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1. Uvod

Piruvat-kinaza pripada obitelji transferaza i kiamakoje prenose fosfatnu
skupinu s visokoenergetskog donora na spgiBubstrat u procesu fosforilacije, dio
je jednog od najkonzerviranijih metakiddih puteva u Zivim organizmima — glikolize.
Uz heksokinazu i fosfofruktokinazu, piruvat-kingeaenzim koji katalizira nepovratne
reakcije, tj. reakcije s negativnhoG energiju. Na taj r@n predstavlja vrlo bitno
kontrolno i regulatorno mjesta u ciklusu glikolize.

Prowavanje kinetike i svojstava enzima sve je bitniiegmet brojnih
istrazivanja zbog otkrivanja njihove dwe uloge u metabolizmu, utlivanja
katalitickih svojstava i na koji ri@n se njihova aktivnost moze kontrolirati. To se
utvrduje enzimskom karakterizacijom, kojom se spektafwtrijskim mjerenjima

pokuSavaju utvrditi parametriki V.

Vrsta Bacillus subtilisje fakultativno anaerobna bakterija tla, sposobmgeti
u razlcitim uvjetima, od terestkih i akvatikih staniSta, do probavnog sustava
zivotinja. U nedostatku hranjivih tvari i u nepoyoin stresnim okoloSnim uvjetima
stvara spore stafmom diferencijacijom, te predstavlja modelni orgam meu
Gram-pozitivnim bakterijama. Njena Siroka induska i medicinska primjenéni ju

predmetom mnogih istrazivanja.



1.1.

Piruvat-kinaza — ogenite karakteristike, uloga i funkcija

Piruvat-kinaza (ATP: piruvat fosfotransferaza, EXC2.40) katalizira zavrSni korak
glikoliti ¢kog puta. Klj&an je enzim ciklusa glikolize i metabolizma ugljik@iruvat,
kao produkt reakcije katalizirane piruvat-kinazowglazi u brojne metabdake
cikluse, poput daljnjeg anaerobnog procesuiranjaatitata i etanola, u mliggo-
kiselinskom, odnosno alkoholnom vrenju; te u aeeoprocese poput ciklusa limunske
kiseline i oksidativne fosforilacije; Sto piruvairkzu stavlja na primarno kontrolno

mjesto u metabaikim putevima (Munoz & Ponce, 2003).

U fizioloskim uvjetima Kkatalizira nepovratnu regkci transfosforilacije s
fosfoenolpiruvata (PEP) i adenozin difosfata (ADBjyarajéi adenozin trifosfat
(ATP) i piruvat. (Munoz & Ponce, 2003). Fosfoenalpiat koji nastaje prethodnom
reakcijom dehidracije posjeduje veliki transfernotgncijal prijenosa fosforilne
skupine. Fosforilna skupina drzi molekulu u nedtadyi enolnoj formi, te kad se
fosforilna skupina pomiw piruvat-kinaze preda ADP-u, enol prelazi u stadhil
formu ketona — piruvat. To mjesto iskoriStavanjafé@nolpiruvata predstavlja vaznu
regulatornu téku u tkivima i stanicama organizama koji su sposaanglikolizu i
glukoneogenezu, zbogega je piruvat-kinaza predmet brojih istrazivanjaniau
razlicitih prokariotskih i eukariotskih organizama (Tueran & Bernlohr, 1971).

Dodatna vaznost piruvat-kinaze za organizam se rpougetiti kroz istraZzivanja s

pyk mutantama bakterijBacillus subtilis utvrdeno je kako nedostatak tog enzima ima
veliki utjecaj na rast stanice na minimalnom medipurazloga Sto vrst®. subtilis
nema druge enzimske aktivnosti s kojima bi mogainkaaditi eventualan nedostatak
piruvat-kinaze. Prekidanje tog gena antibiotskimrkeeom na razini kromosoma
povealo je generacijsko vrijeme bakterijB. subtilis ¢ak i u medijima gdje
aminokiseline mogu sluziti kao izvor ugljika. Taoptjena generacijskog vremena se
reflektirala i na razini sporulacije, gdje je kqykA mutanata zabiljezeno ranije
stvaranje spora nego kod divljeg tipa.¢8& situacija je primjgna i kod bakterije
E.coli, kada su oba izoenzima piruvat-kinaze bila deakina (Mufioz, Le Borgne,
Bolivar, & Valle, 1997.).
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Mehanizam djelovanja piruvat-kinaze

Enzimi unutar bioloskih sustava imaju veliku érkemijske transformacije. Kao i sve
kataliticke molekule enzimi funkcioniraju na ¢a snizavanja energije aktivacije, s
¢ime se brzina reakcije nevjerojatno ubrzava. Glakaeakteristike svih enzima su
njihova katalittka snaga i specifnost u vezanju Sirokog raspona molekula. Njihova
kataliticka aktivnost ovisi o prisustvu malih molekula kdfada u obliku koenzima i
raznih metala, te efektora. U &hju piruvat-kinaze kao kofaktori djeluju’ Mg?*, a
kao aktivacijski efektori fosfoenolpiruvat i ADPommogiée ga je aktivirati i poméu
drugih nukleozid difosfata, poput GDP, IDP ili UDPokazano je kako za postizanje
maksimalne brzine enzima potrebna ujeédma koncentracija iona magnezija i
molekula ADP-a, §to snazno ukazuje da se stvara-WQ®P kompleks koji djeluje
kao substrat enzimu, a slobodan ADP je vjerojatrazan inhibitor. Na tu mogunost
upuwuju i eksperimenti u kojima je koristena visa kamcacija ADP-a, Sto je dovelo

do snazne inhibicije enzima (H. Sakai & Suzuki, @898
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Slika 1. Mehanizam reakcije koju katalizira piruvat-kinaPaeuzeto i prilagdeno s proteopedia.org

Enzim pokazuje vrlo nisku razinu aktivnosti bezspthosti aktivatora; adenozin
monofosfat (AMP) i riboza 5-fosfat su snazni aktorg kao i glukoza 6-fosfat i
fruktoza 6-fosfat koji u neSto manjoj mjeri ufje na aktivaciju. ATP i anorganski
fosfat su snazni inhibitori v¥ne piruvat-kinaza, s time da anorganski fosfatlimh
piruvat-kinazu smanjujti afinitet PEP-a prema enzimu; nacal n&in moze ddi i
do inhibiciie ADP-om koji uz to na sebe veZe ionagmezija, te se tim putem
smanjuje kokiinu magnezijevih iona u mediju koji su potrebniadivaciju enzima.
(H. Sakai & Suzuki, 1986) Pretpostavlja se da alidta modifikacija piruvat-kinaze,
primjerice fruktozom 1, 6-bisfosfat, ATP-om ili alaom predstavlja fizioloSki

mehanizam kojom se aktivnost enzima povisuje tokdikolize, a snizava za vrijeme



glukoneogeneze (Tuominen & Bernlohr, 1971). | drigjeaZivanja upéuju kako bi
fruktoza 1,6- bisfosfat mogla biti alostga aktivator (H Sakai & Ohta, 1993), no u
velikim koli¢inama inhibitor (H. Sakai & Suzuki, 1986). Kalcijemni su takaer
poznati kao snazni inhibitori piruvat-kinaza kodlariota (Boiteux, A et al. 1983).
Unutarstanine koncentracije G4 se povéavaju dok se prenose skupa s citratom, te

dolazi to inhibicije piruvat-kinaze.

Ekspresija i regulacija aktivnosti piruvat-kinaze

U stanici ekspresija svakog gena je regulirana;estoj da se proizvodi cijelokupan
spektar mogéih proteina svo vrijeme, stanica prilatgva transkripciju i translaciju
odreienih gena, ovisno o potrebi i/ili raznim indukcijanz okolisa.

Ekspresija gena koji kodiraju za enzime zaduzenataliziranje nepovratnih reakcija
u ciklusu glikolize, Sto osim gena za piruvat-kina@ykA uklju¢uje i gene za
fosfofruktokinazu pfk) i gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazgapA), inducirana je
glukozom. Na taj nan se vrSi regulacija ciklusa glikolize, no i tokagljika u
organizmu. Ostatak enzini@a je uloga kataliziranje povratnih reakcija, seldju u
glikolizi kao i u glukoneogenezi, sintetiziraju $eovisno o prisutnosti glukoze.
(Ludwig et al., 2001.) Indukcija glukozom kod enairkoji kataliziraju nepovratne
reakcije glikolize primjéena je i kod vrsta&.coli i Lactococcus lactigKimata et
al.,1997; Charpentier et al., 1998; Luesink etl®198; Plumbridge, 1998).

Istrazivanja su pokazala kako svi glikalki geni, osim fosfoglukoizomerazed) i
fruktoza 1, 6-bisfosfat aldolazébf), tvore klastere funkcionalno povezanih jedinica
(Leyva-Vazquez & Setlow, 1994; Kunst et al., 199@bisch et al., 1999). Tako gen
koji kodira za piruvat-kinazupfkA je smjeSten odmah nizvodno od gena koji kodira
za fosfofruktokinazu fk); ta dva gena su pod kontrolom zajeétinigy promotora.
Tvore zajedniki operon, te se zajedno transkribiraju (H SakaDBta, 1993, Kunst et
al. 1997, Ludwig et al., 2001).



1.4.
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Slika 2. Shematski prikaz poloZajaykAi pfk. Geni koji se zajedno transkribiraju na slici sikgzani
sivim strelicama, susjedni geni prikazani bijelitreBcama ne transkribiraju se s glikolitickim gea,
funkcija genaytzA je nepoznata. Stafsista struktura na slici oz¥ava promotora. Vidljivo je kako su

pfki pykApod kontrolom istog promotora. Slika preuzetaumwig et al., 2001

Fosfofruktokinaza i piruvat-kinaza kataliziraju vezzibilne reakcije tokom glikolize,
te su pod kontrolom raznih alostéih regulatora, primjerice ATP-a koji je supstrat
fosfofruktokinazi, a inhibira piruvat-kinazu kako e glikoliza usporila kad je

prisutna visoka razina energije, tj. postoji domolmolekula ATP-a.

Struktura piruvat-kinaze

Piruvat-kinaza bakterij@acillus subtilis kao i ve&ina drugih piruvat-kinaza u svojoj
kvartarnoj strukturi postoji kao tetramer kojegne identéne podjedinice -
homotetramer. Svaka podjedinica je sastavljena oddviojene domene. Prva A
domena je katalitka domena koja je formirana od 2 odvojena lancanakiselina (od
1. do 70. aminokiselinskog ostatka, pa od 170.&fh @minokiselinskog ostatka), koje
se zajedno omotavaju u paralelfiiof) valjak s dvije dodatnex uzvojnice Druga B
domena se sastoji od 4 beta valjkasta (eng. - lbarmativa koji formiraju “cap”
preko aktivhog mjesta. Iznie A i B domene nalazi se aktivho mjesto. c&reC
domena se sastoji ad3 motiva otvorene pke (eng. - open sheet motif) i sadrzi
vezivno mjesto za alostékie efektore (Kenichiro Suzuki, Ito, Shimizu-lbuk&,
Sakai, 2008).

Kod rodaBacillus nalazimo na dug&u extra C — terminalnu sekven€eCTS) koja
se sastoji od oko 112 aminokiselinska ostatka i ®@bdomenu. Dio te sekvence je u
visoko homologan PEP vezajtem motivu (eng. PEP binding motif), te se
pretpostavlja da ECTS u slaboj interakciji s dommm®i C (Kenichiro Suzuki et al.,



1.5.

2008). Sléne strukture nisu nadjene kod piruvat-kinaza dstabdova bakterija
(Muiioz, Le Borgne, Bolivar, & Valle, 1997). ECTS\esoko konzervirana sekvenca
u niz enzima koji kataliziraju reakciju u kojimaf@sfoenolpiruvat supstrat ili produkt
(Mufioz, Le Borgne, Bolivar, & Valle, 1997). Pretpedja se da je ECTS potekao od
PEP sintaze tokom evolucijskog razvoja. Struktyenslican fosfohistidinskoj domeni
piruvat, fosfat dikinaze (PPDK), Sto sugerira dadomena igra oddenu ulogu u
aktivnosti i/ili regulaciji piruvat-kinaze; no muganim studijama nije uena znaajna
funkcionalna uloga u aktivnosti enzima ili njegovatosterékim karakteristikama, al
se pretpostavlja da mozZe imati adau ulogu u strukturalnoj stabilnosti, na sto
upuwuje vodikova veza izmedju A i C' domene. Motiv zazanje PEP-a dan u
ECTS-u i strukturalna sinost fosfohistidinskoj domeni PPDK, ukazuju da TS
vjerojatno imao odienu ulogu u evoluciji piruvat-kinaze, te sudjelujezasada

nepoznatoj enzimskoj reakciji (Kenichiro Suzukaét 2008).

Evolucijska konzerviranost i podrijetlo piruvat-kin aze

Vaznost piruvat-kinaze za organizam reflektira sesokoj konzerviranosti pojedinih
slijedova njenih aminokiselina kod niza r&#lh vrsta, posSto se konzervirane
sekvence u pravilu pojavljuju kod proteina koji @ vitalne vaznosti za optimalno
funkcioniranje stanice. Konzerviranost setuje u slénim ili identicnim sekvencama
koje cine funkcionalno bitne dijelove proteina. Za uspltme i prikaz preuzeti su i
modificirani podaci iz Nguyen i Saier (1995) i Mue@t al. (1997). ViSestruko

sravnjivanje amniokiselinskih sekvenci napravljgapomau programaClustalW.

Na slici 3. (A) i (B) prikazano je viSestruko sravnjivanje amokiselinskih sekvenci
koje odgovaraju regiji 241 do 337 aminokiselinslaggatka kod piruvat-kinaze vrste
Bacillus subtilis ta regija je visoko konzervirana u brojnim pirttkénazamagak i u

filogenetski udaljenijim vrstama.
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Slika 3. (A) i (B) Visestruko sravnjivanje aminokiselinskih sekvenicupat-kinaza. Prikazana regija od
265-361 aminokiselinskog ostatka, odgovara redifi-337 aminokiselinskog ostatka kod vrBtesubtilis.
Sravnjene su sekvence piruvat-kinaza sk#dersta: Bacillus thuringiensis BMB171, Bacillus anthracis
str.A0248, Bacillus weihenstephanensis KBAB4, Recibubtilis, Bacillus atrophaeus 1942, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Bacillusearothermophilus, Escherichia coli ATCC 8739,
Nicotiana tabacum, Saccharomyces cerevisiae, Agipesiniger, Homo sapiens, Gallus gallpsmaiu
programaClustalWw.

Prikazana regija sadrzi aminokiselinsku sekvenctalikgkog centra i petlji koje su
presudne za alostékie tranzicije i vezanje supstrata Sto dovodi doireske reakcije
(Mufoz, Le Borgne, Bolivar, & Valle, 1997).



Kao Sto je vé prethodno spomenuto kod vrsta rd8acillus karakteristéna je extra C
terminalna sekvenca (ECTS) koja je visoko konzeanar kod piruvat-kinaza unutar tog
roda. Unutar te sekvence moze seitudkonzervirana sekvenca PEP vezajéi motiv.
Kao Sto je prikazano nslici 3. konzervirana sekevenca je prisutna samo kod vesia
Bacillus unutar ECTS-a, dok kod drugih sekvencioniranituyat-kinaza ECTS nije
uocen (Mufioz, Le Borgne, Bolivar, & Valle, 1997).
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Slika 4. Visestruko sravnjivanje aminokiselinskih sekvencirupat-kinaza. Regija 530-560
aminokiselinskog ostatka koja odgovara regiji 553-5aminokiselinskog ostatka kod vrsBesubtilis
odgovara PEP vezajem motivu, koji se moze tiakod PEP vezajtih enzima.Sravnjene su sekvence
piruvat-kinaza sljedgh vrsta: Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillustearothermophilus,
Bacillus anthracis str.A0248 i Escherichia coli AC@739.ViSestruko sravnjenje napravljemmmau
programaClustalWw.

ECTS domena koja sadrzi konzervirani PEP ve&zajmotiv iskazuje slinost s
fosforilacijskom domenom drugih enzima koji sireetju ili troSe PEP (PEP obitelj), Sto
ukazuje na njihovo zajediko evolucijsko podrijetlo (Nguyen & Saier, 1995)a hlici 4.
sravnane su navodne fosforilacijske domene pirkivetzeB. subtilisas fosforilacijskim

domenama enzima iz PEP obitelji.
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Slika 5. Visestruko sravnjivanje aminokiselinskih sekvermsfbrilacijskih domena enzima navedenih u
Tablici 1. Prikazane pozicije iznad viSestruko sravnanih se&veie odgovaraju stvarnim pozicijama

aminokiselinskih ostataka. Visestruko sravnjenjeragaljenopomau programaClustalWw.

Kao Sto je vidljivo iz viSestrukog sravnjivanjéetiri aminokiselinska ostatka su krajnje
konzervirana oko histidinske fosforilacijske domewepoziciji 67 prikazanoj nglici 5.; a
moze se primjetiti i konzerviranost dree ostalih aminokiselinskih ostataka oko
histidinske fosforilacijske domene (Nguyen & SalE995).

Ukoliko se navedene sekvence prikazu na kladogramaie se primjetiti kako se
proteinske domene granaju u tri klastera premadyirkoju obavljaju.
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Slika 6. Filogenetski odnos fosforilacijskih domena kod pitikinazeBacillus subtilisi ostalih srodnih

enzima iz PEP obitelji enzima, navedenihtablici 1. Filogenetska rekonstrukcija provedena pémo
programaPhylodendron

Vidljivo je kako PPS-ovi tvore zajediki klaster, skno kao i PPDK-ovi i PK-ovi.
Klasteri nisu tolikoc¢vrsto povezani kao kad se promatra cijelokupna eseéx enzima u
filogenetskom stablu (Nguyen & Saier, 1995). Vidjije kako PK-ovi tvore zajed¥ki
klaster s PPS-ovima Sto ukazuje da fosforilacijsikenene piruvat-kinaza prikazanih
Bacillusa svoje porijeklo vuku od gena koji je kodirao zaa PPS (Nguyen & Saier,
1995).
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Skracenica Ime Organizam Dio sekvence Accession
koristen u
sravnavanju
B.subtilis_PK Piruvat-kinaza Bacillus subtilis 75 - 585 BSU29180
B.stearothermophilus_PK Piruvat-kinaza Bacillus BAA02406.1
stearothermophilus

E.coli_PPS Fosfoenolpiruvat Escherichia coli CAQ32177.1
sintaza

P.furiosus_DSM Fosfoenolpiruvat Pyrococcus furiosus NP_577772.1
sintaza

F.trinervia_PPDK Piruvat, ortofosfat Flaveria trinervia CAA40420.1
dikinaza

C.symbiosum_PPDK Piruvat, ortofosfat | Clostridium symbiosum P22983.5
dikinaza

E.coli_MTP2 Multifosforil transferni | Escherichia coli P32670.2
protein 2

R.capsulatus_MTP Multifosforil transferni Rhodobacter capsulatus P23388.1
protein

M.capricolum_enzymel Enzim | Mycoplasma capricolium U15110.1

B.subtilis_enzymel Enzim | Bacillus subtilis P08838.3

Tablica 1. Clanovi PEP obitelji koristeni u viSestrukom sravajiju prikazanom na slici 5. Tablica izema

prema Nguyen & Saier, 1995.

Poznato je da geni za neke enzime, koji katalizigpvratne reakcije ili metaboki

srodne reakcije, se mogu stopiti i formirati multikcionalni enzim. Jedna od

pretpostavki je da je piruvat-kinaza vjerojatno taobiti bifunkcionalni enzim s nekim

drugim srodnim enzimom koji sadrzi PEP vezamotiv iz PEP obitelji, poput PPDK ili

PPS. Tokom evolucije, mnoge piruvat-kinaze su idguvog partnera, no piruvat-kinaze

rodaBacillus zadrzale su degenerativhu sekvencu svog partDesga je pretpostavka da

je prisustvo ECTS-a getak evolucijske promjene kod piruvat-kinaze (SaRab4).
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1.6.  Ciljevi istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je prdScavanje i enzimska karakterizacija piruvat-kinaze
bakterijeBacillus subtilis Dobiveni podacte se koristiti u daljnjem istrazivanju ovog
enzima i ciklusa glikolize kod vrsteBacillus subtilis kao i za uklapanje
eksperimentalnih podataka dobivenih ovim istraZ@anu matematki modeliranu

regulatornu mrezu, kako bi se potvrdio taj model.
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2. Materijali i metode

2.1 Materijali
2.1.1. Bakterijski sojevi
U radu su koriSteni sljedebakterijski sojevi :

E. coliNM522 ' proA+B+ laclqg 4(lacZ)M15/4(lac-proAB) glnV thi-14(hsdS-mcrB)b

E.coliBL21
2.1.2. Plazmidni vektori
U radu su korisSteni sljedeplazmidni vektori :

* pPQE-3(QIAGEN, Njemaka) — ampicilin resistentan

BamH
hl
Hindlll

Pstl

PI5 »-loc ©-loc © - RES-{ ATGHEA - MCS - en
|

&

b

2 pOE30,pGE],
pQE32
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5P

«| 50 v:|I
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| Xmal
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*pQE30 --
pQE3l  AC
pQEI2 -G

Cad Ef

Slika 7. pQE-30 ekspresijski vektor za proteinske konstukt N-terminalnim histidinskim privjeskom
(6xHis). PT5 - inducibilni promotor iz bakteriofad®, lac O — lac operator, RBS — mjesto vezanjabwsom,
ATG - start-kodon, MCS - viSestruko mjesto za kianje, Stop Codons — stop-kodoni u sva tri okvitanja,

Col E1 - ishodiSte replikacije, Ampicillin — gen p#pornost na ampicilin. Preuzeto iz The QlAexpisst
handbook.
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* pDuet (konstruiran pondo dva razkita vektora — PCDFDuet 1 i PETM30) —
spektinomicin rezistentan. Sadrzi TEV recognitiate za TEV proteazu na N-
terminalnom dijelu proteina. TEV proteaza prepoersijed od 7 aminokiselina (TEV
recognition site); Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly, sevisokom specifinoXu presijeca

izmedju GIn i Gly.

TEV recognition site

bxHis Tag GSTTag | Glesieutyeehe .

TEV proteaza

Slika 8. Shematski prikaz dijela pDuet plazmidnog vektora kagem se nalazi N-terminalni histidinski
priviesak (6xHis-tag) i TEV recogniton site.

2.1.3. Oligonukleotidne pdetnice

Oligonukleotidne peetnice koriStene su za umnozavanje nukleotidnihvessd piruvat-

kinaze :

Bam H1 — forward

gcGGATCCatgagaaaaactaaaattgtttgtaccatcggtccgg

Pst 1 - reverse

gcgcCTGCAGtaaagaacgctcgcacggccttgatagactgcg

2.1.4. Enzimi, proteini i markeri molekulskih masa

1kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
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Albumin iz goveteg seruma (BSA) (New England BioLabs)

Alkalna fosfataza iz Skampa (SAP) (USB)

Phusion High Fidelity DNA Polymerase (Finnzymespd&s Finska)

GoTaq polymerase (Promega, SAD)

BamH1, Pstl (New England Biolabs)

T4 DNA ligase (Promega, SAD)

Lizozim (Sigma)

Precision Plus Protein Standard All Blue (Bio-Rad)

TEV proteaza (Invitrogen)

Zecja laktat-dehidrogenaza (Sigma) — tip 11 — 700-12dthica/mg proteina (L1254)

2.1.5. Kompleti reagensa

U radu su korisSteni sljedekompleti reagensa:

lllustra GFX PCR DNA and gel band purification &E Healtcare (Ujedinjeno Kraljevstvo)
QIAprep Spin Miniprep Kit (250), QIAGEN, Njenika

2.1.6. Urdlaji

U radu su koristeni sljedeuredaji:

Centrifuga 5415 R (Eppendorf, Njemacka)

Centrifuga 5424 (Eppendorf, Njemacka)

Centrifuga Sorvall RC5C (GMI Inc., SAD)

TECHNE TC-3000 Thermal cycler (Scie-Plas Ltd, Upgeino Kraljevstvo)

Spektrofotometar SECOMAM UviLine 9400 (SECOMAM, Rcaiska)

Spektrofotometar Ultrospec 10 Amersham biosciefBexhrom LTD. Cambridge, England)
Inkubator Stuart Orbital Incubator S1500 (Keisofedinjeno Kraljevstvo)

Block heater Stuart SBH200D/3

NanoDrop 2000 (ThermoScientific, SAD)
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2.1.7 Podloge i otopine
U radu su korisSteni sljede podloge i otopine:
LB (Luria-Bertani)medij(1L)
Tripton 10g
Ekstrakt kvasca 5¢g
NaCl 10g
Otopina A (1000mL):
50mM Tris-Cl pH 7.5
100mM NacCl
10% glicerol (V/V)

Otopina C (220mL):

Otopina A
300mM imidazol

Otopina B (220mL):

Otopina C 20ml
Otopina A 180ml

2.2. Metode

2.2.1. Pripremanje elektrokompetentnih stanice&.coli.

1 litra tekiteg LB medija inokulirana je s 10 mL predkulturenstaE.coli (BL21 ili NM522)
i stavljena na treSnju na 37°C dok apsorbancijaBDD ne dostigne vrijednost izmedju 0.45-
0.48. U tom trenutku kultura je oldkena na ledu 15 minuta i zatim cetrifugirana na 500®%
minuta na 4°C. Talog je ispiran dva puta s po lthlaene sterilne vode, zatim s 50mL
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rashlaenog 10%-tnog glicerola. Nakon zadnjeg centrifugaaalog je resuspendiran s 2mL

10%-tnog glicerola, te su napravljeni alikvoti pau&k i pohranjeni na -80°C.

2.2.2. Amplifikacija gena piruvat-kinaze fpykA) pomoéu lanéane reakcije polimerazom
(PCR)

Genomska DNA vrst@acillus subtilliskoriStena je za amplifikaciju nukleotidnih sekvenc
koristeti Phusion High Fidelity DNA polimerazu, slije¢leupute proizvdata. Uvjeti PCR
reakcije su bili: Peetna denaturacija — 5 minuta na 98°C, 1 ciklusatleacija — 10 sekundi
na 98°C, anneling — 30 sekundi na 57°C, extensibminuta na 72°C — 30 ciklusa , zavrSna
ekstenzija — 10 minuta na 72°C, 1 ciklus.

Produkti PCR-a su pigéeni slllustra GFX PCR DNA and gel band purificatidoompletom
reagensa slijedeupute proizvdacta, te je njihova duljina provjerena na 1%-tnom agaom
gelu. Problem parazitskih bandova je rijeSen dodafrocis¢ivanjem na agaroznom gelu,
tako da je cijeli uzorak dobiven PCR-om nanesneagaozni gel, te je nakon elektroforeze
dio s amplificiranim nukleotidnim sekvencama izmeza gela i prdis¢en prema uputama

proizvadaca. Gustdéa DNA provjerena je ponto NanoDrop 2000.

2.2.3. Cijepanje DNA restrikcijskim endonukleazama

Produkti PCR-a podvrgnuti su cijepanju restrikaiiskendonukleazama kako bi ih bilo
mogute ugraditi u Zeljeni ekspresijski vektor — pQE38Diuet. Vektor pQE30 se koristi kao
translacijska fuzija 6xHis-tagom, $to omdégua njegovo pré&scavanje na Ni-NTA koloni.
Vektor pDuet sadrzi T7-lac promoter, 6xHis-tag, G&d i TEV mjesto. Pontw 6xHis-taga
prepoznat ce se zeljeni protein, a pémAaEV mjesta reze se 6xHis-tag pafuoTEV

proteaza.
Reakcijska smjesa cijepanja PCR produkta sadrzgedl&ulL PCR produkta (c=4,1ug/ulL),

10puL 1 x NEBuffer 3 pufera, 8uL BamH1, 8uL Pstl1 &SA (10x) i 51uL vode. Ukupni
volumen je bio 100uL. Reakcija se odvijala 120 rtame 37°C.
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Cijepanju s istim restrikcijskim endonukleazama ygduti su i vektori Pduet i pQE30. Za
Pduet dinjene su dvijesingle digestije; 14puL Pduet vektora, 2 uL 1 x NEBuffep@®fera,
2,5uL BamH1/Pstl, 0.5puL BSA. Nakon 60 minuta dod@n@,5 puL SAP-a koji defosforilira
(odstranjuje fosfatne skupine na 5 i 3’ krajevim@NA i tako sprijg¢ava autoligaciju
vektorske DNA. Ukupni volumen iznosio je 19uL. Z®F30 — 10uL vektora, 10puL 1 X
NEBuffer 3 pufera, 8uL BamH1, 8uL Pstl, 1uL BSA3u& vode. Nakon 60 minuta dodano
je 1,5uL SAP-a. Ukupni volumen je iznosio 100uLakgja se odvijala 120 minuta na 37°C.

Nakon svakog cijepanja, reakcijska smjesa se&iglila s GFX PCR DNA and Gel Band
purification kit, te se izvrSila provjera insert BN vektorske DNA na 1%-tnom agaroznom

gelu.

2.2.4. Ligacija

Za ligaciju PCR produkta i zeljenog ekspresijskadtora koriStena je T4 DNA ligaza. Za
pDuet napravljena je sljeé® reakcijska smjesa; 2 pL Pduet, 18uL insert DNWkA
(c=4,1ug/uL), Ligase Buffer 10x 2uL, T4 DNA ligaza — 1uL, voda — 7uL. Ukupni violan
reakcijske smjese iznosio je 30uL. Prema prepopuoizvadaca za ligaciju s ljepljivim
krajevima, reakcija se odvijala na sobnoj temper&sata.

Za pQE30 napravljena je sljedereakcijska smjesa; 0.5uL pQE30, 10uL insert DEykA
(c=, 1,5 pL Ligase Buffer 10x, 1u T4 DNA ligaza,2pode. Ukupni volumen reakcijske
smjese iznosio je 15uL. Epica s reakcijskom smjegoprvo stavljena u vodu na 14°C, pa u
sobu s 20°C preko k&b Na taj n&in postignut je postepen rast temperature reakcgskjese

i uspjesna ligacija.

2.2.5. Transformacija elektrokompetentnih staniceE.coli

Elektrokompetentne stanice su ideae s -80°C i stavlene na led. U 50uL
elektrokompetentnih stanic&.(Coli BL21 za Pduet ekspresijski vektoEi Coli NM522 za
pPQE30 ekspresijski vektor) unosi se 1uL ligacijskmjese i premjeSta u kivete za
elektroporaciju, te ostavlja na ledu oko 3 minatim se kiveta stavlja u elektroporator
(2,5kV, 100mA) i pritiskom na gumbe nekoliko sekusthniceE.coli se elektroporiraju kako

bi mogle primiti rekombinantni vektor. Odmah nakelektroporacije brzo se dodaje 1000uL
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tekuteg LB-a i ostavlja 60 minuta na 37°C. Nakon 60 rtannanosi se 100uL i 900uL
smjese elektroporiranih E.coli stanica na petrigegkLB-om i odgovarajiim antibiotikom
(ampicilin, spektinomicin). Petrijevke su ostaviepreko noci na 37°C.

2.2.6. PCR na bakterijskim kolonijama

Nakon prekonéne inkubacije kolonije narastu na petrijevkama sdmB i antibiotikom, te se
metodom PCR na bakterijskim kolonijama (eng. - @gloPCR) provjerava je i
transformacija uspjela. Koristi se GoTaqg polimeratza se reakcija radi prema uputama
proizvadaca u ukupnom volumenu od 50uL po epici. PCR na biggiten kolonijama radi se
za vei broj kolonija, te pozitivna kontrola u kojoj salazi 49uL reakcijske smjese i 1uL
genomske DNA bakterijB. subtillis

2.2.7. Izolacija plazmida iz stanicé.coli

Pojedingne bakterijske kolonije koje sadrze rekombinantrlazmid s ugrdenom
nukleotidnom sekvencom za piruvat-kinazu inokukrasu u 10mL tekieg LB-a s
odgovarajdim plazmidom (ampicilin, spektinomicin) i ostaviegma tresnji preko @0 na
37°C. Zatim su plazmidi izolirani pormdo QlAprep Spin Miniprep Kit prema uputama
proizvaiaca. Kona&ni volumen izolata je 50uL. Kako bi se utvrdilo mige doSlo do mutacija
prilikom PCR-a, te da se insert pravilno ugradieeldtor, par uzoraka (do 3) od 30uL se Salje

na komercijalno sekvencioniranje u tvrtku GATC Rict, Njemaka.

2.2.8. Sinteza i prdiSéavanje 6xHis-tagged proteina afinitetnom kromatogrdijom
Za sintezu 6xHis-tagged proteina koristeni su sdjeeoli BL21 i E.coli NM52.

U 10mL LB medija s odgovarajim antibiotikom preb&na je pojedinma bakterijska
kolonija, te je ostavljena na 37°C prekainaz treSnju. Zatim je 1L LB medija s antibiotikom
inokulirana navedenom predkulturom (100 x raZej@e) i ostavljena na 37°C uz treSnju, dok
ODsoonije dosla do 0.6. Tada se se u 1L dodaje 1 mL lisddropil B-d-tiogalaktopiranozid
(IPTG) koji potke poja&anu transkripciju gena i u ko&@ci pojatanu ekspresiju proteina;
dodatna prednost IPTG-a je Sto ga visteoli ne moZe metabolizirati, pa razina spoja ostaje

konstantna. Kultura s dodanim IPTG-om stavlja sdresnju na 37°C jos 3 sata. Zatim se
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kultura prebaci u boce za centrifugu i centrifudgrein na 7000g, supernatant se baci, a talog

se pohrani na -20°C do @isc¢ivanja proteina.

Talog se resuspendira s ukupno 10mL otopine A, 5igdzima (1mg/mL) i 10uL DNAze
5ug/mL), te se ostavi na sobnoj temperaturi naniftuta kako bi doslo to lize bakterijske
stantne stijenke. Zatim se radi sonifikacija (vrSenjeeli stanine stijenke pomau
ultrazvuka). Stakha suspenzija se 2 minute sonificira do 40% jakestifikatora. Time se
zeli postéi dodatna liza ostatka st&nih stijenki i membrana. Nakon sonifikacije stangse
stavljaju na centrifugu 15 minuta na 25 000 g.

U meaiuvremenu 1mL Ni-NTA agaroze se nanese na kolonua@aatografiju i ekvilibrira sa
20 mL otopine A. Nakon centrifugiranja na kolonu regnosi supernatant (sirovi ekstrakt
proteina), te se ispire s 15mL otopine A i s 15mdbpme B. Protein koji pr&S¢avam ima na
N-terminusu privjesak od 6 histidina (engoxHis-tagged proten Nikal s kolone koordinira
dusSike iz imidazolnog prstena histidina te se nadin protein zadrzava na koloni, dok se
proteini bez histidinske oznake ispiru otopinama B. Protein s histidinskim privjeskom
eluira se poméu otopine C (koja sadrzi imidazol) u frakcije ocacké mL (uohiajno se skupi
oko 5-7 frakcija).

Koncetraciju proteina u pojedinoj frakciji odigem kolorimetrijski. U 40uL Bradfordovog
reagensa (sadrZCoomassie brilliant blueboju za proteine) dodano je 10uL proteinske
frakcije. Vezanjem proteina otopina poprimi plavojb Sto je otopina intenzivnije plavo

obojana, to je koncentracija proteina u frakcigaeProteini se drze na ledu do odsoljavanja.

Odsoljavanje se vrSi na PD-10 kolonama koje selibkwvaju s oko 20 mL otopine A.

Proteinske frakcije iz prethodnog koraka koje stze eluirane u otopini C (koja sadrzi
visoke koncentracije soli), nanosi se na PD-10 kwlpbeluira s otopinom A (bez imidazola).
Koncentracije proteina se provjeravaju kolorimskijBradfordovim reagensom kako jecve
prethodno navedeno.

Proteini seuvaju na -20.

2.2.9. Elektroforeza u SDS — poliakrilamidnom gel{SDS-PAGE)

Koncentracija proteina i eventualna prisutnost &onhacija provjerena je elektroforezom na
SDS - poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE). Svi SDS-P§&ovi pripremljeni su kao 5 %-tni
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gel za koncentriranje (engstackinggel) i 12 %-tni gel za razdvajanje (engresolving gel

Po 20uL uzorka proteinske frakcije pomijeSano #us 6x boje za nanoSenje proteinskog
uzorka na gel. Elektroforeza (120V, 0.05A) se alaiju 1X SDS Tris-glicin puferu. Véina
proteina procijenjena je uz po@roteinskog biljegaPrecision plus Protein standards
Nakon elektroforeze gelovi su ostavljeni prek@éinoCoomassie Brilliant Bluéoji. Sljed&i

dan se premjeStaju u vodu na jos jedan dan ildseat odbojaju kuhanjem u vodi.

2.2.10. Utvidivanje koncentracije proteina

VVVVV

afinitetnom kromatografijom koristi se Biorad rgedien 5x. Kao pozitivha kontrola koristi se
BSA poznate koncentracije (1ug/mL) u volumenu odt 26, 8 i 10 pL. Koncentracija se
utvrduje na sljedé@ n&tin; u kivete za spektrofotometar stavlja se 1mLrBib5x reagensa i u
svaku prethodno naveden volumen BSA proteina pezt@icentracije. Mjeri se apsorbancija
i u Excel se unose dobivene vrijednosti pémé&ojih se konstruira pravac, te vadi jednadzba
pravca poméu koje se ututuje finalna koncentracija proteina. Uzorci mojilof@ina nanose
se u 1mL Biorad 5x reagensa u volumenu od 5, 10 jul2, mjeri se apsorbancija za svaki
naneseni volumen, te se dobivene vrijednosti uvafiau jednadzbu pravca iz kojih se

srednja vrijednost uzima kao finalna koncentragijateina.

2.2.11. Enzimski esej

Enzimska aktivnost mjeri se pomo spektrofotometra kojim se prati reakcija dok ke
reaktanata u smjeru produkta. Kako bi se to iztojemiora postojati promjena u apsorbanciji
reakcijske smjese produkata; na tafinanoze se mjeriti nestanak reaktanata ili nastanak

produkata reakcije. U mojoj reakciji mjerio se mestk NADH na 340 nm

Za enzimski esej i enzimsku karakterizaciju koois§ie coupled assays ze&jom laktat-
dehidrogenazom i godem laktat-dehidrogenazom. Prvi korak uKlje testiranje zge
laktat-dehidrogenaze, tj. cilj je ustanoviti koganajniza koncentracija enzima pri kojoj mu je
aktivnost optimalna. U UV kivetu unosi se 50mM isuzedl — HCI, 70 mM KCI, 7 mM
MgCl,, 5uL laktat-dehidrogenaze (c=1pg/puL), ImM NADHmWM piruvata, te HO do 1mL.
Testiranje govée laktat-dehidrogenaze izvodilo se na jednalmae je postignuta optimalna
aktivnost pri sljedéim koncentracijama reaktanata; u UV kivetu unosiL66 mM Tris (pH
7,5), 70 mM KCI, , 7 mM MgGl 1ImM NADH, 0,35 mM piruvata, te # do 1mL. Sve
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komponente reakcije drzane su na sobnoj temperaReakcije su izviene na sobnoj

temperaturi.

Drugi korak se odnosi na testiranje uparene reak@ng.coupled reaction)tj. testiranje
optimalna. Cilj je ustanoviti je li se proporcionals koncentracijom piruvat-kinaze mijenjala

i brzina reakcije, te koja je gréina koncentracija koja se odabire za sljgderak.

U reakcijski esej s 2pom laktat-dehidrogenazom unosi se 50mM imidaztGl, 70 mM
KCI, 7 mM MgCl, 5uL laktat-dehidrogenaze (c=1pg/uL), 1 mM NADHNRI PEP, 2 mM
ADP, te piruvat-kinaza u ra#ltim koncentracijama — 20 pug, 10 pug, 5 nug, 2,5u85 ug.
Dodatna mjerenja su izvedena s 1 pg, 0,50 pg i pg@%e je 0,50 ug odabrano za daljnu

enzimsku karakterizaciju.

U reakcijski esej s godem laktat-dehidrogenazom unosi se 100 mM Tris (pb), 70 mM
KCI, , 7 mM MgCh 1 mM NADH, 2 mM PEP, 2 mM ADP i 2pL LDH, te piruvat-kinaza u
razlicitim koncentracijama - 1Qqug, 5 pg, 2,5 ug, 1,25 ug i 0,625 pg. Za daljnju
karakterizaciju odabrana je koncentracija od 2,5 |@pveia laktat dehidrogenaza
pripremljena je po uputama proiziata — 5,7uL goveie LDH u otopini amonijeva sulfata
razrijedeno je u ImL Tris (pH 7,5) s 1% BSA. Na tagimasam dobila stock solution u kojoj
se nalazi 0,5 jedinica proteina/mL. Uloga BSA jabdizacija LDH. Prema uputama
proizvaiaca LDH se trebao razrijediti s NaPiQy, no nakon par testiranja primjetila sam kako
NaH,PO, inhibirareakciju koju katalizira piruvat-kinaza, pa samutdh zamijeniti s Trisom

koji je neutralan.

Treéi korak je enzimska karakterizacija. Za mjerenjangne koncentracije ADP koristene
su koncentracije reaktanata s¢jpen laktat-dehidrogenazom utiene u drugom koraku s
sljedetim varijabilnim koncentracijama ADP-a; 10 mM, 5 mi&,mM, 1 mM, 0,7 mM, 0,5

mM i 0,25 mM ADP.

Za mjerenje gradne koncentracije PEP koriStene su koncentracijgtaeata s govdom
laktat-dehidrogenazom utiene u drugom koraku s sljgd@ varijabilnim koncentracijama
PEP-a; 10 mM, 5 mM, 2 mM, 1 mM, 0,7 mM, 0,5 mM,BRAM, 0,125 mM.
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3. Rezultati

3.1. Ekspresijski plazmidni vektori i pro¢iSéavanje 6xHis-tagged proteina

Konstruirani su ekspresijski vektori potrebni zatsru i izolaciju proteina izE.coli
sastavljeni od pQE30 tj. pDuet plazmida, te umetnuikleotidne sekvengeykA To¢nost
ugraiene nukleotidne sekvence u pQE30 i pDuet provjeensekvencioniranjem (GATC
Biotech, Njema&ka). Svi 6xHis-tagged proteini pfidceni su na Ni-NTA kolonama, a
imidazol koji se nalazio u posljednjoj otopini Zaisanje proteina je uklonjen odoljavanjem
na PD-10 kolonama, te je protein eluiran u otophi Proteini su provjereni na SDS-
poliakrilamidnom gel elektroforezom, te obojadoomassie Brilliant Blueojom koja boji

proteine. Protein je uspjesSno ekspresiran u obidtkola vektora.

Slika 9. SDS-PAGE préiséenog proteina PK u ekspresijskom vektoru pQE30ijd.iM je protein marker,

linija P je talog, linija S je supernatant, a lnfi-6 su frakcije prS¢enog proteina.
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Slika 10. SDS-PAGE proiséenog proteina PK u ekspresijskom vektoru pDuetijaill je protein marker, a

linije 1-5 su frakcije préiS¢enog proteina.

Iz poliakrilamidnih gelova se vidi da je proteinkdto topljiv i u dovoljnim koncentracijama
za korisStenje u enzimatskom eseju. Koncentracijgepma utvdena je metodom opisanom u
Materijali i metode te usporedbom §me bandova s bandovima proteina poznate
koncentracije. Utwteno je da je koncentracija za protein ekspresirp@HE30 oko 0.5ug/uL,

a za protein ekspresiran u pDuet oko 0.4pg/pL.

3.2. Uklanjanje 6xHis-tags proteina poma@u TEV proteaza i afinitetne kromatografije

Na proteinu sintetiziranom kloniranjem u pDuet phdu mogue je ukloniti 6xHis-tag

pomcaiu TEV proteaze. Mehanizam djelovanja TEV protegasam je uMaterijali i metode

Postupak je izveden na sljédenatin; u reakcijsku smjesu od 900uL dodano je 200uL
proteina (c=0.7pg/pL), 75 pL TEV buffera, 15 pL DTAUL TEV proteaze i 404 pL vode.

Reakcijska smjesa je inkubirana na 16°C odnosndC3( sata. Postotak proteina s
uklonjenim 6xHis-tagom provjerava se na SDS-PAGHI,gea n&in koji je opisan u

Materijali i metode
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Neodrezani proteini, 6xHis-tag i TEV proteaza ufd@in se Ni-NTA afinitethom
kromatografijom; u epicu se stavi 150pL Ni-NTA agee i ekvilibrira s oko 1 mL otopine A
centrifugirajii u stolnoj centrifugi 5 minuta. Otopina A se daadfako bi se smjesa
ekvilibrirala na pH 7.5; taj pH je neophodan z&a&$no vezanje histidinskog privjeska za Ni-
NTA talog. Zatim se ukloni supernatant, te se nagtaanese reakcijska smjesa proteina i
TEV proteaze. Uzorak se inkubira 2 sata na 4°Gagnju. Nakon toga se centrifugira kao Sto
je ranije navedeno, te se uzima supernatant i prava na SDS-poliakrilamidnom gelu (Slika
11).

Uzorci se pohranjuju na -20°C.

Slika 11 SDS-PAGE préiscenog proteina, te frakcija proteina tretiranih TBXoteazom.Linije M sadrZi
protein marker, linijal procisceni 6xHis-tagged protein, linigaprotein tretiran TEV proteazom u uvjetima od
16°C, linija 2’ sadrzi protein iz linijje 2 kojem su suviSni 6xHag i neodrezani proteini uklonjeni Ni-NTA
afinitetnom kromatografijom; linij@ sadrzZi protein tretiran TEV proteazom u uvjetinta3®°C, linija3’ sadrzi
protein iz linijje 3 kojem su suviSni 6xHis-tag i otrezani proteini uklonjeni Ni-NTA afinitethom
kromatografijom.
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Posto nije postignut 100%-tnicimak u uklanjanju 6xHis-tagged proteina i suviSeiHis-
tagova, smjese proteina se joS jednom tretiraju ista na&in Ni-NTA afinitethom

kromatografijom i provjeravaju na SDS-PAGE-u.

-
—
—
L -
Wiy
M 1 2 3

Slika 12. SDS-PAGE proiséenog proteina dodatno tretiranog s Ni-NTA, radiamhnja 6xHis-tagged
proteina i suvisSnih 6xHis-tagova. LinilM sadrzi protein marker, linija sadrzi uzorak neodrezanog proteina s
histidinskog privjeska i GST tagom. Linifasadrzi uzorak proteina tretiranog TEV proteazomvjetima od
16°C i dodatno pré&is¢enog s Ni-NTA afinitetnom kromatografijom. Linifasadrzi uzorak proteina tretiranog
TEV proteazom u uvjetima od 30°C i dodatnogiséenog s Ni-NTA afinitetnom kromatografijom.

Na taj n&in dobila sam protein bez N-terminalnog histidingiwivjeska koji mogu Koristiti
za enzimski esej. Uklanjanjem histidinskog privgesiiminirana je mogtnost da privjesak

na bilo koji n&in utjete na enzimsku kinetiku piruvat-kinaze.

Iz ovoga se moze zakiili kako su obje temperature (16°C i 30°C) optinealza
odstranjivanje histidinskog privieska s proteinaupat-kinaze, iako se ¥e ucinak ¢ini s
metodom na 30°C i dalje je problem gubitak velikdidne materijala tokom tretiranja

proteina afinitetnom kromatografijom.
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3.3. Enzimski esegj

Enzimsku aktivhost sam prvotno pokuSala ustan@vithjenjujuéi enzimski esej u kojem se
izvodi jedna enzimska reakcija, tj. reakcija u kajastaje piruvat pomocu PEP-a i ADP-a, te
se mjeri gubitak PEP-a na 270nm. PosSto reakcigdayala rezultate, tj. gubitak PEP-a nije
bilo moguwe ustanoviti spektrofotometrom; preSla sam na spareeakciju s laktat-
dehidrogenazom (LDH) koja koristi piruvat nastaadeakcije koju katalizira piruvat-kinaza,
te ga uz oksidaciju NADH pretvara u laktat; ta @gkpredstavlja sekundarnu reakciju tokom
koje dolazi do spektralne promjene koja se moZzejedtn spektrofotometrom. Dakle,
aktivnost piruvat-kinaze mjeri se oksidacijom NADRHorisustvu PEP, ADP i suvisSku laktat-

dehidrogenaze.

Fosfoenolpiruvat > Piruvat Laktat

Piruvat kinaza Laktat

dehidrogenaza

Slika 13. Prikaz enzimske reakcije koja se koristila tijekenzimatskog eseja

U tom sl&aju mjeri se nestanak NADH na 340nm. Pritom je w&Zno Koristiti laktat-
dehidrogenazu pogodnogykza piruvat. U sltiaju da je K, laktat dehidrogenaze previsok,
biti ¢e potrebne velike kaline supstrata kako bi se enzim aktivirao, Sto je mepogodno za
kasniju enzimsku karakterizaciju. Za ove reakcgeidtene su dvije lakatat-dehidrogenaze —
z&lja laktat-dehidrogenaza syK= 0,67 mM za piruvat i goda laktat-dehidrogenaza s
nepoznatim K za piruvat, koji je odabran zbog koriStenja wriln eksperimentima, te s
pretpostavkom da ima dovoljno nizak, Ka piruvat kako bi se izmjerio teoretski, Ka PEP,
koji iznosi oko 0,2 mM piruvata. Teoretskinkza ADP iznosi 0,7 mM piruvata, te je u toj

karakterizaciji koriStena 2@ laktat-dehidrogenaza.
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3.3.1. Mjerenje kinetickih parametara za ADP

Za svaku varijabilnu koncentraciju ADP-a koriSteniMaterijalima i metodamautvrdena je
maksimalna brzina koja se mijenja s promjenom ODbifzene vrijednosti unesene su u
tablicu 02.

0,5 0,1166
0,7 0,2326
1 0,3329
2 0,4475
5 0,4933

Tablica 2. Prikaz koncentracije substrata koriStene pri eskopkarakterizaciji i postignute brzine

Dobivene vrijednosti su koriStene u izradi MichaeliMenten modela enzimske kinetike.

Michaelis Menten Pyk (ADP varijabilan)

0,6
0,5 —&
8 0'4 /
L / ——0,5
8 0,3 ——0,7
[}
= 1
0,2
/ ——>
0,1 ——5
0
0 1 2 3 4 5 6
ADP (mM)

Slika 14. Model Michaelis-Menten enzimske kinetike, idem prema eksperimentalnim podacima iz tablice 02.

28



Eksperimentalne tike dobivene tijekom enzimske karakterizacije sjegravokutnu
hiperbolu. Na krivulji je vidljivo kako povw@njem koncentracije substrata, u ovonctaju
ADP, enzim se za&ije substratom, te oko koncentracije 2 mM krivylstaje pravocrtna,
Sto zn&i da su aktivha mjesta za substrat na enzimu pepanj dosegnuta je maksimalna

brzina reakcije.

Sljedei korak je linearizacija, tj. transformacija ekspeentalnih podataka tako da umjesto
na hiperboli, leze na pravcu. Na tagimaiz jednadzbe pravcaibati ce se enzimski parametri
Vm i Ky piruvat-kinaze za ADP. Za prikaz je koriStena Lieawer-Burk linearizacija.

1,428571429 | 4,299226139
1 3,003905077
0,5 2,234636872
0,2 2,027163998

Tablica 3. Prikaz vrijednosti koje su koriStene za izraduevilraver-Burk linearizacije.

Lineweaver Burk Pyk (ADP varijabilan)

4,5 y=1,8363x+ 1,455

2 _
: / R*=0,9393
3,5

= 3 / —4—1,428571429
>

<25

- / -1

15 == 0,5
1 - 0,2
0,5
0
0 0,5 1 15
1/1s]

Slika 15. Prikaz Lineweaver-Burk linearizacije, izl@ne poméu eksperimentalnih podataka iz tablice 03.
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Odabrane su tie iz eksperimentalnog mjerenja koje pokazuju Sasiupan] linearnosti, te
je dobivena jednadzba pravca, pa@mdkoje su izraunati enzimski parametri. Dobivene
vrijednosti poméu ove linearizacije su k1,262 mM, a W=220,8 umol NADH/min/ug

proteina.

Napravljena je i Hanes-Woolf linearizacija, radpasedbe dobivenih podataka s Lineweaver-
Burk.

0,7 3,009458298
1 3,003905077

4,469273743
5 10,13581999
10 11,26633619

Tablica 4. Prikaz vrijednosti koje su koriStene za izradu kEs¥Wolf linearizacije

Hannes-Wolf Pyk (ADP varijabilan)

12
) /
8

/ —=0,7

y=1,7189x+1,4161
R?=0,9904

>
. 6
‘ — 2
——
) 5
0
0 1 2 4 5 6

Slika 16. Prikaz Hannes-Woolf linearizacije, iz@ne poméu eksperimentalnih podataka iz tablice 4.

Odabrane su tike iz eksperimentalnog mjerenja koje pokazuju 8astiupanj linearnosti, te
je dobivena jednadzba pravca, pa@mdkoje su izréunati enzimski parametri. Dobivene

30



vrijednosti pomou ove linearizacije su §=1,2138 mM, a ¥,=227,062 umol NADH/min/ug

proteina.

3.3.2 Mjerenje kinetickih parametara za PEP

Za svaku varijabilnu koncentraciju PEP-a koriStenifMaterijalima i metodama

utvrdena je maksimalna brzina koja se mijenja s prommer@D. Dobivene vrijednosti

unesene su u tablicu 5.

PEP (mM) | Brzina/OD
0,7 0,12378

1 0,69745

2 1,2177

5 1,3446

10 1,49735

Tablica 5. Prikaz koncentracije substrata koriStene pri enkankarakterizaciji i postignute brzine

Dobivene vrijednosti su koriStene u izradi MichaeliMenten modela enzimske kinetike.

Michaelis Menten Pyk (PEP varijabilan)

1,6

1,4 (/xf /
1,2 /v
= 0,7

a 1
9 /
g 0,8 f -1
N
@ 0,6 ’ = )
0,4 ==5
0,2 —4— 10
0
0 2 4 6 8 10 12

PEP (mM)

Slika 17. Model Michaelis-Menten enzimske kinetike idem prema eksperimentalnim podacima iz tablice 5.
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Eksperimentalne tide dobivene tijekom enzimske karakterizacije i wrovslaju slijede
pravokutnu hiperbolu. Na krivulji je vidljivo kakpovetanjem koncentracije substrata, ovdje
je to PEP, enzim se zésje substratom, te ¢eoko koncentracije 2 mM krivulja postaje
gotovo pravocrtna, reakcija se Zapo usporova, te zadrzava vrlo blagi rast sve @uoM,
Sto zn&i da su skoro sva aktivha mjesta za substrat nanenpopunjena i dosegnuta je

maksimalna brzina reakcije.

Sljedei korak je linearizacija, tj. transformacija ekspeentalnih podataka tako da umjesto
na hiperboli, leze na pravcu. Na tagimaiz jednadzbe pravcaivati ce se kinetiki parametri
Vm i Ky piruvat-kinaze za PEP. Za sljéderikaz je koriStena Lineweaver-Burk linearizacija

1/Is] 1/[v]

1 1,433794537
0,5 0,821220333
0,2 0,749288176
0,1 0,667846529

Tablica 6. Prikaz vrijednosti koje su koriStene za izradudvilraver-Burk linearizacije.

Lineweaver - Burk Pyk (PEP varijabilan)

1,6 y=0,8338x+0,5428
Prol

1,4 R?2=0,9297
1,2 /

1
> / -1
=0,8 —
) / == 0,5

0,6
=—0,2
0,4
—— 0,1
0,2
0
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2

1/[s]

Slika 18.Prikaz Lineweaver-Burk linearizacije za fosfoenolpat, izralene poméu eksperimentalnih podataka

iz tablice 6.
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Odabrane su tie iz eksperimentalnog mjerenja koje pokazuju Sasiupan] linearnosti, te

je dobivena jednadzba pravca, pd@ondkoje su izréunati kinettki parametri. Dobivene

vrijednosti pomoéu ove linearizacije su K1,5361 mM, a W=118,4756 pmol

NADH/min/ug proteina.

Napravljena je i Hannes-Woolf linearizacija,

Lineweaver-Burk.

[s] [sI/1v]
1,433794537
1,642440667

5 3,718578016

10 6,678465289

radsparedbe dobivenih podataka s

Tablica 7. Prikaz vrijednosti koje su koriStene za izradu e&kVoolf linearizacije

Hanes - Woolf Pyk (PEP varijabilan)
8
y=0,6014x+0,6622

7 RZ=0,9955

6 //

5
é . / —_—1
w / —_——

3 / —f=—5

2 / —=10

1

0

0 2 6 10 12
[s]

Slika 14. Prikaz Hannes-Woolf linearizacije za fosfoenolpat) izralene poméu eksperimentalnih podataka iz

tablice 07.
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Odabrane su tie iz eksperimentalnog mjerenja koji prikazuju i&jgtupanj linearnosti, te
je dobivena jednadzba pravca, pd@wondkoje su izréunati kinettki parametri. Dobivene
vrijednosti pomoéu ove linearizacije su 40,9081 mM, a ¥=97,1125 pumol NADH/min/ug

proteina.
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4. Rasprava

Tokom istrazivanja koristila su se dva rad ekspresijska vektora za sintezu i izolaciju
proteina piruvat-kinaze, ekspresijski vektor pDumtnosno pQE30. Oba vektora posjeduju
6xHis-tag koji sluze za vezanje nikla prilikom afa@ine kromatografije. Speaifiost pDuet
vektora je postojanj@EV recognition sitetj. sljeda od 7 aminokiselina na N-terminalnom
dijelu proteina koje prepoznaje TEV proteaza (shemleazana UMaterijali i metode, koja

se koristi za uklanjanje 6xHis-tag s proteina. Ryolatika proteina s 6xHis-tagom je Sto zbog
dodatne aminokiselinske sekvence uvijek postoji mogst utjecaja na smatanje proteina, Sto
¢e uzrokovati promjenu u formaciji, a time i drdga enzimska svojstva piruvat-kinaze. Isto
tako, uklanjanje 6xHis-taga TEV proteazom, i&&omoze dovesti do promjena. Inicijalno, u
spektrofotometrijskim mjerenjima su koriStene olgeuvat-kinaze; dakle piruvat-kinaza
sintetizirana u pQE30 s 6xHis-tagom, te piruvatka sintetizirana u pDuet s uklonjenim
6xHis-tagom radi uspredbe. Mjerenja su pokazala kakuvat-kinaza s odstranjenim 6xHis-
tagom ima donekle promijenjenu kinetiku, te postinjgi period mirovanja u kojem ne dolazi
do reakcije ili zahtijeva @ kolicinu supstrata za pokretanje reakcije. Pretpostauvija je do
toga dosSlo zbog promjene u strukturi proteina Kihnanog mjesta, te je vezanje susptrata
oteZano. Takder, postoji mogénost da je zbog tretiranja TEV proteazom proteistpo
nestabilan, te ga je bilo u premaloj Roti u stabilnoj formi u reakcijskoj smjesi. Iz
navedenih razloga odlano je date se u daljnjim spektrofotometrijskim mjerenjimawom
istrazivanju koristiti piruvat-kinaza sa 6xHis-tamyg ¢ijim mjerenjem su dobiveni optimalni
podaci koji su na kraju koriSteni za izradu Michsdllenten modela enzimske kinetike i

linearizacijske prikaze, te dananje kinettkin parametara.

Piruvat-kinaza kao vazno regulatorno mjesto u n@dt&n] mrezi, bila je predmet i brojnih
istrazivanja kako na bakterip. subtillis (Diesterhaft & Freese, 1972.), tako i na srodnim
bakterijama popuB. licheniformis(Tuominen & Bernlohr, 1971.)B. stearothermophilu@H.
Sakai & Suzuki, 1986.). Kingtki parametri kod navedenih srodnih vrsta uzeti sw k
teoretske vrijednosti i vodilje pri odteanju kinettkih parametara za vrstB. subtilisu
ovom istrazivanju; k B. licheniformisza ADP je utwien na 0,7 mM, dok je kod vrsi&
sterarothermophiluautvrdien K, za PEP od 0,2 mM. U ovom istrazivanju za ddrenje
kinetickih parametara piruvat-kinaze koriStena je lak&ttidorogenaza iz dva radta izvora

(goveia i z&ja LDH) i mjerenje pri 340nm, posto spektrofotors&e analize u samostalnoj
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reakciji piruvat-kinaze nisu ustanovile nestanalsfdenolpiruvata pri 270nm. Poro
teoretskih vrijednosti pretpostavila samdgase i Kk, substrata kod vrst®. subtiliskretati oko
tih vrijednosti, pa shodno tome pri enzimskoj kaealkzaciji i uparenoj reakciji s laktat-
dehidrogenazom odabrane su laktat-dehidrogenao¥djmom niskim K, za piruvat, jer u
slwtaju previsokog k; laktat-dehidrogenaze, bite potrebne w kolicine supstrata kako bi
se enzim aktivirao, Sto bi rezultiralo pogresninerapjima i krivim kineitkim parametrima

za piruvat-kinazu.

Tokom mjerenja neki rezultati za,KADP-a updivali su na aktivnost enzima i pri 0,5mM
piruvata, no ta mjerenja su uvrStena samo u izislithaelis-Menten modela enzimske
kinetike, dok pri linearizacijskim modelima su izlbae zbog nelinearnosti. Tater na vrlo
niskim koncentracijama piruvata, pri mjerenju spelkitometrom, primjéeni su veliki
periodi mirovanja u trajanju od cca. 10-15 minwté&ojima ne bi bilo reakcije. Uzorci su
nakon toga drzani na sobnoj temperaturi,¢pmu se period mirovanja smanjio, no i dalje je
bio zna&ajan, ¢ime je mjerenje bilo nepouzdano, Sto je jedan adoga neuvrStavanja u
linearizacijske prikaze i iztane. Sléni rezultati su dobiveni i u mjerenjima s PEP-orhog
nedostatka vremena i problema pri optimizaciji ddehidrogenaza za spektrofotometrijsku
analizu dobiveno je nekoliko optimalnih mjerenjakojih su napravljeni Michaelis-Menten
prikazi u ovom radu, te linearizacije za oba suspst Za linearizacijske prikaze Michaelis-
Mentena enzimske kinetike koriSteni su Lineweaverkl Hanes-Woolf linearizacija za oba
supstrata, te su dobiveni priblizno jednaki rezult#pak, Hanes-Woolf linearizacijom
dobiven je linearniji prikaz, te iz¢éanati kinetéki paramteri su blizi vrijednostima izmjerenih
kod srodnih vrsta. U linearizacijskim prikazima Maelis-Menten enzimske kinetike,

opcenito se smatra da je Hanes-Woolf linearizacijg pokaz od Lineweaver-Burk.

Dobiveni rezultati su na tragu teoretskih vrijedno$otrebna je dodatna optimizacija
postupka, te dodatna spektrofotometrijska mjereR@adaci se mogu Kkoristiti u daljnjem
istrazivanju kao smjernica zactwm utvidivanje kinetékih parametara piruvat-kinaze bakterije
B. subitillis
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5. Zaklju ¢ak

Rezultati mjerenja kinetkin parametara piruvat-kinaze baktergacillus subtilisdobivenih
ovim istrazivanjem, odgovaraju vrijednostima izrej@ma kod srodnih vrsta postavljenima
prijasnjim istrazivanjima. Prikazan je i sazetableeijskih analiza i mjerenja koja prikazuju
visoku konzerviranost aminokiselinskinh sekvenci giauvat-kinaze iz raziitih izvora.
Shodno tome i rezultatima prikazanima u ovom radaze se zaklgiti kako ¢e i dodatna
mjerenja potvrditi kako su kin€ki parametri piruvat-kinaze unutar pretpostavljenih
vrijednosti. Takder, vrijednosti dobivene ovim istrazivanjem posiue kao polaziSna t&a

za istrazivanje utjecaja drugih metabolita na aldsti piruvat-kinaze.
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