i
suradnici (2013)*** ponudili su moguée objasnjenje ovakvog ponasanja kod biljnih SerRS na
primjeru kukuruza. Ovi autori su proveli bioinformaticku analizu jezgrenog genoma kukuruza
u potrazi za tRNA kodiraju¢im genima i otkrili kako viSe od tre¢ine ovih gena ima
organelno podrijetlo. Unato¢ uvrijeZenom misljenju kako organelni geni u jezgri nemaju
nikakvu funkciju, uslijed nedostatka eksprimentalnih dokaza koji bi potkrijepili ovu tvrdnju,
isti autori zakljuCuju kako postoji realna mogucénost da su neki od organelnih gena u jezgri

ckspresijski aktivni pri Gemu nastaju organelne tRNA®®" koje su endosimbiontskog
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bakterijskog podrijetla koje u citoplazmi dolaze na dohvat citosolnoj SerRS koja bi ih onda
mogla aminoacilirati. Nadalje, zakljucuju uzimajuci u obzir podatke filogeneti¢kih analiza na
A. thaliana™’ kako je moguce da su tijekom evolucije citosolne varijante biljnih SerRS
zadrzale sposobnost prepoznavanja bakterijske tRNA®®, buduéi da su geni za organelnu i
citosolnu varijantu SerRS u slucaju A. thaliana nastale duplikacijom iz zajednickog
ishodisnog SerRS gena aktinobakterija (u jezgrenom genomu biljke A. thaliana nadeno je 5
organelnih tRNA" gena).

5.2. Proteinske interakcije SerRS

AaRS kao i drugi proteini ulaze u proteinske interakcije radi ostvarivanja / pospjesSivanja
svojih primarnih bioloSkih funkcija, no c¢esto makromolekularni kompleksi omogucéuju
proteinima ispoljavanje novih i drugacijih nekanonskih funkcija izvan translacije $to znacajno
Siri raspon njihovog bioaktivnog djelovanja. Poznati su kompleksi aaRS i njihovih proteinskih
interaktora u arhejama, kvascu i sisavcima, no o biljnim aaRS, kao i o njihovim proteinskim
interaktorima zna se vrlo malo. Upravo stoga, kako bi se prosirilo znanje o ovoj problematici,
te otkrili potencijalni proteinski interaktori citosolne SerRS iz biljke A. thaliana primjenjene
su dvije razli¢ite in vivo pretrazne metode (Y2H i TAP-MS), te dvije biofizicke in vitro
metode (SPR i MST) kojima se nastojalo potvrditi i okarakterizirati prethodno otkrivene
proteinske interakcije. Y2H metoda iznjedrila je nekoliko potencijalnih interaktora SerRS-a
od kojih je najvise paznje privukao protein BEN1 buduci da jedini nije pokazao samostalnu
sposobnost aktivacije izvjestiteljskih gena (autoaktivacijski test), a i do sada je relativno slabo
istrazen. Protein BEN1 kodiran je genom benl (eng. bril-5 enhanced 1) i po prvi put otkriven
u genetickim eksperimentima na biljnom mutantu A. thaliana neosjetljivom na
brasinosteroide, to¢nije biljci s mutacijom na bril-5 alelu gena bril (eng. brassinosteroid
insensitive 1) koji kodira za brasinosteroidni receptor u plazma membrani stanice. Za razliku
od ostalih mutantnih alela gena bril koji su karaterizirani fenotipskim patuljastim rastom i
sterilnoS¢u biljaka, alel bril-5 omogucuje dobivanje fertilnih semi-patuljastih biljaka.
Uvodenjem nasumic¢nih mutacija (eng. large-scale gain-of-function genetic screen) u jednom
od eksperimenata na biljkama s alelom bril-5 zahvacen je i gen benl ¢ime mu je povecana

aktivnost, a §to je pak posljedicno rezultiralo pogorSavanjem ionako defektnog fenotipa
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biljaka s alelom bril-5. U kontrolnim eksperimentima suprimiranjem aktivnosti gena benl
doslo je do produljenog rasta biljnih organa. Nadalje, analiti¢ko profiliranje brasinosteroidnih
spojeva u klijancima A. thaliana starih 5 tjedana s alelom bril-5 i nadeksprimiranim benl
genom pokazalo je 2-4 puta znacajnije smanjenje vaznijih brasinosteroida: tifasterola,
kastasterona i brasinolida u usporedbi s klijancima s mutantnim alelom bril-5 uzgajanim pod

istim uvjetima,'®

Konacno, protein BEN1 sadrzi NAD(P)-veznu domenu, te stoga vjerojatno
pripada obitelji oksido-reduktaza. Nadalje, najblizi je paralog dihidroflavonol-4-reduktaze i
antocijanidin-reduktaze, enzima uklju¢enih u biosintezu flavonoida S§to upucuje na
potencijalnu regulacijsku ulogu proteina BEN1 u metabolizmu brasinosteroida preko
flavonoida. Kao drugu moguénost funkcionalnog djelovanja proteina BENI, autori su
predlozili da bi protein BEN1 mogao biti steroidna reduktaza koja sudjeluje u razgradnji
brasinosteroidnih hormona. Brasinosteroidi kao polihidroksilirani derivati sterola imaju
kljuénu ulogu u regulaciji biljnog rasta i razvoja. Zajedno s apscizinskom kiselinom,
auksinima, giberelinima, citokininima, jasmonatima, salicilnom kiselinom i etilenom ¢ine
Zivotinja. Clouse™’ u svom revijalnom radu navodi kako brasinosteroidi u biljci A. thaliana
omogucuju rast biljne stanice medu ostalim reguliraju¢i sintezu i aktivnost enzima koji
modificiraju stani¢nu stijenku (poput ksiloglukan endotransglikozilaze / hidrolaze, glukanaze,
ekspanzina, saharoza-sintaze i celuloza-sintaze). Poticu stani¢nu diobu, diferencijaciju
stanica, cvjetanje 1 kao takvi imaju esencijalnu ulogu u moderiranju stani¢nog odgovora na

stres.

U ovom radu in vitro analiza potvrde interakcije proteina BEN1 i SerRS napravljena je
prvotno SPR metodom za proteinski par BEN1 i SerRS-His uz odredivanje konstante
disocijacije (Kg = 1,03 x 10° (= 1,67 x 107") mol dm™), a potom i MST metodom u
kombinaciji proteina BEN1 1 SerRS uz odredivanje konstante disocijacije (Kq = 4,45 x 107
(+ 1,40 x 107) mol dm™). Uzimajuéi u obzir da se radi o dvije razliGite biofizitke
metodologije istrazivanja proteinskih interakcija (u SPR metodi protein mamac je
imobiliziran na matriksu ¢ipa, dok se u MST metodi proteini nalaze slobodni u otopini) veliko
poklapanje vrijednosti konstante disocijacije (razlika oko 2 puta ) unutar raspona vrijednosti
bioloSke znacajnosti predstavlja vrlo zadovoljavaju¢i rezultat. MST mjerenja za cjelovite i

skracene verzije BENI i SerRS trebale su dati odgovor po pitanju identifikacije proteinskih
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domena odgovornih za interakciju. Protein BEN1 u svojoj primarnoj sekvenci sadrzi regiju
bogatu kiselim i polarnim aminokiselinskim ostacima na N-kraju proteina koji prema
racunalnim predikcijama trodimenzionalne strukture izgleda kao "strSeca" nit koja ulazi u
globularnu srz. S druge strane protein SerRS posjeduje bazican i polaran C-terminalni dio koji
bi mogao uspostavljati elektrostatske interakcije s drugim nabijenim regijama u Svojoj
okolini, pa prema tome i s nabijenom N-terminalnom regijom BENI proteina. Vaznost C-
kraja SerRS enzima za uspostavu proteinskih interakcija ranije je veé istrazena u kvasca S.
cerevisiae®™ na kompleksu peroksina Pex21p i SerRS-a, gdje je uklanjanje 13 krajnjih
aminokiselina SerRS proteina potpuno dokinulo interakciju SerRS-a s peroksinom. Upravo
suprotno, u ovom radu MST eksperimenti s cjelovitim proteinom BENI i skra¢enom
varijantom proteina SerRS kojemu nedostaje zadnjih 9 aminokiselina (bazi¢na regija) C-kraja
dokazali su uspostavu proteinske interakcije bez obzira radi li se 0 SerRS proteinskoj varijanti
s (His)s-privieskom (Kg = 6,49 x 107 (+ 1,64 x 107) mol dm™) ili bez njega (K4 = 4,04 x 10~
(1,19 x 107) mol dm™®). Ovo ukazuje kako uklanjanje krajnjih aminokiselinskih ostataka C-
kraja SerRS nema utjecaja na interakciju. Takoder, uklanjanje bazi¢ne regije C-kraja SerRS
nije utjecalo na stabilnost proteina u vidu smanjenja ekspresije ili topljivosti skracene
varijante proteina u odnosu na cjeloviti SerRS S$to je u slaganju s ranije provedenim
istrazivanjem proteinske stabilnosti kvas€eve SerRS kojoj je uklonjeno krajnjih 13
aminokiselina na C-kraju, odnosno kukuruzne SerRS kojoj je uklonjeno 18 krajnjih
aminokiselina na C-kraju.>’ MST analiza smjese samostalne N-terminalne domene SerRS
(NSerRS) i proteina BEN1 nije potvrdila proteinsku interakciju $to zajedno s prethodnim
opazanjima upucuje na zakljucak kako se interakcijska domena na SerRS proteinu ne nalazi
niti na C-, niti na N-kraju, ve¢ u srediSnjem dijelu proteina - katalitickoj domeni. Ovo svakako
u buduénosti treba dalje potvrditi detaljnijim biofizickim eksperimentima. Budué¢i da u ovom
radu nisu uspjes$no proizvedene skracene varijante proteina SerRS u obliku kataliticke domene
sa skra¢enim, odnosno s cijelim C-krajem, jer je zbog nepoznavanja tocne trodimenzionalne
strukture proteina vjerojatno doSlo do nepovoljnog skra¢ivanja cjelovitog proteina, te
izostanka stericke stabilizacije prilikom ekspresije i smatanja proteina, buduce skracene
varijante treba redizajnirati kako bi se ostvarila optimalna genska ekspresija i proteinski
prinos. S druge strane MST analiza proteinskog para AN17BEN1 (uklonjena regija na N-kraju
bogata kiselim i polarnim aminokiselinama) i SerRS nije pokazala uspostavu proteinske

interakcije. Ovo jasno upucuje kako protein BEN1 uspostavlja interakciju sa SerRS koristeci
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se svojim N-terminalnim produzetkom. Isto tako, u buduénosti je potrebna detaljnija
funkcionalna karakterizacija proteinske interakcije BEN1 i SerRS kako bi se rasvijetlila
potencijalno nova nekanonska uloga SerRS. RT-qPCR analiza koja je krenula u smjeru
rasvjetljavanja povezanosti ovih proteina u biljci A. thaliana ve¢ na genskoj razini, pokazala
je kako ekspresija gena benl nije ovisna o ekspresiji gena serS bez obzira radi li se o biljkama
divljeg tipa ili transgeni¢nim biljkama koje nadeksprimiraju SerRS-TAP protein, odnosno
biljkama koje su rasle na hranjivim podlogama bez stresa ili s dodanim stresorima, $to
upucuje kako niti na proteinskoj razini njihove koncentracije u stanici nisu medusobno
zavisne. Moguce je spekulirati kako se BEN1:SerRS kompleks uspostavlja pri uvjetima koji
su jos$ uvijek nepoznati, ali mogucée povezani s regulacijom metabolizma brasinosteroida tek
u, za biljnu stanicu, neuobiéajnim situacijama (primjerice stanjima stresa) uzimajuci u obzir
da brasinosteroidi u stanici obavljaju mno$tvo funkcija, medu ostalim sudjeluju i u

. . 12
moderiranju stani¢nog odgovora na stres.*?

Rezultati spektrometrije masa nakon TAP-MS metode ponudili su niz potencijalnih
interakcijskih partnera citosolne SerRS iz biljke A. thaliana izmedu kojih su odabrana Cetiri
za daljnje biofizicke analize. Translacijski elongacijski faktor EF2 pojavio se samo u prvoj
TAP-MS pretrazi, no odabran je stoga §to je ranije SPR metodom dokazana interakcija SerRS
metanogenog tipa iz arheje M. thermoautotrophicus s EF-G proteinom iz prokariota, inace
homologom eukariotskog EF2 proteina (V. Godini¢-Mikul¢i¢, neobjavljeni rezultati). PNF
kao protein nepoznate funkcije za ¢iju ekspresiju je bilo pokazano da se inducira dodatkom
aluminija bio je zanimljiv izbor s obzirom da je slicno povecanje ekspresije dodavanjem
teskih metala zabiljezeno i kod SerRS-a iz biljke A. thaliana u prisutnosti kadmija.’
Ribosomski protein RPL9-1 pronaden je u dvije uzastopne TAP-MS pretrage, osim toga,
homolog RPL9-1, protein L6 interagira s atipicnom SerRS iz metanogene arheje.49 GST
protein odabran je zbog otprije poznate Cinjenice da su GST proteini ukljuceni u stani¢ni
odgovor na stres. Kako je ve¢ ranije diskutirano, zbog niza eksperimentalnih poteSkoca,
vjerodostojnost interakcija SerRS-a i ovdje spomenutih proteina jo$ uvijek nije niti potvrdena,
niti opovrgnuta. U slucaju konstrukta EF2 potrebno je optimizirati kloniranje promjenom
vektorskog sustava ili metodologije kloniranja, za protein RPL9-1 pak treba optimizirati

topljivost. U slu€aju proteina GST 1 PNF, koriStenje prikladnije metodologije kojom je
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moguée zaobi¢i probleme agregiranja proteina u mjernim kapilarama instrumenta za

provodenje MST-a, poput fluorimetrije ili SPR metode, moglo bi rijesiti postojece probleme.

5.3. Lokalizacija citosolne SerRS u biljnoj stanici

Neke nekanonske uloge odredenih citosolnih aaRS zahtijevaju njihovu lokalizaciju u jezgri
Sto je omoguceno posjedovanjem specificnih nuklearnih lokalizacijskih sekvenci (NLS) u
primarnoj strukturi. lako vrlo heterogeni, mnogi NLS-ovi pokazuju zajednicku karakteristiku
nagomilavanja jako pozitivno nabijenih aminokiselinskih ostataka,** to vjerojatno ima
funkcionalni znacaj u prepoznavanju izmedu NLS-ova i transportnih molekula koje sudjeluju
u prijenosu kroz jezgrinu ovojnicu. Najbolje opisani su jednodijelni i dvodijelni (bipartitni)
motivi, iako postoje i drugi.*! Poznato je kako humana citosolna SerRS ulazi u jezgru gdje
regulira aktivnost gena vefga sudjelujué¢i na taj nacin u funkcionalnoj regulaciji opce
vaskularizacije organizma. Ovaj protein u aditivnoj dodatnoj UNE-S na svom C-kraju sadrzi
specificni NLS koji obiluje nabijenim aminokiselinama pri fizioloskom pH s bazi¢nim
lizinom u najveéem udjelu (KKQKKQHEGSKKK). Osim kod humane SerRS, visoko
homologan NLS na C-kraju citosolnih SerRS enzima utvrden je i kod ostalih predstavnika
kraljesnjaka od riba do ljudi.’ Kao 3to je ranije diskutirano, sli¢an aminokiselinski slijed bogat
lizinima (TFLPFKAKPVVADTKGKKSKA) sadrzi i citosolna SerRS iz biljke A. thaliana na
svome C-kraju, a ovakav redoslijed lizina pak vrlo sli¢i redoslijedu lizina u bipartitnom NLS
kod  proteina VirE2 NSE2 iz  bakterije  Agrobacterium  tumefaciens
(FEEFERAIKTKYGSDTEIKLKSKSGIMHDSK)'? sto svakako podupire pretpostavku da
C-kraj SerRS iz A. thaliana sadrzi NLS koji ga uvodi u jezgru. Prvotna mikroskopijska
analiza konstrukta C24 nedvojbeno je potvrdila ulazak konstrukta GFP-C24 u jezgru stanica
pokozice luka. Ove stanice je relativno jednostavno analizirati u jednom sloju, Sto nije slucaj s
biljnim dijelovima homolognog sustava biljke A. thaliana sto svakako utjece na kvalitetu
signala. Problem rada s ovako relativno malim proteinskim konstruktima (GFP M, ~ 27 000,
C24 iz C-kraja SerRS dugacak je 21 aminokiselinu, ~ 2 300 Da) ocituje se u Cinjenici da
proteini relativne molekulske mase manje od 40 kDa ulaze u stani¢nu jezgru bez posredstva
transportnih molekula, te je teSko odrediti djeluje 1i C24 kao funkcionalni NLS ili ne. Ovaj

problem rijesen je fuzijom GFP-a i cjelovitog SerRS smjeStanjem GFP privjeska na N-kraj
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SerRS kako bi se C-kraj s potencijalnim NLS-om odrzao slobodnim za eventualnu interakciju
s transportnim molekulama prilikom ulaska u jezgru. Kasnije je napravljena i fuzija SerRS s
GFP privjeskom na C-kraju kako bi se ispitala i ovakva varijanta proteina. Sude¢i prema
fluorescencijskim mikroskopskim analizama stanica luka s tranzijentnom ekspresijom GFP
fuzijskih konstrukata, C-kraj SerRS pokazuje slab potencijal kao NLS, ako uopce ikakav.
Naime, signal GFP-a u jezgri detektiran je tek u 10 - 20 % analiziranih stanica, dok u ostatku
nije zabiljezen. IdentiCan rezultat zabiljezen je 1 kod znacajno preciznije konfokalne analize
kako stanica pokozice luka, tako i protoplasta iz biljke A. thaliana koji tranzijentno
eksprimiraju fuzijske konstrukte GFP-a i SerRS. Pojavljivanje signala GFP-a fuzijskog
proteina u jezgri u tako rijetkom broju slucajeva moguca je posljedica dvaju scenarija: u
prvom dolazi do ulaska SerRS proteina u jezgru tek u rijetkim okolnostima - primjerice u
stresnim stanjima, dok drugi scenarij pretpostavlja eventualno proteoliticko odcjepljivanje
GFP-privjeska na C-kraju SerRS ili preuranjenu terminaciju translacije u slu¢aju GFP-a na N-
kraju proteina ¢ime nastaje slobodni GFP koji moze samostalno uéi u jezgru i izazvati
pozitivan odziv fluorescencije. Prvoj hipotezi svakako pridonosi obrazac ponasanja veé
detektiran i istrazen kod humane TyrRS'™®® koja u oksidacijskom stresu posredstvom
angiogenina ulazi u jezgru gdje djelujuéi na transkripcijski faktor E2F1 regulira ekspresiju
gena (BRCAL i RAD51) koji kodiraju za proteine koji popravljaju oStecenja molekule DNA.
Zastitno djelovanje TyrRS zabiljezeno je i u organizmu D. rerio, gdje nadekspresija TyrRS
Stiti od dvostrukih lomova DNA izazvanih UV zracenjem, budu¢i da se nakon blokiranja
transporta TyrRS u jezgru, broj dvostrukih lomova DNA znacajno povecao. Zanimljivo je
kako u ovom radu konfokalna analiza transgeni¢nih biljaka A. thaliana koje konstitutivno
nadeksprimiraju GFP-SerRS protein, a uzgajane su na hranjivim podlogama bez stresora, nije
dokazala prisutnost GFP-SerRS proteina u jezgri $to podupire hipotezu kako u normalnim
fizioloskim stanjima citosolna SerRS ne ulazi u jezgru. Nadalje, western-hibridizacijska
analiza jezgrinih proteina izoliranih iz transgeni¢ne biljke koja eksprimira SerRS-TAP
koriste¢i antitijela na TAP privjesak (J. Rokov Plavec, neobjavljeni rezultati), nije pokazala
prisutnost proteina SerRS u jezgri. Uzimajuci u obzir mali postotak stanica pokozice luka i
protoplasta koji su uslijed tranzijentne ekspresije fuzija GFP i SerRS proteina pokazivali
signal u jezgri, te potpuni izostanak signala u jezgri u slucaju konstitutitvne ekspresije u
transgeni¢nim biljkama, hipoteza kako citosolni SerRS iz A. thaliana ulazi u jezgru samo u

neuobicajnim fizioloskim stanjima, poput razli¢itih stanja stresa (a fizioloSki disbalans bi
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mogao biti izazvan i samim mehanickim oSte¢ivanjem stanica tijekom bombardiranja
Cesticama zlata uslijed transformacije), ¢ini se kao razumno objasnjenje. Svakako, ovakav
zakljucak bi trebalo dalje provjeriti izlazu¢i transgeni¢ne biljke s konstitutivnom ekspresijom

SerRS i1 GFP fuzija razli¢itim stresorima uz prac¢enje lokalizacije SerRS u takvim sluc¢ajevima.

5.4. Stresni utjecaj okoline i SerRS

Iako se utjecaj abioti¢kih stresora na biljni organizam istrazuje ve¢ niz godina, malo je
dostupnih podataka o utjecaju ovih stresora na aaRS, posebice SerRS, stoga je ovaj rad
osobito znacajan u rasvjetljavanju uloge aaRS u abiotickom stresu biljaka. Morfoloska analiza
dvije linije transgeni¢nih biljaka u odnosu na divlji tip pokazuje relativno malu, ali jo§ uvijek
statistiCki znacajnu razliku u apsolutnoj duljini korijena bilo jedne ili obje linije transgeni¢nih
biljaka u odnosu na divlji tip kod odredenih koncentracija ionskih (100 mmol dm™ NaCl, 50
mmol dm™ KCI) i osmotskih stresora (150 mmol dm™ manitol), odnosno stresa izazvanog
teSkim metalima (100 pmol dm™ CdCl,). Uzrok poboljsanom rastu korijena klijanaca
transgenicnih linija u odnosu na divlji tip moze biti ili posljedica aktivne ulju¢enosti SerRS u
biljni odgovor na stres ili pak nespecificna hiperaktivacija translacije uslijed nadekspresije
SerRS u biljnom ogranizmu Sto bi se posljedicno moglo reflektirati u pojacanoj aktivnosti i
rastu biljnog organizma. Kako bi se detaljnije rasvijetlila povezanost SerRS i morfoloskih
razlika, odnosno utvrdilo ima 1i uopée SerRS utjecaj na biljni organizam u stanju stresa,
pristupilo se analizi ekspresije gena serS u biljkama divljeg tipa koje su uzgajane na
podlogama sa i bez ionskih (NaCl, KCI) i osmotskih (manitol) stresora, te su planirane
dodatne analize ekspresije 1 u transgeni¢nim biljkama koje za sada nisu provedene. Provedene
analize nisu ukazale na znacajne razlike ekspresiji gena SerS bez obzira jesu li biljke rasle na
podlozi sa ili bez stresora $to svakako treba dodatno potvrditi drugacijim ekeperimentalnim
pristupom. Ukoliko SerRS i sudjeluje u odgovoru na stres, on to moguée postize ulazec¢i u
interakcije s drugim molekulama u stanici (npr. s proteinom BENL1) ili povecavajuéi sintezu
alarmona (Ap,A) u stanici. Tako je primjerice zanimljivo primjetiti kako se u potrazi za
promjenom ekspresije gena koji kodiraju za translacijski aparat u biljci A. thaliana** u
solnom stresu izazvanom 150 mmol dm™ NaCl kao jedan od gena &ija je aktivnost bila

povecana pojavio gen koji kodira za ribosomski protein L9-1, isti protein za koji je u ovom
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radu TAP-MS metodom in vivo utvrdena interakcija sa SerRS. Zanimljivo je nadalje, Sto su
biljke u spomenutom radu prvotno uzgajane na hranjivim podlogama bez stresora, da bi
klijanci nakon 16 dana bili presadeni na podloge sa 150 mmol dm™ NaCl gdje su izlagane
djelovanju stresora kroz razliCite vremenske periode (2, 4, 6, 8 i 24 sata). Naime, jedan od
mogucih razloga izostanka vidljive razlike u aktivnosti gena serS na podlogama sa stresorima
u nasem radu mozebitno lezi u primjenjenoj metodologiji. U ovom radu sjeme biljke A.
thaliana je direktno nasadeno na hranjive podloge s ve¢ prethodno dodanim abioti¢kim
stresorima, te su klijanci kroz 7 dana rasli na takvim podlogama kontinuirano izlozeni
djelovanju stresora prije nego je provedena izolacija mMRNA i RT-qPCR analiza §to je pak
moglo ostaviti dovoljno vremena adaptacijskim mehanizmima kojima se utjecaj stresora na
biljni organizam smanjio. Takoder, ukoliko je djelovanje SerRS u navednim stresovima
akutne prirode, utjecaj SerRS se do trenutka analize mogao potpuno izgubiti. Kako bi se
ispitala i ova mogucnost, u budu¢im eksperimentima bi trebalo koristiti metodologiju uzgoja
koja podrazumijeva prvotno nasadivanje sjemena na podloge bez stresora, a potom nakon $to
klijanci dosegnu odreden stadij razvoja, presaditi ih na podloge s prethodno dodanim
stresorima. Konacno, ovakvu metodologiju su primjenjivali i Sarry i suradnici (2009)° u radu

u kojemu su pokazali utjecaj kadmija na koncentraciju proteina SerRS u biljci A. thaliana.

Dakle, moguée je da zaista dolazi do nadekspresije gena SerS u stresu, ali to nije bilo moguée
vidjeti zbog prirode primjenjivane metode. Takoder je moguce da SerRS c¢ini proteinske
komplekse i na taj nacin nekanonski sudjeluje u moderiranju odgovora na stres. Kao §to je
pokazano, SerRS ulazi u kompleks s proteinom BENL1 koji pak sudjeluje u metabolizmu za
stanicu izuzetno vaznih hormona - brasinosteroida. Poznato je da brasinosteroidi sudjeluju u
oblikovanju stani¢nog odgovora na stres, pa je otvorena mogucnost spekulaciji kako i SerRS
preko proteina BEN1 dolazi u indirektnu vezu s brasinosteroidnim metabolizmom, odnosno
moderiranju stresnog odogovora. Medutim, svakako ne treba iskljuciti niti mogucnost da
SerRS u stresu sudjeluje i kroz sintezu poliadenozinskih spojeva (ApnA) $to bi jo$ jednom
moglo objasniti izostanak vidljive nadekspresije gena serS. Iako u literaturi ovakvo ponasanje
SerRS nije dokumentirano (najviSe podataka o biosintezi alarmona vezano je uz LysRS), ovo

je mogucénost koju tek treba eksperimentalno provjeriti.
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§ 6. ZAKLJUCAK

= (His)e-privjesak na C-kraju SerRS dovodi do strukturne i funkcionalne stabilizacije ovog
proteina, dok SerRS bez (His)s-privjeska pokazuje tendenciju monomerizacije uz

smanjenu kineticku aktivnost.

»  SerRS-His pokazuje in vitro gotovo jednak afinitet prema heterolognim supstratima
tRNA> iz bakterije E.coli (kea/Km = 0,18 s p mol™ dm?®) i kvasca S. cerevisiae (Kea/Km =
0,13 s* u mol™ dm?) sto je uz SerRS iz kukuruza jedini primjer SerRS koja jednako

efikasno prepoznaje bakterijsku i eukariotsku tRNAS,

» SerRS, kao i SerRS-His uspostavljaju kompleks s metabolickim proteinom BEN1 (Kg
(SerRS-His) = 1,03 x 10° (+ 1,67 x 107) mol dm™, Kq (SerRS) = 4,45 x 107 (+ 1,40 x
107) mol dm?®) koji direktno ili indirektno sudjeluje u regulaciji koncentracije
brainosteroida, hormona uklju¢enih u niz funkcija u stanici, medu ostalim i u stani¢ni

odgovor na stres.

= Za uspostavu kompleksa SerRS:BEN1 nije nuzna N-terminalna domena (tRNA vezna
domena), kao niti 9 posljednjih aminokiselina (bazi¢na regija) C-kraja SerRS-a. S druge
strane, N-terminalni produzetak proteina BEN1 od presudne je vaznosti za interakciju.
Interakcija izmedu proteina BEN1 i SerRS se uspostavlja preko N-terminalnog produzetka

BENI1 proteina i vjerojatno globularne kataliticke domene SerRS.

= Aktivnost gena serS i benl medusobno je nezavisna, iako je u transgeni¢nim biljkama

A. thaliana koje nadeksprimiraju SerRS-TAP aktivnost benl gena snizZena.

= Uslijed tranzijentne ekspresije fuzije SerRS i GFP-a (na N- ili C- kraju) do pojave signala
GFP u jezgri dolazi u stanicama luka A. cepa, odnosno protoplastima A. thaliana u 10 -
20 % slucajeva, dok uslijed konstitutivne ekspresije GFP-SerRS proteina u transgeni¢noj

biljci A. thaliana signal u jezgri nije dokumentiran §to upucuje kako signal u jezgri
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§ j

potjece ili od samostalnog GFP-a ili od fuzijskog proteina koji je u jezgru usSao pod

posebni okolnostima (primjerice, stresnim uvjetima).

= Relativno mala, ali statisti¢ki zna¢ajna razlika u apsolutnoj duljini korijena zabiljeZzena je
kod transgeni¢nih biljaka A. thaliana koje nadeksprimiraju SerRS-TAP na podlogama sa
100 mmol dm™ NaCl, 50 mmol dm™ KCI, 150 mmol dm™ manitolom i 100 pmol dm™

CdCl;, u odnosu na biljke divljeg tipa.

= Nije utvrdena razlika u ekspresijskoj aktivnosti serS gena biljaka divljeg tipa A. thaliana
na podlogama s dodanim 50 mmol dm™ NaCl, odnosno 100 mmol dm™ manitolom §to
upucuje kako u zadanim eksperimentalnim okolnostima solni i osmotski stres direktno ne

utjecu na ekspresiju gena SersS.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

aa-AMP - aminoacil-adenilat

aaRS - aminoacil-tRNA-sintetaza

AMP - adenozin-5-monofosfat

ATP - adenozin-5'-trifosfat

DTT - ditiotreitol

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

GFP - zeleni fluorescentni protein (eng. green fluorescent protein)

GST - glutation-S-transferaza

IPTG - izopropil-B-D-tioglaktopiranozid

Keat - Obrtni broj

Kq - konstanta disocijacije

Km - konstanta Michaelis-Menten

MRNA - glasnicka ribonukleinska kiselina

MST- mikrotermoforeza (eng. microscale thermophoresis)

Ni-NTA - nikal(ll)-nitrilotrioctena kiselina

PAGE - elektroforeza na poliakrilamidnom gelu

PDB- proteinska banka podataka (eng. protein data bank)

PCR - lan¢ana reakcija polimeraze

PP; - pirofosfat

RNA - ribonukleinska kiselina

SPR - metoda rezonancije povrSinskih plazmona (eng. surface plasmon resonance)
TAP-MS- tandemsko afinitetno sutalozenje spregnuto spektrometrijom masa (eng. tandem
affinity purification-mass spectrometry)

tRNA - prijenosna ribonukelinska kiselina

gPCR - kvantitativna lanaana reakcija polimeraze (eng. quantitative polymerase chain
reaction)

w / V — masena koncentracija

Popis dvadeset standardnih aminokiselina i odgovarajuce troslovne, odnosno jednoslovne
kratice

alanin, Ala (A)

arginin, Arg (R)

asparagin, Asn (N)
asparaginska kiselina, Asp (D)
cistein, Cys (C)

glutamin, GIn (Q)

glutamat, Glu (E)

glicin, Gly (G)

histidin, His (H)

izoleucin, lle (1)
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leucin, Leu (L)
lizin, Lys (K)
metionin, Met (M)
fenilalanin, Phe (F)
prolin, Pro (P)
serin, Ser (S)
treonin, Thr (T)
triptofan, Trp (W)
tirozin, Tyr (Y)
valin (V)
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