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SAZETAK

Sveudiliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matemati¢ki fakultet
Kemijski odsjek Doktorski rad

Dinamika sklapanja aminoacil-tRNA-sintetaznog kompleksa

Ana Crnkovi¢
Zavod za biokemiju, Kemijski odsjek, Prirodoslovno-matematicki fakultet,
Horvatovac 102 A, Zagreb

Vjernost biosinteze proteina oCuvana je toénim aminoaciliranjem specificne transfer-
RNA (tRNA) pripadnom aminokiselinom i dekodiranjem pojedine aminoacilirane
tRNA na ribosomu. Aminoacil-tRNA-sintetaze kataliziraju prvu reakciju te cesto
stupaju u interakcije s drugim stani¢nim proteinima.

U arheji Methanothermobacter thermautotrophicus arginil- i seril-tRNA-sintetaza
(MtArgRS i MtSerRS) stupaju u prolaznu interakciju oblikujué¢i kompleks. Metodom
afinitetnog suprociS$¢avanja i rezonancije povrSinskih plazmona s krnjim oblicima
MtArgRS pokazano je da MtSerRS prepoznaje N-terminalni dio ArgRS, s naglaskom
na clemente zaduzene za prepoznavanje pripadne tRNA. Krnji oblici A89-ArgRS i
ANiot-ArgRS zamjetno oslabljeno vezu i aminoaciliraju pripadnu tRNA. S obzirom na
prisutnost reakcijskih prekursora pokazano je da serilacijski intermedijeri ne utjeu na
stabilnost kompleksa ArgRS:SerRS. Dapace, molekula tRNA®" moze participirati u
formiranju ternarnog kompleksa [SerRS:tRNA>*:ArgRS &ija je stabilnost usporediva s
onom binarnog kompleksa SerRS:ArgRS. Nasuprot tome, interakcija ovih proteina
osjetljiva je na dodatak potpuno modificirane tRNA*?, koja dovodi do disocijacije
proteinskog kompleksa.

Transkripcija MttRNA™" u bakteriji E. coli rezultira nastankom triju karakteristi¢nih
molekulskih vrsta koje se razlikuju s obzirom na stupanj nadodanih posttranskripcijskih
modifikacija. Istrazivana arginil-tRNA-sintetaza aminoacilira takve supstrate s
podjednakom ucinkovitoséu. Zanimljivo, SerRS inhibira arginilaciju losijih supstrata, tj.
manje modificiranih molekula tRNA”". Uklanjanje djelomi¢no modificiranih tRNA iz
procesa translacije pokazuje kako ovaj proteinski kompleks djeluje poput osiguraca ¢ija
je funkcija poboljsanje to¢nosti dekodiranja.

162 stranica, 61 slika, 13 tablica, 163 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski
Rad je pohranjen u Nacionalnoj i sveucili$noj knjiZnici u Zagrebu, ulica Hrvatske
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Kljuéne rijeci: kompleksi aminoacil-tRNA-sintetaza / seril-tRNA-sintetaza / arginil-
tRNA-sintetaza, tocnost translacije, protein-protein interakcije, posttranskripcijske
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Mentori: Dr. sc. lvana Weygand-Durasevi¢, red. prof.
Dr. sc. Ita Grui¢ Sovulj, izv. prof.

Ocjenitelji: Dr. sc. Dubravka Matkovié-Calogovi¢, red. prof.

Dr. sc. Ita Grui¢ Sovulj, izv. prof.

Dr. sc. Gregor Anderluh, red. prof.
Rad prihvacen: 10. rujna 2014.



ABSTRACT

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Chemistry Doctoral Thesis

Dynamics of an aminoacyl-tRNA synthetase complex assembly
Ana Crnkovié
Laboratory for Biochemistry, Department of Chemistry, Faculty of Science, Horvatovac
102 A, Zagreb

The fidelity of protein biosynthesis is preserved by accurate aminoacylation of a specific
transfer RNA (tRNA) with a cognate amino acid and the ribosomal decoding of each
aminoacylated tRNA. Aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS) catalyze the first reaction and
are well known to interact with other cellular proteins. In the archaeon Methanothermo-
bacter thermautotrophicus a complex is formed by the transient gathering of the arginyl-
and seryl-tRNA synthetase (ArgRS and SerRS). Pull down and surface plasmon resonance
experiments with truncated ArgRS variants showed that N-terminal part of ArgRS serves as
the recognition platform for SerRS, with emphasis to the elements involved in tRNA”"
recognition. Shortened variants A89-ArgRS and ANi-ArgRS show decreased ability for
cognate tRNA binding and charging. Regarding the effect that reaction precursors may
have on the stability of ArgRS:SerRS complex it is shown that serylation reaction
precursors exert no influence. Furthermore, tRNAS" is able to participate in ternary
[SerRS:tRNA>T:ArgRS complex formation with the stability comparable to that of the
binary SerRS:ArgRS assembly. In contrast, interaction of these proteins is susceptible to
the addition of fully modified tRNA™" transcript which ultimately leads to dissociation of
the complex. Overexpression of MttRNA”" in E. coli cells results with the production of
three distinct molecular species which differ in the amount of added posttranscriptional
modifications. Arginyl-tRNA synthetase investigated in this work aminoacylates such
substrates with comparable efficacy. Interestingly, SerRS is able to inhibit arginylation of
poorer substrates, i. e. less modified tRNA*"? molecules. Elimination of the partly modified
tRNAs from the translation process shows how this protein complex acts as a safeguarding
switch improving decoding accuracy.

162 pages, 61 figures, 12 tables, 163 references, original in: Croatian
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zajednice 4, and Central Chemical Library in Zagreb, Horvatovac 102A
Key words: aminoacyl-tRNA synthetase complexes / seryl-tRNA synthetase / arginyl-
tRNA synthetase, translational accuracy, protein-protein interactions, posttranscriptional
modifications /tRNA
Supervisors: Dr. sc. lvana Weygand-Durasevi¢, Professor

Dr. sc. Ita Grui¢ Sovulj, Associate Professor
Reviewers: Dr. sc. Dubravka Matkovié¢-Calogovié, Professor

Dr. sc. Ita Grui¢ Sovulj, Associate Professor

Dr. sc. Gregor Anderluh, Professor
Thesis accepted: Septmber 10", 2014



Uvod

Uvod

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) ¢lanovi su familije RNA-vezucih proteina s centralnom
ulogom u procesu translacije. Ovi enzimi kataliziraju nastanak aminoacil-tRNA, molekula
koje predstavljaju aktivirani oblik aminokiseline iskoristiv u biosintezi polipeptidnog lanca
na ribosomu.

U veéini organizama postoji 20 razli¢itih aaRS', od kojih je svaka odgovorna za
aminoacilaciju svoje pripadne tRNA jedinstvenom aminokiselinom?. Ova reakcija odvija se
u 2 koraka. Po vezanju malih supstrata (aminokiseline i adenozin-trifosfata (ATP-a)) te
magnezijevih iona, u prvom koraku nastaje reakcijski intermedijer, aminoacil-adenilat.
Intermedijer ostaje nekovalentno vezan na enzim. U drugom koraku, aminoacilna skupina
prenosi se unutar aktivnog mjesta na jednu od hidroksilnih grupa riboze 3'-terminalnog
nukleotida (adenozina) tRNA ¢ime nastaje aminoacil-tRNA (slika 1.1).

Aminoacilirana tRNA svojim antikodonom prepoznaje nukleotidni triplet mRNA (odn.
kodon) izlozen na ribosomu. Uspostavom ispravnih interakcija izmedu kodona 1
antikodona, ribosomom se pronosi signal o ispravnosti smjestene molekule aa-tRNA te
dolazi do ugradnje donesene aminokiseline. Budué¢i da se u reakciji aminoacilacije
uspostavlja veza izmedu kodona i aminokiseline, neki autori aminoacil-tRNA-sintetaze
nazivaju i (jedinim) stani¢nim cita¢ima genetskog koda. S obzirom na fundamentalnu
vaznost reakcije koju kataliziraju, aaRS se smatraju jednom od najstarijih proteinskih
familija.

AaRS istoimene specifiCnosti najceS¢e pokazuju veliku sli¢nost po pitanju osnovnih

! U eukariota taj broj je neito veéi, buduéi da osim citosolnih varijanti, staniéni odjeljci poput mitohondrija
posjeduju vlastite inacice aaRS. Po pitanju specifi¢nosti, pirolizil-tRNA-sintetazu (zasluznu za aktivaciju
pirolizina, Pyl, prirodne aminokiseline koju koriste metanogene arheje) nalazimo iskljuc¢ivo kod organizama
koji koriste pirolizin kao sastavni dio svojih enzima.

2 Mozda bi bilo to¢nije re¢i da je aaRS odgovorna za nekoliko svojih tRNA, buduéi da zbog degeneriranosti
koda susre¢emo viSe izoakceptora tRNA odgovornih za dekodiranje odredene aminokiseline. Ovdje je zbog
jednostavnosti i preglednosti ostavljeno kao da svaka aaRS odgovara jednoj tRNA.
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elemenata®, neovisno o organizmu iz kojeg potjetu®. No, kako je nemoguée da ée staniéni
(kontekstni) zahtjev biti slican, primjerice, izmedu jednostani¢nog prokariota i kraljesnjaka,
raznolikost se kod aaRS postize dodavanjem zasebnih domena koje poprimaju novu
(nekanonsku) funkciju. Iz tog razloga kazemo da aaRS posjeduju modularnu gradu.

0
R\HLOH + ATP PP,

NH, _ /‘ NH,
e

aminokiselina ———— NN

R
NH, + AMP
(U , S O:/
1 |
O O
aminoacil-tRNA tRNA

Slika 1-1 Reakcija aminoacil-tRNA-sintetaza. U prvom koraku karboksilna skupina aminokiseline
nukleofilno napada a-atom fosfora molekule ATP-a te nastaje meduprodukt, aminoacil-adenilat, te
anorganski pirofosfat kao izlazna skupina. Aminoacil-adenilat ulazi u drugi dio reakcije
aminoaciliranja u kojem Kkisik 2’- ili 3’-hidroksilne skupine riboze krajnjeg adenozina na 3’-kraju
molekule tRNA nukleofilno napada anhidridni ugljikov atom aminoacil-adenilata te nastaje aminoacil-
tRNA i adenozin-monofosfat (AMP).

ProduZzeci smjesteni na N- ili C-kraju proteina, insertirane petlje ili ¢itave domene, najcesce
su posljedica adaptacije sintetaze na specifi¢ni zahtjev organizma te stoga igraju ulogu u
procesima koji mogu, ali 1 ne moraju, nuZno biti vezani za prijenos geneticke informacije.
Stani¢ni proteini rijetko kad djeluju samostalno i vrlo se Cesto medusobno udruzuju.
Takvim udruZivanjem nastaju tzv. “molekulske maSine* ¢ije sklapanje najeSée ima
intrigantne posljedice na stanicnoj 1/ili sistemskoj razini. Interaktom, odn. ukupna mrezZa
proteinskih interakcija unutar stanice, trenutno je jedan od glavnih ciljeva bioloskih
istrazivanja.

Aminoacil-tRNA-sintetaze stupaju u interakcije sa stani¢nim proteinima koji mogu, ali ne

¥ Dakle, s obzirom na ustroj aktivnog mjesta i domene predvidene za vezanje tRNA.
* Postoje naravno izuzeci. Jedan od njih je i seril-tRNA-sintetaza, o kojoj ¢e detaljnije biti govora kasnije.
Takoder, LysRS se prirodno javlja u dva oblika, od kojih jedan pripada razredu I, a drugi razredu II.
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moraju biti direktno ukljuéeni u proces translacije. Funkcionalna pozadina takvih
interakcija Cesto je nepoznata (kao Sto je to u slucaju multisintetaznog kompleksa u visih
eukariota, a koji obuhvaca 9 sintetaznih aktivnosti) i najéesce se pretpostavlja da je takvim
okupljanjem aminoacil-tRNA-sintetaza podupire proces tzv. translacijskog usmjeravanja
(eng. channeling) ¢ime se postize brza i ucinkovitija regeneracija uporabljenog supstrata
(tRNA), kao i stanicna ko-lokalizacija enzimskih komponenata ukljuc¢enih u proces
translacije’.

U drugim sluc¢ajevima, aminoacil-tRNA-sintetaze stupaju u interakcije s proteinima ¢ija je
funkcija nezavisna od translacijskog procesa; tako sintetaze mogu biti dijelom procesa koji
se odnosi na programiranu stani¢nu smrt (apoptozu®)®, proces prekrajanja eukariotskih
mRNA (eng. splicing)®, upalni odgovor stanica® itd. Ove nekanonske i nekatalititke
funkcije aminoacil-tRNA-sintetaza pokazuju kako ti proteini, bez obzira na njihovu
esencijalnu ulogu u prezivljenju samog organizma, djeluju na raznolikim razinama unutar
stanice.

U ovom radu istrazivana je interakcija arginil-tRNA-sintetaza (ArgRS) te seril-tRNA-
sintetaza (SerRS). Seril-tRNA-sintetaze u Zzivom svijetu prisutne su u dva tipa,
bakterijskom (takvu posjeduju sve bakterije, svi eukarioti i dio arheja) te metanogenom
(nalazimo ju samo u maloj skupini metanogenih arheja)®. Ta dva tipa razlikuju se prema
gradi N-terminalne domene zaduZene za vezanje tRNA te prema mehanizmu prepoznavanja
aminokiselinskog supstrata, serina. U ovom radu koriStena SerRS pripada metanogenom
tipu’.

Arginil-tRNA-sintetaza specificna je po tomu §to prvi korak reakcije aminoaciliranja
(aktivaciju aminokiseline) katalizira iskljugivo u prisustvu pripadne tRNA.? Taj enzim po
vezanju tRNA podlijeZze nizu konformacijskih promjena koje dovode do sklapanja
(funkcionalnog) aktivnog mjesta. Tijekom procesa translacije, aminoacilirane molekule
tRNA selektivno se vezu na elongacijski faktor (EF-1a kod eukariota i arheja, EF- Tu kod
bakterija) koji ih odnosi na ribosom. Ciljano usmjeravanje (aminoacil-)tRNA tijekom

® Aminoacil-tRNA-sintetaze mogu biti specifiéno i nespecifiéno ukljuéene u apoptozu. Diadenozin-fosfat,
Ap4A, signalna je molekula koju stvaraju neke aaRS, a koja moze inducirati apoptozu u humanim stanicama
endotela®. Nasuprot tomu, SerRS je direktno involviran u programiranu staniénu smrt kod Ziv&anih stanica i to
kao supstrat kaspaze 3.'%°
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sinteze proteina in vivo olakSava se ko-lokalizacijom komponenata makromolekulaske
masinerije ukljuene u proces translacije. Takvo usmjeravanje supstrata (v. ranije), kao
proces u kojem se intermedijeri nekog puta prenose s jednog enzima na drugi bez mijeSanja
s okolnim medijem nije ograni¢eno na aminoacil-tRNA-sintetaze i ostale sudionike
translacijskih dogadanja; uvrijezeno je misljenje da kod vecine metaboli¢kih putova, in
vivo, postoji usmjereni prijenos supstrata’.

Preduvjet za ovaj proces ukljuuje postojanje nekog oblika strukturne organizacije
komponenata koje sudjeluju u odredenom metabolickom putu (npr. multienzimske
komplekse, multifunkcionalne enzime, smjeStaj enzima na membranama i sl.), a koja
dopusta moguénost katalize naredne reakcije u putu bez disocijacije intermedijera’. U tom
smislu, kompleksi u kojima se udruzuje vise aminoacil-tRNA-sintetaza (multisintetazni
kompleksi) smatra se da pospjesuju ciljani prijenos supstrata (aa-)tRNA in vivo.

Osim ciljanog prijenosa, uzajamno blisko smjestanje komponenata translacijske masinerije
moze osiguravati prisutnost aaRS sa sekundarnom funkcijom u translaciji.

Postojanje multisintetaznih kompleksa zabiljezeno je 1 u prokariotskih i eukariotskih
organizama. U metanogenoj arheji Methanothermobacter thermautothophicus ranije je
uoceno postojanje nekolicine kompleksa u koje su aminoacil-tRNA-sintetaze ukljucene.

Primjerice, ProRS, LysRS i LeuRS stupaju u direktnu interakciju’®*!

, a kompleks moze
dodatno komunicirati s elongacijskim faktorom EF-10™2.

U istom organizmu postoji binarni kompleks nastao udruzivanjem atipi¢ne (metanogenu)
seril-tRNA-sintetaze te ArgRS; taj kompleks predmet je ovog istrazivanja. Arginil-tRNA-
sintetaza je sposobna stimulirati kataliticku u¢inkovitost SerRS, posebice pri pri povecanoj
temperaturi i osmolarnosti‘®. Takoder, ove dvije sintetaze sposobne su stupati u prolazne
interakcije s velikom podjedinicom ribosoma. Upotreba sinonimnih kodona u genomu M.
thermautotrophicus podupire pretpostavku prema kojoj interakcija SerRS i ArgRS sluzi
kolokalizaciji sintetaze 1 deacilirane tRNA koja se, po ugradnji aminokiseline, otpusta s
ribosoma™”.

Cilj ove disertacije je opisati opée topoloske odrednice odgovorne za prepoznavanje

arginil- i seril-tRNA-sintetaze metanogenog tipa iz arheje M. thermautotrophicus te

odrediti funkcionalno znacenje sklapanja takvog kompleksa unutar stanice. Prvi dio cilja
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disertacije izveden je koristenjem skracenih oblika arginil-tRNA-Sintetaze te ispitivanjem
stabilnosti kompleksa s proteinskim partnerom SerRS. Stabilnost je utvrdena koriStenjem
metoda in vitro, preciznije rezonancijom povrSinskih plazmona (SPR, prema eng. surface
plasmon resonance) te metodom afinitetnog suproci$¢avanja proteina (eng. pull down).
Sposobnost proizvedenih krnjih oblika ArgRS u vezanju pripadne tRNA™ takoder je
Ispitana te su na osnovu modeliranih struktura korelirane topoloske odrednice arginil-
tRNA-sintetaze zasluzne za prepoznavanje pripadne tRNA te proteinskog partnera SerRS.

Dinamika sklapanja kompleksa ispitana je u prisustvu pripadnih supstrata istrazivanih
sintetaza. Nadalje je ispitana osjetljivost arginil-tRNA-sintetaze prilikom prepoznavanja
pripadne tRNA™Y s razli¢itom koli¢inom posttranskripcijskih modifikacija, u prisutnosti i
bez proteinskog partnera SerRS (odredivanje kinetickih parametara metodom
aminoacilacijskog testa). Koli¢ina uvedenih posttranskripcijskih modifikacija kod testiranih
populacija tRNA™" procijenjena je spektrometrijom masa. Budu¢i da pojedine modifikacije
(posebno one u neposrednom susjedstvu antikodona) osiguravaju ispravno Citanje
antikodonskog tripleta®, utjecaj SerRS na arginilaciju hipomodificiranih vrsta tRNA”™
potencijalno razotkriva mehanizam kojim interakcija istrazivanih sintetaza djeluje poput
dodatnog osiguraca unutar translacijskih dogadanja, a Cija je uloga osigurati to¢nost

ribosomske biosinteze proteina.

® Uglavnom regulirajuéi lokalnu konformaciju antikodonske omée tRNA.
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2 Literaturni pregled

2.1 Op¢i pregled translacije

Proteini, polimeri sainjeni od niza aminokiselina povezanih peptidnom vezom u stanici
nastaju u procesu translacije. Navedeni proces dijelom je opseznih dogadanja koje sveukupno
nazivamo prijenosom geneticke informacije. Biosinteza proteina se ugrubo moze podijeliti u
dva zasebna koraka: kovalentno vezanje pripadne aminokiseline na molekulu tRNA i procese
koji obuhvacéaju dogadanja vezana uz ribosome. Prvi korak, reakcija aminoacilacije u kojoj
nastaje aminoacil-tRNA, kataliziran je od strane aminoacil-tRNA-sintetaza (aaRS). Tako
aktivirana aminokiselina (Sto ¢e re¢i vezana na tRNA) doprema se na ribosom u kompleksu s
elongacijskim faktorom (EF-Tu u bakterija, EF-1a kod arheja i eukariota) gdje se na temelju
ispravnog sparivanja baza kodona mRNA i antikodona tRNA donesena aminokiselina
ugraduje u rastu¢i polipeptidni lanac. Opceniti prikaz translacijskih dogadaja dan je na slici
2.1.

amnoacilirana

slobodne
stanicne
aminokiseline i
molekule tRNA

rastuci polipeptidni
lanac

<
kompleks aa- oy TP
tRNAEF-Tu R
dolazi na B
translatirajuéi
ribosom
snabdijevajuéi ga E B A
specificrim ) kompleks
molekulama aa- aa-tRNA:EF-Tu
tRNA

Slika 2-1. Shema translacijskih dogadaja. Reakcija aminoaciliranja, kao i prijenos na elongacijski faktor
odvija se unutar citosola (zeleno); biosinteza proteina na ribosomu prikazana tijekom elongacijskog
Ciklusa (ruZicasto).

Za pocetak biosintetskog procesa na ribosomu kljucan je nastanak inicijacijskog kompleksa.
Isti obuhvaca inicijacijsku tRNA (tRNA;), mRNA i cjeloviti ribosom, a njihovo udruzivanje

olaksano je uskladenim djelovanjem inicijacijskih faktora. Sklapanjem funkcionalnog
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inicijacijskog kompleksa uspostavlja se to¢an okvir Citanja te se nukleotidni tripleti mRNA
mogu ispravno prevoditi u odgovarajuci slijed aminokiselina. Slijedno formiranje peptidnih
veza izmedu aktiviranih aminokiselina donesenih na ribosom u vidu aa-tRNA naziva se joS i
elongacijskom fazom biosinteze proteina na ribosomu. Elongacijski faktor Tu (EF-Tu) koji
doprema molekule aa-tRNA aktivira se vezanjem GTP-a. Po ispostavi aa-tRNA u prazno
mjesto na ribosomu (mjesto A) ispravnost sparivanja vezane molekule aa-tRNA i prisutnog
kodona mRNA uzrokuje konformacijsku promjenu unutar EF-Tu zbog ¢ega dolazi do
hidrolize vezanog GTP-a na GDP i anorganski fosfat. Hidroliza, odnosno, sada vezana
molekula GDP-a uzrokuje dodatne promjene u tercijarnoj strukturi EF-Tu koji disocira s
ribosoma ostavaljajuéi isporuc¢enu aa-tRNA vezanu u A-mjestu ribosoma.

Spomenuta ispravnost sparivanja vezane molekule aa-tRNA i prisutnog kodona mRNA
odnosi se na moguénost nastanka vodikovih veza izmedu kodona (mRNA) i antikodona (aa-
tRNA). Formiranjem tih veza konformacija kodona i antikodona se mijenja zbog cega
odredene (i univerzalno o¢uvane) baze 16S rRNA mogu s njima stupiti u interakciju.? Na ovaj
nain se informacija o prisutnom i ispravnom dupleksu mRNA:aa-tRNA prenosi kroz
ribosom. Odredena konformacija ¢itavog ribosoma stabilizira se opisanom interakcijom $to
predstavlja mehanizam (ribosoma) za detekciju vezanja ispravne aa-tRNA prije negoli je
nastala nova peptidna veza'>*.

Sada kada je ispravna aa-tRNA vezana unutar A-mjesta ribosoma, izmedu nje i peptidil-tRNA
peptidna veza se stvara brzo. Kao rezultat te reakcije u P-mjestu ribosoma ostaje deacilirana
tRNA dok je peptidil-tRNA s nadodanom aminokiselinom smjeStena U A-mjestu.
Elongacijski faktor EF-G potpomaze nuzno premjestanje peptidil-tRNA u P-mjestu, zajedno s
vezanom mMRNA. Time naredni kodon dolazi u (opet) slobodno A-mjestu i “¢eka” dolazak
nove, odgovaraju¢e molekule aa-tR NA.

Transpeptidacija (odn. nastanak peptidne veze) uklju¢uje nukleofilni napad dusika primarne
amino skupine aminokiseline smjestene u A-mjestu na karbonilni C-atom aminokiseline
vezane esterskom vezom za tRNA u P-mjestu. Reakcija je olak$ana geometrijom aktivnog

mjesta ribosoma koje je ¢itavo izgradeno od molekule 23S rRNA.® Elongacijski faktor EF-G,

# Evolucijski o¢uvane baze ribosomske 16S RNA “osje¢aju” konformaciju malog utora na kratkom dvolanéanom
segmentu $to ga oblikuju parovi baza kodona i antikodona.

Opisani proces elongacije o¢uvan je u sve tri domene zivota. Gore koriStena imena elongacijskih faktora
odgovaraju bakterijskoj domeni; njihove funkcije u eukariotskim i arhejskim organizmima pripadaju faktorima
EF-1a (homolog EF-Tu), EF-1By (homolog EF-Ts) te EF2 (homolog EF-G).
¢ Kao dio reakcijskog puta, proton se oduzima od napadajuée amino-skupine. Isti se potom donira hidroksilnoj
skupini tRNA unutar P-mjesta tijekom cijepanja esterske veze. S obzirom na nedavna strukturna istrazivanja
zakljuceno je da oCuvani adenin u aktivnom mjestu (za kojeg se dugo vremena smatralo kako posreduje u ovom
prijenosu H") sluzi samo za ispravno pozicioniranje supstrata. Umijesto toga, prijenos protona se pripisuje



Literaturni pregled

sli¢no kao EF-Tu, treba vezanu molekulu GTP-a za svoje djelovanje. Strukturna istrazivanja I
dinamicke simulacije upucuju na to da EF-G (u kompleksu s GTP) po vezanju blizini
ribosomskog A-mjesta uzrokuje gibanje male podjedinice ribosoma u odnosu na veliku.
Gibanje se ponekad usporeduje s gibanjem zupcéanika. Na opisani nac¢in EF-G stimulira
premjestanje peptidil-tRNA iz A- ponovo u P-mjesto *'.

Zavr$ni dio sinteze proteina desava se uz pomo¢ faktora otpustanja (RF, prema eng. release
factors). Tri moguca kodona sluze za signalizaciju zavrSetka polipeptidnog lanca te njih vezu
faktori otpustanja, a ne molekule tRNA. Jednom kad se faktor otpustanja (RF-1 ili RF-2) veze
unutar A-mjesta, ribosomska peptidil-transferaza katalizira prijenos peptidilne skupine na
molekulu vode (tj. hidrolizira se veza izmedu dovrSenog polipeptidnog lanca i1 posljednje
molekule tRNA). Originalno spomenute faktore RF-1 i RF-2 na ribosom dovodi treé¢i faktor
otpustanja RF-3. On je, kao prethodno EF-Tu i EF-G, GTP-aza. Za dovodenje RF-1 i RF-2 na
ribosom nuzno mora posjedovati vezani GTP. Hidroliza ovog GTP-a dovodi do
konformacijske promjene u RF-3, a koja, pak rezultira disocijacijom svih spomenutih faktora
otpustanja.

Naposljetku, otpustanje deacilirane tRNA iz P-mijesta, disocijaciju ribosoma s mRNA te
odvajanje dviju ribosomskih podjedinica potpomazu ribosomski faktor za ponovnu upotrebu
RRF (prema eng. ribosomal recycling factor), kompleks EF-G:GTP te inicijacijski faktor IF-
3.

2.2 Transfer RNA

Molekule transfer RNA (tRNA) sacinjavaju strukturno homogenu familiju molekula. S
izuzetkom nekih posebnih mitohondrijskih molekula tRNA, u sekundarnoj strukturi molekula
tRNA mogu se uociti 4 peteljke i 3 omce (slika 2.2). Takav karakteristi¢an izgled molekule
tRNA naziva se strukturom djeteline te se na njoj mogu zapaziti 2 glavne domene: jednu ¢ine
akceptorska peteljka i TyC miniheliks, a drugu antikodonska petlja. Konformacija
antikodonske petlje s karakteristicnim U-okretom, ocuvana je u svih elongacijskih tRNA i tek
je blago modificirana u bakterijske inicijacijske tRNA. Na temelju veli¢ine varijabilne ruke,
molekule tRNA se ponekad svrstavaju u razrede 1 (tRNA s kratkom varijabilnom rukom od 4
ili 5 nukleotida) i 2 (tRNA s dugom varijabilnom rukom, duljine 13 do 21 nukleotida).
Razredu 2 pripadaju tRNA" i tRNA", a neke tRNA mogu pripadati razli¢itim razredima

susjednoj 2’-OH-skupini riboze peptidil-tRNA smjestenoj u P-mjestu, zajedno s OH-skupinama riboza
katalitickih nukleotida rRNA. U procesu sudjeluju i molekule vode koje sveukupno dovrsavaju mrezu vodikovih
veza unutar aktivnog mjesta ribosoma’
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zavisno o organizmu (npr. tRNA™" iz E. coli pripada razredu 2, a kvas¢eva tRNA™" razredu
1). Strukturno neobi¢ne tRNA nalazimo u mitohondrijima: moze im nedostajati D- ili T-om¢a
i najcesce su supstrat samo za pripadajuce, mitohondrijske sintetaze.

Tercijarna struktura tRNA posjeduje oblik slova “L”, ¢ije krakove oblikuju dva segmenta s
konformacijom uzvojnice kakva odgovara A-DNA. Kraj jednog segmenta oblikuju uzvojnice
T-peteljke i akceptorske peteljke, dok se na kraju drugog nalazi antikodonska om¢a. T- i D-
omc¢e nalaze se na suprotnim krajevima navedenih segmenata te stabiliziraju ukupnu
tercijarnu strukturu tRNA na mjestu pregiba stupanjem u interakciju preko tripleta baza (slika
2.2).

akceptorska
peteljka

antikodonska
omca

Slika 2-2 Struktura molekule tRNA. Kljué¢ni elementi su naznaceni.

2.3 Aminoacil-tRNA-sintetaze

2.3.1 Opce znacajke i podjela na razrede

Aminoacil-tRNA-sintetaze kataliziraju nastanak kovalentne veze izmedu 3’-OH-skupine
terminalnog  adenozina  specificne molekule tRNA  odgovaraju¢om,  pripadnom
aminokiselinom. Reakcija aminoacilacije odvija se u dva koraka (v. Uvod). U prvom koraku
karboksilna skupina aminokiseline nukleofilno napada a-atom fosfora molekule ATP-a te
nastaje stabilni meduprodukt, aminoacil-adenilat, te anorganski pirofosfat kao izlazna
skupina. Aminoacil-adenilat ulazi u drugi dio reakcije aminoaciliranja u kojem kisik 2’- ili 3°-
hidroksilne skupine riboze krajnjeg adenozina na 3’-kraju molekule tRNA nukleofilno napada
anhidridni ugljikov atom aminoacil-adenilata te nastaje aminoacil-tRNA i adenozin-
monofosfat (AMP).
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Za svaku od dvadeset aminokiselina postoji specifi¢na aaRS koja katalizira njen prijenos na
pripadnu tRNA. S obzirom na strukturne, ali i kineticke znacajke, aminoacil-tRNA-sintetaze
dijele se u dva zasebna razreda™®?°. Razredu | pripadaju sintetaze odgovorne za aktivaciju
aminokiselina Met, Val, lle, Leu, Cys, Glu, GIn, Lys, Arg, Trp i Tyr, a razredu Il za Ala, His,
Pro, Thr, Ser, Gly, Phe, Asp, Asn, i Lys. Tipi¢no pojedina aaRS pripada jednom od dva
moguca razreda, no LYySRS dolazi u 2 oblika; jedan je karakteristiCan za eukariote i pojedine
bakterijske organizme (LysRS razreda Il), a drugi za arheje te preostale bakterijske vrste

(LysRS razreda I; v. 2%

). Prema filogenetskom polozaju, aaRS se dalje grupiraju unutar
podrazreda a koji mogu sadrzavati samo jedan ¢lan (npr. ArgRS je jedini ¢lan podrazreda ID)
ili vise njih (najbrojniji je podrazred IIC s 5 ¢lanova, PheRS, GIyRS, AlaRS, SepRS, i
PyIRS)%.

Strukturne odlike zajedni¢ke sintetazama pojedinog razreda odnose se na gradu kataliticke
domene. Tako aminoacil-tRNA-sintetaze razreda | posjeduju Kkarakteristicni Rossmannov
nabor (engl. fold) s motivima HIGH (His-lle-Gly-His) i KMSKS odgovornima za vezanje
ATP-a (Lys-Met-Ser-Lys-Ser) 20 Ova domena gradena je od peterolancane paralelne B-ploce
povezane a-zavojnicama. U svih aaRS razreda |, domena s Rossmannovim naborom
razdvojena je aminokiselinskim segmentom CP1 (prema eng. connective peptide 1),
odgovornim za vezanje 3’-kraja tRNA kod monomernih enzima ovog razreda (tj. ValRS,
lleRS, LeuRS, GIuRS, GInRS, LysRS, ArgRS). Kod dimernih enzima TyrRS te TrpRS, CP1
oblikuje dimerno sucelje, a kod aaRS odgovornih za nabijanje nepolarnih aminokiselina Ile,
Val i Leu (dakle, kod 1leRS, ValRS iLeuRS) ovaj segment sadrzi dodatno kataliticko mjesto
(odgovorno za popravak pogreske, v. kasnije).

Kataliticka domena aaRS razreda II posjeduje pak mijeSanu o/f organizaciju u kojoj je
sredisnji dio izgraden od antiparalelnih PB-lanaca okruzenih o-uzvojnicama. Kao i kod
sintetaza razreda I, ova domena sluzi za vezanje aminokiseline, ATP-a i 3’-kraja tRNA te
njihovo ispravno smjestanje potrebno za katalizu. Takoder, tri kratka degenerirana motiva
javljaju se u sintetaza razreda Il, pri ¢emu dva sudjeluju u oblikovanju aktivnog mjesta
(motivi 2 i 3), dok preostali motiv (motiv 1) formira dio dimerizacijskog sucelja (aaRS
razreda Il najcesc¢e su homodimerni proteini; izuzeci su PheRS, GIyRS, AlaRS i SepRS).
Motiv 1 oblikovan je kao dugacka a-zavojnica za kojom slijedi kra¢i lanac s univerzalno
oc¢uvanim prolinom. Motivi 2 1 3 smjeSteni su unutar aktivhog mjesta kao dio spomenutih
antiparalelnin B-niti povezanih fleksibilnom omcom, odnosno, unutar supstrukture koja
obuhvaca i zavojnicu i nit. Motiv 3 veze ATP, dok je motiv 2 kljucan za koordinirano vezanje

i smjestaj malih liganada (ATP, aminokiselina) te 3'-kraja pripadne tRNA.

10
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Slika 2-3. Usporedba grade aktivnog mjesta kod sintetaza razreda I i Il na primjeru ternarnih kompleksa
GINRS:tRNA®™:GIu-AMP iz E. coli (lijevo, PDB ID 1QTQ) te AspRS:tRNA”P:Asp-AMP iz T.
thermophilus (desno, PDB ID 1CO0A). Adenilatni intermedijer obojen je wuZicasto, 3’-kraj tRNA
narancasto, a adenozin76 Zuto. Istaknuti su poloZaji i interakcije s ofuvanim aminokiselinama (dane
jednoslovnim skra¢enicama) karakteristicnima za pojedini razred. Crtkanom plavom linijom prikazane
su vodikove veze. Crvena isprekidana linija prikazuje modeliranu poziciju za napad 2’-OH-skupine na
karbonilni ugljik intermedijera GIn-AMP, odn. 3’-OH-skupine karbonilnog ugljika mijeSanog anhidrida
Asp-AMP. Preuzeto iz %,

Relativna molekulska masa molekula tRNA iznosi prosje¢no 25 000. Za usporedbu, relativna
molekulska masa aaRS kre¢e se od 6 000 (minimalne aaRS ili “urzimi” duge tipi¢no 60 do
130 ak®®)® do preko 120 000. Dakle, pogotovo kod manjih enzima, vezana tRNA moZe zauzeti
veliki dio enzimske povrsine. Prepoznavanje tako velikog supstrata vrsi se koriStenjem tzv.
elemenata identiteta. Elementi identiteta zapravo su to¢no odredene nukleotidne baze
smjestene na to¢no odredenim polozajima specificne tRNA. Aminoacil-tRNA-sintetaza
specifiéno prepoznaje takve nukleotidne determinante stupanjem u direktnu vezu s tim
elementima (tj. stvaranjem vodikovih veza, hidrofobnih interakcija, van der Waalsovih i
elektrostatskih interakcija). Raspored interakcija na sucelju sintetaze i tRNA stoga tipi¢no
ukljucuje van der Waalsove i hidrofobne interakcije koje ostvaruju izlozeni aromatski i/ili
alifatski bo¢ni ogranci ukljuceni, dok pozitivno nabijeni ostaci stupaju u interakciju s se¢erno-
fosfatnom okosnicom. Polarni bo¢ni ogranci mogu pak biti ukljuceni u direktne ili vodom
posredovane interakcije s tRNA (eng. indirect readout).

Vezanje najces¢e dovodi do vise ili manje suptilnih promjena 1 u enzimu i u molekuli tRNA.
Ponekad su takve promjene presudne za katalizu pa kazemo da molekula tRNA djeluje poput
kofaktora. To je sluc¢aj kod sintetaza GluRS, GInRS i ArgRS koje sklapaju djelatno aktivno
mjesto tek po vezanju pripadne tRNA ¢ime s formira funkcionalan ribonukleoproteinski
kompleks. Nacin “aktivacije” aaRS zavisnih od tRNA bit ¢e kasnije detaljno objasnjen na
primjeru ArgRS (v. poglavlje 2.4.4).

Monomerne aaRS razreda I vezu molekulu tRNA uzduz velikog dijela vlastite povrsine,

obuhvacajuci tako tRNA od antikodonske ruke sve do 3’-kraja. U slobodnom obliku njihove

® Termin urzim dolazi od germanskog prefiksa “ur” $to zna¢i primitivan ili izvoran, te zavrSetka rije¢i enzim.
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tRNA cesto posjeduju uneredene lokalne regije koje se stabiliziraju vezanjem na pripadnu
sintetazu (to se posebice odnosi na 3’-kraj i antikodonsku omcu). Unutar Rossmannovog
nabora ostvaruje se vezanje akceptorske peteljke tRNA sa strane malog utora te CCA-kraj
molekule tRNA zauzima strukturu ukosnice koja se tada moze vezati unutar aktivhog mjesta.
Iznimku ovakvom nacinu vezanja kod razreda I predstavljaju dimerne TyrRS i TrpRS kod
kojih Rossmannov nabor svake podjedinice veze akceptorsku peteljku tRNA sa strane velikog
utora (Sto je, kako je spomenuto ranije, svojstvo razreda II). Molekule tRNA vezu se u
stehiometriji 1:1, Sto ¢e re¢i da svaka podjedinica TyrRS, odn. TrpRS, veze po jednu
molekulu tRNA. Svaka tRNA veze se uzduz pripadne podjedinice, slicno kao kod aaRS
razreda I1.%

Dio sintetaza razreda Il (podrazredi I1A i 11B) posjeduju specifi¢cnu domenu predodredenu za
vezanje/prepoznavanje antikodona. Topoloski smjeStaj ove domene naprama Kkataliti¢koj
domeni zajednicki je kod ove skupine aaRS, iako na razini primarne strukture aminokiseline
ove domene mogu zauzeti bitno razli¢iti polozaj. Kod podrazreda IlIb ta domena smjestena je
blize N-kraju enzima te oblikuje B-ba¢vu (prema tipu ta B-bac¢va pripada tzv. OB-naboru, OB
prema eng. oligonucleotide binding). Kod aaRS podrazreda Ila domena predodredena za
vezanje antikodona smjeStena je prema C-kraju te se sastoji od peterolanane B-ploce
okruzene zavojnicama. Jedini enzim kojemu nedostaje ovakva domena jest SerRS, no o
nacinu vezanja tRNA u serinskom sustavu opsSirnije ¢e biti raspravljano kasnije u tekstu (v.
poglavlje 2.15). Sintetaze podrazreda Ilc pripadaju najveéim i strukturno najslozenijim aaRS.
S ostalim aaRS istog razreda dijele gradu kataliticke domene (zajedno s karakteristi¢nim
motivima), no po sadrzaju dodatnih (poli)peptidnih modula predstavljaju najraznolikiju

skupinu.

® Mozda bi trebalo spomenuti slutaj dimernih CysRS i MetRS. Dimerne MetRS vezu dvije tRNAM®
antikooperativno. Za dimerizaciju takvih MetRS odgovorna je C-terminalna domena nadodana na srz enzima'®!
Za eukariotsku CysRS jos uvijek nije poznato veze li jednu ili dvije molekule tRNA. U dimernih familija MetRS
i CysRS, enzim je uvijek blisko homologan osnovnoj strukturi videnoj kod monomernih proteina, od kojih svaka
pokazuje nacin vezanja tRNA karakteristiCan za razred 1.
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Slika 2-4. Kompleksi GINRS:tRNA®" (lijevo, PDB ID 1QTQ) i AspRS:tRNA*® (desno, 1C0A). Vidljivo je
prilaZenje akceptorskoj peteljci tRNA sa strane malog utora (GInRS), odn. prilaZenje sa strane velikog
utora (AspRS). Prilagodeno prema %.

2.3.2 Popravak pogreske

Za razliku od prepoznavanja tRNA (Ciju pripadnost aaRS identificiraju uz pomoc
aminokiselina na povrsini veceg dijela svog polipeptidnog lanca), prepoznavanje individualne
aminokiseline deSava se uz pomo¢ za to predvidenih aminokiselinskih ostataka aktivnog
mjesta. U slucaju prijenosa aminokiselina koje posjeduju stericki i kemijski sli¢an par (npr.
Ser i Thr, lle i Val) postoji mogucnost nabijanja tRNA pogresnom aminokiselinom. Popravak
aktivacije pogreSne aminokiseline (eng. editing) moze se odvijati ciljanom hidrolizom
pogre$nog aminoacil-adenilata (popravak prije prijenosa) ili hidrolizom pogresne aminoacil-
tRNA (popravak nakon prijenosa).

Deset aaRS sposobno je vrsiti popravak pogreske; MetRS, LeuRS, IleRS, ValRS, SerRS,
ProRS, ThrRS, PheRS, AlaRS te LysRS razreda Il. Svih 10 sposobno je sintetizirati
aminoacil-adenilat u odsustvu tRNA te sve pogresno aktiviraju jednu ili viSe nepripadnih
aminokiselina. Smatra se da je popravak pogreske prisutan kada se aktivacija pogresne
aminokiseline deSava s katalitickom efikasnoS¢u tisu¢u puta loSijom nego pri aktivaciji
pripadne aminokiseline. Dakle, omjer kc/Km za nepripadnu aminokiselinu moze biti
maksimalno 3 reda veli¢ine nizi u odnosu na omjer istih veli¢ina dobivenih za pripadnu
aminokiselinu®’.

Sintetaza moze direktno hidrolizirati nepripadni aminoacil-AMP te ta reakcija moze i ne mora
zavisiti od prisustva tRNA. Druga moguénost ukljucuje selektivno otpustanje krivo aktivirane

aminokiseline (tj. aa-AMP) u otopinu gdje se, pak, nestabilna anhidridna veza ovog spoja
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moze hidrolizirati neenzimatski. Hidroliza nepripadnog aminoacil-AMP-a (popravak prije
prijenosa) desava se unutar sintetskog, acilacijskog mjesta, tj. istog mjesta unutar kojeg se
desava njegov nastanak i slijedni prijenos na 3’-OH skupinu pripadne tRNA. S druge strane,
popravak nakon prijenosa nepripadne aminokiseline na pripadnu tRNA deSava se unutar
dodatnog (hidrolitickog) kataliticCkog mjesta. Od spomenutin 10 aaRS, 7 ih posjeduje
prostorno odvojenu domenu kojoj je povjerena hidroliza misacilirane tRNA. One kojima
takva domena nedostaje (SerRS, MetRS i LysRS razreda II) kataliziraju isklju¢ivo hidrolizu
pogres$no nastalog aa-AMP, a ne pogre$nog produkta aa-tRNA. Da bi 3’-kraj tRNA (zajedno s
vezanom, pogreSnom aminokiselinom) dosegao drugo kataliticko mjesto ono najprije disocira
iz sintetskog aktivnog mjesta, po c¢emu dcitavi kompleks aaRS:aa-tRNA prolazi kroz
konformacijsku promjenu®. Citav proces naziva se translokacijom te zavr$ava smjestanjem
esterske veze nepripadne aminoacil-tRNA unutar hidrolitickog aktivnog mjesta. Po hidrolizi,
nenabijena tRNA 1 slobodna aminokiselina disociraju s enzima. U pojedinim slu¢ajevima
pogresno aminoacilirana tRNA otpusta se u otopinu gdje se potom pogresno stvorena esterska
veza hidrolizira po ponovnom vezanju na aaRs ili uz pomo¢ nezavisnog proteina. Potonji su
zapravo samostoje¢e domene odgovorne za popravak pogresno nabijenih molekula tRNA te
kazemo da se aa-tRNA uz njihovu pomo¢ popravlja in trans. Svi opisani mehanizmi od
izuzetne su vaznosti za dobrobit Citavog organizma. Naime, ukoliko se oni ne bi deSavali,
misacilirana tRNA bila bi dostupna za vezanje elongacijskom faktoru te bi kao posljedica,

nastajali stani¢ni proteini pogresnog (dakle, nezeljenog) slijeda aminokiselina.

# nepripadna aminokiselina ovdje je oznagena kao aa’ kako bi ju se razlikovalo prema pripadnoj (aa).
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Slika 2-5 Shema popravka pogreske kod aaRS. Popravak pogreske prije prijenosa (tRNA-neovisni lijevo, a
tRNA-ovisni desno) dan je unutar ljubi¢astog okvira. Popravak nakon prijenosa dan je unutar tirkiznog okvira.
Prisustvo tRNA apostrofirano je slikom, a to¢an sastav kompleksa dan je u podnozju sliice.

2.3.3 Nediskriminirajuée aminoacil-tRNA-sintetaze

No, u odredenih organizama ne postoji potpuni set svih dvadeset aminoacil-tRNA-sintetaza.
Stoga, kako bi nastala molekula aminoacil-tRNA za koju ne postoji specificna aaRS§,
aminoacilacija takvih tRNA nuzno se mora odvijati radom postoje¢e aaRS smanjene
specificnosti. Opceniti scenario pritom je sljedeci: nediskriminiraju¢a (tj. aaRS smanjene
specifi¢nosti) prepoznaje (pored vlastite, pripadne tRNA) tRNA za koju odgovarajuc¢a aaRS
ne postoji. Aminoacilira ju aminokiselinom za koju je originalno odgovorna te po reakciji
nastaje misacilirana tRNA. Po otpuStanju takvog produkta, dodatni stani¢ni enzim (specifi¢na
amidotransferaza) modificira aminokiselinski dio takve (pogresno acilirane) aa-tRNA,
oblikuju¢i zavr$ni produkt: ispravno aminoaciliranu tRNA. Postoje dva tipa spomenutih
amidotransferaza: heterotrimerna amidotransferaza GatCAB koju sadrze bakterije, arheje i
eukariotski organeli te heterodimerna GatDE koja je pak prisutna iskljué¢ivo u arhejskom

kraljevstvu.
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Slika 2-6 Moguéi putevi za nastanak Glu-tRNA®" i GIn-tRNA®". Nediskriminirajuéa (ND-GIURS)
glutamilira i tRNA®" i tRNA®". Istovremeno, GIuRS2 specifi¢no esterificira tRNA®" glutamatom.
Nastala Glu-tRNA®"se pretvara u GIn-tRNA®"u reakciji glutamat-amidotransferaze (Glu-AdT).
Preuzeto uz adaptaciju iz *®

Primjerice, GInRS nedostaje u arheja i ve¢ine bakterija. Njena uloga nadomijesta se radom
nediskriminiraju¢e GluRS (ND-GIURS) pa ti organizmi rabe isklju¢ivo indirektni put za
nastanak GIn-tRNA®" (slika 2.6). Zapravo, samo 18 (od ukupno 22) vrsta aa-tRNA nastaju
direktnim nabijanjem aminokiseline na pripadnu tRNA, tj. u jednom koraku, radom pripadne
(diskriminiraju¢e) aaRS. Nasuprot tomu, pripadni parovi aminokiselina-tRNA odgovorni za
ugradnju asparagina, glutamina i selenocisteina oblikuju se procesom od 2 (ranije opisana)
koraka (slika 2.6). Takvo formiranje moze biti sistemati¢no (tj. posvudasnje; takav je slucaj
Sec) ili alternativno (odn. rezervirano za odredene organizme; takav je slucaj Asn, GIn i Cys
29'30).

Kao $to je reCeno, unutar alternativnog puta, odgovarajuca aa-tRNA nastaje konverzijom
esterificirane nepripadne aminokiseline®™. Ovaj put otvara pitanje kako misacilirani
intermedijer (aa-tRNA) putuje od ND-aaRS do enzima odgovornog za modificiranje
nepripadne aminokiseline misaciliranog intermedijera. Naizgled djeluje kako je unutar
procesa nuzno sprijeciti upotrebu misacilirane aa-tRNA u daljnjim koracima translacije, no
ovakve misacilirane vrste ne predstavljaju prijetnju translacijskoj vjernosti, buduc¢i da ih EF-
Tu udinkovito odbacuje kao neprikladni supstrat za biosintezu proteina na ribosomu®. S

druge strane, ukoliko se misacilirani intermedijer otpusti s ND-aaRS u otopinu/citosol
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hidroliza labilne esterske veze izmedu aa i tRNA je relativno izvjesna, i kao takva, predstavlja
nezeljeno uniStavanje svjeze sintetiziranog metaboli¢kog prekursora.

Blaise i suradnici ** pokazali su sprezanje dvaju koraka indirektnog aminoacilacijskog puta
kod nastanka Asn-tRNA™" u bakterije Thermus thermophilus koja u tu svrhu Koristi
indirektni proces aminoacilacije. Aspartat se pritom aktivira vezanjem na tRNA”" pomocu
ND-AspRS po ¢emu slijedi amidacija aminokiseline uz pomo¢ modificirajuéeg enzima
GatCAB amidotransferaze®. Amidacijom bo¢nog ogranka aspartata nastaje asparagin, odn.
funkcionalna molekula Asn-tRNA™", buduéi da je aspartat u prvom koraku aktiviran
vezanjem na tRNA”". Oba enzima, zajedno s neaminoaciliranom tRNA oblikuju cjelovitu
ribonukleoproteinsku cesticu (RNP, prema eng. ribonucleoprotein particle) koja se naziva
transamidosom. Unutar transamidosoma omogucen je usmjereni prijenos (eng. channelling)
pogresno aminoacilirane Asp-tRNA”" s nediskriminirajuée AspRS na amidotransferazu
(ovdje GatCAB) koji amidira aspartat esterificiran na tRNA”". Ovakvo udruZivanje enzima
ND-AspRS i GatCAB sprecava i hidrolizu labilne esterske veze intermedijera aa-tRNA kao i
njegovo prerano otpustanje koje bi potencijalno moglo stvarati izazov stani¢noj masineriji u

ocuvanju integriteta genetickog koda 3
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Slika 2-7. Kristalna struktura transamidosoma iz bakterije T. thermophilus (PDB ID 3KFU) otkriva da je
ribonukleoproteinska ¢estica izgradena od dvije molekule GatCAB, dvije dimerne ND-AspRS te 4
tRNA™" (ovdje prikazane shematski). Unutar kompleksa, samo dvije tRNA su funkcionalne, dok druge
dvije sluZe kao skela koja omogucuje otpustanje Asn-tRNA™" bez disocijacije ¢itavog kompleksa. Plavo je
oznatena ND-AspRS, katalititke tRNA™" crveno, strukturna tRNA™" sivo te podjedinice trimernog
proteina GatCAB zeleno, ljubifasto i Zuto. PredloZeni model rada transamidosoma; dvije molekule
GatCAB veiu dimerne ND-AspRS u binarnom kompleksu s tRNA*". Vezanjem na GatCAB (1), dva
mijesta pojedine ND-AspRS veZu pojedinu tRNA na razli¢iti na¢in: samo jedna tRNA™" vezana je
produktivno (kataliti¢ka), dok druga ne funkcionira kao supstrat, ve¢ kao strukturni element odgovoran
za stabilnost Citave Cestice (2); stoga se samo jedna tRNA (kataliti¢ka) asparaginilira. Ovaj kompleks veze
drugu dimernu ND-AspRS (opet u kompleksu s dvije molekule tRNA™") (3) promovirajuéi disocijaciju
ND-AspRS vezane na novostvorenu Asn-tRNA™" (4) koja se zamjenjuje novim kompleksom ND-
AspRS:tRNA®" (5). Tijekom ove izmjene strukturna tRNA™" vezana na drugu molekulu ND-AspRS
odrzava integritet transamidosoma dok se katalititka tRNA”*" asparaginilira. Dimerna AspRS vezana na
Asn-tRNA™" se potom zamjenjuje s novim ND-AspRS:tRNA”" kompleksom (2. ciklus). Slove N oznatava
molekulu asparagina kovalentno vezanu na kataliticku tRNA™",

Upravo opisani alternativni aminoacilacijski put bitno se razlikuje od sistemati¢nog
aminoacilacijskog puta karakteristicnog za nastanak aktiviranog selenocisteina. Dvadesetprva
aminokiselina (Sec) prirodno je prisutna u svim kraljevstvima zivota kao gradevni blok za
izgradnju selenoproteina *. Analog je cisteina (tiolna skupina bo¢nog ogranka zamijenjena je
selenolnom). Atom selena odgovoran je za nizu vrijednost pKa bo¢nog ogranka Sec te jacu
nukleofilnost u odnosu na cistein. Visoka reaktivnost selenocisteinskog bo¢nog ogranka
odgovorna je za pojavu da su selenoproteini najveéim dijelom enzimi, pri ¢emu je Sec
esencijalan za njihovu kataliticku uéinkovitost. Reaktivnost selenocisteinskog ostatka tijekom
katalitickog ciklusa iskoriStaju  glutation-peroksidaze, tetrajodotironin-5’-dejodinaze,
tioredoksin-reduktaze, format-dehidrogenaze itd. Navedeni enzimi su reprezentativni
selenoproteini. Aminokiselinu selenocistein otkrila je biokemicarka Theresa Stadtman.

Ugradnja ove aminokiseline u rastué¢i polipeptidni lanac ukljucuje dekodiranje kodona UGA
(inaCe terminacijskog kodona, v. ranije) zbog Cega se kaze da ugradnja ove aminokiseline

predstavlja i proSirenje genetickog koda. Godine 1986. otkriveni su geni odgovorni za
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nastanak selenoproteina glutation-peroksidaze i bakterijske format-dehidrogenaze od kojih
svaki sadrzi terminacijski UGA-kodon unutar vlastitih kodirajucih sljedova. Biosintetski put
za Sec neSto je razli¢it izmedju eukariota te arheja, a u odnosu na bakterijske sustave.
Selenocistein posjeduje vlastitu tRNA, tRNA®, a koja se inicijalno aminoacilira serinom u
reakciji seril-tRNA-sintetaze. Dakle, aktivacija selenocisteina zapocinje na sli¢an nacin kao
kod alternativnog puta za nastanak Asn-tRNA™", pri &emu u prvom koraku nastaje
misacilirana tRNA (Ser-tRNA>° kod aktivacije selenocisteina, odn. Asp-tRNA”" kod
aktivacije asparagina u sustavima gdje nedostaje AsnRS). Serilna skupina potom se fosforilira
kako bi nastao fosfoserin (reakcija O-fosfoseril-tRNA-kinaze). Selenocistein-sintaza (SecS)
koristi O-fosfoseril-tRNA®® te donor selena, selenofosfat®, kao supstrate te generira finalni
produkt, Sec-tRNA®® *¢. Ovakvu, ispravno aminoaciliranu Sec-tRNA>* preuzima posebni
elongacijski faktor, SelB te ju dovodi na ribosom. Informacija da se zaista radi 0 UGA-
kodonu koji treba dekodirati selenocisteinom, a ne o obi¢nom terminacijskom kodonu,
sadrzana je unutar molekule mRNA zeljenog selenoproteina. Naime, posebne ukosnicke
strukture signaliziraju ribosomu akomodaciju Sec-tRNAS®, umjesto RF2.

lako se sam proces donekle razlikuje izmedu arheja/eukariota i bakterija, selenocistein se U

svim slucajevima ugraduje kotranslacijski, koordiniranim radom nekoliko proteinskih faktora.

# Selenofosfat se sintetizira iz selenida i ATP-a u reakciji selenofosfat-sintetaze 2 (SPS2).
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Slika 2-8. Shema biosinteze selenocisteina u arheja. Kratice stoje za netranslatiranu regiju (UTR, orema
eng. untranslated region), PSTK za seril-tRNAS kinazu, SelB za elongacijski faktor specifitan za
ugradnju selenocisteina, SepSecS, O-fosfoseril-tRNASec:selenocistein sintaza, SPS selenofosfat sintetaza.
Reducirani selen oznacen je kao [Se], a selenomonofosfat kao Se-P. Ostale kratice su standardne (v.tekst).
Preuzeto iz ¥’

Cisteinil-tRNA®”®  tipi¢no nastaje radom CysRS. No, kod nekih arheja (poput
Methanocaldococcus jannaschii) sinteza Cys-tRNA® odvija se koristenjem indirektnog puta,
pri cemu O-fosfoseril-tRNA-sintetaza (SepRS) acilira tRNA” fosfoserinom (Sep), a Sep-
tRNA-Cys-tRNA-sintaza (SepCysS) potom pretvara na tRNA vezani fosfoserin u cistein®®.

Glutaminil-tRNA®" nastaje direktnim putom samo unutar eukariotskog citosola te kod malog
dijela bakterija. Indirektni transamidacijski put koristi se pak u vecine bakterija i arheja. Do
danas je gotovo nemoguée predvidjeti kojim se putom stvaraju organelne molekule GIn-
tRNA®" kod danog eukariotskog organizma. Unutar svih eukariotskih genoma sekvenciranih
do danas nalazimo jedinstveni gen za GInRS. Njegov produkt zasigurno je odgovoran za
opazenu glutaminilacijsku aktivnost u citosolu spomenutih eukariotskih organizama. S druge
strane, u spomenutim (sekvenciranim) genomima nalazimo i gen koji kodira mitohondrijski
ortolog esencijalne GatB-podjedinice tRNA-zavisne amidotransferaze (AdT) Sto bi sugeriralo
da se u eukariotskim mitohondrijima molekule GIn-tRNA®" sintetiziraju indirektnim putom.
Direktna glutaminilacija pokazana je u mitohondrijima Protozoa, dok je transamidacijska

(AdT) aktivnost okarakterizirana u biljnih organela.
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2.3.4 Multisintetazni kompleksi

Suvremene aminoacil-tRNA-sintetaze posjeduju modularnu topologiju, s vise ili manje
definiranim domenama 1 modulima odgovornim za Kkatalizu, popravak pogreske,
prepoznavanje pripadne tRNA i njenih specifi¢nih elemenata, kao i raznih drugih proteinskih
i RNA-partnera. Pozeljna dodatna svojstva i aktivnosti mogu se ostvariti po interakciji
aminoacil-tRNA-sintetaza s drugim stani¢nim proteinima i enzimima. Udruzivanje stani¢nih
proteina generalno propagira i/ili olakSava novu (nekanonsku) aktivnost vezane aaRS.

U smislu vremenske regulacije, stani¢ni makromolekulski kompleksi mogu biti dugo- ili
kratkozivuéi®, pri Cemu je takva “vijabilnost” molekulskog kompleksa direktno
proporcionalna njegovoj stabilnosti. Prvi tip interakcije najc¢esce je vezan za procese od
nekoliko koraka (sli¢cno kao na primjeru transamidosoma) pri ¢emu prednost udruzivanja
proizlazi iz moguénosti koordinirane kontrole nad reakcijskim brzinama, nad otpusStanjem
intermedijera i usmjerenom prijenosu supstrata. Prolazne interakcije su, pak, uglavnom
involvirane u prijenosu signala ili kontekstnom odgovoru na specifi¢ni stani¢ni zahtjev.
Gledaju¢i komponente translacijske masinerije prisutna su oba tipa interakcija. Ribosom je
pritom reprezentatnivni primjer dugozivuc¢ih kompleksa. Obostrana udruzivanja stani¢nih
aaRS su takoder poprili¢no Cesta: vjerojatno najbolji primjer za to predstavlja multisintetazni
kompleks (MSC prema eng. multisynthetase complex) sisavaca koji objedinjava 8 cjelovitih
aminoacil-tRNA-sintetaza (od kojih je jedna bifunkcionalna, dakle, 9 razli¢itih
aminoacilacijskih aktivnost je prisutno unutar MSC). Unutar kompleksa nalazimo i 3
nesintetazne proteinske komponente, p18, p38 i p43*. lako sve strukturne znacajke ovog
kompleksa nisu sasvim poznate, sintetazne komponente najvjerojatnije su uzajamno povezane
pomocu svojih N- i C-terminalnih ekstenzija. Dostupne trodimenzionalne rekonstrukcije MSC
* otkrivaju da je Cestica oblikovana kao asimetri¢no slovo “V”, s dubokom sredi§njom
pukotinom. Pomoc¢ni proteini, pl18, p38 1 p43, ukljuceni su u razli¢ite aktivnosti. Te
komponente stupaju u uzajamne interakcije, kao i s participiraju¢im sintetazama unutar MSC
(LysRS, ArgRS, GInRS, AspRS, MetRS, IleRS, LeuRS te GIuProRS) te je njihova ocigledna
funkcija ona strukturna, odnosno, putem interakcija ovih pomo¢nih proteina, Cuva se integritet
ovog golemog citosolnog kompleksa (molekulska masa iznosi oko 1,5 milijuna Da).*
Komponenta p18 u direktnoj je interakciji s MetRS unutar multisintetaznog kompleksa, no
ujedno moze djelovati 1 kao supresor tumorigeneze preko interakcija sa stanicnom
komponentom ATM, uzvodnom kinazom tumor supresora p53.*® Protein p38 najvazniji je

strukturni element, budu¢i da stupa u direktne interakcije s LYySRS, GInRS, ASpRS,
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GIuProRS, te 1leRS (kao i, kao $to je spomenuto, s nesintetaznim komponentama p43 i p18).
Najraznovrsnije funkcije ipak pripadaju p43 te ukljuuju vezanje tRNA, moduliranje
aminoacilacijske aktivnosti, sudjelovanje u sintezi citokina i doprinos strukturnom integritetu
multisintetaznog kompleksa**.

Jedna od predlozenih funkcija® ovog kompleksa jest funkcija depoa® iz/sa kojega se
individualne sintetaze mogu otpustiti u direktnom odgovoru na stani¢ne podrazaje, najcesce s
ciljem izvodenja svoje nckanonske funkcije. S te strane, sposobnost aaRS za vezanje
nukleinskih kiselina moze biti iskoriStena za prepoznavanje specijalnih regulatornih
elemenata na mRNA, kao $to to ilustrira uloga GluProRS unutar GAIT- kompleksa*®. Ovaj
kompleks veze definiranu 3’-netranslatiranu regiju mRNA ukljucenih u upalni odgovor te je
vezanjem sposoban suprimirati njihovu translaciju. Protein-skela p43 (nesintetazna
komponenta) moze se otpustiti iz MSC kako bi regulirao ponasanje heat shock proteina gp96
unutar endoplazmatskog retikuluma. Zaprijeceno izlaganje glikoproteina 96 na povrsini ER-a
kogi aktivaciju ili sazrijevanje dendriti¢kih stanica®’. Nesintetazna komponenta p18 moze se
otpustiti iz MARS kompleksa u odgovoru na oSteCenja DNA te se translocirati u jezgru s
ciliem popravka DNA®. Otpustanje individualnih sintetaza i nesintetaznih komponenata te
posljedi¢no djelovanje istih kroz nekanonske funkcije nasiroko je dokumentirani fenomen
#9303 druge strane, jednom otpustena aaRS slobodna je participirati u interakcijama s drugim
stanicnim makromolekulama. Takav je slucaj ranije spomenutog kompleksa GAIT*,

Kod eukariota, kompleksnost MSC korelira s kompleksno$éu organizma u kojem se nalazi.
Tako je MSC jednostani¢nog kvasca S. cerevisiae izgraden od dvije sintetaze (MetRS i
GIuRS) i jedne nesintetazne proteinske komponente - Arclp (prema eng. aminoacyl-tRNA
synthetase cofactor 1 protein). Ovaj kompleks ponekad se naziva i AME, prema
jednoslovnim skracenicama aminokiselinskih specifi¢nosti participiraju¢ih aaRS te prema
prvom slovu naziva nesintetazne komponente.

lako Arclp nije esencijalni protein, sposoban je potaknuti aminoacilacijsku aktivnost MetRS i
GIUuRS in vitro®'. Takoder, oblikovanjem kompleksa inhibira se ulazak MetRS, GIURS i
Arclp u jezgru ¢ime se aminoacilacijska masinerija segregira unutar citosola®’. Kompleks
MetRS-Arclp-GIURS moZe vezati i mismetionilirati mnoge vrste tRNA®. Slican efekt
postignut je kada se protein Trbp111 fuzionirao na kvasev MetRS**.

Spomenuti Trbplll samostalni je protein koji veZze tRNA te je karakteristiCan za bakterijsku

domenu. Dijeli homologiju s domenom EMAP Il koju nalazimo metazojskih TyrRS te kod

# Pored ranije predlozenog usmjerenog prijenosa supstrata.
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MetRS C. elegans. Protein Trbpl111 specificno prepoznaje tRNA putem interakcija s kutom
karakteristi¢nog slova L kojeg oblikuje tercijarna struktura tRNA>>. U odredenih bakterija i
biljaka, domena nalik Trbp111 fuzionirana je na C-kraj MetRS te olak3ava vezanje tRNA.
Kompleks MetRS-Arc1lp—GIuRS posjeduje niz funkcija. Jedna od njih je spomenuta citosolna
lokalizacija MetRS i GIuRS. Delecija GST®-domene Arclp rezultira s izrazitom lokalizacijom
ovih komponenata u jezgri kvasca. Po ulasku u jezgru, GIURS i Arclp vezu se na apurinska i
apirimidinska mjesta o§te¢ene kromosomske DNA®.

S GST-domenom na N-kraju i C-terminalnom domenom koja nali¢i modulu EMAPII (odn.,
sire Trbp111), Arclp je zapravo fuzijski protein unutar kojeg je povezan modul predisponiran
za vezanje proteinskog partnera s domenom predvidenom za interakciju s tRNA. Ukljucen je
u prijenos citosolne GIURS u mitohondrije®, pri ¢emu se prijenos korelira s koli¢inom
prisutnog Arclp u stanici. Ekspresija Arclp je pak regulirana prijelazom stanice iz
anaerobnog u anaerobni metabolizam c¢ime se efektivno sprezu metabolicki zahtjevi s
biosintezom proteina unutar mitohondrija®’.

Unutar kraljevstva Archaea, nekoliko multisintetaznih kompleksa zabiljezeno je dosad *°. U
arheji Thermococcus kodakarensis, 6 sintetaza kopurificira se s drugim komponentama
translacijske masinerije te su autori predlozili direktnu interakciju stanicnog MSC s
ribosomima®. U arheji Methanothermobacter thermautotrophicus interakcija izmedu
elongacijskog faktora EF-1a i samostoje¢eg MSC (formiranog udruzivanjem LeuRS, LysRS i
ProRS) je zabiljezena. Preko komunikacije s elongacijskim faktorom EF-lo autori su
predloZili potencijalno sprezanje dviju faza translacije: aminoacilacija tRNA 1 njithovo
dekodiranje na ribosomu mogle bi biti uskladene putem direktne interakcije s elongacijskim

faktorom *2.

2.4 Seril-tRNA-sintetaza

Seril-tRNA-sintetaza dimerni je enzim koji pripada podrazredu Ila. Dosad su poznata dva tipa
SerRS, bakterijski tip (zajednicki bakterijama, eukariotima i1 vecem dijelu arheja) te
metanogeni tip (rezerviran za malu skupinu metanogenih arhejskih vrsta). Trodimenzionalna
struktura oba tipa je poznata, ali u kompleksu s pripadnom tRNA postoji samo za bakterijski

tip enzima.

# Opéenito, eukariotske aaRS vece su od prokariotskih, a uglavnom na ustrb produzetaka na N-, odn. C-kraju.
Ono S§to je pritom interesantno jest ¢injenica da produzeci oblikuju neke dobro poznate strukture, primjerice
leucinski zatvara¢ ili domenu glutation-S-transferaze te su nasiroko rasprostranjene kod proteina ljudi.

® U mitohondrijima kvasca GIn-tRNA®" sintetizira se indirektnim putem za §to je potrebna ND-GIURS. No
mitohondrijska kopija GIuRS ne posjeduje relaksiranu specifi¢nost te se za sintezu Gln-tRNA®" koristi citosolna
varijanta GluRS (koja pritom mora biti specificno unesena u te stanicne organele).
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2.4.1 Prepoznavanje tRNA>"

Seril-tRNA-sintetaza zanimljiva je, izmedu ostalog, zbog raznolikosti serinskih kodona. Serin
je kodiran s ukupno 6 kodona koji se daju podijeliti u dvije skupine (zavisno od identiteta
prva dva nukleotida tripleta). S obzirom na takvu raznolikost kodona (i sukladno tomu,
antikodona tRNA>"), ne ¢udi da SerRS ne prepoznaje antikodon pripadnih tRNA-
izoakceptora™ !, Ovakav nacin prepoznavanja je u skladu i s kotranslacijskom ugradnjom
selenocisteina koja zapocinje reakcijom SerRS (v. str.15).

Serinske tRNA posjeduju dugu varijabilnu ruku? koju susre¢emo i kod tRNA3*. Ovo svojstvo
u prokariotskim sistemima posjeduju jos jedino tRNA"* i tRNA™"®? U sustavu E. coli
minimalna duljina i ispravna orijentacija varijabilne ruke predstavljaju osnovni zahtjev za
uspjesnu serilaciju. Primarni slijed nukleotida varijabilne ruke pritom posjeduje mnogo manju
vaznost U prepoznavanju®>®®®?, Ostali elementi identiteta tRNA>" bakterije E. coli smjesteni
su u akceptorskoj- i D-peteljci (C11-G24) *%°L,

Informacija o identitetnim elementima u spomenutom sustavu E. coli dolazi iz kineti¢kih
istrazivanja u kojima su KkoriStene varijantne serinske tRNA, kao i kristalografskih
istrazivanja. Struktura SerRS iz E. coli u slobodnom obliku rijesena je jo§ 1990.% a u
kompleksu s tRNA®" 1993. godine®. Nazalost, nijedan od spomenutih modela nije unesen u
bazu PDB. Struktura minimalne® tRNAS" E. coli (tzv. tRNA-mikroheliks) ukazala je na
postojanje definiranog obrasca hidratizacije akceptorskog dijela tRNA®, kao i postojanje
veznih mjesta za ione magnezija®™. Za mitohondrijski serinski sustav bika Bos taurus rijesena
je struktura SerRS u kompleksu s intermedijerom Ser-AMP pri rezoluciji od 1,65 A. Detaljne
informacije o vezanju tRNA dobivene su koristenjem modela u kojem je tRNAS* usidrena na
rije§enu strukturu proteina®®. Konkretno, model kompleksa napravljen je superponiranjem
kataliticke domene mitohondrijske BsSerRS na strukturu kompleksa SerRS:tRNA® iz T.
thermophilus (PDB ID 1SER)®. No kako mitohondrijska tRNAS" ne posjeduje dugu
varijabilnu ruku, kvaideva tRNA™ (PDB ID 1EVV) je superponirana na tRNAS". Kao
rezultat, okosnica tRNA usidrene na mitohondrijski enzim potjece od tRNAP™. S obzirom na
dodatne posebnosti mitohondrijske tRNAS®, Chimnaronk i suradnici iskoristili su ovaj model
tek kao odsko¢nu dasku za biokemijsku/mutacijsku analizu prepoznavanja tRNA®®, a ne kao
tocan model kojime bi se prepoznavanje izmedu enzima i tRNA moglo diskutirati u detalj e,
Rijesene kristalne strukture slobodne prokariotske SerRS bakterijskog tipa ukljuc¢uju one E.
coli®® (bez depozicije u PDB-bazi podataka) i T. thermophilus (PDB-kodovi 1SET, 1SES i

# Varijabilna ruka moZe biti dugacka do 20 nukleotida.
U ovom slucaju je to akceptorska peteljka.
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1SRY 8% Obje su rijesene su pri rezoluciji od 2,5 A. Enzim iz T. thermophilus i enzim iz E.
coli zamjetno su sli¢ni na razini primarnog slijeda, kao i na razini trodimenzionalne strukture.
Strukturnu osnovicu Kataliticke domene oba enzima ¢ini sedmerolancana antiparalelna (-
ploca s dvije povezujuce zavojnice. Dodatno, struktura SerRS u oba slu¢aja sadrzi posebnu N-
terminalnu domenu sacinjenu od izuzetno duge, otapalu izlozene antiparalelne uzvojite
zavojnice.® Prokariotske SerRS bakterijskog tipa iz gljivice Candida albicans (PDB-kodovi
3QNE, 3Q05, 3Q07 i 3Q08)™ te arheje Pyrococcus horikoshii (PDB-kodovi 2DQ1, 2DQO,
2ZR2 te 2ZR3)" posjeduju dodatne osobitosti, ali ne odudaraju odvie od kanonske grade
ovog tipa SerRS.

Bakterijskom tipu SerRS pripadaju jo§ spomenuta mitohondrijska SerRS B. taurus (PDB ID
IWLE)®® i SerRS ¢ovjeka (PDB-kodovi 4L87 i 3VBB)'2. Humana SerRS primjer je
modularnosti grade aaRS opcenito te ¢e u tom kontekstu biti diskutirana kasnije.

Biou i suradnici®’ rijesili su kristalnu strukturu kompleksa SerRS s tRNA* g4 iz bakterije T.
thermophilus pri 2,9 A. U danoj stukturi stehiometrijski odnos tRNA prema dimeru SerRS je
1:1. Homodimerni enzimi teoretski su sposobni vezati po dva supstrata, no to ne mora nuzno
biti tako. Budu¢i da vezanje prve molekule supstrata moze (iako ne mora) biti okidatem
strukturnih rearanzmana unutar enzima, druga molekula moze se vezati olakSano ili otezano.
U slucaju bakterijskog tipa SerRS pokazano je da je simultano vezanje dviju molekula
tRNAS moguce. Kao S§to je spomenuto ranije, aaRS razreda I su dominantno monomeri
(izuzev TrpRS i TyrRS), dok su sintetaze razreda Il homo- ili (rjede) heterodimeri (v. ranije).
Dimerni enzimi mogu stoga vezati jednu ili dvije molekule tRNA. U nekim sustavima svaka
od pripadnih molekula tRNA stupa u interakciju samo s jednom podjedinicom enzima dok je
drugdje prisutno vezanje duz obje podjedinice. lako je oligomerna grada pojedinih aaRS
evolucijski oCuvano svojstvo, ona ne mora nuzno biti prac¢ena istovjetnom stehiometrijom
vezanja tRNA, odn., broja tRNA koje pojedini oligomer veze. Kao $to se moze zapaziti na
osnovu broja rijeSenih struktura SerRS u kompleksu s pripadnom tRNA®, nedvojbeni dokaz o
smjestaju tRNA" uzduz dimera SerRS postoji samo za bakterijske sustave”®’. Kod kvasca S.
cerevisiae titracijom aktivnog mjesta dokazano je da oba aktivna mjesta enzima sudjeluju u
sintezi seril-adenilata™. Kombinacijom biokemijskih tehnika i spektrometrije masa nadalje je
pokazano da je kvasceva citosolna SerRS sposobna oblikovati komplekse stehiometrije 2:1 u

korist tRNA (kompleks 0,tRNAZ)™. Bez obzira na aktivnost oba mijesta u stvaranju

2 Berhali i suradnici nazvali su ovu strukturu helikalnom rukom.
® To ukljucuje bakterijski tip SerRS u kompleksu s tRNAS iz T. thermophilus i metanogeni tip SerRS u
kompleksu s tRNA>C,
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reakcijskog intermedijera i oblikovanje atRNAz-kompleksa, dvije molekule tRNA zauzimaju
vezna mjesta na dimeru s nejednakim afinitetima. Seril-tRNA-sintetaza kvasca S. cerevisiae
koristi tRNA-zavisno prepoznavanje pripadne aminokiseline’, a dimerni SerRS u kompleksu
s jednom molekulom tRNA" je vise specifidan i kataliticki ucinkovit u formiranju seril-
adenilata u odnosu na slobodni oblik enzima. Takoder, interakcije tRNA 1 proteina
povecavaju diskriminaciju nad aminokiselinskim supstratom vjerojatno preko inducirane
konformacijske promjene u aktivnom mjestu enzima (do koje dolazi po vezanju tRNAS)™
Ovo opazanje u skladu je s ranim eksperimentima u istom sustavu’’. Uzimajuéi u obzir veliku
razliku u afinitetu dvaju individualnih aktivnih mjesta za tRNA, za zakljuditi je da je vezanje
tRNA®" kod S. cerevisiae antikooperativno. lako ne postoji adekvatan dokaz, za pretpostaviti
je da je kompleks stehiometrije ax;tRNA; onaj koji je zaista funkcionalan in vivo.

U strukturi kompleksa SerRS:tRNA>* iz bakterije T. thermophilus po prilici jedna tre¢ina
molekule tRNA nije vidljiva u mapi elektronske gustoée. Slabije uredeni dijelovi ukljucuju
antikodonsku ruku, varijabilnu oméu®, kao i 3’- i 5°-krajeve. Ovdje je zapaZzena stehiometrija
vezanja (jedna molekula tRNA vezana je na dimer SerRS) rezultat kristalnog pakiranja
proteina, buduéi da je aminokiselinski ostaci drugog, potencijalnog (ovdje slobodnog) mjesta
vezanja tRNA sudjeluje u kristalnim kontaktima te je na taj nac¢in blokirano. Na prvi pogled u
strukturi se razabiru direktne interakcije tRNA s antiparalelnom uzvojitom zavojnicom SerRS
(N-terminalna domena) kao i opsezne tercijarne interakcije unutar srzi tRNA. Potonje su
izravno odgovorne za orijentaciju duge varijabilne ruke tRNA sto je klju¢no za prepoznavanje
u serinskom sustavu.

Nadalje je iz strukture vidljivo da se molekula tRNA>" veze uzduz dviju podjedinica dimera.
Usporedbom slobodne TtSerRS® i iste sintetaze u kompleksu®’, moze se zapaziti da se po
vezanju tRNA inace fleksibilna N-terminalna domena (tj njena zavojita uzvojnica) stabilizira
u specifi¢noj orijentaciji. Pritom zavija uokolo TyC-omce i duge varijabilne ruke tRNA (slika
2.9). Okosnica SerRS stvara nekoliko kontakata s tRNA, od koji je mali broj bazno
specifican. Prepoznavanje duge varijabilne ruke tRNA ostvaruje se dominantno s njenom
okosnicom i proteze do 6. para baza. Ovakav nadin prepoznavanja objasnjava potrebu za
minimalnom duljinom ruke, kao i relativno nespecificno prepoznavanje s aspekta

nukleotidnog slijeda/sastava.”

% Niti jedan od tih elemenata ne stupa u kontakt sa sintetazom niti stvara kristalne kontakte.
® Istovremeno, na ovaj nacin omoguceno je smjestanje i dulje varijabilne ruke, nego §to je to u slucaju tRNAS
(npr. one tRNA>®) te njeno posljedi¢no prepoznavanje.
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Slika 2-9. Gibanje uzvojite zavojnice (helikalne ruke, oznacena stralicom) kod bakterijskog tipa SerRS.
Slika je generirana preklapanjem rijeSenih struktura 1SER (narancasto) i 1SES (ljubicasto).

Od posebne je vaznosti nacin na koji su smjeSteni nukleotidi 20a (dihidrouridin) i 20b
(gvanozin) u D-om¢i tRNA®®. Zakopani na razmedi individualnih domena tRNA, ovi
nukleotidi izravno utje¢u na oblikovanje srzi tRNA. Posebno je zanimljiva baza 20b koja
stupa u interakcije slaganja s prvim parom baza duge varijabilne ruke. Ovakav polozaj
ukazuje na moguénost da gvanozin 20b kod ove tRNA uvjetuje orijentaciju varijabilne
peteljke (slika 2.10).

2.4.2 Konformacijske promjene SerRS inducirane vezanjem tRNA™"

Prilikom vezanja tRNA helikalna domena SerRS mijenja orijentaciju i zakrivljenost. Tako
helikalna ruka jednog monomera rotira za otprilike 20° u odnosu na monomer slobodnog
oblika SerRS. Nova konformacija ove domene dozvoljava njeno smjestanje u pukotinu
tRNA®, a koja postoji izmedu D-omée i varijabilne ruke®”’.

Ovakvo gibanje N-terminalne ruke navodi se i u radu s kristalnom strukturom kompleksa

SerRS:tRNA® iz E. coli, koordinate kojeg nisu deponirane u PDB-bazi podataka ®*.

2.4.3 Struktura tRNA>"

Sekundarna struktura prokariotske tRNA®® karakterizirana je delecijom na poloZaju 17 unutar
D-omce te dvostrukom insercijom 20a i 20b unutar iste. Istice se i duljinom varijabilne ruke
koja u slu¢aju T. thermophilus posjeduje 20 nukleotida i 7 parova baza. Tercijarne interakcije
u srzi tRNA takoder su posebne i daju se razlikovati od onih opisanih u drugim sustavima.
Primjerice, tipi¢na organizacija unutrasnjosti molekule tRNA ukljucuje cetiri paralelno

slozene ravnine formirane sparivanjem baza. Od toga tri ravnine ukljucuju nukleotidni triplet
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u kojem susreéemo jedan osnovni par baza®, dok tre¢a baza participira kroz dodatne vodikove
veze®. Ekvivalentna regija u tRNAS® je reorganizirana tako da akomodira inserciju nukleotida
20a i 20b unutar D-omce te moze biti opisana notacijom D20a-[G15-C48], A21-[U8-Al4],
G9-[A22-G13] i [G23-C12] (slika 2.10)°. Vazno svojstvo srzi tRNA®® je gubitak spomenute
planarnosti nukleotidnih tripleta: baze A21 i G9 izbacene su van ravnine za gotovo 45°.
Ovakav redoslijed je direktna posljedica prisustva insertirane baze G20b koja se smjesta
okomito na spomenutu/e ravininu/e. Ulaskom G20b u prostor srzi tRNA sprijeena je
moguénost da se A21 nade u istoj ravnini s ostatkom svog tripleta (par [A14-U8]). Kao §to je
spomenuto, gvanozin 20b stupa u interakcije slaganja parom baza varijabilne ruke (par [A45-

U47q]) te je na taj nacin u mogucnosti uvjetovati usmjerenje tog elementa.

Slika 2-10. Strukturna organizacija srzi tRNAS" (PDB ID 1SER). Zutim crtkanim linijama prikazane su
vodikove veze te je istaknuti netipi¢ni triplet baza A21-[A14-U8]. Ravnine osnovnog para (A14-U8) te
sturenog adenozina A21 prikazane su u plavoj, don. crvenoj boji.

Jo$ jedna posebnost serinskih tRNA ukljucuje i konformaciju D-omce. Naime, iako su
kontakti D- i TyC-omée takoreéi kanonski®, nedostatak baze na polozaju 17 (v. ranije) kao i
participacija gvanozina 20b u formiranju srzi tRNA uzrokuje da okosnica D-om&e u tRNA®®

poprima posebnu, “cik-cak” konformaciju®’.

® To ne zna¢i da u njemu nuzno moramo naéi Watson-Crickov tip vodikovih veza.

® Npr. kod tRNA™™ nalazimo [G15-C48], A21-[U8-A14], TMG46-[G22-C13] i A9-[A23-U12]; PDB ID 1TRA.

¢ Baza 46 u tRNA®" sparuje se s bazom 47p (baza drugog para baza varijabilne ruke) zbog &ega otito nije
slobodna participirati u slaganju srzi tRNA. Njen polozaj zauzet je bazom G9, ostavljajuéi par [G23-C12] bez
partnera za triplet. Ovaj gubitak kompenzira se formiranjem novog tripleta na vrhu srzi sto ukljucuje bazu D20a i
Levittov par G15-C48.

¢ Precizniije, dolazi do normalne komunikacije tih domena formiranjem parova G18-y55 i G19-C56.
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2.4.4 Grada aktivnog mjesta SerRS bakterijskog tipa

Kristalna struktura SerRS iz bakterije T. thermophilus®® u kompleksu s analozima seril-
adenilata po prvi put je u detalje razotkrila nacin vezanja ovog reakcijskog intermedijera te,
sukladno tomu, i ulogu nekih o¢uvanih aminokiselinskih ostataka kod aaRS razreda 2 (PDB-
kodovi 1SES i 1SET).

Serin-hidroksamat (SerHx)* opisan je u ranim biokemijskim istrazivanjima kao analog koji
inhibira rast bakterije E. coli. Njegovo djelovanje na fenotip proizlazi iz ¢injenice da se
ponasa kao kompetitivni inhibitor seril-tRNA-sintetaze u reakciji aktivacije pripadne
aminokiseline’. Zanimljivo je da SerRS koristi SerHx kao supstrat i Kkatalizira njegovu
aktivaciju, ¢ime se formira molekula SerHx-AMP. Dakle, seril-tRNA-sintetaza je sposobna
akomodirati dulju molekulu (dulja je za duzinu jedne dodatne veze, -N(H)-) $to je
neocekivano s obzirom na striktnost prepoznavanja pripadne aminokiseline kod ovog enzima.
Aktivacija SerHx dokazana je i kod kvasca u uvjetima in vitro™.”

Spoj 5’-O-[N-(L-seril)-sulfamoiladenozin (Ser-AMS) drugi je analog intermedijera
serilacijske reakcije koriSten za ispitivanje vezanja kod TtSerRS. Berhali i suradnici pritom su
se oslonili na otkri¢e Ueda i suradnika koji su dokazali da je istovrsni analog alanil-adenilata,
5°-O-[N-(L-alanil)-sulfamoiladenozin sposoban inhibirati aktivnost AlaRS ®. Kada se nacin
vezanja ovog analoga usporedi s vezanjem SerHx-AMP uocljivo je da se ta dva analoga ne
vezu istom duljinom unutar aktivnog mjesta. Toc¢nije, duljina od aminokiselinskog dijela (tj.
serina/serin-hidroksamata) do fosfatnog dijela je razlicita (tj. sulfamoilnog/fosfatnog).

Nacin vezanja dvaju adenilatnih analoga unutar pukotine aktivhog mjesta je slican. Bogata
mreza vodikovih veza indicira snazno i specifi¢no vezanje u slu¢aju obje molekule. Cetiri
svojevrsne zone aktivnog mjesta SerRS ukljucene su u vezanje, od kojih svaka sadrzi ostatke
visoko oCuvane u sintetaza razreda Il. Purinski prsten adenozina stupa u interakcije slaganja s
Phe275 (aminokiselina motiva 2) te, na suprotnoj strani, u van der Waalsove interakcije s
Arg386 (smjestenog unutar motiva 3). Specifi¢nost prema adenozinu je osigurana vodikovim
vezama koje specifiéne aminokiseline ostvaruju s dusikovima atomima purinskog prstena (v.
slika 2.11).°

# "H3N-HCR-CO-N(H)OH, gdje je R serinski bo¢ni ogranak.

® Berhali i suradnici® izmedu ostalog navode kako je aktivirani SerHx (odn. SerHx-AMP) supstrat za drugi
korak reakcije aminoacilacije tj. transfer na tRNAS®, pri &emu se pozivaju na neobjavljene podatke. No, da stoji
upravo suprotno, Gruié-Sovulj i sur. pokazali su 2010. godine, tj. SerHx se ne prenosi na tRNA 163,

¢ Interesantno je da takav na¢in prepoznavanja postoji i kod sintetaza razreda II; kod TrpRS, kod kojeg Ile, a kod
GInRS Leu, igraju istu ulogu kao Val272 SerRS-a. Ove nepolarne aminokiseline pruzaju specifi¢nost za ATP. S
druge strane, takve interakcije nedostaju kod MetRS i TyrRS.
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Slika 2-11. Prepoznavanje seril-AMP analoga unutar aktivnog mjesta na primjeru rijeSenih struktura
1SES (lijevo) i 1 SET (desno). Vodikove veze iscrtkane su zeleno.

Ribozni prsten adenilata nalazimo u C3’-endo konformaciji. Hidroksilne skupine riboze
enzim specifiéno prepoznaje preko aminokiselinskih ostataka Thr346 (prepoznaje 2’-
hidroksilnu skupinu) i Glu345 (stvara vodikove veze s 3’-OH skupinom riboze). Spomenuti
glutamat je ocuvan u svih aaRS razreda Il. Unutar aktivnog mjesta uocljiv je jo§ jedan
apsolutno ocuvani ostatak karakteristiCan ta motiv 2 — Arg256 (slika 2.11). Taj argininski
ostatak neureden je u odsustvu supstrata, dok inace stupa u interakciju s fosfatnom skupinom
aa-AMP intermedijera (odn., u strukturi TtSerRS 1SES sa sulfamoilnom grupom analoga).
Prepoznavanje serina ostvaruje se uz pomo¢ ostataka Thr225, Glu227, Glu279 i1 Thr380.
Hidroksilna skupina serina stvara vodikove veze s Glu279 (aminokiselina smjeStena unutar
motiva 2) i Thr380 (smjeStenog u motivu 3). Amino-skupina serina stabilizirana je pak
vodikovim vezama s Thr225, Glu227 te (ponovo) Glu279. Vezanje dvaju analoga unutar
aktivnog mjesta vrlo je sli¢no; razlika ukljucuje postojanje dodatne vodikove veze izmedu
karbonilne skupine SerHx® i Thr225 u SerHx-AMP kompleksu (slika 2.11). Superponiranje
adenilatnog dijela SerHx-AMP i Ser-AMS moze se zapaziti da se spomenuta dodatna veza (-
P-ON(H)- u SerHx-AMP u odnosu na —S-N(H)- u Ser-AMS) akomodira uz relativnho mali
pomak fosfatne skupine ¢ime je adenozinski i serinski dio ostavljen u istim poloZajima.
Specificnost prema serinu je dakle osigurana dvjema vodikovim vezama s hidroksilnom
skupinom bo¢nog ogranka. Dodatno, 1 veli¢ina veznog dZepa regulira prepoznavanje pripadne
aminokiseline, buduc¢i da se ve¢a aminokiselina stericki ne moze prihvatiti. Treonin 380 u
motivu 3 nije potpuno ocuvan kod seril-tRNA-sintetaza;, u E. coli na tom se mjestu nalazi
serin (Ser391 u EcSerRS), koji doduse zadrzava istu funkcionalnost. Unutar veznog dZepa za

serin, jedina druga aminokiselina koja bi mogla stvarati sli¢ne polarne kontakte je treonin. S

# SerHx, kao $to je spomenuto, ne posjeduje primarnu karboksilnu skupinu, ve¢ se na tom mjestu nalazi
karbonilna skupina i skupina —N(H)OH.
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druge strane, jedine aminokiseline koje se, pored treonina, mogu smjestiti unutar ovog veznog
mjesta jesu glicin i alanin, no njihovo vezanje bi bilo relativno nepovoljno zbog odsutnosti
vodikovih veza koje hidroksilna skupina serina normalno stvara s ocuvanim ostacima
aktivnog mjesta.

Diskriminacija prema treoninu regulirana je opc¢enitom hidrofilno$¢u veznog mjesta za
aminokiselinu. Nadalje, dodatna metilna skupina koju Thr posjeduje u odnosu na Ser smjesta
se na udaljnosti od 2,5 A (ili manje) od karbonilnog kisika glavnog lanca na polozaju Ser348
te bo¢nog ogranka Asn378.

Za potpuno objasnjenje mehanizma aktivacije serina potrebne su dodatne informacije o
inicijalnim veznim mjestima i konformacijama ATP-a, magnezija i aminokiseline. U radu u
kojem je pokazana struktura kompleksa TtSerRS s pripadnom tRNA®’ autori opisuju i
konformaciju ATP-a kojim su kristali naknadno bili natapani®. Pritom trifosfatni dio ATP-a
zauzima izduljenu konformaciju s B-fosfatom u polozaju koji je nekompatibilan sa simultanim
vezanjem serina. No, Berhali i suradnici® pokazali su da TtSerRS veze ATP u svinutoj
konformaciji kada je vezanje izvedeno u prisustvu Mn**-iona. Konformacija ATP-a
stabilizirana je interakcijama s o¢uvanim argininskim ostacima te ionima mangana. Unutar
kristalnog pakiranja, enzim je ostao aktivan: po natapanju kristala slobodnog enzima serinom,
ATP-om i Mn?*-ionima, TtSerRS bio je sposoban katalizirati nastanak seril-adenilata. U oba
sluCaja vezna mjesta za katione mangana bila su ista: kation se koordinira aminokiselinskim
ostacima aktivnog mjesta te a-fosfatom vezanog ATP-a, odn. Ser-AMP-a. Stoga su svinuta
konformacija ATP-a i polozaj serina indikativni i konzistentni s Sy2 mehanizmom gdje
nukleofilni napad kisika iz serinske karboksilne skupine na o-fosfat ATP-a dovodi do

otpustanja anorganskog pirofosfatab.

2.4.5 Opée topoloske znacajke metanogenih seril-tRNA-sintetaza

Poput SerRS bakterijskg tipa, i metanogene SerRS posjeduju homodimernu gradu u kojoj je
svaki monomer razluciv na dvije distinktne domene, C-terminalno smje$tenu kataliticku i N-
terminalno smjeStenu, tRNA-veznu domenu’. Relativni smjestaj ovih domena sli¢an je onome
videnome kod bakterijskog tipa SerRS. S aspekta tih generalnih topoloskih znacajki,

metanogena SerRS ne razlikuje se od bakterijskog tipa iste®*"® 2. Na prvi pogled ta dva tipa

# Koordinate ovakvog ternarnog kompleksa nisu unesene u PDB te se tekst referira isklju¢ivo na podatke iz
citiranog rada.

® Aminoacil-tRNA-sintetaze mogu sintetizirati i glasni¢ku molekulu diadenozin-tetrafosfat (Ap4A). Kod SerRS,
druga molekula ATP-a moze se vezati sa svojim y-fosfatom u istoj poziciji u kojoj je B-fosfat originalne
molekule ATP-a. Ovaj pak moZe napasti ser-AMP s posljedi¢nim nastankom Ap4A uz idnti¢ni in-line
mehanizam u suprotnom smjeru.
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SerRS razlikuju se s obzirom na oblikovanje N-terminalne domene, koja kao $to je receno, u
bakterijske SerRS oblikuje karakteristi¢nu helikalnu ruku (struktura uzvojite zavojnice®®’?).
Kod metanogenog tipa ova domene znacajno je veca i kod SerRS iz arheje Methanosarcina
barkeri (PDB-kodovi 2CJB, 2CIM, 2CJA i 2CJ9) sacinjena od Sesterolan¢ane antiparalelne [3-
plo¢e prekrivene skupinom od tri a-zavojnice. Za gradu domene karakteristican je dodatni
heliks (H3 kod MbSerRS) koji je smjesten okomito na ravninu spomenute skupine zavojnica.
Kataliticka domena se pak sastoji od osmerolancane B-plo¢e okruzene a-zavojnicama.
Ovakav raspored zapravo je vrlo slican onome ve¢ videnom kod bakterijskog tipa ove
sintetaze %71,

Nekoliko insercija prisutno je kod metanogenog tipa (u odnosu na bakterijski). Poravnanje
primarnih sljedova seril-tRNA-sintetaza metanogenog tipa otkriva postojanje insercije izmedu
motiva 1 i 2. Struktura koju ovi ostaci formiraju ukljucuje nabor zavojnica-okret-zavojnica
(eng. helix—turn-helix fold, HTH), motiv koji je kriti¢an za interakcije izmedu katalitickih
domena individualnih monomera unutar dimera®?. Druga insercija smjestena je takoder unutar
kataliticke domene 1 nalazi se izmedu motiva 2 i 3. S obzirom na sli¢nost s fleksibilnom

treoninskom om¢om u ThrRS, ova insercija dobila je naziv “serine ordering loop” (V.

kasnije).

Slika 2-12. (A) Posebnosti metanogene SerRS uzduZ primarnog slijeda jednog monomera. Jednoslovnim
oznakama H1-4 oznacene su zavojnice N-terminalne domene, L je regija spojnice (eng. linker), M1, 21 3
su polozaji motiva karakteristi¢nih za aaRS razreda II; HTH (eng. helix-turn-helix) i SOL (eng. serine
ordering loop) takoder pripadaju karakteristikama metanogenih SerRS. (B) Grada aktivnog mjesta
MbSerRS s vezanim intermedijerom Ser-AMP. Udaljeni cinkov atom prikazan je kao kugla (obojan
tirkizno). Preuzeto iz .

2.4.6 Grada aktivnog mjesta metanogenih seril-tRNA-sintetaza

Aktivno mjesto mSerRS sadrzi ion cinka koordiniran bo¢nim ograncima dvaju cisteinskih

ostataka (Cys306 i Cys461), glutamatom (Glu355) te molekulom vode. Cini se da je ovakav

32



Literaturni pregled

nacin vezanja cinka ocuvan kod mSerRS, budu¢i da su navedeni ostaci striktno o¢uvani kod
svih metanogenih seril-tRNA-sintetaza.®

U strukturi SerRS iz M. barkeri SerRS u kompleksu s ATP (PDB ID 2CJA) vidljivo je da je
nacin vezanja tog malog liganda karakteristican za aaRS razreda II i da zapravo dosta nalici
onome opisanom kod bakterijskog tipa SerRS®™. Unutar kompleksa mSerRS:ATP, purinski
prsten ATP-a stupa u interakcije slaganja s aromatskim prstenom Phe351 te gvanidinijskom
skupinom Arg468. Obje aminokiseline pripadaju potpuno o¢uvanim aminokiselinama motiva
2 i 3. Nadalje, ATP se dodatno stabilizira interakcijama s ostacima Val348 i Glu338. Riboza
se, kao i kod bakterijskog tipa SerRS, nalazi u 3’-endo-konformaciji. Njena 3’-hidroksilna
skupina stvara vodikovu vezu s o¢uvanim glutamatom na polozaju 432, a 2°-OH skupina s
karbonilnim kisikom fenilalanilnog ostatka (Phe433). Molekulu ATP-a nalazimo u svinutoj
konformaciji, s B- i y- fosfatima usmjerenim unazad prema purinskom prstenu. Ovakav
polozaj ponovo upuéuje na Sy2 mehanizam aktivacije aminokiseline karakteristican za
bakterijski tipa SerRS, odn. za aaRS razreda Il. Svijanje ATP-a postize se direktnim
interakcijama s bo¢nim ograncima enzima, ali i vezanim ionima Mg2+, Sto je konzistentno s
ranije spomenutim zapazanjima u bakterijskom sustavu®,

Po vezanju serina, koordinacija iona cinka ostaje ista s aspekta interakcije s bocnim
ograncima enzima. No, molekula vode napusta aktivno mjesto mSerRS te biva zamijenjena
amino-skupinom serina”. Amino-skupina serina se stabilizira stvaranjem vodikovih veza s
kisikom glavnog lanca na polozaju alanina 304. Glutamat na polozaju 355 (oCuvan i kod
bakterijskog i metanogenog tipa SerRS) obnasa svoju kanonsku funkciju, tj. stupa u
interakciju s hidroksilnom skupinom serina (v. ranije). No, kod mSerRS, ta aminokiselina
posjeduje dodatnu ulogu: pored prepoznavanja serina, ova aminokiselina interreagira i s

ionom cinka.

# Sintetaze koje takoder sadrze ion cinka u aktivnom mjestu jesu ThrRS i CysRS. Aminokiseline koje vezu cink
iod ThrRS (Cys334, His385 te His511 kod ThrRS E. coli) posjeduju ekvivalentan polozaj unutar primarnog
slijeda kao kod mSerRS.

® Time cink zadrzava pocetnu tetraedarsku koordinaciju koju posjeduje u slobodnom obliku. Drugim rijecima,
vezanjem serina ne dolazi do promjene koordinacije iona cinka.
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Slika 2-13. (lijevo) Struktura aktivnog mjesta mSerRS s vezanim ATP-om (ruzi¢asto; PDB ID 2CJ9).
(desno) Struktura aktivnog mjesta mSerRS s vezanim analogom Ser-AMP (prikazan zeleno; PDB ID
2CJA).

Vezanje serina mijenja konformaciju ranije spomenute omée SOL. Ista je uneredena kada
aminokiselina nije vezana®, a po vezanju serina zauzima helikalni oblik na svom N-kraju.
Konformacijska promjena po vezanju serina dovodi ovu strukturu u neposredno blizinu
cinkovog iona te joj omogucéava direktni kontakt s glutamatom na polozaju 400 i
karboksilnim® kisikom serinskog supstrata. Unutar binarnog kompleksa (PDB ID 2CJB)
Trp396 pakira se iznad amino-skupine serina. Polozaj ove aminokiseline stericki osigurava
protiv vezanja nepripadnih aminokiselina koje bi potencijalno mogle “urediti” omc¢u SOL (t;.
dovesti ju u aktivnu konformaciju). Ovaj “Cuvar” veznog dzepa za serin kod drugih
metanogenih enzima SerRS ponekad je zamijenjen drugom aromatskom aminokiselinom
koja, najvjerojatnije, obnasa istu ulogu®. Ovakva inducirana strukturna promjena
karakteristi¢na je za metanogeni tip, jer u bakterijskog tipa nije niti potrebna. Ekvivalentna

regija je u bakterijskih SerRS znacajno kraca (za to¢an mehanizam prepoznavanja serina v.

ranije).

2.4.7 Modularnost seril-tRNA-sintetaza - domena UNE-S

Modularna topologija aminoacil-tRNA-sintetaza ranije je spomenuta na primjeru kvascevih i
bakterijskih MetRS te nesintetaznog proteina Arclp (poglavlje 2.2.4). Osim domena poput
EMAP Il kakve nalazimo kod raznorodnih aaRSs ili njihovih prate¢ih faktora, postoje
sljedovi ili ¢itave domene koje su nastale kod specifi¢nih (najéesce eukariotskih) aaRS, a koje
ne pokazuju neku odredenu sli¢nost s tipicnim strukturnim modulima. Drugim rije¢ima, takve
domene su jedinstvene i, uglavnom, prisutne samo kod jedne specificne aaRS. Zbog takve
ekskluzivnosti i jedinstvenosti dobivaju naziv UNE-X, pri ¢emu X stoji za jednoslovnu

skrac¢enicu aminokiseline za koju je doti¢na sintetaza specifi¢na.

& Otud i naziv.
® Karbonilna skupina analoga Ser-AMS.
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Najmanja takva domena, odn. UNE-S motiv® nalazi se na C-kraju SerRS kraljesnjaka. Ovaj
motiv kljugan je za razvoj krvozilnog sustava®. Uklanjanje ovog elementa ima malo utjecaja
na aminoacilacijsku aktivnost SerRS, ali njeno uklanjanje dovodi do nastanka nenormalnih
zila kod modelnog organizma Danio rerio®®®. Unutar UNE-S motiva nalazi se i lokalizacijski
signal za jezgru, odgovoran za pojavu unosa znacajne koli¢ine SerRS u jezgre humanih
endotelnih stanica. Istovremeno, humana SerRS regulira ekspresiju faktora VEGF (prema
eng. vascular endothelial growth factor). Obje ove funkcije nevezane su za kanonsku
aktivnost SerRS te se dade zaklju¢iti kako je dodavanje UNE-S-modula vazno za obnaSanje

nekanonskih funkcija kod SerRS kraljesnjaka.
2.5 Arginil-tRNA-sintetaza

2.5.1 Opée topoloske znacajke arginil-tRNA-sintetaze

Opcenita topologija arginil-tRNA-sintetaze ukljucuje specificnu N-terminalnu domenu

(Add1-domena prema eng. additional®’

), kataliti¢ku domenu s Rossmannovim naborom te C-
terminalno smjestenu domenu za prepoznavanje antikodonskog dijela tRNA (Add2-domena;
terminologija je preuzeta iz®"). Specifi¢na Add1-domena postoji kod svih ArgRS i odgovorna
je za prepoznavanje D-omée tRNA™Y. Zanimljiva je njena dvoslojna /B topologija®,
karakteristi¢na za proteine koji specifi¢no vezu RNA. Tu uklju¢ujemo, primjerice, ribosomski
protein S4 % i specifiéni modul prisutan kod ThrRS E. coli®. Konno i suradnici sugeriraju
kako srz ove domene stupa u slabe interakcije s domenom za prepoznavanje antikodona.

Domena predodredena za vezanje antikodona tRNA (a-helikalni kavez) topoloski je
oblikovana poput one iz LysRS i nekih GIURS. Zapravo je ova domena na razini tercijarne
strukture dobro ocuvana kod nekih aaRS razreda I (Sto ukljucuje ArgRS, CysRS, MetRS,
ValRS, ITleRS te LeuRS). Karakteristicna CP1-domena (koja je kod 1leRS, ValRS i LeuRS

predodredena za popravak pogreSke nakon prijenosa) kod ArgRS je prisutna kao mali

strukturni modul (slika 2.14).

# Duljine je svega tridesetak aminokiselina pa onda i nije prava domena, ve¢ motiv.
® Ista ukljucuje karakteristi¢nu srz od antiparalelne p-ploce s tri a-zavojnice na N-kraju i jedne duge koja ovaj
strukturni modul povezuje s katalitickom domenom.
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Slika 2-14. Trodimenzionalno sravnjenje CP1-domene iz ArgRS P. horikoshii ArgRS pomoéu servera
DaliLite®. Prikazana je usporedba CP1-domene kod PhArgRS (PDB ID 2ZUE), ValRS (PDB ID 1GAX) i
LeuRS (PDB ID 4ARC).

2.5.2 Prepoznavanje tRNA”"

Suelje arginil-tRNA-sintetaze i pripadne tRNA* proteze se duz 3000 A% ™% pri Gemu se
kontaktna povriina moZe podijeliti na 3 definirana dijela: domena Add2 i antikodon tRNA”'
¢ine jednu zonu, domena Add-1 te D-ruka tRNA drugu, dok interakcije akceptorske peteljke s
katalitickim centrom ArgRS oblikuju tre¢u definiranu zonu. Domene Addl i1 Add2
kooperativno prepoznaju tRNA.

Cjelokupno je nacin prepoznavanja pripadne tRNA sli¢an onome kod GInRS®. Konkretno, u
kompleksu je varijabilna om¢a tRNA usmjerena ka otapalu, kataliticki centar enzima
komunicira s malim utorom akceptorske peteljke tRNA, a CCA-kraj tRNA zauzima
konformaciju okret-ukosnica (eng. hairpin turn) kako bi dosegao aktivno mjesto enzima
(slika 2.15). No, iako je konformacija zadnjih dvaju nukleotida kod tRNA*? i tRNA®" sli¢na,
prilikom vezanja na pripadnu aaRS do stabilizacije regije ukosnice dolazi razli¢itim

mehanizmima.
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Slika 2-15. Vezanje tRNA u sustavu GInRS (lijevo, PDB ID 1GTR) i ArgRS (desno, PDB ID 1F7V).

U strukturi arginil-tRNA-sintetaze iz kvasca S. cerevisiae (PDB ID 1F7V) moze se uoditi da
se enzim u podrucju antikodonske peteljke priblizava pripadnoj tRNA sa strane malog utora,
dok se antikodonska omca veze u dzep oblikovan a-zavojnicama domene Add-2.
Antikodonska omca pritom prolazi kroz znaCajnu strukturnu promjenu u odnosu na

91 . “x
 Naime, kod kvas¢evog

pretpostavljenu konformaciju slobodne antikodonske omce
kompleksa ArgRS:tRNA”" konformacija antikodonske om&e posjeduje ispup&eni adenozin
na polozaju 38 te adenozin na polozaju 37 interkaliran izmedu gvanozina 31 i citozina 39
(zadnji par baza antikodonske peteljke). Prve dvije baze antikodona (ovdje 134 i C35), kao i
susjedna U33, strse prema otapalu.”

Sredi$nja baza antikodona, citozin 35, najjaci je identitetni element tRNA”" **. Neobicno je
da kvasceva arginil-tRNA-sintetaza prepoznaje ovu determinantu nespecifi¢no, tj. uz pomoé
atoma polipeptidne okosnice. Kao dodatni osigura¢ u prepoznavanju pojavljuje se ocuvani
triptofanski ostatak (Trp569) koji stupa u interakcije slaganja (eng. stacking interactions) s
134 i C35, do Cega dolazi uslijed interkalacije aromatskog prstena ovog ostatka izmedu
spomenutih baza antikodona. Nekoliko aminokiselina® koje su strogo ocuvane® u primarnim
sljedovima arginil-tRNA-sintetaza odgovorno je za upravljanje konformacijom antikodonske

omée™.

@ Dela%outte i suradnici pretpostavljaju konformaciju antikodonske omée kakva postoji u slobodnih tRNA®P j
tRNA™,

b ScArgRS specifiéno prepoznaje C35 i stupa u interakciju s G36 i A38, ali ne stupa u interakciju s U33.

° Primjerice Tyr491, Arg495, Arg501, Tyr565 i Met607 kod SCArgRS.

¢ Zapravo se kod relativno velikog broja arhejskih organizama na tom mijestu nalazi prolin koji bi, teoretski
mogao takoder participirati u interakcijama slaganja s bazama antikodona.
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Posljednja aminokiselina Met607 kljucna je za prepoznavanju antikodonske omce. Smatra se
da je na C-kraj ovog proteina izvrSen jaki evolucijski pritisak buduc¢i da svi dosad poznati

sljedovi ArgRS zavrSavaju metioninom (Slika 2.16).
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Slika 2-16. Poravnanije sljedova arginil-tRNA-sintetaza iz razli¢itih izvora. Preuzeto iz®'.

lako Met607 stupa u iterakciju s posljednjom bazom antikodona te adenozinom na polozaju
38 (¢ime se stabilizira opisana konformacija antikodonske omée)™ on to &ini preko atoma
okosnice proteina. Stoga nije posve jasno iz kojeg razloga je krajnji, C-terminalno smjesteni
Met ocuvan kod svih primarnih sljedova ArgRS.

Unutar binarog kompleksa ArgRS:tRNA*9cy iz arheje P. horikoshii, srediinja baza
antikodona (C35) smjeStena je unutar hidrofobnog dzepa oblikovanog bo¢nim ograncima
Tyr587 te 1le517, Pro591, Val592 i Leu593. Prva baza antikodona (C34) ne stupa u
interakciju s proteinom, dok je posljednja (U36) okruzena bo¢nim ograncima aminokiselina
Tyr509, Ala512 te Ser516. Uridin 36 takoder komunicira s krajnjim metioninom, no ponovo
je taj kontakt nespecifi¢an (u interakciju stupa preko primarne NH-skupine i C-terminalne
karboksilne skupine). Adenozin na polozaju 37 slozen je na par C31-G39, dok je baza C32
slozena na njega. RazliCitosti u oblikovanju tercijarne strukture tRNA™ kod kvasca i P.
horiskohii bit ¢e detaljno opisane i obrazloZene kasnije.

Jedan strukturni motiv, nazvan Q-omé&a (kod kvasca aminokiseline 480-485)%, takoder
predstavlja dio sucelja za prepoznavanje tRNA”". Smijestena je taman ispod veée zone ArgRS
odgovorne za vezanje srzi tRNA, u poveznici izmedu dvije zavojnice te oblikuje izboc¢eni
motiv na povrsini proteina. Budué¢i da je smjeStena prema strani velikog utora peteljke

antikodona igra dvostruku funkcionalnu ulogu. Istovremeno, ovaj element izgraduje
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»poklopac” ranije opisanog dzepa za prepoznavanje adenozina 38 (Cime se, ponovo,
stabilizira aktivnu konformaciju tRNA*), ali i zatvara svojevrsnu pukotinu u tercijarnoj
strukturi tRNAA koja se vezanjem otvara izmedu nukleotida G25 1 C39. Za rad ove omce
¢ini se da je kljucan glicin (na polozaju 483), buduci da bi neki drugi bo¢ni ogranak na ovom
polozaju prijecio navedeni smjestaj tRNA. Biokemijski je (eksperimentima in vivo) pokazano
da je mutacija Gly483Ser letalna za stanice kvasca®.

Nukleotidna determinanta A20 (unutar D-om¢e) jedinstvena je za argininski sustav. Iznimka
je u tom slucaju kvasac S. cerevisiae, s dihidrouridinom (rjede citozinom) na polozaju 20
(takoder determinanta). Slicno kao kod serinskog sustava, 6 kodona odgovorno je za
jedinstvenu aminokiselinu arginin. U ovom slu¢aju antikodoni izoakceptora tRNA®Y
posjeduju jednu zajednicku bazu (srediSnji citozin). Kao §to je to kod serinskog sustava duga
varijabilna ruka, nukleotidna determinanta A20 smjeStena unutar D-ruke predstavlja
adaptaciju argininskog sustava na heterogenost argininskih (anti)kodona.

Biokemijska istrazivanja u argininskom sustavu E. coli i T. thermophilus pokazala su da su
najvaznije interakcije s enzimom povjerene nukleotidima C35 (zajednicki svim

izoakceptorima za arginin) te A20%%

. Unutar kristalne strukture binarnog i ternarnog
kompleksa ArgRS s tRNA™Y,; iz kvasca vidljiva je interakcija enzima s bazom D20 unutar
D-omce. Ovaj dihidrouridin smjeSten je u neposrednoj blizini bo¢nih ogaranaka Asnl06,

Phe109 i GIn111 u karakteristi¢noj N-terminalnoj domeni enzima (slika 2.17)".

Slika 2-17. Prepoznavanje dihidrouridina na poziciji 20 kod kvasca (PDB ID 1F7V).

Konfliktna informacija dolazi iz biokemijskih istrazivanja u kojima je pokazano kako su Kcat i
Km za tRNA*Yce i tRNAY ey kod kvasdevih mutantnih proteina ScArgRSAsnl06Ala,
ScArgRSPhe109Ala i ScArgRSGIn111Ala isti u odnosu na divlji tip enzima®™. Stoga neki
autori smatraju kako ova interakcija N-terminalne domene enzima s dihidrouridinskom

determinantom na poloZaju 20 nije vazna za vezanje tRNA”" tijekom reakcije aminoacilacije!
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Kristalna struktura ArgRS iz bakterija T. thermophilus dostupna je kao slobodni enzim, ali u
kompleksu s tRNA jo§ nije rijesena®™. Kod enzima T. thermophilus mutacije Tyr77Ala i
Asn79Ala (ovi polozaji odgovaraju onima Phel09 i GIlnl11 kod ArgRS S. cerevisiae) ipak
dovode do zamjetnog povecanja K, za tRNA™ i velikog pada Vi,

Kvasac posjeduje Cetiri argininska izoakceptora, od kojih jedan posjeduje citozin na polozaju
20. S obzirom na (predlozeni) mehanizam prepoznavanja dihidrouridina 20 u strukturi
kompleksa SCArgRS:tRNA™Y, moze se pretpostaviti da prepoznavanje citozina ponovo
ukljucuje ostatke GInlll i Asnl06. Pritom mora doé¢i do izmjene donorsko-akceptorskih
parova u mrezi vodikovih veza kakvi su vidljivi u prepoznavanju Asnl106-D20-GIn111.
Originalno je karbonilni kisik bo¢nog ogranka Asn106 akceptor vodikove veze koju ostvaruje
s imino-skupinom dihidrouridina (atom N3, slika 2.17); istovremeno, amino-skupina bo¢nog
ogranka GInl1l1l donor je vodikove veze prema karbonilnom kisiku na C4-atomu D20.
Zamjenom dihidrouridina citozinom dolazi do izlaganja potencijalnog akceptora vodikove
veze na polozaju N3 te donora vodikove veze (amino-skupina) na polozaju karbonilnog kisika
C4-atoma. Zamjenom uloga (u odnosu na prepoznavanje D20) Asn106 i GInlll, obrazac
prepoznavanje se moZze zadrzati, zajedno s rasporedom vodikovih veza.

Fenilalanin na poziciji 109 visoko je ocuvan u sljedovima ArgRS; izuzetno se kod pojedinih
vrsta sinonimno zamjenjuje tirozinom. Ne ¢udi stoga da je ova aminokiselina ukljucena u
interakcije slaganja s nukleotidnom determinantnom na poziciji 20. Dihidrouridin 20
specifi¢an je za kvastevu tRNA™Y, jer, kao $to je ranije naglaseno na tom poloZaju mnogo
¢eSce se zatie adenozinski ostatak. Glutamin na poloZaju 111 relativno dobro je ocuvan kod
razli¢itih sljedova ArgRS; sinonimna zamjena u asparagin na tom mjestu takoder je prisutna
(v. sliku 2.15).

Delagoutte i suradnici®, oslanjajuéi se na poravnanje primarnih sljedova danom u ranijem
radu®” spekulirali su kako se Asn106, u vrsta kod kojih je umjesto D20 prisutna determinanta
A20 nuzno mora zamijeniti nekom malenom aminokiselinom (pooput alanina, v. poravnanje
u %) kako bi se dozvolila akomodacija adenozina. Purinski prsten adenozina (u usporedbi s
dihidrouridinom) znacajno je ve¢i pa bi bilo koji bo¢ni ogranak na odgovarajucoj poziciji
(onoj Asnl06) prijeCio vezanje adenozinskog elementa identiteta. No, nakon §to je rijeSena
struktura arhejske ArgRS u kompleksu s pripadnom tRNA, postalo je jasno da ta spekulacija
ne stoji®2. U strukturi kompleksa iz P. horikoshii vidljivo je da je A20 prepoznat od strane
Tyr85 na isti nacin na koji je to bilo videno u kvas¢evom sustavu (ondje Phe109). Umjesto
GIn (kod kvasca GIn111) nalazimo Asn87 koji stvara dvije vodikove veze (preko karbonilne,

odn. amino-skupina bo¢nog ogranka) s atomima N1 i N6 adenozina 20. Na mjestu spornog

40



Literaturni pregled

Asnl06, u PhArgRS nalazi se valinski ostatak. Budu¢i da orijentacija bo¢nog ogranka valina
ne nali¢i na onu Asnl06 u kvasca, ovaj bo¢ni ogranak ni nakoji nacin ne prijeci

vezanje/prepoznavanje nukleotidne determinante A20 (slika 2.18).

Kvasceva N-terminalna (Add-1) domena

Asn106
/,GIn1M

Phe109

= 4D, ] © )
l@ L= —m
N-terminalna (Add-1) domena P. horikoshii
3l , Val82
¥ ,Asn87

yr85

F*—os)—os
s @

Slika 2-18. (A) Prepoznavanje i smjeitaj adenozina 20 kod kompleksa ArgRS:tRNA”".., iz arheje P.
horikoshii (PDB ID 2ZUE). (B) Raspored elemenata ukljucenih u prepoznavanje A20 kod kvasca i arheje
dan kroz dvodimenzionalni prikaz pripadajuéih struktura. Diskutirane aminokiseline su oznacene.

Prepoznavanje akceptorske peteljke kod SCARgQRS ukljuéuje elemente insercije Ins2, drugu

polovicu Rossmannovog nabora te element koji su Delagoutte i suradnici nazvali
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platformom za sidrenje tRNA"**? Aktivno mjesto kvas¢eve arginil-tRNA-sintetaze stupa u
interakciju s malim utorom akceptorske peteljke tRNA™"Y. Interakcije s prve &etiri baze
akceptorske peteljke uglavhom su posredovane vodom. Lokalizirane su s jedne strane
uzvojnice RNA te ukljutuju samo ,,jedan lanac”® opisane uzvojnice (odn. baze G69 do A72).
Krajnji nukleotid na 5’-strani SCtRNA”" ¢ je pseudouridin te je u rije§enoj strukturi povezan
vodikovim vezama s bazom A72

Terminalni CCA-kraj zauzima konformaciju ukosnice, slicno kao u slu¢aju kompleksa
GINRS:tRNAS!. Posljednje dvije baze (C75 te A76) takoder posjeduju slicnu konformaciju.
No, ova konformacija (koja je potrebna za katalizu!) stabilizira se razli¢itim mehanizmima,
tj. razli¢itim na¢inom interakcije s enzimom®. Svijanje CCA-kraja kod tRNA”" stabilizira se
vodikovim vezama izmedu amino skupine citozina na polozaju 75 i kisika fosfatne okosnice
na polozaju 72. Strukturu ukosnice kod CCA-kraja tRNA™? dodatno stabilizira sam enzim
uspostavom specifi¢nih interakcija s bazama C74 i A76.

Zanimljivo je spomenuti da kod kvasca direktnih interakciju izmedu nukleotidnih
determinanti i enzima ima razmjerno malo (tu naravno ubrajamo dihidrouridin 20 unutar D-
omce, antikodon i 3'-CCA-kraj). Glavnina interakcija posredovana je molekulama vode. Nije
iskljuéeno da ova pojava korelira s velikom varijabilnos¢u sljedova koja ja prisutna kod

argininskih izoakceptora kvasca.

2.5.3 Aktivno mjesto ternarnog kompleksa

Usporedba ternarnog kompleksa ScArgRS:tRNA*%:arginin (PDB ID 1F7V) i binarnog
(ScArgRS:arginin, PDB ID 1BS2) otkriva da je vezanje arginina identicno u oba sluéajagl.
Unutar ternarnog kompleksa arginin se nalazi neposredno ispod terminalnog adenozina
(A76). Ispravno pozicioniranje ovog A76 kontroliraju tri aminokiselinska ostatka: Glu294,
Tyr347 1 Asnl53, a koji su strogo ocuvani u svih arginil-tRNA-sintetaza. Atomi bo¢nog
ogranka Asn153 stvaraju vodikove veze s 2'-hidroksilnom skupinom riboze adenozina Ade76,

dok, istovremeno, 3'-OH-skupinu veze spomenuti glutamat na polozaju 294 (slika 2.19).

? Spomenuta ,,platforma za sidrenje tRNA” strukturni je motiv karakteristi¢an za ScArgRS®"®*. Oblikuju je dva
B-lanca [kod kvasca su to S13 (ak 402—-406) i S14 (ak 468-473)]. SmjeStena iza druge polovice Rossmannovog
nabora. Ova regija odgovorna je za interakciju s kutom ,,slova L” tRNA*®, No, sli¢na platforma postoji i kod
kompleksa GINRS:tRNA®"®, Unutar platforme, sugelje dviju makromolekula je visoko hidrirano, a protein
komunicira s tRNA dominantno na nespecifi¢an nacin, tj s atomima fosfodiesteske okosnice.

® Naravno da je citava tRNA jedan jedinstveni lanac; ovdje se pod terminom jedan lanac misli na izolirani
dvolancani segment koji se raspravlja.

° Kod tRNA®", nukleotidna determinanta G73 ukljudena je u interakciju slaganja s C75 i A76. Istovremeno,
formiranjem vodikovih veza s 2-amino skupinom i kisikovim atomom fosfata nukleotida 72 stabilizira svijanje
3'-terminalnog CCA-kraja. Kod tRNA™Y, interakcije slaganja G73— C75-A76 nisu prisutne.
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Slika 2-19. Polozaj arginina unutar aktivhog mjeta SCArgRS (PDB ID 1F7U). Arginin je prikazan
ruZiasto, a terminalni adenozin tRNA”" zeleno.

Slika 2.19 prikazuje nain prepoznavanja argininskog supstrata u ternarnom kompleksu s
tRNAMY (1F7V). Interakcije s gvanidinijskom skupinom supstrata su sline kao kod
kompleksa slobodnog enzima s aminokiselinskim supstratom. No, Asn153, koji stvara
interakcije s a-amino-skupinom i a-karboksilatom arginina, po vezanju tRNA ulazi u
interakciju s 2'-kisikovim atomom riboze adenozina 76. Tirozin na polozaju 347 (strogo
oc¢uvan kod GInRS, GluRS, TyrRS i TrpRS) sudjeluje u prepoznavanju n-dusikovog atoma
vezanog arginina (i u binarnom i u ternarnom kompleksu). Po vezanju tRNA, taj ostatak
dodatno stupa u kontakt s purinskim prstenom adenozina 76, nastavljaju¢i tako interakcije
slaganja duz osi formirane bazama adenozina 76 te citozina 75.

Niti ATP nitt AMP nisu vidljivi u mapi elektronske gustoce kod kristalnih formi kvascevog
sustava, iako su kristali natapani tim molekulama. Kod kristala apo- ScArgRS (dakle, bez
tRNA™Y) to se moZe objasniti neproduktivnom konformacijom omée-potpisa KMSKS. Ova
om¢a ukljucena je u stabilizaciju prvog koraka reakcije aminoacilacije®.

Struktura s analogom ATP-a, adenozin-5’-(B, y-imido)trifosfatom (ANP), rijeSena je kod
arheje P. horikoshii. Polozaj ATP-a unutar aktivnog mjesta dan je na slici 2.19. Purinski
prsten analoga ANP slozen je ponad aromatskog prstena ostatka His417, koji je, Cini se,
specifican za P. horikoshii. Riboza, odn. njena 2’-OH-skupina smje$ta se u neposrednu
blizinu ostataka Gly384 i Glu386 koje su smjeStene unutar specificnog okreta. Slicna
konformacija okosnice zapaza se i kod kvasca S. cerevisiae (aminokiseline 372— 375) i

bakterije T. thermophilus.®
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Slika 2-20. Aktivno mjesto PhArgRS s analogom ATP-a unutar aktivhog mjesta. Bo¢ni ogranci koji
sudjeluju u vezanju su istaknuti. lon magnezija prikazan je tamnoplavo.

Prepoznavanje D-omce u drugim sustavima
U argininskom sustavu domena Addl predstavlja strukturni modul odgovoran za

prepoznavanje D-omé&e™ %

. Kvasceva ArgRS bila je prvi strukturni primjer sintetaznog
kompleksa u kojem je D-omca bila izravno implicirana u prepoznavanje od strane vlastite
aaRS. Do danas je poznato da je D-omca element identiteta te da je prepoznata kao kljucna i
za prepoznavanje kod PheRS® 2 PylIRS!® ® CysRS™ € kao i kod mitohondrijske LeuRS iz
Govjeka'®?. Zanimljivo je da je D-om&a implicirana u prepoznavanju transamidacijskog
faktora kod indirektne biosinteze GIn-tRNA®", odn., Asn-tRNA”". Kao §to je spomenuto
ranije, nakon reakcije nediskriminiraju¢e AspRS/GIuRS, misacilirana tRNA (Asp-
tRNAY/GIu-tRNA®™ amidira se u reakciji (tRNA-zavisne) amidotransferaze (AdT).
Bakterijske GatCAB i GatDE prepoznaju prvi par baza akceptorske peteljke i D-om¢u svojih
tRNA, dok arhejska GatCAB (tercijarnu) srz tRNA'®. S obzirom da su modificirani
nukleotidi prisutni unutar D-omce s jednakom prisutno$¢u kao kod drugih elemenata tRNA,
enzimi odgovorni za te modifikacije prepoznaju ih s visokom speciﬁénoéc’uloé"flos’lm. Enzim

odgovoran za dodavanje 3’-terminalnog CCA-kraja tRNA takoder komunicira s D-om¢om
tRNA™,

% Humana PheRS prepoznaje bazu antikodona (G34), antikodonsku peteljku (parove G30-C40 i A31-U39) te
gvanozin na polozaju 20 unutar D-om¢e kao §to je pokazano metodom otiska prsta (eng. tiophosphate
footprinting). Unutar D-omée pretpostavljene su interakcije s okosnicom.

® Analiza otiska prsta pokazala je da PylRS veze tRNAP' dominantno uzduz okosnice T-om&e, D-peteljke i
akceptorske peteljke. Interesantno je spomenuti da kanonski kontakti izmedu T- i D-omée u tRNAP" nedostaju
(komunikacija izmedu nukleotida na polozajima 18 i 56).

¢ Prepoznavanje D-om&e kod CysRS je indirektno, tj. enzim prepoznaje oblik fosfodiesterske okosnice, radije
nego specificne baze.
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2.6 Molekula tRNA i njene uloge izvan translacije

Molekule tRNA jedan su od kriticnih elemenata translacijskog procesa, prisutne su u svim
zivim stanicama i bez njih je nemoguce zamisliti biosintezu proteina.

U genomu sisavaca postoji veliki broj gena za istovrsne izoakceptore tRNA, tzv. izodekodere.
Budu¢i da im je zajednicki slijed unutar antikodona (bez obzira na razliku u ostatku slijeda
nukleotida), oekivano takve tRNA prepoznaju isti kodon molekule mRNA', Istrazivanje
Rudinger-Thirion i suradnika'* pokazalo je da neki od izodekodera tRNA, posebno oni koji su
slabiji supstrat za pripadnu aaRS, sudjeluju u procesima izvan translacije, konkretno, u nekim
regulacijskim procesima. Primjerice, specifi¢ni izodekoder tRNA®P moze modulirati
stabilnost molekule mMRNA odgovorne za sintezu stanicne ASpRS, dakle, pripadne aaRS.
Regulatorni mehanizam zavisi od direktno vezanja tRNA”**-izodekodera na slijed prisutan na
3'-netranslatiranoj sekvenci mMRNA aspartil-tRNA-sintetaze. Interakcija dviju molekula RNA
poti¢e upotrebu alternativnog poliadenilacijskog mjesta, Cine¢i takav transkript mRNA
stabilnijim®°.

Uloge tRNA u brojnim procesima izvan translacije ukljucuju virusnu replikaciju, biosintezu
aminokiselina i sl. Tako za zapodinjanje procesa reverzne transkripcije virus HIV-1, RSV
(prema eng. Rous sarcoma virus) te Mo-MuLV (prema eng. Moloney murine leukemia virus)
rabe tRNA™S, tRN™™ i tRNA™ . Faktori virulencije MprF (prema eng. Multiple peptide
resistance)  kontroliraju  permeabilnost stanice prema kationskim antibioticima
aminoaciliranjem lipida unutrasnje stanicne membrane. Razliiti paralozi faktora MprF mogu
rabiti Lys-tRNAS® ali i Ala-tRNA*"? za modificiranje fosfatidil-glicerola. Neosjetljivi su na
mutacije u strukturi tRNA pa im je primarna determinanta aminokiselinski dio molekule aa-
tRNA. KoriStenjem jednog polarnog i jednog nepolarnog izvora za modificiranje unutras$nje
membrane patogeni poput Clostridium perfringens sposobni su adaptirati se na sirok spektar
antibiotika.

Kod Gram-pozitivnih bakterija, T-box riboprekidaci (eng. riboswitches) reguliraju ekspresiju
aaRS 1 drugih proteina u odgovoru na razinu dostupne aminoacilirane tRNA pri razli¢itim
stanjima dostupnosti nutrijenata. Elementi T-box nalaze se unutar 5’-netranslatiranih regija
molekula mRNA koje reguliraju te posjeduju dvije oCuvane domene. Peteljka | sadrzi
prepoznajuéi trinukleotid koji se sparuje s antikodonom pripadne tRNA. U 3’-smjeru od
peteljke 1, nalazi se domena antiterminatora koja se sparuje s akceptorskom domenom

pripadne tRNA te razlikuje da li je vezana tRNA aminoacilirana ili ne.
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Sve su ces$¢i radovi o ulogama (t)RNA u vantranslacijskim dogadajima. Ribonukleinska
kiselina se sve vise razotkriva kao vazna regulatorna i signalizacijska molekula unutar stanica
u sva tri kraljevstva Zivota. Molekule RNA sposobne su stvarati kompleksne strukture koje,
jednako kao i proteini, evolucijski ¢uvaju svoju arhitekturu. Tercijarna struktura RNA oslanja
se na niz stabilizirajucih strategija koje ukljucuju interakcije slaganja baza, kao i vodikove
veze izmedu baza, izmedu baza i1 fosfodiesterske okosnice te izmedu samih okosnica
(najvaznije sile koje rukovode smatanjem). Osim Watson—Crickovih parova baza, baze RNA
mogu formirati nekolicinu netipi¢nih interakcija kao dodatnog seta vodikovih veza. Ovakve
nekanonske interakcije dopustaju strukturnu fleksibilnost potrebnu za razlicite strategije
smatanja i Cesto ih susrecemo unutar baznih tripleta i kvarteta. Nadalje, drugi faktori (poput
strukturiranih molekula vode, metalnih iona, posttranskripcijskih modifikacija ili protonacija

nukleobaza) mogu utjecati na geometriju i stabilnost specificnih motiva RNA.

2.6.1 Sazrijevanje tRNA

U ovoj disertaciji primjenjena je proizvodnja Zeljenih (arhejskih) molekula tRNA (MttRNA*™
i MttRNAS®) potaknutom ekspresijom u domaéinu E. coli BL21. Dozrijevanje takvog
heterolognog transkripta postavlja pitanje mogucnosti dorade stranih nezrelih tRNA u
bakterijskim stanicama. Tekst koji slijedi dat ¢e uvid u opcée znacajke dozrijevanja tRNA te
argumentirati mogucénost dorade istih u stranom sustavu (E. coli).

Po transkripciji sazrijevanje tRNA se u stanicama i prokariota i eukariota odvija uskladenim
djelovanjem razlicitih enzima. Naime, sirovi transkripti molekula tRNA nisu prikladni za
obnasanje njihove uloge u translaciji. Nakon transkripcije RNA-polimerazom, ovi nascentni
produkti moraju pro¢i kroz niz procesiraju¢ih koraka, a koji ukljucuju uklanjanje introna,
uklanjanje 5’-vodeceg i 3’-prateceg slijeda, dodatak krajnjeg CCA-trinukleotida na 3’-kraj te
nekolicinu modifikacija na nukleotidnim bazama i okosnici. Primjerice, u kvasca S. cerevisiae
viSe od 60 proteina ukljuceno je u sazrijevanje tRNA te su isti odgovorni za procesiranje oko
5 milijuna tRNA-molekula po stani¢noj generaciji. Zanimljivo je da izmedu enzima
ukljucenih u degradaciju mRNA i sazrijevanje stabilnih RNA (tRNA i rRNA) postoji
znacajno preklapanje.

Put sazrijevanja tRNA u E. coli dosta detaljno je istrazen. Procesiranje 5’-strane transkripta
obavlja RNaza P. Sazrijevanje 3’-kraja inicira se endonukleolitickim cijepanjem nizvodno od
CCA-kraja® po ¢emu slijedi dalje endonukleoliticko skradivanje. Dva enzima, RNaza E i

RNaza III ukljuceni su u opisano endonukleoliti¢ko procesiranje. Obje RNaze (sli¢no kao 1

U E. coli
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RNaza P) cijepaju RNA s obzirom na raspored malih primarnih i sekundarnih strukturnih
elemenata, a ne s obzirom na pojedini tip RNA. RNaza III prepoznaje dvolancane segmente
unutar svojih ribonukleinskih supstrata, dok RNaza E cijepa jednolancane sljedove bogate
sljedovima adenin-uracil. Egzonukleoliti¢ko procesiranje na 3’-kraju Katalizira jedna od
nekoliko mogucih 3’-5" egzonukleaza. Radi se o 6 mogucdih, razli¢itih enzima (RNazi II, BN,
D, PH, PNPazi te Rnazi T) koje sve mogu katalizirati spomenutu reakciju. Kao i u slucaju
endonukleolitickog cijepanja, niti jedan od spomenutih enzima nije specificno vezan za
sazrijevanje molekula tRNA.

Zavrsna dorada transkripta ukljucuje uvodenje dodatnih kemijskih skupina na nukleobazama
ili Se¢ernofosfatnoj okosnici transkripta. Argininski izoakceptori unutar pojedinog organizma
pokazuju dosta visoki stupanj heterogenosti na razini primarnog slijeda. Usporedba sljedova
heterolognog MttRNA”"%-transkripta u odnosu na postojeée argininske vrste u E. coli otkriva
da je razli¢itost izmedu pojedinih izoakceptora istog organizma veca nego u slucaju istovrsnih
izoakceptora arheje i bakterije (slika 2.21). lzoakceptori variraju i duljinom S$to implicira
postojanje fleksibilnosti u prepoznavanju odredenog dijela tRNA od strane ArgRS: kako
prepoznavanje sintetazom ne zavisi samo od nukleotidnih determinantni ve¢ i od
nespecifiénih kontakata s okosnicom, razli¢ita duljine pojedine regije tRNA uvjetuje i njeno
razli¢ito smatanje, odnosno, razliiti mehanizam prepoznavanja sintetazom u odnosu na

preostale izoakceptore.
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MthermArgCCT GGGCCCGTAGCCTAGCCAGG-ATAGGGCATCAGACTCCTAATCTGAAGGTCCCGGGTTCA 59
MthermArgTCT GGGCCCGTAGCCTAGCCAGG-ATAGGGCGTCGGACTTCTAATCCGAAGGTCCCGGGETTCA 59
MthermArgTCG GGGCCCGTAGTCTAGCCTGGAATATGACGTGGGACTTCGGATCCCAAGGTCGGEGETTCA 60
EcoliArgCCG GCGCCCGTAG-CTCAGCTGG-ATAGAGCGCTGCCCTCCGGAGGCAGAGGTCTCAGGTTCG 58
EcoliArgTCT GCGCCCTTAG-CTCAGTTGG-ATAGAGCARCGACCTTCTAAGTCGTGGGCCGCAGGTTCG 58
EcoliArgACG GCATCCGTAG-CTCAGCTGG-ATAGAGTACTCGGCTACGAACCGAGCGGTCGGAGGTTCG 58
EcoliArgCCT GTCCTCTTAG-TTAA-ATGG-ATATAACGAGCCCCTCCTAAG-GGCTAATTGCAGGTTCG 56
MthermArgGCG GCCCTGATAG--TGTAGCGG-ATATCACGTAGGACTGCGGATCCTATTAC-CCGGGTTCA 56
* E * *% HxH& . . * % & _‘# . _‘k‘k*‘k*_
MthermArgCCT AATCCCGGCGGGETCCGCCA 78
MthermArgTCT AATCCCGGCGGGTCCGCCA 78
MthermArgTCG AATCCCCCCGGGTCCGCCA 79
EcoliArgCCG AATCCTGTCGGGCGCGCCA 77
EcoliArgTCT AATCCTGCAGGGCGCGCCA 77
EcoliArgACG AATCCTCCCGGATGCACCA 77
EcoliArgCCT ATTCCTGCAGGGGACACCHR 75
MthermArgGCG AGTCCCGGTCAGGGCACCA 75

E * &%

Slika 2-21 Poravnanje primarnih sljedova tDNA razli¢itih argininskih izoakceptora iz arheja M.
thermautotrophicus i bakterije E. coli. Poravnanje je napravljeno pomocu programa Clustal Omega te
ru¢no podeseno s obzirom na participaciju pojedinih nukleotida u specifiénim elementima sekundarne
strukture tRNA. Tamno plavo su oznaceni sljedovi koji formiraju akceptorsku peteljku, ruzicasto D-
peteljku, zeleno antikodonsku, a tirkizno T-peteljku. Svim sljedovima nadodan je CC-kraj koji je kod E.
coli prisutan unutar tDNA-slijeda, ali ne i kod M. thermautotrophicus (u arhejskom organizmu terminalni
trinukleotid dodaje se radom CCA-enzima).

Zbog ¢injenice da ugradnju arginina u stani¢ne proteine kodira 6 moguéih kodona (i kod E.
coli i kod M. thermautotrophicus susrecemo svega 4 tDNA-gena, odnosno, 4 od 6 moguc¢ih
argininskih izoakceptora) postoji poprilicna raznolikost u smislu slijeda u podrucju
antikodona. Oc¢uvan je samo sredisnji citozin koji se, kao $to je izneseno u Uvodu, specificno
prepoznaje preko elemenata smjestenih u Add-2-domeni ArgRS. Ostale baze smjestene u ovoj
om¢i dobro su ofuvane izmedu arhejskog 1 bakterijskog organizma; izuzetak ¢ini purin na

polozaju 37, odn. na tom poloZaju kod oba organizma susre¢emo i adenozinski i gvanozinski

ostatak.
MthermArgCCT GEGCCCET AGCCTAGCCAGGAT AGGEUATCAGACT CCTAATETEAAGGTCCCGGGTTCAR 60
EcoliArgCCT GTCCTCT TAGSSTTREAATGGAT ATRACG AGECECT CCTAAGGEGETAATTGCAGGTTCGA 57
* * * T %% *:__.:-k*t** ..*.: . l**#**** *_:._* *_**t**l*
MthermArgCCT ATCCCGGEEEEI@EGCCA 78
EcoliArgCCT TTCCTGCAGGEGACACCA 75

skkk Kk _kkk Kk _Kkk

Slika 2-22 Poravnanje DNA-sljedova koji kodiraju izoakceptor tRNA*"%cy, u M. thermautotrophicus i E.
coli. Bojanje odgovara elementima sekundarne strukture tRNA na istovjetan nacin kako je to ucinjeno
kod slike 2.20.

U E. coli najucestalije upotrebljavani kodon za arginin je CGU (Citan izoakceptorom
tRNA*9,c%), a kod M. thermautotrophicus AGG (&itan izoakceptorom tRNA"9c¢). Kod M.
thermautotrophicus ne postoji dominantni izoakceptor E. coli, ve¢ se CGU-kodoni ¢itaju uz

pomo¢ kolebljive baze izoakceptorom tRNA”Ygcq. Izoakceptor tRNA™9:cy kod E. coli

# Adenin na polozaju 34 standardno se kod ovog izoakceptora modificira u inozin.
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zaduzen je za dekodiranje najslabije zastupljenog kodona u kodirajué¢im sljedovima tog
organizma. Pored standardnih modifikacija unutar TyC-petlje (5-metiluridin i pseudouridin
na poloZajima 54 i 55) i tRNA”%cy E. coli posjeduje jedinstvenu modifikaciju unutar
antikodonske omce - N6-treonilkarbamoiladenozin na polozaju 37 (t6A).

Modifikacija purina na polozaju 37 (dakle, neposredno uz slijed anitkodona) izrazito je Cesta.
Nalazimo ju u 70% sluGajeva te se moZe smatrati oduvanim svojstvom™? ™. Vazno je
spomenuti da tip modifikacije korelira s identitetom posljednje baze antikodona (polozaj
36)"*. Hipermodificirani ostatak N6-treonilkarbamoiladenozin (i njegovi derivati) stupaju u
interakcije slaganja ponad para baza kodona i antikodona A1-U36 unutar ribosoma ¢ime se

114

stabilizira niska entalpija ovog para baza™. Pored ovog stabiliziraju¢eg efekta, strukturne

studije na ljudskoj tRNA™°y,y pokazale su da t6A sprecava stvaranje vodikovih veza unutar
omée, a zbog &ega bi moglo doéi do zatvaranja antikodonske omé&e®*>,

Antikodoni tRNA koji posjeduju gvanozin na polozaju 36 dominantno na poziciji 37
sadrzavaju metilirani purin''2. U veéini sluajeva radi se o 1-metilgvanozinu, iako se gdjegdje

moZe naéi 2-metiladenozin ili 6-metiladenozin®*?

. Povecana stabilnost para kodon-antikodon
(C1-G36) smanjuje potrebu za stabiliziraju¢im interakcijama slaganja sa strane nukleozida na
polozaju 37. Dapace, male hidrofobne modifikacije (poput opisanih metilacija) spreavaju
pomak translacijskog okvira ¢itanja**®, a smjestaj metilacija sa strane gdje dolazi do Watson-
Crick-ovog sparivanja takoder potcrtava mogucnost da je funkcija ove modifikacije sprijeciti
pomak okvira.

Enzim TsaD koji je odgovoran za uvodenje modifikacije t6A u E. coli, ortolog je
eukariotskog/arhejskog enzima Kael. Radi se o slaboj ATPazi (stvara ADP) koja veze
molekule tRNA s adenozinom na poloZaju 37. Ovaj enzim (TsaD) stvara esencijalnu mrezu S
dodatnim proteinima TsaB i TsaE. Zajedno s TsaC ovi proteini formiraju multiproteinski
kompleks te vezu ATP, treonin i bikarbonat kao kofaktore te kataliziraju reakciju
treonilkarbamoilacije na polozaju 37 bakterijskih tRNA zaduzenih za dekodiranje ANN-
kodona (dakle radi se o kodonima za aminokiseline lle, Met, Thr, Lys, Asn, Ser i Arg).
Modificirani nukleotid N6-treonilkarbamoiladenozin ocuvan je u sva tri kraljevstva te je za
otekivati da u uvjetima in vivo (unutar vlastitog organizma) MttRNA™Y posjeduje

modificirani adenozin 37.

® Antikodonska om¢a mora sadrzavati om¢a 7 nesparenih nukleotida kako bi do3lo do ispravnog nacina
sparivanja s kodonom i adekvatne stabilizacije unutar ribosomskog A-mijesta; nedostatak t6A kod tRNA™yuy
dovodi do “kompresije” antikodonske omce tako da su slobodna sve tri nukleotida. Drugim rijecima, obrazac
vodikovih veza koji nastaje bez nadodane modifikacije t6A stimulira nastanak neproduktivne konformacije
antikodona i, posljedi¢no, neispravnog dekodiranja.
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3 Materijali i metode

3.1 Materijali

3.1.1 Standardne kemikalije

Agaroza (Sigma), akrilamid (Sigma), 2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol, Tris (Sigma),
amonijev Kklorid (Zorka), amonijev persulfat, APS (Serva), B-merkaptoetanol (Sigma), borna
kiselina, B(OH); (Kemika), 1,4-di[2-(5-feniloksazolil)]benzen, POPOP (Calbiochem), 2,5-
difeniloksazol, PPO (Merck), ditiotreitol, DTT (Sigma), dusi¢na kiselina, HNO3, w = 65 %
(Kemika), etanol, EtOH, ¢ = 96 % (Kemika), etidijev bromid (Sigma), etilendiamintetraoctena
kiselina, EDTA (Kemika) , fenilmetilsulfonil-fluorid, PMSF (Sigma), fenol (Kemika),
formaldehid (metanal), HCHO (Sigma), glicerol, ¢ =~ 100% (Gram-Mol), glicin (Sigma),
imidazol (Sigma), kalijev dikromat, K,Cr,O (Kemika) , klorovodi¢na kiselina, HCI, w = 36 %
(Kemika), kloroform, CHCI; (Kemika), magnezijev acetat, Mg(OAc), (Fluka), magnezijev
klorid, MgCl, (Kemika), metanol, CH3OH (Carlo Erba), N, N'-metilenbisakrilamid (Sigma),
N, N, N, N'-tetrametiletilendiamin, TEMED (Sigma), N-(2-hidroksietil)piperazin-N'-2-
etansulfonska kiselina, Hepes (Sigma), 2-(N-morfolino)etansulfonska kiselina, Mes (Sigma),
natrijev acetat, NaOAc (Kemika), natrijev dodecil-sulfat, SDS (Merck), natrijev karbonat,
Na,CO; (Kemika), natrijev Kklorid, NaCl (Gram-Mol), ledena octena Kiselina, HOAc
(Kemika), polietilenglikol, PEG 6000 (Sigma), srebrov(l) nitrat, AgNO3 (Kemika), toluen
(Zorka), triklorooctena kiselina, TCA (Kemika), Tween20 (Sigma), ureja (Kemika).

3.1.2 Aminokiseline i nukleotidi

Arginin-hidroklorid (Sigma), aspartat (Sigma), glicin (Sigma), serin (Sigma), [**C]arginin,
[“C]Arg (PerkinElmer), [“'C]serin, [*C]Ser (PerkinElmer), smjesa deoksinukleozid-5’-
trifosfata, dANTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Sigma), adenozin-5'-trifosfat, ATP (Sigma).

3.1.3 Enzimi i ostali proteini

Albumin govedeg seruma, BSA (prema eng. bovine serum albumin, BioLabs), Tag DNA-
polimeraza i Pfu DNA-polimeraza s pripadaju¢im reakcijskim puferima (Fermentas),
restrikcijske endonukleaze s pripadaju¢im reakcijskim puferima (BioLabs), ribonukleaza A iz
govede gusterace (USB Corporation), T4 DNA-ligaza s pripadaju¢im puferom (Fermentas),
primarna monoklonska anti-pentahistidinska antitijela proizvedena u misu (Sigma),

sekundarna poliklonska antitijela na antitijela iz misa konjugirana peroksidazom iz hrena
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proizvedena u zecu (Sigma), primarna poliklonska anti-GST antitijela proizvedena u kozi
(Sigma), sekundarna poliklonska antitijela na antitijela koze konjugirana s peroksidazom iz

hrena (Sigma), ukupna tRNA iz E. coli (Roche), ukupna tRNA iz pivskog kvasca (Roche).

3.1.4 Boje

Bromfenol-plava, BPB (Serva), ksilencijanol-fluorofosfat, XCFF (Serva), toluidinsko modrilo

(Sigma), Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma), Ponceau S (Sigma).

3.1.5 Sastojci tekucih i krutih hranjivih podloga za uzgoj E. coli
Agar (Sigma), ampicilin (Sigma), natrijev klorid, NaCl (Gram-Mol), ekstrakt kvasca (Difco),
glukoza (Kemika), izopropil-p-D-tiogalaktopiranozid, IPTG (Fermentas), kanamicin-sulfat

(Sigma), kloramfenikol (Sigma), tripton (Sigma).

3.1.6 Sojevi i plazmidi E. coli
Sojevi E. coli: E. coli DH5a (genotip supE44 AlacU169(®80 lacZAM15) hsdR17 recAl

endA1 gyrA96 thi-1 relAl), E. coli BL21 (DE3)* (genotip F~ dcm ompT hsdSg(rg™ mg) gal
decm (DE3)), E. coli Rosetta™ (genotip F~ dcm ompT hsdSg(rs™ mg™) gal dem (DE3) te

ekstrakromosomski materijal na plazmidu pRAREP).

Plazmidni vektori: pET28b, pET21a, pET3a (svi Novagen), pGEX6P2 (GE Healthcare),
pProEx-Htb (Invitrogen).

Sustav pET-vektora jedan je od najmocnijih i najrasirenijih sustava za kloniranje i ekspresiju
rekombinantnih makromolekula (primarno proteina) u bakteriji E. coli. Princip rada ovog
sustava bazira se na sinhroniziranom djelovanju domacina E. coli BL21 lizogeniziranim
fagom DE3 te plazmidnog vektora u kojemu je gen od interesa pod kontrolom T7 promotora.
Lizogeni soj (dakle, E. coli BL21 (DE3)) sadrzi kopiju T7 RNA polimeraze ugradenu u
vlastiti genom. Poticanjem ekspresije T7 RNA polimeraze poti¢e se i ekspresija gena od
interesa, buduc¢i da nastala RNA- polimeraza prepoznaje vlastiti promotor te zapoCinje
transkripciju s tog mjesta. Metodu su originalno razvili Studier i suradnici®*’.

Vektor pET28b posjeduje inducibilni promotor T7lac te omoguéuje dobivanje

rekombinantnog proteina sa ili bez histidinskog privjeska na N- ili C-kraju, zavisno o mjestu

# Izvori$ni soj za sve oblike E. coli BL21 je B834. Ovaj domaéin auksotrof je za metionin i dozvoljava visoko
specifi¢no obiljezavenje proteina s %S-metioninom i selenometioninom §to se koristi u kristalografiji.

® Plazmid nosi gene za tRNA koje prepoznaju kodone AUA, AGG, AGA, CUA, CCC te GGA, kao i gen za
kloramfenikol-acetiltransferazu. Snabdijevanjem stanice izoakceptorima odgovornima za prepoznavanje rijetkih
kodona omogucuje se gotovo ,univerzalan“ translacijski proces, koji bi, u suprotnom, bio ograni¢en
preferentnom upotrebom odredenih kodona u E. coli.
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ugradnje i prisutnosti stop-kodona. Nosi gen koji omoguéuje rezistenciju stanica domacina na
kanamicin®, smjestenom u suprotnoj orijentaciji od gena koji se Zeli eksprimirati. Vektor
pET21a takoder posjeduje inducibilni promotor T7lac, C-terminalno smjesteni slijed za
heksahistidinski privjesak te T7-privjesak smjesten na N-kraju. Sadrzi signalnu sekvencu za
izvoz eksprimiranog proteina u periplazmu te gen bla koji kodira za p-laktamazu®. Plazmid
PET3a takoder posjeduje gen bla, T7 promotor i T7 privjesak. Ovdje je koristena
modificirana inacica ovog plazmida u kojemu je izbaceno dvostruko ECORV mijesto.

Plazmid pGEX-6P2'8, poput vektora pET-serije posjeduje videstruka mjesta za kloniranje
zeljenog gena, a koja dozvoljavaju jednosmjernu inserciju kodirajuéeg slijeda u vektor.
Fuzijski protein koji nastoje sadrzi glutation-S-transferazu smjestenu na N-kraju. Takav
protein se dalje lako moze procistiti afinitetnom kromatografijom na GST-sefarozi.
Globularni privjesak moze se ukloniti radom komercijalno dostupne PreScission proteaze
koja se takoder proizvodi kao fuzijski protein s GST-privjeskom (dakle, po proteolitickoj
razgradnji smjesa rekombinantnog, nativnog, odn. proteina bez privjeska, rezanog GST-a i
proteaze moze Se razdvojiti u drugom kromatografskom koraku na istoj afinitetnoj smoli).
Ugradnja gena od interesa u plazmidni vektor pProEx-Htb omoguéuje proizvodnju produkta
tog gena u fuziji s N-terminalno smjestenim heksahistidinskim privjeskom. Transkripcija
gena odvija se s tac-promotora smjestenog ispred mjesta ugradnje gena. Plazmid je dugacak

4779 nukleotida te nosi gen bla (v. ranije)
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Slika 3-1. Mape vektora pProEx-HTb (lijevo) i pET-21a (desno). Skraéenica MCS stoji za eng. multi-
cloning site (viSestruko mjesto za kloniranje), Ap" je gen bla s kojeg se sintetizira enzim odgovoran za
rezistenciju na ampicilin, ori mjesto ishodista replikacije. Duljina (u parovima baza) dana je ispod imena
plazmida.

# Rezistenciju na kanamicin pruza neomicin fosfotransferaza 11, iako se to unutar priru¢nika pET -sustava ne
navodi izrijekom.
® Odgovorna za rezistenciju na ampicilin.
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3.1.7 Ostale kemikalije i komercijalni kompleti

Kompleti za rad s nukleinskim kiselinama: QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) za izolaciju
plazmidne DNA iz E. coli, QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) za procis¢avanje DNA iz
reakcijskih smjesa lancane reakcije polimeraze, QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) za
izolaciju fragmenata DNA iz agaroznih gelova. Kompleti i kemikalije za Western-analizu:
mlijeko u prahu (Dukat), Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare), otopina razvijaca (GBX developer and replenisher, Kodak), otopina fiksira
(GBX fixer and replenisher, Kodak).

3.1.8 Kromatografske kolone i punila

Punila za afinitetnu kromatografiju: Ni-NTA agaroza (Qiagen), GST-sefaroza® (GE
Healthcare). Kolone za ionsku izmjenu: HiPrep DEAE FF 16/10 (GE Healthcare), MonoQ
HR 10/10 (Pharmacia), MonoS HR 5/5 (Pharmacia). Kolone za gel-filtraciju: Superdex 200
HR 10/30 (GE Healthcare) i Superdex 75 10/30 (GE Healthcare). Kolona za kromatografiju

obrnutih faza: Jupiter C4 (Phenomenex).

3.1.9 Elektroforetski i neki kromatografski puferi

Elektroforetski pufer za agaroznu elektroforezu: pufer TA, sastav Tris (¢ = 25 mmol dm™),

octena kiselina (c= 25 mmol dm™), pH 6,8.

Elektroforetski pufer za nativnu elektroforezu na poliakrilamidnom gelu: pufer TAE, sastav
Tris (c = 40 mmol dm™), octena kiselina (c = 20 mmol dm™), EDTA (c = 1 mmol dm™), pH
6,4.

Elektroforetski pufer za denaturiraju¢u elektroforezu  nukleinskih  kiselina na

poliakrilamidnom gelu: pufer TBE, sastav Tris (c = 90 mmol dm™), borna kiselina (¢ = 90
mmol dm™), EDTA (c = 2 mmol dm™), pH 8,0.

Puferi za denaturirajucu elektroforezu proteina na poliakrilamidnom gelu:

pufer za razdvajanje, sastav Tris (c = 375 mmol dm™), SDS (y= 1 g dm™), pH 8,8,
pufer za sabijanje, sastav Tris (¢ = 125 mmol dm™), SDS (y = 1 g dm™), pH 6,8,
elektroforetski pufer, sastav: Tris (c = 25 mmol dm™), glicin (¢ = 192 mmol dm™), SDS (c =
3,5 mmol dm™).

Svi puferi titrirani su klorovodi¢nom kiselinom do navedenog pH. Titracija svih otopina

izvrSena je uz pomo¢ pH-metra MP220 (Mettler Toledo).

# Sefaroza: komercijalni naziv za umreZeni oblik agaroze. Ponekad se dodaju jodoacetilne skupine za selektivno
vezanje cisteinskih bo¢nih ogranaka. Ime potjece od eng. Separation-Pharmacia-Agarose.
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Pufer za prijenos proteina na membranu (Western-analiza), sastav Tris (¢ = 25 mmol dm™),
glicin (c = 192 mmoldm™), ¢ (EtOH) = 20 %.

Pufer TBS, sastav ¢ (Tris) = 25 mmol dm™, ¢ (NaCl) = 150 mmol dm™ (pH 7,6).

Pufer TBS/Tween20, sastav ¢ (Tris-HCI, pH 7,5) = 25 mmol dm™, ¢ (NaCl) = 150 mmol dm’
3 o(Tween20) = 0,05 %.

Kromatografski puferi za procis¢avanje proteina afinitetnom kromatografijom:

pufer A, sastav Tris-HCI (¢ = 25 mmol dm™, pH 7,6), NaCl (c = 500 mmol dm™),
imidazol (c = 10 mmol dm?, pH 7,6), glicerol (¢ = 5 %), PMSF (c = 0,5 mmol dm™), p-
merkaptoetanol (c = 5 mmol dm™®),

pufer B, sastav Tris-HCI (¢ =25 mmol dm™, pH 7,6), NaCl (c = 500 mmol dm™),
imidazol (c = 30 mmol dm?, pH 7,6), glicerol (¢ = 5 %), PMSF (c = 0,5 mmol dm?), p-
merkaptoetanol (c =5 mmol dm™),

pufer C, sastav imidazol (¢ = 250 mmol dm™, pH 7,6), NaCl (¢ = 500 mmol dm™),
glicerol (¢ =5 %,) PMSF (c = 0,5 mmol dm™), B-merkaptoetanol (¢ =5 mmol dm™).

Kromatografski puferi za procdiSéavanje proteina 1 suprociS¢avanje kompleksa
aaRS:tRNA gel-filtracijom, sastav Tris-HCI (¢ = 25 mmol dm™, pH 7,2), NaCl (c = 150
mmol dm™, MgCl, (c = 5 mmol dm™), DTT (c = 0,5 mmol dm™) ili p-merkaptoetanol (c = 5

mmol dm’).
Svi kromatografski puferi pripravljeni su u redestiliranoj vodi i sterilizirani filtriranjem kroz
filtere s promjerom pora 0,2 um. Degaziranje istih provedeno je pomocu ultrazvuéne kupelji

Elmasonic (EIma).

3.1.10 Cipovi za metodu rezonancije povrsinskih plazmona

Sensor Chip NTA (Biacore Inc., Uppsala), Sensor Chip CM5 (Biacore Inc., Uppsala).
3.2 Metode

3.2.1 Bioinformaticki alati

Za poravnanje proteinskih sljedova koristeni su alati Clustal Omega™® i T-Coffee’®. Za
predvidanje svojstava istrazivanih proteina koristeno je bioinformati¢ko orude ProtParam’®
koje dozvoljava raunalno predvidanje fizickih i kemijskih parametara proteina pohranjenih u
bazama podataka Swiss-Prot'? ili TIEMBL'? ili pak za ru¢no unesenu sekvencu. Ragunati
parametri uklju¢uju molekulsku masu, teorijski pl, aminokiselinski 1 atomski sastav,
ekstinkcijski koeficijent, predvideno vrijeme poluZivota u razli¢itim domacinima itd. Za

pristupanje sljedovima tRNA 1 raspored sekundarnih struktura koriStena je baza podataka
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GtRNAdb'*. Za poravnanje i modeliranje molekula tRNA koristen je server ModeRNA'?,
Za pretragu potencijalnih modifikacija u bakteriji E. coli koristena je baza MODOMICS'.

Modeliranje enzima MtArgRS i MtSerRS izvrseno je uz upotrebu arginil-tRNA-sintetaze iz
Pyrococcus horikoshii kao kalupa, (za MtArgRS, PDB ID 2ZUE_A, skra¢enica PhArgRS) i
seril-tRNA-sintetaze iz Methanopyrus kandleri kao kalupa (za MtSerRS, PDB ID 3W3S_A,
skracenica MkSerRS). Kalupi su identificirani unutar virtualnog radnog mjesta (eng.
workunit) pri serveru SWISS-MODEL". Automatsko modeliranje napravljeno je
koriStenjem programa EsyPred3D'?®, Phyre'®® te SWISS-MODEL'. Pritom prva dva
programa od korisnika traze samo aminokiselinski slijed u formatu FASTA te PDB
identifikacijski broj kalupa. U slucaju automatskog modeliranja pri radnoj jedinici SWISS-
MODEL korisnik prilaze Zeljeno poravnanje sljedova, bilo viSestruko, bilo samo izmedu
modeliranog proteina i proteina kalupa (eng. alignment based homology modeling). Kvaliteta
struktura provjerena je unutar iste radne jedinice na lokalnoj razini (ANOLEA™ za provjeru

kvalitete pakiranja, GROMOS™! za analizu konformacije, QMEANG funkciju za analizu

132 k133

geometrije®), globalnoj razini (DFire™*), stereokemijski (Procheck™") te s obzirom na
prisutnost karakteristi¢nih strukturnih motiva (Promotif134).

Program SWISS PDB Viewer?’ po potrebi je koristen za manualno ugadanje/prilagodavanje
regija s niskim QMEAN-vrijednostima, kao i za izgradnju dimera MtSerRS.

Kao $to je spomenuto, za izgradnju dimera MtSerRS koristena je struktura SerRS arheje M.
kandleri (PDB ID 3W3S_A) u kompleksu s tRNA®" bakterije A. aeolicus (dalje AatRNA).
lako MtSerRS pokazuje reciprocitet po pitanju supstrata i proteinskog partnera u odnosu na
MbSerRS, s MkSerRS dijeli ve¢i stupanj slicnosti na razini primarnog slijeda (47,8% u
odnosu na 34% prema MbSerRS) te je donekle bolje vidljiva u mapi elektronske gustoce. Za
postupak modeliranja dimera, struktura MkSerRS:AatRNA> preuzeta je s RCSB kao
bioloski kompleks (eng. biological assembly, format .pdbl), o¢is¢ena od slobodnih skupina
(npr.S0,%), adenilata, cinka i tRNA te je po preimenovanju lanaca (lanci dimera moraju biti
pohranjeni kao A, odn. B) sacuvana kao nova datoteka. Jednoslovna aminokiselinska
sekvenca MtSerRS sacuvana je u FASTA-formatu, pri ¢emu su raspisana oba lanca (odvojena
interpunkcijom “;”). Unosom ove datoteke u program SWISS PDB Viewer, aminokiselinski
slijed se automatski prikazuje kao vrlo duga a-zavojnica. Po unosu koordinata kalupa

(oCis¢ena datoteka s koordinatama MkSerRS) komandom “fit > fit raw seq”, sirova

# Vrijednost QMEANG govori o ispravnosti supersekundarne strukture. Radi se o funkciji koja predstavlja
linearnu kombinaciju 6 strukturnih kvaliteta uz koristenje statistickih potencijala, npr. lokalna geometrija se
analizira preko potencijala torzionih kutova duZ triju susjednih aminokiselina.
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aminokiselinska sekvenca MtSerRS provizorno se prianja na peptidnu okosnicu MkSerRS.
Program SWISS PDB Viewer'?” omogucuje manualno poravnavanje sljedova u zasebnom
okviru. Potencijalne probleme (stericko sudaranje, aminokiseline koje leze izvana dopustenog
podrucaja prema Ramachandranovom grafu isl.) moguce je podesiti ru¢no. Za dobivanje

finalnog modela, Citavi projekt unosi se na radnu jedinicu SWISS-MODEL za krajnju doradu.

B swiss-PdbViewer 410 . E= =TT Control Panel ==

PTLRRT LB TS

Move All group  show side Iabl iy ribn

MISRS
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£

WA neLysoo v
A h VALS01
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v
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Slika 3-2. Suéelje programa SWISS PDB Viewer'? tijekom izgradnje dimera MtSerRS koriitenjem
ociscenog kalupa 3W3S_A.

Strukturna sucelja i polarni kontakti ispitivani su koridtenjem programa ENTANGLE*®. Slike
su napravljene ili s programom Pymol** ili pomoéu programa SWISS PDB Viewer?'.

3.2.2 Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredivana je ili metodom po Bradfordu ili uz koristenje teorijskih

ekstinkcijskih koeficijenata dobivenih uz pomo¢ programa ProtParam (v. ranije, tablica 3.1).
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Tablica 3-1. Vrijednosti ekstinkcijskih koeficijenata za istraZivane proteine ra¢unati uz pomo¢ programa
ProtParam.

ekstinkcijski ekstinkcijski
. koeficijent (svi Cys  koeficijent (svi Cys
protein oksidirani) / (10°  reducirani) / (10°
cmmol™dm?) cm*mol™dm?)
A21-MtArgRS 51,925 51,800
A39-MtArgRS 51,925 51,800
A43-MtArgRS 51,925 51,800
A53-MtArgRS 51,925 51,800
A89-MtArgRS 50,435 50,310
ANtot-MtArgRS 47,455 47,330
ACtot-MtArgRS 34,840 34,840
ANtotACtot-MtArgRS 28,880 28,880
MtArgRS 53,415 53,210

Metoda po Bradfordu koristi pomak apsorpcijskog maksimuma boje Coomassie Brilliant Blue
G-250 a koji se desava po vezanju iste na proteinski supstrat u kiselom mediju. Slobodna boja
posjeduje apsorpcijski maksimum pri 465 nm, a u vezanom obliku pri 595. Tijekom
oblikovanja kompleksa boje i proteina deSavaju se dva tipa interakcija: crveni (kationski)
oblik boje Coomassie donira slobodni elektron skupinama proteina koje se mogu ionizirati
zbog Cega dolazi do slamanja nativnog oblika proteina i izlaganja hidrofobne unutra$njosti
istog. Sada izloZeni hidrofobni dzepovi nekovalentno veZzu nepolarni dio boje van der
Waalsovim silama, pozicionirajuéi pozitivne amino-skupine u blizinu s negativno nabijenim
dijelom boje. Vezanje se dodatno ojacava ionskim interakcijama izmedu veznih partnera.
Vezanje proteina stabilizira plavi (ionizirani odn. anionski) oblik boje zbog €ega koli¢ina
kompleksa boja:protein u otopini predstavlja mjeru koncentracije proteina i moze biti
procijenjena ocCitanjem apsorbancije (pri 595 nm). Ovaj reagens relativno je neosjetljiv na
prisutnost drugih reagensa u uzorku, s izuzetkom detergenata™’.

Koncentracija ispitivanog proteina ra¢una se pomoc¢u bazdarnog pravca konstruiranog
mjerenjem apsorbancije otopina s razli¢itim koncentracijama proteinskog standarda. Kao
standard rutinski se rabi govedi serumski albumin (BSA, prema eng. bovine serum albumine),
u rasponu masenih koncentracija 20-160 pug mL™. Na 0,1 mL standarda dodaje se 1 mL
Bradfordovog reagensa (vodena otopina sastava: Coomassie Brilliant Blue G-250 0,1 g dm,
volumni udio etanola 5 % i fosforne kiseline 8,5 %). Po inkubaciji uzoraka od 20-30 minuta,
mjerena apsorbancija uzoraka pri A = 595 nm daje linearni odziv pomocu kojeg se moze

izraCunati koncentracija ispitivanog proteinskog uzorka.

56



Materijali i metode

3.2.3 Snimanje fluorescencijskih spektara

Fluorescencijski spektri divljeg tipa ArgRS te krnjih oblika istog umjereni su na
luminiscencijskom spektrofotometru LS 50 B (PerkinElmer). Promjer ekscitacijskih i
emisijskih otvora iznosio je 5 nm. Koncentracija uzoraka iznosila je 0,4 pumol dm?.
Pobudivanje triptofanskih bo¢nih ogranaka (ekscitacija) enzima izvrSeno je pri 295 nm te je

fluorescencija izmjerena pri 20 °C u rasponu od 300 do 500 nm.

3.2.4 Snimanje spektara cirkularnog dikroizma

Krivulje meksanja za MtArgRS (divlji tip i sve skracene inacice) stvorene su pracenjem
promjena u elipticitetu pri 220 nm na spektropolarimetru J-715 (JASCO). Koristena je
kvarcna Kiveta opti¢kog puta 0,1 cm. Proc¢isc¢eni uzorci enzima otopljeni su u puferu sastava ¢
(Tris-HCI) = 20 mmol dm, ¢ (NaCl) = 150 mmol dm™, ¢ (EDTA) = 0,1 mmol dm™, pH 7,4,
a koncentracija istih iznosila je 0,2 — 0,4 ug pL™'. Otopine proteina zagrijavane su u
temperaturnom rasponu od 4 do 95 °C brzinom od 30 °C h™".

3.2.5 Elektroforetske metode

3.2.5.1 Elektroforeza na gelu agaroze

Horizontalna elektroforeza na gelu agaroze koristena je za analizu smjesa nukleinskih kiselina
u postupcima poput restrikcijske analize DNA, odredivanje veli¢ine stvorenih DNA-
fragmenata u lanc¢anoj reakciji polimeraze, izolacije RNA iz stanica i sl. (v. kasnije). Maseni
udio agaroze u koristenim gelovima iznosio je 1% (2% za analizu prilikom izolacije tRNA), a
gelovi su pripravljeni otapanjem agaroze u mikrovalnoj peénici u puferu TAE s prethodno
dodanim interkalatorom etidij-bromidom (finalna koncentracija 0,5 mg dm™). Sastav
elektroforetskog pufera bio je isti kao za otapanje agaroze. Elektroforeza se odvijala pri 120 V
tijekom 25 do 30 minuta na sobnoj temperaturi (izvor napona EPS 600, Pharmacia Biotech).
Za uspjesSnije nanaSenje uzoraka u jazice koriStena je smjesa glicerola 1 organskih boja
(glicerol ¢ =50 %, bromfenol-plavo w = 0,4 %, ksilencijanol-fluorofosfat w = 0,4 %) do 1/10
kona¢nog volumena. Organske boje imaju ulogu prac¢enja migracije (nevidljivog) uzorka u
gelu, buduci da se u 1%-agaroznom gelu bromfenol-plavo krece kao 300 parova baza duga
dvolanc¢ana nukleinska kiselina, a ksilencijanol-fluorofosfat kao ona duzine 4 kb. Po
zavrsetku elektroforeze, vrpce DNA/RNA vizualizirane su pomocu interkaliranog etidij-
bromida. Ovaj aromatski spoj posjeduje heterociklicku srz koja je izomer akridina.

Apsorpcijski maksimumi etidij-bromida u vodenoj otopini nalaze se pri 210 nm i 285 nm, a

57



Materijali i metode

kao rezultat ekscitacije pri ovim valnim duljinama, isti emitira narancasto svjetlo duljine 605
nm. Ugradnjom etidij-bromida izmedu parova baza dvolancane nukleinske kiseline (tj.
ulaskom u hidrofobni okoli$) uklanjaju se molekule vode vezane na njegov nabijeni dio. Kako
voda prirodno gasi fluorescenciju, interkalacija etidij-bromida izmedu parova baza omogucuje
selektivno zapazanje fluorescencije samo na onim mjestim gdje je isti ugraden, tj. na podrucju
vipci  molekula DNA/RNA. Vizualizacija vrpci vr$i se promatranjem gela na
transiluminatoru, pod UV-svjetlo$¢u valne duljine 312 nm. Za snimanje agaroznih gelova

koriSten je aparat MiniBIS Pro (Bio-Imaging Systems).

3.2.5.2 Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu u prisustvu SDS-a

Na razdvajanje makromolekula u elektri¢cnom polju dominantan utjecaj imaju masa, naboj i
topologija tih molekula. Za razliku od nukleinskih kiselina koje posjeduju uniformni naboj,
proteini posjeduju brojne funkcionalne skupine koje pri odredenom pH proteinu daju bilo
negativni (gibanje prema anodi) bilo pozitivni netto naboj (gibanje prema katodi)®. 1z tog
razloga se za razdvajanje proteina u elektricnom polju, a na temelju mase, koristi metoda
elektroforeza na poliakrilamidnom gelu u prisustvu SDS-a (SDS-PAGE). Radi se o
denaturirajucoj vrsti elektroforeze u kojoj se anionski detergent natrij-dodecilsulfat (SDS)
jednoliko veZe na prisutne proteinske vrste u uzorku. Vezanje SDS-a ne samo da uzrokuje
denaturaciju proteina, ve¢ dovodi do toga da sve proteinske vrste posjeduju isti omjer naboja i
mase. Denaturacijom se dokida sekundarna, tercijarna i kvaterna struktura zbog ¢ega je ukinut
i topoloski faktor tijekom gibanja prilikom elektroforeze. Uslijed jednakog omjera mase i
naboja omogucena je procjena relativnih molekulskih masa proteina na temelju njegove
pokretljivosti u gelu. Ova je vrsta elektroforeze koriStena za detekciju proteina prilikom
prekomjerne ekspresije u stanicama domacina, tijekom kromatografskih koraka te za analizu
frakcija sakupljenih u metodi afinitetnog suprocis¢avanja.

Tijekom elektroforeze, uzorci se gibaju kroz gel koji se sastoji od dvije zone. Sastav zona gela
je sli¢an, a razlikuje se prema umrezenju te vrijednosti pH. Kako je jedna od glavnih ionskih
vrsta u elektroforetskom puferu aminokiselina glicin, gibanje kompleksa protein:SDS
uvjetovano je (i) nabojnim stanjem iona glicina. Unutar gela za sabijanje pH iznosi 6,8 $to je
blizu izoelektri¢ne tocke glicina; iz tog razloga negativno nabijeni kompleksi proteina i SDS-a
sabijaju se izmedu (relativno) mirujué¢ih molekula glicina. Tako sabijen uzorak dolazi do gela
za razdvajanje gdje pH iznosi 8,8 i unutar kojeg nema zapreke kretanju denaturiranih

proteinskih micela (glicin je dominantno u negativhom obliku).

11i ukupni naboj 0, ukoliko je pH jednak vrijednosti pl za dani protein.
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Citavi gel za SDS-PAGE izlijeva se na sljedeéi na¢in. Izmedu stakalaca za elektroforezu
(sendvic-konstrukcija) izlije se smjesa gela za razdvajanje (w (akrilamid-biskarilamid u
masenom omjeru 29:1) = 9 %, pufer za razdvajanje u volumenu koji ¢ini % ukupnog
volumena gela, y (APS) = 0,7 ng cm™, w (TEMED) = 0,05 %) Kkoji &ini (po prilici) tri
Cetvrtine ukupnog gela, a smjesten je blize anodi. Prilikom polimerizacije, smjesu se natkriva
slojem destilirane vode cija je funkcija sprijeciti inhibiciju polimerizacije atmosferskim
kisikom, kao i ravnomjernije slijeganje gela. Po polimerizaciji, voda se uklanja, a nanosi gel
za sabijanje. Potonji (w (akrilamid-biskarilamid u masenom omjeru 29:1) = 4 %, pufer za
sabijanje u volumenu koji ¢ini % ukupnog volumena gela, y (APS) = 0,7 pg cm?, w
(TEMED) = 0,05 %) se izlije do kraja slobodnog volumena dostupnog izmedu stakala te se
umetne ¢eSalj koji sluzi oblikovanju jazica. Po zavrSetku polimerizacije gel je spreman za
upotrebu.

Analizirani uzorci mijeSaju se s puferom za nanoSenje (y (SDS) = 50 g dm™, y (BPB) = 0,1 g
dm™, ¢ (glicerol) = 30 %, ¢ (B-merkaptoetanol) = 8 %, ¢ (Tris-HCI, pH 6,8) = 250 mmol dm"
%) u volumnom omijeru 3:1. Neposredno pred nanaSanje na gel, &itava se smjesa dodatno
termicki denaturira pri 100 °C u trajanju od 3 do 5 minuta. Zavisno od veli¢ine ¢eslja, na gel
se moze nanijeti 15-25 pL analiziranog uzorka. Elektroforeza se provodi pri stalnom naponu
U =120 V tijekom putovanja uzoraka kroz gel za sabijanje te pri 180 V prilikom gibanja kroz
gel za razdvajanje. Sastav elektroforetskog pufera koristenog dan je ranije. Za vizualizaciju
proteina u gelu nakon elektroforeze koristena je otopina boje Coomassie Brilliant Blue R-250
(y (Coomassie Brilliant Blue R-250) = 2,5 g dm™, ¢ (HOAc) = 1,67 mol dm™, ¢ (CHsOH) =
45 %). Gel se inkubira s navedenom bojom uz potresanje tijekom 10-15 minuta. Uklanjanje
nespecificno vezane boje postize se uranjanjem gela u kipucu destiliranu vodi tijekom
sljede¢ih 5-10 minuta. Za crno-bijele slike obojenih gelova koristen je aparat MiniBIS Pro

(Bio-Imaging Systems), dok je za slike u boji koristen skener (Canon iR1018).

3.2.5.3 Western-analiza

Ova analiticka metoda omogucava specificnu detekciju iznimno male koli¢ine proteina na
temelju interakcije istog s primarnim antitijelima. Potonja prepoznaju specifi¢ni epitop
(slijed/strukturu) prisutan u analiziranoj/detektiranoj molekuli. Kako se u laboratoriju rutinski
proizvode rekombinantni proteini u fuziji s afinitetnim privjescima (a ¢ija je funkcija olakSati
1 ubrzati izolaciju tako priredenih polipeptida) komercijalno su dostupna primarna antitijela
koja prepoznaju slijed karakteristican za pojedini privjesak. U ovom radu Western-analizom

pracena je prisutnost rekombinantnih proteina s heksahistidinskim i GST-privjeskom s ciljem
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dokazivanja prisutnosti takvih proteina prilikom ekspresije te prilikom titracije proteinskim
partnerom u metodi afinitetnog suproc¢is¢avanja. Pritom su uzorci bili najprije razdvojeni
metodom SDS-PAGE ili nativnom elektroforezom na poliakrilamidnom gelu te potom
preneseni na membranu za Western-analizu.

Po provedenom razdvajanju uzoraka elektroforezom gel se tipi¢no fiksira upotrebom
pufera za prijenos i to inkubacijom na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 minuta. Za prijenos
uzoraka na nitroceluloznu membranu koriStena je aparatura za polusuhi prijenos 2117
Multiphor Il (Pharmacia LKB). Konstrukcija za prijenos sastavlja se na sljede¢i na¢in: na
anodnu ploc¢u postave se dva-tri lista filter-papira (Whatman 3MM) natopljenog puferom za
prijenos te na njih nitrocelulozna membrana (Hybond-C Extra, Amersham Biosciences)
izrezana prema dimenzijama koje odgovaraju veli¢ini gela s analiziranim uzorcima. Po
smjeStanju gela povrh membrane, isti se preklapa s dva-tri lista natopljenog filter-papira.
Cijela se konstrukcija dodatno natopi puferom za prijenos, a mjehurici zraka (koji mogu ostati
zarobljeni u konstrukciji te prekidati protok elektri¢ne struje) istisnu upotrebom staklene
epruvete. Montiranjem katodne plo¢e povrh opisane konstrukcije prijenos molekula s gela na
membranu inicira se propustanjem struje konstantne jakosti. Potrebna jakost struje racuna se
prema formuli I = 0,8 mA cm? A (gdje A oznacava povrsinu gela). Prijenos se tipi¢no vrsi u
trajanju od 60 do 90 minuta. Po zavrSetku prijenosa, membrana se inkubira u otopini
nemasnog mlijeka u prahu (y = 50 g dm™) u puferu TBS/Tween20. Ovaj korak sluzi
sprjeCavanju nespecifiénog vezanja antitijela na membranu u daljnjim koracima. Inkubacija se
obavlja pri sobnoj temperaturi tijekom 1 h ili preko noci 4 °C, uz potresanje. Neposredno prije
ovog koraka uc¢inkovitost prijenosa moguce je provjeriti reverzibilnim bojenjem membrane
otopinom boje Ponceau S (0,1 % (w/v) Ponceau S, 5 % (v/v) octene kiseline).

Po inkubaciji membrane u otopini mlijeka slijedi inkubacija iste u otopini odgovaraju¢ih
primarnih antitijela (anti-pentahistidinskih ili anti-GST, zavisno o konstruktu). Primarna
antitijela proizvedena su u specificnom domacinu (anti-pentahistidinska u misu, odn. anti-
GST u kozi). Komercijalna antitijela otope se u puferu TBS u volumnom omjeru 1:3000.
Membrana se uroni u ovu otopinu i inkubira tijekom 1 h, uz potresanje. Po zavrSetku
inkubacije, membrana je potrebno detaljno isprati puferom TBS kako ne bi doslo do
nespecifi¢nog vezanja sekundarnih antitijela u sljede¢em koraku. Stoga se membrana ispire tri
puta u trajanju od 5-10 minuta. Po ispiranju membrana se inkubira s otopinom sekundarnih
anti-misjih antitijela, koja se dobiva razrijedivanjem komercijalno dostupnih antitijela u
volumnom omjeru 1:10000 u puferu TBS. Na sekundarna antitijela kovalentno je vezana

peroksidaza iz hrena koja omoguéuje detekciju kompleksa protein:primarno
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antitijelo:sekundarno antitijelo (v. dalje). Sekundarna (poliklonska) antitijela proizvedena su u
zecu imunizacijom zivotinje na antitijela miSa (Western-analiza proteina s histidinskim
privjeskom), odn. koze (Western-analiza proteina s GST-fuzijom). Vezanje sekundarnih
antitijela odvija se ponovo u trajanju od 1 h, uz potresanje. Nakon tri uzastopna ispiranja
membrane (jednako kao nakon inkubacije s primarnim antitijelima), polozaj proteina na
membrani detektira se kemiluminescencijski. Dodatkom luminola i H,0, peroksidaza hrena
(konjugirana na sekundarna antitijela) katalizira oksidaciju luminola do 3-aminoftalata.
Reakciju prati emisija svjetlosti valne duljine od 428 nm. Intenzitet svjetlosti je razmjerno
nizak, ali se moze pojacati u prisutnosti odredenih reagensa, primjerice p-jodofenola
(povecava emisiju oko 1000 puta). Luminol, vodikov peroksid i pojaciva¢ kemiluminiscencije
sastojci su kompleta za detekciju Amersham ECL (GE Healthcare) koji je u svrhu detekcije
rabljen u ovom radu. Otopine peroksida i luminola iz navedenog kompleta potrebno je
pomijesati u volumnom omjeru 1:1. Konaéni volumen ove otopine pritom treba prilagoditi
veli¢ini membrane kako bi se omogucila optimalna detekcija (omjer volumena prema povrsini
0,1 mL cm™). Membrana se inkubira s navedenom otopinom tijekom 3 minute po demu se
otopina ukloni, a membrana omota prozirnom folijom. Pojavu kemiluminescencije biljezi se
prianjanjem fotografskog filma (BioMaxLight, Kodak) na oblozenu membranu u trajanju od
30 sekundi pa sve do 15 minuta (razli¢ita vremena ekspozicije ovise o koli¢ini i1 vrsti
analiziranog uzorka). Po zavrSetku ekspozicije, film se uranja u otopinu razvijaca do pojave
signala, a zatim fiksira (razvija¢ i fiksir komercijalno su dostupne otopine, v. 3.1.7).
Zabiljezeni intenzitet emitirane svjetlosti proporcionalan je koli¢ini analizirane molekulske

vrste u uzorku.

3.2.5.4 Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu u prisustvu ureje

Kao $to je spomenuto u prethodnom poglavlju, dominantni utjecaj na gibanje makromolekula
u elektricnom polju imaju naboj, masa i topologija. Za analizu mase dvolancanih DNA-
fragmenata nativna elektroforeza na gelu agaroze predstavlja adekvatnu metodu. Nedostaci te
metode za analizu sastava nukleinskih kiselina u smjesi uklju¢uju slucajeve kada je
analizirana molekula malena (tj. kada je potrebna veca rezolucija nego Sto to agarozni gel
dopusta) ili kada molekula posjeduje specifiéne topoloske znacajke (posebni elementi
sekundarne strukture kao $to su ukosnice, petlje i sl. i/ili definirana tercijarna struktura). U tim
slu¢ajevima rabi se elektroforeza na poliakrilamidnom gelu u prisustvu ureje. Ureja stvara
vodikove veze s bazama nukleotida analizirane (deoksi)ribonukleinske kiseline ¢ime se

dokida uspostavljeni obrazac sparivanja baza u analiziranoj molekuli (a time i sekundarna,
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odn. tercijarna strukturu RNA/DNA). Ova je vrsta elektroforeze koriStena za ispitivanja
pojedinih koraka izolacije rekombinantne tRNA iz stanica bakterije E. coli, kao i za analizu
frakcija sakupljanih tijekom ionske izmjene te kromatografije obrnutih faza.

Prije samog razdvajanja (tj. prije nanaSanja uzoraka) prazni gel (w(akrilamid-biskarilamid u
masenom omjeru 19:1) = 10 %, pufer TBE, ¢ (ureja) = 6 mol dm™, y (APS) = 0,7 pg cm™, w
(TEMED) = 0,05 %,) spoji se na izvor napona (U = 80 V, t = 15 min) u trajanju od 20-tak
minuta. Jedan od kriticnih parametara kod ovog tipa elektroforeze predstavlja temperatura.
Vrlo koncentrirana ureja (6 mol dm™) za punu aktivnost u denaturaciji zahtjeva temperature
iznad 40 °C. Operativna temperatura postize se opisanom predradnjom, tj. spajanjem
elektroforetskog sustava prije samog nanosenja uzoraka. Kao elektroforetski pufer koristen je
pufer TBE (za sastav v. 3.1.9). Neposredno prije nanoSenja uzoraka, jazice se ispiru
elektroforetskim puferom kako bi se uklonili kristali ureje u istima, a koji ometaju nanoSenje i
jednoli¢ni ulazak makromolekula u pore gela. Uzorci tRNA pripreju se mijeSanjem s
otopinom boje (¢ (glicerol) = 30 %, w (XCFF) = 0,5 g dm™, w (BPB) = 0,5 g dm™, ¢ (ureja) =
6 mol dm™, pufer TAE) u omjeru 1:1. Kao i kod SDS-PAGE, potpuna denaturacija postiZe se
dodatnim zagrijavanjem ovako pripremljenih uzoraka pri 65 °C tijekom 3 minute.
Elektroforeza se provodi pri naponu od 120 V do izlaska fronte BPB iz gela. Za vizualizaciju
vec¢ih koli¢ina ribonukleinske kiseline koristeno je toluidinsko modrilo (y (toluidinsko
modrilo) = 4 g dm?, ¢ (EtOH) = 50 %, ¢ (HOAc) = 1,67 mol dm™). Gel je bio inkubiran u
boji (uz potresanje) tijekom 10-15 minuta te odbojavan u vrucoj destiliranoj vodi u trajanju 3-

5 minuta. Za manje koli¢ine RNA koriStena je tehnika bojanja gelova srebrom (v. 3.2.5).

3.2.6 Bojanje gelova srebrom

kiselina u poliakrilamidnim gelovima. Princip bojanja ukljucuje impregnaciju gela (i u njemu
prisutnih makromolekula) topljivim ionima srebra (Ag"). Prilikom ekspozicije, vezani ioni
srebra reduciraju se do netopljivog (i vidljivog) oblika Ag® ¢ime se omoguéuje vizualizacija
vrpci u kojima je prisutna makromolekula od interesa.

Protokol bojanja srebrom ukljucuje nekoliko koraka koji su numerirani u tekstu koji slijedi.
Sastav svih otopina dan je u tablici 3.2.

1. Fiksacija makromolekula. U ovom koraku gel se tretira kiselinom zbog Cega prisutne
makromolekule postaju netopljive te ne mogu difundirati iz gela tijekom narednih koraka
bojanja. Kemikalije koje su potencijalno prisutne u gelu (tipi¢no ioni elektroforetskog pufera)

u ovom koraku se ispiru. Gel se inkubira najprije uz potresanje na tresilici (Mini Rocker MR-
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1, Biosan) u otopini | tijekom 20 minuta te potom u otopini Il narednih 20 minuta (ili preko
noci).

2. Modifikacija makromolekula s ciljem povecanja osjetljivosti prema srebru. Gel se inkubira
s otopinom kalijevog dikromata. Kisela otopina dikromata oksidira potencijalno prisutan
reducens u uzorku (redukcija srebrovih(I) iona mora se deSavati kontrolirano, tj. prilikom
ekspozicije gela). Gel se potresa u otopini tijekom 3 do 5 minuta po ¢emu poprima izrazito
zuto obojenje. Uklanjanje nespecificno vezanog dikromata obavlja se ispiranjem
redestiliranom vodom do ponovnog bezbojnog izgleda gela.

3. Impregnacija srebrom. U ovom koraku gel se inkubira s otopinom srebrovog(l) nitrata u
trajanju od 20-30 minuta. Tijekom ovog koraka dolazi do vezanja Ag’-iona na negativno
nabijene funkcionalne skupine prisutnih makromolekula.

4. Ekspozicija. U ovom dijelu procesa dodaje se reducens, formaldehid. Reakcija redukcije
Ag’-iona desava se samo pri visokom pH te iz tog razloga otopine predrazvija¢a i razvijaca
sadrze natrijev karbonat (odrzava pH 12). Po odsisavanju otopine srebrovih iona (prethodni
korak), nespecificno vezani ioni srebra mogu se ukloniti ili malom koli¢inom redestilirane
vode ili koriStenjem predrazvijaca (otopina niZe koncentracije reducensa u odnosu na razvijac.
Po dodatku predrazvijac¢a dolazi do brzog stvaranja taloga metalnog srebra koje je potrebno
trenutatno ukloniti odsisavanjem. Po dodatku otopine razvijata gel se potresa do
pojavljivanja vrpci, a reakcija zaustavlja dodatkom otopine I11.

5. Zaustavljanje i pohrana. Octena kiselina u otopini Il reagira s formaldehidom te zaustavlja
reakciju. Ponekad se otopini III dodaje glicerol ¢ija je zadaca sprijeciti pucanje gela prilikom
dehidracije. U staklenim petrijevkama ovako bojani gelovi mogli su se (u otopini Ill, dakle,

bez glicerola) Cuvati i do nekoliko mjeseci.
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Tablica 3-2. Sastav otopina KoriStenih u procesu bojanja poliakrilamidnih gelova srebrom.

Sastav otopina za bojanje poliakrilamidnih gelova srebrom

korak naziv otopine sastav
otopina | ¢ (EtOH) = 48 % ;
1. fiksacija ¢ (HOAC) = 2,05 mol dm’
| otopina Il v (EIOH) =9,6 %

2. povecanje zakiseljena otopina

osjetljivosti (;(I‘?(Irlé ?;]/Z?a
3. impregnacija Otopina

¢ (HOAc) = 0,856 mol dm™

¢ (K»Cr,0-) = 3,4 mmol dm™
¢ (HNO;3) = 2,8 mmol dm™

¢ (AgNOs) = 12 mmol dm™

srebrom srebrovog(l) nitrata
Predrazvijad ¢ (Na,CO3) = 280 mmol d_r3n‘3
4. ekspozicija ¢ (HCHO) = 1,16 mol dm_3
Razvijaé ¢ (Na,COs3) = 280 mol dm3
¢ (HCHO) = 4,24 mol dm’
5. zaustavljanje otopina 111 ¢ (HOAC) = 170 mmol dm™

redukcije i pohrana

3.2.7 Metode rekombinantne DNA

3.2.7.1 Lancana reakcija polimeraze

Lancana reakcija polimeraze (PCR prema eng. polymerase chain reaction) koristena je za
umnazanje gena prilikom kloniranja te detektiranje nukleotidnih sljedova od interesa u
pojedinim koracima Kkloniranja. Reakcija se tipi¢no odvijala u ukupnom volumenu od 25 uL,
odn. 50 uL prema potrebi (ve¢i volumeni za vjerno umnazanje slijeda od interesa u svrhu
kloniranja, odn. manji za potvrdu prisustva slijeda od interesa u npr. transformiranim
bakterijskim stanicama). Sastav smjese i reakcijski uvjeti mijenjani su ovisno o konkretnom
slijedu, namjeni i upotrijebljenoj DNA-polimerazi. Reakcija je izvedena u uredaju Primus
(MWGBiotech), a tipi¢no je sadrzavala 1 umol dm™ napredne 1 povratne pocetnice, 0,5 mmol
dm™ dNTP-ova, 2,0-2,5 mmol dm™ MgCl, te 0,1 do 0,2 U pL™* Taq ili Pfu DNA-polimeraze.
Kao reakcijski pufer koristen je komercijalno dostupni pufer za pripadnu polimerazu.
Koli¢ina kalupa varirala je s obzirom na vrstu istog pa je tako za umnazanje slijeda s plazmida
upotrebljavano 100 ng, a za PCR s genomske DNA svega 1 ng DNA-kalupa.

Za postupke kloniranja koristen je tzv. touchdown PCR kako bi se izbjeglo/umanjilo
umnazanje nespecificnih sljedova. U toj ina¢ici metode PCR, inicijalna temperatura prianjanja
pocetnica na slijed prisutan na kalupu DNA neSto je visa od one koja se teorijski moze
predvidjeti. Tocka taljenja za set pocetnica definira gornju granicu temperature pri kojoj se
provodi prianjaje (sparivanje) sa slijedom na DNA-kalupu. Pri temperaturama malo nizim od

temperature taljenja dolazi do stvaranja manjeg broja vrlo specifi¢nih sparivanja baza izmedu
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pocetnice/a i kalupa. Pri nizim pak temperaturama, pocetnice se mogu vezati manje specifi¢no
(dozvoljavaju se nesparene regije isl.). Nespecifi¢no vezanje pocetnica (bilo s kalupom, bilo
izmedu sebe) ometa napredak reakcije PCR, jer nespecificni sljedovi na koje se pocetnice
vezu u ranim koracima umnazanja broj¢ano istiskuju specificne u narednim koracima
umnazanja (eksponencijalni u¢inak). Metoda touchdown PCR-a eliminira ovaj problem na
nacin da se prvih nekoliko ciklusa lancane reakcije odvija uz relativno visoke temperature
prianjanja (eng. annealing), tj. sa svakim idu¢im ciklusom ta temperatura pada (za Zeljeni
interval, ovdje 0,2 °C) do dosizanja zeljenog minimuma. Dakle, u prvim ciklusima pocetnice
prianjaju vrlo specifi¢no. Nastali fragmenti DNA dalje se amplificiraju u idu¢im koracima pri
nizim temperaturama te kompetiraju s nespecificnim vezanjem koje je pri niZim
temperaturama mogucée. Metoda povecava specificnost reakcije pri visim i1 ucinkovitost

umnazanja pri niZim temperaturama umnazanja/polimerizacije.

Tablica 3-3. Raspored koraka te pripadne temperature i trajanja za metodu touchdown PCR
upotrijebljenom u ovom radu.

trajanje koraka /

korak temperatura / °C min broj ciklusa
pocetna denaturacija 94 3 1
denaturacija 94 0,5 10
vezanje pocetnica na kalup 55/46 (-0,2) 0,67 - 0,75 10
produljenje lanaca 72 1,5 10
denaturacija 94 0,5 25
vezanje pocetnica na kalup 43 0,67-0,75 25
produljenje lanaca 72 1,5 25
zavr$no produljenje 72 10 1

Za umnazanje slijeda argS iz arheje M. barkeri koriStene su pocetnice s mjestima za
restrikcijske endonukleaze BamHI i Xhol, a za konstrukciju mutantnih varijanti MtArgRS,
pocetnice s Ndel- i Xhol-mjestima (tablica 3.4). Restrikcijsko mjesto za endonukleazu Ndel,
pogodno je zbog postojanja start-kodona (ATG) unutar heksamernog palindroma koji doti¢na
endonukleaza prepoznaje (5-ATGCAT-3"). Oblikovanje krnjih varijanti skra¢ivanjem enzima
MtArgRS s N-kraja dolazi do uklanjanja pocetnog metionina. Uvodenje takvog slijeda u
plazmidni vektor koji sadrzi kodirajuci (fuzijski) slijed na N-kraju ne predstavlja problem jer
se pocetni ATG (prvi nakon slijeda Shine-Dalgarno) nalazi se u kodiraju¢em slijedu samog
vektora. No, prilikom unosa skracenih varijanti gena za MtArgRS u vektor pET21 (opet
unutar slijeda koji prepoznaje endonukleaza Ndel), poc¢etni metioninski kodon mora biti onaj

koji se nalazi unutar originalnog slijeda mutiranog enzima MtArgRS. Kako bi se izbjeglo
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suviSno dodavanje aminokiselinskog slijeda u konstruktima MtArgRS bez privjeska, kao prvi

kodon za metionin iskoristen je prvi triplet palindromskog slijeda enzima Ndel.

Tablica 3-4. Slijed poletnica upotrijebljen za oblikovanje krnjih varijanti MtArgRS. Kao pocetnica
suprotnog usmjerenja koriStena je T7 povratna (za varijante skracene s N-kraja), odn. T7 napredna
pocetnica (za varijante skrafene s C-kraja). Potcrtani su sljedovi koje prepoznaje upotrijebljena
restrikcijska endonukleaza.

mutant pocetnica komplementarnost
AN21MtArgRS 5> GCGCCATATGGGTATAAAGGTACCCCCTG 3’ 5’-kraju gena
AN39IMArgRS 5° GCGCCATATGGGGGACCTTGCATCCACAG 3’ 5’-Kraju gena
AN43MtArgRS  5° GCGCCATATGTCCACAGTATCCTTCGAAC 3’ 5’-kraju gena
ANBIMLArgRS 5° GCGCCATATGTACGGCAGATTCTCCAGCAG 3’ 5’-kraju gena

ANtMtArgRS 5> GCGCCATATGGATGAGAGGGTGATCCTGCA 3’ 5’-kraju gena
ACiotMtArgRS  5° GCGCCTCGAGCTACCGCCGCTTTTTAAC 3’ 3’-kraju gena

Dodatni nukleotidi smjeSteni posve na 5'-, odn. 3'-kraju pocetnica, omogucuju pravilno
prepoznavanje i cijepanje PCR-produkta od strane restrikcijskog enzima. Endonukleazama
tipi¢no treba 4-6 nukleotida s obje strane (dakle, i 5'- i 3'-) palindromskog slijeda kako bi isti
mogle efektivno vezati. Adekvatnost konstruiranih pocetnica provjeravana je lan¢anom
reakcijom polimeraze uz Taq DNA-polimerazu kojoj nedostaje 3'-5'-egzonukleazna aktivnost
Odgovarajuéa veli¢ina nastalih produkata odredena je pomocu elektroforeze na agaroznom
gelu. Vjerno umnozeni DNA-fragmenti od interesa (proizvedeni radom Pfu DNA-polimeraze
koja posjeduje 3'-5'-egzonukleaznu aktivnost) za potrebe kloniranja izolirani su iz gela
upotrebom stani¢evine ili, ukoliko je prisutnost nespecifi¢nih vrpci bila zaista malena,

pomocu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen).
3.2.7.2 Razgradnja DNA restrikcijskim endonukleazama

Ugradnja Zeljenog slijeda DNA u plazmidni vektor najc¢eS¢e se vrsi stvaranjem tzv. ljepljivih
krajeva na molekulama zeljenog slijeda, kao 1 na molekuli vektora. Ljepljivi krajevi stvaraju
se radom restrikcijskih endonukleaza. U radu upotrijebljeni plazmidi pET21a, pET28b i
pProExHtb najprije su umnozeni u stanicama E. coli DH5a te izolirani koristenjem kompleta
QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) prema uputama proizvodaca. Korespondirajuci plazmidi
I prociSc¢eni produkti PCR-reakcije podvrgnuti su cijepanju istovjetnim parom restrikcijskih
endonukleaza. Uvijeti cijepanja prilagodeni su prema napomeni proizvodaca i uz odgovarajuci

reakcijski (komercijalno dostupni) pufer.
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3.2.7.3 Prociscavanje DNA-fragmenata iz gela

Produkti PCR-reakcije te cijepani plazmidni vektori moraju se procistiti od kontaminiraju¢ih
molekulskih vrsta (izrezani nukleotidni sljedovi, dimeri pocetnica iz reakcije PCR, sastojci
upotrijebljenih reakcijskih pufera za reakciju polimerizacije etc.) prije zapoCinjanja reakcije
ligacije. U tu svrhu najc¢e$¢e je rabljena izolacija fragmenata iz gela. Uzorak je najprije
podvrgnut elektroforezi na agaroznom gelu. Vrpca odgovarajuée veliine vizualizirana je na
transiluminatoru te izrezana iz gela. Izrezani komadi¢ gela s DNA od interesa obavije se
komadi¢em stanievine i smjesti u tubicu zapremnine 500 pL. Dno tubice za probusi i Citava
konstrukcija montira unutar tubice veée zapremnine (1,5 ili 2 mL). Filtracija uzorka kroz pore
staniCevine vrsi se centrifugiranjem sklopljene konstrukcije. Dobiveni filtrat sadrzi DNA od
interesa otopljenu u elektroforetskom puferu. Kako isti sadrzi etidijev bromid (interkalacijom
mijenja topoloska svojstva DNA) smjesu je potrebno ekstrahirati otopinom fenol-kloroforma
u volumnom omjeru 1:1. Pritom etidij bromid odlazi u donju, organsku fazu, dok se DNA
rasporeduje u gornjoj, vodenoj. Za reakciju ligacije vazno je posti¢i odgovarajucu (relativno
visoku) koncentraciju DNA zbog Cega se ekstrahirani filtrat tipicno talozi dodatkom 2,7
volumena etanola (¢ = 96%) i inkubacijom uzorka na ledu tijekom 30-120 minuta. Po
centrifugiranju (30 minuta pri 10 000 g), talog je najcesce resuspendiran u redestiliranoj vodi

ukupnog volumena 10 uL.
3.2.7.4 Ligacija DNA pomo¢u T4 DNA-ligaze

Ligacija razgradenog plazmidnog vektora i ciljanih DNA-inserata provodi se inkubacijom
reakcijske smjese na 16° C tijekom dva sata u ukupnom volumenu od 10 pL. Omjer masa
inkubiranih vektorskih i genskih sljedova po potrebi se podesava od 2:1 do 4:1 u korist
inserta. Reakcija se odvijala u komercijalno dostupnom puferu optimalnom za rad T4 DNA-
ligaze. Pufer sadrzi ATP koji je kofaktor u reakciji T4 DNA® Koncentracija enzima iznosila
je 0,4 U pL™. Po inkubaciji, ligacijske smjese podvrgnute su temperaturi od 65°C tijekom 10
minuta kako bi se inaktivirala T4 DNA-ligaza. T4 DNA-ligaza kovalentno povezuje
komplementarne ljepljive krajeve genskih odsjeaka DNA i plazmidne DNA nastalih
djelovanjem restrikcijskih endonukleaza. T4 DNA- ligaza najmanja je poznata DNA-ligaza

(41 kDa) i porijeklom je iz istoimenog bakteriofaga.

& Zanimljivo je da ova ligaza porijeklom iz bakteriofaga rabi ATP sli¢no kao one eukariotih izvora. Za razliku,
prokariotske (bakterijske i arhejske) DNA-ligaze kao kofaktor rabe NAD".
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3.2.7.5 Priprema kemijski kompetentnih stanica E. coli

Ova vrsta stanica koristi se za umnazanje rekombinantnih plazmida te se, iako su
komercijalno dostupne, mogu pripremiti i vlastoru¢no. Kompetentne stanice pripremljene su
na sljedec¢i naéin. Iz prekono¢ne kulture, volumena 10 mL, izdvojeno je 5 mL i inokulirano u
500 mL LB medija. Stanice su uzgajane na 37 °C, uz aeraciju potresanjem pri 200 rpm,
dovoljno dugo da vrijednost ODggo dosegne vrijednost 0,300 - 0,500. Opticka gustoca u tom
intervalu vrijednosti odgovara veli¢ini bakterijske populacije u ranoj eksponencijalnoj fazi
rasta. Nakon §to je ta vrijednost dosegnuta, stanice su stavljene na led 15 do 20 minuta.
Ohladene stanice potom su istalozene centrifugiranjem stanica pri 4 000 g, na 4 °C i u trajanju
od 15 minuta. Stani¢ni talozi su potom resuspendirani u 20 mL otopine za resuspendiranje (¢
(PEG4000) = 1%, ¢ (DMSO) =5 %, ¢ (MgCl,) = 10 mmol dm™, ¢ (MgSO,) = 10 mmol dm,
otopljeno u LB-mediju) i razdijeljeni u alikvote od 0,5 mL. Valjanost ovako proizvedenih
stanica DH5a i BL21 provjerena je nasadivanjam 40 uL suspenzije na ploce s LBAmp
medijem kako bi se eliminirala moguénost da su neke od proizvedenih stanica otporne na
antibiotik. Ovako pripremljene stanice zadrzavaju zeljena svojstva najvise 6 mjeseci, a uvaju

se na - 80 °C.

3.2.7.6 Transformacija kompetentnih stanica

Transformacija je postupak unosenja strane plazmidne DNA u bakterijsku stanicu. Unos DNA
u stanicu provoden je na dva nacina: metodom temperaturnog Soka ili elektrotransformacijom.
UmnaZzanje rekombinantnih pET-28b plazmida izvrSeno je u stanicama E. coli BL21(DE3). U
tu su svrhu stanice E. coli BL21(DE3) transformirane elektroporacijom. Ohladenim
kompetentnim stanicama (volumena 40 pL) dodano je 1 uL rekombinantnog plazmida (y =
0,05-0,25 pg uL™Y) ili 2 pL ligacijske smjese te su potom bile ostavljene na ledu tijekom jedne
minute. Zatim su prebacene u ohladenu kivetu za elektroporaciju. Elektroporacija je potom
bila izvedena na uredaju MicroPulser (Biorad) izlaganjem suspenzije elektricnom pulsu od
12,5 kV cm™. Elektroporiranim stranicama je zatim bio dodan 1 mL LB-medija, te su
inkubirane na 37 °C u trajanju od jednog sata. Sto mikrolitara transformiranih stanica
nasadeno je na LB-ploc¢e s odgovaraju¢im antibiotikom kada se radilo o ¢istom plazmidu;
takve stanice ostavljene su rasti preko no¢i na temperaturi od 37 °C. U slucaju transformacije
stanica ligacijskom smjesom, stanice su najprije istaloZene centrifugiranjem, resuspendirane u
LB-mediju te potom nasadene na ploce s antibiotikom. Alikvotu od 100 pL odmrznute

suspenzije prethodno priredenih kemijski kompetentnih stanica E. coli, soj DH5a ili BL21
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Rosetta (DE3) dodavano je 2 uL ciste plazmidne DNA ili 10 pL ligacijske smjese te 98,
odnosno, 90 pL otopine za kemijsku transformaciju (c (KCI) = 0,1 mol dm™, ¢ (CaCl,) = 0,03
mol dm?, ¢ (MgCl,) = 0,05 mol dm™). Nakon kratkog resuspendiranja stanica i navedene
otopine, smjesa je inkubirana 5 minuta na ledu. Nakon inkubacije, bakterijske stanice
podvrgnute su temperaturnom Soku na 42 °C u trajanju od jedne minute te je neposredno
nakon toga dodano 700 uL tekuce podloge LB. Transformirana bakterijska kultura inkubirana
je jedan sat na 37 °C uz mijeSanje, nakon Cega je pozeljni volumen bakterijske kulture (v.
ranije) nasaden na odgovaraju¢u krutu hranjivu podlogu. Podloge na koje su nasadene stanice
E. coli Rosetta (DE3) suplementirane su, pored odgovarajuceg antibiotika i kloramfenikolom,

bududi da te stanice nose dodatni plazmid (v. ranije).

3.2.7.7 Odredivanje nukleotidnog slijeda DNA — sekvenciranje

Kako bi se potvrdilo da je DNA ugradena u plazmidni vektor u ispravnom okviru ¢itanja,
proveden je postupak sekvenciranja. U 13 uL otopine koja je sadrzavala 500 ng plazmida u
redestiliranoj vodi ili puferu niske ionske jakosti, dodan je 1 pL pocetnice (3,2 pmol dm™) za
sekvenciranje. Sekvenciranje je provedeno na sekvenatoru ABI PRISM® 3100-Avant Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) u DNA-servisu Instituta Ruder Boskovi¢ pod vodstvom dr. sc.

Helene Cetkovié.

3.2.7.8 Odredivanje koncentracija DNA 1 RNA

Koncentracije obje molekule odredene su spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije pri
260 nm, uz koriStenje odnosa da 1 mL otopine koja sadrzi 50 ug DNA, odnosno, 40 ng RNA,

ima vrijednost apsorbancije Azgo = 1.
3.2.8 Metode rada s proteinima

3.2.8.1 Prekomjerna ekspresija rekombinantnih proteina

S krute hranjive podloge obogac¢ene odgovarajué¢im antibiotikom tipi¢no je odabirana jedna
jasno definirana bakterijska kolonija. Ista je inokulirana u 5 mL LB-medija uz odgovarajuci
antibiotik i ostavljena rasti na 37 °C preko no¢i, uz potresanje pri 200 rpm. Takva prekonocna
pretkultura idu¢i je dan inokulirana u 500 mL LBAmp medija. Tijekom rasta bakterijske
kulture pracena je opticka gustoc¢a suspenzije, ODggo, s ciljem odredenja faze rasta bakterijske
populacije. Kod vrijednosti ODggo 0,400-0,450 kulturi stanica BL21 s pET28-MtSerRS-

vektorom dodan je ZnCl, do konaéne koncentracije od 1 mmol dm™. Metanogeni tip SerRS
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sadrzi cink u aktivnom mjestu te je prilikom indukcije stanica BL21 potrebno obogatiti
hranjivi medij cinkovim ionima kako bi sve molekule nastalog MtSerRS sadrzavale
funkcionalni ion cinka. Kod vrijednosti ODggo 0,600-0,650, kulturi stanica bio je dodan
izopropil-B-D- tiogalaktopiranozid (¢ (IPTG) = 0,3 mmol dm™). Ekspresijski sojevi E. coli
BL21(DE3) i Rosetta (DE3), lizogenizirani su bakteriofagom DE3 koji nosi fragment DNA s
genom za T7 RNA-polimerazu. Isti fragment ukljucuje i gen lacl te promotor lacUV5. Ovaj
fragment je umetnut u gen int ¢ime Se onemogucuje ugradnja faga DE3 u ili izrezivanje istog
iz kromosoma domacina u odsustvu faga pomoc¢nika. Jednom kada je DE3-lizogen formiran,
jedini promotor koji usmjerava transkripciju T7 RNA-polimeraze jest pomotor lacUV5 koji se
moze inducirati (alo)laktozom ili njenim analogom (poput IPTG). Dodatak IPTG-a rastucoj
kulturi lizogeniziranih stanica inducira T7 RNA-polimerazu koja zauzvrat prepisuje ciljnu
DNA u plazmidu. Stoga se dodatkom IPTG-a kulturi E. coli BL21(DE3) (i derivata BL21 kao
Sto je soj Rosetta) stanice poti¢u na proizvodnju rekombinantnog proteina. Po dodatku IPTG-
a, kultura je tipi¢no pustena rasti tijekom 2,5-3,5 sati na 37 °C, uz potresanje pri 200 rpm. U
tom vremenskom periodu stanice usporavaju s rastom, a gomila se produkt gena potaknutog
na ekspresiju (ovdje MtSerRS te divljeg tipa ili mutantnih oblika MtArgRS). Talozenje
stanica, po zavrSetku indukcije IPTG-om, izvodeno je centrifugiranjem u trajanju od 10
minuta na 5 000 g, u kivetama kapaciteta 400 mL i kod 4 °C; nakon centrifugiranja
supernatant je uklanjanjn, a talog ¢uvan na -20 °C (ukoliko procedura proc¢isc¢avanja nije

odmah nastavljena).

3.2.8.2 Otvaranje stanica soniciranjem

Izdvajanjem iz stanice protein moZze biti izdvojen 1 od bioloskih molekula koje pomazu u
stabilizaciji njegove nativne strukture zbog Cega se moze povecati sklonost proteina
denaturaciji. 1z tog su razloga izolacija i proci§¢avanje proteina provedeni pri sniZenoj
temperaturi unato¢ tome $to je protein porijeklom iz termofilnog organizma. Stanice u kojima
je potaknuta nadekspresija (Rosetta (DE3) transformirane odgovaraju¢im rekombinantnim
vektorima) resuspendirane su u minimalnom volumenu pufera A (pufer za afinitetnu
kromatografiju, v. 3.1.9), pri ¢emu je suspenzija hladena na ledu. Bez uklanjanja s leda,
suspenzija stanica sonicirana je pomoc¢u sonde Vibra Cell 72446 (Bioblock Scientific) u
intervalima od po jedne minute s jednom minutom prekida izmedu dva kontinuirana pulsa
radi sprjeCavanja pretjeranog zagrijavanja uzorka. Nakon centrifugiranja pri 4 °C na 10 000 g

tijekom 1 h (Centrifuge 5430 R, Eppendorf), supernatant (sadrzi stani¢ne proteine ukljucujuéi
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I rekombinantni protein od interesa) je prenesen u ¢istu tubicu (Falcon) i pohranjen na ledu do

pocetka iduceg koraka procis¢avanja.

3.2.8.3 Afinitetna kromatografija

U cilju postizanja specificnog vezanja Zeljenog proteina na stacionarnu fazu s imobiliziranim
niklovim(ll) ionima (Ni-NTA-agaroza), na N-terminalni kraj proteina dodan je
heksahistidinski privjesak prilikom manipulacije genom za MtArgRS u vektoru pET28b, tj.
na razini DNA. Za razliku od kromatografskih tehnika navedenih u daljnjem tekstu, ova je
kromatografija provodena pri atmosferskom tlaku.

Prije provodenja same metode, iz kolone je ispusStena vodena otopina etanola (¢ = 20 %)
uobicajeno koristena za Cuvanje Ni-NTA-agaroze (Qiagen), te je doti¢ni volumen stacionarne
faze ispran s 10 puta ve¢im volumenom redestilirane vode. Ni-NTA-smola potom je
uravnotezena u puferu A, nakon ¢ega je kroz kolonu postepeno propusten sav supernatant
dobiven centrifugiranjem sonicirane suspenzija stanica (v. 3.2.8.2). Stacionarna faza potom je
isprana s prosje¢no 25 mL pufera A. Nadalje je kolona isprana s 10 mL pufera B. Elucija
proteina izvrSena je s 10 mL pufera C (pufer s 10 puta ve¢om koncentracijom imidazola u
odnosu na pufer A, v. 3.1.9). Sakupljene su frakcije dobivene ispiranjem stacionarne faze
puferom A, B te frakcije dobivene samim propustanjem uzorka kroz kolonu s ciljem analize
sastava istih metodom SDS-PAGE. Tijekom ispiranja puferom C eluat je frakcioniran,
odnosno sakupljane su frakcije od po 2 mL. Kromatografija je provedena pri temperaturi od 4
°C zbog smanjenja moguénosti denaturacije proteina tijekom postupka, a analiza frakcija
napravljena je naknadno metodom SDS-PAGE (v. 3.2.4.1). Frakcijama prociséenih proteina
koncentracija je povecana ultrafiltracijom pomocu membrana (Milipore) dvostruko nize
vrijednosti MWCO (engl. molecular weight cut off) od relativne molekulske mase proteina. U
toku ultrafiltracije pufer u kojemu su proteini procisceni (pufer C) izmijenjen je puferom za

pohranu (v. 3.1.6) te je Citava preparacija izoliranog proteina pohranjena na — 80 °C.

3.2.8.4 Procisc¢avanje rekombinantnih proteina u nativnom obliku

Za razliku od pET28b, vektor pET21a omogucava dobivanje proteina bez ikakvih dodatnih
elemenata. Kao §to je ranije spomenuto, jedini vektorom kodirani element je pocetni metionin
koji vuce porijeklo iz dijela slijeda koji prepoznaje restrikcijska endonukleaza Ndel. U ovom
radu postupcima rekombinantne DNA proizvedeni krnji derivati divljeg tipa MtArgRS
Klonirani i u vektor pET21a. Ekspresijom s ovog vektora nastaju produkti bez fuzijskog

privjeska. ProciS¢avanje takvih proteina izvedeno je tekucinskom kromatografijom na
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anionskim izmjenjiva¢ima te gel-filtracijom. Proteinski ekstrakt prireden je razaranjem
stanica bakterija (vidi poglavlje 3.2.6.2) u puferu za lizu (c (Tris) = 25 mmol dm?, ¢ (NaCl) =
50 mmol dm™, ¢ (glicerol) = 10%, titrirano HCl-om do pH 8,0). Ekstrakt je zatim
centrifugiran pri 10 000 g pri 4 °C u trajanju od jednog sata. Supernatant je potom nanesen na
slabi anionski izmjenjiva¢ HiPrep DEAE FF 16/10 (GE Healthcare), a koji je prethodno
uravnotezen u puferu START (tablica 3.5). U ovom koraku se ne postize dostatna rezolucija
na razini proteinskih komponenata, ali dolazi do izdvajanje nukleinskih Kiselina i komponenti
koje se vrlo Cvrsto vezu na anionske izmjenjivace. Vecina bakterijskih stani¢nih proteina
(zajedno s heterolognim, rekombinantnim proteinima) veze se na kromatografski matriks. Dio
bakterijskih proteina uklanja se ispiranjem kolone uz 10, odn. 20% pufera FIN te

razlu¢ivanjem heterolognih proteina u gradijentu 20-100% pufera FIN.

Tablica 3-5. Kromatografski puferi upotrijebljeni pri radu na kolonama HiPrep DEAE FF 16/10 (GE
Healthcare) i MonoQ HR 10/10 (Pharmacia).

Kromatografski puferi za prociS¢avanje na slabom i jakom anionskom izmjenjivacu,
za procis¢avanje proteina

pufer START pufer FIN
Tris-HCI (c = 25 mmol dm™, pH 8) Tris-HCI (c = 25 mmol dm™, pH 8)
NaCl (c = 50 mmol dm™) NaCl (c = 700 mmol dm™®)
B-merkaptoetanol (¢ =5 mmol dm™) B-merkaptoetanol (c =5 mmol dm™)

Proc¢iS¢avananje proteina na anionskom izmjenjivacu MonoQ takoder je provedeno
tekuc¢inskom kromatografijom pod visokim tlakom, na automatiziranom sustavu pri 4°C.
Kolona anionskog izmjenjivata Mono Q HR 5/5 uravnotezena je puferom za kromatografiju
ionskom izmjenom (pufer START, tablica 3.5). Prije nanoS$enja na kolonu MonoQ potrebno
je uzorak (sakupljen pri visokim koncentracijama soli u prethodnom kromatografskom
koraku) odsoliti 1 prevesti ga u pufer za ekvilibraciju (pufer START). To je ucinjeno
razrjedivanjem uzorka puferom sastava ¢ (Tris-HCI) = 25 mmol dm™, ¢ (glicerol) = 10%, pH
8,0. Zavisno od volumena sakupljenog uzorka razrjedivanje se izvodi do dostizanja
koncentracije soli manje od 100 mmol dm™. Povec¢anje volumena uzorka ne utjeSe na
ucinkovitost razdjeljivanja proteina na ionskim izmjenjiva¢ima. NanaSanje (injektiranje)
volumena ve¢ih od 1 mL izvodi se upotrebom tzv. super-omce (eng. superloop, GE
Healthcare). Vezani proteini eluiraju se linearnim gradijentom NaCl. U ovom koraku eluirani
proteini sakupljani su u frakcije malog volumena (0,5 mL) kako bi se postigla ¢im veca
Cistoca finalnog uzorka. Tijekom cijelog postupka protok pufera iznosio je 2,5 — 3,5 mLmin™.
Za procCiS¢avanje nativnog oblika proteina MtSerRS nakon kromatografije na slabom

anionskom izmjenjivacu HiPrep DEAE FF upotrebljavan je jaki kationski izmjenjiva¢ MonoS
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HR 5/5 (Pharmacia, tablica 3.6). Proces procis¢avanja izveden je na isti na¢in kao S$to je to
opisano u prethodnom pasusu.
Tablica 3-6. Kromatografski puferi upotrijebljeni pri radu na MonoS HR 10/10 (Pharmacia).

Kromatografski puferi za proc¢is¢avanje proteina na jakom kationskom izmjenjivacu

pufer START pufer FIN
Mes-NaOH (c = 25 mmol dm™, pH 6,2)  Mes-NaOH (c = 25 mmol dm™, pH 8)
NaCl (c = 50 mmol dm™) NaCl (c = 700 mmol dm™)
B-merkaptoetanol (¢ =5 mmol dm™) B-merkaptoetanol (c = 5 mmol dm™)

3.2.8.5 Gel-filtracija

Gel-filtracija je provedena pomocu kolona Superdex 200 HR 10/300 i Superdex 75 HR
10/300 (obje GE Healthcare). Prva gel-filtracijska kolona pogodna je za razdvajanje
makromolekula relativne molekulske mase 10* - 6-:10° a druga 3-10° - 7-10*. Gel-filtracija
koristena je za dodatno prociséavanje proteina, tRNA, suprociS¢avanje kompleksa,
prevodenje makromolekula u Zzeljeni pufer i potvrdu oligomerizacijskih stanja izoliranih
molekula.

Prilikom dodatnog procis¢avanja, otopine proteina (Cuvane pri temperaturi od — 80 °C)
postepeno su otapane na ledu, a gel-filtracijska kolona je uravnotezena u pogodnom puferu (v.
3.1.6, pufer za dodatno procis¢avanje proteina gel-filtracijom). Uzorak pojedine otopine
proteina centrifugiran je tijekom 10 minuta pri 4 °C i 12 000 g u cilju uklanjanja precipitata, a
200 pL supernatanta je naneseno na kromatografsku kolonu. Tijekom gel-filtracije pracene su
apsorbancije pri valnim duljinama od 260 nm i 280 nm. Frakcije koje sadrze protein su potom
ukoncentrirane pomoc¢u membrana pogodne (minimalno dvostruko nize) vrijednosti MWCO i
cuvane su na — 20 °C. Koncentracije proteina odredene su spektrofotometrom ND-1000
(NanoDrop) na temelju poznavanja dekadskih molarnih apsorpcijskih koeficijenata pojedinih
proteina (tablica 3.1).

3.2.9 Metode rada s tRNA

3.2.9.1 Izolacija RNA iz stanica domacina

Stanice BL21(DE3) s prikladnim vektorom (pETA3a-MttRNA*%c, i PpETA3a-
MttRNA*5ca) resuspendirane su u minimalnom volumenu acetatnog pufera (¢ (NaOAc) =
0,3 mol dm, titrirano octenom kiselinom do pH 5,2) te je dodan jednak volumen zasiéene
vodene otopine fenola. Nakon Zustrog mijesanja tijekom 5 minuta i centrifugiranja na 4 000 g
pri 10 °C tijekom priblizno 5 minuta dolazi do razdvajanja faza: gornja (vodena) faza sadrzi
nukleinske kiseline i ugljikohidrate, a donja faza (fenolna) denaturirane proteine. Takoder se
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javlja medusloj koji ¢ine denaturirani proteini te kompleksi proteina i nukleinskih kiselina.
Vodena faza je izdvojena i izmuckivana tijekom daljnjih 5 minuta s jednakim volumenom
smjese fenola i kloroforma. Faze su ponovno razdvojene centrifugiranjem, te je fenol zaostao
iz prethodnog koraka u vodenoj fazi dodatno ekstrahiran kloroformom. Nakon centrifugiranja
I odvajanja faza, vodena je faza prebacena u cistu tubicu te joj je dodan trostruko veci
volumen hladnog etanola (¢ = 96 %). Takva smjesa je ostavljena na — 20 °C tijekom 1 sat ili
preko noci. Tijekom talozenja etanolom dolazi do talozenja nukleinskih kiselina i stani¢nih

ugljikohidrata.

3.2.9.2 Odvajanje tRNA od nukleinskih kiselina ve¢ih molekulskih masa

Talog stvoren u prethodnom koraku (poglavlje 3.2.7.1) oboren centrifugiranjem (4 000 g pri 4
°C tijekom 1 h), nakon ¢ega je ispran etanolom (¢ = 80 %) i ponovo centrifugiran daljnjih 1 h.
Etanol je potom odliven, a otvor tubice prekriven je parafilmom (Pechiney Plastic Packaging)
na kojem su izbusene rupice. Etanol je uparen iz taloga u DNA120 Speedvacu (Thermo
Savant). PosuSenom talogu je dodana minimalna koli¢ina redestilirane vode potrebna za
njegovo potpuno otapanje. Tako dobivenoj otopini dodane su otopine Tris-a i NaCl-a (do
konacnih koncentracija ¢ (Tris) = 0,25 mol dm™ i ¢ (NaCl) = 1 mol dm™, pH 8,4). Dobivena
je otopina inkubirana 1 h pri 37 °C u termobloku (Grant Bio). Ovi blago bazi¢ni uvjeti
omogucuju hidrolizu esterskih veza uzrokujué¢i deacilaciju aminoaciliranih molekula tRNA.
Deaciliranim uzorcima dodane su otopine PEG 6000 i MgCl; (do kona¢nog masenog udjela
w(PEG) = 8 %, odnosno koncentracije ¢ (MgCl,) = 10 mmol dm™) radi taloZenja nukleinskih
kiselina ve¢ih molekulskih masa. Smjesa je centrifugirana 20 minuta na 12 000 g, nakon ¢ega
je supernatant odvojen te mu je dodan jednak volumen otopine natrijevog acetata (¢ = 2,68
mol dm™) i trostruko veéi volumen hladnog etanola (¢ = 96%). TaloZenje je izvrieno kao
ranije (— 20 °C tijekom 1-24 h). Talog je potom oboren centrifugiranjem (1 h pri 4 °C i 4 000

), osuSen u Speedvacu te otopljen u redestiliranoj vodi.

3.2.9.3 Kromatografija ionske izmjene

Kolona slabog anionskog izmjenjivaca (HiPrep DEAE FF 16/10) koriStena je za dodatno
proc¢is¢avanje molekula tRNA od kontaminiraju¢ih vrsta koriStenjem automatiziranog sustava
Akta Purifier 10. Kod ove se metode vezanje molekula na stacionarnu fazu temelji na
elektrostatskim interakcijama. Kroz kolonu je propusten pufer FIN (tablica 3.7) radi vezanja
kloridnih iona na dietilaminoetilne ostatke. Kolona je potom postupnim povecanjem

volumnog udjela pufera START prevedena u potpunosti u pufer START. Na kolonu je
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nanesen 1 mL sirovog uzorka koji sadrzi tRNA od interesa (ali i ugljikohidrate, ostatake PEG-
a 1 neistalozenih nukleinskih kiselina ve¢ih molekulskih masa). Elucija je izvrsena postupnim
povecanjem volumenog udjela pufera FIN, tj. gradijentom soli. Prilikom kromatografije
pracena je apsorbancija pri 4 = 260 nm. Frakcije sakupljene prilikom provodenja ove metode
analizirane su elektroforezom na poliakrilamidnom gelu u prisustvu ureje.

Tablica 3-7. Sastav kromatografskih pufera za razdvajanje nukleinskih kiselina na ionskom izmjenjivacu.

Kromatografski puferi za proc¢is¢avanje na slabom i jakom anionskom izmjenjivacu;
za proCiS¢avanje heterologne tRNA iz smjese

pufer START pufer FIN
natrijev acetat (c = 50 mmol dm™ pH 4,5) natrijev acetat (c = 50 mmol dm™ pH 4,5)
NaCl (¢ =100 mmol dm™) NaCl (¢ =1 mol dm™)

3.2.9.4 Kromatografija obrnutih faza

Metoda RPC temeljena je na hidrofobnim efektima izmedu molekula i nepolarne stacionarne
faze te je koristena za razdvajanje razlicitih vrsta tRNA iz smjese. Za kromatografiju obrnutih
faza ukupne tRNA E. coli obogaéene heterologni MttRNA i MttRNAS® transkriptima
koristena je kolona Jupiter C4 (Phenomenex).

Kromatografska kolona uravnoteZena je u puferom START (tablica 3.8). Analizirani uzorak
tRNA (injektirani volumen iznosio je maksimalno 100 uL) prethodno je prociséen
kromatografijom anionske izmjene (v. ranije). U svrhu elucije postepeno je poveéavan
volumni udio etanola (prisutan u puferu FIN, tablica 3.8), a tijekom kromatografije je pracena
apsorbancija pri 2 = 260 nm. Eluirane frakcije ukoncentrirane su uparavanjem pomocu
Speedvaca te potom precipitirane dodatkom etanola (do finalnog udjela 70 %). Prisutnost i
udio MttRNA, odn. MttRNA®" dokazivana je reakcijom aminoaciliranja, tj. odredivanjem
akceptorske aktivnosti tRNA. Frakcije su takoder analizirane na poliakrilamidnom gelu u
prisustvu ureje. Izdvajanje pojedinih varijanti MttRNA™® do homogenosti detaljnije je

opisano u poglavlju Rezultati.
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Tablica 3-8 Kromatografski puferi za pro¢i§¢avanje heterologne tRNA kromatografijom obrnutih faza.

Kromatografski puferi za pro¢is¢avanje heterologne tRNA kromatografijom obrnutih faza

pufer START pufer FIN
amonijev acetat (c = 40 mmol dm™, pH 5,1) amonijev acetat (c = 40 mmol dm™, pH 5,1)
magnezijev acetat (¢ = 20 mmol dm™)NaCl magnezijev acetat (¢ = 20 mmol dm™)
(c =400 mmol dm™) NaCl (c =400 mol dm™)
¢ (EtOH) = 30 %.

3.3 Detekcija nekovalentnih kompleksa aaRS:tRNA

3.3.1 Nativna elektroforeza na poliakrilamidnom gelu

Ova je elektroforetska metoda koriStena za ispitivanje stabilnosti nekovalentnih kompleksa
MttRNA? s divljim tipom MtArgRS te istraZivanim krnjim inaticama istog te analizu
izoliranih kompleksa MtArgRS: MttRNA" nakon suproéiséavanja gel-filtracijom.

Kompleksi sintetaze i pripadne tRNA pripravljeni su inkubacijom proteina i prethodno
renaturirane tRNA u odgovarajuéem puferu pri 41 °C tijekom 10 minuta (pufer za divlji tip
enzima: ¢ (Hepes) = 25 mmol dm™, ¢ (NaCl) = 100 mmol dm™®, ¢ (MgCl,) = 10 mmol dm™, ¢
(DTT) = 1 mmol dm™ (pH 7,0); pufer za detekciju nekovalentnih kompleksa krnjih varijanti s
pripadnom tRNA: ¢ (Hepes) = 25 mmol dm™, ¢ (MgCl,) = 10 mmol dm™, ¢ (DTT) = 1 mmol
dm™ (pH 7,0)). Renaturacija tRNA provodena je zagrijavanjem otopine tRNA tijekom 3
minute na 83 °C, $to uzrokuje narusavanje strukture dvolancanih dijelova molekule. Po
vadenju uzoraka iz termobloka dodana je otopina MgCl, do konaéne koncentracije 10 mmol
dm™. Ovako pripravljen uzorak ostavljen je na sobnoj temperaturi kako bi se postepenim
hladenjem potakla renaturacija prisutnih molekula tRNA. U wuredaju za vertikalnu
elektroforezu Mini Protean Il (Bio-Rad) kroz poliakrilamidni gel (w(akrilamid-biskarilamid u
masenom omjeru 29:1) = 9 %, TA pufer, katalizator APS (y (APS) = 0,7 ug cm™) i inicijator
polimerizacije TEMED (w (TEMED) = 0,05 %)) je propustena struja stalnog napona (U =
120 V) tijekom 30 minuta radi uspostavljanja podnaponske ravnoteze iona u gelu prije samog
nanoSenja uzoraka. Kao elektroforetski pufer koristen je pufer TA. Uzorcima je nakon
inkubacije dodana boja za nanoSenje uzoraka (¢ (glicerol) = 4,7 %, y (BPB) =3 g dm?) u
volumnom omjeru 1:12. Uzorci su naneseni na gel te je provodena elektroforeza pri naponu U

=120 V tijekom priblizno 1 h, tj. do istjecanja uzorcima dodane boje iz gela.
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3.3.2 Detekcija metodom rezonancije povrsinskih plazmona

Metoda rezonancije povrSinskih plazmona moéna je analiticka metoda za pracenje
makromolekulskih interakcija u otopini bez potrebe za obiljezivaéem. Tipi¢no se koristi za
ispitivanje kinetike interakcija i odredivanja ravnoteznih konstanti. Ekscitacija povrSinskih
plazmona (dakle kolektivnih oscilacija elektrona do kojih dolazi na granici povrsine izmedu
metala i dielektrika) bazirana je na totalnoj unutrasnjoj refleksiji kada ulazna zraka p-
polarizirane svjetlosti udari u elektricki vodljivu zlatnu povrsinu (tocnije sloj) na sucelju
staklenog senzora s visokim refraktivnim indeksom i vanjskog medija (tekué¢ine) s niskim
refraktivnim indeksom. Pri odredenom kutu, dolazi do ekscitacije plazmona §to rezultira
smanjenim intenzitetom reflektirane svjetlosti. Vrlo mala promjena na sucelju (npr. promjena
uslijed nastanka sloja nanometarskih dimenzija) dovodi do promjene u SPR-signalu, ¢ime se

omogucuje pracenje nastanka molekulska interakcija u realnom vremenu.

jedinica z2 optitku Rezonancija ],: s 44
lzvor svjetlosti detekdiju intenzitet (RU) :
18 — Feobbe
”/ W Disocijacija
polatr'gizana e (W‘: < % kut )
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]
v
seraorl N W f s
e () & Uy Dot WIE!!E
AORKRRTH § e —
______ Y ¢ onmmeeans ¢ G Senzorgram
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Slika 3-3. Shema rada instrumenta (lijevo; objasnjenje u tekstu). Shematski prikaz generirane krivulje s
ilustracijom pojedinih mjerenih koraka tijekom oblikovanja kompleksa (makro)molekula.

Ispitivanje vezanja divljeg tipa MtArgRS 1 skracenih varijanti izvrSeno je pri 25°C
koristenjem SPR-instrumenta BIACORE T100 (Biacore Inc.). Kori$teni proteini posjedovali
su N-terminalno smjesteni heksahistidinski privjesak te su pomocu istog nekovalentno vezane
na povrSinu Ni-NTA-¢ipa (Sensor Chip NTA, Biacore Inc.). Pufer za analizu sadrzavao je C
(Hepes) = 20 mmol dm?®, ¢ (NaCl) = 0,12 mmol dm?, ¢ (MgCl,) = 6 mmol dm? te ¢
(surfaktant P20) = 0.005%. Protok je ugoden na 10 pl min~'. Neposredno pred mjerenje,
renaturacijamolekula MttRNA™® provedena je kako je opisano ranije za istrazivanje
nekovalentnih kompleksa metodom retardacijske gel-elektroforeze. Po disocijaciji, preostali
analit uklanjan je dodatkom otopine EDTA (0,1 mol dm).

Zabiljezeni odzivi predstavljaju razlike u SPR-signalu izmedu celija s imobiliziranim
proteinom od interesa i referentne Celije bez istog. Podaci su analizirani pomocu programa

Biacore T100 evaluation software.
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3.4 Detekcija nekovalentnih kompleksa MtSerRS:MtArgRS

3.4.1 Metoda afinitetnog suprociS¢avanja

Afinitetno suprocis¢avanje koriSteno je za procjenu stabilnosti kompleksa krnjih varijanti
MtArgRS s proteinskim partnerom MtSerRS te za detekciju kompleksa viseg reda (kompleksi
s pripadnim reakcijskim prekursorima). U svim slu¢ajevima izvrS$eno je na sljedec¢i nacin. U
tubicama za PCR 30 uL Ni-NTA-smole (Qiagen) uravnotezeno je u puferu AP (¢ (Tris) = 25
mmoldm™ (pH 7,6), ¢ (NaCl) = 150 mmoldm™, ¢ (glicerol) = 5%, ¢ (imidazol) = 10 mmol
dm™ (pH 7,6), ¢ (B-merkaptoetanol) = 5 mmoldm™). Enzim s histidinskim privjeskom (250
ug) inkubiran je s uravnotezenom smolom i potom ispran istim puferom. Proteinski partner
bez privjeska (ili s GST-fuzijom) je potom dodan i inkubiran pri sobnoj temperaturi uz
povremeno potresanje. Inkubacija je trajala 15-20 minuta. Po centrifugiranju (2 minuta na 500
g), nevezani proteini su sakupljeni i sauvani za kasniju analizu na gelu. Dalja ispiranja
napravljena su u puferu BP (sastava identi¢nog puferu AP, ali uz imidazol koncentracije 40
mmoldm™ (pH 7,6). Ispiranje u obrocima od 100 pL vrieno je do dosizanja apsorbancije Asgo
~ 0. Elucija je izvr$ena uz pufer CP (c (imidazol) = 150 mmol dm™ (pH 7,6), ¢ (NaCl) = 150
mmoldm™, ¢ (glicerol) = 5%, ¢ (B-merkaptoetanol) = 5 mmoldm™).

Za identifikaciju ternarnih kompleksa proces je bio identican opisanomu. Mali ligandi su
dodani u koncentracijama koje simuliraju visokoenergetske uvjete u stanici (100 — 150 umol
dm™ aminokiseline te 9 mmoldm® ATP), a molekule tRNA tako da stehiometrijski

odgovaraju koli¢ini analiziranog proteina.

3.4.1.1 Odredivanje ravnotezne konstante za interakciju [SerRS:tRNA>] s
proteinskim partnerom ArgRS koristenjem afinitetnog suprociS¢avanja

Za odredivanje afiniteta binarnog kompleksa SerRS:tRNA®" prema enzimu ArgRS kompleks
sintetaze i pripadne tRNA izoliran je najprije gel-filtracijom. Arginil-tRNA-sintetaza
eksprimirana kao fuzija glutation-S-transferaze imobilizirana je na odgovarajuc¢oj smoli
(GST-sefaroza, GE Healthcare). Po imobilizaciji, smola s proteinom inkubirana je sa
serijskim razrjedenjima izoliranog kompleksa SerRS:tRNA®® u puferu sastava ¢ (Tris-HCI) =
50 mmol dm™® (pH 7,4), ¢ (NaCl) = 75 mmol dm™, ¢ (glicerol) = 5%, ¢ (DTT) = 0,5 mmol
dm™. Kompleksi su inkubirani kako je opisano za supro¢i§¢avanje binarnih i ternarnih
kompleksa na stacionarnoj fazi Ni-NTA. Ispiranje je izvrSeno uz isti pufer kao za
uravnotezenje i inkubaciju. Po eluciji (pufer sastava (¢ (Tris-HCI) = 100 mmol dm™ (pH 8,0),

¢ (NaCl) = 75 mmol dm™, ¢ (DTT) = 0,5 mmol dm™, ¢ (reducirani glutation, GSH) = 10
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mmol dm™), sakupljene frakcije nanesene su na gel za SDS-PAGE. Nakon elektroforeze
uzorci su preneseni na membranu te je napravljena Western-analiza. U paraleli, isti
eksperiment je izvrSen za interakciju slobodnih proteina MtArgRS i MtSerRS.

Koli¢ina detektiranog kompleksa u pojedinoj tocki titracije kvantificirana je uz pomo¢
programa ImageJ 1.47*®. Svaki signal koji pripada eluiranom kompleksu SerRS:tRNA®
korigiran je za pozadinski signal (oduzet je odziv u prvoj, praznoj jazici). Izmjereni signali
upareni su s vrijednostima inicijalnih koncentracija kompleksa SerRS:tRNA" (kao i
slobodne SerRS) inkubiranih s imobiliziranim proteinom. Za dobivanje vrijednosti
disocijacijskih konstanti nelinearna regresija dobivenih podataka provedena je programom
GraphPad Prism 6.

3.4.2 Metoda rezonancije povrsinskih plazmona

Za ispitivanje afiniteta mutiranih varijanti MtArgRS prema proteinskom partneru MtSerRS
potonji je kovalentno imobiliziran na povr§ini CM5-senzor ¢ipa (Biacore Inc.). Cip (povrh
zlatnog sloja) posjeduje sloj karboksimetiliranog dekstrana. Ovaj organski sloj ima dvostruku
ulogu: nabijene skupine sluze ukoncentriravanju proteina od interesa na njegovoj povrsini, a
aktivacijom karboksimetilnih skupina pomocu 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimida
(EDC) i N-hidroksisukcinimida moguce je kovalentno vezati isti protein. Reagens EDC
reagira s karboksilnim skupinama formirajuci intermedijer O-acilizoureu koji moZe regirati s
prisutnim amino-skupinama proteina i formirati amidnu vrzu. S ciljem imobilizacije MtSerRS
je najprije razrijeden u natrijevom acetatu (¢ = 10 mmol dm™ (pH 5,0)), injektiran i potom
kovalentno vezan na aktiviranu povrsinu ¢ipa. Kao i1 kod detekcije nekovalentnih interakcija
ArgRS i tRNA™? za biljezenje signala potrebna je jedna mjerna i jedna referentna Celija.
Tijekom imobilizacije MtSerRS na mjernu ¢eliju, referentna je jednako aktivirana dodatkom
EDC i sulfo-NHS, ali bez injektiranja proteina. Preostala reaktivna mjesta na ¢ipu blokiraju se
dodatkom etanolamina (reagira svojom amino-skupinom), a nekovalentno adherirane
molekule MtSerRS uklanjaju se ispiranjem ¢ipa otopinom natrijevog hidroksida (¢ = 50 mmol
dm™). Enzim MtSerRS bio je imobiliziran pri 800 RU (jedinice rezonancije, skraéenica prema
eng. response units). Pufer za analizu sadrzavao je ¢ (Hepes) = 20 mmol dm™, ¢ (NaCl) =
0,12 mmol dm™, ¢ (DTT) = 2 mmol dm™ te ¢ (surfaktant P20) = 0.005%. Vrijednost pH
iznosila je 7,2. Vezanje je praceno pri protoku 30 pl min™. Pufer za analizu koristen je i za
razrjedivanje analita. Pri istim uvjetima testirana je i potencijalna interakcija kompleksa
MtArgRS:MttRNA™Y s proteinskim partnerom MtSRS. Po disocijaciji, preostali analit je

uklanjan dodatkom otopine KCI (3 mol dm™).

79



Materijali i metode

3.5 Enzimski testovi

Prac¢enje aktivnosti aminoacil-tRNA-sintetaza tipicno se moze izvrsiti tzv. filter-testom:
sintetazi od interesa ponude se supstrati potrebni za reakciju te radioaktivni aminokiselinski
prekursor. Alikvoti reakcijske smjese (u kojoj je reakcija zapoCeta!) nanasaju se na listice
filter-papira te potom uranjaju u otopinu trikloorooctene kiseline. Otopina TCA istovremeno
prekida reakciju te talozi tRNA. Ukoliko se reakcija aminoacilacije odvija dolazi do talozenja
radioaktivne aminokiseline zajedno s molekulama tRNA na koju je ista prenesena. U testu je
vazno Kkoristiti slijepu probu jer pojedine aminokiseline mogu nespecificno adherirati na
listice filter papira i/ili enzim (kojeg TCA takoder talozi).

Reakcija aminoacilacije za divlji tip MtArgRS te MtSerRS tipi¢no se odvijala pri 48 °C te uz
[“C]-obiljezenu aminokiselinu (c = 70 pmol dm™) u puferu sastava ¢ (DTT) = 4 mmol dm,
¢ (Tris-HCI, pH 7,6) = 60 mmol dm™, ¢ (MgCl,) = 10 mmol dm™, ¢ (ATP) = 5 mmol dm®,
»(BSA) = 0,4 g dm? ¢ (NaCl) = 150 mmol dm™. Krnji oblici ispitivani su pri niZoj
temperaturi reakcije (42-43 °C) i ionskoj jakosti (c (NaCl) = 50 mmol dm’).

3.5.1 Odredivanje akceptorske aktivnosti tRNA
Reakcijske smjese kod odredivanja udjela MttRNA™? u ukupnoj tRNA (tj. odredivanja

akceptorske aktivnosti tRNA) sadrzavale su uzorak renaturirane tRNA (c = 2 umol dm™),
[“C]Arg ili [**C]Ser (c = 10 pumol dm™®), enzim (c = 1 umol dm™) u puferu za reakciju
aminoaciliranja (c (DTT) = 4 mmol dm™, ¢ (Tris-HCI, pH 7,6) = 60 mmol dm™, ¢ (MgCl,) =
10 mmol dm?, ¢ (ATP) = 5 mmol dm™, y (BSA) = 0,4 g dm™, ¢ (NaCl) = 150 mmol dm’).
Enzim je dodan posljednji i time je zapoceto mjerenje vremena reakcije. Otopina je potom
inkubirana u termobloku pri 48 °C. Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 40 pul.
Koli¢ina ugradenog radioaktiviteta izmjerena je potapanjem polovice ukupnog volumena
reakcije nanesenog na oznacene komadice filtrirnog papira (Whatman 3MM) nakon 20 i 35
minuta u hladnu otopinu trikloroctene kiseline (y (TCA) = 100 g dm™). Otopina TCA
potresana je na ledu na rotiraju¢oj platformi (Gerhardt) tijekom idu¢ih 10 minuta. Ispiranje
listi¢a izvrSeno je potapanjem jo$ dva puta U trajanju od po pet minuta otopinom TCA (y
(TCA) = 50 g dm™). Radi lakSeg susenja, papiri¢i su potom potresani tijekom tri minute u
otopini etanola, nakon ¢ega su suSeni U inkubatoru (BTE-S, Termo-medicinski aparati)
tijekom 30 minuta pri 80 °C. Suhi filtrirni papiri¢i uronjeni su u 2,5 mL scintilacijske otopine
(y (PPO) = 5 g dm™ i y (POPOP) = 0,3 g dm™ u toluenu) i postavljeni u scintilacijski broja¢
Tri-Carb 2900TR (PerkinElmer) gdje su kao rezultat dobivene koli¢ine zabiljezenog

radioaktiviteta u cpm (eng. counts per minute, broj otkucaja u minuti pri scintilacijskom
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mjerenju radioaktivnosti). Radi odredivanja mnozine radioaktivno obiljeZzene tvari koja je
dala prethodno navedeni odziv, takoder je bilo potrebno izraditi bazdarni pravac. Stoga su na
komadiée filtrirnog papira pipetirane poznate koligine [**C]Arg, papiri¢i su posuSeni, uronjeni
u scintilacijsku otopinu i postavljeni u scintilacijski broja¢. Ovisnost tako izmjerenih cpm o
mnozini [*C]Arg koriitena je kao bazdarni pravac. Prilikom svakog eksperimenta izraden je

novi bazdarni pravac.

3.5.2 Odredivanje Kkineti¢kih parametara K., i k., za tRNAA

Kineti¢cki parametri odredeni su Kkinetikom ustaljenog stanja takoder uz koristenje
radioaktivno obiljezene aminokiseline. Reakcijske smjese su pripravljane slicno onima
opisanim u sklopu prethodnog podnaslova. Serijska razrjedenja renaturirane MtRNA”™
zamijeSana su u reakcijskom puferu uz dodatak [“*CJArg (70 umol dm?) . Reakcija je
zapoceta dodatkom enzima (c (MtArgRS) = 16,5 nmol dm™). Koncentracija tRNA varirana je
u rasponu od priblizno 0,125 - K, do 2 - Ky, Koncentracija enzima kod odredivanja kineti¢kih
parametara za krnje varijante iznosila je 50 nmol dm™. Alikvoti reakcijskih smjesa od po 9 pL
uzimani su svakih 30 sekundi od pocetka reakcije. Za svaku reakciju sakupljeno je po cetiri
tocke. Nagib pravca dobivenog iz ovisnosti ugradnje nastalog produkta Arg-tRNA*? y
vremenu jednak je pocetnoj brzini reakcije. Programom GraphPad Prism 6 napravljena je
nelinearna regresija ¢ime su dobiveni parametri Vmax | Kiy iz jednadzbe Michaelis-Menten.
Obrtni broj je izraCunat dijeljenjem maksimalne brzine reakcije s (poznatom) ukupnom

mnozinskom koncentracijom enzima koji je sudjelovao u reakciji.
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4 Rezultati

4.1 Stvaranje strukturnih modela i uvod u pristup istrazivanju

Informacija o tercijarnoj strukturi istrazivane molekule vazna je kako za dizajn biokemijskih
pokusa, tako i za evaluaciju dobivenih rezultata. U sklopu ove disertacije pokusalo se odrediti
doprinose pojedinih elemenata arginil-tRNA-sintetaze iz arheje M. thermautotrophicus u
prepoznavanju proteinskog partnera MtSerRS uklanjanjem pojedinih dijelova enzima ArgRS.
Informacija o smjestaju tih elemenata unutar strukture enzima govori o nacinu na koji se
istrazivana binarna Cestica oblikuje. Takoder, moguénost ugradnje pripadnih molekula tRNA
u kompleks viSeg reda (dakle, ArgRS:SerRS:tRNA) indirektno govori o topoloSkim
odrednicama koje rukovode nastankom sintetaznog kompleksa te u tom slucaju znanje o
strukturi pripadnih kompleksa ArgRS:tRNA™ i SerRS:tRNA>" postaje od vaznosti.
Izgradnja dobrog modela zahtjeva makar jednu eksperimentalno odredenu trodimenzionalnu
strukturu, a koja moze posluziti kao kalup. Drugim rije¢ima, izmedu strukture (kalupa) 1
istrazivanog slijeda mora postojati dovoljno znacajna sli¢nost na razini primarnog slijeda.
Arginil-tRNA-sintetaza iz arheje M. thermautotrophicus istrazivana u sklopu ove disertacije
posjeduje 42,26 % identi¢nih ostataka u odnosu na odabrani kalup — rijeSenu strukturu arginil-
tRNA-stinetaze iz arheje P. horikoshii (PDB ID 2ZUE _A). Istrazivana pak seril-tRNA-
sintetaza M. thermautotrophicus s istoimenim enzimom iz arheje Methanopyrus kandleri
(MkSerRS) dijeli 47,83 % sli¢nosti, zbog Cega je isti odabran kao kalup prilikom modeliranja
strukture MtSerRS (slika 4.1 a).

Slika 4-1 Model seril-tRNA-sintetaze iz M. thermautotrophicus odreden pomoé¢u kalupa 3W3S_A (lijevo).
Seril-tRNA-sintetaza iz M. barkeri (PDB 1D 2CJB) &iju tRNA>" MtSerRS prepoznaje i aminoacilira te
koja je sposobna (heterologno) prepoznati proteinskog partnera MtArgRS (desno). U oba sluéaja,
identi¢ne podjedinice (homo)dimera obojane su razli¢itim bojama.
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U laboratoriju Zavoda za biokemiju ranije je odredena kristalna struktura SerRS iz M.
barkeri’ s kojom MtSerRS dijeli samo 32% identi¢nih ostataka. Bez obzira na to, MtSerRS
sposobna je vezati i aminoacilirati tRNA>" M. barkeri, a MbSerRS sposobna je prepoznati
MtArgRS, odn. proteinskog partnera MtSerRS™. Dakle, bez obzira na relativno nisku sli¢nost
enzima MtSerRS i MbSerRS na razini primarne strukture reciprocitet u prihvacéanju
pripadnog supstrata i proteinskog partnera sugerira da su kljucni elementi tercijarne strukture
ocuvani izmedu ovih enzima. Razlog ovom razilazenju izmedu oCuvanja primarne i tercijarne
strukture lezi u evolucijskom znacaju aaRS: kao esencijalni stani¢ni enzimi te kao enzimi
odgovorni za uspostavu ispravnog Citanja genetiCkog koda, aminoacil-tRNA-sintetaze
pokazuju jasnu strukturnu homologiju ¢ak i unutar pojedinog razreda®, a posebno unutar
obitelji®. Ova izrazita strukturna homologija odnosi se na kataliticku domenu i specifi¢ne
dijelove odgovorne za prepoznavanje tRNA-supstrata unutar pojedine obitelji, a zasebni
strukturni moduli koji se mogu pojaviti zavisno od evolucijske linije danog organizma
nadodaju se opisanoj osnovnoj strukturnoj srzi®. | kod seril-tRNA-sintetaze i kod arginil-
tRNA-sintetaze strukturna srz° dobro je ocuvana, a varijacije nalazimo na povrsini proteina u
vidu nadodanih fleksibilnih petlji i aminokiselinskih supstitucija koje osiguravaju pozeljna
svojstva enzima s obzirom na citosolni milje odredenog organizma (halofilnost,
(hiper)termofilnost, psihrofilnost itd.). Primjerice, da je tercijarna strukura arginil-tRNA-
sintetaze zaista visoko ocuvana vidljivo je iz usporedbe primarnih i tercijarnih sravnjenja
enzima iz mezofilnog eukariota S. cerevisiae s istoimenim enzimom iz termofilne bakterije
(T. thermophilus): u primarnoj strukturi te dvije sintetaze dijele svega 24 % identi¢nih
ostataka, ali strukturno sravnjenje otkriva da se preko 50% aminokiselina® moze poravnati uz
RMSD-vrijednost od 1,49 A. Prokariotske pak arginil-tRNA-sintetaze arhejskog (P.
horiskohii) i bakterijskog (T. thermophilus) izvora mogu se sravniti uz RMSD od svega 1,33
A duz vise od 70% ukupnog aminokiselinskog sastava. Pritom je glavni razlog za nedostatak
dobrog sravnjenja u preostalih 30% aminokiselina funkcionalni pomak tog dijela enzima
prilikom vezanja tRNA — naime, sravnjene strukture iz P. horiskohii te T. thermophilus
rijeSene su u slobodnom obliku (potonja, bakterijska) te u kompleksu s pripadnom tRNA

(prva, arhejska).

# Sintetaze razlicitih razreda nisu strukturno srodne.

® Zbog Cega se kaze da aaRS posjeduju modularnu gradu.

° Tj. kataliticka domena i pratee tRNA vezuée domene (N-terminalna domena SerRS, odn. Add-1 i Add-2
domena ArgRS).

¢ To&nije njihovi aC-atomi.
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Krnje varijante arginil-tRNA-sintetaze iskoriStene za ispitivanje interakcije s proteinskim
partnerom MtSerRS napravljene su na osnovu stvorenog modela uz pomo¢ PhArgRS (tj.
ArgRS iz arheje P. horikoshii)* kao kalupa te pomoéu automatskog modeliranja programom
EsyPred3D. Kao S$to je navedeno u poglavlju Materijali i metode, modeliranje oba proteina,
MtArgRS i MtSerRS, napravljeno je pomocu razli¢itih programa, a odabran je onaj model
koji je pokazivao najbolje vrijednosti s aspekta stereokemije, geometrije i konformacije®.
Arginil-tRNA-sintetaze monomerne su sintetaze razreda I, karakteristicne po tome da za je
nastanak arginil-adenilata potrebna tRNA™Y odn. aktivna konformacija arginil-tRNA-
sintetaze postiZe se tek uzajamnim konformacijskim uskladivanjem izmedu ArgRS i tRNA™',
Protein je graden od 3 individualne cjeline: domene za prepoznavanje D-omce tRNA
smjeStene na N-kraju (tzv. Add-1 domena, v. Uvod), centralne kataliticke domene (sadrzava
aktivno mjesto) i domene za prepoznavanje antikodona tRNA*? (smjestene C-terminalno).
Domena Add-1 posjeduje karakteristiénu topologiju, paf-motiv u kojemu se, kako smo ime
kaze, elementi a-zavojnice umecu izmedu dviju niti B-ploce (zavojnice H2, H3 umetnute
izmedu B-niti S1 i S2; slika 4.2). Motiv je okruzen s jo§ dvije zavojnice, H1 i H4. Pritom
zavojnica H1 formira svojevrsnu bazu Add-1 domene te se smata sa suprotne strane od
veznog sucelja za tRNA, a zavojnica H4 predstavlja dio fleksibilne poveznice ove globularne

domene s katalitickom regijom enzima.

domena za vezanje

kataliticka domena
antikodona tRNA™®

. % Ar,
domena za vezanje D-omce tRNA

Slika 4-2 Shema organizacije arginil-tRNA-sintetaze M. thermautotrophicus s naglaskom na organizaciju
N-terminalne, Add-1 domene. Zasebne domene oznacene su na slici, kao i N-, odn. C-kraj enzima.
Elementi sekundarne strukture unutar Add-1 domene istaknuti su, pri ¢emu “H” stoji za a-zavojnicu, a
“S” za B-nit. Redni broj pojedinog elementa pridodan je s obzirom na poredak istog po¢ev od N-kraja
enzima.

# Ne treba zaboraviti da se pritom kvaliteta modela djelomice nasljeduje od samog kalupa.
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Modeli molekula tRNA (MttRNA™? i MttRNA®") napravljeni su pomoc¢u programa
ModeRNA, a na osnovu rucno napravljenog poravnanja primarnog slijeda: naime, za
stvaranje modela vaznije je staviti naglasak na ispravno smjestanje nukleotida s obzirom na
(buducu) konformaciju fosfodiesterske okosnice, nego na broj poravnatih identicnih baza
tRNA. Stoga su sljedovi poravnati na nacin da se nukleotidi pojedinog elementa (peteljke ili
omée) nalaze na istim poloZajima kod kalupa i stvaranog modela. Model MttRNA®"
generiran je na osnovu PhtRNA”? (PDB ID 2ZUE_B), a model MttRNA>" na osnovu
MKktRNA®® (PDB ID 3W3S_B) kao kalupa. Potonji kalup, tRNA selenocisteinskog identiteta
supstrat je seril-tRNA-sintetaze u organizama koji sintetiziraju selenoproteine. Kao §to je
spomenuto u poglavlju Literaturni pregled, tRNA®® izrazito nali¢i tRNA®, iako je njena
duga varijabilna ruka nesto dulja od one tRNAS. Specifi¢no pakiranje tercijarne srzi kojom
se omogucuje usmjeravanje ovog dugog varijabilnog elementa isto je u oba slucaja, a
“vidljivost” ove tRNA u mapi elektronske gustoce daleko bolja, nego Sto je to slucaj s
bakterijskom TttRNA®® (v. Literaturni uvod). Iz tog razloga, tRNA3* je uzeta kao bolji model
za izgradnju MttRNAS®",

Slika 4-3 Prikaz modeliranih kompleksa MtArgRS:MttRNA* ., (lijevo) i MtSerRS:MttRNASergga
(desno). Plava strelica pokazuje u smjeru antikodona tRNA: vidljivo je da se kod MtArgRS taj dio
specificno prepoznaje putem elemenata domene Add-2, dok je kod serinskog sustava antikodon izloZen
otapalu (glavni element prepoznavanja je duga varijabilna ruka). RuZi¢astom strelicom odreden je
polozaj CCA-kraja molekule: kod serinskog sustava tRNA se tijelom veZe duZ jedne podjedinice
homodimera, dok njezin 3’-kraj ulazi u aktivno mjesto druge podjedinice.

4.2 Proizvodnja rekombinantnih proteina metodom rekombinantne DNA

U sklopu ovog rada koriSteni su oblici arginil- i seril-tRNA-sintetaze s razli¢itim
kombinacijama privjesaka te krnji oblici ArgRS (tablica 4.1). U svim slu€ajevima, ukljucujuci
I tRNA, makromolekule od interesa umnozene su prekomjernom ekspresijom u stanicama E.

coli BL21 uz pomo¢ inducibilne T7 RNA-polimeraze. Ova polimeraza prisutna je u genomu
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spomenutog soja E. coli, a pod kontrolom je lac promotora®. Dodatkom IPTG-a (analoga
(alo)laktoze) potice se transkripcija T7 RNA-polimeraze. Nastala polimeraza prepoznaje
vlastiti (jedini dostupni) promotor, a koji se nalazi uzvodno od slijeda gena od interesa (unutar
rekombinantnog vektora). Kod proteina koji su eksprimirani s vektora pGEX-6P2 (MtArgRS)
I pProEx-Htb (MbArgRS) poticanje ekspresije takoder se vrs$i dodatkom IPTG-a, ali se
transkripcija gena od interesa obavlja radom bakterijske RNA-polimeraze, buduéi da vektori
sadrzavaju promotore trc, odn. tac”. U tim slu¢ajevima IPTG direktno potice transkripciju
gena od interesa, buduc¢i da je isti stavljen pod kontrolu lac elemenata. Proizvodnja svih
proteina bila je poticana dodatkom 0,3 mmol dm™ IPTG-a bakterijskoj kulturi, a proizvodnja
rekombinantnih tRNA dodatkom 1 mmol dm™ IPTG. Nakon 3-4 sata po dodatku IPTG-a
bakterijska kultura s prekomjerno eksprimiranom molekulom od interesa oborena je
centrifugiranjem te isprana destiliranom vodom kako bi se uklonio viSak hranjivog medija.
Stanice su potom otvorene soniciranjem (za rekombinantne proteine) ili dodatkom fenol-vode
(za rekombinantne tRNA).

Proizvodnja rekombinantnih enzima s privjeskom olakSava izdvajanje takvog proteina iz
smjese buduci da se takav protein iz te smjese moze izdvojiti u jednom kromatografskom
koraku (afinitetna kromatografija). No, ponekad dodatak privjeska ima izraziti utjecaj na
aktivnost izolirane molekule (otezava vezanje supstrata ili katalizu, potiCe umjetnu
dimerizaciju, samostalno ostvaruje interakcije s bakterijskim proteinima itd.) pa je dobro
posjedovati 1 neki drugi oblik tog proteina (nativni ili s drugacijim privjeskom). S druge
strane, prociS¢avanje nativnih oblika zahtijeva nekoliko kromatografskih koraka (v. kasnije)
Sto je dugotrajnije, skuplje te poti¢e denaturaciju proteina (primjerice, za korak ionske
izmjene protein je potrebno najprije odsoliti kako bi ga se imobiliziralo na stacionarnu fazu
nakon Cega se izlaze gradijentu soli - oboje moze biti pogibeljno ukoliko je protein osjetljiv
na promjenu ionske jakosti). Oba pristupa (proizvodnja nativnog proteina te proizvodnja
proteina s privjeskom) potrebno je kriticki razmotriti te odvagnuti prednosti I nedostatke
jednog i drugog.

U sklopu ove disertacije istrazivane su interakcije izmedu dvaju proteina te izmedu proteina 1
tRNA. Tipicna metoda za procjenu interakcije dvaju proteina je metoda afinitetnog

suprociS¢avanja kod koje se jedan od potencijalno interreagiraju¢ih proteina (tzv. protein-

& Zapravo se radi o lacUV5 promotoru, modificiranom lac promotoru koji je neosjetljiv na regulaciju CAP-
cAMP-kompleksom te isti stoga nije potreban za vezanje RNA-polimeraze na promotor.

® Ovi promotori kombinacija su trp i lac (bakterijskih) promotora. Kako lac promotor sadri 2 razli¢ita
nukleotida u svojim (-35)- i (-10)-sljedovima u odnosu na kanonske promotorske sljedove E. coli, to u
odredenim sluéajevima rezultira neaktivnim promotorom. Kombinacija triptofanskog (u dijelu (-35)) i laktoznog
(u dijelu (-10)) promotora daje otvoreniji promotor i naposljetku rezultira boljim prinosom proteina.
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mamac) imobilizira na stupcu afinitetne stacionarne faze. Njegov (potencijalni) proteinski
partner moze ostati zadrzan na stacionarnoj fazi jedino ukoliko stupi u interakciju s
imobiliziranim proteinom buduéi da ne nosi (istovjetni) privjesak. Dobro je pritom provjeriti
postoji li moguénost nespecifi¢nog zadrzavanja proteina-partnera na proteinu-mamcu. Jedan
od tipi¢nih nacina jest zamjena poloZzaja istrazivanih proteina. Drugim rijeima, originalno
testirani protein-partner sada se imobilizira na stacionarnoj fazi (postaje protein-mamac), a
nekadasnji protein-mamac nanasa se i testira za vezanje, buduci da se viSe ne moze vezati na
stacionarnu fazu.

Da bi ovakva vrsta kontrole bila moguca, proteini su (technikama rekombinantne DNA)

proizvedeni u nekoliko varijanti.

Tablica 4-1 Rekombinantni oblici enzima upotrijebljeni u ovom radu.

enzim skracenica privjesak vektor proizvedeno

arginil-tRNA- MtArgRS-hisg heksahistidinski pET28 ranije®

sintetaza iz M. GST-MtArgRS GST pGEX-6P2  ranije®

thermautotrophicus MtArgRS nema pGEX-6P2 nije konstrukt
A21-MtArgRS-hiss heksahistidinski pET28 u ovom radu
A21-MtArgRS nema pET21 u ovom radu
A39-MtArgRS-hiss heksahistidinski pET28 u ovom radu

krnja arginil-tRNA- A39-MtArgRS _ nema pET21 u ovom radu

X ; A43-MtArgRS-hisg heksahistidinski pET28 u ovom radu

sintetaza iz M.

thermautotrophicus A43-MtArgRS _ nema pET21 u ovom radu
A89-MtArgRS-hisg heksahistidinski pET28 u ovom radu
A89-MtArgRS nema pET21 u ovom radu
ANio-MtArgRS-hisg heksahistidinski pET28 u ovom radu
ACo-MtArgRS-hisg heksahistidinski pET28 u ovom radu

arginil-tRNA- MbArgRS-hisg heksahistidinski  pProEx-Htb u ovom radu

sintetaza iz M.

barkeri GST-MbArgRS GST pGEX-6P2  uovom radu

seril-tRNA-sintetaza ~ MtSerRS-hisg heksahistidinski pET28 ranije

iz M. modificirani

thermautotrophicus MtSerRS nema pET28 U ovom radu

Za identifikaciju op¢ih topoloSkih odrednica kompleksa MtArgRS:MtSerRS ciljano su
(tehnikama rekombinantne DNA) uklonjeni elementi arginil-tRNA-sintetaze te su potom
takve krnje varijante testirane u vezanju proteinskog partnera MtSerRS. Skraceni oblici
MtArgRS proizvedeni su lan¢anom reakcijom polimeraze na kalupu pET28-argS. Pocetnice
koriStene za dobivanje odgovarajuceg skracenog oblika MtArgRS dane su u poglavlju
Materijali i metode. Prelimenarna potraga za zonom interakcije kod enzima MtArgRS
ukljucivala je odstranjenje cjelovitih domena Add-1 (N-terminalna domena, kod arginil-
tRNA-sintetaze tipicno ukljuena u prepoznavanje identiteta A20 smjeStenog u D-omci

tRNA™Y, v. Uvod) i Add-2 (domena za prepoznavanje antikodona tRNA”). Budu¢i da su
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odstranjene Citave domene takvi krnji oblici nazvani su AN-MtArgRS (uklonjena Add-1),
odn. ACy-MtArgRS (uklonjena Add-2 domena). Nakon $to je Add-1 domena identificirana
kao jedna od zona vaznih za ostvarenje interakcije arginil-tRNA-sintetaze s MtSerRS,
stvorene su i varijante s manjim krac¢enjima na N-kraju. Kako bi se proizvele varijante ovih
skraéenih proteina i u nativnom obliku i s afinitetnim privjeskom® uzvodnom slijedu pocetnica
(koji definira pocetak amplifikacije gena argS te, posljedi¢no skrac¢enje enzima na tom kraju)
nadodan je slijed koji prepoznaje restrikcijska endonukleaza Ndel. Ugradnjom amplificiranog
DNA-slijeda u vektor pET28 kodiraju¢i slijed gena nadodaje se slijedu kodiranom unutar
vektora, a koji po translaciji rezultira dodatkom heksahistidinskog privjeska na N-kraj
stvorenog proteina (slika 4.5)). Istovremeno, isto restrikcijsko mjesto i isti okvir ¢itanja moze
se iskoristiti za ugradnju gena u vektor pET21a pri ¢emu metionin amplificiranog slijeda
postaje ujedno i pocetni metionin generiranog rekombinantnog proteina (N-kraj varijante
osim metionina nema niSta drugo nadodano). Vektori pET21-serije u (+1)-okviru ¢itanja
posjeduju nizvodno® smjesteni kodirajuéi slijed ¢ijom translacijom nastaje heksahistidinski
privjesak na C-kraju rekombinantno priredenog proteina (heksahistidinski privjesak bi se
dodao ugradnjom gena od interesa u vektro pET-21b, a ne pET-21a). No, kako je gen argS
ugraden unutar okvira Citanja (0) u odnosu na Ndel-restrkcijsko mjesto heksahistidinski
privjesak citao bi se kao heksaprolinski slijed. No, ni taj (heterologni) vektorom kodirani
slijed se ne ugraduje u krnje varijante MtArgRS budu¢i da gen argS posjeduje vlastiti stop-
kodon®. Drugim rije¢ima, ovaj dio vektora se u stanici ne translatira. Stoga, kao posljedica
ekspresije varijanti MtArgRS s rekombinantnog pET21-vektora dolazi do nastanka “nativnih”

proteina, to¢nije proteina bez rekombinantno dodanog privjeska.

® Dva oblika omogucuju testiranje afinitetnim supro¢i$¢avanjem u obje “orijentacije”, tj. uz imobilizaciju
MtSerRS-hiss i testiranje supro¢is¢avanja ANx-MtArgRS te imobilizaciju ANx-MtArgRS-hisg i suprocis¢avanje
MtSerRS bez privjeska.

® Nizvodno od viSestrukog mjesta za kloniranje, MCS (eng. multicloning site)

¢ 1z istog razloga se u sustavu pET28 ne prepisuje C-terminalno smjesteni privjesak.
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T7 promoter primer #69348-3

T7 promoter

Bglll lac operator Xbal rbs
Ndel, Nhe | -21 Eagl  Awal :
_Ndel Nhel  T7-Tag BamH| EcoR| Sacl _Sall Hindlll _ Notl  Xhol His-Tag
ACATARG! Ca
Het
Neol
5 3 Argh | aPre r o
Bpul1021 17

T7 terminator primer #69337-3

T7 promoter primer #69348-3
PET upstream primer #69214-3
—» _Bglll

T7 promoter lac operator Xbal the
y ACAA ccT HEA

AGATCTCGATCC
Neol

TATACCATBGGC
HetG |y 115H 1 eHIsHisHI

Eaq
BamH | EcoR | Sacl Sall_ Hind Il Not

ThrTheThrThrThrGlul
T7 terminator

GAAAGGAAGCTGAGTTGECTGCTGLCAC

-
T7 terminator primer #69337-3

Slika 4-4 Prikaz viSestrukog mjesta za kloniranje kod vektora pET21a-d(+) (gore), odn. pET28a-c(+), s
karakteristicnim dodatnim elementima (promotor, operator, terminator). RBS, prema eng. ribosome
binding site stoji za Shine-Dalgarno slijed. ZaokruZena su mjesta koje prepoznaje restrikcijska
endonukleaza Ndel i pomoc¢u koje su generirani ljepljivi krajevi varijanti MtArgRS prilikom ugradnje u
oba vektora. Ugradnja u mjesto Ndel ima razli¢ite posljedice prilikom ugradnje u jedan ili drugi vektor.
Pocetni metionin buduéeg genskog produkta oznacen je crvenim pravokutnikom: kod pET21a-vektora to
je metionin kodiran drugom polovicom palindromskog slijeda Ndel, dok je to kod plazmida pET28
vektorom kodirani metionin (dio Ncol mjesta). 1z tog razloga kod translacije s vektora pET28 Kkrnji
produkti argS-gena sadrze histidinski privjesak na N-kraju. Kazeta krnjih varijanti sadrZi uzvodno Ndel-
te nizvodno Xhol-mjesto. Potonjem prethodi genom kodirani stop-kodon tako da ne dolazi do translacije
nizvodno (u odnosu na mjesto Xhol) smjestenog kodirajuceg slijeda vektora.

Moguénost stvaranja dva razli¢ita konstrukta uz pomo¢ iste kasete (jednog bez i jednog sa
privjeskom) izrazito je prakti¢na jer smanjuje cijenu (potrebne su samo dvije pocetnice za dva
konstrukta) 1 vrijeme potrebno za izvodenje postupka ugradnje u vektor (reakciju
amplifikacije PCR-reakcijom nije potrebno uhodavati za dva seta pocetnica, razgradnja
endonukleazama moze se odvijati u jednoj reakciji te razdijeliti na dva alikvota za ugradnju u
jedan, odn. drugi vektor). No, u trenutku kada je u sklopu ovog rada generiran nativni oblik
MtSerRS bez privjeska vektor pET21 nije bio dostupan. Stoga je heksahistidinski privjesak
kodiran vektorom unutar konstrukta pET28-serS uklonjen enzimski (slika 4.6).
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Neol His+Tag _NogliNhel  T7eTag . genz MtSerRS-
R e ™ kst (] Xl
Nco | Nde | razgradnja pET28-serS
CICATGG CATATG nukleazama Ncol i Ndel
——— (his)6
GGTACC] GTATAC uklanjanje ljepljivih
} Pl-nukleaza { Klenow DNA-pol * krajeva
Nco | _Ndel
® + TATG — ligacija
G ATAC|
Nco | Nde |
c TINE modificirani pET28-vektor

slijed serS

G ATAC sa slijedom serS

Slika 4-5 Prikaz enzimskog izbacivanja polihistidinskog privjeska iz rekombinantnog vektora pET28-
serS. Originalna kaseta sadrZavala je gen za MtSerRS ugraden unutar Ndel-mjesta (oznaeno zelenim
krugom). Pocetni metionin uokviren je crvenim pravokutnikom. Razgradnja rekombinantnog vektora
endonukleazama Ncol i Ndel stvara ljepljive krajeve koji se mogu udiniti tupima uz pomoé¢ enzima P1-
nukleaze i Klenow DNA-polimeraze. Ligacija stvorenih tupih krajeva rezultira vektorom pET28-serS
kojemu je uklonjen slijed za histidinski privjesak, a nekadasnji pocetni metionin (nekad dijelom Ncol-
mjesta) sada potjece od ispunjenog Ndel mjesta. Broj nukleotida izmedu promotora, odn. Shine-
Dalgarno-slijeda je o¢uvan (za poloZaj Shine-Dalgarno v. sliku 4.1).

Originalni vektor pET28 s ugradenim genom za MtSerRS proizveden je ranije u laboratoriju
Zavoda za biokemiju. Gen je ugraden kao Ndel-Xhol-kaseta u odgovarajuc¢a mjesta vektora.
Prilikom izbacivanja uzvodno (na razini proteina N-terminalno) smjeStenog kodirajuéeg
slijeda za histidinski privjesak iskori$teni su polozaji na kojima cijepaju endonukleaze Ncol i
Ndel. Razgradnjom vektora tim endonukleazama nastaje kratki fragment koji sadrzava slijed
za privjesak, a koji se od ostatka lineariziranog vektora moze odvojiti pro¢is¢avanjem iz gela.
No, cijepanje vektora jednom, odn. drugom endonukleazom izvrSeno je u zasebnim koracima,
bududi da linearizirani vektor s genom za MtSerRS posjeduje 5'-viseée (ljepljive) krajeve na
oba mjesta koje zasijecaju navedene restrikcijske endonukleaze, a svaki od ta dva kraja se
zeljelo tretirati na razlic¢iti nac¢in (Ncol-mjesto skratiti za slobodni 5'-kraj, a Ndel-mjesto
ispuniti  komplementarnim slijedom, v. dalje). Naposljetku je wvektor bilo potrebno
cirkularizirati tako da se dobije modificirani pET28 vektor s genom od interesa, ali kojemu
sad nedostaje kodiraju¢i segment za privjesak. Pritom se vodilo ratuna o tome da udaljenost
od Shine-Dalgarno-slijeda® ostane ista kao u nemodificiranom vektoru, buduéi da ta

udaljenost moZze utjecati uspjesnost translacije genskog produkta ugradenog u vektor.

# Ovaj slijed je odgovoran za to¢no pozicioniranje transkripta na ribosom prilikom translacije. Na slijedovima
vektora tipi¢no st oznacava kao ,,RBS®, odn. vezno mjesto za ribosom (velika podjedinica ribosoma asocira s
malom te k nakon §to je mRNA preko svog Shine-Dalgarno slijeda stvorila interakcije s 16 S rRNA male
podjedinice.
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Vise¢i 5'-kraj nastao radom Ndel-endonukleaze (cijepa slijed CA'TTAG na polozaju
oznac¢enom apostrofom) ispunjen je u reakciji polimerizacije koju katalizira veliki fragment
DNA-polimeraze | (tzv. Klenow-fragment). Ovaj dio DNA- polimeraze |, proteoliticki je
produkt koji zadrzava polimerizacijsku i 3'— 5' egzonukleaznu aktivnost, ali mu nedostaje
5'— 3" egzonukleazna djelatnost. Stoga ovaj enzim zadrzava vjernost prilikom polimerizacije
DNA-regije od interesa, ali ne razgraduje 5’-krajeve. Ispuna Ndel-mjesta po ovoj reakciji
rezultira slijedom TATG (slika 4.2), pri ¢emu je potcrtani kodirajuci slijed za metionin Zeljeni
start-kodon u budu¢em konstruktu (v. dalje).

Originalni metionin (u nemodificiranom pET28-serS konstruktu dio je Ncol-mjesta (slijed
CCATGG), tj. ATG-kodon nalazi se na polozajima 3, 4 i 5 tog palindroma. Cijepanjem ovog
mjesta nastaje 5'-vise¢i kraj koji je uklonjen pomocu P1-nukleaze. Ovaj enzim djeluje na
jednolan¢anoj DNA i1 RNA te cijepa na svakom slobodnom (jednolan¢anom) polozaju
ostavljajué¢i 5'-monofosfat na zavrSetku dvolancane regije (na koju ne moze djelovati).
Reakcije cijepanja i ispuna izvrSene su redom: razgradnja pomocu Ndel (originalni vektor
lineariziran, 5'-vise¢i krajevi), ispuna pomocu Klenow DNA-polimeraze | (vektor lineariziran,
tupi, odn. ispunjeni 5'-krajevi), razgradnja pomocu Ncol (nastaju 2 DNA-fragmenta,
linearizirani vektor koji zavrSava tupim Ndel-krajem 5'-vise¢im krajem na polozaju Ncol-
endonukleaze te kratki DNA-fragment koji sadrzava kodirajuci slijed za heksahistidinski
privjesak), skrac¢ivanje 5'-vise¢ih krajeva nukleazom P1 (oba DNA fragment zavrSavaju tupim
krajevima). Po prociS§¢avanju i izolaciji veceg fragmenta (modificirani vektor s genom serS),
linearizirani (i modificirani) vektor cirkulariziran je pomocu T4 ligaze. Kao rezultat,
heksahistidinski privjesak je izbacen, a pocetni metionin nalazi se u hibridnom Ncol-Ndel-
mjestu (CTATG). Udaljenost od Shine-Dalgarno mjesta je identicna kao u originalnom
vektoru, ali kodirajuci slijed na N-kraju zapocinje metioninom nekada$njeg Ndel-mjesta.
Shematski su ovi pokusi prikazani na slici 4.5.

Pregled pojedinih postupaka tijekom kloniranja dan je na slici 4.6. Pocetnice su rutinski
provjeravane PCR-reakcijom uz Tag® DNA-polimerazu. Ova polimeraza ne posjeduje
lektorirajucu aktivnost te je koriStena samo za provjeru pocetnica. Za umnazanje Zeljenog
slijeda koji ¢e se koristiti u kloniranju koriStena je komercijalno dostupna Pfu® DNA-
polimeraza. Za razliku od Tag, Pfu DNA-polimeraza posjeduje 3’—5’-egzonukleaznu

aktivnost te moze ispraviti unesenu pogreSku. Ponekad se koristi kombinacija tih dviju

& Skraéenje prema Thermus aquaticus.
® Skracenica prema Pyrococcus furiosus.
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polimeraza® pri ¢emu Taq pridonosi brzinom (sposobna je amplificirati 1 kb u manje od
minute, dok Pfu umnaza slijed dvostruko sporije), a Pfu to¢nos¢u (ova polimeraza grijesi s
ucestalos¢u od 1,3 - 10, dok Tagq DNA-polimeraza ugraduje pogresni nukleotid za red
veli¢ine cCesce, 2,2 -10'5). Svaka polimeraza posjeduje optimum kod drukc¢ijih uvjeta i
razli¢ito je osjetljiva na kvalitetu koriStenih pocetnica. Slika 4.6 (a i b) prikazuje uhodavanje
PCR-reakcije za deletant AN-MtArgRS: u ovom slucaju koncentracija uzvodne pocetnice
optimalne za reakciju Taq DNA-polimerazom (1 pmoldm™) niju prikladna za umnaZanje
zeljenog slijeda Pfu polimerazom (slika 4.6 a). Takoder, promjena uvjeta rezultira nastankom
zeljene DNA u reakeiji Pfu polimeraze (smanjenje uzvodne pocetnice na 0,5 pmoldm™), ali
ne i u reakciji s tzv. “mjeSavinom visoke vjernosti” (kombinacija polimeraza Taq 1 Pfu u

omijeru 1:9 u korist Taq DNA-polimeraze®).

A B D
Slika 4-6. Pregled koraka tijekom kloniranja. (A i B) Uhodavanje reakcijskih uvjeta za lan¢anu reakciju
polimeraze kod mutanta AN MtArgRS. Identi¢ni uvjeti u reakciji Taq polimeraze i Pfu DNA-polimeraze
dovode do izostanka umozZenog slijeda kod lektorirajuée polimeraze (A). Promjenom uvjeta moguce je
potaknuti Pfu DNA-polimerazu, no isti uvjeti ne vrijede za tzv. “mjeSavinu visoke vjernosti”, odn.
kombinaciju Taq i Pfu DNA-polimeraze (v. tekst). (C) Rezultat lan¢ane reakcije lektoriraju¢om
polimerazom kod istaknutih mutanata. MoZe se zapaziti varirajuca koli¢ina dimera pocetnica (eng. primer
dimer) pri dnu gela. Marker mase je linearna DNA duga 800 pb (D) Provjera uspje$nosti ugradnje
skracdenog slijeda u ekspresijski vektor. Razgradnja stvorenog pET28-AN-MtArgRS endonukleazama
Ndel i Xhol uzrokuje izbacivanje umetnute kasete. Za kontrolu nanesen je prazni vektor pET15b
lineariziran radom endonukleaze Ndel. Na svim slikama oznaka A/Hindl 11 stoji za lineaziriranu genomsku
DNA faga ) restrikcijskom endonukleazom HindIIl. Veli¢ina tako generiranih fragmenata iznosi redom
23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 i 125 parova baza. Potonje dvije vrpce se zbog male veli¢ine® ne
vide niti na jednom od gelova.

® Doduse, stopa greske u mjesavini Taq i Pfu DNA polimeraza ispostavlja se da je 3-4 puta manja nego stopa
greske same Taq DNA polimeraze, ali 3—4-fputa veca nego kod same Pfu DNAimeraze'®.

b Omjer se odnosi na omjere jedinica aktivnosti, a ne stehiometrijski odnos budu¢i da proizvodaci koncentracije
enzima koji se koriste pri postupcima kloniranja iskazuju putem jedinica, a ne mnozinskih koncentracija.

¢ Manji broj nukleotida ugraduje manji broj molekula etidij-bromida. Mali fragmenti se mogu stoga vizualizirati

ukoliko se nanose u vecoj koncentraciji na gel.
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4.3 Proizvodnja rekombinantnih makromolekula heterolognom ekspresijom u

E. coli

Arheja M. thermautotrophicus pripada skupini termofilnih, halotolerantnih organizama.
Opcenito, enzimi termofilnih organizama predstavljaju izvrsne kandidate za strukturna
istrazivanja (posebice kristalizaciju) buduci da su tijekom postupaka procis¢avanja i tijekom
samog trajanja kristalizacije manje podloZni denaturaciji. Stoga ne ¢udi da broj sljedovnih i
strukturnih informacija za proteine iz (hiper)termofilnih izvora daleko nadmasuje broj onih iz
mezofilnih organizama. Ovdje istrazivani enzimi MtSerRS 1 MtArgRS takoder su pokazali
izvjesnu robusnost koja je, primjerice, omogucila pro¢is¢avanja tih proteina na temperaturama
izmedu 101 25 °C.

Postoji dosta veliki broj faktora (na razini primarne i tercijarne strukture) koji doprinose
visokoj unutrasnjoj termalnoj stabilnost proteina iz termofilnih izvora. Najuocljiviji je
zasigurno nedostatak otapalu izlozenih omci/petlji na povrsini proteina. Tipi¢na je i povecana
pojavnost hidrofobnih aminokiselina s razgranatim bo¢nim ograncima, kao 1 veca koli¢ina
(nabijenih) polarnih aminokiselina u odnosu na nepolarne. Elektrostatske interakcije poput
ionskih mostova i mreza takvih mostova kod termofilnih proteina doprinose inherentnoj
stabilnosti. Razgranate nepolarne aminokiseline ojacavaju hidrofobnu srz takvih proteina.
Nedostatak povrsinskih petlji smanjuje konformacijsku entropiju $to dodatno povecava
stabilnost takvih polipeptida kod visokih temperatura.

Sasvim je jasno da ekstremni uvjeti u kojima, npr., termofilne metanogene arheje Zive
zahtijevaju i adaptaciju aminokiselinskog slijeda i stabilizaciju metabolitima/kofaktorima i
prisustavo Saperona, itd. kako bi se sprijeCila denaturacija ovih biomakromolekula u
ekstremnim uvjetima. No, za rad u laboratoriju dodatni stabiliziraju¢i agensi nisu potrebni:
¢ak i ukoliko se s ovim proteinima radi na sobnoj temperaturi oni pokazuju izuzetnu
izdrZljivost. Upravo je zbog toga prisutan zaista veliki broj rijeSenih kristalnih struktura: u
slucajevima kada je za eksperiment (poput kristalizacije) potrebno nekoliko dana ili tjedana

(ponekad ¢ak i dulje) rezilijentni termofilni proteini predstavljaju izvrsne kandidate.

4.3.1 Procis¢avanje rekombinantnih enzima s privjeskom

U tablici 4.1 navedeni su koristeni oblici arginil- i seril-tRNA-sintetaze, odn. konstrukti gena
s razli¢itim kombinacijama privjesaka. U svim sluc¢ajevima, enzimi od interesa umnoZeni su
prekomjernom ekspresijom u stanicama E. coli BL21. Iz pregleda razli¢itih konstrukata

uocljivo je kako je za heterolognu ekspresiju rekombinantnih proteina u bakteriji E. coli u
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ovom radu pretezito koristen pET- te, manje, pGEX-ekspresijski sustav. Potonji je pritom
koriSten iskljucivo za proizvodnju fuzijskog oblika GST-ArgRS koji olaksava vizualizaciju
ovog proteina u testu suprocis¢avanja (v. kasnije).

Jedan od (nezeljenih) izazova koji proteini arhejskog izvora ipak predstavljaju jesu njihovi
nukleotidni sljedovi. Naime, kod razli¢itih ogranizama postoji razli¢ita “pristranost prema
kodonu” (eng. codon bias), u skladu s kojim je prilagodena i koli¢ina pripadajucih
izoakceptora tRNA. Stoga, prilikom heterologne ekspresije zbog nedostatka/nedovoljne
zastupljenosti odredenog tRNA-izoakceptora, translacija heterologne mRNA moze dovesti do
ribosomskog zastajkivanja (eng. ribosome stalling) sto bakterijski domacin lako prepoznaje te
usmjerava takav polipeptidni slijed na razgradnju®. Osim pristranosti kodonu, kod arheja
postoji razmjerno Cesti start-kodon UUG (umjesto normalnog AUG). Kodon UUG se kod E.
coli ¢ita kao leucin te se, ¢ak i ako sinteza polipeptida uspije zapoceti s nekog metioninskog
ostatka Kkodiranog unutar vektora, na kraju dobiva (nezeljeno) mutirani protein. Za
izbjegavanje ovakvih fenomena moze se rabiti tzv. codon harmonization (izmjena
“problemati¢nih” kodona onima koji su Cesti kod domacdina u kojemu ¢e se ekspresija
odvijati) ili, jednostavnije, sojevi domacina s genima za dodatne izoakceptore tRNA. U ovom
radu rabljen je soj BL21 Rosetta koji na na dodatnom plazmidu nosi gene za rijetke
argininske (AGG/AGA, CGG), izoleucinske (AUA), leucinske (CUA), prolinske (CCC) i
glicinske (GGA) izoakceptore. Upotreba ovog soja omogucila je proizvodnju divljeg tip
enzima MtArgRS s vektora pET28b, a koji se u soju E. coli BL21 uopce nije sintetizirao.
Prekomjerna ekspresija svakog proteina u stanicama E. coli BL21 Rosetta odvijala se na
identian nacin: stanicama je dodan Zeljeni antibiotik (ampicilin za konstrukte ugradene u
PET21, pProEx-Htb i pGEX-vektore te kanamicin za konstrukte ugradene u pET28 vektor) do
finalne masene koncentracije od 50 ug mL™ (ampicilin), odn. 25 pug mL™ (kanamicin) te
antibiotik kloramfenikol do finalne masene koncentracije od 17 ug mL™. Kloramfenikol
potice zadrZavanje ekstrakromosomskog elementa na kojemu se nalaze smjeSteni geni za
rijetke izoakceptore tRNA, a ampicilin ili kanamicin zadrZavanje vektora na kojemu je
smjesten gen s ugradenim argS- ili serS-genom. Navedene koncentracije antibiotika
predstavljaju dvostruko manju koncentraciju od one uobicajene Sto je standardni postupak u
slu¢ajevima kada se rabi kombinacija nekoliko antibiotika. Proizvodnja proteina potaknuta je
dodatkom IPTG-a do finalne koncentracije od 0,3 mmol dm™, u trenutku kada je bakterijska

kultura dosegla opti¢ku gustoc¢u od 0,45 - 0,6.

# Npr. u sustavu tmRNA obiljeZeni protein razgraduje se proteazom ClpXP.
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S obzirom na tip upotrijebljenog konstrukta, po umnazanju rekombinantnog proteina
pristupalo se proc¢is¢avanju istog metodama afinitetne kromatografije (proteini s privjeskom)
ili ionske izmjene (nativni oblik rekombinantnog proteina). Prilikom proc¢is¢avanja proteina s
heksahistidinskim afinitetnim privjeskom za postupak lize stanica koriSten je istovjetni pufer
kao za vezanje proteina na smolu (za toCan sastav v. Materijali i metode). Ovaj pufer
sadrzavao je visoku koncentraciju soli (0,5 mol dm™) &ime se olak3ava otvaranje stanica i
sprecava agregacija proteina, malu koli¢inu glicerola (tipicno oko 5 %) koji sluzi povecanju
topljivosti proteina te imidazol u koncentraciji 10 mmol dm™ kojemu je zada¢a umanjiti
nespecifi¢no vezanje stani¢nih proteina na stacionarnu fazu.

Slika 4.7 lijevo ilustrira rezultat procis¢avanja proteina MtArgRS-hiss. Po nanaSanju
stani¢nog lizata s MtArgRS-hiss, stupac je najprije ispran puferom niske koncentracije
imidazola (10 mmol dm™). Puferom nesto vise koncentracije imidazola (30 mmol dm™)
potom su uklonjeni oni proteini u smjesi koji posjeduju nesto vise histidina u svom sastavu, a
koji se mogu relativno dobro vezati za niklene ione stacionarne faze. Naposljetku, elucija
istrazivanih proteina (ovdje MtArgRS-hiss) izvrSena je dodatkom pufera s visokom
koncentracijom imidazola (250 mmol dm™). Slobodni imidazol kompetira za vezanje na Ni**-
ione te istiskuje rekombinantni protein. U puferu za eluciju nije dodavan Tris-HCI, buduéi da
sami imidazol ovdje funkcionira kao puferirajuéi agens i odrzava fizioloski pH otopine. Na
slici 4.7 dan je rezultat SDS-PAGE s frakcijama u kojima se nalazi eluirani rekombinantni
enzim MtArgRS-hiss. Kromatografija na Ni-NTA-agarozi ovdje je napravljena uz pomo¢
komercijalno pakirane afinitetne smole. lako se takav sustav lako moZe automatizirati
(montiranjem kolone na peristalticku pumpu ili HPLC-uredaj), bez iznimke je preparacija
proteina slabije proc¢is€ena, nego kada se prociS¢avanje izvodi s ruc¢no pakiranim kolonama
(stacionarna faza nanesena unutar plasticnog stupca uz protok uvjetovan gravitacijom).
Vjerojatni razlog tomu je nemoguénost prilagodavanja volumena pretpakirane kolone koli¢ini
rekombinantno protizvedenog proteina; naime, €isto¢a preparacije pozitivno je korelirana sa
stupnjem zasic¢enosti Ni-NTA-smole rekombinantnih proteinom koji lakSe 1 bolje istiskuje
nespecifi¢no vezane celularne proteine negoli slobodni imidazol®. S obzirom na pokretljivost
proteinskih standarda (jazica M, marker masa) vidi se da dominantna vrpca u eluiranim
frakcijama sadrzi protein od priblizno 65 kDa (Sto je masa MtArgRS-hisg). Takoder, uocljiva

je pozamasna koli¢ina bakterijskih proteina koji su se uspjeli zadrZati na afinitetnoj smoli do

% A koji je standardno prisutan u puferima za pro¢is¢avanje na Ni-NTA-agarozi upravo zbog smanjivanja
nespecifiénog vezanja prisutnih proteina domacina.
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trenutka elucije. U ovakvim slu€ajevima pristupalo se dodatnom kromatografskom koraku

(tipi¢no izmjeni na anionskom izmjenjivacu, slika 4.7 desno).

1234 M567 8910111213 1 234567 8N
CUEUVANY AN LRANARY LAY uu\_‘*uuu\

[ —

P s - p—

- i Y
b.b-H----uuu=F

L N—

“wos=—

-
-

Slika 4-7 Procis¢avanje MtArgRS-hiss afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi (lijevo) te na
jakom anionskom izmjenjivac¢u MonoQ (desno). Brojevi se podudaraju s rednim brojem frakcija tijekom
elucije. M, marker; N-nevezana frakcija, Gelovi su obojani bojom Coomassie Brilliant Blue.

Desni dio slike 4.7 prikazuje taj dodatni kromatografski korak: procis¢avanje na jakom
ionskom izmjenjivacu MonoQ. Svi proteini rabljeni u ovom radu su kiseli, s pI oko 5. Stoga
se mogu stabilno vezati na anionski izmjenjivac te se eluiraju kasno u gradijentu soli prilikom
procis¢avanja. To uvelike potpomaze njihovo procis¢avanje, budu¢i da je velika vecina
bakterijskih proteina (tj. proteina domacina E. coli) takoder kisela, ali manje nego istrazivani
proteini.

Za ceksperimente u kojima je istrazivana dinamika sklapanja binarnog kompleksa
MtArgRS:MtSerRS u prisustvu pripadnih supstrata kontaminacija molekulama tRNA
predstavlja znacajan problem. Analizom prociS¢enih proteina MtArgRS 1 MtSerRS nakon
kromatografije na Ni-NTA-smoli na nativnom poliakrilamidnom gelu moguce je zapaziti da
se dio proteina izolira u kompleksu s bakterijskom tRNA (nije prikazano). Naime, jedno od
obiljezja istraZzivanih enzima MtSerRS 1 MtArgRS je 1 relaksirana specificnost u
prepoznavanju tRNA, odn. tRNA™". Obje sintetaze sposobne su vezati i aminoacilirati
bakterijske tRNA serinske/argininske specifi¢nosti** te iz tog razloga dolazi do
suproci¢avanja endogene bakterijske tRNAS/tRNA tijekom afinitetne kromatografije.
Slika 4.8 prikazuje kromatografiju MtSerRS na jakom anionskom izmjenjivacu uz pracenje
apsorbancije pri 280 (detekcija aromatskih bo¢nih ogranaka u proteinu, dominantno Trp 1
Tyr) te 260 nm (detekcija nukleinskih kiselina, preciznije njihovih baza). Osim dominantnog
apsorpcijskog maksimuma s dominantnom apsorbancijom pri 280 nm? na kraju gradijenta

soli zapaza se dodatna populacija molekula s visokim omjerom 260/280. Elektroforeza na

# Na slici se zapravo ne moze uoditi da je A,gy veéi od A jer je 3000 mAU u blizini praga detekcije UV-
detektora HPLC-uredaja. Stoga dolazi do “rezanja” maksimuma apsorbancije te on viSe nali¢i platou.
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agaroznom gelu otkriva da je u tim frakcijama prisutna tRNA te nesto nukleinskih kiselina

veée molekulske mase.
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Slika 4-8 Endogena bakterijska tRNA> veze se na MtSerRS i kopurificira tijekom afinitetne
kromatografije. (A) Proc¢is¢avanje MtSerRS-hiss na jakom anionskom izmjenjivacu MonoQ.
Plavom bojom zabiljeZena je apsorbancija pri 280, a ruzi¢astom pri 260 nm. Prvi dominantni
maksimum na gradijentu soli posjeduje svojevrsni plato koji je posljedica prekoracenja
apsorbancije na 280 nm iznad praga detektora. (B) Analiza SDS-PAGE sakupljenih frakcija
ispod prvog dominantnog maksimuma (V. izmedu 100-120 mL). Redni broj frakcija podudara
se s kronoloskim redoslijedom elucije unutar tog raspona volumena. Gel je obojan bojom
Coomassie Brilliant Blue. (C) Analiza frakcija s visokim omjerom 260/280 nm (posljednji
dominantni §iljak u kromatogramu) agaroznom elektroforezom. NajniZa strelica upucuje na
pokretljivost koja odgovara molekulama tRNA. Tri vrpce slabije pokretljivosti (gornja
strelica) najvjerojatnije sadrze 5S 1 16 S rRNA te, potencijalno fragmente 23 S rRNA ili ¢ak
bakterijske genomske DNA. Uzorci su detekcirani pobudom fluorescencije etidij-bromida.

Kao $to je ranije spomenuto, krnje varijante MtArgRS proizvedene su s ciljem mapiranja

interakcije s proteinskim partnerom MtSerRS. Kako je jedna od najrasprostranjenijih metoda
za detekciju protein-protein interakcija metoda afinitetnog suproc¢is¢avanja (eng. pull down),
geni za krnje proteine ciljano su uneseni u vektore pET21 i pET28. Takva ugradnja
omogucava heterolognu ekspresiju fuzijskih proteina s N-terminalnom heksahistidinskom
sekvencom (pET28), odn. nativnih oblika proteina (bez ikakvog privjeska, pET21). Jednom
kada su takve inacCice eksprimirane u obje varijante, suprociS¢avanje s proteinskim partnerom
moze se provjeriti u obje kombinacije: zadrzavanje krnje, nativne varijante MtArgRS na
MtSerRS-hisg imobiliziranom na Ni-NTA-agarozi, i obrnuto, zadrzavanje nativnog oblika
MtSerRS bilo kojom od inacica MtArgRS-hiss vezanom na Ni-NTA-smolu.

Proc¢is¢avanje krnjih varijanti i MtSerRS bez privjeska dugotrajnije je nego kod fuzijskih
proteina. Tipicno je bakterijski lizat s proteinom od interesa najprije razdvojen na slabom
ionskom izmjenjivacu DEAE-sefarozi (HiPrep DEAE FF 16/10). U ovom koraku ne moZe se
posti¢i veliko razdvajanje zeljenog proteina od bakterijskih, ali se moguce rijeSiti drugih
kontaminacija (zapravo svih topljivih komponenti bakterijskog citosola, budu¢i da ih nije

moguce ukloniti centrifugiranjem), ukljucujuci 1 nukleinske kiseline (znacajno jace se vezu na
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stupac anionskog izmjenjivaca zbog velike koli¢ine negativnog naboja koji nose). Nakon
ovog koraka, analizom SDS-PAGE procijenjen je sadrzaj sakupljenih frakcija te su one s
zeljenim proteinom ugus€ene ultrafiltracijom na centrikonu 1 ponovo podvrgnute
kromatografiji, ovaj put na jakom anionskom izmjenjivaéu (MonoQ HR 5/5). Kako bi se
olaksalo nanasanje smjese na ionski izmjenjivac, tj. omoguéilo vezanje proteina, stanice su
ovaj put lizirane u puferu niske ionske jakosti (tipi¢no je pufer sadrzavao 50 mmol dm™ NaCl,
detaljnije v. Materijali i metode). Proteini su potom razludeni u gradijentu NaCl 50 mmoldm™
— 600 mmol dm, pri ¢emu su se nativni oblik MtSerRS, kao i krnji oblici MtArgRS, jednako
kao ranije, eluirali pri ili na samom kraju gradijenta soli. Kromatogram procis¢avanja nativnih
rekombinantnih oblika nije prikazan, ve¢ je samo dana analiza sakupljenih frakcija
denaturiraju¢om elektroforezom SDS-PAGE. Prikazane su samo frakcije sakupljene ispod
dominantnog maksimuma, jednako kao ranije. Moze se uociti kako proc¢is¢avanje na jakom
ionskom izmjenjivacu jo$ uvijek ne rezultira zadovoljavaju¢om ¢isto¢om proteina (slika 4.9
B).

S obzirom da uzorak i dalje nije pokazivao dovoljan stupanj ¢istoce pristupilo se gel-filtraciji.
Reprezentativni kromatogram gel-filtracije (ovdje krnji oblik A89-MtArgRS) dan je na slici
4.9 A. Analiza sakupljenih frakcija (slika 4.9 C) pokazuje da se na kraju moze dobiti dosta
gisti protein, i s aspekta proteinskih kontaminacija, ali i one¢i$¢enja u vidu bakterijske tRNA?®.
Niski omjer 260/280 sugerira da je protein liSen kontaminacije nukleinskom kiselinom.
Zanimljivo je zapaziti da se pri volumenu elucije od 15 mL nalazi niski maksimum
apsorbancije (otprilike 5% glavnog maksimuma apsorbancije, na slici 4.9 A oznacen
strelicom). To je inaCe isti volumen u kojemu se eluira tRNA Sto sugerira da 1 prilikom
purifikacije krnjih varijanti dolazi do suprociS¢avanja endogene, bakterijske tRNA (ovdje

sastav tog maksimuma nije dodatno analiziran).

# Krnji oblici, jednako kao i MtArgRS, suproci$éavaju se s endogenom tRNA E. coli.
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Slika 4-9. Proc¢is¢avanje nativnog oblika krnjeg oblika MtArgRS, A89-MtArgRS. (A)
Kromatogram zavr$nog koraka, gel-filtracije. Shema boja dviju apsorbancija ista je kao ranije,
plavo za Agg, ruzicasto za Azgo. Strelica pokazuje na polozaj koji odgovara Ve=15 mL, §to je
volumen elucije za molekule tRNA. Donji dio panela prikazuje stupanj Cistoce
rekombinantnog proteina A89-MtArgRS prije (B) i nakon (C) gel-filtracijskog koraka. (B)
SDS-PAGE analiza sakupljenih frakcija nakon proc¢is¢avanja na MonoQ HR 5/5. Plavo su
zaokruzene bogate frakcije koje su uguséene i nanesene na gel-filtracijsku kolonu Superdex
200 HR 10/300. (C) Sakupljene frakcije nakon gel-filtracije na koloni Superdex 200 HR
10/300. Ruzicasto zakruzene frakcije su one koje su po kromatografiji uguscene i pohranjene.
Broj¢ane oznake jaZica koreliraju s redoslijedom sakupljenih frakcija pri navedenom tipu
kromatografije. Oznaka M stoji za marker masa, pri ¢emu su vrpce koje odgovaraju
standardnima masa 55 1 70 kDa dodatno oznacene.

4.3.2 Procis¢avanje tRNA dobivene uzgojem in vivo

Za dobivanje vece koli¢ine tRNA u laboratoriju se najceS¢e ove molekule proizvode
transkripcijom in vitro (radom T7 RNA polimeraze), nadekspresijom s ekspresijskog vektora
u domaéinu poput E. coli te, rjede, kemijskom sintezom®. Pokusaj transkripcije in vitro kod
MttRNA™Y rezultira neaktivnim transkriptom, vjerojatno zbog nedostatka posttranskripcijskih
modifikacija. Modifikacije mogu biti presudne za prepoznavanje od strane pripadne
aminoacil-tRNA-sintetaze (dakle, predstavljaju jednu od nukleotidnih determinanti) ili pak
mogu biti nuzne za ispravno smatanje i/ili stabilnost molekule. U ovom radu primjenjena je
proizvodnja Zeljenih tRNA (MttRNA*? i MttRNA>*") prekomjernom ekspresijom u soju E.

coli BL21. Tijekom ekspresije proizvedeni se transkript modificira domacinovom

 Kemijskom sintezom se zapravo sintetiziraju polovice tRNA-molekula koje s potom ligiraju T4 ligazom.
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modificirajuéom maSinerijom. Problem nastaje zbog nemoguénost sinhronizacije rada T7
RNA-polimeraze (koja proizvodi heterologni transkript) u odnosu na enzime zaduzene za
uvodenje posttranskripcijskih modifikacija. Kao rezultat, producirana populacija zeljenih
molekula tRNA ¢esto nije homogena po pitanju modificiranih nukleotida (v. kasnije).

Po nadekspresiji tRNA od interesa, otvaranju stanica i eliminaciji stani¢nih proteina
ekstrakcijom, potrebno je iz smjese izoliranih nukleinskih kiselina izdvojiti tRNA, tj. tRNA
od interesa. Nukleinske kiseline vece molekulske mase moguce je istaloziti dodatkom
polietilen-glikola do kona¢nog udjela od 8-10% u prisustvu visoke koncentracije soli. U ovom
koraku dolazi i do djelomi¢nog taloZenja tRNA §to osiromasuje prinos®. Dodatno, u ovom
koraku jos ima prisutne kontaminiraju¢e rRNA, poglavito 5S rRNA koja, zbog sli¢ne veli¢ine
1 strukture, predstavlja jedan od glavnih kontaminanata tijekom prociS¢avanja. Takoder,
zaostaju 1 stani¢ni Seceri koje etanol talozi zajedno s nukleinskim kiselinama. Iz tog razloga
dobro je primijeniti korak kromatografije na DEAE-sefarozi, ¢ak i ukoliko ta kromatografija
nece biti iskoriStena za detaljnu separaciju pojedine vrste tRNA. U tom slucaju razdvajanje se
moze izvrsiti u strmom gradijentu soli, tijekom kojeg se uspjesno moze odvojiti Secere (ne
vezu se na stupac), a djelomice i nukleinske kiseline ve¢e molekulske mase (eluiraju se na
samom kraju gradijenta).

Kromatografija na DEAE-sefarozi moze se izvesti pri razli¢itim vrijednostima pr zbog Cega
dolazi do razli¢itog redoslijeda eluiranja vrsta tRNA. Ova vrsta kromatografije moze dobro
razdvojiti pojedine vrste tRNA, ali su za to potrebni izrazito plitki gradijenti i dugo vrijeme
izvodenja kromatografije. Prisutnost magnezijevih iona u kromatografskim puferima
oslabljuje rezoluciju pa ih je vazno izostaviti. Za prociS¢avanje vece koli¢ine heterologne
tRNA, a koja ne mora biti uniformna po pitanju posttranskripcijskih modifikacija,
kromatografija na slabom izmjenjivatu DEAE-sefarozi Kkoristila se u paru s gel-filtracijom.
Slika 4.10 A prikazuje kromatogram dobiven snimanjem profila apsorbancije tijekom gel-
filtracije jedne unaprijed® dobro progis¢ene preparacije MttRNA™Y. Moze se zapaziti da se
zaostale nukleinske kiseline veée molekulske mase eluiraju pri volumenima elucije od 12,
odn. 14 mL. Ukupna izolirana tRNA silazi pak pri Ve=15 mL. Sakupljene frakcije (V. 14 do
17 mL, slika 4.10B) analizirane su denaturiraju¢om PAGE u prisustvu ureje. Vidljivo je da je

naneseni uzorak sadrZzavao malu koli¢inu 5S rRNA koja se tijekom gel-filtracije eluira ipak

# TaloZenje nukleinskih kiselina veé¢ih molekulskih masa je to bolje $to je udio PEG-a veéi, ali s ve¢im udjelom
PEG-a talozi i viSe rekombinantne tRNA. Stoga je najcesce talozenje izvrSeno uz 9% PEG, kao kompromis
izmedu Cistoce i prinosa koji se u ovom koraku proc¢is¢avanja moze postici.

® Tipi¢no pri pH 4,5 i pH 7.

¢ Tj. u prethodnom kromatografskom koraku na DEAE-sefarozi.
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nesto ranije od tRNA (frakcije 1 1 2, Ve 14, ond. 14,5 mL). Bogate frakcije 4, 51 6 (koje
sadrzavaju redom 64, 81, 88 % tRNA™Y) jo§ uvijek su djelomice onetiséene drugim
izoakceptorima tRNA §to se moze uociti s obzirom na izraCunato obogacenje, ali i prisutnost
vrpei drukéije pokretljivosti na denaturirajuéem gelu (slika 4.10 B). Molekule MttRNA'
pripadaju vecéinskoj skupini tRNA s kratkom varijabilnom rukom, zbog ¢ega se kontaminacija
endogenim molekulama tRNA E. coli na temelju denaturirajuée PAGE tesko moze
procijeniti®. Svejedno, mogucée je uoditi tRNA koje posjeduju dugu varijabilnu ruku i &ija je
vrpca jos uvijek vidljiva.

Obogacenje frakcija iznad 65-70% bilo je dostatno za vecinu biokemijskih pokusa te ga se
moglo posti¢i dobro tempiranim poticanjem ekspresije, nesto produljenim vremenima
ekspresije (4 sata naviSe), taloZzenjem vecih nukleinskih kiselina neSto ve¢om koncentracijom
polietilen-glikola te pli¢im gradijentom soli tijekom kromatografije ne DEAE-sefarozi. Da o
ugradanju ovih koraka prije koraka gel-filtracije zavisi konacna Cisto¢a prociscene
heterologne tRNA vidljivo je iz slike 4.10 C. Tu je prikazan rezultat denaturiraju¢e PAGE
sakupljenih frakcije tijekom gel-filtracije uzorka izolirane tRNA obogacene heterolognim
transkriptom MttRNA®". Tom koraku prethodilo je taloZenje uz 7 % polietilen-glikola te
kromatografija na DEAE-sefarozi u strmom gradijentu pri pH 5,1. Vidljivo je da je u ranijim
frakcijama (1-5) prisutno jos§ dosta 5S rRNA (vrs$na siva strelica upucéuje na tu vrpcu), kao i
bakterijske tmRNA (vrste intermedijerne pokretljivosti u odnosu na 5S rRNA i ukupnu tRNA;
niza siva strelica). U bogatim frakcijama s MttRNA®" (frakcije 6-9) jo§ uvijek ima obilna
kolicina neZeljene bakterijske tRNA. Stupanj oneciS¢enja ovdje je lakSe procjeniti zbog vece
mase MttRNA®, odn. prisustva duge varijabilne ruke kod te tRNA. Stoga je pri
proci§¢avanju tRNA na opisani nacin velika paznja posvecena postizanju dobre ekspresije te
koracima talozenja PEG-om 1 kromatografiji na slabom ionskom izmjenjivacu (DEAE-
sefaroza). Za vecinu biokemijskih pokusa ovako proizvedena tRNA bila je dostatnog stupnja
Cistoce, a u slucajevima kada se tezilo posti¢i sasvim homogenu populaciju heterologne tRNA
(po pitanju aminokiselinske specificnosti, ali 1 koli¢ine nadodanih posttranskripcijskih

modifikacija) rabljena je kromatografija obrnutih faza.

# Osim ukoliko se ne koristi gel izrazito visokog umreZenja. No, elektroforeza na gelovima s visokim
umrezenjem (11-12 % akrilamid-bisakrilamid) traje izrazito dugo (tipi¢no 4 sata navi$e) i nije primjenjiva za
rutinsku detekciju obogacenja frakcija molekulama tRNA od interesa.
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Slika 4-10 (A, B) Pro&is¢éavanje MttRNA” uzgojene heterolognom ekspresijom u domaéinu E. coli
kombinacijom kromatografije na DEAE-sefarozi (nije prikazano) i gel-filtracije (A). (A) Reprezentativni
kromatogram dobiven gel-filtracijom na koloni Superdex 200 HR 10/300 uzorka MttRNA ranije
prociséenog na DEAE-sefarozi. Redni broj sakupljenih frakcija indiciran je na kromatogramu;
analizirane frakcije apostrofirane su sivim pravokutnikom. (B) Analiza sakupljenih frakcija
denaturiraju¢om PAGE (V. od 14 do 17 mL). (C) Sakupljene frakcije tijekom identi¢nog koraka gel-
filtracija, ali uz slabije pro&i§éeni uzorak MttRNA>" (v. tekst). Strelicama (B i C) te prateéim tekstom
oznatene su molekule tRNA od interesa (MttRNA”" kod B, MttRNA®" kod C). Prate¢a endogena tRNA s
kratkom, odn. dugom rukom takoder je naznalena: skracenica v.r. stoji za varijabilnu ruku. Gelovi su
bojani toluidinskim modrilom.

4.4 Topoloske odrednice kompleksa MtArgRS:MtSerRS

U sklopu ovog rada grube topoloske odrednice kompleksa MtArgRS:MtSerRS identificirane
su uklanjanjem elemenata arginil-tRNA-sintetaze i testiranjem takvih Kkrnjih varijanti u
vezanju proteinskog partnera. Potraga za zonom interakcije izmedu makromolekulska
partnera vrlo ¢esto ukljucuje ovdje iskoriSteni pristup: mutacijom ili uklanjanjem nekog
elementa prati se njegov utjecaj na stabilnost istrazivane interakcije. UKupno je generirano 6
krnjih oblika, a koji su kronoloski nastajali na osnovu prethodnih rezultata (v. dalje).

Proteini kod kojih je uvedeno najvece skracenje jesu ANoi-MtArgRS i ACoi-MtArgRS kojima
su odstranjene Citave domene: domena za prepoznavanje D-omce, Add-1 (varijanta ANie-
MtArgRS) te domena za prepoznavanje antikodona, Add-2 (varijanta ACi-MtArgRS). S
obzirom na procijenjenu participaciju aminokiselina u predvidenim sekundarnim strukturama
N-terminalne domene stvoreni su deletanti skraceni za zavojnicu H1* (AN21MtArgRS), od N-
kraja pa do omce koja slijedi iza prve zavojnice (AN39MtArgRS), od N-kraja pa do B-lanca
S1 (AN43MtArgRS) te od N-kraja do B-lanca S3 (AN89IMtArgRS). U notaciji broj stoji za
broj uklonjenih aminokiselina. Linearna shema i trodimenzionalni polozaj delecija prikazan je

naslici 4.11.

# Kao $to je spomenuto ranije, skracenica H1 stoji za deletant kojemu je uklonjena prva zavojnica s N-Kkraja; S1
prvi B-lanac s N-kraja itd. Dakle, nakon jednoslovnog skracenja koje simbolizira strukturu posljednjeg
uklonjenog elementa navodi se redni broj te strukture s N-kraja proteina.
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Slika 4-11 Linearna shema krnjih oblika MtArgRS testiranih u ovom radu (A) te trodimenzionalni
smjeStaj uklonjenih elemenata Add-1 domene (B). (A) Razmjestaj domena s N- prema C-kraju dan je
iznad sheme. Kod N-terminalnih deletanata (AN21-ArgRS, AN39-ArgRS, AN43-ArgRS, AN89-ArgRS i
AN-ArgRS naznacéan je smjeStaj posljednjeg (tj. najviSe C-terminalno smjeStenog) elementa Add-1
domene koji je odstranjen. Shema boja slijedi onu u trodimenzionalnom prikazu pod B. Svaka oznaka
odgovara elementu, jedino je om¢a uklonjena kod deletanta AN39-ArgRS oznacena s H1’, buduci da sama
ne predstavlja posebni strukturni element, a H1 je jedina zavojnica koja joj prethodi. (B) Polozaj
uklanjanih elemenata unutar N-terminalne domene MtArgRS. Zavojnica H1 (prvih 21 aminokiselinu)
oznacena je crveno, fleksibilna om¢a (aminokiseline 22-39) Zuto, nit S1 (ostaci 40-43) plavo, elementi koji
uklju¢uju aminokiseline 44-89 svijetlo sivo. Posljednja zavojnica (uklonjena kod deletanta ANy -
MtArgRS) obojana je tamno sivo. Vidljiv je dio C-terminalne (Add-2) domene u neposrednoj blizini, a s
kojom N-terminalna domena ostvaruje slabe interakcije (zeleno).

4.4.1 Proizvodnja mutantnih oblika

Skraceni oblici MtArgRS proizvedeni su lan€anom reakcijom polimeraze na kalupu pET28-
MtArgRS. Pocetnice koriStene za dobivanje odgovarajuceg skra¢enog oblika MtArgRS dane
su u poglavlju Materijali i metode. Prelimenarna potraga za zonom interakcije kod enzima
MtArgRS ukljuc¢ivala je odstranjenje cjelovitih domena Add-1 (N-terminalna domena, kod
arginil-tRNA-sintetaze tipi¢no ukljucena u prepoznavanje identiteta A20 smjeStenog u D-
om¢i tRNA™, v. ranije) i Add-2 (domena za prepoznavanje antikodona). Buduéi da su
odstranjene Citave domene takvi krnji oblici nazvani su ANy-MtArgRS (uklonjena Add-1),
odn. AC-MtArgRS (uklonjena Add-2 domena). Nazalost, uklanjanje helikalne C-terminalne
domene imalo je poguban utjecaj na stabilnost danog enzima. Ekspresija se mogla potaknuti
kod iskljugivo pri 37 °C? no sav rekombinantni protein deponirao se u inkluzijskim tijelima,
budu¢i da ga se po otvaranju stanica moglo zapaziti iskljuivo u netopljivom stanicnom
talogu, Western-analizom potvrdeno je da do ekspresije zaista dolazi (slika 4.12, desno).

Inkluzijska tijela predstavljaju oblik citosolnih agregata koji nastaju kao rezultat gomilanja
djelomi¢no smotanih proteina. Agregacija se temelji na udruzivanju parcijalno smotanih
proteina koji mogu stupati u uzajamne hidrofobne interakcije buduéi uslijed denaturacije

dolazi do izlaganja dijela njihove hidrofobne srzi. Kod AC-MtArgRS problem moguce

& Osim pri 37, ekspresija je testirana pri temperaturama 18, 25 i 30 °C.
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denaturacije vidljiv je iz poloZaja ove domene u tercijarnoj strukturi: za razliku od N-
terminalne domene koja se isti¢e kao nezavisna globula, C-terminalna domena pozicionirana
je izravno ispod kataliticke domene kao svojevrsni arhitektonski potporanj. Uklanjanjem ove
domene oslobada se kontaktna povrSina na granici izmedu kataliticke i C-terminalne domene i

vjerojatno je to uzrok nepravilnom smatanju ovakvog krnjeg oblika enzima (slika 4.12 lijevo).
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Slika 4-12 (lijevo) PoloZaj domena kod modela proteina MtArgRS i simulirani efekt uklanjanja C-
terminalne domene; uklonjena C-terminalna (Add-2 ili domena za prepoznavanje antikodona) domena
prikazana je bijelom bojom te indicirana strelicom i slovom “A”, a ostatak enzima plavom. (desno)
Western-analiza stani¢nih ekstrakata E. coli BL21 kod kojih je potaknuta ekspresija AC-MtArgRS.
JaZica 1 sadrzi stani¢ni ekstrakt kulture koja je potaknuta na proizvodnju AC-MtArgRS uz 0,1 mmol
dm? IPTG, a jaZica 2 ekstrakt kulture potaknute dodatkom 0,3 mmol dm™ IPTG. Rekombinantni protein
detektiran je pomocu primarnih antitijela koja prepoznaju heksahistidinski privjesak. M, marker
molekulskih masa (mase su naznacene s desne strane fotografkog filma).

Nasuprot tomu, uklanjanjem N-terminalne domene dobiven je krnji oblik koji se eksprimirao
obilato 1 u topljivom obliku. U testu afinitetnog suprociS¢avanja pokazano je da slabo ili
nimalo veze MtSerRS. Istovremeno, mutant je oslabljeno vezao pripadnu tRNA 1 katalizirao
arginilaciju oko stotinu puta losije nego divlji tip.

Na osnovu ovih preliminarnih rezultata kreirani su novi skra¢eni oblici s N-kraja (slika 4.11,
tablica 4.1). Kako bi se oslabio moguci utjecaj delecija na stabilnost 1 smatanje skra¢enih
proteina skra¢enja su uvedena na osnovu strukturnog modela MtArgRS. Bez obzira,
ispravnost smatanja ovih varijanti arginil-tRNA-sintetaze testirana je snimanjem emisijskih
fluorescencijskih spektara te mjerenjem termicke stabilnosti istih metodom cirkularnog

dikroizma (v. dalje).

4.4.2 Potvrda ispravnog smatanja krnjih mutanata MtArgRS

Prilikom istrazivanja doprinosa pojedinih elemenata enzima bilo kojem istrazivanom svojstvu
istog vazno je da sama promjena primarne (te posljedi¢no sekundarne i tercijarne) strukture ne

potiCe denaturaciju proteina. Ukoliko delecija dovodi do kriticne promjene konformacijskog
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stanja molekule zapaZena promjena u svojstvima (npr. afinitetu prema pripadnom ligandu) ne
mora biti posljedicom nedostatka elementa zaduzenog za prepoznavanje, ve¢ nastaje zbog
promjene slobodne povrSine enzima izlozene otapalu. U tom je sluCaju efekt mutacije
indirektan 1 nije mjera utjecaja uklonjenog elementa na prepoznavanje. Kod koristenih krnjih
inacica enzima MtArgRS, tercijarna struktura proteina ofuvana je u odnosu na divlji tip
enzima ako je suditi prema intrinzi¢noj fluorescenciji istih (slika 4.13)

Postoje tri aminokiseline sa svojstvima intrinzicne fluorescencije: Phe, Tyr i Trp. Jedino se
potonja dva koriste u eksperimentalne svrhe budu¢i da je jedino kod njih kvantni prinos
(omjer emitiranih i pobudenih fotona) dovoljno visok i daje mjerljiv fluorescencijski signal.
Dakle, intrinzi¢na fluorescencija ograni¢ena je na proteine koji posjeduju dane aminokiseline
u svom primarnom slijedu. Pri ekscitacijskoj valnoj duljini od 280 nm dolazi do ekscitacije
obje aromatske aminokiseline. S ciljem selektivnog pobudivanja iskljucivo triptofana mora se
koristiti valna duljina od 295 nm. Fluorescencija proteina tipi¢no se rabi u studijama smatanja
proteina (eng. folding) buduci da se fluorescencijska svojstva (preciznije kvantni prinos)
triptofanskih  fluorofora mijenjaju s obzirom na lokalne promjene u “okolisu”
(zakapanje/izlaganje otapalu), a koji su posljedica procesa smatanja ili denaturacije.

Tipi¢no se u nativnim (smotanim) stanjima proteina Trp i Tyr nalaze zakopani u hidrofobnoj
unutrasnjosti. Kako postepeno denaturacija proteina napreduje, triptofanski ostaci smjesteni u
unutrasnjosti dolaze na povrSinu (proteina) te postaju izloZeni otapalu.

Denaturacijom se mijenja intenzitet fluorescencije (FI), kao i maksimalna valna duljina
emisije (Amax) ukoliko se Trp koristi kao praceni fluorofor (v. slika 4.13). Praéenjem promjene
u ovom parametru (FI ili Ansx) moguée je napraviti krivulju denaturacije iscrtavanjem

ovisnosti Fl ili Amax) 0 temperaturi (ili drugom denaturiraju¢em reagensu).

Nativni Djelomice odmotani (PF1) Vrlo odmotani (PF2) Denaturirani

4w ;

Denaturirani

Intenzitet fluorescencije -,

%20 340 360 380 ¢ ' 0320 330 360 380 %320 340 360 380
2 /am 320 340 360 380 2 /nm 2 /nm A/nm

40°C 60°C 80°C

Slika 4-13. Shema fluorescencijskih spektara dobivenih tijekom denaturacije proteina s tri zakopana
triptofanska ostatka.
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Dodatak kiseline ili povisenje temperature dovodi do denaturacije proteina $to se, dakle, da
razluciti iz promjene u njihovim fluorescencijskim spektrima, tj. u intenzitetu fluorescencije
te maksimalnoj valnoj duljini. Uvodenje mutacija / delecija moze takoder djelovati kao
denaturiraju¢i “agens” budu¢i da se uklanjanjem elemenata gube uspostavljene vodikove
veze, ionski parovi, van der Waalsove interakcije, tj. niz interakcija evolucijski ugodenih s
ciljem stabilizacije danog proteina.

Arginil-tRNA-sintetaza posjeduje Cetiri triptofanska ostatka a koji se redom nalaze na
polozajima 171, 256, 434 i 473. Uvedene delecije ne uklanjaju niti jedan od 4 triptofana.
Samo jedan od navedenih Trp izlozen je otapalu (slika 4.14 desno). Izlozeni i zakopani
triptofanski ostaci  posjeduju jako razli¢it emisijski maksimum (Anx=355 nm kod

povrsinskih, otapalu izloZenih Trp, odn. 1max=335 hm za zakopane istoimene ostatke).

1.25= — Wt MtArgRS
= AN21MtArgRS
1.00+ AN39MtArgRS
—— AN8IMtArgRS
0.75+ . ANtotMtArgRS

0.50+

0.2

normalizirana fluorescencija

0.004 . .
300 350 400 450

A/nm

Slika 4-14 Emisijski fluorescencijski spektri MtArgRS i krnjih varijanti (lijevo). Pobuda je izvrSena kod
295 nm kako bi se potakla iskljuéivo fluorescencija triptofana. PoloZaj jedinog izloZenog triptofanskog
ostatka (u narancéastom krugu) kod divljeg tipa MtArgRS (desno).

Uvodenje delecija ne mijenja omjere emisije zakopanih i izloZenih triptofana. Na temelju
snimljenih emisijskih spektara moze se zakljuciti kako tercijarna struktura istrazivanih
varijanti MtArgRS odgovara onoj divljeg tipa enzima.

U skladu s ovim rezultatima je i izmjerena temperatura mekSanja krnjih varijanti arginil-
tRNA-sintetaze. Sudec¢i prema denaturacijskog krivulji dobivenoj snimanjem CD-spektara
svih koriStenih mutanata, uklanjanje elemenata Add-1-domene nema prevelikog utjecaja na
temperaturu meksanja ovih enzima. Metodom cirkularnog dikroizma praéena je denaturacija
proizvedenih krnjih oblika enzima. Temperatura pri kojoj je 50% enzima denaturirano
(temperatura meksanja, Tm) za divlji tip enzima iznosi 70,45. Najznacajnije smanjenje
zapazeno je kod najskracenijeg oblika AN-MtArgRS te iznosi -1,19 °C (drugim rije¢ima, Tm
ovog oblika iznosi 69,26 °C). Temperature mekSanja za varijante A39MtArgRS,
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A43MtArgRS i A89IMtArgRS usporedive su s onom divljeg tipa enzima, a termicka stabilnost
mutiranog oblika A21MtArgRS ¢ak je povecana te Tm za ovaj oblik iznosi ¢ak 75,44 °C.

0.75

05

% denaturacije
% denaturacije
&

0.25

20 40 60 80 100
temperatura (°C)

20 40 60 80 100
temperatura (°C)

Slika 4-15 Krivulje denaturacije pra¢ene metodom cirkularnog dikroizma. (lijevo) Krivulje denaturacije
divljeg tipa arginil-tRNA-sintetaze (ruZicasto) te skrac¢enog oblika A21MtArgRS (plavo). (desno) Krivulje
denaturacije divljeg tipa (plavo) te skraéenog oblika AN, MtArgRS (narancasto).

S obzirom na ove rezultate, moze se zakljuciti kako uvedene delecije ne poticu denaturaciju
arginil-tRNA-sintetaze, niti dovode do promjene konformacijskog stanja molekule koja bi

potencijalno mogla uvjetovati strukturu otapalu (i ligandima) izlozene povr$ine tog enzima.

4.4.3 Interakcija krnjih varijanti s MtSerRS

Metoda afinitetnog suprociSéavanja rutinska je biokemijska metoda kojom se mogu
identificirati relativno stabilne proteinske interakcije. Ovaj test sli¢an je tehnici
imunoprecipitacije, samo Sto se ovdje kao mamac koristi proteinski partner umjesto antitijela.
Tehnika afinitetne kromatografije pritom pruza strukturnu podlogu na kojoj se test moze
izvesti. U ovom biokemijskom testu, protein-mamac imobilizira se putem nadodanog
afinitetnog provjeska. Njegovim izlaganjem (po imobilizaciji uniformno postaje orijentiran
prema mobilnoj fazi) stvara se sekundarni afinitetni matriks koji moze posluziti za izolaciju
proteina koji s imobiliziranim proteinom stupa u interakciju. Dakle, po imobilizaciji proteina s
privjeskom, isti se inkubira s izvorom proteina koji sadrzi “protein-plijen”. Po ispiranju
stacionarne faze s imobiliziranim proteinom mamcom (te, potencijalno, i imobiliziranim
proteinom-plijenom) sadrzaj frakcija ispiranja te frakcija koje odgovaraju koraku elucije
otkrivaju dolazi li do stvaranja interakcije izmedu proteina-mamca i proteina-plijena. Puferi
kojima se vr$i ispiranje 1 elucija zavise od afinitetne (primarne) stacionarna faze koja sluzi za
imobilizaciju proteina-mamca te naj¢eS¢e vrlo naliCe onima koji se rabe prilikom
proc¢iS¢avanja proteina istim tipom kromatografije (v. ranije).

Testiranje interakcije skracenih varijanti arginil-tRNA-sintetaze s MtSerRS izvedeno je na

sljedeci nacin: skraceni oblici proizvedeni su s hekshistidinskim privjeskom kako je opisano
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ranije te je svaki pojedini iskoridten kao protein-mamac. Na malim alikvotima Ni**-NTA-
smole imobilizirano je oko 100 pg mamaca (ukljucujuéi i divlji tip enzima). Potom im je
dodano oko 50 pg proteina-plijena, tj. MtSerRS u nativnom obliku (bez privjeska). Ovi
maseni omjeri priblizno odgovaraju mnozinskom omjeru 1:1. Zrnca Ni-NTA-agaroze,
zajedno s proteinima inkubirana su pri 41 °C u termobloku tijekom 5-10 minuta. Od ove
inkubacijske smjese uzeti su alikvoti koji su kasnije analizirani na gelu (slika 4.16, donji dio
panela, frakcije pod oznakom “Naneseno”). Pufer za inkubaciju pritom je sadrzavao imidazol
(10 mmol dm™®) kako bi se sprije¢ila adhezija proteina-plijena na slobodne Ni**-ione. Ispiranje
je izvreno u puferu koji je sadrzavao veéu koncentraciju imidazola (40 mmol dm™), opet za
uklanjanje nespecifi¢no adheriranog proteina-plijena. Elucija je naposljetku izvr§ena uz pufer
s 250 mmol dm™ imidazola, kako bi se osigurala potpuna elucija proteina — mamca.

Usporedba sadrzaja eluiranih proteina (slika 4.16, donji dio panela) pokazuje da do formiranja
kompleksa® dolazi u svim slu¢ajevima, osim kod oblika ANi-ArgRS. Mozda nesto slabije

vezanje se dade zapaziti za mutant AN89-ArgRS (slika 4.16 dolje).

# Naravno kompleksa detektabilne stabilnosti u rasponu karakteristiénom za metodu.
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Slika 4-16 (gore) Shema izvodenja eksperimenta afinitetnog supro¢i§¢avanja. Prikazani su osnovni koraci
poput imobilizacije (prvi red), inkubacije s potencijalnim proteinom-plijenom (drugi red), ispiranje
stupca odgovaraju¢im puferom te sastav sakupljenih frakcija. Zeleno je prikazan protein-plijen koji se
putem nadodanog afinitetnog privjeska imobilizira na smoli. U lijevoj koloni prikazana je specifi¢na
interakcija s proteinom-plijenom. U desnoj koloni prikazan je jedan od mogudih scenarija-nespecifi¢na
adhezija laZznog proteina-plijena na imobilizirani protein-mamac. Broj pojedinih ispiranja zavisi od
koli¢ine materijala koji se u pojedinom koraku ispire; tj. potrebno je u potpunosti isprati nespecifi¢no
vezane molekule kako bi se onemoguéila detekcija nespecifi¢nih vezanja. (dolje) SDS-PAGE analiza
frakcija sakupljenih nakon suproci§¢avanja nativnog oblika MtSerRS s varijantama ArgRS (posjeduju
heksahistidinski privjesak) imobiliziranima na Ni-NTA-agarozi. Naziv oblika ArgRS indiciran je iznad
jaZice s pripadnim uzorkom. Polozaj MtSerRS na gelu indiciran je Zutom strelicom s lijeve strane gela.
Frakcije oznacene kao “Naneseno” odnose se na sastav inkubacijskih smjesa za svaki od pojedinih
proteina-mamaca (odgovara drugom koraku od vrha u shemi vise). Frakcije ozna¢ene kao “Eluirano”
odnose se na sastav eluiranih frakcija za svaki od pojedinih proteina-mamaca (odgovara sastavu frakcija
prikazanih uz shemu pored koraka broj Cetiri).

Metoda je napravljena i uz zamjenu identiteta proteina-mamca, odn. proteina-plijena. Pritom
su iskoriSteni rekombinantni oblici MtSerRS-hisg (mamac) i nativni oblici MtArgRS (plijen),
a test je izvrSen na identican nacin kao $to je maloprije opisano. Zanimljivo, zamjena nositelja
privjeska nije imala utjecaja na rezultat suprociS¢avanja. Opisani rezultati sugeriraju da je
klju¢ni element Add-1 domene kod prepoznavanja proteinskog partnera MtSerRS zavojnica
H4, najudaljeniji element iste domene gledano s N-kraja proteina. Kako bi se interakcija
krnjih varijanti arginil-tRNA-sintetaze i MtSerRS preciznije istrazila, iskoriStena je metoda
rezonancije povrSinskih plazmona. I dok metoda suprociS¢avanja predstavlja rutinsku i
dostupnu metodu, metodom SPR-a na sofisticirani na¢in moguce je to¢no izmjeriti afinitet

izmedu testiranih proteinskih partnera.
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Metoda SPR (prema eng. surface plasmon resonance) opticka je tehnika koja se koristi za
detekciju (makro)molekulskih interakcija. Vezanje pokretne molekule (analita) na molekulu
imobiliziranu na tankom metalnom filmu (ligand) mijenja refraktivni indeks tog filma.
Promjena refraktivnog indeksa detektira se kao odziv (detaljniji opis dan je ranije u poglavlju
Materijali i metode). Budu¢i da metoda detektira isklju¢ivo masu, nema potrebe za
obiljezavanjem istrazivanih interreagiraju¢ih makromolekula®. Ukratko, enzim MtSerRS
kovalentno je (preko svojim slobodnih amino-skupina) vezan na senzor-¢ip te potom izloZzen
otapalu prisutnom u mikrotekué¢inskom sustavu. Injektiranjem analita (oblika MtArgRS)
moguce je u realnom vremenu detektirati interakciju izmedu MtSerRS i varijante MtArgRS.
Metoda rezonancije povrSinskih plazmona razotkrila je kontinuirani efekt koji progresivno
uklanjanje N-terminalnog dijela ArgRS ima na interakciju sa svojim proteinskim partnerom
SerRS (slika 4.17, tablica 4.2). Po uklanjanju prvih 39 aminokiselina s N-kraja, interakcija
ArgRS 1 SerRS slabi 10 puta. Ovaj trend polako raste i kulminira po uklanjanju ¢itave domene
Add-1. Oblik ANy-ArgRS pokazuje 100 puta slabiji afinitet (odn. 100 puta vecu vrijednost
Kg) $to je u slaganju s analizom afinitetnog suproc¢i$¢avanja. Nasuprot tomu, jedina delecija
koja ne posjeduje gotovo nikakav utjecaj u vezanju SerRS jest delecija heliksa H1 (mutant
AN21-ArgRS). Na temelju ovih rezultata moze se zakljuciti da se prepoznavanje izmedu
MtArgRS i MtSerRS dijelom ostvaruje preko N-terminalne domene, pri ¢emu najveéi utjecaj
ima zavojnica H4. Jedini element Add-1 domene koji zasigurno ne komunicira s MtSerRS jest
zavojnica H1 (slika 4.11).

2 Cime se elegantno uklanja moguénost da obiljeZiva¢ mijenja svojstva istrazivane molekule.
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Slika 4-17 Senzorgrami i krivulje vezanja varijanti arginil-tRNA-sintetaze AN21-ArgRS i AN-ArgRS
(analiti) na imobilizirani MtSerRS (imobiliziran na ¢ipu). IskoriSten je CM5-¢ip (Biacore inc.), a pufer je
sadrzavao 25 mmoldm™ Hepes, 120 moldm™ NaCl, 5 mmoldm™ MgCl, i 0,4 mmol dm™ DTT, pH 7,2.
Interakcija je praéena pri protoku od 30 pL min™. Temperatura pri kojoj je proveden eksperiment
iznosila je 25 °C.

4.4.4 Interakcija krnjih varijanti MtArgRS s pripadnom tRNA

Nedostatak utjecaja prve zavojnice s N-kraja arginil-tRNA-sintetaze na stabilnost kompleksa
MtArgRS:MtSerRS zanimljiv je sa stajaliSta da je to jedini strukturni element ove domene
koji zasigurno ne participira u direktnim kontaktima s MttRNA”". Domena Add-1 zasluzna je
za prepoznavanje elementa D-ruke argininskih izoakceptora, tj. o¢uvanog adenozina na
poloZzaju 20 (dakle, unutar D-omce). Ovaj element identiteta izostaje kod kvasaca S.
cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe, kao i kod mitohondrijske tRNA” u Zivotinja. U
kristalnoj strukturi P. horikoshii kompleksa ArgRS:tRNA*%:c* ovu determinantu direktno
prepoznaje asparagin na polozaju 87. Karboksiamidni kisik bo¢nog ogranka ove
aminokiseline stvara vodikovu vezu s atomom N6 adenozina 20, kao i brojne hidrofobne i
van der Waalsove interakcije s ostacima Tyr85 i Pro34. llustracija vezanja dana je u
Literaturnom pregledu (slika 2.17) u sustavu P. horikoshii. Ovi ostaci su o¢uvani kod
MtArgRS i aranzirani na identi¢an nacin u strukturnom modelu (slika 4.18). Ovakav raspored
bocnih ogranaka prisutan je i kod ArgRS iz T. thermophilus (PDB ID 11Q0) gdje je direktno

% Za podsjetnik, ovaj kompleks posluzio je kao kalup za modeliranje arginil-tRNA-sintetaze M.
thermautotrophicus, kao i pripadne MttRNA* .
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prepoznavanje determinante A20 preko spomenutog asparagina pokazano mutagenezom i
testiranjem generiranog mutanta u reakciji aminoaciliranja (aminokiselina Asn79 kod T.

thermophilus).

Slika 4-18 Prepoznavanje D-omé&e kod MtArgRS i MttRNA”".c,. Usidrivanjem nezavisno modeliranih
molekula MtArgRS i MttRNA”® moZe se uotiti da je mehanizam prepoznavanja nukleotidne
determinante A20 oluvan. Plavom bojom prikazana je okosnica i bo¢ni ogranci PhArgRS i PhtRNA™';
Zutom MtArgRS, tirkiznom MttRNA*Y. Istaknuti su ostaci Asn85 (prepoznaje atomime N1 i N6
adenozina 20 stvarajuci dvije vodikove veze preko karbonilne, ali i amino-skupine svog bo¢nog ogranka)
te Tyr83 (stupa u interakcije slaganja s purinskim prstenom determinantne A20 te stvara vodikovu vezu s
0O4-atomom riboze istog nukleotida).

Preliminarno ispitivanje afiniteta koje istrazivani krnji oblici MtArgRS pokazuju prema
pripadnoj MttRNA".cy izvrieno je pomoéu gel-retardacijske elektroforeze. Ova metoda je
jednostavna, jeftina i brza te predstavlja dobar nacin za inicijalna ispitivanja stabilnosti
kompleksa proteina i nukleinskih kiselina. U sklopu ove disertacije kompleksi enzima
MtSerRS i MtArgRS (u svim oblicima) rutinski su provjeravani navedenom metodom.
Metoda se bazira na €injenici da po formiranju kompleksa izmedu sintetaze i njene pripadne
tRNA dolazi do relativnog ubrzanja proteina u elektri¢cnom polju u odnosu na slobodni oblik
istog. | obratno, po formiranju kompleksa dolazi do usporavanja molekule tRNA u
elektricnom polju, u odnosu na slobodni oblik. Dakle, ukoliko nastaje stabilni kompleks, na
nativnom gelu na koji su uzorci naneseni zapaza se vrpca intermedijerne pokretljivosti u
usporedbi na slobodni protein, odn. tRNA. Tipi¢an sastav nativnog gela dan je u poglavlju
Materijali i metode, kao i ostali uvjeti eksperimenta.

Testiranje osjetljivosti  krnjih varijanti na prisustvo soli u inkubacijskoj smjesi s
MttRNAArgccu otkriva da stabilnost detektiranih kompleksa pada dodatkom soli §to ukazuje
na moguc¢nost da su detektirani kompleksi dijelom posljedica nespecifi¢nog prepoznavanja
krnjih proteina i RNA. Kompleksi skrac¢enih varijanti koji “prezivljavaju” uvjete elektroforeze

pri koncentraciji soli od 0,1 mol dm™ ukljucuju varijante A21MtArgRS i A43MtArgRS (slika
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4.19). No, usporedba pokretljivosti kompleksa divljeg tipa i deletanta A21MtArgRS (kao i
A43MtArgRS) otkriva promijenjeni nacin vezanja pripadne tRNA. Kao $to se moze vidjeti na
slici nize, navedeni kompleksi posjeduju smanjenu pokretljivost u odnosu na kompleks
divljeg tipa enzima. Zavojnica H1 je ranije implicirana kao element koji kod arginil-tRNA-
sintetaza kvasca S. cerevisiae prolazi kroz strukturnu promjenu po vezanju tRNA, ali je ta
vjerojatnost odbacena, a pomak zavojnice HI pripisan kristalnom pakiranju enzima, odn.
pakiranju kompleksa enzima i tRNA. S obzirom na umanjenu pokretljivost deletanta
MtArgRS kojem nedostaje ta prva N-terminalna zavojnica, moguce je ipak da H1 ciljano
prolazi kroz izmjenu orijentacije po vezanju tRNA te da njeno uklanjanje ometa nastanak
produktivne (kompaktnije i na gelu pokretljivije) konformacije ArgRS unutar kompleksa.

234,56 7_:8 9,10

1

Slika 4-19 lijevo) Gel-retardacijski eksperiment koji pokazuje afinitet varijanti MtArgRS prema
pripadnoj tRNA. Slobodni proteini naneseni su u jaZice 1 (divlji tip ArgRS), 4 (A21MtArgRS), 6
(A43MtATrgRS) te 8 (A89MtArgRS). Isti proteini s ekvimolarnom koli¢inom MttRNA*" inkubirani su i
naneseni u jaZzice 2, 3 (divlji tip ArgRS), 5 (A21MtArgRS), 7 (A43MtArgRS) i 9 (A§9MtArgRS). Slobodna
tRNA”" nanesena je u jazicu 10. Crne i plave strelice indiciraju poloZaj nativnog i mutiranog proteinskog
kompleksa. (desno) Sucelje Add-1 domene MtArgRS i D-omée MttRNA”". Molekula tRNA”" prikazana
je ruzicasto (prezentacija Stapic¢ima). Elementi N-kraja arginil-tRNA-sintetaze slijede istu shemu bojanja
kao na slici 4-11: prvih 21 aminokiselinu (zavojnica H1) crveno, om¢a izmedu aminokiselina 22-39 Zuto,
aminokiseline 40-43 (nit S1) plavo, aminokiseline 44-89 bijelo te aminokiseline 90-104 (zavojnica H4)
tamno sivo.

Po preliminarnom ispitivanju stabilnosti kompleksa MtArgRS:MttRNA%:c, nativnom

elektroforezom, afinitet kranjih varijanti MtArgRS prema pripadnoj MttRNA”%ccy izmjeren
je pomocu povrsSinske rezonancije plazmona.

Krnje varijante (kao i divlji tip) arginil-tRNA-sintetaze proizvedene su s heksahistidinskim
privjeskom te imobilizirane pomocu istog na Ni-NTA ¢ip (Biacore inc.). Prednost ovakve
imobilizacije sastoji se u mogucénost opetovanog koristenja takvog Cipa (protein je moguce
ukloniti dodatkom EDTA koja helira niklene ione te na taj nadin dolazi do disocijacije
imobiliziranog proteina s povrsine ¢ipa). Druga velika prednost sastoji se u moguénosti

dobivanja homogene populacije molekula liganda, a s aspekta relativne orijentacije prema
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otapalu (a time i prema prolaze¢em analitu). Ova prednost moze biti i nedostatak, ukoliko se
imobilizacijom preko privjeska postiZe orijentacija nepovoljna za vezanje testiranog analita®,

Reprezentativni senzorgram dan je na slici 4.20, kao i pripadna krivulja vezanja.
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Slika 4-20 Senzorgram i krivulja vezanja koji opisuju vezanje MttRNA* (analit) i krnjeg oblika A43-
MtArgRS-hisg, imobiliziranog na Ni-NTA ¢ipu (ligand).

Dakle, jedna od prednosti imobilizacije rekombinantnog proteina preko fuzijskog dijela, odn.
privjeska, ukljuuje uniformnu orijentaciju imobiliziranih molekula. Kod divljeg tipa enzima
N-terminalni polihistidinski privjesak nalazi se (jednako kao i zavojnica H1) na suprotnoj
strani od povrsine preko koje se tRNA™Y vere. No, kod skraéenih inaGica, smjeitaj
histidinskog privjeska se mijenja pa ni pretpostavljena orijentacija ovih molekula na ¢ipu nije
ista kao za divlji tip enzima. Dakle, iako je N-kraj svih testiranih inacica ArgRS vezan
kratkim linkerom za heksahistidinski privjesak, uslijed povezanosti s razli¢ito usmjerenim
elementima Add-1-domene, ne mozemo ocekivati da je polozaj “lica” ostatka enzima kojim
se MttRNA"%cy dominantno veZe jednako (u svim slucajevima) smjeSten naprama
nadolaze¢em analitu. U tablici 4.2 sumirane su vrijednosti disocijacijskih konstanti dobivene
za interakciju krnjih inacica u usporedbi s divljim tipom enzima. Zanimljivo je zapaziti da
opéi trend u slabljenju interakcije s MttRNA™Ycy prati onaj zabiljeZen za interakciju s

proteinskim partnerom MtSerRS.

# Rutinska imobilizacija na CM5-¢ipu (vezanje preko primarnih amina, tj. slobodnog N-kraja i izloZenih lizinskih
bocnih ogranaka) u slucaju divljeg tipa i skracenih varijanti ArgRS ovdje se nije mogla koristiti, budu¢i da se
pokazalo da tako imobilizirana arginil-tRNA-sintetaza nije sposobna vezati kako pripadnu tRNA, tako ni
MtSerRS.
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Tablica 4-2 Sumirane vrijednosti disocijacijskih konstanti krnjih oblika MtArgRS s pripadnom tRNA i
proteinskim partnerom SerRS. Skracenica “EMSA” stoji za gel-retardacijsku elektroforezu prema eng.
electrophoretic mobility shift assay.

interakcija s ) N Arg
. interakcija s MttRNA
inacica MtArgRS SPR SPR EMSA
10%-K4/ (mol dm®)  10%Kgy/ (mol dm™®)  10%K4/ (mol dm™)

divlji tip MtArgRS 0,28+0,02 0,37+0,08 0,425
A21MtArgRS 0,46+0,14 0,56+0,01 0,558
A39MtArgRS 2,92+1,83 13,44+0,56 1,670

A43MtArgRS 3,71+0,17 1,84+0,90 n. o.
A89MtArgRS 5,61+0,10 15,2+0,29 0,290
ANiMtArgRS 29,70+1,18 21+3,44 0,628

Uklanjanje prve N-terminalne zavojnice (HI, varijanta A21-MtArgRS ne mijenja afinitet
enzima niti za proteinski partner MtSerRS, niti za pripadnu MttRNA”%cu: u slucaju
interakcije MtArgRS:MtSerRS, uklanjanjem ovog elementa interakcije slabi manje nego
dvostruko, 3to je sludaj i s interakcijom MtArgRS:MttRNAccy. Znacajniji utjecaj na
interakciju s MtSerRS postize se tek po uklanjanju prvih 39 aminokiselina N-kraja arginil-
tRNA-sintetaze kada afinitet pada deseterostruko. Kod istog mutanta Ky za pripadnu
MttRNA ey je Eak 36 puta veéi, nego za divlji tip enzima. Vaznost prvih 39 aminokiselina
MtArgRS u prepoznavanju tRNA”"® mogla bi se pripisati interakcijama koje ocuvani Pro34
ostvaruje s tRNA, no kako iduce skracenje (prvih 43 aminokiseline, mutant A43-MtArgRS)
ne pokazuje tako znacajan pad u afinitetu prema pripadnoj MttRNA"ccy (Kq je svega 5 puta
veéi u odnosu na divlji tip) velika razlika u disocijacijskoj konstanti za interakciju A39-
MtArgRS:MttRNA*Y%cy u odnosu na interakciju divljeg tipa enzima s MtRNA"%cy
najvjerojatnije je kombinacija faktora: realno smanjenog afiniteta ovog skracenog enzima
prema pripadnoj tRNA te relativne orijentacije ovog enzima na ¢ipu, a naprama prolazeéem
analitu (tRNA).

Visoka disocijacijska konstanta, odn. izrazito oslabljeni afinitet inacice A39-MtArgRS prema
tRNA™Y mozda bi se mogla otpisati kao artefakt uslijed postava pokusa kada ista inatica ne bi
pokazivala isto ponasanje u drugom eksperimentalnom postavu (tablica 4.2, zadnja kolona).
Titracija skraéenih varijanti MtArgRS rastu¢om koncentracijom pripadne MttRNA9cy i
detekcijom koli¢ine formiranog kompleksa u metodi gel-retardacijske elektroforeze otkriva

vrlo male razlike u stabilnosti istog. Drugim rije¢ima, s obzirom na rezultate tog testa, efekt
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uklanjanja N-terminalnih elemenata ArgRS na afinitet tog enzima prema MtRNAA Yy vrlo
je mali. No, oblikovanje kompleksa u tom eksperimentalnom postavu moglo se postic¢i jedino
izostavljanjem iona soli u inkubacijskoj smjesi ¢ime se favoriziraju nespecificni kontakti
sintetaze s molekulama RNA. Kao §to se vidi na slici 4.19, izuzev inaCica A21-MtArgRS i
A43-MtArgRS (te, naravno, divljeg tipa enzima) vezanje tRNA na enzime A89-MtArgRS i
ANio-MtArgRS uopce se nije moglo detektirati uz dodatak soli pri koncentraciji od 0,1 mol
dm3. U eksperimentima gdje je afinitet testiran metodom rezonancije povrsinskih plazmona
pufer u kojem je interakcija istrazivana sadrzavao je 0,12 mmol dm™ NaCl te bi se moglo
zakljuciti da takvi uvjeti umanjuju nespecificno vezanje te da je izmjerena snaga interakcije
vjerodostojnija od one u uvjetima gel-retardacijskog eksperimenta. Ipak je interesantno da i u
uvjetima manje specifi¢nog prepoznavanja deletant A39-MtArgRS pokazuje najveéi pad u
afinitetu prema pripadnoj MttRNA”cy (oko 4 puta, tablica 4.2). Stoga bi se naposljetku
moglo zakljuciti kako odstupanje od generalnog trenda prema kojemu veci broj uklonjenih
aminokiselina Add-1 domene korespondira sa slabljenjem interakcije enzima s MtRNA"%ccy
kod deletanta A39-MtArgRS odrazava realni fenomen. Razlog tomu moze biti nepravilna
lokalna® stabilizacija elemenata sekundarne strukture koju je, bez obzira na postojanje
modela, tesko ustvrditi bez dodatnih eksperimentalnih podataka.

Najznacajniji pad u afinitetu prema pripadnoj tRNA™ pokazuju deletanti A89-MtArgRS i
ANioi-MtArgRS s oko 40, odn. oko 55 viSom vrijednosti ravnotezne disocijacijske konstante.
Kod oba deletanta uklonjene su dvije iznimno vazne (i potpuno o¢uvane) aminokiseline —
Tyr83 1 Asn85, a ¢ija se primarna uloga sastoji u prepoznavanju nukleotidne determinante
A20 (slika 4.18). Zavojnica H4 (uklonjena kod inafice ANy -MtArgRS, ali ne i A89-
MtArgRS) posjeduje najvedi utjecaj pri prepoznavanju MtSerRS (afinitet u odnosu na divlji
tip enzima je 100 puta niZi). Taj element ne stvara direktne kontakte s tRNA, ve¢, kako je
spomenuto, funkcionira kao linker izmedu globularne Add-1 domene i ostatka enzima.
Komunikacija ovog elementa s domenom za vezanje antikodona (Add-2) ostvaruje se
direktnim kontaktima s dugadkim heliksom koji sudjeluje u prepoznavanju “tijela” tRNA™Y,
U tom smislu, neSto nizi afinitet prema tRNA koji varijanta ANyi-MtArgRS pokazuje u
odnosu na enzim A89-MtArgRS potencijalno je posljedica ne nedostatka elemenata koji
sudjeluju u prepoznavanju tRNA (direktne interakcije) ve¢ u oslabljenoj stabilizaciji susjednih

elemenata Add-2 domene koji su zasluzni za direktnu interakciju s tRNA.

® Racuna se da opéa tercijarna struktura enzima ipak nije narusena, ako je suditi prema emisijskom spektru i
krivulji denaturacije enzima A39-MtArgRS.
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U reakciji aminoacilacije (kinetika ustaljenog stanja) uklanjanje N-terminalnih elemenata
MtArgRS oslabljuje kataliticku mo¢ enzima i to dominantno kroz efekte na obrtnom broju
(Keat). Mutant AN:MtArgRS posjeduje 20 puta nizu vrijednost Ker U odnosu na divlji tip
(0,028 s u odnosu na 0,563 s™). Istovremeno K, za tRNA raste Sesterostruko (7,79 pmol dm™
% u odnosu na 1,27 pmol dm™ kod divljeg tipa). Naglaseni efekt elemenata prepoznavanja
unutar Add-1 domene na obrtni broj arginil-tRNA-sintetaze zabiljezen je i kod TtArgRS te
najvjerojatnije reflektira oSteCenu komunikaciju izmedu Add-1 domene i distalnog aktivnog
mjesta. Krnji oblici MtArgRS pokazali su povecanu senzitivnost na vise temperature prilikom
aminoaciliranja, iako denaturacijski spektri enzima praceni cirkularnim dikroizmom nisu
otkrili znacajan pad u temperaturi meksanja. Optimalna aktivnost svih mutiranih enzima

kretala se izmedu 42-43 °C umjesto 60 °C.

4.5 Dinamika sklapanja kompleksa MtArgRS:MtSerRS: utjecaj reakcijskih
intermedijera

Stabilna interakcija MtArgRS i MtSerRS originalno je otkrivena metodom kvascevih hibrida
(v. Uvod). Oba enzima esencijalni su stani¢ni enzimi i o¢ekivano njihova interakcija ne bi
trebala pogubno utjecati na njihove kanonske aktivnost. S ciljem oponaSanja stani¢nog
ambijenta i istrazivanja stabilnosti kompleksa MtSerRS:MtArgRS u tom kontekstu, afinitetno
suprocis€avanje je izvedeno uz slijedno dodavanje pripadnih supstrata (slika 4.21). U ovom
slucaju iskoristen je MtSerRS s heksahistidinskim privjeskom i MtArgRS s fuzijom u vidu
glutation-S-transferaze na N-kraju. Imobilizacija je izvrSena na Ni-NTA-agarozi, dakle, uz
MtSerRS-hisg kao protein-mamac. Fuzijski oblik MtArgRS (GST-MtArgRS) odabran je radi
lakSe vizualizacije na SDS-PAGE zbog bliske molekulske mase (65 kDa) u odnosu na
monomer MtSerRS (60 kDa).

Mali ligandi (serin, arginin i ATP) dodani su u koncentracijama koje bi trebale simulirati
visokoenergetske uvjete u stanici (100 — 150 pmol dm™ aminokiseline te 9 mmoldm™>ATP), a
molekule tRNA tako da stehiometrijski odgovaraju koliini analiziranog proteina.
Inkubacijske smjese s pripadnim molekulama tRNA ocekivano sadrze komplekse
MtSerRS:MttRNA> ¢sa, odn. MtArgRS:MttRNAACCY . Adenozin-trifosfat moze se vezati u
aktivno mjesto MtSerRS, ali ne 1 MtArgRS, budu¢i da potonja za oblikovanje veznog dzepa
za ATP treba MttRNA™, tocnije promjenu konformacije koju ova uvjetuje (v. Literaturni
pregled). Sli¢na je situacija i s uvjetima u kojima je stabilnost kompleksa MtArgRS:MtSerRS
testirana na prisustvu aminokiseline i ATP-a: dodatak serina i ATP-a o¢ekivano dovodi do

nastanka serilacijskog intermedijera Ser-AMP-a, dok arginil-adenilat ne moze nastati, ponovo
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zbog nedostatka tRNA™® u smijesi, odn. neproduktivne konformacije veznog mjesta za ATP
na arginil-tRNA-sintetazi. U tim uvjetima, moze se vezati iskljucivo arginin (vezno mjesto za
arginin produktivno je i kod slobodnog oblika enzima). Moguca vezanja naznaCena su unutar
sheme (slika 4.21, gornji dio panela). Nacin izvodenja eksperimenta suprociS¢avanja na Ni-
NTA-agarozi izveden je na ekvivalentan nacin kao ranije, odn. u slu¢aju detekcije interakcije

krnjih varijanti MtArgRS s partnerom MtSerRS (poglavlje 4.4.3).
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e ".:
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Slika 4-21 Mogucénost ugradnje MtArgRS:MtSerRS uz dodatak prekursora reakcije aminoacilacije
ispitana metodom afinitetnog suprocis¢avanja uz detekciju metodom SDS-PAGE te nativhom PAGE.
Dana je shema mogué¢ih kompleksa (gore, Zuti okvir): ljubiasto je prikazan imobilizirani MtSerRS,
zeleno MtArgRS, tRNAS" plavo, tRNA™Y Zuto. Mali ligandi nazna&eni su kruZi¢ima: ATP naranéastim,
arginin crnim, serin zelenim. Seril-adenilat prikazan je zeleno. Ukoliko je vezanje prekursora na enzim
moguce isti je naznaen unutar/nma obliku Kkoji simbolizira dani enzim. Rezultat pokusa dan je unutar
zelenog okvira. Obojani gel rezultat SDS-PAGE (lijevo) prezentiran je uz legendu koja govori o sastavu
inkubacijske smjese pripadajuée jaZice te o kojem koraku u metodi se radi. S lijeve strane gela siva
strelica upucuje na polozaj GST-MtArgRS (protein-plijen), a crna na polozaj MtSerRS-hisg (protein-
mamac). SrediSnja (neoznacena) jaZica sadrzi marker kod kojega su istaknuti poloZaji proteinskih
standarda veli¢ine 50 i 75 kDa. Elektroforeza na nativhom gelu (desno, takoder unutar zelenog okvira)
izvedena je s ciljem ispitivanja stanja eluiranih proteina s aspekta vezanja pripadne tRNA. Prisutnost
dodane tRNA ili malog liganda indicirana je s desne strane gelova. Puna strelica s lijeve strane gela
indicira  poloZaj kompleksa 2aaRS:tRNA  (dakle, MtSerRS:MttRNA®'¢,, odn.  GST-
MtArgRS:MttRNA ).

S obzirom na koli¢inu zadrzanog GST-MtArgRS, moZe se uociti da dodatak reakcijskih
prekursora (aminokiseline, ATP-a ili tRNAS"A9) razligito utjede na integritet kompleksa
MtSerRS:MtArgRS. Budu¢i da koli¢ina (na gel) nanesenog proteina-mamca (ovdje MtSerRS-
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hiseg) varira, kvantifikacija zadrzanog GST-ArgRS normalizirana je u odnosu na koli¢inu
nanesenog SerRS-hiss. Kod inkubacije istraZivanih proteina s ligandom tRNA®" dolazi do
izrazitog ispiranja proteina-mamca, tj. MtSerRS. Neposredna blizina okosnice tRNA u
odnosu na heksahistidinski privjesak oCito ometa vezanje tog segmenta na niklene ione
stacionarne faze te je zakljuCeno da ovakav postav eksperimenta ne odgovara ispitivanju
ternarne interakcije MtArgRS:MtSerRS:MttRNA sga. Stoga je utjecaj prisustva tRNA® na
formiranje kompleksa MtArgRS:MtSerRS ispitan detaljnije u zasebnom pokusu (v. kasnije).
Kvantifikacija zadrzanog GST-ArgRS (normalizirana s obzirom na koli¢inu eluiranog
proteina-mamca, MtSerRS-hisg) razotkrila je kako dodatak ATP-a, kao i kombinacije serina te
ATP-a nemaju veceg utjecaja na interakciju sintetaza. U potonjim uvjetima omoguéen je
nastanak serilacijskog reakcijskog intermedijera, Ser-AMP. Ovaj rezultat u slaganju je s
povoljnim utjecajem koji MtArgRS iskazuje na aminoacilacijsku aktivnost MtSerRS™,
Metanogeni tip SerRS (kojemu MtSerRS pripada) sadrzi posebni element unutar aktivnog
mjesta, a koji se strukturira po vezanju serina (tzv. SOL, prema eng. serine ordering loop, V.
Literaturni pregled). Cini se da ova diskretna promjena ne ¢ini razliku prilikom sklapanja
kompleksa MtArgRS:MtSerRS, budu¢i da je koli¢ina zadrzanog MtArgRS u ternarnom
kompleksu [MtSerRS:Ser-AMP]:MtArgRS ekvivalentna binarnom kompleksu
MtArgRS:MtSerRS.

Nasuprot tomu, dodatak arginina i ATP-a dovodi do znacajnog slabljenja interakcije MtSerRS
1 MtArgRS. Kao §to je receno, za razliku od SerRS ArgRS tipi¢no ne katalizira nastanak
adenilatnog meduprodukta bez kofaktora tRNA §to djelomice ovisi 1 od €injenice da vezni
dzep za ATP nije u produktivnoj konformaciji prije negoli se vezanjem pripadne tRNA
induciraju strukturni rearanZmani u enzimu. Za razliku od ATP-a, arginin se moze vezati u
aktivno mjesto (i) prije vezanja tRNA™Y. Argininski boéni ogranci putem svojih pozitivno
nabijenih gvanidinijskih skupina mogu stvarati viSestruke vodikove veze s prisutnim
akceptorima na povrsini proteina, tipiéno s karbonilnim kisicima okosnice™ zbog Gega
postoji mogucnost da arginin suprimira interakciju istrazivanih aaRS posve nespecificno, tj.
vezanjem (slobodnog) arginina na mjestima povrsine sintetaza a koje su direktno ukljucene u
interakciju MtSerRS i MtArgRS. Moguénost da sama slobodna aminokiselina nespecifi¢no,
kompetirajuci za slobodne donore/akceptore vodikovih veza na povrSini MtArgRS i MtSerRS
dokida interakciju izmedu istih istrazena je u nezavisnom koraku afinitetnog suproc¢is¢avanja.
Jednoj inkubacijskoj smjesi s istrazivanim sintetazama dodan je 70 umoldm'3 arginin (kao
potencijalni donor vodikove veze), a drugoj 70 umoldm'3 aspartat (kao potencijalni akceptor

vodikove veze). Koli¢ina zadrzanog GST-ArgRS usporedena je s kontrolnom smjesom koja je
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sadrzavala same proteinske komponente, bez dodatka liganda. Rezultat je prikazan na slici
4.22. Moze se zapaziti kako je vezanje GST-ArgRS na imobilizirani MtSerRS-hiss gotovo
identicno kao u slucaju kontrolnog eksperimenta, tj. suproc¢iS¢avanja samih proteinskih
komponenti GST-MtArgRS i MtSerRS-hisg. Stoga arginin ne utjeCe na interakciju
nespecificnom interakcijom s proteinima, ali niti samostalnim vezanjem u aktivno mjesto
MtArgRS. Da je za supresiju kompleksa MtArgRS:MtSerRS odgovoran simultani rad dva

mala liganda nadalje je pokazano rezonancijom povrsinskih plazmona (nije prikazano).
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Slika 4-22 Ispitivanje afinitetnog suproci$¢avanja u prisutnosti aminokiselina aspartata i arginina.
Frakcije dobivene ispiranjem po inkubaciji nanesene su u jaZice 1 (arginin), 2 (aspartat) i 3 (sami proteini
MtSerRS i MtArgRS). Rano ispiranje prikazano je u jaZicama 4 (arginin), 5 (aspartat) i 6 (sami proteini).
Frakcije dobivene elucijom proteina dane su kod 10 (arginin), 11 (aspartat) i 123 (sami proteini MtSerRS
i MtArgRS).

Sto se tice utjecaja tRNA™ na stabilnost kompleksa MtArgRS:MtSerRS iz slike 4.21 vidljivo
je da dodatak te tRNA znacajno utjece na ispiranje GST-MtArgRS sa stupca s imobiliziranim
MtSerRS. Ipak, odredena koli¢ina GST-MtArgRS-liganda zaostaje na smoli, tj. veze
MtSerRS-hiss. Dodatno, ovako zadrzani oblik moze biti prisutan u slobodnom obliku ili u
kompleksu s tRNA™S. Budu¢i da analiza pomoéu SDS-PAGE otkriva samo prisutnost
proteinskih komponenata, isprani i eluirani uzorci dodatno su ispitani pomocu gel-
retardacijske elektroforeze. Eluirani uzorci te frakcije dobivene ispiranjem matriksa u prva
dva koraka afinitetnog supro¢is¢avanja uguséeni su ultrafiltracijom te su bez odsoljavanja®
naneseni na poliakrilamidni nativni gel. Na ovaj nadin omogucena je detekcija binarnih
kompleksa istrazivanih sintetaza s pripadnom tRNA (dakle, GST-MtArgRS:MttRNA" ¢ te
MtSerRS-hiss:MttRNA>cca. Pomak vrpce koji odgovara binarnom kompleksu GST-
MtArgRS:MttRNAArgccu vidljiv je samo u pocetnim frakcijama ispiranja (slika 4.21, gornji
dio desnog dijela panela). U frakciji koja odgovara eluiranom enzimu (to¢nije ko-eluiranom s
proteinskim partnerom SerRS) nema pomaka vrpce koji bi nastao vezanjem sintetaze na
pripadnu tRNA te se, dakle, GST-ArgRS nalazi u slobodnom obliku. Ako obratimo paznju na

sredis$nji dio desne polovice panela 4.21 vidljivo je kako prilikom testa afinitetnim

# Uzroci su dakle bez prethodne inkubacije i izmjene pufera nanesene na nativni gel.
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supro&is¢avanjem SerRS ¢itavo vrijeme ostaje u kompleksu s tRNA®. Za razliku, kompleks
ArgRS:tRNA™Y ne zadrzava se na imobiliziranoj seril-tRNA-sintetazi, a koli¢ina zadrzanog
ArgRS odgovara slobodnom obliku tog enzima.

Kao S$to je spomenuto, ociti gubitak proteina-mamca (ovdje MtSerRS-hisg) deSava se u
uvjetima kada je inkubacijskoj smjesi dodana MttRNA®*csa. Imobilizacija MtSerRS:tRNA3
na stupac Ni-NTA daleko je loSija nego u slucaju slobodnog proteina. Moguée je da
neposredna blizina tRNA ometa vezanje heksahistidinskog privjeska. Privjesak je kod ovog
proteina smjesten na N-terminusu, a ista regija dokazano je odgovorna za vezanje pripadne
tRNA™. 1z tog razloga utjecaj prisustva tRNAS" na formiranje kompleksa
MtArgRS:MtSerRS ispitano je istom metodologijom (afinitetno suprociSéavanje), ali uz
izmjenu proteina-mamca (sada GST-MtArgRS). S obzirom na izmjenu fuzijskog oblika
enzima, kao afinitetna stacionarna faza iskoristena je GST-sefaroza. Rekombinantni GST-
MtArgRS imobiliziran je na ovoj afinitetnoj stacionarnoj fazi te potom inkubiran s
proteinskim ligandom MtSerRS (prva inkubacijska smjesa, kontrolni eksperiment) i
unaprijed® izoliranim kompleksom MtSerRS:MttRNA>* sga (druga inkubacijska smjesa).
Elektroforetska analiza otkrila je proporcionalno zadrzavanje i jednog i drugog liganda.
Drugim rije¢ima, MtSerRS moze participirati u interakciji s MtArgRS bilo kao slobodni
enzim ili kao dio binarnog kompleksa MttSerRS:MttRNAS, Kakav je pritom afinitet
binarnog kompleksa MtSerRS:MttRNAS ;s prema proteinskom partneru MtArgRS ispitano
je mjerenjem koligine zadrzanog kompleksa (MtSerRS:MttRNA>*ssa) na fuzijskom obliku
GST-MtArgRS imobiliziranom na afinitetnom matriksu GST-sefarozi. Afinitetna stacionarna
faza uravnoteZena je u puferu TBS (v. Materijali i metode) uz dodatak 0,4 mmol dm>DTT te
je na nju vezan GST-MtArgRS. Po ispiranju istim puferom (kako bi se uklonio nevezani
GST-ArgRS), suspenzija stacionarne faze i imobiliziranog proteina razdijeljena je u 2 - 8
tubica (2 seta od po 8 inkubacijskih smjesa). Serijska razrjedenja MtSerRS odn.
MtSerRS:tRNA>" inkubirana su s imobiliziranim GST-ArgRS na jednaki naéin kao §to je to
ranije opisano za detekciju utjecaja reakcijskih prekursora te ispitivanja utjecaja delecija
ArgRS na stabilnost binarne interakcije (dakle, otprilike 15 minuta na 41 °C uz povremeno
potresanje kako bi se osiguralo mijeSanje uzorka). Ispiranje nespecifi¢no zadrzanog uzorka
izvr§eno je u obrocima od po 100 uL do dosizanja Azso = 0. Naposljetku su uzorci eluirani
dodatkom pufera koji je sadrzavao ¢ (Tris-HCI)=100 mmol dm™, pH 8 te ¢ (reducirani

glutation)=10 mmol dm™. Eluirane frakcije sakupljene su i podvrgnute denaturirajucoj

# Kompleks je izoliran gel-filtracijom na koloni Superdex 200 Hr 10/300.
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elektroforezi te Western-analizi uz primarna antipentahistidinska antitijela kako bi se
detektirala prisutnost MtSerRS (prisutan u obliku s heksahistidinskim privjeskom).

Krivulja vezanja binarnog kompleksa MtSerRS:MttRNA>*sca na MtArgRS (koja opisuje
nastajanje stabilnog ternarnog kompleksa MtArgRS:[MtSerRS:MttRNA> sga]) dana je na
slici 4.23.

nnnnn

15000}
= L
= 10000

5000}

0 5 10 15 20
¢ (SerRS) / pmoldm™

Slika 4-23 Titracija imobiliziranog MtArgRS kompleksom MtSerRS i pripadne tRNA. Kolifina
zadrZanog proteina detektirana je \Western-analizom pomocu anti-his antitijela te kvantificirana pomoéu
programa ImagelJ. Disocijacijska konstanta izraunata je istoCkavanjem inkubiranih koncentracija
SerRS-kompleksa u odnosu na arbitrarne jedinice (A. J.) dobivene denzitometrijskom izmjerom (izmjera
zacrnjenja) u pojedinoj eluiranoj frakciji.

Kvantifikacija vezanog SerRS, odn. SerRS:tRNA> otkriva da je afinitet slobodnog i vezanog
oblika enzima prema arginil-tRNA-sintetazi sli¢an. Disocijacijske konstante dobivene ovim
pristupom nesto su vise nego one dobivene metodom rezonancije povrsinskih plazmona.
Vrijednost Kq za interakciju GST-ArgRS:SRS-hiss iznosi 1,6 pmoldm™ §to je oko 7 puta vise
nego sto se dobiva za interakciju istin oblika® metodom SPR. Disocijacijska konstanta
dobivena titracijom s kompleksom SerRS:tRNA®" nesto je niZa i iznosi 1,4 pmoldm™. Ovaj
mali doprinos ukupnoj stabilnost Cestice vjerojatnije je posljedica ograniCenja osjetljivosti
metode, nego, primjerice, usidrujuée funkcije tRNA>" ili produktivnije konformacije SerRS
unutar ternarnog kompleksa. U sklopu ovog eksperimenta nije dodatno dokazan integritet
binarnog kompleksa MtSerRS:MttRNA®, ve¢ se na odrZanje istog oslanjalo na ranije pokuse
(poput onog danog na slici 4.21). Jedna od moguc¢nosti ukljucivala bi nanasanje eluiranih
frakcija na nativni gel te detekciju prisutnog MtSerRS unutar vrpci ¢ija pokretljivost odgovara
onoj kompleksa MtSerRS:MtRNA>". Ovdje se Zeljelo izbjeéi tehnicki nedostatak takvog
koncepta, a koji ukljucuje trenjem 1 toplinom potpomognutu disocijaciju izoliranog

kompleksa, a koja se neminovno deSava u uvjetima gel-elektroforeze. Bez obzira,

& Misli se fuzijskih oblika. Za usporedbu su uzeti podaci dobiveni mjerenjem afiniteta GST-ArgRS prema
SerRS-his ranije publicirani u 2.
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razrjedivanje izoliranog kompleksa MtSerRS:MttRNA®" (do kojeg dolazi oblikovanjem
serijskih razrjedenja) definitivno promice disocijaciju istog te bi nadalje trebalo potvrditi
integritet kompleksa MtSerRS:MttRNA®®" kod koristenih koncentracija.

Sto se pak tice preraspodjele MtArgRS izmedu MtArgRS:MttRNA™Ycy - i MtArgRS:
MtSerRS - kompleksa koja je zapazena prilikom ispitivanja suprociS€avanja u prisutnosti
reakcijskih preteca (slika 4.21) ista je dodatno testirana je metodom rezonancije povrSinskih
plazmona. Kljuéni koraci tijekom ovog testa dani su unutar panela 4.24. Enzim MtArgRS
(rekombinantni oblik s heksahistidinskim privjeskom) najprije je pomijeSan je sa
(stehiometrijski) trostruko veéom koli¢inom pro¢is¢ene homologne MttRNA™® (ukupna
akceptorska aktivnost uzorka iznosila je 76%). Uzorak je nanesen na gel-filtracijsku kolonu
Superdex 200 HR 10/300 kako bi se odvojio suvisak tRNA, a kompleks
MtArgRS:MttRNA™ izolirao u stehiometrijskom omjeru 1:1 (slika 4.24 A). Integritet ovako
izoliranog kompleksa najprije je provjeren nativnhom, gel-retardacijskom elektroforezom
(slika 4.24 A) te je potom iskoriSten za ispitivanje interakcije s MtSerRS u metodi SPR.
Enzim MtSerRS bio je imobiliziran na CM5-¢ipu.
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Slika 4-24. (A\) Izolacija kompleksa MtArgRS:MttRNA" i potvrda integriteta analizom
sakupljenih frakcija na nativnom gelu. Sivo obojana strelica upucuje na Siljak koji odgovara
kompleksu ArgRS:tRNA”" unutar kromatograma, kao i na istovrsnu vrpcu na nativnom gelu.
Crna strelica u oba slu¢aja upucuje na nevezanu tRNA. (B) Senzorgam i “krivulja vezanja” za
interakciju MtSerRS i preformiranog kompleksa MtArgRS:MttRNA*'. (C) Provjera
rabljenog rekombinantnog oblika divljeg tipa MtArgRS.

Tijekom ispitivanja  potencijalne interakcije kompleksa MtArgRS:MttRNA™? s

imobiliziranim MtSerRS nikakvo vezanje nije zabiljezeno (slika 4.24 B). Buduci da je ranije
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objavljeno®® istrazivanje interakcije MtSerRS:MtArgRS u ovom sustavu ukljugivalo nativni
oblik MtArgRS te fuzijski GST-oblik, mogucnost utjecaja heksahistidinskog privjeska na
interakciju iskljucena je titriranjem ovog rekombinanog oblika bez dodatka tRNA™Y. Kao §to
se moze zapaziti iz senzorgrama i krivulje vezanja za interakciju MtArgRS-hiss:MtSerRS
(slika 4.24 C) pad u afinitetu ne moze se pripisati upotrebi rekombinantnog oblika s
heksahistidinskim privjeskom. Disocijacijska konstanta za ovaj par vrlo je sli¢cha onoj
izmjerenoj ranije™® (283 + 17 nmoldm™ u odnosu na ranije izmjerenih 253 + 43 nmoldm™ za
nativni oblik MtArgRS). Kao zaklju¢ak namece se da i metoda afinitetnog suproc¢i$¢avanja,
kao i istrazivanje uz pomo¢ SPR-a pokazuju da MtSerRS, MtArgRS i MttRNA™® ne mogu
formirati ternarni kompleks zapazive stabilnosti.

Neovisno o mogué¢im funkcionalnim posljedicama, (ne)moguénost ugradnje pripadnih
molekula tRNA (dakle, tRNA®" i tRNA*Y) govori ne§to o strukturnim odrednicama koje
rukovode oblikovanjem kompleksa MtArgRS:MtSerRS. Na osnovu svega izloZzenog, grube
strukturne odrednice kompleksa MtArgRS:MtSerRS dane su na slici 4.25.
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Slika 4-25 (1) Metodom kvascevih hibrida pokazano je da MtArgRS komunicira s MtSerRS pretezno
preko Kataliticke domene tog enzima'®. (2) Koristenjem krnjih varijanti MtArgRS pokazano je da se
kontakt MtArgRS i MtSerRS dijelom odvija uz pomo¢ te regije ArgRS. (3) Moguénost inkorporacije
MttRNA®" u kompleks viSeg reda sugerira da je dio kataliticke domene MtSerRS “lice” iste, tj. strana s
koje CCA-kraj ulazi u aktivno mjesto prilikom serilacije. (4) Nemoguénost inkorporacije MttRNA*" u
kompleks viseg reda (tj. MtSerRS:[MtArgRS:MttRNAArg] govori u prilog tomu da se kontaktna povrSina
MttRNA*Yi MtSerRS na enzimu MtArgRS barem djelomice podudara. Slovima N i C ozna¢ene su Add-1
domena ArgRS (N) i katalitic(ka domena SerRS (C).

4.6 Utjecaj SRS na arginilaciju tRNA™ supstrata razlicitog stupnja

modificiranosti

Naizmjeni¢no sudjelovanje MtArgRS u kompleksima s pripadnom tRNA i sintetaznim
partnerom MtSerRS implicira postojanje odredenog kontekstualnog faktora koji utjeCe na
vezanje bilo jedne bilo druge makromolekule. Za arginil-tRNA-sintetazu, kao i GIURS,
GInRS i LysRS razreda | (dakle, sintetaze koje za katalizu prvog koraka reakcije
aminoacilacije trebaju pripadnu tRNA) se smatra kako in vivo uglavnom egzistiraju u vidu
kompleksa s vlastitom tRNA. Stoga, ukoliko stabilna interakcija MtArgRS:MttRNA™" dokida
mogucénost nastanka proteinskog kompleksa MtArgRS:MtSerRS, a prvi kompleks predstavlja
dominantno stanje ArgRS in vivo, pod kojim uvjetima dolazi do prijelaza MtArgRS iz
kompleksa s tRNA* u kompleks s MtSerRS?

Tijekom ekspresije heterolognog transkripta MttRNA”" u E. coli dolazi do modificiranja ove

RNA domac¢inovom modificirajuéom masinerijom. Buduc¢i da se dodatkom IPTG-a stimulira
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nastanak T7 RNA-polimeraze, a koja ciljano prepisuje samo slijed pod kontrolom vlastitog
promotora (dakle slijed za heterolognu MttRNA), enzimi zaduzeni za uvodenje
posttranskripcijskih modifikacija u E. coli izloZeni su velikoj koli¢ini sirovog transkripta. Kao
rezultat, nastaje populacija molekula MttRNA* koja nije homogeno modificirana, ve¢ neke
specifije sadrze vise, a druge manje modificiranih nukleotida.

Pri standardnim uvjetima potaknute ekspresije (v. poglavlje Materijali i metode), tipi¢no
obogacenje argininskim heterolognim izoakceptorom iznosi 50 do 60 %. Zanimljivo je
spomenuti da je vie od polovice takvih molekula tRNA" prisutno u denaturiranom obliku
ve¢ nakon inicijalnog ekstrakcijskog koraka. Ta pojava sugerira Smanjenu stabilnost nastalih
tRNA u smislu ispravnog smatanja®. Pro¢is¢avanje in vivo nastalog transkripta slabim ionskih
izmjenjivatem i gel-filtracijom upotrijebljeno u inicijalnim eksperimentima davalo je
zadovoljavajuée obogacenje tRNA”"%-specijama (iznad 80 %), no istovremeno je zapaZeno da
koli¢ina denaturirane tRNA u frakcijama varira. To implicira da u sakupljenom uzorku
postoje tRNA™Y razligite stabilnosti, odnosno, da se radi o heterogenom uzorku. Iz tog
razloga, nakon ionske izmjene upotrijebljen je kromatografski korak u kojemu je izolirana
tRNA razdvojena kromatografijom obrnutih faza (RPC prema eng. reverse phase
chromatography).

Kromatografija obrnutih faza temelji se na adsorpciji hidrofobnih molekula na hidrofobnu
¢vrstu podlogu unutar polarne mobilne faze. Smanjenjem polarnosti mobilne faze dodatkom
organskog otapala smanjuje se snaga hidrofobnih interakcija koje postoje izmedu nanesenih
(makro)molekula i stacionarne faze. Stoga dodatak organskog otapala mobilnoj fazi rezultira
desorpcijom makromolekula vezanih na stacionarnu fazu. Sto je molekula vise hidrofobnog
karaktera, to dulje biva zadrzana na stacionarnoj fazi kolone te se eluira kasnije u gradijentu
organskog otapala. Dakle, kromatografija obrnutih faza upotrebljava se za razdvajanje
poli/oligonukleotida prema njihovoj hidrofobnosti pri ¢emu se polinukleotidi s veéim
stupnjem hidrofobnosti eluiraju sporije u gradijentu organskog otapala (ovdje etanol). Ukupna
duljina, prisutnost kemijskih modifikacija i koli¢ina sparenih dvolancanih regija (sekundarna
struktura) utjeCu na stupanj hidrofobnosti molekule ¢ime pak utjeu na adsorpciju razdvajanih
tRNA na stacionarnu fazu.

Tijekom separacije tRNA kromatografijom obrnutih faza populacija MttRNA”" razdvaja se

unutar tri karakteristicna apsorpcijska maksimuma. U nasim rukama, vrijeme elucije za dvije

# A koje je potrebno za ispravno prepoznavanje pripadnom sintetazom MtArgRS.
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od ukupno tri varijante MttRNA*" zavisilo je od sastava pufera (koli¢ina magnezijevih iona?)
I renaturaciji izolirane tRNA prije same kromatografije. Bez obzira na to, pojedini tip (odn.
varijanta MttRNAArg) bio je prepoznatljiv prema relativnoj zastupljenosti, kinetickim
svojstvima 1, najznacajnije, osjetljivosti na dodatak MtSerRS reakciji arginilacije (slika 4.26,
tablica 4.3).

Izoakceptori tRNA nositelji su razli¢itih dodatnih  funkcionalnih  grupa, odn.
posttranskripcijskin modifikacija. Iste imaju direktni impakt na ribosomsku biosintezu
proteina (najjednostavniji primjer je mozda modifikacija adenina na poziciji kolebljive baze u
inozin §to omoguduje istom izoakceptoru prepoznavanje veceg broja kodona). Sve vise se
razotkriva kako stupanj modificiranosti tRNA moze biti signalom za razliita stani¢na
zbivanja 1 adaptivne procese (v. Diskusija). Navedeno, kao i moguénost izravnog recikliranja
upotrijebljenih MttRNA™ u blizini ribosoma navelo nas je da ispitamo kakva je osjetljivost
ArgRS prema razli¢itim varijantama MtRNA*%ccy, odnosno, prema proizvedenoj
MtRNA ey s razli¢itom koli¢inom uvedenih posttranskripcijskih modifikacija (spomenuta
3 tipa, odn. varijante MttRNA*%ccy). Stimulirajuéi efekt arginil-tRNA-sintetaze na serilaciju
poznat je otprije, a potencijalni upliv MtSerRS na arginilacijsku reakciju istrazen je
koristenjem razli¢itih varijanti MttRNA™9%cy u reakciji MtArgRS. Dodatno, znajuéi kako
stabilni kompleks ArgRS:tRNA™Y moze dokinuti interakciju sintetaza (tj. formiranje
kompleksa MtArgRS:MtSerRS), zanimalo nas je moze li SerRS (i pri kojim uvjetima)
dokinuti interakciju MtArgRS: MttRNAM,

® Radi se o pomaku najzastupljenijeg tipa MttRNA*? koji se bez prethodne renaturacije eluira prvi, a uz
renaturaciju pomice na drugo mjesto unutar gradijenta etanola.
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Slika 4-26 Kromatografija obrnutih faza uzorka tRNA E. coli obogacenog heterolognim MttRNA""-
transkriptom. (gore lijevo): Poletno razdvajanje uzorka; zapaZaju se 3 Kkarakteristicna maksimuma
apsorbancije koji su aktivni u reakciji aminoacilacije pomoc¢u MtArgRS, a oznaceni su sivim strelicama
razlititog tonaliteta (svijetlo sivo MttRNA™ oy, sivo MttRNAY, 4, crno MttRNA*, ). (dolje):
Ponovljena kromatografija izoliranih frakcija odgovarajué¢ih maksimuma apsorbancije i izolacija
homogenih MttRNA”"cc -varijanti. Kromatogrami su izloZeni redoslijedom koji odgovara vremenima
eluiranja u pofetnom kromatogramu, slijeva na desno. (gore desno): Michael-Mentenov prikaz reakcija
arginilacije (reakcija MtArgRS) s pojedinim varijantama. Obojenje pojedinih to¢aka odgovara ranijem
kodu za pojedinu varijantu. Uoéljivo je da su varijante MttRNA®" 4 i MttRNA”, ., podjednako dobri
supstrati, dok je MttRNA*" .4, svega dvostruko bolji suptrat u reakciji MtArgRS.

Varijante MttRNA”" koje korespondiraju s pojedinim maksimumima apsorbancije (a koje su
ovdje oznacene kao tRNAnypo, tRNAmodi | tRNAmegn, V. Kasnije) posjeduju slicna, ali ne i
identi¢na kineti¢ka svojstva (slika 4.26 i tablica 4.3). Najslabije zastupljena tRNA (tRNAmoqn)

dvostruko je bolji supstrat od najrasirenije tRNAyo, kao i 0d sporo eluirajuce tRNAmoqi.

Tablica 4-3 Kineti¢ki parametri za razli¢ite varijante MttRNA”"%., te tRNA” E. coli. Podaci za
heterologno arginiliranje EctRNA”" preuzeti su iz".

) osjetljivost na
Keat / 8™ K./ (umol dm™) (keat / Ko) / (s Jdonatak
- e pmol ™ dm) MtSerRS
MttRNA %00 0,51+0,01 1,120,2 0,464 da
MttRNAY a1 0,54+0,04 1,60+0,18 0,339 ne
MttRNAY - oan 0,79:+0,04 1,08+0,20 0,729 ne
EctRNAY,, 0,026 4,460 0,006 ne

Relativna koli¢ina pojedine varijante MttRNA“%cy u preparaciji

postojana;

integriranjem  povrsine

ispod maksimuma apsorbancije

u

uglavnhom je bila

inicijalnom

kromatogramu kromatografije obrnutih faza (i korigiranjem tih povrSina za izmjerenu
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akceptorsku aktivnost) ispostavlja se da najrasirenija MttRNA®%,, predstavlja oko 50%,
MtRNAY oq oko 30, a MtRNAY . oko 20% izoliranih MttRNA”"-specija. Ovakav
raspored u skladu je s koli¢inom nadodanih posttranskripcijskih modifikacija. Ukupna masa
pojedine varijante izolirane do homogenosti (donji dio panela slike 4.26) a ¢ija je akceptorska

aktivnost iznosila blizu ili to¢no 100 % odredena je MALDI-TOF-analizom (slika 4.27).
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Slika 4-27 MALDI-TOF analiza izoliranih MttRNA" varijanti. Predvidene mase naznafene su na
pojedinom spektru zajedno s tipom/varijantom MttRNA".

Analiza spektrometrijom masa (MALDI-TOF) otkriva akumuliranje mase od 230,7 Da kod
tRNAmoqn te 151,2 Da za tRNAmoq, @ u odnosu na tRNARyp. Potonji oblik posjeduje masu od

25181,1 $to je vrlo blizu teorijskoj monoizotopnoj masi za sirovi transkript od 25180,172.
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Tablica 4-4 Modifikacije tRNA”"-izoakceptora kod domacina E. coli. Za modifikacije nukleotida koji se
na istim poloZajima nalaze u MttRNA*"® navedena je i monoizotopna masa.

polozaj i . .
modifikacija kod izoakceptor fellqel:lnint RX;?{:IXAQ mg: ; Izotopna
ECtRNA"" ceu

4-tiouridin 8 ACG akceptor Da 15,97716

dihdrouridin 17 ACG, CCG D-domena Ne 2,01565

pseudouridin 20A ACG, CCG D-domena Da 0

pseudouridin 40 UCu Ne -

pseudouridin 55 svi T-domena Da 0

5-metiluridin 54 SVi T-domena Da 2,01565

3-(3-amino-3- variabilna

karboksipropil)- 47 ACG " Da 101,0477

. regija

uridin

5- domena

metilaminometiluridin ucu antikodona  \¢ i

e ACG, domena

2-tiocitidin 32 CCG. UCU  antikodona Da 15,97716

1-metilgvanozin 37 CCG domena Ne -
antikodona

7-metilgvanozin 46 ACG, CCG ‘r’:gr:}:b"”a Da 15,02348

2-metiladenozin 37 ACG dome”a Ne -
antikodona

inozin 34 ACG domena -
antikodona

N6-treonilkarbamoil- domena

adenozin 37 ucu, ccu antikodona = 145,0375

Kod domacina E. coli samo dvije modifikacije mogu biti odgovorne za veliki pomak u masi
koji je detektiran kod varijanti MttRNA*®modI i MttRNA*"®modIl: N6-treonilkarbamoil
adenozin (monoizotopne mase od 145,038) te 3-(3-amino-3-karboksipropil)uridin
(monoizotopne mase od 101,048, tablica 4.4).

Usporedbom afiniteta MtArgRS prema tri varijante MtRNA™? (tablica 4.2) vidljivo je da
akumulacija posttranskripcijskih modifikacija ne utjeCe na prepoznavanje pripadnom aaRS
(barem s aspekta heterolognih modifikacija koje ovaj transkkript mozZe ste¢i procesiranjem u
E. coli). Mnogo je zanimljivije da MtSerRS moze suspregnuti nabijanje najslabije
modificirane varijante MtRNA, ;.

Ispitivanje ucinka SerRS na arginilacijsku reakciju razotkrila je kako prisutnost SerRS u
reakcijskoj smjesi uspjesno inhibira aciliranje MttRNAArghypo, dok to nije slucaj s preostale
dvije varijante MttRNA”9cy. Inkubacija ArgRS sa (super)stehiometrijskom koli¢inom
SerRS (neposredno pred test aminoaciliranja) rezultira mijeSanim tipom inhibicije (slika 4.28

lijevo, tablica 4.5).
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Test inhibicije arginilacije uz enzim MtSerRS izveden je na sljede¢i nacin: MtArgRS
(koncentracije 10 pmol dm™) inkubiran je u odredenom stehiometrijskom odnosu s enzimom
MtSerRS te je smjesa inkubirana tijekom 7-10 minuta na 41 °C. Za to vrijeme uzorak za test
aminoaciliranja kratko je inkubiran na 48 °C, kako bi se termicki uravnotezio prije
zapocCinjanja reakcije (tipicno oko 1 minute). Neposredno prije dodavanja u reakciju
arginilacije, smjesa inkubiranih enzima MtArgRS i MtSerRS razrijedena je zagrijanim
puferom za razrjedivanje (25 mmoldm™ Hepes, pH 7,2, 150 mmoldm™ NaCl, 0,4 mmoldm™
DTT) tako da koncentracija MtArgRS bude 75 nmoldm™.
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Slika 4-28 Inhibicija arginilacije MttRNA*", ., (lijevo) te poticanje deacilacije Arg-MttRNA”", ., (desno)
proteinskim partnerom MtSerRS. Stehiometrijski viSak dodanog MtSerRS indiciran je s desne strane
grafa prilikom inhibicijskog testa (lijevo), tj. uz 16,6 nmoldm™ MtArgRS inkubirano je 0 (oznaka (-)), 30
nmoldm™ (oznaka (+1,8)), 60 nmoldm™ (oznaka (+3,7)) i 100 nmoldm™ MtSerRS (oznaka (+6)). I u
grafickom prikazu deacilacijskog testa shema tonaliteta ispune krugova jednaka je kao ranije: praznim
kruZi¢ima prikazana je reakcijska smjesa s MttRNA™ 4, sivim kruZi¢ima s MttRNA' ., te crnim
kruZi¢ima smjesa s MttRNA*, ..

Tablica 4-5 Kineti¢ki parametri za reakciju arginilacije varijante MttRNA""%, ., bez i u prisutnosti
proteinskog partnera MtSerRS.

omjer MtSerRS:MtArgRS

bez
MtSerRS 1,8:1 3,7:1 6,0:1
Keat! S™ 0,493 0,481 0,495 0,424
Km / pmol dm™ 1,127 1,620 1,828 2,254

(kea/Km) / (nmol dm™s™) 0,437 0,297 027 0,188

Mijesani tip inhibicije koji prisustvo MtSerRS uvjetuje u suglasnosti je sa pretpostavljenim
uzajamnim sterickim isklju¢ivanjem molekula MttRNA™ i MtSerRS prilikom vezanja na
MtArgRS. No, prilikom pokuSaja dodavanja vec¢ih koli¢ina MtSerRS u reakciju arginilacije
zapazeno je da se linearni vremenski tijekovi viSe ne mogu dobiti, ve¢ da koncentracija Arg-
tRNA” nakon pocetne akumulacije pocinje padati. Moguca sposobnost MtSerRS da potakne
deacilaciju arginilirane tRNA™Y istrazena je na sljede¢i nacin: potpuno homogena
(akceptorska aktivnost 100 %) MttRNAAfghypo arginilirana je enzimom MtArgRS
(koncentracije 30 nmol dm™) u standardnim uvjetima (v. Materijali i metode), osim §to je

koncentracija [14C]arginina smanjena na 10 pmol dm™. Reakcija je pustena da se odvije “do
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kraja” (10 minuta) te je potom dodana MtSerRS (koncentracije 100 nmol dm™). Rezultat je
dan na slici 4.28. Gubitak arginilirane tRNA u smjesi ukazuje da bi ovdje zaista moglo biti
rije¢ o enzimskoj deacilaciji Arg-tRNA™, o Ovaj fenomen ne desava se ukoliko MtSerRS
ne postoji u reakciji, niti se deSava sa supstratima Arg-tRNA™Y o1 | Arg-tRNAN oqn.

Jedna od kriticnih determinanti u arginilnom sustavu je apsolutno ocuvani citozin na
srediSnjem polozaju unutar antikodona. Zanimljivo je da se taj citozin djelomice prepoznaje
putem interakcija slaganja s o¢uvanim triptofanskim ostatkom (kod kvasca na polozaju 569).
U razli¢itih metanogena na tom mjestu susrecemo prolinski ostatak, a koji kod arhejskog
enzima PhArgRS ne stupa u interakcije slaganja sa srediSnjim citozinom antikodona.
Prisutnost modifikacija kod argininskih izoakceptora u podru¢ju antikodona od izrazite je
vaznosti za ispravno dekodiranje na ribosomu. Na primjeru tRNA"°yyy pokazano je da
prisutnost modifikacije t6A izravno utjee na konformaciju antikodonske omce te je
stabilizira unutar ribosomskog A-mjesta. Mogucée je da kod dijela arhejskih arginil-tRNA-
sintetaza izmjena ocuvanog triptofana prolinom uvjetuje djelomi¢no oslabljeno prepoznavanje
konformacije antikodona 3to, s aspekta nastanka slabije modificiranih tRNA”%-vrsta u
uvjetima in vivo predstavlja odredeni hazard u smislu oteZane translacije argininskih kodona
na ribosomu. Pogotovo u svjetlu moguéeg recikliranja tRNA”%-izoakceptora usidrenjem

ArgRS i1 SerRS na arhejskom ribosomu, imperativ za uspjesno dekodiraju¢om (potpuno

Slika 4-29 PoloZaj modifikacije t6A, srediSnje baze antikodona C35 i prolina zaduZenog za prepoznavanje
istog citozina. Uvodenje modifikacije t6A razultira druk&ijom strukturom antikodonskog dijela tRNA"™,
buduéi da se stericki ne moze uklopiti ukoliko konformacija ostane onakva kakvu posjeduje
nemodificirani transkript PhtRNA”. Nemoguénost inkorporacije ovdje je ilustrirana prekidom u
Secerno-fosfatnoj okosnici tRNA i dodatno potcrtana ruZi¢astim krugom. Citozin na poloZaju 35 kod
nemodificiranog transkripta usmjeren je od enzima, a klju¢ni prolinski ostatak (oznaden tirkiznim
ovalom) smjeSten u blizini citozina 34 (s kojim opet ne stupa u interakcije slaganja).
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5 Rasprava

5.1 Metode istrazivanja protein-protein interakcija

Uzajamna udruzivanja proteina predstavljaju fenomen karakteristican za svaki bioloski
proces. Stani¢na zbivanja poput replikacije DNA, transkripcije, translacije, prekrajanja
nezrelih mRNA-molekula (eng. splicing), kontrole stani¢nog ciklusa, prijenosa signala,
katabolickih i anabolic¢kih reakcija sva ukljucuju pojavu proteinskih kompleksa, a koji unutar
tih procesa funkcioniraju kao klju¢ne komponente. U stanici se susre¢e i vrlo veliki broj
prolaznih interakcija izmedu proteinskih partnera, a ¢ija je uloga kontrola i uskadivanje
velikog broja stani¢nih procesa.

Za identifikaciju proteinskih partnera in vivo tipi¢no se rabe metode dvaju kvascevih hibrida
(eng. yeast two hybrid, Y2H) ili druge inacice komplementacijskih testova (poput BiFC?
prema eng. bimolecular fluorescence complementation). Interakcija MtArgRS i MtSerRS
originalno je otkrivena ovom metodom. Opcenito, metoda se sastoji u prac¢enju transkripcije
gena-reportera, a do koje moze do¢i samo ukoliko u stanici dode do sklapanja segmentiranog
transkripcijskog faktora koji je sposoban vezati uzvodni aktivirajuéi slijed tog gena. Klju¢ ove
metode lezi u ¢injenici da je vecina eukariotskih transkripcijskih faktora modularne grade te
stoga aktivirajua domena transkripcijskog faktora i DNA-vezuéa domena istog faktora mogu
uskladeno djelovati ¢im su smjeStene u neposrednu blizinu, a bez potrebe za direktnim
(fizickim) kontaktom. Ukratko, gen od interesa (npr. gen serS iz arheje M.
thermautotrophicus) amplificira se lanCanom reakcijom polimeraze i ugradi u tzv. vektor-
mamac, posebno konstruiran za metodu kvaséenih hibrida, npr. vektor pDBLeu. Ovaj vektor
sadrzi kodirajuci slijed ekspresijom kojeg nastaje GAL4 DNA-veznu domenu (transkripcijski
faktor GAL4). Biblioteka cDNA (npr. biblioteka cDNA arheje M. thermautotrophicus) ugradi
se u druk¢iji vektor, npr. pPDEST22, a koji sadrzi GAL4 DNA-aktiviraju¢u domenu. U stanici
dolazi do transkripcije i translacije fuzijskih produkata (odn. proteina-mamca fuzioniranog s
DNA-vezu¢om domenom transkripcijskog faktora te fuzije DNA-aktivirajuée domene
transkripcijskog faktora s raznim proteinima i proteinskim fragmentima). Ukoliko u
stanicama kvasca dode do interakcije proteina-mamca (MtSerRS-fuzija) s proteinom-plijenom

(fragmenti nastali transkripcijom 1 translacijom cDNA u fuziji s aktivirajuéom domenom

# BiFC, bimolekulska fluorescencijska komplementacija (eng. bimolecular fluorescence complementation) bazira
se na kreiranju fuzija istrazivanih proteina s fragmentima fluorescentnog proteina. Interakcija istrazivanih
proteina (u fuzioniranom obliku) dovodi fragmente fluorescentnog proteina u neposrednu blizinu dozvoljavajuci
vezanje reporterskog proteina i emisiju fluorescencijskog signala.
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GAL4) dolazi do transkripcije gena reportera. U kvas¢evom genomu prisutne su jedinstvene
kopije triju reporterskih gena (HIS3, URA3 i lacZ). Promotorske regije tih gena sljedovno su
razli¢ite, osim u dijelu na koji se veze transkripcijski faktor GAL4. Ukoliko dolazi do
interakcije produkata genskih fuzija prisutnih na rekombinantnim vektorima pDBLeu i
pDEST22, dolazi i do transkripcije gena HIS3, URA3 i lacZ. Stoga, stanice kvasca koje
prezivljavaju na ¢vrstoj hranidbenoj podlozi bez histidina ili uracila pozitivne su na prisutnost
proteina-plijena. Dodatkom X-gal takve stanice poprimaju plavo obojenje, jer je u stanicama
prisutna P-galaktozidaza (¢ija je transkripcija takoder potaknuta sinergistickim vezanjem
GAL4-fuzija). Na opisani nacin identificirana je 1 arginil-tRNA-sintetaza M.
thermautotrophicus kao proteinski partner MtSerRS™. Glavni problem metode kvastevih
hibrida je relativno visoka stopa identifikacije laznih pozitiva zbog ¢ega se nuzno validira
testiranjem identificirane interakcije metodama koimuniprecipitacije i afinitetnog
suprociscavanja.

Od metoda in vitro, a koje omogucuju $iroki raspon pretrage (eng. high throughput), tipi¢éno
se rabi metoda tandemskog afinitetnog (su)procis¢avanja (TAP, prema eng. tandem affinity
purification). Protein-mamac se proizvede tako da posjeduje dva fuzijska, afinitetna privjeska
odvojena slijedom koji moze prepoznati odredena proteaza (nuzan uvjet je njena iskljuciva
specifiCnost za slijed uveden izmedu privjesaka). Slicno kao kod metode afinitetnog
suproci$¢avanja, protein-mamac imobilizira se na afinitetnu stacionarnu fazu preko krajnjeg
privjeska (sasvim C- ili sasvim N-terminalno smjestenog) te se suspenzija smole i protein-
mameca inkubira s proteinima stani¢nog ekstrakta od interesa. Po inkubaciji 1 ispiranju smole,
dodaje se proteaza koja otcjepljuje krajnji fuzijski privjesak te na taj nacin “eluira” protein-
mamac (zajedno sa svim vezanim interaktorima) sa smole. Sakupljeni uzorak ponovo se
imobilizira, ovaj put preko drugog (preostalog privjeska). Po ispiranju uzorka na drugoj
stacionarnoj fazi smatra se da ¢e se eluiranjem proteina-mamca sada u uzorko naci samo
specifiéno vezani proteini (plijen). Identifikacija proteina-plijena vrsi se tripsinizacijom
uzorka i identifikacijom cjelovitih proteina preko mase triptickih fragmenata analiziranih

metodom spektrometrije masa®.

# Originalni postav metode TAP ukljucuje fuzioniranje TAP-privjeska na C-kraj istraivanog proteina. Privjesak
se sastoji od veznog peptida za kalmodulin (CBP, prema eng. calmodulin binding peptide) smjestenog N-
terminalno, zatim mjesta za prepoznavanje/cijepanje TEV-proteazom (TEV prema eng. tobacco etch virus) te
slijedom Proteina A, smjeStenog posve C-terminalno. Potonji dio se ¢vrsto veze na IgG-afinitetni matriks, a CBP
na afinitetni matriks s kalmodulinom ¢ime se omogucéuje proc¢i§cavanje izoliranog kompleksa u dva koraka
afinitetne kromatografije.
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Jedna od uzbudljivih novih tehnika za identifikaciju proteinskih partnera na velikom uzorku
potencijalnih kandidata® uklju¢uje kombinaciju tehnika rezonancije povriinskih plazmona
(SPR) i spektrometriju masa (MS). Ukratko, protein od interesa imobilizira se na povrSini
Cipa. Proteini uzorka (npr. stani¢nog lizata) prolaskom iznad kovalentno imobiliziranog
liganda vezu se na ligand te ostaju “zarobljeni” na povrSini Cipa, tj. ponad izlozenog
proteinskog liganda prisutnog na njegovoj povrsini. Detekcija u SPR-u nije destruktivna te se
vezani proteini lako mogu eluirati s povrSine Cipa 1 dalje analizirati spektrometrijom masa
(slika 5-1). Kombinacija metoda omogucuje eliminaciju proteina koji bi se mogli nespecifi¢no
vezati na organski matriks Cipa (usporedba vezanja na praznoj, referentnoj ¢eliji) te na ligand
(vezanje istog proteina iz stani¢nog lizata na razliCite ligande ukazuje na mogucnost
nespecificnog vezanja). Metoda dozvoljava identifikaciju interakcije s proteinskim
fragmentima, varijantama istog proteina (npr. posttranslacijski modificiranih i
nemodificiranih proteina), proteinskih kompleksa (s drugim proteinima ili drugim vrstama
(makro)molekula). Metoda se ponekad naziva i BIA-MS (prema komercijalnom imenu

tehnike SPR - Biacore) te je po prvi put izlozena 1996.**
proteini u otopini MALDI-TOF-MS na ¢ipu
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Slika 5-1 Kombinirana metoda rezonancije povrSinskih plazmona (SPR) i spektrometrije masa (MS).
Ligand je kovalentno vezan na povrsinu ¢ipa. Otopina koja sadrZi ciljani protein propusta se iznad
povrsine te se interakcije proteina (analita) i liganda direktno zapaza SPR-om. ZadrZani protein potom
moZe biti analiziran ili (gornji dio) uklanjanjem ¢itavog ¢ipa po ¢emu slijedi priprema istog za metodu
MALDI-TOF-spektrometrije masa ili (donji dio panela) mikroelucija s povrSine ¢ipa i sakupljenje
eluiranog uzorka za daljnji korak ESI-MS-analizu (ESI prema eng. electrospray ionization).

U sklopu ove disertacije metoda rezonancije povrsinskih plazmona rabljena je u svrhu
istrazivanja interakcije MtSerRS s krnjim inaCicama MtArgRS (poglavlje 4.4.3), ispitivanje
nastanka ternarnog kompleksa MtSerRS:MtArgRS s pripadnom tRNA (poglavlje 4.5), te
ispitivanje afiniteta MtArgRS (divljeg tipa i krnjih varijanti) prema MtRNA*ccy (poglavlje

% Kao 3to je to staniéni ekstrakt.
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4.4.4). Dakle, cak i na primjeru istrazivanja koje je izvrSeno u sklopu izrade ove disertacije
mogucée je demonstrirati prilagodljivost metode SPR-a u istrazivanju makromolekulskih
interakcija: moguce je analizirati protein-protein, protein-RNA-interakcije, interakcije koje
ukljucuju vise interreagiraju¢ih makromolekula itd. Tehnologija je primjenjiva 1 u
sluCajevima pretrazivanja malih molekula za vezanje na odredeni protein pa bi bila prikladna,
npr. za mjerenje afiniteta istrazivanih sintetaza prema ATP-u® (kada bi to bio predmet
interesa). Kao §to je spomenuto, jedna od velikih prednosti detekcije formiranog kompleksa u
ovoj metodi moguénost rada s neobiljezenim (odn. nativnim) makromolekulama. Drugim
rije¢ima, fluorescentni ili radioizotopni biljezi® ovdje nisu potrebni. Zbog nedostatka zahtjeva
za obiljezavanjem molekule, SPR-tehnologija prikladna je za istrazivanje Citavog spektra
bioloskih interakcija - od onih koje ukljucuju male molekule (do 0,5 kDa), peptide, proteine,
oligonukleotide, oligosaharide, lipide isl. Moguce je pratiti interakcije Citavih faga, viralnih
Cestica i stanica. Takoder, SPR-metoda odli¢na je za istrazivanje od vrlo slabih molekulskih
interakcija do onih izrazito jakih (raspon disocijacijskih konstanti 1 mmol dm®do 1 pmol dm™
%), kao i za interakcije karakterizirane kineti¢kim konstantama brzine vrlo velikog raspona
(moguée je umijeriti brzine unutar raspona ks, od 10° do 10® mol™ dm® s, ky od 1 do 10° s
1)!42 Dodatna prednost SPR-tehnologije nad drugim metodama za istraZivanje interakcije
makromolekula uklju¢uje moguénost direktnog pracenja stabilnosti imobiliziranog liganda —
isti ¢ip s imobiliziranom makromolekulom moZe se opetovano rabiti, a njegova stabilnost
ispitati vezanjem prikladne koli¢ine poznatog analita®. Nadalje, koli¢ina materijala potrebna
za tipi¢ni postav eksperimenta je prilicno niska, pogotovo u usporedbi s metodom poput
izotermalne titracijske kalorimetrije (ITC, prema eng. isothermal titration calorimetry).
Primjerice, za interakciju Krnje varijante A21-MtArgRS i MtSerRS utroseno je oko 2 ug
MtSerRS za imobilizaciju 1 180 pg A21-MtArgRS za jedan pokus. Dakle, za tipi¢na tri
mjerenja potrebno je 0,5 mg proteina-analita te 2 pug proteina-liganda.

U istrazivanju interakcije MtSerRS:MtArgRS u sklopu ovog rada iskoriStena je imobilizacija
MtSerRS na CM5-¢ipu (dakle, preko slobodnih amino-skupina, detaljnije v. Materijali i
metode). Ovakav nacin imobilizacije naziva se direktnim, jer je ligand kovalentno pricvrséen
na podlogu. Tipi¢no se proteine kovalentno veze na podlogu kemijskom modifikacijom
njihovih amino-skupina (slobodni lizinski ostaci i N-kraj enzima) ili tiolnih skupina

(cisteinski boéni ogranci). U istrazivanju interakcije MtArgRS:MttRNA*ccy iskoristena je

# Masa ATP-a je na granici detekcije s ukupno 507 Da.
®A koji su skupi te éesto dovode do promjene smatanja istraZzivane makromolekule.
¢ Takoder, fizicke promjene u strukturi povrsine ¢ipa mogu se zamijetiti i praéenjem stabilnosti bazne linije.
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indirektna imobilizacija proteina na povrsinu Cipa. Iskoristen je Cip supstituiran s ograncima
nitrilotrioctene kiseline (NTA) na koju su u individualnom koraku vezani ioni Ni®*. Protein je
imobiliziran preko heksahistidinskog privjeska (veZu se na Ni**-ione). Dobra strana ovakvog
pristupa je mogucnost koriStenja NTA-Cipa za razliCite proteine eksprimirane s
heksahistidinskom fuzijom. Tako je za istraZivanje interakcije s MtRNA®%cy isti ¢ip
iskoriSten za imobilizaciju divljeg tipa i svih skraéenih inacica. Uklanjanje imobiliziranog
proteina napravljeno je dodatkom EDTA koja helira ione Ni** te na taj nacin (indirektno)
uklanja 1 vezani protein. Ispitivanje vezanja na ovakvom ¢ipu moguce je raditi tako da se za
svaku testiranu koncentraciju analita (ovdje MttRNA”"cy) ponovi i imobilizacija liganda
(MtArgRS, divlji tip ili skracena inacica). Ovdje je postojao jedan tehnicki problem, a koji je
ukljucivao nereproducibilnu imobilizaciju Ni**-iona izmedu ciklusa te posljedi¢nu razlicitu
razinu imobilizacije MtArgRS. Stoga su mjerenja napravljena tako da su, po uspostavi
stabilne bazne linije (razina vezanog liganda MtArgRS), rastuée koncentracije MttRNA"%cy
titrirane na istu populaciju imobiliziranih molekula MtArgRS. Ovo ne bi bilo moguce
primijeniti u slucaju interakcija koje zahtjevaju agresivne uvjete regeneracije povrsine Cipa,
budu¢i da je nuzno da koncentracija liganda ostane identi¢na izmedu pojedinih ciklusa
mjerenja. Potencijalno se problem s imobilizacijom Ni**-iona mogao rijesiti na sljede¢i nagin:
na CM5-Cip moglo se imobilizirati antitijela koja propoznaju histidinski privjesak, a tek
potom, propustanjem MtArgRS-hiss iznad imobiliziranog antitijela, “zarobiti” taj enzim na
povrsini ¢ipa. Takav princip indirektnog “zarobljavanja” proteina od interesa na povrsini ipa
relativno je prisutan kao metoda imobilizacije, i moze se rabiti uz anti-GST-antitijela, anti-
(His)q-antitijela, itd. Takav princip mogao se iskoristiti i u slu¢aju da se Zeljelo zamijeniti
polozaje sintetaze i tRNA, tj. da je MtArgRS-hiss testiran kao analit uz MtRNA*%.cy kao
ligand. U tom slucaju tRNA bi trebalo biotinilirati i vezati na ¢ip supstituiran streptavidinom.
Za molekule tRNA to nije osobito spretno buduci da krajevi koji se mogu biotinilirati jesu
slobodni 5°- 1 3’-krajevi koji oblikuju akceptorsku peteljku (a koju enzim tipi¢no prepoznaje).
U takvim situacijama mogucée je konstruirati oligonukleotid kojeg tRNA moZe vezati
vodikovim vezama (pod uvjetom da se isti elementi ne nalaze unutar suelja s aaRS),
biotinilirati takav oligonukleotid te njega ucvrstiti na podlogu Cipa sa streptavidinom. U
svakom sludaju, mjerenje interakcije MtArgRS: MttRNA*"cy uz potonju kao ligand, bilo bi
mnogo kompliciranije (ve¢i broj individualnih koraka koje je potrebno optimirati) 1 skuplje
(biotinilacije, sinteza oligonukleotida).

U sklopu ove disertacije, metoda rezonancije povrSinskih plazmona korisStena je u paraleli s

metodom afinitetnog suprociS¢avanja. Osim za istrazivanje interakcije dvaju ili viSe proteina,
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metoda afinitetnog suprociS¢avanja Cesto je koriStena metoda za istrazivanje aktivacijskog
stanja molekule. Primjerice, u slucaju proteina koji sadrze posttranslacijski fosforilirane
tirozinske ostatke isti se mogu procistiti uz pomo¢ imobilizirane SH2-domene koja ciljano
veze tako modificirane ostatke stani¢nih proteina. Jednako tako, enzimi i faktori koji u stanici
kruze u aktiviranom i neaktiviranom obliku mogu se izdvojiti uz pomo¢ partnera kojeg
prepoznaju u jednom ili drugom stanju. U sklopu ove disertacije, takav postav koristen je za
suprocCiS¢avanje MtSerRS i MtArgRS u prisustvu malih liganada (serin, arginin, ATP, v.
Rezultati, poglavlje 4.5). U slu¢aju interakcije MtSerRS:MtArgRS u prisutnosti serina,
moguce je (indirektno) zamijetiti da strukturna promjena koja se kod MtSerRS ocekivano
desava u prisutnosti pripadnog serinskog supstrata (stabilizacija SOL-elementa, v. slika 5.2)
nema utjecaja na interakciju tih dvaju proteina budu¢i da je koli¢ina zadrzanog GST-
MtArgRS ista (Rezultati, slika 4.21). Na temelju toga, mozemo zakljuciti kako ovaj element
(bilo u strukturiranom, bilo u neuredenom stanju ne sudjeluje u direktnom prepoznavanju

izmedu MtSerRS i MtArgRS).

= - =
Slika 5-2 Uredenje fleksibilne SOL-om¢e u prisutnosti serina kod metanogenih SerRS. Preklopljene su
strukture MbSerRS u apo-obliku (PDB ID 2CIM, zeleno) i s vezanim serinom u aktivnhom mjestu (PDB
2CJB, zuto). Istaknuti su ostaci koji sudjeluju u vezanju serina, ukljuc¢ujuéi i GIn400 smjeSten unutar
SOL-elementa. Isti je istaknut strelicom. RuZi¢astim krugom prikazan je prekid u strukturi apo-oblika
SerRS, a koji je posljedica neuredenosti SOL-elementa kada serin nije prisutan u aktivnom mjestu. lon
cinka prikazan je ljubiastim krugom.

Sto se ti¢e strukturnih promjena koje se kod MtArgRS potencijalno desavaju po vezanju
malih supstrata (arginin, ATP) teSko je zakljuivati o istima zbog nedostatka rijeSenih
struktura u apo-obliku i obliku s vezanim argininom®. Rijesene strukture ArgRS iz bakterije E.
coli i kvasca S. cerevisiae dostupne su u obliku s vezanim argininom, ali ne i bez istoga (apo-

oblik). Struktura arginil-tRNA-sintetaze iz bakterije T. thermophilus rijeSena je u obliku bez

 Kao §to je receno u poglavlju Rezultati, oekivano dolazi do vezanja samo arginina, jer bez prisutne tRNA
vezni dzep za ATP jo$ nije formiran.
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ligan(a)da, a struktura arginil-tRNA-sintetaze iz arheje P. horikoshii (iskoristena za
modeliranje MtArgRS) u oblicima s vezanom PhtRNA™® te u obliku s istom tRNA i
analogom ATP-a. Superponiranjem struktura 2ZUE (PhArgRS) i 4OBY (EcArgRS) moze se
uociti da aktivno mjesto mozda ne odrazava bioloski aktivni oblik: naime, oCuvani ostatak
Tyr331, koji svojim bo¢nim ogrankom specificno prepoznaje gvanidinijski dio argininskog
supstrata, u strukturi PhArgRS s vezanim ATP-om i PhtRNA* nije u prikladnoj orijentaciji
za uspostavu vodikove veze sa argininom u aktivnom mjestu. To je u skladu s ¢injenicom da
Konno i suradnici (autori rada u kojemu je publicirana navedena struktura) natapanjem
kristala argininom nisu uspjeli uociti dodatnu gustocu u elektronskoj mapi a koja bi

korespondirala s argininom u aktivnom mjestu (slika 5-3).

Asn129

Slika 5-3 Superponirane strukture PhArgRS (PDB ID 2ZUE, plavo) i EcCArgRS (PDB ID 40BY, bijelo).
Istaknuti su ostaci PhArgRS koji korespondiraju s ostacima EcArgRS uklju¢enima u vezanje argininskog
supstrata (otisnuti crvenom bojom). Oznacen je Ty 313 koji pripada ECArgRS - zbog razlikovanja otisnut
je plavim slovima. Najvece odstupanje od poloZaja potrebnih za prepoznavanje arginina postoji kod
His138, Asp 335 te Tyr331. Strelice pokazuju na drasti¢no razli¢it smjestaj ofuvanog tirozinskog ostatka
kod strukture 2ZUE i 4 OBY. Argininski supstrat prikazan je Stapicasto, u bijeloj boji, a vodikove veze
indicirane su isprekidanom Zutom linijom izmedu funkcionalnih skupina arginina i bo¢nih ogranaka
aminokiselina EcArgRS ukljucenih u prepoznavanje istog.

5.2 Utjecaj pripadnih tRNA na interakciju MtArgRS:MtSerRS

Protein-protein interakcije najée$ée dovode do odredenih (mjerljivih) efekata. Tu obrajamo
promjenu kinetickih svojstava proteina, a do kojih moze do¢i uslijed promjene (nacina)
vezanja supstrata, promjene Katalize ili promjene alosterickih svojstava proteina unutar
kompleksa.

Ranije je odredeno kako prisutnost MtArgRS u reakciji serilacije enzimom MtSerRS dovodi
do simultanog smanjenja Ky, kao i poveéanja K uz ukupno cCetverostruko poboljsanje
kataliticke uinkovitosti*®. U istom radu zabiljezeno je kako prisutnost MtSerRS u

arginilacijskoj reakciji nema utjecaja na kineti¢ka svojstva svog partnera. Vazno je spomenuti
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da je navedeno istrazivanje izvedeno uz tRNA-supstrat porijeklom iz E. coli. Kao sto je
navedeno u poglavlju Rezultati, utjecaj MtSerRS na arginilacijsku reakciju MtArgRS ipak je
znadajan kada se kao supstrat koristi tRNA”" iz arheje M. thermautotrophicus (bez obzira na
proizvodnju heterolognom ekspresijom u E. coli). Naime, iako se kataliticka Svojstva
MtArgRS ne mijenjaju u prisustvu MtSerRS kada se reakcija izvodi uz dobro modificirane
varijante MttRNA™? (inatice MttRNAnoq i MtRNA Y oqn), MtSerRS je sposobna
inhibirati nabijanje slabijeg supstrata MttRNAArghypo. Shematski je kruzenje ovih proteinskih

partnera u slobodnom, tRNA-vezanom i aaRS-vezanom obliku dano na slici 5-4.

¥ .'zV S X
biosinteza proteina™ .
na ribosomu

Slika 5-4 Shema oblikovanja kompleksa enzima MtArgRS i MtSerRS u stanici. Individualni proteini
naznaleni su na slici, MtSerRS crveno, MtArgRS Zuto. Pripadne tRNA naznadene su plavo (tRNA°),
zeleno (tRNA”') te ruzitasto (hipomodificirana tRNA”'%). Stabilni binarni i tercijarni kompleksi ozna&eni
su brojevima: MtArgRS:tRNAA? (1), MtArgRS:MtSerRS (2), MtArgRS:MtSerRS:tRNA>*" (3) te
MtSerRS:tRNA>" (4). Za translaciju na ribosomu proslijeduju se aminoacilirane tRNA" i tRNA*'?, dok
je usmjeravanje arginilirane tRNA”", . zaprijeteno djelovanjem SerRS. Pod pojmom tRNA""
obuhvaéene su adekvatno modificirane vrste iste tRNA.

Metodom afinitetnog suprocis¢avanja i SPR-a pokazano je kako kompleks
MtArgRS:MtSerRS moze tolerirati ugradnju pripadne tRNAS u kompleks viSeg reda
(ternarni kompleks, poglavlje 4.5). S druge strane, dodatak MttRNA™" (uzorak koji sadrzi i
hipomodificiranu i potpuno modificirana argininska tRNA) dovodi do vecinskog ispiranja
MtArgRS sa stupca s imobiliziranom MtSerRS, a dio enzima koji ostaje vezan nalazi se u
slobodnom obliku. Unaprijed izolirani kompleks MtArgRS:MttRNA*? ne ve’e se na
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MtSerRS imobiliziran na ¢ipu u metodi SPR. Dakle, za ocekivati je da stabilni ternarni
kompleks MtSerRS:MtArgRS:MttRNA™ u stanici ne nastaje.®

Unutar opisanih multisintetaznih kompleksa (MSC) razli¢ite pripadne tRNA participiraju¢ih
sintetaza su dosad zabiljezene. Dapace, €ini se da je aminoaciliranje odredenom sintetazom
unutar MSC povoljnije nego u slucaju slobodnog oblika enzima. Kao §to je spomenuto, u
stanicama sisavaca aminoacil-tRNA-sintetaze organizirane su u veliki multisintetazni
kompleks. Iste stanice sadrzava dva oblika enzima ArgRS, a koji su produkti istog gena.
Jedan oblik (ve¢e molekulske mase) prisutan je isklju¢ivo kao integralna komponenta MSC te
je dokazano nuzan za normalnu sintezu proteina bez obzira na prisustvo slobodnog oblika
ArgRS koji je sposoban sintetizirati arginiliranu tRNA u dostatnim koli¢inama za normalno
prezivljenje stanica. NuZnost “tezeg” oblika ArgRS objasSnjava se hipotezom da je Arg-
tRNA stvorena unutar sintetaznog kompleks ucinkovitiji prekursor za sintezu proteina nego
$to je to Arg-tRNA stvorena radom “lakSeg”, odn., slobodnog oblika ArgRS?.

Nadalje, prilikom odredivanja trodimenzionalne strukture eukariotskog MSC elektronskom
mikroskopijom 1 istraZivanja rasporeda proteina 1 tRNA unutar srzi multisintetaznog
kompleksa zapaZeno je da se stani¢ne tRNA vezu duZ povrsine ove Cestice. Bas$ je uz pomoé
obiljezene tRNA™ (kao obiljeziva¢ posluZile su Cestice zlata) dokazano je kako su LeuRS i
bifunkcionalna GluProRS smjestene pri bazi MSC-cCestice koja posjeduje oblik asimetri¢nog
slova V*.

Prilikom udruzivanja viSe sintetaza pojedini segmenti jednog od partnera mogli bi i sami
prepoznavati slobodni segment vezane tRNA, tj. dio tRNA specificne za njihovog
proteinskog partnera. Moglo bi se primjerice spekulirati kako se olakSano vezanje
MttRNAsca unutar kompleksa [MtSerRS: MttRNA> gca]:MtArgRS zbiva stabilizacijom
otapalu izlozenog dijela MttRNASscA” vezanjem na dio RNA-vezuée povriine MtArgRS.
Zapravo bi za takvu vrstu “prepoznavanja” strane tRNA, arginil-tRNA-sintetaza bila odli¢an
kandidat: ta sintetaza, zbog velike sljedovne raznolikosti koja posjeduje kod argininskih
tRNA-izoakceptora veliki dio pripadne tRNA”" prepoznaje indirektno, odn. putem molekula
vode koje ¢ine obilatu mrezu vodikovih veza i mostova unutar ArgRS-tRNA*-sugelja (v.

Literaturni pregled).

® |pak, prilikom vezanja hipomodificirane tRNA™Y proteinski partner MtSerRS ipak upjeva komunicirati s
arginil-tRNA-sintetazom jer je fizi¢ka interakcija potrebna za stimulaciju deacilacije arginilirane MttRNAArghypo.
Stoga u nekom trenutku mora do¢i do tranzijentnog nastanka ternarnog kompleksa s podmodificiranom vrstom
tRNA, iako takav kompleks nije zapazive stabilnosti (tj. ne moze ga se izolirati, barem pri testiranim uvjetima).

® Misli se kada se tRNA nalazi unutar binarnog MtSerRS: MttRNA>¢sa-kompleksa; naravno, ukoliko se takav
segment stabilizira vezanjem drugom proteinskom komponentom onda prestaje biti izloZen otapalu.
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Poznati su primjeri samostalnih polipeptida ¢ija je funkcija olakSati vezanje pripadne tRNA
na odredenu aaRS. Takav je sludaj nesintetaznog proteina Trbpl1l i 1leRS®. Opcenito,
udruzivanje sintetaza s drugim sintetaznim i nesintetaznim proteinima cesto za posljedicu ima
olakSano vezanje tRNA 1i/ili poboljSana kataliticka svojstva nekog od sintetaznih partnera
141314314 pored svih interakcija koje molekule tRNA ostvaruju s enzimima zaduZenima za
procesiranje i modificiranje, pripadnim aminoacil-tRNA-sintetazama 1 elongacijskim
faktorom, te molekule ¢esto vezu dodatni tRNA-vezuéi nesintetazni proteini. Oni ne obavljaju
nuzno neku posebnu kataliticku funkciju, ali mogu biti uklju¢eni u nastanak multienzimskih
kompleksa. Primjeri takvih proteina ukljucuju kvaséev protein Arclp™, njegov veé spomenuti
bakterijski homolog Trbp111®* te polipeptidne komponente velikog multisintetaznog
kompleksa p43, p38 te p18 koje nalazimo kod visih eukariota.

Ono $§to je interesantno kod ovih proteinskih faktora je jedan opéi obrazac prepoznavanja
tRNA kao i Cinjenica da su Cesto strukturno srodni tRNA-vezu¢im domenama individualnih
aaRS. Drugim rijeima, nije neosnovano pretpostaviti da su fuzijom takvih opéih tRNA-
vezu¢ih elemenata nastale pojedine domene modernih (i modularnih) aminoacil-tRNA-
sintetaza. U tom smislu, multisintetazna udruzivanja kod kojih je pokazana bilo stabilizacija
tRNA-molekula specificnih za interreagiraju¢e aaRS lako bi mogla sadrzavati dodatne
kontakte izmedu participiraju¢e aaRS i nepripadne tRNA (tj. pripadne tRNA sintetaznog
partnera).

Protein Arclp dobar je primjer istovremene specifi¢nosti i relaksiranosti u prepoznavanju. Taj
protein u stanicama kvasca stupa u interakciju s citosolnim sintetazama MetRS i GIURS®.
Rekombinantni Arclp sposoban je vezati in vitro transkribiranu kvaséevu tRNAM® stupajuéi
u specifi¢ne interakcije sa tercijarnom srzi tRNA. Dapace, akceptorski miniheliks (sacinjen od
TyC-ruke i akceptorske peteljke) dobar je supstrat za Arclp. Ovaj nekataliticki protein
sposoban je prepoznati ne samo opce odrednice tercijarne strukture tRNA (lakat,
karakteristi¢an za L-oblik tRNA), ve¢ 1 specifi¢ne odrednice pojedinih izoakceptora. Tako je
pokazano da Arclp specificno veze “pripadne” tRNA, odn. tRNAY i tRNAM® (tj. tRNA
onih sintetaza s kojima sam oblikuje kompleks).

Opis djelovanja Arclp demonstrira moguénost prilagodavanja arhitekture RNA-vezuceg
proteina u smjeru prepoznavanja visestrukih tRNA-supstrata. Zapravo svaka sintetaza
posjeduje moguénost nespecificnog (ili smanjeno specificnog) prepoznavanja supstrata RNA-

no takve interakcije su obic¢no slabe i u uvjetima in vivo onemogucene na razlicite nacine. No,

# Individualno, spomenute sintetaze ne stupaju u medusobnu interakciju
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ugradnjom proteina u kompleks viseg reda (npr. MtArgRS:MtSerRS:MttRNA>®") “doniranje”
malog dijela RNA-vezuée povrsine arginil-tRNA-sintetaze za vezanje slobodnog dijela
MttRNA®" ne bi nuzno bilo energetski nepovoljno, buduéi da se interakcijom s proteinskim
partnerom (MtSerRS) moze stabilizirati konformacija MtArgRS druk¢ija od one potrebne za
specifiéno prepoznavanje MttRNA” (kako fosfodiesterske okosnice, tako i individualnih

identitetnih elemenata).

5.3 Usmjeravanje suptrata u procesu translacije

Protein-protein interakcije predstavljaju uobicajeni mehanizam kojim se u stanici ostvaruje
usmjereni prijenos supstrata (v. Literaturni pregled). Takoder, uposljavanje proteina za novu
ulogu unutar stanicnog miljea takoder je posredovano udruzivanjem istog s ciljanim
proteinskim partnerom.

Nedavno je pokazano kako MtArgRS i MtSerRS vezu veliku podjedinicu ribosoma,
dominantno kroz interakcije s osi L7/L12'. Ovaj segment ribosoma zaduZen je za
uposljavanje elongacijskih faktora. Kako se glavna zona interakcije MtArgRS i MtSerRS s
ribosomom nalazi u neposrednoj blizini A-mjesta® vjerojatno se na taj nacin obogaduje
koli¢ina prisutnih aaRS:tRNA-kompleksa, odn. aa-tRNA-supstrata za biosintezu proteina na
ribosomu. Bioinformaticka analiza pokazala je da kod M. thermautotrophicus postoji
autokorelacija izmedu parova kodona koje Cita istovjetni izoakceptor. Smjestaj MtArgRS i
MtSerRS u neposrednoj blizini ribosoma olakSao bi ponovnu upotrebu istovjetnog
izoakceptora unutar polisoma, bez difuzije istog u okolni citosol.

No, u sklopu istog scenarija arginilacija hipomodificirane tRNA”? u uvjetima in vivo
predstavlja rizik u smislu otezane translacije argininskih kodona na ribosomu. Nedostatak
kritiénih modifikacija u podrucju antikodona diskutiran je u tekstu koji slijedi. U svjetlu
moguéeg recikliranja tRNA”"-izoakceptora usidrenjem ArgRS i SerRS na arhejskom
ribosomu, vaznost povecane osjetljivosti MtArgRS prema varijantama posttranskripcijski
modificirane MttRNA™" (a koje MtSerRS omoguéuje) postaje od izrazite vaznosti.

Naime, ukoliko se u stanicama M. thermautotrophicus acilira tRNA™%,,, sljedeci
translacijski faktor koji tu molekulu prihvaca jest elongacijski faktor EF-1a. Prepoznavanje
aa-tRNA od strane ovog (arhejskog) faktora analogno je onome kod bakterijskog faktora EF-
Tu; oba faktora prepoznaju mali dio ukupnog tijela aminoacilirane tRNA te s antikodonom

nemaju doticaja.

® Tipi€no se u ovoj zoni smjestaju kompleksi elongacijskog faktora s aminoaciliranom tRNA tijekom pojedinog
translacijskog ciklusa
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Faktor EF-Tu prepoznaje svojstva koja su zajednicka svim molekulama aminoacilirane tRNA.
On prepoznaje tRNA na razini njene tercijarne strukture tj. na osnovu svojstva okosnice
tRNA. Ovakav nain prepoznavanja uvjetovan je zahtjevom za vezanjem svih tRNA
izoakceptora danog organizma. U pojedinim sluCajevima aminoacilirane minimalne tRNA

(tRNA miniheliksi) vezu se na EF-Tu jednako stabilno kao aa-tRNA pune duljine'®,

\ AT o ) ) Asn 4 ‘
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tRNA s vezanom aminokiselinom, krajnji 5’-fosfat te T-ruka molekule tRNA™™ (PDB ID 1TTT). (B)

Vezanje terminalnog adenozina (A76) i esterificiranog fenilalanina (Phegst) u vezni dZzep EF-Tu. (C)
Prepoznavanje 5’-fosfata. Klju¢ne aminokiseline prikazane su Stapi¢ima.

Dakle, EF-Tu prepoznaje opéa svojstva elongatorskih molekula tRNA (relativni raspored
karakteristi¢an za tercijarnu strukturu na osnovu pozicioniranja akceptorskog kraja i T-ruke)
te posjeduje vezni dzep koji moze smyjestiti svih 20 (21 uklju¢imo li 1 Pyl) aminokiselina.

Sve te razli¢ite parove aminokiseline 1 pripadne tRNA (odn. kovalentni spoj istih, molekulu
aa-tRNA) faktor EF-Tu veze s vrlo sli¢énim afinitetom, iako je za pojedinu aminokiselinu, kao
1 pojedinu vrstu tRNA taj afinitet razli¢it. Ujednaceni afinitet EF-Tu pritom proistjece iz
termodinamic¢ke kompenzacije izmedu to dvoje, tj. elemenata tRNA 1 aminokiselinske
skupine na njenom 3’-kraju*®®. Drugim rije¢ima, aminokiseline koje se unutar veznog dzepa
EF-Tu vezu slabije esterificirane su na pripadnu tRNA koja s EF-Tu ostvaruje snaznije
kontakte 1 obrnuto. Takav reciprocitet izmedu vezanja aminokiselinskog dijela i tijela tRNA
(unutar molekule aa-tRNA) najzad rezultira ujednacenim afinitetima koje EF-Tu posjeduje
prema svim stanicnim aa-tRNA. Nasuprot tomu, EF-Tu veze misacilirane tRNA s raznolikim
afinitetima (i jacim 1 slabijim) Sto u svakom slucaju otezava njihovo daljnje ukljucivanje u
biosintezu na ribosomu.

Ponekad EF-Tu ipak moZe vezati misaciliranu tRNA, §to je pokazano u slutaju tRNA™

aminoacilirane neproteinskom aminokiselinom norvalinom (Nva). lako u uvjetima in vitro,
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LeuRS vrlo ucinkovito popravlja pogresku prijenosa Nva na tRNA"", u odredenim uvjetima
in vivo ipak dolazi do ugradnje Nva u stani¢ne proteine. Jedan od potencijalnih razloga za to
lezi u vrlo sli¢nom afinitetu koji EF-Tu pokazuje za pripadnu Leu-tRNA"" i misaciliranu
Nva-tRNA- 147,

Iz strukture dane na slici 5.5 vidljivo je kako EF-Tu ne stvara nikakve interakcije s
antikodonom tRNA; on je dakle (po pitanju vezanja) “slijep” na kemizam baza u tom dijelu
molekule, kao i konformaciju njene $eéernofosfatne okosnice®.

No, modifikacije u antikodonu tRNA ipak mogu biti posredno povezane s djelovanjem EF-
Tu. Mijerenja interakcija GIn-tRNA®"™ unutar ribosomskog A-mijesta pokazuju kako
tiouridinski (dakle, modificirani) ostatak povecava afinitet antikodona ove tRNA =za
glutaminske kodone CAA i CAG. Istovremeno, prisutnost iste modifikacije poveéava brzinu
hidrolize GTP-a peterostruko kod (na ribosom) vezanoga faktora EF-Tu.'*®

Dakle, jedna od funkcija kompleksa MtArgRS:MtSerRS jest sprijediti aminoaciliranje
MttRNA"%0 te posljedi¢no prihvacanie slabo modificirane aminoacilirane MttRNA*%,, od
strane elongacijskog faktora, budu¢i da isti ne posjeduje mehanizam kojim bi u sklopu vlastite
aktivnost razlikovao nadodane posttranskripcijske modifikacije smjeStene u antikodonskoj
om&i supstrata Arg-MttRNA, .

Efekt koji MtSerRS iskazuje prilikom arginilacije logijih supstrata MttRNA*%,,, predstavlja
mehanizam svojevrsne provjere (eng. proofreading) ispravnosti supstrata. Tipi¢no aaRS
posjeduju mehanizme popravka za pogreSno aktiviranu ili (u aa-tRNA) ugradenu
aminokiselinu, ali dosad nije zabiljezen slu¢aj provjere stanja tRNA-supstrata na razini
posttranskripcijskih modifikacija. Sto se ti¢e popravka pogresno aktivirane ili pogre$eno
prenesene aminokiseline, u pojedinim organizmima postoje specificni, tRNA-zavisni trans-
editirajuci proteini nalik sintetazama. Srodni su domenama aaRS koje su posvecene popravku
pogreske (eng. editing), ali ne i ostatku korespondirajuéeg enzima. Samostalni homolog
editiraju¢e domene ProRS iz bakterije Clostridium sticklandii, specificno i ucinkovito
hidrolizira progresno acilirane Ala-tRNA™®. Jednako tako, autonomni polipeptid homologan
editirajuoj domeni AlaRS iz arheja Methanosarcina barkeri i Sulfolobus solfataricus
hidroliziraju misacilirane vrste Ser-tRNA"? te Gly-tRNAA?, 149

Zanimljivo je zapaziti da opisani faktori (i tRNA vezu¢i i editirajuéi) koji djeluju in trans (te
je njihov rad posredovan fizickom interakcijom s aaRS) dominiraju kod nizih/ranijih

evolucijskih oblika te predstavljaju adaptivni odgovor na stani¢ne zahtjeve koji ne postoje u

& Ako pretpostavimo da se konformacija antikodonskog dijela ne prenosi na ostatak molekula tRNA.
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odvedenijih organizama budu¢i da modularna grada (fizicka fuzija elemenata koji su ranije
bili dostupni kao nezavisni polipeptidni segmenti) njihovih sintetaza ima unaprijed zadano

rjeSenje za pospjesivanje sintetske ucinkovitosti ili editirajuci rad.

5.4 Neke posebnosti prepoznavanja tRNA*"

Jo$ je u ranim biokemijskim istrazivanjima pokazano kako pojedine aaRS izrazavaju vrsno-
specificno prepoznavanje tRNA. Bakterijske aaRS pretezno su nesposobne acilirati
eukariotske tRNA-supstrate. Cesto je ova barijera izmedu vrsta plodom nedostatka dodatnih
domena koje postoje kod eukariotskih, ali ne i prokariotskih aaRS'. U drugim slucajevima,
vrsno-specificno prepoznavanje temelji se na drukc¢ijem mehanizmu prepoznavanja izmedu
aaRsS i pripadne tRNA i/ili prisutnosti drugog tipa nukleotidnih determinantni na supstratu.
Liu i suradnici™ ispitali su moguénost heterolognog aminoaciliranja izmedu
eukariotskih/prokariotskih  ArgRS/tRNA”?. Eukariotska kvaieva sintetaza (SCArgRS)
sposobna je acilirati tRNA™® E. coli, iako manje uginkovito nego SctRNA”'®. Nasuprot
tomu, bakterijska ArgRS iz E. coli moze acilirati samo pripadnu (E. coli) tRNA, ali ne i
SctRNA™". No, izmjena identiteta jednog nukleotida (citozina na poloZaju 20) u SCtRNA”"
uc¢initi ovu tRNA dobrim supstratom za ECArgRS. Mutacijom spomenutog citozina u
adenozin (¢ime nastaje transkript SCCRNA*C20A) aminoacilacija pomoéu ArgRS E. coli
odvija se milijun puta bolje (drugim rijedima, omjer ke/Km mijenja se za faktor 10°) u odnosu
na reakciju koju isti enzim katalizira s divljim tipom transkripta SCtRNA™". Ovi pokusi
ukazuju kako determinanta A20 ne samo da predstavlja vazan element identiteta u tRNA E.
coli, nego je i kljuéni ostatak za izmjenu vrsno-specifiéne aminoacilacije kod SctRNA™", Sto
se ti¢e aminoaciliranja transkripta SctRNA”9C20A kvas¢evim enzimom, izmjena citozina na
polozaju 20 u adenozin dovodi do otprilike trostrukog povecanja u vrijednosti Ky, dok
vrijednost obrtnog broja ostaje vrlo sli¢na kao za nemutirani transkript (1,1 s™ u odnosu na 1,2
s za neizmijenjenu SctRNA™).

Neobi¢na, spontana mutacija postoji kod izoakceptora za arginin kod E. coli (tRNA™9).
Mutirana tRNA posjeduje dva dodatna nukleotida smjeStena unutar antikodonske omce te 10
dupliciranih nukleotida u TyC-om¢i. Pokusi in vitro upucéuju na to da se mutantni prekursor
procesira normalno, po ¢emu nastaje zrela vrsta tRNA, 12 nukleotida dulja nego divlji tip iste.
Zanimljivo je da zrela (mutirana) tRNA in vivo funkcionira kao supresor pomaka okvira
Citanja. Postoje sli¢ni slucajevi gdje se tRNA-mutanti tocno procesiraju; ucinkovitost ovog

procesiranja varira i uglavnom je manja nego za divlji tip tRNA. Ovi rezultati upuéuju na

# Neovisno o tome je li SCtRNA" producirana in vivo ili in vitro.
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¢injenicu da je i znacajno veca tRNA sposobna je funkcionirati u procesu sinteze proteina bez
obzira na bjelodano visok stupanj oCuvanosti tercijarne strukture te molekule. Isti podaci
upucuju na Cinjenicu i da enzimi tj. mjesta prepoznavanja prekursorskih tRNA mogu biti
neocekivano tolerantna za neuobicajeni kontekst (odn. tijelo tRNA, Sto je najcesce dio koji ne
vezu/prepoznaju). Procesiraju¢i enzimi cesto zavise od specificnih svojstava tercijarne

strukture radije nego na ukupni oblik za to¢no procesiranje (slika 5-6) 2.

5.5 Heterologno prepoznavanje MttRNA™" u bakterijskom sustavu-sazrijevanje
tRNA-molekula

Za istrazivanje izloZzeno u ovoj disertaciji vazan aspekt predstavlja mogucnost proizvodnje
dobro procesiranog MttRNA”"9-supstrata u heterolognim uvjetima, tj. u bakteriji E. coli.
Stoga ¢e ovdje, ukratko biti izloZen kratak pregled sazrijevanja tRNA kod E. coli.

Introni su prisutni kod malog postotka arhejskih gena za tRNA, dok kod eukariotskih ih
susreCemo ¢ak u 25 % slucajeva. Evolucijski ocuvane procesiraju¢e (eng. splicing)
endonukleaze odgovorne su za prepoznavanje i izrezivanje tih introna iz primarnih
transkripata. Ove endonukleaze prepoznaju tercijarnu strukturu® radije nego neki konkretan
primarni slijed nukleotida. Gen za MttRNA*"¢y, ne posjeduje intronski slijed, a i ugradnja u
vektor za heterolognu ekspresiju u takvim slu¢ajevima omogucuje istrazivacu da intronski
slijed prilikom konstruiranja upotrijebljenih pocetnica ukloni (tj. da ga ne uklopi u

oligonukleotide pomocu kojih ¢e se konstruirati slijed tRNA-“gena” ugraden u vektor).

Slika 5-6 Strukture nekoliko kompleksa modificiraju¢ih enzima i njihovih tRNA-supstrata. (1A)
Bakterijski procesiraju¢i enzim TadA veZe antikodonski dio tRNA prilikom prevodenja ciljnog adenozina
u inozin (1B) Enzim MnmA takoder veze samo antikodon tRNA tijekom sulfuracije baza (2) Kompleks
tRNaze Z i akceptorskog dijela njenog supstrata kojeg veze prelikom prekrajanja 3’-kraja istog. (3)

Kompleks prekrajajuce endonukleaze i tRNA-introna. Preuzeto uz prilagodbu iz ',

& U kojoj su prisutna dva blisko smjestena intron-egzon spoja.
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U akceptorskoj peteljci slobodna 3’-OH-skupina tRNA predstavlja mjesto za kovalentno
vezanje pripadne aminokiseline. Kao §to je spomenuto, akceptorska peteljka vazan je element
za prepoznavanje tRNA od strane pripadne aaRS. Precizna duljina i smjestaj nukleotidnih
funkcionalnih skupina u ovoj regiji igraju kriti¢nu ulogu tijekom procesa aminoacilacije te
prilikom procesiranja i duljeg pre-tRNA-transkripta ovaj kraj mora biti vrlo precizno izrezan.
Enzim tRNaza Z univerzalno je o¢uvani dimerni enzim koji endonukleoliticki skracuje 3’-kraj
tRNA. Sli¢no kao §to je to bio slucaj kod prekrajajuc¢ih endonukleaza, tRNAza Z ne pokazuje
sljednu specificnost. U kompleksu s tRNA-supstratom, ovi enzimi istovremeno vezu T-
peteljku (jedan monomer dimera) i prvi par baza (1:72) te diskriminatorsku bazu na polozaju
73 (drugi monomer dimera, v. slika 5.6).

Vecina rijeSenih struktura tRNA-procesiraju¢ih i tRNA-modificiraju¢ih enzima u kompleksu
s tRNA-supstratima pokazuje kako se prepoznavanje ovih enzima temelji na vezanju
odredenog segmenta (domene ili regije tRNA). Na slici 5.6 dan je kompleks enzima TadA? u
kompleksu s izoliranom antikodonskom omcom pripadnog supstrata. Vidljivo je da TadA
djeluje prepoznajuéi izolirani segment svoje tRNA sli¢no kao §to je to slu¢aj MnmA (ista
slika, segment 1.b). U slucaju kada se zeli izvrsiti heterologna ekspresija neke tRNA (kao $to
je to slu¢aj u ovom radu, ali i u svim slu¢ajevima kada je organizam ¢ije se makromolekule
istrazuje teSko uzgojiti), “lokalni” nacin prepoznavanja nezrelog tRNA-transkripta od strane
procesiraju¢e masinerije domacina (ovdje bakterije E. coli) predstavlja sretnu okolnost: kako
sljedovi strane, unesene tRNA od interesa i tRNA domacina nisu identi¢ni, dobro je da
procesiraju¢i enzimi prepoznaju opca strukturna svojstva, radije nego primarni slijed
pojedinih izoakceptora tRNA.

Vezanje tRNA enzima TsaD koji je u sklopu ovog istraZivanja zanimljiv zbog uvodenja
modifikacije t6A na polozaju 37 antikodonske omée heterologno eksprimirane MttRNA”"
dosad nije strukturno okarakterizirano. U organizmu M. thermautotrophicus istoimena
modifikacija ocekivano se nalazi na istom polozaju budu¢i da se radi o univerzalnoj
modifikaciji koja se javlja unutar sva tri kraljevstva zivota. Shema nastanka modifikacije kod
arheja dana je na slici niZe.

U E. coli biosinteza modifikacije t6A odvija se koordiniranim radom proteina TsaC (YrdC),
TsaD (YgjD), TsaB (YeaZ) i TsaE (YjeE)™. Rekombinantno proizvedeni proteini
kataliziraju nastanak modifikacije t6A in vitro. Kada se kao supstrati ovim enzimima ponude

[“C]treonin ili [*“C]bikarbonat dobiva se radioaktivno obiljezena tRNA. Enzimi specifi¢no

2 Spomentu je u poglavlju Rezultati u kontekstu procesiranja tRNA”"-transkripata u E. coli; ovaj enzim zaduZen
je za modificiranje adenozina antidkodona u inozin.
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obiljezavaju one tRNA kod kojih se na polozaju 37 modifikacija t6A ocekuje. Igrom slucaja,
u istom radu je upotrijebljena tRNA®" sintetizirana (transkribirana) u uvjetima in vitro, a koja
je porijeklom iz arheje M. thermautotrophicus. Ova tRNA (tRNA®") iskoristena je za potvrdu
specificnosti rada navedenih enzima budué¢i da u uvjetima in vivo prirodno ne sadrzi
modifikaciju t6A. Ocekivano, do ugradnje radioaktiviteta nije doslo kada je ta tRNA bila
ponudena kao supstrat. Nasuprot tomu, nemodificirane transkripti EctRNA™® i
ECtRNAThr(obje prirodno sadrze t6A) kombinacija navedenih enzima sposobna je obiljeziti
radioaktivnim treoninom/bikarbonatom. Takoder, navedeni enzimi sposobni su bili uvesti
radioaktivnu oznaku i u slucaju kada se kao supstrat ponudila nefrakcionirana tRNA iz
kvasca® (dakle, iz eukariotskog izvora). Na temelju ovih informacija moZe se zakljuciti da E.
coli posjeduje enzime potrebne za uvodenje modifikacije to6A te da takva enzimska masinerija
ipak posjeduje djelomice relaksiranu specificnost, budu¢i da je sposobna modificirati

kvasceve transkripte.

# Radi se 0 tRNA izoliranoj iz soja Asua5, tj soja u kojemu je uklonjen gen sua5, homolog bakterijskog yrdC,
dakle soj u kojemu se modifikacija t6A ne sintetizira.
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Slika 5-7 Biosintetski put kojim nastaje modifikacija t6A u arheja i eukariota. (A) Shematski prikaz
antikodonske om&e tRNA™iz E. coli. Modificirani nukleotid N6-treonilkarbamoiladenozin (t6A) na
polozaju 37 prikazan je punim tamnosivim krugom, a glavna determinanta U36 prikazana je svjetlije
sivo. Glasni¢ka RNA (MRNA) prikazana je crnim krugovima, a interakcija s antikodonom ispresijecanom
linijama. Modifikacija t6A stabilizira strukturu antikodonske omée spre¢avanjem uspostave vodikovih
veza izmedu baza U33 i A37. (B) Reakcijska shema biosinteze t6A kod arheja i eukariota. Protein Suab
katalizira nastanak intermedijera I-treonil-karbamoil-AMP (TC-AMP) koriste¢i bikarbonat, treonin i
ATP. Kompleks KEOPS Katalizira krajnji korak reakcije u kojemu se I-treonilkarbamoilna grupa
prenosi s TC-AMP na adenozin na poloZaju 37 tRNA-supstrata. (C) Shema arhitekture kompleksa
KEOPS. Preuzeto iz **.

Dakle, pretpostavljena, vazna modifikacija adenozina na poloZaju 37 koja osigurava ispravno
&itanje kodona pomocéu molekule MttRNA”"cc, svakako bi trebala postojati kod arheje M.
thermautotrophicus, a indirektni mehanizam “Citanja” takve posttranskripcijske modifikacije
djelovanjem kompleksa MtArgRS:MtSerRS predstavlja realni scenarij koji se moguce deSava
u uvjetima in vivo.

Cinjenica da prilikom prekomjerne ekspresije MttRNA™ u bakteriji E. coli nastaje nekoliko
varijanti te tRNA razli¢itog stupnja modificiranosti nije neocekivana. Kao $to je spomenuto, s
obzirom da T7 RNA-polimeraza brzo sintetizira nove molekule heterologno eksprimirane
MttRNA™Y, modificirajuéa enzimska maginerija E. coli ne “stize” ispravno procesirati sav
prisutan supstrat (nezrelu tRNA). Ovakvo nastajanje nekoliko varijanti iste tRNA ranije je
iskori§teno za istrazivanje razliCitih modifikacija tRNA kao determinanti za prepoznavanje

vlastitom sintetazom®>®

157

te za usporedbu vaznosti modifikacija u reakciji aminoaciliranja 1
dekodiranja'®’. Tako transfekcija sintetitkog gena za tRNA™ u bakterijske stanice domaéina

s defektnom PheRS rezultira s prekomjernom ekspresijom unesene tRNA™™, a kao nuspojava
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ovog fenomena podmodificirana tRNA™® postaje rasirena. Glavna karakteristika ove tRNA je
nedostatak N6-(A2-izepentenil)-2-metiltioadenozina, modifikacije koja se smjesta direktno uz
antikodon® (s 3’-strane) svih tRNA kod E. coli odgovornih za dekodiranje UNN-kodona.
Zanimljivo je da nedostatak ove modifikacije ne utjeCe na aminoacilaciju pripadnom
sintetazom, ali ima veliki utjecaj na sprecavanje krivog dekodiranja mRNA unutar ribosoma.

S druge strane, prekomjerna (potaknuta) ekspresija tRNA®" kod E. coli rezultira nastankom
vise razlicito modificiranih specija, a koje EcGIuRS prihvaca s razli¢itom uspjesnoscu. Divlji
tip modifikacijske varijante tRNA®" koji je najrasireniji u stanici kada ekspresija istog nije
potaknuta sadrzi 5 modificiranih nukleozida®. Uklanjanje nekih od ovih modifikacija dovodi
do promjena u tercijarnoj strukturi podmodificirane tRNA®". Zanimljivo je da nedostatak
jedne odredene modifikacije (2-tio-skupine kod nukleozida na polozaju 34) povecava Ky, za
ovu varijantu 520 puta. Na temelju ovakve promjene u afinitetu prema tRNA®" moze se

zakljuciti da ova skupina sluzi kao determinanta u GluRS-sustavu.

5.6 Veza ribosoma i modificirajuce masinerije

Dakle, enzimi MtSerRS i MtArgRS trebali bi biti ko-lokalizirani u blizini arhejskog ribosoma
direktnim interakcijama s velikom podjedinicom istog, te indirektno, putem uzajamnih
interakcija. Ribosomski proteini (preko kojih se ta interakcija uspostavlja) takoder mogu imati
“van-ribosomske” funkcije'***>.

Neribosomske funkcije ribosomskih proteina dosta su dobro dokumentirane. U kontekstu
ispitivane interakcije MtArgRS:MtSerRS, funkcionalnosti njihove interakcije u probiranju
boljih dekodirajucih supstrata te kolokalizacije u blizini arhejskog ribosoma zanimljivo je
spomenuti vezu potonjeg s tRNA-procesiraju¢om masinerijom u stanicama jednog drugog
metanogenog, arhejskog organizma. Protein L7Ae podjedinica je arhejske RNaze P,
ribonukleoproteinskog enzima koji katalizira sazrijevanje 5'-kraja tRNA-prekursora (v.
Literaturni pregled). Prilikom izolacije RNaze P iz stanica arheje Methanococcus maripaludis
protein L7Ae koeluira se s njome. Rekonstruirani kompleks RNaze P (nastao in vitro) veze
ribosomski protein L7Ae. Vezanjem L7Ae povecava se optimalna reakcijska temperatura, a
omjer Kea/Kn raste skoro 400 puta.

Sveukupno, na temelju rasporeda elemenata MtArgRS ukljuenih u vezanje seril-tRNA-

sintetaze istog organizma, a koji se podudaraju s onima ukljuenima u prepoznavanje

2 Sli¢no kao t6A kod tRNA .
® (w13, mnm®s?U34, m?A37, T54 i y55)
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pripadne MttRNA™Y 2 kao i preraspodjele MtArgRS tijekom afinitetnog supro&iséavanja s
MtSerRS u prisustvu tRNA", kao i nedostatka vezanja izoliranog MtArgRS:MtRNA -
kompleksa na imobilizirani MtSerRS u metodi SPR, moze se zakljuciti kako MtSerRS i
MttRNA™Y oboje prepoznaju zajednicke elemente na arginil-tRNA-sintetazi. Drugim
rije¢ima, regije MtArgRS odgovorne za prepoznavanje pripadnog supstrata (MttRNA®) i
proteinskog partnera MtSerRS barem se donekle preklapaju. Ova strukturna poveznica
izmedu tih makromolekula omogucuje istovremenu kolokalizaciju u blizini ribosoma,
poboljsanje serilacijskih svojstava MtSerRS, ali i moguénost “popravka” pogresnog vezanja
slabijeg supstrata MttRNA*%,.. Ovi podaci, kao i rasvjetljavanje uloge ribosomskih proteina
u procesu posttranskripcijske dorade tRNA sugerira kako su u (barem u arheja) procesi
sazrijevanja tRNA, aminoacilacije tRNA, prijenosa aa-tRNA na ribosom®, dekodiranja tRNA
na ribosomu i recikliranja otpustene, deacilirane tRNA s ribosoma medusobno uskladeni i
koordinirani mrezom interakcija koja postoji izmedu velikog proteinskih komponenti koje

sudjeluju u opseznom procesu translacije.

? Radi se o elementima Add-1 domene ukljuenima u oblikovanje platforme za usidrenje D-om&e tRNA™Y, v.
Rezultati, posebno poglavlja 4.4 i 4.5)

® U arheji M. thermautotrophicus zabiljeZena je komunikacija LeuRS i elongacijskog faktora EF-la, v.
Literaturni pregled.
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6 Zakljuéci

Prepoznavanje izmedu arginil- i seril-tRNA-sintetaza iz arheje M. thermautotrophicus
ostvaruje se dijelom preko elemenata prisutnih u N-terminalnom dijelu ArgRS, pri
¢emu najveéi utjecaj posjeduje zavojnica H4; uklanjanje Citave N-terminalne domene
dovodi do stostrukog slabljenja afiniteta izmedu istrazivanih sintetaza

Prva zavojnica s N-kraja ArgRS ne sudjeluje u prepoznavanju SerRS $to se podudara s
njenim smjestajem unutar kompleksa ArgRS:tRNA™'Y

Ispitivanjem stabilnosti kompleksa krnjih varijanti ArgRS i tRNA*® metodom
rezonancije povrsinskih plazmona pokazano je da na vezanje najvise utjecu elementi
enzima C-terminalno od aminokiseline 89: deletant A89-ArgRS posjeduje 40 puta, a
ANio-ArgRS oko 60 puta manji afinitet prema pripadnoj tRNA

Konstruirane varijante enzima ArgRS skracene s N-kraja osjetljive su na dodatak soli
u reakciji arginilacije, kao i na temperaturu optimalnu za rad divljeg tipa enzima; u
prilagodenim uvjetima reakcije deletanti A89-ArgRS i ANi-ArgRS pripadnu tRNA
arginiliraju 40, odn. 120 puta loSije pri ¢emu je efekt posredovan dominantno padom u
vrijednosti Kea

Prekursori reakcije serilacije nemaju utjecaja na stabilnost kompleksa SerRS:ArgRS,
dok prisustvo prekursora reakcije enzima ArgRS dovodi do disocijacije istog

Molekula tRNA" moze se ugraditi u ternarni kompleks [SerRS:tRNA>*:ArgRS pri
Semu je asocijacija binarnog kompleksa SerRS:tRNA" s molekulama ArgRS
usporedive stabilnosti u odnosu na binarni kompleks SerRS:ArgRS

Stabilnost kompleksa SerRS:ArgRS osjetljiva je na dodatak smjese transkripata
tRNA™? (nepotpuno i potpuno modificiranih) te dovodi do preraspodjele molekula
ArgRS unutar kompleksa ArgRS:tRNA”" i ArgRS:SerRS

Prizvodnjom tRNA™ iz arheje M. thermautotrophicus u domaéinu E. coli (BL21)
moguce je proizvesti nekoliko molekulskih vrsta te tRNA koje se razlikuju prema
koli¢ini nadodanih posttranskripcijskih modifikacija (varijante)

Enzim ArgRS aminoacilira varijante usporedivom ucinkovitos¢u, tj. kineticko
razlikovanje varijanti ne postoji ili je zanemarivo malo

Prisutnost SerRS inhibira arginilaciju losijeg supstrata, tj. manje modificirane
varijante tRNA™ gime se potencijalno postize uklanjenje slabije modificiranih tRNA

iz procesa translacije
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Kratice

8 Popis kratica

aa-AMP - aminoacil-adenilat

aaRS - aminoacil-tRNA-sintetaza

(d))AMP - (deoksi)adenozin-5-monofosfat

ATP - adenozin-5'-trifosfat

DEAE -sefaroza - dietilaminoetil-sefaroza

DTT - ditiotreitol

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

EF-Tu - elongacijski faktor Tu

HPLC - High-performance liquid chromatography

IPTG - izopropil -p-D-tiogalaktopiranozid

Keat - Obrtni broj

Kgq - konstanta disocijacije

Km - konstanta Michaelis-Menten

MRNA - glasnicka ribonukleinska kiselina

MtArgRS - arginil-tRNA-sintetaza iz arheje Methanothermobacter thermautotrophicus
Ni-NTA - nikal(ll)-nitrilotrioctena kiselina

ANMTtArgRS - arginil-tRNA-sintetaza iz arheje Methanothermobacter thermautotrophicus s
delecijom N aminokiselina pocev od N-kraja proteina

MttRNA™Y - tRNA arheje iz Methanothermobacter thermautotrophicus odgovorna za
prepoznavanje argininskih kodona

PAGE - elektroforeza na poliakrilamidnom gelu

PCR - lan¢ana reakcija polimeraze

PP; - pirofosfat

RNA - ribonukleinska kiselina

rRNA - ribosomska ribonukleinska kiselina

SPR — metoda rezonancije povrSinskih plazmona (eng. surface plasmon resonance)
tRNA* — transfer-RNA odgovorna za prepoznavanje kodona aminokiseline aa

Popis dvadeset standardnih aminokiselina i odgovarajuce kratice
alanin, Ala (A)

arginin, Arg (R)

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

glutamin, Gln (Q)
glutaminska kiselina, Glu (E)
glicin, Gly (G)

histidin, His (H)

izoleucin, lle (1)

leucin, Leu (L)

lizin, Lys (K)

metionin, Met (M)
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Kratice

fenilalanin, Phe (F)
prolin, Pro (P)
serin, Ser (S)
treonin, Thr (T)
triptofan, Trp (W)
tirozin, Tyr (Y)
valin, Val (V)
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