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SAZETAK

STANICNI ODGOVOR BAKTERIJE ESCHERICHIA COLI NA POGRESKE U
BIOSINTEZI PROTEINA NA IZOLEUCINSKIM POLOZAJIMA

Marija Pranji¢
Prirodoslovno-matematicki fakultet, Horvatovac 102a, 10 000 Zagreb

Istrazen je stani¢ni odgovor bakterije Escherichia coli na pogreske u biosintezi proteina na
izoleucinskim polozajima (mistranslacija) metodama klasi¢éne mikrobiologije i kvantitativne
proteomike uz uporabu spektrometra masa visoke rezolucije. Usporedena je toksi¢nost
kanonske i nekanonske mistranslacije, odnosno zamjene izoleucina proteinogenim valinom i
zamjene izoleucina neproteinogenim norvalinom.

Pokazano je da Escherichia coli mozZe podnijeti vrlo visoku razinu mistranslacije (do
20 %). Rast u nutritivno siromasnim uvjetima uz dodatak norvalina ili valina uzrokuje znac¢ajnu
mistranslaciju na izoleucinskim pozicijama u divljem tipu bakterije. Mistranslacija inhibira
staniéni rast, smanjuje otpornost stanice na toplinski stres te izaziva SOS-odgovor i
filamentaciju stanica u stacionarnoj fazi rasta. Izoleucinska mistranslacija pojacava ekspresiju
glavnih proteaza i Saperonskih sustava. Uslijed mistranslacije mijenjaju se i interaktori glavnog
bakterijskog Saperona DnaK koji su ukazali na preferentnu destabilizaciju proteina ukljucenih
u proces translacije u stanici. Nekanonska mistranslacija mijenja ekspresiju veéeg broja
proteina i izaziva veci inhibitorni u¢inak na rast stanica od kanonske mistranslacije.
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(mistranslation) was investigated using classical microbiological methods and mass-
spectrometry-based quantitative proteomics. The toxicity of canonical and non-canonical
mistranslation was compared, e.g. the substitution of isoleucine with proteinogenic valine and
the substitution of isoleucine with non-proteinogenic norvaline.

Escherichia coli can tolerate very high levels of isoleucine mistranslation (up to 20%).
Growth in nutritionally poor conditions with the addition of norvaline or valine causes
significant isoleucine mistranslation in wild-type bacteria. Mistranslation inhibits cellular
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Translacija je zavrsni od triju fundamentalnih stani¢nih procesa koji omogucavaju prijenos
geneti¢ke informacije od DNA do proteina. Dva procesa najvise utje¢u na to¢nost biosinteze
proteina: sparivanje tRNA i odgovaraju¢e aminokiseline, te prepoznavanje nastale aminoacil-
tRNA na ribosomu gdje se aminokiselina ugraduje u rastuci polipeptidni lanac [1]. Pogreske u
navedenim procesima najces¢i su uzrok mistranslacije — pogresne ugradnje aminokiseline u
proteom stanice. Ovisno o tipu nastanka, mistranslacija se moze dogoditi lokalno —
supstitucijom aminokiseline kodirane specifiénim kodonom uslijed pogreske na ribosomu,
regionalno — supstitucijom specificne aminokiseline uslijed pogreske odgovaraju¢e aminoacil-
tRNA-sintetaze (aaRS) i globalno — neselektivnim ugradivanjem pojedine aminokiseline u
proteom stanice [2]. To¢nost mistranslacije u bakteriji Escherichia coli prosje¢no iznosi oko
107, no dodatno varira za red veli¢ine ovisno o vrsti kodona, poziciji kodona/aminokiseline u
proteinu i fizioloskim uvjetima u stanici [1].

AaRS su enzimi koji u dva koraka kataliziraju reakciju esterifikacije aminokiseline i
tRNA s odgovaraju¢im antikodonom [3]. Prema tome, aaRS su odgovorne za prevodenje
geneti¢kog koda. U stanici postoji 20-ak razli¢itih aaRS, u pravilu po jedna za svaku
proteinogenu aminokiselinu [3]. Kako bi osigurale nastanak ispravnog produkta, ovi enzimi
moraju specifi¢no prepoznavati aminokiselinu i tRNA. Zahvaljujuéi svojoj veli¢ini, molekula
tRNA ostvaruje interakciju s aaRS duz nekoliko elemenata identiteta koji se uglavnom nalaze
na antikodonu i akceptorskoj peteljci [4]. Aminokiselina je u usporedbi s tRNA puno manji
supstrat, zbog Cega aktivno mjesto aaRS teze diskriminira aminokiseline strukturno sli¢ne
pripadnom supstratu. Kako bi osigurale potrebnu to¢nost translacije, 10 vrsta aaRS sadrzi
dodatnu domenu za popravak pogreSke koja katalizira hidrolizu estera nepripadne
aminokiseline i tRNA [3].

AaRS se dijele u dva razreda koje se razlikuju prema evolucijskoj proslosti, strukturnim
karakteristikama i mehanizmu reakcije [3]. U fokusu ove doktorske disertacije nalazi se
izoleucil-tRNA-sintetaza (11eRS) iz bakterije E. coli. 1leRS je enzim razreda I, evolucijski sli¢an
leucil-tRNA-sintetazi (LeuRS) i valil-tRNA-sintetazi (ValRS) [3]. Sve tri aaRS imaju zasebnu
domenu za popravak pogreske umetnutu unutar kataliticke domene. Sve poznate sekvence

I1eRS imaju sacuvanu domenu za popravak pogreske [5], za razliku od primjerice srodne LeuRS
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2 § 1. Uvod

kod koje postoje sekvence iz bakterija roda Mycoplasma koje sadrze mutacije na pozicijama
klju¢nim za kataliticku aktivnost domene za popravak pogreske ili cak delecijom cijele domene
[6]. Navedeno ukazuje na vaznost ispravne ugradnje izoleucina na odgovaraju¢a mjesta u
proteomu u svim domenama zivota. Domena za popravak pogreske 11eRS iz E. coli ne katalizira
hidrolizu pripadnog produkta (lle-tRNA"®), ali katalizira hidrolizu vrlo Sirokog spektra
nepripadnih produkata [7].

IleRS iz E. coli ima dva supstrata strukturno sli¢na izoleucinu koji se posebno dobro
prepoznaju u aktivnom mjestu enzima: valin i norvalin [8]. Obje aminokiseline mogu se
prirodno naci u bakteriji E. coli. Valin je jedan od najzastupljenijih metabolita u bakteriji E.
coli ¢ija koncentracija iznosi ¢ak 4 mmol/L [9], dok je norvalin nusprodukt sinteze leucina koji
nastaje u mikroaerobnim uvjetima [10, 11]. Ove dvije aminokiseline strukturni su izomeri koji
u usporedbi s izoleucinom imaju jednu metilensku skupinu manje. Izoleucin i valin su -
razgranate aminokiseline koje imaju visoku sklonost gradnji B-ploca [12, 13], dok norvalin s
linearnim bo¢nim ogrankom ima sklonost tvorbi a-zavojnica [13, 14]. Ugradnja norvalina
umjesto izoleucina pokazala se toksi¢nijom od ugradnje valina [8], a potencijalni uzrok
toksi¢nosti mogla bi biti naruSena struktura B-ploca [13]. Proteini s naruSenom strukturom
imaju izloZenije hidrofobne aminokiseline, skloniji su agregaciji i tijekom smatanja vise ovise
o Saperonima [15]. Osim toga, mistranslatirani proteini mogu biti hidrolizirani stani¢nim
proteazama [16].

Mistranslatirani proteini imaju narusenu strukturu i trebaju pomo¢ Saperona pri
smatanju. U bakteriji E. coli postoji nekoliko Saperonskih sustava: DnaK/Dnal/GrpE,
GroES/EL, HtpG i ClpB [15]. DnaK/DnaJ/GrpE je sredi$nji Saperonski sustav u kojemu glavnu
ulogu ima DnaK [17] — protein koji se sastoji od dvije domene. N-terminalna domena veZze i
hidrolizira ATP 1 na taj nacin regulira vezanje ili otpuStanje krivo smotanog proteina u C-
terminalnoj domeni [18]. Prema tome, DnaK moze postojati u otvorenoj ili zatvorenoj
konformaciji, ovisno o tome ima li vezan ATP ili ADP. Izolacijom i analizom interaktora DnaK
spektrometrijom masa, Calloni i suradnici su pokazali da od svih Saperona DnaK ima najveci
broj interaktora (preko 600) s vrlo Sirokim rasponom funkcija u stanici [17]. Utjecaj

mistranslacije na interaktore Saperona dosad jos nije istraZen.
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1.1. Cilj i hipoteze rada

Mistranslacija je obradena u mnogobrojnim istrazivanjima [1, 8, 11, 19-25], medutim u fokusu
takvih istrazivanja u pravilu je istrazivanje fenotipskih promjena koje mistranslacija izaziva.
Relativno je malo proteomskih istrazivanja koji daju uvid u globalnu razinu mistranslacije u
stanici [1, 8, 11] ili uvid u regulaciju ekspresije proteina u stanici [25, 26]. Osim toga, nijedna
od navedenih proteomskih analiza nije ukljucivala usporedbu kanonske i nekanonske
mistranslacije, tj. zamjene pojedine aminokiseline u proteomu stanice proteinogenom odnosno
neproteinogenom aminokiselinom. Pretragom literature nije nadeno ni jedno istrazivanje koje
u obzir uzima promjene u interaktorima $aperona ili vrsti proteina koji agregiraju, pruzajuci na
taj nac¢in uvid u to Koji tip proteina najcesc¢e treba pomoc¢ u ostvarivanju funkcionalne 3D
strukture.

Cilj ovog istrazivanja je odrediti stani¢ni odgovor bakterije E. coli na supstituciju
izoleucina norvalinom, odnosno valinom u proteomu. Specifi¢ni ciljevi ove doktorske
disertacije su:

1. Konstruirati soj bakterije E. coli koji je auksotrof za izoleucin, norvalin i valin i
deaktivirati domenu za popravak pogreske IleRS uvodenjem mutacija T243R/D342A

koje inaktiviraju njezinu hidrolitiCku aktivnost i omogucuju ugradnju norvalina ili

valina na izoleucinske pozicije u proteomu stanice.

2. Odrediti na koji na¢in ugradnja norvalina i valina na izoleucinske pozicije u proteomu
konstruiranog soja utje¢e na njegov rast, morfologiju i prezivljavanje.
3. Odrediti omogucava li mistranslacija prilagodbu bakterije na toplinski stres.
4. Odrediti razinu mistranslacije konstruiranog soja u razli¢itim fazama rasta i identificirati
bioloske procese na koje mistranslacija najvise utjece.
5. lzolirati i identificirati interaktore Saperona DnaK u mistranslatiraju¢im uvjetima te
U ostvarivanju prvog cilja koriStene su metode genetickog inZenjerstva bakterije Escherichia
coli: transdukcija bakteriofagom P1 [27] i FRT-FLP mjesno-specificna rekombinacija [28]. U
ostvarivanju drugog i tre¢eg cilja koristene su razlicite mikrobioloske metode kao $to su
mjerenja krivulja rasta bakterije u razli¢itim uvjetima, odredivanje koncentracije valina
odnosno norvalina u teku¢em mediju pri kojoj je postignuta 50 %-tna inhibicija rasta bakterija

(ICso vrijednost), mikroskopiranje i prezivljavanje bakterija na razli¢itim hranjivim podlogama.
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U ostvarivanju ¢etvrtog i petog cilja koristena je kvantitativna spektrometrija masa. Interaktori
Saperona DnaK izolirani su uporabom afinitetne kromatografije (engl. pull-down assay) [17].
Hipoteze ovog istrazivanja su:
e Supstitucija izoleucina u proteomu bakterije Escherichia coli narusava tercijarnu

strukturu proteina i povecava broj Saperonskih interaktora.

izaziva vecCe strukturne promjene u proteinima u odnosu na mistranslaciju

proteinogenom aminokiselinom (valinom).
Ocekivani znanstveni doprinos ove disertacije je dobiti detaljniji uvid u vaznost pravilne
ugradnje izoleucina u proteine koja se ocituje postojanjem domene za popravak pogreske u
izoleucil-tRNA-sintetazama iz svih domena Zivota, objasniti razliku u toksi¢nosti ugradnje
neproteinogenog norvalina od ugradnje proteinogenog valina na izoleucinske pozicije u
proteomu bakterije E. coli i povezati opazene promjene s razinom pojedine vrste mistranslacije

u stanici.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Uzroci pogresaka u biosintezi proteina

Sve zive stanice sadrze DNA (engl. deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleinska kiselina) koja
je nositelj geneticke informacije jer sadrzi informaciju o slijedu aminokiselina u proteinima
[29]. DNA se sastoji od dva medusobno komplementarna lanca od kojih je svaki lanac polimer
koji se sastoji od cetiriju deoksiribonukleotida (deoksiadenilata, deoksigvanilata,
deoksicitidilata i deoksitimidilata) povezanih fosfodiesterskim vezama. U stanici postoji
nekoliko razli¢itih procesa koji omogucéavaju prijenos geneticke informacije od DNA do

proteina: replikacija DNA, transkripcija i translacija (slika 1).
Trankripcija Translacija

nascentni
polipeptidni lanac

—_ $ ak-tRNA
ribosom

cja|c

RNA-polimeraza
DNA M ~
tRNA

mRNA
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Slika 1. Shema prijenosa geneticke informacije od DNA do proteina. RNA-polimeraza prevodi slijed nukleotida u DNA u
slijed nukleotida u molekuli MRNA procesom koji se naziva transkripcija. Nastala mRNA veZe se na malu podjedinicu
ribosoma gdje se sljedovi tripleta nukleotida prevode u slijed aminokiselina u proteinu. Shema je napravljena uz pomo¢ stranice
www.biorender.com.

Replikacija DNA omogucava ispravan prijenos genetickog materijala tijekom diobe stanice,
transkripcija prepisivanje nukleotida DNA u mRNA (engl. messenger ribonucleic acid,
glasnicka ribonukleinska kiselina), a translacija prevodenje nukleotida u molekuli mMRNA u
slijed aminokiselina u proteinu. Ukoliko slijed aminokiselina u proteinu u potpunosti ne
odgovara kodiraju¢em slijedu u molekuli DNA, doslo je do pogreske u jednom od navedenih

procesa. U stanici postoje raznoliki mehanizmi koji sprje¢avaju nastanak takvih pogresaka.
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Replikacija DNA jedan je od najto¢nijih procesa u stanici jer osigurava ispravan prijenos
genetickog materijala tijekom diobe stanice. Frekvencija greske replikacije DNA u bakteriji
Escherichia coli iznosi oko 10 po paru nukleotida po generaciji [30]. Ukoliko se greska i
dogodi, moguce je da nece rezultirati promjenom u slijedu aminokiselina u proteinu zbog
degeneracije genetickog koda. Transkripcija DNA u mRNA manje je toCan proces koji
katalizira RNA-polimeraza (slika 1) s frekvencijom greske koja u E. coli iznosi izmedu 107 i
10 po nukleotidu [31]. Nastala molekula mRNA na ribosomu se translatira u protein (slika 1).
Procjenjuje se da sintetizirani proteini imaju frekvenciju pogreske 10 po aminokiselini [1].
Kao supstrat za ugradnju aminokiseline u rastuc¢i polipeptidni lanac koriste se molekule
aminoacil-tRNA (slika 1) ¢iji nastanak kataliziraju aminoacil-tRNA-sintetaze [3]. Nakon
sinteze, aminoacil-tRNA formira ternarni kompleks s proteinom EF-Tu na koji je vezan GTP
[32]. Ternarni kompleks dolazi do ribosoma gdje se veze na A-mjesto nastankom interakcije
izmedu triju antikodonskih baza u molekuli tRNA i triju kodonskih baza u molekuli mRNA.
EF-Tu moze prepoznati neispravnu molekulu aminoacil-tRNA i onemoguditi njezino
sudjelovanje u translaciji [33]. U suprotnom, ternarni kompleks dolazi do ribosoma gdje
nastanak ispravne interakcije izmedu kodona i antikodona osigurava ugradnju ispravne
aminokiseline u rastu¢i polipeptidni lanac. Ukoliko se u rastuéi polipeptidni lanac ugradi
nepripadna aminokiselina jo$ uvijek je moguce da ¢e dodatni mehanizam provjere pogreske na
ribosomu dovesti do disocijacije krnjeg polipeptidnog lanca [32]. Krnji protein u citoplazmi
stanice moze hidrolizirati ¢ime se sprjecavaju nezeljeni efekti koje bi neto¢no sintetizirani
protein mogao izazvati u stanici.

Pogresna biosinteza proteina Cesto se naziva mistranslacija prema translaciji kao
najmanje to€nom procesu U prijenosu geneticke informacije od DNA do proteina.
Mistranslacija se, s obzirom na mjesto nastanka i utjecaj na stanicu, moze klasificirati u tri
kategorije: lokalnu, regionalnu i globalnu (slika 2) [2]. Lokalna mistranslacija naziv je za
zamjenu specificne aminokiseline kodirane to¢no odredenim kodonom u proteomu stanice (npr.
zamjena tirozina kodiranog UAC kodonom u histidin [34]). Lokalna mistranslacija uzrokovana
je pogreskama u ostvarivanju interakcije kodona i antikodona na ribosomu [34]. Regionalna
mistranslacija naziv je za zamjenu jedne aminokiseline drugom, obi¢no strukturno sli¢nom
(npr. zamjena izoleucina valinom koji sadrzi jednu metilensku (-CH>-) skupinu manje [8, 25])
i uzrokovana je pogreskom odgovaraju¢e aminoacil-tRNA-sintetaze. Globalna mistranslacija

nespecifi¢na je ugradnja jedne ili viSe razli¢itih aminokiselina na razli¢ita mjesta u proteomu.
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Primjer globalne mistranslacije je nespecifi¢na ugradnja metionina u proteom stanice [35]. Ona
je u ljudskim stanicama uzrokovana fosforilacijom dvaju serinskih bo¢nih ogranaka metionil-
tRNA-sintetaze (MetRS) koji smanjuju njezin afinitet prema tRNAM®, a poveéavaju prema
nepripadnim molekulama tRNA [36]. Takva nespecifi¢na metionilacija proteoma mehanizam

je obrane stanice od oksidativnog stresa [35].

LOKALNA REGIONALNA GLOBALNA
MISTRANSLACIJA MISTRANSLACIJA MISTRANSLACIJA

nepripadna protein
(RNA

Slika 2. Vrste mistranslacije prema mjestu nastanka i utjecaju na stanicu. Lokalna mistranslacija uzrokovana je neto¢nom
interakcijom izmedu kodona i antikodona na ribosomu. Regionalna mistranslacija uzrokovana je pogresnim sparivanjem tRNA
i nepripadne aminokiseline koje katalizira aminoacil-tRNA-sintetaza (aaRS). Globalna mistranslacija nespecifi¢na je ugradnja
pojedine aminokiseline ili viSe njih na nespecificna mjesta u proteomu. Ovdje je prikazana na primjeru nespecificnog
ugradivanja metionina (Met) u proteine uslijed sparivanja s nepripadnim molekulama tRNA koje katalizira metionil-tRNA-
sintetaza (MetRS). Shema je napravljena uz pomo¢ stranice www.biorender.com.

Globalna analiza mistranslacije u bakteriji E. coli pokazala je da se vecina (64 %) pogresaka u
biosintezi proteina dogada na ribosomu, dok je u ostalih 36 % slucajeva uzrok pogreska u radu

aminoacil-tRNA-sintetaza [1].
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2.2. Aminoacil-tRNA-sintetaze osiguravaju to¢nost biosinteze proteina

2.2.1. Aminoacil-tRNA-sintetaze

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su enzimi koji kataliziraju reakciju esterifikacije izmedu a-
karboksilne skupine aminokiseline i hidroksilne skupine na 3'-kraju molekule tRNA (slika 3).
Svaka aaRS ima tri supstrata: aminokiselinu, tRNA i ATP. Reakcija esterifikacije odvija se u
dva koraka. U prvom koraku dolazi do aktivacije aminokiseline u reakciji s a-fosfornim
atomom ATP-a pri ¢emu nastaje aminoacil-adenilat (slika 3). U drugom koraku aktivirani oblik
aminokiseline reagira s hidroksilnom skupinom baze A76 koja se nalazi na 3'-kraju molekule
tRNA pri ¢emu nastaje aminoacil-tRNA (slika 3) [3]. Oba koraka odvijaju se u sintetskom
aktivnom mjestu aaRS.

Slika 3. Mehanizam nastanka aminoacil-tRNA u reakciji kataliziranoj aminoacil-tRNA-sintetazom (aaRS) razreda I.
U prvom koraku nastaje aktivirani meduprodukt aminoacil-adenilat koji u drugom koraku reagira s 2'-OH skupinom na 3'-kraju
molekule tRNA (baza A76). AaRS razreda Il, uz iznimku fenilalanil-tRNA-sintetaze, kataliziraju analognu reakciju s 3'-OH
skupinom tRNA (nije prikazano). Slika je napravljena u programima ChemDraw Ultra 12.0 i Inkscape.

U pravilu, svaka od 20 aminokiselina kodiranih geneti¢kim kodom ima zasebnu aminoacil-
tRNA-sintetazu i odgovarajucu tRNA ili set izoakceptorskih tRNA. AaRS se prema sli¢nosti u
strukturnim motivima i evolucijskom podrijetlu mogu podijeliti u dva razreda, i 1l (tablica 1)
[3, 37].

KatalitiCka domena aaRS razreda | sadrzi dva sac¢uvana motiva HIGH i KMSKS unutar
Rossmanovog nabora koji se sastoji od pet paralelnih B-lanaca izmedu kojih se nalaze o-
zavojnice (struktura Bapapafop) [3, 4]. Rossmanov nabor vrlo je ¢est strukturni motiv koji se
nalazi u proteinima koji vezu nukleotide (ATP, NAD*, FAD ili NADP¥) [38]. Unutar
Rossmanovog nabora u svim aaRS razreda | umetnuta je domena CP1 (skraceno od engl.
connective peptide I) koja u izoleucil-tRNA-sintetazi (1leRS), leucil-tRNA-sintetazi (LeuRS) i
valil-tRNA-sintetazi (ValRS) ima ulogu domene za popravak pogreske. AaRS razreda | u

pravilu su monomeri, a aaRS razreda Il dimeri.
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Kataliticka domena aaRS razreda II sadrzi B-plocu koja se sastoji od sedam antiparalelnih -
lanaca, a s jedne i druge strane B-ploCe nalazi se po jedna a-zavojnica [3]. Osim razlike u
strukturi katalitiCke domene, dva razreda se razlikuju i prema reakcijskom mehanizmu. AaRS
razreda | aminoaciliraju molekulu tRNA na 2' hidroksilnoj skupini (slika 3), a razreda Il na 3'

hidroksilnoj skupini (uz jedinu iznimku: fenilalanil-tRNA-sintetazu) [37].

Tablica 1. Klasifikacija aminoacil-tRNA-sintetaza u dva razreda. Lizil-tRNA-sintetaza (LysRS) moze imati strukturu koja
odgovara razredu | ili I1, ovisno iz kojeg organizma je izolirana. Glicil-tRNA-sintetaza (GlyRS) moze spadati u grupu IT A ili
11 C, ovisno o organizmu iz kojeg je izolirana. Skracenice nepripadnih aminokiselina su redom: a-Abu — a-aminobutanoat, Ala
— alanin, Can — kanavanin, Cys - cistein, Gly — glicin, 8hI — &-hidroksiizoleucin, 8hL — &-hidroksileucin, yhI — y-
hidroksiizoleucin, yhL — y-hidroksileucin, 4hP — 4-hidroksiprolin, Hcy — homocistein, Hse — homoserin, lle — izoleucin, Met —
metionin, nLeu — norleucin, Nva — norvalin, Orn — ornitin, Ser — serin, SerHO — serin hidroksamat, Thr — treonin, Tyr — tirozin,
Val — valin. Tablica je preuzeta i prilagodena iz ref. [3] i [39].

Razred | Razred 11
Popravak Nepripadni Popravak  Nepripadni
Podrazred  aaRS . Podrazred  aaRS .
pogreske supstrati pogreske supstrati
a-Abu, Cys,
lleRS da Hcy, Nva, GIlyRS ne
Val
Shl, ShL, yhl,
vhL, lle, )
LeuRS da HisRS ne
1A Met, nLeu,
A
Nva, Val
Ala, Cys,
MetRS da Hcy ProRS da
4hP
a-Abu, Hey, Cys, SerHO,
ValRS da SerRS da
Thr, Thr
CysRS ne ThrRS da Ser
1B GInRS ne AsnRS ne
GIuRS ne 0B AspRS ne
Hcy, Hse,
TrpRS ne LysRS da
1C Orn
TyrRS ne AlaRS da Gly, Ser
ID ArgRS da Can Inc GIlyRS ne
= LysRS ne PheRS da lle, Tyr

Produkt reakcije koju katalizira aaRS — aminoacil-tRNA — supstrat je za sintezu proteina na
ribosomu (slika 1). Svaka molekula tRNA u svojoj sekvenci sadrzi specifi¢ni slijed od tri baze

(antikodon). Antikodon molekule tRNA ostvaruje specificnu interakciju s tripletom baza na

Marija Pranjié¢ Doktorska disertacija



10 § 2. Literaturni pregled

mRNA (kodonom) tijekom translacije na ribosomu i tako omogucuje ugradnju aminokiseline
kodirane geneti¢kim kodom u rastuéi polipeptidni lanac. Prema tome, od esencijalne je vaznosti
za stanicu da aaRS prepoznaje specificnu tRNA (ili set izoakceptorskih tRNA) i specifi¢nu
aminokiselinu. U suprotnom, dolazi do nastanka esterske veze izmedu nepripadne

aminokiseline i tRNA sto dovodi do pogresaka u sintezi proteina.

2.2.1.1. Supstrati aminoacil-tRNA-sintetaza

Molekula tRNA je polimer koji se uobicajeno sastoji od oko 76 ribonukleotida (adenilata,
gvanilata, citidilata i uridilata) povezanih fosfodiesterskim vezama [4]. U njezinoj strukturi
nalaze se jednolancane i dvolancane regije (Slika 4). Dvolancane regije dobile su zasebna
imena: akceptorska peteljka (na kojoj se nalazi 3'-kraj molekule gdje se veze aminokiselina),
D-ruka, TyC-ruka i antikodonska ruka. Dodatno, neke molekule tRNA imaju i varijabilnu ruku.
3D struktura molekule tRNA zauzima oblik slova L (slika 4) gdje jedan kraj ostvaruje
interakciju s mMRNA, a drugi veze aminokiselinu.

A) B)

Slika 4. Elementi identiteta za aminoacil-tRNA-sintetaze razreda | (A) i razreda Il (B) prikazanih na modelu molekule
tRNAPPe, Veli¢ina pojedine kugle na pojedinoj poziciji u molekuli tRNA je proporcionalna udestalosti pojedinog elementa
identiteta unutar pojedinog razreda aminoacil-tRNA-sintetaza. Varijabilna ruka naznacena je sivom bojom i prepoznata je kao
element identiteta kod tRNA™" gdje je, ovisno o organizmu, veéa za do 13 nukleotida i kod tRNAS®" gdje je, ovisno o
organizmu, veca za 16-21 nukleotid. Slika je preuzeta iz ref. [4].

Molekula tRNA je velika i ostvaruje velik broj interakcija s aaRS. Baze na molekuli tRNA koje

ostvaruju interakcije s aaRS 1 osiguravaju specificnost njihove interakcije nazivamo
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elementima identiteta [4]. Elementi identiteta najéeS¢e se nalaze na perifernim dijelovima
molekule: antikodonu i akceptorskoj peteljci (slika 4) [4]. Mutacija baze tRNA koja je element
identiteta uzrokuje gubitak specifi¢nosti aaRS prema odgovaraju¢oj tRNA. Osim mutacija na
tRNA, postranslacijske modifikacije na odgovaraju¢oj aaRS mogu uzrokovati gubitak
specifi¢nosti prema tRNA [36].

U usporedbi s tRNA, aminokiselina je puno manja molekula koja ostvaruje puno manje
interakcija s aaRS. Osim 20 proteinogenih aminokiselina, u stanici se mogu nac¢i i brojne druge
neproteinogene aminokiseline koje nastaju kao metabolicki meduprodukti (homocistein,
homoserin, ornitin, citrulin), biljni produkti (kanavanin), produkti nastali oksidacijom
proteinogenih aminokiselina (m-tirozin, hidroksiprolin) ili razgradnjom proteina koji sadrze
razli¢ite postranslacijske modifikacije, nusprodukti biosinteze aminokiselina s razgranatim
bocnim ogrankom (norvalin [10], norleucin) i razli¢ite D-aminokiseline koje se mogu naci u
strukturi peptidoglikana [40]. Navedene aminokiseline predstavljaju prijetnju ostvarivanju

to¢ne biosinteze proteina.

2.2.1.2. Mehanizmi popravka pogreske

Raznolikost aminokiselina u stanici i ograni¢enost broja interakcija koje pripadna
aminokiselina moze ostvariti s enzimom, onemogucuje postizanje dovoljne razine to¢nosti (0ko
1:1000 [1]) za neke vrste aaRS. Zbog toga su se razvili razli¢iti mehanizmi popravka pogreske
koji omoguc¢uju hidrolizu aminoacil-adenilata ili aminoacil-tRNA (slika 5) [41]. Hidrolizu
pogresno aktivirane aminokiseline (aminoacil-adenilata) nazivamo popravkom pogreske prije
prijenosa na tRNA, a hidrolizu pogresno nastalog produkta (aminocil-tRNA) nazivamo
popravkom pogreske nakon prijenosa na tRNA (slika 5). Popravak pogreske prije prijenosa
dogada se u sintetskom aktivnom mjestu aaRS ili u otopini. Ukoliko se dogada u sintetskom
aktivnom mjestu i za hidrolizu je nuzno vezanje tRNA nazivamo ga popravkom pogreske
ovisnim o tRNA. U suprotnom se naziva popravkom pogreske neovisnim o tRNA.

Popravak pogreske poslije prijenosa (slika 5) dogada se u domeni za popravak pogreske
na odgovarajucoj aaRS ili u aktivnom mjestu na zasebnom proteinu — trans-faktoru za popravak
pogreske. Deset poznatih vrsta aaRS sadrzi dodatnu domenu za popravak pogreske (tablica 1)
[3]. AaRS razreda I sadrze domenu za popravak pogreske (domena CP1) umetnutu unutar
Rossmanovog nabora, dok se enzimi razreda Il razlikuju prema poziciji domene unutar enzima

[3]. Ukoliko dode do nastanka produkta izmedu nepripadne aminokiseline i tRNA u sintetskom
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aktivnhom mjestu aaRS, postoje dva predlozena mehanizma kako se nepripadni produkt moze
premjestiti u domenu za popravak pogreske. Jedan nacin je translokacija akceptorske peteljke
tRNA iz sintetskog aktivhog mjesta, u kojem se aminokiselina aktivira i prenosi na tRNA, u
hidroliti¢ko aktivno mjesto domene za popravak pogreske [3]. Drugi nacin je disocijacija
aminoacil-tRNA iz sintetskog aktivnog mjesta aaRS i ponovno vezanje u domeni za popravak

pogreske.

POPRAVAK POGRESKE POPRAVAK POGRESKE
PRIJE PRIJENOSA POSLIJE PRIJENOSA

neovisan o0 tRNA

aaRS + ak + AMP aaRS + ak + tRNA

0 T 1,0 ovisan o tRNA ‘4) T +H,0

PR T RRNA T AMP [T T
aaRS$ + ak + ATP <—= | aaRS:ak-AMP —— aaRS:ak-AMP: tRNA. — aaRS.ak-tRNA |

4PPi - mmmmmoommmesoeomooeoo-ooooooo-ooooo---d
C 3 l%o 5
aaRS + ak-AMP aaRS + ak + AMP + tRNA aaRS + ak-tRNA
+H,0 + trans F
1 ¥
aaRS + ak + AMP trans F:ak-tRNA
+H,0

trans F + ak + tRNA

Slika 5. Shematski prikaz mehanizama popravka pogreske. Popravak pogreske prije prijenosa na tRNA odnosi se na
hidrolizu aminoacil-adenilata (ak-AMP) koja se moze dogadati u sintetskom aktivnom mjestu aminoacil-tRNA-sintetaze, aaRS
(1 i 3) ili spontano u otopini nakon disocijacije s enzima (2). Popravak pogreske prije prijenosa u sintetskom aktivnom mjestu
moze biti ovisan (1) ili neovisan (3) o tome je li uz to tRNA vezana na aaRS. Popravak pogreske nakon prijenosa na tRNA
mozZe se dogadati u domeni za popravak pogreske koja se nalazi na aaRS (4) ili na zasebnom proteinu, tzv. trans-faktoru (trans
F) za popravak pogreske (5) koji kataliziraju hidrolizu aminoacil-tRNA (ak-tRNA). Slika je napravljena u programu Inkscape.

Na koji nacin aktivno mjesto u domeni za popravak pogreske prepoznaje i hidrolizira pogresno
nastalu aminoacil-tRNA? Klasi¢no objasnjenje temelji se na mehanizmu dvostrukog sita:
sintetsko aktivno mjesto uspjes$no diskriminira aminokiseline koje su ve¢e od pripadne pa se
one ne mogu aktivirati (slika 6) [42]. S druge strane, aminokiseline manje od pripadne mogu se
aktivirati, ali se uspjesno prepoznaju u aktivnom mjestu u domeni za popravak pogreske.
Navedeni mehanizam nije primjenjiv na sve vrste popravka pogreske poslije prijenosa.
Primjerice, valin i treonin se razlikuju po tome S§to treonin umjesto B-metilne skupine ima

hidroksilnu. Prema tome, treonin je sli¢ne veli¢ine kao valin i prema mehanizmu dvostrukog
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sita Thr-tRNAV? ne bi trebao biti prepoznat u domeni za popravak pogreske valil-tRNA-
sintetaze (ValRS). Unato¢ tome, ValRS uspjesno prepoznaje i hidrolizira Thr-tRNAY¥ [43].
Osim toga, nedavno je pokazano da aktivno mjesto u domeni za popravak pogreske 1leRS
razreda I uspje$no prepoznaje pogresno sintetizirane aminoacil-tRNA bez obzira na to je li
nepripadna aminokiselina veca ili manja od pripadne te bez obzira na to aktivira li se u aktivnom
mjestu [7]. Domena za popravak pogreske u lleRS evoluirala je tako da preko pojedinih
aminokiselinskih bo¢nih ogranaka (His333, Thr 246) destabilizira prijelazno stanje koje formira
pripadni produkt Ile-tRNA"®, onemoguéujuéi njegovu hidrolizu [7]. S druge strane, ostale
pogresno aminoacilirane tRNA"® ¢e mo¢i hidrolizirati. Koncept poveéanja energetske barijere
prijelaznog stanja nekog supstrata, ¢ime se onemogucuje njegova Kkataliza, nazivamo

negativnom katalizom.

Aminokiseline

1. sito: —T

sintetsko aktivno mjesto

disocijacija ispravno \

sintetizirane aminoacil-tRNA

2. sito:
aktivno mjesto u domeni
za popravak pogreske l

hidroliza estera nepripadne

aminokiseline i tRNA

Slika 6. Shematski prikaz mehanizma dvostrukog sita. Aminokiseline vece od pripadne diskriminiraju se u aktivnom
sintetskom mjestu aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS). Manje aminokiseline prenesu se na molekulu tRNA i hidroliziraju u
aktivnom mjestu u domeni za popravak pogreske. Ispravno sintetizirana aminoacil-tRNA nije prepoznata u domeni za popravak
pogreske. Slika je napravljena u programu Inkscape.

Osim domene za popravak pogreske, u stanici se mogu naci i zasebni proteini, trans-faktori za
popravak pogreske koji hidroliziraju pogresno sintetiziranu aminoacil-tRNA (slika 5) [3, 44].
Trans-faktori za popravak pogreske obi¢no Su homolozi domena za popravak pogreske

razli¢itih aaRS i nekad se nazivaju i ,,tre¢im sitom* [3].
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D-aminoacil-tRNA-deacilaza (DTD) je trans-faktor za popravak pogreske koji hidrolizira
nekoliko razli¢itih nepripadnih molekula D-aminoacil-tRNA u bakteriji E. coli i kvascu [45].
Ujedno pokazuje aktivnost i prema hidrolizi produkta s akiralnom aminokiselinom: glicil-
tRNAAR [46].

AlaX je ime za razli¢ite trans-faktore za popravak pogreske koji su homologni alanil-
tRNA-sintetazi (AlaRS). AlaX su pronadeni u svim domenama zivota i hidroliziraju glicil-
tRNAA § seril-tRNAA? [47].

Poznato je nekoliko trans-faktora koji pripadaju INS superporodici proteina i
hidroliziraju pogresno nastale produkte nastale katalizom prolil-tRNA-sintetaze (ProRS) kao
$to su cisteinil-tRNAP™ [48], Ala-tRNAP® i g-aminobutiril-tRNAP® [49].

Donedavno je prevladavalo misljenje kako trans-faktori za popravak pogreske djeluju
isklju¢ivo na nepripadne produkte aaRS razreda Il [3]. Medutim, to je opovrgnuto nedavnim
otkri¢em kanavanil-tRNA”"9-deacilaze (CtdA) u bakteriji Pseudomonas canavaninivorans koja
hidrolizira kanavanil-tRNA*"® (Can-tRNAA) — nepripadni produkt arginil-tRNA-sintetaze
(ArgRS) iz razreda | [44].

2.2.2. Izoleucil-tRNA-sintetaza iz bakterije Escherichia coli

Izoleucil-tRNA-sintetaza (lleRS) je enzim koji katalizira reakciju esterifikacije izoleucina i
tRNA'". U stanici postoje tri vrste tRNA"® koje prepoznaju tri razli¢ita izoleucinska kodona na
molekuli mMRNA: AUU, AUA odnosno AUC. IleRS je esencijalan enzim, prisutan u sve tri
domene Zivota [5]. Prema evolucijskoj i strukturnoj sli¢nosti zajedno s ValRS, MetRS i LeuRS
spada u grupu aaRS razreda IA (tablica 1).

Osobitost 11eRS iz bakterije E. coli je uporaba dvaju mehanizama popravka pogreske:
tRNA-ovisni popravak pogreske prije prijenosa [50] i popravak pogreske poslije prijenosa [42]
(slika 5). Popravak pogreske prije prijenosa ¢ini 30 % ukupnog popravka pogreske [51].
Struktura IleRS iz bakterije E. coli nije rijeSena, medutim moze biti predvidena strukturnim
modelom AlphaFold (slika 7). Na temelju njezine strukturne sli¢nosti s 11eRS iz Staphylococcus
aureus koja ima rijesenu kristalnu strukturu (PDB kod: 1FFY) [52] moguce joj je dodijeliti
pojedine domene. Kataliticka domena (slika 7, tamnoplavo) sadrzi Rossmannov nabor i mjesto
je aktivacije i aminoacilacije tRNA izoleucinom. Istovremeno, u katalitickoj domeni odvija se
popravak pogreske prije prijenosa [51]. Domena za vezanje antikodona molekule tRNA nalazi

se ispod kataliticke domene (Slika 7, ruzi¢asto), a sastoji se ve¢inom od a-zavojnica. Domena
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za popravak pogreske ili domena CP1 (slika 7, svijetloroza) i CP2 domena (slika 7, crveno)
umetnute su u kataliticku domenu.

Domena za popravak pogreske oCuvana je u svim poznatim IleRS [5] Sto dodatno
upucuje na njezinu vaznost. IleRS koristi mehanizam prepoznavanja i diskriminacije
lle-tRNA"® produkta u domeni za popravak pogreske, dok hidrolizira Siroki raspon pogresno
sintetiziranih aminoacil-tRNA'"® produkata bez obzira na aktivaciju nepripadnih aminokiselina

u aktivnom mjestu IleRS [7].

CP2 domena

kataliticka

domena
domena za vezanje
antikodona
y
C-terminalna £
domena A\ _terminalns
(,‘. e N-terminalna

Slika 7. Predvidena struktura izoleucil-tRNA-sintetaze (11eRS) iz bakterije Escherichia coli (Uniprot id: P00956)
modelom AlphaFold. Domene su asignirane na temelju strukturne sli¢nosti s 11eRS iz bakterije Staphylococcus aureus (PDB
kéd: 1FFY). Slika je napravljena u programu PyMOL.

2.2.2.1. Nepripadni supstrati izoleucil-tRNA-sintetaze

Izoleucil-tRNA-sintetaza osim pripadnog izoleucina moze aktivirati i njemu strukturno sli¢ne
aminokiseline kao S$to su: valin, norvalin, homocistein, cistein, a-aminobutirat [7] 1 B-
metilnorleucin [53]. Valin i cistein su proteinogene aminokiseline, homocistein meduprodukt
biosinteze metionina, a norvalin [10], a-aminobutirat [54] i B-metilnorleucin [55] nusprodukti
biosinteze aminokiselina s razgranatim bo¢nim ogrankom (engl. branched-chain amino acids,
BCAA). Ovdje ¢e se detaljnije opisati valin i norvalin koji predstavljaju najvece prijetnje
to¢nosti ugradnje izoleucina u proteom bakterije E. coli [8, 56].
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Valin, leucin i izoleucin sastavni su dio proteina i po strukturi bo¢nog ogranka spadaju u grupu
aminokiselina s razgranatim bo¢nim ogrankom. Zbog strukturne sli¢nosti ovih aminokiselina,
njihovi biosintetski putevi su isprepleteni (slika 8) [57, 58, 59]. Valin je u visokim
koncentracijama prisutan u bakteriji E. coli (4 mmol/L), dok su izoleucin i leucin zastupljeni u
manjoj koli¢ini (300 umol/L) [9].

U uvjetima manjka kisika u bakteriji E. coli odvija se anaerobni metabolizam koji koristi
glikolizu kao glavni metaboli¢ki put. Zbog pojacanog odvijanja glikolize u anaerobnim
uvjetima povisuje se koncentracija piruvata — kona¢nog produkta glikolize [10]. PoviSena
koncentracija piruvata uzrokuje povisenje koncentracije ostalih metabolita ¢iji je prekursor
piruvat, kao $to je primjerice a-ketobutirat (slika 8). Navedeni slijed dogadaja uzrokuje sintezu
norvalina iz o-ketobutirata (prekursora za biosintezu izoleucina) u uvjetima manjka kisika.
Biosinteza norvalina ukljuéuje enzime LeuA, LeuCD, LeuB i IIVE koji sudjeluju u biosintezi

leucina (slika 8) [10].

1. IIVEN/IIVGM/IIVIH

‘ treonin ‘ ‘ piruvat ‘ > a,B-dihidroksiizovalerat
2. IlvC
! 1. cima
IlvA | 2. LeuCD IlvD
y 3. LeuB
a-ketobutirat a-ketoizovalerat
|
1. IlvBN/IlVGM/IIVIH l 1. LeuA 1. LeuA
r2. IlvC ‘I' 2. LeuCD \ 2. LeuCD
a,B-dihidroksii-p-metilvalerat B-etilmalat B-izopropilmalat
AvtA/
Bcd/
IlvD l LeuB LeuB IIVE
Y y
a-keto-B-metilvalerat a-ketovalerat a-ketoizokaproat
Bcd/IIVE/
chd/IlvE l IIVE/TyrB l TyrB
IZOLEUCIN NORVALIN LEUCIN VALIN
= o o ] o
m‘)l\o_ w)ko_ Yﬁ)‘\u /L(LU
NHz* NHz* NH* NHz*

Slika 8. Shema biosinteze norvalina i aminokiselina s razgranatim bo¢nim ogrankom. Iscrtanom strelicom prikazan je dio
biosintetskog puta koji ukljucuje vise reakcija, a na shemi je skracen radi jasnoce. Kosom crtom odijeljeni su razli¢iti enzimi
koji mogu katalizirati istu reakciju. Biosintezu izoleucina i valina kataliziraju isti enzimi pa su odgovaraju¢i meduprodukti
oznaceni plavom bojom. Analogno vrijedi i za norvalin i leucin kod kojih su meduprodukti ozna¢eni naran¢astom bojom. Slika
je napravljena u programu Inkscape.

Marija Pranji¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 17

S obzirom da biosinteza norvalina te¢e uz pomo¢ istih enzima kao i sinteza aminokiselina s
razgranatim bocnim ogrankom (slika 8), fundamentalno je pitanje: zasto norvalin nije
proteinogena aminokiselina? Norvalin je prisutan u Millerovim eksperimentima i na uglji¢nim
hondritima i to u koli¢ini usporedivoj ili ve¢oj od ostalih proteinogenih aminokiselina [60], tako
da je u ranoj Zemljinoj povijesti bio dostupan za sintezu proteina. Za usporedbu, proteinogeni
valin i neproteinogeni norvalin strukturni su izomeri, s jedinom razlikom $to norvalin ima
linearni, a valin B-razgranati bo¢ni ogranak (slika 8). Mogu¢i razlog zaSto bi aminokiseline s
razgranatim bo¢nim ogrankom mogle biti preferirane u odnosu na one s linearnim je sposobnost
peptida gradenih od aminokiselina s razgranatim boc¢nim ogrankom da poprime uredenije
strukture [60]. Norvalin u odnosu na valin ima dodatnu os rotacije $to bi moglo uzrokovati
povecanje pokretljivosti njegovog bo¢nog ogranka koja nije pozeljna u proteinima [60]. Zbog
svog B-razgranatog bo¢nog ogranka izoleucin i valin se primarno nalaze u -plo¢ama [12], dok
norvalin ima snaznu sklonost gradnji a-zavojnica [14]. Dapace, in silico zamjena izoleucina s
norvalinom u peptidu koji se sastoji od dva antiparalelna 3-lanca pokazuje tendenciju stvaranja
a-zavojnica pri poviSenoj temperaturi [13]. Ugradnja norvalina na izoleucinske polozaje u
proteinima pokazala se toksi¢nijom od analogne ugradnje valina [8]. Pretpostavljeni uzrok vece

toksi¢nosti norvalina upravo je narusena struktura 3-ploca.

2.3. Efekti pogresaka u stani¢noj biosintezi proteina
2.3.1. Povezanost mistranslacije s razlicitim patoloskim stanjima
Pogreske u biosintezi proteina uglavnom imaju negativne posljedice za stanicu (slika 9), zbog
Cega je stanica razvila razli¢ite kontrolne mehanizme kako bi vjerno prevela informaciju iz
DNA u proteinsku sekvencu. Medutim, proces sinteze proteina skloniji je pogreskama nego $to
bismo oc¢ekivali. U prosjeku se 1 od 1000 aminokiselina neto¢no ugradi u proteine [1]. Uzevsi
u obzir da prosjec¢na duljina proteina u bakteriji E. coli iznosi 308 aminokiselina, s takvom
frekvencijom greske oko 30 % proteina u stanici ima neto¢no ugradenu aminokiselinu.
Izazivanje pogresaka u biosintezi proteina mehanizam je djelovanja aminoglikozidnih
antibiotika (npr. streptomicin, neomicin, kanamicin) koji se vezu u A-mjesto 30S podjedinice
ribosoma. Vezanje aminoglikozidnog antibiotika mijenja konformaciju A-mjesta i geometriju
vezanja aminoacil-tRNA $to povecava vjerojatnost ostvarivanja nepripadne kodon-antikodon
interakcije [61]. Pogreske u biosintezi proteina dodatkom paromomicina mogu porasti i do 10
puta tako da kona¢no mogu iznositi do 102 po kodonu [62] $to moZe rezultirati akumulacijom

pogresno smotanih proteina u stanici [19]. E. coli s deaktiviranom domenom za popravak
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pogreske I1eRS osjetljivija je na ovu vrstu antibiotika zbog intrinzi¢no vece razine pogresaka u

biosintezi proteina [24].

akumulacija proteinskih

agregata u stanici
indikacija patoloskih poprimanje Stetne

stanja aktivnosti proteina

neurodegenerativne promjena staniéne

bolesti

morfogije

gubitak funkcije

proteina

stani¢na smrt

Slika 9. Negativne posljedice mistranslacije. Slika je napravljena u programu Inkscape.

Uslijed oksidativnog stresa moze porasti koli¢ina neproteinogenih aminokiselina koje nastaju
djelovanjem reaktivnih Kkisikovih vrsta. Primjerice, nastanak ortho-, para- i meta- tirozina iz
fenilalanina u prisutnosti H20. i FeSO4 [63]. Navedeni izomeri tirozina mogu se ugraditi u
proteine umjesto fenilalanina uslijed pogreske PheRS. Medutim, istovremeno oksidacija dovodi
do strukturnih promjena u B-podjedinici fenilalanil-tRNA-sintetaze (PheRS) iz bakterije
Salmonella enterica serovar Typhimurium u kojoj se nalazi domena za popravak pogreske [64].
Uslijed oksidacije dolazi do povecanja vezne povrsine u domeni za popravak pogreske za ¢ak
50 % 3to omogucuje uspjesnije vezanje i hidrolizu nepripadnih aminoacil-tRNAP". Drugim
rijeCima, oksidacijski stres istovremeno stvara nepripadne supstrate i poboljsava popravak
pogreske u PheRS.

Stanice sa smanjenom translacijskom to¢no$¢u imaju vecu sklonost pucanju stani¢ne
membrane [65], smanjenu pokretljivost zbog manjeg broja flagela [25, 66], smanjenu brzinu
rasta [21, 25] i promijenjenu morfologiju [21]. Mistranslacija moZe utjecati na kognitivne
sposobnosti i izgled slozenijeg visestani¢nog organizma kao $to je mis [67]. lako su sve stanice
u viSestanicnom organizmu zahvacéene, 0visno 0 tipu stanice postoje fizioloske razlike u
odgovoru na mistranslaciju. Primjerice, neuroni su posebno osjetljivi na mistranslaciju [67, 68],
medu ostalim i zato Sto tijekom svog dugog zivotnog vijeka mogu nakupljati razliite vrste
pogresaka. Osim toga, neuroni imaju intrinzi¢no veliki omjer povrsine u odnosu na volumen
stanice Sto povecava broj potencijalnih ZariSta za stvaranje agregata na membrani [69].

Mistranslacija se povezuje s razli¢itim bolestima izazvanim ugradnjom neproteinogenih

aminokiselina, cesto biljnog podrijetla (slika 10). Jedan od takvih primjera je povezanost
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multiple skleroze s ugradnjom azetidin-2-karboksilne kiseline (Aze) u proteom stanice. Aze je
neproteinogena aminokiselina (slika 10 A) koja se moZze na¢i u nekim biljkama (npr. Sec¢ernoj
repi) i prehranom ulazi u organizam ¢ovjeka [70, 71]. Aze je strukturni analog prolina s jedinom
razlikom §to ima Cetveroclani umjesto peteroc¢lanog prstena (jedna -CH- skupina manje).
Ljudska prolil-tRNA-sintetaza (ProRS) nema domenu za popravak pogreske, stoga je sklonija
pogres$noj ugradnji Aze u proteine [71]. Pocetkom 21. stolje¢a ustanovljena je poveznica
geografske zastupljenosti multiple skleroze i industrije Se¢erne repe [70]. lako uzrok multiple
skleroze nije poznat, povezuje se s abnormalnostima mijelinskog bazi¢nog proteina [70] (engl.
myelin basic protein, MBP) — jednim od najvaznijih proteina u mijelinskoj ovojnici [72]. MBP
u svojoj strukturi sadrzi visoko sacuvani motiv PRTPPP koji je sa svoja 4 prolina podlozan
ugradnji Aze [70] koji u visim koncentracijama ulazi u organizam ¢ovjeka u podru¢jima gdje
je prehrana SeCernom repom ucestalija. Sacuvani triplet prolina unutar strukturnog motiva
PRTPPP, smatra se klju¢nim u odrzavanju strukture MBP-a pa njegova modifikacija zbog
ugradnje Aze moze utjecati na strukturu cijelog proteina i potencijalno uzrokovati multiplu
sklerozu [72].

A B
OH ! 9
0
0 OH ” OH
N
H OH NH NH, NH;
Pro Aze Ala BMAA

C
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Slika 10. Strukture nekih proteinogenih aminokiselina i njihovih biljnih neproteinogenih analoga. A) Prolin (Pro) i
azetidin-2-karboksilna kiselina (Aze), B) alanin (Ala) i B-N-metilamino-L-alanin (BMAA), C) arginin (Arg) i kanavanin (Can).
Slika je napravljena u programima ChemDraw Ultra 12.0 i Inkscape.

Biljke, a posebno njihove sjemenke, sadrze razliCite neproteinogene aminokiseline kojima se

nastoje zastiti od predatora ugradujuéi ih u njihove proteome. Primjerice, -N-metilamino-L-
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alanin (BMAA) i kanavanin se mogu naci u sjemenkama biljaka. BMAA je analog alanina
(slika 10 B) i supstrat humane alanil-tRNA-sintetaze (AlaRS) [73]. Potencijalni je uzro¢nik
aminotrofi¢ne lateralne skleroze (ALS) [73]. Kanavanin je analog arginina (slika 10 C) koji se
koristi za skladiStenje duSika u sjemenkama mahunarki i moze Ciniti i do 12 % njihove mase
[44]. S obzirom na sli¢nost s argininom, kanavanin je supstrat mnogih arginil-tRNA-sintetaza
(ArgRS) [44].

Mistranslacija moze biti izazvana nedostatkom pojedine aminokiseline [1, 74], ¢ime se
omogucuje biosinteza proteina u uvjetima starvacije. Organizmi koji ne mogu sintetizirati sve
aminokiseline (auksotrofi) u uvjetima njihova manjka koriste mistranslaciju kao mehanizam
prezivljavanja [1]. Nedostatak aminokiseline moze biti izazvan specificnim stani¢nim
okruzenjem. Primjerice, u tumorskim tkivima povecana koncentracija interferona-y inducira
ekspresiju enzima uklju¢enog u katabolizam triptofana [74]. Smanjena koncentracija triptofana
uzrokuje supstituciju triptofana fenilalaninom u proteomu tumorskih stanica [74].

Uzevsi u obzir raznolikost aminokiselina i njihovih funkcija u proteinima nije
iznenadujuce da je supstitucija nekih aminokiselina toksi¢nija od drugih. Toksi¢nost
supstitucije ovisi 0 nekoliko faktora. Jedan od njih je ucestalost pojedine aminokiseline u
proteomu stanice. Ala i Leu su najzastupljenije aminokiseline u bakterijskim proteinima s
frekvencijom od oko 10 % [75, 76] pa njihova supstitucija obuhvaca velik dio proteina. S
obzirom na toksi¢nost zamjene uc¢estalih aminokiselina, i LeURS i AlaRS imaju domenu za
popravak pogreske [3] (uz rijetke iznimke mutacija u domeni za popravak pogreske LeuRS
bakterija roda Mycoplasma [6]), a AlaRS uz to i trans faktor za popravak pogreske [47]. Osim
o ucestalosti, toksi¢nost zamjene pojedine aminokiseline ovisi i 0 njezinoj funkciji u
proteinima. Supstitucija aminokiseline koja se nalazi u aktivnom mjestu bit ¢e toksi¢nija od one
koja se nalazi na mjestima koja nisu presudna za funkciju proteina. Nadalje, toksi¢nost zamjene
ovisi i 0 kemijskoj prirodi zamjene. Supstitucija hidrofobnog alanina hidrofilnim serinom
izaziva negativnije efekte za stanicu od zamjene treonina serinom [21] jer uzrokuje promjenu
polarnosti zamijenjene aminokiseline. Zamjena alanina serinom jedna je od najistrazivanijih
vrsta mistranslacije [19, 25, 26, 67] zbog Sirokog spektra patoloskih stanja s kojima je povezana.
Mala razina mistranslacije Ala — Ser utjecCe na rast bakterije E. coli i uzrokuje velike promjene
u proteostazi bakterije uzrokujuéi diferencijalnu ekspresiju preko 800 proteina [21]. U kvascu
povecava unos i biosintezu aminokiselina te povecava osjetljivost na povisenu temperaturu

[26]. Mistranslacija Ala — Ser kod miSa izaziva krivo smatanje proteina i neurodegenerativne
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promjene u Purkinjeovim neuronima [67]. S obzirom na visoku Stetnost mistranslacije Ala —
Ser, kraljeznjaci su razvili poseban mehanizam kojim se sprje¢ava vezanje serina na tRNAAR
[77]. Posebni ANKRD16 protein veze Se na katalitiCku domenu AlaRS i veze Ser-AMP nastao
u njoj [77]. Na taj nacin, smanjuje se neurodegenerativni fenotip u neuronima misa koji nose
mutaciju u domeni za popravak pogreske AlaRS.

Unato¢ navedenom primjeru, mutacije u domeni za popravak pogreske nisu jedina
indikacija da ¢e do¢i do fenotipskih promjena. Npr. bakterija E. coli koja nosi mutacije u
domeni za popravak pogreske 11eRS [8] ili PheRS [63] koje deaktiviraju njezinu hidroliticku
aktivnost rastu jednako dobro kao i divlji tip bakterije u uvjetima gdje nije povecana koli¢ina

nepripadne aminokiseline u mediju.

2.3.2. Pozitivne posljedice mistranslacije

Biosinteza proteina je proces u stanici kod kojega je vazno optimizirati i brzinu, i tocnost [32].
Razli¢iti fizioloski uvjeti utjecu na to¢nost biosinteze. Kao §to je ranije spomenuto, ukoliko je
bakterija auksotrof za odredenu aminokiselinu, njezin nedostatak uzrokuje poviSenu
mistranslaciju na odgovaraju¢im mjestima u proteomu [1]. Bakterija Acinetobacter baylyi s
mutacijama u IleRS koje uzrokuju Ile — Val mistranslaciju moze brze rasti od divljeg tipa
bakterije u uvjetima manjka izoleucina [23]. Osim toga, to¢nost biosinteze proteina sSmanjuje
se ukoliko bakterija raste uz nedostatak nutrijenata [78]. Greske u translaciji ubrzavaju sintezu

proteina [79] i u uvjetima nedostatka hranjivih tvari omogucuju prezivljavanje bakterije.

adaptacija na toplinski ili diversitfikacija proteoma i
oksidativni stres proteinske funkcionalnosti

otpornost na imunoloski

- otpornost na antibiotik
odgovor domacina

biosinteza proteina u

uvjetima nedostatka
nutrijenata

Slika 11. Pozitivne posljedice mistranslacije. Slika je napravljena u programu Inkscape.

Mistranslacija omoguc¢ava adaptaciju stanice na drugu vrstu stresa kao §to su toplinski [19] ili

oksidativni stres [35]. Supstitucija asparagina aspartatom povecava koli¢inu transkripata
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glavnih Saperona u bakteriji E. coli: DnaK i GroEL [16]. Povecana koli¢ina Saperona i proteaza
posljedica je povecane koli¢ine RpoH i RpoS proteina, dvaju razli¢itih sigma podjedinica RNA-
polimeraze [23, 80]. RpoH i RpoS omogucavaju transkripciju gena uklju¢enih u stani¢ni
odgovor na stres kao Sto su Saperoni i proteaze. Povecana koli¢ina navedenih proteina
omogucava brzi odgovor stanice (adaptaciju) na drugu vrstu stresa. Osim povecane ekspresije
Saperona i proteaza, pronadeno je da se u uvjetima oksidacijskog stresa metionin nespecificno
ugraduje u proteom sisavaca [35] i bakterija [81]. Kod sisavaca u uvjetima oksidativnog stresa
dolazi do fosforilacije dvaju serinskih bo¢nih ogranaka na metionil-tRNA-sintetazi $to
povecéava njezin afinitet prema nepripadnim molekulama tRNA [36]. Kod bakterija se sli¢an
efekt javlja uslijed smanjenja udjela sukciniliranih lizinskih bo¢nih ogranaka na MetRS [81].
Povecanje udjela metionina u proteinima korisno je za stanicu jer je njegov boé¢ni ogranak
podlozan reverzibilnoj oksidaciji izazvanoj reaktivnim kisikovim vrstama [22]. Usmjeravanjem
reaktivnih kisikovih vrsta u reakciju s metioninskim bo¢nim ogrankom, umanjuje se njihovo
Stetno djelovanje u ostatku stanice. Oksidirani metioninski bo¢ni ogranci mogu se uz djelovanje
enzima vratiti u izvorno stanje pa tako stanica moze zadrzati funkciju proteina i u uvjetima
oksidacijskog stresa.

Osim u bakterijama i eukariotima, misacilacija metioninom prisutna je i u arhejama.
Arheja Aeropyrum pernix prirodno je zastupljena u hidrotermalnim izvorima na japanskoj obali
s optimalnom temperaturom rasta izmedu 90 i 95 °C [82]. Ukoliko A. pernix raste na nizoj
temperaturi (75 °C), dolazi do supstitucije Leu — Met jer MetRS prepoznaje 1 aminoacilira
tRNAL® [81]. Vezanje nepripadne tRNA na MetRS regulirano je temperaturom jer ove vrste
mistranslacije nema pri vi§im temperaturama. Zasto bi arheja vrSila mistranslaciju Leu — Met
pri niZzoj temperaturi? Za ovu vrstu aminokiselinske supstitucije pokazano je da povecava
fleksibilnost proteina [83] §to je moguéi razlog povecane aktivnosti citrat-sintaze pri nizim
temperaturama [81]. Visa mistranslacija pri niZoj temperaturi primije¢en je fenomen i u
bakteriji Bacillus subtilis [84].

Mistranslacija omogucava nastanak razli¢itih formi istog proteina i potencijalno moze
prosiriti njegovu funkciju u nestandardnim uvjetima [79]. Proteini imaju uski raspon pH ili
temperature u kojem optimalno rade, dok se stanice Cesto nalaze u neoptimalnim uvjetima.
Povecanje raznolikosti proteoma izazvano mistranslacijom potencijalno moze biti korisno u
uvjetima u kojima protein ne radi optimalno. Kontrolirana razina i vrsta mistranslacije

hipotetski moze omoguciti nastanak manje grupe proteina sa zadrzanom strukturom i
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prosirenim spektrom aktivnosti. Pretpostavlja se da je statisticki proteom postojao u ranoj
evolucijskoj proslosti u primitivnim stanicama tijekom evolucije moderne masinerije za sintezu
proteina [85]. Spontane greSke u translaciji u bakteriji Bacillus subtilis povecavaju se sa
smanjenjem temperature rasta i tijekom stacionarne faze rasta [84]. Pogreske u translaciji mogu
ponistiti efekt nekih mutacija koje bi ina¢e mogle nepovoljno djelovati na organizam, kao npr.
mutacija u genu za otpornost na antibiotik [84].

Mistranslacija je posebno korisna za patogene organizme jer omogucuje proSirenje
formi istog proteina u razli€itim uvjetima 1 tako proSiruje raznolikost njihovih antigena.
Bakterije roda Mycoplasma sadrze mutacije ili deleciju domene za popravak pogreske u jednom
ili vise sljedecih enzima: fenilalanil-tRNA-sintetaza (PheRS), treonil-tRNA-sintetaza (ThrRS)
i leucil-tRNA-sintetaza (LeuRS) [6]. Mutacije se nalaze na mjestima klju¢nim za njihovu
kataliticku aktivnost i uzrokuju povecanu razinu mistranslacije u bakteriji (slika 12 A).

Gljivice roda Candida, za razliku od ostalih eukariota, prevode CUG kodon kao serin,
umjesto kao leucin ¢ime odstupaju od standardnog genetickog koda [86]. Candida albicans se
kroz literaturu pojavljuje kao primjer mistranslatiraju¢eg organizma jer sadrzi tRNAcac® koju
uz SerRS, prema rezultatima Gomes i suradnika, u odredenoj mjeri prepoznaje i aminoacilira
LeuRS, sto dovodi do ugradivanja leucina umjesto serina u proteom stanice [87]. Razina
mistranslacije Ser — Leu krece se izmedu 3 1 5 %, varirajuci s temperaturom i nekim drugim
¢imbenicima [87]. Umjetno izazvana mistranslacija Ser — Leu u drugom organizmu — kvascu,
uzrokuje otpornost na razliite vrste stresora kao Sto su izloZenost oksidansima, teskim
metalima, fungicidu i hiperosmotskom ucinku [88]. CUG kodon spada u klasu dvosmislenih
kodona koji se mogu translatirati u dvije vrste aminokiseline. Medutim, nedavna
proteogenomska analiza dovela je u pitanje otkrice dvosmislenog kodona u rodu Candida
pokazuju¢i da nema razlike izmedu mistranslacije leucinom na CUG kodonu i kontrolnim
kodonima: serinskom UCC i leucinskom CUC [89]. Prema radu Miihlhausen i suradnika,
mistranslacija Ser — Leu nije niSta ¢e$¢a od drugih vrsta mistranslacije i postoji dobra
mogucnost da je detektirana samo uslijed kontaminacije uzoraka bakterijom E. coli [89]. Zbog
kontradiktornih zaklju€aka iz razli¢itih studija, ova tema zahtijeva daljnja istraZivanja.

Osim kontroverznog dvosmislenog CUG kodona u gljivicama roda Candida, nedavno
je pronaden slucaj dvosmislenog alaninskog kodona (GCU) u cetiri vrste biljnih patogenih

bakterija roda Streptomyces [90]. U njima je pronadena netipi¢na vrsta prolil-tRNA-sintetaze
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(ProRS), nazvana ProRSx, a u istom operonu uz odgovarajuéi gen proSx, nalazi se i gen za
specifiénu tRNAPA,
A)

B)

+cG A
c|ufejcjale]alajujc |e ciuf

C)

ND AspRS ili GluRS

’?_.

Asn-tRNAAs"

Slika 12. Patogeni organizmi Koriste razli¢ite mehanizme za programiranu mistranslaciju. A) Bakterije roda Mycoplasma
sadrze mutacije ili deleciju domene za popravak pogreske u fenilalanil-tRNA-sintetazi (PheRS), treonil-tRNA-sintetazi
(ThrRS) ili leucil-tRNA-sintetazi (LeuRS). Mutacije omogucavaju ugradivanje nepripadnih aminokiselina umjesto
odgovarajuéih aminokiselina u proteom stanice. B) Cetiri vrste bakterija roda Streptomyces sadrZe poseban par prolil-tRNA-
sintetaze (ProRSx) i tRNAP™A koja nosi antikodon za alanin (CGA), a elemente identiteta za ProRSx. Specifi¢no prepoznavanje
ProRSx i tRNAP™A omogucava Ala — Pro supstituciju u proteomu stanice. C) U klini¢kim izolatima bakterije Mycobacterium
tuberculosis pronadeno je nekoliko mutacija u genu gatA koji kodira podjedinicu glutamin-amidotransferaze (GatCAB)
zaduZene za transamidaciju Glu-tRNAC" u GIn-tRNAC™, odnosno Asp-tRNAAST u Asn-tRNAA, Neke od navedenih mutacija
povecavaju razinu mistranslacije u bakteriji i omogucéuju otpornost na antibiotik rifampicin. Shema je napravljena uz pomo¢
stranice www.biorender.com.
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Molekula tRNAP™A nosi antikodon za alanin, ali sadrzi elemente identiteta karakteristi¢ne za
ProRS. ProRSx i tRNAP™ specifi¢no interagiraju jedno s drugim i prevode alaninske kodone
kao prolin (slika 12 B) [90]. To je jedini poznati par aaRS i tRNA koji svojim dizajnom uvodi
aminokiseline koje nisu kodirane standardnim genetickim kodom.

Dugotrajna mistranslacija uzrokuje poja¢anu stopu mutacija §to moze povecati broj
stanica otpornih na antibiotik [91]. Pretpostavljeni mehanizam ucestalije stope mutacija na
DNA ukljuc¢uje SOS odgovor [91]. Mistranslacija glutamina u glutamat, odnosno asparagina u
aspartat pronadena je u bakteriji Mycobacterium smegmatis i uzrokuje njezinu otpornost na
antibiotik rifampicin [20]. U klinickim izolatima bakterije Mycobacterium tuberculosis
pronadeno je nekoliko mutacija u genu gatA koji kodira podjedinicu glutamin-amidotransferaze
(GatCAB) zaduzene za transamidaciju GIu-tRNA®" u GIn-tRNA®", odnosno Asp-tRNAA" u
Asn-tRNA”" [92]. Neke od navedenih mutacija poveéavaju razinu mistranslacije u bakteriji
(slika 12 C). Bo¢ni ogranak Asn518 na B-podjedinici RNA-polimeraze u M. tuberculosis
saCuvan je u bakterijama E. coli i M. smegmatis i identificiran kao bo¢ni ogranak ¢ija mutacija
uzrokuje otpornost na rifampicin [92, 93]. Prema tome mehanizam otpornosti na rifampicin

ukljucuje supstituciju sacuvanog Asn unutar RNA-polimeraze u Asp [92].

2.3.3. Razina mistranslacije mijenja se s fazom rasta bakterija

Ovisno o uvjetima u okoli$u, bakterija mijenja ekspresiju proteina i vrijeme potrebno za diobu
stanica. Klasi¢nu krivulju rasta bakterija mozemo podijeliti na fazu prilagodbe, eksponencijalnu
fazu, stacionarnu fazu i fazu odumiranja (slika 13). Na pocetku bakterijama treba odredeno
vrijeme da se prilagode na uvjete u okolisu (faza prilagodbe), nakon ¢ega slijedi vrijeme
ubrzanog rasta (eksponencijalna faza). U trenutku u kojem su bakterije iskoristile hranjivi medij
i zasitile okolinu dolazi do prestanka diobe (stacionarna faza), nakon ¢ega postupno dolazi do
njihovog umiranja (faza odumiranja). Tijekom stacionarne faze dolazi do promjene u ekspresiji
proteina, u bakteriji E. coli prelazak u stacionarnu fazu uzrokovan je pove¢anom koli¢inom
proteina RpoS [94]. RpoS je sigma podjedinica RNA-polimeraze koja regulira ekspresiju 10 %
gena u bakteriji E. coli [95].

Mordret i suradnici analizirali su razli¢ite vrste mistranslacije u bakteriji E. coli u
razli¢itim fazama rasta [1]. Nisu primijetili razliku u razini mistranslacije izmedu
eksponencijalne i stacionarne fazi rasta u laboratorijskom soju bakterije E. coli. Medutim,
ukoliko je bakterija auksotrof za serin tijekom stacionarne faze dolazi do povecanja

mistranslacije: smanjenje koli¢ine serina dostupnog stanici poveéava vjerojatnost ugradnje
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neke druge aminokiseline. Jednako tako, Meyerovich i suradnici primijetili su da je razina
mistranslacije u stacionarnoj fazi bakterije Bacillus subtilis dva puta veca nego u

eksponencijalnoj [84].

M, bakterija FAZA
PRILAGODBE

FAZA
ODUMIRANJA

EKSPONENCIJALNA
FAZA

STACIONARNA
FAZA

t

Slika 13. Shema krivulje rasta bakterija. Krivulja se moZe podijeliti u Cetiri razli¢ite faze. Na pocetku se bakterije
prilagodavaju na medij u kojem rastu. Nakon prilagodbe dolazi do ubrzane diobe u eksponencijalnoj fazi koja se u stacionarnoj
fazi usporava kada bakterija iscrpi zalihe nutrijenata u mediju u kojem raste. Tijekom faze odumiranja, bakterije umiru zbog
nedostatka nutrijenata. Slika je napravljena u programu Inkscape.

Pritom su pokazali da vea mistranslacija u stacionarnoj fazi nije uzrokovana pukim
nakupljanjem greSaka u bakteriji s duljim vremenom diobe, nego u stacionarnoj fazi stanica
ucestalije grijesi. Slican efekt primijecen je i kod bakterije Mycobacterium smegmatis, gdje je
u stacionarnoj fazi rasta uocena dvaput ucestalija supstitucija aspartata asparaginom, odnosno
pet puta ucestalija supstitucija glutamata glutaminom [20]. Osim toga, u istoj bakteriji otkrivene
su povecane stope mistranslacija i nekih drugih aminokiselina kodiranih specifi¢nim kodonima
[96].

Jedan od razloga za povecanu mistranslaciju u stacionarnoj fazi, mogao bi biti
nedostatak nutrijenata (starvacija). Primije¢eno je da se broj ribosomskih pogresaka u bakteriji
E. coli povecava uslijed starvacije glukozom uzrokujuci porast broja proteinskih izoformi [78].
Ribosomske pogreske uklju¢uju pomak okvira ¢itanja (engl. frameshift) koje uzrokuju nastanak
nefunkcionalnih proteinskih formi [97]. Nedostatak pojedinih nutrijenata Cest je fenomen u
tumorskim tkivima gdje je otkrivena povecana stopa Trp — Phe mistranslacije koja moze
prosiriti raznolikost antigena na povrSini tumorske stanice [74] i tako onemoguciti odgovor

imunoloskog sustava.
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2.4. Proteomika i globalna analiza pogreSaka u biosintezi proteina

2.4.1. Proteomika temeljena na spektrometriji masa

Proteomika je znanost koja proucava proteom — kompleksni sustav proteina i njihovih
proteinskih varijanti, tzv. proteoformi u stanici. S obzirom na veliki broj razli¢itih proteina koji
u bakteriji E. coli iznosi oko 4500, a u ljudskim stanicama seze i do oko 82 500 [98], proteomika
zahtjeva uporabu precizne i kompleksne instrumentacije. Spektrometar masa je instrument koji
omogucava analizu kompleksnih smjesa razdvajanjem iona prema njihovom omjeru mase i
naboja. Rezultat mjerenja je spektar masa koji prikazuje ovisnost intenziteta iona 0 omjeru mase
I naboja.

Proteomika temeljena na spektrometriji masa obi¢no se dijeli na dva metodoloski
razli¢ita pristupa analizi proteinskih smjesa: odozdo-nagore (engl. bottom-up proteomics) ili
odozgor-nadolje (engl. top-down proteomics) [99]. Proteomika odozgor-nadolje analizira
intaktne proteine omogucujuci analizu proteinskih izoformi, tzv. proteoformi. U proteoforme
nekog proteina spadaju sve njegove razli¢ite molekularne forme, ukljucujuéi genetske
varijacije, produkte nastale alternativnim prekrajanjem mMRNA | proteine s razliitim
posttranslacijskim modifikacijama [100]. Buduc¢i da se jedan protein moze naci u puno razli¢itih
nabijenih formi od kojih svaka ima svoju izotopnu distribuciju u spektru masa, obrada podataka
dobivenih proteomikom odozgor-nadolje vrlo je kompleksna. Metode koje omogucavaju
asigniranje pojedinih signala u spektru masa jos uvijek se razvijaju [101]. S obzirom na sve
navedeno, proteomika odozgor-nadolje jo$ uvijek se primarno koristi za analizu jednostavnih
proteinskih smjesa i za proteine male molekulske mase [102].

Proteomika odozdo-nagore omogucava analizu kompleksnijih proteinskih smjesa tako
da ih se najprije pocijepa u manje peptide. Nastali peptidi odvajaju se tekucinskom
kromatografijom koje se pri izlasku s kolone analiziraju spektrometrijom masa (detaljnije

opisano u potpoglavlju 2.4.2).

2.4.2. Priprema uzorka za analizu proteomikom odozdo-nagore

Proteomika odozdo-nagore omogucava identifikaciju velikog broja proteina u kompleksnim
smjesama kao Sto su stanice ili tkiva [103]. 1z uzorka stanice ili tkiva najprije se ekstrahira
stani¢ni ekstrakt iz kojeg se istaloze proteini (slika 14). Izolirani proteini resuspendiraju se u
denaturiraju¢em puferu, obi¢no s visokom koncentracijom ureje, nakon ¢ega slijedi njihova

redukcija i alkilacija disulfidnih veza. Proteini se potom pocijepaju u peptide uz uporabu

Marija Pranji¢ Doktorska disertacija



28 § 2. Literaturni pregled

proteaza, najéeSée uzastopnim dodatkom endoproteaze LysC pa tripsina. Tripsin cijepa
peptidnu vezu na C-terminalnoj strani pozitivno nabijenih bo¢nih ogranaka arginina (Arg) i
lizina (Lys), a LysC na C-terminalnoj strani Lys. Simultana uporaba dviju proteaza koje
cijepaju proteine na redundantnim mjestima smanjuje koli¢inu nepotpuno pocijepanih peptida
[104]. Za razliku od tripsina, LysC je aktivan pri visokim koncentracijama ureje (6-8 mol/L)
koje se tipi¢no nalaze u puferu za denaturaciju proteina [105]. Osim toga, LysC s veom
ucestaloS¢u nego tripsin cijepa peptidnu vezu Lys i prolina (Pro) te peptidnu vezu ukoliko je
Lys okruzen kiselim aminokiselinama [104]. Postoji nekoliko razloga za$to su tripsin i LysC
najcesce koristene proteaze, a medu glavnima je da cijepanjem daju peptide odgovarajuce
veli¢ine koje su pogodne za analizu spektrometrijom masa (7-30 aminokiselina), a nastali
peptidi u pravilu nose pozitivni naboj $to se dodatno poti¢e dodatkom mravlje kiseline. Nakon
proteoliti¢ke razgradnje slijedi odsoljavanje proteina ekstrakcijom na krutoj fazi nakon ¢ega su
peptidi prebaceni u otapalo pogodno za LC-MS/MS analizu kao §to je vodena otopina mravlje
kiseline (0,1 %) i male koli¢ine acetonitrila (< 5 %).
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Slika 14. Shema pripreme uzorka za analizu proteina pristupom odozdo-nagore (engl. bottom-up). Proteini se prodiste iz
stani¢nog ekstrakta izoliranog iz tkiva ili stanica, nakon cega slijedi njihova denaturacija, redukcija disulfidnih veza i
alkiliranje. Cijepanjem proteazama nastaju peptidi koji se potom analiziraju metodom LC-MS/MS. Preuzeto i prilagodeno iz
ref. [103].

Ukoliko je smjesa peptida vrlo kompleksna, moze se dodatno razdvojiti (frakcionirati) na vise
frakcija uz uporabu razli€itih metoda kao §to su 1D ili 2D poliakrilamidna elektroforeza,

ionsko-izmjenjivacka kromatografija (engl. strong cation exchange chromatography, SCX ili
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engl. strong anion exchange chromatography, SAX) ili kromatografija hidrofilnih interakcija
(engl. hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC).

2.4.3. Analiza smjese peptida LC-MS/MS metodom

Odsoljena smjesa peptida spremna je za razdvajanje teku¢inskom kromatografijom (engl. liquid
chromatography, LC) spregnutom sa spektrometrom masa (LC-MS/MS). Kako bi se omogu¢ila
visoka rezolucija u razdvajanju kompleksne smjese peptida, kromatografija se provodi pri ultra
visokom tlaku (engl. ultra-high performance liquid chromatography, UHPLC) s nanolitarskim
protocima koji omogucavaju uporabu male koli¢ine uzorka (0,1-1 pg) [103]. Kromatografija
obrnutih faza (engl. reverse phase chromatography, RPC) naj¢esc¢a je vrsta kromatografije koja
prethodi spektrometriji masa [103]. Stacionarna faza RPC kolone sadrzi nepolarni
ugljikovodi¢ni lanac s 18 C-atoma (skraceno: C18). Nakon nanoSenja na kolonu, peptidi
postepeno izlaze kako se povecava udio acetonitrila u mobilnoj fazi. Polarni peptidi krace se
zadrzavaju na kromatografskoj koloni, a nepolarni duze. Vrijeme provodenja kromatografije
traje izmedu 30 i 180 min, ovisno o kompleksnosti smjese koja se analizira [103].

Pri izlasku s kromatografske kolone, peptidi se ioniziraju, a nastali ioni kontinuirano
unose u spektrometar masa. Najc¢esc¢i oblik ionizacije peptida pri izlasku s kolone je ionizacija
elektrosprejem (engl. electrospray ionisation, ESI). Smjesa peptida prolazi kroz usku, vrucu
metalnu kapilaru pod visokim naponom (2-6 kV) koji je za analizu peptida u pravilu pozitivan
[106]. Pod utjecajem visoke temperature i napona, peptidi se desolvatiraju, ioniziraju i ulaze u
spektrometar masa [103]. Na trziStu postoji velik broj razlicitih spektrometara masa Kkoji
variraju prema namjeni za koju se koriste i broju analizatora masa koje sadrze. Spektrometri
masa koji se koriste za proteomska istrazivanja imaju barem dva analizatora masa, u najce$éim
kombinacijama kvadrupol i orbitrap (instrument Q Exactive proizvoda¢a Thermo Fisher
Scientific) ili kvadrupol i TOF (instrument timsTOF proizvodaca Bruker) [103]. Prosle godine,
predstavljen je novi superiorni spektrometar masa Orbitrap Astral koji po prvi put kombinira
Orbitrap i inovativnu tehnologiju slicnu TOF-u ¢ime je trajanje analize smanjeno vise od reda
veli¢ine u odnosu na dosadasnje spektrometre masa, dok se istovremeno ne gubi na osjetljivosti
detekcije [107]. S obzirom da su u eksperimentima u ovoj doktorskoj disertaciji koriSteni
spektrometri masa iz serije Q Exactive (slika 15), princip rada spektrometra masa bit ¢e opisan

na njihovom primjeru.
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Pri ulasku u Q Exactive spektrometar masa, ioni se fokusiraju sustavom S-leca i ulaze u
kvadrupol — analizator masa koji se sastoji od 4 Sipke (slika 15). Kvadrupol u konfiguraciji s
orbitrapom sluzi kao filter koji moZe raditi na dva nacina: propustajuci ione Sirokog ili vrlo
uskog raspona m/z. Ukoliko propusta ione Sirokog raspona m/z (otprilike 400 — 1600 m/z),
propusteni ioni ulaze u C-stupicu, tamo se kratko vrijeme akumuliraju i zatim istodobno
ubacuju u orbitrap [103]. Orbitrap je naziv za analizator masa koji se sastoji od centralne
elektrode oblika vretena i vanjske elektrode koja okruzuje vreteno [108]. Nabijeni peptidi ulaze
u orbitrap okomito na os vretena i formiraju stabilne putanje koje nastaju kao rezultat dvije
vrste gibanja: kruznog gibanja oko vretena i oscilacija duz osi vretena koje se mogu opisati
aksijalnom frekvencijom [108]. Svaki ion fluktuira specifi¢cnom aksijalnom frekvencijom koja
je obrnuto proporcionalna korijenu m/z.

HCD ¢elija za
fragmentiranje

kvadrupolni filter

C - stupica E
iona

H=— —=| uredaj za
:#:l —— fokusiranje

iona

sustav S-leca

i Orbitrap analizator masa

Slika 15. Shema unutra$njosti spektrometra masa Q Exactive serije proizvodata Thermo Fisher Scientific. loni se
i[clJrcw)igz]ilraju pri izlasku s kromatografske kolone (dolje desno) prije ulaska u spektrometar masa. Preuzeto i prilagodeno iz ref.
Specifi¢nost orbitrapa u odnosu na druge analizatore masa je vrlo visoka to¢nost (< 1 ppm) i
visoka rezolucija koja omogucava razdvajanje iona vrlo slicnih masa [103]. Kao rezultat
mjerenja u kojem kvadrupol propusta ione Sirokog raspona m/z nastaje MS1 spektar — graf
ovisnosti intenziteta signala iona o omjeru mase i naboja. U kompleksnim proteomskim
uzorcima s puno razli¢itih proteina koji nakon proteoliticke razgradnje rezultiraju jo§ vecim
setom peptida, postoji previse peptida da bi se samo na temelju njihovog m/z odredio identitet
peptida. Osim toga, MS1 spektar ne daje strukturne informacije o slijedu aminokiselina u
peptidima. Kako bi se dobila ta informacija potrebno je fragmentirati peptid i na temelju spektra

nastalih fragmenata (MS2 spektra) odrediti identitet peptida.
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Ovisno o tome kako se generiraju MS2 spektri govorimo o dvjema tehnikama snimanja
spektara: analizi ovisnoj o0 MS1 spektru (engl. data dependent acquisition, DDA)) ili analizi
neovisnoj 0 MS1 spektru (engl. data independent acquisition, DIA). U analizi ovisnoj 0 MS1
spektru (DDA) se za fragmentaciju odabire nekoliko iona s najvi§im intenzitetom u MS1
spektru. Kvadrupol zatim radi kao filter za izolaciju pojedinog peptidnog iona koji se kratko
vrijeme nakuplja u C-stupici i fragmentira u kolizijskoj ¢eliji (slika 15). U slucaju analize
neovisne 0 MS1 spektru (DIA) svi ioni prisutni u MS1 spektru se podvrgavaju fragmentaciji
tako da se raspon m/z MS1 spektra sustavno razdijeli na niz dijelova unutar kojih se vise
razli¢itih iona istovremeno fragmentira. Takva metoda generira kompleksne MS2 spektre jer se
u pravilu zajednicki fragmentira nekoliko peptida. Prednost analize neovisne o MS1 spektru
(DIA) je u tome $to se svi peptidi iz MS1 spektra fragmentiraju, neovisno o zastupljenosti, dok
se kod analize ovisne 0 MS1 spektru (DDA) fragmentiraju samo zastupljeniji peptidi.

Postoji nekoliko tehnika fragmentacije peptida, medutim u modernoj proteomici koriste
se dvije: disocijacija inducirana sudarom (engl. collision induced dissociation, CID) ili
disocijacija inducirana prijenosom elektrona (engl. electron transfer dissociation, ETD).
Disocijacija inducirana sudarom temelji se na sudaranju peptidnih iona s molekulama inertnog
plina (obi¢no duSika) ¢ime dolazi do cijepanja peptidnih veza i nastajanja b 1 y vrste

fragmentnih iona (slika 16).
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Slika 16. Shema fragmentacije peptida u tandemnom spektrometru masa. Cijepanjem veze izmedu a-ugljikovog atoma i
karbonilnog ugljikovog atoma nastaju ioni a i x serije. Cijepanjem veze izmedu karbonilnog ugljikovog atoma i dusikovog
atoma nastaju ioni b i y serije. Cijepanjem veze izmedu dusikovog atoma i a-ugljikovog atoma nastaju ioni c i z serije. A, bic
ionima nazivaju se fragmenti koji sadrze N-kraj peptida, a x, y, z ionima nazivaju se fragmenti koji sadrze C-kraj peptida. Broj
u indeksu slova predstavlja broj aminokiselinskih bo¢nih ogranaka u tom fragmentu. Slika je napravljena u programima
ChemDraw Ultra 12.0 i Inkscape.

Disocijacija inducirana prijenosom elektrona temelji se na sudaranju peptidnih iona s anionskim
radikalima ¢ime dolazi do prijenosa slobodnog elektrona na peptid [110]. Nastali peptidni
radikal je nestabilan i fragmentira na c i z vrstu iona (slika 16). Fragmenti peptida ulaze u C-
stupicu otkud se Salju u orbitrap analizator masa. Na taj nacin nastaje tandemni, MS/MS ili

MS2 spektar pojedinog peptida. MS2 spektar sadrzi strukturne informacije o peptidu. SavrSeni
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MS2 spektar omogucava i de novo odredivanje primarne strukture (Slijeda aminokiselina)
nepoznatog peptida. Medutim, u praksi MS2 spektar pojedinog peptida iz kompleksne smjese
proteoma nije potpun i nije pogodan za de novo sekvenciranje. Zato se pri analizi kompleksnih
proteoma koristi druk¢iji pristup za identifikaciju pojedinih peptida koji ¢e viSe biti opisan u

idu¢em potpoglavlju.

2.4.4. Identifikacija proteina spektrometrijom masa

Rezultat analize proteoma LC-MS/MS metodom je datoteka sa sirovim podacima koja sadrzi
podatke o snimljenim spektrima: svakog s odgovaraju¢im retencijskim vremenom, m/z
vrijednostima, intenzitetima i drugim podacima. Nastali sirovi podaci procesiraju se razli¢itim
programima kao §to su MaxQuant [111] ili Proteome Discoverer (Thermo Fisher Scientific)
¢ime se kao rezultat dobiva lista identificiranih peptida i proteina. Najuobicajeniji oblik
procesiranja je identifikacija peptida pretragom proteomske baze podataka (engl. database
search) [103]. U odgovarajué¢i program za procesiranje podataka unesu se eksperimentalno
dobivene datoteke sa sirovim podacima i proteomska baza podataka (u FASTA formatu) koja
odgovara organizmu iz kojeg proteini potjecu. Odgovarajucu bazu podataka proteina moguce
je pronaci na dvjema najpoznatijim bazama podataka UniProt ili NCBI. U programu se zatim
definiraju i ostali eksperimentalni parametri kao $to su primjerice vrsta proteaze koja se koristila
u eksperimentu (obiéno tripsin), vrsta i pozicija posttranslacijskih modifikacija na peptidima ili
vrsta izotopne oznake ukoliko je koristeno izotopno oznacavanje peptida (vidi potpoglavlje
2.4.5. za detalje), nakon Cega se pokrene procesiranje [112]. Ovakav nacin identifikacije
peptida/proteina ima svoju manu: ukoliko se sekvenca proteina ne nalazi u bazi podataka, taj
protein ne moze biti identificiran iako mozda postoji u uzorku.

Na temelju baze podataka, program za procesiranje podataka generira listu svih
peptidnih sljedova koji teorijski mogu nastati cijepanjem proteinskih sljedova odgovaraju¢om
proteazom (npr. tripsinom) i modelira izgled MS2 spektara takvih peptida [103]. Na temelju
usporedbe eksperimentalno dobivenih MS2 spektara s teorijskim spektrima odreduje se za koji
peptid je najveca vjerojatnost da odgovara pojedinom eksperimentalnom MS2 spektru (engl.
peptide-spectrum match, PSM). Vjerojatnost moze biti vrlo visoka, ukoliko spektar vrlo dobro
odgovara samo jednom peptidu ili relativno niska ukoliko za jedan eksperimentalni spektar
postoji vise kandidata. Isti peptid moze biti identificiran na temelju nekoliko PSM-ova, sto
povecava vjerojatnost da je ispravno identificiran. Medutim, 1 loSe poklapanje izmedu

teorijskog i eksperimentalnog spektra rezultira ,,identifikacijom®. Upravo zbog toga, nakon
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identifikacije peptida potrebno je provesti njihovu validaciju tako da se procijeni udio laznih
pozitiva. Uz pravu bazu podataka, programi za procesiranje podataka stoga generiraju i laznu
bazu podataka (engl. decoy database) obrtanjem ili mijeSanjem redoslijeda aminokiselina u
peptidima iz prave baze podataka. Uz uporabu laZne baze podataka moguce je procijeniti udio
laznih pozitiva (engl. false discovery rate, FDR) u identificiranim proteinima te izdvojiti set

podataka s manjim ili ve¢im FDR-om za daljnju analizu.

2.4.5. Kvantitativna proteomika

Kako bi se kvantificirala koli¢ina peptida, a time i proteina u uzorku, u spektrometriji masa
koriste se razlicite tehnike kvantifikacije. Promatramo 1i jedan peptid, njegov MS1 spektar
kontinuirano se snima tijekom izlaska s kromatografske kolone. Povrsina signala ispod krivulje
takvog kromatografskog signala koristi se za odredivanje koli¢ine tog peptida, a iz toga i
odgovarajuceg proteina u uzorku [103]. Ovakva vrste kvantifikacije naziva se kvantifikacija
bez izotopne oznake (engl. label-free quantification, LFQ). Medutim, moguce je raditi i
kvantifikaciju s razli¢itim izotopno obiljezenim reagensima na temelju MS1 ili MS2 spektra.
Kvantifikacija na temelju MS1 spektra temelji se na tome da se u uzorku peptida koji se nanosi
na LC-MS/MS nalaze razli¢ito izotopno oznaceni peptidi. Najkoristeniji oblik kvantifikacije na
temelju MS1 spektra je stabilno izotopno oznacavanje s aminokiselinama u stani¢noj kulturi
(engl. stable isotope labelling with amino acids in cell culture, SILAC). Stanice koje rastu u
razliCitim uvjetima (npr. u kontrolnim i tretiranim uvjetima) nalaze se u mediju s
odgovarajuc¢om izotopno ozna¢enom aminokiselinom (obi¢no lizin ili arginin). Tijekom uzgoja,
stanice ugraduju aminokiselinu odgovaraju¢eg izotopnog sastava u svoj proteom. lzolirani
proteomski ekstrakti s razli¢itim izotopnim 0znakama mogu se pomijesati i zatim zajedno
pripremiti za proteoliticku razgradnju. MijeSanjem proteina iz razliitih uzoraka i zajedni¢ka
analiza na LC-MS/MS metodom smanjuje varijaciju uslijed varijabilnosti kromatografije,
procesa ionizacije i sl. U ovoj doktorskoj disertaciji koristeno je izotopno obiljezavanje peptida
metilnim skupinama (engl. dimethyl-labelling, DML). Za razliku od SILAC-a koji koristi
metaboli¢ko izotopno obiljezavanje, DML je metoda kemijskog obiljeZzavanja peptida. Peptidi
se izotopno oznacavaju U reakciji s izotopno obiljezenim formaldehidom i NaBH3CN [113].
Peptidi koji potjecu iz razli¢itih uzoraka oznacavaju se s dvije lake (CHs-), srednje (CHD2-)
odnosno teske (CDs-) metilne skupine na aminoskupinama (bo¢ni ogranak lizina i N-Kraj
peptida) i zatim mijesaju u omjeru 1:1:1 (slika 17). Smjesa peptida zatim se zajedno analizira

LC-MS/MS metodom. Isti peptid koji je izotopno oznacen na tri razlicita nacina daje tri signala
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u MS1 spektru. Prema tome, analiza tri proteoma odjednom znacajno povecava kompleksnost
MS1 spektra, otezava identifikaciju peptida i povecava Sum u podacima. Upravo zbog toga
razvijene su metode kvantifikacije na temelju MS2 spektara koje se temelje na tome da se
peptidi iz razli¢itih uzoraka oznacavaju s razliitim privjescima koji imaju istu mase, ali
razli¢itu raspodjelu izotopa unutar privjeska.
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Slika 17. Shema izotopnog obiljezavanja peptida metilnim skupinama. Peptidi se ozna¢avaju na aminoskupinama uz
uporabu odgovarajuée kombinacije izotopno oznagenog formaldehida i NaBH3CN (lijevo). Razli¢ito izotopno oznaceni peptidi

mijesaju se u omjeru 1:1:1 i analiziraju spektrometrijom masa. Istovjetan peptid izotopno oznacen lakom, srednjom i teSkom
oznakom daje tri signala u MS1 spektru (desno). Slika je napravljena u programima ChemDraw Ultra 12.0 i Inkscape.

Tijekom fragmentacije u ¢eliji za fragmentaciju razli€iti privjesci ¢e fragmentirati tako da daju
razli¢ite signale u MS2 spektru (pri nizim m/z vrijednostima) i na taj nac¢in omogucavaju
kvantifikaciju na temelju signala u MS2 spektru, pri cemu ne povecavaju kompleksnost MS1
spektara. Metode kvantifikacije temeljene na MS2 spektru ukljucuju izobarne privjeske iTRAQ
(engl. isobaric tags for relative and absolute quantitation, izobarne oznake za relativnu i
apsolutnu kvantifikaciju) i TMT (engl. tandem mass tag, tandemni maseni privjesak).
Proteomskim pristupom temeljenim na obiljeZavanju TMT-om se u jednom mjerenju moze
analizirati do 18 razli¢itih proteoma koji potjecu iz stanica uzgojenih u razli¢itim uvjetima.
TMT i iTRAQ, uz DML i SILAC spadaju u metode relativne kvantifikacije proteina u razli¢itim
uvjetima koje se u proteomskim istrazivanjima koriste puno ceS¢e od metoda apsolutne

kvantifikacije.
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2.4.6. Primjena spektrometrije masa u detekciji supstitucije aminokiselina

Razvoj spektrometrije masa omogucio je detekciju 1 mjerenje razine mistranslacije u proteomu
stanice. Pritom se moze raditi MS/MS analiza modelnih proteina ili analize ukupnog proteoma
[114]. MS/MS analiza modelnih proteina smanjuje kompleksnost MS spektara, povecava
vjerojatnost detekcije mistranslatiranih peptida i reproducibilnost mjerenja. Ovakav pristup
omogucava identifikaciju i kvantifikaciju Sirokog spektra aminokiselinskih supstitucija u
jednom proteinu. Medutim, translacija pojedinog proteina nije reprezentativna za cjelokupnu
translaciju u stanici jer se razli¢ite molekule mRNA razlikuju prema koli¢ini unutar stanice kao
I brzini kojom se translatiraju. Nadalje, jedan protein u pravilu nije kodiran sa 61 vrstom kodona
ovakav pristup odredivanja razine mistranslacije uzrokuje gubitak na $irini razli¢itih konteksta
u kojima se mistranslacija dogada, a poznato je da okolina pojedinog kodona moze utjecati na
razinu mistranslacije [1]. Gomez i suradnici iskoristili su ovakav pristup kako bi detektirali
zamjenu leucina kodiranog CUG kodonom sa serinom u C. albicans [87]. Medutim, naknadno
je globalnom proteomskom analizom pokazano da je navedena mistranslacija upitna [89]. Yu i
suradnici su ovakvim pristupom dokazali ugradnju asparagina na pozicijama serina u 1gG
antitijelu [115]. Detekcija i kvantifikacija aminokiselinskih supstitucija u stanici moze se
provesti MS/MS analizom cijelog proteoma. Mordret i suradnici prvi su sustavno i globalno
analizirali mistranslaciju na razini cijelog proteoma bakterije E. coli i jednostani¢nog eukariota
S. cerevisiae [1].

Dva su nacina kvantifikacije ugradnje nepripadne aminokiseline na odgovarajuca
mjesta u proteomu stanice. Jedan je odredivanje omjera intenziteta mistranslatiranog peptida i
zbroja intenziteta mistranslatiranog i nemistranslatiranog peptida [1, 115]. Drugi je metoda
brojanja spektara [8, 11] gdje se odreduje omjer broja PSM-ova mistranslatiranih peptida i
ukupnog broja PSM-ova mistranslatiranog i nemistranslatiranog peptida. Obje metode imaju
svoje prednosti i mane. Brojanje spektara uzima u obzir samo peptide za koje postoji MS2
spektar, $to znaci da je intrinzi¢no naklonjeno visoko zastupljenim peptidima koji potjecu iz
visoko zastupljenih proteina. S druge strane, izratun razine mistranslacije preko omjera
intenziteta uzima u obzir raspon peptida Sireg dinamickog raspona. Medutim, s obzirom da je
mistranslatirani peptid prisutan u manjoj koli¢ini od nemistranslatiranog, onda je i njegov

intenzitet na donjoj granici detekcije instrumenta §to Smanjuje to¢nost mjerenja.
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2.5. Saperonski sustavi u bakteriji Escherichia coli

2.5.1. Uloga saperona u ispravnom smatanju proteina

Polipeptidni lanac nastao tijekom biosinteze proteina na ribosomu moze poprimiti mnogo
razli¢itih konformacija. Proces smatanja je intrinzicno sklon pogreskama jer vecina
konformacija koje polipeptidni lanac moze poprimiti nije funkcionalna [116]. Osim toga,
tijekom smatanja veéih proteina (> 100 aminokiselina) nastaju djelomi¢no smotani
intermedijeri koji imaju izloZene dijelove s nepolarnim aminokiselinama i skloniji su agregaciji
[15]. Uloga Saperona je vezati se na izloZzene nepolarne aminokiseline djelomi¢no smotanih
proteina i sprijeciti njihovu medusobnu interakciju.

Saperon (franc. chaperon - pratitelj, zastitnik) je protein koji interagira s drugim
proteinom pomazuc¢i mu u smatanju, a da pritom nije dio njegove finalne strukture [117].
Ekspresija mnogih $aperona inducirana je poviSenom temperaturom, zbog ¢ega Se imenuju
kraticom Hsp (engl. heat-shock protein) i brojem koji oznac¢ava njihovu molekularnu masu u
kilodaltonima [18]. U razli¢itim organizmima mogu se naci razli¢iti homolozi saperona: Hsp40
(bakterijski DnaJ), Hsp60 (bakterijski GroEL), Hsp70 (bakterijski DnaK), Hsp90 (bakterijski
HtpG), Hsp100 i sHsp (engl. small Hsp — mali Hsp).

Saperoni mogu interagirati s polipeptidnim lancem tijekom njegove sinteze
(kotranslacijski), nakon sinteze (posttranslacijski) i u procesu ponovnog smatanja, ukoliko je
odgovarajuci protein poprimio pogresnu 3D strukturu [118]. Osim toga, pomazu u sklapanju
vec¢ih makromolekularnih kompleksa, transportu i degradaciji proteina, disocijaciji agregata i
ispravnom smatanju denaturiranih proteina [18].

Saperoni su podijeljeni u razli¢ite grupe na temelju homologije. Oni koji su prisutni u
Sirokom rasponu organizama (kanonski ili temeljni Saperoni) Cesto koriste ATP i prepoznaju
sljedove nepolarnih aminokiselina prisutnih u unutra$njosti proteina. Osim njih, stanica sadrzi
i redoks aktivne Saperone koji se aktiviraju pojavom odredenog signala iz okoline [119]. Unutar
bakterija razlikujemo nekoliko razli¢itih kanonskih Saperona: protein TF (engl. trigger factor),
DnaK (Hsp70)/DnaJ (Hsp40)/GrpE i saperonin GroES/EL (Hsp60/Hsp10).

2.5.2. Saperonski sustav DnaK/DnaJ/GrpE

Protein DnaK je predstavnik proteina Hsp70 u bakteriji E. coli. Zajedno s proteinima DnaJ i
GrpE ¢ini centralni saperonski sustav s najvise proteinskih interaktora [17]. DnaK ima ulogu u

smatanju proteina de novo, ponovnom smatanju krivo smotanih proteina i proteinskih agregata,
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transportu proteina, njihovoj translokaciji kroz membranu i razgradnji. Protein DnaK je
monomer koji se sastoji od N- i C-terminalne domene (slika 18).
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T
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Slika 18. Shematski prikaz prelaska zatvorene (prozirno) u otvorenu konformaciju proteina DnaK. Vezanje ATP-a u N-
terminalnoj domeni stabilizira otvorenu konformaciju DnakK, a hidroliza ATP-a prelazak u zatvorenu konformaciju. Plavom i
zelenom bojom oznadena je N-terminalna domena, a Zutom i crvenom C-terminalna domena. Molekula ATP-a naznacena je
kalotnim modelom. Preuzeto iz ref. [120].

N-terminalna domena veze i hidrolizira ATP, dok C-terminalna domena veze supstrat. Dvije
domene povezane su fleksibilnom om¢om sastavljenom vec¢inom od nepolarnih aminokiselina
¢iji redoslijed je sacuvan u porodici Hsp70 proteina. Omé¢a omogucuje prijenos alosterickog
signala. Vezanje i hidroliza ATP-a u N-terminalnoj domeni regulira vezanje i otpuStanje
supstrata u C-terminalnoj domeni. Stoga DnaK moze postojati u dvije konformacije — otvorenoj
i zatvorenoj (slika 18). C-terminalna domena $aperona DnaK sastoji se od nekoliko a-zavojnica
i dviju B-ploc¢a izmedu kojih se veZe supstrat kao linearni polipeptid. Navedene a-zavojnice su
pokretljive 1 ¢ine ,,poklopac® koji se moZze spustiti tijekom vezanja i podignuti tijekom
otpustanja supstrata (Slika 18) [120].

KoSaperoni Dnal 1 GrpE pomazu u regulaciji reakcijskog ciklusa Saperona DnaK. Dnal
se veze na izloZene hidrofobne regije krivo smotanih ili denaturiranih proteina i1 na taj nacin
sprjecava njihovu agregaciju (djeluje kao protein drzac, engl. holdase). Nakon §to veze supstrat
Dnal ga predaje Saperonu DnaK tako da se veze na njegovu N-terminalnu domenu i fleksibilnu

spojnicu. Ta interakcija snazno stimulira hidrolizu ATP-a na proteinu DnaK S§to rezultira
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spuStanjem a-poklopca u C-terminalnoj domeni i ¢vrstim vezanjem supstrata na Dnak.
Zamjenu nastalog ADP-a s novom molekulom ATP-a provodi protein GrpE koji djeluje kao
izmjenjiva¢ nukleotida (engl. nucleotide exchange factor) sto rezultira prelaskom DnaK u
otvorenu konformaciju i otpusStanjem supstrata ¢ime se omogucava ponovno zapocinjanje

ciklusa.

2.5.3. Utjecaj mistranslacije na regulaciju ekspresije Saperona
Mistranslacija uzrokuje nastanak proteina koji nemaju geneticki kodiran slijed aminokiselina i
prema tome u pravilu nemaju optimalnu funkciju. Logi¢no je pretpostaviti da ¢e zamjena
pojedine aminokiseline u proteomu stanice izazvati probleme sa smatanjem i agregacijom
proteina. Osim toga, mistranslacija mijenja fleksibilnost proteina [83] i stoga moze uzrokovati
njihovo otvaranje i izloZenost hidrofobnih regija koje mogu interagirati sa Saperonima.

Pojedine vrste mistranslacije uzrokovane bilo pogreskom u radu aminoacil-tRNA-
sintetaza ili ribosoma, uzrokuju povecanu koli¢inu transkripata glavnih saperona u bakteriji E.
coli: DnaK i GroEL [16, 23, 121]. Povecana ekspresija Saperona uslijed mistranslacije povecava
otpornost organizma na povisenu temperaturu U bakteriji E. coli i u kvascu [23, 122]. Osim
jednostani¢nih organizama, povecana razina agregacije i ekspresije razli¢itih Saperona
primijecena je i U neuronima misa uslijed Ala — Ser mistranslacije [67].

Unatoc¢ tome $to mistranslacija u pravilu izaziva stres za stanicu, u bakteriji E. coli Ala
— Ser mistranslacija nema povecanu ekspresiju $aperona [21]. Za razliku od klasi¢ne slike da
mistranslacija uvijek uzrokuje poviSenje broja Saperona u stanici, nedavno je otkriveno da u
kvascu mistranslacija na alaninskim pozicijama u proteomu smanjuje ekspresiju Saperona [26].

Smanjeni broj Saperona povecava osjetljivost kvasca na povisenje temperature.
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§ 3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Standardne krute kemikalije

Agaroza standardna ROTI®Garoza za DNA/RNA elektroforezu (Carl Roth), amonijev
bikarbonat BioUltra, > 99.5 % (Sigma Aldrich), amonijev persulfat p.a. (Serva), 1 x
cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche), D(+)-glukoza bezvodna
p.a. (Gram-mol), di-kalij-dihidrogenfosfat bezvodni p.a. (Kemika), 1,4-ditiotreitol > 99 % p.a.
(Carl Roth), fenilmetilsulfonil-fluorid >99 % (P7626, Sigma), fenol 99,5 % extra pure, loose
crystals unstabilised (Thermo Scientific), gvanidinijev klorid (ltrij), jodoacetamid (11149,
Sigma), kalcijev Kklorid p.a. (Merck-Alkaloid), kalij hidroksid zrnca 2-5 mm p.a. (Kemika),
kalij-klorid (Kemika), KH,PO, p.a. (Gram-mol), kompleksal® III (etilendiamintetraoctena
kiselina — dinatrijeva sol) (dihidrat) p.a. (Kemika), magnezij-sulfat-heptahidrat (Kemika),
natrij-hidrogenfosfat bezvodni p.a. (Kemika), natrij-dihidrogenfosfat-dihidrat p.a. (Kemika),
NaCl p.a. (Gram-mol), NaOH pellets (Carlo Erba), natrijev acetat bezvodni p.a. (Gram-mol),
natrijev cijanoborhidrid, reagent grade 95 % (156159, Aldrich), natrijev citrat dihidrat p.a.
(Kemika), N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) >99% (Sigma), polietilen-glikol
prosje¢ne molekulske mase 8000 (P2139, Sigma), SDS ultrapure (Carl Roth), Tris baza (Th.
Geyer), Tween® 20 (P7949, Sigma-Aldrich), urea (Gram-mol), tiourea ReagentPlus > 99 %
(Sigma Aldrich)

3.1.2. Standardne tekuce kemikalije

96 % etilni alkohol (Lab Expert), formaldehid, otopina min. 36 % stabilizirana s maks. 7 %
metanolap.a. (T.T.T.), fosforna kiselinamin 85 % p.a. (T.T.T.), glicerol redestiliran p.a. (Gram-
mol), KCI 3 mol/L otopina (KS110, Radiometer analytical), kloridna kiselina 37 %-tna p.a.
(Gram-mol), kloroform (Carlo Erba), ledena octena kiselina 99-100 % p.a. (LabExpert), 2-
merkaptoetanol (M3148, Sigma), metanol p.a. (Gram-mol), puferske otopine pH 4,01; 7,00 i
9,21 (Mettler Toledo), ROTIPHORESE® Gel 40 (29:1) (Carl Roth), trifluoroctena kiselina >
99,5 % (Fisher Chemical)
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3.1.3. Antibiotici

Ampicilin natrijeva sol (A9518, Sigma-Aldrich), kanamicin sulfat p.a. (Gibco BRL),
kloramfenikol (C0378, Sigma), tetraciklin hidroklorid (T3383, Sigma)

3.1.4. Aminokiseline i nukleotidi

Glicin (Carlo Erba), L-izoleucin (58879, Sigma), L-leucin (61819, Sigma), L-norvalin (N7627,
Sigma), L-valin (94619, Sigma)

3.1.5. Organske boje
Brilliant Blue R (27816, Sigma Aldrich), bromfenolplavo (Serva), etidijev bromid (Boehringer
Mannheim), Coomassie® Brilliant blau G250 (Merck), ksilencijanol fluorofosfat (Serva)

3.1.6. Enzimi, proteini i nukleinske kiseline

Apiraza iz krumpira, ATP-aza > 200 U/mg protein, liofilizirani prah (A6535, Sigma-Aldrich),
govedi serumski albumin Fraction V, > 98% (Boehringer Mannheim), lizozim iz kokosjeg
bjelanjka, > 40 000 U/mg (L6876, Sigma), Lysonase™ Bioprocessing Reagent (71230,
Novagen), rLysC Mass Spec Grade (V1671, Promega), ribonukleaza A iz govede gusterace,
50-150 Kunitz U/mg (R5000, Sigma), Tag-DNA-polimeraza, rekombinantna (EP0404, Thermo
Scientific), Sequencing Grade Modified Trypsin, smrznuti (V511C, Promega)

3.1.7. Materijal za kromatografiju
Ni-NTA agaroza (Protino), C18 Solid Phase Extraction Disks (Empore)

3.1.8. Elektroforetski standardi

Precision Plus Protein™ Standards Unstained (# 161-0363 Bio-Rad), GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific)

3.1.9. Kemikalije za pripremu otapala za spektrometriju masa
Acetonitril za LC/MS (Carlo Erba), mravlja kiselina puriss.p.a. > 98 % (Honeywell Fluka),
voda za LC/MS (Carlo Erba)
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3.1.10. Izotopni reagensi za izotopno obiljezavanje peptida na cvrstoj fazi

Formaldehid-d,, otopina ~20 % mase u D,O, 98 % atoma D (492620, Aldrich), formaldehid-
13C, d,, otopina ~20 % mase u D,0, 98 % atoma D, > 99 % atoma **C (596388, Aldrich), natrijev
cijanobordeuterid, 96 % atom D, 98 % CP (190020, Aldrich)

3.1.11. Komercijalni kompleti

BugBuster® Protein Extraction Reagent (Merck), komplet za bojanje srebrom PlusOne™
Silver Staining Kit (Amersham Biosciences), komplet za procis¢avanje produkata PCR-a
QIAquick PCR Purification Kit (Quiagen)

3.1.12. Hranjive podloge i mediji za uzgoj bakterije E. coli
Agar za bakteriolosku upotrebu (Liofilchem), Difco™ M9 Minimal Salts, 5 x (Becton, Dickinson

and Company), LB agar (Liofilchem), kvas¢ev ekstrakt (Liofilchem), tripton (Liofilchem).

3.1.12.1. Tekudi i kruti hranjivi mediji
U eksperimentima su koriSteni tekuci hranjivi mediji ¢iji je sastav naveden u tablici 2. Za
pripremu hranjivih podloga koristen je LB agar ili medij u koji je dodan agar (y = 15 g/L).

Tablica 2. Sastav hranjivih medija za uzgoj bakterije Escherichia coli.

Naziv medija Sastav
10 g/L tripton,
LB medij 5 g/L kvaslev ekstrakt,
10 g/L NaCl

1x M9 soli (6,8 g/L Na;HPOs,,
3,0 g/L KHPO,, 0,50 g/L NaCl,
1,0 g/L NH.CI),
D-glukoza (y = 4 g/L),
2 mmol/L MgSOQa,
0,1 mmol/L CaCly,
1x M9 soli,
D-glukoza (y =4 g/L),
2 mmol/L MgSOa,
0,1 mmol/L CaCly,
100 umol/L L-lle, 100 pmol/L
L-Leu, 100 umol/L L-Val

M9 medij

M9* medij
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3.1.13. Sojevi bakterije Escherichia coli

Genotip i opis sojeva bakterije E. coli koriStenih u eksperimentima nalazi se u tablici 3.

Tablica 3. Opis sojeva bakterije E. coli koristenih u eksperimentima. Podebljan je dio genotipa po kojemu se pojedini soj
razlikuje od laboratorijskog soja MG1655.

NAZIV GENOTIP OPIS REF.
F A ilvG rfb-50 Laboratorijski soj bakterije E. coli najsli¢niji divljem
MG1655 , [123]
rph-1 tipu.
Derivat soja MG1655 koji na pozicijama 241-250 u ileS
F A ilvG rfb-50 sadrzi 10 tripleta GCG koji kodiraju aminokiselinu
PS7066 . . B [25]
rph-1 ileS10Ala alanin. Navedene mutacije deaktiviraju hidroliticku
aktivnost u domeni za popravak pogreske 11eRS.
F A ilvG rfb-50 Derivat soja MG1655 s deletiranim ilvG i ilvE te
PS7068 . B . [25]
rph-1 AilvG-E regijom izmedu njih koja ukljucuje ilvM.
] Derivat soja MG1655 iz kolekcije Keio koji umjesto
F A ilvG™ rfb-50
JW5807-2 leuB sadrzi kanamicinsku kazetu okruzenu FRT  [124]
rph-1 AleuB::kan®R o
mjestima.
) Derivat soja MG1655 kod Kkojeg je ilvD deaktiviran
F X ilvG rfb-50 ) . . . [125]
CAG18431 . insercijom transpozona Tn10 unutar koje se nalazi gen
rph-1ilv-500::Tn10 o [126]
za otpornost na tetraciklin.
F o IG Derivat soja MG1655 koji sadrzi kanamicinsku kazetu
- IVG
okruzenu FRT mjestima izmedu ribF i ileS te mutacije
rfb-50 rph-1 . . . o
ED ) ) T243R i D342A u ileS. Navedene mutacije deaktiviraju  [127]
ribF-kan®- ileS
hidroliti¢ku aktivnost u domeni za popravak pogreske
T243R/D342A
lleRS.
F A ilvG Derivat soja MG1655 koji na C-kraju dnaK sadrzi
ED- rfb-50 rph-1 nukleotidni slijed koji kodira histidinski privjesak -
dnak_ Hi dnaK_Hise-FRT-dnaJ Gly;Hiss, FRT mjesto izmedu dnaK i dnaJ, [127]
na is
- ribF-kan®- kanamicinsku kazetu okruzenu FRT mjestima izmedu
ileST243R/D342A ribF i ileS te mutacije T243R i D342A u ileS.

3.1.14. Bakteriofag P1 za trandukciju
Bakteriofag Plvir koriSten za transdukciju bakteriofagom P1 dobiven je od prof. dr. sc. lvane

Ivanc¢i¢-Bace.
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3.1.15. Plazmidi za transformaciju bakterije Escherichia coli

Za FLP-FRT rekombinaciju koriSten je plazmid pCP20 veli¢ine 9497 pb koji sadrzi gen flp koji

kodira rekombinazu Flp iz kvasca, gene za otpornost na ampicilin i kloramfenikol te

temperaturno osjetljivo ishodiste replikacije repA101(ts) [128].

3.1.16. Standardne kemikalije za lancanu reakciju polimerazom

dNTP mix, 10 mM each (Thermo Scientific), 25 mM MgCl, (Thermo Scientific), 10x Taq pufer

s (NH4)2S04 (Thermo Scientific)

3.1.17. Pocetnice za lancanu reakciju polimerazom

Popis pocetnica koriStenih u eksperimentima nalazi se u tablici 4.

Tablica 4. Popis podetnica koristenih za lan¢anu reakciju polimerazom.

Naziv pocetnice

Nukleotidni slijed (5' — 3")

leuB_F CGAAAACAACAAGGAAACCGTG
leuB_R GCCATGATTACACCCCTTCTG
ki1 R CAGTCATAGCCGAATAGCCT
k2_F TTGTCAAGACCGACCTGTCC
ilvD_F GTATGCCTAAGTACCGTTCC
ilvD_R GTTTCGATTTATCGCGCACC
Tnl0 GTTCGCACATCTTGTTGTCTG
ribF_F GCGCGTGATGAATTAACC
ileS_R GGAAACAGGGTTCCCGAT
ileS_ed_seq_F TCCATCGACGTTGCTTTCC
ileS_ed_seq_R GATGTCGTTCGCTTTGAAGAC

Marija Pranjié

Doktorska disertacija



44 § 3. Materijali i metode

3.2. Konstrukcija sojeva bakterije Escherichia coli

3.2.1. Opis pripreme sojeva

Za pracenje mistranslacije, potrebno je konstruirati auksotrofni soj koji ne moze sintetizirati
izoleucin, leucin, valin ni norvalin te koji sadrzi dvije mutacije u domeni za popravak pogreske
IleRS (T243R i D342A) koje deaktiviraju njezinu hidroliticku aktivnost [8]. Auksotrofija se
postize inaktivacijom dvaju gena: ilvD i leuB. Shema genoma E. coli s nazna¢enim genima koji
se mijenjaju naznacena je na slici 19. Tijekom konstrukcije soja s navedenim karakteristikama
koristeni su sojevi JW5807-2, CAG18431 i ED™ (tablica 3).

Escherichia coli K-12 MG1655
4,641,652 pb

Slika 19. Shema genoma bakterije Escherichia coli K-12 MG1655 (pristupni kéd: U00096.3). Naznacene su pozicije ileS (22
391 — 25207), leuB (80 867 < 81 958) i ilvD (3 953 478 — 3 955 328). Shema je napravljena u programu SnapGene®.

U postupku konstrukcije auksotrofnog soja s mutacijama u domeni za popravak pogreSke IleRS
koristene su dvije metode genetickog inZenjerstva: transdukcija bakteriofagom P1 i FRT-FLP
mjesno-specificna rekombinacija. Transdukcija bakteriofagom P1 je metoda kojom se uz
uporabu bakterijskog virusa P1 prenosi dio genetickog materijala iz jednog soja u drugi [27].
Konkretno, bakteriofag P1 tijekom svog rasta umjesto svog genoma moze ugraditi fragment
genoma bakterije domacina veli¢ine oko 100 kpb. Virusne Cestice sa Zeljenim fragmentima
genoma iz jednog bakterijskog soja (donora) mogu se koristiti za infekciju drugog bakterijskog
soja (recipijenta) pri ¢emu se DNA homolognom rekombinacijom ugraduje u genom drugog
soja. Ukoliko fragment genoma koji se prenosi sadrzi i gen za otpornost na antibiotik, kona¢ni
soj moguce je izolirati na hranjivim plo¢ama s odgovaraju¢im antibiotikom.

FRT-FLP mjesno-specificna rekombinacija je postupak kojim se iz genoma E. coli

rekombinacijom izmedu kratkih homologija (mjesta FRT) izgradnjom gubi gen za otpornost na
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antibiotik koji se nalazi izmedu dva FRT (engl. flippase recognition target) mjesta [129].
Bakterijski soj iz kojeg se zeli izgraditi otpornost na antibiotik se transformira s plazmidom
pCP20 koji medu ostalim sadrzi gen za flipazu (rekombinazu Flp, enzim koji prepoznaje FRT
mjesta) pod termoinducibilnim promotorom, gen za otpornost na kloramfenikol i
termosenzitivno ishodiste replikacije. PoviSenjem temperature na 42 °C, aktivira se ekspresija
flipaze ¢ime se poti¢e homologna rekombinacija izmedu susjednih FRT mjesta i izgradnja gena
za otpornost na antibiotik te ujedno i gubitak plazmida.

Soj JW5807-2 (AleuB::kan®) umjesto leuB sadrzi gen za otpornost na kanamicin
okruzen FRT mjestima, a soj CAG18432 (ilv-500::Tn10) unutar ilvD ima umetnutu sekvencu
transpozona Tnl10. Kako bi se dio genoma sa zeljenom mutacijom prebacio u soj MG1655
koristena je transdukcija bakteriofagom P1 kojom se najprije prebacuje dio genoma iz soja JW
5807-2, a zatim iz soja CAG18432 (slika 20, potpoglavlje 3.2.2). Zeljeni mutanti s uvedenom
mutacijom izoliraju se na LB plo¢ama s odgovaraju¢im antibiotikom (u slu¢aju JW5807-2 —
kanamicin, a u slu¢aj u CAG18431 tetraciklin). Otpornost na kanamicin izgraduje se FRT-FLP
mjesno-specifi¢cnom rekombinacijom ¢ime na mjestu leuB gena ostaje FRT oziljak (slika 20,
potpoglavlje 3.2.3). U dobiveni soj MG1655 AleuB::FRT ilv-500::Tn10 transdukcijom
bakteriofagom P1 (potpoglavlje 3.2.2) ugraduje se dio genoma iz soja MG1655 kan® ileS
T243R/D342A koji sadrzi otpornost na kanamicin uzvodno od gena za 11eRS s dvostrukom
tockastom mutacijom (slika 20). Na taj na¢in dobiven je mistranslatiraju¢i auksotrofni soj:

MG1655 kan®R ileS T243R/D342A AleuB::FRT ilv-500::Tn10.

MG1655
AleuB: :kanR ilv-500::Tn10

l P1-JW5807-2 l

MG1655

MG1655 MG1655
AleuB::kanR AleuB::FRT i/lv-500::Tn10
| |
MG1655 MG1655

AleuB: :FRT ilv-500::Tn10

a0 R iy~ .
AleuB::kan"™ ilv-500::Tn10 kanR iles T243R/D342A

Slika 20. Shema konstrukcije bakterijskih sojeva. Kraj strelice je naznacena vrsta metode koja je koristena za konstrukciju
pojedinog soja. Kod transdukcije bakteriofagom P1 naznaceni su donorski sojevi: JW5807-2 (AleuB::kan®), CAG18432 (ilv-
500::Tn10) i ED- (kan® ileS T243R/D342A). U konstruiranim sojevima podebljan je dio genotipa koji se mijenja pojedinim
korakom. Slika je napravljena u programu Inkscape.
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Potvrda uvedenih mutacija utvrduje se lancanom reakcijom polimerazom uz pomo¢ pocetnica

koje okruzuju mutirana mjesta u genomu i sekvenciranjem nastalih produkata.

3.2.2. Priprema bakteriofaga P1 i transdukcija

Transdukcija bakteriofagom P1 provedena je prema uputama iz Thomason et al. [27]. Kako bi
se dio genoma bakterije E. coli veli¢ine oko 100 kb prebacio iz soja donora u soj recipijent,
potrebno je najprije pripremiti bakteriofag P1 za transdukciju (rastom u donorskom

bakterijskom soju) i zatim njime provesti transdukciju u recipijentni soj.

3.2.2.1. Priprema bakteriofaga P1 za transdukciju

Sterilan LB medij inokulira se donorskim bakterijskim sojem i uzgoji prekonoéna kultura na
37 °C i pri 250 rpm. Iduci dan se u polipropilenskoj epruveti pripremi 5 mL sterilnog LB medija
obogacenog 0,2 %-tnom glukozom i CaCl, koncentracije 5 mmol/L te inokulira prekono¢nom
kulturom donorskog soja u omjeru 1:100. Pripremljena kultura inkubira se na 37 °C uz
protresanje (250 rpm) do vidljivog zamucenja (0ko 1,5 h), nakon Cega se doda 100 pL
suspenzije bakteriofaga P1vir titra 10°-10% pfu mL™ (engl. plaque-forming unit). Kultura se
zatim inkubira na 37 °C uz protresanje (250 rpm) dok ne postane bistra (oko 3 h) sto je znak da
je doslo do lize vecine stanica. Kako bi se osigurala potpunost lize stanica, u bistru kulturu doda
se 200 pL kloroforma i vorteksira 5 min. Kako bi se odijelio gornji vodeni sloj od donjeg
kloroformskog sloja, smjesa se centrifugira 10 min na 9000 g pri 4 °C. Vodeni sloj koji sadrzi
bakteriofag P1 s ugradenim fragmentima genoma donorskog soja pipetom se oprezno prebaci
u mikroepruvetu i uskladiSti na 4 °C do uporabe. Vazno je da se u ovom koraku ne prenese i

dio kloroforma koji tijekom vremena smanjuje titar faga.

3.2.2.2. Transdukcija bakteriofagom P1

Sterilan LB medij inokulira se recipijentnim bakterijskim sojem i uzgoji prekonoéna kultura na
37 °C i pri 250 rpm. Iduc¢i dan se iz 3 mL prekono¢ne kulture obore stanice centrifugiranjem 2
min na 16 000 g na sobnoj temperaturi. Talog stanica suspendira se u 1,5 mL otopine CaCl; (10
mmol/L) i MgSQO4 (5 mmol/L). Volumen otopine za suspenziju stanica odreden je kao polovica
volumena prekono¢ne kulture iz koje su istaloZene stanice. Suspenzija stanica se podijeli u
alikvote od 100 puL u 4 mikroepruvete i pomijesa bakteriofagom P1 s fragmentima genoma
donorskog soja (potpoglavlje 3.2.2.1) u sljede¢im volumenima: O uL — uzorak 0; 1 uL — uzorak

1; 10 pL — uzorak 10; 100 pL — uzorak 100. Dobivene cetiri suspenzije bakterijskih stanica
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inkubiraju se 30 min na 37 °C radi infekcije recipijentnog soja bakteriofagom nakon ¢ega im
se doda 1 mL LB medija i natrijev citrat do kona¢ne koncentracije 150 mmol/L. Citratni ioni
kompleksiraju s ionima Ca®" koji su bakteriofagu potrebni za infektivnost i na taj nacin
zaustavljaju daljnju infekciju [27]. Stanice se inkubiraju 1 h na 37 °C uz protresanje (1000 rpm)
nakon ¢ega se obore centrifugiranjem 2 min na 16 000 g na sobnoj temperaturi. Talog stanica
suspendira se u 50 pL sterilnog LB medija i nasadi na plo¢e s LB medijem, natrijevim citratom
koncentracije 5 mmol/L (radi onemogucavanja infekcije rezidualnim bakteriofagom) i
odgovarajué¢im antibiotikom (kanamicin koncentracije 30 pg mL™ ili tetraciklin koncentracije
5 pg/mL). Ocekivani ishod je da na plo¢i s uzorkom 0 ne naraste nijedna kolonija, a da na
ostalim plo¢ama broj kolonija raste od uzorka 1 prema uzorku 100. S ploce na koju je naneseno
najmanje bakteriofaga P1 odaberu se po tri pojedina¢ne kolonije i razmazu na ploc¢e s LB
medijem, natrijevim citratom (5 mmol/L) i odgovarajuéim antibiotikom (kanamicin
koncentracije 30 pg/mL ili tetraciklin koncentracije 5 pg/mL) te inkubiraju na 37 °C preko no¢i.
Postupak razmazivanja pojedinacnih kolonija se provede joS jednom kako bi se maknuo
rezidualni bakteriofag P1. Genotip dobivenog soja potvrdi se testiranje fenotipa na plo¢ama s

hranjivim medijem, lanéanom reakcijom polimerazom i/ili sekvenciranjem.

3.2.3. FRT-FLP mjesno-specificna rekombinacija

Najprije se naprave elektrokompetentne stanice bakterijskog soja (potpoglavlje 2.2.4) koji u
genomu sadrzi gen za otpornost na kanamicin okruzen FRT mjestima. Stanice se zatim
transformiraju plazmidom pCP20 (potpoglavlje 3.2.5). Iduéi dan se s plo¢e na kojoj su narasle
transformirane bakterije odabere pojedinac¢na kolonija, razmaze na plo¢u s LB medijem i uzgaja
preko no¢i pri 42 °C radi indukcije ekspresije Flp rekombinaze i izbacivanja plazmida. Idu¢i
dan se s ploc¢e odabere nekoliko pojedinac¢nih kolonija i redom razmazu na 3 ploce s LB
medijem od kojih prva sadrzi ampicilin koncentracije 100 ug mL™ (testiranje je li bakterija
izgubila plazmid), druga kanamicin koncentracije 30 pg mL™ (testiranje uspjesnosti FRT-FLP
mjesno-specifiéne rekombinacije), a treca samo LB medij (jedina ploca na kojoj se ocekuje rast
bakterija ukoliko je postupak uspjeSan). Genotip dobivenog soja potvrdi se lan¢anom reakcijom

polimerazom i/ili sekvenciranjem.

3.2.4. Priprema elektrokompetentnih stanica bakterije Escherichia coli
Kako bi se pripremile elektrokompetentne stanice potrebno je najprije uzgojiti prekono¢nu

kulturu Zeljenog soja bakterije E. coli u LB mediju na 37 °C uz protresanje (250 rpm).
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Uzgojenom prekono¢nom kulturom inokulira se 10 mL sterilnog LB medija u omjeru 1:100,
nakon ¢ega se stanice uzgajaju na 37 °C i 250 rpm do eksponencijalne faze rasta (ODeoo = 0,5~
0,8). Dobivena baterijska kultura ohladi se 15-30 min na ledu, nakon ¢ega se stanice obore
centrifugiranjem 15 min na 4000 g pri 4 °C. Talog stanica ispere se najprije s 10 mL hladne
sterilne ReH20, a zatim s 5 mL hladnog sterilnog glicerola (¢ = 10 %). Izmedu ispiranja, stanice
se obaraju centrifugiranjem 15 min na 4000 g pri 4 °C. Isprani talog stanica suspendira se u 0,5
mL hladnog sterilnog glicerola (¢ = 10 %), alikvotira po 40 pL u sterilne mikroepruvete i

pohrani na -80 °C do daljnje uporabe.

3.2.5. Transformacija stanica plazmidom pCP20

Alikvot elektrokompetentnih stanica pomijesa se s 50 ng plazmida pCP20 i prebaci u hladnu
elektrokivetu debljine 2 mm. Pomocu hladnog plasti¢énog drzaca elektrokiveta se namjesti
izmedu elektroda u elektroporatoru i izazove elektricni puls s naponom od 2,5 kV u trajanju
izmedu 5 1 6 ms. U slu¢aju iskrenja postupak se ponavlja s manjom koli¢inom plazmida. Nakon
elektroporacije bakterije se suspendiraju u 800 pL sterilnog LB medija i inkubiraju 1 h na 30
°C uz protresanje (1000 rpm). Vazno je da temperatura uzgoja 30 °C jer plazmid pCP20 ima
termosenzitivno ishodiste replikacije. Volumen kulture od 20 pL nasadi se na plocu s LB

medijem i ampicilinom (100 ug mL™) na 30 °C preko no¢i.

3.2.6. Testiranje auksotrofije dobivenih sojeva na M9 plocama

Fenotip konstruiranih sojeva bakterije E. coli moguce je provjeriti na plo¢ama s M9 medijem i
pojedinom aminokiselinom. U tablici 5 prikazan je o¢ekivan rast dobivenih sojeva na pojedinim
plo¢ama s M9 medijem. Nakon delecije leuB gena, E. coli vise ne moze rasti na mediju bez
leucina. Auksotrof za aminokiseline s razgranatim bo¢nim ogrankom mozZe rasti iskljuc¢ivo na

plo¢i koja osim M9 medija sadrzi izoleucin, leucin i valin.
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Tablica 5. Oc¢ekivani rezultati testiranja rasta pojedinih sojeva bakterije Escherichia coli na plo¢éama s M9 medijem uz dodatak
razli¢itih kombinacija aminokiselina s razgranatim boénim ogrankom. Koncentracija pojedine aminokiseline je bila 250
umol/L.

MG1655
MG1655
Sastav hranjive ploée MG1655 (AleuB::kanR
AleuB::kanR _

ilv-500:Tn10)
M9 + - -
M9 + lle + Val + - -
M9 + Ile + Leu + + -
M9 + Val + Leu + - -
M9 + lle + Leu + Val + + +

3.2.7. Izolacija genomske DNA

Priredi se prekono¢na kultura bakterijskog soja E. coli iz kojeg se Zeli izolirati genomska DNA.
Iduci dan stanice se obore centrifugiranjem 2 min na 16 000 g. Talog stanica ispere se s 1 mL
pufera za lizu (25 mmol/L Tris/HCI, pH = 8; 10 mmol/L EDTA) i centrifugira 2 min na 16 000
g pri sobnoj temperaturi. Stanice se suspendiraju u 0,5 mL pufera za lizu i doda im se lizozim
konaéne koncentracije 100 pg mLt. Smjesa se inkubira 30 min na sobnoj temperaturi i
povremeno promijesa. Nastali lizat je viskozan zbog oslobodene genomske DNA. U smjesu se
doda natrijev dodecil-sulfat (SDS) kona¢nog udjela 2 % i inkubira 5 min na 70 °C uz
protresanje. Nastali lizat je bistar i viskozan. Smjesa se pomijesa s jednakim volumenom fenol-
kloroforma i mijesa okretanjem mikroepruvete radi odvajanja proteina i ekstrakcije genomske
DNA u vodeni sloj. Slojevi se odvoje centrifugiranjem 15 min na 16 000 g. U vodenu fazu doda
se natrijev acetat kona¢ne koncentracije 300 mmol/L (pH = 5,2) i hladni etanol kona¢nog
volumnog udjela 70 %. Smjesa se inkubira 10 min na ledu tijekom ¢ega dolazi do nastanka
bijelog pahuljastog taloga genomske DNA. Talog se izdvoji centrifugiranjem 10 min na 15 000
g, ispere s 0,5 mL etanola (¢ = 70 %) i osusi. Nastali talog otopi se u 200 uLL TE pufera (10
mmol/L Tris/HCI, pH = 8-8,5; 1 mmol/L EDTA) uz dodatak RNaze A do kona¢ne koncentracije
40 ng mL™. Smjesa se inkubira 30 min na 37 °C uz protresanje, nakon &ega joj se doda jednaki
volumen fenol-kloroforma i promijesa polaganim okretanjem mikroepruvete radi ekstrakcije
genomske DNA. Slojevi se odvoje 15 min na 16 000 g, nakon ¢ega se u gornji vodeni sloj doda
PEG 8000 kona¢ne koncentracije 70 g/L i NaCl kona¢ne koncentracije 500 mmol/L. Smjesa se
promijesa i potom centrifugira 10 min na 16 000 g. Talog DNA ispere se s 0,5 mL etanola (¢ =

70 %), osusi i otopi u 100 puL pufera TE. Dobivenoj otopini genomske DNA odredi se
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koncentracija na uredaju NanoDrop, a Cistoca izolacije analizira agaroznom elektroforezom.

Ocekivani raspon koncentracija iznosi 100700 ng uL 1.

3.2.8. Lancana reakcija polimerazom

Lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) postupak je umnazanja
slijeda DNA omedenog dvjema pocetnicama — uzvodnom koja sjeda na 5' kraj slijeda i
nizvodnom koja sjeda na 3' kraj. Kako bi se provjerio genotip na mjestu gena leuB, koristene
su tri kombinacije pocetnica: leuB_F ileuB_R, k2_FileuB_R odnosno leuB_F i kl_R (tablica
3). Pocetnica k1_R slijedom nukletida odgovara pocetnici k1 koristenom za konstrukciju sojeva
bakterije E. coli iz Keio kolekcije [124, 129]. O¢ekivane veli¢ine produkata u slu¢aju bakterija

s intaktnim odnosno deaktiviranim leuB genom navedene su u tablici 6.

Tablica 6. Ocekivane veli¢ine produkata lan¢ane reakcije polimerazom uz pojedini set pocetnica u sojevima bakterije
Escherichia coli s razli¢itim genotipom.

Kombinacija WT AleuB:: AleuB:: ilv-500:: kanR-ileS
pocetnica kanR FRT Tn10 T243R/D342A
leuB_Fi leuB_R 1123 pb 1356 pb 133 pb - -
leuB_Fikl R - 524 pb - - -
k2_FileuB R - 760 pb - - -
ilvD_F i Tn10 - - - 1181 pb -
Tnl0iilvD_R - -- - 894 pb -
ribF_FiileS_R 146 pb -- -- -- 1449 pb

Kako bi se provjerio genotip bakterije na mjestu ilvD gena, koristene su dvije kombinacije
pocetnica: ilvD F 1 Tn10 odnosno Tn10 1 ilvD_R (tablica 6). Budu¢i da transpozon 10 sadrzi
repetitivne sljedove na oba kraja sekvence, pocetnica Tn10 u prvom je slucaju nizvodna, a u
drugom uzvodna pocetnica.

Kako bi se provjerio genotip bakterije na mjestu ileS gena koristene su pocetnice ribF_F
i ileS_R (tablica 3). Smjesa za PCR za provjeru svih triju modificiranih gena sastavljena je od
komponenti navedenih u tablici 7. Program za PCR namjesten je prema tablici 8, a ocekivane

veli¢ine produkata PCR-a navedene su u tablici 6.
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Tablica 7. Sastav smjese za provjeru genotipa kontruiranih sojeva .

Koli¢ina u

Komponenta
konac¢noj smjesi
uzvodna pocetnica 1 pmol/L
nizvodna pocetnica 1 pmol/L
genomska DNA 20 ng
MgCl; 2,5 mmol/L
Taq pufer 1x
Smjesa dNTP-ova 0,2 mmol/L
Tag-polimeraza 0,025 U/uL

Tablica 8. PCR program za provjeru ugradnje kanamicinske kazete unutar leuB i uzvodno od ileS, odnosno za provjeru lijeve
i desne granice transpozona 10 ugradenog unutar ilvD.

korak t/°C trajanje

leuB ilvD ileS

pocetna denaturacija 95 2:00 2:00 10:00

denaturacija 95 0:30 030 030

sljepljivanje po€etnica 55  0:30 0:30 0:30 30 ciklusa

polimerizacija 72 1:30 2:00 1:45

zavr$na polimerizacija 72 2:00 2:00 4:00

kraj 4 0 o0 0

3.2.9. Sekvenciranje

Za provjeru pojedinih promijenjenih lokusa u genomu bakterije E. coli, odgovarajuca regija je
umnozena PCR-om (leuB pocetnicama leuB_F i leuB_R, ilvD pocetnicama Tn10 i ilvD R, a
dio koji kodira domenu za popravak pogreske IleRS pocetnicama ileS_ed_seq_F i
ileS_ed_seq_R). Dobiveni produkti PCR-a su procis¢eni uz uporabu komercijalnog seta
QIAquick PCR Purification Kit (Quiagen) prema uputama proizvodaa i zajedno S

odgovaraju¢im uzvodnim pocetnicama poslani na Sangerovo sekvenciranje u tvrtku Macrogen.

3.2.10. Agarozna gel elektroforeza
Uzorci nukleinskih kiselina analiziraju se elektroforezom na 1 %-tnom agaroznom gelu. Gel je
pripravljen zagrijavanjem suspenzije agaroze u TAE puferu s etidijevim bromidom (c (Tris) =

40 mmol/L, titriran octenom kiselinom do pH =8, ¢ (EDTA) = 1 mmol/L, y (etidijev bromid)
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= 0,5 mg/L) tako da maseni udio agaroze bude 1 %. Otopina je nakon kraceg hladenja izlivena
u kadicu za izlijevanje gela s umetnutim plasti¢énim ¢eslji¢ima i ostavljena da se hladenjem
stvrdne. Nastali gel orijentira se u kadici za elektroforezu tako da se pozitivna elektroda nalazi
na suprotnom kraju od jazica. Kadica se napuni TAE puferom s etidijevim bromidom tako da
razina pufera pokrije gel.

Uzorci u koje je dodana 1/10 volumena pufera za nanosenje uzoraka (y (ksilencijanol-
fluorofosfat) = 2,5 g/L, y (bromfenol-plavo) = 2,5 g/L, ¢ (EDTA) = 0,07 mol/L, ¢ (glicerol) =
30 %, pH = 8) i marker molekulskih masa GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder nanesu se redom u
jazice i pokrene elektroforeza postavljanjem napona 120 V. Elektroforeza je gotova kad boja
bromfenol-plavo dode do kraja gela. Pruge nukleinskih kiselina na gelu vizualiziraju se uz

pomo¢ transluminatora i snime kamerom.

3.2.11. Mjerenje krivulja rasta auksotrofnih sojeva E. coli

Zasi¢ena prekonoc¢na kultura sojeva ILVaux i PS7066 ILVaux U M9* mediju uzgojena je tijekom
16 h pri 37 °C uz protresanje (250 rpm). Prekono¢na kultura zatim je razrijedena do ODeoo =
0,04 u 5 mL M9* medija s rasponom koncentracija norvalina od 0-3 mmol/L. Bakterije su
uzgajane 8 h pri 37 °C u staklenim epruvetama uz protresanje 250 rpm. Optic¢ka gusto¢a mjerena
je pri 600 nm na uredaju Ultrospec 10 (Amersham Biosciences) uz prethodno nuliranje

instrumenta medijem bez bakterija.
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3.3. IstraZivanje toksi¢nosti mistranslacije in vivo
3.3.1. Mjerenje krivulja rasta bakterija

Zasi¢ena prekonoc¢na kultura bakterije E. coli u odgovaraju¢em mediju (M9* ili LB) uzgojena
je tijekom 16 h pri 37 °C uz protresanje (250 rpm). Prekono¢na kultura zatim je razrijedena do
ODeoo = 1,0 i njome je u omjeru 1:100 inokuliran medij u kojem je pracen rast bakterija.
Bakterije su uzgajane 16-72 h (ovisno o eksperimentu) u termostatiranom ¢ita¢u mikrotitarskih
jazica (SpectraMax iD3) u mikrotitarskim plo¢icama s 24 jazice, u ukupnom volumenu od 1
mL pri 37 °C uz protresanje srednje jacine. Opticka gustoca mjerena je pri 600 nm u 3-4
tehnicke/bioloske replike svakih 10ak min, ovisno o eksperimentu. U svakom eksperimentu uz
bakterijske kulture stavljena je i slijepa proba (odgovaraju¢i medij bez bakterija). Nakon uzgoja,
izmjereni ODsoo bakterijske kulture korigiran je slijepom probom. Po potrebi podaci su dalje

obradeni kako je opisano u poglavlju u Rezultatima (npr. pri odredivanju ICso vrijednosti).

3.3.2. Odredivanje razine mistranslacije u M9* mediju s razlicitim koncentracijama

nepripadnih aminokiselina

Zasi¢ena prekono¢na kultura triju bioloskih replika soja ED™ u M9* mediju uzgojena je tijekom
16 h pri 37 °C uz protresanje (250 rpm). Prekono¢nim kulturama u inokulirani su M9* mediji
s razli¢itim koncentracijama nepripadnih aminokiselina: 0; 0,5; 1; 1,5 i 2 mM Nva/Val.
Bakterije su uzgajane do eksponencijalne faze rasta (ODsoo = 0,4-0,5), centrifugirane 10 min
na 5000 g pri 4 °C, isprane s hladnom sterilnom otopinom NaCl (w = 0,85%), ponovno
centrifugirane na isti nacin i pohranjene na -80 °C. Nakon smrzavanja, bakterije su lizirane uz
pomo¢ komercijalne otopine za lizu stanica BugBuster uz dodatak lizonaze prema uputama
proizvodaca, odgovarajuci proteom izoliran i pripremljen za mjerenje spektrometrijom masa
kako je opisano u potpoglavljima 3.5.1.-3.5.4 i 3.5.7.-3.5.8. Razina mistranslacije u pojedinom

proteomu odredena je prema jednadzbi (1) (potpoglavlje 3.5.8.1).

3.3.3. Utjecaj mistranslacije na stanicnu morfologiju

Zasic¢ena prekono¢na kultura bakterije E. coli ED™ ili MG1655 uzgojena je tijekom 16 h u M9*
mediju pri 37 °C uz protresanje (250 rpm). Prekono¢nom kulturom u omjeru 1:100 inokulirana
su tri razli¢ita medija: M9*, M9* + 1 mmol/L Val i M9* + 1 mmol/L Nva. Bakterijske kulture
uzgajane su na 37 °C i mikroskopirane na svjetlosnom mikroskopu (Olympus BX51) nakon $to

su dosegle ODsoo = 0,5 (eksponencijalna faza) i/ili u stacionarnoj fazi (24 h nakon inokulacije).
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3.3.4. Test prezivljavanja stanica na hranjivim plocama uz simultani mistranslacijski i toplinski

stres

Zasi¢ena prekonoc¢na kultura bakterije Escherichia coli ED™ (tri bioloske replike) i MG1655 (tri
tehnicke replike) uzgojena je tijekom 16 h u M9* mediju pri 37 °C uz protresanje (250 rpm).
Bakterijska kultura potom je razrijedena na ODgoo = 1,0 s M9* medijem i iz tako razrijedene
kulture napravljena su serijska decimalna razrjedenja u rasponu od 102 do 10°. Serijska
decimalna razrjedenja triplikata pojedinog soja zatim su redom nanesena u koli¢ini od 15-20
uL na M9* ploce sa ili bez 1 mmol/L Nva/Val i inkubirane 48 h na dvije razli¢ite temperature
37142 °C.

3.3.5. Test utjecaja mistranslacije na maksimalnu temperaturu prezivljavanja

Zasi¢ena prekonoc¢na kultura bakterije Escherichia coli ED™ uzgojena je u M9* mediju tijekom
16 h pri 37 °C uz protresanje (250 rpm). Prekono¢nom kulturom u inokulirani su mediji: M9*,
M9* + 1 mM Val i M9* + 1 mM Nva u omjeru 1:100. Bakterije su uzgajane do opticke gustoce
ODeoo ~ 0,1, nakon ¢ega su razrijedene s odgovaraju¢im medijem na to¢no ODgoo = 0,100 i
alikvotirane u 6 mikroepruveta. Mikroepruvete su prebacene u uredaj za PCR gdje je svaki
alikvot zagrijavan 2 h na jednoj od 6 temperatura u rasponu od 48 do 51 °C. Iz dobivenih
bakterijskih kultura priredena su serijska razrjedenja u rasponu od 10 do 107 koja su redom

nanesena u koli¢ini od 15 pL na LB plocu. LB ploce inkubirane su preko no¢i na 37 °C.

3.3.6. Test vremenskog prezivljavanja bakterija pri 50 °C

Zasic¢ena prekonocna kultura bakterije E. coli ED™ (tri bioloske replike) i MG1655 (tri tehnicke
replike) uzgojena je tijekom 16 h u M9* mediju pri 37 °C uz protresanje (250 rpm).
Prekonoénom kulturom u inokulirani su mediji: M9*, M9* + 1 mM Val i M9* + 1 mM Nva u
omjeru 1:100 i bakterije uzgajane do eksponencijalne faze rasta (ODeoo = 0,4-0,5). Alikvot
bakterijske kulture (20 pL) pomijeSan je s 980 puL 1x M9 pufera (¢ (Na2HPO4) = 50 mmol/L, ¢
(KH2PO4) =25 mmol/L, ¢ (NaCl) = 10 mmol/L, ¢ (NH4CI) = 20 mmol/L) prethodno zagrijanog
na 50 °C i dobivena suspenzija inkubirana pri 50 °C uz protresanje. Alikvoti bakterijske kulture
zagrijane na 50 °C uzimani su u vremenskim to¢kama: 0, 2, 4, 6, 101 15 min i po potrebi serijski

razrijedeni otopinom 1x M9 pufera prije nanoSenja na LB ploce. Na ploce je nanesena koli¢ina
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suspenzije koja je rezultirala sa 100 do 300 bakterijskih kolonija (engl. colony forming units,
CFU) po ploci.

3.4. Izolacija stani¢nih ekstrakata i interaktora DnaK

3.4.1. Uzgoj bakterija i izolacija proteina u eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi rasta
Prekonoéna kultura ED™ 1 WT soja uzgojena je u M9* mediju pri 37 °C uz aeraciju protresanjem
na 250 rpm. Prekonoénim kulturama inokulirano je 40 mL M9* medija, bez ili uz dodatak 1
mmol/L Nva ili Val, u omjeru 1:100. U inokuliranim kulturama bakterije su rasle na 37 °C uz
aeraciju protresanjem na 200 rpm do eksponencijalne faze rasta (ODeoo = 0,5 — 0,6) ili do
stacionarne faze rasta (24 h). Bakterijske kulture su potom centrifugirane 10 min na 5000 g pri
4 °C, a bakterijski talozi pohranjeni na -80 °C. Bakterije su lizirane s 1 mL otopine za lizu
stanica BugBuster s dodatkom lizonaze prema uputama proizvodaca: na 0,2 g smrznutih
bakterija dodaje se 1 mL otopine BugBuster i 2 uL lizonaze s -merkaptoetanolom (c = 10
mmol/L) i inhibitorima proteaza (1x cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail,
Roche). Bakterije su resuspendirane i nastale suspenzije inkubirane 15 min na sobnoj
temperaturi uz mijeSanje okretanjem. Stani¢ni ostaci i netopljiva frakcija istalozeni su
centrifugiranjem 15 min na 16000 g pri 4 °C. Supernatant je odvojen od taloga i pripremljen za

analizu spektrometrijom masa.

3.4.2. Uzgoj bakterija i izolacija DnaK interaktora u eksponencijalnoj fazi rasta

Zasic¢ene prekonoéne kulture sojeva ED™ i ED™ dnaK_His uzgojene su u M9* mediju pri 37 °C
uz protresanje na 250 rpm. Prekonoénim kulturama inokulirano je 200 mL M9* medija sa ili
bez 1 mmol/L Val u omjeru 1:100. Inokulirane kulture uzgajane su uz protresanje od 200 rpm
najprije na 37 °C (do ODeno =~ 0,2), a zatim 2 h na 42 °C (ODsoo =~ 0,6). Bakterijske kulture su
potom centrifugirane u trajanju od 10 min na 5000 g pri 4 °C, a bakterijski talozi pohranjeni na
-80 °C. Smrznuti bakterijski talozi resuspendirani su u otopini za lizu (c (fosfatni pufer) = 20
mmol/L, pH = 6.5, ¢ (NaCl) = 50 mmol/L, ¢ (CaClz) =5 mmol/L, 1x cOmplete™, Mini, EDTA-
free Protease Inhibitor Cocktail (Roche), ¢ (B-merkaptoetanol) = 10 mmol/L, specificna
aktivnost (apiraza) = 50 U/mL, lizonaza u koli¢ini prema uputama proizvodaca, ¢ (Tween 20)
= 0,05 %) i bakterijske suspenzije sonicirane 4 puta u trajanju od 30 s (40 % snage, konstantni
puls) s 30 s pauze na ledu. Stanicni ostaci i netopljiva frakcija istalozeni su centrifugiranjem na
16 000 g na 4 °C u trajanju od 30 min. Koncentracija proteina odredena je Bradfordovim testom.

Alikvot stani¢nog ekstrakta (200-400 pg proteina) je uzet za analizu proteoma spektrometrijom
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masa, a ostatak je posluzio za izolaciju interaktora Saperona DnaK. S obzirom na kiseli pH
stani¢nog ekstrakta koji nije kompatibilan Ni-NTA smolom, pH je namjeSten na 8 uz uporabu
otopine baze Tris (c = 1 mol/L, titriran s HCI do pH = 8,0). Ni-NTA smola je inkubirana u
puferu za ekvilibraciju (c (NaCl) = 500 mmol/L, ¢ (Tris) = 25 mmol/L, titriran s HCI do pH =
8,0, ¢ (glicerol) = 10 %)), centrifugirana i potom dodana stani¢nom ekstraktu u omjeru 1 pg
smole prema 1 mg proteina. Ni-NTA je inkubirana sa stani¢nim ekstraktom u trajanju od 1 h
pri 4 °C, nakon ¢ega je prenesena na mikrokolonu za kromatografiju (Pierce) i isprana s 200
volumena kolone s puferom za ispiranje (¢ (NaCl) = 500 mmol/L, ¢ (Tris) = 25 mmol/L, titriran
s HCI do pH = 8,0, ¢ (glicerol) = 10 %, c (imidazol) = 25 mmol/L). Proteini su eluirani s
puferom za eluciju (c (NaCl) = 500 mmol/L, c (Tris) = 25 mmol/L, titriran s HCI do pH = 8,0,
o (glicerol) =10 %, c (imidazol) = 500 mmol/L). Uzorci dobiveni elucijom proteina iz soja ED~
sadrZe nespecifi¢ne interaktore (NI), a uzorci dobiveni elucijom proteina iz soja ED™ dnaK_His
sadrze nespecifi¢ne i specifi¢ne interaktore DnaK (NI1+Sl). S 20 pg NI odnosno NI+SI uzorka
se krene u proteoliticku razgradnju (potpoglavlje 3.5.3.) ili se analizira elektroforezom. Peptidi
iz NI uzorka izotopno se oznace se lakim metilnim skupinama, a iz NI1+SI uzorka metiliraju se
teSkom oznakom (potpoglavlja 3.5.3-3.5.5), nakon toga se pomijeSaju u omjeru 1:1, analiziraju
LC-MS/MS (potpoglavlje 3.5.8.2).

3.4.3. Analiza sastava proteina poliakrilamidnom elektroforezom s dodatkom natrijeva
dodecilsulfata

Za potrebe poliakrilamidne elektroforeze s dodatkom natrijeva dodecilsulfata (engl. sodium
dodecyl sulphate — polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) potrebno je pripremiti
dvije vrste gela: gel za sabijanje i gel za razdvajanje uzoraka. Gel za razdvajanje sadrzi 4 %-tni
akrilamid/bisakrilamid i pufer za razdvajanje (c (Tris) = 0,125 mol/L, y (SDS) = 1 g/L, titriran
s HCI do pH = 8,8), a gel za sabijanje sadrzi 10 %-tni akrilamid/bisakrilamid i pufer za
razdvajanje (c (Tris) = 0,375 mol/L, y (SDS) = 1 g/L, titriran s HCI do pH = 6,8). Gelovi se
uliju izmedu stakalca razmaknutih za 0,75 mm, tako da najprije polimerizira gel za razdvajanje,
a zatim iznad njega gel za sabijanje na kojem se jaZice formiraju pomocu odgovarajuceg
cesljica.

Uzorci tijekom elektroforeze najprije ulaze u gel za sabijanje gdje se sabijaju u tanku
liniju kako bi krenuli s iste poCetne pozicije i kako uslijed difuzije ne bi stvarali Siroke pruge.

Nakon §to su prosli gel za sabijanje, uzorci dolaze na gel za razdvajanje koji je gus¢i i sluzi za
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odvajanje proteina. Tek u njemu dolazi do odvajanja proteina uslijed efekta molekulskog sita
(slika 14). Polimerizacija obaju gelova potice se dodatkom (NH4)2S20g | TEMED-a.

Tablica 9. Sastav gela za razdvajanje i gela za sabijanje uzoraka.

Sastav Gel za sabijanje Gel za razdvajanje
¢ (Tris) / (mol/L) 0,125 0,375
y (SDS) / (g/L) 1 1
w (akrilamid/bisakrilamid 29:1) / % 4 10
W ((NH4)2S208) / % 0,07 0,09
¢ (TEMED) / % 0,06 0,05
pH 6,8 8,8

Proteinski uzorci pripreme se za elektroforezu mijesanjem s puferom za nanosenje (c (Tris) =
0,25 mol/L, ¢ (B-merkaptoetanol) =5 %, y (bromfenol plavo) = 0,1 g/L, ¢ (glicerol) = 30 %, w
(SDS) =5 %) u volumnom omjeru 3:1 i zagrijavanjem 5 min na 95 °C. Nakon grijanja, uzorci
se spustaju na dno mikroepruvete kratkim centrifugiranjem kako bi se osiguralo nanosenje
ukupnog uzorka na gel. U jednu jazicu nanosi se 5 pL. markera molekulskih masa Precision
Plus Protein™ Standards Unstained, a zatim redom ostali uzorci.

Prije nanoSenja uzoraka, potrebno normirati njihovu koli¢inu kako bi se uzorci iz
razlicitih jaZica mogli medusobno usporedivati i1 kako ih se ne bi nanijelo premalo ili previse.
Ukupne stanice (smjesa stanica i proteinskog ekstrakta dobivena sonikacijom), talog stanica,
proteinski ekstrakt i nevezana frakcija, dobivene tijekom prociS¢avanja proteina, normiraju se
na isti nacin. U jaZicu se nanosi ona koli€ina stanica koja suspendirana u 1 ml vode ima ODsgoo
= 0,1. U izracunu koli¢ine koristi se vrijednost ODsoo izmjerena u proteinskom uzorku nakon
indukcije (potpoglavlje 3.4.1).

Elektroforeza se provodi u otopini za SDS-poliakrilamidnu elektroforezu (y (glicin) =
14,4 g/L, y (Tris) = 3,03 g/L, y (SDS) = 1 g/L) 15 min na 130 V, a zatim na 200 V dok boja
bromfenol plavo ne dode do kraja gela. Nakon $to je elektroforeza gotova, gelovi se 20-ak min
boje u otopini Coomassie Brilliant Blue R-250 (w (Coomassie Brilliant Blue R250) = 0,25 %,
@ (C2HsOH) = 45 %, ¢ (CH3COOH) = 10 %), a nespecifi¢no vezana boja ukloni se u kipucoj
vodi tijekom 20-30 min ili preko noé¢i u otopini za odbojavanje (¢ (CH3OH) = 40 %, ¢
(CH3COOH) = 10 %). Alternativno, gelovi se vizualiziraju srebrom uz upute iz kompleta za
bojanje srebrom PlusOne ™ Silver Staining Kit (Amersham Biosciences).
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3.5. Priprema uzoraka za analizu spektrometrijom masa

3.5.1. Izolacija proteina talozenjem pomoc¢u metanola i kloroforma

Vodenoj otopini proteinskog ekstrakta doda se Cetiri volumena metanola, jedan volumen
kloroforma i tri volumena vode [130]. Nastala suspenzija se promije$a i centrifugira na
maksimalnoj brzini okretaja u trajanju od 10 min. Centrifugiranjem se smjesa razdvoji u tri
sloja: donju fazu ¢ini kloroform, gornju metanol i voda, a na njihovoj granici nalazi se bijeli
disk denaturiranih proteina. Gornji vodeni sloj se makne, a ostatak (donji sloj i bijeli disk) ispere
s Cetiri volumena metanola. Bijeli talog denaturiranih proteina istalozi se centrifugiranjem na
maksimalnoj brzini okretaja u trajanju od 10 min, nakon ¢ega se supernatant ukloni, a talog
osusi i otopi u denaturacijskom puferu (c (urea) = 6 mol/L, c (tiourea) = 2 mol/L, ¢ (Tris) =10
mmol/L, pH = 8,0).

3.5.2. Odredivanje koncentracije proteina metodom prema Bradfordu

Priredi se 9 otopina albumina iz govedeg seruma (BSA) razli¢itih masenih koncentracija u
rasponu od: 0,2 do 1 mg/mL. Pomijesa se 1 mL Bradfordovog reagensa (¢ (etanol) = 4,8 %, w
(H3PO4) = 8,5 %, y (Coomassie Brilliant Blue G-250) = 0,1 g/L)) i 20 uL otopine BSA
odgovarajuce koncentracije te inkubira to¢no 5 min. lzmjeri se apsorbancija otopine na 595 nm

i konstruira bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA.

Pomijesa se 1 mL i 20 puL uzorka smjese proteina nepoznate koncentracije te inkubira to¢no 5
min. Na temelju izmjerene apsorbancije pri 595 nm 1 jednadzbe bazdarnog pravca odredi se

koncentracija proteina.

3.5.3. Razgradnja proteina tripsinom

Smjesa proteina mase 50-100 pg otopljena u denaturacijskom puferu (c (urea) = 6 mol/L, ¢
(tiourea) =2 mol/L, c (Tris) = 10 mmol/L, pH = 8,0) pomijesa se s ditiotreitolom (c = 1 mmol/L)
i inkubira 1 h na 25 °C radi redukcije disulfidnih veza. Potom se doda jodoacetamid (c = 5,5
mmol/L) i inkubira 1 h na 25 °C u mraku, radi alkilacije cisteinskih bo¢nih ogranaka. Nakon
alkilacije, indikatorskim papiri¢em provjeri se je li pH otopine 8. Ukoliko nije, namjesti se na
8 uz pomo¢ pufera Tris/HCI, pH =8 (c = 1 mol/L). Nakon toga uzorak se 3 h inkubira na 25 °C
s proteazom LysC (1 pg LysC : 100 pg proteina) koja cijepa peptidnu vezu u proteinima iza
bocnog ogranka lizina. Zatim se uzorak razrijedi s 4 volumena amonijevog bikarbonata (c = 20

mmol/L), provjeri pH (treba biti 8) i inkubira na 25 °C s tripsinom (1 pg tripsina : 100 pg
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proteina) preko noéi. Tripsin je proteaza koja cijepa peptidnu vezu u proteinima iza

aminokiselina s pozitivno nabijenim bo¢nim ogrankom (arginin i lizin).

3.5.4. Priprema i odsoljavanje peptida na C18 materijalu

Dva sloja C18 materijala (C18 Solid Phase Extraction Disks, Empore) se iglicom postave
unutar vrha plasti¢nog nastavka za pipetu od 2-200 uL (engl. stage tip, slika 21) [131]. Nastavak
pipete namjesti se na rupicu na ¢epu mikroepruvete kako bi se u mikroepruvetu skupljao eluat.
Tako postavljeni stalak s nastavkom za pipetu moze se centrifugirati kako bi kroz njega
prolazile razne tekuéine. Kroz C18 materijal se propusti 100 pL metanola (~1 min na 1000 g),
¢ime se materijal aktivira, a nakon toga 200 pL otapala A* (¢ (acetonitril) = 2 %, ¢ (mravlja
kiselina) = 1 %) ~3 min na 1000 g. Vazno je da C18 materijal ne presusi dok uzorak nije
nanesen. Na dva sloja C18 materijala mozZe se nanijeti do 15 ug peptida. Nakon propustanja
otopine peptida, peptidi se vezu na C18 materijal i isperu s 200 uL otapala A (¢ (mravlja
kiselina) = 0,1 %). Tako pripremljeni uzorci mogu se Cuvati na 4 °C do mjerenja na
spektrometru masa. Neposredno prije mjerenja, peptidi se eluiraju s C18 materijala s 50 puL
otapala B (¢ (acetonitril) = 80 %, ¢ (mravlja kiselina) = 0,1 %). Uzorak se upari do ~5 pL
volumena i nadopuni na zeljeni kona¢ni volumen s otapalom A i 10 % otapala A*.

B)

Slika 21. Prikaz nanoSenja C18 materijala (C18 Solid Phase Extraction Disks, Empore) na vrh plasti¢nog nastavka za pipetu
(engl. stage tip). A) Supljom iglom utisne se dvaput u C18 materijal koji zaostaje unutar igle i zatim B) se nanese na vrh
plasti¢nog nastavka za pipetu od 2-200 pL.

3.5.5. Izotopno obiljezavanje peptida na cvrstoj fazi
Postupak za izotopno obiljezavanje peptida na ¢vrstoj fazi proveden je prema protokolu kojeg
su uspostavili Boersema i suradnici [113]. Otopine za izotopno obiljezavanje sastava

prikazanog u tablici 10 pripremaju se svjeze, neposredno prije upotrebe.
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Tablica 10. Sastav otopina za izotopno obiljeZavanje peptida na &vrstoj fazi.

. Formaldehid Natrijev cijanoborhidrid c (fosfatni pufer,
Tip oznake
izotop ol % izotop ¢/ (mmol/L)  pH=7,8)/(mmol/L)
laka (-CHs) CH:0
_ NaBHsCN
srednja (-CHD>) CD,O 0,2 30 45
teSka (-*CD3) 13CD,0 NaBDsCN

Dva sloja C18 materijala se iglicom postave unutar vrha plasticnog nastavka za pipetu od 2-
200 uL (engl. stage tip, slika 21). Nastavak pipete namjesti se na rupicu na ¢epu mikroepruvete
kako bi se u mikroepruvetu skupljao eluat. Tako postavljeni stalak s nastavkom za pipetu moze
se centrifugirati kako bi kroz njega prolazile razne tekucine. Centrifugiranje se provodi pri
1000-2000 g u trajanju potrebnom da pojedina tekucina prode kroz C18 materijal. C18 materijal
najprije se aktivira s 50 uL. metanola, zatim ekvilibrira s 200 uL otapala A*, a nakon toga se na
njega nanese uzorak peptida. Kroz C18 materijal s vezanim peptidima se propusti 5 puta po 200
uL jedne od triju razlicitih otopina za izotopno obiljezavanje sastava navedenog u tablici 10.
Ukupno vrijeme trajanja obiljezavanja treba biti najmanje 10 min. Peptidi se tako izotopno
obiljeze metilnim skupinama na N-kraju i bo¢nom ogranku lizina. Ovisno o tipu oznake,
izotopni sastav metilnih skupina bit ¢e -CHs (laka 0znaka), -CHD: (srednja oznaka) ili -1*CDs
(teSka oznaka). Izotopno oznacéeni peptidi isperu se s 4 puta po 250 uL otapala A. Neposredno
prije mjerenja, peptidi se eluiraju s C18 materijala s 50 pL otapala B. Uzorak se upari do ~5 pL
volumena i nadopuni na Zeljeni kona¢ni volumen s otapalom A i 10 % otapala A*. Prije
mijesanja peptida s razli¢itim sastavom izotopnih oznaka, potrebno je spektrometrijom masa

provijeriti efikasnost izotopnog oznac¢avanja pojedina¢nih uzoraka.

3.5.6. Provjera efikasnosti izotopnog obiljezavanja peptida na cvrstoj fazi

500 ng peptida oznacenih s jednom od triju razli¢ito izotopno oznacenih metilnih skupina (-
CHs, -CHDx ili -1*CDs) otopljenih u otapalu A i A* u volumnom omjeru 9:1 analizirano je
uporabom EASY-nLC™ 1200 sustava za tekuc¢insku kromatografiju (Thermo Fisher Scientific)
spregnutog sa spektrometrom masa Q Exactive HFX (Thermo Fisher Scientific). Peptidi su
razdvojeni kromatografijom obrnutih faza postupnim povecavanjem udjela acetonitrila (0-80
%) u mravljoj kiselini (¢ = 0,1 %) u trajanju od 60 min. Automatizirani ciklusi spektrometra
masa sastojali su se od mjerenja jednog MS1 spektra nakon ¢ega su uslijedila mjerenja MS2

spektara za do 15 najintenzivnijih iona (Topl5 metoda). Dobiveni sirovi podaci procesirani su
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sa softverom MaxQuant 1.5.2.8. uz uporabu proteomske baze podataka za bakteriju E. coli
MG1655 K12 (taksonomski identifikator: 83333). Medu postavkama unutar programa je kao
laka oznaka postavljena opcija ,,no labeling” (bez oznake), a kao teSka oznaka je postavljena
ona oznaka koja odgovara tipu izotopno oznacenih metilnih skupina. Nakon procesiranja,
izracun efikasnosti obiljezavanja je odreden na temelju broja identificiranih peptida iz tablice s
popisom modificiranih i nemodificiranih peptida (evidence.txt) kao udio metiliranih peptida u

ukupnom broju peptida.

3.5.7. Postavke uredaja tijekom analize uzoraka spektrometrijom masa
LC-MS/MS analiza proteoma ED™ i ILVaux te interaktora DnaK provedena je uz uporabu
EASY-nLC™ 1200 sustava za teku¢insku kromatografiju (Thermo Fisher Scientific) spregnutu
sa spektrometrom masa iz serije Q Exactive (Thermo Fisher Scientific) u Proteomskom centru
Tiibingen (Thermo Fisher Scientific). Analiti¢ka kolona (promjera 75 um, duljine 20 cm) ru¢no
je pakirana s punilom za kromatografiju obrnutih faza ReproSil-Pur C18-AQ s ¢esticama
veli¢ine 1.9 um (Dr. Maisch GmbH). Temperatura kolone je tijekom mjerenja iznosila 40 °C.
Tripticki peptidi razdvojeni su uporabom gradijenta otapala A i B u trajanju od 90 ili 130 min.
Proteomi soja ILVaux Su analizirani na spektrometru masa Q Exactive Elite, proteomi soja ED~
na spektrometru masa Q Exactive HF-X, a interaktori proteina DnaK na spektrometru masa Q
Exactive HF. MS1 spektri dobiveni su pri rezoluciji 60 000, ciljni AGC 3 - 108, u rasponu od
300 do 1750 m/z. Napon ESI izvora je bio 2,0 kV. Metoda kojom su bili snimani MS spektri je
analiza ovisna o MS1 spektru (engl. data dependent acquisition, DDA) na nacin da je nakon
snimanja MS1 spektra uslijedilo snimanje MS2 spektara za 12 najintenzivnijih iona u MS2
spektru (Top12 metoda). Rezolucija MS 2 spektara iznosila je 30 000, ciljnim AGC 1 - 10°, u
rasponu od 200 do 2000 m/z, normalizirana energija sudaranja 28, dinamicko isklju¢enje 30 s.
Kontrolni eksperimenti proteoma MG1655 i eksperimenata u stacionarnoj fazi rasta
provedeni su na EASY-nLC™ 1200 sustavu za tekucinsku kromatografiju (Thermo Fisher
Scientific) spregnutom sa spektrometrom masa Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific) na
Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu u Zagrebu. Tripticki peptidi razdvojeni su uporabom
gradijenta otapala A i B u trajanju od 240 min uz uporabu kolone za kromatografija obrnutih
faza dimenzija 75 um x 250 mm (Thermo Fisher Scientific). Metoda kojom su bili snimani MS
spektri je analiza ovisna 0 MS1 spektru (engl. data dependent acquisition, DDA) na nacin da

je nakon snimanja MS1 spektra uslijedilo snimanje MS2 spektara za 12 najintenzivnijih iona u
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MS2 spektru (Topl2 metoda) uz dinamicko iskljuc¢enje od 20 s. MS1 spektri (m/z od 350 do
1800) su dobiveni pri rezoluciji od 70 000, a MS2 spektri pri rezoluciji 17 500.

3.5.8. Procesiranje i obrada podataka dobivenih LC-MS/MS analizom

3.5.8.1. Procesiranje i analiza proteomskih podataka

Mijerenje na spektrometru masa rezultira datotekom koja sadrzi sirove podatke mjerenja. Sirovi
podaci procesirani su u programu MaxQuant 1.6.6.0 [111] s integriranim algoritmom za
pretrazivanje (engl. search engine) Andromeda [132] uz uporabu proteomske baze podataka za
bakteriju E. coli (83333) koja je preuzeta s UniProt baze podataka i interne baze podataka
naj¢es¢ih kontaminanti. Karbamidometilacija cisteina definirana je kao staticka, a oksidacija
metionina i N-terminalna acetilacija kao varijabilne modifikacije. Dodatno, zamjena izoleucina
valinom ili norvalinom definirana je kao gubitak metilenske skupine (-14,0156500642 Da) na
izoleucinskim pozicijama. Opcija cijepanja tripsinom ¢ak i ukoliko prolin prethodi lizinu ili
argininu (,,trypsin/P*) specificirana je kao nacin proteoliticke razgradnje i kao maksimalni broj
promasenih mjesta cijepanja specificiran je 2. U Kartici Group specific parameters (parametri
specifi¢ni za pojedinu skupinu sirovih podataka) omoguéena je kvantifikacija bez izotopne
oznake (engl. label-free quantification, LFQ) sa zadanim postavkama kao i iBAQ (engl.
intensity based absolute quantification). Kako bi se povecao broj identifikacija omogucena je
opcija ,,Match between runs. Procesiranje je rezultiralo mapom s razli¢itim tablicama rezultata
koje su analizirane s programima Perseus 1.6.14.0 [133] i R 4.0.3.

Razina mistranslacije odredena je koriStenjem tablice PSM-ova (msms.txt). Iz tablice
su najprije uklonjene lazne identifikacije (engl. reverse hits) i kontaminante (engl.
contaminants). Peptidne sekvence potom su filtrirane tako da sadrze samo pouzdano odredene
sekvence (PEP < 0.01 i Score > 40). Na temelju tako filtriranih podataka odredena je razina
mistranslacije zasebno za svako mjerenje na temelju formule:

Razina mistranslacije = L, (1)
Nixx + Nye
gdje je Nixx broj identifikacija koje unutar sekvence na poziciji izoleucina sadrze valin ili
norvalin, a Nye broj identifikacija s nepromijenjenom sekvencom. Nazivnik predstavlja broj
svih identifikacija gdje bi trebao biti izoleucin.

Razina ekspresije proteina odredena je koriStenjem tablice identificiranih proteina
(proteinGroups.txt). Tablica je ucitana u program Perseus, a onda su iz nje najprije uklonjene

lazne identifikacije (engl. reverse hits), kontaminante (engl. contaminants) i proteini koji su
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odredeni samo na temelju peptida s posttranslacijskom modifikacijom (engl. only identified by
site). Normalizirani intenziteti (engl. LFQ intensities) proteina zatim su logaritmirani po bazi
2. Uzeti su u obzir samo proteini koji su identificirani u 3 od 4 tehnicke replike (za soj ED"),
odnosno u 2 od 3 tehnicke replike (za soj MG1655). Kako bi se omogucila daljnja analiza bilo
je potrebno napraviti imputaciju vrijednosti intenziteta koje nedostaju (engl. missing values),
koje su zamijenjene nasumic¢nim vrijednostima iz normalne distribucije (metoda MinProb
[134]) koja simulira distribuciju normaliziranih intenziteta za proteine niskog intenziteta.
Navedena distribucija napravljena modificiranjem eksperimentalno izmjerene distribucije
logaritama normaliziranih intenziteta tako da je standardna devijacija smanjena na faktor 0,3
(width = 0,3), a srednja vrijednost distribucije pomaknuta prema nizim vrijednostima za faktor
1,8 pomnozZen sa standardnom devijacijom (downshift = 1,8). Nakon imputacije odgovarajuce
vrijednosti logz(normalizirani intenzitet) su normalizirane medijanom. Za svaku tehnicku
repliku vrijednost log>(normalizirani intenzitet) proteina iz proteoma soja uzgajanog u
kontrolnim uvjetima (uzgoj u M9* mediju) oduzeta je od vrijednosti logz(normalizirani
intenzitet) proteina iz proteoma soja uzgajanog u mistranslatiraju¢im uvjetima (uzgoj u M9* +
1 mmol/L Val/Nva). Na taj na¢in dobivene su logaritmirane vrijednosti omjera normaliziranih
intenziteta u dva razli¢ita uvjeta uzgoja: logo(Val/kontrola) odnosno logz(Nva/kontrola).
Ukoliko je protein u jednakoj koli¢ini prisutan u oba uzorka, tada ¢e logaritam omjera
intenziteta biti jednak nuli. Signifikantnost razlike logaritma omjera intenziteta od nule odreden
je t-testom uz Benjamini-Hochberg korekciju za usporedbu mnogo razli¢itih vrijednosti (FDR
=5 %). Proteini s g-vrijednos¢u ispod 0,05 i srednjom vrijednoséu logz(Val/kontrola) odnosno

log2(Nva/kontrola) >1 ili <-1 smatrani su diferencijalno eksprimiranim proteinima.

3.5.8.2. Procesiranje i analiza izoliranih interaktora DnaK

Tri datoteke sa sirovim podacima koje su dobivene mjerenjem 1:1 smjese peptida iz uzorka
NI+SI (s izotopnom teskom oznakom) i NI (s izotopnom lakom oznakom) u kontrolnim
uvjetima (uzgoj u M9* mediju) odnosno u mistranslatiraju¢im uvjetima (M9* + 1 mM Val)
procesirani su programom MaxQuant 1.6.6.0 [111] uz uporabu proteomske baze podataka za
bakteriju E. coli (83333) koja je preuzeta s UniProt baze podataka i interne baze podataka
naj¢es¢ih kontaminanti. U kartici Group specific parameters pod tipom oznake multiplicitet
oznake namjesten je na 2. Kao laka oznaka oznacene su opcije: DimethLys0, DimethNter0, a
kao teSka oznaka opcije: DimethLys8, DimethNter8. Karbamidometilacija cisteina definirana

je kao staticka, a oksidacija metionina, N-terminalna acetilacija i Ixx kao varijabilne
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modifikacije. Opcija cijepanja tripsinom ¢ak i ukoliko prolin prethodi lizinu ili argininu
(,,trypsin/P*) specificirana je kao nacin proteoliticke razgradnje i kao maksimalni broj
promaSenih mjesta cijepanja specificiran je 2. U Kkartici globalnih parametara (Global
parameters) unutar parametara za kvantifikaciju proteina (Protein quantification) minimalni
broj odredenih omjera je namjeSten je na 1 i omoguéena je opcija iBAQ. Procesiranje je
rezultiralo mapom s razli¢itim tablicama rezultata koje su analizirane s programima Perseus
1.6.14.0 [133] i R 4.0.3.

Razina mistranslacije odredena je iz tablice PSM-ova (msms.txt) prema jednadzbi (1).
Tablica s identificiranim proteinima (proteinGroups.txt) ucitana je u program Perseus. Za
kvantifikaciju su koriSteni samo normalizirani omjeri intenziteta H/L (heavy/light). 1z tablice
su uklonjene lazno identificirani proteini (engl. reverse hits), kontaminante (engl.
contaminants) i proteini koji su odredeni samo na temelju peptida s posttranslacijskom
modifikacijom (engl. only identified by site). Normalizirani omjeri intenziteta H/L logaritmirani
su po bazi 2. Proteini koji su imali omjer intenziteta H/L ve¢i ili jednak 4 u 2 od 3 replike ili su
identificirani samo u uzorku NI1+Sl1 u 2 od 3 replike su nazvani interaktorima DnaK i na njima

je provedena daljnja analiza.

3.5.9. Analiza pripadnosti skupine proteina pojedinoj funkciji u stanici

Analiza pripadnosti skupine proteina pojedinoj funkciji (engl. gene ontology enrichment
analysis) u stanici provedena je za diferencijalno eksprimirane proteine i DnaK interaktore uz
uporabu internetskog alata GeneCodis4 za organizam E. coli, s opcijom ,,GO Biological
Process* uz uporabu hipergeometrijskog t-testa s FDR korekcijom p-vrijednosti [135].

3.5.10. Javna dostupnost podataka
Sirovi podaci dobiveni kao rezultat LC-MS/MS mjerenja nalaze se u proteomskoj bazi podataka
ProteomeXChange pod identifikatorom PXD041341.
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3.6. Analiza mistranslacije u eksponencijalnoj i1 stacionarnoj fazi u

bakterijama

Kako bi se utvrdilo je li razlika u mistranslaciji na izoleucinskim pozicijama u proteomu u
eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi rasta specifi¢na za bakteriju E. coli ili se radi o efektu koji
se moze generalizirati na ostale organizme, pretrazena je baza podataka ProteomeXChange. U
bazi podataka pronadeni su sirovi podaci za proteome iz 11 organizama iz eksponencijalne i
stacionarne faze rasta (tablica 11).

Datoteke sa sirovim podacima navedene u tablici 11 preuzete su iz baze podataka
ProteomeXChange i ponovno procesirane u programu MaxQuant 2.1.4.0 prema odgovarajucoj
proteomskoj bazi podataka preuzetoj iz baze podataka Uniprot navedene u tablici 11. U
programu je svaka sirova datoteka oznaCena drukéijim imenom (engl. experimental name).
Dodatno je za organizam B. subtilis za svaku sirovu datoteku definirano 12 frakcija, za
organizam B. pumilus 10 frakcija, a za B. abortus 4 frakcije. Za organizam B. subtilis kao
metoda izotopnog oznacavanja odabran je SILAC. Zamjena izoleucina valinom ili norvalinom
definirana je kao gubitak metilenske skupine (-14,0156500642 Da) na izoleucinskim
pozicijama (Ixx) i oznacena je kao varijabilna modifikacija. Opcija cijepanja tripsinom cak 1
ukoliko prolin prethodi lizinu ili argininu (,,trypsin/P*) specificirana je kao nacin proteoliticke
razgradnje. Kako bi se povecao broj identifikacija omogucena je opcija ,,Match between runs®.

Nakon procesiranja, razina mistranslacije odredena je koriStenjem tablice PSM-ova
(msms.txt). Iz tablice su najprije uklonjene lazne identifikacije (engl. reverse hits) i
kontaminante (engl. contaminants). Peptidne sekvence potom su filtrirane tako da sadrze samo
pouzdano odredene sekvence (PEP < 0.01 i Score > 40). Na temelju tako filtriranih podataka
odredena je razina mistranslacije zasebno za svako mjerenje prema jednadzbi (1), a zatim 1

prosje¢na razina mistranslacije za svaku pojedinu fazu rasta.
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Tablica 11. Popis organizama ¢iji su javno dostupni sirovi podaci snimljenih proteoma preuzeti iz baze podataka
ProteomeXChange i koristeni za analizu mistranslacije na izoleucinskim pozicijama u eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi
rasta. U tablici je navedena baza podataka koja je koriStena za procesiranje.

. ProteomeXChange  Proteomska baza Lo .
Organizam identifikator podataka Datoteke sa sirovim podacima Ref.
Actinolanes s 191025-Actino-1_T3, 191025-Actino-11_T,

SEEE)0/110 P PXDO017973 UP000005440 3191025-Actino-111_T3, 191025-Actino-1_T7, [136]
191025-Actino-11_T7, 191025-Actino-111_T7
140709_V2_P2_CH_SH_C_expl,
140709_V2_P2_CH_SH_C_exp2,

Bacillus pumilus UP000001355 140710_V2_P2_CH_SH_C_exp3,

SAFR-032 PXD005602 140715 V2 P2 CH_SH_C_statl., [137]
140716_V2_P2_CH_SH_C_stat2,
140717_V2_P2_CH_SH_C_stat3

Bacillus subtilis 20120716_VR_Bsu_TripleSILAC_WTPtkAPtpZ_0OG
168 PXD008860 UP000001570 20121204 VR_Bsu_TripleSILAC_WTPtkAPtpZReplicate3_OG [138]
Brucella abortus TSBLO1, TSBL02, TSBLO3,

23084 PXD020869 UP000003313 TSBSOL TSBS02, TSBS03 [139]
20180312 _DT_CBDB1_Kac_N_E1,
20180312_DT_CBDB1_Kac_N_E2,

Dehalococcoides 20180312_DT_CBDB1 Kac_N_E3,
mccartyi CBDB1 PXD018912 UP000000433 20180312_DT_CBDB1_Kac_N_S1, [140]
20180312_DT_CBDB1_Kac_N_S2,
20180312 DT _CBDB1 Kac N_S3
Escherichia coli Ref3094_AG_01_20200506, Ref3094_AG_02_20200506,
MG1655 K-12 PXD023729 UP000000625  potangs” AG 05 20200506, Ref3094 AG 06 20200506 -
Haloferax WT_L-1C, WT_L-2C, WT_L-3C,
vulcanii DS2 PDX009116 UP000008243 175 1 Wt s-2C, WT S-3C [141]
Mg-log-lysate-sucrose-1-(2)_OP-84+iRT_DDA,
Mvcoplasma Mg-stat-lysate-sucrose-1-(2)_OP-108+iRT_2_DDA,
a"iyse Ft’icum < PXD019077 UP000018735  Mg-stat-lysate-sucrose-1-(2)_OP-108+iRT_DDA, [142]
g P Mg-stat-lysate-sucrose-2-(1)_OP-110+iRT_DDA,
Mg-stat-lysate-sucrose-3-(1)_OP-112+iRT_DDA
Natrialba
L CJ1 T1,CJ2_T1,CJ3 T1
magadii ATCC PDX009116 UP000001879 CJ1_T3,CJ2 T3, CJ3 T3 [141]
43099
Proteinske
Pseudomonas ffr']‘i"ergfﬁé FAH_F1_OD2_1, FAH_F1_OD2_2, FAH_F1_OD2 3,
putida F1 PXD001219 taksor?omskim FAH_F1_OD2_4, FAH_F1_24h_1, FAH_F1_24h_2, [143]
identifikatorom FAH_F1 24h_3, FAH_F1 24h_4
351746
SA_persister_WT_log_repl_18May16_Samwise_16-03-32,
SA persister_ WT_log_rep2_18May16_Samwise_16-03-32,
Staphylococeus SA_persister_WT_log_rep3_18May16_Samwise_16-03-32,
aureus NTCT PXDO013151 UP000008816 SA_persister_WT_log_rep4_18May16_Samwise_16-03-32, [144]

8325

SA persister WT_stat_repl_18May16_Samwise_16-03-32,
SA_persister_WT_stat_rep2_18May16_Samwise_16-03-32,
SA_persister_ WT_stat_rep3_18May16_Samwise_16-03-32,
SA persister WT _stat_rep4 18May16 Samwise 16-03-32
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§4. REZULTATI

4.1. Dodatak norvalina smanjuje unos aminokiselina s razgranatim bo¢nim
ogrankom u stanicu

4.1.1. Konstrukcija auksotrofnih sojeva bakterije Escherichia coli za aminokiseline s
razgranatim bocnim ogrankom

Putevi biosinteze aminokiselina s razgranatim bo¢nim ogrankom (engl. branched-chain amino
acids, BCAA) — izoleucina, leucina i valina — medusobno su povezani (slika 8). U ovoj
disertaciji, cilj je umjetno izazvati supstituciju izoleucina valinom ili norvalinom u proteomu
bakterije Escherichia coli. Iz literature je poznato da je valin u visokim koncentracijama
zastupljen (4 mmol/L) u bakteriji E. coli [9], kao i da ona u mikroaerobnim uvjetima moze
sintetizirati norvalin [10]. Kod umjetnog izazivanja mistranslacije u bakteriji idealno je koristiti
njezin auksotrofni soj [11] za aminokiselinu ¢iju supstituciju promatramo (u ovom slucaju
izoleucin), tako da ona u stanici bude prisutna u §to manjoj koli¢ini. Istovremeno, nepripadna
aminokiselina koju zelimo ugraditi u proteom stanice treba biti prisutna u sto vecoj, ali
definiranoj koli¢ini (metoda ugradnje selektivnim pritiskom, engl. selective pressure
incorporation, SPI [145]). Prema tome, u opisanim eksperimentima idealno bi bilo koristiti
auksotrofni soj koji ne mozZe sintetizirati izoleucin, valin ni norvalin §to bi omoguc¢ilo kontrolu
razine mistranslacije u stanici i onemogucilo endogenu mistranslaciju valinom ili norvalinom.
S obzirom na povezanost puteva biosinteze aminokiselina s razgranatim bo¢nim ogrankom
(slika 8), takav auksotrofni soj je ujedno auksotrof za leucin [10].

Tijekom konstrukcije auksotrofa za BCAA kao logi¢an prvi izbor namece se
inaktivacija gena ilvE koji kodira aminotransferazu BCAA koja katalizira zadnji korak
biosinteze BCAA (slika 8). Soj PS7068 u literaturi je naveden kao auksotrof za BCAA [25] i
ima deletiran ilvE (tablica 3). | doista, PS7068 ne raste na hranjivim podlogama bez izoleucina,
valina i leucina (slika 22). Medutim, raste na hranjivim podlogama s izoleucinom (¢ = 250
umol/L) i valinom (c = 250 pmol/L) za razliku od auksotrofa za leucin — JW5807-2 (slika 22).
Prema tome, PS7068 je auksotrof za izoleucin i valin, ali ne i za leucin. Pretragom literature
pronadeno je da osim transaminaze BCAA (koja je deletirana u soju PS7068) zadnji korak

biosinteze leucina moze katalizirati i aminotransferaza aromatskih aminokiselina (TyrB,
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alternativna oznaka: TrD) [146]. Prema tome, zbog supstratne nespecifi¢nosti aminotransferaza

potrebno je nadi alternativni nac¢in konstrukcije auksotrofa za BCAA.

Slika 22. Testiranje rasta sojeva bakterije Escherichia coli PS7068 (AilvG-E), CAG18431 (ilv-500::Tn10), MG1655 i JW5807-
2 (AleuB::kanR) na hranjivoj plo¢i s M9 medijem sa ili bez razli¢itih kombinacija izoleucina (¢ = 250 pmol/L), valina (c = 250
pumol/L) i leucina (¢ =250 umol/L). Na plo¢i s M9 medijem s izoleucinom i valinom nijedan soj ne raste zbog toga §to povecana
koli¢ina valina izaziva pseudoauksotrofiju za izoleucin neovisno o genotipu soja [147, 148].

Inaktivacijom dvaju gena ilvD i leuB moguce je dobiti pravi auksotrof za BCAA [149]. Kako
bi se konstruirao takav soj koriStena su dva soja iz javno dostupnih banka sojeva: JW5807-2
(AleuB::kan®) i CAG18431 (ilv-500::Tn10). JW5807-2 na mjestu leuB gena (slika 23 A) sadrzi
gen za otpornost na antibiotik kanamicin okruzenu FRT mjestima (slika 23 B).

A)

leuB_F
A
leuC leuB leuA
il
leuB_R
1123 pb
B)
k2_F leuB_F
‘— P
leuC FRT kanR FRT leuA
g —-—7
leuB_R ki_R
1356 pb
524 pb
760 pb
C)
leuB_F
A
leuC FRT leuA
il
leuB_R
133 pb

Slika 23. Shema polozaja: A) intaktnog gena leuB u genomu bakterije Escherichia coli MG1655, B) kanamicinske kazete na
mjestu deletiranog gena leuB u genomu bakterije Escherichia coli JW5807-2 i C) FRT oziljka na mjestu deletiranog gena leuB
u genomu bakterije Escherichia coli JW5807-2 nakon FRT-FLP mjesno-specifiéne rekombinacije. Naznacena su mjesta
komplementarna pocetnicama leuB_F, leuB_R, k2_F i k1_R i shematski prikaz produkata PCR-a. Radi jasnoé¢e, shema nije
prikazana proporcionalno stvarnoj veli¢ini.
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U laboratorijski soj bakterije E. coli MG1655 (tablica 3) najprije je transdukcijom pomocéu
bakteriofaga P1 prenesen fragment genoma JW5807-2, a dobiveni MG1655 AleuB::kan®
izoliran na plo¢ama s kanamicinom. Lan¢anom reakcijom polimerazom (engl. polymerase
chain reaction, PCR) genomske DNA izolirane iz MG1655 AleuB::kan® uz uporabu razli¢itih

kombinacija pocetnica (slika 23 B) potvrden je njegov genotip (slika 24 A i B).

lijeva granica desna granica

pb M . + AleuB pb M - + AleuB - + AleuB pb M 1 2 3

2000 = " 2000 ==
| % 1500 -
1500 ' 1 e s 1356 pb 1500 ==~ - ;fgg Pg
—_—

1000 e = 11280 1(7)28 1000 . P

750  w— L - 760pb 750 [

500 - 500 e 524 pb 500

250 250
250 - 133 pb

Slika 24. Analiza produkata PCR-a genomske DNA izolirane iz MG1655 (-) — negativne kontrole, JW5807-2 (+) — pozitivne
kontrole, MG1655 AleuB::kan® (AleuB) — konstrukta dobivenog P1 transdukcijom soja MG1655 lizatom soja JW5807-2. M —
marker molekulskih masa GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder. U PCR-u su kori$tene pocetnice: A) leuB_F i leuB_R, odnosno B)
k2_F i leuB_R (lijeva granica), leuB_F i k1_R (desna granica). C) Analiza produkata PCR-a genomske DNA izolirane iz
konstrukta MG1655 AleuB::FRT ilv-500::Tn10 (1) MG1655 (2) i konstrukta MG1655 AleuB::kan® (3). U PCR-u su koristene
pocetnice leuB_F i leuB_R.

CAG18431 sadrzi sekvencu transpozona (Tn10) umetnutu u ilvD (slika 25 A).
A)

ilvD_F Tn1l0
—_— —_—
ilvE > ilvD Tni0 ilvD ilvA >
< <
1 1062 1063 . 1850
Tnio ilvD_R
1181 pb 894 pb
B)
lijeva granica desna granica
pb M - +  aux - +  aux
1500  w—
1000 1181 pb
o 894 pb
750

Slika 25. A) Shema poloZaja transpozona Tnl10 unutar gena ilvD u genomu bakterije Escherichia coli CAG18431. Naznacena
su mjesta komplementarna poCetnicama ilvD_F, ilvD R i Tn10 i shematski prikaz odgovarajucih produkata PCR-a. S obzirom
na inverzno repetitivne sljedove na krajevima transpozona, pocetnica Tn10 se moze koristiti i kao uzvodna i kao nizvodna, s
time da kao uzvodna pocetnica nije u potpunosti komplementarna genomskoj DNA (jedna baza razlike). Radi jasnoce, shema
nije prikazana proporcionalno stvarnoj veli¢ini. B) Analiza produkata PCR-a genomske DNA izolirane iz MG1655 (-) —
negativne kontrole, CAG18431 (+) — pozitivne kontrole, MG1655 AleuB::kan® ilv-500::Tn10 (aux). M — marker molekulskih
masa GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder. U PCR-u su koristene pocetnice ilvD_F i Tn10 (lijeva granica), odnosno Tn10i ilvD_R
(desna granica).
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U dobiveni MG1655 AleuB::kan® je potom transdukcijom bakteriofagom P1 prenesen fragment
genoma CAG18431 ¢ime je dobiven MG1655 AleuB::kan® ilv-500::Tn10 izoliran na hranjivim
plotama s tetraciklinom. Genotip dobivenog soja potvrden je PCR-om (slika 25 B). Iz
dobivenog auksotrofnog soja MG1655 AleuB::kan® ilv-500::Tn10 otpornost na kanamicin
izgradena je iz genoma FRT-FLP mjesno-specificnom rekombinacijom (slika 24 C) ¢ime je
dobiven MG1655 AleuB::FRT ilv-500::Tn10 (dalje u tekstu ILVaux).

Nakon konstrukcije auksotrofa za BCAA, potrebno je uvesti mutacije u domenu za
popravak pogreSke izoleucil-tRNA-sintetaze (IleRS) koje deaktiviraju njezinu hidroliticku
aktivnost. Ranije je ustanovljeno da se radi o0 mutacijama T243R i D342A [8]. Kako bi se
modificirao gen ileS konstruiranog auksotrofa (slika 26 A), provedena je transdukcija
bakteriofagom P1 kojom prenesen fragment genoma ED~ (MG1655 ribF-kan®-ileS
T243R/D342A).

A)
ribF_F
—
ribF > iles
—
ileS_R
146 pb
B)
ribF_F
—
ribF > FRTN  kanR FRT X Yites
p—
ileS_R
1449 pb

C)

b M - +  EDILV,,

1500 . 1449 pb

1000 w—

750

500

250

146 pb

Slika 26. Shema polozaja: A) intaktnih gena ribF-ileS u genomu bakterije Escherichia coli MG1655, B) kanamicinske kazete
izmedu ribF i ileS gena i mutacije ileS T243R/D342A (shematski oznacene crvenim X) u genomu bakterije Escherichia coli
ED-, uz naznaCena mjesta komplementarna pocetnicama ribF_F i ileS_R. C) Analiza produkata PCR-a genomske DNA
izolirane iz MG1655 (-) — negativne kontrole, ED" (+) — pozitivne kontrole, MG1655 AleuB::FRT ilv-500::Tn10 ribF-kan®-
ileS T243R/D342A (ED~ ILVax) — konstrukta dobivenog P1-transdukcijom soja ILVaux lizatom soja ED~. M — marker
molekulskih masa GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder. U PCR-u su koristene pocetnice: ribF_F i ileS_R. Radi jasnoce, sheme pod
Ai B) nisu prikazane proporcionalno stvarnoj veliini.
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ED™ uzvodno od gena ileS sadrzi kanamicinsku kazetu, a unutar gena ileS dvije tockaste
mutacije (slika 26 B). Dobiveni soj MG1655 AleuB::FRT ilv-500::Tn10 ribF-kan®-ileS
T243R/D342A (skrac¢eno: ED™ ILVaux) izoliran je na plo¢ama s kanamicinom, a genotip mu je
potvrden PCR-om (slika 26 C).

S obzirom da su geni leuB i ileS u genomu bakterije E. coli razmaknuti 55,7 kpb, a P1-
transdukcijom moguce je prenijeti do 100 kpb genetickog materijala [27], moguée je da se
prilikom trandukcije konstrukta ribF-kanR-ileS T243R/D342A ponovno uvede nativni gen
leuB. Stoga je posebnu paznju potrebno usmjeriti dodatnoj provjeri tog lokusa.

Promijenjeni dijelovi lokusa u genomu sojeva ILVaux i ED™ ILVaux (leuB, ilvD, ileS)
0sim rastom na antibiotskim plo¢ama i PCR-om, potvrdeni su i sekvenciranjem. Rezultati
sekvenciranja ileS lokusa iz soja ED™ ILVaux s pocetnicama ileS_ed_seq_F i ileS_ed_seq_R
(tablica 4) potvrduju dvije mutacije u domeni za popravak pogreske IleRS (slika 27).

A) B)

70 360
-G ACCACHAGGCCGTGG CACGGTCCGGACGCC]

st Wb

Slika 27. Rezultati sekvenciranja potvrduju: A) mutaciju ACG (Thr) — AGG (Arg) i B) mutaciju GAC (Asp) — GCC (Ala)
u ileS genu u genomu bakterije ED" ILVaux. Navedeni gen kodira izoleucil-tRNA-sintetazu T243R/D342A.

4.1.2. Norvalin je toksican za soj bakterije E. coli auksotrofan za aminokiseline s razgranatim
bocnim ogrankom

Ispitan je rast konstruiranog soja ILVaux U M9* mediju s razli¢itim koncentracijama norvalina
u rasponu 0-3 mmol/L (slika 28 A). Norvalin pokazuje iznenadujuée toksican utjecaj na
auksotrofni soj za BCAA wuzrokuju¢i vidljivu inhibiciju rasta stanica ve¢ pri nizim
koncentracijama (0,4-0,8 mmol/L). Vrijeme diobe ILVaux uz 1,4 mmol/L norvalin u mediju
dvostruko je duze nego u mediju bez norvalina. Za usporedbu, divlji tip bakterije E. coli
(MG1655) raste neometano pri koncentracijama norvalina u mediju do 10 mmol/L [8], §to znaci
da norvalin u soju ILVax izaziva dosad neobjaSnjeni toksi¢ni efekt nepovezan s
mistranslacijom. Inhibicija rasta ILVaux uzrokovana norvalinom sli¢nih je razmjera kao
inhibicija u soju s deaktiviranim popravkom pogreske poslije prijenosa u IleRS koji je uz to

auksotrof za BCAA (slika 28 B).
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0 0
1,27 1,27
0,1 mmol/L 0,1 mmol/L
1,0 0,4 mmol/L 1,0 0,4 mmol/L
0,8 mmol/L 0,8 mmol/L
0,87 0,87
° ¢ 1mmolL ° ¢ 1mmolL
2 * 2
& 0,67 . A O 1,2mmol/L & 0,64 I O 1,2mmol/L
© 04 6 A O 1,4mmollL © 04 - 8 o O 1,4mmollL
' & ; b4 A 1.6mmollL ' A 16mmollL
0.27 gy g ! t * V 1.8 mmollL 0.2 ' ! g s ¥ V 1.8 mmolL
ol @ @ H . . © 2mmoiL hol H @ H b : . . 2mmolt
0 2 4 6 8 ® 24mmollL 0 2 4 6 8 ® 24mmollL
t/h * 3 mmollL t/h * 3 mmol/L

Slika 28. Reprezentativne krivulje rasta sojeva ILVaux (A) i PS7066 ILVaux (AleuB::FRT ilv-500::Tn10 ileS 241-250 Ala) (B)
u M9* mediju uz dodatak norvalina u rasponu koncentracija: 0,1 — 3 mmol/L (porast koncentracije oznaden je tamnijom
nijansom plave). Soj PS7066 sadrzi 10 alanina na pozicijama 241-250 u domeni za popravak pogreske izoleucil-tRNA-sintetaze
[25]. Ovakav trend krivulja rasta potvrden je neovisno u tri tehnicke replike. Krivulje rasta odredivane su mjerenjem opticke
gustoce bakterija pri 600 nm u staklenim epruvetama.

Zbog svega navedenog, konstruirani auksotrofi ILVaux i ED™ ILVaux nisu dobar odabir za
pracenje stani¢nog odgovora na mistranslaciju na izoleucinskim pozicijama jer norvalin za njih

pokazuje toksican efekt neovisno o razini mistranslacije.

4.1.3. Dodatak norvalina utjece na transport aminokiselina s razgranatim bocnim ogrankom
Kako bi se utvrdio potencijalni razlog toksi¢nosti norvalina za soj ILVax, provedena je
proteomska analiza soja ILVaux u M9* mediju sa i bez 1 mmol/L norvalina. Usporedbom
ekspresije proteina u navedena dva uvjeta opazeno je da dodatak norvalina u medij zna¢ajno
smanjuje ekspresiju proteina LivJ (~16 puta) i LivK (~6,5 puta) koji sudjeluju u transportu
BCAA [150] (slika 29 A).

[__ERIVA] L__IRVA]
ED 7
e
f {
MG1655
T T T T 1 T T T 1
b ™ o 32 N~ N} “ N} “ N “

log,(Nva/kontrola) log,(Val/kontrola)

Slika 29. Utjecaj 1 mmol/L norvalina (A) i valina (B) u M9* mediju na ekspresiju proteina LivJ i LivK u tri razli¢ita soja
bakterije E. coli. Stupi¢i prikazuju srednju vrijednost + standardnu devijaciju za 4 replike (ED") ili 3 replike (MG1655), odnosno
samo jednu vrijednost (ILVaux).

Smanjenje ekspresije ovih proteina neovisno je potvrdeno i u dva druga soja MG1655 i ED™

(unutar gena ileS sadrzi dvije to¢kaste mutacije T243R i D342A; tablica 3) ukoliko se uzgajaju
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u M9* mediju s 1 mmol/L norvalinom (slika 29 A). Paralelno, dodatak 1 mmol/L valina u M9*
medij nema efekt na ekspresiju LivK dok je ekspresija LivJ smanjena, ali u puno manjoj mjeri
(slika 29 B).
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4.2. Istrazivanje toksi¢nosti mistranslacije in vivo

4.2.1. Karakterizacija soja bez popravka pogreske poslije prijenosa u izoleucil-tRNA-sintetazi
u razlicitim uvjetima rasta

Mjerenja toksi¢nosti norvalina u sojevima ILVaux | PS7066 ILVaux pokazala su da je norvalin u
slicnoj mjeri toksican za oba soja (slika 28). Neocekivani utjecaj na smanjeni unos
aminokiselina s razgranatim bo¢nim ogrankom u stanicu primaran je razlog toksi¢nosti
norvalina u auksotrofnim sojevima (slika 29 A). Zbog navedenog, auksotrofni sojevi nisu
koriSteni u nastavku istrazivanja. Umjesto njih, koristen je soj ED™ koji u genomu bakterije,
unutar gena ileS sadrzi dvije toc¢kaste mutacije T243R i D342A (tablica 3). 1leRS kodirana
takvim genom nema aktivnu hidroliti¢ku aktivnost u domeni za popravak pogreske [8]. Soj ED"
u LB mediju pokazuje sli¢an rast kao i divlji tip bakterije E. coli (slika 30). ukazujuci na to da

je mistranslacija u bogatom mediju minimalna i da ne utjeCe na rast bakterije.

1,09
MG1655

0,81 ED’

0,6

OD600

0,21

0,0 T T 1

t/h

Slika 30. Krivulje rasta sojeva MG1655 i ED" (MG1655 ileS T243R/D342A) u LB mediju. Tocke na grafu predstavljaju srednju
Erg-eanSt 6 tehnickih replika za MG1655, odnosno 2 bioloske replike, od kojih je svaka mjerena u 4 tehnicke replike za soj
Soj ED" zatim je uzgajan u minimalnom M9* mediju s razli¢itim koncentracijama valina i
norvalina (u rasponu od 0 do 4 mmol/L) tijekom 72 h kako bi se odredile odgovarajuce krivulje
rasta i odredila toksi¢nost ovih aminokiselina. 1z dobivenih krivulja rasta izrezana je faza
odumiranja bakterija (slika 31 A i B) jer ona nije obuhvaéena uobicajenim modelima Kinetike
rasta [151]. Vec¢ pri nizim koncentracijama norvalina u M9* mediju vidi se efekt na krivuljama
rasta bakterija, s jedne strane na produzenje vremena prilagodbe, a s druge na smanjenje platoa
u stacionarnoj fazi (slika 31 A). Efekt postaje sve izraZeniji kako se povecava koncentracija
norvalina. Za razliku od norvalina, valin nema izrazen efekt na vrijeme prilagodbe ni plato
krivulje pri nizim koncentracijama valina (0,1-0,4 mmol/L), nego tek pri koncentraciji 1
mmol/L (slika 31 B). Pri koncentraciji > 1,5 mmol/L dolazi do dodatnog poveéanja vremena

prilagodbe i utjecaja na plato u stacionarnoj fazi rasta. Pri najvisoj koncentraciji od 4 mmol/L
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stanice uzgajane s valinom uspijevaju donekle narasti, dok stanice s norvalinom stagniraju

(usporedi krivulje s najtamnijom nijansom na slici 31 A i B).

0,67 0,61
0,1 mmol/L 0,1 mmol/L
0,51 0,2 mmol/L 0,2 mmol/L
044 é\‘,&\\ 0,4 mmol/L 0,4 mmol/L
§ ’ *  1mmol/L § 1 mmol/L
a 031 P - 15mmoliL o 1,5 mmoliL
o HEd (e]
021 ¢ * 1,8mmoliL 1,8 mmol/L
! i
i * 2mmol/L 2 mmol/L
OJ_M v 2,5mmol/L 2,5 mmol/L
0,0 7= T T T ° 4 mmol/L 4 mmol/L
0 20 40 60
t/h
79
0,1 mmol/L 0,1 mmol/L
0,2 mmol/L 0,2 mmol/L
~ 0,4 mmol/L ~ 0,4 mmol/L
B =)
[a] — [a] —_—
o 1 mmol/L o 1 mmol/L
< —— <
[a) — 1,5 mmol/L [a) — 1,5 mmol/L
e — e —_
< 1,8 mmol/L = 1,8 mmol/L
== 2 mmol/L == 2 mmol/L
= 2,5 mmol/L = 2,5 mmol/L
T T T = 4 mmol/L = 4 mmol/L
0 20 40 60
t/h t/h
1,07
-@ Val
0.8 =k Nva
< 0,64
%)
—
£
3 0,41
0,21 b
X
0,0 T T T T T
1,0 0,5 0,0 0,5 1,0

log(c (aminokiselina) / mmol Lrl)

Slika 31. Odredivanje toksi¢nosti norvalina i valina za soj ED". Reprezentativne krivulje rasta ED" soja (MG1655 ileS
T243R/D342A) u M9* mediju uz dodatak norvalina (A) i valina (B) u rasponu koncentracija: 0,1 — 4 mmol/L (porast
koncentracije oznacen je tamnijom nijansom plave za norvalin i crvenom za valin). Reprezentativne krivulje rasta potom su
prikazane kao ovisnost In(OD/ODo) 0 vremenu i za odgovarajuée tocke provedena je nelinearna regresija Gomperzovom
krivuljom za razli¢ite koncentracije norvalina (C) i valina (D). 1z Gompertzovih krivulja rasta odredena je maksimalna brzina
rasta za svaku pojedinu koncentraciju i prikazana njezina ovisnost o logaritmu koncentracije nepripadne aminokiseline:
norvalina— Nva ili valina— Val (E). Tocke su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija za dvije bioloske replike
od kojih je svaka mjerena u 2 tehnicke replike. Krivulja prikazuje nelinearnu regresiju sigmoidalnom krivuljom. Slika E
preuzeta je i prilagodena iz ref. [127].
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Krivulje rasta zatim su prikazane su kao ovisnost In(ODeoo/ODeoo,0) 0 Vremenu i za dobivene
tocke provedena je nelinearna regresija sigmoidalnom Gompertzovom krivuljom [151] (slika
31CiD):

0)))

an—DO= A-exp{— exp [umT.e(/l— t) + 1]},

)

gdje je OD opticka gustoca bakterijske suspenzije pri 600 nm, ODo prva izmjerena opticka
gustoc¢a pri 600 nm, A gornji plato krivulje, A vrijeme prilagodbe (engl. lag time), a um
maksimalna brzina rasta, tj. nagib tangente u tocCki infleksije Gompertzove krivulje.
Gompertzova krivulja odabrana je kao model za krivulje rasta jer je prema radu Zwieteringa i
suradnika najbolji odabir za opis rasta bakterija sigmoidalnom krivuljom s tri parametra [151].

Koristenje Gompertzove krivulje za opis krivulja rasta bakterija na slikama 31 C i D
podrazumijeva da je opticka gustoéa pri 600 nm korelirana s brojem stanica u mediju. Medutim,
navedeno ne vrijedi za bakterije u stacionarnoj fazi rasta u mediju s visim koncentracijama
nepripadne aminokiseline. U tim uvjetima dolazi do inhibicije stani¢ne diobe zbog ¢ega dolazi
do stvaranja produzenih filamenata (vidi potpoglavlje 4.2.2) koji drukcije reflektiraju svjetlost
od individualnih bakterija pa dolazi do uvodenja odredene sistematske pogreske u model.
Unatoc tome, s obzirom da se filamentacija u slicnoj mjeri javlja i kod mistranslacije valinom
i norvalinom, greska se u sli¢noj mjeri stvara u oba uvjeta i ne bi trebala znacajno utjecati na
njihovu medusobnu usporedbu.

Iz Gompertzovih krivulja rasta odredena je maksimalna brzina rasta za svaku pojedinu
koncentraciju i prikazana njezina ovisnost o logaritmu koncentracije nepripadne aminokiseline
(slika 31 E). Za navedene tocke potom je provedena nelinearna regresija sigmoidalnom

krivuljom s Cetiri parametra:

Hm,maks — Hm,min (3)
14 10llogICso—loge(ak)]-a’

Hm = Wmmin T
gdje su ummaks 1 ummin gornji odnosno donji plato krivulje, ICso je koncentracija u tocki
infleksije krivulje (gdje je postignuta 50 %-tna inhibicija rasta bakterija), a parametar a nagib
tangente u tocki infleksije krivulje koji oznacava koliko krivulja ima strmi odnosno blagi
uspon/pad. Vrijednost 1Cso za norvalin iznosi (1,42 + 0,08) mmol/L, a za valin (1,8 + 0,1)
mmol/L, ukazujuci na vecu toksic¢nost norvalina nego valina. Trend razlike u 1Cso vrijednostima
za valin i norvalin za ED" soj slican je kao u soju PS7066 [8]. Za usporedbu, u divljem tipu soja

(MG1655) ICsp vrijednosti za norvalin/valin iznose vise od 10 mmol/L [8].
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Kako bi se odredilo postoji li korelacija izmedu ugradnje nepripadne aminokiseline na
izoleucinske pozicije u proteom stanice s njezinom koncentracijom u mediju, izolirani su
proteomi soja ED™ u eksponencijalnoj fazi rasta u M9* mediju s razli¢itim koncentracijama
valina i norvalina (u rasponu od 0 do 2 mmol/L). Izolirani proteini su denaturirani i pocijepani
tripsinom, a odgovarajuci peptidi odvojeni i analizirani tandemnom spektrometrijom masa kako

bi se odredio postotak mistranslacije u razli¢itim uvjetima rasta (Slika 32).

B val
@~ Nva

N
o
L
——
——

[
o
1

Razina mistranslacije / %

¢ (aminokiselina) / mmol Lt

Slika 32. Razina mistranslacije u proteomu soja ED" uzgajanog do eksponencijalne faze rasta u M9* mediju s valinom (Val)
ili norvalinom (Nva) u rasponu koncentracija od 0 do 2,0 mmol/L. Slika je preuzeta i prilagodena iz ref. [127].

Razina mistranslacije u proteomu stanice pri nizim koncentracijama nepripadne aminokiseline
u mediju postupno se povecava, a zatim postize zasi¢enje pri koncentracijama iznad 1 mmol/L.
Razina mistranslacije valinom postize vise vrijednosti pri koncentracijama iznad 1 mmol/L sto
je primijeceno i ranije [8]. Utvrdeno je da koncentracija nepripadne aminokiseline u M9*
mediju koja iznosi 1 mmol/L izaziva sli¢nu razinu mistranslacije u proteomu kao i dvostruko
veéa koncentracija (slika 32). S obzirom da je koncentracija od 1 mmol/L niza od ICso
vrijednosti za valin i norvalin pa nije previse toksi¢na za uzgoj stanica, pogodna je za daljnja
proteomska istrazivanja stani¢nog odgovora na mistranslaciju. Kako bi se utvrdilo mogu li i
neke druge aminokiseline uzrokovati inhibiciju rasta bakterija na sli¢an nacin kao i valin i
norvalin, proveden je uzgoj ED™ u M9* mediju s razli¢itim aminokiselinama u koncentraciji 1
mmol/L (slika 33). Za alternativne aminokiseline odabrane su pripadni izoleucin i dva
nepripadna supstrata 1leRS — proteinogeni leucin i neproteinogeni a-aminobutirat [7]. Kao $to
je 1 ocekivano, valin i norvalin koji su najbolji nepripadni supstrati 11eRS [7] najvise inhibiraju
rast ED, dok dodatak ostalih aminokiselina ne utje¢e znacajno na njegov rast. Dobiveni
rezultati sugeriraju da je mistranslacija (slika 32) glavni uzrok inhibicije rasta ED™ soja
prikazanog na slikama 31 E i 33.
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0,67
M9*

M9* + a-abu
MO* + lle
M9* + Leu

ODGOO

M9* + Nva
M9* + Val

Slika 33. Rast soja ED u M9* mediju sa i bez razli¢itih aminokiselina koncentracije 1 mmol/L. Izoleucin (lle) je naznacen
zelenom bojom, nepripadni neproteinogeni supstrati izoleucil-tRNA-sintetaze (norvalin - Nva i a-aminobutirat - o-abu)
nijansama plave boje, a nepripadni proteinogeni supstrati (valin — Val i leucin - Leu) nijansama crvene boje. Preuzeto i
prilagodeno iz ref. [127]

Sve krivulje rasta opisane u ovom poglavlju mjerene su u citacu mikrotitarskih plocica.
Medutim, rast bakterija razlikuje se ovisno o tome jesu li uzgajane u mikrotitarskim plo¢icama
(ukupnog volumena kulture 1 mL), staklenim epruvetama (ukupnog volumena kulture 5 mL)
ili tikvicama za bakterijski uzgoj (ukupnog volumena kulture 20-200 mL). U mikrotitarskim
plo¢icama zbog loSijeg mijeSanja i slabije aeracije, bakterije rastu slabije nego u
epruvetama/tikvicama. Osim toga, duljina optickog puta kraca je u mikrotitarskim jaZicama
nego u kiveti/epruveti pa je i izmjerena opticka gustoca manja. U mikrotitarskim plo¢icama
bakterije postizu eksponencijalnu fazu rasta pri optickoj gustoé¢i izmedu 0,1 i 0,3, ovisno o
koncentraciji nepripadne aminokiseline u mediju (slika 31 A i B), dok u epruvetama i
bakterijskim tikvicama dosezu eksponencijalnu fazu pri opti¢koj gusto¢i 0,4-0,6. Opticka
gustoéa izmjerena u epruvetama/tikvicama uzeta je kao relevantna za odredivanje

eksponencijalne faze u proteomskim eksperimentima.

4.2.2. Mistranslacija mijenja morfologiju stanica

Kako bi se odredio utjecaj mistranslacije na stani¢nu morfologiju, soj ED" je uzgajan u M9*
mediju sa i bez dodanog Val/Nva (¢ =1 mmol/L) do eksponencijalne (ODsoo = 0,5) i stacionarne
faze rasta (nakon 24 h). U tim uvjetima odredena je razina mistranslacije u proteomu (slika 34).
Ocekivano, razina mistranslacije povecava se Kkako je Dbakterija duze izloZzena
mistranslatiraju¢im uvjetima. U eksponencijalnoj fazi iznosi (10 + 2) % za Nva i (18 £2) % za
Val, dok u stacionarnoj fazi iznosi (15 + 3) % za Nva i (23 + 2) % za Val. U kontrolnim uvjetima
(bez nepripadne aminokiseline u mediju) u eksponencijalnoj fazi nema znac¢ajne mistranslacije,

dok u stacionarnoj fazi ona iznosi (3,1 + 0,4) %.
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Slika 34. Razina mistranslacije u proteomu sojeva MG1655 i ED™ nakon uzgoja u M9* mediju — kontrola, M9* + valin (c = 1
mmol/L) — Val i M9* + norvalin (¢ = 1 mmol/L) — Nva do eksponencijalne (ODsoo = 0,5) (A) odnosno stacionarne faze rasta
(24 h uzgoja) (B) pri 37 °C. Eksperimenti su izvedeni u triplikatu. Visina stupi¢a oznacava srednju vrijednost, a pogreska
standardnu devijaciju.

Bakterije u dvije faze rasta u sva tri medija snimljene su pod mikroskopom (slika 35). Ve¢ u
eksponencijalnoj fazi rasta soj ED™ pokazuje blago povecanje u uvjetima rasta s Nva (¢ = 1
mmol/L). Stanice u stacionarnoj fazi rasta u uvjetima rasta s Nva ili Val poprimaju izraZzeno
produljeni oblik — proces poznat kao filamentacija [152]. | dalje dolazi do replikacije DNA, ali
ne i do citokineze pa nastaje filament s nekoliko kopija genomske DNA. Prema tome,
mistranslacija u stacionarnoj fazi rasta inhibira stani¢nu diobu. U kontrolnim uvjetima, unatoc

niskoj razini mistranslacije ne dolazi do filamentacije.

kontrola + Nva + Val

STACIONARNA EKSPONENCIJALNA

Slika 35. Soj ED™ pod mikroskopom nakon uzgoja u M9* mediju — kontrola, M9* s valinom (c = 1 mmol/L) — Val i M9* s
norvalinom (c = 1 mmol/L) — Nva do eksponencijalne faze rasta (ODsoo = 0,5) i stacionarne faze rasta (24 h uzgoja) pri 37 °C.
Slike su reprezentativni primjer na temelju triju bioloskih replika. Skala prikazuje 20 pum.
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Morfologija divljeg tipa bakterije E. coli (MG1655) takoder je ispitana u stacionarnoj fazi rasta
u analognim uvjetima rasta kao i ED™ (slika 36). Divlji tip bakterije ne mijenja fenotip ovisno o

uvjetu rasta, iz ¢ega se moze zakljuciti da izlozenost bakterija visokoj razini mistranslacije

izaziva filamentaciju bakterija.

kontrola + Nva + Val

STACIONARNA
AZA

Slika 36. Soj MG16555 pod mikroskopom nakon uzgoja u M9* mediju — kontrola, M9* s valinom (c = 1 mmol/L) — Val i M9*
s norvalinom (c = 1 mmol/L) — Nva do stacionarne faze rasta (24 h uzgoja). Skala prikazuje 10 pm.

4.2.3. Mistranslacija smanjuje prezivljavanje stanica uslijed temperaturnog stresa
Mistranslacija moZe omoguciti adaptaciju bakterija na druge vrste stresova, kao §to je toplinski
stres [19]. Stoga je ispitano hoce li kanonska i nekanonska mistranslacija uzrokovati sli¢nu
vrstu prilagodbe. Ispitan je rast ED bakterija na M9* plo¢ama sa i bez Nvai Val (c =1 mmol/L)
pri 37 °C i 42 °C (slika 37).

kontrola + Nva + Val

102 103 10% 10 10¢ 102 103 10* 105 106 102 107 10 10° 10¢
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Slika 37. Testiranje rasta bakterija soja ED" na M9* plo¢ama sa ili bez norvalina i valina koncentracije 1 mmol/L pri dvije
razli¢ite temperature: 37 °C i 42 °C. Brojevima sa strane naznacene su 3 bioloske replike soja ED". Na vrhu slika oznagena su
decimalna razrjedenja ishodne bakterijske kulture (ODeoo = 1,0).
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Pri 37 °C bakterijske kolonije su gusc¢e u kontrolnim, nego u mistranslatiraju¢im uvjetima $to
je u skladu s primije¢enim usporavanjem rasta bakterija u tekucoj kulturi. Dodatak

temperaturnog stresa dodatno inhibira rast, uzrokujuci da se pri nizim razrjedenjima u slucaju
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kanonske mistranslacije odnosno u gotovo svim razrjedenjima U slu¢aju nekanonske
mistranslacije ne vide bakterijske kolonije. Na istim plo¢ama ispitan je i rast divljeg tipa
bakterije E. coli MG1655 koji jednako raste u svim uvjetima (slika 38).

kontrola + Nva + Val

102 102 10 10510 102102 10410° 10 102 103 10 10510
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Slika 38. Testiranje rasta bakterija soja MG1655 na M9* plo¢ama sa ili bez norvalina i valina koncentracije 1 mmol/L pri dvije
razli¢ite temperature: 37 °C 142 °C. Brojevima sa strane naznacene su 3 tehnicke replike soja MG1655. Na vrhu slika oznacena
su decimalna razrjedenja ishodne bakterijske kulture (ODeoo = 1,0).
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S obzirom da je povisena temperatura pokazala negativan efekt na stanice s mistranslacijom,
postavilo se pitanje moze li mistranslacija smanjiti maksimalnu temperaturu na kojoj bakterija
moze prezivjeti, a koja za E. coli iznosi oko 50 °C [153]. Bakterije soja ED™ uzgajane su do rane
eksponencijalne faze (ODegoo = 0,1) u tri razli¢ita medija (M9*, M9* + 1 mmol/L Nva, M9* +
1 mmol/L Val) i potom 2 h inkubirane u uredaju za PCR pri razli¢itim temperaturama u rasponu

od 48 do 51 °C (slika 39).
kontrola + Nva + Val

t/°C 10% 10% 10°

103 104 105 1073 104 105
48,1
48,3
48,7

50,2
50,8
Slika 39. Test prezivljavanja stanica soja ED". Soj ED" uzgajan je do rane eksponencijalne faze (ODsoo = 0,1) u tri razli¢ita

medija (M9*, M9* + 1 mmol/L Nva, M9* + 1 mmol/L Val) i potom 2 h inkubirane su pri razli¢itim temperaturama u rasponu
od 48 do 51 °C. Na vrhu slika oznacena su decimalna razrjedenja bakterijskih kultura.

Bakterije neovisno o uvjetu rasta umiru pri temperaturi izmedu 50,2 i 50,8 °C §to se poklapa s

literaturnim podacima [153]. S obzirom da je to¢nost odrzavanja temperature u uredaju za PCR

Marija Pranji¢ Doktorska disertacija



82 § 4. Rezultati

(Bio-Rad T100™) + 0,5 °C, sitne razlike u temperaturi umiranja izmedu uvjeta (slika 39) se
nalaze unutar pogreske instrumenta i mogu biti zanemarene. Pri viSim koncentracijama
Nva/Val u mediju (¢ = 2 mmol/L) dobiven je analogan rezultat kao na slici 39 $to znaci da
mistranslacija ne smanjuje maksimalnu temperaturu prezivljavanja.

Poznato je da mistranslacija moze utjecati na stabilnost proteina smanjujuci njegovu
temperaturnu stabilnost [13, 154]. Postavilo se pitanje hoc¢e li visa razina mistranslacije u
proteomu bakterije destabilizirati proteine do te mjere da ¢e uzrokovati brze umiranje pri
letalnoj temperaturi? U tu svrhu napravljen je eksperiment kojim je odredena krivulja umiranja
soja ED pri 50 °C nakon njegovog uzgoja do eksponencijalne faze rasta (ODesoo = 0,4-0,5) u tri
razli¢ita medija: M9* i M9* + 1 mmol/L Val/Nva (slika 40 A).

A) B)
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Slika 40. Krivulja umiranja soja ED" (A) i MG1655 (B) pri 50 °C nakon rasta u M9* mediju bez (kontrola) ili s 1 mmol/L
norvalinom (Nva) ili valinom (Val) pri 37 °C do eksponencijalne faze rasta (ODsoo = 0,4-0,5). Zvjezdice na grafu oznacavaju
to¢ke gdje se broj bakterija koje su rasle s Nva ili Val signifikantno razlikuje od kontrole (* oznacava p < 0,05, a *** oznaCava
p < 0,001, p-vrijednost odredena je obostranim t-testom). Tocke na grafu iskazane su kao srednja vrijednost + standardna
devijacija za tri bioloske replike (u slu¢aju ED") odnosno tri tehnicke replike (u slucaju MG1655). Slika je preuzeta i
prilagodena iz ref. [127].

Trend umiranja soja ED razlikuje se ovisno o uvjetu rasta. Broj zivih bakterija u
mistranslatiraju¢im uvjetima tijekom izloZenosti letalnoj temperaturi izmedu 7. i 8. minute pada
ispod 1 %, a u kontrolnim uvjetima tek oko 14. minute. Divlji tip bakterije E. coli ne ponasa se
razli¢ito ovisno o uvjetu rasta (Slika 40 B) ukazujuci na to da je mistranslacija glavni razlog za

osjetljivost na poviSenu temperaturu.
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4.3. Proteomski odgovor na mistranslaciju

Na temelju rezultata eksperimenata in vivo opisanih u poglavlju 4.2. utvrdeno je da 1 mmol/L
koncentracija nepripadne aminokiseline u M9* mediju izaziva visoku razinu mistranslacije u
proteomu, a niza je od odgovaraju¢ih ICso vrijednosti ((1,42 + 0,08) mmol/L i (1,8 + 0,1)
mmol/L za norvalin, odnosno valin). Prema tome, u uvjetima s 1 mmol/L nepripadnom
aminokiselinom u mediju rast soja ED™ mistranslacija i njezin utjecaj dolaze izrazaja, ali ne u
tolikoj mjeri da bi snazno inhibirala rast, pa je ova koncentracija odabrana za daljnje
eksperimente.

Kako bi se utvrdio stani¢ni odgovor na mistranslacijski stres, soj ED™ je uzgajan u
razli¢itim medijima: M9*, M9* + 1 mmol/L Val i M9* + 1 mmol/L Nva do eksponencijalne
faze rasta (ODeoo = 0,5). Iz stanica je potom izoliran proteom i izolirani proteini pocijepani
tripsinom. Rezultirajué¢i peptidi analizirani su teku¢inskom kromatografijom spregnutom s
tandemnim spektrometrom masa visoke rezolucije (LC-MS/MS). Razina mistranslacije za

navedena dva soja prikazana je na slici 41.

301

X B kontrola
S
~ -
® 25 Hl Nva
©
3 20- I Val
12}
c
S 154
R
€ 104
©
£
N 5+
©
o
0 T

° .

%) Q

© <

Slika 41. Razina mistranslacije u proteomu sojeva MG1655 i ED~ nakon uzgoja u M9* mediju — kontrola, M9* s valinom (c
=1 mmol/L) — Val i M9* s norvalinom (¢ = 1 mmol/L) — Nva do eksponencijalne (ODeoo = 0,5) pri 37 °C. Eksperimenti su
izvedeni u najmanje 3 tehnicke replike. Visina stupi¢a oznacava srednju vrijednost, a pogreska standardnu devijaciju.

Kao §to je 1 o¢ekivano, MG1655 pokazuje nisku razinu mistranslacije bez obzira na uvjet rasta.
Nasuprot tome, soj ED~ pokazuje visoku razinu mistranslacije ukoliko je uzgajan u mediju s
dodatkom norvalina i valina koncentracije 1 mmol/L koja iznosi (17,4 = 0,5) % odnosno
(21,3 £ 0,9) %. Obje razine mistranslacije prikazane na slici 41 donekle se razlikuju od onih
prikazanih na slici 34 A jer su izmjerene na naprednijem spektrometru masa (Q Exactive HF),
medutim trend viSe razine mistranslacije Ile — Val nego Ile — Nva je zadrzan. S obzirom da
mistranslacija nije 100 %-tna niti reproducibilna, peptidi u kojima je lle zamijenjen s Nva/Val
uvijek su detektirani u manjoj mjeri od odgovarajucih peptida s lle [114]. Prema tome, uporaba

modernijeg spektrometra masa viSe rezolucije i nize granice detekcije omogucéava detekciju
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veéeg broja mistranslatiranih peptida, zbog cega je u konacnici i detektirana razina
mistranslacije veca.

Val i Nva imaju jednaku relativnu molekulsku masu (Mr = 117,151), zbog cega
spektrometrijom masa nije moguce razlikovati supstituciju Ile — Val od Ile — Nva. Osim
Val/Nva dodanog u M9* medij, primijeCenoj razini mistranslacije doprinosi i bazalna razina
mistranslacije uzrokovana valinom endogeno prisutnim unutar stanice (c = 4 mmol/L [9]) ili
kao komponentom M9* medija (¢ = 100 umol/L). Takva bazalna razina mistranslacije
doprinosi ukupnoj razini mistranslacije do ~2 %, kao $to je vidljivo iz razine mistranslacije
proteoma soja ED™ u ¢istom M9* mediju (Slika 41).

Kako bi se odredila diferencijalna ekspresija proteina s obzirom na vrstu mistranslacije,
odredena je koli¢ina pojedinih proteina u proteomu soja ED~ u M9* mediju s Nva ili Val (c =
1 mmol/L) i usporedena s istovjetnim proteinima u proteomu soja ED~ u M9* mediju (kontrola).
Proteini su kvantificirani kvantifikacijom bez izotopne oznake (engl. label-free quantification,
LFQ) integriranom unutar programa za procesiranje podataka MaxQuant [155]. S obzirom da
¢e ekspresija pojedinog proteina u razli¢itim uvjetima uvijek biti donekle razli¢ita, potrebno je
odrediti statisticki kriterij kojim ¢e se odrediti postoji li znacajna razlika u njihovoj ekspresiji.
Uobicajeno koristeni statisticki testovi podrazumijevaju normalnu raspodjelu podataka, $to nije
slucaj s distribucijom LFQ-intenziteta. Medutim, logaritmirani LFQ-intenziteti prate normalnu
distribuciju sto omogucava njihovu statisti¢ku analizu.

Protein je definiran kao diferencijalno eksprimiran ukoliko zadovoljava dva uvjeta: i)
razlika izmedu logaritma LFQ intenziteta za dani protein u mistranslatiranom (u M9* mediju s
Nva ili Val) i kontrolnom (u M9* mediju) uzorku je signifikantno razli¢ita od nule kako je
prikazano t-testom uz primjenu postupka Benjamini-Hochberg (FDR = 5 %) i ii) razina
ekspresije proteina je dvostruko veca u jednom od dva usporedivana uzorka. Diferencijalna
ekspresija prikazana je grafom ovisnosti negativhog dekadskog logaritma p-vrijednosti o
logaritmu po bazi dva za omjer LFQ intenziteta proteina u mistranslatiranom (Val ili Nva)
uzorku i kontrolnom uzorku (slika 42). Navedeni graf (engl. volcano plot) poprima
karakteristiCan V-oblik pa ¢e u ovoj doktorskoj disertaciji biti prozvan V-grafom. Uslijed
mistranslacije Ile — Nva doslo do diferencijalne ekspresije 233 proteina (dodatna tablica 1),
dok je uslijed mistranslacije Ile — Val doslo je do diferencijalne ekspresije 158 proteina
(dodatna tablica 2).
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Kako bi se odredili bioloski procesi kojima pripadaju diferencijalno eksprimirani proteini
napravljena je analiza pripadnosti diferencijalno eksprimiranih proteina pojedinoj funkciji u
stanici (engl. gene ontology enrichment analysis) uz uporabu internetskog alata GeneCodis4
[135].

A) B)

lle — Nva mistranslacija lle — Val mistranslacija
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Slika 42. A) Tle — Nva mistranslacija uzrokuje diferencijalnu ekspresiju 233 proteina. V-graf prikazuje 114 proteina Cija je
ekspresija povecana (zeleno) i 119 proteina Cija je ekspresija utiSana (crveno). Protein je definiran kao diferencijalno
eksprimiran ukoliko zadovoljava dva uvjeta: i) razlika izmedu logaritma LFQ intenziteta za dani protein u mistranslatiranom
(u M9* mediju s Nva) i kontrolnom (u M9* mediju) uzorku je signifikantno razli¢ita od nule kako je pokazano t-testom uz
primjenu postupka Benjamini-Hochberg (FDR =5 %) i ii) razina ekspresije proteina je dvostruko veéa u jednom od spomenuta
dva usporedivana uzorka. B) Ile — Val mistranslacija uzrokuje diferencijalnu ekspresiju 158 proteina. V-graf prikazuje 68
proteina Cija je ekspresija povecana (zeleno) i 90 proteina ¢ija je ekspresija utiSana (crveno). Preuzeto i prilagodeno iz ref.
[127].

Analizirana je pripadnost pojacano eksprimiranih (slika 43 A i C) ili utiSanih proteina (slika 43
B i D) razli¢itim bioloskim procesima u stanici. Bioloski proces koji je pojacano eksprimiran
uslijed oba tipa mistranslacije na izoleucinskim pozicijama je odgovor na toplinski stres (slika
43 A i C). Ovaj pojam obuhvada Saperone i proteaze Cija je sinteza inducirana, ne samo
toplinskim stresom, nego i drugim vrstama stresa [18] pa treba biti shva¢en u opcenitijem
smislu. Medu pojacano eksprimiranim Saperonima nalaze se glavni $aperonski sustavi u
bakteriji E. coli (slika 44 A): Hsp70 (DnaK/DnalJ/GrpE), Hsp60/10 (GroES/EL) i Hsp90 (HtpG)
[18]. Osim povecane ekspresije Saperona, primije¢ena je i pojacana ekspresija disagregaze
ClpB koja zajedno sa Saperonom DnaK sudjeluje u otapanju agregata [156]. Pojacana ekspresija
Saperona upucuje na to da mistranslacija utjece na tercijarnu strukturu proteina i poti¢e odgovor
na stres. Osim Saperona pojacano su eksprimirane i glavne proteaze u E. coli: HsIV/U, Lon i
dvije komponente Clp-proteaznog sustava (slika 44 B) [157]. Saperoni i proteaze su u sli¢noj
mjeru eksprimirani uslijed oba tipa mistranslacije.

Mistranslacija na izoleucinskim pozicijama utiSava razliCite metabolicke procese te

utjece na transport i homeostazu Zeljezovih iona (Slika 43 B i D).
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A) B)
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Slika 43. Analiza pripadnosti diferencijalno eksprimiranih proteina pojedinom bioloskom procesu (engl. gene ontology
enrichment analysis, biological process) u bakteriji Escherichia coli uz uporabu internetskog alata GeneCodis4. Prikazani su
pojacano eksprimirani (A) i utiSani (B) bioloski procesi uslijed Ile — Nva mistranslacije, odnosno pojac¢ano eksprimirani (C)
i utiSani (D) bioloski procesi uslijed Ile — Val mistranslacije. Preuzeto i prilagodeno iz ref. [127].
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Slika 44. Povecana razina ekspresije Saperona (A) i proteaza (B) uslijed mistranslacije. Preuzeto i prilagodeno iz ref. [127].

Uz mistranslaciju, moguce je da i dodatak visoke koncentracije nepripadne aminokiseline u

medij za bakterije utjeCe na razlike u ekspresiji metaboli¢kih puteva. Zbog toga su napravljeni
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kontrolni eksperimenti s MG1655 sojem koji je uzgajan u jednakim uvjetima kao i ED™ nakon

¢ega mu je proteom izoliran i razgraden tripsinom te analiziran spektrometrijom masa (Slika

45). Utvrdeno je da dodatak norvalina u medij u kojem rastu bakterije dovodi do pojacane

ekspresije proteina koji su ukljuceni u biosintezu metionina (MetA, MetB, MetC, MetF, MetJ,
MetL, MetR, MmuM i MmuP) i histidina (HisB, HisC, HisD, HisF, HisG, HisH, Hisl). Prema

tome, ovi bioloski procesi koji su kao pojac¢ano eksprimirani procesi uoceni uslijed Ile — Nva

mistranslacije (slika 43 A) nisu posljedica same mistranslacije, nego dodatka norvalina u medij.

Dodatak valina ne utje¢e na navedene metabolicke procese.

-logyo p
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Slika 45. V-graf prikazuje diferencijalnu ekspresiju proteina u soju MG1655 uzgajanom u M9* mediju s 1 mmol/L norvalinom
(Nva) i bez njega (kontrola). Dodatak norvalina u medij povecava ekspresiju proteina uklju¢enih u metabolizam metionina

(plavo), i histidina (tamno narancasto).
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4.4. Utjecaj mistranslacije na Saperonske interaktore

4.4.1. Izolacija interaktora proteina DnaK

Analiza proteomskog odgovora na mistranslaciju na izoleucinskim pozicijama ukazala je na
pojacanu ekspresiju razli¢itih Saperonskih sustava u bakteriji E. coli (slika 44 A). Medu njima,
DnaK je Saperon s najSirim spektrom interaktora [17] ¢ija se koli¢ina povecava 4 puta U
mistranslatiraju¢im uvjetima (slika 44 A). Zbog Sirokog spektra interaktora kao i povisene
ekspresije, ovaj Saperon odabran je kao modelni sustav za istrazivanje utjecaja mistranslacije
na vrstu i broj Saperonskih interaktora. U eksperimentima Su koristena dva soja bakterije E.
coli: ED™ i soj kojemu je u genomu na 3'-kraj dnaK dodan kodirajuéi slijed za heksahistidinski
afinitetni privjesak te koji sadrzi mutacije T243R/D342A u ileS (skraceno: ED™ dnaK_His)
[127]. lzolacija interaktora DnaK temelji se na njihovoj izolaciji sa Saperonom tijekom
afinitetne kromatografije (engl. pull-down assay) [17] i shematski je prikazana na slici 46. ED~
dnaK_His sluzio je za izolaciju DnaK i njegovih interaktora. Medutim, uz prave interaktore
ovakvim postupkom izoliraju se i nespecifi¢ni interaktori. ED™ je sluZio kao kontrolni soj za

izolaciju nespecifi¢nih interaktora.

< P
A A = nespecifitn:
—_— _—> . .
() (wvasva) o interaktori (NT)
=2
ED”
. DnaK_Hisg
liza stanica u nanosenje B
interaktor DnaK
eksponencijalnoj fazi rasta na Ni-NTA nespecifiéno

vezani protein
< A P
A A > E ’ spgmﬁcm i r.nespemﬁcm
() lwayvay x ’ interaktori (SI+NI)
=2
ED™ dnaK_His
=
z >
=
laka oznaka
nespecificni  digestija proteina i mijeSanje peptida 1:1
interaktori (NI) | . .
izotopno obiljezavanje LC-MS/MS
=B
= >
=

teSka oznaka

specifi¢ni i nespecifi¢ni
interaktori (SI+NI)

Slika 46. Shema izolacije interaktora DnaK. Sojevi ED~ i ED- dnaK_His uzgajani su u M9* mediju sa ili bez norvalina/valina
(c =1 mmol/L) do eksponencijalne faze rasta (ODsoo = 0,6). Izolirani stani¢ni ekstrakti naneseni su na Ni-NTA kolonu. Eluirani
proteini dobiveni nakon kromatografije stanicnog ekstrakta soja ED~ su proteini koji nespecifi¢no interagiraju s kolonom, a
proteini dobiveni nakon kromatografije stanicnog ekstrakta soja ED~ dnaK His su DnaK i proteini koji specifi¢no interagiraju
s njim te proteini koji nespecifi¢no interagiraju s kolonom. Dobiveni eluati pocijepaju se tripsinom i izotopno obiljeZe, a zatim
pomijesaju u omjeru 1:1 i analiziraju na LC-MS/MS-u. DnaK ili njegov interaktor imat ¢e visi signal teSko oznagenog peptida
u odnosu na odgovarajuci lako oznaceni peptid.
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ED™ dnaK_His i ED™ uzgajani su u mistranslatiraju¢im (M9* medij s 1 mmol/L Val ili Nva) i
kontrolnim uvjetima (M9* medij) do eksponencijalne faze rasta (ODsoo = 0,6). Iz stanica ED~
dnaK_His je izoliran stani¢ni ekstrakt u blagim uvjetima lize uz prisutnost apiraze — enzima
koji hidrolizira ATP i na taj nain osigurava da se DnaK nalazi u ispravnoj zatvorenoj
konfiguraciji sa svojim interaktorom (slika 18). 1zolacijom DnaK s histidinskim privjeskom na
afinitetnoj koloni na kojoj je stacionarna faza nitriltrioctena kiselina u kompleksu s Ni?* (engl.
nickel-nitrilotriacetic acid, Ni-NTA) istovremeno dolazi do izolacije njegovih interaktora (slika
46). Osim specifi¢nih interaktora DnaK, dolazi do izolacije nespecifi¢nih interaktora koji mogu
imati visok afinitet prema stacionarnoj fazi, zbog cega je potrebno provesti i kontrolni
eksperiment kojim ¢e se kroz Ni-NTA kolonu propustiti proteom soja ED™ izoliranog u istim
uvjetima kao i proteom ED~ dnaK_His. S obzirom da soj ED™ u genomu sadrzi nativni dnakK
bez afinitetnog privjeska, na Ni-NTA kolonu vezat ¢e se samo nespecifi¢ni interaktori (slika
46). Prema tome, eluat proteoma ED™ dnaK His sadrzi specifi¢ne i nespecificne interaktore
(skr. SI + NI), a eluat proteoma ED~ samo nespecifi¢ne interaktore (skr. NI) (slika 46). Eluirani
proteini iz oba uzorka pocijepaju se tripsinom i dobiveni peptidi kemijski oznace se s dvije
izotopno oznacene metilne skupine na slobodnim aminoskupinama (N-kraj i bo¢ni ogranak
lizina). Peptidi iz uzorka SI+NI oznage se teskom (-*CD3), a peptidi iz uzorka NI lakom (-CHj)
metilnom skupinom (slika 46). Efikasnost izotopnog obiljezavanja potvrduje se
spektrometrijom masa kako je opisano u potpoglavlju 3.5.6. Udio izotopno ozna¢enih peptida
u uzorku iznosio je najmanje 95 %. Razli¢ito izotopno oznacéeni uzorci peptida SI+NI i NI
pomijeSaju se U masenom omjeru 1:1 prema koncentraciji odredenoj Bradfordovim testom.
Odgovarajuéi omjer mijeSanja uzoraka dodatno je namjesten temeljem preliminarnih mjerenja
na LC-MS/MS-u. Proteini ¢ija koli¢ina je veca u uzorku SI+NI nego NI (slika 46) spadaju u
specificne interaktore, a oni ¢ija je koli€ina priblizno jednaka u oba uzorka u nespecificne

interaktore.

4.4.2. Optimizacija postupka izolacije interaktora saperona DnaK

Preliminarna LC-MS/MS analiza pokazala je da izolacija interaktora DnaK u uvjetima
kanonske i1 nekanonske mistranslacije daje sliCan broj interaktora: 29 + 2 odnosno 36 + 3.
Izolacija ovako malog broja interaktora Saperona DnaK upucuje na to da je postupak njihove
izolacije potrebno dodatno optimirati prije LC-MS/MS analize. Osim toga, utvrdeno je da

ovakva metoda nije pogodna za pracenje razlika u ova dva tipa mistranslacije. Stoga je u

Marija Pranji¢ Doktorska disertacija



90 § 4. Rezultati

daljnjim istrazivanjima analiziran broj i vrsta interaktora DnaK u kontrolnim uvjetima i
uvjetima u kojima je izazvana kanonska mistranslacija.

Polazni protokol izolacije interaktora DnaK preuzet je iz istrazivanja Calloni i suradnika
[17], medutim s obzirom na odredene izmjene u protokolu (drukéija liza stanica, afinitetna
kolona, itd.) bilo je potrebno navedeni protokol validirati i prilagoditi. Kako bi se osigurala
optimalna koli¢ina interaktora DnaK, vazno je optimizirati postupak afinitetne kromatografije
na Ni-NTA s obzirom na tip lize stanica, ionsku jakost pufera za ispiranje kolone, koli¢inu
ispiranja, omjer eluiranih proteina i koli¢ine stacionarne faze u odnosu na koli¢inu DnaK u
proteomu [158]. Dodatak glicerola pridonosi stabilizaciji protein-protein interakcija. Ovdje je
u cksperimentima koristen glicerol volumnog udjela 10 %. Tijekom postupka izolacije
interaktora DnaK mozZe se mijenjati ionska jakost pufera za ispiranje kolone kao i broj ispiranja.
Isprobana je izolacija interaktora DnaK u uvjetima s razli¢itim koncentracijama NaCl u puferu

za ispiranje kolone u rasponu od 150-500 mmol/L (slika 47 A).
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Slika 47. Optimizacija postupka izolacije interaktora DnaK s obzirom na: A) ionsku jakost NaCl u puferu za ispiranje Ni-NTA
kolone (150-500 mmol/L), B) koli¢inu ispiranja kolone (100-400 volumena kolone), C) omjer ukupne mase proteina (u mg) i
volumen Ni-NTA (u pL). NI — nespecifi¢ni interaktori (eluat stani¢nog ekstrakta soja ED~ nakon kromatografije na Ni-NTA
koloni), NI + SI — nespecifi¢ni i specifi¢ni interaktori (eluat stani¢nog ekstrakta soja ED~dnaK_His nakon kromatografije na
Ni-NTA koloni), M —marker molekulskih masa Precision Plus Protein ™ Standards Unstained. Sa strane su naznacene veli¢ine
pruga u markeru molekulskih masa. Provedeni postupci optimizacije zbog ekonomic¢nosti nisu ukljucivali apirazu.

Povecanjem ionske jakosti pufera za ispiranje, koli¢ina DnaK vezanog na Ni-NTA ostaje
nepromijenjena, a broj nespecificnih interakcija se smanjuje (slika 47 A). U daljnjim
eksperimentima, koristena je 500 mmol/L NaCl u puferu za ispiranje kolone. Navedena
koncentracija smatra se nesto jaCom verzijom ispiranja i mogla bi utjecati na proteinsku
aktivnost [158], medutim s obzirom da ¢e proteini kasnije biti analizirani spektrometrijom
masa, zadrZavanje proteinske aktivnosti tijekom postupka izolacije interaktora nije vazno.

U idu¢em koraku uz uporabu NaCl koncentracije 500 mmol/L u puferu za ispiranje,
ispitan je utjecaj koli¢ine ispiranja na razliku u uzorcima NI i NI+Sl. Kolona je ispirana s

koli¢inama pufera za ispiranje u rasponu od 100 do 400 volumena kolone. Koli¢ina vezanog
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DnaK s obzirom na broj provedenih ispiranja ostaje slicna, 0sim u uzorku koji je ispiran s 400
volumena kolone (slika 47 B). S obzirom da je koli¢ina proteina u uzorcima NI koji su ispirani
s 200, 300 i 400 volumena kolone sli¢ni, 200 ispiranja kolone odabran je kao optimalni broj
ispiranja.

Kako bi se smanjio broj nespecifi¢nih interaktora, vazno je osigurati da Ni-NTA kolona
bude zasi¢ena s DnaK. Na taj nacin se ujedno povecava osjetljivost detekcije DnaK i njegovih
interaktora. Kako bi se utvrdili uvjeti u kojima je Ni-NTA kolona zasi¢ena s DnaK, ispitani su
razli¢iti omjeri koli¢ine proteina stani¢nom ekstraktu (u mg) i volumena stacionarne faze (u
uL) u rasponu od 1:4 do 4:1 (slika 47 C). Porastom navedenog omjera s 1:4 na 1:1 dolazi do
povecéanja koli¢ine DnaK vezanog na kolonu, nakon toga daljnji porast omjera ne mijenja
koli¢inu vezanog DnaK $to je znak da je doslo do zasi¢enja kolone. Omjer 1 mg proteina u
stani¢énom ekstraktu na 1 pL Ni-NTA stacionarne faze odabran je u daljnjim eksperimentima.

Osim parametara afinitetne kromatografije Ni-NTA potrebno je optimirati
koncentraciju apiraze u puferu za lizu stanica kako bi se osigurala dovoljna koli¢ina enzima da
brzo hidrolizira ATP kako ne bi doslo do gubitka interaktora. Koncentracija ATP-a u bakteriji
E. coli procijenjena je na 10 mmol/L [9]. Ukoliko se lizira u otprilike 10 puta ve¢oj koncentraciji
pufera za lizu njegova konacna koncentracija u puferu iznosi otprilike 1 mmol/L. Testiranje
aktivnosti apiraze (napravio dr. sc. Igor Zivkovi¢) pokazala su da je koncentracija apiraze 50
U/mL dovoljna za hidrolizu 98 % ATP (1 mmol/L) u manje od 1 min, §to je dovoljno brza
reakcija da osigura stabilnost nastanka kompleksa izmedu DnaK i njegovih interaktora.

Kako bi se ispitala vaznost dodatka apiraze u pufer za lizu stanica, napravljen je
eksperiment u kojem je usporeden uzorak NI+SI uz i bez dodatka apiraze (50 U/mL) u pufer za
lizu (slika 48). Vidljivo je kako intenzitet pruga u NI+Sl uzorku raste ukoliko je dodana apiraza,
posebno u uzorku izoliranom iz stanica koje su rasle u mistranslatiraju¢im uvjetima (uz dodatak
1 mmol/L valina u M9* mediju).

Vazno je osigurati da liza stanica koja prethodi izolaciji interaktora bude izvedena u
blagim uvjetima u kojima su saCuvane proteinske interakcije. Za lizu stanica u kojoj se zele
sacCuvati proteinske interakcije pogodno je koristiti neionske surfaktante kao $to su Triton X-
100 ili NP-40 u volumnom udjelu od 0,1 do 1 % [158]. Osim navedenih surfaktanata mogu se
koristiti komercijalni kompleti za lizu stanica kao $to je kombinacija otopine BugBuster (koja
prema opisu proizvodaca sadrzi neionski surfaktant) i lizonaza (smjesa nukleaze benzonaze i

rekombinantnog lizozima) koja prema opisu proizvodaca osigurava blage uvjete lize.
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Slika 48. Utjecaj apiraze na postupak izolacije interaktora DnaK. Sojevi ED~ i ED- dnaK_His uzgojeni su do eksponencijalne
faze rasta (ODgoo = 0,6) u M9* mediju s 1 mmol/L valinom (Val) i bez njega (K). Provedena je liza stanica sa ili bez apiraze
(naznacéeno s — odnosno +). Na SDS-PAGE gel naneseni su uzorci nakon afinitetne kromatografije stani¢nog ekstrakta ED~
kojim su izolirani nespecifi¢ni interaktori (NI), odnosno ED~ dnaK His kojim su izolirani specifi¢ni i nespecifi¢ni interaktori
(NI+SI). Na gel je M — marker molekulskih masa Precision Plus Protein™ Standards Unstained. Sa strane su naznacene
veli¢ine pruga u markeru molekulskih masa.

Najprije je istrazivana efikasnost lize stanica s razli¢itim volumnim udjelima Tritona X-100,
efikasnost lize uz dodatak lizozima i Dnaze i razli¢ita duljina trajanja lize (slika 49 A). Utvrdeno
je da je 2%-tni volumni udio Tritona X-100 dovoljan za efikasnu lizu stanica. Ujedno je 30 min
bilo dovoljno za lizu stanica. Kombinacija lizozima i Dnaze davala je sli¢ne rezultate kao

lizonaza. Nadalje je odredivana optimalna koncentracija lizozima u puferu za lizu (slika 49 B).

Triton X-100
talozi ekstrakti
BB 0,05 % 02% 05%
lizonaza + - - + + - - - TX NP TX NP BB
lizozim + DNaza = + + @ = + + + BB Triton X-100 pi% 63 DS B3 S B2 B BIUGS

t/h 03 05 1 05 1 05 05 1
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it
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Slika 49. Istrazivanje razli¢itih uvjeta lize stanica uz pomo¢ surfaktanata. A) Usporedba efikasnosti lize u stani¢nim ekstraktima
uz uporabu komercijalne otopine za lizu stanica BugBuster i lizonaze ili pufera za lizu stanica (50 mmol/L Tris/HCI, pH = 8,0,
1 mmol/L CaClz, glicerol (¢ = 10 %)) uz dodatak Tritona X-100 u volumnom udjelu 0,05-0,5 % s dodatkom lizonaze ili
kombinacije lizozima (0,1 mg/mL) i Dnaze (0,5 mg/mL) uz trajanje lize od 30 min do 1 h. B) Usporedba efikasnosti lize u
stani¢nim ekstraktima uz uporabu komercijalne otopine BugBuster i lizonaze ili pufera za lizu stanica (25 mmol/L Tris/HCI,
pH = 8,0, 150 mmol/L NaCl, 0,5 mmol/L EDTA, glicerol (¢ = 10 %), Triton X-100 (¢ = 0,2 %), 0,5 mg/mL Dnaza) uz razli¢ite
koncentracije lizozima u rasponu od 1-1 mg/mL u trajanju od 30 min. C) Usporedba efikasnosti lize u stani¢nim ekstraktima i
talozima stanica uz uporabu komercijalne otopine BugBuster i lizonaze ili pufera za lizu stanica (25 mmol/L Tris/HCI, pH =

8,0, 150 mmol/L NaCl, 0,5 mmol/L EDTA, glicerol (¢ = 10 %), 0,5 mg/mL Dnaza, 0,2 mg/mL lizozim) uz dva razli¢ita
surfaktanta: Triton X-100 (TX) i NP-40 (NP) u dva razli¢ita volumna udjela (0,2 i 0,5 %) u trajanju 15 min.
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Utvrdeno je da je dodatak lizozima nuzan za efikasnu lizu stanica, ali dovoljno ga je dodati u
koncentraciji 0,2 mg/mL. Uz Triton X-100 ispitana je efikasnost surfaktanta NP-40 tijekom lize

stanica u razli¢itim volumnim udjelima (slika 49 C). NP-40 i Triton X-100 u volumnim
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udjelima 0,2-0,5 % sli¢no su efikasni dajuci proteinske ekstrakte u koncentraciji 17-20 mg/mL
Sto je usporedivo s koncentracijom proteina u komercijalnoj otopini za lizu BugBuster u
kombinaciji s lizonazom.

Na temelju eksperimenata s optimizacijom lize pufer s Tritonom X-100 (¢ = 0,2 %)
izabran je za daljnje eksperimente. Isti pufer bez Tritona X-100 upotrijebljen je za testiranje
lize sonikacijom. Kao tre¢i pufer odabran je komercijalni BugBuster u kombinaciji s lizonazom.
Navedena tri nacina lize upotrijebljena su za izolaciju interaktora DnaK i njihovu identifikaciju
i kvantifikaciju LC-MS/MS-om (slika 50).

1507
<
«
f=4
n 1001
g
4
Jid
2 50 I
£
z

0-
o K o o o
N
o + Qs N S
S & ‘%‘Q o .?‘Q
o & N o N
> BN 2 > 2
Q S K2 S
S) N &) N
S S

2 A 2 O

Slika 50. Broj interaktora DnaK u razli¢itim uvjetima lize stanica. Stanice su lizirane komercijalnom otopinom BugBuster uz
dodatak lizonaze pri 37 °C ili 42 °C, u puferu (25 mmol/L Tris/HCI, pH = 8,0, 150 mmol/L NaCl, 0,5 mmol/L EDTA, glicerol
(9 =10 %), 0,5 mg/mL Dnaza, 0,2 mg/mL lizozim, 50 U/mL apiraza, 1 mmol/L PMSF, 10 mmol/L B-merkaptoetanol) i lizu
sonikacijom (4 x 30 s sa 30 s pauze na ledu) ili u puferu navedenog sastava koji je uz to sadrzavao i Triton X-100 (p = 0,2 %).
Stanice su lizirane i sonikacijom u puferu nizeg pH (20 mmol/L fosfatni pufer, pH = 6,5, 50 mmol/L NaCl, 5 mmol/L CaCly,
1x cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, 10 mmol/L B-merkaptoetanol, 50 U/mL apiraza, lizonaza).

U sva tri uvjeta lize, broj identificiranih interaktora DnaK bio je sli¢an, u rasponu od 54 do 62
interaktora. Uvodenjem toplinskog stresa 2 h prije lize stanica, broj interaktora narastao je na
103, a ukoliko je sonikacija provodena u puferu pH = 6,5 i1 uz koncentraciju kalcijevih iona od
5 mmol/L (uvjeti pri koji kojima apiraza optimalno radi) broj interaktora skocio je na 134. S
obzirom da je za ozbiljnije statisticke analize 1 usporedbu broja 1 vrste interaktora u razli¢itim
uvjetima idealno imati §to veci broj interaktora, odabrana je kombinacija lize stanica

sonikacijom pri pH = 6,5 uz uzgoj stanica pri 42 °C 2 h prije lize.

4.4.3. 1zolacija saperona DnaK u uvjetima toplinskog stresa i mistranslacije

Sojevi ED™ i ED™ dnaK_His uzgajani su u M9* mediju bez i sa 1 mmol/L valinom. Bakterije
su najprije uzgajane pri 37 °C, a zatim 2 h pri 42 °C do eksponencijalne faze rasta (ODegoo =
0,6). Stanice su lizirane sonikacijom u fosfathom puferu (pH = 6,5). Nakon toga, pH je

namjeSten na 8,0 i proveden je postupak izolacije interaktora DnaK na Ni-NTA koloni (slika
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46, slika 51 A). Proteini ¢iji je omjer intenziteta u uzorku NI+SI 4 puta veéi nego u NI u dvije
od tri replike ili koji su identificirani samo u NI+SI uzorku u 2 od 3 replike odredeni su kao
interaktori DnaK 1 koriSteni u daljnjoj analizi. U uvjetima kanonske mistranslacije
identificirano je 179, a u kontrolnim uvjetima 159 interaktora (slika 51 B, dodatna tablica 3).
Vecina identificiranih interaktora poklapa se izmedu dva uvjeta (oko 100). Mistranslacija je
dovela do relativno malog povecanja broja interaktora (za 13 %).

A) B)
M9* M9* + 1 mM Val
NI NI+SIM NI NI+SI

75 kDa - - L +~—DnaK
- . kontrola

50 kDa - -

s | | sl 54
37 kDa - '

e
25 kDa - od
20 kDa - ® po

C)

Bioloski procesi DnaK interaktora

. val

translacija
kontrola

metabolizam piruvata
biosinteza spojeva s pirimidinom iz pirimidinskih derivata

biosinteza uridin-monofosfata iz nukleozidnih spojeva

modifikacija lipida

T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

10g(ppyi)

Slika 51. A) Analiza proteina u eluatu nakon afinitetne kromatografije na Ni-NTA staniénog ekstrakta soja ED- (NI) odnosno
ED- dnaK_His (NI+Sl). Sojevi su uzgajani u dva razli¢ita medija M9* sa ili bez 1 mmol/L valina. Proteini su vizualizirani
srebrom. Uzorak NI sadrZi nespecifi¢ne, a NI+SI nespecifi¢ne i specifi¢ne interaktore DnaK. B) Vennov dijagram prikazuje
preklapanje interaktora u kontrolnim i mistranslatiraju¢im (Val) uvjetima. C) Analiza pripadnosti DnaK interaktora koji su
specifi¢nih za kontrolne i mistranslatiraju¢e uvjete pojedinom bioloSkom procesu uz uporabu internetskog alata GeneCodis4.

Kako bi se utvrdili bioloski procesi koji su najvise pogodeni mistranslacijom, provedena je
analiza pripadnosti DnaK interaktora koji su specifi¢nih za mistranslatiraju¢e uvjete pojedinom
biolo§kom procesu uz uporabu internetskog alata GeneCodis4 [135]. Interaktori DnaK koji se
specificno pojavljuju u uvjetima Ile — Val mistranslacije spadaju proteini koji sudjeluju u
translaciji (aminoacilaciji tRNA), metabolizmu piruvata i biosintezi spojeva s pirimidinom iz
pirimidinskih derivata (engl. pyrimidine salvage). Navedeno sugerira kako mistranslacija

najviSe pogada proteine koji sudjeluju u translaciji sto se poklapa s globalnim utiSavanjem
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ekspresije proteina ukljucenih u metaboli¢ke procese u stanici (slika 43 B i D) i inhibicijom
rasta bakterija (slika 31).

4.4.3.1. Usporedba interaktora DnaK s proteomom

Postoji li razlika u svojstvima interaktora DnaK u odnosu na topljivi proteom? Usporedena je
razina mistranslacije proteoma i interaktora DnaK kako bi se utvrdilo jesu li medu DnaK
interaktorima preferentno proteini s visom razinom mistranslacije (slika 52). Takav trend
vidljiv je u kontrolnim (slika 52 A), ali ne i u mistranslatiraju¢im uvjetima (slika 52 B).

A) B)

Mo* M9* + 1 mmol/L Val

1,57

1,09

0,5

Razina mistranslacije / %
Razina mistranslacije / %

0,0~
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Slika 52. Usporedba razine mistranslacije u proteomu i interaktorima DnaK nakon uzgoja sojeva ED"i ED- dnaK_His u M9*
(A) ili M9* + 1 mmol/L Val (B). ** oznagava statisticki signifikantnu razliku odredenu t-testom (p < 0,01).

U uvjetima gdje je globalna razina mistranslacije relativno mala, moze se vidjeti zasi¢enje
mistranslatiranijih proteina na DnaK, medutim s porastom razine mistranslacije u proteomu
stanice dolazi do gubitka tog efekta.

Kako bi se vidjelo stupa li DnaK preferentno u interakciju s proteinima specifi¢nih
fizikalnih svojstava, usporedena su interaktori DnaK i proteom stanice s obzirom na
izoelektri¢nu tocku, molekulsku masu i hidrofobnost (slika 53). Medutim, dobiveni podaci

ukazuju na Siroku supstratnu specificnost Saperona DnaK neovisno o mistranslaciji.
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Slika 53. Distribucija proteina u proteomu (svijetloplavo) i DnaK interaktora (tamnoplavo) u mistranslatiraju¢im uvjetima s
obzirom na hidrofobnost (A), molekulsku masu (B) i izoelektri¢nu tocku (C).

4.5. Stani¢ni odgovor na mistranslaciju u stacionarnoj fazi rasta

4.5.1. Mistranslacija inducira SOS-odgovor i generalni odgovor na stres

Mistranslacija valinom i norvalinom uzrokuje filamentaciju u stacionarnoj fazi rasta (slika 35).
Filamentacija bakterije E. coli povezuje se s SOS-odgovorom [152], stoga je ispitana ekspresija
proteina koji sudjeluju u SOS-odgovoru. Sojevi ED™ i MG1655 uzgojeni su do stacionarne faze
rasta u tri razli¢ita medija: M9*, M9* + 1 mmol/L Val, M9* + 1 mmol/L Nva. Odredena je
razina mistranslacije u svim uvjetima (slika 34 B). ED™ u stacionarnoj fazi rasta u uvjetima rasta
s norvalinom ima razinu mistranslacije (15 + 3) %, a s valinom (23 + 2) %. Na temelju
usporedbe ekspresije proteina u sojevima ED™ i MG1655 u istim uvjetima rasta, napravljeni su
odgovarajuc¢i V-grafovi i odredena diferencijalna ekspresija proteina koji sudjeluju u SOS-
odgovoru [159] (slika 54). Od svih proteina koji sudjeluju u SOS-odgovoru najsignifikantniji
je utjecaj na protein RecA koji je ujedno induktor SOS-odgovora [152]. Ekspresija RecA
povecana je 3-4 puta u ED™ u odnosu na MG1655 u mistranslatiraju¢im uvjetima (slika 55), sto
upuéuje na indukciju SOS-odgovora. Ostali proteini manje su signifikantno diferencijalno
eksprimirani. Osim poveéane eckspresije RecA, u stanicama je uslijed mistranslacije
primije¢ena poviSena ekspresija RpoS (slika 55). RpoS je sigma-podjedinica RNA-polimeraze
koja ima glavnu ulogu u stacionarnoj fazi rasta i u regulaciji odgovora na stres (engl. general
stress response). U uvjetima stacionarne faze rasta, RpoS bi trebao biti jednako eksprimiran i u
ED" i u MG1655 pa njegova povisena ekspresija u ED™ ukazuje na indukciju odgovora na stres
koja je druk¢ija od toplinskog odgovora na stres koji se javljao u eksponencijalnog fazi rasta.
Niti RecA niti RpoS nisu signifikantno diferencijalno eksprimirani tijekom eksponencijalne
faze rasta Sto upucuje na to da su SOS-odgovor i odgovor na stres specifiéni odgovori stanice

na dugotrajnu izloZenost mistranslaciji na izoleucinskim poloZzajima.
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Slika 54. V-graf prikazuje diferencijalnu ekspresiju proteina u soju ED- i MG1655 uzgajanom u M9* mediju s 1 mmol/L
norvalinom (A) i valinom (B). Plavo su prikazani proteini koji sudjeluju u SOS-odgovoru stanice.
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Slika 55. PoviSenje ekspresije proteina RecA i RpoS u soju ED™ u odnosu na MG1655 uslijed dodatka 1 mmol/L norvalina
(Nva) i valina (Val). Stupiéi prikazuju srednju vrijednost + standardnu devijaciju za 3 tehnicke replike.

4.5.2. Mistranslacija u stacionarnoj fazi rasta divljeg tipa bakterije Escherichia coli i
usporedba s ostalim organizmima

Razina mistranslacije u soju MG1655 u stacionarnoj fazi uslijed uzgoja s 1 mmol/L norvalinom
1 valinom iznosi (1,5 + 0,6) % odnosno (2 £ 1) % $to je usporedivo s razinom mistranslacije u
soju ED™ u kontrolnim uvjetima u eksponencijalnoj fazi rasta koja iznosi (3,1 + 0,4) %.
Navedene razine mistranslacije u MG1655 za red veli¢ine su viSe nego u eksponencijalnoj fazi
rasta (slika 56 A).
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Zbog cega divlji tip bakterije ima tako visoke razine mistranslacije u stacionarnoj rasta? Jedan
od razloga mogao bi biti nepovoljan omjer valina i izoleucina koji se u nutritivno siromas$nom
mediju znatno povisuje kako bakterije rastu u mediju i trose dostupan izoleucin. Koncentracija
izoleucina u stanici je oko 25 puta manja od valina [9] i valin kao jedan od najzastupljenijih
metabolita u stanici predstavlja stalnu prijetnju to¢nosti translacije na izoleucinskim
pozicijama. lako MG1655 moze sintetizirati BCAA moguce da je da u dovoljnoj mjeri ne
uspijeva zadovoljiti potrebe za izoleucinom i da u tom slucaju mistranslacija predstavlja
kompromis izmedu stani¢ne smrti i pogresne translacije.

Kako bi se ispitala ova hipoteza, napravljena je usporedba razine mistranslacije divljeg
tipa bakterije u nutritivno bogatom LB mediju sa i bez dodanog valina koncentracije 5 mmol/L

(slika 56 B). Visa razina mistranslacija ne postoji u stacionarnoj fazi u nutritivnho bogatom

mediju.
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Slika 56. Razina mistranslacije u proteomu soja MG1655 u: A) M9* mediju s valinom (c = 1 mmol/L) — Val ili norvalinom (c
=1 mmol/L) — Nva do eksponencijalne (ODsoo = 0,5) ili stacionarne faze rasta (nakon 24 h) pri 37 °C. Eksperimenti su izvedeni
U najmanje 3 tehnicke replike. Visina stupic¢a oznacava srednju vrijednost, a pogreska standardnu devijaciju. B) LB mediju bez
(kontrola) ili s valinom (c = 5 mmol/L) — Val.

Uz pretpostavku da je valin jedan od najzastupljenijih metabolita u stanici, efekt razlike u
mistranslaciji na izoleucinskim pozicijama izmedu eksponencijalne 1 stacionarne faze rasta
trebao bi se vidjeti i u drugim organizmima. U tu svrhu, upotrijebljeni su javno dostupni podaci
proteoma iz razliitih organizama iz proteomske baze podataka ProteomeXChange navedenih
u tablici 12 za koje su postojali analizirani proteomi i u eksponencijalnoj i u stacionarnoj fazi
rasta. Odgovaraju¢i sirovi podaci ponovno su procesirani uz uporabu odgovaraju¢e baze

podataka i odredena je razina mistranslacije na izoleucinskim pozicijama.
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Vecina analiziranih organizama imala je vrlo nisku razinu mistranslacije koja je odgovarala
detekciji vrlo malog broja mistranslatiranih peptida (manje od 10), medutim u dijelu
analiziranih organizama broj detektiranih mistranslatiranih peptida bio je veéi. Tu se posebno
isti¢e bakterija Staphylococcus aureus s vise od 100 mistranslatiranih peptida. S obzirom da
vrlo niska razina mistranslacije nije prikladna za kvantifikaciju (jer razliku izmedu
eksponencijalne i stacionarne faze rasta u nekim slucajevima ¢ini 1 do 2 peptida), kako bi se
usporedila razina mistranslacije u eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi rasta u razli¢itim
organizmima, odabrani su samo oni organizmi gdje je postotak mistranslacije iznosio iznad 0,1
% (Podebljani u tablici 12).

Tablica 12. Popis organizama iz baze podataka ProteomeXChange i razina mistranslacije u proteomu organizma izoliranom u
eksponencijalnoj ili stacionarnoj fazi rasta. Podebljano su oznaceni organizmi u kojima je razina mistranslacije u obje faze bila
iznad 0,1 %.

Razina mistranslacije / %

Eksponencijalna Stacionarna

Organizam faza faza
Actinoplanes sp SE50/110 0,037 0,052
Bacillus pumilus SAFR-032 0,104 0,079
Bacillus subtilis 168 0,158 0,270
Brucella abortus str 2308a 0,130 0,146
Dehalococcoides mccartyi CBDB1 0,042 0,033
Escherichia coli MG1655 K-12 0,292 0,564
Haloferax vulcanii DS2 0,235 0,309
Mycoplasma gallisepticum S6 0,057 0,040
Natrialba magadii ATCC 43099 0,050 0,049
Pseudomonas putida F1 0,208 0,242
Staphylococcus aureus NTCT 8325 0,270 0,369

Ukoliko u navedenom setu organizama usporedimo razinu mistranslacije moguce je uo¢iti mali,
ali znacajan trend viSe razine mistranslacije u stacionarnoj fazi rasta u svakom pojedinom

organizmu (slika 57).
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Slika 57. Usporedba razine mistranslacije u eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi rasta za organizme iz tablice 11 ¢&ija je razina
mistranslacije u obje faze iznad 0,1 %. * oznacava signifikantnu razliku (p < 0,05) odredenu sparenim t-testom
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§ 5. RASPRAVA

5.1. Dodatak norvalina smanjuje unos aminokiselina s razgranatim bo¢nim
ogrankom u stanicu

Stanice imaju mehanizme kojima mogu odrediti promjene u koncentraciji aminokiselina u
svojoj okolini i prema tome prilagoditi njihovu biosintezu [160]. Visoka izvanstani¢na
koncentracija aminokiseline obi¢no rezultira pove¢anom unutarstanicnom koncentracijom i
moze smanjiti ekspresiju gena koji kodiraju proteine uklju¢ene u unos te aminokiseline u
stanicu [161]. U ovome radu pokazano je da dodatak norvalina u medij za uzgoj stanica
smanjuje razinu periplazmatskih proteina LivJ i LivK (slika 29 A) koji su ukljuceni u unos
aminokiselina s razgranatim bo¢nim ogrankom (BCAA) [150]. U divljem tipu bakterije E. coli
(MG1655) razina LivJ se smanjuje 10 puta, a LivK 5 puta ukoliko se u medij doda 1 mmol/L
norvalin (slika 29 A). S druge strane, valin u istoj koncentraciji ne utjece na ekspresiju Liv],
dok je koli¢ina LivK smanjena, ali u znacajno manjoj mjeri (slika 29 B), $to ukazuje da je efekt
uzrokovan primarno dodatkom norvalina. Osim u divljem tipu, efekt smanjenja ekspresije LivJ
i LivK uslijed dodatka norvalina neovisno je potvrden i u sojevima ED™ i WT ILVaux (Slika 29
A).

Rezultati proteomike izravno pokazuju da u bakteriji E. coli uslijed dodatka norvalina
dolazi do smanjenja koli¢ine LivJ/K proteina sto upuéuje na smanjeni unos izoleucina, leucina,
valina, a vjerojatno i norvalina koji im je strukturno slican. Medutim, i drugi primijeéeni efekti
idu tome u prilog. Primjerice, usporedbom razine mistranslacije soja s ugasenim popravkom
pogreske poslije prijenosa u IleRS u mediju s istom koncentracijom Nva odnosno Val (c > 1
mmol/L), razina mistranslacije Ile — Val je uvijek visa (slika 32), u skladu s prije objavljenim
rezultatima [8]. Niza razina mistranslacije Ile — Nva u skladu je s hipotezom da se norvalin,
ukoliko je u mediju prisutan u visim koncentracijama, manje unosi u stanicu. Drugi moguci
razlog razlike u razini mistranslacije valinom 1 norvalinom je njihova razlika u
diskriminacijskim faktorima u aktivaciji aminokiseline kod enzima I1l1eRS koji za valin iznosi
159 [50], a za norvalin 239 [8], $to upucuje na to da je valin neSto bolji supstrat IleRS nego
norvalin. Medutim, s obzirom da su diskriminacijski faktori za ove dvije aminokiseline
odredeni u razli¢itim reakcijskim uvjetima u kojima varijabilnost moze iznositi i do 50 % (vidi
razliku diskriminacijskih faktora IleRS za a-aminobutanoat u ref. [7] i ref. [162]), upitno je do

koje je mjere razlika ovih diskriminacijskih faktora signifikantna.
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Nadalje, na smanjeni unos BCAA u stanicu uslijed dodatka norvalina upucuje i Vvisoka
toksi¢nost norvalina za ILVaux (slika 28 A) koja je usporediva s toksi¢no$éu za PS7066 ILVaux
(slika 28 B). Budu¢i da soj ILVaux ne moze sintetizirati BCAA zbog delecije i inaktivacije leuB
odnosno ilvD, ve¢ pri koncentraciji norvalina od 1,4 mmol/L dolazi do starvacije i umiranja
stanica zbog nemogucnosti unosa esencijalnih aminokiselina.

Na koji nacin norvalin utjeCe na smanjeni unos BCAA? LivJ i LivK su periplazmatske
komponente ABC-transportera LI1V-I odnosno LS [150]. Oba ABC-transportera imaju jednak
membranski dio koji se sastoji od proteinskog kompleksa LivFHGM. Periplazmatski proteini
LivJ i LivK razli¢ito vezu aminokiseline i tako reguliraju specificnost njihovog prolaska kroz
membransku komponentu ABC-transportera [150]. LivK ima visok afinitet prema leucinu, a
LivJ ima afinitet prema BCAA i u manjoj mjeri prema alaninu, treoninu i serinu [163]. Gen
livkK nalazi se u operonu s livF, livG, livM i livH (slika 58 A), dok se livJ nalazi u zasebnom
operonu u blizini (slika 58 B) [164, 165]. Transkripcija obaju operona negativno je regulirana
proteinom Lrp (engl. Leucine responsive protein) [161].

A)
:'L}pf 1 livKpl
livKp2
< livF livG livM < livH livk
B)

"Lip 7 livip
—_ el ————

liv]

Slika 58. Shema pozicije livK (A) i liv] (B) u genomu bakterije Escherichia coli K-12 MG1655. A) Shema livKkHMGF operona.
Naznacena su dva alternativna promotora. Transkripcija s promotora livKpl negativno je regulirana vezanjem Lrp (engl.
Leucine responsive protein). B) Shema liv] operona. Transkripcija s promotora livJp negativno je regulirana vezanjem Lrp.
Izradeno prema shemama iz ref. [164] i [165]. Slika je napravljena u programu Inkscape.

Lrp je regulatorni protein koji regulira ekspresiju preko 40 proteina u bakteriji E. coli i medu
ostalim utjece na biosintezu aminokiselina, pili i asimilaciju dusika [166]. Leucin se veze na
Lrp i tako ostvaruje pleiotropan utjecaj na gene pod njegovom regulacijom [166]. Vezanje
leucina na Lrp moze dodatno pojacati, smanjiti ili uopée ne utjecati na ekspresiju reguliranog
gena u usporedbi s regulatornim u¢inkom koji ima apo Lrp [166]. Eksperimentalno je potvrdeno
da Lrp s vezanim leucinom uzrokuje smanjenje ekspresije gena s operona livkHMGF i livJ

[161]. Posljedi¢no, visoka koncentracija leucina u stanici je signal za smanjenje unosa BCAA.
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Zanimljivo je da dodatak norvalina ima veci efekt na ekspresiju Liv) koja je u potpunosti
regulirana s regulatornim proteinom Lrp (slika 58 B), nego na ekspresiju LivK koja je pod
kontrolom dvaju alternativnih promotora (slika 58 A) od kojih je ekspresija samo s jednog
negativno regulirana s Lrp. Buduci da je norvalin strukturno sli¢an leucinu (jedna metilenska
skupina manje na bo¢nom ogranku) i u stanici nastaje uz pomoc istih enzima kao i leucin (slika
8) [10], lako je moguée da Lrp moZe vezati norvalin i da njegovo vezanje moze ostvariti
analogan efekt kao vezanje leucina. Medutim, radi se o hipotezi za koju je potreban direktan
dokaz odredivanja afiniteta Lrp prema norvalinu i dokaz o regulaciji nizvodnih gena. ldeja da
bi norvalin kao nusprodukt sinteze leucina mogao imati efekt na Lrp koji je globalni regulator

metaboli¢kih puteva u bakteriji E. coli je zanimljiva i vrijedna daljnjeg istrazivanja.

5.2. Stani¢ni odgovor na pogreske u biosintezi proteina na izoleucinskim
poloZajima

Visoka razina mistranslacije (do 20 %) na izoleucinskim pozicijama u proteomu bakterije E.
coli znacajno utjeCe na ekspresiju proteina u stanici §to ukazuje na vaznost ispravnog
ugradivanja izoleucina za odrzavanje proteostaze bakterije. Osim toga, pokazano je i da divlji
tip bakterije u nutritivno siroma$nim uvjetima s nepovoljnim omjerom izoleucina i valina ima
znacajno visu razinu mistranslacije na izoleucinskim polozajima u stacionarnoj fazi rasta. Bez
funkcionalne domene za popravak pogreske u lleRS, razina mistranslacije u takvim uvjetima je
visa i Stetnija za stanicu. Mala, ali konzistentna razlika u razini mistranslacije u
eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi rasta potvrdena je u drugim organizmima i vjerojatno je
posljedica starvacije izoleucinom u stacionarnoj fazi i prisutnosti visoke koncentracije valina.
Buduc¢i da sve poznate sekvence IleRS sadrze funkcionalnu domenu za popravak pogreske [5],
moguce je da su organizmi iz svih domena Zivota (bakterije, arheje, eukarioti) tijekom evolucije
zadrzali domenu za popravak pogreske IleRS kako bi onemogucili visu razinu mistranslacije u
nutritivno siromasnim uvjetima.

Nekoliko eksperimenata ukazuje na visu toksi¢nost zamjene izoleucina
neproteinogenim norvalinom (nekanonska mistranslacija) u odnosu na zamjenu proteinogenim
valinom (kanonska mistranslacija). Nekanonska mistranslacija uzrokovala je diferencijalnu
ekspresiju veceg broja proteina Uz nizu razinu mistranslacije, veéi inhibitorni efekt na rast
stanica pri optimalnoj (u slaganju s prijaSnjim rezultatima [8]) i poviSenoj temperaturi. OSim

toga, sam dodatak norvalina u medij doprinosi diferencijalnoj ekspresiji proteina dovode¢i do
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pojacane ekspresije proteina ukljucenih u biosintezu aminokiselina i smanjuju¢i ekspresiju
proteina ukljucenih u unos BCAA.

Iz literature je poznato da niska razina mistranslacije moze omoguciti stanici adaptaciju
na razliCite vrste stresa kao S$to su oksidativni stres [80] i odgovor na toplinski stres [19] zbog
povisene ekspresije proteina koji sudjeluju u odgovoru stanice na toplinski stres (engl. heat-
shock proteins). U ovoj doktorskoj disertaciji vidljivo je da visoka razina mistranslacije
smanjuje otpornost na izlozenost letalnoj temperaturi. Prema istrazivanju Leubergera i
suradnika pri letalnoj temperaturi pojedini organizam gubi funkciju specifi¢nog seta
esencijalnih proteina zbog ¢ega dolazi do stani¢ne smrti [167]. Visa sklonost mistranslatiranih
proteina narusavanju nativne strukture pri visokim temperaturama [13, 154] dovodi do brzeg
gubitka njihove funkcije i posljedicno brze stani¢ne smrti. Kad govorimo o adaptivnim
uéincima mistranslacije, u pravilu se radi o niskim razinama mistranslacije. Porastom razine
mistranslacije dolazi do granice iznad koje Stetni ucinci mistranslacije (Strukturna
destabilizacija proteoma) prevladavaju potencijalne koristi (adaptaciju na stres).

Broj diferencijalno eksprimiranih proteina uzrokovan nekanonskom mistranslacijom
(233 proteina) usporediv je s rezultatom dobivenim za mistranslaciju Ala — Ser (264 proteina)
ukoliko upotrijebimo sli¢ne statisti¢ke kriterije (FDR = 5 %, dvostruko poveéanje/smanjenje
ekspresije) [21]. Drugim rije¢ima, 17 %-tna razina nekanonske mistranslacije uzrokuje
diferencijalnu ekspresiju proteina u bakteriji E. coli u sliécnom razmjeru kao i mistranslacija Ala
— Ser koju su primijetili Kelly i suradnici [21]. Medutim, dok je mistranslacija na
izoleucinskim pozicijama primarno rezultirala povecanjem ekspresije Saperona i proteaza, isti
efekt nije primijecen u istrazivanju Kelly i suradnika [21]. PaZzljivijom analizom podataka o
mistranslaciji Ala — Ser moze se opaziti blago poviSena ekspresija proteina GrpE (dio
Saperonskog sustava Hsp70 u kojem je glavna komponenta DnaK) i disagregaze ClpB, ali u
mnogo manjoj mjeri (1,8-1,9 puta) nego u slu¢aju izoleucinske mistranslacije (> 4 puta) [21].
Mistranslacija Ala — Ser uzrokuje pojacanu ekspresiju proteina uklju¢enih u razne metabolicke
puteve, dok izoleucinska mistranslacija u pravilu utiSava metabolizam stanice. Navedene
razlike upucuju na razli¢ite mehanizme djelovanja ovih dvaju vrsta mistranslacije.

Primijecene razlike izmedu mistranslacija Ala — Ser i Ille — Nva mogu biti izazvane
razli¢itim razinama mistranslacije u proteomu stanice. Nazalost, razina mistranslacije nije
odredena u eksperimentima koje su napravili Kelly i suradnici [21], a s obzirom da se njihovi

rezultati eksperimentalnih mjerenja ne nalaze u bazi podataka ProteomeXChange, nije ih bilo
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moguce naknadno odrediti. Na temelju nekih odrednica moze se pretpostaviti da je razina Ala
— Ser mistranslacije niza od izmjerene razine izoleucinske mistranslacije (20 %). Jedan razlog
za to je da je alanil-tRNA-sintetaza (AlaRS) oko 300 puta selektivnija prema alaninu u odnosu
na serin [168], dok je 1leRS oko 200 puta selektivnija prema izoleucinu u odnosu na
valin/norvalin [8]. Drugi, vazniji razlog je omjer pripadne u odnosu na nepripadnu
aminokiselina u mediju za uzgoj bakterija. Omjer serina i alanina u LB mediju je puno manji
(3:2) nego omjer norvalina/valina i izoleucina u M9* mediju (10:1). 1z svega navedenog, moze
se zakljuciti da je mistranslacija Ala — Ser opasnija za stanicu jer izaziva proteomski odgovor
slicnog razmjera kao izoleucinska mistranslacija uz (pretpostavljeno) nizu razinu
mistranslacije. OpaZeni efekt je razumljiv s obzirom da je alanin jedna od najzastupljenijih
aminokiselina u bakterijskim proteinima, za razliku od izoleucina koji je gotovo dvostruko
manje zastupljen [75, 169]. Isto tako, mistranslacija Ala— Ser dovodi do promjene u polarnosti
I reaktivnosti supstituirane aminokiseline, dok je u slu¢aju izoleucinske mistranslacije zamjena
kemijski vrlo slicna. Prema tome, bakterija E. coli neoc¢ekivano dobro podnosi visoke razine
mistranslacije izazvane zamjenom aminokiseline koja uglavnom ima strukturnu funkciju u
proteinima.

Izoleucinska mistranslacija izaziva stres u stanici i uzrokuje pojacanu ekspresiju glavnih
Saperona i proteaza u bakteriji E. coli. Ranije je pokazano da je proteoliticka razgradnja
mistranslatiranih proteina kljucna za prezivljavanje bakterije u mistranslatiraju¢im uvjetima
[16, 170]. S druge strane, Saperonski odgovor na razli¢ite vrste mistranslacije je kompleksniji i
ovisi 0 vrsti aminokiselinske supstitucija i tipu organizma. Kao $to je komentirano u gornjem
odlomku, mistranslacija Ala — Ser ima vrlo slabi efekt na ekspresiju Saperona u bakteriji E.
coli [21], dok u istoj bakteriji supstitucija Asn — Asp uzrokuje povecan broj transkripata DnaK
i GroEL [16]. Nasuprot tome, mistranslacija Ala — Ser u eukariotskom organizmu
Saccharomyces cerevisiae utisava ekspresiju Saperona ¢ime povecava osjetljivost stanice na
povisenu temperaturu [26].

Mistranslacija na izoleucinskim polozajima u proteomu bakterije E. coli uzrokuje
smanjenu ekspresiju proteina ukljucenih u transport i homeostazu zeljeznih iona te razlicitih
metabolic¢kih procesa u stanici. Prema tome, usporavanje metabolizma i povecanje ekspresije
proteina koji sudjeluju u odrZzavanju proteostaze stanice je nacin na koji se E. coli nosi s
mistranslacijskim stresom. Na koji na¢in mistranslacija uzrokuje promjene u metabolizmu

zeljeznih iona nije sasvim jasno. U kvascu Saccharomyces cerevisiae dodatak aminokiseline u
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medij smanjuje unutarstani¢nu koncentraciju i unos zeljeznih iona [171], medutim takav efekt
nije primijecen u analiziranim proteomima E. coli (MG1655).

Pokazano je da bakterija E. coli moze prezivjeti razinu mistranslacije do 10 % [16], a
ovdje je pokazana cjelovita proteomska analiza da E. coli moze podnijeti vrlo visoke razine
mistranslacije koje u topljivom proteomu postizu vrijednosti do 20 %. Pokazani efekt ukazuje
na to da bakterija pokazuje visoku tolerantnost prema supstituciji strukturne aminokiseline koja
nema direktnu ulogu u enzimskoj katalizi. Takoder pokazuje da bakterijska otpornost na

mistranslaciju zna¢ajno ovisi o razini mistranslacije i vrsti aminokiselinske zamjene.

5.3. Izoleucinska mistranslacija destabilizira proteine koji sudjeluju u
translacijskim procesima

Mistranslacija je nasumican proces, zbog ¢ega Se isti protein u stanici moze naci u nekoliko
razli¢itih formi ovisno o tome gdje se u primarnom slijedu dogodila supstitucija izoleucina
valinom/norvalinom. Zamjena na jednom mjestu u primarnom slijedu aminokiselina moze
dovesti do strukturnih promjena, a na drugom ne. Stoga je konacni, Uprosjeceni rezultat
mistranslacije na isti protein kompleksan jer ovisi o udjelu strukturno destabiliziranih i intaktnih
inadica tog proteina. Na taj nacin odredeni udio nekog proteina treba pomoc¢ $aperona u
smatanju. Osim toga, u mistranslatiraju¢im uvjetima sam Saperon DnaK moze sadrzavati
supstitucije na dijelu C-terminalne domene s kojom ostvaruje interakciju sa supstratima (dvije
antiparalelne B-ploce, slika 59). Domena se sastoji od oko 110 aminokiselina, od kojih je ¢ak
10 izoleucina (slika 59), sto znaci da u uvjetima s poviSenom razinom mistranslacije, nuzno
dolazi i do utjecaja DnaK na njegovu interakciju sa supstratom. S obzirom da je u ovoj
disertaciji promatran specifi¢an utjecaj zamjene izoleucina valinom, gdje obje aminokiseline
imaju slicna kemijska svojstva i strukturne preference [12, 13], navedena zamjena ne bi trebala
znacajno utjecati na sposobnost vezivanja supstrata, Sto je i vidljivo utoliko §to su interaktori
uspjesno izolirani i u kontrolnim i u mistranslatiraju¢im uvjetima.

Pri niskim razinama mistranslacije u stanici, interaktori Saperona DnaK imaju visu
razinu mistranslacije od prosjeka. Medutim, u uvjetima s visokom razinom mistranslacije ta
razlika se gubi, vjerojatno jer dolazi do zasi¢enosti DnaK mistranslatiranim proteinima ¢ime je
stanicni aparat za odrzavanje proteostaze preopterecen i uslijed ¢ega dolazi do nastanka

proteinskih agregata [127]. DnaK u suradnji sa stani¢nom disagregazom CIpB pomaze u
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otapanju agregata [172] i detektiran je i u proteinskim agregatima nastalim uslijed

mistranslacije na izoleucinskim pozicijama [127].

Slika 59. Struktura dvaju antiparalelnih B-ploca (svijetloplavo) na C-kraju proteina DnaK koje sudjeluju u vezanju supstrata
(pdb kod: 4B9Q). Istaknute su pozicije izoleucina (crveno). Slika je napravljena u programu PyMOL.

Glavna posljedica izoleucinske mistranslacije je nespecificna agregacija [127]. U
mistranslatiraju¢im uvjetima dolazi do poveéanja broja agregiranih proteina kao i razine
mistranslacije u agregatima koja je konzistentno vi$a nego u topljivom proteomu. Ekspresija
disagregaze ClpB povisena je 0ko 5 puta u mistranslatiraju¢im uvjetima (slika 44). Delecijom
clpB u soju ED™ dolazi do pojacane agregacije proteina u uvjetima mistranslacije i dodatnog
poviSenja razine mistranslacije u agregatima $to upucuje na njezin vazan doprinos solubilizaciji
mistranslatiranih proteina [127].

Izoleucinska mistranslacija dovodi do manjih promjena u broju i vrsti interaktora
Saperona DnaK. Medu interaktorima koji su specificno detektirani u uvjetima kanonske
mistranslacije preferentno se nalaze proteini koji sudjeluju u translacijskim procesima u stanici
(AlaS, AspS, FusA, LysS, RplE, RplJ, RpIR, SelB, Sra, TrpS).

Visoka razina mistranslacije na izoleucinskim pozicijama imala je relativno mali utjecaj
na broj ili vrstu interaktora glavnog bakterijskog Saperona DnaK unato¢ njegovoj poviSenoj
ekspresiji. Postoji nekoliko potencijalnih razloga zasto bi to moglo biti tako.

Buduc¢i da je DnaK detektiran u agregatima uslijed mistranslacije [127], njegova glavna
uloga mogla bi biti suradnja sa stani¢nom disagregazom ClpB tijekom solubilizacije agregata
[172]. Prema tome, dio njegovih interaktora mogli bi biti proteinski agregati kojih nema u
topljivoj frakciji. Osim toga, moguce je da mistranslacija destabilizira interaktore DnaK koji
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spadaju u njegove standarne interaktore, tj. medu proteine sklone gubitku nativne strukture. |
konacno, moguce je da se tijekom postupka izolacije interaktora DnaK preferentno izoliraju
zastupljeniji proteini ¢ime se gubi osjetljivost za detekciju nisko zastupljenih proteina koji bi
dodatno doprinosili razlici u interaktorima u kontrolnim i mistranslatiraju¢im uvjetima. Naime
izolirani interaktori DnaK su visoko zastupljeni u proteomu bakterije E. coli (slika 60), u

prosjeku za red veli¢ine vise od prosjec¢no zastupljenog proteina u bakteriji E. coli.
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Slika 60. Distribucija zastupljenosti proteina u proteomu (ljubi¢asto) i medu interaktorima DnaK (roza) u kontrolnim uvjetima
(A) i uvjetima gdje dolazi do mistranslacije Ile — Val (B). Ravnim linijama naznaceni su medijani distribucija. U oba slucaja
izolirani interaktori Saperona DnaK visoko su zastupljeni u proteomu bakterije Escherichia coli $to indicira da se tijekom
postupka izolacije interaktora preferentno izoliraju visoko zastupljeni proteini.

5.4. Mistranslacija aktivira SOS-odgovor

Mistranslacija moze promijeniti bakterijsku morfologiju, primjerice utjeuci na integritet
stani¢éne membrane [21] ili uzrokujuci apoptozu [65]. U ovoj disertaciji pokazano je da bakterija
E. coli koja raste u mistranslatiraju¢im uvjetima do stacionarne faze rasta stvara duge filamente.
Filamentacija je primije¢ena kod nekoliko tipova mistranslacije: Ile — Val, Ille — Nva i Leu
— Nva (slika 61) tako da je moguce da predstavlja generalni odgovor bakterije na
mistranslacijski stres.

Filamentacija je jedan od mehanizama koji bakterijama omogucava prezivljavanje u
razli¢itim uvjetima stresa (gladovanje, snizenje pH, visoki tlak, niska vlaznost, rast pri
minimalnoj temperaturi rasta, visoka razina CO>, antibiotici, oSteCenje DNA i drugo) [173,
174]. U tipi¢nim uvjetima rasta, pojedina vrsta bakterije ima strogo odredene dimenzije zbog
Cega se one i koriste u klasicnom opisu pojedine bakterijske vrste [152]. Filamentacija se

dogada u uvjetima gdje stanica raste, ali se ne dijeli, Sto rezultira nastankom dugih filamenata
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koji nose po nekoliko kopija genetickog materijala [152]. Duzina filamenata u prosjeku dostize
10-50 puta vecu duzinu od normalne bakterije. Svrha inhibicije stani¢ne diobe je sprje¢avanje
nastanka stanica kéeri s oSteCenim genetskim materijalom. Osim toga, filamentacija bakteriji
moze posluziti kao mehanizam obrane. Filamenti bakterije E. coli u epitelnim stanicama
mokra¢nog mjehura pacijenata s urinoinfekcijom otporni su na fagocitozu stanica imunoloskog
sustava (neutrofila). Filamentacija je moguci uzrok rezistencije bakterije Mycobacterium

tuberculosis, uzro¢nika tuberkuloze, na tretman razli¢itim antibioticima.

bez Nva 0,05 mmol/L Nva 0,1 mmol/L Nva

0,2 mmol/L Nva 0,5 mmol/L Nva

Slika 61. Uzgoj soja MG1655 leuS D345A u M9* mediju s razli¢itim koncentracijama norvalina (Nva) do stacionarne faze
rasta. Mutacija D345A onemogucuje hidroliticku aktivnost u domeni za popravak pogreske leucil-tRNA-sintetaze, §to u
kombinaciji s visokim koncentracijama norvalina dovodi do supstitucije leucina norvalinom u proteomu bakterije [11]. Pri
visim koncentracijama norvalina dolazi do filamentacije u stacionarnoj fazi rasta.

Postoji viSe razli¢itih mehanizama koji uzrokuju filamentaciju u bakterijama. Neki od njih su
inhibicija proteina koji sudjeluju u sintezi peptidoglikanskog sloja (Ftsl, FtsW), prekomjerna
ekspresija RodZ (sudjeluje u elongaciji stanica), inaktivacija proteina FtsZ koji omogucéava
formiranje Z-prstena tijekom diobe stanice, inhibicija FtsZ vezanjem proteina SulA kojim se
poti¢e SOS-odgovor stanice [174]. U ovoj disertaciji pokazano je da u stacionarnoj fazi uslijed
mistranslacije dolazi do nastanka filamenata E. coli povezanih s prekomjerno eksprimiranim
proteinom RecA. RecA se veZze na jednolancanu DNA ¢ime se aktivira i stimulira
autoproteolizu LexA, transkripcijskog represora SOS-regulona, sto dovodi do aktivacije SOS-
odgovora [159]. SOS-odgovor uzrokovan nastankom jednolancane DNA Kkoji u

mistranslatiraju¢im uvjetima potencijalno nastaje zbog visoke razine mistranslacije u
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replikacijskoj/transkripcijskoj masineriji. S obzirom da tijekom indukcije SOS-odgovora dolazi
do pojacane ekspresije DNA-polimeraze V (UmuCD) koja je manje vjerna [159], izlozenost
visokoj stopi mistranslacije ima mutageni u¢inak. Tome u prilog ide i ranije istrazivanje u
kojem su Bacher i Schimmel pokazali vezu izmedu mutagenog uc¢inka mistranslacije i SOS-
odgovora [91]. Stanice s inaktiviranim popravkom pogreske poslije prijenosa u 1leRS na
hranjivim plo¢ama s ciprofloksacinom tijekom 2 dana razvile su znacajan broj kolonija
rezistentnih na antibiotik, za razliku od divljeg tipa bakterije [91]. Broj rezistentnih mutanata
znatno se smanjuje ukoliko stanice s inaktiviranim popravkom pogreske poslije prijenosa
ujedno sadrze i protein LexA s mutacijom koja mu onemogucava autoproteolizu, a time i
indukciju SOS-odgovora [91]. Prema tome, moguce je da je u mistranslatiraju¢im uvjetima
konstitutivno induciran SOS-odgovor zbog ¢ega su stanice u takvim uvjetima intrinzi¢no sklone

uvodenju mutacija.
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§ 6.

ZAKLJUCAK

Na temelju provedenih istrazivanja doneseni su sljedeéi zakljucci:

PS7068 (AilvG-E) je auksotrof samo za izoleucin i valin, a ne i za leucin.

Soj bakterije Escherichia coli s deaktiviranom domenom za popravak pogreske IleRS
koji je auksotrof za izoleucin, valin i leucin nije dobar modelni sustav za pracenje
mistranslacije na izoleucinskim pozicijama zbog visoke toksi¢nosti koju izaziva
dodatak norvalina u medij i koja je neovisna o mistranslaciji.

Povisena koncentracija norvalina u mediju smanjuje ekspresiju proteina LivJ i LivK i
tako smanjuje unos aminokiselina s razgranatim bo¢nim ogrankom i norvalina u stanicu.
Norvalin kao strukturno sliéna aminokiselina leucinu najvjerojatnije se kao njegov
analog veze na protein Lrp — globalni transkripcijski faktor u bakteriji E. coli — i na taj
nacin utjece na regulaciju ekspresije brojnih gena.

Mistranslacija na izoleucinskim pozicijama inhibira rast bakterije E. coli i smanjuje
njezinu otpornost na toplinski stres.

Bakterija E. coli unato¢ inhibiciji, uspijeva rasti u uvjetima izoleucinske mistranslacije
do 20 % u proteomu stanice.

Nekanonska mistranslacija toksi¢nija je od kanonske mistranslacije jer vise inhibira rast
stanica u normalnim uvjetima i uvjetima toplinskog stresa te uzrokuje vec¢e promjene u
ekspresiji proteina.

Mistranslacija na izoleucinskim pozicijama uzrokuje povecanu ekspresiju glavnih
Saperonskih sustava u bakteriji E. coli: Hsp70 (DnaK/Dnal/GrpE), Hsp60/10
(GroES/EL) i Hsp90 (HtpG) te disagregaze ClpB. Uz Saperone, povecana je i ekspresija
proteaza HslV/U, Lon i dvije komponente Clp-proteaznog sustava (ClpA i CIpS).
Mistranslacija na izoleucinskim pozicijama smanjuje ekspresiju proteina Kkoji su
ukljuceni u metaboli¢ke procese 1 homeostazu zeljeznih iona.

Pri nizim razinama mistranslacije, mistranslatirani proteini preferentno su interaktori
Saperona DnaK, dok pri vi§im razinama mistranslacije dolazi do zasi¢enja Saperonskog
sustava.

Broj DnaK interaktora ne povecava se znacajno uslijed mistranslacije.
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e Mistranslacija specifi¢no destabilizira proteine koji su ukljuceni u proces translacije.

e Dugotrajnija izlozenost bakterije E. coli mistranslaciji na izoleucinskim pozicijama
povecava ekspresiju proteina RecA — jednog od glavnih regulatora SOS-odgovora, i
RpoS — sigma podjedinice RNA-polimeraze koja potice ekspresiju gena ukljucenih u
odgovor stanice na stres (engl. general stress response).

¢ Indukcija SOS-odgovora uzrokuje filamentaciju stanica koja nije karakteristicna samo
za izoleucinsku, nego i leucinsku mistranslaciju i potencijalno predstavlja generalni
odgovor na mistranslacijski stres.

¢ Indukcija SOS-odgovora upucuje na to da mistranslacija ima mutageni uc¢inak.

e Uslijed izlozenosti divljeg tipa bakterije E. coli rastu u siromasnom mediju S visokom
koncentracijom valina ili norvalina, dolazi do nastanka znacajne razlike u razini
mistranslacije na izoleucinskim pozicijama u eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi rasta,

potencijalno uzrokovane nepovoljnim omjerom valina i izoleucina u mediju.
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Popis aminokiselina kodiranih genetickim kodom i odgovarajué¢ih aminoacil-tRNA-

sintetaza (aaRS):

Kratica o ) ) ) _
aminakiseline Aminokiselina | KraticaaaRS Aminoacil-tRNA-sintetaza
Ala (A) alanin AlaRS alanil-tRNA-sintetaza
Arg (R) arginin ArgRS arginil-tRNA-sintetaza
Asn (N) asparagin AsnRS asparagil-tRNA-sintetaza
Asp (D) aspartat AspRS aspartil-tRNA-sintetaza
Cys (C) cistein CysRS cisteinil-tRNA-sintetaza
GIn (Q) glutamin GInRS glutaminil-tRNA-sintetaza
Glu (E) glutamat GIuRS glutamil-tRNA-sintetaza
Gly (G) glicin GlyRS glicil-tRNA-sintetaza
His (H) histidin HisRS histidinil-tRNA-sintetaza
lle (1) izoleucin IleRS izoleucil-tRNA-sintetaza
Leu (L) leucin LeuRS leucil-tRNA-sintetaza
Lys (K) lizin LysRS lizil-tRNA-sintetaza
Met (M) metionin MetRS metionil-tRNA-sintetaza
Phe (F) fenilalanin PheRS fenilalanil-tRNA-sintetaza
Pro (P) prolin ProRS prolil-tRNA-sintetaza
Ser (S) serin SerRS seril-tRNA-sintetaza
Thr (T) treonin ThrRS treonil-tRNA-sintetaza
Trp (W) triptofan TrpRS triptofanil-tRNA-sintetaza
Tyr (Y) tirozin TyrRS tirozil-tRNA-sintetaza
Val (V) valin ValRS valil-tRNA-sintetaza
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Ostale kratice:

Kratica Pojam
AaRS aminoacil-tRNA-sintetaza
a-Abu a-aminobutanoat
Ak aminokiselina
ALS amiotrofi¢na lateralna skleroza
AMP adenozin monofosfat
ATP adenozin trifosfat
Aze azetidin-2-karboksilna kiselina
BCAA engl. branched chain amino acids,
aminokiseline s razgranatim bo¢nim ogrankom
BMAA B-N-metilamino-L-alanin
CFU engl. colony forming unit, broj zasebnih kolonija
CID engl. collision induced dissociation, disocijacija inducirana
sudarom
CP1 engl. connective peptide 1, spojni peptid 1
DDA engl. data dependent acquisition, analiza ovisna o MS1
spektru
ohl d-hidroksiizoleucin
ohL d-hidroksileucin
DIA engl. data independent acquisition, analiza neovisna 0 MS1
spektru
DML engl. dimethyl-labelling, izotopno obiljezavanje peptida
metilnim skupinama
DNA engl. deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleinska kiselina
EDTA etilendiamintetraoctena kiselina
EF-Tu elongacijski faktor Tu
ESI engl. electrospray ionisation, ionizacija elektrosprejem
ETD engl. electron transfer dissociation, disocijacija inducirana
prijenosom elektrona
FAD flavin adenin dinukleotid
FDR engl. false-discovery rate, udio lazno pozitivnih identifikacija
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FRT

vhl
vhLL
GTP
Hcy
HILIC

Hse
4hP

iTRAQ

LC

LC-MS/MS

LFQ

MBP
MRNA

NAD*
NADP*
Ni-NTA

nLeu
Nva
Orn
PCR

PEP

engl. flippase recognition target, mjesto prepoznavanja
flipaze (Flp)

y-hidroksiizoleucin

y-hidroksileucin

gvanozin trifosfat

homocistein

engl. hydrophilic interaction liquid chromatography,
tekucinska kromatografija hidrofilnih interakcija
homoserin

4-hidroksiprolin

engl. isobaric tags for relative and absolute quantitation,
izobarne oznake za relativnu i apsolutnu kvantifikaciju
engl. liquid chromatography, teku¢inska kromatografija
engl. liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometer, teku¢inska kromatografija spregnuta s
tandemnim spektrometrom masa

engl. label-free quantification, kvantifikacija bez izotopne
oznake

engl. myelin basic protein, mijelinski bazi¢ni protein
engl. messenger ribonucleic acid, glasni¢ka ribonukleinska
Kiselina

nikotinamid adenin dinukleotid

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

engl. nickel-nitrilotriacetic acid, nitriltrioctena kiselina u
kompleksu s Ni%*

norleucin

norvalin

ornitin

engl. polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija
polimerazom

engl. posterior error probability, vjerojatnost pogresne

identifikacije
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pfu
PMSF
PPi
PSM

RNA
RPC

SAX

SCX

SDS

SDS-PAGE

SerHO
SILAC

T™MT
tRNA

engl. plaque-forming unit, titar faga

fenilmetilsulfonil-fluorid

pirofosfat, P,O7*

engl. peptide-spectrum match, par peptida i eksperimentalnog
MS/MS spektra s najboljim poklapanjem

engl. ribonucleid acid, ribonukleinska kiselina,

engl. reverse phase chromatography, kromatografija obrnutih
faza

engl. strong anion exchange chromatography, kromatografija
anionske izmjene

engl. strong cation exchange chromatography, kromatografija
kationske izmjene

engl. sodium dodecyl sulfate, natrijev dodecilsulfat

engl. sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis, elektroforeza na poliakrilamidnom gelu uz
uporabu natrijevog dodecilsulfata

serin hidroksamat

engl. stabile isotope labelling with amino acids in cell
culture, stabilno izotopno oznacavanje s aminokiselinama u
stani¢noj kulturi

engl. tandem mass tag, tandemna masena oznaka

engl. transfer ribonucleic acid, prijenosna ribonukleinska

kiselina
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§ 9. Dodatak XV

§9. DODATAK

Dodatna tablica 1. Ile — Nva mistranslacija uzrokuje diferencijalnu ekspresiju 233 proteina. Tablica prikazuje listu proteina
¢ija je ekspresija povecana ili utiSana. Protein je definiran kao diferencijalno eksprimiran ukoliko zadovoljava dva uvjeta: 1)
razlika izmedu logaritma LFQ intenziteta za dani protein u mistranslatiranom (u M9* mediju s Nva) i kontrolnom (u M9*
mediju) uzorku je signifikantno razli¢ita od nule kako je pokazano t-testom uz primjenu postupka Benjamini-Hochberg (FDR
=5 %) i i) razina ekspresije proteina je dvostruko veca u jednom od spomenuta dva usporedivana uzorka.

Broj diferencijalno
Ime proteina eksprimiranih
proteina

Diferencijalna
ekspresija

AceB, AlsB, Artl, ArtM, BetB, BetT, BioA, BioB, BioD1,
BioF, Cdd, CIpA, ClpB, ClpS, CpxP, CysA, CysH, CysP,
DadA, DadX, DnaJ, DnaK, Eco, FxsA, GevT, GltP, Gnd, GnsB,
GntT, GroL, GroS, GrpE, HisB, HisC, HisD, HisF, HisG, HisH,
Hisl, HisJ, Hmp, HslJ, HslO, HslU, HslV, HtpG, IbpA, IhfA,
IlvB, 1lvG, IlvN, Kbl, LdhA, LipA, Lon, LysU, MetA, MetB,
MetC, MetF, Metl, MetJ, MetK, MetL, MetN, MetQ, MetR, 119
MgtA, MmuM, MmuP, MoaB, MsrB, MutM, NrdD, OmpC,
OmpF, OmpX, OppA, OppB, OppC, OppD, OppF, OsmY,
PanM, PflA, PliG, RaiA, RbsA, RbsB, RbsD, RpsO, Sbhp, SdaA,
SdaC, SlyB, Sra, Tdh, TreC, YbbN, YbdH, YbdL, YbeD, YbfA,
Ybgs, YciN, YcjF, YcjX, YdcH, Ydel, YdhR, YfaY, YfcE,
YiaG, YjbJ, YmgD, YmgG, YghD, ZapB, ZntA

Povisena ekspresija
proteina

Aas, AidB, AlaA, AldA, AppA, AroF, AscG, AstC, AVtA,
BcsG, BirA, Cfa, CirA, CusA, CusB, DapB, Dcm, DcuR, EfeB,
EntA, EntB, EntC, EntE, EntF, Epd, EpmB, EVgA, EvgsS, FecA,
FecR, FepA, FepC, Fes, FhuF, FImC, Fiu, FrIR, GadA, GadB,
GadC, GadE, GatD, GatZ, Ged, GdhA, Ggt, GIf, GIgC, GlgP,
Utisana ekspresija  GlgX, GIsAl, GItB, GItD, HdeB, HdeD, HsdS, IcIR, lIvH, llvI,
proteina KatgE, KefC, LamB, LeuC, LeuD, LivF, LivG, LivJ, LivK,
LysC, Malg, MalM, MalQ, MdtE, MdtF, NrdE, NrdF, PlaP,
PntA, PntB, PotG, Prr, PtrB, PuuC, Puuk, RbbA, RclA, Rfal,
RfbC, RimO, RsmF, RstA, ShiA, Slp, SpeC, StpA, SufB, SufD,
Tag, TopB, TreF, UcpA, UgpC, Ybdz, YbiO, YbiU, YbiX,
YbjX, YcgB, YciW, Ydcl, YdcP, YeiE, YejF, YfdH

114

Marija Pranjié¢ Doktorska disertacija



XVi
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Dodatna tablica 2. Ile — Val mistranslacija uzrokuje diferencijalnu ekspresiju 158 proteina. Tablica prikazuje listu proteina
¢ija je ekspresija povecana i utiSana. Protein je definiran kao diferencijalno eksprimiran ukoliko zadovoljava dva uvjeta: 1)
razlika izmedu logaritma LFQ intenziteta za dani protein u mistranslatiranom (u M9* mediju s Val) i kontrolnom (u M9*
mediju) uzorku je signifikantno razli¢ita od nule kako je pokazano t-testom uz primjenu postupka Benjamini-Hochberg (FDR
=5 %) i ii) razina ekspresije proteina je dvostruko veca u jednom od spomenuta dva usporedivana uzorka.

Diferencijalna
ekspresija

Ime proteina

Broj diferencijalno
eksprimiranih proteina

Povisena ekspresija
proteina

BetB, BetT, BioB, BioD1, ClpA, ClpB, ClpS, CpxP, Crr,
CysA, CysH, CysP, DadA, DedA, Dnal, DnaK, Eco,
FadE, FIdA, FxsA, GItP, GntT, GroL, GroS, GrpE, HiuH,
HslJ, HslO, HslU, HslV, HtpG, 1bpA, IhfA, LdhA, Lon,
MutM, NrdD, OmpX, PflA, ProX, RaiA, RImE, Sbhp,
SodC, Sra, TreC, YbbN, YbeD, YbezZ, YbfA, YciG,
YcjF, YcjX, Ydel, Yeal, YebF, YebG, YedY, YegR,
YfdX, YiaG, YidQ, YjbJ, YjiY, YmgD, YmgG, YqjK,
ZntA

68

UtiSana ekspresija
proteina

AlaA, AldA, AmyA, ArgA, AroF, AscG, Bcsk, Cfa,
CirA, CobT, CsgD, CusA, DosC, EfeB, EntA, EntB,
EntC, EntE, EntF, Epd, EpmB, EvgA, ExoX, FadR,
FepA, FepC, Fes, FhuC, FhuE, FhuF, Fiu, GadA, GadB,
GadC, GadE, GatA, GatD, GatY, Gatz, Ggt, GIf, GlgC,
GlgP, GlgX, GInP, GIsAl, HdeB, HdeD, HexR, IcIR,
LamB, LivJ, Malg, MalM, MalP, MalQ, McrB, MdtE,
MdtF, MetE, MetH, Mrr, NrdE, PIsX, PqgL, Prr, PuuB,
PuuC, PuuE, PuuR, RfaJ, RfbC, RimO, RstA, Slp, ThyA,
TopB, TreF, UraA, WbbJ, YbdZ, YhiX, YbjX, Ycjw,
Ydcl, YeaH, YebV, YeiE, YfdH, YlaC
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Dodatna tablica 3. Interaktori DnaK izolirani nakon 2 h rasta pri 42 °C. Sojevi ED- and ED- dnaK_His su uzgojeni u M9*
mediju bez (kontrola) ili s 1 mmol/L valinom (Val) najprije pri 37 °C, a zatim pri 42 °C 2 h do ODsoo ~ 0,6. Izolirani stani¢ni
ekstrakti iskoriSteni su za izolaciju na Ni-NTA koloni. Eluat stani¢nog ekstrakta ED~ dnaK_His sadrzZi specifi¢ne i nespecificne
interaktore (skr. SI + NI), a eluat stani¢nog ekstrakta ED~ samo nespecifi¢ne interaktore (skr. NI). Peptidi iz uzorka SI+NI
oznale se teskom (-1*CD3), a peptidi iz uzorka NI lakom (-CHz) metilnom skupinom. Razli¢ito izotopno oznaceni uzorci
peptida SI+NI i NI pomijesaju se u masenom omjeru 1:1 i analiziraju LC-MS/MS. Proteini ¢iji je omjer intenziteta u uzorku
NI+SI 4 puta veci nego u NI u dvije od tri replike ili koji su identificirani samo u NI+SI uzorku u 2 od 3 replike odredeni su
kao interaktori DnaK.

Uvjet rasta Interaktori DnaK
AccB, AccD, AceA, Add, AdhE, Adk, AhpC, ArgB, ArgD, ArgF, ArgG, Argl,
Asd, AsnA, AsnB, AtpA, BamC, BioB, Cfa, CIpA, ClpB, ClpP, ClpX, CmoA,
CpxP, Crr, CsrA, CysD, CysK, CysN, Dnal, DnaK, Eno, EntC, Era, ErpA, Ffh,
FimA, FIgM, FrmA, FtsK, FtsY, FtsZ, GadA, GadB, GatB, GlyA, Gnd, GrcA,
GroL, GrpE, GuaB, GyrB, HemL, HisA, HisG, HIdE, HolE, HscA, HslU, HtpG,
IbpA, llvB, InfB, IscR, IscU, KatE, LepA, Lpp, LuxS, MaeB, ManX, MazE, MenF,
MetF, MetH, MetK, MetL, MinC, MinD, MinE, MreB, MukE, MutL, NarL, NarP,
NIpA, NIpD, NrdR, NsrR, NuoB, NuoC, NuoF, OmpA, OmpR, OppF, OsmY,
PdxK, PfIB, Pnp, ProB, Ptsl, PurC, PurR, PurT, PykF, PyrG, Pyrl, QueF, RadA,
RbfA, RecA, RhIB, Rho, RibD, RimO, RodZ, RplF, RplY, RpmE, RpmG, RpoA,
RpoB, RpoS, RpoZ, RpsA, RpsE, SelD, SodC, Spy, TatE, ThiG, ThrA, TolC,
TrpB, TsaD, TufA/TufB, TypA, UspE, UvrY, YbeD, YceD, YceF, YcglL, YchF,
YciH, YebF, YedF, YejL, YgfZ, YhbO, YhhA, YibT, YjjU, YkgO, YnhG, YqiC,
YrfG, ZapA
AccB, AccC, AceA, AceF, Add, AdhE, AhpC, AlaS, ArcA, ArgB, ArgD, ArgG,
Argl, Asd, AsnA, AspS, AtpA, BamC, CarB, CIpA, ClpB, ClpP, ClpX, Cmk,
CmoA, CpxP, Crr, CsgA, CsrA, CysD, CysK, CysN, DinJ, DksA, DnaK, Dps,
EcnB, Eno, Era, Fabl, Ffh, FtsK, FtsY, FtsZ, FusA, GadA, GadB, GalU, GIyA,
GrcA, GroL, GroS, GrpE, GuaB, GyrA, GyrB, HemL, HfIK, HisG, HIdE, Hns,
HolE, Hpt, HscA, HslU, HtpG, HupA, IIvA, 1lvB, llvH, InfB, IscU, KatE, LepA,
LexA, Lon, LpdA, LpoB, LptA, LuxS, LysS, ManX, MenF, MetE, MetF, MetK,
Val MetL, MinC, MinD, MoaC, MreB, MukE, MurC, NarL, NrdA, OmpA, OmpR,
OmpT, OsmY, Pal, PdxK, PfIB, Pgk, Pnp, PpsA, ProB, Ptsl, PurB, PurC, PurL,
PurR, PurT, PutA, PykF, Pyrl, RbfA, RecA, RhIB, Rho, RIpA, RpiA, RplE, RplF,
RplJ, RpIR, RplY, RpmG, RpoA, RpoB, RpoD, RpoS, RpoZ, RpsA, RpsE, SelB,
SelD, SodA, SodC, Spy, Sra, SthA, SucB, SucC, TalA, ThrA, TrpS, TsaD,
TufA/TufB, TypA, Udk, Upp, Usg, UspF, UvrY, WhbK, YahO, YbeD, YbgF,
YbiJ, YceD, Ydel, YdgA, YdgH, YeaG, YebF, YecC, YeeD, YejL, YfcE, YghA,
YhbO, YheO, YhhA, YibT, YihD, Yihl, YjgR, YnhG, YqiC

kontrola
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