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Popis kratica
A — Angstrom (1 A =107 m)

Asn - asparagin

APS — amonijev persulfat

Arg — arginin

DTT — ditiotreitol

GIn — glutamin

Glu — glutamat

Gly —glicin

GST — glutation S-transferaza

lle —izoleucin

IPTG — izopropil-f—D-1-tiogalaktopiranozid

Lys — lizin

MES — 2— (N-morfolino)etansulfonska kiselina

MBP — Maltoza vezuju¢i protein (engl. maltose binding protein)
Ni-NTA — nikal- nitrotriacetat

PEG - poli(etilen-glikol)

Phe — fenilalanin

PMSF — fenilmetilsulfonil fluorid

Ser — serin

SPG — pufer sastava: jantarna kiselina, natrijev fosfat monobazi¢ni monohidrat, glicin u
omjeru 2:7:7 (engl. succinic, phosphate, glycine buffer)

SDS - natrijev dodecilsulfat (engl. sodium dodecyl sulphate)
TBST- Tris puferirana NaCl i Tween 20 otopina (engl. Tris buffered Saline and Tween 20)
TEMED — N,N,N',N'-tetrametiletilen-1,2-diamin

Tris — tris(hidroksimetil)amino metan

V5 — epitop a podjedinice RNA polimeraze primatova parainfluenza virusa tipa 5



1. UVOD

Humani patogen, bakterija Helicobacter pylori, prezivljava i kolonizira ljudski probavni
sustav zahvaljujuéi svojoj pokretljivosti. Kretanje bakterije omogucéuju bicevi gradeni od niza
proteina za ¢iju su pravilnu ugradnju tijekom biogeneze zaduzeni dodatni proteini (Saperoni)
medu kojima je i protein FIgD. Bi¢ je graden iz tri dijela, bazalnog tijela, kuke i
izvanstani¢nog filamenta. ™ 23! FIgD je protein neophodan za pravilno sastavljanje kuke bica,
ali nije prisutan u novonastalom bi¢u. Smatra se da je to protein koji izgraduje kapu kuke bica
te je potreban za modifikaciju Stapica bazalnog tijelal™ 2.

Zbog izuzetne vaznosti proteina FIgD u pravilnoj strukturnoj organizaciji kuke i u kona¢nici
izgradnji funkcionalnog bic¢a pojavila se i potreba za njegovom strukturnom karakterizacijom
I boljem razumijevanju procesa u kojima sudjeluje. Eksperimentalni dio ovog diplomskog
rada ukljucuje ekspresiju proteina FlgD iz H. pylori (soja 26695) u sustavu bakterije
Escherichia coli, procis¢avanje te kristalizaciju pri raznim uvjetima radi dobivanja Sto
kvalitetnijih i vecih kristala za rentgensku difrakciju na jedinicnom kristalu. Konaéni cilj je
sakupiti difrakcijske podatake za odredivanje kristalne strukture monoklinske forme skrac¢ene
verzije proteina FIgD kako bi se isti strukturno okarakterizirao. Uz to ¢e se ispitati i stabilnost
proteina u otopini pri razli¢itim pH vrijednostima uz dodatak aditiva.



1.1. Helicobacter pylori

Helicobacter pylori je Gram-negativna mikroaerofilna bakterija spiralnog oblika, 2,5 do 5 um
duga i 0,5 do 1,0 pum Siroka (slika 1). # Ljudski E’e patogen prvi puta izoliran 1982. godine
zahvaljujuéi znanstvenicima Warrenu i Marshalu.® * ® Danas je opée prihvaceno da je H.
pylori jedan od uzro¢nika kroni¢nog gastritisa tipa B te da je mogu¢ faktor koji dovodi do
nastajanja  zeluCanih cCireva ili krajnje nepozeljnih malignih oboljenja gornjeg
gastrointestinalnog trakta.’® Zbog velike uloge u oboljenjima gornjeg gastrointestinalnog
trakta 1 brze izmjene geneti¢kog materijala koji uzrokuje rezistenciju H. pylori na antibiotike,
[3.5.7] pojavila se potreba za pronalaskom alternativnih lijekova. Istrazivanja su usmjerena na
proteine koji bakteriji omogucéuju prezivljavanje u ekstremnim uvjetima i ujedno su faktori
zaduzeni za virulenciju i kolonizaciju te se od njezinog otkri¢a do danas iscrpno istrazuju.

Slika 1. H. pylori snimljena pod elektronskim mikroskopom!®!

1.2. Faktori kolonizacije i virulencije

Aktivnost enzima ureaze, pokretljivost pomocu biceva, detoksifikacija i homeostaza metalnih
iona su faktori koji omoguc¢uju H. pylori kolonizaciju sluznice Zeludca éovjeka[s’ %101 daljnje
preZivljavanje u ekstremnim uvjetima unutar Zeludca.

1.2.1. Ureaza

Ureaza je enzim koji katalizira cijepanje ureje na amonijak (NH,) i ugljikov(iv) oksid (CO,).
Javlja se kao heksamer sastavljen od dvije podjedinice (stehiometrije 1:1) u ¢ijem je aktivhom
mjestu smjesten ion nikla (Ni**).®l U H. pylori ureaza je u velikim koli¢inama prisutna u
vanjskoj stani¢noj membrani 1 u citoplazmi[g] gdje obavlja istu kataliticku funkciju, ali s
razli¢itom namjenom. Zahvaljujuéi svojoj kataliti€¢koj aktivnosti pri niskim koncentracijama
ureje ureaza osigurava neutralni mikrookoli§ oko bakterije i omoguéuje Zivot na mjestima
. . .. C o 2. 1. [3,5,9,10]
niskog pH zbog kemijske reakcije neutralizacije Zeluane klorovodi¢ne kiseline. I sam
produkt razgradnje ureje, amonijak, je Stetan za ljudski organizam te pridonosi, uz kataliticku
aktivnost enzima, upalnim procesima.



1.2.2. Homeostaza metalnih iona i detoksifikacija

Kao i u svih mikroorganizama, tako i u H. pylori, potreba za mikroelementima poput

. . 2+ s 2ty ¢ s .. . oy . .
prijelaznih metala (Fe“", Ni“", Cu“") i njihova stroga regulacija unosa i skladiStenja osigurava
joj ne samo pravilno funkcioniranje metabolizma ve¢ 1 omoguéuje prezivljavanje u
ekstremnim uvjetima koji vladaju u zeludeu. M Ni?* je bitan za kataliticku aktivnost ureaze
dok je u kombinaciji s Fe** bitan dio [Ni**~Fe®*] hidrogenaze. Oba enzima svojom aktivnogéu
omogucuju kolonizaciju, a njihov nedostatak izaziva ekspresiju faktora Virulencije.[lo] Proteini
Fur, ovisan o Fe2+, i NikR, ovisan o Ni2+, glavni su proteini zaduzeni za homeostazu iona i
kontrolu rada feredoksin oksidoreduktaze i feredoksina koji igraju ulogu u rezistenciji na
antibiotike te u inicijaciji ekspresije proteina zaduzenih za biogenezu biCa i ostalih
kolonizacijskih faktora.l”

1.2.3. Pokretljivost

Istrazivanjem nepokretnih mutanata H. pylori dokazano je da su nesposobni za kolonizaciju i
invaziju Zeludca S$to je uvrstilo pokretljivost, uz prethodno spomenute ¢imbenike, medu jedan
od bitnih kolonizacijskih faktora i faktora virulencije.’®! Pokretljivost bakteriji H. pylori
omoguéu[je kretanje iz lumena kroz viskozni mukozni sloj do epitelnih stanica zelucane
sluznice.’ Dva do 3est bideva ¢ine snop™Y i omoguéuju pokretanje bakterije H. pylori. Bigevi
su smjesteni polarno, dugi su 30 nm i debeli 2,5 nm te zavrSavaju karakteristi¢nim
zadebljanjem koje je nastavak zastitnog omotaca.’! Zastitni omotad je graden od
%illl)opolisaharida u koji su umetnuti proteini koji sastavom podsjecaju na vanjsku membranu.

Kao 1 u vec¢ine bakterija, bi¢ je graden od bazalnog tijela 1 kuke na koju se nastavlja
filament [1,2,3,9,12,13]

1.3. Grada bica

Kao $§to je ve¢ navedeno, bazalno tijelo, kuka i filament su osnovni dijelovi bica (slika 2).

Spojnica

1iC 50 000 FIiC manamer

.
Flgi, ) Fabo
‘! Flament 2§ aghs=3:

Centralni eksportni kana/

FIgE, 5
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Slika 2. Grada bica u bakteriji Salmonella sp. sa svim pripadaju¢im proteinima*!



1.3.1 Bazalno tijelo

Struktura koja se proteze kroz citoplazmatsku membranu, periplazmu i vanjsku membranu je
osnovna jedinica bica i naziva se bazalno tijelo.l”) Kroz bazalno tijelo se prenosi moment sile
koji rotira bi¢ oko svoje osi te ga pokreée.[lz] Za vrijeme biogeneze bicCa, zahvaljujuci
translokacijskom aparatu sekrecijskog sustava tipa 3 (engl. T3SS), kroz bazalno tijelo se
prenose nativni i djelomi¢no smotani proteini koji grade i sudjeluju u izgradnji kasnijih
strukturnih jedinica bica - kuke i filamenta.l” ¥ Bazalno tijelo je gradeno iz dva dijela: baze te
Stapicastih i prstenastih struktura (slika 3). Baza je sastavljena od C i MS prstena uz koje su
asocirani proteini sekrecijskog sustava tipa 3. Zatim se nastavlja Stapicasta struktura bazalnog
tijela (od unutraSnje membrane kroz per'[plazmu), te P (umetnut u peptidoglikanskom sloju) i
L prsten (umetnut u vanjskoj membrani).™

FlaA
Ekstracelularni
Filament FlaB
Kuka FlgE FlgH (L-prsten)
- ™ Vanjska
membrana
g . FlgG
Stapic i FlgF Flgl (P-prsten)
prstenaste (s ]
strukture Peptidoglikan
Bazalno
tjelesce
d MotB
™ Unutarnja
membrana
Baza [ Tass

FIhA FliO

[ Flim FIhB FliP

— — FliQ FliR

Slika 3. Pojednostavljena grada bi¢a u H. pylori'®
1.3.2. Kuka

Kuka je cilindri¢na struktura koja povezuje bazalno tijelo i filament bica. Gradena je
isklju¢ivo od viSestrukih kopija proteina FlgE[Q] 1 sluZi kao univerzalni zglob.m] U slucaju
vrste roda Salmonella, kao i u H. pylori, kuka je bitna da bic¢evi koji tvore snop funkcioniranju
kao jedinstvena cjelina prilikom pokretanja. Kuka se sastoji iz tri domene; na povrsini je
vanjska domena, a zatim se nastavljaju srednja domena te unutarnja jezgrena domena.™?



1.3.3 Filament

Filament je struktura koja koristi moment sile motora (statora i rotora) za helikalne pokretel®
2l'{ u kona¢nici uzrokuje pokretan%'e bakterije. U H. pylori je graden od vise kopija dvaju
monomera, flagelina FlaA i FlaB.P ¥ Stehiometrijski omjer ova dva proteina u filamentu
nikada nije 1:1 ve¢ se smatra da varira ovisno o okolisnim faktorima. To omogucuje
izgradnju bica posebnih karakteristika Sto je uzrok efikasnijem i mnogo boljem pokretanju
bakterije u viskoznom mediju.!”) Flagelini bi¢a su, uz veliki broj ostalih proteina H. pylori,
visoko glikozilirani®®, a glikozilacija pseudamini¢nom kiselinom C9 Secera je esencijalan
proces prilikom formiranja funkcionalnog bi¢a.) Mutanti kojima nedostaje jedan od enzima u
biosintetskom putu pseudamini¢ne kiseline bakterije su nepokretni i ne posjeduju mogucénost

kolonizacije.

1.4. Strukturne razlike bi¢a u bakterija Helicobacter pylori, Escherichia coli i
Salmonella sp.

Kako H. pylori, E. coli i Salmonella sp. spadaju u Gram-negativne bakterije, grada bica im je
vrlo sli¢na, ali ipak postoje manje razlike u sastavu i veli€ini proteina koji ga izgraduju.
Morfoloski gledano, E. coli ima peritrihan raspored biceva, to jest bicevi su rasporedeni po
cijeloj bakterijskoj stanici u svim smjerovima, dok Salmonella sp. i H. pylori imaju lopotrihan
raspored biceva, snop biceva je smjeSten na jednom polu bakterijske stanice. Filamenti bica E.
coli i H. pylori su gradeni iz dva monomera flagelina u razli¢itom omjeru, FlaA i FlaB, dok je
filament Salmonella vrsta graden iskljutivo od monomera flagelina FILC!® daju¢i
homopolimernu strukturu filamenta. Unato¢ ¢injenici da se FlaA i FlaB proteini razlikuju u
aminokiselinskom slijedu i po drugacijoj funkciji od FIgE, modeli njihovih 3D struktura
pokazuju da zauzimaju vrlo sli¢nu prostornu konformaciju.[g] Uocene su i razlike u strukturi
proteina statora, MotB, izmedu H. pylori i Salmonella sp. $to upucuje na drugaéiju
organizaciju MotB proteina unutar membrane. Proteini zaduzeni za regulaciju motora bica,
sklopka (engl. switch), u bakterija E. coli i Salmonella broje tri ¢lana (FliG, FliM i FliN), dok
je u H. pylori pronaden jos jedan (FIiY)™ $to bi moglo upuéivati na kompleksniju regulaciju
prilikom gibanja bakterije prema odredenim kemijskim komponentama u okoliSu. Velike
razlike su pronadene i u primarnoj strukturi proteina FIgE koji izgraduje kuku bica. Protein je
sa svojih 718 aminokiselina gotovo duplo veéi, no u ostalih bakterijskih vrsta.”” ™! Poklapanje
aminokiselinskog slijeda proteina FIgE iz H. pylori i proteina FIgE iz E. coli iznosi 36%, dok
je poklapanje s proteinom FIgE iz Salmonella 35%.! Ova razlika govori o tome da bi
povecan broj aminokiselina mogao omoguditi efikasnije slaganje monomera prilikom
sastavljanja kuke u ekstremnim uvjetima u kojima Zivi H. pylori.*? Takoder kuka je i
robusni{%]strukture u H. pylori $to je vrlo vjerojatno prilagodba za pokretanje u viskoznom
mediju.

1.5. Sastavljanje kuke

Nakon formiranja bazalnog tijela sto ukljucuje sastavljanje P i L prstena i skidanje kape sa
§tapic’a[12] slijedi izgradnja kuke bi¢a (slika 4). Kako bi se kuka $to preciznije izgradila, osim
monomera FIgE kogi strukturno izgraduje kuku bica, potrebna su jo§ tri dodatna proteina —
FIiK, FIhB i FIgD.®! FliK je protein koji je zaduZen za mjerenje tocne duljine kuke™, dok je
FIhB dio sekrecijsko? sustava tipa 3" ¥ i u interakciji s FIiK kontrolira sekreciju FIgE koji
izgraduje kuku bica.l? U organizmima s mutiranim proteinima FIiK i FIhB dobivaju se
fenotipi s viSestrukim kukama koji mogu biti bez filamenta ili s filamentom. % FIgD je
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protein koji izgraduje kapu kuke bica te je zaduzen za kontrolu ugradnje pravilnog broja FIgE
monomera koji izgraduju kuku.!” Medutim nakon $to se kuka strukturno do kraja izgradi nije
viSe prisutan u bicu.! U FlgD mutanata ne dolazi do izgradnje kuke™ sto govori o velikoj
vaznosti ovog proteina u biogenezi i sastavljanju kuke bica.

® ® ® ®

FigB
FigC

2NN FIgF 7% FigG el figA
PG FE? FIE? o Fig!
%IllleM —_— s — A —
MS- prsten/ Proksimalni Distalni Stapi¢/ Kapa kuke
Sklopka dio stapic dio $tapié¢ (modifikacija Stapica)
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: 2 e
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fliA 3 @
FigH FigK WX FigL FIiD FliC
PR—— —_— 4
L- prsten Prvi protein
kuka-spojnica filamenta )
(skidanje kape kuke) Filament

Slika 4. Shematski prikaz sastavljanja strukturnih dijelova bi¢a u bakteriji Salmonella!™!

1.6. FigD

Protein FlgD formira kapu kuke bi¢a te uz pomo¢ proteina FliK kontrolira pravilnu
polimerizaciju FIgE monomera, spr]jeéava njihovu disocijaciju u okolni medij i kontrolira
dqu]inu kuke prilikom izgradnje.’? **¥! Vazno je naglasiti da FlgD nije dio novonastalog bical™
213 ye¢ se uklanja uz pomo¢ FlgK prije izgradnje filamenta §to je jasan dokaz da je njegova
funkcija iskljucivo bitna prilikom sastavljanja kuke!™ %, Osim toga pretpostavlja se da FigD
igra ulogu kao protein koji modificira Stapicastu strukturu bazalnog tijela.

U H. pylori soju 26695 protein FlgD broji 301 aminokiselinu®® te strukturno jo3 uvijek nije
okarakteriziran. Do danas su rijeSene kristalne strukture proteina FlgD iz Xanthomonas
campestris (XcFlgD, PDB KOD 3C12,%) i Pseudomonas aeruginosa (PaFlgD, PDB KOD
3OSV,[2]) i sliénost njihovih primarnih sekvenci iznosi 55% (75/134 aminokiselinskih
ostataka unutar sekvence), a sli¢nost strukturnih modela iznosi rmsd = 2,441 A za 106 C,

atoma. Strukturno oba proteina sadrZe slicne motive Tudor 1 fibronektinske domene III (FnlIlI)
(slika 5).



Slika 5. Preklopljene kristalne strukture PaFlgD' (ruzicasto) i XcFlgD*¥ (zeleno)



2. TEORIJSKA OSNOVICA

Kako bi se doslo do konacnog cilja dobivanja Cistog proteina koji se tada moze koristiti u
svrhe razlicitih istrazivanja bitno ga je procistiti nakon izolacije iz modelnog sustava. Svaki
protein je jedinstven svojom strukturom i aktivno$¢u te je vrlo bitno primijeniti pravilne
tehnike prociS¢avanja pomocu kojih ¢e isti ostati u nativnoj konformaciji 1 zadrzati svoju
aktivnost. Uz sve to bitno je i ne izgubiti na koli¢ini prilikom procis¢avanja kako bi dobivena
koliCina bila dostatna za predvidene svrhe.

2.1 Transformacija i uzgoj transformiranih stanica

Danas se za dobivanje velike koli¢ine proteina uvelike koriste modelni organizmi, dok se
nesto rjede koriste tkiva. NajcesS¢e koriSten modelni organizam, kao i u ovom diplomskom
radu, jest bakterija E. coli. Bakterijski soj BL21 (DE3) koristen je za kemijsku transformaciju
i transformaciju elektroporacijom. Transformacija stanica, bila ona kemijska ili
elektroporacijska, koristi isto nacelo stvaranja pora u membrani bakterijskih stanica kako bi
kroz njih u stanicu usao vektor s ugradenim genom od interesa, u ovom slucaju flgD gen iz H.
pylori soja 26695. Nakon kratkotrajnog Soka, protoka elektri¢cnog impulsa ili toplinskog Soka,
bakterije se stavljaju u teku¢i hranjivi medij u inkubator na odgovarajucoj temperaturi uz
potresanje. Sljedeéi korak je izlijevanje bakterijske suspenzije na plocu s krutim medijem u
koji je prethodno dodan antibiotik. Preko no¢i na plo¢i se umnoze samo transformirane
stanice to jest kolonije na plo¢i su nastale od stanica koje su uspje$no primile plazmid s
genom od interesa i mogu se koristiti dalje za prekomjernu ekspresiju proteina.

2.2 Razbijanje bakterijskih stanica (homogenizacija)

Kako bi se izolirao prekomjerno eksprimiran protein, stanice se iz velikog uzgoja obaraju
centrifugiranjem. Postoje razli¢iti nacini kako razbiti stanice i do¢i do proteina koji je sadrzan
u citoplazmi. Kemijski se stanica razbija primjerice koriStenjem deterdZenata, a fizikalno
moze biti mehanicko pomocu staklenih kuglica ili noZeva, propustanjem suspenzije stanica
kroz uski prolaz, usitnjavanjem u tarioniku materijala tretiranog teku¢im duSikom te
koriStenjem ultrazvuka (sonikacija). Bakterijske stanice ucinkovito se razbijaju sonikatorom
koji koristi zvucne valove visoke frekvencije za razbijanje stani¢ne stijenke i citoplazmatske
membrane. Prije sonikacije stanice se resuspendiraju u Zeljenom puferu uz mogu¢ dodatak
lizozima i inhibitora proteaza. Soniciranje se odvija na ledu u intervalima: nakon minute
sonikacije slijedi prekid rada jednakog trajanja da se sadrzaj koji se obraduje ne bi pretjerano
zagrijao 1 oStetio proteine. Dobivena mutna suspenzija razbijenih stanica se centrifugira kako
bi se topljiva proteinska frakcija odvojila od stani¢nog lizata u talogu.

2.3 Tehnike prociS€avanja proteina

Na temelju karakteristi¢nih svojstava svakog proteina iz supernatanta se mogu razli¢itim
nacinima odvojiti topljivi proteini. Najc¢eS¢e koriStena svojstva proteina za razdvajanje jesu
njihova veli¢ina, naboj, oblik, topljivost pri razli¢itim pH vrijednostima, temperaturi, sastavu
otopine 1 drugim faktorima. Kromatografske metode na koloni su najzastupljenije u
pro¢is¢avanju proteina. Kolona je punjena stacionarnom fazom, najeS¢e poroznim
materijalom posebnih karakteristika, dok se kroz kolonu propusta mobilna faza. Kolona se
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prije nanoSenja proteinskog ekstrakta uravnotezi odredenim puferom. Vezanje proteina na
kolonu je nekovalentne prirode te ovisi 0 odabranom svojstvu proteina na temelju kojeg se
razdvaja iz smjese (naboj, veli€ina, topljivost, afinitet spram stacionarne faze, itd.). Za potrebe
ovog diplomskog rada koriStene su afinitetna kromatografija i gel filtracija. Kontrola uzgoja i
ishod svake kromatografije pracen je elektroforezom proteina u poliakrilamidnom gelu u
prisutnosti natrijevog dodecilsulfata (engl. SDS-PAGE). Nakon dobivanja ¢istog proteina i
prije kristalizacije protein je uguséen ultrafiltracijom, a koncentracija mu je odredena
spektrofotometrijski.

2.4.Kromatografske metode

Nakon sto je dobiven proteinski ekstrakt koji sadrzi protein, kre¢e se u njegovu izolaciju i
procis¢avanje od ostatka proteina u smjesi. Gen flgD ugraden je u vektor pETite (Lucigen)
tako da nakon ekspresije nastaje fuzijski protein koji na C—kraju sadrzi heksahistidinski
privjesak (Hisg) koji mu omogucuje procis¢avanje metodom afinitetne kromatografije.

2.4.1. Afinitetna kromatografija

Pomoc¢u ove metode odvajaju se proteini koji imaju visok afinitet vezanja za stacionarnu fazu,
a najceSCe su to proteini obiljezeni raznim privjescima (engl. —tag) (His—privjesak,
GST-privjesak, MBP—privjesak, V5—privjesak, itd). Za odvajanje proteina koji su obiljezeni
histidinskim privjeskom, kao i u slu¢aju FlgD, koristi se Ni-NTA (Nikal-nitrilotriacetatna
kiselina) agaroza. U strukturi smole Ni-NTA, dva od ¢etiri koordinacijska mjesta iona nikla
zauzimaju atomi duSika trinitriloacetatne kiseline. Preostala dva koordinacijska zauzimaju
molekule vode. Budu¢i da su histidinski privjesci bogati atomima dusika, oni lako ostvaruju
koordinacijske veze s niklovim ionima. Zahvaljuju¢i tome proteini s histidinskim privjeskom
se nekovalentnim interakcijama vezu na smolu dok ostali proteini slabijeg afiniteta prema
smoli prolaze kroz nju prilikom ispiranja. Smola se prije koriStenja ispire vodom 1 uravnoteZzi
puferom nakon Cega se kroz nju propusta proteinski ekstrakt. Ispiranje se vrsi puferom koji
sadrzi nisku koncentraciju imidazola kako bi se sa smole isprali proteini koji su nespecifi¢no
vezani na nju. Pove€anjem koncentracije imidazola u puferu omogucuje se efikasno skidanje
vezanog proteina sa smole. Interakcije izmedu smole i proteinskog privjeska slabe zbog sve
veceg broja molekula imidazola koje konkuriraju za koordinacijska mjesta iona nikla u smoli.
To dovodi do ispiranja proteina sa smole.

2.4.2. Gel-filtracijska kromatografija

Gel-filtracijska kromatografija odvaja Cestice unutar smjese samo na temelju njihove veli¢ine.
Ovim postupkom je uvelike smanjeno oStecenje proteina jer ne dolazi do stvaranja interakcija
izmedu stacionarne faze i proteina. Osim proc¢iS€avanja proteina, moze se vrsiti izmjena
pufera u kojem se nalazi protein. Stacionarnu fazu najceS¢e €ine porozne granule razli€itih
dimenzija. Granice veli¢ina proteina koji se odvajaju na koloni odredene su dimenzijama
poroznih granula te se krupnije granule koriste za razdvajanje proteina visokih molekulskih
masa i preparativne svrhe, dok su sitnije rezervirane za proteine nizih molekulskih masa i
analiticke svrhe. Prolaskom proteinskog uzorka kroz kolonu proteini ve¢e molekulske mase,
brze se kre¢u izmedu pora stacionarne faze te prije napuStaju kolonu, a proteini nize
molekulske mase sporije putuju kroz stacionarnu fazu kolone te kasnije izlaze iz kolone.
Razdvajanjem se dobivaju proteini od najve¢ih do najmanjih molekulskih masa. Vrijeme
zadrZavanja proteina na koloni, retencijsko vrijeme, sluzi za odredivanje relativne molekulske
mase proteina. Kako bi se odredila relativna molekulska masa proteina kroz kolonu se pustaju
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proteini poznatih molekulskuh masa te se na temelju njihovog zadrzavanja na koloni i izlasku
s nje dobiva krivulja pomo¢u koje se odreduje relativna molekulska masa istrazivanog
proteina. Prolazak uzorka kroz kolonu pracen je promjenom apsorbancije pri 280 nm, a
protein se sakupljao u tubice na automatskom sakupljacu uzoraka.

2.4.3. Sustav za proc¢i§éavanje proteina AKTA

AKTA je sustav za brzu kromatografiju proteina u teku¢éem mediju ili FPLC (engl. Fast
Protein Liquid Chromatography). U ovom sustavu se mobilna faza protiskuje kroz kolonu
pod zadanim tlakom i temperaturom. Stacionarna faza u Superdex 200 10/300 koloni su
nestlacive kuglice (staklene ili plasticne) oblozene visoko umrezenom agarozom na koju je
kovalentno vezan dekstran. Uredaj je povezan sa suceljem na racunalu u kojemu se zadaju
uvjeti kromatografije i pomocu kojeg se prati tijek iste. Ovo omogucuje vrlo efikasno i brzo
odvajanje proteina.

2.5. Uguscivanje proteina

Nakon §to je gel-filtracijom dobiven vrlo Cisti uzorak proteina, za potrebe Kristalizacije isti
treba ugustiti do odgovaraju¢e koncentracije. Sustav za ultrafiltraciju sadrzi hidrofilnu
celuloznu membranu odredene veli¢ine pora koja propusta molekule manjih relativnih
molekulskih masa od one definirane veli¢inom pora.

2.6. Elektroforeza proteina u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog
dodecilsulfata (engl. Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis,
SDS-PAGE)

Nakon svakog postupka izolacije proteina dobro je naciniti diskontinuiranu SDS-PAGE
elektroforezu kako bi se pratila ¢istoca 1 veli€ina proteina u dobivenom uzorku. Elektroforeza
se temelji na kretanju nabijenih Cestica u elektricnom polju. Ona se za proteine izvodi u
poliakrilamidnom gelu koji poput sita odjeljuje proteine isklju¢ivo po njihovoj masi.
Variraju¢i postotak akrilamida/bisakrilamida (@aa/bis) u gelu postize se razli¢it stupanj
umrezenja molekula 1 omogucuje se razdvajanje molekula viSih 1 niZzih molekulskih masa.
Kako bi se postigla uniformnost molekula u uzorku, uzorak se tretira natrijevim
dodecilsulfatom (engl. Sodium dodecyl sulphate, SDS). SDS je deterdzent koji denaturira
proteine. Broj molekula SDS-a vezanog na protein po njegovoj jedinici mase je konstantan,
1,4 g SDS na 1 g proteina, dok naboj dolazi isklju¢ivo od SDS-a. Ova dva svojstva SDS-a
omogucuju proteinima da imaju isti omjer naboja i mase te zauzimaju linearnu konformaciju
Sto ih isklju¢ivo razdvaja na temelju njihove mase tijekom elektroforeze. Diskontinuirani
sustavu elektroforeze govori o tome da se za pripravu gelova i tijekom elektroforeze koriste
puferi razli¢itih pH vrijednosti. U sustavu gel za sabijanje je pH vrijednosti 6,8, gel za
razdvajanje pH vrijednosti 8,8, a elektrodni pufer ima vrijednost od pH 8,6. Vrijednost pH u
puferima za gelove dolazi od Tris—HCl-a. Gel za sabijanje je nizeg postotka aa/bis, a gel za
razdvajanje viSeg postotka aa/bis. Aminokiselina glicin glavni je sastojak elektroforetskog
pufera, te ¢injenica da pri razli¢itim pH vrijednostima glicin ima drugaciji ukupni naboj,
promjena vrijednosti pH unutar gelova omogucuje sabijanje proteinskog uzorka. Kada se
sustav upogoni negativno nabijene molekule glicina iz elektroforetskog pufera ulaze u gel za
sabijanje gdje prelaze u zwitterion oblik, ukupan naboj im postaje nula. Zbog gubitka naboja
molekule glicina se pocinju kretati vrlo sporo, dok u drugu ruku disocirani ioni CI’, iz
Tris—HCI pufera, se kre¢u velikom brzinom u elektricnom polju tvoreci liniju koja se krece
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ispred molekula glicina. loni CI™ tvore vrlo usku liniju sa uskim voltaznim gradijentom koja
povlaci za sobom neutralne molekule glicina Sto u konacnici ¢ini dvije uske linije migriraju¢ih
iona. Kako su proteini unutar gela svojim nabojem izmedu dva ekstrema, brzo migriraju¢ih
Cl iona i sporih neutralnih molekula glicina, oni se koncentriraju u uskoj liniji izmedu njih.
Ovaj proces se dogada sve dok linija ne dode do gela za razdvajanje. Kako je vrijednost pH
8,8 u gelu za razdvajanje, molekule glicina prelaze u negativno nabijeni oblik te prolaze
proteinski uzorak puno brze, ostavljajuéi proteine u uskoj liniji izmedu dva gela. Zahvaljujuéi
vecem postotku aa/bis gela za razdvajanje, proteini se po¢inju razdvajati isklju¢ivo na osnovi
svoje molekulske mase. Za potrebe detekcije proteina FlgD koristeni su gelovi razli¢itog
postotka aa/bis. Gelovi veceg postotka (20% aa/bis) se koriste za odredivanje relativne
molekulske mase proteina FIgD, a oni nizeg postotka (16% aa/bis) za kontrolu cistoce i
koli¢inu proteina u frakcijama nakon svake kromatografske metode.

2.7. Metoda 'Western blotting'

'Western blotting' (WB) je tehnika pomoc¢u koje se detektiraju proteini. Proteini se prvo
razdvajaju na gelu, SDS-PAGE elektroforezom nakon ¢ega se prenose na membranu Visokih
retencijskih svojstava i afiniteta prema proteinima. Elektroforetski prijenos proteina moze biti
mokri ili polusuhi. Polusuhi prijenos odvija se u posebnim uredajima za polusuhi prijenos dok
se mokri provodi u elektroforetskim kadicama. Princip prijenosa je isti kao u SDS PAGE,
negativnho nabijeni proteini putuju prema pozitivno nabijenoj elektrodi. Proteini se
zaustavljaju na membrani koja ima visok afinitet prema proteinima i visoka retencijska
svojstva. Uz nitroceluloznu membranu moze se koristiti i PVDF (polivinil difluorid)
membrana. UspjeSnost prijenosa provjerava se reverzibilnom bojom za detekciju proteina.
Kako bi se smanjilo nespecificno vezanje protutijela i pozadinsko bojanje membrane, ona se
blokira pomoc¢u BSA (engl. Bovine serum albumin) ili obranog mlijeka u prahu u TBST
puferu. Membrana se tretira primarnim protutijelima, a potom sekundarnim protutijelima.
Primarna protutijela prepoznaju specifican topos proteina (privjeske, fosfatne skupine,
dijelove domena itd.), dok sekundarna protutijela prepoznaju primarna. Sekundarna na sebi
imaju vezan protein, najée$ce peroksidazu iz hrena (HRP, engl. horseradish peroxidase), koji
zahvaljujuéi svojoj aktivnosti daju produkt koji je moguce detektirati u tamnoj komori na
filmu. Na filmu se vidi polozaj proteina od interesa. Ovo je semikvantitativna metoda za
detekciju proteina.

2.8. Ogranic¢ena proteoliza tripsinom

Tretiranje proteina proteazama koristi se kako bi se unutar uredene strukture proteina uklonile
fleksibilne omée koje mogu otezavati Kristalizaciju proteina. Prilikom slaganja molekula
proteina u pravilnu kristalnu strukturu, om¢e mogu ometati nastanak uredene strukture zbog
velikog stupnja slobode, dok se u njthovom odsustvu protein moze efikasnije 1 brze posloziti u
uredenu strukturu. Protein i proteaza se mijesSaju u omjeru u kojem koncentracija proteaze nije
dostatna da u potpunosti degradira protein, ve¢ samo moze zahvatiti fleksibilne dijelove
proteina koji nisu unutar domena, ostavljaju¢i gusto pakirane dijelove intaktnim. Problem
moze nastati ako su unutar fleksibilnih om¢i aminokiseline koje igraju bitnu ulogu tijekom
katalize, kao $to je KMSK fleksibilna omc¢a kod TyrRS, ili sudjeluju u interakcijama s ostalim
proteinima. Ograni¢ena proteoliza tripsinom se izmedu ostalog koristi u kulturi animalnih
stanica 1 tkiva kod presadivanja i razrjedivanja kulture. Tripsin degradira proteine pomocu
kojih su stanice adherirane za podlogu te ih oslobada u medij.
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2.9. Kristalizacija makromolekula

Za odredivanje kristalne strukture proteina prvotno je potrebno prirediti jedini¢ne kristale
zeljenog proteina. Kristalizacija proteina iziskuje koriStenje proteina zadovoljavajuée Cistoce
u koncentraciji 3-50 mg mI~%.*!

Nakon S$to se uspjesno dobije kristal proteina njegova se struktura odreduje koriStenjem
rentgenske difrakcije na jedinicnom kristalu. Kako bi kristal proteina $to bolje difraktirao
potrebno je da bude dovoljno velik (0,05 mm ili veéi) iako se danas koriStenjem
sinkrotronskog zratenja mogu snimati i manji kristali.® Dobivanje strukture proteina
pomocu ove metode moze pomoc¢i i u istrazivanjima funkcije istrazivanog proteina.

2.9.1. Osnove kristalizacije proteina

Cistoéa uzorka je vazan ¢imbenik uspje$ne kristalizacije proteina. Kada su zadovoljeni
aspekti biokemijske i strukturne &istoce!, to jest kada molekule s jedinstvenom
molekulskom formulom i konformacijom prevladavaju u otopini protein je spreman za
koriStenje u kristalizacijskom eksperimentu. Prisutnost necisto¢a uvelike naruSava mogucnost
kristalizacije i nastajanje jedini¢nog kristala proteina. Isto tako ako uzorak nije homogen rast
kristala, odnosno periodicno stvaranje veza izmedu molekula je naruSeno. Jedinstveni
elementi kristala, simetri¢nost i periodi¢na tanslokacija osnovne jedinice kristala za stvaranje
iziskuju uniformnost svih molekula proteina. Ako proteinske molekule koje sadrze oStecenje
ili nepravilnosti u strukturi postanu dio kristalne reSetke one imaju negativan utjecaj na rast
kristala, od stvaranja defekata do ranog prestanaka rasta kristala.

Najces¢e koriStene metode kristalizacije su difuzija para sjedece ili visece kapi, dijaliza,
metoda 'Batch’, slobodna medupovrsinska difuzija, mikrodijaliza, isparavanje i dr. Cilj svake
metode je dovesti molekule proteina do kriti¢ne to¢ke u kojoj mu je topljivost toliko
smanjena, otopina je prezasi¢ena proteinom, da dolazi do njegovog izdvajanja iz otopine u
obliku kristala. Za postizanje ovih uvjeta Cisti proteinski uzorak se mijesa s kristalizacijskom
otopinom, mati¢nicom. Razli¢ite komponente kristalizacijske otopine smanjuju dielektricnu
konstantu otapala te time optimiziraju povrSinski naboj proteina i omogucuju stvaranje Sto
veceg broja elektrostatskih veza sa partnerima.l*>*® Komponente kristalizacijske otopine su
slabi puferi, precipitanti i razni aditivi koji dovode do stvaranja kristala. Precipitant je glavni
sastojak mati¢nice koji smanjuje topljivost proteina Cime se postize prezasi¢enost otopine
proteinom.®17 precipitante dijelimo na soli, organska otapala i polimere (tablica 1). Razni
deterdZenti, dvovalentni metalni ioni i1 organska otapala spadaju u aditive. Oni svojim
djelovanjem stabiliziraju protein, omogucuju medumolekulske interakcije 1 smanjuju
dielektricnu konstantu otapala.[m Moduliranjem ovih faktora uvelike se pospjesuje
kristalizacija.
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Tablica 1. Precipitanti koji se mogu koristiti u kristalizaciji proteinal*>*®!

Soli Organska otapala Polimeri
Amonijev sulfat Hlapljiva Nehlapljiva
Natrijev sulfat Etanol
Natrijev klorid |Izopropanol
Natrijev citrat I'Dbtcekton Poli(etilen glikol)
Amonijev citrat DI 'IIO sle;nk iq | 2-metilpenta-2,4-diol (PEG)
Litijev klorid imetil sultoksi (MPD) M, = 1 000 — 20 000
Litije\_/_ sulfat ASDMS'O)'I Heksan—2,5-diol Jeffamin .M
Magnezijev suffat éetonltr Etilen glikol 400 Poliamin
Kalcijev klorid utano
Amonijev nitrat Metanol
Natrijev acetat 1,3-Butriolakton
Etilen glikol 400

2.9.2. Rast kristala

Proces izdvajanja kristala iz otopine nazivamo kristalizacija.l'® Sam proces kristalizacije se
odvija u tri faze: nukleacija, rast kristala i zavrSetak rasta kristala. Dovodenjem otopine u
stanje prezasi¢enosti ispunjava se osnovni uvjet za pocetak nukleacije. Primarni nukleusi se
stvaraju u nestabilnoj zoni prezasi¢ene otopine. Visoka koncentracija proteina moze dovesti
do stvaranja amorfnog precipitata i gubitka proteina. Kako se koncentracija otapala smanjuje,
a koncentracija precipitanta raste primarni nukleus raste te se uslijed smanjenja koncentracije
otopljenog proteina nukleus pomice iz nestabilne zone u metastabilnu zonu gdje se odvija rast
kristala (slika 6.).

* Amorfna precipitacija
=
T -
\ e,
S
™ __‘“Nestabilna Fona: Mukleacija i
~ rast

\ ~ - -

Metastabilna zona: Rast T

Krvulja topljivast

Koncentraclja topliivog produkta

Stabilna zona: Otapanje

: .
Koncentracija reagensa

Slika 6. Fazni dijagram topljivostil'®

Ishod nukleacije nije nuZzno 1 nastanak kristala. Nespecifi¢ni agregat mora se reorganizirati u
specificni agregat kriticne mase (do 100 molekula) kako bi nukleacija mogla zapoceti jer u
protivnom nastali agregat disocira. Ukoliko su uvjeti povoljni za nukleaciju ona moze dovesti
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do stvaranja velikog broja nukleusa i u konacnici do mnostva malih kristala. Proces rasta
kristala mora biti Sto sporiji i Sto homogeniji kako se ne bi dobio mikrokristalicni precipitat ili
amorfni agregat. Uslijed homogenog rasta kristala molekule se polagano i pravilno
orijentiraju stvarajuéi pravilnu i simetri¢nu mrezu tzv. kristalnu strukturu. Kako bi se uvjeti za
smanjenje topljivosti proteina mogli kontrolirali potrebno je modificirati razne fizikalne i
kemijske parametre maticnice.

Precipitanti poput polietilenglikola (PEG-a) i raznih soli imaju visok afinitet prema vodi i
mogu ju imobilizirati smanjujuéi tako topljivost proteina. U slucaju PEG-a, molekule su
robusne i ne mogu se pribliziti molekularnoj povrsini proteina vise od vlastitog radijusa, tako
se oko molekula proteina stvara sloj koji je nedostupan molekulama PEG-a. Ako molekule
proteina po¢nu agregirati nedostupni slojevi molekula proteina se preklapaju te smanjuju
povrsinu koja je nedostupna molekulama PEG-a. Vise mjesta za molekule PEG-a povecava
njihovu entropiju dok slobodna energija sustava pada (Slika 7.).18

Budu¢i da se proteine moze promatrati poput polivalentnih iona Debye-Huckelova teorija
moze se koristiti za opisivanje njihove topljivosti. Dva procesa su bitna za topljivost proteina,
isoljavanje i usoljavanje (engl. salting out i salting in). U procesu smanjivanja ionske jakosti
otopine, isoljavanjem, gubitak nabijenih iona koji su u interakciji s proteinom dovodi do
otkrivanja nabijenih grupa na povr$ini proteina te pocinje stvaranje protein-protein interakcija
Sto dovodi do eksponencijalnog pada topljivosti i stvaranja proteinskog precipitata. Uslijed
usoljavanja, povecanjem ionske jakosti otopine, povecava se i topljivost proteina, stoga
regulacijom elektrostatskih sila mozemo pospjesiti kristalizaciju. Optimizacijom pH otopine,
dodavanjem organskih otapala i odgovarajuc¢ih soli mijenja se omjer elektrostatskih sila,
odbojnih i privlacnih, koje utjecu na kristalizaciju proteina.

A

Kriticni nukleusi
kristala

Specificni

\ agregati

Nespecificni
agregati

Kristali

Protein u
otopini

Energija AG
—p

Vrijeme -

Slika 7. Ovisnost promjene Gibssove energije o vremenu Kristalizacije
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2.9.3. Faktori koji utjeCu na rast kristala

U tablici 2 navedeni su neki od fizikalnih, kemijskih i biokemijskih faktora koji utjecu na
proces kristalizacije.

Tablica 2. Faktori koji utjecu na kristalizaciju!*®
Fizikalni Kemijski Biokemijski
Temperatura i temperaturne pH Cisto¢a makromolekule
varijacije Svojstva precipitanta Ligandi, supstrati, inhibitori
Povrsina Koncentracija precipitanta Posttranslacijska
Gravitacija lonska jakost modifikacija
Tlak Izvor makromolekule

Stupanj prezasi¢enosti

Reduktivna/oksidativna
Vrijeme svojstva okolisa Kemijska modifikacija

Zvuk i vibracija Proteoliza/hidroliza

Elektri¢no i magnetno polje Koncentracija Geneticka modifikacija

makromolekula

Dielektri¢na svojstva Stabilnost makromolekule

matiénice Metalni i specifi¢ni ioni .y N
p Izoelektriéna tocka

Viskoznost mati¢nice Deterdzenti Starost uzorka

Homogena i heterogena
nukleacija

a) Temperatura

Kako bi se razlucio utjecaj temperature na kristalizaciju preporucljivo je, uz dovoljnu koli¢inu
proteina, postaviti dvije paralelne kristalizacije na razli¢itim temperaturama (najcesce na 4 °C
120 °C). Ovisno o precipitantu i ionskoj jakosti kristalizacijske otopine odredena temperatura
moze imati pozitivan ili negativan ucinak na topljivost i kristalizaciju proteina. Topljivost
proteina kao funkcija temperature je izrazenija pri niskim ionskim jakostima nego pri
visokim. To govori u prilog da nize temperature pospjeSuju kristalizaciju u prisutnosti
organskih polimera (npr. PEG-a) dok u prisutnost soli kao precipitanta to nije slucaj.™ Kako
je stupanj difuzije pri niskim temperaturama nizi kristalizacija traje duze, $to je ujedno i
pozitivan i negativan aspekt Kkristalizacije. Pri visokim ionskim jakostima kristalizacijskog
uvjeta porastom temperature opada topljivost Sto je negativni temperaturni Cimbenik
topljivost, a pri niskim ionskim jakostima porastom temperature raste i topljivost proteina §to
je pozitivan temperaturni ¢cimbenik topljivosti.[17]

b) pH

Jedan od najvaZnijih faktora koji utjecu na kristalizaciju jest pH kristalizacijske otopine jer
igra ulogu u naboju proteina koji je u direktnoj vezi s njegovim fizikalnim i kemijskim
svojstvima. Naboj aminokiselina, njihov ionizacijski status i distribucija naboja uvelike
pridonosi konformaciji molekule, dipolnom momentu molekule i agregacijskom stanju.™
Topljivost proteina je najniza pri vrijednostima pH u blizini vrijednosti njegove izoelekticne
tocke (pl) jer je ukupan naboj jedinke priblizno jednak nuli. Vrlo uski raspon pH mozZe imati
utjecaj izmedu stvaranja amorfnog precipitata, mikrokristalicnih precipitata 1 jedini¢nog

15




kristala." Kristalizacija u §irokom rasponu pH je jedan od klju¢nih koraka u pronalasku
optimalnih uvjeta za stvaranja velikih i kvalitetnih kristala koji se mogu Koristiti za
rentgensku difrakciju.

c) Vrijeme

Kao i u svakom istrazivanju vrijeme je bitna stavka i prilikom kristalizacije. Postizanje
ravnoteze unutar mati¢nice izmedu nukleacije i rasta kristala ovisno je o vremenu. Vrijeme
potrebno za oba procesa ovisi o temperaturi. Nize temperature usporavaju procese, dok je pri
visSim proces ubrzan. Kristal ¢e sporije rasti pri nizim temperaturama Sto u konac¢nici moze
rezultirati ve¢im i kvalitetnijim kristalima. No ovisno o prirodi kristala i mati¢nici u kojoj se
nalazi, cekanje na pogodan kristal moze trajati od nekoliko sati pa do nekoliko mjeseci.

d) Koncentracija proteina

Dostatna koncentracija proteina rezultira i dovoljno brzom postizanju uvjeta pri kojim se
protein izdvaja iz mati¢nice u obliku kristala. Proces nukleacije i rasta kristala ovisi o
pocetnoj koncentraciji proteina koja se iz nestabilne zone, nakon stvaranja nukleusa, smanjuje
1 spuSta u metastabilnu zonu gdje se odvija rast kristala (Slika 7). U slucaju previsoke
koncentracije protein precipitira ili nastaje mnos$tvo sitnih kristala. Smanjenjem koncentracije
proteina usporava se i optimizira rast kristala, no preniska koncentracija moze rezultirati
¢istom i bistrom mati¢nicom bez kristala.

2.10. Odredivanje kristalne strukture proteina

Nakon Sto se dobije kristal odgovarajuce veli¢ine i1 kvalitete kristal se testira metodom
rentgenske strukturne analize na jedini¢énom kristalu. Za eksperiment je potrebno imati dobar
izvor rentgenskog zracenja. Izvori rentgenskog zracenja su rentgenska cijev, rentgenska cijev
s rotiraju¢om anodom i sinkrotronsko zracenje. Prednosti sinkrotronskog zracenja nad
rentgenskim zraCenjen proizvedenim rentgenskom cijevi su u intenzitetu zracenja,
podesivosti, polarizaciji, vijeku trajanja i vremenskoj strukturi.*®! Intenzitet sinkrotronskog
zraCenja je za dva reda veli¢ine jaci nego intenzitet klasicnog rentgenskog zraCenja rentgenske
cijevi. Takoder sinkrotronske zrake rezultiraju oStrijim difrakcijskim maksimumima.
Sinkrotronsko zrafenje je podesivo te se pomocu monokromatora moze podesiti na bilo koju
valnu duljinu potrebnu za izvodenje eksperimenta. NajceS¢e Se za potrebe rentgenske
strukturne analize sinkrotronsko zradenje podesava na valnu duljinu od 1 A, a moZe i na krace
ili veée valne duljine (maksimum bakrene anode jest 1,5 A). Vrijeme prikupljanja podataka
koriste¢i sinkrotronsko zracenje je smanjeno na vrlo kratko vrijeme.

2.10.1. Rentgenska strukturna analiza na jedini¢nom kristalu

Eksperiment rentgenske strukturne analize na jedini¢énom kristalu se izvodi u krio uvjetima te
je kristal potebno, prije izlaganja sinkrotronskom zracenju, 'upecati' om¢icom te zamrznuti u
teku¢em dusiku. Prije zamrzavanja u mati¢nicu se ukoliko postoji potreba dodaje
krioprotektant kako se kod zamrzavanja proteinski kristal ne bi raspao zbog velikog postotka
vode unutar svoje strukture. Kristal se zatim postavlja na goniometar pomocu kojega se kristal
pozicionira prema izvoru zracenja i okrece tijekom difrakcijskog eksperimenta. Nakon
izlaganja kristala zra¢enju odreduje se strategija snimanja kako bi se sakupilo Sto viSe
podatka, te se kristal izlaze zraCenju dok se ne sakupi §to vise podataka za obradu.
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Mlaz tekuceg
dusika

CCD Detektor

Sinkrotronsko zracenje

Slika 8. Difrakcijski eksperiment!!%!
2.10.2. Difrakcija rentgenskog zracenja na jedini¢nom kristalu

Difrakcija s jedne molekule proteina je kontinuirana funkcija ¢ija difrakcijska slika postaje
jasnija povec¢anjem broja molekula s kojih se difraktira rentgensko zraCenje, dakle kristal je
idealno sredstvo koje daje ostru i jasnu difrakcijsku sliku. Detektiraju se samo valovi koji se
rasprSuju u fazi (konstruktivno interferiraju). Podatci o difrakcijskim maksimumima
(refleksima) se dobivaju ako kristal dobro difraktira. Difrakcija se dogada ako je zadovoljen
Braggov zakon (slika 9) koji glasi:

nA= 2dhk| sin@

gdje je A valna duljina ulaznog vala, dyg je razmak izmedu ravnina hkl (Millerove ravine'), 6
je iznos ulaznog i izlaznog kuta zrake.***® Konstruktivna interferencija se dogada ako i samo
ako je n cijeli broj. Difrakcijski maksimumi su rezultat konstruktivne interferencije svih
valova rasprSenih na svim atomima u Kristalu. Kristali nisu gradeni od ravnina, ve¢ od atoma,
a Braggov zakon olakSava shvacanje difrakcije.[w]

! Miller je definirao sustav ozna¢avanja ravnina koje su povezane s geometrijom jedini¢ne ¢elije. Millerove
ravnine nisu stvarni fizicki objekti, ve¢ konstrukt zamisljen u odnosu na kristalnu resetku. One dijele a, b i c osi
jedini¢ne ¢elije kristala na jednake dijelove za iznos cijelog broja (h,k i I). Braggov zakon i Millerove ravine su
samo pomo¢ kako bi se lakSe vizualizirala difrakcija na jedini¢nom kristalu.
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Slika 9. Prikaz Braggova zakon

Difrakcijska slika se dobiva koherentnim rasprSenjem kratkih valnih duljina na kristalu. Sliku
¢ini mnostvo difrakcijskih maksimuma (slika 10), a svaki predstavlja sumu reflektiranih
valova koji su definirai amplitudom 1 relativnom fazom. Detektor biljezi samo intenzitet koji
je proporcionalan kvadratu amplitude reflektiranog vala dok se informacija o fazi
reflektiranog vala gubi tijekom difrakcijskog eksperimenta.

Slika 10. Difrakcijska slika kristala lizozima dobivena metodom precizne fotografije!®"

18



2.10.3. RjeSavanje problema faze

Podatci dobiveni rentgenskom difrakcijom se koriste za dobivanje strukturnog modela
proteina. Odnos izmedu difrakcijske slike i objekta, strukturnog modela protein, zadan je
matematickim izrazom, Fourierovom transformacijom. Uzimanjem svih parametara potrebnih
za dobivanje proteinskog modela i koriStenjem Fourierove tranformacije dobiva se jednadzba
elektronske gustoce proteina. Jednadzba elektronske gustoée[‘zz] glasi:

1 T -2xi +ip+z
P y.2)= 55 20 20 2 |Fgle 70 e e
h k1

gdje je p elektronska gustoca u prostoru, V je volumen elementarne Celije, Fryq je amplituda
vala, @y je faza vala, x,y 1 z su koordinate u stvarnom prostoru, h,k i | su Millerovi indeksi
(koordinate u imaginarnom prostoru). Izraz:

2mpd
8 2]

7,

je poznat pod nazivom strukturni faktor gdje je [Fra| amplituda reflektiranog vala, a @y faza
reflektiranog vala.*®*®??l Buduéi da je informacija o fazi izgubljena prilikom difrakcijskog
eksperimenta postoje razni nacini za dolaZzenje do informacija o fazi. Metode za rjeSavanje
faznog problema su molekulska zamjena, izomorfna zamjena, anomalna disperzija i direktna
metoda.

a) Molekulska zamjena

Molekulska zamjena se javila kao metoda za rjeSavanje problema faze kod bioloskih
makromolekula. Makromolekule koje obavljaju istu funkciju u razli¢itim organizmima
najéesce su istog evolucijskog podrijetla. Buduéi da im je ista funkcija, molekule dijele vrlo
slicne strukturne karakteristike. Razlike su ponekad samo u jednom aminokiselinskom
ostatku. Uz vrlo dobar pocetni model, ali i sli¢nost od 30-40% unutar proteinske sekvence,
vrlo je lako doé¢i do modela istrazivanog proteina. To se postize koristenjem informacija o
amplitudama proteina od interesa 1 fazama proteinskog modela. Dva strukturno sli¢na
proteina ne moraju kristalizirati u istoj prostornoj grupi. Samim time i molekule proteina
unutar jedini¢ne celije nisu u jednakoj orijentaciji. Molekulska zamjena oslanja se na
rotacijsku i translacijsku funkciju.l'® Cilj molekulske zamjene je rotiranje i translatiranje
pocetnog modela po kristalnoj resetci dok se ne smjesti u jednaku orijentaciju kao 1 molekula
u kristalu.® Molekulska zamjena se moze objasniti pomoc¢u Pattersonove mape?, za izradu
koje se koriste samo vrijednosti intenziteta (Ix) da bi se doSlo do kona¢nog modela proteina.
AMoRe!?® je jedan od programa koji se koristi za molekulsku zamjenu. Program koristi tri
klju¢na pro%rama: ROTING za orijentaciju, TRAING za translaciju i FITING za uto€njavanje
rezultata.[*®

? Pattersonova mapa je vektorska mapa. Vektori izmedu atoma u stvarnom prostoru prikazani su kao vektori od
ishodista do maksimuma u Pattersonovoj mapi. Unutrasnje regije Pattersonove mape ¢e biti jednake za iste
molekule u razligitim kristalnim strukturama neovisno o razlici u rotaciji.*®
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3. MATERIJAL | METODE

Popis kratica koristenih u ovom poglavlju nalazi se na pocetku rada.

3.1. Transformacija bakterijskih stanica

Elektrokompetentne i kemijski kompetentne bakterijske stanice E. coli soja BL21 (DE3)
koriStene su za transformaciju elektroporacijom i kemijsku transformaciju. Za transformaciju
je koriSten vektor pETite C—His (Lucigen) s ugradenim flgD genom pod inducibilnim
galaktoznim promotorom koji je potreban za prekomjernu ekspresiju proteina FlgD. U
posebnim kivetama, S$irine 1 mm, za elektroporaciju pomijeSano je 50 uL
elektrokompetentnih stanica i 2 uL plazmida pETite s ugradenim genom flgD. Na uredaj za
elektroporaciju, elektroporatoru (MicroPulser; BioRad), stavljena je hladna kiveta sa smjesom
bakterija i plazmida te je kroz nju pusten kratak puls elektriéne energije napona 1800 V.
Nakon 5 ms pulsa smjesi je dodano 500 uL LB (engl. Luria Bertani) medija. Sadrzaj je
premjesten u sterilnu epruvetu te je inkubiran 1 sat pri 37 °C. Za kemijsku transformaciju
koriSten je takoder pETite plazmid. 50 pL kemijski kompetentnih stanica je pomijeSano s 2
uL plazmida u sterilnoj tubici. Tubica je potom smjestena 30 minuta na led, a nakon toga je
premjestena na 1 minutu u kupku na 42 °C. Smjesi je potom dodano 350 puL LB medija te je
dalji postupak bio jednak kao i nakon transformacije elektroporacijom. Nakon inkubacije
bakterijska suspenzija je izlivena na sterilnu krutu agaroznu podlogu LB, u kojoj je prethodno
dodan kanamicin (kona¢ne koncentracije, y = 30 ug mL™), te je inkubirana na 37 °C preko
noci. Recept za teku¢i medij LB i krutu agaroznu podlogu LB dan je u tablici 3.

Tablica 3. Komponente potrebne za pripremu 1 L vodene otopine LB medija i LB agaroze

LB LB agaroza m/g
Ekstrakt kvasca Ekstrakt kvasca 5
Tripton Tripton 10
Natrijev klorid Natrijev klorid 5
Agaroza 15

3.2. Uzgoj transformiranih stanica

Prije svega je pripremljena mala prekono¢na kultura na nacin da je u tekuc¢i LB medij dodana
ezom odabrana kolonija s plo¢e te kanamicin (kona¢ne koncentracije, » = 30 pg mL™).
Tikvica je potom zatvorena i ostavljena u inkubatoru s tresilicom (Thermo Scientific) pri 37
°C preko no¢i. Za kulturu, volumena 2 L pripremljena je prekono¢na kultura u 25 mL LB
medija. U svaku tikvu sa teku¢im LB medijem (V = 0,5 L) je dodan kanamicin do konacne
koncentracije 30 pg mL ™ te je medij inokuliran s 6,25 mL prekonoéne kulture. Kulture su
inkubirane u inkubatoru (Thermo Scientific) na 37 °C uz tresnju dok ODggo (opticka gustoca
pri 600 nm) nije dosegnuo vrijednost izmedu 0,6 i 0,8, to jest dok bakterije ne udu u
logaritamsku fazu kada se najbrze dijele. ODgoo je mjeren na spektrofotometru Evolution60
(Thermo Scientific). Nakon 2 sata je ODgg presao vrijednost od 0,6 te je svaka kultura
inducirana s IPTG (kona¢na koncentracija IPTG, ¢ = 0,5 mM) te su stanice uzgajane 4 sata
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nakon indukcije. Zatim je stani¢na kultura bakterija taloZzena centrifugiranjem (Sigma 6K15,
rotor 125 000) na 4000 rpm 15 min pri 4 °C. Oborene stanice su odvojene od supernatanta te
resuspendirane s 3,5 mL LB medija i prebacene u Falkon tubice. Stanice su iznova oborene u
centrifugi (Eppendorf ) na 4500 rpm u trajanju od 30 min pri 4°C. Nakon odlijevanja medija
stanice su smrznute na —80 °C.

3.3. Razbijanje bakterijskih stanica

Bakterijski talog resuspendiran je u puferu A (tablica 4), koji se dodaje po 5 mL na 1 g taloga.
Nakon resuspendiranja u smjesu je dodan PMSF do kona¢ne koncentracije 3 mM, lizozim do
kona¢ne koncentracije 0,1 mg mL™, DNaza I do konac¢ne koncentracije 0,05 mg mL™? i
MgCl, do kona¢ne koncentracije 1 mM. Razbijanje stanica izvodeno je na sonikacijskom
uredaju Vibra Cell (Bioblock Scientific) u posudi s ledom uz pomo¢ sonde promjera 0,2 cm
pri 80 Hz. Nakon minute sonikacije slijedila je minuta odmora i tako u 5 intervala. Dobiveni
lizat stanica je centrifugiran u ohladenoj (4 °C) centrifugi na 10 000 rpm-a 60 min radi
odvajanja supernatanta od taloga.

Tablica 4. Sastav pufera A

20 mM TrispH 7,5
150 mM NaCl

20 mM imidazol
10% glicerol
1mMDTT

3.4. Procis¢avanje proteina
3.4.1. Afinitetna kromatografija

Afinitetna kromatografija je provedena na smoli Ni-NTA. Kolona sa smolom je prije upotrebe
isprana s 50 mL redestilirane vode (ReH,0) te uravnotezena puferom A. Potom je kroz
kolonu propusteno 20 mL supernatanata bakterijskog lizata. Postupak je ponovljen tri puta
kako bi se osiguralo vezanje $to vece koli¢ine proteina FlgD. Kolona je potom ispirana a 40
mL pufera A kako bi se uklonili svi nespecifi€éno vezani proteini. Ispiranje proteina FlgD
vrsilo se puferom B (tablica 5) te su frakcije po 1 mL skupljane u 10 Eppendorf epruveta.

Tablica 5. Sastav pufera B

20 mM TrispH 7,5
150 mM NacCl

500 mM imidazol
10% glicerol
1mMDTT
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3.4.2. Gel-filtracija

Nakon provjere SDS-PAGE elektroforezom u kojim se frakcijama nalazi najviSe proteina,
odvojene su frakcije s najve¢om koncentracijom proteina. Frakcija 2 je dalje procis¢ena gel
filtracijom. Za potrebe gel-filtracije koriStena je kolona Superdex 200 10/300 (GE
Healthcare) u sustavu ACTA Purifier (GE Healthcare) i pufer sastava danog u tablici 6.
Puferi su prije koriStenja degazirani na ultrazvuénoj kupelji (EIma). Za gel filtraciju | (GFI) je
koriSten volumen uzorka od 500 uL, a za gel filtraciju Il (GFII) 300 uL uzorka. Uvjeti pod
kojima je tekao postupak su bili sljedeci: tlak do maksimalne vrijednosti 1,5 MPa (na koloni
je bio u rasponu 0,89-0,95 tijekom postupka), protok pufera od 0,5 mL min™, apsorbancija je
mjerena pri 280 nm. Nakon §to je Hamilton injekcijom uzorak nanesen na kolonu, omca je
isprana dvostrukim volumenom pufera. Prolazak proteina je pra¢en promjenom absorbancije
pri 280 nm. Skupljeno je 10 frakcija tijekom gel-filtracija, ozna¢ene GFI 1-10 i GFII 1-10, te
su zamrznute na —20 °C. 15 uL svake frakcije je odvojeno za provjeru SDS-PAGE
elektroforezom.

Tablica 6. Sastav pufera za gel-filtraciju

20 mM TrispH 7,5
150 mM NaCl

Frakcije 12, 13, 14 prve i 6, 7, 8 iz druge gel-filtracije su spojene te su frakcije prve gel-
filtracije ugus¢ene do Zeljene koncentracije za potrebe kristalizacije, a frakcije druge gel-
filtracije su koriStene za ograni¢enu proteolizu tripsinom nakon ¢ega Su opet podvrgnute
postupku gel-filtracije, te su koriStene za kristalizaciju nakon ugus¢ivanja.

3.5. Uguséivanje proteina ultrafiltracijom

Frakcije koje su sadrzavale najvecu koncentraciju proteina nakon gel-filtracije su spojene te
prenesene u sustav CENTRIKON radi uguscivanja ultrafiltracijom. Uguséivanje se odvijalo u
intervalima od 15 minuta na 4500 rpm pri 4 °C nakon ¢ega je uzorak resuspendiran. Za
ugus¢ivanje su koriSteni centrikoni s razli¢itim veli€¢inama pora u membrani i to manja
veli¢ina pore (M, = 3 000) za protein obraden tripsinom i vecéa veli¢ina pore (M, = 30 000) za
nativni protein. Proces je provoden dok se nije postigla Zeljena koncentracija. Koncentracija
proteina nakon svakog ciklusa pracena je na Nanodrop 1000 uredaju (Nanodrop) mjerenjem
promjene apsorbancije aromatskih aminokiselina pri 280 nm.

3.6. Ogranicena proteoliza tripsinom

Kako bi se ispitala stabilnost proteina FlgD, protein je tretiran tripsinom u reakciji ogranic¢ene
proteolize. FlgD i tripsin pomijeSani su u omjeru 1:10 te ostavljeni na sobnoj temperaturi 1
sat. Smjesa je zatim prociS¢ena gel-filtracijom. Postojanost proteina pracena je i drZzanjem
proteina na sobnoj temperaturi (25 °C) u razli¢itim uvjetima. Uvjeti pri kojima je istraZzena
postojanost oponasali su uvjete koji vladaju u maticnici prilikom kristalizacije. Protein je
pomijesan s PEG-om 1500 udjela 8,5% (w/v) i SPG puferom pri razli¢itim pH vrijednostima
(pH 4, pH 6 — pH 9). Protein je ostavljen i bez ikakvih dodataka da stoji u puferu (tablica 6).
Stanje proteina je provjereno nakon dva mjeseca, dok je protein u 8,5% (w/v) PEG 1500
provjeravan svaka dva tjedna.
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3.7. SDS-PAGE elektroforeza

Elektroforeza u denaturirajuéim uvjetima upotrebljena je za provjeru ishoda uzgoja te svih
koraka tijekom prociS¢avanja proteina. KoriStena je diskontinuirana -elektroforeza u
poliakrilamidnom gelu u vertikalnom sustavu za elektroforezu Mini-PROTEAN Tetra System
(BioRad) u prisutnosti SDS-a. Uzorci od 15 uL su tretirani s 5 uL 4x pufera za obradu
proteina (tablica 7), u slucajevima s manjim volumenom uzorka koriSten je omjer od 3
volumna dijela uzorka prema 1 volumnom dijelu pufera za obradu proteina. Uzorci su
denaturirani na 100 °C u termobloku (CH 100; BioSan) te su potom nanoSeni na gel.
Spravljani su gelovi od 16% i 20% akrilamid/bisakrilamid (aa/bis), sastav gelova za
razdvajanje i sabijanje dan je u tablici 9. Gel za razdvajanje se izlijeva izmedu dva stakla do
visine 1,5 cm prije ruba stakla. Nadsvoduje se destiliranom vodom kako ne bi do$ao u kontakt
sa zrakom. Nakon 30 minuta gel je u potpunosti polimerizirao te se voda povise gela izlije 1
na njezino mjesto se ulijeva gel za sabijanje u koji se potom umece ceslji¢c kako bi se
formirale jaZice u koje se kasnije dodaje uzorak. Nakon polimerizacije gela za sabijanje, gel
se stavlja na postolje koje se smjesta u kadicu za elektroforezu (Mini-PROTEAN Tetra cell,
BioRad). U jazice se dodaju denaturirani uzorci. Marker molekulskih masa (Biorad) na svaki
gel je nanosen u volumenu od 6 pL. Cijeli sustav se ispunjava puferom za SDS elektroforezu
(tablica 8) Za sabijanje uzoraka kroz sustav je puStena elektri¢na energija napona 120 V, a
potom za razdvajanje 190 V. Uredaj PowerPack Basic (BioRad) je osiguravao neprestan
protok elektricne energije zadane voltaze. Nakon elektroforeze proteini su detektirani pomocu
boje Coomassie Brilliant Blue sastava 0,1% (w/v) Coomassie Blue, 7,5% (v/v) octene kiseline,
50% (v/v) etanola. Gelovi su u boji protresani 15 minuta nakon ¢ega su odbojani u kipucoj
vodi. Nakon skeniranja gelovi su zbrinuti u posebnom otpadu.

Tablica 7. Sastav pufera za obradu proteina

1,5mL 1 M Tris-HCI pH 6,8
3mL1IMDTT

0,6 g SDS

0,03 g bromfenol blue

2,4 mL glicerol

Tablica 8. Sastav elektroforetskog pufera

25 mM Tris
250 mM glicin
1% SDS.
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Tablica 9. Sastav gelova za sabijanje i razdvajanje; recept odgovara koli¢ini za dva gela

o Gel za Gel za
Gel za sabijanje . .
4% razdvajanje razdvajanje
16% 20%
Aa/bis 29:1 40% 0,4 mL 4 mL SmL
Pufer za sabijanje pH 6,8 1mL / /

Pufer za razdvajanje pH 8,8 / 2,5mL 2,5mL

ReH,0 2,6 mL 3,5mL 2,5mL

20% APS 28 uL 35puL 35 uL
TEMED 4 uL 8 uL 8 uL

3.8. Metoda 'Western blotting'

Radi ispitivanja stabilnosti His—privjeska na C-kraju proteina, napravljena je analiza
metodom 'Western blotting' za detekciju His—privjeska na proteinu. Analizirana su Cetiri
uzorka proteina FlgD, netom izolirani protein, protein zamrznut par mjeseci na —20 °C,
protein obraden tripsinom i protein koji je u prisutnosti 8,5% (w/v) PEG 1500 stajao dva
tjedna na sobnoj temperaturi. Nakon §to su uzorci podvrgnuti SDS-PAGE elektroforezi, gel je
koristen za polusuhi transfer proteina na nitroceluloznu membranu. Kako bi se lakse pratio
transfer koriSten je ve¢ obojeni marker PageRuler Plus Prestained (BioRad). Gel se prije
prijenosa natapa 15 minuta u puferu za transfer (engl. transfer buffer, TB) (tablica 10). Za
transfer je bilo potrebno sloziti sendvi¢ sljedece sheme: na anodu se stavljaju tri filter-papira
na koje se stavlja nitrocelulozna membrana, a na membranu se stavlja gel koji se prekiva s tri
filter-papira. Svi filter-papiri i nitrocelulozna membrana su prethodno namoceni u TB-u.
Sendvi¢ je potom poklopljen katodom i stavljen na uredaj za prijenos 2117 Multiphor 11
(LKB). Kroz sustav se pusta elektri¢na energija stalnog napona kroz jedan sat. Jakost struje
potrebne za prijenos iznosila je 35,2 mA (0,8 mA po 1 cm?). Po isteku jednog sata aparatura
je rastavljena te je pomocu reverzibilne boje PonceauRouge provjerena uspjesnost transfera.
Membrana je nakon odbojavanja blokirana s 5% (w/v) obranog mlijeka u prahu u TBST
puferu (tablica 10) sat vremena. Zatim se membrana inkubirala preko noé¢i s primarnim
protutijelom (anti-His Mouse monoclonal, 1:1000) pa sekundarnim protutijelom (Goat anti-
mouse HRP, 1:10000).

Tablica 10. Sastav TB i TBST pufera

TB (500 mL) TBST (1L)

192 mM Gilicin 25 mM Tris
25 mM Tris 150 mM NacCl
20% Etanol 0,2% TWEEN
ReH,O do 500 mL ReH,OdolL
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3.9. Kristalizacija proteina

Za kristalizaciju FlgD koriStena je metoda difuzije para visece kapi. Koristene su ploce s 24
rezervoara volumena precipitatnih otopina od 400 mL. Pretrazivanjem kristalizacijskih uvjeta
(engl. screening) pomoc¢u PACT suite-a utvrdeni su uvjeti u kojima protein FIgD kristalizira u
P2 prostornoj grupi. Uvjeti A4, AS, A6 su koristeni prilikom optimizacije kristalizacije kao i
modificirani uvjeti u kojima je variran pH, postotak precipitanta i temperatura (tablica sa
popisom uvjeta PACT suite nalazi se u prilogu, a sastav koriStenih otopina prikazan je u

tablici 11). Za pripravu otopina 1 M SPG pH 8 — 6 koristene su otopine 1 M SPG pH 9 i pH 4.

Za pripremu uvjeta u mati¢nicama koriStene su pripremljene otopine SPG pufera

odgovarajuc¢eg pH, otopina 50% (w/v) PEG 1500 te redestilirana voda. Sve otopine su nakon

priprave filtrirane i skladiStene

na 4 °C.

Tablica 11. Sastav otopina PACT suite koriStenih za kristalizaciju

Ad 0,1 M SPG, pH 7, 25% (w/v) PEG 1500
A5 0,1 M SPG, pH 8, 25% (w/v) PEG 1500
AG 0,1 M SPG, pH 9, 25% (w/v) PEG 1500

3.9.1. Prva kristalizacija

Na dvije ploCe postavljena je kristalizacija nativnog proteina FlgD, koncentracije 15,5 mg
mL™, i FlgD tretiranog tripsinom koncentracije 6,2 mg mL™. Shema kristalizacijske ploce
prikazana je u tablici 12. Uz ve¢ navedene uvjete dodan je novi uvjet u kojemu je pH iznosio

6. PloCe su pohranjene na 4 °C.

Tablica 12. Shema postavljenih uvjeta prve kristalizacije nativnog proteina FIgD

1 2

3 4

5 6

A 0,1 M SPG, pH 9, 25% (w/v) PEG 1500

1 pL proteina + 1 pL mati¢nice

B 0,1 M SPG, pH 9, 25% (w/v) PEG 1500

3 uL proteina + 3 puL mati¢nice

0,1 M SPG, pH 9, 25%
(Wiv) PEG 1500

2 uL proteina + 2 pL
maticnice

C 0,1 M SPG, pH 8, 25%

(wiv) PEG 1500

1 pL proteina+ 1 pL
maticnice

0,1 M SPG, pH 7, 25%
(wiv) PEG 1500

1 pL proteina+ 1 pL
maticnice

0,1 M SPG, pH 6, 25%
(wiv) PEG 15000

1 pL proteina + 1 pL
maticnice
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Tablica 13. Shema postavljenih uvjeta prve kristalizacije proteina FlgD obradenog tripsinom

1 2 3 4

5 6

A | 01MSPG,pH 9, 25%
(wiv) PEG 1500

1 uL proteina + 1 uL
maticnice

C| 0,1MSPG,pH 8, 25%
(wiv) PEG 1500

1 pL proteina+ 1 pL
maticnice

0,1 M SPG, pH 7, 25%
(w/v) PEG 1500

1 pL proteina+ 1 pL
maticnice

0,1 M SPG, pH 6, 25%
(Wiv) PEG 1500

1 pL proteina + 1 pL
maticnice

D /

3.9.2. Druga kristalizacija

Ploc¢a s nativnim proteinom FlgD postavljena je prema tablici 14, a koncentracija proteina je
iznosila 15,5 mg mL ™. Plo¢a je pohranjen na 16 °C. U uvjetima je variran pH u rasponu od 9

do 6.
Tablica 14. Shema postavljenih uvjeta druge kristalizacije

1 2 3 4

5 6

A 0,1 M SPG, pH 9, 25%
(W/v) PEG 1500

1 pL proteina + 1 pL

0,1 M SPG, pH 8, 25%
(Wiv) PEG 1500

1 uL proteina+ 1 pL

0,1 M SPG, pH 7, 25%
(w/v) PEG 1500

1 uL proteina+ 1 pL

maticnice maticnice matiCnice

0,1 M SPG, | 0,1 MSPG, | 0,1 MSPG, | 0,1 M SPG, | 0,1 M SPG, /
pH6,25% | pH7,25% | pH8,25% | pH9, 25% | pH 8, 25%
(w/v) PEG (w/v) PEG (wiv) PEG (wiv) PEG (wiv) PEG

1500 1500 1500 1500 1500

2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL
proteina + 2 | proteina + 2 | proteina+2 | proteina + 2 | proteina + 2

pL pL puL puL puL
maticnice maticnice maticnice maticnice maticnice
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3.9.3. Treca kristalizacija

Za trecu kristalizaciju variran je udio precipitanat u uvjetu A4. Volumni udio precipitanta
PEG 1500 je variran od 20% do 30%, a uz spomenute koristen je i uvjet 0,1 M SPG, pH 6,
25% (w/v) PEG 1500 (tablica 15). Koncentracija proteina FIgD tretiranog tripsinom iznosila
je 6,2 mg mL*. Na jednom stakalcu su postavljene po dvije kapljice. Kapljica oznacena
crnom to¢kom sadrzavala je 1 pL proteina i 1 uL mati¢nice, a neoznacena je sadrzavala 1 puL
proteina i 0,5 pL mati¢nice.

Tablica 15. Shema postavljenih uvjeta trece kristalizacije

1 2 3 4 ) 6
0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH
7, 20% (w/v) 7, 20% (wiv) 7, 21% (wiv) 7, 21% (w/v) 7, 22% (wiv) 7, 22% (w/iv)
PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500
lub+1pul luL+21puL lpuL+1puL lub+1pul lpub+1pl lubL+21pul
1uL+0,5puL lpL+05uL lpL+0,5uL 1uL+0,5puL 1puL+0,5uL 1puL+05uL
0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH
7, 23% (w/v) 7, 23% (wiv) 7, 24% (wiv) 7, 24% (wiv) 7, 25% (wiv) 7, 25% (w/v)
PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500
luL+1pul luL+1pul luL+1pulL luL+1pul luL+1pul luL+1pul
1puL+05uL 1uL+0,5uL 1uL+0,5uL 1uL+0,5uL luL+0,5uL luL+0,5uL
0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M, SPG pH 0,1 M SPG, pH
7, 26% (w/v) 7, 26% (w/v) 7, 27% (wiv) 7, 27% (w/v) 7, 28% (w/v) 7, 28% (w/v)
PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500
luL+1pul luL+1pul luL+1pulL luL+1pul luL+1pul luL+1pul
luL+05uL luL+0,5uL luL+0,5uL 1uL+0,5uL luL+0,5uL luL+0,5uL
0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH 0,1 M SPG, pH
7, 29% (w/v) 7, 29% (wiv) 7, 30% (wiv) 7, 30% (w/v) 6, 25% (w/v) 6, 25% (w/v)
PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500 PEG 1500
lpuL+1pl luL+1pl luL+1pl lpL+1pl 2uL+2ul 2uL+1pul
1pL+0,5uL 1uL+0,5uL 1uL+0,5uL 1uL+0,5puL
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3.9.4. Cetvrta kristalizacija

Koristen je FlgD (y = 3,0 mg mL™) tretiran tripsinom. Za kristalizaciju su koristena 3 uvjeta
0,1M SPG pH 7 i to s PEG 1500 od (w/v) 21%, 22% i 28%. Shema kristalizacijske plo¢e dana
je u tablici 16.

Tablica 16. Shema postavljenih uvjeta cetvrte kristalizacije

1 2 3 4 5 6
A 0,1M SPG, pH 7, 0,1M SPG, pH 7,
21% (w/v) PEG 1500 28% (w/v) PEG 1500
1 uL proteina + 0,5 uL mati¢nice 1 uL proteina +1 uL
maticnice
B 0,1M SPG, pH 7, / /
22% (w/v) PEG 1500
1 uL proteina + 0,5 uL mati¢nice

C /

Sve ploce su redovito pregledavane.

3.10. Rjesavanje kristalne strukture proteina FlgD

Kristalografski podatci su sakupljeni metodom rentgenske difrakcije na jedinicnom kristalu
proteina FlgD, iz soja 26696, na sinkrotronu Elettra u Trstu (linija XRD1). Podatci su
procesirani kori§tenjem programa XDS?, a program AmoRe®! (dio ccp4® programskog
paketa) je koriSten za rjeSavanje strukture proteina FIgD metodom molekulske zamjene pri
¢emu je kao model koriStena struktura PDB koda 4ZZK. Uto¢njavanje je napravljeno
koriste¢i Refmac5? program te je proteinski model FlgD izraden ru¢no u programu
WinCoot®". Slike modela su generirane u programu PyMol./*!
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4. REZULTATI

4.1. Dobivanje Cistog i koncentriranog proteina HpFIgD iz soja 26695

Cistoc¢a proteina HpFIgD (M, =~ 36 000) nakon afinitetne kromatografije provjerena je SDS-
PAGE elektroforezom. Prema slici 11 utvrdeno je da se najveca koli€ina proteina nalazi u
frakciji 2, a nesto manja koli¢ina proteina nalazila se u frakcijama 1, 3, 4, dok je u preostalim
frakcijama koliCina proteina zanemarivo mala i daljnjim prociS¢avanjem bi se gotovo i
izgubila. Standard molekulskih masa proteina nalazi se u dodatcima.

MW F1  F2 F3_F4 _E5 F6 _F7 F8 F9 F10 MW
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Slika 11. SDS-PAGE elektroforeza na 16% aa/bis gelu nakon afinitetne kromatografije
HpFIgDHiss; MW- marker standardnih molekulskih masa (6 upL), F1 - F10 - sakupljene
frakcije. Volumen svakog uzorka je bio 20 uL (15 pL uzorka + 5 uL pufera za elektroforezu).

Procis¢avanje proteina nastavljeno je gel-filtracijom. Frakcija 2 je podijeljena na dvije
frakcije po 500 pL koje su bile zasebne dvije gel-filtracije (GFI i GFII). Prolazak proteinskog
uzorka frakcije 2 kroz kolonu pracen je promjenom apsorbancije uzorka pri valnoj duljini od
280 nm. Uzorak ¢istog proteina HpFIgD poceo je silaziti s kolone kod volumena od 13 mL §to
odgovara molekulskoj masi M, = 36 000 (slika 12 i 13). Cisto¢a izoliranih frakcija takoder je
ispitana SDS-PAGE elektroforezom. Prema slici 14 vidi se da se najveca koli¢ina proteina
nalazi u frakcijama 12—14 te frakcijama 6-8. Frakcije 12—14 su potom spojene i uguséene.
Nakon 4 sata ultrafiltracije uzorka volumen se spustio na 50 uL u kojemu je na uredaju
Nanodrop 1000 odredena koncentracija od 15,5 mg mL™'. Proteinski uzorak je potom
zamrznut na —20 °C. Frakcije 6—7 su ugusc¢ene i koriStene za ograni¢enu proteolizu tripsinom.
Nakon 1 sata inkubacije proteina s tripsinom reakcija je zaustavljena na gel-filtraciji. Iz grafa
gel-filtracije frakcija 6-8 (slika 15) se vidi da se molekulska masa proteina smanjila (volumen
eluiranja je 17 mL) Sto je i o¢ekivano zbog pretpostavke da je N-terminalni dio proteina
fleksibilan te da sluzi kao signalni dio molekule te je sklon razgradnji proteazom. Frakcije 69
su spojene i nakon 5 sati ultrafiltracije ugus¢ene do volumena od 100 uL u kojemu je na
uredaju Nanodrop 1000 odredena koncentracija od 6,2 mg mL™. Istom postupku je podvrgnut
uzorak proteina HpFIgD iz druge ekspresije (slika 16) te je nakon uguscivanja frakcija 3—7
utvrdena koncentracija od 3,0 mg mL™ u 100 pL. Uzorci su zamrznuti na —20 °C.
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Slika 12. Graf gel-filtracije | frakcije 2 nakon afinitetne kromatografije, mAU — jedinica
absorbancije (engl. mili absorbance units)
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Slika 13. Graf gel-filtracije 11 frakcije 2 nakon afinitetne kromatografije.
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Slika 14. SDS-PAGE elektroforeza na 20% aa/bis gelu nakon gel-filtracije HpFIgD Hiss; 1.
gel, gel-filtracija 1 (GFI) — MW- marker standardnih molekulskih masa (6 uL), F10-F17 —
frakcije nakon GFI; 2. gel, gel-filtracija 1l (GFIl) — F4-F9 — frakcije nakon GFII, *-
SeMetFIgD u 8,5% (w/v) PEG 1500. Volumen svakog uzorka je bio 20 uL (15 pL uzorka + 5
uL pufera za elektroforezu).
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Slika 15. Graf gel-filtracije proteina HpFlgD nakon ograni¢ene proteolize tripsinom
(ekspresija 1)
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Slika 16. Graf gel-filtracije proteina HpFlgD nakon ograni¢ene proteolize tripsinom
(ekspresija 2)

4.2. Dobivanje Cistog 1 koncentriranog proteina SeMetFlgD

Protein SeMetFIgD koristen je za ispitivanje strukturne stabilnosti. Dobiveni proteinski
ekstrakt iz malog uzgoja od 500 mL prociS€en je na afinitetnoj kromatografiji (slika 17).
Frakcija 2 je pokazala da sadrzi najvecu koli¢inu proteina i koriStena je za daljnje
procis¢avanje na gel-filtraciji (GFI- slika 18 1 GFII-slikal9).

MW W F1 F2 F3 MW F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10

pmmm—
m—————— = - g Y =

Slika 17. SDS-PAGE elektoforeza na 16% aa/bis gelu nakon afinitetne kromatografije
SeMetFIgD; MW — marker standardnih molekulskih masa (6 uL), W — Frakcija ispiranja
(engl. wash), F1-F10 — sakupljene frakcije. Volumen svakog uzorka je bio 20 uL (15 uL
uzorka + 5 uL pufera za elektroforezu).
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Slika 18. Graf gel-filtracije I frakcija 2
Pomocu grafova gel-filtracija izdvojene su frakcije 9—15 obje gel-filtracije te su provjerene
SDS-PAGE elektroforezom. Rezultati prve gel-filtracije pokazuju iznimno niske koli¢ine
proteina, no unato¢ tome izdvojene su frakcije 13, 14 i zamrznute na —20 °C. Frakcije 11-13

druge gel-filtracije pokazale su najvecu koncentraciju proteina te su zamrznute na —20 °C, a
frakcije 14 i 15 su koristene za provjeru stabilnosti proteina.
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Slika 19. Graf gel-filtracije Il frakcije 2
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Slika 20. SDS-PAGE elektroforeza na 16% aa/bis gelu nakon gel-filtracije SeMetFIgD; 1.
gel, gel-filtracija 1 (GFI) — MW- marker standardnih molekulskih masa (6 pL), F9-F15 —
frakcije nakon GFI; 2. gel, gelfiltracija Il (GFIl) — F9-F15 — frakcije nakon GFII; Volumen
svakog uzorka je bio 20 uL (15 uL uzorka + 5 uL pufera za elektroforezu).

4.3. Stabilnosti proteina HpFlgD

Dva poznata modela proteina FIgD (XcFIgD i PaFIgD) upuéuju na to da se protein, unato¢
¢injenici da je izoliran kao cijeli protein, u kristalu nalazi skracen te je zbog toga provjerena
njegova stabilnost u otopini. Protein SeMetFIgD, frakcije 14 i 15, je ostavljen nakon izolacije
na sobnoj temperaturi kako bi se vidjelo utjece li viSa temperatura na njegovu stabilnost.
Nakon 3 dana i nakon 3 tjedna na sobnoj temperaturi napravljena je SDS-PAGE elektroforeza
koja je pokazala da je protein jednake molekulske mase kao i nakon gel-filtracije te nisu
uoceni degradacijski produkti nizih molekulskih masa (slika 21-a,b). Kako se za kristalizaciju
koriste i PEG 1500 1 SPG pufer bilo je dobro provjeriti utjeu li mozda te dvije kemikalije na
njegovu stabilnost. PEG 1500 je dodan u frakciju 14 do kona¢nog masenog udjela (w/v) 8,5%.
SDS-PAGE elektoforeza uradena je isti dan kada je dodan PEG 1500, 2 tjedna nakon
dodavanja i mjesec dana nakon dodavanja PEG-a 1500. Rezultati su pokazali da PEG 1500
takoder ne utjeCe na stabilnost proteina (slika 21 ¢, 22 i 23). Frakcija 15 i 13 tretirane su SPG
puferom. U frakciju 15 dodan je 1 M SPG pufer pH 8,6, a u frakciju 13 1 M SPG pufer pH
4,3. Uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi te provjereni SDS-PAGE elektroforezom
nakon mjesec dan. Utvrdeno je da je niski pH 4,3 SPG pufera potaknuo degradaciju proteina
Sto se jasno vidi u obliku degradacijskog produkta nize molekulske mase (25 kDa) na gelu
(slika 22). Uzorak frakcije 15 dao je vrlo slab signal i nije bilo moguce razaznati je li pufer
uzrokovao degradaciju i blijedu mrlju izmedu 25 i 15 kDa ili je mrlja uzrok necistoée u
uzorku (slika 22). Postupak je ponovljen sa intervalom vrijednosti pH 4, 6, 7,8 i 9. Uzorci su
nakon 2 mjeseca provjereni SDS-PAGE elektroforezom. Pokazalo se da jedino niski pH 4
uzrokuje degradaciju te je masa degradacijskog produkta pala na 15 kDa (slika 21 d) $to je i
za ocekivati jer vecina stani¢nih proteina nije gradena da podnese niske vrijednosti pH, a svi
ostali uzorci su i nakon dva mjeseca pokazali izrazitu stabilnost i nisu upucivali na
degradaciju. Uzorak proteina uz dodatak PEG-a 1500 nije pokazao ni nakon 5 mjeseci
stajanja na sobnoj temperaturi znakove degradacije. UtjeCu 1i PEG 1500 1 SPG pufer u
kombinaciji na stabilnost proteina takoder je ispitano i za kristalizacijske kapljice (smjesa
postavljena za proteinski uzorak i kristalizacijski uvjet mjesec dana nakon postavljanja prve
kristalizacije). Nakon SDS-PAGE elektroforeze jasno se moglo vidjeti da ove dvije
kemikalije u kombinaciji takoder ne uzrokuju degradaciju otopljenog proteina u kapljici (slika
22)
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Slika 21. (a) SDS-PAGE elektroforeza frakcije 14 i 15 na 16% aa/bis gelu nakon 3 dana na
sobnoj temperaturi; MW- marker standardnih molekulskih masa, * — Frakcija 13 i
koncentrirani stani¢ni ekstrakt nakon afinitetne kromatografije (engl. flowtrough (FT));
Volumen svakog uzorka je bio 20 uL (15 pL uzorka + 5 uL pufera za elektroforezu). (b)
SDS-PAGE elektroforeza frakcije 14 i 15 na 20% aa/bis gelu nakon 3 tjedna na sobnoj
temperaturi; Volumen svakog uzorka je bio 20 uL (15 pL uzorka + 5 uL pufera za
elektroforezu). (c) SDS-PAGE elektroforeza na 20% aa/bis gelu frakcije 14 SeMetFlgD +
8,5% (w/v) PEG 1500 (3 tjedna na sobnoj temperaturi i 1 dan u PEG-u); Volumen uzorka je
bio 20 puL (15 uL uzorka + 5 uL pufera za elektroforezu); (d) SDS-PAGE elektroforeza
uzoraka nakon 2 mjeseca u SPG puferu, uzorak pH 6 je F15 GFI HpFIgD Hisg u puferu SPG.
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Slika 22. SDS-PAGE elektroforeza na 20% aa/bis gelu kristalizacijskih uzoraka; pH 9 — 4 uL
kristalizacijskog uvjeta A6, pH 8 — 4 pulL kristalizacijskog uvjeta A5, pH 7 — 4 uL
kristalizacijskog uvjeta A4, pH 6 — 4 uL kristalizacijskog uvjeta 0,1 M SPG, 25% (w/v) PEG
1500, pH 8,6 — 3 uL proteina HpFIgD u SPG puferu, pH 4, 3 — 3 uL proteina HpFIgD u SPG
puferu, F14 — frakcija 14 + 8,5% (w/v) PEG 1500 (2,5 mjeseca na sobnoj temperaturi i mjesec
dana u PEG-u); za sve uzorke je koristen 1 pL pufera za elektroforezu; Volumen uzorka F14
je bio 15 plL (10 pL uzorka + 5 pL pufera za elektroforezu).
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4.4. Analiza metodom "Western blotting'

Da bi se dokazala prisutnost histidinskog privjeska na C—kraju proteina HpFlgD provedena je
analiza metodom "Western blotting'. Nakon SDS-PAGE elektroforeze (slika 23) i prijenosa na
nitroceluloznu membranu, membrana je tretitrana primarnim protutijelima za detekciju
histidinskog privjeska preko no¢i i nakon toga sekundarnim protutijelima radi vizualizacije.
Nakon izlaganja membrane reagensu u tamnoj komori na filmu je uofeno pojavljivanje
signala (slika 24) koje je odgovaralo proteinu od M; = 36 000 S$to upucuje da je protein
intaktan prije kristalizacije, dok je protein tretiran tripsinom izgubio histidinski privjesak.
RijeSena trodimenzionalna struktura proteina HpFIgD pokazala je da proteinu nedostaje 29
aminokiselina na C—kraju proteina ukljucujuéi i histidinski privjesak $to upucuje na spontanu
degradaciju tijekom kristalizacije.

— WB1 WB2 WB3 MW-—Fl14

-~ 250
150
100

3.

50
—
37

{

20

15

10

Slika 23. SDS-PAGE elektroforeza na 20% aa/bis gelu proteina HpFIgD prije prijenosa na
nitroceluloznu membranu i 'Western blotting-a'; WB1— HpFlgD; 15,5 mg mL™(6 uL), WB2-
HpFIgD; 6,00 mg mL (8 pL), WB3- HpFIgD obraden tripsinom; 3,0 mg mL (10 uL),
frakcija 14 SeMetFIgD + 8,5% (w/v) PEG 1500 (2 mjeseca na sobnoj temperaturi i 2 tjedna u
PEG-u), za uzorke volumena do 10 uL koristeno je 2 uL pufera za elektroforezu; Volumen
uzorka F14 je bio 20 uL (15 pL uzorka + 5 pL pufera za elektroforezu).
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Slika 24.(a) Membrana nakon prijenosa tretirana reverzibilnom bojom PonceauRouge; (b)
signal na filmu; (c) preklopljene slike (a) i (b), poloZaj proteina na membrani odgovara
signalu na filmu

4.5. Kristalizacija proteina HpFlgD

Nakon postavljanja kristalizacije uoceno je da na kristalizaciju najveéi utjecaj imaju
temperatura, koncentracija proteina, pH otopine i vrijeme. Dva dana uoci postavljanja prve
kristalizacije uoceno je da je nativni protein HpFIgD precipitirao te je premjesten sa 4 °C na
16 °C, te je postavljena druga kristalizacija koja je odmah stavljena na 16 °C. Pregledom
plo¢a mjesec dana nakon postavljene kristalizacije nije uocena nikakva promjena na
kristalizacijskim plo¢ama s nativnim proteinom HpFIgD, dok su na Kristalizacijskim plocama
s proteinom HpFIgD obradenim tripsinom uoceno razdvajanje faza u uvjetima pH 7 i 8 (C
1-4) koji su indikacija prijelaza faza, iz neuredene u uredenu strukturu. Pregledom ploca,
mjesec i pol nakon postavljanja kristalizacije, kristalizacijska plo¢a s nativnim proteinom
druge kristalizacije pokazala je prisutnost mnostvo sitnih kristalica u uvjetima pH 8, A3 i A4,
te su uocena dva kristali¢a u uvjetima A5 1 A6 (slika 25). Kako bi se dokazalo da kristali¢i ne
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potjecu od soli uzorak je pregledan pod fluorescencijskim mikroskopom (slika 26) ¢ime je
zaklju€eno da je kristal uistinu proteinskog podrijetla. Proteinski kristali zbog aromatskih
aminokiselina unutar svoje strukture pod UV svjetlom fluoresciraju, dok kristali soli ne.
Pregledom ploce prve kristalizacije proteina HpFIgD obradenog tripsinom uoceni su moguci
maleni kristali¢i u C 14 (slike u dodatku).

Slika 25. Kristali¢ proteina HpFIgD; druga kristalizacija, A5 i A6

Slika 26. (a) Kristal proteina HpFIgD, druga kristalizacija, A6, (b) kristal promatran pod
fluorescencijskim mikroskopom (Aexc= 375 nm)

Dva i pol mjeseca od postavljanja prve i druge kristalizacije u uvjetima A 3-6 nije bilo
promjena, kristali¢i u uvjetima A5 1 A6 su bili iste veli¢ine kao i1 prilikom prethodnog
pregleda, no u uvjetu C4 ploce prve kristalizacije je uocen kristali¢ (slika 27). Kristali¢ je
takoder promotren pod fluorescencijskim mikroskopom te je zakljuc¢eno da se radi o
proteinskom kristalu. Buduéi da je uoceno da se kristali¢i najcesce pojavljuju u SPG puferu
pH 7, odluceno je postaviti trecu kristalizaciju sa variranjem postotka PEG 1500 od 20-30%
da se ispita utjecaj promjene udjela precipitanta na stvaranje kristala.

38



Slika 27. Kristal proteina HpFlgD obradenog tripsinom, prva kristalizacija, C4, (b) 50x
uvecan kristali¢ sa slike (a)

Mijesec i pol dana nakon postavljanja kristalizacije, u uvjetima A 3—6 ploce trece kristalizacije
uoceni su kristalic¢i, no uslijed tehnic¢kih poteskoca i porasta temperature u hladnjaku u kojem
su ploce bile pohranjene, kristali¢i su se otopili. Nakon dva mjeseca, prilikom pregleda ploca
tre¢e kristalizacije uoceni su ponovno kristali¢i u uvjetima A3, A6 1 C5. Kao rezultat toga
postavljena je Cetvrta kristalizacija u kojoj su izdvojeni uvjeti u kojima su se pojavili
kristali¢i. Ploe prve i druge kristalizacije su bile kao i pri prethodnom pregledu bez
promjena. Difrakcijska sposobnost kristala iz uvjeta A3 testirana je u sinkrotronu (Elettra,
linijja XRD1), ali zbog svojih malih dimenzija kristal nije difraktirao i nisu prikupljeni
difrakcijski podatci.

4.6. Rjesavanje strukture proteina HpFIgD rentgenskom strukturnom analizom

Za rjeSavanje kristalne strukture koriSteni su podatci dobiveni rentgenskom difrakcijom na
vec¢em kristalu proteina HpFIgD koji su bili procesirani koriste¢i program XDS. Detalji o
eksperimentalnim podacima navedeni su u tablici 17.

Analizom podataka dobiveno je da HpFlgD protein pripada monoklinskom sustavu, P2
prostornoj grupi i da su dimenzije elementarne éelije a = 77,372 A, b = 33,508 A, ¢ = 133,327
A. Koriste¢i metodu molekulske zamjene i po¢etnog modela PBD koda 4ZZK dobivena je
pocetna struktura proteina HpFlgD. Rjesavanjem i uto¢njavanjem strukture proteina HpFlgD
nadeno je da protein nije nativan jer u strukturi nedostaju N— i C—terminalni krajevi proteina
te sadrzi 146 aminokiselina (127-272). Struktura je uto¢njena do iznosa od 21,137% Ryork |
25,025% Rgree. Standardna odstupanja (rmsd, engl. root-mean-square deviation) duljina veza
iznosi 0,011 A, a vrijednosti kuteva 1,390°. Nakon posljednjeg kruga uto¢njavanja model
pokazuje da je 91,14% aminokiselina u okvirima dozvoljenih rotamera te niti jedna
aminokiselina nije smjeStena izvan okvira Ramachandranovog grafikona. Nadeno je da
aminokiselina Gly D247 zauzima cis polozaj. 10 aminokiselina i to 4 Lys 165 svih lanaca,
Lys D246 i Lys D248 i 4 Arg 236 iz svih lanaca imaju mala odstupanja u geometriji dijela
aminokiseline koja ukljucuje C, atom. Zbog veli¢ine aminokiselina i velikog stupnja slobode
rotacije, neke aminokiseline tijekom snimanja nisu doprinijele difrakciji rentgenskog zracenja
pa se u mapi elektronske gustoce javlja nedostatak elektronske gustoce na njihovim mjestima.
Program zbog toga pozicionira aminokiseline u polozaj u kojemu ona ima najnizu energiju na
ustrb geometrije.
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Tablica 17. Podatci rentgenske strukturne analize i statistika uto¢njavanja za HpFlgD

Sustav Monoklinski

Dimenzije elementarne celije

a/A
b/A
c/A

pre

Valna duljina /A
Rezolucija /A
Ukupno refleksa
Jedinstvenih refleksa
Multiplicitet
Rmerge
Utoc¢njavanje
Rezolucija /A
Rfree
RWork
Standardna devijacija veza
(rmsd) /A
Standardna devijacija kuteva
veza (rmsd) /°

Prostorna grupa

P2

77,372
33,508
133,327
99,03

0,99888
43,89 — 2,87
26259
11318
2,3
0,053

43,89 — 2,87
0,255
0,219
0,010

1,359

Z
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5. RASPRAVA

Asimetri¢na jedinica sadrzi 4 molekule proteina (i 8 molekula vode), a kvaterna struktura
proteina moze se opisati tetramerom (slika 28). Monomeri unutar tetramera povezani su
polarnim kontaktima sljede¢ih aminokiselina: Asn 127 i Ser 128, Val 129 i Ser 130, Val 132 i
GlIn 268, Ser 241 i Arg 252 s Glu 265, lle 264 i Phe 244, Phe 266 i Val 242 (slika 29).
Monomer proteina HpFlgD ¢ine dvije domene: Fibronektinska domena III (Fn IIT) i Tudor
domena gradene uglavnom od B ploca koje su povezane petljama. Unutar strukture nalazi se
jedan vrlo kratki segment o zavojnice na C—terminalnom kraju. Tudor domenu ¢ini 5  ploca
I kratki segment o zavojnice dok je Fn III domena bacvastog oblika i ¢ine ju 7 B ploca (slika
30). Unutar tudor domene (39 i p12) su aminokiseline koje su zasluzne za stvaranje tetramera
i nalaze se na N— i C—kraju. Razlika izmedu HpFIgD, PaFIgD i XcFIgD je u tome §to u
kristalnoj strukturi PaFlgD i XcFlgD tvore dimere.%*®! 20 aminokiselina je zasluzno za
stvaranje interakcija izmedu monomera u dimeru XcFIgD i PaFIgD sto je mnogo vise, nego u
dimeru HpFIgD, a manje no u tetrameru.

Slika 28. Tetramer proteina HpFIgD
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Slika 29. Polarni kontakti monomera u tetrameru proteina HpFlgD unutar kristalne resetke
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c

Slika 30. Elementi sekundarne strukture u monomeru HpFIgD; (a) B ploce i a. zavojnice, (b)
petlje, N— 1 C—krajevi, (c) domene, Tudor domena i fibronektinska domena III (Fn III)
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Generiranjem povrSinskog naboja proteina HpFIgD dobiva se elektrostatski potencijal
molekule. 1z slike 31 jasno se vidi postojanje negativno nabijenog utora. Utor ne sudjeluje u
stvaranju polarnih kontakata u tetrameru te se moze pretpostaviti da igra ulogu u funkciji
proteina i sluzi kao mjesto kontakta sa proteinima koji takoder sudjeluju u izgradnji kuke bica
ili je mjesto interakcija s manjim organskim molekulama. Ova karakteristika je prisutna i kod
XcFlgD i PaFIgD.[**® Pozitivno nabijeni kraj molekule sudjeluje u stvaranju polarnih
kontakata izmedu monomera u tetrameru.

Slika 31. Elektrostatski potencijal proteina HpFlgD

Sli¢nost proteinske sekvence HpFIgD i PaFlgD iznosi 34%, a sli¢nost strukturnih modela
iznosi rmsd = 4,866 A za 92 C,, atoma (slika 32 a) dok sli¢nost proteinske sekvence HpFIgD i
XCFIgD iznosi 28%, a sli¢nost strukturnih modela iznosi rmsd = 5,492 A za 71 C,, atom (slika
32 b). Tudor domena modela HpFIgD je zakrenuta za razliku od modela XcFIgD i PaFlgD
dok su im Fn III domene vrlo sliéne i dobro se preklapaju u oba slucaja. HpFIgD kao i
XcFIgD na C-terminalnom kraju sadrzi kratku o zavojnicu dok se ona u PaFIgD ne nalazi.

a b

Slika 32. Preklopljeni strukturni modeli (a) HpFIgD (plavo) i PaFlgD (ruzicasto), (b) HpFlgD
(plavo) i XcFIgD (zeleno).
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Nakon izvedenih eksperimenata i dobivenih rezultata moze se zakljuciti da, iz niza
postavljenih kristalizacija, protein HpFIgD kao i tripsinom obradeni HpFIgD daje kristale pri
pH 7 i udjelu precipitanta PEG 1500 (w/v) od 21, 22, 25 i 28%. Kristali tripsinom obradenog
proteina HpFlgD nastaju pri temperaturi od 4 °C i koncentraciji od 6,2 mg mL™ u vremenu
od 2 mjeseca dok kristali nativnog proteina HpFIgD nastaju pri koncentraciji od 15,5 mg
mL™, temperaturi od 16 °C i vremenu od 2 mjeseca. U slu¢aju PaFIgD kristali su dobiveni u
uvjetu 0,1 M MES pH 6,6 i 18% (w/v) PEG 6000 u vremenu od 3 dana i pri 24 °C, dok su u
slu¢aju XcFlgD kristali nastali u dva razli¢ita uvjeta: 1,7 M natrijev acetat i 0,1 M natrijev
kakodilat te 2,5 M natrijev klorid, 0,1 M Tris pH 7,0 i 0,2 M magnezijev klorid u vremenu od
14 dana i pri 20 °C.2*! Vainu ulogu tijekom stvaranja kristala imaju temperatura i
koncentracija proteina jer uslijed naglih promjena temperature dolazi do otapanja kristala, a
nize koncentracije proteina onemogucuju nastajanje kristala.

RijeSena struktura proteina HpFIgD pokazuje sli¢ne karakteristike kao i poznate dvije
strukture proteina XcFIgD 1 PaFIgD, te ju ¢ini kraéa verzija proteina od 146 aminokiselina
(127-274), dakle bez N— i C— kraja proteina. Istu takvu karakteristiku pokazuju PaFIgD sa
135 aminokiselina (102-236) i XcFlgD sa 138 aminokiselina (84-221).12*3 Struktura proteina
HpFIgD je rijesena do rezolucije od 2,87 A i pokazuje da se molekule monomera unutar
kristalne reSetke povezuju u tetramer. Monomer HpFIgD se sastoji iz dvije domene, Tudor i
Fn 111. Model takoder sadrzi kratku o zavojnicu na C-terminalnom kraju §to je karakteristika
proteina XcFIgD, ali ne i proteina PaFlgD. Elektrostatski potencijal molekule pokazuje
negativno nabijeni utor $to je karakteristika svih do sada rijesenih strukura proteina FlgD.
Budu¢i da utor ne sluzi za povezivanje monomera u tetramer, moze Se pretpostaviti da igra
ulogu u funkciji proteina i sluzi kao mjesto kontakta sa proteinima koji takoder sudjeluju u
izgradnji kuke bica ili je mjesto interakcija s manjim organskim molekulama. Rotirana
orijentacija domene Tudor je moguéi razlog zbog kojega HpFIgD moze tvoriti tertramer, a
XcFI[g%]i PaFIgD ne mogu. XcFIgD i PaFIgD su u kristalnoj strukturi u obliku dimera (slika
33).

45



Slika 33. Dimer HpFIgD (plave nijanse) i dimer XcFIgD (zelene nijanse) s ozna¢enim f3
plo¢ama zaduZenim za ostvarivanje kontakata izmedu monomera

Protein FIgD se u otopini nalazi u obliku dimera, kao i PaFIgD i XcFlgD,?*® te se pokazao
iznimno stabilnim. Nakon 5 mjeseci stajanja na sobnoj temperaturi protein je pokazao
iznimnu stabilnost bez znakova degradacije. Sastavnica kristalizacijske otopine, PEG 1500, ne
potice njegovu degradaciju, dok ju SPG pufer nizih pH vrijednosti (pH 4) potice, Sto je i za
ocekivati jer vec¢ina proteina nije stabilna pri niskim vrijednostima pH. Vrijednosti pH od 6 na
viSe ne utjecu na njegovu stabilnost. Razlog kristalizacije samo centralnog dijela proteina je
vjerojatno u spontanoj degradaciji N— 1 C—terminalnog kraja proteina.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu je pokazano da se protein FIgD iz bakterije H. pylori moze
prekomjerno proizvesti koriste¢i ekspresijski pET sustav bakterije E. coli, te biokemijskim
tehnikama prodistiti do zadovoljavajuce Cistoce za kristalizacijski eksperiment. Rezultati ovog
istrazivanja dali su uvid u stabilnost proteina HpFlgD, dobre smjernice za daljnje
kristalizacijske eksperimente proteina te podatke o trodimenzionalnoj strukturi monoklinske
forme skracene verzije proteina. Kristalna struktura proteina HpFIgD ukazala je na znacajnu
razliku orijentacije Tudor i Fn-111 domene u odnosu na orijentaciju tih domena u do sada
poznatim strukturnim homolozima (XcFIgD i PaFIgD).

Ovi rezultati su doprinos strukturnoj karakterizaciji proteina ukljucenih u patogenost H. pylori
koji se provode na Zavodu za op¢u i anorgansku kemiju.
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8. PRILOG

l. Standard molekulskih masa proteina

1. Popis kristalizacijskih uvjeta PACT suite

I11.  Fotografije kristala snimljene pomoc¢u mikroskopa (Olympus, SZX 12) pod
povecanjem 1,6 x 1 fotoaparata (Olympus, SGX 12) na Zavodu za opéu i
anorgansku kemiju.
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Slika 1. Standard molekulskih masa proteina



The PACT Suite Composition Table

Cat. no.
(Refill-Hit Solution,

Number Salt Buffer Precipitant 4 x 12.5 ml tubes)
1 0.1 M SPG buffer pH 4 25% (w/v) PEG 1500 135701
2 0.1 M SPG buffer pH 5 25% (w/v) PEG 1500 135702
3 0.1 M SPG buffer pH & 25% [w/v) PEG 1500 135703
4 0.1 M SPG buffer pH 7 25% (w/v) PEG 1500 135704
5 0.1 M SPG buffer pH 8 25% (w/v) PEG 1500 135705
6 0.1 M SPG buffer pH @ 25% (w/v) PEG 1500 135706
7 0.2 M Sodium chloride 0.1 M Sodium acetate pH 5 20% [w/v) PEG 6000 135707
8 0.2 M Ammonium chloride 0.1 M Sodium acetate pH 5 20% (w/v) PEG 6000 135708
Q9 0.2 M Lithium chlonde 0.1 M Sedium acetate pH 5 20% (w/v) PEG 6000 135709
10 0.2 M Mognesium chloride 0.1 M Sodium acetate pH 5 20% (w/v) PEG 6000 135710
1 0.2 M Calcium chloride 0.1 M Sodium acetate pH 5 20% (w/v) PEG 6000 135711
12 0.01 M Zinc chloride 0.1 M Scdium acetate pH 5 20% (w/v) PEG 6000 135712
13 0.1 M MIB buffer pH 4 25% (w/v) PEG 1500 135713
14 0.1 M MIB buffer pH 5 25% (w/v) PEG 1500 135714
15 0.1 M MIB buffer pH 6 25% [w/v) PEG 1500 135715
16 0.1 M MIB buffer pH 7 25% (w/v) PEG 1500 135716
17 0.1 M MIB buffer pH 8 25% (w/v) PEG 1500 135717
18 0.1 M MIB buffer pH 9 25% (w/v) PEG 1500 135718
19 0.2 M Sodium chloride 0.1 MMESpH 6 20% [w/v) PEG 6000 135719
20 0.2 M Ammonium chloride 0.1 MMES pH 6 20% (w/v) PEG 6000 135720
21 0.2 M Lithium chlonde 0.1 MMES pH &6 20% (w/v) PEG 6000 135721
22 0.2 M Mognesium chloride 0.1 MMESpH 6 20% (w/v) PEG 6000 135722
23 0.2 M Calcium chloride 0.1 MMESpH 6 20% (w/v) PEG 6000 135723
24 0.01 M Zinc chloride 0.1 MMES pH 6 20% (w/v) PEG 6000 135724
25 0.1 M PCB buffer pH 4 25% (w/v) PEG 1500 135725
26 0.1 M PCB bufferpH 5 25% (w/v) PEG 1500 135726
27 0.1 M PCB bufferpH 6 25% (w/v) PEG 1500 135727
28 0.1 M PCB buffer pH 7 25% (w/v) PEG 1500 135728
29 0.1 M PCB bufferpH 8 25% (w/v) PEG 1500 135729
30 0.1 M PC8 buffer pH ¢ 25% [w/v) PEG 1500 135730
31 0.2 M Sodium chloride 0.1 MHEPES pH 7 20% (w/v) PEG 6000 135731
32 0.2 M Ammonium chloride 0.1 MHEPES pH 7 20% (w/v) PEG 6000 135732
33 0.2 M Lithium chlonde 0.1 MHEPES pH 7 20% (w/v) PEG 6000 135733
34 0.2 M Mognesium chloride 0.1 MHEPES pH 7 20% (w/v) PEG 6000 135734
35 0.2 M Calcium chloride 0.1 MHEPES pH 7 20% [w/v) PEG 6000 135735
36 0.01 M Zinc chloride 0.1 MHEPES pH 7 20% (w/v) PEG 6000 135736
37 0.1 M MMT buffer pH 4 25% (w/v) PEG 1500 135737
38 0.1 M MMT buffer pH 5 25% (w/v) PEG 1500 135738
3% 0.1 M MMT buffer pH 6 25% (w/v) PEG 1500 135739
40 0.1 M MMT buffer pH 7 25% (w/v) PEG 1500 135740
41 0.1 M MMT buffer pH 8 25% (w/v) PEG 1500 135741
42 0.1 M MMT buffer pH @ 25% [w/v) PEG 1500 135742
43 0.2 M Sodium chloride 0.1MTnzpH 8 20% [w/v) PEG 6000 135743
44 0.2 M Ammonium chloride 0 1MTnspH 8 20% (w/v) PEG 6000 135744
45 0.2 M Lithium chlonde 0.1 MTnspH 8 20% (w/v) PEG 6000 135745
A6 0.2 M Mognesium chloride 0.1MTnzpH 8 20% (w/v) PEG 6000 135746
47 0.2 M Calcium chloride 01MTnzpH 8 20% [w/v) PEG 6000 135747
48 0 1MTnzpH 8 20% (w/v) PEG 6000 135748




The PACT Suite Composition Table

Cat. no.
(Refill-Hit Solution,

Number Salt Buffer Precipitant 4 x 12.5 ml fubes)
49 0.2 M Sodium flueride 209% (w/v) PEG 3350 135749
50 0.2 M Sodium bromide 20% (w/v} PEG 3350 135750
51 0.2 M Sodium iodide 20% (w/v) PEG 3350 135751
52 0.2 M Potaszium thiocyanate 20% (w/v) PEG 3350 135752
53 0.2 M Sodium nitrate 20% (w/v) PEG 3350 135753
54 0.2 M Sodium formate 20% (w/v} PEG 3350 135754
55 0.2 M Sodium acetate 20% (w/v) PEG 3350 135755
56 0.2 M Sodium sulfate 20% (w/v) PEG 3350 135756
57 0.2 M Potazzium/zodium farirate 20% (w/v) PEG 3350 135757
58 0.2 M Sodium/potaszsi hozphat 20% (w/v} PEG 3350 135758
59 0.2 M Sodium citrate 20% (w/v) PEG 3350 135759
60 0.2 M Scodium malonate 20% (w/v) PEG 3350 135760
61 0.2 M Sodium fluoride 0.1 M Biz Tris propane pH 6.5 20% (w/v) PEG 3350 135761
62 0.2 M Sodium bromide 0.1 M Bis Tris propane pH 6.5 20% (w/v} PEG 3350 135762
63 0.2 M Sodium iodide 0.1 M Bis Triz propane pH 6.5 20% (w/v) PEG 3350 135763
64 0.2 M Potazzium thiocyanate 0.1 M Biz Triz propane pH 6.5 20% (w/v) PEG 3350 135764
65 0.2 M Sodium nitrate 0.1 M Biz Triz propane pH 6.5 20% (w/v) PEG 3350 135765
66 0.2 M Sodium formate 0.1 M Bis Triz propane pH 6.5 20% (w/v} PEG 3350 135766
67 0.2 M Sodium acetate 0.1 M Bis Triz propane pH 6.5 20% (w/v) PEG 3350 135767
68 0.2 M Sodium sulfate 0.1 M Biz Triz propane pH 6.5 20% (w/v) PEG 3350 135768
69 0.2 M Potazzium/zodium farirate 0.1 M Biz Triz propane pH 6.5 20% (w/v) PEG 3350 135769
70 0.2 M Sodium/potassium phosphat 0.1 M Biz Tris propane pH 6.5 20% (w/v) PEG 3350 135770
71 0.2 M Sodium citrate 0.1 M Biz Tris propane pH 6.5 20% (w/v) PEG 3350 135771
72 0.2 M Scdium malonote 0.1 M Biz Tris propane pH 6.5 20% (w/v) PEG 3350 135772
73 0.2 M Sodium flueride 0.1 M Biz Triz propane pH 7.5 20% (w/v) PEG 3350 135773
74 0.2 M Sodium bromide 0.1 M Bis Tris propane pH 7.5 20% (w/v} PEG 3350 135774
75 0.2 M Sodium iodide 0.1 M Bizs Triz propane pH 7.5 20% (w/v) PEG 3350 135775
76 0.2 M Potassium thiccyanate 0.1 M Biz Triz propane pH 7.5 20% (w/v) PEG 3350 135776
77 0.2 M Sodium nitrote 0.1 M Biz Triz propane pH 7.5 20% (w/v) PEG 3350 135777
78 0.2 M Sodium formate 0.1 M Biz Tris propane pH 7.5 20% (w/v) PEG 3350 135778
79 0.2 M Sodium acetate 0.1 M Biz Triz propane pH 7.5 20% (w/v) PEG 3350 135779
80 0.2 M Sodium sulfate 0.1 M Biz Triz propane pH 7.5 20% {w/v) PEG 3350 135780
81 0.2 M Potazzsium/sodium tarirate 0.1 M Biz Triz propane pH 7.5 20% (w/v) PEG 3350 135781
82 0.2 M Sodium/potassium phosphate 0.1 M Biz Tris propane pH 7.5 20% (w/v) PEG 3350 135782
83 0.2 M Scdium citrate 0.1 M Biz Tris propane pH 7.5 20% (w/v) PEG 3350 135783
84 0.2 M Scdium malonate 0.1 M Biz Triz propane pH 7.5 20% (w/v) PEG 3350 135784
85 0.2 M Sodium fluonide 0.1 M Biz Tris propane pH 8.5 20% (w/v) PEG 3350 135785
86 0.2 M Sodium bromide 0.1 M Biz Tris propane pH 8.5 20% [w/v) PEG 3350 135786
87 0.2 M Sodium iodide 0.1 M Biz Triz propane pH 8.5 20% (w/v) PEG 3350 135787
88 0.2 M Potazsium thiocyanate 0.1 M Biz Triz propane pH 8.5 20% {w/v) PEG 3350 135788
89 0.2 M Sodium nitrote 0.1 M Biz Triz propane pH 8.5 20% (w/v) PEG 3350 135789
20 0.2 M Sodium formate 0.1 M Bis Tris propane pH 8.5 20% (w/v) PEG 3350 135790
o1 0.2 M Sodium acetate 0.1 M Biz Triz propane pH 8.5 20% (w/v) PEG 3350 135791
92 0.2 M Sodium sulfate 0.1 M Biz Triz propane pH 8.5 20% (w/v) PEG 3350 135792
93 0.2 M Potazzium/sodium tarirate 0.1 M Biz Tris propane pH 8.5 20% (w/v) PEG 3350 135793
o4 0.2 M Sodium/potassium phosphct 0.1 M Biz Tris propane pH 8.5 20% (w/v) PEG 3350 135794
95 0.2 M Sodium citrate 0.1 M Biz Triz propane pH 8.5 20% (w/v) PEG 3350 135795
96 0.2 M Scdium malonate 0.1 M Biz Triz propane pH 8.5 20% {w/v) PEG 3350 135796
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Slika 1. Kristali¢ tripsinom obradenog proteina FigD, C1

Slika 2. Kristali¢ proteina FlgD, A6



Slika 3. Kristali¢ proteina FlgD, AS

Slika 4. Kristali¢i tripsinom obradenog proteina FlgD, C3
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Slika 5. Kristali¢i tripsinom obradenog proteina FlgD, C2
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