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Abstract
Heterologous expression and biochemical cleseggzation of dipeptidyl peptidase Il from
anaerobic, thermophilic bacteri@aldithrix abyssi
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Dipeptidytpeptidases Il (DPPslll) are exopeptidases that are classified as M49 family of
metallopeptidasesn MEROPS databasko better understand DPPsIII from thermophilic organisms,

a protein from anaerobic, thermophilic bacter@aldithrixabyssiwas chosen for this thesiThese
bacteriacan be found in MidAtlantic Ridge hydrothermal vents. Protein CaDPPIII has a modified
pentapeptide 'HEISH' active sheotif, instead of characteristitiEXXGH' while the second masif
conserved.

The game for CaDPPIIl with Hiag and GSTag was heterologously expressed. The
recombinant protein was purified with affinity and size exclusion chromatography. Isoelectric point
(pl =6,12) was determined and two structural forms were detected by native efgdwresis and
isoelectric focusingAmong various synthetic peptidase substrates examined, CabitPiteferred
ArgArg2-naphthylamide (Arg-2NA), GiyArg2NA, PheArg2NA and PréArg2NA No significant
enhancement in peptidase activity was obsenmedhe presence of metal iongts hydrolytic activity
A e ZIPZ 8 § %, A 6UIU v § Anf §} oA X Z o S]JvP P v38e }lu%o0 §
the sulfhydryl reagents inhibited it partially. Kinetic measunents showed that preferred substrate
is Arg-2NA, a charactestic DPPIIl substrate€ConstantKm is substantially higher for this enzyme
comparedto human, yeast and bacterial enzyme. Fostler rate constantK:a) is comparable with
the same constant of the bacterial enzyme.

Obtained results confirrcaDPPIII asmember of DPPIII family.
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1. Uvod

1.1. Caldithrix abyssi
Caldithrix abyssi  pui € v} § CBu}(Jov U v E} v IS E]i %E&E}v Vv p ZzZ] E
srednjeatlantskog grebena. Stanice ove bakterije su Gmagativne, u obliku A G « 3 Z%o ]

promijenjive duljing(Slika 1.1.)}

Thermodesulfobacterium

hveragerdense <
Caldithrix Acidobacteria

abyssi Nitrospirae
Deinococci

Nitrospina gracilis

Deferribacteres

Actinobacteria Chloroflexi

Firmicutes
Planctomycetes

Cyanobacteria Verrucomicrobia

Dictyoglomus thermophilum Chlamydiae

Thermotogae Bacteriodetes

Chiorobi

Aquificae Spirochaetes
Fusobacteria

Proteobacteria

Archaea

Slika 1.1.Lijevo, stanica bakterijeCaldihrix abyssipod elektrorskim mikroskopom. Crna linija
v A pod)efpm. Desno, filogenetsko stablo na temelju usporedbe 16s rRNA sekvenci.

K%S]Ju o v (E *S ¢S v] % E]Ju]i v i6019C W& dod3p6 (whapdrijelo¥ Kibtidu

Stanice koriste molekule vodika ili acetata kao donekektronai nitrate kao akceptorelektrona te

im je za povoljan ragpotreban medij sa 100 mg-llA “ A}P 1¢8E 18 X &]o}P v $«l}u v o
usporedbom 168DNA §edovav]i % E}v v «odjedherdpeiriaomporodicom bakterija.

E 3 uoipio”" @ E 1A v ]U (]Ji]}o}*l]Z0Va baKEE} 0} “V]Zu}b} qv %o E] %] 3]
jednojpoznatojod$ oi] B }u v] I8 E]i X /1 §}PjemAdDIRI %A dddahe

Caldittrix .1

Obitelji Caldithrixkasnije je pripisana nova vrsta bakteraldithrix palaeochoryenskoja
%% @E u {0 EZE <« IA v ] v iAJdlditeex abyssI® @&}i] A vi u | § }o]iu § 3 ]

% %S] U }SIE]A v] op u Z v]iu] IVIE)YE]PL wipERAYE e vi ] T]AYS p pA
dubokih hidrotermalnih izvor& .
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Analizom genoma bakteri@aldithrix abyss} SIE]JA v] epu P v] ~I1} JE ipKojeoi }A]e
}AYi 18 E]i] JulPu pip ( Eu VE]E Vi % %3] illmEekyldriiiyodik]kaE § i
donore elektronal } ] «]Jvs Tp vplo }8] 1 A v  u]vaiFitogehetskorA asalizdmn,
na temelju38 proteinskih sekvenci%o } SAE v} i % E] % Caldithrixl &by&Esjovom redu

Calditrichaeotau domeni bterija.
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1.2. Peptidaze
W %3] 1 ep Z] E}o0]8] 1] viJu] I1}i] 1i % i %o %3] v A1l pu <& ]“viu
|E i ~ PI1}% %8] 1 » %}0]% %3] VIZ o v X "% ](] vV}*S %0 %3] 1 } @
aktivnog njesta i veznim mjestima supstrata, a raznolikost struktura peptidaza odgovara njihovim
E iv}io]lJu (pvl Ji u X W %3] 1 u}l u} %} ]i 0]3] v u]v}% %3] 1 1}
njegova amino kraja i na karboksipeptidaze koje cijepaju s karboksilngay Kraisno o strukturi
aktivnog mjesta, odnosno o kemijskoj skupini u aktivnom mjgsgptidaze se dijele na serinske,
cisteinske, treoninske, aspartatne, glutaminske, aagaske i metalopeptidazeMetalopeptidaze su
v iE Iv}o]lli % %o 3]50 identiiditanih porodica, te su klasificirane u MERQFEROPS:
the database of proteolytic enzymes, their substrates and inhibibaz podataka u obitelji i klanove
V 3 U Oipg e0] v}*8] * 1A v ] ] A}OD J83+b} %0 %iSY}dS]}T u} %o} 1i 0]8] « } I
V ¢SEUISHEN I3]AVIP ui 8 ] e0] v}ed 8§ E ]i Ev «SEUISHUE ] « } 1]C
iona. Enzimis A u § ov ]}v vi “ epu PI}% %3] 1 X <} wviJu < i v]uu
AYA o v38v] | 8]}v i vi * Jvli 1}i] i opig 11} }% I I18]A]E wu}o I}
napad na peptidnu vezu. Metalni ion je u aktivnom mjestu stabiliziranfaj « S&] } v }PE&E vl
uJv}il]e o]v %}%pd Z]*8] Jv U Pops ulv U <% @&&ndg naiyadpiilje ]1 } pA
| E 18 E]e8] v I %} Jvp } ]38 didul}d @BWi% J X] }JPE v I A Iv}IP ui e
ploig v p o ISEp(laxu W }IA]  %}iv 8]Z u § 0}% %3] 1 « EI] -, yy
IS7JAv} ui *8} ] A lv} ui 3} uS o U P i —,— %@E <5 Aoi Z]*8] ]v I}i

glutamat, a 'X' bilo koju aminokiselinu.
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1.3. Dipeptiditpeptidaze IlI
Dipeptidil-peptidaze 1l (DPPIIl) pripadaju klanu gluzincinskih metalopepfidazmosio obitelji

metalopeptidaza M4%koje karakterizira dvostruki konsenzusni motiv 'HEXEHGA, T\RK)AED).
DPPIIl su egzopeptidazdi A Tp i v ]JvI}A BYHPmwo evA Z]*3] Jvel } v }PE vl
unutar 'HEXXGH' motiva i drugdgopd u $vIiP } v}P }EECA TR KAE Dptva.
Ovakavu}3]A I8]JAV}P ui 3 U p I}iu i pn oiv}ied Jlu p A Z]*8]]v %

aminokiselinu u usporedbi s drugim naépeptidazama, jedinsen je za ovu obitelj peptidaZa

W} T v} A pl E]}S8el D36 u 3 0}% %o %o drugi kons@nkzusai maflv —
e ui viu } pA v}P Popd3 u s ]I —, yy',— u}s]A 1} “S 1}E-l WW///U %
| § 0]8b}P U } viev} vi PYA pHO}P 1% | di1Z] @ io] W dgas] X

} MA v]Z Z]+3]1 ]v M %}i] J}V]E vipg u 8 ovIP J}v U P i « vi]Z}A}u 1 ui

uloga enzima®

Dipeptidl-peptidaze 1l cijepaju amin@rminalni dipep§] <« IE $1]Z % %35] U pupl]v 3
e 5 Uu]v}l]e o]J]v X K ]Jv8 8el]Z spu%3E & v iA p-Arp2-ndftlamipus Ju ipg %o
(Arg-2NA), a sve se mogu inhibirati kelatorima metala te reaktivirati kobaltovim kationof).(Co
DPPIIl je otkrivena960-]1Z p |1+$E I3Ju % E vi P E Tvi P}A -amdmideghl | } %o
[11U 13} 0 ]*%]8 V *H%*3E 3V % 1(] V}*3 & i %}l | a2Napri}oi I5]A
pH85dopHY W}Ai & ve3A} I v}iu vio SpEW u pavbiGkémijé Pmpledlariney i
]}0}P]li ~/h D « i667TX P} ]Jv % E o}peptiddzaMl.i]A 1% % 5] ]o
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Slika 1.2Prikaz kristalne strukturéA “  AipeptidiF % %08] 1 ///X Zpl] *3}u }ilu i % E]
PI}YEvi ]JvlI A lpip }u v Ullfvv v} TusS%l@EPo] U }vi lu v %0 Alu ]
e 0 VIu }ilu % E]ll vi %EA] } WA v] u}sS]A ¢gi,EEGRAEUNatiEIOK swS}tu E
“§ %SJu % E]l 1}u }Iv v] u]v}li]e o]vel] }¢8 ] I}iltrukiu€d pfedz@aip J}v vl
iz Pragein Daa Bank, ID:@SKX = } E M I}E]“S Vi %E}PE u WCD}o iXiX ™ Z(
Prvom kristalnom strukturom proteina DPPIII iz kvaé8aacharomyces cerevisig@lika 1.2,)koja je
% E}3}8]% }A } 18 0i]U %o}l 1 v} i JA )} |3l FUUEW Is0)} %} +E]Se » E
U S 0}% %3] T uU o] Ju AJle}} } uA v I}}E JA]JIE v u]lv}i] bRvd]3] 1]
ostatke™ Zi “ A vi u IE]*8 ov <SEplSPBPPOH)Y Rl | WW /loFvied p § E ]Ji E
e SEUISHUE] « A AlY JvVMEE)}%]ilu v A} v} AT vi ep%*3E § U peo]i
savijanja gornjglomene s mjestom vezanja cinkaEnzim hDPPIII jednako zatvara gornju domenu,
vV }JAlev} } 8}lu 1}i] ¢ eu%3E 3 AT U Ellv ]i % vi %ijdas] v A1 i
cinkovim ionom. Naime, neki inhibitdd 1 %0 E A}eptdé$E 3] WW///U Jeloip pipg ulo |
koordinacijske sfere cinka, te se cijepaju sporijim, anhidridnim mehanizmom, dok se 'pravi' supstrati
cijepaju hidrolizom preko molekule vod€Slikn 1.3.).1* Kod MDPPIII uloga iona metala je u
pozicioniranju molekule vodéoip v 1 Z] E}o] ' kep %us@@an supstrata i stabilizaciji
prijelaznogstaja. d 1} @& i %}l I v } HA v}ed uJv}i]e o]vel]Z }+3 81 p u}s]Ap
mjest —, yy',— | } ] u]lv}i]e o]vel] }¢3 ] p %o Jpajding hminbkiselipéptida.
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Slika 1.3Mehanizam cijepanja 'pravih' supstrata hDPPIII hidrolizom preko molekule vode. Na slici se
Al ] uo}P } A v]Z Z]+8] ]Jv ]I u}3divanju katipha-cinka%pEp i H450), te
MO}P Pous u & ]I ]*3}P u}3]A U | } }%o I p IS]A]JE vipg A}  ~ Bfiie)
sur. 2016.

Kod }Ai |DPPI(hDPPIIlje sveprisutan protein (u svim$ v] \ihijama)}*koiji, in vitro, pokazuje
(Jv]d 8 % @E u €E 1o] 18Ju ]} LI DAN i %] %3H ] euvddeptide enkefaline i
endomorfind> ¢ [ }P  Be smatra da bprotein hDPPIIl mogamnati ulogu u regulaciji krvnog
tlaka i boli’ d 1} EU %}l 1 v} i upa Winteérakcijuskelch domenom ubikvitin ligaze
KeaplU Ju 1}u% 3]E Al vip S3E velE]% % ERP nje&b@EbikEiIGACHU i
razgradnju'® Nakon translokacije Nrf2 u jezgru dolazi do eksprgsijgeina ploiy wdEranuod
oksidacijskogstresa Prekomjerna ekspresija%o } A aktivnost proteina DPPIIl pokazana je kod

karcinoma endometrij&, te kod stanica glioblastontd

Analizom proteinskih sekvenmbkazano je déakterijski proteini i2orphyromonas gingivalis
i Bacteroideghetaiotaomicronpokazuju malue o] v % «clikariotskn proteinima DPPIlI< § 0]§8] |
aktivnost proteina izBacteroides thetaiotaomicrgrprvog okarakteriziranog bakterijskog proteina
porodice DPPIlliprema sintetskom supstratu Ar@NA usporedivaje s k § 0]S] &ktivnosti
humanog enzimakfs / Km = 3750 mmof dm®s?). Razlika u osjetljivosti na inhibitore serinskih
proteaza bal§ E]iI}P ] Zpu v}P medauje fazlikom u strukturi, odnosno u prisutnosti
serinskog aminokiselinskog ostatklizini aktivnog mjesta kod humanog proteiftaKod svih DPPIII
1} vje osjetljivost na sulfhidriine reagense,jig za razliku od*s 1} E <1} P dvodetizima, kod
bakterijskog enzima%. CE } v cisteinski aminokiselinski ostatak u aktivnom mjestkljpu wu
koordiniranje iona cinka koji se smatta i p vzZguinaktivaciju enzimp-hidroksimerkuribenzoatom

(pPHMB)
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<} Joiv]Z Z}u}o}P WW/// u} v} i i 8} % @E}S Jv] 1}i] pl }u v
% E}S Jvlu <« EI1 }u vp Nhdix Sepdeofsielji (NudixDPPIIN). Ispitivanja na proteinu
NudixDPPIII iz mahovin®hyscomitrella patengPpND) pokazala su da proteima hidrolaznu
aktivnost prema sintetskom supstratu DPPIII hidrolazazAfg U Ju i *AEeS v g4 %}E} ]
metalopeptidaz X 13]Av} ui <8} WW/// }u v }A}P vilu v]i | G 1§ E]*8] V 2
—, YYY,—U A % VS %0 %3] XWHSHA %} Tpd Tv Sv} u akiiynoséprentd v
Arg-2NAX d I} EU %}l 1T v i (}e( 8 1Iv 153]Av}hém&eda NadiDPPN %z E ]
HE} vi Arabidopsis thalianana izopentenidifosfatu (IPP), esencijalnom prekursoru svih
izoprenoida® dJu ¢ }A i % E}3 ]Jv cu SE §]%] vlu Ep 1&£ jaddpomviu WW/
Z] &}o Iviu I18]Av}*

Poravnavanjem proieskih sljedova(Slika 1.4 proteina DPPIII iz termofilne bakterije
Caldithrix abyssi(558 aminokiselinas humanim proteinom {37 aminokiselina)proteinom iz
bakterije Bacteroides thetaiotaomicron675 aminokiseling i biljnim proteinom iz mahovine
Physomitrella pateng770aminokiseling %o EJu]i v} i % @ A] | Yprikazbep cwena) | i
% E}S ]v WW//] o« EIT] % (HEIBH, %3] Vo U }BIA e 0 Jproteitom PpND
(HECCH?"), dok je drugi konsenzusni m@iBECKAN % E ]l 1)v} W& v udalijen za 27
aminokisdinska ostatka od prvog&Jdaljenostod 28 u]v}I]e o]Jvel }¢3 31 Jlu g A I}ve vipe
motiva prisutnge kod biljnog proteinakod bakterijskogproteinaiz B. thetaiotaomicrona udaljenost
je 21 aminokielinskih ostataka, dok kod humanogagn51 Analizom kristalne struktur€aDPPIII (1.

AN o0i] U % o]l pdkazand je de aminokiselinski ostaci 819 i His 383 prvog konsenzusnog
motiva, te Glu 412 drugog konsenzusnog motiva, uz jednu molekulu vode, sudjeluju u tetraedarskoj

koordinaciji netalnog iona Zft.

Human LAVAYATQREK- LT-- FLEEDD-- KDLYILWKGPSFDVQVGIEELLGHGSGKLFVQE 465
Bt TDAYNKAAHGNGFNEEFVCNDEERQRIDQYGDLTG ELHTDIHEQ.GHGSGKLLPG- 461
Ca HEAKFDKLLKP --- IAEKVLFAEQLPLVTFEGFF---- NHTLNHEIS- HGLGPGKIVL- 392
Pp SQAKFDYILLP --- | ANVCVEASQRGAVDFDSFFR-  THTICHECG HGIGPHNIVTP 605

= kk kk ke

Human -- KGAFNFDQETVINPETGEQIQSWYRSGETWDSKFSTIASSY. ASVGLYLCLHPQ 523

Bt -V DPDALKAYGSTH LFGLYYVADPK 81
Ca NGRQT EVKKELKETYSS! VLGMYNNI:= F 425
Pp DGRAS TVRLELQEVYSAI IVGLWALH- F 638

. *e kk ke koo

Slikal.4. Poravnavanje proteinskih sljedopeoteina DPPIII iz termofilne bakterialdithrix abyssi
(Ca, UniProt ID: H1XW48) s humanim proteinom (UniProt ID:, Q9NY33), proteinom iz bakterije
Bacteroides thetaiotaomicrofBt, UniProt ID: Q8A6N1) i biljnim proteinom iz mahovine
Physcomitrella patesyPp, UniProt ID: A9TLP4)
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Da bismo potvrdili pripadnogproteina CaDPPIII porodici M49 metalopeptidaza, heterologno smo
% E} ]°3]0] % E}S Jv ] 1} ulie-EkspresijoniEstasicamnpl bakteajBécherichiaoli,
dobiveni su rekombinantnirpteini s histidinskim i G§Jrivieskom na € odnosno Nraju ciljnog
proteina. Protein je%o E} 15 Iy ] v« Igfmitetnom kromatografijom i gefiltracijom. Biokemijska
karakterizacija proteina CaDPPHIuZA j®} E ]A malekulskih svojstavarpteina poput
postojanjaE 0] *BEMISUEV]Z } o]lheB]Il% EFE]v X E I§pitahdupstrhtna
*% ](] ytot8ina CaDPPIHis prema } (Eenim naftilamidima, gpitana je temperaturna
stabilnost proteina, utjecaj temperature pH, E 10 ] métahih iona te efektora peptidazaa

% ](] v | &fdieihaprema supstratu GhArg2NA. Provedena sul]v §] | ui E vi
peptidazne aktivhostbee €] A1 £ eri uldEv S patametri uzsupstrateArg-2NA | GIyArg2NA.
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2. Materijali i metode

2.1. Metode rada s DNA

Sustawektora % d i v i “ I}E]“S v] epued A1l 10}V]E vi ] le% E *]ip E I}

bakteriji E. coli. Ciljni gen u pET plazmidu ped kontrolom jake promotorske sekvence za RNA

polimerazu bakteriofaga T7. Ekspresija se inducira pojavorZ E7 %o}oJu @& 1 1}i *% ](] V]

prepoznaje svoju promotorsku sekvernul -RNA polimeraza je monomernefikasna i procesivna

%}o]u E je IJi]E ipu  dpo kontrolomlac operatora, pu P E  uvkromosomsku DNA

bakterije E.coli  } i >~ JeX "§ v] JAYP e}i v}e 1} E 1§ E]}ad TU 1}Hi

~1} ] @& slijjedlacrepresorg, lac % &} u} S} E ]ilk}ijgdE7-RNA polimerazeOvim sustaom

ekspresija ciljnog proteinmducirase dodatkom izopropit-D-1-tiogalaktopiranozida (IPTG). Stanice

bakterijeE.coli *}i >Ti~ Te ep vi * I}JE]“S v U %o dlonprdteAzu ionET v u ip

% E}S Tu A viel uu E v I}i ]Ju}Po EIPE ]3] ]Joirideeddapde |v $]i I}u

kontroleU A v 1e% E <]iel]ndciljsi p@h pdh kantrolorfacoperatora, nizvodno od T7

% EIUISIE U Ju v % EJi(] A} A 1 vi | $-p@ilierazeddET7 promotor. Razni

derivati pET vektora, dobiveni iz pBR3221pi] U I1}veSEU]E v] p 11} ] ¢« }o 1“ o} lo
S11i ] % @E} 1“ Avi ]oiv]Z % E}S Jv X KeJu %}u} p & «3E]I Ji*l]Z

ugraditi u pET vektor i ligggm neovisnim kloniranjem (endjgation-independent cloningLIC), na

% EJui E %}u} p >/ (Fhe€Emo Fishér Bcientific, SADpvom radu | } E | “j& plazmid

PLATE31p 1}i] i % @& $Z} v} UPE v I} JE ip ] eo]i % E}S ]v WW//1I

prekomjerna ekspresija ciljnog proteina s-iwjeskom na njegvom Gkraju (Sika2.1.).
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TAA 6A 5

Ybal
Swal (Smil)
Mssl
Stul

PLATE31 rmBT1-T2

—_— ) P; — promotor T7 RNA polimeraze
' T rrnBT1-T2 — terminator transkripcije
lacO —lac operator
RBS — mjesto vezanja ribosoma

g pLATE vektor Pret ~ Promotor
= TT7 —T7 terminator
= ~4,5kb lacl — kodirajuéi slijed za lac represor
rop — kodirajudi slijed za protein rop
rep (pMB1) — izvoriste replikacije pMB1
& plazmida
< bla (ApR) — kodirajuci slijed za B-laktamazu
6xHis — polihistidinski privjesak -
Slika2.1X ~Z u $e1] % E]l I [e% E *]icl}P A IS}E %> d ikopleid ka % E pl 3
kloniranjeaLICator Ligation Independent Cloning and Expression SffEtenmo Fisher Scientific,
SAD)

Ekspresijski vek}E] %' y 11 iv]E v] sp 11} ] ¢ IulPp ]lo % @E Ijui Ev
ekspresija ciljnog proteina fioniranog s proteinom glutatiostransferazom (GST) iz parazita
Schistosoma japonicurikspresijonu stanicama bierije E. colj soja BL21, dobivamrekombinantni
protein s GSprivieskom na Nkraju ciljnog proteinaProtein GST ima molekulsku masu od 26 kDa i
1 @Jasposobnost vezanja glutation&ada jefuzioniran s drugim proteinimeKod vektora pGEX
6P1(Slika 2.2 ]Jlu p 1} JE iy RoteindiGST %«iljnog proteina postoji sekvenca koju
*% ](] v} % E %o} Iproieada i ijudskog rinovirusa HRV B@rfan Rhinovirus 3C Protejse
kako bise GSWo EJAi o | plo}v]} v I}V 1e% E <]i ] % E} ] A vi X
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Slika2.2. Shematskprikazekspresijskog vektora pGEXW i I} E&]“S vIP 1 I} 1 « } ]}
rekombinantni ciljni protein s GSFivjeskom na Mraju. Prikaz } JA v % }u} 4 % E}PE u
SnapGen¢GSL Biotech LLC, SARNka gore prikazuje cirkulanwéktor, slika dolje je linearni prikaz
slii v AIS}YEP ]} 1}u%o uvs EV}IP «0]i fil—e < %} S\kpjesw ¢o0]i T—e
IJE]“S v | W Zv I}o}v]liu ] IA E]E&wWi ®spulbdEXI Tp ull « Al i §]
prepoznavanja i mjestoijepanja HRV 3C proteaze} ] A Jruke3njesto kloniranja sa mjestima
]i % vi €& 1o] ]8]Z & +3&]Il li*l]Z v }vulo 1 X
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21XiX huv T vi 1} ]JE ip ]Z *0i }A %}ju}pov v E |]i %}oJu E
lLav. v. E | ]i %}o]Ju dpolnerasevcRain reactiod W Ze+ i u 8} puv Togi 1 oi v}
(E Puvsd E % }upolimetze. Uz DNAo}o]Ju & Tu vplv ep ] Ali }o]P}vulo
%} 3V] 1}i  Ju pig 1Ev p 1}ip T oJu} Auw}i]sy] e Z] E] ]11NE ip Vv
} P}YA & ip lJu% o0 u v3 Ev +o0i }A vkdlyp deddturiran Eagavanjem.

Reakcijska smjesa, uz termostabilnu B¥A}o]Ju & TpU % E }o]P}vplo }Ska %} 3v]
u}@E < v@dismjesu deoksiribonukleozidfosfata (ANTP)& optimalnu koncentraciju Mg u

puferu pogodnom za rad polimeraze.

PhusiorDNApol]Ju @& 1 i }I} Al %o piDko3d dv Yo p Sa oddEdgDNApolimeraze,
te za produljivanje lanaca DNA treloa 15 do 30 s/kb. Ova polimeraza dobivena je fuzijom DNA
polimeraze iz arhej@yrococcus furiosu®fu-DNApolimeraza), koja posjeduje-3' egzamukleaznu

aktivnost, s DNAreznom domenoni®

<} JE& ip ] 0]i % E}3ulw}T jeMieWekibra pLATE kako bi seugradio u
ekspresijski vektopGEXOW i Ju } ]¥ekioy za ekspresiju rekombinantnog, fuzijskwgteina
CaDPPIIl glutation-Stransferazom na MrajuX <} JE ip ] *o]i 11 A B3 BT %eb d i
ov viu E |%d}oju E | %%k} vGSTCaDPP3_F i GSTCaDPP3 R fdijed 3 V]
naveden u tablic2.1.).

Tablica2.1X ~o]i ] S u% E Spufe % }“3wi] ~d} & kbnwrddie (GSTCaDPP3_F i

'‘"d WWizZe § %} Sv] 1}E]"“% nd Kolddijarhpu zé/sekvenciranje (pGE3€q'i
pGEX 35eq).

W1l $v] Slijed: 5'/&3' Tm/ °C
PGEX 55eq GGGCTGGCAAGOCAGGTTIGGTG 65,2
PGEX 3seq CCEEGAGCTGCATGTGTCAGAGG 65,2

GSTCaDPP3_F GAG AGA GGA TCC ATG AAA CGA ATC 69,6

GSTCaDPP3_F GAG AGA CTC GAG CTAATT GCT AT 66,3

Reakcijska smjeq400 pl)za PCR sastoji se 6dl57 ngul* pLATBL A IS}E =« |} JE ip Ju *o]i }u
proteinaCaDPPIID,5 .moldm™ %} $W) Timol.dnm®dNTP1 ..RAhusiorDNApolimeraze(2 U

ul, jedna jedinica (U, engnite  vI]u (JVIE v i I} 1}o]l1v vVviJu %}3E v 1 |
nmol dNTPRa u polinukleotid pri 74°C u 30 min)td*xPhusion Hpufera (15 mmol dn® Tris-HCI, 20

mmol dnt® (NH,)2SQ, 1,5 mmol dnt® MgC} puferu). Progam PCRa naveden je u tablid.2.
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Tablica2.2. Program]1A} WACR % }u} p 1}i P i plv}EE viijel proteina CaDPPIIl iz
vektora pLATE31

T/°C  Vrijeme Broj ciklusa

%o } n& denaturacija 08 30s 1
denaturacija 98 10s

*% @E]JA Vi %o} 60 20s 30
produljenje 72 30s

I AE“V} % E} u 72 5min 1

Nakon PCR odvojeno je 5..reakcijske smjese %o }u]i “jer$ 1 ..6a 0adingDyg€10 nmol dn®

TrisHCI (pH 7,6) 03% bromofenol plavo, 03% ksilenijanol FF, 606 glicerol, 60 mol dnt® EDTA

Agarozni gel pripmaljen je otapanjem 3 g agaroze u 3O0TAE pufera sastava: 40wol dnm® Tris, 20

mmol dn CHCOOH, 1 mol dm® EDTA. Na 19fi agarozni gel nanesenjemarEU «3 v E A o] ]v
MassRuler DNA Ladder Mixhermo Scientific, SAE§ pripremliena smjesa PGRodukta. Nakon

provedene elektroforeze pri 120 V tijekom 20 min, procijenjendjeo] Jv. } JA v}P W Z (E Pu v
V P op ] ue%}E v i -« } VIJA pv}uolpaedva baze.

Ostatak PCRbo E} HIS i % E} ]“Gewnedét}@el Rrirtion and DNA Cleanup Micro
kompleta (Thermo Scientific, SABako bi seplo}v]o <}oU % & }*S 0 %} Svl] ] }*8 o
WE} ] Avi i JIAE" v} %JFE A} u%us u % E

2.12. Razgradnja PCR produkta i plazimialB>X6P 1restrikcijskim enzimima

Restrikcijskeu} 1(]1 Jiel] epue3 A }u}Pp pi 1§ Eliu EIPE vipg *3E v
E «SE]I Jiel v }vplo 1 ] viJu }uP3PoE XuK @E keijski enddiukleaza

% E %o}lv i % J(] v *0]i W *3E v}iU v u} ](] 1€ v}iU A}lo v v}i E X
} Ao *3]3]Z @& «3E]I Jiel]Z v }vulo T U i & i u} J(Mmédaze kofelu} U %o
u $JoJ]E } E v I g ouiveApvi%e E %S)E]! Jiel v }vplo T X W}es}i €& 1|
restrikcijskemodifikacijskog sustA U loip v} o]l e« u <5 gapofdéiaim za uporabu u

Pv 3] I1}u Jvli vi E<SApX ~pe3 A 3]% // ]Jv A & lo] ]§ kojviJu U v
% E %}iv ig ] v Sphalindomski shjed

} JA v] % E} ]“pradukiM ekspresijski vektor pGBRL E IPE v] g E *SE]I Jiel
enzimima,BaHI i Xhd. Restrikcijski enzimi izabrani su tako da cijepaju samo jednom oba vektora
PLATE31 pGEX6P1 § « U v I}v o]P ]i U }SA}YE v] }A]JE] [privigska]oiv}P %o
%}l0 % ipX Vv o]l i % E}A v StapGendRedkdskR shjafd0 pl)za razgadnju
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vektora sastoji se od 2gwvektora pgGEX6P1, 40 UrestrikcijskogenzimaFastDigesBamH (Thermo

Scientific SAD, 40 Urestrikcijskog enzim&astDigesXhd (Thermo ScientificSAD) u 1¥astDigest

puferu. Nakon 10 minuta pri 37SCestrikcijskoj smjesi je dodano 2 blkalne fosfataze-astAP
Thermosensitive Alkalineh®sphatasgThermo ScientificSAD § ¢« & | ]i v 8 AJo i} ii u]v
pri37°Cv I}v. P ep viJu] Jv IS]A]E v] ]v5minutaRedkeiEkp gmigga0 pl)za

razgradnju PGRrodukta sastojise odii VP % E} 1“ Vv}P W 4D UsedikgijsBodJlenzima
FastDigestBamH (Thermo Scientific, SAD40 Urestrikcijskogenzima Xhd (FastDigest Thermo

Scientifi¢, 40 U restrikcijskog enzintaastDigesDpn (Thermo Scientific, SAD)L x FastDigespuferu.

Restrikcijski enzir@pn cijepa DNA u mjestu prepoznavanj@@A'TE3' s metiliranim adeninimaOvim

korakom pocijepate E | op% U 1}i] i u}l 1T }e3 } v Il}v %@E} 1 nfggovi U & i
ulazak u bakterijske stanice#ansformacijom Nakon 15 minuta pri 37°C restrikcijski enzimi su
inaktivirani inkubacijom smjese na 5 minuta pri 70°CZ 1P & -plodukt Z vekto pGEX6P1

% E} ]1“ %d}el Genedet Gel Extraction and DNA Cleanup Mignapleta (Thermo Scientific,

SAD) Koncentracija dobiw}PU @& IPE Vv}P |PERBJE} wiP ] AISIE } E Vv |

spektrobtometrijski namikrovolumnom spektrofotometruBioDrop (BioDrop, UK)

2.13. Reakcija ligacije

Obitelj enzima DNAOJP | | 8 o]I]@E ip v 3 v | (}e(} ] 8 E+l Afokfathogi p epei Vv
3-Z] E}le]Jov}iP IE i Alo v v E prauiti ureziud PINA %apleksu ilpagijiti dva
fragmenta DE Su%0]Z ]Jo] o0i %0i]A]Z IE i A X / 1} « %}i Jv] o v}A] }A } ]
1}( IS3}E]JU U spu%o+S3E 3v}i *% ](] v}*3] 1 &8 CGu}ed Jov}e3]U <A] o Vv}A]
*0] v}*3 & u Z v]l u viJuel I8]Av}«3] I}E 4 ¥ WIEA] $)EE | ploipg pi v
kovalentnog intermedijera enzima i AMP %o }u} p 1} ( IS}E X EuP] I}E-dnaSoE]i v}e
fosfatni DNA kraj iza kojeg slijegiaganje 3-hidroksilnog kraja adeniliranim5-1E i u pl }3% p“3s vi
AMPa®ligaza]l 18 E]}( P ddU I & lo]lp} EuP]Z viJu <A}i } 18 oi]JU |
hibridnu molekulu DNARNA te kod spajanjaCE i A “ } %apvahije %P E “v]iZz .1 ~ vP

mismatch). Ovoijligazi je kao kofaktor potreban ATP.

Povezivanje vektars PCRroduktom provedeno je u realiskoj smjesi koja se sastojil 160
ng PCRrodukta (inserta), @0 ng vektora pGE&P1(molarni omjer vektora pGE&P1 i inserta, 1:5)
1 UT4DNAligazep %op( En I}v v I}v HOE od 40 mir@ P, 10 nmol dnt® MgCh,
10 mmol dn®* DTT, 0,5 mmol dn1® ATP pri pH 7,8. Ligacijska smjesa inkubirardd jainuta pri 22°C

v I}v P iDNidigaza inaktivirana inkubacijom 5 minuta n&@0
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2.2. Metode rada s bakterijama
2.2.1 Transformacija bakterija eleiporacijom

Transformacija je jedan od procesa unosa strane molekule DNA u bakterijsku stanicu. Jedna od

i ]v 1} pn Fikikalnih metoda transformacije je elektroporacija. Elektroporacijom stanice su
%} AEPvVHS i 1}uU IE $I1}SE iviu o |&tdErhjv pwldzigipoieuna membrani
stanicakrd 1}i u}Pp % E} ] uld lpo E X

Elektrokompetentne stanice (4pL) soja , i r bakterije E.colitransformirane su s 2ul
ligacijske smjeseElektrokompetentne stanice (50uL) sdga2tCodonPlugDE3)RILbakterije E.coli
transformirane su s 1 btopine pLATE31CaDPPIIl plazmElaktroporacija je trajala oko 5 ms uz
%o EJuUu]li Vi v vV %}v } TUAT IsX Ku Z viIlv o0 ISE}%}E ]i M v]
Lennox.Bmedija, te inkubirane sat vremena na 37300 rpm. EnnoxLBmedij sastoji se od 1013
triptona, 5 gl NaCla te 5 ¢! ekstrakta kvasca u redestiliranoj vodi. Medifjeriliziran20 minuta
pril21°Citlaku od 1 bar§ }Z o prije uporabe. Nakon inkubacije, stanicersnesene na ke
hranjive podloge s ampicilju I}v v I}v vS& ]imlfiNaRBdloge je naneseno 800 pl
}8}%]v 3 v] X ,E Vi]A %} o}P s v v evliu I8 Eliu ]Jvip]E v

2.22. Analiza transformiranih bakterija

S hranijivih podlogaa koje su nanesene bakterije} i , A trainsformirane ligacijskom smjesom

PGEXOW i A I§}E ] Jve €& « I} JE ip Ju »o]jizapmrd jeBkaion§aha kojima W ///

se poveo PCR na kolonijama. Smjesa za(P@fna jedng koloniji +  E Tla8e5 plDreamTadsreen
PCRmaster mixa (Thermo Fisher Scientific, SADp UM uzvodnepGEX 55eqi nizvodnepGEX 35eq
%} Sv}ieo]li ] 3 u% E SHUE u |I* vi Z1Auvodiber Bukledzdeng Nuclease

free). U PCR smjeglodanje 1 pl suspenzijgedne kolonije bakterijskilstanica resuspendirane 50

‘u

‘u

uL miliporirane vodeProgram PCR navedenje u tablici 2.3X Z ] % E}Ai & I}i 1}o}v]i

rekombinantni plazmid, reakcijske smjese RCRa kolonijamananesenesu p i 1] -thég

agaroznog gela. Na geljanesen markerMassRuler DNA Ladder MElektroforeza se provodila 20

ujJvusS % E] v %}vp } iTi sX <}ol}v]i u I}iJu i 1“0} } UPE vi

prenesenesuna novu krutu hranjivu podlogu s ampicilinom seksjiinokuliranev} v lpoSuE& &

izolacije plazmida
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Tablica2.3X WE}PE u RCR} vvil}o}v]i u %}u} p l}i P i % E}Ai & v} I}i l}o}
rekombinantni plazmid pGEaP1CaDPPIII

T/ °C trajanje ciklusa/ min  broj ciklusa

%} 3Sv vac§al 95 2 1
denaturacija 95 0,5

*% E]JA vi % 59 0,5 25
produljenje 72 2,5

I AE“V} % E} 72 5 1

2.2.3 Izolacija rekombinantnog plazmida
Iz 10ml prekov} v lTpoSuE wsaEakdrhbinantni plazmidpGEX6PICaDPPIlina QlAprep

kolonama (Qiagen, Germany)% G u U% uS u % GJAbp Miniprep Handbohpk
WE} ]* vlu & I}u Jv v3v]u %o Tu] Ju Jlui & v i mikiovoludr@Ey ]i %o}u]
spektrofotometraBioDropte su uzorci plazmida pripngljeni prema uputamdirme Macrogen~: p1v

Koreja)i poslani na sekvenciranjgl %} 3v] %£qypBEX 3eq (Tablic2.1).

IXTX WE 1Jui &V 1+%E *]i ] % E} ]* A vi % E}S v
IXTXiX W}e3 A v} v lpoSpuE ] A o]l] piP}i

Po10ml § Ip LRnnoxLBmedijasampicilinom I}v v |} vtracije 100ug ml? inokulirano je
kolonijama bakterij@L22CodonPlus (DERILransformiranim vektorom pLATE31CaDRRIIPGEX
6P1CaDPPIlIKolonijes IE NS %} 0} P StriEstavkom pipetas mediju Falconepruvetiod
50 ml. Bakterije su inkubéme prekov} ] 27€EI]250 rpm.

Volumenu odb00ml § |y LRnnoxLBmedija sampicilinom I}v v I}v vSE g iili
mlt, dodano jelOml v} v luo3pE “J @&}AR FakEdje su inkubirane na 37°C pro2pm.
Rast bakterija%o E jemjer vi u }% 3] | P pe&hg optiKalldlensitypri 600 nm, te je nakon
% E] oNvP § Jvip Ji Jlui E v }%38] | Puped} uKcheekspresigdp s | Jv
oko 0,9. Uzeti su alikvoti bakterijskih kultura ddanl, stanice swborene centrfugiranjem pri 4°C10
000 rpm nal0 minutalU & i § o}P < -2Q% radivprovjere ekspresije. Indukcija ekspresije
I %} j& dodatkomil} %o (E }Bl}iogalaktopiranozida(} 1“8 v ep € I0] 13 IRF@ VvSE i
a; navedeno uz rezultayes velikubakterijsku kulturu. InduciraamkulSpE Jvipg JE v g % E I} v} ]
18°Ci 130 rpm. Ponovno je uzelikvot od1 ml radi provjere ekspresijeSanicesu ]+3 o}l v

centrifugiranjem 20 minuta pri 600 rpm. Talozi su pohranjema-20°C
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2.3.2. Provjerakspresije rekombinantnog proteina

WEIAI E I+% E «]i & l}u Jv v3Vv]Z % E}S ]uzorpkd @dga stanicaoprli@ E} (}E 1}
poslije indukcije ekspresije matrij-dodecilsulfat pdbkrilamidnom gelu (SDSAGE}’ Razdvajanje je

u}Pu 1T }IP W] o ISE]I] v Jiv]z 5] IE} u ]i %} psiPrii u o I3
neutralnom pH uz dodatak SI2S 2merkaptoetanola sekundarna struktura proteina se gubi, te

preostaju samo kompleksi polipeptidnih lanaca i molekula SDS koji zauzimajurnkacifa

V epu] VIP lop%!l X WE}S Jvl } E v] v }Aiv Jv]uip ]e8] Y o]l ]i v |
“§} i |}oVekanog SDHo jedinici mase proteina konstantna. Naboj kompleksa preg8irg

}E vi Jeloip JA}Y v }iu M AU JHD%IE 0BMA WE}S v X

Gelovisu pripreali v] ul]i “ vi u }80Q %theg akrilamida/bisakrilamida (29 :,Jgufera
za razdvajnje koji se sastoji od 1,5 madin= TrisHCI, 4 gim= SDS pri pH @ pufera za sabijanje koji
se sastoji od,5 moldm? TrisHCI, 4 gim? SDS pri pH 6.8 dodatkom ARS i TEMER neposredo
%0 E ]i v v} vi P o Reakdijuw |ptinterizacije katalizilEMED N, N, N, N
tetrametilendiamid) dok jeAPS (amonijev persulfat) inicijator reakcije polimerizatlj&alyp za gel,
pvosenane]} P ol @& 1 AiviU v eo}iv A} JuU v I}v ]i %}oJu E]l ]i
e ]I vi e “0i] ul (JEU]E vi i 1] X hi}E ] § oéste reSuspendita@E]i ] %o}
su u 100 pReHO te je alikvotima od 3 (dodano @ 2 pl milporirane vode i 5 uPxSDS pufera za
v v}“ vi PI}E | X Wu( E braka nd yevsasioji se od 5@ig3SDSa, 50 mmokm3 2-
merkaptoetanda (2ME), 25% glicerola, 0,1dgn® bromfenolskog plavila te 0,25 mdm? TrisHCta
pri pH 6,8. Takvi mzcizagrijanisul0 minutana97°U v P o i v v}* W B EMRDI 1] p P o
nanesen je marker molekulske mase. Elektroforezargeedena 15u]vpus v iii s ] 1 GJu i}*
minutana 180 V. o i % (E posudicu za bojanjgdje je bojan 10 minuta pri 50°C otopinom
boje Coomassie Brilliant Blue koja se sjsid 25% Coomassie Brilliant Blu230 (w/v), 436 etanola
(VW)i109 } 3 v 1]e o]v ~AlAeX s]* | Jéele%r]@& wilw}Vviwpurd } }ilJA u
sastavametanol : octena kiselina voda=3: 1: 6 (v/v/v). Provierenaje pe*%oi “Vv}spresije
usporedbompruga na gelu uzorka i markera, odnosno usporedbamtekulske mase ciljnog fuzijskog

proteina s markerom molekulske mase.
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2.3.3. Sonikacija stanica

Z1 €& vi 8 v] Vv]Z +8i vl]] }e0} vk @®ius Ee3lv]-AEjemu flputa

A u A}lopu VI %op( E 1 o]ip } u eTalpgbakeligkihStaricaXesusperadi je

na ledu u pufersastava: 10 mol dnt®imidazol, 50 mol dnt® TrisHCI, 300 mmol dnt® NaCl pri pH

8,0. Suspenziji je dodan lizozimdoko v 1}v v8@&E 1Di .}nf'te je ona sonicirana 10 puta

%} ifi o lpuv ] pul ulvudp % pi ] Nakon sohikhkije]uzet je alikvot sonicirane smjese

od 100 plte je centrifugiran 20 minutaa 11 000 rpmDobiveni supernatant i talogspitanisuSDS

PAGEom kako bise provjerilozaostaje li rekombinantni protein u inkluzijskim tijelima, odnosno u

talogu ili je u topivom obliku u supernatants. ] ]i o0} A] u $elikdj sonikacijskoj smjesboreni

su centrifugiranjem 45 minuta na 11 000 u Sorval centrifugi R&BB. Su% @Ev 3§ vS i o E Y

novu tubicute je profiltriran kroz 0,22 p filter.

IXIX3dX WE} 1“ A vi E |}u dfinietonkrémsopiafijom

<1} Joiv @& I}u ]v v8v % E}S3 Jv Iv]ic] or ]I} %o €&} %E}3]" iAsmajese
bakterijskih proteina nakon lize stanica, korisefuzijski proteini ciljnog proteina i nekog afinitetnog

% E AT ol X &pulliel] % E}S ]v teafisitetnom}krorfatdgiafied Jedan od afinitetnih

privieska je histidvel] % EJAi « U 1}i] o o «3}i] } “ 8 pul *8}%vVv]Z Z]+8] Jve
ostataka (His* X D §} (Jv]s 3Vv}IP %o GEpfivigskahtemielji Ser na selektivnosti i afinitetu
Ni#*-nitrilotrioctene kiseline (engNF*nitrilotriacetic acid NiNTA prema biomolekulama sa His

% EJAI s1JuX KA IA} % E} ]“ A vi Ju}Pu pi Ale}lp E % E} p ] Jov}ies %o
uz slabu(ili nikakvy interferenciju Hisprivieska na strukturu ili(pvIl Jig % @&} ]“ VvIP % E}S |v
Nitrilotrioctena kiselina (WA) je tetradentati kel] E ip ] <}E ve 1}i] | pi]u $1E] ~}
ligandra ui *$ J}v Vv]lo }l ¢ % @E }e5 o A o0]P yriviesak.*3 A Tp 1 ]

« % E} ]1* A WTAmagdEdznoj koloni pripremljena je kolona s 0,5 R#WNTA agaroze.
Kdona je ispranas 5 mlpo 38 E vopeste 1A]Jo] E]JE v + fi uo %ou( & 1 o]lpuX dji l
proteinskog ekstrakta na kolonu sakupljana je newezfiakcija uz protok od 0,5 miin. Kolona je
isprana} v *% ](] v} A 1 v]Zripjta d A mpufera za ispiranje: 20 mol dnt® imidazol,
50 nmol dnt® TrisHCI i 300 mol dnt® NaCl pri pH 8. Vezagijni protein je eluiran deset puta s 0,5
ml pufera za eluciju sasta: 300 nmol dm?®imidazol, 50 mol dn® TrisHCI i 300 mol dn® NaCl pri
PH8.Ko}v i ]*% E v i uo %ou( E 1 | ndolEvimipe¥sl @ nmol daf Trisu
HCI i 300 mol dn® NaCl pri pH 8), zatim s 5 ml miliporirane vode te s 5 mH2@% etanola.

Afinitetna kromatografija na instrumentu AKTAE]“S v i Iv}}i IJE | % E} ]1“ A vi
E 1}Ju ]V VEVIP % @E}& Jv + Z]+&] Jvellu %HETAp Hikalona ofGE JHE(GE i

DIPLOMSKI RAD /s "h



Healthcae) koja je punjena NBepharosepunilom. Kolona je isprana s tri volumena kolone
UJ0]%}E]E vIiuU } TE viu A}VMUu%BHQEIAVISO]TuX E I}v v v} vi % E}(
lizata na kolonu, ispiranje je provedeno gradijentno od 100 % pufera za lizu (san@D dnr®
Ju]l 1}o}ue } ii1 9 %pu( E I op JipU pvpud E 81 uoX " 5 And}E]“S Vv}P
dm Tris, 300 nmol dnt® NaCl, 400 mmol dnt® imidazo| pH8,0. Sakupljano je p®,5 ml frakcija

H3}u Sellu « lpu%rakcijaXt W@E]o]l}u % }lp“ i }%3Jull 1i % E} ] A vi I}E
lizu sastava: 10 mol dn1® imidazol, 50 mol dnt®* NaHPQ, 300 mmol dn NaCl, 1% glicerol pri pH
8,0 te pufer za eluciju sastava: 300nmi dni®imidazol, 50 rmol dn® NaHPQ, 300 nmol dn® NaCl,
1% glicerol pri pH 8,0.

WE} 1* A viekomudnantnih fuzioniranih proteina temelji se na reverzibilnom,
afinitetnom vezanjyproteina GST i glutationablagim uvjetimaRekombinantni protein osfa vezan
na koloni s imobiliziranim glutationoma v ]« S }seispiru s koloneVezani rekombinantni protein
o ]*%]E <+ 1}o}v %op( E}u I}i] » EGPTE p- §dHstvKadPadipitetrs pyivi¥sak
i E u}l }o 1*“ 8] % @& Alov} *u 3 vi %E}3 ]v iopip] I} “ % E}v ]

rekombinantnog protein&®

e (]Jv]3 3V} % @E} ¥} ud pptivigskal miglutation-agaroze resuspendiran je dva

puta u 5ml pufera za ispiranje i ekvilibraciju sastavamol dn® Tris, 150 mol dn® NaClpH8,0.

P &} i ]*3 o}l v VEE](UP]E vi uU  ep% Ev 5§ v3 i plo}vi vX >]1 =«
navedenom protokolu, ali u puferu za ispiranje i ekwlddyju. Profiltrirani supernatant (proteinski
ekstrakt) nakon lize sta] %o}ul]i “ v i <« ]e% (E-aghtozBro,tejeSshjesa inkubirana 1 sa
% E] 8L pl 3 ov} u]i ‘aRi X}ions]3Fw}il v VEE](UP]E vi uU  ep% EvV
kaofrakcija nevezanih protein&lutation-agaroza je tri putaiesuspendirana @ ml pufera za ispiranje
] 1A]Jo] & JipU ]*3% o}l v VEE](UP]E vi uU  eu% Ev Sjevikkov I}v <A |
frakcija ispiranjaX op ]Ji A 1 V}P % (E}& rgsusgdrdi@rjewglutation P E}1 p Ai 1
pripremlienom puferu sastava: 50 mol dni® Tris, 150 mol dnt® NaCl,10 nmol dnm? reducirani
glutation, pHOUIX op ]Ji i %}v}Aoi v nil pifer#pgldtation-adgafoza je svaki put

]*+3 o}l v ugirkdeir, a supernatant je pohranjen kao elucijska frakcija.

Uzorci stanica prij@ nakon indukcije ekspresije nakon sonikacije, talog stanicazorak
proteinskog ekstraktapevezane frakcijeelucijske frakcij@ripremljeni su za SDBAGErema ranije

navedenom postupkuElektrofoeza je provedea | } “8} i @& v]i v A v}
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IXIiXAX WE} ]“ A vi E I1}u Jv VE3VIP % E}S ]v % fJulopps v Jvel |G
Z 1T Aivi u}lolpo & Ip Jvel}u |ED} osuP,GEdrdsiagefitracijom, (EC, eng

size exclusion chromatographys u oi] « v @& 1o]Jl u u A o] Jv] ]l]wihoyom]Ip u}lo Ip
naboju Molekule A } % }E Vv %}l @& Sw}P(ulppdreyi tako seodvajaju od manijih

molekula Sva kromatografska odjeljivanja temelje se & 10] 13}i & *%} i o] v o]I]E V}F
JTu pu %} E v ] vV %} E v (1 X Kv}e I}v vVEE ]i } i 0i]A V}P o 8
JE vi | EAv}siv} «3vi ]} E vpu 8 u% E §p@lm;%,vgc5eje§}u E 1 ]i
cs t koncentracijaotoplienog spoja u jedinici volumena nepokretne faze,va tckoncentracija

otoplienog spoja u jedinici volumena pokretne faze. U uvjetima idealne kromatografije konstanta
razdijeljena ne ovisi o koncentraciji analiziranog spoja, paaspum koncentracije spoja u pokretnoj

fazi linearno raste i koncergcija spoja u nepokretnoj faXi «+ &1 A @ v ja&stgka tijekom

kromatografije na koloniu}T « JIE 1]18] % @EJo P} v]u Alou@v}& AS8LET A vi W

Re+H (-, gdje jeR. t protok pokretne fazetr > % @EJ]o P} v} AGE]iu 1 &I A vi U } v}ev
viii u 1T ET A vi } E Vv}P e «8}il puvivil AE]iu I &I Awi v 1 EI1
- plp%v] Alopu v I Gt Apoipd v T ET A vi « «8}il 1}i] % E}o 1] IE}I

I &1 A Zi % p ]Aikdva,Rs mjera g razdvajanja dvaju pkkA 1}i  ploiiiselektivnost i

dielotvornost kolone 4 LER 7%y 9% E] RgPRs h i v T W% E +3§ Aoi “]E]vu

osnovice pojedinog pika, e i AE]i u 1 ET A vi %}i Prehi a]Syilli X8 YE]i]
IEYu $})PE]EIW %]l JE 15V} i %l}A T v « i 0}35A}EV}* u IE}u 3}PE (
El]viu ] E}iu %EJ]iol vols Jli v p EuPp (IpX <}olv i 8§} -

~Alopu v]e 1 ETAvi }i diJEVIZ {88}X } &) E 1 A i vi %)} E ipuli /
A o]lpy & To]lpu Jiu p op Jiel]Z Alopu v 1}u%e}v v 8 ]398} u vip “JE]vu )

Metoda geffiltracije kojom se razdvajaju protdi E 10] ]3]Z u}o lpoel]Z u = ~11} ]
molekule male malkulske mase)l}E]“S v i | } «o]i ] ITE | p % E} ]“ A vipg %C
afinitetne kromatografije. W&} 1 A vi i JIAE* v} EI1}u afodrafijpur pfatein€E } u
(FPLC, endrast Protein Liquid Chromatographgdnosno u potpuno zatvorenom sasu koji je
V % E Aoi v ull % E} 1* A 8] % E}S Jvel piYE!I i1} v]el]Z 1}v Vv3G@E
pikograma), a sastoji se gebsebnodizajniranog instrument&oji podnosi visoke protokesoftvera i
A V %o Vi v]Z GeHiltracka provedena g pri 18 °C, na koloni punjendpephacryl
(poliakrilamidni gel5200 Superfingelom koiji je prikladan za razdvajamjeoteina mase od 5 do 250
kDa.<}o}v ~iU0®0 £ 01 ue pE Av}3 T v i mébqng iddazol, 50 fhp\in? Tris
HCI, 300 mol dnv® NaCl pri pH 8,0, a volum@anesenogizorka nijebioA ] } 7 9 A}lopuu v %o uv]o
(2mleX W E]*3 03] regol %o i] }st@ah grotk (& mlmin?) pufera kroz kainu, dok
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su frakcije volumena 1l ¢ [p%0i v  %duidgmptskogsal U %o O i ( CEldcila xzorka
provodilaseuz pufer sastava: 50mol dn® TrisHCI, 100 moldni* E 0 % E&] %, 6U8X WE]o]l}u ¢
1% 8Tull 1i % E} ]1* A vi I}E]“S v]moldis in{idazoll 5Coriql WhiiNatPQ,

300 nmol dnm® NaCJ 1% gliceropri pH 8,0te pufer za eluciju: 21,9 mol dn®* NaHPQ, 50 nmol dnt

3 NaCl, 5% glicerol, 2,2mol dm?® glicin pri pH 7,0.

236X K E JA vi I}v VEE ]i % E}S ]v
D3} }E JAvi I}v vVEE i % E}S Jv %} E (GamagieBriiantBlue v A | v
Vi 1T % @E}S Jv “S} HIE} i %tu | g %o} E% Jiel}u u le]&tpup }i < 80

K & v}u A}opu vp pidadeldestilirana voda do Orfil te je otopini dodan Iml
E (}JE& }A}P E P ve X E I}v 8f u]vpuaije apsdrpcija]dri 595 dmvna UV/VIS
*% ISE}(}S}u SEUU I}Jv. VEE ]i % E}3 Jv JIE WWE w}Poju} pu 1}
I EV}P %J®EA Vv}P ui E Vi u %}lv 8]Z I}v vE3E ]i P}ABIA)s Epusl}P

K @ JA vi I}v v3E etddo@grémpWarburgChristianu Ju}Pu v} i 1 }P
apsorpcijeaminokiselina triptofana i tirozingri 280 vuX < |} pPI}E ] % E}S Jv u}Pp ]3] }v
vilo Jvel]lu I]e o]Jv u I1}i 81} E %e*}E JE ip % E] 161 vu %}SE v} i ]
nm. Pi 260 nm apsorbirajunukleinske kiselinedi ne i aminokiseline. renjem apsorpcije pri 260
nm korigiramo vrijednosti dobivenepri 280 nm. Iz dobivenih vrijednosti omjerapsorbancija
(AesoPoso® %o}u} ] t @hpsEaRove vrijednosti (korekcijsig faktora) u}l « JIE v
koncentracija proteina. Masena}jy V3 E ]i % E}S ]Jv e+ JIE Hmgmé = (1,55} Eupo]W
X Aso) - (0,76X MAe)) X < 1} & T10] 18] % E}S Jv] « EI €& lo] 18 }lui E E}u &
metoda je osjetljivana sastav aminokiselina i strukturu proteina pa zato bilo kakve promjene u pH,
temperaturi, ionskoj jakosti ili prisutnost detergenata mogu utjecati na njihovu apsorptipliko je

% E}S Jv ]+3 ulditikpnee@racije od 0,5 malt.3?

Instrumentan BicDrop Jiui E v i I}v VEE ]i % E}S v (@hiistiany % E}P E
Warburg)uP & Vv}P p ]vskedpuathodfe pripreme uzorka.

2.4. Molekulska svojstva proteina CaDP4]I

Nativhom gelelektroforezom ispitana su molekulska svojstva protein®PPIll, odnosno ispitano je

%o}e3}i vi @€ 10] 18]Z *SEUISUEV]Z } o]l % EPHliKom elekitaf@eye]l” viu i
v Jiv *3] e« P] 3] «3 ov}u EI]viu I}ip} E pi & Av}s T Jlu p %

DIPLOMSKI RAD /s "h



sile i trenja uslijed viskozst medija. Kako je medij koji se koristi za elektroforezu elektduitizi do

AEo} +0}T v]Z u pliw}p wilo lpo v o]3 118 ]JiPU <A] § oi] 8§ }YE]I
elektroforeze i dalje nisu pznati>* Primjenom P o}A } “IE} U % }@par@doi u] U
agarozel %o}o] 1EJo u] eu viv i J(pul]li PIJE!I pu®E 1] P o ] %E]Jui vip
*]18 1}i P ]Jv %]}E *P w}o lpo v o]3 } A i.Riilikot pativne plgktjoforeze

nativna struktura makromolekula ostaje pA v X

Elektroforeza nativnih uzoraka provedena je na apar&®beastSystem~-WZ Eu ] UiaA el
komercijalno dostupnim%. 0} ] u %}0o] IE]Jo ul]®}Ai R&}u sPR*5} } 6 } 1A 9
Komercijalno dostupni pufer za elektroforezu je u obliku gefaaétGel Nat Buffer Stripdkao2%tna
agaroza s 0,88 mol dfi-alaninom i 0,2%nol dnt® Trisom, pH8,8. Elektroforeza je provedena prema
H% US U % E }]RHWeptSystem SeparatipriJzorku proteina (1..) koncentracijel,26 mgmi*

(Ca) i 1 mgml?* (Cx) dodano je 3...ndiliporirane vode. Tako priprelieni uzorciv v} v] ep v
% }AE“]VHL P 0 u3tu Sel]u *%p“sS Vi u %owdveddr@E uXprogradi@ny ja@sl i
struje od 10 mA i napon od 400 V pri15 p SE i vip } OF B]W)wS I nd @ektroforeze,

proteini u gelu su vizualizirani bojoBoomasie Brilliant Blue

TX3XiX /1} o ISE] v 8} | MigE}S Jv WWwW///

<1} 1+ } & Jo ]i} o |pr@Edina C&)PPHis % E}A v} i 11} o ISE] v} (}lue]a
(IEF)% E} ] vikA. Mo ISE] v} (}!u-¢@andjeljivanja proteina gradijentu pHna

& u oip Vi]ZYA 1i} o IEE] v &} 1 X KA u &} i ]iA odibsno«E @iE}S [v] »
pozitivno i negativno nabijene skupingijednost pH pri kojoj jeikupan nabojamfolita jednak nuli

v IJA « 11} o I3E] viapBdvdhpHmolekulas v P] 8] u 0 ISE] viu %}oipX
se protein u gradijent pH} v gibati do mjesta u gradijentu koje gdvara njegovoj i1} o ISE] v}i

§} IUXgelu, gradi v3 %o, %o}*3]T « 0 ISE}(}E I}u sui » }o]P}u E v]el u}o
nose alifatske amino] | & }le]Jov elp%]v <« v]i}u ]I} o ISE] v]Z &} | X

1} 0 ISE] v} (}puovedEnei %o }u} u % FRastpy@Eem~-WZ Eu ] U aA -l
prema uputama%o. & }]1A} U v I}u & ]i ov} }e3u%negpoltakdlhniidnog geld
E *%}V %, } & } OX hi}E ] sp vvevl Vv Po %}u} u pdlu S<I}P %
elektroforezu na gel je nanesena i smjesa proteinskih standarada poznatih iz@elekt]Z S} | W
Zuu v VvZ] @1 | & }v 8v I]* o]v ~%/ oUffisU P}A vZ] E 1T | E}
t-0 18}P0} po]v  ~%/ AUTIeU JvZ] |8} E EE]%e]v ]I o}i ~%/ dURAf ] u]
fokusiranje provedenojeuzp@®@E& u]E Vv i 1} «SEMI } TUA U ]V %}v } Ti11 S %o

od 30 minuta.
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IXAiX < 3 0]8] 1 *A}i*3A -MieE}s ]v WW//]

251.K E JA Vi % %3] Iv 18]Av}e§]

W %3] 1v 18]Av}e8 % E} CADRPHRIsY GE} § | v swtamdardhomkolorimetrijskom

metodom3* 34 Enzim DPPIHidroliziradipeptidilnaftilamide na dipeptid i-2aftilamin (npr. Arg-2NA
AArGi2NAX D 8} o 1 ev]A v % ISE}(}8Iu §E]iel}u ui E vip Jvs vIi]§
il vuX } @& TA]i viboj&doldzi z680g reakcije diazokopuliratiika 2.3.p-naftilamina i

tetrazonijeve solo-dianisidina, Fast Blue BN (FBB).

Slika 2.3Reakcija cijepanja peptidne veze na supstratu-ANA, te reakcija diazokopuliranja
produktaenzimske reakcije,-aftilamina, sa FBB soli.

Aktivnost je ispitana u inl reakcijske smjese u otopini 50mmol dn® TrisHCla, pH 6 Ui pl ndal ...

dm3 ep%SE § § } S1lu % @E}S Jv } 1}v 0,08 ol vdiE Réakcija je
zaustavljena nakon 15 minuta dodatkonoptne FBB soli koncentracije 1,5 mg? (u 2,1 moldm

Naacetatnom puferu s Tween 8¥AiTU i1 % E] %o, 0UTe § i v I}v iAA u]lvps } ]88 v %

530 nm.

2.5.2. Kinetika peptidazne reakcije

e % @& vi I]v 8]l % %3] Iv & |luprescend@gkas s§dtvd prédukta (2

naftilaminaf® 1}i] ¢ %o} W }u % E] 77T vu |l JS]E U %} U v 0 ISE}vel 5§\
osnovno elektronsko stanje dolazi do emisije u obliku fluorescencije pri 420 nm zbog njegove
konjugirane, rigidne strukturX W@&E}S Jv] I 1]v 3] | onii @] veipy T EEb HA vi u u %o (
za test &tivnosti, odnosno otopini THEICJpH 6 Ui X d} v I}v VvSE i }8}%]v % E}S Jv }
metodom %} E (}E pX <lakrpakcijskeismijese koja se sastoji odgrafza test aktivnosti,
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% E}S Jv I}v v I}v 1§ dnmdglidni®te od promjenjive koncentracije supstrata. Brzina

vilJuel @& 1']i %E& v i IE} 01 » lpv X <]v 8]l i ui E v %E] ii
*U%oeSE 5§ M E *%o}Vurilddngdstikyla mjerdnja su izvedena tri puta u dva danapriC

W} Jui EviUvP]l]] }JAV]Z %E A U %E SA}E v] *g B %} Sv
(I8}EIu % E SA}E 11 I -EfilaRinge E AEV] % E A U }A]ev}ed Jvd v
fluorescencije zhaftilamina o njegovoj koncentracijdobiven je mjerenjem intenziteta otopina

@& io] 18]Z Igija 2Anaf@amina u 50 mol dm?® TrisHClu pH 7,0 pri 50°C Intenzitet
fluorescencije izmjeren je za otopinen2ftilamina koncentracija:,001, 0,05, 0,1, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5 i

1 pmol dnt®te za otopinu bez dodatka@aftilamina. Intenzitetima fluorescencije oduzet je intenzitet

otopine bez 2naftilamida.

Da bi seosiguraloda izmjerene vrijednosti zadovoljavaju uvjete aproksimacije Midkael
D vS v] Jv |]v d&]lje koncentracija supstrata konstantna tijekom enzimske reakcije,
koncentracija izreagiranog supstrata, odnosno nastalog produkta s u]i 151 A]“ I1z}togh 9
razlogas H E | Jielp eui op sp%+SE 3 } i /IEA oflAuvipd Xy % E} ul:
nastalog $]i 1Ju @& | ]i % }u} p2@A€HER pwl dn® s*x180 s)/F .mol dn®)x100.
EisenthalCornishBowdenovim prikazom® provjerena je dosljednost mjerenjggrafovi nisu
prikazanid)X W} ] eu } €  v]nwregiesijo@Eprdgramorsraph Pad Prism 6 Derkojim su

dobivene vrijednosti konstanti..: i Km uz vrijednosti standardne devijacije za konstante.
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3. Rezultati rasprava

3.1. Prekomijerna ekspresija % E} ]“ reRombinantnog proteina CaDPPIII
Hiss
WE}ui viu I}v vE3E ]i Jv HISIE %}lp“ 0o <« }%3]u]l]@aggkidre%e E «]i %
pPLATE3L stanicaméE. colBL22CodonPlus (DERIL Na slici3.1. prikazan je gel nakon SIPAGEa

uzoraka taloga stanica prije i poslije indukcije eksjgds25, 0,1 i 1 mol dnt® IPTGom.

Slika3.1. Slika 10%nog poliakrilamidnog gela nakon SBAGEa uzoraka taloga stanica prije i
poslije indukcije ekspresij€E 10] ]8]Ju I}v v3E-alE uso/W&' D }iv A u EI E
molekulskih mas®age Ruler® Prestained Protein Ladder
Na slici3.1X u}l wdjeti % }o}1 i vprige na gelukod uzoraka taloga stanica nakon
indukcije ekspresijepdgovara molekulej masi od oko 6 | X KA i %}o}1dgoa@& pP }
teoretskoj molekulskoj masi rekombinantnog proteina CaDPPIII s histidinskim privieskom] ]v

(debljina) pruga koduzoraka nakon ekspresije to] ]8}u 1}v Vv3E -hihe niijagdse

Iv iv} W@ I}v vEE ]i Jv pIS}E U “8} }A} ] } 1 loip | %o E}IUI
]Jv uIS}YE v uSi Iv iv} v 1}o] JvH % E |Yyako@inantnbgkp@eindE v} P
CaDPPHHis;

<}E ] % E} ]uzorAka iproteina iz supernatantanakon lize Bkterijskih stanica,
afinitetnom kromatografijom na NNTA koloni% E ]I 1T v] ep |1 «Akohp€Btradjevinduktora

(Slika3.2. i u dodatku slikeD1. i D2.). Usporedbomlinija uzorakataloga i supernatasta nakon
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v ul Ji l+% E «]i & Iaiciana IPT@ (dodatak slikeDiXe u}l u} Aljzrazié

pruge kod uzorka talogakoje A o] Jviu } P}A & ip ]o.iDéhljirth gEipakods yroraka

taloga u usporedbi s debljinom pruga kod uzoraka supernatandtazuje da ciljni protein u velikoj

13o0] Jv] T }¢8 i p & o}Pu p v X}%dcE}A}R}G od hipravil®ip smatanje cilinog

E I}u ]Jv V3V}P % @E}3 ]v ]o] vi P}A i olu] v ]o] %0}S%KYyo] Jw SHE ]i
proteina zaostalog u inkluzijskim tijelima mijenjase zv iy } IJE}u v I}o] Jvi Jv pIS}E
Iv ul Ji 1+% E «]i % E BmatjarajeprikdnomzalA i % E}s Jv 1 }P vi ,P}A A 0]
jeri Ju}Pp wi} P}A} «%}E]i su § vi % @E] v]i}i 8§ u% E SpE]X

Slika3.2. Gel (10%) nakon SIPAGEa uzorakdaloga (T) i supernatanta (PE) nakon indukcije
ekspresije 0,25 mol dnt® IPTGom i lize stanica. Na gel su naneseni: uzorak frakcije koja se nije
Alo v (]Jv]d Svp 1}o}vpu 8]i 1Ju % @E} 1 A vi ~E«U (E | ]Ji 8]i 1Ju J*%
protein ~Ae § op Jiel (E | ]Ji ~ «X E +0] JU D }iv PAgeRuUE® E u}o Ipo
Prestained Protein Ladder

Usporedbomslike 3.2. i slikaD1. i D2. (dodatak)u}1 <1 loip ]3] % E} #finitdtnem u
kromatografijom na NNTA kolonine dob]A u} % E}3 Jv 1T oi v u uge&kjma elu@Ejskih

frakcija (€U 1} <A SE] % }Ip“ i Uk Epukdja Adgovath cilinom proteinpojaviuju se

prugepri drugim molekulskinmasana. Dodatne prugedgovaraju%. €}S Jvel]Ju }v JKakei]u

cioivl % @E&}3 Jv v]i | }A}oi dhavne elucjjskd frakcijedobivene prekomjernom
ekspresijom uz 0,1 mol dnt®i 1 mmol dni® IPTG (koncentracijglavnih frakcijgrikazane u ablici

3.1) uPp*“ su Vivaspinsustavom (GE Healthcare, SAIXako bi * % E}A 0} % E} ]“ A vi
S In Jvellu IE}u S} RO (i (BECsize exclusion chromatograpghyPLC sustavam
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Tablica3.1L <}v Vv3E ]i % E}3 Jv u Po Av]u op JislJu (E | Ji u v I}V % E’
kromatografijom na NNTA agarozndjoloni.

c/ mgml?!
Elucijske frakcije Bradford ChristianWarburg

€3 1,58 0,376
€4 2,867 0,275
0,1 nmol dn® IPTG €s 1,421 0,384
€6 0,722 0,298

€7 0,325 -
€3 3,145 2,379
0,25 nmol dm® IPTG €4 4,708 3,789
€s 2,003 1,206
€3 4,208 3,2%2
1 mmol dn® IPTG €4 5,686 3,252
€5 2,706 1,759

d Ip Jvel 1E}u 3)RPI@EI K] i(géHiltracija) provedena je na AKTA instrumentu na
koloni saSephacryl S208unilom. Na kolonu je nanesenl,5ml uzorka s% ] 0]1v} TURA uP % E}S
Razdvajanje i elucija provedeni siz pufer sastaval00 nmol dni® NaCl i 50 mmol dnt® Tris pH 7,4
uz konstantni protokod 0,5ml min?. Sakupljano je po &l elucijskih frakcija, a kromatogram je

prikazan na sli@.3.
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Slika3.3. Kromatogram tijekon% E} ]“ A Sephacry*iii 1}o}v] pi}E | pPu“ v]zZ v I}v
(Jvld SVIP % E} 1“ A vi X E  %oe ]e] i % E]l TumlAelargiemv %op( E |
}iv v (die. Na ordinati je apsorbancija u mA&hg mili absorbance unjidetektirana pri 280
nm.

Na slici IE}u 3}PE u u}l « Al i §] i A o]l] ]lelSamE ps ek} P pl}El
volumenima puferdprvi pik s lijeva)) } viev} } u Z v I}v % @& Iv}P Alopu W I}o}v X "o
[}o] 1v % E}S ]v utri gtepjeHrakcije na oko 8@nililitru pufera za eluciju. Uzorci glavnih

frakcija analizirani su SBPAGEom (Slike3.4.)

Slika 3.4Gel (10%hakon SD®PAGEa uzoraka(E | ]i 3]i 1Ju % E} 1 A vi & lp Jvel}u
IE}u S}PE (Jitu u 8} Ju } i 0i]JA vi %} A o] WIXIK® | %-G)ETi v }v
afinitetnom kromatografjomnaNEd 1}o}v]U —W ii— }iv A pi}E | % E} 1 v (]
IE}u S}PE (]itu ] % E} Jiftracijom ngj@BLPkatov ]| X E}i u sp }iv v (E | i
E }u l}i]u sp ¢Jo 1]Jo &]i I}u %a@Eye]}u AGju S}PXE OLAY D }iv A

marker molekulskinh masdage Ruler® Prestained Protein Ladder
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Kod ranije eluiranih frakcija16 do 18 na slicB.6)U % E]Juli Vv i % EuP I1}i } P}A E
proteinualii } 3v % EUP % E] $imoasaia. Koo glavnih elucijskih frakaije 29 do

iTU pl % EuPp I}i } PYA E Joiviu % E}S Jvp § 1} E ¢ ulPpu % E]Juli 3]
molekulskim masamainalizomkromatograma i slike gela nakon SBSGE ul}l <« 1 loip ]3] [

zn Sv l}o] ]v pilaiewnd Bluiranas kolone u obliku agregat#gregati silaze s kolone odmah

vV I}v % E Iv}P Alopu v I}o}v | (fdkeijd 16 dé18)] ]v

}vesdvl PEP S u}l }111 AlY & BRa}PAoka: nastanka aggata
je tendencija nativnog proteina za stvaranjem reverzibilnih malih oligonRgeastom koncentracije
proteina *A i A]* u 0]Z }o]P}u & 1}i] u upe} v} PE P]E ip *3A E ip ]
vremenom postaju ireverzibilni. Drugi mehanizam uvjetoye promjenom konformacije nativnog
prot Jv 1}i u}l ]8] ] i o}u] v proteifa @ tofrieop promijenjen, nenativni
protein ima tendenciju stvaranja agregatal €} ] %o E}ui v I1}v(}EuU Ji % E}S ]Jv u}Pp

poput temperaturnog stresa, oksidacije, deaminacije i drugfih.

Glavne elucijske frakcijed 29 do 31,uPu“ v %@} ]“odwsoli Vivaspirsustavom
v I}v. P i} ]A miluzokékoncentracije2,82 mgmlt (koncentracija} E  wnetodom
prema Bradfordu)lz1o u ]i | pIP}i 8 V] }JA vl i iUd uP MpiEdeBt VIP % E
“% 1(] v 18]Av}e3] % E u-1Ep% PLE SHREE P* uzdrRa i glavne elucijske

frakcije(frakcije 30Ye je dobiveno da one izno$3,78nmol mintmg?!i 13423 nmolmin*mg?.

WE]o]l}u % E} 1“ A vi § lu Jvel}u |E }je &g @Gk ¢iljhog prBtgina.i v
Kako je dio proteina zaostao u netopljivom oblikhk % EJ]o]l}u Ue%d@ AN 1}o] ]Jv
% E} 1“ VIP % E}S Jv v]i ]okeniiRaispitivanja.Az tod razloga krenulo se u novu
ekspresiju induciranu 1 mol dm? IPTGom iz 3 | medija za uzgoj. Nakon lize bakterijskih stanica
supernatant je profiltriran i nanesen ndisTrapkolonu teje % €} 1 v (]Jv]S Sviu IE}u S}PE |
pou} H JVeSEPRAKMEWH( E I}E]“S v 8]i IJu % E} ]“ A vmol dmXTyisgd, « } Ai u
300mmol dnt®NaCla i 400 nmol dntéimidazola pH8,0.Na slicB.5. prikazan je kromatogram tijekom

provedenog gradijentnogspiranja s kolone
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Slika3.5. Krlu 3}P@E u 3]i [}u % &} HisTrépkeloni gupernatanta nakolize bakterijskih
stanica Na apscisi je prikazan volumen pufera za ispiramgte sucrvenim GE}i u }iv v
frakcije. Na ordiati je apsorbancija u mAU (engili absorbance unjtdetektirana pri 280 nm.

Zelenom linijom prikazan je gradijent imidazoth10mmol dnt® (100% pufer za lizu) do 4@@mol

dm3 (100% pufer zaluciju).

Na kromatogramu se mogu vidjeti dpéka koja nisu dobro razdvojena. Nakon SBYSGEa glavnih

elucijskih fakcija(Slika 3.6, u}Tmo A] i §] U % EAJu (E 1 ]JiuU} 18 WAAU <]o |
u op |}oFLiljnog proteina. Frakcije koje odgovaraju drugpiku, 36} AiU pul v iA ] p ]} Joiv}
%o E}S Jv o ET ] v “8} % E}S Jvel]Inglekulpkimmas&n&E] u o]u

Slika3.6. Gel (10%) nakon SIPRGEa uzoraka frakcijdobivenin$]i 1Ju % E} 1* A vi
§ Iy Jvel}uU (]v]s S8viu |E}uHSTR@} Oy LXV E}i u sp }iv v (E I ]i U E
1}iJu ep ¢Jo 1]o 3]i 1}u % E} JJUA®IUSIREV(li}uX "0}A} D }iv A u @
molekulskih mas®age Ruler® Prestained Protein Ladder
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<1} 1 - } 3V} % @E} ]3]} yigdnd etooBRes frakeijd 38 do 53),uPu“ v ep

% }u} pu s]Asustaya do 2nl. Sav uzorak, oko 28 mgopeina, nanesen je naHiLoad 16/60

Sephadex S200}o}vpu ] % @&} 1 v S Iy Jvellu IfElai S} RE Y]ijJweSEpuu vy <d
(Slika3.7.).

Slika3.7X <E}u 3}PE u 3]i |}u %ol palt16/0Bephadex SAadoni uzoraka
HPUp* Vv]Z v 1} S¢W % E} ]1* Hi&Tnapkobloni. Na apscisi je prikazan volumen pufera
zaispiranjeml § @E}iu }iv v (E1]i XE }E ]Jv 8] i og%WiE v ]i pu l
absorbance unjtdetektirana pri 280 nm.

E IE}u $}PE up + u}l A] i Fbla proteiAgkog bizorkaluirano pri 45 ml pufera,
odnosnoneposrednov 1}v % E Iv}P A}lopu v I[}oyv Xvrdio] v %IdEGEjd v

L S]E] Po Awa dkd&80niiilitru pufera za eluciju. Uzorci glavnih frakcija analizirani s& SD
PAGEom na 10%tnom gelu(Slika3.8)
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Slika3.8. Gel(10 %)nakon SDPAGE PI}E | (E | ]i &]i 1} wi%IEM]TveA}u
kromatografijommetodom odjeljivanja poA o] Jv] ~]*I8ipEVyi w «p }Yiv v (E I ]i U E
kojim su silazile tijl Ju % @&} ]“ A vi & Ip Jvel}u IE}uU 8}PE (]Ji}uX ~“0}A} D }iv
molekulskih mas®age Ruler® Prestained Protein Ladder

Na gelu seu}T vidjeti da je pruga kojaA o] ]wdgovara ciljnom proteinu prisutna svim
frakcijamaispitanim SD®AGEOmM. Koncentracijaproteina izmjerena jeanetodom prema Christian

Warburgu i ispitana je %0 ] ( bkWivnost frakcija 11 i35 #blica3.2.). * %o ] ( &ktivnost frakcije

35 je %o E] dydppta A od *% ] (Jaktivnosti frakcije 113} pl ITpi achoid dijni

protein je izgubio dio peptidazne aktivnastt% ](] v %o %3] 1wzorka Jphotgimdprije

% E} 1 A vi S Ip ]vellu IE}u S}PE (]i}u i % E] o]iv} iUA %ous u vi
uzorkaposlii % E} ]“ A vi ~(@elu bizorkdive 1i} WE% E} ]*“nakazimanije proteinskih

v 1 viREE | ]Ji 176U TAU Tiene]siidodddljehe Vivaspin sustavom dmlls ukupnom

[}o] ]vproteina od 3,5 mg.

Tablica3.2<}v Vv3E ]i pI}E | % E}S v BLGHL6/60 8¢phadex $200lony,

glavne preran@luirane (E | ]Ji ~iie &8 Po Av op Jiel (E | ]i ~ifBiobrd@ v ]Jve§
programom prema Christiat E HWEPUX h SE U *3u% P % E]JlI T v ep *% J(] Vv %o
istin uzoraka, pri 50°C prearsupstratu GhArg2NA u 100 mol dnt® TrisHCI puferu pH,0, bez

dodatka metalnih iona.

Frakcija c/mgml? 4 530/ nmol* mgmin

prije 14,22 109,9
11 1,79 86,6
35 0,79 180,4
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Velika 1} o] Jailinog proteinaje izgubljena jer je dio uzorkeluiran u obliku agregata pnnalom

volumenu pufera za elucifijekom geffiltracije. 1z 3 medijazauzgd) v 1}v % E} ] A vi v ,]JdE
iS200koloni, } JA v} i TUR uP % E} ]“ v}P -blisEdsoVjena je akptésifa proteina

uz indukciju 0,%nmol dnt® IPTGom iz1,5| medija za uzgoPonovljeno je% E} 1 A vinskonu
afinitetnomkromatografijom(Slika3. u dodatkyi geHiltracijom (SlikeD5. u dodatk) na instrumentu

AKTA ali uzfosfatni pufera za eluciju prethodnu lizu uz fosfati pufer za lizu (sastav naveden u
materijalima i metodama)Na kromatogramutijekom afinitetne kromatografijgponovno se mogu

vidjeti dvapikakoja nisu dobro razdvojena. Nakon SEXSGEa glavnih alcijskih frakcija (SlikB4. u

dodatkue U u}T u} Al i 1% EAJu (E | Jiu U } 16 } i6U «Jo 1 }v 1“ vi p
cilinog proteina. Frakcije koje odgovaraju drugpikuU o671 } AAU pl v iA ] u ]} Joiv}iP %
e ET ]V “3} % E}S ]vePrizmhm rhdlekuiskim masama.

Vivaspin sustava [ P prie su frakcije od 42 do 60 dol uz ukupnul} o] ]Jpreteina od

11,4 mgX W}o epdyuizorka nanesene naHiLoad 16/60 Sephadex S209o}viu | %o @&} ] Vv
§ g Jvellu IE}u S}PE (Jitu u 3} Ju } i DM]Avvi <%} JA+&®ptatak$ u X

1 P Lehog uzorka] * o }jle eentrifugiranjem pri 13000 tjekom dvije minute kako bi se ispitala
prisutnost agregata prije% E} 1“ A viinskbn kromatografijom metodom odjeljivanja po
A o], Ino] nije % EJu]i Iw ivli}o] ]proteinskog taloga. Na kromatogramu tijekom
% E} 1“ AeNiltracijom (SlikaD5. u dodatk)) ponovno je %o G ] u]iveliki pik pri malim
volumenima pufera za eluciju. Kada se uzbredicija ispitaju SDBAGEm (Jika 6. u dodatky u}1
seprimijetiti da preranoeluirane frakcije (od 11 do 15)  Ediljni protein, alii druga}v 1 vi
Frakcijeeluirane % E] } 1]A v}u A}opu v %op( & + EIT Joiv] % E}S Jv pl v
molekulskih masaCiljni protein ponovno je agregirao prilikom dgdéracijeiakoi |} E&]“S vz&op( &E
eluciju s21,9 mmol dnt NaHPQ, 50 mmol dnt® NaCl, 5% glicerolom i 2,2 mmol diglicinomkako

] © %}lpu“ o} ]1 i ] PdHatRopEkosimotropa (NaCl, Mg§Okaotropa (Cagl urea),
aminokiselina (glicin,-LE P ] v ] v » Ugltukoz& laktoza), alkoho(glicerol, sorbitol)ili detergenata
(Tween) u}Pu i % Jo]l]E&E 3] v 8]Av ]v§ Gestdhilizipio pdEtein-protdin
interakcije ili inhibirati nastanak R& $]Av]Z Jepo(] v]Z u}*3}A } Sl}ust@Ea®u |E ip ]Z
WE} 1* A vi % E}S§ ]viilracijpvpsirebifo @ optimiziratdodatkom drugih molekula

1}i %o}e%oi “Hip 5} %o 0 i) pufesSzadiziE i}&udipJsporedbom sva tri kromatograma tijekom
gek(1SE 1i U & 1}o] 1v % E}SIPoIwuv% @]oVl}u %e}i JVIP % E} 1“ A vi
I loip 18] % @E] A Ju l}v v3E ]iu v v e Vv}P pigdEdi uAgregdteo] Jv % E}

Izmjerera je koncentracija proteina u frakciji 1prérano eluirane frakcija) te frakciji 29
(glavna frakija) te im je ispitana s %o ] (]aktivnost. *%. ] (]peptidazna aktivnost prema

supstratu Arg-2NA u prerano eluiranoj frakciji je oko 3 puta manjalQ4,7 nmol min* mg?') od
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* %o ] ( hktivnostiu glavnoj frakcij{304,6nmol mintmg?). Agregacijm je ciljni proteinizgubio dio

peptidazne aktivnosti.*%. ](] v I§]Av}ed p Po Av}i frakpija 29) tijeKodm ovdg] ~

% E} 1 A vi i v iA JTui E v % (] vV I30p6vimdl njik}RgPee E}S |V
No ](] v | $] A v }erbg%r@ErhalCaDPRI-Hiss znatno je v od ostalih proteina DPHII.

"% (] v 18]Av}es WW/// i 11 %%us v]l } eBuothetdibtaomitohkoje s3] W W/
iznosi 7,2umol min*mg*® « v]uoi]A} i i *%ivnd$t proteinaCaDPPIIl samo 2pBita

A} % 1(1v 18]Av}+&] (pi]i-OPPII iz ahovieRk jafEngPpND)koja iznosi
131,4nmol mintmgt?2 EJel <% ]dKtiwnost CaDPPIIl i PpND skladu sus rezultatimana

o Jiel}i A E]i v§]eh#ina @PPHPkojiui +3} , >>', u}S]A IS8]AVIPIi ui &
pentapeptid HELGHoji %o }1 Tpi  Tv SvBonsEIw3dpu *%  ](] v}+s] ~1 od pleing%oSE S«
divjegtipa® 18]Av} ui 3} WW/// i % v3 % %3] , /%t sbilinupréteiompi <o] v}

PpND s HECCH motivom u aktivnhom mjestu

GlaAv (E | ]i U } 106 éndsWiedBqliene Vivaspin sustavom dorB|Biz ukupnu
1}o] Jpreteina od 4,43 mg. Uzorci tijekoreE 10 kgdaka %o E} ]“ idpitani su SDBAGEM
(ika3.9).

Slika3.9. Gel nakon SBBAGEA uzorka nakon%. E} ] dinitétnom kromatografijom na N
NTA koloni (na gel nanesenq§ proteina),} Iv v§ NiNTA. Uzorak nakorfe E} ] A Vi
afinitetnom kromatografijom na HisTrap koloni AKTAInstrumentu (na gel naneseno |6y
proteina) }1v  je s HisTrap. Uzorci nako% E} 1“ A vinskbn romatografijom metodom
odjeljivanja poA o] npvAKTA instrumentu (na gel naneseno 4, fig proteina)}iv ~ slis
AiiX 2“0}A} D }Iv A u @kih @msalagel Ruer® Prestained Protein Ladder
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/[ 1} i A o]l 1}o] ]Jv % @E}S Jv JIPu oi v 1 JiRracke@a PstriimesthiAKTA, P o
JATINE T %E} ] Avi 1}i v3I%Z) vII} ]+ 11} %E}S |V %E]ZA &

ispitivanja.

3.2. Kloniranje, gE 1}ui EV l*% E ]i ] % E} ]“ A vi E I}u Jv \
GSTCaDPRPIIl
<1} ] * %}lp“ 0o %} }oi* 3] 5}%0i]A}e3 % E}S ]v WW//I % EJ]o]l

% E} 1 A vi U lijed Groiging GaDPPIIl prekican je iz plazmida pLATECaDPPIIIHis

plazmid pGEXP 1kako bi se dobiduzijski, rekombinantni protei®ST WW///X > v v}u & | Ji}u
%}oJu E I pl %} sv] '~d  WW///akkleptithide o ]lWWJ /$zZ%~ E SUE u |* vi
navedeni u tablic 2.1), puv}l v i 1} JE& ip ] -eo0]i % E}S plazmich WW/// ]
PLATBL  WW///,]*X E I}v % &} 1* A vi U ]liui d@biwenoj PCR/ pradiikEa ofli
206,8ngult. < 1} ] ¢« % E}Ai E]o 4asdikvot repkéijské sijese stavljen jeagarozni

geli provedena je elektroforezal{iga 3.10)

Slika3.10 Agarozni gel (1%) nakon elektroforeze uzoraka produkta PCR reakcijee0o] ] }Iv v} e
DPP3) dobivenipuyv T vi 4 JE iy P so0]i I % E}S v WW/// 11 %0 Iu
PLATBICaDPPIlIEi~0}A} D }iv A E MasgRuleDNA Ladder Mix

Nakon elektroforezgSlika3.10Xs v P op i A] 0i]A % EuP 1}i A o] Jviu } P}A

(E Pu vsSp I} JE ip P eo]i % E}S ]v WW/// } i6ii % E}A |

puv 1 vizvektora pLATECaDPPIIIHis.

Produkt PCR reakcije i plazmid p&EXL & 1P E su redtrikcijskim enzimim@amH i Xhd,
uz prisutnost restrikcijskog enzingpn u restrikcijskoj smjesi PCR protaukalkalne fosfataze FastAP

u restrikcijskoj smjesi plaznad Nakon % E} ] Pestrikcijskih smjesa dobivene 49 ngpl?
T oi vipBertail75 ngul* & 1P @& plagrmda. Nakon ligacije uz molarni omjer vektora i inserta
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1:5 pri 22C na 10 minuta, dobivenom ligacijskom smjesom transformirane su elektptentne

stanice bakterijeE. oli , fir. S hranjivih podloga na kojima su nanesene transformirane stanice
izabrano je osam kolonija na kojima je proveden PCR na kolonifama. v }neakcijom polimeraze

na uzorku bakterijskih kolonij@o } u} PreamTaq GreePCR Master Mia % }3AE v eop  AlJi
kolonijeu kojima je }“odo pe%oi transformacijel oi vpl&zmida(Sika3.11, kolonije 2 7)

Slika3.11 Agarozni gel (1%) nakon elektroforeze uzoraka-®@6&kolonijama. E}i u eu }iv v

kolonije izabane za PCR, a slovom M marktassRuler DNA Ladder Mix

Na slici gelmakon elektroforeze produkata kolonijskog PE€RIika3.11) kod kolonija 2 i 7u} 1 mo

Al i 8] % EuP 1}i } P}A & ip } I]JA v}i84Wpdrovk @aalidd IPCR na

kolonijjama U}Pp i Vv 3 v I v «% J%®&}ZLMWSZI1 }P u}Pp ]Z I}vd ulv Ji Ui &
| ou% piJu ip 1}o}v]i 8 v] X d |hjergeprugapd malinh notekulskim masama je

veSv ] Z}lu} Ju & Jo] Z8§ &} Ju & %} Sv]

Od iste kolonije od kejje dio stanica uzet za kolonijski PCR, dio stanicekeiliranu 10ml

u Ji 1T pIPY J JVIH]E v % E I} v ] v T6£ 11} ] e Isprav@®so ]i}o ]
I} ]E dquslijeda ] pHe%i “vV}ed lo}v]E vi SekEhdrargEmdobivenog plazmida

WE}IAi E}u « IA v pes v}Aoi v} i %0 lu] ]1}o]&E v ]I I}o}v]i T « CEI
§ i 810 %o lu]l] IJE]“S v I 8SE ve(}EuU ]stanice baki@Eildi.ueliBL2iSv]Z

CodonPlus (DE&ILza ekspresiju proteina.

Nalon prekov} v | » %o @ljnopi proteina s GST privjeskpimducirane 0,2%nmol dnt?
IPTG}uU % @E] i6£ ] o]l % v] % C&DEPIll zaostdje u inkludijskim tijelima (Slika
3.12). Na slici 3.18.u } 1 se vidjeti da je] | & 1pwga kojaA o] ]wdgovara cilinonproteinu s

GST privjeskor{®6,9 kDa)prisutna u uzorku taloga. Pruge koje odgovaraju ciljinom proteinu u uzorku
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elucijskih frakcijaijekom % E} ] Aa glutationragaroznoj kolonsu dosta slabea uz njih su

prisutne i pru@ koje odgovarajgtv ]“ vi]u

Slika3.12 Poliakrilamidni gl (L0%)nakon SDPAGE o Jiel]Z pi}E | ~ « v I}v %6 E} 1 A
glutaton- P E}Iiv}i 1}o}v]X ~"0}A}u d i }Iv v pI}E | § o}P v I}v o]l 8 v
}iv v eu% ( akdn liZé stanica, slovom N nevezana frakcija, te slovom w frakcije tijekom
]*%]E vi Vv *% ](] v} A1 Vv]Z %E}$ ]Jv X "0}A} D }iRageRuler®E| E u}o

Prestained Protein Ladder

<1} ] ¢ %}lp“ o }%SJull]E 3] |e% G fudijskogE pidteinpy GSTaDPPIII
provedena je indukcija ekspresije iz malih kultura uz 0,1, 0,25, 0,8@vidl dni® IPTG pri 37°C na 4

sata no nije dobivena bolja topljivost proteina CaDPPIII (slika nije prikazana).

Izmjerena « %o ] (]peptidazna aktivast proteina GSTaDPPIIl bila je tri puta manja od
aktivnosti %0 (E} ]“ preteiha CaDPPiHis. Iz tog razloga, ali i zbog malog prinosa topljivog proteina

GSTCaDPPIIl svi testovi i biokemijska mjerenja provedeni su s uzorkom proteiggsutiskom
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3.3. Molekulska svojstva proteina CaDFHH
Nativnhom gelelektroforezom ispitana su molekulska svojstva proteina CaDPPIII, odnosho ispitano je

%o}e8}i Vi E i0] ]3]Z «Si@EWIBrEHIE}E 0¥ L % E} 1“ viu pi}EIuX

Slika3.13 Nativnaelektroforeza uzorka proteina CaDPi% u 8-25%tnom poliakrilamidnom gelu
uz visokomolekularni proteinski standard (HMW). Uzorak imenovan je Gaorak proteina
l+% EJU]E VvV ] % E} ]“ v 8]i [}u l*% E Jamskiy ;ddRiok]je araBR A} P ] %o 0
}1v v eyuzorak istog proteina s Hiprivjeskom, ranijeeksprimiranU %0 E} 1]t} ®&]“S v |
kristalizacijus }P Iv §v} A I}v v3@E Jprugel k@ lodgovaraju ovom uzorku su
intenzivnijeNa slici D }iv A Ale<}l}u}o |pengE staridad §EMW).

Na gelu nakon nativne elektrofore£8lika 3.13 mogu se primijetiti dvijebliske pruge kod uzorka

proteina CaDPPIM /1}¢3 v | EMUP]Z % EUP Vv P op %}SAE i i JA i % E}S
proteina ove porodiceDimeriza]i % E}S Jv %} &} ] WW/// i % @EA] %us p}
proteina’ Dvije bliske %o E P pl TpHipg v %}e3}i vi A E lqgloddosnesr& plsuEv
postojanje A]i E lo] ]protéin@kajese EUP IE p | E3bBodPmale razlike A o] Jv] ]o]
konformaciji ProteinDPPIliz bakterijeBacteroides thetaiotaomicrod 1} & %o}l AJi & 10] 18

forme proteina prilikom nativne elektroforeZé
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331. /1} o IBE] v 38} |
<1} 1+ }E Jo Ji}olISE]v 3} 1 E |I}uCiDPPEHIS Pro%edElds jév
11} 0 ISE] v} (}lue]E viPhastSysEmPharmacid) aA .«krE]“S v -ini geb
gradijentapH40 pi «8 v GE W Zpuv VvZ] 1 | & }v 8v ] o]v ~%0/ OUT
| & }v Sv I]e o]v ~[#ktbglohudm AUplt 5,20), inhibitor tripsina iz soje (pl 4,55) i
amiloglukozidaza (pl 3,50).

Slika3.14X /1} o IS@E] v} (}pus]E vi ~/ &+ pHHE(Cayw @Eomgelu WW///
gradijenta pH 4 uz pl standarde od 2,5 do 6,5 (M).

Slika3.15X K & JA vi ]I} o ISE] Vv 3} | % E} ]“ VIP % E}3 ]v WW//]
gradijenta pH 4 uzstandarde od 2,5 do 6,5.
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Na gelu nakon IEF (Slika 3X4U A]i % EuP pl Tpip v %}e8}i vi Ali & l1o] 18 ()
razlikuju uizoo IS@E] v}iZE8}udX 8] JIE puv Ji} o ISE] v 3§}-His,%EGE v W W
IEF konstrukcijom 1T @Ev}P ]i @SlikaB8.15,daju vrijednostod 6,1 1 % E p Fhpgativiijt
elektrodi, te vrijednost od 6,04 za drugu prugu. Kako tedrijisA E]i v}e3 ]1} o ISE] v 3} | % E
CaDPPHHis; iznosi 6,12, pl vrijednost pruge o]T v P $]Av}i uobbBeds }je] slaganju s

teorijskom A E]i v Protein DPPIlliz bakterijeBacteroides thetaiotaomicrors 1} & %o} IQi

Ali & loindgrotelnaprill}u i} o 1SE] VIP Blpe]E vi X

34. < % 0]%] | -oh}imaCADPPHiis
3.4.1. Temperaturna stabilnost p3i i 3 u% @& SPHE Vv *% ]J(] vp I3]AV
CaDPPiHiis;
[+%]3]A Vi 8 u% E SHEV 3 ]Jov}ed] % EHis]proveliéno%e&asddrdnim WW///
testom peptidazne aktivnosti pri pH 7,0 uz prethodnu predinkubaciju enzima in&@ on® TrisHCI
%ol( E % E] } E Vv}Ii S U% €& SPE] v 11 ulJvps X WE Jviy Jiel seui -«
2u]lvus$ U v I}v  PnsupstfatArg-2NA } I}v v 1}v vSE njol ddif. Reakcija je

prekinuta nakon 15 minuta dodatkom FBB soli.

[*%]8]A vi pSi i S u% E SUE Vv % (] viHisIgrbdedens jo E}S v
standardnim kolorimetrijskim testom peptidazmadtivnosti uz inkubaciju enzima i 50wol dn Tris
, 0 Y%op( & % E] } E Vv}i S u% GodamdEémvFBB sofjviakorX 15 minuta pri
} & v}i § u %o pEkisuiade]reakcija
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Slika3.16. Utjecaj temperature na stabilnogplava linija) i a « % ] ( pepfidaznuaktivnost
(v & v In§a)enzima CaDPPRHis.

Dobiveni rezultati (%a3.16.) temperaturne stabilnostbée } | Tpip *% J(1 v [13]Av}es % E} ]
enzima CaDPRHlis naglo opadaek nakon 60°C, odnosno da je protein stahiod 37 do 60°®rema

S U% E SUEVIU E %}V H 1}iJu i 8 Jo vU }A i % E}S Jv « v v} (
WW/// 1}i] %}l Tpig Iv. i v % & Jov}e3]U } viev} % %3] Iv 18]Av}es
od 40°C39:40. 41

Rezultati utpcaja temperSHE Vv *% ](] v likes3.A8)}erzima® CaDPPHIs
pokazuju depeptidazna aktivnosty  }A]e+] v o témperaturi u temperaturnom rasponu od 55
do 65°C. Enzim DPPIIl iz ljudskih eritrétito }1 Tpi v iA p 15KAv,}bakidsijsEA DPRII
pri 45 , a enzimPpNDiz mahoviné pri 55 Ju vi]u WW/// %}V}Av} %}l Tpi +0] v]
proteinom ]I u Z}A]v X /% | YA} i v iA]“] ]Jlui € v] pépliddzneEaktimr@st] } % S]up
enzima DPPIITemperaturni optimum aktivife3] v I}P viJu i } & v & Av}$ Tju ]lu
utjecaja temperature na brzinu kemijske reakcije i utjecaja na brzinu ragdadaturacijelenzimate
11 8}JP G io}P AE]i v}*8] 8 u% E SUEVIP }%3SJupu Vv u ig %}e Vv v
u temperatt Eviu %} Ep ig p 1}i u  vi]d Kdko sesenkom vCaDPPIIl inaktivira
~ VEUE]E « v 3 u% E SuE u Porrgano lispitvati Wijeoaj itemperature na
% %3] Tvp 183]Av}ied ~3 u% E SHEV] }% 5]up Temped@yrna Eiilnost u% E 3$p
% E}S v WW//l %opv} i A]* } EuP]Z WW///X
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3.4.2. Ovisnost peptidazne aktivnosti proteina CaDPPIII o pH reakcijske smjese
/%18 v i }Alev}eS % %3] 1v  18]Av}e8] } %, CE | ]Jiel euimol p %} Ep
dm® fosfatnom puferu,te od 7,0 do 8,6 u 50 mol dm?® TrisHCI puferu pri 25°Gtandardnim

kolorimetrijskim testom aktivnosti uz 40mol dn® supstrat Arg-2NA.

120
100 ° .

80

Na-PO4
@— Tris-HCI

60 ®

40

Relativha aktivnost (%)
¢

20

0
59 6,4 6,9 7,4 7,9 8,4 8,9

pH

Slika3.17.: Ovisnost peptidazne aktivhosti CaDPRidl o pH reakcijske smjese. U reakcijskoj smjesi
koncentracia enzima bila je 0,216l dni*X Wo A} i }IVHCIWUB@EYs v E v 3} (}+( 8Vv]
pufer. E i A IS]Av}ed ~iii 9« Jlui E v i % E] %, 60UIX

Dobiveni rezultat{Slika 3.13.ukazuju nav iA u *% ](] vi I18]Av}e3mobdind Trig Al u
HClpufeu pH 7,08} i } ¢« v iv]1] %o, }%SJupu v | W\WU/k plVEW /91 KBbor}d &) 13
ViA g 18]AV}ed % EU%, DG i-1 ] 1A “ A W /FpE& makoqvidel i

}% SJupu | & 0]3] | 18]Av}e8] %o} 3 |fimadkadilCaDPRMdnokHpripA 7,4%.
343. hdi i € 101 ]5]Z u 3 ov]Z ]}V V % %3] ITvislZ8]Av}esd %o
hdi @ & 0] ]8]1Z u 8 ov]Z ]}V V % %3] Iv pHisdspianpejs stand@afdnifv W W/

kolorimetrijskim testom aktnosti uz ione kobalta (Cof;lmangana (Mng)l, magnezija (MgAg i

cinka (ZnAce X KS8}%]v } & v <}o] } v mniol 8} %ipHCI ipufera pH 7,0 do

I}v. v I}v vSE 2]b, 10, 20, 50, 100 ili 200nw! dni® v [}v P i eui ¢]Juzdrakv

% E} 1* VIP viJu X Aui e i Jvip]E v T u]lvpd % E] T16£ 2NAv P i
} I}v v I}v vSE JdM i}praveden je standardni test aktivnosti pri 37°C.
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Tablica3.3X hdi i & 10] ]13]Z u 8§ ov]Z ]}V |-His. Prkh2and j&relativia\aktivnost
HOU |} «E& vi AE]i v}+d8 & o 3]Av]Z I18]Av}e38] ~9« A v }A]ev ui E
aktivnost enzima CaDPPIII bez dodatka metalnih iona.

Metalni ion c(M?*, kon Vv)/ uM % aktivnosti

Cc*(CoG)) 5 104,6
10 117,6

50 123,1

100 127,3

200 122,0

Mn2*(MnC}) 10 106,6
100 106,9

200 97,8

Mg** (MgAe) 10 103,1
100 104,3

Zrt*(ZnAeg) 2 97,5
10 105,1

50 103,7

bez metalnih iona - 100,0

Rezultati navedeni u tabligi3. pokazuju dadodatl u § ov]Z ]J}v v uSi Iv iv} Vv % %03

15]Av}es vi]u WW/// 1} “8} i &} eop i1} (EPBHzaMe(ENEidni }A %o}
kobalta (Cé's %o }A}oiv} pusi u v | 3 Aevda8 pridLinasti iona kobalta u reakcijskoj
smjesidolazi dopo A vaktivnost jedanaestputa kod A “ A WWJY /% }A  vE]iHh
bakterijskog enziméz B. thetaiotaomicron(BtDPPIIIfL, tedo %0} A  aktivhostsedam puta kod
enzima PpN[E’. Analizom kristalne struktures } T e Jul }iev]8] 1“8} } 81 u & ov]Z ]}

v usi Iv iv} v % %3] Ivp 18]Av}es vi]u WW//IX

DIPLOMSKI RAD /s "h



344. "p%oeSE SV % ](] v}e$
Ispitana jepeptidazna aktivnost enzima CaDRPIt pl «oi v (S:]Arghtg2NA,AlaArg
2NA GlyArg2NA, PreArg-2NA,PheArg2NA Arg2NA Ala-Ala2NA, GIyPro-2NA, HisPhe2NA, His
Ser2NA, LysAla2NA, GleHis2NA, GlyPhe2NA i BANA standardnim kolorimetrijskim testom

aktivnosti uz predinkubaciju gima od2 minute pri50°C u 50 mol dn1® TrisHCI puferu pH ©,

hi } 81 } & Vv}P ubpvw3@& SIJw v3E ]i rhol 8, Reakcija je
provedenana 50°C, te prekinuta dotkeom FBB soli nakon 15 minuta.
Tablica3.4. Ispitivanjepeptidazneaktivhostenzima CaDPRHiss % @& u & 1o] ]5]Ju v (8]o u] ]Ju
tablicit— }Iv A ui & vi 1}i Vv]i % E}A v}IX "%-ArpENA bilal @]¥6V 55 pl 'oC

nmol min! mg?. Rezultatisu prikazani kao relativna aktivnost u % u odnosu na aktivnost uUAIGly
2NA.

% aktivnosti

Supstrat 1. mjerenje 2. mjerenje  srednja vrijednost
AlaArg2NA 38,3 35 36
ArgArg2NA 63,7 56,1 59,9
PheArg2NA 75,5 79,1 77,3
AlaAla2NA 67,4 56,5 61,9
Gly-Pro-2NA 1 - -
Gly-Arg2NA 100 100 100

Arg2NA 1,6 - -

BANA 0,1 - -
Pro-Arg2NA 89 83,2 86
HisSer2NA 17,1 - -
HisPhe2NA 24,1 - -
LysAla2NA 38,9 42,7 40,8
GluHis2NA 9 - -
GlyPhe2NA 5,4 - -

Z Tpo3 8] *u%o+SE $SvenzitdaCaDPPHHIS(Tablica 3.4V } 1]A v} %}l Tpig v i }oip
*% J(] VH %o %3] Ivp supsiratvGi&rg@NA. Dobiveni rezults i v } I1JA v i E i
pokazano da proteini porodice DPPIII najbolje hidroliziraju sintetski supstrairg@NA3® 40 4INo i
uz sipstrate ArgArg2NA, PheArg2NA i PreArgTE % ] (peptidazna aktivnost enzima

WW/// i Tvli}Pv P v u}l E ] A P vilu %o}l Tpi % ](] v}*S %od
jednomsintetskomsupstratu Enzin CaDPPIII u usporedbi s ljudskswim ostalim ispitanim enzimima
i Iv  iv} v *% ](] vPijaftadEdnim supstratima s]* Jv(}@&u ]i ] u}Pp ] upIE)
n e% J(] v}ie3] vi]u VétdtskinrlOEP I supstratintobiti sv I}v Ei “ A vi

kristalne strukture ovog enzima.
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3.4.5. Utjecaj efektora peptidaza na aktivhost CaDPPIII

Ispitivanje utjecaja efektora peptidaza na aktivhost enzima CaBEHRIlIprovedeno je
predinkubacijom smjese enzima, 50mal dnt® TrisHCI pufera (pH 7,0) i efektora, 20 minuta na sobnoj
temperaturi (Tablica 3.5.X E I}v Jvip ]i } 1 ulvps v Al } vi ep%eSE S
koncentracije od 40 uM i proveden je standardnidtohetrijski test aktivnosti. Ispitan je utjecaj 4s4
-ditiodipiridina (DTDPJ}v v I}v VvSE& ]i M,1}8heddwf), p-hidroksimerkuribenzoata
(pHMB) (Jumol dn®), EDTA (16mol dm?), o-fenantrolina (Immol dn®), jodoacetamida (IAM) (10
mmol dn3), ditiotreitola (DTT) (0,@mmol dm?®) i GSSH (reducirani glua disulfid, 0,035nmol
dm?3). s I}3v. v8E ]i ]8]}83E ]3}o }u § iy E -haftilamihalist)i%BBoip@gvi 1
razloga je ispitivanje njegova utjecaja na aktivnostiea provedeno predinkubacijom efektora i

viJu 11 u]vpd v e} v}i § u% €& SUE]JU v I}v P i pl & o]lA}S Jvip
reakcijsku smjesu.

Tablica3.5X hdi i (IS}YE % %3] | v Z] E}o]s8] |u-Hiks Phkegedgevi]u W
E o 3]JAv  I8]Av}eS p 9U p } viep v <% J(] vp I8]Av}e3s vi]u WW///

% aktivnosti

Efektor 1. mjerenje 2. mjerenje srednja vrijednost
- 100 100 100
DTDP 44,5 41,9 43,2
pHMB 82,2 93,2 87,7
EDTA 0 0 0
o-phenantrolin 0 0 0
IAM 16,4 38,2 27,3
DTT 92,3 95,3 93,8
Ispitivanjem utjecaja kelatora metala EDTAo-i( v vEE}o]v v | & 0]8] Ilp 18]Av}es
% }SAE v} i e & ] }Yus3o}vVvIiJupi @ spup}A A | 03}E %}3% uv}

kao i druge proteineve porodice %o } “ Sgdisocijacijom metalnog ion& aktivnog mjesta potpuno

gubi aktivnost enzim& 3% 4'Poznato je da tiolni reagensi, inhibitori cisteinskih proteaza birdiju

proteine porodice DPPIf| te je pokazano daulfhidrit 0} 1] GE rgagéns DTDP 1AM inhibiraju

protein CaDPPIIl } % ,D % E] ]*% ]S v]u .Stupanjdnt@bicijesufhidrit o}I]E in Ju
reagensima@ P ve]Ju }A]e] } % E}S JvuU ulPp } i f“viwvi JvZ] 111 i p %
grupe koja je esencijatnza aktivnost preko vezanja supstrataetalaili izravno u kataliziOvo

}oio“vivi o v]i viloi H eop ip %df nSa$amo dvaVolihska aminokiselinska

ostatka. Uz to, cisteini se nalaze ypentapeptidnom motiviektivnog mjest&kao “S} i S} eopn i |}
bilinog proteina PpNRakoiji je pokazana inhibiciiaHMBom.** D p§ ] u UmhnZenzinDPPIII koji

Ju 6 ]33 ]v U o] vli Vv g u}3JAu I8]JAV}P ui 3 U i § 1} @ }«i $0i]A
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d]}ov] *%}i dd i andshigitochkHYisnih metalopeptidaZakoji senajvjerojatnije A 1

naione Jvl ] § 1} JvZ] J& viJuX <« 1A “ A viJu %}l 1T v} i O1 I3]JA]GE

mmol dnm®DTT,“8} i } i “vih3u }u E pl Jitu Jepo(] v]Z ug biijolgolpii u} P

za dimerizaciju, a time i smanjenje aktivnosti ovog proteiiakoncentracijamaédTFa A Ju 3,0

mmol dni® 1A “ A vl]iohibiran* Pri koncentraciji DT& od 0,035mmol dm® ne dolazi do

Iv iv % & }peptidazne aktivnosti & 1]u WW/// “8} v]i v pu} ] i v} piluip]

postojanje svega dva cisteinska aminokiselinska ostatka u primarnoj strukturi proteina, te zanemariv

Hlv 1l } 8l usdov]Z]lv v % %3] Ivp I8]Av}esX

346. <]v 8] | ui & Vi % %3] kmaCaDRRHis3] v

<]V 811 %o %e&] Iv. E 1]i %E Vv i %}lu} g (Op}E enaftilgmind)P «A}isSA

'} “8} i }%]e v} p u $ E]Ji oJu 1] @&V} %udkal3.18) dobiven je mjerenjem
Jvd vi]8 § }3}%]v & Iodja)zjatilaminawsSEmol dn® TrisHClu pH7,0 pri 50°C.
Intenzitet fluorescencije izmjeren je za otopin@&ftilamina koncentracija: 0,001, 0,05, 0,1, 0,05, 0,1,
0,2, 0,5 i Jumol dn te za otopinu bez dodatka-2 (3]o u]v X /1 i v 1 pravca@\}P
TROUG/AE = TUIS66U JIE pv 8EVIP (Bl W& (A 1UIFi660 Rulo u

260

210

160 y = 256,7x + 3,0497
Rz =0,987
110

(o]
o

._Intenzitet fluorescencije
=
o

o
A
o

0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 1,1
[2NA] / uM

Slika3.18 Prikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije o koncentragiaftilamina.

Kinetika peptidazne aktivnosti proteina CaDPRi4 mjerena je uz supsate GIyArg2NA i Arg-2NA.
Za svaki supstrat provedena su tri nezavisna mjerémanziteta fluorescencije o vremenu pri
@& io] 18Ju 1}v VEE Jiu *p%+3SE 8 X }JA V] vP]] %E A
T EVIP % E A |1} ] * elrime éagmske reakcijéonstrukcijom Michaelis
D vs v] Jv]Z IE]A Wadlfoyih, pravaca (rezultati nisu prikazapiovjereno je odstupanje

rezulatata. Nlinearnom regresijom programor@raph Pad Prisibemo } E v  sijedAosti
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konstantaVimax, Keat, Kv i keartKm te su prikazani u Tabli@.6. Pikazi MihaelisD v§ v] Jv]Z |IE]JApoi

dobiveniprogramomGraph Pad Prism Denpoikazani swna SlicB.19.

Tablica3.6X s@E]i Vv}e3] I]v 8] 11Z % E u 8§ E %o %35] Iv-Hisiddohedimd] % E}S
v oJv Eviu E PE +]i}u «A]Z |]v §]GiphPadiRries Benmdodnaial

Supstrat Ku/ UM Vmax/ 102uM s Keat /s Keail Kn / 103 sTM?
GlyArg2NA  328,9+365 (2,83+0,19) 2,53+0,17 7.6
Arg-2NA 352+2,0  (3,44+0,05) 3,070,04 87,3

Slika 3.19 Prikaz MichaehdD v3§ v] Jv]Z IE]JApoi } JA v]Z v o]l]v Eviu E PE -]

~

E 1pos 8 %raphPad Prism Denpoograma. Kinetika peptidazne aktivnosti proteina
CaDPPHHis mjerena je uz supstrat GArg2NA (lijew) i Arg-2NA (desno).

K}veS v8 % |k} @eptidazne reakcijaiz supstrat GhArg2NA je oko 10 puta manja

nego uz supstrat AsggTE ~ “3} pl Tpi viJu WW/// |} ep%e-2BEdS| oo @E Y E]E
usporedbom Michaelisove konstanté&(s u}l + A] i §] i %}SE v % @k o]lv} ii 9
koncentracija supstrat®\rgp-2NA za postizanje polovice maksimalne brzine enzimske realgtije.

I loig |« u}l JIA «3] 11 %o@Ivis D] ]Z]20J<E]Apoi v 1}iJu « u}l Al
istom rasponu koncentracija supstrata, uzAige v }o 1] } 1 «] vi 8 i EIlV %o %o
E | ]i %E] o]lvA Aijusp@edbis krivuljordobivenomuz GlyArg2NA.
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d 0] TX6X he%}E 1lv §] 11Z % & u § Goteitla posadicelDPPIN Hiena) «S] %o

supstratu Arg2NA.<]Jv 3] |I] % & u SE] Zpu, bijidyi préteinaiAB.RPhetaiotaomicron
dobiveni su mjerenjem pri sobnoj temperaturi.

enzim Ku/ UM Keat /st Keat/ Km/ 10° sM?
hDPPIff 22+0,1 205+1,2 9,3
yDPPIff 12,01+ 1,7 0,18 £ 0,06 0,015
BtDPPI# 25+09 50£29 2,0
PpNDB32 10,6 £ 1,7 0,82 +0,18 0,0012
CaDPPIll 352%2,0 3,07 £ 0,04 0,0873

[ 1} 1lv 8] | ui G vi pl »PNR ySikBzana Et@lici 3.7. nisu izvedena oj is
S U% E SUE]JU pe%}E Iu I]v 8] 1]1Z % & u 38 E Jlu p % E}S Jv
u}l u} Al i §] i % E}S Jvp WW/// %}$E v Istogsupstbata zd}v
postizanje polovice maksimalne brzine enzimske reakciga ikonstanta brzine reakcije prvog reda

koja odgovara pretvorbi supstrata u produkts() usporediva s istom konstantom bakterijskog enzima

WA

vS E

iz B.thetaiotaomicron E E Av}U ui E vi i %}SE v} ]1A «8] % E] ]*3}i § u% E

parametri mali usporediti.
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4. « loip ]

1. K%3Jull ]i Z & E}0}PV 1% E ]i Jp®pEIzdNiA vi ]% %S]

2.

termofilne bakterijeCaldithrix abysgCaDPPIII)

a. /+*%]3 v eu Kentertrddje induktorav  le%e E *]ip WW/// ] uSAE v}
koncentracija induktorav = pSi Iv iv} v 1}0o] vl % @E I}ui EvV} |e%o!
rekombinantnog proteinav]3] v 1}o] Jvi % E}S Jv 1 }«8 o}P u Jviopul]is

b. < 1} % &} ]° A viu (Jv]§ &v}u |E}uNFARKEDN{ Jrileu dobived ]

%o E}S OV N 3B EIS v i} 3V} %E} ]* v § Ip Jvellu IE}uU &
Jeloip vi v JveSEpulwdjit %dA v vi P}An i°3}] WI}E |

%% E}S Jv i }JAV %E} ] Aviu S Ilp]vellu (Jv]s 8viu IE
instrumentu AKTA na sfirapkoloni] 1E}u $}PE (]i}u Jeloip vi v A7ii 1}o]

uz veliki gubitalproteinakoji jeagregiraa izgubio dio peptidazne aktivnosti.
C. ]  %}A 0 3}%0i]A}WSWA/E }E [J& iguotkinadriekloniran je

u plazmid za prekomjeu ekspresiju rekombinantnog proteina CaDPPIIl s afinitetnim

"Nd % EJAI sl}uU v} 8}%0i]lA}e8 ] % E} ]* A vi % E}S Jv V]
% 1(1 VvV % %3] Iv |15]Av}-CEDBRIE pila]je tri' pata manja od
I3]Av}e3] % E} 1“ v}BRDPRIEHI$S Hromjena koncentracije induktora

S 1} & v]i Iv iv}l usi o % [}o] Jvh % CE l}ui Ev}

rekombinantnog proteina GST WW///U v]8] v 1}o] Jvhy % E}3S v 1

inkluzijskim tijelima

Biokemijska karakterizacijalRPIl|

a. NaiA *% ]J(] v [13]Av}e3 % EHE izmjerena\aNu/dlavnoj elucijskoj
(E 1 1i] v I}V %E} ]* A vi v ATiBo#6AImdhigmgh vE4] i
Iv v} \opiostalih ispitanih proteina iz porodice DPPIII.
b. Nativnom elektroforezom{1} o ISE] v]u (}Ipe]E vi u %}l T v} i TR
%o E} 1“ Vviu HITEIP % EHis %} SIWWA/ E 10] 18 SEUISHEYV
} viev) Ali E i0] 18 (JEU % E}S Jv I1}i « & lo]lpip p ]I} o
c. ProteinCaDPPHHis je stabilamatemperaturamado 60°Cdok peptidazna aktivnost
v JAJe]l v iv}} S u% E SUE] U 3 U% E SHEVIU E *% vy }
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d.

DIPLOMSKI RAD

E iA *% ](] v 18]Av}es vi]Ju ]ol diE VrisHClypufierupH

ouiI U } 81 u$ ov]Z ]J}v v pusi ptidhanu dktiynest eazima
CaDPPHHiss | } “8} i &} sop i1} @EUP]Z % E}S Jv }A %}E} ]
ProteinCaDPPHHis %o} Tpi Iv  ivp [8]Av}es ~i v Iy Jo] A puv P}
ArgTE ¢ % @E u i} v-"}03]1d U] V]1Z *u%+3SE & ~v iAGly I58]Av}es
Arg2NA) te se time razlikuje od ostalih enzima iz porodice DPPIII koji pokazuju

vV iA g IS]AV]}e ArgAG2NA

Ispitivanjem utjecaja efektora peptidaza na aktivnost enzima CaBHR|pokazano

je da kelatori metala EDTA (10l dm®) i o-fenantrolin (1 mmol dnt®) potpuno

inhibiraju enzim. Sulfhidril 0} IJE in ] & P ve]ma div®) +AMi(L0 nmol

dm?3) inhibiraju protein CaDPPIII } % ,D ~mol.dnt®) pri ispitanim
koncentracijama Pri koncentraciji DTa od 0,035 rol dm® ne d}o 1] } Iv v
promjene peptidazne aktivnosti enzima CaDPPIII.

Mjerenjem kinetike peptidazne aktivnosti proteina CaDRMH i usporedbq

IJved v3 % ](] v}+81D ¥ g ]Jo]Z IEJApoi %o}l 1 v} i vi]
supstrat preferira Arg2NA, n} % }3E v i Iv v} A 1}Jv  VEE ]i *u%o:
postizanje polovice maksimalne brzine enzimske reakcije u usporedbi s drugim DPPIIIL.

Z Tpos 8] 3} uliel | & 18 E]l i WW/// %}SAE pip .

svrstati u porodicu enzima DPPIII.
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6. Dodatak

SlikaD1. Gel (10%) nakon SIPGEa uzoraka taloga (T) i supernatar(PE) akon indukcije
ekspresije 0,1 mmol diPTGom i lize stanica. Na gel su naneseni: uzorak frakcije koja se nije
Alo v (Jv]s Svp I}o}vp 8]i 1Ju % @E} 1“ A vi ~E<U op Jiel (E I ]i -
*U% Ev § v § }iv  Akonuihjidkdije ekspresije 0,25mol dnt® (1), 0,1 nmol drm? (2) i 1
mmol dn® (3) IPTG}uX E 0] JU D }iv A u E| EPag®Rljeo® Préstained
Protein Ladde(Thermo Scientific, SAD).

SlikaD2. Gel (10%) nakon SIPGEa uzoraka taloga [T supernatanta (PE) nakon indukcije
ekspresije 1 mol dnt® IPTGom i lize stanica. Na gel su naneseni: uzorak frakcije koja se nije vezala
v  (]Jv]3 Svp I}o}vu 8]i 1Ju % E} ] A vi ~EeU (E | ]i 8]i I}u J*%]E
proteina (W) teelu]isl (E | ]Ji ~ «X E +0] JU D }iv A uPEéRElet®o lpoel]Z 1
Prestained Protein Ladder
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SlikaDiX <E}u S}PE u 3]i 1}u %METrakoldnisupewnatanta nakon lize bakterijskih
stanica. Na apscisi je prikazan volumen puferde%.]@E vi p uo }l ep EA vlu E}i u }lv
frakcije. Na ordinati je apsorbancija u mAU detektirana pri 280 nm. Zelenom linijom prikazan je
gradijent imidazola od 10 mol dn® (100 % pufer za lizu) do 400wol dn® (100 % pufer za
ispiranje).

SlikaD4. Gel (10%) nakon SPBGE pI}E | (E | Ji 8]i IJu % E} ]* A vi & Ilp Jve

afinitetnom kromatografijom nadisTrapl}o}v]X @&}i u ep }iv v (E | ]Ji U E }u I}i]u

81i 1Ju % @E} 1* A vi S Ip Jvellu IE}u S}PE (]i}uXndlekuSkinDngday A u &
Page Ruler® Prestained Protein Ladder
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SlikaDA X <@E}u $}PE u §]i |}u %HEGad“16/60 Séphadex SAadoni uzoraka
HPup“ v]Z v I}v (]v]s 3V}P %lEyafkoloAi. Ma apscisi je prikazan volumen pufera
zaispirvi g uo 8 @&} ul}lv v (E I]i E }eo]i }u l}iJu ep «]Jo IJo =« I}
apsorbancijau mAU (engmili absorbance unjtdetektirana pri 280 nm.
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