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SAZETAK

STRUKTURNA KARAKTERIZACIJA NUDIX HIDROLAZE 1Z AMEBE Dictyostelium discoideum

Ana Vlasi¢

Istrazivanje biljnih dipeptidil-peptidaza 11 (DPP 11) rezultiralo je neocekivanom spoznajom da postoji
enzim s dvije funkcionalne domene (Nudix i DPP III), koji usto pokazuje i atipi¢nu aktivnost Nudix
hidrolaza prema supstratu izopentenil-difosfatu (IPP). U svrhu strukturne karakterizacije Nudix domene
ovog interesantnog enzima, a na temelju znacajne sli¢nosti primarnih struktura, za istraZivanje je
odabrana Nudix hidrolaza iz amebe Dictyostelium discoideum (DdNudix). Nudix hidrolaze pripadaju
nadporodici hidroliti¢kih Mg?*-ovisnih enzima koji djeluju kao fosfataze ili pirofosfohidrolaze.

Divlji tip i neaktivni mutant E82A DdNudix, obiljezeni histidinskim privjescima, prekomjerno su
eksprimirani u bakteriji Escherichia coli, te procis¢eni afinitetnom kromatografijom i gel filtracijom.
Optimizirani su uvjeti kristalizacije proteina DdNudix. Metodom anomalnog rasprsenja rijeSena je
struktura divljeg tipa proteina obiljezenog selenometioninom do razlu¢ivanja od 2,4 A. Metodom
molekulske zamjene rijeSena je struktura mutanta proteina E82A sa supstratom IPP do razlu¢ivanja od
1,6 A. Detaljnom strukturnom analizom ustanovljene su sli¢nosti i razlike s Nudix hidrolazama kao i s
izopentenil-difosfat-izomerazama.
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ABSTRACT

STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF NUDIX HYDROLASE FROM THE AMOEBA
Dictyostelium discoideum

Ana Vlasi¢

The investigation of plant dipeptidyl peptidase 111 (DPP I1l) lead to an unexpected discovery, the
existence of an enzyme with dual function (Nudix and DPP I1lI), which also shows the atypic Nudix
hydrolase activity against the isopentenyl diphosphate (IPP) substrate. For the purpose of structural
characterization of the Nudix domain of this interesting enzyme, and based on the significant similarity
of primary structures, Nudix hydrolase from amoeba Dictyostelium discoideum (DdNudix) was selected
for this study. Nudix hydrolases are members of superfamily of hydrolytic Mg?*-dependent enzymes
acting as phosphatases or pyrophosphohydrates.

The wild type and inactive E82A mutant DdNudix, labeled with histidine tags, were over-expressed in
Escherichia coli bacteria and purified by affinity chromatography and gel filtration. The conditions for
crystallization of DdNudix protein were optimized. Using anomalous scattering, the structure of the
selenomethionine labeled wild-type protein was resolved up to the resolution of 2.4 A. Structure of the
protein mutant, E82A, in complex with IPP substrate was solved with the molecular replacement method
up to the resolution of 1.6 A. Detailed structural analysis revealed similarities and differences of Nudix
hydrolases as well as isopentenyl diphosphate isomerases.

(41 pages, 21 figures, 3 tables, 35 references, original in Croatian)
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Poticaj za ovaj diplomski rad iznikao je nakon otkrica dvojne enzimske aktivnosti Nudix-
dipeptidil-peptidaze III (skra¢eno Nudix-DPP Ill), biljnog enzima iz mahovine (Physcomitrella
patens) i uro¢njaka (Arabidopsis thaliana)®. 1z samog naziva jasno je da ovaj enzim sadrzi dvije
domene: Nudix domenu fosfatazne aktivnosti i DPP Ill kao dipeptidil-peptidaznu domenu.
Ispitivanjem rekombinantnih proteina utvrdena je atipi¢na supstratna aktivnost Nudix domene
proteina, &iji supstrat je izopentenil-difosfat.? Sliénost primarnih struktura navedenih biljnih
Nudix hidrolaza s izopentenil-difosfat-izomerazom sugerira da ovaj atipi¢ni enzim vjerojatno
ima i specifi¢nu strukturu. Stoga se pristupilo njihovom rjesavanju kristalne strukture Nudix-
DPP Il proteina. No, cjelokupni protein nije bilo moguce kristalizirati, a razdvajanje Nudix i
DPP III domena nije bilo uspjesno.? U potrazi za sli¢nim proteinom koji ne sadrzi DPP III
domenu, sekvencom Nudix domene iz uro¢njaka Arabidopsis thaliana pretrazena je baza
podataka NCBI GenBank®. Nadeno je desetak sekvenci u organizmima kao §to su bakterije i
jednostanicni eukarioti, a koje su dovoljno sliéne Nudix domeni proteina Nudix—DPP 111 kako
bi se mogle smatrati homolozima. Medutim vecini od njih nije odredena potpuna sekvenca ili
su organizmi bili nedovoljno istraZeni pa je odabir organizma bio ograni¢en na jednostavnije
organizme kojima je genomska sekvenca u potpunosti odredena i ¢iji su zivotni ciklusi dobro
poznati. Odabrana je sekvenca iz modelnog organizma Dictyostelium discoideum dostupna u
bazi podataka UniProt* pod pristupnim kodom Q55D56, koja opisuje protein od 201
aminokiseline molekulske mase 22 864 daltona (Da). On je 33 % identi¢an s Nudix domenom
iz proteina Nudix-DPP 111 mahovine Physcomitrella patens, dok je 35 % identi¢an onoj proteina
iz uro¢njaka Arabidopsis thaliana.

Cilj ovog rada bila je strukturna karakterizacija divljeg tipa Nudix hidrolaze iz amebe
Dictyostelium discoideum i kompleksa s ugradenim supstratom. Namjera je bila na temelju
rijeSene Kkristalne strukture objasniti kako su u jednom proteinu uklopljene strukturne
karakteristike koje ovaj enzim, izopentenil-difosfat-fosfohidrolaza, dijeli s Nudix hidrolazama
(kataliticki aktivni ostaci u fosfataznoj reakciji) i s izopentenil-difosfat-izomerazama (vezno

mjesto supstrata izopentenil-difosfata).

Ana Vlasié¢ Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 2

§2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ameba Dictyostelium discoideum

Dictyostelium discoideum je jednostani¢ni eukariot, takozvana druStvena ameba, prvi puta
opisana 1935. godine.® Zivi u razli¢itim vrstama tla poput tropskih regija, pustinja, pra§uma,
umjerenih Suma i sli¢no. U usporedbi s drugim jednostavnim eukariotima sadrzi velik broj gena
(priblizno 12500) i pokazuje slozenije ponasanje. lzmjena izmedu jednostani¢nog i
viSestani¢nog stadija Zivota Cine ga idealnim za proucavanje genetskih promjena koje su se
dogadale izmedu ta dva stadija Zivota.®’

Filogenetskom analizom Dictyostelium je smjeSten u grani odmah nakon razdvajanja biljaka
i zivotinja.® Taksonomiju ovog zanimljivog organizma je vrlo tesko odrediti pa je svrstavana u
nekoliko rodova i obitelji, a nekada je svrstavana u gljive (otuda zastarjeli naziv ,,sluzava
plijesan®) jer se hrani apsorpcijom hrane. T aksonomija je ovdje navedena prema
taksonomskom istrazivanju® u sije¢nju 2018. godine: carstvo Protozoa (prazivotinje), koljeno
Mycetozoa, razred Dictyosteliomycetes, red Dictyosteliales, porodica Dictyosteliaceae, rod
Dictyostelium i vrsta Dictyostelium discoideum.

Ovaj organizam vec¢inom postoji kao haploidna jednostaniéna ameba, medutim moze
oblikovati 1 viSestani¢nu strukturu kada su uvjeti u kojima se razmnozava ogranic¢eni hranjivim
tvarima (slika 1).° Stanice u neposrednoj blizini se privlade stvarajuéi agregacijske nakupine
kao odgovor na signalizaciju cCAMP-om (ciklicki adenozin-monofosfat). 1z nakupine stanica
odvaja se migrirajuci ,,puz‘. Tijekom migracije s jednog na drugo mjesto na podlozi ostaje trag
proteina i ugljikohidrata pa od tuda i naziv sluzava plijesan. Priblizno 100 000 stanica oblikuje
viSestani¢ne tvorbe koje se preoblikuju u plodno tijelo sastavljeno od milijun stanica. Potrebna
je veliki broj stanica na jednom mjestu da bi doslo do prekomjernog dijeljenja i oblikovanja
plodnog tijela. Velik broj stanica ¢ine samo dvije vrste stanica: one koje oblikuju spore i one
koje ¢ine stabljiku.’ Stanice koje ¢ine stabljiku $tite spore i prolaze kroz programiranu stani¢nu

smrt tijekom razvoja. Spore u povoljnim uvjetima prokliju u jednostani¢ne amebe.® °

Ana Vlasié¢ Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 3
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Slika 1. Zivotni ciklus Dictyostelium discoideum. (A) Shematski prikaz 24-satnog razvojnog
ciklusa. (B) Fotografija elektronskim mikroskopom prikazuje razli¢ito oblikovane strukture

tijekom razvoja. Prilagodeno prema izvoru.’

Dictyostelium ima mnogo znacajki koje ga Cine zanimljivim sustavom za znanstvena
istrazivanja. Model je za rjeSavanje temeljnih pitanja stanicne 1 razvojne biologije zbog izvrsne
pristupacnosti s genetickog i biokemijskog stajaliSta. Proucavaju se i razni stani¢ni procesi
poput razvoja, oblikovanja i funkcije citoskeleta, citokineze, fagocitoze, kemotaksije te
transdukcije signala.® "

ViSestanicni stadij organizma ¢ini ga izvrsnim sustavom za proucavanje regulacije enzima,
diferencijacije stanica i stani¢ne signalizacije tijekom razvoja.” Tijekom vegetativne faze
jednostani¢na ameba hrani se fagocitozom bakterija, Sto pruza izvrstan model za proucavanje
fagocitoze (procesa kojim stanice zahvacaju druge stanice ili Cestice te probavljaju njihove
dijelove) i mehanizama bakterijskih zaraza. Organizam se istrazuje kod raznih ljudskih bolesti
kao i za mehanizme djelovanja lijekova i biokemijskih puteva koji dovode do otpornosti na
odredene lijekove. Mehanizmi djelovanja nekoliko lijekova razjasnjeni su istraZivanjem ove
amebe. Poznati su brojni ortolozi gena koji su odgovorni za bolesti kod ljudi ¢ije funkcije jos
nisu razjaSnjene, a prisutne su u genomu amebe. Istrazivanja na ovom organizmu bila su klju¢na

u pronalasku lijekova koji inhibiraju resorpciju kostiju a koji se koriste u lijeCenju osteoporoze.
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8§ 2. Literaturni pregled 4

Takoder se istrazuje u svrhu problema u lijecenju raka kao $to je otpornost na kemoterapijska
sredstva, a provode se i detaljnija istrazivanja biokemijskih putova cisplatine koja se koristi u

lije¢enju kemoterapijom.®

2.2. Nudix hidrolaze

Clanovi Nudix nadporodice su najéei¢e hidrolaze koje razgraduju razne supstrate s
pirofosfatnom skupinom (slika 2).** Ovi enzimi sveprisutni su u eukariotima, bakterijama,
arhejama i virusima.'? Sam naziv Nudix je akronim koji objasnjava da ove fosfataze kataliziraju
razgradnju supstrata nukleozid-difosfata vezanog na skupinu X, no taj naziv dan je kada nije
bilo poznato da supstrat nuzno sadrzi pirofosfatnu skupinu, a ne nukleozidnu skupinu.® Postoji
velik broj supstrata poput difosfata, trifosfata, dinukleozida, difosfoinozitolnih polifosfata,
nukleozidnih Se¢era, RNA kapa, NADH, koenzima A i mnogih drugih, pa je mogucéa gruba

podjela na nukleozidne i nenukleozidne supstrate.?

H,0
¢ 9\ ? i
R—0—P—0—P—0—X R—O—FI’—OO + eo—F|>—o—x
O Oo Oe Oo
i
R =| nukleozid O—ll3
OO
n

Slika 2. Reakcija koju kataliziraju Nudix hidrolaze. R mogu biti razne skupine, ve¢inom
nukleozidni supstrati s jednom do Cetiri fosfatne skupine. X skupina moze biti fosfatni ion ili

skupina sli¢na R.1

Clanovi Nudix nadporodice koji nisu Nudix hidrolaze mogu se podijeliti u tri bitne skupine:
izopentenil-difosfat-izomeraze (IDI), MutY-sli¢ne adenin/gvanin (A/G) specificne adenin
glikozilaze te neenzimske domene.!* Neki autori koriste naziv Nudix nadporodica samo za
Nudix hidrolaze, a drugi i ove tri skupine smatraju Nudix slicnim proteinima. 1z tih razloga

predlozeno je koristenje naziva Nudix klan za sve proteine s Nudix na¢inom smatanja.?*!

Ana Vlasié¢ Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 5

Vecina ¢lanova porodice Nudix hidrolaza sadrzi visoko o¢uvani karakteristi¢ni slijed od 23
aminokiseline (Nudix box) GXsEX7REUXEEXGU, gdje X oznacava bilo koju aminokiselinu,
U alifatski hidrofobni ostatak poput izoleucina, leucina ili valina, a istaknuti kataliticki ostatak
Glu najéesée ima bitnu ulogu u mehanizmu reakcije.** Ova sekvenca oblikuje strukturu petlja-
zavojnica-petlja (loop-helix-loop) s primarnom funkcijom vezanja jednog ili vise esencijalnih
dvovalentnih kationa koji usmjeravaju (orijentiraju) difosfatnu skupinu supstrata Nudix
hidrolaza.'*** Supstratna specifi¢nost definirana je bo¢nim lancima i motivima u drugim
dijelovima strukture, a ne u samom Nudix box-u.!! Postoje brojne varijacije u mjestu napada na
supstrat u polozaju kataliticke baze (Glu moze biti smjesten i izvan Nudix motiva), te razlicit
broj dvovalentnih kationa uklju¢enih u Katalizu, najéesée Mg?" ili rjede Mn?*.12

Na slici 3 prikazana je skupina Nudix klana (neenzimska skupina nije usporedena). Na slici
3A dana je struktura predstavnika porodice Nudix hidrolaza iz bakterije Escherichia coli ¢iji je
supstrat ADP-riboza-difosfat. Clanovi IDI porodice i A/G skupine (slika 3B i 3C) nemaju
tipican Nudix box motiv koji se sastoji od 23 aminokiseline i oblikuje strukturu petlja-zavojnica-

petlja. Takoder, svi proteini Nudix klana sadrze Nudix nacin smatanja (fold) tj. a-p-o sendvié.

Slika 3. Usporedba skupina Nudix klana; prikazani su tipi¢ni predstavnici, a dijelovi proteina
su naznaceni brojevima. (A) Porodica Nudix hidrolaza: ADP-riboza-difosfataza iz bakterije E.
coli (PDB™ kod: 1KHZ). (B) Porodica izopentenil-difosfat-izomeraza: izopentenil-difosfat-
izomeraza iz E. coli (PDB kod: INFS). (C) Porodica adenin-gvanin specifi¢ne adenin
glikozilaze: ljudska A/G-specifi¢na adenin glikozilaza (PDB kod: 1X51). Drugacijom bojom
istaknut je slijed od 23 aminokiseline (Nudix box) strukture petlja-zavojnica-petlja.tt

Nudix hidrolaze tipicno su mali proteini (16 — 25 kDa), ali ukoliko su ve¢i onda sadrze
dodatne domene koje imaju drugu kataliti¢ku ili veznu funkciju.!* Broj gena za Nudix proteine
u prokariotima i jednostavnim eukariotima iznosi izmedu 0 i1 30, a kod sisavaca oko 24. Na

primjer, genom Covjeka sadrzi 18, a biljke poput Arabidopsis thaliana sadrze 28 Nudix
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hidrolaza.? Neke skupine Nudix hidrolaza imaju ,,housecleaning* funkciju odnosno uklanjaju
iz stanice potencijalno Stetne metabolite, te kontroliraju nakupljanje meduprodukata i njihovu
dostupnost u biokemijskim putevima, no to nije specifi¢no za sve ¢lanove Nudix porodice.*?

Mehanizam djelovanja Nudix hidrolaza u fosfataznoj reakciji ¢esto je specifican za pojedini
protein i ovisi 0 mnogo faktora. Na mehanizam utjecu o¢uvane aminokiseline, te njinov polozaj
u 3D-strukturi, oblik i veli¢ina supstrata, broj dvovalentnih kationa i sli¢no. Takoder, vrlo je
teSko sa sigurno$¢u odrediti svaki korak mehanizma. Ovdje je naveden primjer
pirofosfohidrolaze MutT iz E. coli za koju je mehanizam detaljno istrazen (slika 4A), kako bi
se objasnio opéeniti mehanizam djelovanja Nudix hidrolaza.'*

MutT je monomerni protein koji se sastoji od 129 aminokiselinskih ostataka i katalizira
hidrolizu nukleozid- i deoksinukleozid-trifosfata (NTP) do nukleozid-monofosfata (NMP) i
anorganskog pirofosfata, a najbolji supstrat je 8-okso-dGTP. Ovom enzimu su za aktivnost
potrebna dva dvovalentna kationa (Mg?* ili Mn?*). Jedan kation vezan je bidentantno na f i y
fosfatne skupine NTP supstrata, a drugi je heksakoordiniran s Gly38, Glu56, Glu57 i Glu98 (ili
Glu53, ovisno je li supstrat NTP vezan za kation) i dvije molekule vode. Esencijalna kataliticka
aminokiselina Glu53 je opc¢a baza koja ¢ini molekulu vode nukleofilnijom, §to omoguéava
napad na fosfatnu skupinu.** Supstrat je vezan na povrsini enzima dok je magnezijev kation

koordiniran aminokiselinama iz Nudix box motiva (slika 4B).
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Slika 4. (A) Mehanizam djelovanja Nudix hidrolaze MutT iz E. coli prikazan tako da su
aminokiselinski ostaci obojani crveno, od kojih su pojedini dio Nudix box-a:
G¥XEX7RY?EXUXEE>"XGU. (B) Prikaz povrsine kompleksa MuT sa supstratom u
veznom mjestu. Zelenom kuglicom prikazan je magnezijev kation, a crvenom Nudix box
(PDB kod: 1ppx).2
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Jedan od primjera Nudix hidrolaza koje imaju nenukleozidne supstrate je nedavno opisana
izopentenil-difosfat-fosfohidrolaza iz biljaka.? Rije¢ je o multidomenskom proteinu nazvanom
Nudix-dipeptidil-peptidaza Il1, a okarakterizirani su homolozi iz biljaka Arabidopsis thaliana i
Physcomitrella patens. 1zopentenil-difosfat je supstrat fosfatazne reakcije Nudix domene, $to
je potvrdeno mutacijom tipi¢nog glutamata iz Nudix box motiva (mutant E92A), ¢ime je u
potpunosti inaktiviran enzim. Ovakva (atipi¢na) Nudix hidrolaza ima homologe medu Nudix
hidrolazama i izopentenil-difosfat-izomerazama, te ima o¢uvane bitne funkcionalne ostatke iz
obje vrste enzima.l?

Kao predmet ovog diplomskog rada odabran je homolog takve Nudix domene iz organizma
Dictyostelium discoideum. Prethodno je u Laboratoriju za biokemiju proteina i molekulsko
modeliranje, Zavod za organsku kemiju i biokemiju, Institut Ruder Boskovi¢ (LBPMM, IRB),

potvrdeno da protein ima fosfataznu aktivnost prema izopentenil-difosfatu (slika 5).

)\/\ - )\/\ o
OPP opP

PP [P

Slika 5. Reakcija hidrolaze supstrata izopentenil-difosfata (IPP) djelovanjem DdNudix
proteina produkti su izopentenil-fosfat (IP) i pirofosfat (Pi).

2.3. lzopentenil-difosfat-izomeraza

Izopentenil-difosfat-izomeraza (IDI) je enzim Kkoji katalizira izomerizaciju izopentenil-
difosfata (IPP) i dimetilalil-difosfata (DMAPP) (slika 6). Ova reakcija je klju¢na za sintezu svih
izoprenoida, odreduje brzinu sinteze ostalih metabolita (rate-limiting step) i prisutna je u svim
organizmima osim nekih parazita.’® Reakciju kataliziraju dva nesrodna enzima: tip 1 (IDI1),
monomer klasificiran kao Nudix klan protein, i tip 2 (IDI2) tetramer ovisan o nukleotidnom
faktoru. Ovdje je zanimljiv samo IDI tip 1, jer pripada u istu strukturnu klasu kao i Nudix

hidrolaze.
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Slika 6. Reakcija koju katalizira izopentenil-difosfat-izomeraza premjestanjem dvostruke veze
iz izopentenil-difosfata (IPP) u dimetilalil-difosfat (DMAPP).

Iako je nacin smatanja IDI slican onome Nudix hidrolaza (slika 3), izomeraze nemaju o€uvane
kataliticke ostatke Nudix box-a bitne za hidroliti¢ku aktivnost. No Nudix box motiv unato¢ tome
zadrzava sposobnost vezanja magnezijevog iona. Mg®" u IDI, jednako kao u Nudix
hidrolazama, smjesta difosfatnu skupinu, koja je zajednicka karakteristika supstrata Nudix
hidrolaza i IDI.! Za razliku od hidrolaza, supstrat se u izomerazi veze u supstratni dzep, a ne
na povrsini enzima (Slika 7). U Supljini se nalazi ion cinka koordiniran s tri histidinska i dva
glutamatna ostatka, i nije ekvivalentan nijednom kationu u dosad opisanim Nudix
hidrolazama.'® Zn?* je bitan za smatanje proteina i pravilno smjestanje katalitickih ostataka.
Jedini kataliticki ostatak kojem je dokazana uloga u mehanizmu reakcije je cisteinski ostatak

koji deprotonira meduprodukt (slika 7).

Slika 7. Vezno mjesto izopentenil-difosfata u E. coli IDI (PDB: 1ppv) nalazi se u zasti¢enoj
Supljini enzima. Crveno je oznacen motiv Nudix box, zelenom kuglicom ion magnezija,

a ljubicastom ion cinka.?
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Slika 8. Mehanizam reakcije izopentenil-difosfat-izomeraze na primjeru E. coli IDI. Kao

meduprodukt reakcije nastaje karbokation.?
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§3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

3.1.1. Kemikalije

Standardne kemikalije: Tris, natrijev dodecilsulfat (SDS), akrilamid/bisakrilamid, PEG 3350
(Fluka Biochemika); amonijev sulfat, kalijev fosfat, magnezijev klorid, natrijev klorid,
magnezijev sulfat, cinkov sulfat, fosfatna kiselina, octena kiselina, natrijev acetat trihidrat,
izopentenil-difosfat (IPP), izopentenil-fosfat (IP) (Sigma-Aldrich); agaroza (Invitrogen);
ampicilin,  izopropil-g-D-1-tiogalaktopiranozid ~ (IPTG)  (Fermentas);  N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamin  (TEMED), amonijev persulfat (APS), p-merkaptoetanol (GE
Healthcare); NaCl, imidazol (Carl Roth); teku¢i dusik (Messer); agar, poliakrilamid 30 %,
Luria-Bertani medij (Difco Laboratories); EDTA, etanol, metanol, octena kiselina, litijev klorid
(Kemika).

Proteinski standard: standardi za veli¢inu od 10 kDa do 180 kDa, PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Boja: Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva).

Komplet: Malachite Green Phosphate Detection Kit (R&D Systems).

Proteini i enzimi: lizozim iz bjelanjka jajeta, DNaza | (Sigma-Aldrich).

Stanice: Escherichia coli, soj BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Stratagene).

Kolone i punilo za kolone: PD-10, HiPrep 16/60, Sephacryl S-200 High Resolution (GE
Healthcare Bio-Sciences AB); Ni-NTA agaroza (Qiagen).

Materijali koriSteni u kristalizaciji: okrugla silikonizirana pokrovna stakalca promjera 22

mm, VDX ploce s 24 spremnika, keramicke kuglice - Seed Bead (Hampton Research).

3.1.2. Instrumenti

Uredaji za elektroforezu: Mini Protean Il Electrophoresis Cell (BioRad)
Spektrofotometar: BioDrop Duo (BioDrop)
Uredaj za elektroporaciju: Gene Pulser Xcell (BioRad) u Gene Pulser Cuvette za E. coli

Pribor za filtriranje: nitrocelulozni filter veli¢ine pora 0,45 um — Whatman (GE Healtcare)
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Centrifugalni sistem za koncentriranje: Vivaspin Il (Sartorius)

Uredaj za autoklaviranje: Vapour-Line (VWR)

Termoblok: Eppendorf Thermomixer R (Thermo Fisher Scientific)

Rotacijske platforme: InnOva 4300 (Marshall scientific) i Shaking incubator (Shel Lab)
Centrifuge: Sorvall RC-5B (Sorvall), Eppendorf Centrifuge 5415 R (Eppendorf)
Ultrazvucni dezintegrator: Ultrasonic processor (Cole Parmer)

Uredaj za ljuljanje: VIBROMIX 203 EVT (Tehtnica)

Sustav za brzu tekuéinsku kromatografiju proteina: FPLC, Akta (Pharmacia)
Pumpa koriStena za kromatografiju: Peristaltic Pump P-1 (GE Healthcare)

VrtloZna mijesalica: Vortex (Fisher Scientific)

3.2. Procis¢avanje divljeg tipa i mutanta proteina E§2A
3.2.1. Prekomjerna ekspresija proteina

Prekomjerna ekspresija divljeg tipa proteina Nudix hidrolaze iz amebe Dictyostelium
discoideum (DdNudix) izvedena je u elektrokompetentnim stanicama bakterije Escherichie coli
soja BL21-CodonPlus(DE3)-RIL.

Za uzgoj bakterijskih kultura koje su potrebne za ekspresiju proteina pripravljene su krute i
tekuc¢e hranjive podloge Luria-Bertani (LB). Teku¢a LB hranjiva podloga pripremljena je
otapanjem 25 g Difco praha (baktotripton y= 5 g L™, ekstrakt kvasca y = 5 g L? i
NaCly=10g L™ pH 7,0) u 1 L destilirane vode, te je sterilizirana autoklaviranjem 20 minuta
na 120 °C i tlaku od 1,5 atm. Jednakim postupkom pripremljena je kruta LB hranjiva podloga
s dodatkom agara do koncentracije 15 g L™ u koju je nakon sterilizacije (u vruéu otopinu
maksimalne temperature 60 °C) dodan ampicilin kona¢ne koncentracije 100 ug mL™ (LB/amp).
Ovako pripremljena otopina LB/amp prelivena je u plasti¢ne Petrijeve zdjelice.

Elektroporacija bakterijskih stanica provedena je na uredaju Gene Pulser Xcell (BioRad)
koriste¢i ohladenu sterilnu kivetu za elektroporaciju (Gene Pulser Cuvette za E. coli) s
razmakom elektroda od 0,2 cm. Elektroporacija je jedna od metoda transformacije to jest
unoSenja strane DNA (plazmidne DNA) u bakterijsku stanicu. Transformacija je provedena s
50 uL bakterijske suspenzije u koju je prethodno dodan 1 uL plazmida pLATE31 koji sadrzi
kodiraju¢i gen za DdNudix s histidinskim privjeskom na karboksilnom kraju proteina (dobiven

iz LBPMM, IRB) uz napon od 2,5 kV u trajanju od 5 milisekundi. Nakon elektroporacije, u
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kivetu je dodan 1 mL LB tekuce hranjive podloge, a potom je cijeli sadrzaj kivete prebacen u
sterilnu epruvetu i inkubiran 1 sat na 37 °C pri 350 okretaja u minuti (rounds per minute, rpm).
Alikvoti suspenzija stanica od 200 pL i 400 uL nacijepljeni su na dvije krute LB/amp podloge
i inkubirani na 37 °C preko no¢i. Sutradan, s jednom bakterijskom kolonijom narasloj na krutoj
LB/amp podlozi, nacijepljeno je 50 mL teku¢e LB/amp podloge koja je potom inkubirana preko
noc¢i na 37 °C pri 250 rpm. Uzgoj stanica proveden je u dvije tikvice od 2 L dodatkom 500 mL
LB/amp tekuce podloge i 10 mL prekonoéne kulture u svaku tikvicu koje su inkubirane na 37
°C pri 250 rpm. Rast bakterijskih stanica pracen je mjerenjem turbiditeta pri valnoj duljini od
600 nm. Nakon tri sata pri optickoj gusto¢i izmedu 0,6 i 0,7, rast bakterija zaustavljen je
hladenjem bakterijske suspenzije na 4 °C. U ohladenu bakterijsku suspenziju je dodano 500 pL
otopine metala sastava: 1 mol dm® MgSOs i 10 mmol dm? ZnSOs, tako da kona¢na
koncentracija Mg?* kationa iznosi 1 mmol dm= i Zn?* kationa 10 umol dm=3. Prekomjerna
ekspresija proteina inducirana je dodatkom izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozida (IPTG) do
konaéne koncentracije 1 mmol dm. Ekspresija je provedena inkubacijom 20 sati na 18 °C pri
130 rpm. Nakon zavrSetka ekspresije, kulture stanica su centrifugirane (Sorvall RC-5B) 20
minuta pri 5860 g (6000 rpm) na 4 °C. Supernatant je ukolonjen, a talog stanica izvagan, te
pohranjen na -20 °C.

3.2.2. Liza bakterijskih stanica

Iz taloga stanica potrebno je izdvojiti ciljani protein, $to je postignuto navedenim metodama:
sonificiranje, centrifugiranje, afinitetna kromatografija i gel-filtracija. Prvo je potrebno razoriti
stanicne stijenke za $to postoje razne kemijske i fizikalne metode poput osmotske lize,
sonificiranja, enzimske razgradnje i sli¢no. U tu svrhu u ovom radu koristena je kombinacija
metoda kemijske razgradnje i sonificiranja. Nakon razaranja stani¢nih stijenki, centrifugiranjem
se razdvoji netopljivi dio u obliku taloga (staniéna membrana, stani¢na stijenka, DNA, agregati
proteina, inkluzijska tijela) od topljivog dijela koji se nalazi u supernatantu (topljivi proteini,
soli, peptidi). U posljednjem koraku iz supernatanta izdvaja se Zeljeni protein razlicitim
kromatografskim metodama.

Talog stanica u kojem je prethodno eksprimiran divlji tip proteina DdNudix (4,78 Q)
odmrznut je na ledu i resuspendiran u 20 mL pufera za lizu sastava: 50 mmol dm= Tris-HClI,
300 mmol dm= NaCl, 10 mmol dm= imidazol, pH 8,0. Zatim je u priredenu homogenu

suspenziju stanica dodana otopina lizozima do kona¢ne koncentracije 100 pg mL?, te je
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inkubirano 45 minuta na ledu uz povremeno mijesanje. Stanice su potom razorene ultrazvu¢nim
dezintegratorom na ledu (Ultrasonic processor sonda promjera 5 mm) dva puta po 90 sekundi
sa stankom za mijeSanje otopine. Nakon sonifikacije suspenziji je dodana otopina DNaze za
razgradnju DNA do konaé¢ne koncentracije 10 ug mL™ koja je potom inkubirana 20 minuta na
sobnoj temperaturi uz lagano ljuljanje. Lizat je centrifugiran 45 minuta na 4 °C pri 14 500 g
nakon ¢ega je dobiveni supernatant filtriran kroz filter papir veli¢ine pora 0,45 um. Pripremljeni
supernatant podvrgnut je dalje pro¢is¢avanju metodom afinitetne kromatografije.

Prethodno opisanim postupkom, uz minimalne razlike, provedena je i liza stanica mutanta
proteina E82A. Talog stanica je dobiven (iz LBPMM-a, IRB), u kojem je prethodno
prekomjerno eksprimiran protein s jednom tockastom mutacijom, gdje je glutaminska kiselina
na poloZaju 82 zamijenjena alaninom. Talog stanica mase 1,87 g resuspendiran je u 12,5 mL
pufera za lizu te obraden lizozimom na jednak nacin kao §to je prethodno opisano za divlji tip
proteina. Sonifikacija je produzena na Cetiri ciklusa po 3 minute izmedu kojih je suspenzija
dobro promijesana. Stani¢ni lizat je obraden DNAzom, centrifugiran i profiltriran kako je
prethodno opisano.

U oba slucaja, za divlji tip i mutant E82A, prije centrifugiranja su uzeti alikvoti od 100 puL
stani¢nog lizata koji su zasebno centrifugirani u istim uvjetima kao i ostatak stani¢nog lizata.
Nakon centrifugiranja, supernatant je odvojen, a talog je resuspendiran u 100 pL mili Q vode.
Dobiveni uzorci su koriSteni za analizu topljivosti proteina metodom elektroforeze u 12 %
poliakrilamidnom gelu u denaturiraju¢im uvjetima.

3.2.3. Kromatografske metode
3.2.3.1. Afinitetna kromatografija

Afinitetna kromatografija je metoda odvajanja makromolekula temeljena na specifi¢cnim
interakcijama izmedu receptora i liganda. Za uspjesno procis¢avanje proteina afinitetnom
kromatografijom potrebna je visoko specifi¢na interakcija proteina i molekule koja se
upotrebljava kao mamac. Medutim, ¢esto nije poznata takva molekula pa se modificira protein
dodatkom afinitetnog privjeska.l” Postoje razli¢iti afinitetni privjesci, a najées¢e upotrebljavan
u biokemiji je histidinski privjesak koji se sastoji od nekoliko uzastopnih histidina na amino ili
karboksilnom kraju proteina. Metoda se zasniva na interakciji histidinskog privjeska i
imobiliziranog nosa¢a kompleksa Ni?* s nitrilotrioctenom kiselinom (Ni-NTA) pa se &esto

naziva IMAC metoda (immobilized metal ion affinity chromatography). NTA je tetradentatni
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keliraju¢i agens koji zauzima cCetiri koordinacijska mjesta metala nikla (1) imobiliziraju¢i ga u
kromatografskom nosacu. Od ukupno Sest koordinacijskih mjesta na srediSnjem metalnom
centru, dva su slobodna za specifi¢no afinitetno vezanje histidinskog bo¢nog ogranka (slika
9).8 Protein koji je obiljeZen histidinskim privijeskom se ¢vrsto veze na kromatografski nosad
dok ostali proteini prolaze kroz kolonu. Protein se eluira s nosa¢a dodatkom imidazola koji
zbog veceg afiniteta prema metalnom centru Ni(ll) istiskuje prethodno vezani protein. Metoda
je visoko ucinkovita, visoko specificna, brza i relativno neosjetljiva na pravilno smatanje

proteina i ionsku jakost.
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Slika 9. Shematski prikaz interakcija ostataka histidinskog privjeska proteina (plavo) i nosaca
kompleksa Ni(Il)-nitrilotrioctene kiseline (crveno) vezane na agarozu (prikazano kosim

crtama).*®

U svrhu procis¢avanja proteina DdNudix, divljeg tipa i mutanta E82A, pripremljena je
kolona promjera 0,9 centimetara s 1 mL Ni-NTA nosaca. Nosac je ispran s 15 mL mili Q H20
I 515 mL pufera za lizu (tablica 1), te uravnotezen s 25 mL pufera za lizu (tablica 1). Prethodno
dobiveni lizat nanesen je na kolonu prilikom cega je sakupljena nevezana frakcija. Nakon
nano$enja uzorka, nosa¢ je ispran s 6 mL pufera za ispiranje (tablica 1) prilikom ¢ega su
sakupljene tri frakcije volumena 2 mL. Protein od interesa eluiran je s 15 mL pufera za eluiranje
(tablica 1), prilikom ¢ega je sakupljeno 10 frakcija od 0,5 mL. Nakon zavr§enog procis¢avanja,
u svrhu ¢uvanja kolone, kolona je isprana s 5 mL pufera za ¢is¢enje kolone (tablica 1) te s 20
mL mili Q H20 i konaéno s 15 mL 20 % etanola. Sve frakcije sakupljane su u mikroepruvetama

ohladenim na ledu. ProciS¢avanje je provedeno na sobnoj temperaturi uz pomo¢ pumpe
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(Peristaltic Pump P-1, GE Healthcare) s konstantnim protokom od 0,5 mL min™. Svi koristeni
puferi kao i deioniziraju¢a voda su prethodno filtrirani kroz filter veli¢ine pora 0,45 um i

dearirani.

Tablica 1. Sastav pufera koriStenih za proc¢is§¢avanje proteina afinitetnom kromatografskom.

liza ispiranje | elucija | ciS¢enje
c¢(Tris-HCI) /mmol dm 50 50 50 50
¢(NaCl) / mmol dm 300 300 300 300
c(imidazol) / mmol dm 10 20 300 500
pH 8,0 8,0 8,0 8,0

3.2.3.2. Gel-filtracija

Gel filtracija je kromatografska metoda koja se zasniva na odjeljivanju komponenata na temelju
veli¢ine molekula tj. isklju¢enjem po veli¢ini. Kromatografsko punilo se sastoji od poroznog
materijala kao $to su polimer dekstrana (Sephadex), agaroza (Sepharose) ili poliakrilamid
(Sephacryl). Ovisno o koristenom punilu, moZzemo razdvojiti razli¢ite veli¢ine molekula.
Prolaskom kroz kolonu velike molekule (npr. bioloske makromolekule poput proteina) ne ulaze
u sve pore punila te se kre¢u brze od manjih molekula koje ulaze u veci broj pora. Na temelju
navedenog principa, moguée je odijeliti proteine od oneciS¢enja sakupljanjem eluata u
frakcije.!’

Za potrebe kristalizacijskih eksperimenata, divlji tip proteina dodatno je procis¢en gel-
filtracijom pomoc¢u sustava za tekucinsku kromatografiju proteina (Fast Protein Liquid
Chromatography, FPLC, Akta Pharmacia) na koloni HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 High
Resolution. Prije nano$enja uzorka kolona je isprana s destiliranom vodom i uravnotezena sa
standardnim puferom sastava: Tris-HCI 50 mmol dm, NaCl 20 mmol dm, pH 7,4. Na kolonu
je naneseno 2 mL uzorka dobivenog sakupljanjem ¢etiri frakcije s najve¢om koncentracijom
proteina nakon afinitetne kromatografije. Protein je eluiran standardnim puferom pri protoku
od 0,75 mL min i sakupljane su frakcije volumena 2,5 mL. Tijek pro¢iséavanja praéen je UV
detektorom pri valnoj duljini od 280 nm.

Metoda gel-filtracije je koriStena i za izmjenu pufera u proteinskim frakcijama mutanta
E82A. U tu svrhu koriStena je kolona PD-10 (GE Healthcare Bio-Sciences AB), koja je
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8 3. Eksperimentalni dio 16

prethodno ispirana s mili Q H2O te uravnotezena standardnim puferom. Na kolonu je naneseno
2,5 mL proteinskog uzorka, dobivenog nakon afinitetne kromatografije, koji je eluiran s 3,5 mL
standardnog pufera.

Dobiveni cCisti uzorci proteina divljeg tipa i mutanta E82A su uguséeni do zeljene

koncentracije uredajem Vivaspin, alikvotirani i pohranjeni na -80 °C.

3.3. Biokemijske metode za karakterizaciju prociséenog proteina

3.3.1. Odredivanje koncentracije proteina

U ovom radu koristene su dvije metode za odredivanje koncentracije proteina: kvalitativno
Bradfordovim?® testom i kvantitativno metodom Warburg-Christians?°. Metoda po Bradfordu
temelji se na reakciji proteina i boje Coomassie Brilliant Blue G-250 u kiselom mediju. Uslijed
vezanja boje na odredene aminokiseline u proteinima, najce$ce arginin, dolazi do pomaka
maksimuma apsorbancije sa 465 nm na 595 nm. Takoder, prilikom vezanja boje na protein
dolazi do vidljive promjene iz smedeg obojenja otopine u plavu. Metoda se Siroko primjenjuje
zbog svoje jednostavnosti, brzine kao 1 Sirokog opsega intenziteta obojenja ovisno o
koncentracije proteina. Vrlo se ¢esto koristi 1 kao kvantitativna metoda za koju je potrebno
prethodno odrediti bazdarni pravac. Bradfordov kvalitativni test proveden je u porculanskim
jazicama dodatkom 1 pL uzorka proteina iz pojedine frakcije u 100 uL Bradfordova reagensa
sastava: boje Coomassie Brilliant Blue G-250 (y = 0,1 g L), etanol (¢ = 0,047) i fosfatna
kiselina (¢ = 0,085).

Koncentracija proteina odredivana je kvantitativnom metodom Warburg-Christians
mjerenjem apsorbancije 1 pL uzorka na mikrovolumnom spektrofotometru BioDrop. Za
racunanje koncentracije koriSten je molarni apsorpcijski ekstinkcijski koeficijent iznosa 30 035
mol™? dm= cm?, odreden pomoéu programa ProtParam.?* Odabrana je kvantitativna metoda
Warburg-Christians obzirom da je odredivanje koncentracije krace nego li metodom po
Bradfordu, a prethodno je utvrdeno da obje metode daju isti rezultat. Koncentracija proteinskih
uzoraka, divljeg tipa i mutanta E82A, odredivana je nakon svakog koraka proc¢is¢avanja kao i
tijekom uguséivanja. Prije mjerenja apsorbancije proteinskog uzorka, izmjerena je apsorbancija
pufera u kojem se nalazi proteinski uzorak koja je potom oduzeta od apsorbancije proteinskog
uzorka. Koncentracija je izracunata prema sljede¢oj jednadzbi:

c(proteina) = (1,55 A,g0) — (0,76 Ayg0)
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8 3. Eksperimentalni dio 17

Koncentracija proteina za svaki uzorak je mjerena minimalno tri puta, a kao konacna
koncentracija je uzeta srednja vrijednost triju mjerenja.

3.3.2. Gel elektroforeza u denaturirajuéim uvjetima

Za vizualizaciju proteinskih frakcija tijekom i nakon proc¢iS¢avanja proteina, koriStena je
elektroforeza proteina u denaturiraju¢im uvjetima. Elektroforetsko odjeljivanje proteina
provodi se u elektricnom polju unutar poliakrilamidnog gela koji sluzi kao molekularno sito.
Denaturacija proteina postize se dodatkom natrijevog dodecil-sulfata (sodium dodecyl sulphate,
SDS) u proteinski uzorak kao i u gel, te dodatkom S-merkaptoetanola koji reducira disulfidne
veze, 1 kratkim zagrijavanjem na 95 °C. Proteini obradeni na ovaj nacin ponasaju se kao da svi
imaju isti oblik i jednak omjer naboja i mase. Tijekom elektroforeze male molekule se brze
kre¢u kroz gel.l” Proteinskim uzorcima se dodaje boja bromfenol modrilo za praéenje toka
elektroforeze kao i glicerol koji zbog velike viskoznosti omogucuje laksi ulazak uzorka u jazicu
gela.

Cistoéa frakcija provjeravana je SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezom
(polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) na sustavu Mini Protean Il Electrophoresis
Cell. Pripremljeni su gelovi dimenzija 80 x 70 x 0,75 mm sastavljeni od gornjeg gela za
sabijanje visine oko 20 mm i donjeg gela za razdvajanje visine oko 60 mm. Za pripremu gela
zarazdvajanje pipetirano je 2,08 mL otopine akrilamida:bisakrilamida u omjeru 29:1 (¢ = 0,30),
1,25 mL 1,5 mol L Tris-HCI pufera pH 8,8, 50 uL SDS-a (y= 100 g L), 25 uL APS-a (y=
100 g LY, 1 mL TEMED-a i 1,6 mL deionizirane vode. Tako pripremljena otopina (donji dio)
izlivena je izmedu dvije staklene ploce razmaka 0,75 mm i nadslojena destiliranom vodom.
Nakon polimerizacije gela, oko 45 minuta, uklonjena je destilirana voda te dodana otopina gela
za sabijanje pripremljenog pipetiranjem 0,268 mL akrilamid:bisakrilamida u omjeru 29:1 (¢ =
0,30), 0,5 mL 0,5 mol L Tris-HCI pufera pH 6,8, 20 uL SDS-a (y= 100 g L), 10 uL APS-a
(y=100gL1), 1 uL TEMED-a i 1,2 mL deionizirane vode. U izliveni gel za sabijanje umetnut
je Cesalj za oblikovanje jaZica, te je sustav inkubiran na sobnoj temperaturi do polimerizacije
gela, oko 30 minuta. Uzorci su prije nanoSenja na gel pomijesani u omjeru 1:1 s otopinom
sastava 0,5 mol L Tris-HCI pufera pH 6,8, SDS (= 100 g L}), 2--merkaptoetanol (¢ = 0,05),
glicerol (¢ = 0,10) i bromfenol modrilo (= 0,02 g L), nakon &ega su inkubirani 5 minuta na

95 °C u termobloku (Eppendorf Thermomixer). Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani 2

Ana Vlasié¢ Diplomski rad
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minute te naneseni u jazice gela. Takoder, na gel je naneseno 2 pL proteinskih standarda
PageRuler™ Prestained Protein Ladder) koji prikazuje veli¢ine od 10 kDa do 180 kDa.

Elektroforeza je provedena u puferu sastava: 0,025 mol L Tris-HCI pH 8,3, 0,192 mol L™
glicin i SDS (=1 g L), pri stalnom naponu od 180 V. Za vizualizaciju proteinskih vrpci,
gelovi su bojani 20 minuta na 45 °C uz lagano ljuljanje u otopini sastava: boja Coomassie
Brilliant Blue R-250 (=1 g L), metanol (¢ = 0,30) i octena kiselina (¢ = 0,10). Visak boje
uklonjen je inkubiranjem gela 3 sata na 45 °C uz lagano ljuljanje u otopini sastava metanola (¢
=0,30) i octene kiseline (¢ = 0,10). Gelovi su nakon odbojenja pohranjeni u Petrijevu zdjelicu
s destiliranom vodom te fotografirani za analizu.

3.3.3. Odredivanje fosfatazne aktivnosti proteina

Fosfatazna aktivnost enzima ispitivana je u puferu koncentracije 10 mmol L™ Tris-HCI, 1 mmol
Lt MgCly, pH = 7,6 uz 50 pmol L supstrat IPP. Reakcija je zapoceta dodatkom enzima i
provedena je 10 minuta na temperaturi od 37 °C. Ukupni volumen reakcije iznosio je 100 L.
Reakcija je zaustavljena dodatkom 25 uL. 5 mM EDTA i pohranjena na ledu do detekcije.
Fosfatazna aktivnosti proteina pracena je detekcijom fosfatnog iona uporabom
komercijalnog seta Malachite Green Phosphate Detection Kit (R&D Systems). Obzirom da u
reakciji enzima i supstrata IPP-a nastaju IP i anorganski fosfat, najjednostavnije je pratiti
nastajanje fosfatnog iona. To je moguce kolorimetrijskom reakcijom u kojoj nastaje zeleno
obojenje zbog prisutnosti kompleksa fosfata, molibdata i bojila malahitno zeleno (slika 10).
Kompleks je stabilan u kiselim uvjetima pa je detekcija produkta diskontinuirana od same
enzimske reakcije. Detekcija je provedena tako da je 50 pL reakcijske smjese u jazici
mikrotitarske plo¢ice pomijeSano s 10 pL reagensa A, koji sadrzi otopinu amonijevog
molibdata u sumpornoj kiselini. Pri tome dolazi do nastanka kompleksa fosfata i molibdata.
Nakon 10 minuta na sobnoj temperaturi, smjesi je dodano 10 pL zeleno-plavog reagensa B,
koji sadrzi oksalat malahitnog zelenog stabiliziran polivinil-alkoholom. Reakcijska smjesa se
tada oboji zuto, a u prisutnosti fosfata tijekom 20 minuta pojavljuje se malahitno zelena boja
kompleksa fosfata, molibdata i bojila malahitno zeleno. Ukoliko u reakcijskoj smjesi nema
fosfata, Zuta boja izblijedi. Test je iznimno osjetljiv na tragove fosfata u otopinama, pa je nuzno
koristiti Ciste kemikalije i izbjegavati fosfatni pufer za rad s enzimom. Kontrolne probe
ukljucivale su reakcije smjese samo enzima i samo supstrata, kako bi se provjerilo da ne sadrze

fosfat u koli¢inama koje bi mogle ometati kvantifikaciju fosfata u enzimskoj reakciji. Za
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kvantifikaciju koristene su otopine razli¢itih koncentracija KH2PO4 kao bazdarna krivulja u

rasponu od 0 do 100 pmol L™, uz mjerenje apsorbancije otopine pri 620 nm.

Pi +(NH4)2MOO4 H* B H;PM012040

H3PMo0;,040 + HMG?* H* | (MG’)(HzPMole.m)-l + 2H*

Slika 10. Reakcije prilikom detekcije fosfata: u prvoj reakciji nastaje kompleks fosfata i

molibdata u kiseloj otopini koji vezanjem protonirane forme bojila malahitno zeleno (HMG?*)

nastaje kompleks karakteristi¢ne malahitno zelene boje.

3.4. Kristalografske metode

3.4.1. Kristalizacija metodom strujanja para

Kristalizacija je proces nastajanja kristala iz zasi¢ene otopine hladenjem ili smanjenjem
koli¢ine otapala u otopini. Obzirom da je kristalizacija proteina, zbog njihove veli¢ine i
nestabilnosti, vrlo nepovoljan proces, u Kristalizacijsku otopinu, osim proteinske otopine,
dodaju se razli¢ite kemijske tvari. Prije svega, kristalizacijska otopina sastoji se od pufera, koji
omogucéuje tocno podeSavanje pH otopine u kojoj je protein stabilan. Osim pufera,
kristalizacijska otopina najceS¢e sadrzi neku sol 1 precipitant. Kako bi se pospjesila
kristalizacija takoder se mogu dodati i razli¢iti deterdzenti. Obzirom da nije moguce predvidjeti
u kojem uvjetu ¢e protein kristalizirati, testiraju se razli¢iti komercijalno dostupni kompleti od
kojih se najéesée svaki sastoji od 96 razli¢itih Kristalizacijskih otopina.?? Navedeni komercijalni
kompleti osmis$ljeni su na temelju kristalizacijskih uvjeta u kojim su prethodno kristalizirani
proteini prilozeni u PDB.

Najcesce koristena metoda za kristalizaciju proteina je metoda difuzija para koja se izvodi
tehnikama visece kapi (hanging drop) i sjedece kapi (sitting drop) (slika 11). U tehnici visece
kapi, koristenoj u ovom radu, na silikonizirano stakalce se postavi kap volumena od 2 do 5 puL
koja se sastoji od proteinske otopine pomijesane s jednakim volumenom otopine iz spremnika.
Silikoniziranim stakalcem s kapi se poklopi spremnik s otopinom S§to €ini zatvoreni sustav.
Zbog nize koncentracije kemijskih tvari u kapi nego u spremniku dolazi do strujanja para vode
iz kapi u spremnik. Strujanjem vode, koncentracija proteina i precipitanta u kapi polako raste
dok otopina ne postane zasi¢ena. Ukoliko su zadovoljeni uvjeti za kristalizaciju, u takvoj

otopini dolazi do nukleacije, te zapocinje rast kristala.
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U izradi ovog rada tehnika visece kapi izvodena je u VDX plo¢ama s 24 spremnika na 18 °C.
Volumen pufera u spremniku iznosio je 1000 pL, a kap je pripremljena mijeSanjem 1 pL
otopine proteina i 1 pL otopine iz spremnika. Tijek kristalizacije pracen je mikroskopom

jednom dnevno prva tri dana, nakon toga 1-2 puta tjedno.

H,0

Slika 11. Shematski prikaz metode strujanja para tehnikom visece kapi(lijevo) i sjedece kapi

(desno) za kristalizaciju proteina.?®

3.4.2. Optimizacija kristalizacijskih uvjeta

Prethodno je u Laboratoriju za kemijsku i biolosku kristalografiju, Zavod za fizi¢ku kemiju,
Institut Ruder Boskovi¢ (LKBK, IRB) napravljen kristalizacijski eksperiment s divljim tipom
proteina DdNudix i komercijalno dostupnim kompletima: Index, PEGS Suite, JBS Wizard 1&2
HTS, JCSG core i NEXTAL cryo. Dobiveni su kristali u nekoliko uvjeta, ali nisu difraktirali do
zadovoljavajuéeg razlué¢ivanja. U ovom radu su optimizirana tri uvjeta; uvjet A: 0,2 mol dm
LiCl, 20 % PEG 3350 (PEGS Suite E4), uvjet B: 0,1 mol dm™ NaAc x 3 H20, 25 % PEG 3350,
pH 4,5 (Index D5), uvjet C: 0,2 mol dm K3PO4, 20 % PEG 3350 (PEGS Suite H5).

Prethodno su svi metionini u divljem tipu proteina DdNudix zamijenjeni selenometioninom
(procisceni proteinski uzorak je dobiven iz LBPMM-a, IRB). Kristalizacijski eksperimenti su
postavljeni s navedenim uzorkom koncentracije 15 mg mL™ u kristalizacijskom uvjetu A. Na
silikonizirano stakalce nanesene su razliCite kombinacije volumena proteina i otopine iz
spremnika uz variranje volumena pufera u spremniku od 500 do 1000 L.

Optimizacija uvjeta A, B i C provedena je s divljim tipom proteina koncentracije 15 i 23,1
mg mL?. Otapanjem krutina u mili Q H2O pripravljene su sljedeée otopine: 40 %
polietilenglikol 3350 (PEG 3350), 1 mol dm= LiCl, 1 mol dm= CH3COONa (NaAc) i 1 mol

dm=K3PO4. Sve otopine su filtrirane kroz filtar veli¢ine pora 0,45 um. S navedenim otopinama
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priredeni su puferi za optimizaciju Kkristalizacijskin uvjeta (tablica 2). Kristalizacija je

postavljena na nacin opisan u prethodnom poglavlju.

Tablica 2. Sastav pufera za optimizaciju kristalizacijskih uvjeta A,B i C. U svakome retku

varirana je samo jedna komponenta kristalizacijske otopine, ostale su konstantne.

) Konstantne Varirana
Uvjet 1 2 3 4 5 6
komponente komponenta
A 20 % PEG 3350 c¢(LiCl)/mol dm® | 0,17 | 0,18 | 0,19 | 0,21 | 0,22 | 0,23
0,2 mol dm LiCl % PEG 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23
25 % PEG 3350
c(NaAc)/mol dm?® | 0,07 | 0,08 | 0,09 | 0,10 | 0,11 | 0,12
pH 4,5
0,1 mol dm= NaAc
B % PEG 22 | 23 | 24 | 26 | 27 | 28
pH 4,5
0,1 mol dm= NaAc
pH* 4,90 | 5,05 | 5,13 | 5,17 | 5,32 | 5,39
25 % PEG 3350
c 20 % PEG 3350 ¢(K3POs)/mol dm= | 0,17 | 0,18 | 0,19 | 0,21 | 0,22 | 0,23
0,2 mol dm™ K3POy4 % PEG 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23

* pH je podesen s octenom Kiselinom

Kristalizacijski eksperimenti s mutantom E82A napravljeni su nakon optimizacije

provedene s divljim tipom proteina u uvjetu koji se pokazao najuspjesnijim.

3.4.3. Metoda mikrosijanja za kristalizaciju proteina

Za poboljsanje nukleacije upotrijebljena je metoda mikrosijanja (microseeding). Otopina za
mikrosijanje pripravljena je mijesanjem kapi u kojoj su prethodno narasli sitni kristali i 20 pL
otopine iz spremnika sastava: 0,1 mol dm= CHsCOONa pH 4,5, 23 % PEG 3350, u daljnjem
tekstu skracenog naziva B_opt. Automatskom pipetom pod mikroskopom je sve prebaceno u
polipropilensku mikroepruvetu s keramickom kuglicom (Seed Bead, Hampton Research), te je
dodano jos 30 pL pufera B_opt. Sadrzaj mikroepruvete snazno je promijeSan 5 minuta na
vrtloZznoj mijesalici te je u dobivenu kristalnu suspenziju dodano jos 450 pL pufera B_opt, ¢ime
je dobivena koncentrirana (1x) otopina za mikrosijanje. Serijskim razrjedenjem otopine za

mikrosijanje s puferom B_opt pripremljene su 10x i 100X razrijedene otopine za mikrosijanje.
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Takoder, pripremljena su sljedea razrjedenja otopina za mikrosijanje: 250x (200 pL 100x
razrijedene otopine za mikrosijanje i 300 uL pufera B_opt ), 500x (250 pL 250x razrijedene
otopine za mikrosijanje i 250 uL B_opt pufera), 750x (333 pL 500x razrijedene otopine za
mikrosijanje i 167 uL pufera B_opt ) i 1000x (375 uL 750x razrijedene otopine za mikrosijanje
i 125 uL pufera B_opt). Tako priredene otopine koriStene su za kristalizaciju divljeg tipa
proteina i mutanta E82A. Kristalizacijski eksperiment, u kojima je koriStena metoda
mikrosijanja provedeni su tako da se kap sastojala od 1 uL razrijedene otopine za mikrosijanje
(10x, 100x, 250x, 500x, 750x, 1000x) i 1 uL otopine proteina, a u spremnik je dodano 1000 uL

pufera B_opt. Otopine za mikrosijanje su ¢uvane na -20 °C.

3.4.4. Kokristalizacija i namakanje kristala

Tehnike kokristalizacije i namakanja kristala koriStene su u svrhu dobivanja kristala kompleksa
proteina DdNudix sa supstratom izopentenil-difosfatom (IPP) ili produktom izopentenil-
fosfatom (IP). Tehnika kokristalizacije temelji se na kristalizaciji proteina u prisustvu supstrata
gdje prvo nastaje kompleks proteina i supstrata koji onda kristalizira. S druge strane, namakanje
kristala se temelji na dobivanju kristala proteina bez vezanog supstrata koji se potom inkubiraju
u otopini koja sadrzi supstrat. Tijekom namakanja kristala, s obzirom na veliki udio otapala u
kristalu, supstrat moZze u¢i u kristalnu reSetku 1 vezati se na protein.

Otopine IP-a i IPP-a potrebne za kokristalizaciju pripravljene su otapanjem krutina u puferu
B_opt uz zagrijavanje 20 sekundi u termobloku na 50 °C. Ovako su pripravljene po dvije
otopine IP-a i IPP-a koncentracija 2,5 mmol dm= i 5,1 mmol dm. Odabrane koncentracije su
priblizno tri i Sest puta viSe od kona¢nih koncentracija proteina u kapi tijekom kristalizacijskog
eksperimenta koje iznose 0,79 mmol dm za divlji tip i 0,92 mmol dm za mutant E82A.
Kokristalizacijski eksperimenti s divljim tipom proteina su pripremljeni s dvije kapi iznad
spremnika koji je sadrzavao 1000 uL uvjeta A. Prva kap je priredena mijeSanjem 1 uL otopine
proteina koncentracije 18 mg mL™* s 1 pL otopine IP-a vise koncentracije, a u drugoj kapi je
koriStena otopina IP-a nize koncentracije. Na jednak nacin je postavljen kokristalizacijski
eksperiment s mutantom E82A koncentracije 21 mg mL™, ali umjesto otopina IP-a koristene su
otopine IPP-a.

Osim opisanog kokristalizacijskog eksperimenta pripremljen je jo§ jedan eksperiment u

kojem su koristene nove otopine IP-a kona¢ne koncentracije 33,7 mmol dm i IPP-a konac¢ne
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koncentracije 37 mmol dm=. Navedene otopine priredene su na jednak naéin kao §to je
prethodno opisano, ali su otopljeni u puferu B_opt u koji je prethodno dodan MgCl. do konacne
koncentracije 150 mmol dm (830 uL pufera B_opt i 170 uL otopine MgCl, koncentracije 882
mmol dm=). Kokristalizacijski eksperiment pripremljen je s proteinom koji je prethodno
inkubiran na ledu 5 minuta s otopinom supstrata ili produkta u omjeru 1:1. Kristalizacijska kap
je sadrzavala 1 pL pripremljene proteinske otopine i 1 pL 250x razrijedene otopine za
mikrosijanje.

Otopine IP-a i IPP-a koriStene za namakanje kristala proteina pripremljene su otapanjem
krutina u puferu B_opt pufer uz zagrijavanje 20 sekundi u termobloku na 50 °C. Pripremljene
su otopine IP-a koncentracije 60 mmol dmi IPP-a koncentracije 75 mmol dm koje su po
potrebi razrjedivane puferom B_opt. Kristali divljeg tipa proteina namakani su u otopinama IP-
a kona¢nih koncentracija 7,0 mmol dm, 30 mmol dm= i 60 mmol dm™ u trajanju od 1, 5 10
minuta i 1, 24 i 48 sati. Kristali mutanta E82A namakani su u otopinama IPP-a konac¢nih
koncentracija 7,0 mmol dm, 37,5 mmol dm= i 75 mmol dm™ s istim vremenima inkubacije
kao i za divlji tip. Inkubacije su provedene brzim prebacivanjem jedini¢nih kristala iz kapi u
kojoj su nastali u otopinu IP-a odnosno IPP-a volumena 2-4 pL. Otopine IP-a ili IPP-a
postavljene su na istom silikoniziranom stakalcu pored kapi u kojoj je narastao kristal. Nakon
premjestanja kristala, kristalizacijski uvjet je ponovno hermeticki zatvoren. Stabilnost kristala
tijekom inkubacije je pra¢ena mikroskopom. S obzirom da otopine u kojima su namakani
kristali nisu krioprotektanti, kristali su nakon inkubacije kratko inkubirani u otopini
krioprotektanta, pripremljenoj mijesanjem pufera B_opt i PEG-a 3350 (= 50 %) u volumnom
omjeru 1:1, te zamrznuti u teku¢em dusiku.

3.4.5. Testiranje difrakcije i prikupljanje podataka

Rendgenska difrakcija kristala je testirana na laboratorijskom difraktometru Xcalibur Nova R,
s bakrenom rendgenskom cijevi, na valnoj duljini zradenja 1,5418 A (LKBK, IRB). Na istom
su instrumentu testirane Kristalizacijske otopine kako bi se utvrdilo jesu li krioprotektanti.
Takoder je prikupljeno nekoliko skupova podataka difrakcije kristala.

Ostali skupovi podataka prikupljeni su na sinkrotronu Elettra (Trst, Italija) na liniji 5.2R.
Skup podataka prikupljen na kristalu dobivenom s divljim tipom proteina obiljezenim
selenometioninom prikupljen je pri valnoj duljini od 0,9786 A. Navedena valna duljina je

odabrana jer se nalazi kod apsorpcijskog maksimuma atoma selenija (malo je kraée valne
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duljine od praga) sto je neophodno za mjerenje anomalnog signala koji je poslije koriSten za
rjeSavanje strukture. U tu svrhu snimljeno je 360 difrakcijskih slika pri oscilacijskom kutu 1°.
Ostali skupovi podataka, prikupljeni na kristalima dobivenim u kokristalizacijskim
eksperimentima kao i kristalima koji su hamakani u IP-u ili IPP-u, prikupljeni su pri valnoj
duljini od 1,000 A. Za svaki skup podataka je prikupljeno 360 difrakcijskih slika pri
oscilacijskom kutu 1°.

Svi skupovi podataka prikupljeni su u struji dusika na temperaturi od 100 K.

3.4.6. Procesiranje podataka i rjesavanje kristalne strukture

Struktura divljeg tipa proteina obiljezenog selenometioninom (SeMet) odredena je metodom
anomalnog rasprsenja na jednoj valnoj duljini (single-wavelength anomalous dispersion, SAD).
Prikupljeni skupovi podataka su indeksirani i reducirani programom XDS.?* Potom su podaci
spojeni i skalirani programom Aimless,? a za rjeSavanje problema faza koristen je programski
paket Crank2.2® Dobiveni model utoénjen je programom Phenix. Program COOT? koristen je
za vizualizaciju i ruéno utoénjavanje modela. Programi Phenix?® i COOT?’ su naizmjence
koristeni za daljnje utoénjavanje iterativnim postupkom. Molekule vode dodane su automatski
programom Phenix,? a zatim su u programu COOT?" ru¢no odba¢ene molekule vode koje ne
stvaraju vodikove veze s proteinom ili medusobno. Osim molekula vode, u model su ru¢no
dodani svi metalni ioni. Nakon §to je rijeSen problem faza, sve sljedece strukture rijeSene su
metodom molekulske zamjene programom MOLREP? koriste¢i strukturu rijesenu SAD
metodom kao model. Prilikom rjeSavanja strukture kompleksa mutanta E82A sa supstratom
IPP, model supstrata izgraden je pomoéu programa eLBOW?® s SMILES zapisom priredenim
na internet stranici Online Smiles Translator and Structure File Generator®!. Za vizualizaciju

kristalnih struktura i izradu slika koristeni su programi COOT?’ i PyMOL*2,
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§4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Vizualizacija rezultata prociS¢avanja proteina

Uzgojem stanica te prekomjernom ekspresijom proteina dobiveno je 4,78 mg biomase koja
sadrzi divlji tip proteina i 1,87 mg biomase koja sadrzi mutant E82A. U oba slucaja bakterijske
stanica su lizirane, a topiva frakcija je podvrgnuta procis¢avanju na Ni-NTA Kkoloni. Tijek
procis¢avanja pracen je kvantitativnim Bradfordovim testom u porculanskim jazicama (slika
12A). Frakcije koje sadrze protein, kao i frakcije koje su sa¢uvane tijekom liziranja stanica su

vizualizirane SDS-PAGE elektroforezom na 12 % bisakrilamidnom gelu (slika 12B).
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Slika 12. (A) Fotografija Bradfordovog testa u porculanskim jazicama nakon afinitetnog
prociscavanja na Ni-NTA koloni divljeg tipa proteina. (B) SDS gel elektroforeza divljeg tipa
proteina na 12 % poliakrilamidnom gelu. Uzorci u jazicama su: 1 — proteinski standard,

2 — stani¢ni lizat (topiva frakcija), 3 — stani¢ni talog (netopiva frakcija), 4 — nevezana frakcija;

od 5 do 7 — frakcije ispiranja, od 8 do 15 — frakcije eluiranja.

Analizom dobivenog gela utvrdeno je da je prekomjerna ekspresija bila uspjesna jer sve frakcije
sadrze vidljivu vrpcu neposredno ispod 25 kDa koja odgovara proteinu DdNudix. Usporedbom
debljine proteinske vrpce proteina DdNudix u topivoj i netopivoj frakciji uoceno je da se u
talogu nalazi vise proteina DdNudix nego li u topljivoj frakciji. To ukazuje da liziranje stanica
nije bilo potpuno uspjesno ili da tijekom ekspresije protein formira inkluzijska tijela. Tijekom

razbijanja stanica mutanta E82A, sonifikacija je produzena s dva ciklusa po 90 sekundi na Cetiri
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ciklusa. Produzenje sonifikacije je rezultiralo boljim razbijanjem stanica i ve¢om koli¢inom
procis¢enog proteina. Nakon proci$¢avanja afinitetnom kromatografijom, svim frakcijama koje
sadrze protein odredena je koncentracija Warburg-Christianovom metodom. Ukupno je
procis¢eno 14 mg proteina divljeg tipa i 31 mg mutanta E82A.

Frakcije divljeg tipa proteina koje sadrze najvise proteina, F4-F7, su spojene i dodatno
procis¢ene gel-filtracijom na FPLC-u. Analizom kromatograma i vizualizacijom frakcija SDS-
PAGE elektroforezom (slika 13), utvrdeno je da proteinski uzorak ne sadrzi agregate proteina
DdNudix. Proteinski uzorak je jednako homogen prije i nakon gel-filtracije. Obzirom da gel-
filtracijom nije dobiven bitno €is¢i uzorak divljeg tipa proteina, uzorak mutanta E82A nije
procis¢avan gel-filtracijom. Za potrebe Kristalizacijskih eksperimenata frakcije divljeg tipa
proteina, dobivene nakon gel-filtracije, uguséene su do 23,1 mg mL™?, a frakcije mutanta E82A,

dobivene nakon afinitetne kromatografije, odsoljene su i uguséene do 18,0 mg mL™.
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Slika 13. (A) Kromatogram procis¢avanja aktivnog tipa proteina DdNudix gel filtracijom. (B)
SDS elektroforeza divljeg tipa proteina na 12 % poliakrilamidnom gelu; S — proteinski
standard, F — frakcija nakon afinitetnog pro¢is¢avanja i prije dodatnog proc¢is¢avanja gel
filtracijom; F21, F23, F24, F25 i F26 — frakcije dobivene gel-filtracijom; U — uguséene

frakcije nakon oba proc¢isc¢avanja.

4.2. Vizualizacija fosfatazne aktivnosti divljeg tipa i mutanta E82A

Nudix hidrolaze sadrze karakteristi¢ni slijed od 23 aminokiseline tzv. Nudix box slijeda
GXsEX7REUXEEXGU gdje U oznacava alifatski hidrofobni ostatak aminokiseline, a X bilo
koju aminokiselinu. U aktivnom tipu proteina DdNudix Nudix box se nalazi od aminokiseline
Gly67 do Leu89.
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tipi¢ni Nudix box GXXXXXEXXXXXXXREUXEEXGU

DdNudix Nudix box GHIEAGMNSKETAIKELFEELGL

Kao i ostale Nudix hidrolaze, DdNudix Nudix box motiv sadrzi aminokiselinski ostatak Glu82
(oznaceno crveno U slijedu) za koji je pretpostavljeno da je kataliticki. Stoga je zamijenjena
glutaminska kiselina u alanin na mjestu 82. Prema oc¢ekivanju, pokazano je da mutant ES2A
nema fosfataznu aktivnost. Cak i u suvisku enzima, uz koncentraciju proteina 1000 puta veéu
od one divljeg tipa, koncentracija fosfata u reakcijskoj smjesi jednaka je kao u kontrolnoj
reakciji bez enzima (rezultati nisu prikazani), to jest odgovara koncentraciji fosfata u uzorku

supstrata IPP-a. Kvalitativni rezultat prikazan je na slici 14.

> @ Q, 3 fosfatni standardi

\‘.gp‘

‘ reakcija uz DdNudix divlji tip
reakcija uz DdNudix mutant E82A
kontrolna proba bezenzima

Slika 14. Kvalitativni prikaz rezultata fosfataznog testa aktivnosti. U prvom redu nalaze se
otopine fosfatnih standarda (koncentracija 0, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 i 100 umol dm™). U
drugom redu, uz 0,25 pg divljeg tipa enzima, reakcija je potpuna i sav IPP (50 pmol dm) je
razgraden. U treem i Cetvrtom redu nema karakteristicne malahitno zelene boje u reakcijskoj
smjesi, jer ¢ak niti 250 pg proteina mutanta E82A ne hidrolizira IPP, 1 boja otopine jednaka je

onoj u koju nije dodan enzim.

4.3. Optimizacija kristalizacije

Kristalizacija divljeg tipa proteina DdNudix provedena je u uvjetima: A, B i C kao §to je
opisano u eksperimentalnom dijelu. Tijekom optimizacije otkriveni su uvjeti kristalizacije ovog
proteina. Varijacijom volumena kristalizacijskog uvjeta u spremniku, od 500 do 1000 pL,
utvrdeno je da to ne utjeCe na kristalizaciju pa je koristen volumen od 1000 uL. Tijekom
optimizacije koristene su dvije koncentracije proteina, 15 i 23,1 mg mL™, i uogeno je da su veci
kristali dobiveni koriStenjem wuzorka nize koncentracije proteina. Osim koncentracije
proteinskog uzorka, za kristalizaciju je bio nuzan omjer proteina i Kristalizacijskog uvjeta.

Testirani su razli¢iti omjeri proteina i pufera u kapi od kojih je najpovoljniji bio 1:1. Kristali
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divljeg tipa proteina rastu nakon dodatkat precipitirajuce otopine $to je vidljivo nakon nekoliko
sati (slika 15A). U uvjetima A kristali su rasli dva tjedna, dok su u uvjetima B narasli ve¢ nakon
nekoliko dana. U uvjetima C nisu dobiveni kristali, a kapi su bistre vise od dva mjeseca. Kristali
dobiveni u uvjetima A su veéinom bili igliCasti sraslaci, nepovoljni za mjerenje intenziteta
difraktiranog zracenja (slika 15B). U uvjetima B narasli su najveci kristali, a najljepsi kristal
dobiven je u uvjetu B_opt sastava: 0,1 mol dm=> CH3COONa pH 4,5 i 23 % PEG 3350 (slika
15C). Optimizacijom je utvrdeno da je najpovoljniji kristalizacijski uvjet proteina DdNudix
sljede¢i: 1000 pL uvjeta B_opt u spremniku i volumen kapi od 2 pL (1 pL otopine proteina
koncentracije 15 mg mL™ i 1 pL uvjeta B_opt).

Slika 15. (A) Precipitirajuca otopina bez kristala proteina. (B) Kristali divljeg tipa proteina u
uvjetu A. (C) Najbolji kristali divljeg tipa proteina u uvjetu B_opt. (D) Kristali mutanta
proteina E82A B_opt. (E) Kristali divljeg tipa proteina obiljeZenog selenometioninom.

lako su najveci kristali dobiveni u uvjetu B_opt, ponavljanje kristalizacije u tom uvjetu nije
uvijek bilo uspjesno. U svrhu dobivanja velike koli¢ine kristala, potrebne za eksperimente
namakanja, pripremljeni su razliiti kristalizacijski eksperimenti metodom mikrosijanja
opisanom u poglavlju 3.4.3. U navedenim eksperimentima koristene su otopine za mikrosijanje

razrijedene 1x, 10x, 100x, 250x, 500x, 750x i 1000x. Najbolji kristali dobiveni su u
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razrjedenijim otopinama za mikrosijanje (slika 16). Zadovoljavajuce veli¢ine kristala dobivene
su i s 500x, 750x i 1000x razrijedenim otopinama za mikrosijanje, medutim nisu u svakoj kapi
narasli kristali kao $to je bio slu¢aj za 250x razrijedenu otopinu. Stoga je za daljnju kristalizaciju

divljeg tipa koristena 250X razrijedena otopina za mikrosijanje.

Slika 16. Kristali narasli u otopinama za mikrosijanje: 1x , 10x , 100x, 250x u uvjetu B_opt.

Kristalizacija mutanta E82A provedena je isto kao §to je opisano za divlji tip s 250x
razrijedenom otopinom za mikrosijanje, Sto je rezultiralo uspjeSnom kristalizacijom (slika
15D). Kristali su takoder dobiveni u eksperimentima kokristalizacije divljeg tipa enzima s
produktom IP kao i mutanta E82A sa supstratom IPP. Kristali su dobiveni i s nizim i s vi$§im
koncentracijama produkta ili supstrata.

Obzirom da je kristalizacija divljeg tipa proteina obiljezenog selenometioninom zavrsena
prije optimizacije kristalizacijskih uvjeta, dobiveni su kristali samo u uvjetu A (slika 15E). Kap

je sadrzavala 1 uL SeMet uzorka koncentracije 15 mg mL™ i 1 pL otopine uvjeta A.

4.4. Rjesavanje kristalnih struktura

Na sinkrotronu je testirana mo¢ difrakcije deset kristala dobivenih s proteinskim uzorkom
DdNudix obiljezenim selenometioninom. Odabran je kristal koji je najbolje difraktirao i
sakupljen s njime cjelokupni skup podataka pri valnoj duljini 0,9786 A do razlu¢ivanja 2,4 A.
Analizom dobivenih podataka programom XDS,?* signal anomalnog rasprienja prisutan je do
razlué¢ivanja 3,6 A §to je bilo dovoljno za rjesavanje strukture SAD metodom. Zbog nedostatka
elektronske gustoc¢e u modelu ru¢no su obrisani bo¢ni ogranci: Glu26, Lys27, Glu55, Lys81,
Glul60, Asnl161, Aspl72, Lys173, Lys176 i Asn201, kao i prva aminokiselina Metl. Tako
rijeSena struktura divljeg tipa koriStena je kao model u rjeSavanju svih ostalih struktura

metodom molekulske zamjene.
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Na laboratorijskom difraktometru testirana je difrakcija kristala dobivenih u
kokristalizacijskom eksperimentu divljeg tipa proteina i IP-a koncentracije 2,5 mmol dm=i 5,1
mmol dm3. Testirani kristali nisu difraktirali do razlu¢ivanja potrebnog za rje$avanje strukture
te nije sakupljen niti jedan skup eksperimentalnih podataka. U kokristalizacijskom
eksperimentu mutanta E82A s IPP-om koncentracije 2,5 mmol dm=, dobiven je jedan dobar
skup podataka do razlu¢ivanja 2,2 A. Na kristalima dobivenim namakanjem divljeg tipa
proteina odnosno mutanta E82A u otopini IP odnosno IPP, sakupljeni su skupovi podataka
razlu¢ivanja od 2,2 A do 3 A. Rijesene su strukture iz svih sakupljenih skupova podataka,
medutim niti u jednom slucaju u kristalnu strukturu nije bila ugradena molekula IP ili IPP.

Kristali dobiveni u kokristalizacijskim eksperimentima divljeg tipa i mutanta E82A proteina
s IPP i IP visih koncentracija u prisutstvu MgCl2 snimljeni su na sinkrotronu. Sakupljen je skup
podataka divljeg tipa s IP-om do razlugivanja 1,8 A, ali u strukturi nije bio ugraden produkt IP.
Na kristalu mutanta E82A s IPP-om dobiven je skup podataka do razlu¢ivanja 1,6 A. Zbog
nedostatka elektronske gustoce u modelu nedostaju bo¢ni ogranci aminokiselina u A lancu:
Glul60, Lys176 i Asn201, a u B lancu: Glul60, Aspl172 i Lys173, kao i prva aminokiselina
Metl u oba lanca.

Od svih rijeSenih struktura za detaljnu analizu odabrane su dvije strukture za koje su
statistike podataka i uto¢njavanja modela prikazane u tablici 3. Na temelju razlu¢ivanja odabrana
je struktura divljeg tipa proteina obiljezena selenometioninom i struktura kompleksa mutanta
E82A s vezanim supstratom IPP. Prilikom vezanja supstrata promijenio se kristalni sustav iz
vise simetrije u nizu. Divlji tip proteina kristalizira u rompskoj prostornoj grupi P2:2:2: s
jednom molekulom u jedini¢noj ¢eliji, a kompleks s IPP-om u monoklinskoj P2: prostornoj
grupi s dvije molekule u jedini¢noj ¢eliji. Vezanjem supstrata u protein dolazi do njegove

stabilizacije na $to ukazuju B-faktori, udio otapala i razlucivanje.
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Tablica 3. Statistika sakupljenih podataka i to¢nosti modela rijeSenih struktura. Vrijednosti u

zagradama odnose se na ljusku s najve¢im razlu¢ivanjem.

Divlji tip SeMet Kompleks sa
DdNudix supstratom (IPP)
Razlucivanje / A 2,4 1,6
Prostorna grupa P21212; P2;
Parametri jedini¢ne Celije
a,b,c/A 39,54, 55,48,90,11 39,95, 52,34, 87,36
a, fB,yl° 90, 90, 90 90, 92,79, 90
Udio otapala / % 43,14 38,53
Kompletnost / % 100 (99,9) 99,9 (90)
Broj neovisnih refleksa 12 263 47 816
I/o(1) 16,7 (3,9) 16,9 (1,8)
Rmerge 0,112 (0,655) 0,074 (0,91)
CCu2 0,999 (0,90) 0,999 (0,68)
Redundantnost 12,8 (13) 6,7 (6,2)
Wilson-ov B-faktor / A? 28,4 16,3
Utocnjavanje
R / Rfree 0,22/0,24 0,17/0,22
RMSD duljine veza / A 0,002 0,006
Prosjecan B faktor 33,6 20,7
Broj molekula u AJ 1 2
Broj atoma
Protein 1567 1602+1608
Cinkov ion 1 1+1
Magnezijev ion 0 1+2
Molekule vode 126 513
Supstrat (IPP) 0 1+1
Ramachandran-ov dijagram
Najpovoljnija podrucja / % 99,49 99,24
Dopustena podrucja / % 0,51 0,25
Nedopustena podrucja / % 0 0,51

4.5. Strukturna karakterizacija proteina

U ovom poglavlju prikazana je analiza dviju struktura, divljeg tipa i kompleksa mutanta E82A
sa supstratom izopentenil-difosfatom, odvojeno i usporedno.
4.5.1. Divljitip

Struktura divljeg tipa proteina DdNudix sadrzi karakteristichi a-B-ou strukturni motiv kao i
oc¢uvani Nudix box motiv petlja-zavojnica-petlja (slika 17). Molekule s takvom tercijarnom
strukturom pripadaju strukturnoj klasi (fold) Nudix hidrolaza. Struktura se sastoji od pet o-

zavojnica i deset -vrpca koje su povezane petljama (loops). U sredisnjem dijelu proteina nalaze
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se tri B-ploce u kojima su B-vrpce medusobno povezane antiparalelno, izuzev B-vrpci B3 i 39

koje su paralelne.

Slika 17. Struktura divljeg tipa proteina DdNudix. Oznakama od 1 do 310 oznacene su

B-vrpce, a al do a5 oznacene su a-zavojnice. C oznacava karboksilni a N amino kraj proteina.
Plavom bojom oznaéen je Nudix box motiv. Zutom bojom oznadeno je vezno mjesto
supstrata.

4.5.2. Kompleks mutanta E82A sa supstratom

Razumijevanje mehanizma reakcije zahtjeva strukturu sa supstratom u veznom mjestu enzima.
Stoga je kristaliziran inaktivni mutant E82A u kompleksu sa supstratom IPP. Dobivena
kristalna struktura sastoji se od dvije molekule proteina u asimetri¢noj jedinici (slika 18A),
lanac A i lanac B. U obje molekule u veznom mjestu uocena je elektronska gustoca u koju je
ugraden supstrat. Tijekom uto¢njavanja utvrdeno je da se izoprenoidni dio supstrata veze u
dvije konformacije (slika 18B i C).

Nudix hidrolaze su metaloenzimi. Strukturni motiv Nudix box veZe jedan dvovalentni kation
poput Mg?* ili Mn?*. U ovoj strukturi, molekula A sadrzi jedan magnezijev kation
heksakoordiniran s aminokiselinama Ala66 i Glu86 (monodentatno) iz Nudix boxa, dvije
molekule vode te po jednom interakcijom s a-i -fosfatom (slika 18B). Molekula B sadrzi dva
magnezijeva kationa, prvi je identi¢an prethodno opisanom dok je drugi koordiniran sa Sest
molekula vode i nalazi se u blizini B-fosfata (slika 18C). Prvi kation Mg?* se nalazi izmedu o-
I B-fosfata na mjestu gdje bi trebalo do¢i do pucanja veze i hidrolize izopentenil-difosfata na

izopentenil-fosfat i fosfat (slika 5).
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Slika 18. (A) Struktura inaktivnog tipa proteina DdNudix E82A s ugradenim supstratom IPP.
(B) Uvecani prikazi koordinacije metala u molekuli A. (C) Uvecani prikazi koordinacije
metala u molekuli B. Stapi¢ima su prikazani aminokiselinski ostaci koji koordiniraju katione.
Plavom mrezom je prikazana elektronska gustoca. Zelenim kuglicama oznaceni su ioni

magnezija, sivom ioni cinka, a crvenom molekule vode.

Dodatno, obje molekule sadrze i kation Zn?* koordiniran s aminokiselinskim ostacima His25,
His31, His68, Aspl15 i Glull7, te molekulom vode. Cinkov kation jednako je koordiniran u
obje podjedinice. (slika 18B i C).

Difosfatna skupina supstrata ostvaruje osam vodikovih veza u aktivhom mjestu, a
izopentenilni (C5) dio smjesten je u Supljinu (slika 19A). Kation Mg?* vezan je s jedne strane
difosfatne skupine na kisikove atome o- i B-fosfata. a-fosfat ostvaruje interakcije s bo¢nim
ogrankom Arg50 (dvije interakcije) i s molekulom vode, a B-fosfat s Lys54 i Arg21. Boc¢ni

ogranak His68 ostvaruje interakciju s premosc¢ujué¢im atomom Kisika difosfatne skupine. Bitno
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je naglasiti da je aminokiselina Glu82 zamjenjena s Ala82, te postoji moguénost malih

promjena prilikom vezanja supstrata u divljem tipu.

Slika 19. (A) Prikaz interakcija difosfatne skupine supstrata IPP-a. (B) Presjek proteina s
veznim mjestom supstrata. Zelenim kuglicama oznaceni su oni magnezija, sivom ioni cinka, a

crvenom molekula vode. Prikaz je pripremljen programima PyMol i Chimera.®?33

Supljina u koju se veze supstrat IPP definirana je aminokiselinskim ostacima: Val33, Val34,
His35, Ser56, Asn57, Asp62, 11e63, Ala66, Tyr102, Lys104, Ser106, Leul08, Tyrl13, Aspl15,
Glul17, Alal65, Pro166 i Leul67. Supljina je mala te se moZe pretpostaviti da su drugi
eventualni supstrati ove Nudix hidrolaze gradeni od malog broja ugljikovih atoma, vjerojatno
ne vec¢e od C10, vezane na difosfat (slika 19B).

Gotovo svi aminokiselinski ostaci koji sudjeluju u vezanju kationa i supstrata o¢uvani su u
biljnim Nudix-DPP 111.2 Unato¢ malom postotku sli¢nosti (oko 35 %) s biljnim Nudix-DPP I,
ovaj rezultat upucuje da je DdNudix uistinu njihov homolog.

4.5.3. Usporedba kristalnih struktura

Preklapanjem divljeg tipa proteina i jedne molekule kompleksa s IPP-om, odreden je korijen
srednje kvadratne pogreske (root mean square deviation, RMSD) koji iznosi 0,4 A za molekulu
A, a0,5 A za molekulu B. Prilikom vezanja supstrata na protein dolazi do pomaka u dijelovima
molekule za 7°, izra¢unato pomo¢u DynDom (Protein Domain Motion Analysis).3* Najveca
strukturna promjena vidljiva je u tri regije oznacene crvenim elipsama na slici 20A. Dakle, zbog

vezanja supstrata dolazi do blagog zatvaranja strukture, sto rezultira promjenom koordinacije
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cinka iz Cetiri u Sest. U kompleksu proteina s vezanim IPP-om oko cinka dolazi do dodatne
interakcije s Glu117 i molekulom vode (slika 20B i C).

B

Slika 20. (A) Preklopljene strukture proteina DdNudix s vezanim i bez vezanog supstrata.
(B) Mjesto za vezanje cinkovog iona u proteinu divljeg tipa. (C) Mjesto za vezanje cinkovog
iona u kompleksu mutanta E82A sa supstratom. Ruzi¢astom bojom prikazana je struktura

divljeg tipa DdNudix a zelenom struktura kompleksa.

Pretrazivanjem proteinske baze podataka (PDB)!® pomocu servera PDBeFold®®, pronadeno
je da se kristalna struktura proteina DdNudix najbolje preklapa s izopentenil-difosfat-
izomerazom iz E. coli. Dobiveni rezultat je neoCekivan obzirom da je potvrdena hidrolazna
aktivnost istrazivanog proteina. Preklapanje proteina DdNudix bilo je uspje$sno samo S
kristalnim strukturama proteina IDI iz E. coli (RMSD vrijednost priblizno 2,2 A). S druge
strane, preklapanjem kristalne strukture DdNudix s MutT, tipi¢nim predstavnikom Nudix
hidrolaza iz E. coli, nije bilo uspjesno (slika 21). Preklapanje nije bilo moguce zbog velikih
razlika u sekundarnim strukturnim elementima iako je tercijalna struktura sli¢na (a—p—a
sendvi¢). Dodatnim pretrazivanjem nije pronadena nijedna struktura Nudix hidrolaze s kojom
bi preklapanje DdNudix bilo moguée. Navedena analiza potvrduje kako je DdNudix atipi¢na
Nudix hidrolaza.
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DdNudix MutT

Slika 21. Usporedba 3D-struktura izopentenil-difosfat-izomeraze iz E.coli (PDB kod: 2vnq),
DdNudix iz D.discoideum i MutT iz E.coli (PDB kod: 3a6s). Plavom bojom prikazan je Nudix
box motiv u strukturi DdNudix.

Osim strukturne klase, i druge karakteristike strukture proteina DdNudix upucuju na sli¢nosti s
IDI. Kao IDI, DdNudix veze jedan ion magnezija i jedan ion cinka. Ovako vezan ion cinka do
sada nije opisan u strukturama Nudix hidrolaza. Svi aminokiselinski ostaci koji sudjeluju u
koordinaciji Mg?* i Zn?* su homologni onima s tom funkcijom u izomerazi, kao i ostaci koji
sudjeluju u vezanju difosfatne skupine. Pronadene su i sli¢nosti s Nudix hidrolazama kao $to je
ocuvana Kataliticki neophodna aminokiselina Glu82. Osim Glu82, DdNudix sadrzi o¢uvani

Nudix box motiva karakteristicne sekundarne strukture, petlja-zavojnica-petlja.

Kristalne strukture proteina DdNudix rijeSene u ovom diplomskom radu upucuju na
neocekivani zakljucak da su izopentenil-difosfat-fosfohidrolaze, to jest Nudix hidrolaze koje
hidroliziraju IPP, nastale evolucijom iz izopentenil-difosfat-izomeraze. Zaklju¢no, ovdje
prikazani rezultati znac¢ajan su doprinos razumijevanju djelovanja biljnih proteina Nudix-DPP
IIL, $to je i bio cilj rada. Nove spoznaje omogucuju daljnja detaljnija istrazivanja katalitickog

mehanizma ovih enzima.
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§5. ZAKLJUCAK

Divlji tip i mutant E82A proteina Nudix hidrolaze iz amebe Dictyostelium discoideum

(DdNudix) su uspjesno procisceni i kristalizirani.

Usporedbom rijeSene kristalne strukture divljeg tipa DdNudix s kristalnim strukturama
izopentenil-difosfat-izomeraza dostupnim u proteinskoj bazi podataka, utvrdena je iznimna
medusobna sli¢nost (RMSD izmedu 2,1 A 12,5 A). S druge strane, nije moguée preklapanje sa

strukturama Nudix hidrolaza zbog velikih razlika u sekundarnoj strukturi proteina.

Kristalne strukture sadrze o¢uvani Nudix box motiv karakteristi¢éne sekundarne strukture, petlja-
zavojnica-petlja. Unutar slijeda nalazi se katalitiCcki neophodna glutaminska kiselina na

polozaju 82, ¢ijom je zamjenom u alanin protein potpuno inaktivan.

Analizom dobivene strukture kompleksa proteina DdNudix sa supstratom izopentenil-
difosfatom utvrdeno je da se supstrat veZe u Supljinu, §to je karakteristi¢no za izopentenil-
difosfat-izomeraze. lako je potvrdena fosfatazna aktivnost, navedeni supstrat je atipian za

Nudix hidrolaze, a tipi¢an za izopentenil-difosfat-izomeraze.

Sve navedeno upucuje da je DdNudix hidrolaza nastala evolucijom iz izopentenil-difosfat-

izomeraze. Ove spoznaje omogucéuju daljnja detaljnija istrazivanja ovih enzima.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

2-ME 2-merkaptoetanol, s-merkaptoetanol

A &ngstrom je fizikalna jedinica za duljinu; 1 A =10"""m

Al asimetri¢na jedinica unutar jedini¢ne Celije

APS amonijev persulfat

Bisakrilamid N,N'-metilenbisakrilamid

B_opt kristalizacijski uvjet sastava: 0,1 mol dm® CH3COONa pH 4,5,
23 % PEG 3350

CAMP ciklicki adenozin-monofosfat

DdNudix Nudix hidrolaza iz amebe Dictyostelium discoideum

DMAPP dimetilalil-difosfat

DNA deoksiribonukleinska kiselina

DNaza | deoksiribonukleaza 1 iz govede gusterace tip IV

dNTP deoksinukleozid-trifosfat

DPP I1I dipeptidil-peptidaza Ill

DTT ditioteitrol

EDTA etilendiaminotetraoctene Kiseline

IDI izopentenil-difosfat-izomeraza

IMAC immobilized metal ion affinity chromatography

IPP izopentenil-difosfat

IP izopentenil-fosfat

Pi pirofosfat

kDa kilodalton, jedinica koja odgovara 1000 g mol* (IUPAC)

IPTG izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozid

LB Luria-Bertani hranjiva podloga

LB/amp LB hranjiva podloga s ampicilinom koncentracije 100 pug mL™*

mili Q deionizirana voda niske vodljivosti (< 10 uS) proizvedena na sustavu za

proizvodnju deionizirane vode Millipore

NTA nitrilotrioctena kiselina
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Nudix
8-0kso-dGTP
PAGE

PDB
PEG
RMSD
rpm
SDS
TEMED
Tris

akronim od nukleozid-difosfat vezan na skupinu X
8-0kso-2'-deoksigvanozin-5'-trifosfat

(polyacrylamide  gel

elektroforeza u  poliakrilamidnom gelu
electrophoresis)

proteinska baza podataka (Protein Data Bank)
polietilen-glikol

korijen srednjeg kvadrata odstupanja (root mean square deviation)
broj okretaja po minuti (revolutions per minute)

natrijev dodecilsulfat (sodium dodecyl sulphate)
N,N,N',N'-tetrametilendiamin

tris-(hidroksimetil)-aminometan

Aminokiseline i njihovi simboli:

glicin
alanin
valin
leucin
izoleucin
metionin
prolin
fenilalanin
triptofan
serin
treonin
asparagin
glutamin
tirozin
cistein
lizin
arginin
histidin
asparaginska kiselina

glutaminska kiselina

Gly (G)
Ala (A)
Val (V)
Leu (L)
lle ()
Met (M)
Pro (P)
Phe (F)
Trp (W)
Ser (S)
Thr (T)
Asn (N)
GIn (Q)
Tyr (Y)
Cys (C)
Lys (K)
Arg (R)
His (H)
Asp (D)
Glu (E)
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