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Naddruzina proteinov MACPF/CDC vsebuje stevilne tako liti¢ne kot neliti¢ne proteine
iz skoraj vseh Zivljenjskih oblik. Clani naddruzine imajo razliéne vloge in sodelujejo pri
patogenezi, imunosti, plenjenju, razvoju idr., za Stevilne pa je vloga slabo opisana
oziroma $e neznana. Do zdaj znani proteini naddruzine MACPF/CDC opravljajo svojo
vlogo preko povezave z membranami, za kar Stevilni poleg skupne domene
MACPF/CDC vsebujejo Se dodatne domene za vezavo na lipidne membrane. V sklopu
nasih raziskav smo preucevali pomen domenske organiziranosti proteinov MACPF na
vezavo slednjih z lipidnimi membranami. S sistemom in vitro transkripcije-translacije
smo uspeli izraziti le del izmed 20 izbranih proteinskih konstruktov v topni obliki. Ti
niso kazali hemoliti¢ne aktivnosti, zato pa se jih je 6 vezalo z lipidnimi membranami, od
teh 1 iz patogene bakterije Chryseobacterium gleum ter 2 proteinski domeni iz rastlinske
patogene bakterije Ralstonia solanacearum in iz parazita Plasmodium falciparum.
Rezultati nasih raziskav kazejo, da za interakcijo z lipidnimi membranami vsebnost
dodatnih domen ni klju¢na. Z afinitetno lo¢bo z magnetnimi kroglicami in drugimi
metodami smo podrobneje preucevali vezavo proteina Torso-like (Tsl) na membrane
liposomov. Stabilno vezavo posredujejo regije znotraj N-terminalnega dela proteina in
domene MACPF. Afiniteta vezave Tsl je ve¢ja na predelih lipidnih membran z vecjo
ukrivljenostjo. Vezava Tsl na liposome je nespecifi¢na. Verjetno je za vezavo bolj kot
specifi¢nost receptorja pomemben njegov hidrofobni znacaj. V drugem sklopu raziskav
smo izrazili rekombinantni listeriolizin O, pripravili modelni sistem orjaskih
unilamelarnih veziklov iz eritrocitnih membran in vstavili zeleni fluorescen¢ni protein v
bakterijo Listeria monocytogenes.
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MACPF/CDC protein superfamily comprises a large number of both lytic and non-lytic
proteins from almost all domains of life. Its members have different roles and can
participate in the pathogenicity, immunity, attacking prey, development, etc. However
for the majority of these proteins the role is either unknown or poorly described.
MACPF/CDC proteins described to date exert their role through interactions with lipid
membranes for which the majority of them contain additional membrane binding
domains. The focus of our study was to describe the importance of domain architecture
for the interaction of MACPF proteins with lipid membranes. By using the in vitro
transcription-translation system we produced some of the 20 selected protein constructs
in the soluble form. These were not hemolytically active, however 6 of them bound to
lipid membranes. One was from pathogenic bacteria Chryseobacterium gleum, and 2
protein domains were from plant pathogenic bacteria Ralstonia solanacearum and from
parasite Plasmodium falciparum, respectively. The results of our study show that the
presence of additional domains is not crucial for membrane binding. By using magnetic
beads affinity separation and other techniques we further studied the membrane binding
characteristics of Torso-like protein (Tsl). We found that regions within MACPF domain
and N-terminal part of Tsl are responsible for stable membrane binding, and that Tsl
binds with higher affinity to lipid membrane regions with greater curvature. Tsl binding
IS non-specific and we assume that rather than the specificity of the receptor its
hydrophobic character is important for Tsl binding to lipid membranes. In the second
part of our study we expressed recombinant listeriolysin O, prepared a model system of
giant unilamellar vesicles from erythrocyte membranes, and prepared bacteria Listeria
monocytogenes expressing green fluorescent protein.
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1 UVvOD
1.1 OPREDELITEV RAZISKOVALNEGA PROBLEMA

Proteine MACPF (ang. Membrane Attack Complex/Perforin) in od holesterola odvisne
citolizine (CDC, ang. Cholesterol-Dependent Cytolysins) na podlagi nedavnih
strukturnih $tudij uvr§¢amo v skupno MACPF/CDC naddruzino proteinov (Anderluh in
Lakey, 2008). V MACPF druzini najdemo tako liticne kot neliticne proteine iz bakterij,
gliv, zivali in rastlin (Gilbert in sod., 2012), katerim je skupna domena MACPF, ki je pri
liticnih predstavnikih druzine odgovorna za nastanek pore v. membrani (Steckel in sod.,
1983; DiScipio in Berlin, 1999; Pipkin in Lieberman, 2007). Proteini MACPF imajo v
organizmih, ki jih proizvajajo, razli¢ne vloge — sodelujejo pri imunosti, plenjenju,
patogenezi idr., za mnoge pa vloge $e ne poznamo (Rosado in sod., 2008; Gilbert in sod.,
2012). Za citolizine iz druzine CDC, ki jih proizvajajo ve¢inoma po Gramu pozitivne
bakterije, je znacilno, da je njihova citoliti¢na aktivnost odvisna od prisotnosti holesterola
v tar¢ni membrani, ter da tvorijo velike, od 20 do 40 nm pore (Hotze in Tweten, 2012).

Raziskovalni problem smo razdelili na dva sklopa: v prvem smo na izbranih bakterijskih
in evkariontskih proteinih preuc¢evali vlogo domene MACPF, v drugem pa vlogo
listeriolizina O (LLO), glavnega virulentnega dejavnika bakterije Listeria
monocytogenes, pri pobegu bakterije iz fagosoma v citosol.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Za proteine, ki vsebujejo domeno MACPF, sklepamo, da sta za njihovo interakcijo z
membranami pomembna prisotnost in polozaj dodatnih proteinskih domen (domenska
organiziranost). Predvidevamo, da so za prepoznavo in pritrditev/vezavo proteinov
MACPF na membrano pomembne domene na C-terminalnem delu. Proteini, ki vsebujejo
domeno MACPF, ne pa tudi domene za vezavo na membrane, se po nasem mnenju ne
bodo vezali na membrano in tvorili por, razen v primeru dvokomponentnega delovanja z
drugim proteinom, ki se veze na membrano (npr. kompleks proteina MACPF
pleurotolizina B (PlyB) in egerolizinskega proteina ostreolizina A (OlyA)). Sklepamo
tudi, da so za vstavitev proteinov MACPF v membrano oziroma tvorbo pore pomembne
strukturne lastnosti znotraj domene MACPF. Predvidevamo, da se bodo samo tisti
proteini, katerih domeno MACPF sestavljajo centralna enota iz Stirih B-ravnin in dva
skupka o-vijacnic, ki se lahko razvitjeta v hidrofobno transmembransko B-strukturo
(TMH, ang. transmembrane [-hairpins), sposobni vstaviti v membrano oziroma tvoriti
poro (proteini s predvidenima amfipati¢énima regijama TMH).

Pri¢akujemo, da bomo z vezikli celi¢nih velikosti (GUV) vzpostavili in vitro sistem za
studij translokacije bakterije Listeria monocytogenes iz fagosoma v citosol, s katerim
bomo preverili vpliv LLO v tem procesu. Predvidevamo tudi, da bodo nekateri proteini
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MACPF/CDC inducirali nastanek uvihkov in internih veziklov v GUV, kot so to ze
pokazali za perforin (PFN) (Praper in sod., 2011a).

1.3 NAMEN RAZISKAVE

Funkcijske lastnosti proteinov MACPF kakor tudi njihove interakcije z lipidnimi
membranami so slabo raziskane. Pri¢akujemo, da bomo uspes$no izrazili razli¢ne proteine
MACPF in s funkcionalnimi $tudijami dopolnili dosedanje vedenje o njihovi funkciji.
Sistemati¢éno bomo raziskali interakcije predvsem bakterijskih, kakor tudi nekaterih
evkariontskih proteinov MACPF ali samo njihovih posameznih domen z lipidnimi
membranami. Pri¢akujemo, da bomo s tem raziskali pomen domenske organiziranosti
proteinov MACPF na interakcije z membranami. Predvidevamo tudi, da bomo z
dobljenimi rezultati lazje opredelili zvezo med strukturo in funkcijo tako proteinov
MACPF kakor tudi same domene MACPF. S preucevanjem proteinov MACPF, ki jih
imajo patogeni organizmi (npr. Chlamydia trachomatis, Chlamydophila pneumoniae,
Plasmodium falciparum) povzroditelji pomembnih bolezni, ter tak$nih, ki povzro¢ajo
Skodo na rastlinah (npr. Ralstonia solanacearum), naj bi uspeli vsaj delno pojasniti $e
nepojasnjeno vlogo teh proteinov v procesu patogeneze. Pri¢akujemo tudi, da bomo z
vzpostavljenim in vitro modelom na GUV pojasnili vlogo LLO pri procesu prehoda
listerij iz fagosoma v citosol.

Nazadnje pa upamo, da bodo rezultati nasih funkcijskih $tudij na proteinih MACPF dobra
osnova za nadaljnje preucevanje teh proteinov in da bodo v nadaljevanju dolo¢ili tudi
njihovo tri-dimenzionalno strukturo.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 PROTEINI NADDRUZINE MACPF/CDC

2.1.1 Druzina proteinov MACPF

Proteinska druzina MACPF (Pfam PF01823) po aktualni verziji podatkovne baze
proteinskih druzin Pfam (verzija 27.0) vsebuje 1344 razli¢nih zaporedij, ki vsebujejo
domeno MACPF (Gilbert in sod., 2012; Finn in sod., 2014). Domeno so poimenovali po
proteinih tvorcih por imunskega sistema sesalcev, to so proteini sistema komplementa
(MAC, ang. membrane attack complex) in perforin (PFN), kjer so domeno odkrili
(Tschopp in sod., 1986).

Proteini, ki vsebujejo domeno MACPF, imajo v organizmih razli¢ne vloge. Proteini
sistema komplementa in perforin so izjemno pomembni pri obrambi pred virusnimi in
bakterijskimi infekcijami kot tudi za odstranjevanje tumorskih celic (Miiller-Eberhard,
1988; Voskoboinik in sod., 2006). Protein CAD-1 je pomemben pri obrambi rastlin pred
bakterijskimi infekcijami (Morita-Yamamuro in sod., 2005). Proteina AvTX-60A in
PsTX-60A sta glavna toksina v strupu morskih vetrnic Actineria villosa in Phyllodiscus
semoni in sluzita za plenjenje ali odganjanje plenilcev (Oshiro in sod., 2004). Nekateri
proteini MACPF imajo pomembno vlogo pri razvoju organizma, npr. insektni protein
Torso-like (Tsl) sodeluje pri razvoju anteriornih in posteriornih struktur (Stevens in sod.,
1990), sesalcja astrotactin-1 in astrotactin-2 sta pomembna za razvoj zivéevja (Zheng in
sod., 1996), EPCS50 naj bi imel vlogo pri razvoju trofoblasta (Hemberger in sod., 2000),
apekstrin iz morskega jezka naj bi imel vlogo pri celi¢ni adheziji in razvoju embrija (Haag
in sod., 1999), poleg tega pa naj bi sodeloval tudi pri obrambi pred bakterijskimi
infekcijami (Huang in sod., 2007). Za ve¢ino proteinov z domeno MACPF, ki sodelujejo
pri razvoju, ni znano, ali imajo liti¢no ali neliti¢no funkcijo (Rosado in sod., 2008).

Proteine z domeno MACPF proizvajajo tudi nekateri parazitski in patogeni organizmi.
Vsaj 16 razli¢nih jih najdemo v deblu Apicomplexa, v katerega uvr§éamo parazite, Ki
povzrocajo Stevilne bolezni, kot so malarija, toksoplazmoza, babezioza idr. (Kafsack in
Carruthers, 2010). Trenutno so opredelili lastnosti $tirim perforinu podobnim proteinom
iz debla Apicomplexa (ApiPLPs, ang. apicomplexan perforin-like proteins):
plazmodijska perforinu podobna proteina (PPLP, ang. plasmodium perforin like proteins)
PPLP3, imenovan tudi MAOP (ang. membrane attack ookinete protein), in PPLP5, ki sta
pomembna za preckanje ali vdor ookinet v epitelne celice ¢revesja komarja (Kadota in
sod., 2004; Ecker in sod., 2007; Kafsack in Carruthers, 2010). Kafsack in Carruthers
domnevata, da naj bi omenjena proteina omogocila parazitu preckanje epitelnih celic z
medsebojno povezavo, analogno interakcijam med proteini sistema komplementa
(Kafsack in Carruthers, 2010). PPLP1 ali SPECT2 (ang. sporozoite microneme protein
essential for cell traversal) omogoc¢a preckanje sporozoitov preko jetrnih sinusoidov
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(Ishino in sod., 2005). TgPLP1 iz prazivali Toxoplasma gondii pa omogoc¢a izhod
tahizoitov iz gostiteljske celice (Kafsack in sod., 2009).

Proteine z domeno MACPF proizvajajo patogeni organizmi, kot so insektna
enterobakterija Photorabdus luminescens (Rosado in sod., 2007), obligatni znotrajceli¢ni
Cloveski patogen Chlamydia trachomatis, ki je povzrocitelj trahoma in spolno
prenosljivih bolezni (Taylor in sod., 2010), Chlamydiophila pneumonie, ki povzroca
infekcije zgornjih dihalnih poti (Ponting, 1999), rastlinski patogen Ralstonia
solanacearum, ki okuzuje ve¢ kot 200 rastlinskih vrst (Vailleau in sod., 2007) idr.
Trenutno $e ni znano, ali ti bakterijski proteini, ki vsebujejo domeno MACPF, tvorijo
pore in sodelujejo pri patogenezi (Rosado in sod., 2008). Poleg patogenih bakterij
proteine z domeno MACPF izrazajo tudi Stevilne bakterije, ki sestavljajo normalno
mikrofloro sesalcev, npr. protein Bth-MACPF iz crevesne bakterije Bacteroides
thetaiotaomicron (Xu in sod., 2010b).

Geni za proteine z domeno MACPF pri bakterijah verjetno izhajajo iz horizontalnega
prenosa od evkariontov kot posledica prilagoditve na okolje gostitelja (Wolf in sod.,
1999; Ponting, 1999; Xu in sod., 2010b). Vecinoma gre pri bakterijskih proteinih MACPF
za napovedane proteine, saj na njihov obstoj sklepamo iz genomskih zaporedij (Kalman
in sod., 1999; Gabriel in sod., 2006). Izjema so proteini Plu-MACPF iz Photorabdus
luminescens in Bth-MACPF iz Bacteroides thetaiotaomicron, ki so jima dolo¢ili kristalno
strukturo, ter CT153 iz Chlamydia trachomatis (Rosado in sod., 2007; Taylor in sod.,
2010; Xu in sod., 2010b). Plu-MACPF je neliti¢en protein z neznano funkcijo, Ki se je
sposoben vezati na membrano (Rosado in sod., 2007). Fizioloske vloge Bth-MACPF ne
poznamo, domnevajo pa, da je vpleten pri transportu snovi skozi membrane (Xu in sod.,
2010b). CT153 je potencialni virulentni dejavnik, ki verjetno sodeluje pri vezavi na
membrano gostiteljske celice v zgodnji fazi okuzbe (Taylor in sod., 2010).

2.1.1.1 Zgradba domene in proteinov MACPF

Kristalografske $tudije na proteinih MACPF (pregl. 1) so omogocile vpogled v njihovo
strukturo ter presenetljivo evolucijsko povezanost s proteini iz druzine CDC (glej sl. 3 in
poglavje 2.1.2.1) (Rosado in sod., 2007, 2008; Anderluh in Lakey, 2008; Gilbert in sod.,
2012).
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Preglednica 1: Proteini MACPF z dolo¢eno 3D-strukturo. C5-9, poteini sistema komplementa (MAC); «,
y, podenoti C8; C5b-6, kompleks C5b in C6; sC5b9, topni kompleks proteinov MAC.

Table 1: MACPF proteins with determined 3D structure. C5-9, proteins of membrane attack complex
(MAC); «a, y, subunits of C8; C5b-6, complex of C5b and C6; sC5h9, soluble complex of MAC proteins.

Protein QOrganizem PDB koda Vir

Plu-MACPF Photorhabdus luminescens 2QP2 (Rosado in sod., 2007)
C8a. Homo sapiens 2QQH (Hadders in sod., 2007)
C8ay Homo sapiens 2RD7 (Slade in sod., 2008)
Bth-MACPF Bacteroides thetaiotaomicron 3KK7 (Xu in sod., 2010b)
Perforin Mus musculus 3NSJ (Law in sod., 2010)

C8 Homo sapiens 30JY (Lovelace in sod., 2011)
C6 Homo sapiens 3T50 (Aleshin in sod., 2012b)
C5b-6 Homo sapiens 4E0S (Aleshin in sod., 2012a)
C5b6 insC5b9  Homo sapiens 4A5W (Hadders in sod., 2012)
Pleurotolizin B Pleurotus ostreatus 40EJ (Lukoyanova in sod., 2015)

Ohranjenost zaporedja domene MACPF znotraj druzine je nizka in znasa le okoli 20 %,
vsi ¢lani druzine pa vsebujejo motiv MACPF (Y/W)-G-(T/S)-H-(F/Y)-Xs-GG (X
predstavlja katerokoli aminokislino) (Ponting, 1999). Ta lezi v predelu domene MACPF,
ki je odgovoren za fleksibilnost centralnih B-struktur domene MACPF (glej spodaj)
(Rosado in sod., 2008). Za fleksibilnost sta klju¢na predvsem dva glicinska ostanka na
mestu 2 in 12 znotraj motiva MACPF, ki sta edina aminokislinska ostanka ohranjena
znotraj naddruzine MACPF/CDC (Rosado in sod., 2007; Gilbert in sod., 2012; Sonnen in
Henneke, 2014). Klju¢éna znacilnost domene MACPF je centralna enota iz Stirih
vzporednih in na sredini upognjenih antiparalelnih B-ploskev ter dveh skupkov a-vijacnic,
CHL1 in CH2 (CH, ang. clusters of helices), ki obdajata centralno enoto (Kondos in sod.,
2010) (sl. 1). Liti¢ni proteini MACPF, kot npr. perforin in C9, naj bi z razvitjem regij
CH1 in 2 v amfipati¢ne (tj. izmenjujoci se hidrofobni in polarni deli) B-trakove (pri CDC
soto TMH 1in 2, glej poglavje 2.1.2.1) precili membrano in tvorili poro (Rosado in sod.,
2007; Law in sod., 2010; Aleshin in sod., 2012b; Weiland in sod., 2014). Aminokislinsko
zaporedje znotraj regij CH pri preostalih proteinih sistema komplementa (C6, C7, C8a in
) ima manj amfipati¢en znacaj (Hadders in sod., 2007; Rosado in sod., 2007). Regiji CH
pri C8 (a in B) sta bolj hidrofobni, e posebej C8a, kar omogoca vstavitev proteina v
membrano in sidranje MAC kompleksa na membrani (Steckel in sod., 1983; Hadders in
sod., 2007). Pri C6 in C7 sta CH regiji manj hidrofobni in tudi kraj$i kot pri C8, C9 in
perforinu, zaradi Cesar nista sposobni preciti membrane, temvec se verjetno zgolj vstavita
v vrhnji sloj taréne membrane (Silversmith in Nelsestuen, 1986; Aleshin in sod., 2012b).
Poleg vstavitve proteina v membrano ter tvorbe pore je domena MACPF pomembna tudi
za oligomerizacijo, npr. perforinskin monomerov (Baran in sod., 2009), ter domnevno
tudi proteinov sistema komplementa (Gilbert in sod., 2012).



Mikelj M. Interakcije izbranih proteinov naddruzine MACPF/CDC z lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Slika 1: Struktura domene MACPF proteina C8a (PDB koda: 2QQH). Modro, centralna enota iz Stirih
prepognjenih B-ploskev; zlato, dva skupka alfa vija¢nic (CH1 in CH2); rdece kroglice, ohranjeni glicinski
ostanki. Prirejeno po (Lukoyanova in Saibil, 2008:52).

Nekateri proteini MACPF, kot je Torso-like, vsebujejo samo domeno MACPF, stevilni
pa vsebujejo Se eno ali ve¢ dodatnih domen (Gilbert in sod., 2012) (sl. 2).
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Slika 2: Domenska organiziranost proteinov MACPF. Prirejeno po (Gilbert in sod., 2012:2085).

Dodatne domene pri proteinih MAC imajo pomembno vlogo pri sestavljanju C5b-8
iniciacijskega kompleksa, pri regulaciji konformacijskih sprememb proteinov in pri
stabilizaciji kon¢ne pore (Aleshin in sod., 2012b). Nekateri proteini imajo poleg domene
MACPF $e dodatne domene za vezavo na taréno membrano, ki so navadno na C-
terminalnem delu proteina (Gilbert in sod., 2012). Tak primer je perforinska domena C2
(Voskoboinik in sod., 2005) (glej poglavje 2.1.1.2).

2.1.1.2 Interakcije proteinov MACPF z lipidnimi membranami

Zacetno vezavo proteinov MACPF na taréne membrane v vecini primerov posredujejo
C-terminalne domene (Anderluh in Lakey, 2008; Gilbert in sod., 2012). Ceprav se
razlikujejo v zaporedju in strukturi, so vefinoma zgrajene iz B-ploskev (Kafsack in
Carruthers, 2010). Pri perforinu je to domena C2, ki se veZe na taréno membrano v
odvisnosti od Ca?" ionov (Voskoboinik in sod., 2005; Urrea Moreno in sod., 2009), pri

(op]
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Plu-MACPF domena v obliki B-prizme (Rosado in sod., 2007), pri ApiPLP pa naj bi
vezavo na membrane posredovale domnevne ApiPLP C-terminalne domene iz beta
ploskev (APC-pB) (Kafsack in Carruthers, 2010), kar so dokazali v primeru domene APC-
B pri TgPLP1 iz Toxoplasma gondii (Roiko in Carruthers, 2013). Proteini sistema
komplementa ne vsebujejo specifiéne domene za vezavo, temve¢ ustvarijo receptor za
vezavo na membrano s povezovanjem komponent med sabo. Zacetno vezavo kompleksa
C5b-7 posreduje razvitje regij CH komponente C7 in verjetno tudi C6 v vrhnji del
lipidnega dvosloja, pri ¢emer domena TSP1 komponente C6 podpira kompleks na
membrani. Stabilno vezavo kompleksa pa omogo¢i sidranje C8 v membrano in zaporedno
vstavljanje 12 do 14 komponent C9, ki tvorijo kon¢no poro (Aleshin in sod., 2012b).
Proteini MACPF, ki ne vsebujejo dodatne domene na C-koncu, bi se lahko vezali na
membrano v sodelovanju z drugim proteinom, kot so to pokazali na primerih nekaterih
bi-komponentnih glivnih toksinov. Proteina MACPF iz gobe Pleurotus ostreatus in
Pleurotus eryngii, Pleurotolizin B (PlyB) in erilizin B, sta citoliticno aktivna le v
kombinaciji z ostreolizinom/pleurotolizinom A (Oly/PlyA) oziroma erilizinom A
(Tomita in sod., 2004; Shibata in sod., 2010; Ota in sod., 2013). Nedavna Studija skupine
Michelle Dunstone na bikomponentnem toksinu iz gobe Pleurotus ostreatus je pokazala,
da sta za sidranje ene kompone B na membrano potrebni dve komponenti A (Lukoyanova
in sod., 2015). Zanimivo so vezavo na nepolarno vitelinsko membrano opazili v primeru
proteina Torso-like iz musice Drosophila melanogaster, ki ne vsebuje drugih domen kot
MACPF, vendar mehanizem vezave $e ni znan (Stevens in sod., 2003).

2.1.1.3 Protein Torso-like iz vinske musice Drosophila melanogaster

Protein Torso-like (Tsl) je edini predstavnik druzine proteinov MACPF v vinski musici
Drosophila melanogaster (Ponting, 1999). Molekularni mehanizem njegovega delovanja
Se ni pojasnjen, sodeluje pa tako v embrionalnem razvoju (Stevens in sod., 1990) kakor
kasneje v razvoju vinske musice pri preobrazbi iz lic¢inke v bubo (Grillo in sod., 2012).

Pri embriogenezi je gen za Tsl eden izmed klju¢nih genov Torso signalne poti, ki se
izrazajo v maternih celicah in uravnavajo razvoj terminalnih struktur (glave in repa) pri
zarodku vinske musice (Drosophila melanogaster) (Savant-Bhonsale in Montell, 1993).
Glavni korak pri razvoju terminalnih struktur je aktivacija tirozin kinaznega receptorja
Torso (Sprenger in sod., 1989), ki preko signalne poti Ras-Raf-MAP-K/ERK povzroci
izrazanje transkripcijskih faktorjev tailles in huckbein (Weigel in sod., 1990; Bronner in
Jackle, 1991). Slednja nato preko regulacije izrazanja razlicnih genov dolocata razvoj
terminalnih struktur (Bronner in Jackle, 1996; Furriols in Casanova, 2003). Torso se
nahaja po celotni povrsini plazemske membrane embrija, vendar se aktivira le na obeh
polih (Casanova in Struhl, 1989). Za prostorsko omejeno aktivacijo receptorja Torso je
kljucen protein Tsl, ki ga izrazajo somatske folikularne celice na obeh koncih embrija
(Stevens in sod., 1990; Furriols in sod., 2007). Tsl se izloca v perivitelinski prostor med
membrano embrija in vitelinsko membrano (VM) (Jiménez in sod., 2002). VM je
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nepolarna membrana, ki jo sestavljajo proteinske in ne fosfolipidne molekule (Fargnoli
in Waring, 1982). Tsl se lahko veze po celotni povrsini VM, vendar se nahaja predvsem
na koncih obeh polov VM, kjer je tudi njegova aktivnost vecja (Stevens in sod., 2003).
Za kopicenje in stabilno vstavitev Tsl v VM na polih so potrebni proteini Nasrat, Polehole
in Clos, ki sodelujejo tudi pri nastanku VM in pri Torso signalni poti (Jiménez in sod.,
2002; Ventura in sod., 2010). Aktivacijo receptorja Torso sprozi vezava liganda, ki se
nahaja v perivitelinskem prostoru (Sprenger in Niisslein-Volhard, 1992). Studije so
pokazale, da se na receptor Torso veze C-terminalni del proteina Trunk (Casanova in sod.,
1995; Casali in Casanova, 2001).

n -
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Slika 3: Model aktivacije receptorja Torso na povrsini plazemske membrane embrija vinske musice
(Drosophila melanogaster). Protein Torso-like (Tsl) se nahaja na notranji strani vitelinske membrane v
domnevnem kompleksu s proteinoma Polehole in Nasrat. Prirejeno po (Furriols in Casanova, 2003:1948).

Henstridge in sod. so pokazali, da je proteoliti¢na cepitev proteina Trunk nujna za njegovo
aktivnost in da ta potece neodvisno od Tsl. Avtorji predpostavljajo, da Tsl po proteolizi
proteina Trunk kontrolira lokalno aktivacijo receptorja Torso (Henstridge in sod., 2014).
Duncan in sod. (2014) predlagajo model, kjer Tsl, ki je vstavljen v VM, preko vezave na
plazemsko membrano embrija uravnava lokalno izlo¢anje aktivnega proteina Trunk na
obeh koncih zarodka (sl. 4).
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Slika 4: Modela aktivacije signalne poti Torso: prevladovani model cepitve (ang. cleavage model) (zgoraj)
in model izlo¢anja (ang. secretion model) (spodaj). Pri zgornjem naj bi preoteliti¢na cepitev proteina Trunk
potekla na obeh koncih zarodka po izlo¢anju proteina v perivitelinski prostor. Pri spodnjem naj bi do
proteoliti¢ne cepitve proteina Trunk prislo pred izlo¢anjem. Lokalno izlocanje na obeh koncih zarodka pa
naj bi reguliral na vitelinsko membrano vezan protein Torso-like in sicer preko vezave s plazemsko
membrano zarodka. Prirejeno po (Duncan in sod., 2014:2)

Nedavno so odkrili, da ima receptor Torso pomembno vlogo tudi pri metamorfozi
(Rewitz in sod., 2009). Od genov, ki so pomembni za razvoj terminalnih struktur embrija,
poleg torso le tsl sodeluje tudi pri procesu metamorfoze in je potreben za aktivnost
receptorja Torso (Grillo in sod., 2012). Johnson in sod. so pokazali, da Tsl neodvisho od
Torso vpliva na ¢asovni potek razvoja in na velikost organizma. Poleg tega so v isti Studiji
pokazali, da se mehanizem delovanja Tsl v procesu embriogeneze razlikuje od procesa
metamorfoze (Johnson in sod., 2013).

Vloga genov torso, torso-like in ostalih genov, ki pri zarodku vinske musice sodelujejo
pri razvoju terminalnih struktur, se pri drugih vrst zuzelk razlikuje (Schoppmeier in
Schroder, 2005; Duncan in sod., 2013; Weisbrod in sod., 2013). Pri sistemu razvoja
terminalnih struktur embrija vinske musice je preko uporabe obstojec¢ih komponent
evolucijsko starejSih signalnih poti nastala nova signalna pot (Duncan in sod., 2013;
Weisbrod in sod., 2013). Weisbrod in sod. domnevajo, da je prvotna vloga tsl bila verjetno
koordinacija posteriorne rasti (Weisbrod in sod., 2013).

2.1.2 Druzina proteinov CDC

Proteinska druzina CDC (Pfam PF01289) je velika druzina proteinov, v katero po aktualni
verziji podatkovne baze proteinskih druzin Pfam (verzija 27.0) uvrs¢amo 995 razli¢nih
zaporedij iz 457 vrst (Finn in sod., 2014). CDC proizvajajo predvsem stevilne po Gramu
pozitivne bakterije iz rodov Bacillus, Clostridium, Listeria, Streptococcus idr., Kjer so
toksine prvotno odkrili (Tweten, 2005). Nedavno pa so predstavnike proteinov CDC
odkrili tudi pri po Gramu negativnih bakterijah, dva pa celo med evkarionti (Hotze in
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Tweten, 2012; Anderluh in sod., 2014). CDC so pomembni pri patogenezi
proizvajajoCega organizma. Najbolj znani predstavniki druzine so perfringolizin O iz
Clostridium perfringens, pnevmolizin iz Streptococcus pyogenes, listeriolizin O iz
Listeria monocytogenes idr. (Gilbert, 2010).

2.1.2.1 Zgradba proteinov CDC

Proteini CDC so sode¢ po dolocenih strukturah (pregl. 2) sestavljeni iz dveh regij: C-
terminalne regije poimenovane domena 4 (D4) (glej poglavje 2.1.2.2) in N-terminalnega
dela iz domen 1, 2 in 3 (D1-3), ki predstavlja ve¢ji del proteina (sl. 5) (Rossjohn in sod.,
1997).

Preglednica 2: Predstavniki od holesterola odvisnih citolizinov z dolog¢eno 3D strukturo.

Table 2: Members of cholesterol-dependent cytolysins with determined 3D structure.

Protein Okrajsava Organizem PDB  Vir
koda

Perfringolizino ~ pro  S1OStIdiUM o0 h Rossiohn in sod., 1997)
perfringens

Intermedilizin ILy  DUePOCOCCUs ygan pglekhina in sod., 2005)
intermedius

Antrolizin O plg  BeetliE 3CQF  (Bourdeau in sod., 2009)
anthracis

suilizin SLY f&:ﬁptococcus 3HVN  (Xu in sod., 2010a)

Streptolizin O sLo  Streptococcus  4pee (Feil in sod., 2014)
pyogenes

Listeriolizin O LLO Listeria 4CDB  (Koster in sod., 2014)
monocytogenes

Jedro N-terminalnega dela predstavlja pet antiparalelnih in prepognjenih beta ploskev. Te
so mestoma prekinjene z alfa vija¢nicami od Kkaterih dva skupka le-teh, TMH1 in TMH2
(TMH, ang. transmembrane hairpin), iz D3 omogocata tvorbo transmembranskega beta
sod¢ka (Shepard in sod., 1998; Shatursky in sod., 1999). D1 omogoc¢a oligomerizacijo
proteinov na membrani, D2 pa deluje kot fleksibilen povezovalec med D4 in N-
terminalnim delom proteina in omogoca vstavljanje regij TMH v membrano (Gilbert in
sod., 1999; Czajkowsky in sod., 2004; Tilley in sod., 2005). Glede na strukturno
podobnost s proteini MACPF (Rosado in sod., 2008; Anderluh in Lakey, 2008) nekateri
avtorji predlagajo, da bi domeni D1 in D3 poimenovali zgornji in spodnji segment
domene MACPF/CDC, D2 in D4 pa bi lahko oznacili kot regulatorni del molekule
(Aleshin in sod., 2012b; Gilbert in sod., 2012). Pri proteinu sistema komplementa C6
regulatorni del sestavljajo domene EGF, TS 1-3, pri perforinu pa domeni EGF in C2. D2
pri CDC ima enako vlogo kot domeni EGF pri C6 in perforinu, D4 pa je homologna C2
pri perforinu (Gilbert, 2014) in morda domeni TS1 pri C6 (Aleshin in sod., 2012b) (sl. 5).
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PERFORIN PFO

Slika 5: Primerjava struktur proteina MACPF (perforin) in CDC (perfringolizin O). Levo, perforin (PFN),
PDB koda: 3NSJ; desno, perfringolizin O (PFO), PDB koda: 1PFO. Domene pri PFO so oznacene z D1-
D4. Turkizno, centralna enota iz prepognjenih B-ploskev; zeleno, CH1 in 2 oziroma TMH 1 in 2; modro,
domena za vezavo na membrano (C2 pri PFN ter Ig domena 4 pri PFO). Vija¢nici ozna¢eno z oranzno in
domena EGF (rdece) pri perforinu so funkcionalno analogni domeni 2 pri PFO. Preostali del molekule je
oznacen s sivo. Prirejeno po (Aleshin in sod., 2012b:10214).

2.1.2.2 Interakcije proteinov CDC z lipidnimi membranami

Interakcijo z lipidnimi membranami pri proteinih CDC posredujeta delno domena 3, ki
tvori transmembransko poro (glej poglavje 2.1.2.1), ter C-terminalna imunoglobulinska
(Ig) domena 4 (D4), ki je odgovorna za zaetno vezavo proteinov CDC z membranami
(Rossjohn in sod., 1997; Soltani in sod., 2007). Na dnu D4, ki je sestavljena iz beta
struktur, se nahajajo kljucne regije za vezavo na membrano: ohranjeno zaporedje bogato
s triptofani (undekapeptid) (Rossjohn in sod., 1997; Polekhina in sod., 2005; Bourdeau in
sod., 2009), ter zlasti tri zanke L1-L3 in aminokislinski par treonin-levcin znotraj zanke
L1, ki naj bi bil klju¢en za prepoznavo holesterola v taréni membrani (Soltani in sod.,
2007; Farrand in sod., 2010). Za vezavo proteinov CDC s holesterolom je klju¢nega
pomena njegova dostopnost v tar¢ni membrani (Flanagan in sod., 2009). Za razliko od
vecine proteinov CDC, ki se vezejo na holesterol, se intermedilizin veze na proteinski
receptor CD59 (Giddings in sod., 2004).

11



Mikelj M. Interakcije izbranih proteinov naddruzine MACPF/CDC z lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

2.2 PROTEINI TVORCI POR

Proteine oziroma toksine tvorce por (v nadaljevanju PFP/PFT iz ang. pore forming
proteins/toxins), uporabljajo za napad, invazijo ali obrambo Ziva bitja od bakterij do visjih
organizmov, kot so glive, rastline, ozigalkarji in celo sesalci (Gonzalez in sod., 2008). Ti
toksini imajo zanimivo lastnost, da so v raztopini prisotni v vodotopni obliki in se lahko
konformacijsko spremenijo in vstavijo v membrano ter tvorijo poro (Anderluh in Lakey,
2008). Opisali so ve¢ kot 80 razli¢nih druzin PFT, ki jih v grobem delimo na a-toksine
tvorce por (a-PFT) in B-toksine tvorce por (B-PFT), glede na to ali preckajo membrano z
a-vijacnicami ali B-strukturami. Razlika med a- in B-PFT je tudi v prisotnosti oziroma
odsotnosti hidrofobnih regij znotraj primarnega aminokislinskega zaporedja. o-PFT
vsebujejo hidrofobne regije znotraj vijacnic, s katerimi ti toksini preckajo lipidni dvosloj.
Za razliko od o-PFT pa B-PFT ni mogoce uvrstiti med transmembranske proteine na
podlagi hidrofobnosti. -PFT ustvarijo hidrofobno povrsino, ki je potrebna za vstavitev v
membrano, s sestavljanjem parov amfipati¢nih B-trakov (lacovache in sod., 2008).
Proteine iz naddruzine proteinov MACFP/CDC uvr§¢amo v skupino B-PFT (Anderluh in
Lakey, 2008).

2.2.1 Mehanizem tvorbe por proteinov MACPF/CDC

Liti¢ni predstavniki naddruzine proteinov MACFP/CDC tvorijo pore razli¢nih velikosti:
od najvecjih do sedaj poznanih por velikosti 25 do 40 nm, ki jih tvori 35 do 50 povezanih
monomerov CDC (Hotze in Tweten, 2012), do manjsih, kot so npr. pore
dvokomponentnega PFP iz glive, kjer 13 monomerov pleurotolizina B in 26 monomerov
pleurotolizina A tvori poro velikost 4 do 5 nm (Tomita in sod., 2004; Ota in sod., 2013;
Lukoyanova in sod., 2015). Velikost perforinske pore, ki jo sestavlja od 19 do 24
monomerov, je nekje vmes in znasa med 10 do 25 nm (Law in sod., 2010; Praper in sod.,
2011Db).

Mehanizem tvorbe pore pri proteinth CDC je bil najbolj preuen na primeru PFO
(Tweten, 2005; Gilbert, 2010). Vezava CDC na holesterol v tar¢ni membrani povzroci
konformacijske spremembe in oligomerizacijo proteinskih monomerov (Ramachandran
in sod., 2004; Heuck in sod., 2007). Nastane pre-porni kompleks obroc¢aste oblike, Ki
vkljucuje med 35 do 50 monomerov (Shepard in sod., 2000). Konformacijske spremembe
naj bi omogocila ohranjena glicinska ostanka na pregibu dveh centralnih beta trakov
domene 3 (glej poglavje 2.1.1.1 in sl. 1). V zadnjem koraku pride do vstavitve pre-
pornega kompleksa v membrano in tvorbe transmembranske pore iz B-sod¢ka (Shepard
in sod., 1998; Shatursky in sod., 1999; Dang in sod., 2005). Klju¢ni pri tem koraku sta
domeni D2 in D3. B-sodc¢kasto poro tvorijo amfipati¢ni B-trakovi, ki nastanejo z razvitjem
skupkov a-vijacnic iz regije TMHI in 2 domene D3 (Shepard in sod., 1998; Shatursky in
sod., 1999). Vstavitev razvitih B-trakov v membrano pa omogoc¢i vertikalni kolaps
domene D2 (Czajkowsky in sod., 2004) (sl. 6).
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Slika 6: Mehanizem tvorbe pore proteinov CDC. Levo, 3D zgradba perfringolizina O (PFO) s shematsko
ponazoritvijo domen (D1, modro; D2, zeleno; D3, rde¢e z oranznim TMHI in roznatim TMH2 (ang.
transmembrane hairpin); D4, rumeno). Desno, model tvorbe CDC pore (glej tekst 2.2.1). Prirejeno po
(Reboul in sod., 2014:3).

Glede na strukturno podobnost so podoben mehanizem tvorbe pore predlagali tudi za
proteine MACPF (Hadders in sod., 2007; Rosado in sod., 2007). Kot pri proteinih CDC
naj bi tudi proteini MACPF precili membrano in tvorili B-sod¢kasto poro z razvitjem alfa
vijaénic iz regij CH v amfipati¢ne beta trakove (Law in sod., 2010; Aleshin in sod.,
2012b). Vendar pa obstajajo tudi razlike v modelu tvorbe por med proteini CDC in
MACPF. Poseben primer so npr. proteini sistema komplementa, ki se od ostalih proteinov
MACPF/CDC razlikujejo v prvem koraku pri tvorbi pore, tj. vezavi na membrano (glej
poglavji 2.1.1.2 in 2.1.2.2). Za tvorbo MAC pore je najprej potrebna izgradnja receptorja
C5b-7 na taréni membrani, ki nato postane del MAC pore (Aleshin in sod., 2012b).
Proteini MACPF v centralni regiji domene MACPF/CDC vsebuje le §tiri beta trakove,
proteini CDC pa pet (glej poglavji 2.1.1.1 in 2.1.2.1). Pri oligomerizaciji CDC
monomerov pride do odmika petega traka beta (B5) in posledi¢no izpostavitve 4, ki se
poveze z B1 sosednjega monomera (Ramachandran in sod., 2004). Zaradi odsotnosti 5
je oligomerizacija pri proteinih MACPF verjetno regulirana drugace (Sonnen in Henneke,
2014). Ta pri perforinu poteka preko solnih mostickov med dvema nasprotno nabitima
aminokislinskima ostankoma dveh monomerov (Baran in sod., 2009), podobno pa
verjetno tudi med komponentami MAC kompleksa (Gilbert in sod., 2012). Za razliko od
CDC so regije CH pri proteinih MACPF okoli 2-krat daljse, zato pri zadnjih naj ne bi
prislo do vertikalnega kolapsa (Sonnen in Henneke, 2014). Za perforin so Law in sod.
predlagali, da naj bi bil v pori s centralnimi beta trakovi in regijami CH obrnjen proti
zunanjemu delu pore (Law in sod., 2010). Taks$na orientacija je malo verjetna, saj je v
nasprotju s preostalimi preucevanimi predstavniki CDC in proteini MAC (Aleshin in sod.,
2012b; Hadders in sod., 2012; Gilbert in sod., 2012). Pri perforinu so podobno kot pri
proteinih CDC pokazali tvorbo tako por kot pre-por (Praper in sod., 2011b), medtem ko
proteini kompleksa MAC tvorijo poro z zaporednim vstavljanjem komponent v rasto¢o
poro (Aleshin in sod., 2012b) (sl. 7).
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Slika 7: Atomski model zrelega MAC kompleksa prikazan od zgoraj (levo) in od strani (desno). Vsaka
komponenta sistema komplementa je prikazana z drugo barvo, razen transmembranske regije, ki so

prikazane rdee. Membrana na sliki desno je prikazana modro-oranzno. Prirejeno po (Aleshin in sod.,
2012hb:10218).

Proteini MACPF/CDC tvorijo pore razli¢nih struktur in posledi¢no razli¢nih velikosti,
kot omenjeno na zacetku poglavja. Raziskovalci so z razliénimi metodami pokazali, da
lahko proteini MACPF/CDC tvorijo obrocaste pore, ki so v celoti sestavljene iz
proteinskih delov, kot tudi lokaste pore, kjer del pore tvorijo lipidne molekule (Gilbert in
sod., 2012) (sl. 8). Pri tem lipidna sestava taréne membrane vpliva na velikost, obliko ter
prevodnost pore (Praper in sod., 2011b; Marchioretto in sod., 2013; Gilbert in sod., 2014).
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Slika 8: Shematski prikaz obrocaste (levo zgoraj) in lokaste (desno zgoraj) MACPF/CDC pore. Prirejeno
po (Gilbert in sod., 2012:2091).
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2.3 VLOGA LISTERIOLIZINA O PRI POBEGU LISTERNE 1Z FAGOSOMA V
CITOSOL

Listeriolizin O (LLO) je neobi¢ajen ¢lan toksinov tvorcev por iz druZine proteinov CDC,
saj ga za razliko od drugih ¢lanov druzine proizvaja znotrajceli¢ni patogen (Schnupf in
Portnoy, 2007). Listeria monocytogenes je po Gramu pozitivna fakultativno anaerobna
bakterija, ki lahko pri imunsko oslabljenih posameznikih povzroéa listeriozo. Ta
zivljenjsko ogrozujoca bolezen se pri ljudeh v 20 — 30 % konca s smrtjo (Swaminathan
in Gerner-Smidt, 2007). Po vstopu v celico s fagocitozo se listerija znajde v fagosomu,
od koder pobegne v citosol, kjer se zacne razmnozevati (Tilney in Portnoy, 1989; Schnupf
in Portnoy, 2007). LLO je kljuéni virulentni dejavnik pri infekcijskem ciklu listerije, saj
je vpleten v vec razli¢nih faz znotrajceli¢nega zivljenjskega kroga bakterije (Hamon in
sod., 2012). LLO neposredno ali posredno preko tvorbe pore vpliva na: i) vstop bakterije
v celico gostitelja (Vadia in sod., 2011), ii) razli¢cne signalne poti gostitelja (Gekara in
Weiss, 2004; Gonzalez in sod., 2011), iii) sumoilacijo gostiteljskih proteinov (Ribet in
sod., 2010), iv) avtofagijo (Meyer-Morse in sod., 2010), v) izrazanje nekaterih genov, ki
so pomembni za imunsko obrambo (Hamon in sod., 2007), vi) imunski odgovor (Carrero
in sod., 2012), vii) apoptozo (Carrero in sod., 2004) idr. Klju¢na vloga LLO pa je
uravnavanje pobega bakterije iz fagosoma (Schnupf in Portnoy, 2007) (sl. 9).

v - \ ’/’ N\
| 2 o LLO | \
v
Listeria G\» o ‘ @ _
\ ‘:L_\ — I
® ) © ‘..’;r'\ li © } ’
~a
WL e
Lo & ® \ o
l ijQ \) — @I
o O (7

Slika 9: Shematski prikaz znotrajceli¢nega zivljenjskega cikla bakterije Listeria monocytogenes. L.
monocytogenes inducira lasten prevzem v gostiteljsko celico, kjer se znajde v fagosomu (1). Pobeg bakterije
iz fagosoma omogodijo listeriolizin O (LLO) in fosfolipazi C (PC-PLC in PI-PLC) (glej tekst spodaj) (2).
Bakterija se za¢ne v citosolu razmozZevati (3) in izraZati protein ActA (4), s katerim povzro¢i polimerizacijo
aktinskih filamentov, ki potiskajo bakterijo skozi citoplazmo v sosednjo gostiteljsko celico (5). Tam
bakterijo obdaja vakuola iz dvojne membrane, iz katere bakterija pobegne predvsem s pomoc¢jo LLO in
fosfolipaz C (6) in zaéne z novim znotrajceliénim Zzivljenjskim ciklom (7). Prirejeno po (Hamon in sod.,
2012:362).

Mutanta L. monocytogenes, ki ne proizvaja LLO, ostane v fagosomu in se ne razmnoZzuje,
kar so pokazali na monosloju mi$jih makrofagov iz kostnega mozga (Portnoy in sod.,
1988; Beauregard in sod., 1997), J774 makrofagni celi¢ni liniji (Portnoy in sod., 1988;
Henry in sod., 2006), CL.7 celi¢ni liniji embrionalnih misjih fibroblastov, Henle 407
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humani epitelni celi¢ni liniji (Portnoy in sod., 1988), Caco-2 humani enterocitni celi¢ni
liniji (Gaillard in sod., 1987), RAW 264.7 misji levkemi¢ni monocitni makrofagni celi¢ni
liniji (Henry in sod., 2006) in misjih peritonealnih makrofagih (Kuhn in sod., 1988).
Podobno dodatek nevtralizirajocih protiteles proti LLO onemogo¢i tudi pobeg divjega
tipa L. monocytogenes (Edelson in Unanue, 2001). LLO je pomemben tudi za lizo
sekundarnega fagosoma, ki nastane pri Sirjenju listerij na sosednje celice (Gedde in sod.,
2000; Dancz in sod., 2002). Poleg LLO pa sta za pretrganje membrane primarnega in
sekundarnega fagosoma pomembni tudi bakterijska za fosfatidilinozitol specifi¢na
fosfolipaza C (PI-PLC, ang. phosphatidylinositol-specific phospholipase C) in
fosfolipaza C Sirokega spektra (PC-PLC, ang. broad-range phospholipase C) (Smith in
sod., 1995). Alberti-Segui in sod. (2007) so na mi$jih makrofagih iz kostnega mozga
pokazali, da obe fosfolipazi C prispevata k poruSitvi notranje oziroma primarne
membrane, medtem ko je LLO obvezen za lizo zunanje membrane. Na dolo¢enih celi¢nih
linijah so znanstveniki pokazali, da ob odsotnosti LLO, fosfolipazi C, zlasti PC-PLC,
uravnavata pobeg L. monocytogenes iz fagosoma (Portnoy in sod., 1988; Marquis in sod.,
1995; Smith in sod., 1995; Paschen in sod., 2000; Cheng in Portnoy, 2003). Pri pobegu
listerije iz fagosoma v citosol imajo pomembno vlogo tudi dejavniki iz samega gostitelja.
Radtke in sod. (2011) so pokazali, da cisti¢cno fibrozni transmembranski regulator
prevodnosti (CFTR) zacasno poveca koncentracijo klorida v fagosomu, kar pospesi
nastanek LLO pore in lizo fagosoma.

Dva razli¢na modela pojasnjujeta mehanizem pobega listerije iz fagosoma. Prvi model
predvideva od LLO uravnavan prenos bakterijskega efektorja. Pore LLO omogocijo
prenos PLC skozi membrano fagosoma, kjer imajo PLC dostop do fosfolipidov na
notranji strani plazmaleme. PLC s porusenjem membrane sprozijo celi¢no signalizacijo
gostitelja, ki se konca s prenosom proteinske kinaze CB I in II v zgodnji endosom, kar
omogoc¢i pobeg listerije iz fagosoma (Wadsworth in Goldfine, 2002; Schnupf in Portnoy,
2007). Drugi model predvideva, da pore LLO preprecijo zorenje fagosoma in fuzijo z
lizosomi in omogocijo PLC, da porusijo membransko strukturo fagosoma (Schnupf in
Portnoy, 2007).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

3.1.1 Kemikalije

Vse uporabljene kemikalije so bile od proizvajalcev Sigma-Aldrich (ZDA) ali Merck
(Nemcija), razen v primerih, ko je navedeno drugace.

3.1.2 Raztopine

Vse raztopine so bile pripravljene v deionizirani vodi (dH20), razen ¢e ni navedeno
drugace.

3.1.2.1 Raztopine za agarozno elektroforezo

pufer TAE (10 x) 400 mM Tris-HCI
10 mM EDTA
10 % (v/v) ledocetna kislina pH 8,0

nanasalni pufer (6 x) 0,25 % (m/v) bromfenol modro
0,25 % (m/v) ksilen cianol FF
30 % (v/v) glicerol

3.1.2.2 Raztopine za pripravo kompetentnih celic
raztopina za spiranje bakterijskih celic 100 mM CacCl;

glicerolna zalozna raztopina 50 mM CaCl;
10 mM Tris-HCI, pH 7,5
10 % (v/v) glicerol

Raztopine smo pripravili v deionizirani vodi, filtrirani skozi 0,22 um Milipore filtre
(MiliQ H20, MQ) in sterilno filtrirali.

3.1.2.3 Raztopine za NaDS-PAGE elektroforezo

pufer za NaDS-PAGE (10 x) 250 mM Tris
1,92 M glicin
1 % (m/v) NaDS
pH ~8

MOPS pufer za NUPAGE (20 x) 1 M MOPS
1M Tris
2 % (m/v) NaDS
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MES pufer za NUPAGE (20 x)

nanasalni pufer (5 x)

pufer za raztapljanje usedline proteinov

nanasalni pufer NUPAGE LDS (4 x)

raztopina za barvanje
Blue

raztopina za razbarvanje

20 mM EDTA
pH 7,7

1 M MES

1 M Tris

2 % (m/v) NaDS
20 MM EDTA
pH 7,3

250 mM Tris-HCI

10 % (m/v) NaDS

30 % (v/v) glicerol

0,02 % (m/v) bromfenol modro
pH 6,8

500 mM Tris

6,5 % (m/v) NaDS
100 mM DTT

9 % (v/v) glicerol

106 mM Tris-HCI

141 mM Tris

2 % (m/v) LDS

10 % (v/v) glicerol

0,51 mM EDTA

0,22 mM Comassie Brilliant Blue
0,175 mM fenol rdece

pH 8,5

0,25 % (m/v) Comassie Brilliant

10 % (v/v) ocetna kislina
40 % (v/v) metanol

10 % (v/v) ocetna kislina
40 % (v/v) metanol

3.1.2.4 Raztopine za prenos western in imunodetekcijo

pufer za prenos western
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pH 8,0

pufer za spiranje membran (20 x) 200 mM Tris-HCI
1 M NaCl
20 mM EDTA
2 % Tween 20
pH 7,4

pufer za blokado povr§ine membran 1 x pufer za spiranje membran
3 % (m/v) BSA

pufer za razvijanje membran 5 mM Tris-HCI
140 mM NaCl
1 mM NazHPO4

peroksidazni substrat 25 mL pufra za razvijanje membran

15 mg 4-kloro-1-naftol
5 mL metonol
50 ul H202

3.1.2.5 Raztopine za izolacijo rekombinantnega listeriolizina O

pufer za lizo 50 mM NazHPO4
300 mM NacCl
10 mM imidazol
pH 5,7
20 mM B-markaptoetanol
10 pg/ml DNAza B
20 ug/ml RNAza A
1 mM benzamidin
0,5 mg/ml lizocim
0,5 mM AEBSF
0,5 mM PMSF

pufer za Ni-afinitetno kromatografijo

za spiranje 50 mM Na;HPO4
300 mM NaCl
20 mM imidazol
pH 6,5

za elucijo 50 mM NazHPO4
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300 mM NacCl
300 mM imidazol
pH 6,5

pufer za kationsko kromatografijo (FPLC)

Za vezavo 15 mM NazHPO4
150 mM NacCl
pH 5,7

za elucijo 15 mM NazHPO4
1 M NaCl
pH 5,7

Pufre za FPLC smo pripravili v MQ vodi in jih sterilno filtrirali ter odzracili.
3.1.2.6 Raztopine za izolacijo rekombinantnega proteina Torso-like

pufer za dializo 20 mM NazHPO4/NaH2PO4
150 mM NaCl
pH 7,5

pufer za Co-afinitetno kromatografijo

za spiranje 20 mM Tris
300 mM NaCl
pH 7,5

za elucijo 20 mM Tris
300 mM NaCl
500 mM imidazol
pH 7,5

3.1.2.7 Raztopine za spiranje eritrocitov in test hemoliti¢ne aktivnosti

fizioloska raztopina 0,9 % (m/v) NaCl

eritrocitni pufer 20 mM Tris-HCI
130 mM NaCl
pH 7,4

3.1.2.8 Raztopine za ekstrakcijo eritrocitnih lipidov

pufer za lizo eritrocitov 5 mM NazHPO4
pH 8,0
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pufer za spiranje

3.1.2.9 Raztopine za pripravo lipidnih veziklov

PBS

3.1.2.10 Raztopine za poskuse z GUV

saharozna raztopina

glukozna raztopina

pufer za GUV

5 mM Na:HPO4
140 mM NacCl

pH 8,0

10 mM Na2HPO4/NaH2PO4
150 mM NacCl
pH 7,4

295 mM saharoza
1 mM MES
0,1 mM CaCl,

295 mM glukoza
1 mM MES
0,1 mM CaCl,

20 mM MES
150 mM NaCl
0,1 mM CaCl;
pH 5,5

Vse raztopine in pufre smo pripravili v MQ vodi, ter jim uravnali osmolarnost, tako da so
bile izoosmolarne (~ 300 mOsmol/l) in jih sterilno filtrirali. Saharoza in glukoza sta bila

od proizvajalca Fluka (Svica).

3.1.2.11 Raztopine za pripravo mrezic za elektronsko mikroskopijo

pufer za blokado

pufer za spiranje
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raztopina za kontrastiranje 1 % (m/v) uranil acetat

3 % amonijev molibdat

pH 6,33
3.1.3 Gojisca
tekoca gojis¢a SOB, LB in LBamp
SOB 20 g/l tripton
5 g/l kvasni ekstrakt
0,95 g/l MgCl>
0,5 g/l NaCl
0,186 g/l KCI

Gojisc¢a smo avtoklavirali. MgCl> dodamo v ohlajen sterilen medij.

LB in LBamp 10 g/l kazeinski hidrolizat
5 g/l kvasni ekstrakt
10 g/l NaCl
+ 100 pg/ml ampicilin (amp)

Gojis¢a smo avtoklavirali. Za pripravo LBamp dodamo antibiotik amp v ohlajen
sterilen medij tik pred uporabo.

trdna gojis¢a SOB, LB in LBamp

Trdna gojisca pripravimo enako kot tekoca, le da pred avtoklaviranjem dodamo S$e agar v
konéni koncentraciji 15 g/l. Antibiotike dodamo po avtoklaviranju v zmerno ohlajen
medij (~50°C). Nazadnje medij vlijemo v sterilne petrijevke.

gojis¢e DMEM (Dulbeco's Modified Eagle's Medium)

(DMEM high glucose, D6546) Sigma-Aldrich, ZDA

3.1.4 Encimi

Agel (FastDigest® Agel) New England Biolabs, ZDA
BamHI (FastDigest® BamHI) New England Biolabs, ZDA
DNaza B Sigma-Aldrich, ZDA

Kpnl (FastDigest® Kpnl) New England Biolabs, ZDA
lizocim Sigma-Aldrich, ZDA

Mlul (FastDigest® Mlul) New England Biolabs, ZDA
Ndel (FastDigest® Ndel) New England Biolabs, ZDA
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RNaza A Sigma-Aldrich, ZDA

T4 DNA-ligaza New England Biolabs, ZDA
KOD Hot Start DNA-polimeraza Merck, Nemcija

Xhol (FastDigest® Xhol) New England Biolabs, ZDA

3.1.5 Detergenti

natrijev dodecil sulfat (NaDS) Merck, Nemcija
Tween 20 Sigma-Aldrich,
ZDA

3.1.6 Inhibitorji

4-(2-aminoetil)-benzensulfonil fluorid hidroklorid (AEBSF) Sigma-Aldrich,
ZDA

etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Merck, Nemcija
fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF) Sigma-Aldrich,
ZDA

3.1.7 Lipidi

1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoholin (DOPC) Avanti Polar Lipids, ZDA
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholin (POPC) Avanti Polar Lipids, ZDA
fosfatidiletanolamin (PE), izoliran iz mozganov Sigma-Aldrich, ZDA
fosfatidilinozitol (P1), izoliran iz jeter Avanti Polar Lipids, ZDA
sfingomielin (SM), izoliran iz mozganov Avanti Polar Lipids, ZDA
holesterol (CHOL) Avanti Polar Lipids, ZDA
ergosterol Sigma-Aldrich, ZDA
1,1'-dioktadecil-3,3,3',3'-tetrametilindodikarbocianin perklorat

(DilC18) Invitrogen, ZDA
Rodamin B 1,2-diheksadekanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamin

(rDHPE) Invitrogen, ZDA
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3.1.8 Protitelesa

primarna misja monoklonska protitelesa proti
histidinskemu repu (Penta-His mAb)

sekundarna kozja proti-misja protitelesa IgG
sklopljena s hrenovo peroksidazo (IgG™HRP)

3.1.9 Reagenti za celi¢ne kulture
L-glutamin in ne-esencialne aminokisline
fetalni telecji serum (FCS)

lipofektamin

polietilenimin

3.1.10 Kompleti

Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with HF buffer

Anglija
komplet za ¢is¢enje produktov PCR

Genelet PCR Pufification Kit
QiaQuick PCR Purification Kit

komplet za izolacijo DNA iz agaroznega gela
Genelet Gel Extraction Kit
QiaQuick Gel Extraction Kit

komplet za izolacijo plazmidne DNA
Genelet Gel Plasmid Miniprep Kit
QiaQuick Miniprep Kit
EndoFree Plasmid Giga Kit

FastDigest® Agel, BamHI, Kpnl, Mlul, Ndel in Xhol

T4 DNA Ligation Kit

Phospholipids C

24

Qiagen, Nemcija

Santa Cruz Biotechnology,
ZDA

Gibco, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Invitrogen, ZDA

Sigma-Aldrich, ZDA

New England Biolabs,

Thermo Scientific, ZDA
Qiagen, ZDA

Thermo Scientific, ZDA
Qiagen, ZDA

Thermo Scientific, ZDA
Qiagen, ZDA
Qiagen, ZDA

New England Biolabs, ZDA

New England Biolabs, ZDA

Wako Chemicals, Nemcija



Mikelj M. Interakcije izbranih proteinov naddruzine MACPF/CDC z lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Dynabeads® Invitrogen, ZDA
M-280 Streptavidin
MyOne™ Streptavidin T1

3.1.11 Bakterijski sevi

E. coli DH5a Novagen, ZDA
E. coli BL21(DE3)pLysS Novagen, ZDA
3.1.12 Plazmidi

pPET8c

plazmid pET8c¢ (2488 baznih parov) vsebuje zapis za -laktamazo (odpornost proti amp),
promotor in terminator za T7 polimerazo RNA ter mesto za vezavo ribosoma (RBS, ang.
ribosome binding site). Temu sledi zapis za heksahistidinsko oznako (Hiss), dva serina in
mesto cepitve s trombinom (LVPRGS). Nastali protein vsebuje Hise na N-terminalnem
delu, ki omogoca lazjo izolacijo (Ni-NTA) in detekcijo (Penta-His mAb, Ni-NTA
nanozlato) proteina.

PET21c(+)
plazmid pET8c (5441baznih parov) ima podobne lastnosti kot pET8c, le da ne vsebuje
mesta za cepitev s trombinom in omogoca izrazanje protienov s C-terminalnim Hise.

pHLsec

plazmid pHLsec omogoca izrazanje proteinov v sesal¢jih celicah. Aricescu in sod. (2006)
so ga pripravili z modifikacijo plazmida pLEXm (4529 baznih parov). Ta vsebuje
pPBR322 mesto zadetka podvojevanja (ORI, ang. origin of replication), amp odpornost,
citomegalovirusni ojacevalec, pis¢ancji B-aktinski promotor, zaj¢ji B-globinski intron in
poliA rep. pHLsec dodatno vsebuje Se¢ Kozakovo zaporedje, signalno zaporedje za
sekrecijo ter C-terminalno zaporedje za Hiss.
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PET8c

BglIT T7 promotor Xbal
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAAT

tr.enhan. RBS XhoI

TTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGCATCACCATCACCATCACTCGAGCCTGGTTCCGCGCGG
M H H H H H H S s L VvV P R G S

BamHI XhoI Miul
ATCC..VKLJUCEK..CTCGAGTAACGCGTGAGGAATTTTGAAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGA
L E *

T7 terminator
AGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTG

PET21c(+)

T7 promotor Xbal tr.enhan.
TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTT

RBS BamHI XhoI
TAAGAAGGAGATATA GGATCC..VKLJUCEK...CTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCG
M G S L E H H H H H H *

T7 terminator
GCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCC

pHLsec

EcoRI HindIII Kozak

GAATTCAAGCTTGCCACCATGGGGATCCTTCCCAGCCCTGGGATGCCTGCGCTGCTCTCCCTCGTGAGCC
M GG I L p S P G M P A L L S L V S

Agel KpnI
TTCTCTCCGTGCTGCTGATGGGTTGCGTAGCTGAAACCGGT.. VKLIUCEK...GGTACCAAGCACCACCATC
; L. s v L L.M G C VvV A E T G G T K H H H

XhoI
ACCATCACTAATGATCACTCGAG
H H H * *

Slika 10: Shema plazmidov z vkljucki.*, STOP kodon; pod nukleotidnim zaporedjem je eno-¢érkovno
aminokislinsko zaporedje rekombinantnega proteina; podcrtano, signalno zaporedje

Figure 10: Schematic presentation the plasmids with inserts (vkljucek). *, STOP codon; amino acid
sequence of recombinant protein is shown under the nucleotide sequence; underline, signal sequence.
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3.1.13 Zacetni oligonukleotidi

Preglednica 3: Zacetni oligonukleotidi (ZO) za pomnozZevanje kraj$ih fragmentov izbranih proteinov
MACPF. Konstrukt, UniProt pristopna koda proteina MACPF in regija pomnoZenega konstrukta v
podpisanem naéinu (Stevilke predstavljajo aminokisline). Oznake ZO so povzete iz pregl. 11. +, sprednji
Z0O; —, obratni ZO.

Table 3: Primers (ZO) for amplification of constructs of selected MACPF proteins with polymerase chain
reaction. Konstrukt, UniProt accession code of MACPF protein and region of amplified construct denoted
in the subscript mode (numbers are amino acids). Marks of ZO are from tab. 11. +, forward ZO; - reverse
Z0.

Konstrukt ZO Zaporedje (5'2>3")
b+ GCGCGGGATCCGACCTGTTTATTCGTTCAGG

Q92908304411 | GCGCGACGCGTTAGACGGTGATAATGAAAACGG
d+ GCGCGGGATCCGGTTTTAATTCATCGAGCTC

D8VEJ3wrase  §_  cGCGCGACGCGTTAGTAAAAGGACAGCGGCTGTG
f+ GCGCGGGATCCTACTACCCGACGCGCTGCGG

OBA155m2810 ¢ GCGCGACGCGTTAGTAACCCGATGACTTTTTGA
i+ GCGCGGGATCCACGCAAGGCGGTAATGGCGG

A3RUADs73519 & 5eGeGACGCGTTACTTTTTCCATGACGCGGATT
m+ GCGCGGGATCCTCGTACGTTCTGGTCCGTGT

PA0689w7300 1 cGCGCGACGCGTTATTTGACATTGTTATCCAGAA
N+ CGCGCGGATCCGGCCGCCGTGAATCTCAACT

P4068920-100 | CGCGCGACGCGTTAGCGACGGTTTTCGCAAAATT
0000 Bt GAGAGGATCCAAGGTGGTTATGTTTGGTTTC

p— GAGAACGCGTTATTTGTTATTCTTACACAGCA
S+ GAGAGGATCCCTGGTGGTTGTCGAATGTGAAG
s— GAGAACGCGTTAATAAACGCTCAGCGAGTAGTA
U+ GAGAGGATCCCTGATTCTGTCATGCCCGGT
Q81B29405-654 u— GAGAACGCGTTACTTATACGTAAATTTGCGAT

Q812S3600-821

Preglednica 4: Zacetni oligonukleotidi (ZO) za pomnoZevanje konstruktov proteina Torso-like (Tsl).
Stevilke v podpisanem nacinu za Tsl pomenijo za koliko aminokislin z N-terminalnega konca je krajsi
konéni proteinski konstrukt. m, domena MACPF; n, N-terminalna regija Tsl (pregl. 11); Hiss,
heksahistidinska oznaka; Hiss, oktahistidinska oznaka; +, sprednji ZO; —, obratni ZO.

Table 4: Primers (ZO) for amplification of constructs of Torso-like protein (Tsl) with polymerase chain
reaction. The numbers in the subscript mode following Tsl denote for how many amino acids from N-
terminal region of the protein the final construct is shorter than mature protein. m, MACPF domain; n, N-
terminal region of Tsl (Tab. 11); Hiss, hexahistidine tag; Hiss, octahistidine tag; +, forward ZO; -, reverse
Z0.

Konstrut Z0O  Zaporedje (5'>3")

+ TTTACCGGTGGCCGCCGTGAATCTCAAC

Tsl-Hise — AAAGGTACCGCGCGTCGGGTGAGACTGCGGC
+ TTTACCGGTGGCCGCCGTGAATCTCAAC

Tsl-Hiss — AAAGGTACCTTAGTGATGGTGGTGGTGGTGATGATGGCGCGTCGGGTGAGACTGCGGCATATTCAG
+ TTTACCGGTTATGGTTATCTGGGTATTTCTATGC

Tshs-Hiss — AAAGGTACCTTAGTGATGGTGGTGGTGGTGATGATGGCGCGTCGGGTGAGACTGCGGCATATTCAG
+ TTTACCGGTCTGAACGATAATAGCGAACCGGACC

Tslso-Hiss — AAAGGTACCTTAGTGATGGTGGTGGTGGTGATGATGGCGCGTCGGGTGAGACTGCGGCATATTCAG

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 4: Zacetni oligonukleotidi (ZO) za pomnozevanje konstruktov proteina Torso-
like (Tsl). Stevilke v podpisanem naginu za Tsl pomenijo za koliko aminokislin z N-terminalnega konca je
krajs$i konéni proteinski konstrukt. m, domena MACPF; n, N-terminalna regija Tsl (pregl. 11); His6,
heksahistidinska oznaka; His8, oktahistidinska oznaka; +, sprednji ZO; —, obratni ZO.

. +

Tslas-Hiss =

. +
Tslso-Hiss

. +
Tslm-Hisg

+

Tsln-Hiss _

TTTACCGGTGAACCGACCAAGAACATTTACCGCA
AAAGGTACCTTAGTGATGGTGGTGGTGGTGATGATGGCGCGTCGGGTGAGACTGCGGCATATTCAG
TTTACCGGTGAAGACACCACGCCGGGCATCTTTC
AAAGGTACCTTAGTGATGGTGGTGGTGGTGATGATGGCGCGTCGGGTGAGACTGCGGCATATTCAG
TTTACCGGTTCGTACGTTCTGGTCCGTGT
AAAGGTACCTTAGTGATGGTGGTGGTGGTGATGATGTTTGACATTGTTATCCAGAACTTCATGATA
TTTACCGGTGGCCGCCGTGAATCTCAAC
AAAGGTACCTTAGTGATGGTGGTGGTGGTGATGATGGCGACGGTTTTCGCAAAATTCCATGTGGAA

Preglednica 5: Zacetna oligonukleotida (ZO), ki smo ju uporabili za vstavitev mutacij v regiji CH1 in
CH2 proteina Torso-like z usmerjeno mutagenezo.

Table 5: Primers (ZO) used for introducing mutation into a CH1 and CH2 region of Torso-like protein
with site-directed mutagenesis.

ZO Zaporedje (5'>3")

CH1 CATGGATAAACCGTGGGAAGCGAGCACCGGCGGGAATTCTCCGGACAACGCGGCCAAAAAGCTG
CH2 GGTCTGTCTAAACTGGATCTGTCTAATTACAACGCCCCAAGCTTTGCAGCTCATCTGGGTCAGATTCG

3.1.14 Polnilci kromatografskih kolon in pripravljene kolone

TALON® Metal Affinity Resin Clontech, ZDA
Ni-NTA agaroza Qiagen, ZDA
Mono S HR 5/5 (FPLC) Pharmacia, Svedska
3.1.15 Laboratorijska oprema
aparatura za agarozno elektroforezo
elektroforezna enota EF HE33
Mini submarine unit Hoefer, ZDA
usmernik EPS 1001 Amersham Pharmacia Biotech, VB
aparature za PCR
Biometra UNO Thermoblock Biotron, Nemcija
Gene Emp PCR System 2400 Perkin Elmer, ZDA
Bio-Rad MyCyler Thermal cycler Bio-Rad, ZDA
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aparatura za NaDS-PAGE in prenos western
elektroforetska enota Mini-Protean 11
enota za prenos western Mini Trans-Blot®
usmernik PowerPac HC

elektroforetska enota
Xcell SureLock™ Mini-Cell

usmernik Consort E835
iBlot® Dry Blotting System
kromatografski sistem Akta FPLC

centrifuge
Beckman SW 65 Ti
Centric 322A
Eppendorf 5415D
Rotanta 460
Sigma 3K-30

spektrofotometra
Shimadzu UV-2101 PC
Nanodrop 1000

mikrocitalca
Dynex MRX
Zenyth 3100

ekstrudor Avestin Lipid Extrudor
sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750
funkcijski generator GFG-3015
elektronski mikroskop Phillips CM 100

CCD kameri BioScan 792 in Orius SC 200
fluorescenéni mikroskop Axiolmager Z1
rotavapor R-134, V700 in vodna kopel B-480

vakuumski koncentrator miVac
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Bio-Rad, ZDA
Bio-Rad, ZDA
Bio-Rad, ZDA

Invitrogen, ZDA
Consort NV, Belgija

Invitrogen, ZDA

Pharmacija, Svedska

Beckman Coulter, ZDA
Tehtnica, Slovenija
Eppendorf, Nemcija

Hettich Centrifuges, Nemcija

Sigma, Nemcija

Shimadzu, Japonska
Thermo Scientific, ZDA

Dynex technologies, Nemcija

Anthos Labtec, ZDA
Avestin, Kanada
Sonics, ZDA

GW Instek, Tajska
Phillips, Nizozemska

Gatan, ZDA
Carl Zeiss, Nemcija
Biichi, Svica

GeneVac, VB
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termostatirana stresalnika
Thermo Shaker TS100
Innova 2300
vibracijski stresalnik Vibromix 114EV
magnetno mesalo MM540
pH-meter

aparat za merjenje DLS-Zetasizer Nano

3.1.16 Ostala oprema

5 nm Ni-NTA nanozlato

barvilo Coomassie modro

fliter papir Whatman

iBlot® Transfer Stack, nitrocelulozni
injekcijski filtri Minisart NML
membrane za ekstruzijo

mrezica za elektronsko mikroskopijo
NuPAGE® Novex Bis-Tris gel
PVDF membrana Immobilion-P
steklene kroglice

ultrafiltratorji Amicon 0,5, 4 in 15

uranil-acetat

plosce z 12 vdolbinicami za celi€ne kulture

standardne 75 cm? posode za celi¢ne kulture

standardne 2125 cm? polistirenske okrogle

posode (ang. roller bottles) za celi¢ne kulture
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Lab4You GmbH, Nemcija

New Brunswick Scientific, ZDA
Tehtnica, Slovenija

Tehtnica, Slovenija

Mettler Toledo, Nemcija
Malvern, VB

Nanoprobes, ZDA
Fermentas, Svica
Sigma-Aldrich, ZDA
Invitrogen, ZDA
Sartorius Stedim Biotec, Nemcija
Avestin, Kanada

Agar Scientific, ZDA
Invitrogen, ZDA
Millipore, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Amicon, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Greiner Bio-One, Avstrija

Nunc, ZDA

Greiner Bio-One, Avstrija
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3.2 METODE

3.2.1 Bioinformatska analiza proteinov z domeno MACPF

3.2.1.1 Iskanje zaporedij po podatkovnih zbirkah

Proteinska zaporedja z domeno MACPF smo iskali v razli¢nih podatkovnih zbirkah na
NCBI (Geer in sod., 2010) (nr, refseq_protein, swissprot, pat, pdb, env_nr)in EMBL-EBI
(UniProt-TrEMBL) (Consortium, 2014) s PSI-BLAST in tBLASTn algoritmi (z zadnjim
samo na NCBI) (Altschul in sod., 1997; Gertz in sod., 2006). PSI-BLAST (ang. position-
specific iterative basic local alignment search tool) omogoca iskanje daljno sorodnih
proteinov z matriko, ki da ohranjenim delom zaporedja vecjo tezo in se z vsako
ponovitvijo iskanja (iteracijo) izboljSuje, tBLASTn pa omogoca iskanje prevedenih
nukleotidnih zaporedij s pomocjo proteinskega zaporedja. Pri iskanju s PSI-BLAST smo
naredili Stiri do pet iteracij in uporabili privzete nastavitve, razen izbrane opcije "low
complexity regions"”, s ¢imer smo izlo€ili regije s ponavljajo¢imi se aminokislinami.

Iskanje smo zaceli s tremi sondami z aminokislinskim zaporedjem domene MACPF treh
proteinov MACPF: i) ¢loveskega perforina-1 (h-PFN-1, UniProt koda: P14222), ter dveh
proteinov z dolo¢eno tri-dimenzionalno (3D) strukturo, ii) proteina MACPF iz
Photorhabdus luminescens (Plu-MACPF, UniProt koda: Q7N6X0) in iii) proteina iz
Bacteroides thetaiotaomicron (Bth-MACPF, UniProt koda: Q8A267) (pregl. 6). Iskanje
smo nato ponovili z vrstno specifiénimi zaporedji znotraj taksonomskih skupin (npr.
znotraj bakterij, gliv, rastlin,...). Vse zadetke z E-vrednostjo manjso od 0,005 smo zbrali
v lastni zbirki proteinov MACPF, katero smo dopolnili e z ro¢nim pregledom proteinskih
zbirk PFAM (Finn in sod., 2014) in SMART (Schultz in sod., 1998; Letunic in sod.,
2012). Nasa zbirka vsebuje proteine MACPF iz nastetih podatkovnih zbirk z dne 24. 4.
2011.

Preglednica 6: Zaporedja sond, ki smo jih uporabili za iskanje po podatkovnih zbirkah. hPFN-1, ¢loveski
perforin-1 (UniProt koda: P14222); Plu-MACPF, protein MACPF iz P. luminescens (UniProt koda:
Q7N6X0); Bth-MACPF, protein MACPF iz B. thetaiotaomicron (UniProt koda: Q8A267).

Table 6: Query sequences used for searching public databases. hPFN-1, human perforin-1 (UniProt code:
P14222); Plu-MACPF, MACPF protein from P. luminescens (UniProt code: Q7N6X0); Bth-MACPF,
MACPF protein from B. thetaiotaomicron (UniProt koda: Q8A267).

> hPFN-1
ARSECKRSHKEVPGAWLAGEGVDVTSLRRSGSEFPVDTQRFLRPDGTCTLCENALQEGTLORLPLALTNWR
AQGSGCORHVTRAKVSSTEAVARDAARS IRNDWKVGLDVTPKPTSNVHVSVAGSHSQAANFAAQKTHQODOQ
YSESTDTVECRFYSFHVVHTPPLHPDFKRALGDLPHHENASTQPAYLRLISNYGTHEFIRAVELGGRISAL
TALRTCELALEGLTDNEVEDCLTVEAQVNIGIHGSISAEAKACEEKKKKHKMTASFHQTYRERHSEVVGG
HHTSINDLLFGIQAGPEQYSAWVNSLPGSPGLVDYTLEPLHVLLDSQDPRREALRRALSQYLTDRARWR

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 6: Zaporedja sond, ki smo jih uporabili za iskanje po podatkovnih zbirkah.
hPFN-1, ¢loveski perforin-1 (UniProt koda: P14222); Plu-MACPF, protein MACPF iz P. luminescens
(UniProt koda: Q7N6X0); Bth-MACPF, protein MACPF iz B. thetaiotaomicron (UniProt koda:
Q8A267).

> Plu-MACPF
RKLSLEFDDTVIAGAEMIGTSYDVEFGKYCNVGSCMNSLEFDERKINASEDNFKKVTILGKTLKVPYYIDCYS
VGDLKYTNASGESIESYQSNISSKSRIKGNYLFFSASLKVDEFDTDSLTDFENAFSRIQYTYDLYILKSSA
EALKEFLKESVKTALDKADTEEDMNDLENTWGSHEFLSGVVMGGCAQYSSSTNKYTSNLTNSEDVVAAASE
AGFIGLSARTGNSFMEDIKKFRSASNIKTHAIGGDLSREFDPFGGATSADQPSAEETIAAAKKAFEDWKASY
PNAPELVNFADSNPLTGIWELCSDRTQKAKLKKHFETVWAPAESAKRRVHADYIDEITIIGINNTNTPPEG
YIGLKSTKDENLNSKGNICLFMHKAKYDPNIDNKDCITELKFITVRDKSPEGDWVKIPQDIYISP

> Bth-MACPF
FTDATDFLGCSYAVENGTSIIGDFANAKYPVVNMKKLLERYPSYINPKELRTTETKALSYSDFDRLEKNK
TFTKTVKSGFSLNLGPFKEFGRQKTIKETFVHNTDDSEKVVHGELSIEVVNGMLNLQTAPSALRKIAADYL
DELFVDALYNSSMVELMQSYGEEFVLTGYYTGGRASALFYGVDTNSIQFDSKEKDMDVAINASYEWKNKKP
TAPSDTIHSASGNLSIGTKRENSETITNKFSALSYSIKTLGGAYGYSISTPPYDITNYSIDLTPWLQSLN
DPKTHTMIDLODGGLYPISDFILEENFKQRYNDTHMDFQYQESL

3.2.1.2 Analiza zaporedij s prostodostopnimi bioinformatskimi orodji

Iz zbirke proteinov MACPF smo s pomoc¢jo poravnav zaporedij v programu Vector NTI
(Lu in Moriyama, 2004) izlo¢ili podvojene vnose in zdruzili zaporedja iz iste
taksonomske vrste z ve¢ kot 95-% identi¢nostjo. Proteinom smo s prostodostopnimi
bioinformacijskimi orodji poiskali oziroma dolo¢ili i) proteinske domene (InterProScan
in Pfam) (Zdobnov in Apweiler, 2001; Finn in sod., 2014), ii) topnost (PROSO II)
(Smialowski in sod., 2012), iii) signalna zaporedja (Signal P in TargeP) (Emanuelsson in
sod., 2000; Petersen in sod., 2011) in iv) transmembranske regije (TMHMM Server v. 2.0
(Sonnhammer in sod., 1998), AG predictor (Hessa in sod., 2007), MPEXx (Snider in sod.,
2009), SOSUI (Hirokawa in sod., 1998) in Tmpred (Hofmann in Stoffel, 1993). Izbranim
proteinom smo dolocili potencialno mesto glikozilacije s spletno programsko opremo
GlycoPP za prokariontske proteine (Chauhan in sod., 2012), oziroma GlycoEP za
evkariontske proteine (Chauhan in sod., 2013). Aminokislinska zaporedja domen
MACPF izbranih proteinov smo poravnali s programom M-Coffe (Wallace in sod., 2006;
Moretti in sod., 2007; Di Tommaso in sod., 2011) in ClustalW (Larkin in sod., 2007) za
analizo ohranjenosti strukturnih elementov domene MACPF in fizikalno-kemijskih
lastnosti aminokislinskih ostankov v regiji CH1-2. Poravnave smo uredili s programom
GeneDoc (Nicholas in sod., 1997). Izbranim proteinom MACPF smo doloc¢ili sekundarno
proteinsko organiziranost (jpred) (Cole in sod., 2008) in pripravili strukturne modele s
spletnim programom za napoved strukture in funkcije proteinov I-TASSER (Zhang,
2008; Roy in sod., 2010; Yang in sod., 2013). Zanesljivost napovedi strukture proteinov
z I-TASSER je podana z vrednostjo C (ang. confidence oz. C-score), ki je mera za oceno
kvalitete predvidene 3D strukture modela. Podana je v razponu [-5, 2], pri ¢emer visja
stevilka pomeni bolj zanesljiv model. Strukture smo izrisali s programom UCSF Chimera
(Pettersen in sod., 2004).
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3.2.2 lzdelava konstruktov izbranih proteinov MACPF

3.2.2.1 Priprava nukleotidnih zaporedij za izbrane proteine MACPF

Sintetizirane gene za izbrane proteine MACPF (pregl. 11), optimizirane za izrazanje v E.
coli in brez signalnega zaporedja smo narocili pri podjetju GeneScript. Zaporedja smo
zasnovali tako, da so vsebovala po dve mesti za prepoznavo z restrikcijskimi
endonukleazami (RE) pred (Ndel in BamHI) in za (Xhol in Mlul) vsakim genom.

CATATGGGATCC...GEN...CTCGAGTAACGCGT

M G S L E *

Slika 11: Shema sintetiziranih genov za izbrane proteine MACPF. Zgornja vrstica, nukleotidno zaporedje
pred in za genom. Pod¢rtano so oznacena prepoznavna mesta za restrikcijske endonukleaze (RE): Ndel,

Figure 11: Scheme of synthesised genes for selected MACPF proteins. Upper row, the nucleotide sequence
before and after the gene. Underlined are marked recognition sites for restriction endonucleases RE: Ndel,

Nukleotidna zaporedja kraj$ih fragmentov izbranih proteinov MACPF - vecinoma C
terminalne domene (glej pregl. 11), smo pridobili s pomnoZevanjem tarénega gena v
plazmidu pET8c z verizno reakcijo s polimerazo (PCR, ang. Polymerase Chain Reaction)
(pregl. 7) z uporabo zacetnih oligonukleotidov iz pregl. 3. Mutacije v genu tsl smo vnesli
Z usmerjeno mutagenezo z uporabo zacetnih oligonukleotidov iz pregl. 5. Produkte PCR
smo ocistili s kompletom za ¢is¢enje produktov PCR po navodilih proizvajalca (Thermo
Scientific ali Qiagen, ZDA).

Preglednica 7: Reakcijska mesanica (levo) in verizna reakcija s polimerazo (PCR) (desno) za vstavljanje
produktov PCR krajsih fragmentov izbranih proteinov  MACPF v plazmid pET8c. ZO, zadetni
oligonukleotid; +, sprednji ZO; —, obratni ZO; pDNK, plazmidna DNK; polimeraza, KOD Hot Start DNA
polymerase (Merck, Nemcija).

Table 7: Reaction mixture (left) and polymerase chain reaction (PCR) (rigth) for insertion of PCR products
of constructs of selected MACPF proteins into pET8c plasmid. Komponenta, component; ZO, primers; +,
forward ZO; - reverse ZO; pDNK, plasmid DNA; polimeraza, KOD Hot Start DNA polymerase (Merck,
Germany); pufer, buffer; korak, step; step 1, initial denaturation, 2, denaturation, 3, annealing, 4, extension,
5, final extension and 6, hold.

Komponenta V [pl] Korak TIPC] t[s]
H.0 (MQ) 32,6 1. Prvotna denaturacija 95 120
N ;8 (1188 “11:44) i: 2. Denaturacija 95 20
o 3. Prileganje ZO 60 20
Pufer (10 ) 5 4. PodaljSevanje . 70 60
dNTP 5 Korak 2-4: 35x
MgSO, 3 5. Kopéno ' 70 420
Polimeraza 1 podaljsevanje

6. Ustavitev 4 0
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3.2.2.2 Vstavljanje konstruktov v plazmide
pPET8c in pET21c(+)

Razli¢ica ekspresijskega plazmida pET8c kodira za heksahistidinsko oznako (Hise) in
prepoznavno mesto za trombin pred vstavljenim genom, plazmid pET21c(+) pa kodira za
Hise za vstavljenim genom (sl. 10 in poglavje 3.1.12). Sintetizirane gene v vektorju
pUC57 smo po navodilih proizvajalca (New England Biolabs, Anglija) rezali bodisi s
parom RE BamHI in Mlul, bodisi z Ndel in Xhol. S prvim parom RE smo rezali tudi
vektor pET8c, z drugim pa pET21c(+). Rezane gene in plazmida smo lo¢ili z agarozno
elektroforezo, jih izrezali iz gela, ter ocistili s kompletom za izolacijo DNK iz gela po
navodilih proizvajalca (Thermo Scientific ali Qiagen, ZDA). Rezane gene smo nato s T4
DNK ligazo vstavili v primerno rezan plazmid pET8c oz. pET21c(+) po navodilih
proizvajalca (New England Biolabs, Anglija) (sl. 10). Po istem postopku smo v pET8c
vektor vstavili produkte PCR krajsih fragmentov izbranih proteinov MACPF in mutante
proteina Torso-like.

pHLsec

Gen za protein Torso-like in njegove krajse fragmente smo vstavili v vektor pHLsec
(Aricescu in sod., 2006) (sl. 10) za izrazanje proteinov v sesalskih celicah. Vkljucke smo
pripravili s PCR (pregl. 8), pri ¢emer smo uporabili zaéetne oligonukleotide, ki so
vsebovali mesto za prepoznavo restrikcijskega encima Agel oziroma Kpnl (pregl. 4).
Vstavljanje vkljuckov v vektor je potekalo po enakem postopku kot zgoraj, le da smo
vkljucke in plazmid pHLsec rezali z Agel in Kpnl restrikcijskima endonukleazama (New
England Biolabs, ZDA).
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Preglednica 8: Reakcijska mesanica (levo) in verizna reakcija s polimerazo (PCR) (desno) za vstavljanje
produktov PCR konstruktov proteina Torso-like v plazmid pHLsec. ZO, za¢etni oligonukleotid; +, sprednji
Z0; —, obratni ZO; pDNK, plazmidna DNK; 1Z, izhodi$¢na zmes (ang, master mix) (Phusion High-Fidelity
PCR Master Mix with HF buffer) (New England Biolabs, ZDA); *, pri reakcijah PCR z ZO za konstrukte
s oktahistidinsko oznako (glej pregl. 4) smo naredili dvostopenjsko reakcijo PCR, brez koraka 3. Pri
slednjih ZO je bila temperatura talis¢a ve¢ja od 72 °C.

Table 8: Reaction mixture (left) and polymerase chain reaction (PCR) (rigth) for insertion of PCR products
of constructs of Torso-like protein into pHLsec plasmid. Komponenta, component; ZO, primers; +, forward
Z0O; - reverse ZO; pDNK, plasmid DNA,; polimeraza, KOD Hot Start DNA polymerase (Merck, Germany);
1Z, master mix (Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with HF buffer) (New England Biolabs, USA);
korak, step; step 1, initial denaturation, 2, denaturation, 3, annealing, 4, extension, 5, final extension and 6,
hold; *, when using primers for constructs with octahistidine tag (tab. 4) (with melting T above 72 °C) we
performed 2-step thermocylcing protocol (without step 3).

Komponenta V (ul) Korak T(CC) t(s)
H.0 (MQ) do 50 (19,5) 1. Prvotna denaturacija 98 30
+ Z0 (10 pM) 2,5 2. Denaturacija 98 10
— ZO (10 M) 2,5 3. Prileganje ZO* 69 10
PDNK 0.5 4. PodaljSevanje* 72 20
FERIIZ (%) = Korak 2-4: 35x

5. Kon¢no 72 600

podaljSevanje

6. Ustavitev 4 0

Pravilnost nukleotidnega zaporedja vklju¢kov PCR produktov v plazmidu smo preverili
z dolocitvijo zaporedja (sekvenciranjem).

3.2.2.3 Priprava kompetentnih celic

Za pripravo kompetentnih celic smo uporabili razli¢na seva bakterije Escherichia coli, za
namnozevanje plazmidov sev DH5a, za izrazanje proteinov pa sev BL21(DE3)pLysS.
Celice smo nacepili v medij SOB ter jih gojili do absorbance ~ 0,5 pri 600 nm. Po 10 min
inkubaciji na ledeno-vodni kopeli smo celice centrifugirali (1800 g, 10 min, 4 °C) ter
resuspendirali usedlino bakterij v ledenem 0,1 M CaCl,. Po ponovnem centrifugiranju
smo usedle celice resuspendirali v ledeno hladni raztopini CaCl.-Tris-glicerola, razdelili
na 100 pl deleze, zamrznili v teko¢em dusiku in shranili na -80 °C.

3.2.2.4 PomnoZzevanje in izolacija plazmidov

Plazmide z zapisom za proteine MACPF oziroma njihovih krajsih fragmentov ali
ligacijsko meSanico smo transformirali v kompetentne celice E. coli DH5a. Po
pomnozitvi celic preko no¢i v teko¢i kulturi LBamp Smo izolirali plazmide s kompletom
za izolacijo plazmidne DNK (Thermo Scientific ali Qiagen, ZDA). Cistost in koli¢ino
izoliranih plazmidov smo preverjali spektrofotometricno z aparaturo NanoDrop. Za
potrebe izrazanja z IVTT (poglavje 3.2.3.2) smo izolirano plazmidno DNK dodatno
ocistili s kompletom za c¢iScenje produktov PCR po navodilih proizvajalca (Thermo
Scientific, ZDA), s ¢imer smo se znebili RNaz. Tako ocis¢eni plazmidni DNK smo
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odstranili topilo z vakuumskim koncentratorjem miVac (GeneVac, VB) in jo raztopili v
vodi brez DNaz in RNaz do kon¢ne koncentracije ~ 750 ng/pl.

3.2.3 Izrazanje rekombinantnih proteinov

3.2.3.1 Izrazanje rekombinantnih proteinov v E. coli

Za pripravo rekombinantnega listeriolizina O (LLO) v E. coli smo uporabili protokol
Andreja Bavdka (Bavdek in sod., 2011). Na kratko: s plazmidom pET8c z zapisom za
LLO (Bavdek in sod., 2011) smo transformirali ekspresijski sev E. coli
BL21(DE3)pLysS. S 5 mL prekono¢no bakterijsko kulturo smo nacepili 500 mL tekoce
gojisce LBamp (Camp = 0,1 mg/ml) pri 30 °C in pri Asoo med 0,6 do 0,8 vzbudili izrazanje
LLO z dodatkom 0,5 mM IPTG (izopropil-pB-D-tiogalaktozida). Po 5 h nadaljnjega
gojenja smo celice centrifugirali (7500 g, 30 min, 4 °C) ter usedlino raztopili v pufru za
lizo. Raztopljeno usedlino smo z ultrazvokom sonicirali v ledenohladni vodni kopeli 10-
krat po 30 s. Ostanke celic smo od dobljenega homogenata odstranili s centrifugiranjem
(7500 g, 1 h 30 min, 4 °C).

3.2.3.2 Izrazanje rekombinantnih proteinov z in vitro transkripcijo-translacijo

Rekombinantne izbrane proteine MACPF smo proizvedli s komercialnim kompletom za
brezceli¢no sintezo proteinov oziroma z in vitro transkripcijo-translacijo (IVTT)
(Invitrogen, ZDA). Sestavine kompleta izhajajo iz E. coli. Proteine smo sintetizirali po
navodilih proizvajalcev, vendar v dolo¢enih primerih z majhnimi spremembami: i)
dodatek dopolnilnega pufra (ang, feed buffer) ob zacetku reakcije, ii) namesto vode smo
uporabili ali PBS (10 mM NaHPO4/NaH2PO4, 150 mM NaCl, pH 7,4) ali liposome v
PBS ter iii) reakcija je potekala preko no¢i pri 25 °C s stresanjem pri 900 vrt./min.

3.2.3.3 Izrazanje rekombinantnih proteinov v sesalskih celicah

Rekombinantne proteine v sesalskih celicah smo izraZzali po postopku, ki so ga opisali
Aricescu in sod. (Aricescu in sod., 2006). Celice HEK293T smo vzdrzevali v standardnih
75 cm? posodah za celi¢ne kulture (Nunc, ZDA) v mediju Dulbeco's Modified Eagle's
Medium (DMEM high glucose, D6546, Sigma-Aldrich, ZDA) z dodatkom L-glutamina
in ne-esencialnih aminokislin (oboje 1 % v/v) (Gibco, ZDA) in fetusnim tele¢jim
serumom (FCS, 10 % v/v) (Sigma-Aldrich, ZDA). V manjSem obsegu smo ekspresijo
izvedli na plosci za celi¢ne kulture z 12 vdolbinicami (Greiner Bio-One, Avstrija), vsaka
je vsebovala 1 mL celi¢ne kulture HEK293T. Prehodno transfekcijo celic smo izvedli s
pHLsec plazmidom, ki je vseboval gen za protein Torso-like ali njegove kraj$e fragmente
(pregl. 4 in sl. 10), pri ¢emer smo kot transfekcijski reagent uporabili lipofektamin
(Invitrogen, ZDA). Ekspresijo v ve¢jem obsegu (3 | celi¢ne kulture HEK293T) smo
izvedli v ve¢jih (2125 cm?) okroglih posodah (Greiner Bio-One, Avstrija), za
transfekcijski reagent pa smo uporabili polietilenimin (Sigma-Aldrich, ZDA). Pred
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transfekcijo smo dodali svez medij z 2 % FCS. IzraZzanje v manjSem obsegu je potekala
3, v ve¢jem pa 5 dni. Celice smo gojili v CO> inkubatorju z vlazno atmosfero pri 37 °C
in5 % CO..

3.2.4 lzolacija rekombinantnih proteinov

3.2.4.1 lzolacija rekombinantnega listeriolizina O

LLO smo izolirali iz homogenata po sonikaciji v pufru za lizo (poglavje 3.2.3.1) z
nikljevo afinitetno kromatografijo (Ni-NTA) po navodilih proizvajalca z visanjem
koncentracije imidazola (Qiagen, ZDA). Po dializi proti fosfatnemu pufru (pH 5,7) smo
ga ocistili s hitro tekoc¢insko kromatografijo (FPLC, ang. fast protein liquid
chromatography) na koloni s kationskim izmenjevalcem (MonoS) po navodilih
proizvajalca z viSanjem koncentracije soli (Pharmacia, Svedska). Cistost proteina v
frakcijah smo dolocili z NaDS-PAGE (poglavje 3.2.5.3). Frakcije, ki so vsebovale LLO,
smo zdruzili, jim spektroskopsko dolo¢ili koncentracijo (poglavje 3.2.5.5.1) in shranili
pri -20 °C.

3.2.4.2 lzolacija rekombinantnega proteina Torso-like

Po sintezi proteina v celicah HEK293T (poglavije 3.2.3.3) smo gojisce filtrirali skozi 0,22
um filter in dializirali v pufru za dializo preko no¢i. Protein smo ocistili z afinitetno
kromatografijo z imobiliziranim kovinskim ionom (IMAC, ang. immobilized metal ion
affinity chromatography) kromatografijo s Talon kroglicami, prekritimi s kobaltom po
navodilih proizvajalca z viSanjem koncentracije imidazola (Clontech, ZDA). Eluirane
frakcije smo zdruzili in skoncentrili z ultrafiltracijo (Merck Millipore, ZDA).

3.2.5 Opredelitev lastnosti konstruktov izbranih proteinov MACPF in
listeriolizina O

3.2.5.1 Obarjanje s triklorocetno kislino (TCA)

Obarjanje s triklorocetno kislino (TCA) smo uporabljali za proteinske vzorce pred lo¢bo
na NaDS-PAGE. Vzorcu smo dodali ustrezen volumen 100 % TCA (m/v), tako da je bila
kon¢na koncentracija TCA v vzorcu 20 % (m/v). MeSanico smo 10 min inkubirali na
ledu, nato pa 12 min centrifugirali pri 13200 vrt./min na 4 °C. Supernatant smo zavrgli,
usedlino pa sprali s 300 pul ledeno-hladnega acetona ter centrifugirali 5 min pri 13200
vrt./min in 4 °C. Spiranje smo ponovili z 200 ul ledeno-hladnega acetona. Po ponovnem
centrifugiranju smo odstranili aceton in usedlino posusili na sobni temperaturi. Posuseno
usedlino smo resuspendirali v 500 mM Tris, 6,5 % NaDS, 100 mM DTT, 9 % glicerol na
55 °C (20 min — 1h), z veckratnim stresanjem na vibracijskem mesalniku. Nazadnje smo
suspenziji dodali 2 x NaDS-DTT nanasalni pufer.
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3.2.5.2 NaDS-PAGE

S poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (NaDS-
PAGE) smo preverjali stopnjo izrazanja proteinov, molekulsko maso proteinov ter Cistost
vzorcev. NaDS-PAGE smo izvedli na elektroforeznih sistemih i) Mini-Protean Il po
navodilih proizvajalca (BioRad, ZDA), pri ¢emer smo pripravili 10 ali 12 % zamreZene
gele, in na ii) XCell SureLock Mini-Cell po navodilih proizvajalca (Invitrogen, ZDA) s
predizdelanimi NuPage Bis-Tris geli razlicne ramrezenosti (10, 12 in 4-12 %). Proteine
v gelu smo obarvali s Coomassie modrim barvilom ali jih prenesli po westernu na PVDF
ali nitrocelulozno membrano.

3.2.5.3 Prenos western in imunodetekcija

Prenos western in imunodetekcijo s protitelesi proti Hise oznaki smo uporabljali za
identifikacijo proteinov, ter za primerjavo koli¢in proteinov v frakcijah.

Proteine smo po lo¢bi z NaDS-PAGE prenesli z gela z mokrim ali suhim prenosom po
navodilih proizvajalca: i) mokri prenos na membrano PVDF Immobilion-P (Millipore,
ZDA) smo opravili z aparatom Mini Trans-Blot (BioRad, ZDA) pri 150 mA, 90 min
oziroma 300 mA, 90 min pri dveh hkratnih prenosih, ii) suhega pa na nitrocelulozno
membrano z aparatom iBlot Gel Transfer Device (Invitrogen, ZDA) v 7 min. Po koncu
prenosa smo membrano blokirali 2 h ali preko no¢i v pufru za blokado. Nato smo
membrano 2h inkubirali s primarnimi mi§jimi monoklonskimi protitelesi proti
heksahistidinskim oznakam (misja IgG Penta His) red¢enimi v pufru za blokado (1:1000).
Po spiranju s pufrom za spiranje (3 x 5-10 min) je sledila 2 h inkubacija s sekundarnimi
protitelesi, konjuguranimi s hrenovo peroksidazo v pufru za blokado (1:2000). Po
spiranju s pufrom za spiranje (3 x 5-10 min) smo dodali peroksidazni substrat za
kolorimetri¢no ali kemiluminiscentno detekcijo proteinskih lis. Inkubacije in spiranja so
potekala na stresalniku na sobni temperaturi (razen ¢ez no¢ na 4 °C).

3.2.5.4 Dolocanje koncentracije proteinov
3.2.5.4.1 UV spektroskopija

Za dolocitev koncentracije proteinov z UV spektroskopijo smo merili absorpcijo pri
valovni dolzini 280 nm, kjer mo¢no absorbirajo aromatske aminokisline, predvsem
triptofan in tirozin, ter disulfidne vezi. Meritve smo opravili na UV/VIS spektrofotometru
UV-21'1 PC (Shimadzu) v kvarcnih kivetah dolzine 1 cm pri 20 °C. S pomocjo spletnega
programa ProtParam na bioinformatskem portalu ExXPASy (www.expasy.org) sSmo
proteinom dolocili molarni absorpcijski koeficient (g) in nato koncentracijo po Beer-
Lambertovem zakonu po formuli:
c=— .. (1)

el
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kjer je ¢ koncentracija v mol/l, A vrednost absorbance pri valovni dolzini 280 nm in |
dolzina opticne poti.

3.2.5.4.2 Bradfordova metoda

Bradfordova metoda dolocanja koncentracije proteinov je kolorimetricna metoda, ki
temelji na vezavi Coomassie modrega barvila na molekule proteina. Umeritveno krivuljo
smo naredili z znanimi koncentracijami govejega serumskega albumina.

3.2.5.4.3 Denzitometrija

Proteinske lise na nitrocelulozni ali PVDF membrani po imunodetekciji po prenosu
western smo kvantificirali denzitometri¢no s programom Image Studio Lite (LI-COR
Biotechnology, ZDA) s pomocjo umeritvene krivulje znanih koncentracij govejega
serumskega albumina.

3.2.6 Lipidni vezikli

Izraz vezikel ima v biologiji ve€¢ pomenov, v kontekstu te doktorske disertacije pa
oznaCuje zaprto strukturo, ki jo sestavljajo ena ali ve¢ plasti lipidnega dvosloja oz.
membran in nastane in vitro v vodnem mediju (Walde in sod., 2010). Gradniki membran
veziklov so amfifilne molekule. Vezikle, ki jih sestavljajo lipidi, normalni gradniki
bioloskih membran, imenujemo lipidni vezikli (Szoka in Papahadjopoulos, 1980) ali
liposomi (Lasic, 1993). Liposomi nam sluzijo kot modelni sistem za §tudij bioloskih
membran. Z njimi lahko npr. preucujemo interakcije proteinov z lipidi, dinamiko
membran, strukturo membranskih proteinov, dostavne sisteme za vstop molekul v celice
idr. Glavni tipi liposomov so multilamelarni vezikli (MLV, ang. multilamellar vesicles),
multivezikularni vezikli (MVV, ang. multivesicular vesicles), veliki unilamelarni vezikli
(LUV, ang. large unilamellar vesicles), majhni unilamelarni vezikli (SUV, ang. small
unilamellar vesicles) in vezikli celi¢nih velikosti ali orjaski unilamelarni vezikli (GUV,
ang. giant unilamellar vesicles) (sl. 12) (Gémez-Hens in Manuel Fernandez-Romero,
2005). Lastnosti liposomov so odvisne predvsem od lipidnih gradnikov ter od nacina
priprave in temperature, pri kateri ta priprava poteka. V zacetnih stopnjah priprave
liposomov najprej dobimo MLV, ki imajo lahko premer preko 1 pm. MLV lahko
razbijemo na manj$e vezikle z dodatkom zunanje energije: s soniciranjem dobimo SUV
s premerom pod 50 nm, LUV s premerom okoli 100 nm pa dobimo z ekstruzijo MLV
skozi polikarbonatne membrane s porami (Huang, 1969; Mayer in sod., 1986; Gémez-
Hens in Manuel Fernandez-Romero, 2005; Walde in sod., 2010).
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Slika 12: Razli¢ni tipi lipidnih veziklov iz lipidnega dvosloja: MLV, multilamlarni vezikli (ang.,
multilamellar vesicles); MVV, multivezikularzni vezikli (ang., multivesicular vesicles); GUV, vezikli
celi¢nih velikosti (ang., Giant unilamellar vesicles); LUV, veliki unilamelarni vezikli (ang., large
unilamellar vesicles); SUV, majhni unilamelarni vezikli (ang., small unilamellar vesicles). Povzeto po
(Gomez-Hens in Manuel Fernandez-Romero, 2005:9).

3.2.6.1 Priprava multilamelarnih veziklov (MLV)

V stekleno bucko smo prenesli ustrezno mesanico lipidov, raztopljenih v kloroformu s
koncentracijo okrog 10 mg/ml in jih tri ure susili na rotavaporju. Nastalemu lipidnemu
filmu smo najprej dodali majhno koli¢ino etanola (kon¢na koncentracija etanola < 1 %
v/v), stresali par sekund na vibracijskem meSalniku, nato pa dodali $e steklene kroglice
in pufer PBS (segret na okrog 5 °C visjo temperaturo kot je bila najvisja Tm lipida v lipidni
mesanici). Za pripravo biotiniliranih veziklov iz eritrocitnin membran smo najprej
izolirali celokupne lipide iz govejih eritrocitnih membran po postopku, ki so ga opisali
Mikelj in sod. (2013) (poglavje 3.2.6.4.2) in jih uporabili za raztapljanje BC-PE lipidnega
filma. Stekleno bucko z raztopljenimi lipidi v PBS ali s celokupnim lipidnim ekstraktom
eritrocitnih membran smo nato za 30 min vrteli v topli vodni kopeli (temperatura enaka
temperaturi pufra PBS) in jo vmes 2-3 x stresali na vibracijskem mesalniku. Dodatek
etanola in vi§ja temperatura pomagata v vodnem pufru raztopiti nekatere lipide kot so
sfingomielin  (SM), fosfatidiletanolamin (PE) in holesterol (CHOL). Nastale
multilamelarne vezikle smo prenesli v kriovialo in jih nato 6-8 x izmeni¢no zamrznili v
tekoc¢em duSiku in odtajali v topli vodni kopeli.

3.2.6.2 Priprava majhnih unilamelarnih veziklov (SUV) s sonikacijo

SUV smo pripravili s sonikacijo MLV. Sonicirali smo pri 40 % amplitudi v ledeno-vodni
kopeli po 10 sek z 10 sek premori, skupno 30 min. Po sonikaciji smo vzorec 45 min
inkubirali v vodni kopeli na 40 °C in centrifugirali na namizni centrifugi 5 min pri 6000
vrt./min, za odstranitev titanovih delcev sonde. SUV smo hranili pri 4 °C in jih uporabili
na dan priprave.
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3.2.6.3 Priprava velikih unilamelarnih veziklov (LUV) z iztiskanjem

LUV smo pripravili iz MLV z ekstruzijo (31 x) skozi polikarbonatne filtre z definirano
velikostjo por (100, 200, 400 nm). V primeru kompleksne lipidne sestave veziklov smo
ekstrudirali v topli vodni kopeli (temperatura okrog 60 °C), sicer pa pri sobni temperaturi.
LUV smo do uporabe hranili pri 4 °C.

3.2.6.4 Vezikli celi¢nih velikosti (GUV)

GUV lahko zaradi njihove velikosti (premer GUV znasa od 1 — 100 um), ki je primerljiva
z vec€ino bioloskih celic (Becker in sod., 2009), opazujemo z opti¢no mikroskopijo in so
uporabni kot model za Studij razli¢nih fizikalno-kemijskih lastnosti bioloskih membran
(Walde in sod., 2010). Tako je na GUV mo¢ preucevati mehanske lastnosti veziklov
(Vitkova in sod., 2004), termodinamiko membran (Nichols-Smith in sod., 2004),
membransko ukrivljenost (Khalifat in sod., 2008), morfologijo membran (Praper in sod.,
2011a), lipidne domene (Roux in sod., 2005; Wesotowska in sod., 2009), brstenje (ang.
budding) ali fisijo (Dobereiner in sod., 1993) in fuzijo membran (Pantazatos in
MacDonald, 1999).

Z GUV lahko izvajamo meritve na posameznih veziklih v realnem c¢asu, za razliko od
manjsih LUV in SUV, pri katerih rezultat predstavlja povpreéno vrednost posameznega
vezikla, dobljeno iz $tevilnih veziklov in se zato lahko veliko informacij izgubi (sl. 13).
GUV so tako veliko bolj primerni kot manjsi liposomi za preucevanje fizikalnih lastnosti
veziklov, za preucevanje integritete membrane in morfologije veziklov, za spremljanje
reakcij znotraj ali na povrSini vezikla idr. (Tamba in Yamazaki, 2005; Walde in sod.,
2010). Zaradi slednjega so GUV primerni tudi za §tudij mehanizma tvorbe toksinskih por
(Ambroggio in sod., 2005; Tamba in Yamazaki, 2005; Schon in sod., 2008; Praper in
sod., 2011b).

A

LUV (100 nm)

. -

Slika 13: Shematski prikaz velikosti GUV s premerom 10 pm in 100 nm LUV. Prirejeno po (Walde in
sod., 2010:848).
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Ena prvih metod za pripravo GUV je pocasna hidracija lipidov, ki sta jo leta 1969 opisala
Reeves in Dowben (Reeves in Dowben, 1969). Obstaja pa vsaj e sedem drugih nacinov
zapripravo GUV, npr. elektroformacija (Angelova in Dimitrov, 1986), metoda po¢asnega
izhlapevanja topila (Moscho in sod., 1996), invertna emulzijska metoda (Pautot in sod.,
2003) in mikroinjiciranje (Funakoshi in sod., 2007; Stachowiak in sod., 2008).

Walde in sod. (2010) navajajo, da se trenutno se za pripravo GUV najve¢ uporablja
metoda elektroformacije. V osnovi gre za modifikacijo metode poc¢asne hidracije lipidov.
Lipide, raztopljene v organskih topilih, nanesejo na elektri¢no prevoden material, npr. na
stekleno povrsino ali platinasto elektrodo in izpostavijo elektricnemu polju (Angelova in
Dimitrov, 1986). Elektroformacija navadno poteka v vodnih raztopinah ali v raztopinah
z nizko ionsko jakostjo in omogoca ponovljivo sintezo ve¢inoma unilamelarnih veziklov
iz razli¢nih amfifilnih molekul ali meSanice le-teh (Bagatolli in sod., 2000; Walde in sod.,
2010). Problem pri pripravi GUV z elektroformacijo predstavlja lipidni film iz pretezno
nabitih lipidov (Rodriguez in sod., 2005). Elektroformacijo se navadno izvaja v raztopini
saharoze, od koder se GUV prenese v izoosmolarno glukozno raztopino (Mally in sod.,
2002). Razlika v gostoti med saharozno raztopino znotraj vezikla in zunanjo glukozno
raztopino omogoca sedimentacijo GUV na dno epice oz. komore, Kjer poteka
elektroformacija in hkrati vec¢ji kontrast med notranjostjo vezikla in okolico (Walde in
sod., 2010). Z obicajnimi metodami se pripravlja GUV iz definiranih lipidnih me$anic pri
nizkih koncentracijah soli, nedavno pa so razvili metode za pripravo GUV V fizioloskih
razmerah iz sinteti¢nih ali naravnih lipidov (Estes in Mayer, 2005; Montes in sod., 2007;
Pott in sod., 2008; Mikelj in sod., 2013).

3.2.6.4.1 Priprava GUV z elektroformacijo iz sinteti¢nih lipidov

Na par platinastih elektrod smo nanesli mesanico lipidov (12,5 ul na elektrodo), katere
smo raztopili v kloroformu do kon¢ne koncentracije 10 mM. Lipide na elektrodi smo
posusili z rotavaporjem (50 mbar, 3 h), nato pa elektrodo prenesli v steklenicko s sterilno
saharozno raztopino (1,4 ml, ~300 mOsmol) in prikljuéili na funkcijski generator GFG-
3015 (GW Instek, Tajska). Elektroformacijo smo izvedli pri sobni temperaturi po metodi,
ki sta jo opisala Peterlin in Arrigler (2008).

Preglednica 9: Protokol za elektroformacijo.

Table 9: Electroformation protocol.
Frekvenca/napetost [Hz/V]  Cas [min]

10Hz/4V 120
SHz/2V 15
25Hz/1V 15
1Hz/1V 30
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Po elektroformaciji smo GUV sprostili z elektrode z rahlim stresanjem (~ 5 sek), prenesli
saharozno raztopino z GUV v sterilno 15 mL falkonko in jih sedimentirali s sterilno
izoosmolarno glukozno raztopino (1 ml). Po > 10 min smo s po¢asnim pipetiranjem
dodali izoosmolarni pufer za GUV (7,5 ml). Naslednji dan smo odstranili vrhnjo plast
pufra, spodnjih ~ 200 ul pa razdelili na ~ 10 enakih delov.

3.2.6.4.2 Priprava GUV z elektroformacijo iz eritrocitnih membran

GUV iz eritrocitnih membran smo pripravili po protokolu opisanem v Mikelj in sod.
(2013). Na kratko: eritrocite smo najprej veckrat sprali v pufru za spiranje eritrocitov,
nato smo jih lizirali s pufrom za lizo eritrocitov in po centrifugiranju odstranili
supernatant, membrane pa sprali z ohlajeno deionizirano vodo. Tako pridobljene
membrane smo oznacili z DilC1g in nanesli na par platinastih elektrod. Po prekono¢nem
susenju membran pri tlaku ~ 50 mbar smo elektrode potopili v 1,4 ml sterilne saharozne
raztopine v viali ter prikljucili na funkcijski generator. Postopek elektroformacije in
posedanja GUV smo izvedli kot je opisano v poglavju 3.2.6.4.1, le da je elektroformacija
potekala pri 37 °C.

3.2.6.5 Dolocanje koncentracije lipidov

Koncentracijo fosfolipidov v veziklih smo dolo¢ili po navodilih proizvajalca z encimskim
kolorimetriénim testom Phospholipids C (Wako Chemicals GmbH, Nemcija).
Absorbanco vzorcev smo merili pri valovni dolzini 570 nm s Citalcem mikrotitrskih
plos¢ic Dynex MRX (Dynex Technologies, Nemcija).

3.2.7 Preucevanje interakcij proteinov MACPF z modelnimi membranami

3.2.7.1 Merjenje hemoliti¢ne aktivnosti

Hemoliti¢no aktivnost smo merili na govejih eritrocitih s turbidimetriéno metodo (Macek
in Lebez, 1981) pri sobni temperaturi na ¢italcu mikrotitrskih plos¢. Vzorec smo dodali
eritrocitnemu pufru in ga dvakrat red¢ili vzdolz plosce. Nato smo jamicam dodali 100 pl
suspenzije govejih eritrocitov z navidezno absorpcijo 0,5 pri 630 nm do kon¢nega
volumna 200 pl in 1 h merili spremembo absorpcije pri 630 nm. Hemoliti¢no aktivnost
smo prikazali s ¢asom tso [min]). tso je Cas, ki je potreben za 50 % hemolizo, tj. padec
navidezne absorpcije na polovico zaéetne vrednosti pred dodatkom vzorca.

3.2.7.2 Afinitetna locba s streptavidinom ozna¢enimi magnetnimi kroglicami

Pri tej metodi smo izkoristili visoko afiniteto vezave proteina streptavidina z biotinom. S
prvim so bile oznacene magnetne kroglice, drugega pa smo vstavili v lipidni dvosloj
liposomov. 1z raztopine smo tako lahko z uporabo magneta lo¢ili molekule, ki so se vezale
na liposome in/ali magnetne kroglice od nevezanih molekul, ki so ostale v raztopini.
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Slika 14: Shema poskusa afinitetne locbe proteinov, ki se veZejo na liposome, s streptavidonom
ozna¢enimi magnetnimi kroglicami (Dynabeads).

Figure 14: Scheme of the experiment for the affinity separation of proteins which bind to liposomes, with
streptavidine labeled magnetic beads (Dynabeads).

Izbrane rekombinantne proteine MACPF smo proizvedli preko no¢i z IVTT v prisotnosti
liposomov ali PBS. Uporabili smo biotinilirane liposome (v lipidni dvosloj smo vgradili
2 mol % BC-PE), razen pri kontroli. V primeru, da smo liposome dodali po sintezi
proteinov, smo predtem centrifugirali 10 ul reakcijske mesanice IVTT (10000 g, 15 min)
in k 10 pul liposomov dodali samo supernatant. MeSanico proteina in liposomov smo po
30 min inkubaciji (700 vrt./min) na sobni temperaturi dodali 25 ul s streptavidinom
oznacenih magnetnih kroglic (Dynabeads M-280 Streptavidin ali MyOne Streptavidin
T1) in meSanico 30 min inkubirali na stresalniku (700 vrt./min) na sobni temperaturi. V
primeru kotranslacije z liposomi smo magnetne kroglice dodali k celotni 20 pl reakcijiski
mesanici IVTT in postopali enako kot je opisano zgoraj. Zatem smo mikroepruveto z
mesSanico dali na magnet in po 2-3 min lo¢ili supernatant od usedline. Usedlino smo nato
sprali s 45 pl PBS in ponovno z magnetom locili supernatant od usedline. Postopek
spiranja smo nato $e 2x ponovili. Usedlino smo raztopili v 1 x NaDS-DTT nanasalnem
pufru, zdruzene supernatante in sprane frakcije pa oborili s TCA (poglavje 3.2.5.2) in
raztopili v NaDS-DTT nanasalnem pufru. Vezavo proteinov MACPF na liposome smo
analizirali z imunodetekcijo po prenosu western.

3.2.7.3 Testi na osnovi ultracentrifugiranja

Z razliénimi tehnikami, ki temeljijo na ultracentrifugiranju, lahko lo¢imo frakcije
liposomov z vezanimi proteini od prostih, nevezanih proteinov. Po lo¢bi lahko ocenimo
koli¢ino proteinov v obeh frakcijah npr. z dolo€itvijo intenzitete lis po barvanju po gelski
elektroforezi ali po prenosu western. Problem pri teh metodah lahko predstavlja
nespecifi¢na adsorbcija proteinov na stene centrifugirk (Cho in sod., 2001).
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3.2.7.3.1 Posedanje z MLV

Pri tej metodi gre za posedanje liposomov z vezanimi proteini. Vezikli morajo imeti
dovolj veliko gostoto oziroma visoko sposobnost usedanja (ang. high pelleting
efficiency), da se posedejo v polju centrifugalne sile. V ta namen se uporabljajo
multilamelarni vezikli ali unilamelarni vezikli napolnjeni npr. s saharozo (Cho in sod.,
2001). Metoda ni primerna za proteine, ki radi agregirajo ali tvorijo ve¢je komplekse, ki
se posedejo neodvisno od vezave na vezikle (Hofer in sod., 2010).

K 50 ul MLV iz celokupnih lipidov govejih eritrocitnin membran s koncentracijo
fosfolipidov 2 mg/ml smo dodali 5 ul IVTT reakcijske meSanice s sintetiziranim
proteinom in inkubirali 30 min na stresalniku pri 450 vrt./min na sobni temperaturi.
Mesanico smo nato centrifugirali 1 h pri 60000 g, pri 4 °C (Sigma 3K30). Supernatant
smo lo¢ili od usedline, obe frakciji raztopili v NaDS-DTT nanasalnem pufru in analizirali
z imunodetekcijo po prenosu western.

3.2.7.3.2 Flotacija v saharoznem gradientu

S flotacijo v saharoznem gradientu smo med seboj locili nevezane in na liposome vezane
proteine po sintezi z IVTT, pri ¢emer so slednji lebdeli na povr$ini gradienta. Za razliko
od prejsnje, je metoda primerna tudi za proteine, Ki tvorijo agregate (Hofer in sod., 2010).

100 pl reakcijo IVTT z ali brez proteina in fluorescentno oznacenih liposomov (Vv lipidni
dvosloj smo vgradili 2 mol % NBD-PE) smo centrifugirali (13200 vrt./min, 1 min, sobna
temperatura), da smo odstranili agregate, ter zmeSali supernatant z 1,566 ml 51-%
saharoze v PBS. MeSanico smo nanesli na dno ultracentrifugirke in jo s pocasnim
pipetiranjem prekrili z 2,734 ml 41-% saharoze v PBS, povrhu te pa Se z 0,6 ml 27-%
saharoze v PBS. Vzorec smo centrifugirali pri 100.000 g, 2 h pri 4 °C z rotorjem s
spremenljivim nagibom (Beckman SW 65 Ti) (Beckman Coulter, ZDA). Po kon¢anem
centrifugiranju smo z dna pobrali frakcije po 1 ml, pomerili fluorescenco NBD (poglavje
3.2.7.6.1) in dolo¢ili velikost liposomov z DLS (poglavje 3.2.7.4). Frakcije smo oborili s
TCA, raztopili v NaDS-DTT nanaSalnem pufru in analizirali z imunodetekcijo po prenosu
western. Opti¢no gostoto lis smo analizirali s programom Image Studio Lite.

3.2.7.4 Dinamic¢no sipanje svetlobe (DLS)

Z dinami¢nim sipanjem svetlobe (DLS, ang. dynamic light scattering) smo dolocili
velikost liposomov. DLS meri ¢asovno odvisno nihanje v intenziteti odbojne svetlobe, ki
je posledica Brownovega gibanja delcev. Slednje je odvisno od velikosti delca ter
viskoznosti in temperature medija. Z analizo nihanja intenzitet lahko dolo¢imo difuzijski
koeficient delcev iz ¢esar dobimo porazdelitev velikosti delcev. Z DLS smo merili na
inStrumentu Zetasizer Nano (Malvern, VB) v kivetah za enkratno uporabo pri 20 °C, 633
nm in 173° kotu povratnega sipanja (ang., backscatter angle).
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3.2.7.5 Fluorescenca NBD

Fluorescenca je pojav pri katerem nekatere snovi ob ekscitaciji s svetlobo dolocene
valovne dolZine oddajo svetlobo daljSe valovne dolzine. Za spremljanje liposomov po
flotaciji v saharoznem gradientu s fluorescenco smo v lipidni dvosloj uvedli 2 mol%
fosfatidiletanolamina, ki ima preko polarne glave kovalentno vezan fluorescentni
oznacevalce NBD (7-nitrobenz-2-oksa-1,3-diazol-4-il) (18:1 NBD-PE, Avanti Polar
Lipids, ZDA). NBD fluorescenco smo merili na fluorimetrskem ¢italcu mikrotitrnih plos¢
(Anthos Labtec, ZDA) pri valovni dolzini 535 nm z vzbujanjem pri 485 nm.

3.2.7.6 Presevna elektronska mikroskopija (TEM)

Za vizualizacijo vezave proteina Torso-like na liposome smo uporabili presevno
(transmisijsko) elektronsko mikroskopijo (TEM). Vzorce smo pregledali s presevnim
elektronskim mikroskopom CM 100 (Philips, Nizozemska), mikrografije pa posneli s
kamerama Bioscan 792 (Gatan, ZDA) in Orius SC 200 (Gatan, ZDA), pri ¢emer smo
uporabili programsko opremo Digital Micrograph (Gatan, ZDA).

3.2.7.6.1 Negativno kontrastiranje

Na bakreno mrezico za elektronsko mikroskopijo, ki smo jo predhodno prekrili s Formvar
folijo in tanko plastjo ogljika, smo nanesli 1,5 ul vzorca 1) LUV-POPC:SM:CHOL =~
27:22:51 (razmerje mol/mol)) po ekstruziji, 2) supernatant (1 min, 13200 vrt./min) po
IVTT v prisotnosti LUV (enaki kot pri 1)) in 3) enako kot 2), le da s Tsl. Po kratki
inkubaciji (~ 30 sek) smo vzorec popivnali s filtrirnim papirjem (Whatman) ali pa mrezico
sprali z deionizirano vodo, da smo odstranili pufrske soli. Nato smo vzorec kontrastirali
z 1-% (m/v) uranil-acetatom ali s 3-% amonijevim molibdatom (pH 6,33). Kontrastirno
sredstvo smo odpivnali s filter papirjem, ter posusili mrezico.

3.2.7.6.2 Imunolokalizacija z Ni-NTA zlatom

Po nanosu vzorcev (1) supernatant (1 min, 13200 vrt./min) po IVTT v prisotnosti SUV s
sestavo POPC:SM:CHOL =~ 27:22:51, 2) enako kot 1) le da s Tsl in 3) frakcija 5 vzorca
2) po flotaciji v saharoznem gradientu) na bakreno mrezico za elektronsko mikroskopijo
(glej poglavje 3.2.7.6.1) smo mrezice sprali s pufrom (20 mM Tris, 0,5 M NaCl, 1-%
BSA, pH 7,6), nato smo jih inkubirali 20 min v pufru s 5 nm Ni-NTA nanozlatom
(Nanoprobes, ZDA), ter sprali s pufrom, ki je vseboval imidazol (5 x 1 min) v deionizirani
vodi (5 x 1 min). Vzorec smo kontrastirali z amonijevim molibdatom (pH 6,33).

46



Mikelj M. Interakcije izbranih proteinov naddruzine MACPF/CDC z lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

3.2.8 Invitro sistem za preucevanje prehoda listerije iz fagosoma v citosol

Za preucevanje prehoda L. monocytogenes iz fagosoma v citosol in ugotavljanje vloge
LLO pri tem procesu smo nameravali vzpostaviti modelni sistem z vezikli celi¢nih
velikosti (GUV). Takim veziklom bi dodali listerije, ki izrazajo zeleni fluorescen¢ni
protein (GFP) in s fluorescen¢no mikroskopijo spremljali prehajanje listerij skozi
membrane v notranjost GUV. Za poskuse bi uporabili dva seva listerij, divji tip (dt) in
sev, ki ne izraza LLO (hly-), za kontrolo pa nam bi sluzil heterologno izrazen LLO.
Pripravili bi GUV iz razli¢nih sinteti¢nih lipidov ter iz lipidov iz eritrocitnih membran, s
¢imer bi preverili odvisnost precenja membran od njihove sestave. Notranjost GUV bi z
nevtralnim pH posnemala model citosolnega okolja, kisel pH (okoli 5,5) v zunanjosti
GUV pa bi predstavljal okolje fagosoma. pH fagosoma je med 4,5 (Vergne in sod., 1998)
in 6,5 (Horwitz in Maxfield, 1984; Lukacs in sod., 1990). S spreminjanjem pH pufrov, v
katerih bi inkubirali GUV, bi preverili tudi vpliv pH na aktivnost listerij in LLO.

R h
_ ~

Slika 15: Shema in vitro sistema za $tudij prehoda L. monocytogenes iz fagosoma v citosol. Krogi
predstavljajo vezikle celi¢nih velikosti (GUV) s premerom > 10 um, zelene palcke pa bakterije L.
monocytogenes, ki izrazajo zeleni fluorescenéni protein (GFP). pH znotraj GUV je nevtralen in predstavlja
citosol, kisel pH v okolici pa predstavlja okolje fagosoma. Prehajanje bakterij bi spremljali s fluorescen¢no
mikroskopijo. Kot indikator prehoda bi sluzili od pH odvisni fluorescenéni oznacevalci, npr. piranin,
kateremu se zvisa intenziteta fluorescence pri visjem pH ob osvetlitvi pri ~465 nm.

Figure 15: Scheme of the in vitro system for the study of the translocation of L. monocytogenes from
phagosome into cytosol. Circles represent the giant unilamellar vesicles (GUV) with a diameter > 10 mm,
while green rods represent bacteria L. monocytogenes expressing green fluorescent protein (GFP). pH
within the GUV is neutral and represents the cytosol whereas acidic pH in the surrounding area represents
the environment of phagosome. The fluorescence microscopy would serve for monitoring the translocation
of bacteria. pH-sensitive fluorescent dyes would serve as an indicator of the translocation (i.e. pyranine,
which increases the intensity of fluorescence at a higher pH at the excitation wavelength ~ 465 nm).
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3.2.8.1 Permeabilizacija veziklov celi¢nih velikosti

Permeabilizacijo GUV z LLO smo preucevali s pomocjo fluorescencno oznacenih
dekstranov razli¢nih velikosti. 6 ul GUV smo zmesali z 0,5 ul raztopine fluorescen¢no
oznacenih dekstranov (FD4, FD10 in FD70) in 0,5 pul 100 nm LLO ali pufra LLO za
kontrolo. Kon¢na koncentracija FD4 je bila 0,1 mM, 0,07 mM pri FD10 in 0,01 mM pri
FD70. Po 30 min inkubaciji na sobni temperaturi smo s fluorescenénim mikroskopom
dolo¢ili delez permeabiliziranih GUV.

3.2.8.2 Fluorescen¢na mikroskopija

Fluorescencno mikroskopijo smo izvedli na mikroskopu Axiolmager Z1 (Carl Zeiss,
Nemcija) pri 10- in 40- kratni povecavi. Za boljso lo¢ljivost smo uporabili ApoTome, ki
omogoca fluorescenco s strukturirano osvetlitvijo. Dekstrane konjugirane s
fluoresceinom smo vzbujali pri 450-490 nm in merili emisijo pri 515 nm. DilC18 in/ali
rodamin-DHPE pa smo vzbujali pri 510-560 nm in merili emisijo pri 590 nm.

3.2.9 Statisti¢na analiza rezultatov

V vecini primerov smo naredili vsaj 3 neodvisne ponovitve poskusov ter pri rezultatih s
histogrami prikazali aritmeti¢no sredino in standardni odklon. Za statisti¢no analizo
rezultatov smo uporabili Studentov t-test, s 95-odstotno stopnjo zaupanja.
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4 REZULTATI

Rezultate doktorske naloge smo razdelili na dva sklopa in sicer na rezultate i) interakcij
izbranih proteinov MACPF z lipidnimi membranami in ii) pilotne $tudije o vlogi LLO pri
pobegu bakterije L. monocytogenes iz fagosoma v citosol. LLO nam je pri dolo¢enih
poskusih rabil tudi kot kontrola pri poskusih iz prvega sklopa doktorata.

41 INTERAKCUE [IZBRANIH PROTEINOV MACPF Z LIPIDNIMI
MEMBRANAMI

V prvem sklopu doktorske naloge smo najprej s pomocjo bioinformatskih orodij
analizirali proteinsko druzino MACPF. Nato smo izmed $tevilnih ¢lanov druZzine, Ki Smo
jih nasli z bioinformatsko analizo, izbrali 11 proteinov MACPF, s katerimi smo
preucevali interakcije z lipidnimi membranami.

4.1.1 Bioinformatska analiza proteinov z domeno MACPF

4.1.1.1 Razsirjenost proteinske domene MACPF

Z iskanjem po razli¢nih podatkovnih zbirkah smo v lastni proteinski zbirki dne 24. 4.
2011 zbrali 809 razli¢nih proteinskih zaporedij z domeno MACPF iz 192 razli¢nih vrst.
91,6 % vseh dobljenih zaporedij smo nasli pri 142 evkariontskih vrstah, preostala
zaporedja pa so, razen enega virusnega, prokariontska (pregl. 10 in sl. 16). Podrobnejso
analizo o razsirjenosti domene MACPF po drevesu Zivljenja in o lastnostih proteinov
MACPF je v svojem diplomskem delu pripravil Matic Kisovec (Kisovec, 2012).

Preglednica 10: Razsirjenost proteinskih zaporedij z domeno MACPF po razli¢nih sistematskih skupinah.

Table 10: Distribution of protein sequences with MACPF domain throughout the tree of life.

Takson Kraljestvo Stevilo taksonomskih vrst s Stevilo razli¢nih zaporedij z
proteini MACPF domeno MACPF
Evkarionti 142 741
Zivali 87 522
Rastline 16 82
Glive 24 36
Ostali evk. 15 101
Bakterije 49 67
Virusi 1 1
y=192 >'=809
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Slika 16: Razsirjenost proteinov z domeno MACPF po drevesu Zivljenja (slika ni pravo filogenetsko drevo)
Stevila v oklepaju povedo, koliko vrst (prvo itevilo) in koliko razli¢nih proteinskih zaporedij (drugo $tevilo)
z domeno MACPF je znotraj sistematske skupine. Stevilo polnih krogcev (®) pomeni $tevilo razliénih
aminokislinskih zaporedij z domeno MACPF znotraj vrste; *, ve¢ domen MACPF znotraj enega zaporedja.
Zeleno, evkarionti; turkizno, bakterije in roznato, virus (Kisovec, 2012: 24).

4.1.1.2 Domenska zgradba proteinov MACPF

S prosto dostopnimi bioinformatskimi orodji (poglavje 3.2.1.1) smo dobri polovici
proteinov v zbirki doloc€ili prisotnost dodatnih proteinskih domen. Te smo nasli pri
polovici od 410 analiziranih zaporedij. Domenska arhitektura je kompleksnejs$a pri
evkariontih. V kraljestvu zivali smo nasli 39 razli¢nih dodatnih domen, pri bakterijah pa
22. Nekatere od teh domen bi lahko bile pomembne za vezavo na membrane (npr. MABP
in C2) ali na sladkorje (npr. Ricin B lectin in MIR).
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4.1.1.3 Poravnava domen MACPF

Poravnava domen MACPF nekaterih znadilnih predstavnikov vrst iz razli¢nih
taksonomskih skupin (zivali, rastline, bakterije in virus) kaze na nizko ohranjenost na
nivoju aminokislinskega zaporedja. Znotraj druzine MACPF je med 15 do 20 %
identi¢nost na nivoju zaporedja znotraj domene MACPF. Edini ohranjeni del zaporedja
je t. i. motiv MACPF (Y/W-G-T/S-H-F/Y-X6-G-G) (Ponting, 1999), ki je skupen vsem
proteinom MACPF. Znotraj motiva MACPF sta dva zelo ohranjena glicinska ostanka na
mestu 2 in 12 (sl. 17).

* 200 * * 280 * 320
H.sap_Pfn_P14222 : AYLRLISN] E F RAVELEGR:SALTAL (12) --N-E-JJEDC (43) SEVVEEHHTS (14) YSAQVNELPG----SP--GLJDYT----- L-EPEHVLLDS : 331
D.rer_Pfn_ETFA66 : REYKFINT) E Y TKVTLEGNVHSVTS: (16) ACL-D-[EEAN (37) TEVTEEHTT- (14) YKEJLASLPQ----NP--DVHSHS----- L-ESEHELIPT : 342
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B.the Bth-MACPF_Q8A267 : SMVELMOQS; EEFV TGYYTEGRASALFYG (14) MDV-A-{INAS (44) IKTLEEAYGY (15) LTPJLQSLND----PK--THTMIDLQDGGL-YPUSDFILE : 369
C.pne_CT153 Q97908 : SLNAFVKEVE Y|UASVTYEGIGFQVLKM (12) ISI-S—JyAAA (26) TVFLEETVL- ( 9) FKDYSEEIPN----EP--IPAIS-----V-SSUTDLIIP : 199
C.pne MACPF_prot_0Q92908 : SLNAFVKEV‘E Y\ TSVTY@GIGFOVLKM (12) ISI-S—|yAAA (26) TVFLEETVL- ( 9) FKDYSEEVPN----EP--IPJAIS-—--- V-SSHTDLIIP : 363
C.tra CT_153_084155 : SWSAFIOKI YUASATF@GIGFQVLKL (12) ISL-E-TAAA (26) TVFLEETVL- ( 9) FKDYSEEVHL----EP--VPHQVS----- L-QPUTNLLVP : 594
S.spi_Hip.prot_C2FV94 : SAQEIVSY VCTNIVLEAKFSFSYRT (10) LAA-G-lAV- (29) YRSVEEDGTQ (17) INQEQSWCKP----QN-AILYDEFG----- N-GG------~ : 303
R.sol RRSL_02063_A3RUAO : ELRNFFRS DAF SSITTESEYYAVYTF (10) VSI-E-JKAN (31) --NISEIAN- ( 8) MIDJALAFPSLPIDAP--AIYAFA----- V-TGYE-HVPN : 265
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Slika 17: Poravnava najbolj ohranjenega dela domene MACPF. Poravnava je sen¢ena glede na ohranjenost
aminokislin med zapored;ji (¢rno, 100 %; temno sivo, > 80 %; svetlo sivo, > 60 %). Zaporedja predstavnikov
razli¢nih taksonomskih skupin so od zgoraj navzdol logeni s prazno vrstico: zivali, glive, rastline, bakterije
in virus. Vsako zaporedje vsebuje informacijo o izvornem organizmu, imenu in UniProt pristopni Stevilki
proteina. Ostevil¢enje nad poravnavo so aminokislinski ostanki zrelega cloveskega perforina, Stevilo
skrajno desno je zadnja aminokislina, uporabljena pri poravnavi, dolZina neohranjenega dela zaporedja je
zapisana v oklepajih. Prirejeno po (Gilbert in sod., 2012:2085)

4.1.1.4 Lastnosti izbranih proteinov MACPF

Izmed 809 proteinov MACPF iz naSe zbirke smo izbrali 20 razli¢nih, vecinoma
bakterijskih, proteinov in njihovih krajsih konstruktov za preucevanje interakcij z
lipidnimi membranami (pregl. 11). Cilj je bil pridobiti proteine, ki bi jih lahko uspes$no
izrazili v bakterijskem ekspresijskem sistemu in bi nam omogo¢ili pojasniti mehanizme
interakcij proteinov MACPF z bioloskimi membranami. Glavna merila izbora so bila: i)
napovedana topnost, ii) domenska organiziranost (prisotnost dodatnih domen, posebej
tistih z morebitno sposobnostjo vezave na membrane), iii) velikost, iv) odsotnost
transmembranskih regij in v) patogenost izvornega organizma (npr. Chlamydophila
pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Ralstonia solanacearum, Plasmodium
falciparum,...).
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Preglednica 11: Lastnosti proteinov MACPF, ki smo jih izbrali za preu¢evanje interakcij z lipidnimi
membranami. Regija, del proteina, uporabljenega za sintezo (Stevilke predstavljajo aminokisline (AK)).
Oznaka, okrajsava za izbrane proteine, ki jo uporabljamo v nadaljevanju naloge. Domene: MIR,
poimenovana po manoziltransferaznem, inozitol 1,4,5-trifosfatnem in rianodin receptorju (InterPro koda:
IPR016093); Jacalin, domena za vezavo sladkorjev (InterPro koda: IPR001229); DNA-Q-like, domena iz
DnaQ-podobne eksonukleazne naderdruzine proteinov (NCBI koda: cl10012); APC-B, ApiPLP (ang.
apixoplexan perforin-like proteins) C-terminalna domena, sestavljena iz 5 beta trakov (Kafsack in
Carruthers, 2010). Za podrobnosti o dolo¢anju lastnosti proteinov glej poglavje 3.2.1.2.

Table 11: Characteristics of MACPF proteins selected for studying interactions with lipid membranes.
Oznaka, short mark for the selected proteins, which is used throughout the dissertation; UniProt pristopna
koda, UniProt accession code; Organizem, organism; Domenska organiziranost, domain architecture;
Velikost, size in kDa; Dolzina, length of the protein (numbers represent amino acids (AK)); Regija, the
region of the protein used for the synthesis (numbers represent AK). Napovedana topnost, predicted
solubility (topen, soluble; netopen, insoluble). Domains: MIR, domain named after protein
mannosyltransferase, inositol 1,4,5-trisphosphate receptor and ryanodine receptor (InterPro code:
IPR016093); Jacalin, sugar-binding protein domain (InterPro code: IPR001229); DNA-Q-like, domain that
belongs to DnaQ-like exonuclease superfamily (NCBI code: cl10012); APC-S, ApiPLP (apixoplexan
perforin-like proteins) C-terminal domain composed of 5 B-strands (Kafsack and Carruthers, 2010). For

details about determination of the protein properties see chapter 3.2.1.2.

Protein Oznaka in Organizem Domenska Velikost DolZina Regija Napovedana
UniProt pristopna organiziranost [kDa] [AK] [AK] topnost
koda
CT153 hipoteti¢ni a Chlamydophila
protein Q97908 pneumonia [MACPF]-[MIR] 46 411 1-411 netopen
C terminalna regija b [MIR] 53 48 364-411 netopen
MAC-perforin domain c Chlamydophila
protein D8VEJ3 pneumonia [MACPF] 50 456 1-456 netopen
C-terminalna regija d - 55 50 407-456 topen
Hipoteti¢ni protein e Chlamydia i }
CT 153 084155 trachomatis [MACPF]-[MIR] 908 810 1-810 topen
C-terminalna regija f [MIR] 78 69 742-810 topen
Hipoteti¢ni protein g Sphingobacterium B
HMPREF0765_1250 C2FV94 spiritivorum [MACPF] 339 308 1-308 netopen
Hipoteti¢ni protein h Ralstonia . . N
RRSL_02063 A3RUAO solanacearum [MACPF]-[Jacalin] 554 519 1-519 topen
C-terminalna regija i [Jacalin] 15,4 147 373-519 topen
Hipoteti¢ni protein j Chryseobacterium | [MACPF]-[DNAQ- )
HMPREF0204_11601 D7VYK3 gleum like] 495 438 23-460 topen
- . k Prevotella
Domnevni lipoprotein DSEWP2 ruminicola [MACPF] 36,7 327 23-349 netopen
. | Drosophila
Torso-like P40689 melanogaster [MACPF] 39 334 20-353 topen
domena MACPF m [MACPF] 22,6 194 147-340 topen
N-terminalna regija n - 9,5 81 20-100 topen
0 Plasmodium
PfPLP1/SPECT2 Q9U0J9 falciparum [MACPF]-[ APC-B] 945 842 1-842 topen
domena APC-B p [ APC-B] 25,5 233 610-842 topen
r Plasmodium
PfPLP3/MAOP 081253 falciparum [MACPF]-[ APC-B] 933 821 1-821 netopen
domena APC-B s [ APC-B] 25,3 222 600-821 netopen
t Plasmodium
PfPLP4 081829 falciparum [MACPF]-[ APC-B] 736 631 25-654 netopen
29,1
domena APC-B u [ APC-B] 250 405-654 topen
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4.1.2 Presejalna metoda za Studij interakcij izbranih proteinov MACPF z
lipidnimi membranami

Sistem transkripcije-translacije za izrazanje proteinov in vitro (IVTT) smo uporabili kot
del visokozmogljive metode (ang. high throughput method) za $tudij interakcij proteinov
z lipidnimi membranami. Za razliko od obi¢ajnih bioloSkih sistemov za izrazanje
rekombinatnih proteinov IVTT omogoc¢a dodajanje razli¢nih snovi med sintezo, npr.
liposomov ali detergentov za izrazanje membranskih proteinov ali celo taksnih, Ki bi bili
za celico toksi¢ni. Druga velika prednost sistema IVTT pa je hitrost sinteze proteinov.
Le-te lahko z IVTT sintetiziramo v zgolj nekaj urah. Po drugi strani pa sistem IVTT ni
najbolj primeren za izrazanje vecjih koli¢in proteinov, ter za proteine, ki se in vivo
posttranslacijsko modificirajo.

Po sintezi z IVTT smo interakcije proteinov z lipidnimi membranami preverili z i)
merjenjem hemoliti¢ne aktivnosti, s i) posedanjem z liposomi ali z iii) afinitetno locbo z
magnetnimi kroglicami, oznacenimi s streptavidinom. S slednjo smo v ~1 h lo¢ili
usedlino liposomov z vezanimi proteini od supernatanta z nevezanimi proteini. Vezavo
proteinov na liposome smo v primeru i) in ii) analizirali z imunodetekcijo po prenosu
western.

4.1.2.1 Testiranje sistema in vitro transkripcije-translacije (IVTT) s kontrolnimi proteini

Preden smo izrazili izbrane proteine MACPF, smo preverili uporabnost sistema IVTT za
izrazanje proteinoVv tvorcev por: perforina (PFN) in pleurotolizina B (PlyB, Q5W9ES) iz
druzine proteinov MACPF, listeriolizina O (LLO) iz druzine proteinov CDC in
ekvinatoksina Il (Eqtll, P61914) iz aktinoporinske druzine proteinov. Ply B je citoliti¢no
aktiven le v kombinaciji z ostreolizinom A (OlyA, P83467) iz egerolizinske druzine
proteinov, zato smo z IVTT izrazili tudi tega. Gene za t. i. kontrolne proteine smo vstavili
v plazmid pET8c, razen gena za Oly A, ki smo ga vnesli v plazmid pET21c(+), po
postopku, ki smo ga opisali v poglavju 3.2.2.2. Sintezo proteinov smo preverili z
imunodetekcijo po prenosu western, njihovo aktivnost pa z merjenjem hemoliticne
aktivnosti (poglavje 3.2.7.1) (sl. 18 in 19).
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Slika 18: Sinteza kontrolnih proteinov s sistemom in vitro transkripcije-translacije (IVTT). PEN, perforin;
PlyB, pleurotolizin B; OIlyA, ostreolizin A; LLO, listeriolizin O in Eqtll, ekvinatoksin Il. Na teh in vseh
preostalih membranah (razen ¢e ni drugade navedeno) smo proteine pred prenosom western lodili s
poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS-PAGE). Membrano
smo nato inkubirali v prisotnosti mi§jih primarnih protiteles proti histidinski oznaki (Penta-His mAb) in
kozjimi proti misjim sekundarnimi protitelesi, ki so bila oznacena s hrenovo peroksidazo (IgGHRP). Lise
proteinov smo detektirali kolorimetri¢no. Pusc¢ice oznacujejo predvidene pozicije izrazenih proteinov.

Figure 18: Synthesis of the control proteins with the in vitro transcription-translation (IVTT) system. PFN,
perforin; PlyB, pleurotolysin B; OIyA, ostreolysin A; LLO, listeriolysin O and Eqtll, equinatoxin Il. On
these and on all other membranes (unless otherwise stated), proteins were separated with polyacrylamide
gel electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulpfate (SDS-PAGE) prior to Western blot transfer.
The membrane was then incubated in the presence of mouse anti-histidine tag primary antibodies (Penta-
His mAb) and goat anti-mouse secondary antibody labelled with horseradish peroxidase (IgG-HRP).
Protein bands were detected colorimetrically. The arrows indicate the expected positions of the expressed
proteins.
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Slika 19: Hemoliti¢na aktivnost kontrolnih proteinov. Potek hemolize smo prikazali s ¢asom, ko je potekla
50-odstotna hemoliza (tso [min]) v odvisnosti od faktorja red¢enja. Levo, hemolitiéna aktivnost kontrolnih
proteinov, ki smo jih sintetizirali z in vitro transkripcijo-translacijo (IVTT). V prve jamice smo nanesli po
1 pl reakcijske meSanice IVTT s sintetiziranim proteinom ekvinatoksinom 11 (Eqtll), listeriolizinom O
(LLO), perforinom (PFN), ostreclizinom A (OlyA) ali pleurotolizinom B (PlyB) in serijsko red¢ili vzdolz
plos¢e. OlyA in PlyB smo inkubirali v jamico posami¢ (ni hemoliti¢ne aktivnosti) ter skupaj v razmerju 1:1
(v/v). Desno, primerjava hemoliti¢ne aktivnosti LLO, ki smo ga proizvedli z IVTT, z razli¢nimi koli¢inami
rekombinantnega LLO, ki smo ga pridobili v E. coli. 1 ul LLO, ki smo ga sintetizirali s sistemom IVTT,
ustreza ~ 0,5 ng LLO, ki smo ga proizvedli v E. coli.

Figure 19: Haemolytic activity of the control proteins. Progress of haemolysis is shown as time needed for
50 % haemolysis (tso [min]) as a function of the dilution factor. Left, haemolytic activity of the control
proteins synthesised with in vitro transcription-translation (IVTT). 1 pl of IVTT reaction mixture with

54



Mikelj M. Interakcije izbranih proteinov naddruzine MACPF/CDC z lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

synthesised protein (equinatoxin Il (Eqtll), listeriolysin O (LLO), perforin (PFN), ostreolysin A (OlyA) or
pleurotolysin B (PlyB)) was added to the first well and serially diluted along the plate. OlyA and PlyB were
incubated individually (no haemolysis) as well as together in 1:1 ratio (v/v). Right, haemolytic activity of
LLO synthesised with the IVTT compared with the haemolytic activity of different amount of recombinant
LLO produced in E. coli. 1 ul of LLO, which was synthesized with the IVTT system corresponds to ~ 0.5
ug LLO produced in E. coli.

S sistemom IVTT nam je uspelo izraziti vse kontrolne proteine, vendar le LLO, Eqtll,
OlyA in PlyB v njihovi aktivni obliki. Hemoliti¢no aktivnega PFN nam ni uspelo pridobiti
niti ob spreminjanju pogojev sinteze (razlicen pH, dodatek EDTA, proteaznih
inhibitorjev, s testiranjem na eritrocitih iz razli¢nih organizmov idr.) (pregl. 11).

Preglednica 12: Testirani pogoji za sintezo perforina s sistemom in vitro transkripcije-translacije (IVTT).
Hiss, heksahistidinska oznaka; EDTA, etilendiamintetraocetna kislina; AEBSF, serinski proteazni inhibitor;
pH, kon¢ni pH v reakcijski mesanici IVTT.

Table 12: Synthesis of perforin with in vitro transcription-translation (IVTT) system under different
conditions. Hisg, hexahistidine tag; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; AEBSF, serine protease
inhibitor; pH, final pH value in the IVTT reaction mixture.

Hise EDTA AEBSF  Eritrociti pH Pufer

N goveji ~8

N 2 mM goveji ~8

N 2 mM 0,1 mM  goveji ~8

N Cloveski ~8

N 2 mM Cloveski ~8

N 2mM Cloveski ~7-8 10 mM Gly-HCI pufer pH 2,2
N 2mM goveji ~8 10 mM acetatni pufer pH 4

N 2 mM goveji ~7-8 10 mM Gly-HCI pufer pH 2,2
N 2mM goveji ~6-7 10 mM KCI-HCI pufer pH 1
C goveji ~8

C 2mM goveji ~8

C 2mM Cloveski ~8

Cc 2mM goveji ~7-8 10 mM Gly-HCI pufer pH 2,2
C 2 mM 0,1mM  goveji ~7-8 10 mM Gly-HCI pufer pH 2,2
Cc 2mM Cloveski ~7-8 10 mM Gly-HCI pufer pH 2,2
Brez goveji ~8

Brez 2mM goveji ~8

Brez 2mM Cloveski ~8

Brez 2mM goveji ~7-8 10 mM Gly-HCI pufer pH 2,2
Brez 2 mM 0,1mM  goveji ~7-8 10 mM Gly-HCI pufer pH 2,2
Brez 2 mM Cloveski ~7-8 10 mM Gly-HCI pufer pH 2,2
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Za OlyA in PlyB smo potrdili ugotovitve Ota in sod. (2013), da sta citoliti¢no aktivna le
v kombinaciji drug z drugim. Slednja sta lizirala eritrocite podobno hitro kot Eqtll,
medtem ko je bil hemoliti¢no najbolj aktiven LLO (sl. 19). S pomo¢jo znanih koncentracij
LLO, ki smo ga proizvedli v E. coli, smo na podlagi hemoliti¢ne aktivnosti in intenzitete
lis po imunodetekciji po prenosu western ocenili, da smo s sistemom IVTT v 20 ul
pridobili med 1,4 do 10 ug LLO (sl. 19 in 20).

kDa
100 -
70 -
e s ane ame e
M 1 2 3 4 5 6 7
7 -
o
& 86 1
@ O
& %]
(%] 4 -
©
g 33
s 2 A X
S i
g 13 .
O ! T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400
Koli¢ina [ng]

Slika 20: Ocena kolicine listeriolizina O (LLO), ki smo ga izrazili s sistemom in vitro transkripcije-
translacije (IVTT). Zgoraj, imunodetekcija lis LLO na membrani po prenosu western. M, oznacevalec
molekulskih mas v kDa; 1, 1 pl reakcijske meSanice IVTT s sintetiziranim LLO; 2, 1 ul supernatanta LLO
po sintezi z IVTT (13200 vrt./min, 1 min); 3-7, naras¢ajoce koli¢ine LLO, ki smo ga sintetizirali v E. coli
—3,~50ng, 4, ~100 ng, 5, ~ 200 ng, 6, ~ 300 ng, 7, ~ 400 ng. Spodaj, graf odvisnosti intenzitete lis v
odvisnosti od koli¢ine LLO. S sistemom IVTT smo v 20 pl pridobili 1,4 do 2,4 pg LLO.

Figure 20: Estimation of listeriolysin O (LLO) expression levels with in vitro transcription-translation
(IVTT). Top, immunodetection of LLO bands on membrane after Western blot. M, molecular weight size
marker in kDa; 1, 1 pl of IVTT reaction mixture with synthesised LLO; 2, 1 ul of the supernatant after
IVTT synthesis of LLO (13.200 rpm, 1 min); 3-8, increasing amounts of LLO synthesized in E. coli — 3, ~
50 ng, 4, ~ 100 ng, 5, ~ 200 ng, 6, ~ 300 ng, 7, ~ 400 ng. Bottom, correlation between band intensities and
LLO concentration. The amount of LLO synthesised with the IVTT in 20 pl reaction corresponds to app.
14t02.4 png.

4.1.2.2 Izrazanje izbranih proteinov MACPF s sistemom IVTT

Gene za izbrane bakterijske proteine MACPF in protein Torso-like (Tsl) iz vinske musice
brez signalnih zaporedij smo uspesno vstavili tako v plazmid pET8c kakor v plazmid
pPET21c(+), razen v primeru gena za protein e (pregl. 11), katerega smo uspeli vstaviti le
v plazmid pET8c. S sistemom IVTT smo preverili, kaksna je raven izraZzanja proteinov iz
enega in drugega plazmida in ugotovili, da je v primeru, ko smo gen vstavili v plazmid
PET8c in se protein izrazi, tega bistveno ve¢ kakor v primeru vnosa v plazmid pET21c(+).
Zato smo za vse nadaljnje poskuse uporabili plazmid pET8c. Polozaj lis na membrani po
prenosu Western v vec€ini primerov ustreza molekulskim masam proteinov, razen v
primeru proteina e, kjer je viden samo krajsi fragment in proteina g, ki se sploh ni izrazil.
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Pri proteinih a in h so poleg lise z najvecjo intenziteto, ki ustreza molekulski masi zrelega
proteina, vidne tudi lise v obmoc¢ju manjsih molekulskih mas, pri proteinu h pa tudi v
obmocju vecjih molekulskih mas. Oc¢itno prihaja med sintezo obeh proteinov do
fragmentacije bodisi proteina ali pa mRNK, pri proteinu h pa $e do agregacije (sl. 21).
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Slika 21: Primerjava nivoja ekspresije izbranih bakterijskih proteinov MACPF in proteina Torso-like s
sistemom in vitro transkripcije-translacije (IVTT) glede na plazmidno DNK — pET8c (levo) in pET21c(+)
(desno). Imunodetekcija po prenosu western. M, oznacevalec molekulskih mas v kDa; a-1, 0znake proteinov
iz pregl. 11. Zvezdice oznacujejo predvidene pozicije izrazenih proteinov. Gena, ki kodira za protein e, nam
ni uspelo vstaviti v vektor pET21c(+).

Figure 21: Comparison of the expression level of selected bacterial MACPF proteins and Torso-like protein
with in vitro transcription-translation (IVTT) system according to the plasmid DNA - pET8c (left) and the
PET21c (+) (right). Immunodetection after Western blot. M, molecular weight size marker in kDa; a-1, short
mark for the selected proteins from tab. 11. Asterisks indicate the expected positions of the expressed
proteins. We failed to insert the gene coding for the protein e into the vector pET21c (+).

Izrazanje apikompleksnih proteinov MACPF (proteini 0 — u, pregl. 11) s sistemom IVTT
je bila precej nizja od bakterijskih proteinov MACPF in Tsl, poleg tega je bila vecja tudi
stopnja fragmentacije. Pri proteinu 0 smo po imunodetekciji opazili sibke lise vzdolz
membrane, kar pomeni, da se protein ni izrazil oz. se je izrazil le v sledovih, ter poleg
tega Se fragmentiral. Enak rezultat smo dobili tudi, ko smo reakciji IVTT dodali proteazni
inhibitor (sl. 22, levo). C terminalni del proteina o, konstrukt p oz. domeno APC-f, smo
uspeli izraziti, vendar je agregiral in bil netopen. Do podobne ekspresije je prislo tudi v
primeru domen APC-B s in u (sl. 22, desno). Preostala dva zrela apikompleksna proteina,
rint, sta se izrazila, vendar v zelo nizki koli¢ini in ve¢inoma v netopni obliki. Podobno
kot protein o sta tudi r in t fragmentirala, vendar polozaj ene izmed najbolj intenzivnih lis
po imunodetekciji kaze na to, da vecji del proteina vendarle ostaja nerazgrajen (sl. 22,
levo).
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Slika 22: Izrazanje apikompleksnih proteinov MACPF (ApiPLP) s sistemom in vitro transkripcije-
translacije (IVTT). Imunodetekcija po prenosu western. Levo, zreli proteini; desno, C-terminalne domene
ApiPLP proteinov (APC-p). 0-u, oznake proteinov iz pregl. 11; prvi stolpec, oznacevalec molekulskih mas
v kDa; U in S, usedlina in supernatant po centrifugiranju IVTT reakcijske me$anice (13200 vrt./min, 1 min);
AEBSF, serinski proteazni inhibitor. Zvezdice oznacujejo predvidene pozicije izrazenih proteinov.

Figure 22: The expression of Apicomplexan MACPF proteins (ApiPLP) by means of in vitro transcription-
translation (IVTT) system. Immunodetection after Western blot. Left, the mature proteins; right, the C-
terminal ApiPLP domains (APC-p). o-u, protein marks from tab. 11; first column, molecular weight size
marker in kDa; U and S, pellet and the supernatant, respectively, after centrifugation of IVTT reaction
mixture (13,200 rpm, 1 min); AEBSF, a serine protease inhibitor. Asterisks indicate the expected positions
of the expressed proteins.

4.1.2.3 Hemoliti¢na aktivnost izbranih proteinov MACPF

Niti eden od izbranih proteinov MACPF, ki nam jih je uspelo sintetizirati, ni liziral
govejih rdec¢ih krvnick. Do lize ni prislo niti ob dodatku egerolizina OlyA, ki smo ga
dodali v jamico mikrotitrske plosce z izbranim proteinom MACPF v razmerju 1:1 (v/v).
Za OlyA smo predvidevali, da bi lahko omogocil vezavo izbranih proteinov MACPF na
eritrocite. OlyA namre¢ deluje kot vezavni protein za protein PlyB, s katerim tvorita poro
v membrani (Ota in sod., 2013; Lukoyanova in sod., 2015) (sl. 19).

4.1.2.4 Posedanje proteinov z MLV

Interakcije izbranih proteinov MACPF z lipidnimi membranami smo preucevali s
posedanjem proteinov z liposomi (poglavje 3.2.7.3.1). V ta namen smo uporabili
multilamelarne vezikle, ki se v polju centrifugalne sile posedejo na dno centrifugirke. Po
centrifugiranju smo lo¢ili frakcije supernatanta z nevezanimi proteini od usedline, kjer so
bili liposomi, na katere so se vezali proteini. Obe frakciji smo analizirali z imunodetekcijo
po prenosu western (sl. 23).
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Slika 23: Posedanje izbranih bakterijskih proteinov MACPF in proteina Torso-like z multilamelarnimi
vezikli (MLV) v polju centrifugalne sile. Imunodetekcija po prenosu western. Cel, celokupna koli¢ina
proteina, uporabljenega v poskusu; U in S, usedlina in supernatant po centrifugiranju (60000 g, 1 h, 4 °C);
a-1, oznake proteinov iz pregl. 11. MLV smo pripravlili iz celokupnih lipidov govejih eritrocitnih membran
s koncentracijo fosfolipidov ~ 2 mg/ml. Pus¢ice oznacujejo predvidene pozicije proteinov.

Figure 23: Sedimentation of selected bacterial MACPF proteins and Tosro-like protein with multilamellar
vesicles (MLV) with centrifugation. Immunodetection after Western blot. Cel, the total amount of protein
used in the experiment; U and S, pellet and supernatant, respectively, after centrifugation (60,000 g, 1 h, 4
° C), a-l, protein marks from tab. 11. MLV were prepared from the total lipid extract of bovine red blood
cell membranes. The concentration of phospholipids in MLV was ~ 2 mg/ml. The arrows indicate the
expected positions of the proteins.

Sode¢ po poskusu posedanja z MLV, se na vezikle iz lipidov govejih eritrocitnih
membran vezejo proteini &, C, h in |, ter v manj$i meri tudi protein j, medtem ko je protein
k prisoten le v supernatantu. Ker metoda ni primerna za proteine, ki radi agregirajo ali
tvorijo vecje komplekse, ki se posedejo v polju centrifugalne sile neodvisno od vezave na
vezikle, smo naredili poskus posedanja proteinov v odsotnosti veziklov (sl. 24).
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Slika 24: Kontrola posedanja izbranih bakterijskih proteinov MACPF in proteina Torso-like ter njihovih
krajsih konstruktov brez veziklov v polju centrifugalne sile. Imunodetekcija po prenosu western. U in S,
usedlina in supernatant po centrifugiranju (10000 g, 15 min, 4 °C); a-n, oznake proteinov iz pregl. 11.
Puscice oznacujejo predvidene pozicije proteinov.

Figure 24: Control of sedimentation of selected bacterial MACPF proteins, Torso-like protein, and their
shorter constructs without vesicles after centrifugation. Immunodetection after Western blot. U and S, pellet
and supernatant, respectively, after centrifugation (10,000 g, 15 min, 4 © C); a-n, protein marks from tab.
11. The arrows indicate the expected positions of the proteins.

Kontrolni poskus posedanja izbranih proteinov MACPF je pokazal, da je v vseh primerih
dobrsen del proteina, v veéini primerov vec¢ kot pol ali pa kar ves, prisoten v usedlini po
centrifugiranju. To kaZe na agregacijo proteinov, zaradi ¢esar metoda posedanja z MLV
ni primerna za §tudij interakcij izbranih proteinov MACPF z lipidnimi membranami.

4.1.2.5 Afinitetna locba s streptavidinom ozna¢enimi magnetnimi kroglicami

V nadaljevanju smo za preucevanje interakcij proteinov MACPF z lipidnimi
membranami uporabili metodo afinitetne locbe proteinov vezanih na biotinilirane vezikle
s pomocjo magnetnih kroglic, oznacenih s streptavidinom (poglavje 3.2.7.2). Ta metoda
je za razliko od prej$nje uporabna tudi za proteine, ki agregirajo. Ti se posedejo na dno
mikroepruvete ali pa so s preostalimi snovmi, ki se ne vezejo na liposome, v supernatantu.
Tega lahko ucinkovito lo¢imo od usedline, kjer so magnetne kroglice z liposomi in
proteini, ki so se vezali na liposome in/ali magnetne kroglice. V blizini magneta je
usedlina na steni mikroepruvete, ki jo lahko nato Se veckrat speremo s pufrom, da
odstranimo snovi, ki so se nespecificno vezale na liposome in/ali magnetne kroglice.

Poskus smo izvedli bodisi tako, da smo i) proteine najprej sintetizirali cez no¢ s sistemom
IVTT, jih nato inkubirali z liposomi, nazadnje pa to meSanico dodali k magnetnim
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kroglicam; ii) liposome dodali ob zacetku sinteze v reakcijsko mesanico IVTT in nato
celotno mesanico dodali k magnetnim kroglicam.

4.1.2.5.1 Dodatek liposomov po sintezi

Za kontrolo sistema smo sprva uporabili LLO, za katerega smo ugotovili, da se
nespecifi¢no veze na magnetne kroglice (neprikazani rezultati). Zato smo namesto LLO
za kontrolo sistema uporabili Eqtll, za katerega so pokazali, da se veze na lipidne
membrane, e te vsebujejo sfingomielin (Bonev in sod., 2003; Bakrac¢ in sod., 2008). Eqtll
smo sintetizirali s sistemom IVTT in ga nato inkubirali z i) LUV, ki smo jih pripravili iz
sinteti¢nih lipidov POPC, SM in CHOL,; ii) samo iz POPC; iii) z MLV, ki smo jih
pripravili iz eritrocitnih membran (EM); iv) s pufrom PBS (kontrola poskusa). V
membrane veziklov smo vstavili majhen deleZ biotiniliranega fosfatidiletanolamina (BC-
PE). Sinteti¢ne lipide POPC, SM in CHOL smo zmesali v podobnem razmerju kakor je
razmerje med njimi v membranah eritrocitov (POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2)
(Virtanen in sod., 1998). Mesanico proteina in veziklov (oziroma pufra PBS pri kontroli)
smo nato inkubirali z magnetnimi kroglicami in s pomo¢jo magneta lo¢ili usedlino od
supernatanta in frakcij po spiranju. 1z sl. 25 je razvidno, da je Eqtll precej ve¢ v usedlini
z liposomi iz poskusa i) in iii) v primerjavi s poskusom ii) in kontrolo, kar potrjuje
odvisnost vezave Eqtll na lipidne membrane od vsebnosti sfingomielina in s tem
uporabnost sistema za preucevanje interakcij med proteini in lipidnimi membranami.

kDa EqtII
35 -

- &  § -
25 ' ’ y - o <
15 -

Cel U s U s U s U s

-lip PC PC:SM:CH EM

Slika 25: Vezava ekvinatoksina Il (Eqtll) na liposome, ki smo jih dodali po sintezi s sistemom in vitro
transkripcije-translacije. Kontrola sistema preu¢evanja interakcij med proteini in lipidnimi membranami z
afinitetno lo¢bo s streptavidinom ozna¢enimi magnetnimi kroglicami. Imunodetekcija po prenosu western.
Prvi stolpec, oznaCevalec molekulskih mas v kDa; Cel, celokupna koli¢ina proteina, uporabljenega v
poskusu; U in S, usedlina in supernatant po afinitetni lo¢bi z magnetom; - lip, kontrola poskusa brez dodanih
liposomov; PC, veliki unilamelarni vezikli (LUV)-POPC:BC-PE =~ 50:1; PC:SM:CH, LUV-
POPC:SM:CHOL:BC-PE =~ 27:21:50:2; EM, multilamelarni vezikli iz govejih eritrocitnih membran. Vsa
lipidna razmerja so v mol/mol. Koncentracija fosfolipidov izhodnih liposomov je bila naslednja: PC, ~ 1
mg/ml, PC:SM:CH, ~ 0,5 mg/ml in EM, ~ 1,1 mg/ml. Pus¢ica oznacuje predvideno pozicijo proteina.

Figure 25: Equinatoxin Il (Eqtll) binding to liposomes, which were added after the synthesis with in vitro
transcription-translation system. Control of the system for studying interactions of proteins with lipid
membranes by an affinity separation with streptavidin-labelled magnetic beads. Immunodetection after
Western blot. The first column, molecular weight size marker in kDa; Cel, the total amount of protein used
in the experiment; U and S, pellet and supernatant, respectively, after affinity separation with a magnet; -
lip, a control of the experiment without liposomes added; PC, large unilamellar vesicles (LUV)-POPC:BC-
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PE = 50:1; PC:SM:CH, LUV-POPC:SM:CHOL:BC-PE =~ 27:21:50:2; EM, multilamellar vesicles from
bovine erythrocyte membranes. All lipid ratios are in mol/mol. The concentration of phospholipids in the
liposomes was as follows: PC, ~ 1 mg/ml, PC:SM:CH, ~ 0.5 mg/ml and EM, ~ 1.1 mg/ml. The arrow
indicates the expected position of the protein.

Z enakim poskusom, kot smo ga opisali za Eqtll, smo preverili interakcije med lipidnimi
vezikli in izbranimi proteini MACPF, ki smo jih uspeli sintetizirati s sistemom IVTT (sl.
21). Vecjo intenziteto lis po imunodetekciji v usedlini z liposomi v primerjavi s kontrolo
smo opazili pri proteinih i, j in | (oznake iz pregl. 11). Rezultati nakazujejo, da se je
protein i oziroma C-terminalna domena proteina h iz bakterije R. solanacearum - domena
Jacalin, vezal tako na preproste vezikle sestavljene samo iz POPC, kot tudi na take z bolj
kompleksno lipidno sestavo (POPC:SM:CHOL in EM). Protein j iz bakterije C. gleum je
prisoten v usedlini v vseh razmerah, vendar ga je ve¢ ob prisotnosti EM. Protein | oziroma
protein Torso-like iz vinske musSice je v vseh razmerah, razen ob dodatku EM, samo v
supernatantu (sl. 26).
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Slika 26: Preucevanje interakcij med izbranimi proteini MACPF in liposomi, ki smo jih dodali po sintezi z
in vitro transkripcijo-translacijo, z afinitetno lo¢bo z magnetnimi kroglicami oznac¢enimi s streptavidinom.
Imunodetekcija po prenosu western. a-u, oznake proteinov iz pregl. 11; prvi stolpec, oznadevalec
molekulskih mas v kDa; Cel, celokupna koli¢ina proteina, uporabljenega v poskusu; U in S, usedlina in
supernatant po afinitetni lo¢bi z magnetom; - lip, kontrola poskusa brez dodanih liposomov; PC, veliki
unilamelarni vezikli (LUV)-POPC:BC-PE = 50:1; PC:SM:CH, LUV-POPC:SM:CHOL:BC-PE =
27:21:50:2; EM, multilamelarni vezikli iz govejih eritrocitnih membran. Vsa lipidna razmerja so v mol/mol.
Koncentracija fosfolipidov izhodnih liposomov je bila naslednja: PC, ~ 1 mg/ml, PC:SM:CH, ~ 0,5 mg/ml
in EM, ~ 1,1 mg/ml. Pus¢ice oznacujejo predvidene pozicije proteinov.

Figure 26: The study of the interactions of selected MACPF proteins with liposomes by affinity separation
using streptavidin-labelled magnetic beads. Liposomes were added after the synthesis with in vitro
transcription-translation (IVTT) system. Immunodetection after Western blot. a-u, protein marks from tab.
11; first column, molecular weight size marker in kDa; Cel, the total amount of protein used in the
experiment; U, pellet, and S supernatant after affinity separation with a magnet; - lip, a control of the
experiment without liposomes added; PC, large unilamellar vesicles (LUV)-POPC:BC-PE = 50:1;
PC:SM:CH, LUV-POPC:SM:CHOL:BC-PE =~ 27:21:50:2; EM, multilamellar vesicles from bovine
erythrocyte membranes. All lipid ratios are in mol/mol. The concentration of phospholipids in the liposomes
was as follows: PC, ~ 1 mg/ml, PC:SM:CH, ~ 0.5 mg/ml and EM, ~ 1.1 mg/ml. The arrows indicate the
expected positions of the proteins.
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4.1.2.5.2 Dodatek liposomov ob zacetku sinteze

Pri tej razli¢ici preucevanja interakcij proteinov z lipidnimi membranami s pomocjo
afinitetne lo¢be z magnetnimi kroglicami smo preverjali u¢inek prisotnosti liposomov ob
zaCetku sinteze proteinov na intenziteto interakcije z lipidnimi vezikli. Proteine smo
sintetizirali s sistemom IVTT enako kot prej, le da smo pri pripravi reakcijske meSanice
vodo nadomestili z i) LUV-POPC:SM:CHOL:BC-PE, ii) LUV-POPC:BC-PE, iii) MLV-
EM:BC-PE, iv) pufrom PBS (kontrola poskusa). Reakcijsko mesanico IVVT smo nato
inkubirali z magnetnimi kroglicami, oznac¢enimi s streptavidinom in s pomoc¢jo magneta
lo¢ili usedlino od supernatanta in frakcij po spiranju.

Poleg Eqtll, ki nam je zopet rabil za kontrolo, smo poskus izvedli Se s proteinoma z
oznako j in I, s konstruktom u, ter s krajsima fragmentoma proteina | (Tsl) m (domena
MACPF) in n (N-terminalni del proteina).

Za razliko od prej$njega poskusa z Eqtll, kjer smo liposome dodali po sintezi (sl. 25), je
bil pri kontroli prakti¢no ves Eqtll v supernatantu. Nasprotno pa je bil v primeru, ko smo
k reakcijski mesanici dodali MLV-EM, ves Eqtll v usedlini. Najve¢ EqtIl smo izrazili ob
dodatku LUV-POPC:SM:CH, na katere se je vezal skoraj ves protein (sl. 27).
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Slika 27: Vezava ekvinatoksina Il (Eqtll) na liposome, ki smo jih dodali ob zaetku sinteze s sistemom in
vitro transkripcije-translacije (IVTT). Kontrola sistema preucevanja interakcij med proteini in lipidnimi
membranami z afinitetno lo¢bo s streptavidinom ozna¢enimi magnetnimi kroglicami. Imunodetekcija po
prenosu western. Prvi stolpec, ozna¢evalec molekulskih mas v kDa; Cel, celokupna koli¢ina proteina,
uporabljenega v poskusu; U in S, usedlina in supernatant po afinitetni lo¢bi z magnetom; - lip, kontrola
poskusa brez dodanih veziklov; PC:SM:CH, veliki unilamelarni vezikli iz POPC:SM:CHOL:BC-PE =
27:21:50:2 (razmerje mol/mol)); EM, multilamelarni vezikli iz govejih eritrocitnih membran. Koncentracija
fosfolipidov v liposomih v IVTT reakcijski meSanici je bila ~ 0,35 mg/ml za PC:SM:CH in EM. Pus¢ica
oznacuje predvideno pozicijo proteina.

Figure 27: The study of equinatoxin Il (Eqtll) binding to liposomes by affinity separation with streptavidin-
labelled magnetic beads. Liposomes were added at the beginning of the synthesis with in vitro transcription-
translation (IVTT) system. Immunodetection after Western blot. The first column, molecular weight size
marker in kDa; Cel, the total amount of protein used in the experiment; U and S, pellet and supernatant,
respectively, after affinity separation with a magnet; - lip, a control of the experiment without added
vesicles; PC:SM:CH, large unilamellar vesicles (LUV)-POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2 (mol/mol
ratio)); EM, multilamellar vesicles from bovine erythrocyte membranes. The concentration of
phospholipids in the liposomes in IVTT reaction was ~ 0.35 mg/ml for PC:SM:CH and EM. The arrow
indicates the expected position of the protein.
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Protein j je, podobno kakor prej (sl. 26), v usedlini z MLV-EM, ter $e posebej v usedlini
z LUV-POPC:SM:CHOL, medtem ko smo ga pri kontroli zaznali samo v supernatantu
(sl. 28). Tsl (1) smo nasli v usedlini v vseh razmerah, vendar ga je ve¢ v usedlinah veziklov
kompleksne lipidne sestave. Domena MAPCEF proteina Tsl (m) je podobno kakor zrel
protein Tsl samo v usedlini z LUV-POPC:SM:CHOL in MLV-EM, medtem ko je v
usedlini LUV-POPC v zelo nizkih koli¢inah, v usedlini kontrole brez veziklov pa je ni.
Problem detekcije okoli 10-15 kDa proteinov s Penta-His mAb pri tej metodi je
nespecifi¢na vezava protiteles na ~ 10-15 kDa protein iz magnetnih kroglic (glej ~ 10-15
kDa liso pri proteinih z oznako f in i na sliki 26). N-terminalni del proteina Tsl (n) po
lo¢bi z NaDS-PAGE prepotuje enako razdaljo kot protein iz magnetnih kroglic, zato z
imunodetekcijo s Penta-His mADb po prenosu western ne moremo loc¢iti med enim in
drugim proteinom. Vseeno pa lahko s primerjanjem intenzitete lis usedlin sklepamo, da
se n najbolj intenzivno veze na MLV-EM in nekoliko bolj intenzivno Se na LUV-
POPC:SM:CHOL v primerjavi s kontrolama brez veziklov in LUV-POPC. Domena
APC-B apikompleksnega proteina PfPLP4, u, se veze na liposome kompleksne lipidne
sestave.
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Slika 28: Preucevanje vezave izbranih proteinov MAPCF na liposome, ki smo jih dodali ob za¢etku sinteze
s sistemom in vitro transkripcije-translacije (IVTT) z afinitetno lo¢bo s streptavidinom oznacenimi
magnetnimi kroglicami. Imunodetekcija po prenosu western. j-u, oznake proteinov iz pregl. 11; prvi
stolpec, ozna¢evalec molekulskih mas v kDa; Cel, celokupna koli¢ina proteina, uporabljenega v poskusu;
U in S, usedlina in supernatant po afinitetni lo¢bi z magnetom; - lip, kontrola poskusa brez dodanih
veziklov; PC, veliki unilamelarni vezikli (LUV)-POPC:BC-PE = 50:1; PC:SM:CH, LUV-
POPC:SM:CHOL:BC-PE ~ 27:21:50:2; EM, MLV iz govejih eritrocitnih membran. Vsa lipidna razmerja
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so v mol/mol. Koncentracija fosfolipidov v liposomih v reakcijski mesanici IVTT je bila ~0,8 mg/ml za
PC, ter ~ 0,35 mg/ml za PC:SM:CH in EM. Pus¢ice oznacujejo predvidene pozicije proteinov.

Figure 28: The study of the interactions of selected MACPF proteins with liposomes by affinity separation
with streptavidin-labelled magnetic beads. Liposomes were added at the beginning of the synthesis with in
vitro transcription-translation (IVTT) system. Immunodetection after Western blot. j-u, protein marks from
tab. 11; first column, molecular weight size marker in kDa; Cel, the total amount of protein used in the
experiment; U, pellet, and S, supernatant after affinity separation with a magnet; - lip, a control of the
experiment without added vesicles; PC, large unilamellar vesicles (LUV)-POPC:BC-PE = 50:1;
PC:SM:CH, LUV-POPC:SM:CHOL:BC-PE =~ 27:21:50:2; EM, MLV from bovine erythrocyte membranes.
All lipid ratios are in mol/mol. The concentration of phospholipids in the liposomes in the IVTT reaction
was as follows: PC, ~ 0.8 mg/ml and ~ 0.35 mg/ml for PC:SM:CH and EM. The arrows indicate the
expected positions of the proteins.

4.1.3 Protein Torso-like

Protein Torso-like (Tsl) je eden izmed najmanj$ih znanih proteinov MACPF. Vecino
proteina predstavlja domena MACPF, poleg te pa protein vsebuje Se N-terminalno regijo
s signalnim peptidom (sl. 29).

Slika 29: Domenska arhitektura proteina Torso-like. Modro, signalni peptid; rdece, domena MACPF.

Figure 29: Domain arhitecture of the Torso-like protein. Blue, signal peptide; red, MACPF domain.

Tsl je vpleten v razvoj terminalnih struktur zarodka in kasneje v razvoju vinske musice,
vendar molekularni mehanizem njegovega delovanja Se ni pojasnjen (Stevens in sod.,
1990; Grillo in sod., 2012). Z namenom, da bi osvetlili vlogo Tsl v razvoju, smo v
nadaljnjih poskusih preu¢evali mehanizem interakcije Tsl z lipidnimi membranami. Ta je
zanimiv tudi zaradi preucCevanja pomena domene MACPF pri interakcijah z
membranami. Do zdaj opisani proteini MACPF za vezavo na membrano potrebujejo
dodatne domene, kot je npr. domena C2 pri perforinu (Voskoboinik in sod., 2005), ali pa
dodatne proteine, kot je npr. OlyA v primeru PlyB (Ota in sod., 2013). Glede na rezultate
vezave Tsl na liposome (poglavje 4.1.2.5) in raziskav Stevens in sod. (2003), kjer so
opazili, da se Tsl veze na hidrofobno vitelinsko membrano na notranjem sloju jajéne
lupine, se Tsl o¢itno povezuje z membranami na drugacen nacin kakor do zdaj opisani
proteini MACPF

4.1.3.1 Izrazanje Tsl

Zrelo obliko proteina Tsl smo izrazali v brezceliCnem sistemu sinteze z in Vitro
transkripcijo-translacijo in v sesalskih celicah. Sistem IVTT, ki smo ga uporabljali za
izrazanje proteinov MACPF, smo pridobili iz lizata bakterij E. coli, zato ni najbolj
primeren za izrazanje evkariontskih proteinov, saj ne omogoca posttranslacijskih
modifikacij proteinov kot sta nastanek disulfidnih mostickov in glikozilacija. Poleg tega
IVTT ne vsebuje molekularnih Saperonov, ki pomagajo pri pravilnem zvijanju
nastajajoCega proteina. TSl vsebuje en cistein, s katerim bi lahko tvoril intermolekularni
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disulfidni mosticek, in Sest asparaginov, preko katerih bi se lahko pritrdili glikani. V
Studiji identifikacije N-glikozilacije proteinov iz centralnega zivénega sistema vinske
musice D. melanogaster so Koles in sod. (2007) ugotovili, da je Tsl N-glikoziliran preko
asparagina na mestu 246.

4.1.3.1.1 Izrazanje Tsl v sesalskih celicah

Tsl smo poskusili sintetizirati v ¢loveskih embrionalnih ledvi¢nih celicah HEK293T s
prehodnim izrazanjem gena tsl v vektorju pHLsec (poglavje 3.2.2.2). S tem ekspresijskim
sistemom in vektorjem so kolegi iz raziskovalne skupine prof. dr. Roberta Gilberta iz
Oxforda uspes$no izrazili nekatere druge proteine MACPF. Po izrazanju v majhnem
obsegu smo nivo ekspresije Tsl preverili z imunodetekcijo po prenosu western (sl. 30).
Vedji del proteina je bil znotraj celic, majhna koli¢ina pa se je izlocila v medij. To
namiguje, da se je del proteina sintetiziral v pravilno zvito obliko, saj naj bi sekrecija
zagotavljala optimalno okolje za zvitje in/ali stabilnost proteina.

kDa kDa

s v
100 - 100 — &%
60 - 60 - ‘
40 —0‘4 40 - <
30 - = 30 - =
20 - 20 - =
10 - 10 - &

Slika 30: IzraZanje zrelega proteina Torso-like (Tsl) s heksahistidinsko oznako v celicah HEK293T v
majhnem obsegu s prehodnim izraZanjem gena tsl v pHLsec vektorju. Imunodetekcija po prenosu western.
Levo, celice in desno, medij po ekspresiji. Prvi stolpec, oznaevalec molekulskih mas v kDa.
Kemiluminiscentni signal smo detektirali s pomocjo fotografskega filma. S puséico so oznacene predvidene
pozicije Tsl.

Figure 30: Small-scale expression of mature Torso-like (Tsl) with hexahistidine tag in HEK293T cells with
transient expression of tsl gene in pHLsec plasmid. Immunodetection after Western blot. Left, cells and
right, medium after expression. The first column, molecular weight size marker in kDa. Chemiluminescent
signal was detected with photographic film. The arrow indicates the expected position of the expressed Tsl.

Za optimizacijo ekspresije smo pripravili razli¢ico gena tsl ter 5 krajsih tsl konstruktov z
zapisom za 8 histidinov, ki smo jih klonirali v vektor pHLsec (pregl. 4 in 8). Nivo
ekspresije v majhnem obsegu je bil podoben ali manjsi kakor v primeru Tsl s
heksahistidinsko oznako (sl. 31).
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Slika 31: Izrazanje Torso-like (Tsl) konstruktov z oktahistidinsko oznako v HEK293T v majhnem obsegu
s prehodnim izraZanjem konstruktov gena tsl v pHLsec vektorju. Imunodetekcija po prenosu western. Levo,
celice in desno, medij po ekspresiji. Prvi stolpec, ozna¢evalec molekulskih mas v kDa. Crkovne oznake
pod grafom so iz pregl. 11 - 1, zrel Tsl; m, domena MACPF proteina Tsl; n, N-terminalni konec proteina
Tsl. Stevilke v podpisanem nadinu kazejo, za koliko aminokislin z N-terminalnega konca je krajsi kon¢ni
proteinski konstrukt (-18, -30 in -60 AK). Kemiluminiscentni signal smo zaznali s pomo¢jo digitalnega
sistema za zajem slik.

Figure 31: Small-scale expression of Torso-like (Tsl) constructs with octahistidine tag in HEK293T cells
with transient expression of tsl gene in pHLsec plasmid. Immunodetection after Western blot. Left, cells
and right, medium after expression. The first column, molecular weight size marker in kDa. The letter
marks bellow the fig. are from tab. 11 — I, mature Tsl; m, Ts| MACPF domain; n, N-terminal region of Tsl.
The numbers in the subscript mode denote for how many amino acids from the N-terminus the construct is
shorter than the mature Tsl. Chemiluminescent signal was detected with photographic film.

Nivoja ekspresije nam z dodatnimi konstrukti ni uspelo izboljsati, zato smo ekspresijo v
ve¢jem obsegu izvedli s prvotnim, zrelim proteinom Tsl s heksahistidinsko oznako. Po
gojenju smo Tsl iz gojis¢a izolirali s pomocjo IMAC kromatografije in ovrednotili nivo
sintetiziranega proteina z NaDS-PAGE in prenosom western (sl. 32). Na kolono se je
nespecifi¢no vezal okoli 70 kDa velik protein, najverjetneje goveji serumski albumin, ki
ga je v gojiscu celiénih kultur najve¢. Lisa, ki ustreza polozaju Tsl, je zelo §ibka. Sintezo
Tsl smo sicer uspeli potrditi s prenosom western, vendar je bila ta izredno Sibka, saj Smo
protein zaznali zgolj v koncentratu zbranih eluiranih frakcij po ultrafiltraciji.
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Slika 32: Izrazanje zrelega proteina Torso-like (Tsl) s heksahistidinsko oznako v HEK293T v ve¢jem
obsegu s prehodnim izrazanjem gena tsl v pHLsec vektorju. Levo, NaDS-PAGE; desno, imunodetekcija po
prenosu western. Prvi stolpec, ozna¢evalec molekulskih mas v kDa; M, medij celi¢ne kulture; P, preto¢ne
frakcije medija celi¢nih kultur po izstopu iz IMAC kolone; S, frakcije po spiranju s pufrom za spiranje; E,
frakcije po spiranju z elucijskim pufrom; K, koncentrat zbranih eluiranih frakcij po ultrafiltraciji.
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Kemiluminiscentni signal smo detektirali s pomo¢jo fotografskega filma. S puséico je oznacena predvidena
pozicija Tsl proteina.

Figure 32: Large-scale expression of mature Torso-like (Tsl) with hexahistidine tag in HEK293T cells with
transient expression of tsl gene in pHLsec plasmid. Left, SDS-PAGE; rigth, immunodetection after Western
blot. The first column, molecular weight size marker in kDa; M, cell culture medium; P, flow-through
fractions; S, wash fractions; E, elution fractions from the IMAC column; K, combined elution fractions and
concentrated by ultrafiltration. Chemiluminescent signal was detected with photographic film. The arrow
indicates the expected position of the expressed proteins.

4.1.3.1.2 Izrazanje Tsl z in vitro transkripcijo-translacijo

Kljub pomanjkljivostim sistema IVTT iz lizata E. coli za produkcijo evkariontskih
proteinov smo uspeli sintetizirati ve¢ topnega Tsl proteina kakor v sesalskih celicah v ~
1000 x manjsih volumnih. Proteinsko liso, ki ustreza velikosti proteina Tsl, smo opazili
ze po barvanju NaDS-PAGE gela s Commassie modrim barvilom. Da gre za protein Tsl,
smo potrdili z imunodetekcijo po prenosu western. Vecina Tsl tvori agregate, Ki se
posedejo po centrifugiranju (sl. 24 in 33).
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Slika 33: Analiza sinteze proteina Torso-like (Tsl) s sistemom in vitro transkripcije-translacije (IVTT).
Levo, NaDS-PAGE; desno, prenos western. Prvi stolpec, oznacevalec molekulskih mas v kDa; Cel, celotha
reakcijska meSanica IVTT; U in S, usedlina in supernatant celotne reakcijske meSanice IVTT po
centrifugiranju (1 min, 13200 vrt./min); -DNK, reakcijska mes$anica IVTT brez dodatka plazmidne DNK z
genom za Tsl; +DNK, reakcijska meSanica IVTT z dodatkom plazmida pET8c z vstavljenim genom za Tsl.
Puscica oznacuje predvideno pozicijo proteina Tsl.

Figure 33: Analysis of Tsl expression with in vitro transcription-translation (IVTT) system. Left, SDS-
PAGE; right, Western blot. The first column, molecular weight size marker in kDa; Cel, total IVTT reaction
mixture; U and S, pellet the supernatant, respectively, after centrifugation (1 min, 13.200 rpm); -DNK,
IVTT reaction mixture without plasmid DNA for Tsl expression; +DNK, IVTT reaction mixture with
PET8c plasmid with inserted gene for Tsl. The arrow indicates the expected position of the expressed Tsl.
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Pri preucevanju interakcij proteina Tsl z lipidnimi membranami s pomocjo afinitetne
lo¢be z magnetnimi kroglicami smo opazili, da je stopnja vezave Tsl na lipidne membrane
vedja, ¢e liposome dodamo ob zacetku sinteze (sl. 34 in poglavji 4.1.2.5.1in 4.1.2.5.2).
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Slika 34: Vpliv dodatka majhnih unilamelarnih veziklov (SUV) po koncu ali ob zaletku sinteze s sistemom
in vitro transkripcije-translacije (IVTT) na stopnjo vezave proteina Torso-like (Tsl) na vezikle.
Imunodetekcija po prenosu western. Prvi stolpec, ozna¢evalec molekulskih mas v kDa; U in S, usedlina in
supernatant po afinitetni lo¢bi z magnetom. Brez (-lip) in z (+SUV) dodatkom SUV k IVTT reakcijski
mesanici po sintezi (t=12h) ali ob zacetku sinteze (t=0). SUV so bili sestavljeni iz meSanice sinteti¢nih
lipidov POPC:SM:CHOL:BC-PE v razmerju 27:21:50:2 (mol/mol)). Koncentracija fosfolipidov v SUV v
reakcijski meSanici IVTT je bila ~ 0,14 mg/ml. Pus¢ica oznacuje predvideno pozicijo proteina Tsl.

Figure 34: The impact of addition of small unilamellar vesicles (SUV) after or at the beginning of the
synthesis with in vitro transcription-translation (IVTT) system on the expression levels of Torso-like
protein (Tsl) and on the degree of Tsl binding to the vesicles. Immunodetection after Western blot. The first
column, molecular weight size marker in kDa; U and S, pellet the supernatant, respectively, after affinity
separation with a magnet. Without (-lip) and with (+SUV) the addition of SUV to the IVTT reaction mixture
after synthesis (t=12h) or at the beginning of the synthesis of (t = 0). SUV were composed of a mixture of
synthetic lipids POPC:SM:CHOL:BC-PE in molar ratio 27:21:50:2. The concentration of phospholipids in
SUV in the IVTT reaction mixture was ~ 0.14 mg/ml. The arrow indicates the expected position of the
expressed Tsl.

4.1.3.2 Odvisnost velikosti in koli¢ine liposomov na vezavo s Tsl

Afinitetno loc¢bo s streptavidinom oznacenimi magnetnimi kroglicami smo v nadaljnjih
korakih uporabili za opis narave interakcije Tsl z lipidnimi membranami. Najprej smo
preucili vpliv velikosti liposomov na vezavo s Tsl. 1z MLV, ki smo jih pripravili iz
mesanice sinteticnih lipidov (POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2 (razmerje
mol/mol)), smo s sonikacijo pripravili SUV s premerom ~ 90 nm, z ekstruzijo skozi
membrane z velikostjo por 100, 200 in 400 nm pa smo pripravili LUV s premerom ~ 150,
170 in 450 nm (velikosti premera so povpre¢ne vrednosti intenzitete treh neodvisnih
poskusov, ki smo jih pomerili z DLS (poglavje 3.2.7.4). Glej pregl. 13 za podrobnosti).
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Preglednica 13: Velikost (premer) liposomov, ki smo jo pomerili z dinami¢nim sipanjem svetlobe. Majhne
unilamelarne vezikle (SUV) smo pripravili s sonikacijo, velike unilamelarne vezikle (LUV) pa smo
ekstrudirali skozi membrane z velikostjo por 100, 200 in 400 nm. Velikosti premera liposomov so izraZene
s povpre¢jem intenzitete signala (Ipovp), iz katere program izraCuna relativno koli¢ino posameznih
velikostnih razredov snovi v raztopini glede na njihovo Stevilo (Npovp) in volumen (Vpovp). Pdl, (ang.
polydispersity index) merilo razprienosti velikostne porazdelitve. N = 3.

Table 13: Size (diameter) of liposomes measured with the dynamic light scattering. Small unilamellar
vesicles (SUV) were prepared with sonication and large unilamellar vesicles (LUV) were extruded through
membranes with 100, 200 and 400 nm pores. Nmean, Imean @Nd Vmean are mean number, intensity and volume
of samples, respectively; Pdl, polydispersity index. N=3

Vzorec Ipovp Npovp Vpovp Pdl

SUV 89 £ 8 46+ 7 63+9 0,14+ 0,02
LUV100 151+4 107+3 140+ 4 0,08 £ 0,02
LUV200 171 +£7 124 £ 10 166 £9 0,1 £0,04

LUVa00 455 £ 153 114 £47 1814+ 1158 0,27 £ 0,06

Vezikle smo dodali k reakcijski mesanici IVTT ob zacetku sinteze in z imunodetekcijo
po prenosu Western analizirali koli¢ino Tsl v usedlini in supernatantu po afinitetni locbi
z magnetnimi kroglicami. Rezultati nakazujejo, da je stopnja vezava Tsl veéja v primeru
najmanjsih liposomov (SUV) (sl. 35).
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Slika 35: Vezava proteina Torso-like (Tsl) na liposome v odvisnosti od njihove velikosti. Levo,
imunodetekcija po prenosu western. Prvi stolpec, oznacevalec molekulskih mas v kDa; U in S, usedlina in
supernatant po afinitetni locbi z magnetom. Brez (-lip) in z (+SUV/LUV) (SUV, majhni unilamelarni
vezikli; LUV, veliki unilamelarni vezikli) dodatkom liposomov razli¢nih velikosti k reakcijski mesanici in
vitro transkripcije-translacije (IVTT) ob zacetku sinteze. Pusica oznacuje predvideno pozicijo proteina
Tsl. Desno, graf, ki prikazuje povpreéno relativno koli¢ino Tsl in standardni odklon v usedlini ob dodatku
liposomov v primerjavi s kontrolo (pufer PBS) (N=2). Liposomi so bili sestavljeni iz mesanice sinteti¢nih
lipidov POPC:SM:CHOL:BC-PE v razmerju 27:21:50:2 (mol/mol)). Koncentracija fosfolipidov v
liposomih v IVTT reakcijski meSanici je bila ~ 0,24 + 0,02 mg/ml.

Figure 35: Binding of a Torso-like protein (Tsl) to the liposomes as a function of their size. Left,
immunodetection after Western blot. The first column, molecular weight size marker in kDa; U and S,
pellet and supernatant, respectively, after affinity separation with a magnet. Without (-lip) and with
(+SUV/LUV) (SUV, small unilamellar vesicles; LUV, large unilamellar vesicles) the addition of liposomes
of various sizes to the in vitro transcription-translation (IVTT) reaction mixture at the beginning of the
synthesis. The arrow indicates the expected position of the expressed Tsl. Right, fold increase of Tsl amount
in pellets of liposomes compared to control (PBS buffer). Liposomes were composed of a mixture of
synthetic lipids POPC:SM:CHOL:BC-PE in a molar ratio of 27:21:50:2. The concentration of
phospholipids in liposomes in the IVTT reaction mixture was ~ 0.24 + 0.02 mg/ml.
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S podobnim poskusom smo preverili Se vpliv koli¢ine veziklov na vezavo s Tsl. SUV
smo serijsko red¢ili in dodali k zacetku reakcije IVTT. Iz intenzitet lis v usedlini po
afinitetni locbi s streptavidinom oznacenimi kroglicami je razvidno, da je vezava Tsl na
liposome proporcionalna koli¢ini liposomov (sl. 36).
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Slika 36: Vezava proteina Torso-like (Tsl) na liposome v odvisnosti od njihove koncentracije. Levo,
Imunodetekcija po prenosu western. Prvi stolpec, ozna¢evalec molekulskih mas v kDa; U in S, usedlina in
supernatant po afinitetni lo¢bi z magnetom; -lip, kontrola brez liposomov; koli¢ina majhnih unilamelarnih
veziklov (SUV) (POPC:SM:CHOL:BC-PE ~ 27:21:50:2 (razmerje mol/mol)) naras¢a od leve proti desni
(koncentracija fosfolipidov v SUV v reakcijski meSanici in vitro transkripcije-translacije od leve proti desni
je bila: 0,014, 0,03, 0,07 in 0,14 mg/ml). Pus¢ica oznacuje predvideno pozicijo proteina Tsl. Desno, graf
odvisnosti intenzitete signala na liposome vezanega Tsl v odvisnosti od koli¢ine liposomov.

Figure 36: Binding of a Torso-like protein (Tsl) to the liposomes as a function of their concentration. Left,
Immunodetection after Western blot. The first column, molecular weight size marker in kDa; U and S,
pellet and supernatant, respectively, after affinity separation with a magnet; -lip, a control of the experiment
without the addition of liposomes; concentration of small unilamellar vesicles SUV (POPC:SM:CHOL:BC-
PE ~ 27:21:50:2 (mol/mol ratio)) increases from left to right (the concentration of phospholipids in SUV in
the in vitro transcription-translation reaction mixture from left to right was: 0,014, 0.03, 0.07 and 0.14
mg/ml). The arrow indicates the expected position of the expressed Tsl. Right, dependence of signal
intensities of liposome-bound Tsl on the amount of liposomes.

4.1.3.3 Ireverzibilna in nespecifi¢na vezava na lipidne membrane

Za oceno jakosti vezave Tsl na liposome smo izvedli prekono¢no sintezo Tsl s sistemom
IVTT v prisotnosti biotiniliranih SUV (POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2 (razmerje
mol/mol)), nato pa meSanici po sintezi dodali prebitek ne-biotiniliranih SUV
(POPC:SM:CHOL = 27:22:51). Po polurni inkubaciji s stresanjem smo s pomocjo
afinitetne loCbe s streptavidinom oznacenimi magnetnimi kroglicami lo¢ili usedlino od
supernatanta in z imunodetekcijo po prenosu western analizirali frakcije. Intenziteta lise
proteina Tsl v usedlini ob dodatku biotiniliranih SUV (+SUV) se ne zmanj$a ob dodatku
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vecje koli¢ine ne-biotiniliranih SUV (+SUV+ @SUV), kar kaze, da se Tsl stabilno veze
na liposome (sl. 37).
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Slika 37: Ireverzibilna vezava proteina Torso-like (Tsl) z liposomi. Imunodetekcija po prenosu western.
Prvi stolpec, oznaéevalec molekulskih mas v kDa; U in S, usedlina in supernatant po afinitetni lo¢bi z
magnetom; -lip, kontrola brez liposomov; +, dodatek biotiniliranih majhnih unilamelarnih veziklov (SUV)
(+SUV) oziroma nebiotiniliranih SUV (+@SUV) k reakcijski mesanici in vitro transkripcije-translacije
(IVTT); +SUV+@SUV, sinteza Tsl v prisotnosti biotiniliranih SUV in dodatek ne-biotiniliranih SUV
naslednji dan po sintezi. SUV so bili sestavljeni iz me$anice sinteti¢nih lipidov (POPC:SM:CHOL:BC-PE
~ 27:21:50:2 (razmerje mol/mol)). Koncentracija fosfolipidov v SUV v IVTT reakcijski mesanici je bila ~
0,8 mg/ml (+SUV) oziroma ~ 0,85 mg/ml (+@SUV). Konéna koncentracija nebiotiniliranih SUV v
presezku v vzorcu s TSL in biotiniliranimi SUV je bila ~ 1,75 mg/ml (kon¢na koncentracija biotiniliranih
SUV v istem vzorcu pa ~ 0,35 mg/ml). Puséica oznacuje predvideno pozicijo proteina Tsl.

Figure 37: Irreversible binding of Torso-like protein (Tsl) to liposomes. Immunodetection after Western
blot The first column, molecular weight size marker in kDa; U and S, pellet and supernatant, respectively,
after affinity separation with a magnet; -lip, a control of the experiment without the addition of small
unilamellar vesicles (SUV); +, the addition of biotinylated SUV (+SUV) or non-biotinylated SUV
(+@SUV) to IVTT reaction mixture; +SUV +@SUV, synthesis of TSL in the presence of biotinylated SUV
and the addition of non-biotinylated SUV after synthesis. SUV were composed of a mixture of synthetic
lipids (POPC:SM:CHOL:BC-PE ~ 27:21:50:2 (mol/mol ratio)). The concentration of phospholipids in
SUV in the IVTT reaction mixture was ~ 0.8 mg/ml (+SUV) and ~ 0.85 mg/ml (+@SUV). The final
concentration of non-biotinylated SUV in the superabundance in the sample with Tsl and biotinylated SUV
was ~ 1.75 mg/ml (the final concentration of biotinylated SUV in the same sample was ~ 0.35 mg/ml). The
arrow indicates the expected position of the expressed Tsl.

Z uporabo afinitetne locbe s streptavidinom oznafenimi magnetnimi kroglicami smo
preverili $e lipidno specifi¢nost interakcije Tsl z liposomi. V ta namen smo pripravili
liposome z razli¢no lipidno sestavo, in sicer taksne, ki so vsebovali zgolj enega ali dva
sinteticna lipida in take, ki smo jih pripravili iz kompleksnih lipidnih mesanic. Pri slednjih
smo poleg LUV-POPC:SM:CHOL:BC-PE ~27:21:50:2 (razmerje mol/mol), ki v grobem
predstavljajo lipidno sestavo plazmaleme eritrocitov in MLV-EM iz eritrocitnih membran
pripravili $e liposome s podobno lipidno sestavo kakor v membranah embrija zuzelke
Drosophila melanogaster, a brez sfingolipidov (vinska musica vsebuje v svojih
membranah kompleksne glikosfingolipide in fosfoetanolamin ceramid za razliko od
sfingomielina, ki ga najdemo v membranah sesalcev (Rietveld in sod., 1999)
(PE:POPC:Ergosterol:PI:Ceramid:BC-PE ~ 57,3:20:3,8:11,4:5,5:2 (razmerje mol/mol))
(P1, fosfatidilinozitol) (Guan in sod., 2013). Vezava je bila najnizja v primeru liposomov
iz POPC in POPC:SM. Tsl je najve¢ v usedlinah z liposomi iz SM in v tistih iz
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kompleksnih lipidnih mesanic. Na te se je Tsl vezal s podobno intenziteto, kar kaze, da
se Tsl veze na liposome nespecificno, neodvisno od lipidne sestave membran (sl. 38).
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Slika 38: Vezava proteina Torso-like (Tsl) na liposome razli¢nih lipidnih sestav. Imunodetekcija po prenosu
western. Prvi stolpec obeh sl., oznaéevalec molekulskih mas v kDa; U in S, usedlina in supernatant po
afinitetni lo¢bi z magnetom; -lip, kontrola brez veziklov; PC, veliki unilamelarni vezikli (LUV)-POPC:BC-
PE = 50:1; SM, LUV-SM:BC-PE = 50:1; PC:SM, LUV-POPC:SM:BC-PE =~ 54:44:2; PC:SM:CH, LUV
(sl. levo) oziroma SUV (majhni unilamelarni vezikli) (sl. desno) - POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2;
EM, multilamelarni vezikli iz govejih eritrocitnih membran; Dmel, SUV s podobno lipidno sestavo kot v
membranah embrija Zzuzelke Drosophila melanogaster-PE:POPC:Ergosterol:Pl:Ceramid:BC-PE =~
57,3:20:3,8:11,4:5,5:2. Vsa lipidna razmerja so v mol/mol. Koncentracije fosfolipidov v liposomih v
reakcijski meSanici in vitro transkripcije-translacije: POPC, ~ 0,65 mg/ml; SM, ~ 0,35 mg/ml; POPC:SM,
~ 0,5 mg/ml; POPC:SM:CH, 0,1 mg/ml (levo) in 0,8 mg/ml (desno); EM, ~ 0,25 mg/ml; Dmel, ~ 0,45
mg/ml. Pus¢ica oznacuje predvideno pozicijo proteina Tsl.

Figure 38: Binding of Torso-like protein (Tsl) to liposome with different lipid compositions.
Immunodetection after Western blot. The first column, molecular weight size marker in kDa; U and S,
pellet and supernatant, respectively, after affinity separation with a magnet; - lip, a control of the
experiment without added vesicles; PC, large unilamellar vesicles (LUV)-POPC:BC-PE ~ 50:1; SM, LUV-
SM:BC-PE = 50:1; PC:SM, LUV-POPC:SM:BC-PE = 54:44:2; PC:SM:CH, LUV (fig. left) or SUV (small
unilamellar vesicles) (fig. right) - POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2; EM, multilamellar vesicles from
bovine erythrocyte membranes; Dmel, SUV composed of representative membrane lipids of Drosophila
melanogaster embryo - PE:POPC:Ergosterol:Pl:Ceramid:BC-PE =~ 57.3:20:3.8:11.4:5.5:2. All lipid ratios
are in mol/mol. The concentrations of phospholipids in the liposomes in the in vitro transcription-translation
reaction mixture were as follows: PC, ~ 0.65 mg/ml; SM, ~ 0.35 mg/ml; PC: SM, ~ 0.5 mg/ml; PC: SM:
CH, 0.1 mg ml (left) and 0.8 mg/ml (right); EM, ~ 0.25 mg/ml; Dmel, ~ 0.45 mg/ml. The arrows indicate
the expected positions of the expressed Tsl.

Enak poskus, vendar z manj$im naborom liposomov razli¢nih lipidnih sestav, smo izvedli
Se z domeno MACPF in N-terminalno regijo Tsl proteina (konstrukta min n iz pregl. 11).
Domena MACPF proteina Tsl se veze na liposome sestavljene samo iz SM ali meSanice
POPC:SM:CHOL, ne pa na liposome sestavljene samo iz POPC ali POPC:SM (sl. 28 in
39).
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Zaradi navzkrizne reaktivnosti protiteles, ki smo jih uporabljali pri imunodetekciji, s
proteinom, ki ga vsebujejo magnetne kroglice oznacene s streptavidinom in Ki je enake
velikosti kot konstrukt n, pri slednjem iz rezultatov pridobljenih z uporabljeno metodo
nismo uspeli sklepati na lipidno specifi¢nost vezave.
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Slika 39: Vezava domene MACPF proteina Torso-like (konstrukt m iz pregl. 11) na liposome razli¢nih
lipidnih sestav. Imunodetekcija po prenosu western. Prvi stolpec, oznac¢evalec molekulskih mas v kDa; U
in S, usedlina in supernatant po afinitetni lo¢bi z magnetom; PC, veliki unilamelarni vezikli (LUV)-
POPC:BC-PE = 50:1; SM, LUV-SM:BC-PE =~ 50:1; PC:SM, LUV-POPC:SM:BC-PE = 54:44:2;
PC:SM:CH, LUV-POPC:SM:CHOL:BC-PE =~ 27:21:50:2. Vsa lipidna razmerja so Vv mol/mol.
Koncentracije fosfolipidov v liposomih reakcijski meSanici in vitro transkripcije-translacije: PC, ~ 0,65
mg/ml; SM, ~ 0,55 mg/ml; PC:SM, ~ 0,5 mg/ml; PC:SM:CH, ~ 0,1 mg/ml. Pus¢ica oznacuje predvideno
pozicijo konstrukta m.

Figure 39: Binding of Torso-like MACPF domain (construct m from tab. 11) to liposomes with different
lipid compositions. Immunodetection after Western blot. The first column, molecular weight size marker
in kDa; U and S, pellet and supernatant, respectively, after affinity separation with a magnet; PC, large
unilamellar vesicles (LUV)-POPC:BC-PE = 50:1; SM, LUV-SM:BC-PE = 50:1; PC:SM, LUV-
POPC:SM:BC-PE = 54:44:2; PC:SM:CH, LUV - POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2. All lipid ratios
are in mol/mol. The concentrations of phospholipids in the liposomes in the in vitro transcription-translation
reaction mixture were as follows: PC, ~ 0.65 mg/ml; SM, ~ 0.55 mg/ml; PC: SM, ~ 0.5 mg/ml; PC: SM:
CH, ~ 0.1 mg/ml. The arrow indicates the expected position of the expressed construct m.

4.1.3.4 Flotacija v saharoznem gradientu

Za potrditev vezave Tsl z liposomi smo uporabili neodvisni poskus flotacije v saharoznem
gradientu (poglavje 3.2.7.3.2). Po ultracentrifugiranju vzorca reakcijske mesanice IVTT
s sintetiziranim Tsl in fluorescentno oznacenimi liposomi v saharoznem gradientu smo z
merjenjem fluorescence (poglavje 3.2.7.5) preverili, v katerih frakcijah so prisotni
liposomi, z imunodetekcijo po prenosu western pa v katerih frakcijah je Tsl. Liposomi so
se glede na velikost in sestavo v saharoznem gradientu razli¢no porazdelili. Vec¢ina (~ 70
%) LUV, sestavljenih iz POPC:SM:CHOL:NBD-PE = 27:21:50:2 (razmerje mol/mol)),
se je zbralo v zgornjem sloju, v obmo¢ju najnizje gostote. Tudi SUV z enako lipidno
sestavo je bilo najve¢ v zgornjem sloju, vendar je bila razporeditev bolj razprSena. V obeh
primerih je okrog 15-20 % liposomov ostalo v usedlini po centrifugiranju reakcijske
mesanice IVTT z namizno centrifugo (sl. 40). SUV s podobno lipidno sestavo kot v
membrani zarodka vinske musSice (PE:POPC:Ergosterol:Pl:Ceramid:NBD-PE =
57,3:20:3,8:11,4:5,5:2 (razmerje mol/mol)) je bilo najve¢ v spodnjem obmocju vecje
gostote (frakciji 1 in 2). Verjetno so zaradi nestabilnosti popokali (neprikazani rezultati).
Z merjenjem dinami¢nega sipanja svetlobe (DLS) smo izmerili velikost liposomov po

75



Mikelj M. Interakcije izbranih proteinov naddruzine MACPF/CDC z lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

pripravi, po sintezi z IVTT in v 5. frakciji po flotaciji v saharoznem gradientu z ali brez
Tsl. Liposomi v 5. frakciji po flotaciji imajo v primerjavi z izhodnimi vecji premer (za ~
20 % pri LUV oziroma za ~ 65 % pri SUV). Ta se ob prisotnosti Tsl poveca Se za dodatnih
~ 3 % pri LUV in okrog ~ 8 % pri SUV (velikosti premera so povpre¢ne vrednosti
Steviléno najbolj zastopanega velikostnega razreda liposomov v treh neodvisnih
poskusih) (sl. 40).
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Slika 40: Fluorescenca in velikost liposomov po flotaciji v saharoznem gradientu. Levo, delez velikih
(LUV) in majhnih (SUV) unilamelarnih veziklov v frakcijah po flotaciji v saharoznem gradientu (gostota
saharoze pada od spodnje frakcije 1 proti vrhnji, 5. frakciji) z in brez proteina Torso-like (Tsl). Prisotnost
veziklov v frakcijah smo dolo¢ili z merjenjem NBD-fluorescence. Graf prikazuje povpredje in standardni
odklon. Z zvezdico smo oznadili statisti¢no znacilno razliko med delezem veziklov v posamezni frakciji v
primerjavi z delezem veziklov v prvi frakciji brez proteina: *, p < 0,05; **, p < 0,01; *** p < 0,005. n = 3-
8. Desno, povprecna velikost premera Steviléno najbolj zastopanega razreda veziklov s standardnim
odklonom 3 do 14 neodvisnih poskusov. Velikost veziklov smo pomerili z dinami¢nim sipanjem svetlobe
po ekstruziji (LUV) oziroma sonikaciji (SUV) in po flotaciji v saharoznem gradientu z (TSL+LUV/SUV
fr. 5) in brez Tsl (LUV/SUV fr. 5). Liposomi so vsebovali POPC:SM:CHOL:NBD-PE =~ 27:21:50:2
(mol/mol). Koncentracija fosfolipidov v liposomih v reakcijski meSanici in vitro transkripcije-translacije je
bila okrog 0,4 £ 0,1 mg/ml za LUV ter ~ 1,1 £ 0,05 mg/ml za SUV.

Figure 40: Fluorescence and the size of liposomes after flotation assay. Left, the percentage of large and
small unilamellar vesicles (LUV and SUV, respectively) in fractions after flotation in sucrose gradient
(density of sucrose is highest in the 1%t fraction at the bottom and lowest in the top 5" fraction) with and
without Torso-like protein (Tsl). The presence of vesicles in the fractions was determined by measuring
NBD-PE fluorescence. Graph shows avarage and standard deviation. Asterisks marks statistical significant
difference between the amount of vesicles present in the individual fraction compared with the amount of
vesicles in the first fraction: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.005. n = 3-8. Rigth, average number size
distribution of liposomes diameter with standard deviation of 3 — 14 independant experiments. Diameter
size of vesicles was measured by dynamic light scattering after extrusion or sonication (LUV or SUV,
respectively) and after IVTT and flotation in the presence or absence of Tsl (TSL+LUV/SUV fr.5 or
LUV/SUV fr. 5, respectively). Liposomes were composed of a mixture of synthetic lipids
(POPC:SM:CHOL:NBD-PE ~ 27:21:50:2 (mol/mol ratio)). Phospholipid concentration in liposomes in the
IVTT reaction mixture was app. 0.4 + 0.1 mg/ml for LUV and app. 1.1 + 0.05 mg/ml for SUV. Frakcija,
fraction; usedlina, pellet; vzorec, sample; povp., average; velikost premera, diameter size.

Z analizo frakcij po flotaciji v saharoznem gradientu z imunodetekcijo smo detektirali Tsl
v vseh frakcijah ne glede na prisotnost liposomov (POPC.SM:CHOL:NBD-PE =
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27:21:50:2 (mol/mol)). Najvec Tsl je bilo v 1. in 2. frakciji, vendar je bil v ve€ini primerov
v omenjenih frakcijah prisoten ¢ez celoten stolpec, zato slednji nista bili primerni za
statisti¢no analizo. Opazili smo, da se je Tsl nespecificno vezal na stene centrifugirke, kar
je zaradi tehni¢nih omejitev pri loCevanju frakcij vplivalo tudi na koli¢ino proteina v
posamezni frakciji. Verjetno je posledica tega povisan nivo proteina pri kontroli v 5.
frakciji. V zgornjih frakcijah smo statisti¢no znaCilno razliko v koli¢ini Tsl med
poskusom z liposomi in kontrolo dokazali samo v primeru dodatka SUV. Poleg tega
rezultati testa flotacije nakazujejo, da se je v primeru, ko smo Kk sintezi dodali SUV,
izrazilo ve¢ Tsl (sl. 41). Poskus z liposomi s podobno lipidno sestavo kot v membrani
zarodka vinske musice (PE:POPC:Ergosterol:P1:Ceramid:NBD-PE =
57.3:20.1:3.8:11.4:5.5:2 (razmerje mol/mol)) je nakazal, da je tam donos proteina morda
Se vedji (neprikazani rezultati).
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Slika 41: Imunodetekcija frakcij po flotaciji v saharoznem gradientu. Zgoraj, Kolorimetri¢na detekcija lis
proteina Torso-like (Tsl) v frakcijah od 1 do 5 (1, spodnja frakcija z najvecjo gostoto saharoze; 5, zgornja
frakcija z najnizjo gostoto saharoze) po flotaciji v saharoznem gradientu po prenosu western. Tsl smo
sintetizirali s sistemom in vitro transkripcije-translacije (IVTT) v prisotnosti velikih (LUV) ali majhnih
(SUV) unilamelarnih veziklov ali v prisotnosti pufra PBS (kontrola, membrana na levi). Spodaj, povpre¢na
koli¢ina Tsl v vsaki frakciji s standardnim odklonom. *, p < 0,15; **, p < 0,05. n = 2 (LUV) oziroma 3
(kontrola brez veziklov in SUV). Intenziteto lis smo dolo¢ili s programom Image Studio Lite in ocenili
koli¢ino Tsl s pomoc¢jo umeritvene krivulje znanih koncentracij listeriolizina O (LLO) (vsaka membrana je
vsebovala tri stolpce razliénih koncentracij LLO). Liposome smo pripravili iz POPC:SM:CHOL:NBD-PE
~ 27:21:50:2 (mol/mol). Koncentracija fosfolipidov v liposomih v reakcijski mesanici IVTT je bila okrog
0,4 = 0,1 mg/ml za LUV ter ~ 1,1 + 0,05 mg/ml za SUV. Pui¢ica oznacuje predvideno pozicijo proteina
Tsl.
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Figure 41: Immunodetection of fractions after flotation assay. Top, Colorimetric detection of Torso-like
protein (Tsl) bands from 1% to 5™ fraction (density of sucrose is highest in the 1% fraction at the bottom and
lowest in the top 5% fraction) after flotation in sucrose gradient and Western blot. Tsl was synthesized with
in vitro transcription-translation (IVTT) system in the presence of large (LUV) or small (SUV) unilamellar
vesicles or PBS buffer (control — blot on the left). Bottom, average amount of Tsl in each fraction with
standard deviation. *, p < 0,15; **, p < 0,05. n = 2 (LUV) or 3 (control without vesicles and SUV). Band
intensities were determined by Image Studio Lite software and the quantity of protein was estimated from
the calibration curve made by known amounts of listeriolysin O (LLO) (each membrane contained three
lanes with different concentrations of LLO). Liposomes were composed of a mixture of synthetic lipids
(POPC:SM:CHOL:NBD-PE =~ 27:21:50:2 (mol/mol ratio)). The concentration of phospholipids in the
liposomes in the IVTT reaction mixture was around 0.4 + 0.1 mg/ml in case of LUV and ~ 1.1 +0.05 mg/ml
in case of SUV. The arrow indicates the expected position of the expressed Tsl. Frakcija, fraction.

S flotacijo v saharoznem gradientu smo preverili Se vezavo N-terminalnega dela in
domene MACPF proteina Tsl (konstrukta n in m iz pregl. 11) na LUV z lipidno sestavo
POPC:SM:CHOL:NBD-PE ~ 27:21:50:2 (mol/mol). Rezultati nakazujejo, da sta
podobno kot zreli protein Tsl tudi krajsa konstrukta prisotna vzdolz celega saharoznega
gradienta, najve¢ v obmoc¢ju niZje gostote saharoze. Nadalje rezultati nakazujejo, da je v
primeru, ko smo k vzorcu dodali LUV, ve¢ konstrukta (zlasti konstrukta n) v zgornjih
frakcijah v primerjavi s kontrolo brez veziklov.

4.1.3.5 Domnevna Tsl vezavna mesta

Da bi ugotovili, kateri del proteina Tsl se povezuje z lipidnimi membranami, Smo s
pomocjo spletnega programa I-TASSER za napoved strukture in funkcije proteinov
pripravili strukturni model Tsl (Zhang, 2008; Roy in sod., 2010; Yang in sod., 2013)
(poglavje 3.2.1.2) (sl. 42). 3D strukturni model Tsl ima nizko vrednost C (-3,03) in je
strukturno najbolj podoben misjemu perforinu (PDB koda: 3NSJ). Strukturni model Tsl
sestavlja centralna enota domene MACPF iz §tirih B-ravnin, Ki jo obdajata skupka o-
vijacnic.
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Slika 42: Strukturni model zrelega proteina Torso-like (Tsl). Zgoraj, tri-dimenzionalni strukturni model
Tsl, ki ga na podlagi poravnav zaporedij s podobnimi proteini z eksperimentalno doloc¢eno strukturo
predlaga I-TASSER. Spodaj, aminokislinsko (AK) zaporedje proteina Tsl (zgornja vrstica) z napovedano
sekundarno proteinsko organiziranostjo (spodnja vrstica: H, a-vijaénica; S, p-struktura). Z rumeno je
oznacenih okoli 50 nezmodeliranih AK ostankov N-terminalnega dela proteina. Z rde¢o in modro pa regiji
alfa vijacnic (CHI1 in CH2), ki naj bi bile vpletene v vezavo na membrano. Odebeljeno, N-terminalni del
proteina (konstrukt n iz pregl. 11); odebeljeno in lezece, aromatski AK ostanki v CH1 in CH2 regiji, ki smo
jih zamenjali v polarni AK serin ali asparagin; podcrtano, domena MACPF (konstrukt m iz pregl. 11); ¢rni
okvir, motiv MACPF.

Figure 42: Structural model of mature Torso-like protein (Tsl). Above, three-dimensional structural model
of the Tsl determined by I-TASSER on the basis of sequence alignments with similar proteins with
experimentally determined structure. Below, amino acid (AA) sequence of Tsl (top row) with the predicted
protein secondary organization (bottom row: H, a-helix; S, B-structure). Around 50 AA in the N-terminal
part of the protein are unmodeled (yellow). The putative membrane binding regions - cluster of helices
(CH) 1 and 2 are coloured in red and blue, respectively. Bold, N-terminal protein region (construct n from
tab. 11); Bold and italic, aromatic AA residues in CH1 and CH2 regions, which we have mutated into a
polar AA serine or asparagine; underline, MACPF domain (construct m from tab. 11); black square,
MACPF motif.
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Sodec¢ po strukturnem modelu naj bi Tsl vseboval 2 regiji alfa vija¢nic, CH1 in CH2 (CH,
ang. clusters of helices), kar je podobno ¢loveskim proteinom MACPF (perforin in
proteini sistema komplementa C6, C7, C8 (a in B) ter C9). Ker sta pri slednjih proteinih
regiji CH1 in CH2 pomembni za interakcijo proteina z membrano, smo regije proteina
Tsl poravnali s ¢loveskimi proteini MACPF (sl. 42). Dolzino regij CH1 in CH2 za
perforin smo dolo¢ili iz kristalne strukture (Law in sod., 2010), za C6 in C7 iz sl. 9 iz
dodatka ¢lanka Aleshin in sod. (2012b), za C8a. in C9 pa iz sl. 2 iz ¢lanka Hadders in sod.
(2007).
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Slika 43: Poravnava regij skupkov a-vija¢nic (CH1 in CH2) ¢loveskih proteinov MACPF (perforin in
proteini sistema komplementa C9, C8 (a in ), C7 ter C6) in proteina Torso-like (Tsl) iz vinske musSice.
Zgoraj, CH1,; spodaj, CH2. Poravnave smo obarvali glede na fizikalno-kemijske lastnosti aminokislin (AK)
(zeleno, nepolarne; rumeno, polarne nenabite; rdece, kisle; modro, baziéne). AK iz segmenta, ki je oznacen
z rde¢im okvirjem, naj bi se vstavile v membrano (Hadders in sod., 2007; Law in sod., 2010; Aleshin in
sod., 2012b). Stevilo desno od zaporedja je dolzina regije CH1/CH2 (izrazeno v §t. AK) (del zaporedja
CHA1 pri C9 ni prikazan), skrajno desno pa $tevilo aromatskih AK znotraj rde¢ega kvadrata. Hidrofobne
AK pri C6 in C7, poudarjene s krepko pisavo, naj bi bile odgovorne za vezavo proteina na membrano
(Aleshin in sod., 2012b:Dod. sl. 9). Pod poravhavo so ozna¢ena mesta, kjer smo zamenjali aromatske
aminokisline s polarnimi.

Figure 43: Alignment of regions of clusters of helices (CH1 and CH2) of human MACPF proteins (perforin
and proteins of the complement system, C9, C8 (a and B), C7 and C6) and Torso-like protein (Tsl) from
fruit fly. Above, CH1; below, CH2. Alignment is coloured according to the physico-chemical properties of
amino acids (AA) (green, non-polar, yellow, polar uncharged; red, acidic; blue, alkaline). Putative region
that is inserted into the lipid bilayer is indicated by a red square (Aleshin et al., 2012b; Hadders et al., 2007;
Law et al.., 2010). The number at the right of the sequence denotes the length of the region CH1/CH2
(number of AA) (part of a series CH1 at C9 not shown), and the number at the extreme right is the number
of aromatic AA inside the red square. Bold are hydrophobic AA at C6 and C7 which are believed to be
responsible for the binding of the protein to the membrane (Aleshin et al., 2012b: Supl. fig. 9). Aromatic
AA that we have replaced with polar ones are depicted under the alignment.

Dolzine regij CH se med ¢loveskimi proteini MACPF razlikujejo. NajkrajSe so pri
proteinih C6 in C7, ki se samo delno vstavita v lipidni dvosloj, a ga ne precita. Perforin,
C8 in C9 imajo daljsi regiji CH1 in CH2, s katerimi precijo lipidni dvosloj. Regiji CH pri
Tsl sta po dolzini nekje vmes. Regija CH1 je enako dolga kot pri perforinu in C8f, vendar
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kraj$a kakor pri C9 in C8a, ter daljsa od C6 in C7. Regija CH2 je prav tako daljsa od C6
in C7, vendar kraj$a kot pri drugih ¢loveskih proteinih MACPEF. Tsl vsebuje v segmentu
regij CH, ki naj bi bil odgovoren za vezavo na membrane pri ¢loveskih proteinih MACPF
(rde¢ kvadrat na sl. 43), kar pet aromatskih aminokislin. Za te smo domnevali, da
sodelujejo pri vezavi Tsl na lipidne membrane. Tri od teh v vsaki regiji CH smo z
usmerjeno mutagenezo zamenjali s polarnima aminokislinama serinom ali asparaginom
(sl. 42 in 43). Pripravili smo tri razlicne mutante Tsl (dve enojni (CH1 in CH2) in eno
dvojno (CH1+CH2)), s katerimi smo z uporabo presejalne metode za Studij interakcij z
lipidnimi membranami preverili pomen teh aromatskih AK pri vezavi na liposome.
Ugotovili smo, da med mutantami in divjim tipom Tsl proteina ni razlike v vezavi na
liposome (sl. 44).
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Slika 44: Vpliv aromatskih aminokislin (AK) v regiji skupkov a-vijaénic (CH1 in CH2) pri proteinu Torso-
like (Tsl) na vezavo na liposome. Imunodetekcija po prenosu western. Proteine smo sintetizirali s sistemom
in vitro transkripcije-translacije (IVTT) v prisotnosti majhnih unilamelarnih veziklov (SUV) in preverili
interakcije s SUV z afinitetno lo¢bo s streptavidinom ozna¢enimi magnetnimi kroglicami. dt, divji tip; CHZ,
mutanta z zamenjanimi AK v CH1 regiji (F122S, W126N in F127S); CH2, mutanta z zamenjanimi AK v
CH2 regiji (Y244S, F247N in W250S); CH1+CH2, dvojna mutanta. Prvi stolpec pri vseh membranah,
oznacevalec molekulskih mas v kDa; U in S, usedlina in supernatant po afinitetni lo¢bi z magnetom; - SUV,
kontrola poskusa brez dodanih veziklov; + SUV, dodatek SUV POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2
(razmerje mol/mol). Koncentracija fosfolipidov v liposomih v IVTT reakcijski mesanici je bila ~ 0,6 mg/ml.
Pus¢ice oznacujejo predvidene pozicije proteinov.

Figure 44: The effect of aromatic amino acids (AA) in the region of clusters of helices (CH1 and CH2) of
Torso-like protein (Tsl) on binding to liposomes. Immunodetection after Western blot. Proteins were
synthesized with the in vitro transcription-translation (IVTT) system in the presence of small unilamellar
vesicles (SUV). The interactions of mutants of Tsl protein with liposomes was studied by affinity separation
with streptavidin-labelled magnetic beads. dt, wild type; CH1, mutant with the substituted AA in the CH1
region (F122S, W126N and F127S); CH2, mutant with the substituted AA in the CH2 region (Y244S,
F247N and W250S); CH1 + CH2, the double mutant. The first column for all membranes, molecular weight
size marker in kDa; U and S, pellet and supernatant, respectively, after affinity separation with a magnet; -
SUV, a control of the experiment without the addition of SUV; + SUV, addition of SUV -
(POPC:SM:CHOL:BC-PE ~ 27:21:50:2 (mol/mol ratio). The concentration of phospholipids in the
liposomes in the IVTT reaction mixture was ~ 0.6 mg/ml. The arrow indicates the expected position of the
expressed proteins.
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4.1.3.6 Prikaz vezave Tsl na liposome s presevnim elektronskim mikroskopom

Za vizualizacijo vezave Tsl na lipidne membrane smo s presevnim (transmisijskim)
elektronskim mikroskopom (TEM) z negativnim kontrastiranjem opazovali spremembe
na liposomih ob prisotnosti Tsl (poglavje 3.2.7.6.1) (sl. 45). Tsl smo sintetizirali v
prisotnosti LUV (POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2 (razmerje mol/mol) s sistemom
IVTT in po prekonocni sintezi nanesli supernatant reakcijske mesanice IVTT na EM
mrezico. Za kontrolo nam je rabila reakcijska mesanica IVTT z LUV brez dodatka
plazmidne DNK. Med kontrolo in poskusom, kjer smo liposome izpostavili Tsl, nismo
opazili strukturnih razlik (sl. 45).

Slika 45: Fotografije velikih unilamelarnih veziklov (LUV) z in brez proteina Torso-like (Tsl) s presevno
elektronsko mikroskopijo. LUV (POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2 (razmerje mol/mol)) smo dodali
k reakcijski mesanici in vitro transkripcije-translacije (IVTT) z (B) in brez (A) plazmidne DNK z genom
za Tsl. Koncentracija fosfolipidov v liposomih v reakcijski mesanici IVTT je bila ~ 0,6 mg/ml. Merilo
ustreza dolzini 500 nm.

Figure 45: Transmission electron microscopy images of large unilamellar vesicles (LUV) with and without
Torso-like protein (Tsl). LUV (POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2 (mol/mol ratio)) were added to the
in vitro transcription-translation reaction mixture without (A) and with (B) the plasmid DNA with inserted
tsl gene. The concentration of phospholipids in the liposomes in the IVTT reaction mixture was ~ 0.6
mg/ml. Scalebar = 500 nm.

Rezultati imunolokalizacije kazejo na vezavo Tsl na liposome (sl. 46). Poskus smo
zasnovali podobno, kot smo opisali zgoraj, le da smo uporabili SUV namesto LUV, ter
dodali 5 nm Ni-NTA nanozlato, ki se veze na proteine S heksahistidinsko oznako
(poglavje 3.2.7.6.2). Poleg tega smo uporabili e dodaten vzorec, in sicer frakcijo 5 po
flotaciji v saharoznem gradientu v prisotnosti SUV in Tsl. Nekaj zrnc zlata se ujame na
povrsini mrezice tudi pri negativni kontroli brez Tsl. Tu so se delci Ni-NTA nanozlata
nakljucno razporedili po preparatu (sl. 46A), medtem ko so bili ob prisotnosti Tsl delci
Ni-NTA nanozlata skoraj izklju¢no na liposomih (sl. 46B in C).
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Slika 46: Imunolokalizacija proteina Torso-like (Tsl) v prisotnosti majhnih unilamelarnih veziklov (SUV)
s presevno elektronsko mikroskopijo. SUV (POPC:SM:CHOL:BC-PE ~ 27:21:50:2 (razmerje mol/mol))
smo dodali k reakcijski meSanici in vitro transkripcije-translacije (IVTT) z (B) in brez (A) plazmidne DNK
z genom za Tsl. C, frakcija 5 po flotaciji v saharoznem gradientu v prisotnosti SUV in Tsl. Za
imonolokalizacijo Tsl s heksahistidinsko oznako smo uporabili 5 nm Ni-NTA nanozlato. Koncentracija
fosfolipidov v liposomih v reakcijski mesanici IVTT je bila ~ 0,8 mg/ml. Merilo ustreza dolzini 200 nm.

Figure 46: Immunolocalisation of Torso-like protein (Tsl) in the presence of small unilamellar vesicles
(SUV) with transmission electron microscopy. SUV (POPC:SM:CHOL:BC-PE = 27:21:50:2 (mol/mol
ratio)) were added to the in vitro transcription-translation (IVTT) reaction mixture without (A) and with (B)
the plasmid DNA with inserted tsl gene. C, 5% fraction after flotation assay in the presence of SUV and Tsl.
Ni-NTA 5 nm nanogold was used for immunolocalisation of hexahistidine tagged Tsl. The concentration
of phospholipids in the liposomes in the IVTT reaction mixture was ~ 0.8 mg/ml. Scalebar =200 nm.

4.2 VLOGA LISTERIOLIZINA O PRI POBEGU LISTERIJE 1Z FAGOSOMA V
CITOSOL

V drugem sklopu doktorske naloge smo preucevali vlogo LLO pri pobegu bakterije L.
monocytogenes iz fagosoma v citosol. Najprej smo pripravili rekombinantni LLO in
preverili njegovo sposobnost permeabilizacije GUV. V nadaljevanju smo vzpostavili
metodo za pripravo GUV iz eritrocitnih membran. S slednjimi lahko pripravimo bolj
realen modelni sistem za preucevanje prehoda listerij iz fagosoma v citosol kakor v
primeru GUYV iz sinteti¢nih lipidov. V divji tip listerij (dt) in v sev, ki ne izraza LLO (hly-
), je GFP vstavil sodelavec vis. zn. sod. dr. Zdravko Podlesek.
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4.2.1 lzrazanje listeriolizina O

Protein LLO smo heterologno izrazili v ekspresijskem sevu E. coli BL21(DE3)pLysS
(poglavje 3.2.3.1). Stopnjo izrazanja in Cistost LLO med postopkom izolacije smo
spremljali z NaDS-PAGE (sl. 47 in 48). Koncentracijo o¢is¢enega rekombinantnega LLO
smo doloc¢ili iz molekulske mase proteina (57,6 kDa) in molarnega ekstinkcijskega
koeficienta (7,575 x 10* Imol*cm™). Slednja parametra smo dobili s pomo¢jo spletnega
programa ProtParam (Gasteiger in sod., 2005). Po ¢is¢enju z ionsko-izmenjevalno
kromatografijo smo izolirali ¢isti rekombinantni LLO s heksahistidinsko oznako (sl. 48).
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Slika 47: Izrazanje in izolacija rekombinantnega listeriolizina O (LLO). NaDS-PAGE gel po posameznih
stopnjah ekspresije in izolacije LLO iz E.coli BL21(DE3)pLysS. Prvi stolpec obeh gelov, oznacevalec
molekulskih mas v kDa. Levo, pred (Pr) in po (Po) indukciji z IPTG. Desno, frakcije po nikljevi afinitetni
kromatografiji (H, supernatant po homogenizaciji; P, preto¢na frakcija homogenata po izstopu iz Ni-NTA
kolone; S, frakcija po spiranju s pufrom za spiranje; E, frakcije po spiranju z elucijskim pufrom). S puséico
je oznacena predvidena pozicija LLO.

Figure 47: Expression and isolation of recombinant listeriolysin O (LLO). SDS-PAGE gels of different
stages of LLO expression and isolation from E. coli BL21 (DE3) pLysS are shown. The first column of the
two gels, molecular weight size marker in kDa. Left, before (Pr) and after (Po) induction with IPTG. Right,
fractions after Ni-affinity chromatography (H, supernatant after homogenization; P, flow-through; S, wash;
E, elution fractions). The arrow indicates the expected position of the recombinant LLO.
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Slika 48: Cii¢enje rekombinantnega listeriolizina O (LLO) z ionsko-izmenjevalno kromatografijo. NaDS-
PAGE gel frakcij spiranja s kationskega izmenjevalca. Prvi stolpec obeh gelov, oznacevalec molekulskih
mas v kDa. Najvec proteina se je s kolone spralo pri ~ 0,8 M koncentraciji NaCl (frakcija 34). S puscico je
oznacena predvidena pozicija LLO.

Figure 48: Purification of recombinant listeriolysin O (LLO) by ion-exchange chromatography. SDS-
PAGE gel of fractions from cation-exchange chromatography. The first column of the two gels, molecular
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weight size marker in kDa. The majority of the protein was washed from the column with ~ 0,8 M
concentration of NaCl (fraction 34). The arrow indicates the expected position of the recombinant LLO.

4.2.2 Permeabilizacija veziklov celi¢nih velikosti

Za preverjanje aktivnosti LLO smo izvedli test hemoliti¢ne aktivnosti (sl. 19) ter poskus
prehajanja fluorescencno oznacenih dekstranov preko LLO pore v GUV iz sinteti¢nih
lipidov (poglavje 3.2.8.1) (sl. 49). Za poskus permeabilizacije smo suspenziji GUV dodali
LLO in razli¢no velike fluorescenéno oznacene dekstrane z molekulsko maso 4, 10 in 70
kDa (FD4, FD10 in FD70). Prisotnost dekstranov v GUV po 30 minutni inkubaciji pri
sobni temperaturi smo preverili s fluorescenéno mikroskopijo (sl. 49).

Pufer LLO

FD4
.. FD10
.. FD70

Slika 49: Permeabilizacija veziklov celi¢nih velikosti (GUV) z rekombinantnim listeriolizinom O (LLO).
Membrane GUV, ki smo jih oznaéili z R-DHPE (DOPC:CHOL:R-DHPE = 79:20:1), svetijo rdece, s FITC
oznaceni dekstrani (FD4, FD10 in FD70) pa zeleno. Levo, kontrola (pufer); desno, poskus z LLO. Konéna
koncentracija je bila: 0,1 mM (FD4), 0,07 mM (FD10), 0,01 mM (FD70) in 100 nM (LLO). Posnetki so
narejeni s fluorescenénim mikroskopom. Merilo ustreza dolZini 10 pm.

Figure 49: Permeabilisation of giant unilamellar vesicles (GUV) with recombinant listeriolysin O (LLO).
GUV membranes were labelled with R-DHPE (DOPC:CHOL:R-DHPE = 79:20:1) and glow red whereas
FITC-labelled dextrans (FD4, FD10 and FD70) glow green. Left, control (buffer (pufer)); right, experiment
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with LLO. The final concentration was as follows: 0.1 mM (FD4), 0.07 mM (FD10), 0.01 mM (FD70) and
100 nM (LLO). The images were taken with a fluorescent microscope. Scalebar = 10 um.

S Stetjem GUYV, ki so bili napolnjeni z dekstrani, smo izra¢unali delez permeabilizacije.
Okoli 90 % GUV je vsebovalo FD4, okrog 6 % FD10, medtem ko FD70 ni prehajal skozi
LLO pore. Velikost LLO por, glede na rezultate permeabilizacije GUV s sestavo
DOPC:CH-R-DHPE = 79:20:1, je med 4,5 — 5 nm, kolikor znasa hidrodinamski premer
FD10.

4.2.3 Orjaski unilamelarni vezikli iz eritrocitnih membran

Za preucevanje procesov, ki vkljuCujejo bioloSke membrane, smo razvili metodo za
pripravo GUV iz membran eritrocitov pri nizki koncentraciji soli (poglavje 3.2.6.4.2). Pri
pripravi GUV s to metodo se ohranijo nativni lipidi, proteini in oligosaharadi, ne pa tudi
lipidna asimetrija. GUV pripravljeni iz eritrocitnih membran so tako uporabni model za
funkcionalne Studije, ki zahtevajo kompleksno sestavo membran (Mikelj in sod., 2013).

Type A Type B

Anti-A Ab

.

Isotype Ab Anti-GLA Ab

Slika 50: Vezilki celi¢nih velikosti iz membran eritrocitov (RBC-GUV). Levo, sedimentacija RBC-GUV,
ki vsebujejo saharozo z izoosmolarno glukozno raztopino. Membrane RBC-GUV vsebujejo DilC18
(rdece). Merilo ustreza dolzini 50 pum. Desno, imunodetekcija glikoforina A in krvnih antigenov A in B na

povrsini RBC-GUYV s fluorescen¢no oznacenimi protitelesi. Merilo ustreza dolzini 10 pm. Prirejeno po
(Mikelj in sod., 2013).

Anti-B Ab
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4.2.4 In vitro sistem za preucevanje prehoda listerije iz fagosoma v citosol

Za preucevanje prehoda bakterije L. monocytogenes iz fagosoma v citosol in ugotavljanje
vloge LLO pri tem procesu smo nameravali vzpostaviti modelni sistem z GUV. Tekom
eksperimentov smo ugotovili, da bi poskus morali izvajati v realnem casu, saj so GUV
zelo obcutljivi na mehanske spremembe, osmotski $ok idr., zaradi ¢esar ne moremo
narediti trajnih preparatov. Poskuse z bakterijo Listeria monocytogenes pa je potrebno
izvajati v laboratoriju za delo z GSO iz 2. varnostnega razreda, v katerega bi zaradi narave
poskusa moral biti vkljuéen tudi konfokalni mikroskop. Ker teh pogojev nismo
izpolnjevali, nismo uspeli izvesti poskusa preucevanja prehoda bakterije L.
monocytogenes iz fagosoma v citosol z in vitro sistemom z vezikli celi¢nih velikosti.
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5 RAZPRAVA
5.1 BIOINFORMATSKA ANALIZA PROTEINOV Z DOMENO MACPF

Proteine glede na evolucijsko sorodnost, strukturo, funkcijo in podobnost v
aminokislinskem zaporedju uvr§¢amo v proteinske druzine. Podatke o teh lahko najdemo
v podatkovnih zbirkah proteinskih druzin, kot je npr. Pfam (Finn in sod., 2014). Te
neprestano dopolnjujejo z novimi vnosi zahvaljujo¢ ‘poplavi’ genomskih podatkov.
Rosado in sod. (2008) so v letu objave z orodji BLAST nasli okrog 500 zaporedij z
domeno MACPF, leta 2011 pa je bilo tak$nih zaporedij v podatkovni zbirki Pfam ze preko
700. Da bi zajeli ¢im ve¢ proteinskih zaporedij z zapisom za domeno MACPF, ki so bile
v Casu zacetka doktorske naloge dostopne na razlicnih podatkovnih zbirkah, ne pa tudi
nujno v zbirkah proteinskih druzin, smo z bioinformacijsko analizo pripravili lastno
zbirko proteinov MACPF. Nasa kon¢na zbirka je na dan 24. 4. 2011 vsebovala 809
razli¢nih proteinskih zaporedij z domeno MACPF iz 192 razli¢nih vrst organizmov. Nasli
smo kaksnih 100 predstavnikov veg¢, kot jih je bilo takrat v podatkovni zbirki Pfam (zaradi
hitrosti dolocanja zaporedij celotnim genomom (v letu 2011 je bilo dokon¢anih 2118
projektov dolocanja zaporedij genomov, v letu 2013 pa 9102 (Reddy in sod., 2015)), je
bila naSa zbirka zastarela ze takoj po nastanku (decembra 2014 je druzina proteinov
MACPF v Pfam $tela preko 1300 ¢lanov)).

Na nivoju aminokislinskega zaporedja je domena MACPF med razli¢nimi sistematskimi
skupinami slabo ohranjena. Skupna lastnost proteinov MACPF je seveda motiv MACPF
(Ponting, 1999), ki vsebuje dva ohranjena glicinska ostanka, medtem ko so ostali
aminokislinski ostanki bolj variabilni (sl. 17). Zaporedje motiva MACPF je edino vsaj
delno ohranjeno pri proteinih MACPF in ima o¢itno pomembno funkcijo. Pri
predstavnikih druzine, ki se vstavijo v membrano, je ta del proteina pomemben za
uravnavanje konformacijskih sprememb delov proteina, ki se vstavijo v membrano
(Rosado in sod., 2008; Aleshin in sod., 2012b). Vzrok za slabo ohranjenost med proteini
MACPF na nivoju zaporedja je med drugim lahko v raznolikosti proteinov MACPF glede
na njihovo vlogo, ter ta, da so za razli¢ne funkcije (npr. interakcija z, vstavljanje v, in
preéenje membran) bolj pomembne fizikalno-kemijske lastnosti aminokislin kakor
njihovo specifi¢no zaporedje (Rosado in sod., 2008).

Dobra polovica proteinov MACPF iz zbirke, ki smo jih analizirali z bionformacijskimi
orodji, ima poleg MACPF $e dodatne napovedane proteinske domene. Nekatere od
doloc¢enih C-terminalnih domen z napovedano funkcijo vezave na membrane ali na
sladkorje (npr. MABP, MIR, Jacalin idr.), bi lahko imele podobno vlogo kot domena C2
pri perforinu, ki je odgovorna za zacetno vezavo proteina na membrano (Voskoboinik in
sod., 2005) (ve¢ v poglavju 5.3).
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Namen zbiranja in analiziranja proteinskih zaporedij z domeno MACPF z
bioinformacijskimi orodji je bil pridobiti ¢im vecji nabor proteinov, izmed katerih smo
jih nato izbrali 11, za preucevanje interakcij z lipidnimi membranami (sl. 51). Izbrani
proteini imajo vsaj eno izmed naStetih lastnosti: napovedano topnost v bakterijskem
ekspresijskem sistemu, vsebujejo poleg MACPF $e dodatne domene, imajo relativno
majhno molekulsko maso, ne vsebujejo transmembranskih regij ter izvirajo iz patogenega
organizma. Poleg zrelih izbranih proteinov smo interakcije z lipidnimi membranami
preucevali tudi na 9 krajsih konstruktih istih proteinov, ve¢inoma C-terminalnih domen

(pregl. 11).
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Slika 51: Shema proteinov MACPF, ki smo jih izbrali za preucevanje interakcij z lipidnimi membranami.
Protein, ime proteina, izvorni organizem ter oznaka proteina, ki smo jo uporabljali v doktorski nalogi
(pregl. 11); kDa, molekulska masa; AK, dolZina proteina podana s $tevilom aminokislin. Domene: SP,
signalni peptid; MIR, domena poimenovana po manoziltransferaznem, inozitol 1,4,5-trifosfatnem in
rianodin receptorju (InterPro koda: IPR016093); Jacalin, domena za vezavo sladkorjev (InterPro koda:
IPR001229); DNA-Q-like, domena iz DnaQ-podobne eksonukleazne superdruzine proteinov (NCBI:
¢cl10012); APC-pB, ApiPLP (ang.: apixoplexan perforin-like proteins) C-terminalna domena, sestavljena iz
5 trakov beta (Kafsack in Carruthers, 2010)

Figure 51: The scheme of selected MACPF proteins, which we have chosen for studyng the interaction
with lipid membranes. Protein, protein name, the producing organism and label of the protein that was used
in the doctoral thesis (tab. 11); kDa molecular weight; AK, the length of the protein given by the number of
amino acids (AK, AA). Domains: SP, signal peptide; MIR, domain named after protein
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mannosyltransferase, inositol 1,4,5-trisphosphate receptor and ryanodine receptor (InterPro code:
IPR016093); Jacalin, sugar-binding protein domain (InterPro code: IPR001229); DNA-Q-like, domain that
belongs to DnaQ-like exonuclease superfamily (NCBI code: cl10012); APC-S, ApiPLP (apixoplexan
perforin-like proteins) C-terminal domain composed of 5 B-strands (Kafsack and Carruthers, 2010).

Za podrobnejSo analizo o razSirjenosti domene MACPF po drevesu zivljenja in o
lastnostih proteinov MACPF svetujemo branje diplomskega dela Matica Kisovca
(Kisovec, 2012) ter poglavje Distribution of MACPF/CDC Proteins v Kknjigi
MACPF/CDC Proteins — Agents of Defence, Attack and Invasion (Anderluh in sod.,
2014).

5.2 IZRAZANIJE IZBRANIH PROTEINOV MACPF

Za preucevanje interakcij z lipidnimi membranami smo izbrali 7 bakterijskih ter 4
evkariontske proteine MACPF (pregl. 11 in sl. 51). I1zmed bakterijskih smo uspeli s
sistemom za brezceli¢no sintezo oziroma z in vitro transkripcijo-translacijo (IVTT)
uspesno izraziti pet zrelih proteinov MACPF (sl. 21). Protein z oznako g se ali ni izrazil
(sl. 21) ali pa je bil netopen (sl. 24), kar se ujema z napovedano topnostjo za ta protein
(pregl. 11). V primeru proteina z oznako e pa je prisoten samo krajsi fragment.
Fragmentacijo smo opazili tudi pri proteinih a in h. Zadnji tudi agregira. Vecina proteinov
se sintetizira v netopni obliki, kar smo preverjali s centrifugiranjem reakcijske mesanice
IVTT. Vegjo koli¢ino topnega proteina smo uspeli pridobiti le v primeru proteinov z
oznako j in k (sl. 24). 1zmed C-terminalnih domen bakterijskih proteinov sta se izrazili
samo domeni z oznakama f in i, v obeh primerih pa je bila koli¢ina topnega in netopnega
produkta podobna. I1zmed evkariontskih proteinov nam je z IVTT uspelo izraziti zrelo
obliko proteina Torso-like iz vinske musSice (sl. 21 in 24), medtem ko nam je
apikompleksne proteine uspelo izraziti zgolj v sledovih (sl. 22). Vecina Tsl se izrazi v
netopni obliki, e posebej pa oba krajsa konstrukta Tsl, m in n (sl. 24). Izmed
apikompleksnih proteinov nam proteina z 0znako o prakti¢no ni uspelo izraziti, preostala
dva zrela proteina in APC-B C-terminalne domene pa so se izrazili v netopni obliki (sl.
22). Domeno APC-B z oznako u smo uspeli izraziti ob spremembi pogojev sinteze, tj. ob
dodatku liposomov ali PBS k reakcijski meSanici IVTT (sl. 28). Rezultati ekspresije se
ve€inoma ujemajo z napovedano topnostjo (pregl. 11), s to razliko, da nam je uspelo
pridobiti vsaj majhno koli¢ino topnega proteina v primeru proteinov z oznakami a, C ter
k kljub napovedani netopnosti. In obratno, kljub pricakovani boljsi topnosti, so bili
proteinski konstrukti z oznako d, m, n, o in p slabo topni oziroma netopni. Iz tega sledi,
da s programi za dolo¢anje topnosti dobimo dobro oceno o topnosti proteinov, vendar ta
ni popolnoma zanesljiva in Se ni jamstvo za dejansko topnost. Vzrok za neizrazanje ali
netopnost proteinov s sistemom IVTT je lahko tudi pomanjkanje posttranslacijskih
modifikacij. Nastanek disulfidnih mosti¢kov in/ali glikozilacija vplivata na stabilnost,
predvsem slednja tudi na zvijanje in topnost proteinov. Npr. pri proteinu sistema
komplementa C9 je N-glikozilacija potrebna za njegovo hemoliticno aktivnost
(Kontermann in Rauterberg, 1989). Do posttranslacijskih modifikacij prihaja predvsem
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pri evkariontskih proteinih. Tsl vsebuje en cisteinski ostanek preko katerega bi lahko med
monomeri tvoril intermolekularni disulfidni mosti¢ek, ter Sest potencialnih  N-
glikolizacijskih in §tiri O-glikozilacijskih mest. V $tudiji identifikacije N-glikozilacije
proteinov centralnega zivénega sistema vinske muSice so ugotovili, da je Tsl N-
glikoziliran preko asparagina na mestu 246 (Koles in sod., 2007). Veliko potencialnih
mest za glikozilacijo ter predvsem veliko cisteinskih ostankov vsebujejo tudi
apikompleksni proteini in njihove domene APC- (pregl. 14).

Preglednica 14: Stevilo potencialnih glikolizacijskih mest in cisteinskih ostankov pri 'kontrolnih' proteinih:
humani perforin (hPFN), pleurotolizin B (PlyB), ostreolizin A (OlyA), listeriolizin O (LLO) in ekvinatoksin
11 (Eqtll) ter izbranih evkariontskih proteinih MACPF: Torso-like (Tsl) in plazmodijski proteini (o, r in t)
ter njihove C-terminalne domene (p, s in u). N in O, N- in O-glikozilacijska mesta smo dolo¢ili s spletno
programsko opremo GlycoPP za prokariontske proteine (Chauhan in sod., 2012) oziroma GlycoEP za
evkariontske proteine (Chauhan in sod., 2013). Cys, stevilo cisteinskih ostankov v zaporedju proteina.

Table 14: The number of potential glycolization sites and cysteine residues in ‘control’ proteins: human
perforin (hPFN), pleurotolysin B (PlyB), ostreolysin A (Olya), listeriolysin O (LLO) and equinatoxin Il
(Eqtll) and selected eukaryotic MACPF proteins: Torso-like (Tsl) and the Plasmodium proteins (o, r and
t), and their C-terminal domains (p, s, and u). N and O, N- and O-glycosylation sites were determined by
the online software GlycoPP for prokaryotic proteins (Chauhan et al., 2012) or GlycoEP for eukaryotic
proteins (Chauhan et al., 2013). Cys, the number of cysteine residues in the protein sequence.

hPFN PlyB OIyA LLO Eqtll Tsl o p r s t
N 2 2 0 20 3 6 14 2 8 1 4 1
o} 7 21 8 26 8 4 20 6 16 2 5 3
Cys 20 1 2 1 0 1 21 9 18 12 18 12

Izmed kontrolnih proteinov nam je uspelo v aktivni obliki izraziti vse razen perforina (sl.
18 in 19). Ceprav vsi vsebujejo ve¢ potencialnih mest za glikozilacijo, so za ¢loveski
perforin eksperimentalno dokazali, da je N-glikoziliran preko asparagina na mestu 205
(Chen in sod., 2009; Law in sod., 2010). Predvsem pa se perforin od drugih kontrolnih
proteinov razlikuje po Stevilu cisteinov, s katerimi tvori kar devet disulfidnih mostickov
(Law in sod., 2010). Podobno veliko $tevilo cisteinov vsebujejo plazmodijski proteini
MACPF, ki so s cisteini bogati predvsem v delu domnevnih domen APC-B. Vzrok za
neizrazanje plazmodijskih proteinov je morda predvsem nezmoznost nastanka disulfidnih
mostickov, Ceprav pri zrelih proteinih verjetno pomembno vlogo pri tem igra tudi velikost
proteina. Vecji kot je protein, manjsa je verjetnost, da se bo zvil v pravilno obliko. Tsl
smo poleg z IVTT poskusili pridobiti v sesalskih celicah, saj slednje omogocajo
posttranslacijske modifikacije. Vendar pa nam razen zanemarljivo nizkih koli¢in proteina
s prehodnim izrazanjem v celicah HEK293T ni uspelo sintetizirati.

Sinteza proteinov MACPF predstavlja ozko grlo pri njthovem preucevanju, o cemer so
porocali ze drugi (Rosado in sod., 2007). To je verjetno skupna lastnost Stevilnih
proteinov MACPF, saj so povecini veliki in kompleksno zviti, vsebujejo Stevilne
hidrofobne regije, poleg tega pa so nekateri Se posttranslacijsko modificirani ali z
disulfidnimi mosticki ali so glikozilirani, oziroma oboje.
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5.3 PREUCEVANJE INTERAKCI) IZBRANIH PROTEINOV MACPF Z
LIPIDNIMI MEMBRANAMI

Po sintezi izbranih proteinov MACPF smo najprej preverili njihovo sposobnost liziranja
rde¢ih krvnic¢k s testom hemoliti¢ne aktivnosti. Nobeden izmed izbranih proteinov ni bil
hemoliti¢no aktiven. Do lize ni prislo niti ob prisotnosti predstavnika egerolizinske
druzine proteinov ostreolizina A (OlyA) iz glive Pleurotus ostreatus. Spomnimo, da
OlyA skupaj s pleurotolizinom B deluje kot dvokomponentni citoliti¢ni kompleks, pri
¢emer je OlyA odgovoren za zacetno vezavo na membrane (Ota in sod., 2013;
Lukoyanova in sod., 2015). Ceprav nam ni uspelo dokazati hemolitiéne aktivnosti
izbranih proteinov MACPF, ni nujno, da nativni proteini ne delujejo liti€no. Vzrok za
negativni rezultat je lahko nepravilna zvitost in posledi¢no nefunkcionalnost proteinov ali
odsotnost vezavnega partnerja za prepoznavo membranskega vezavnega mesta.
Slednjega bi namesto OlyA morali iskati v posameznem organizmu, ki proizvaja izbrani
protein MACPF. Za proteine iz druzine CDC velja, da imajo na svojem C-terminalnem
delu Ig domeno iz B-struktur, ki je odgovorna za vezavo na membrano. To je znacilno
tudi za nekatere predstavnike druzine MACPF, npr. domeno C2 perforina in ne nazadnje
tudi za OlyA, kar lepo pokaze model 3D zgradbe tega proteina (Ota in sod., 2013). Zato
bi se pri iskanju potencialnega vezavnega partnerja za proteine MACPF morali pri iskanju
v organizmu osredotociti na prisotnost egerolizinskih proteinov ali na kaks$ne druge
podobno velike proteine sestavljene iz B-struktur.

Kljub temu, da testirani proteini MACPF ne kazejo hemoliti¢ne aktivnosti, se lahko
povezujejo z lipidnimi membranami na druge nacine. Lep primer je protein C7 sistema
komplementa, ki se zgolj delno vstavi v membrano, vendar je ne preci (Aleshin in sod.,
2012b). Za razliko od proteinov sistema komplementa se pri interakciji z lipidnimi
membranami proteini navadno vezejo na specificen receptor v taréni membrani. Ta je
lahko lipid, kot v primeru vezave proteinov CDC na holesterol (Hotze in Tweten, 2012),
ekvinatoksina 11 na sfingomielin (Bakrac in sod., 2008) ali ostreolizina A na membranske
rafte iz holesterola in sfingomielina (Ota in sod., 2013). Receptorji so lahko tudi
membranski proteini, npr. CD59 v primeru intermedilizina iz druzine CDC (Giddings in
sod., 2004) idr. Za preucevanje interakcij izbranih proteinov MACPF z lipidnimi
membranami in ugotavljanje morebitne specificnosti vezave na membrane smo pripravili
liposome sestavljene iz: i) eritrocitnin membran (MLV-EM), pri katerih so ohranjeni
nativni lipidi, proteini in oligosaharadi, ne pa tudi lipidna asimetrija (Mikelj in sod.,
2013), ii) sinteti¢nih lipidov PC, SM in CHOL v tak$nem razmerju, da v grobem
predstavljajo lipidno sestavo plazmaleme rdec¢ih krvnick in iii) samo iz PC. Ker je vecji
del sintetiziranih izbranih proteinov MACPF sam po sebi agregiral in se oboril,
preucevanje interakcij takih proteinov z lipidnimi membranami z metodo posedanja
proteinov z npr. rde¢imi krvnic¢kami ali liposomi v polju centrifugalne sile, ni primerno.
Zato smo uporabili drug pristop, metodo afinitetne lo¢be proteinov vezanih na
biotinilirane vezikle s pomo¢jo magnetnih kroglic, oznac¢enimi s streptavidinom. Metoda
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je uporabna tudi za proteine, ki agregirajo, poleg tega omogoca relativno hitro lo¢bo
proteinov, ki so se vezali na liposome od nevezanih proteinov (glej poglavje 4.1.2.5). Kot
pozitivna kontrola sistema nam je rabil Eqtll, ki se veze na sfingomielin. Specifi¢no
vezavo Eqtll na s sfingomielinom obogatene lipidne membrane smo pokazali v primeru
dodatka liposomov ob zaéetku ali po koncu sinteze (sl. 25 in 27). S to metodo smo
pokazali, da se na liposome, predvsem take iz kompleksnih lipidnih mesSanic, vezeta
proteina z oznako j in . Rezultati nakazujejo, da se na liposome vezejo tudi krajsi
proteinski konstrukti i, m, nin u (sl. 26 in 28).

Nasa osnovna delovna hipoteza je bila, da proteini MACPF za zacetno interakcijo z
lipidnimi membranami potrebujejo dodatne proteinske domene. Te so pri vecini do sedaj
opisanih proteinih MACPF na C-terminalnem koncu proteina. Pri¢akovali smo, da se
bodo izmed izbranih proteinov MACPF na membrane vezali proteini z oznakami a, e, h,
0, r int, ter njihove C-terminalne domene: MIR (b in f), Jacalin (i) in domene APC-$ (p,
sinu). Predvidene domene APC-f naj bi sodelovale pri vezavi apikompleksnih proteinov
MACPF na tar¢no membrano (Kafsack in Carruthers, 2010). Domena MIR naj bi imela
funkcijo prenosa liganda (InterPro koda: IPR016093), domena Jacalin pa predstavlja
lektinsko domeno za vezavo manoze (InterPro koda: IPR001229). Nekateri proteini z
domeno Jacalin stimulirajo delovanje imunskih celic T in B, npr. istoimenski protein
Jacalin, ki se veze na antigen T in deluje kot aglutinin (Jeyaprakash in sod., 2002).
Domene MIR, Jacalin in APC-B naj bi, sode¢ po literaturi in 3D modelih, ki smo jih
pripravili s pomo¢jo spletnega programa I-TASSER (neprikazani rezultati), sestavljale -
strukture (Sankaranarayanan in sod., 1996; Ponting, 2000; Kafsack in Carruthers, 2010).
Kot Ze omenjeno, Stevilni proteini naddruzine MACPF/CDC za vezavo na membrane
potrebujejo C-terminalne domene, ki so veinoma zgrajene iz [B-Struktur. lzmed
proteinskih konstruktov, za katere smo pricakovali, da bodo povezani z membrano, smo
vezavo opazili le pri C-terminalni domeni z oznako i (Jacalin) in u (APC-B). Vecino od
preostalih (vsi apikompleksni proteini in njihove C-terminalne domene —o, r, t, pin s, ter
domena MIR b) nam ni uspelo pridobiti v topni obliki. Slabo topna sta bila tudi proteina
a in e. V topni obliki smo uspeli sintetizirati domeno MIR f, ki pa ne kaZe vezave na
membrane. Presenetljivo pa smo interakcije z membranami zasledili pri proteinih j in I,
saj pri teh s spletnimi programi za napoved domen nismo zaznali nobene dodatne domene,
ki bi lahko bila odgovorna za vezavo na membrane. Zlasti zanimiv je protein | oziroma
Torso-like, saj je eden izmed najmanjsih predstavnikov druzine MACPF in ga sestavlja
skoraj izkljuéno le sama domena MACPF (sl. 29). Vezavo na lipidne membrane smo
opazili tudi v primeru krajsih konstruktov Tsl, domene MACPF (m) in N-terminalnega
dela proteina (n) (ve¢ o interakcijah Tsl v poglavju 5.4).

Za izbrane proteine MACPF smo sklepali, da so za vstavitev v lipidni dvosloj oziroma
tvorbo pore pomembne strukturne lastnosti znotraj domene MACPF. Poleg centralne
enote iz stirih B-ravnin smo sklepali, da sta za vstavitev v lipidni dvosloj potrebna dovolj
dolga dela skupkov a-vijac¢nic, ki se lahko razvitjeta v hidrofobno transmembransko (-
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strukturo (TMH), za tvorbo pore pa taksna s predvidenima amfipati¢nima regijama TMH.
Proteina j in Tsl se vezeta na lipidne membrane, vendar jih ne lizirata. Za oba proteina
smo pripravili 3D strukturni model in naredili poravnavo domnevnih regij CH z regijami
CH ¢loveskih proteinov MACPF. Naso hipotezo smo potrdili, saj sta domnevni regiji CH
pri proteinu j prekratki (43 in 41 AK), da bi lahko z njima precil lipidni dvosloj
(neprikazani rezultati), pri proteinu Tsl pa morda dovolj dolgi za precenje lipidnega
dvosloja, toda preve¢ hidrofobni za tvorbo pore (sl. 43 in poglavji 4.1.3.5 ter 5.4).

Najvecji problem pri preucevanju interakcij izbranih proteinov MACPF z lipidnimi
membranami predstavlja sama sinteza ter (ne)topnost proteinov (glej poglavje 5.2). Nizka
stopnja izrazanja in netopnost sta bili Se posebej oviri pri preucevanju apikompleksnih
proteinov. Izmed proteinskih konstruktov, ki nam je jih uspelo pridobiti v relativno topni
obliki, smo Sibko vezavo na vse tri razli¢ne testirane liposome opazili zgolj pri domeni
Jacalin (i). Povrsina liposomov iz PC ima zaradi narave gradnika tako pozitivni kot
negativni naboj. 1z tega bi lahko sklepali, da se proteinski konstrukt i veze na tar¢no
membrano preko elektrostatskih interakcij. Proteina j in Tsl (I) sta se vezala zgolj na
liposome s kompleksno lipidno sestavo. Morda prepoznata t. i. membranske rafte oz.
membranske domene bogate s sfingomielinom in holesterolom. Podobno sta se na taréne
membrane vezala tudi domena MACPF proteina Tsl (m) in domena APC-B
plazmodijskega perforinu podobnega proteina PfPLP4 (u). Domena MACPF proteina Tsl
se je vezala z vecjo intenziteto na MLV-EM, kar pomeni, da se na membrane veze z vecjo
afiniteto, ¢e te poleg PC, SM in CHOL vsebujejo se druge lipide in/ali morda tudi druge
makromolekule, kot so proteini ali ogljikovi hidrati. Podobno velja za N-terminalni del
proteina Tsl (n), ki se je preferen¢no vezal na MLV-EM. Obratno domena APC-f (u) za
vezavo oc€itno ne potrebuje ogljikovih hidratov in proteinov, saj je bila intenziteta vezave
vecja v primeru membran iz PC:SM:CHOL. Podobno kot proteina j in zrel Tsl se domena
APC-B (u) v tar¢ni membrani morda veze na membranske rafte oziroma zgolj na
sfingomielin ali holesterol.

S preucevanjem interakcij izbranih proteinov MACPF z lipidnimi membranami smo
delno uspeli raziskati pomen domenske organiziranosti proteinov MACPF na interakcije
in le v manj$em obsegu dopolniti vedenje o funkciji teh proteinov ter njihovi vlogi pri
patogenezi. Kot ze omenjeno, je glavni vzrok za to sinteza proteinov. Glede domenske
organiziranosti lahko na podlagi dobljenih rezultatov zaklju¢imo, da za interakcije z
lipidnimi membranami dodatne domene poleg MACPF niso nujno potrebne. Namre¢
proteina z oznako j in | (Tsl) sta se vezala na lipidne membrane, kljub temu, da ne
vsebujeta nobene znane dodatne domene, ki bi bila odgovorna za vezavo na membrane.
Prav tako smo vezavo na membrane opazili tudi pri konstruktu m, ki predstavlja samo
domeno MACPF proteina Tsl. Nadalje je na podlagi napovedanih domen tezko sklepati
na interakcije z membranami. V primeru domene Jacalin (i) in APC-B (u) smo po
pri¢akovanjih opazili interakcijo z lipidnimi membranami, nasprotno pa v primeru
domene MIR (f) interakcije nismo zaznali.
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Za C-terminalno domeno proteina iz rastlinske patogene bakterije Ralstonia
solanacearum (Jacalin) in domeno proteina PfPLP4 iz protozojskega parazita
Plasmodium falciparum (APC-B) smo opazili vezavo na tar¢ne lipidne membrane, kar bi
lahko proteinoma omogocilo delovanje na tarc¢ne celice preko poSkodbe membran,
spremembe njihove morfologije ipd. Poleg delovanja na membrane tar¢ne celice imajo
lahko proteini MACPF iz patogenih in parazitskih organizmov, ki smo jih preucevali,
drugacne vloge, npr. varovanje organizma pred imunskim sistemom gostitelja s kemi¢nim
prikrivanjem ipd., ¢esar z nasimi testi nismo mogli ugotoviti. Za potrditev zgoraj opisanih
rezultatov in domnev bi morali izvesti dodatne raziskave, kar velja zlasti za podrocje
dolocitve receptorskih molekul tarénih membran in regij proteinov, ki so udelezene pri
interakcijah. Pred tem pa bi morali poiskati primerno metodo, s katero bi lahko izrazili
vecje koli¢ine proteinov v topni obliki.

5.4 PREUCEVANJE INTERAKCI] PROTEINA TORSO-LIKE Z LIPIDNIMI
MEMBRANAMI

Po preliminarnih testih vezave izbranih proteinov MACPF na lipidne membrane
(poglavje 5.3) smo se osredotocili na opis mehanizma interakcije proteina Torso-like s
tarénimi membranami. Tsl je namre¢ eden izmed najmanjSih znanih proteinov MACPF
in poleg MACPF ne vsebuje nobenih drugih domen (sl. 29 in 51). Za preuéevanje je
zanimiv ravno zaradi svoje zgradbe, saj se oCitno veze na membrane na drugacen nacin
kakor do sedaj opisani proteini MACPF. Vecina teh za vezavo na membrano potrebuje
dodatne domene, perforin npr. domeno C2 ali vezavne partnerje (OlyA v primeru PlyB).
Za PlyB so sicer pokazali, da se tudi v odsotnosti OlyA veze na membrano, vendar s
precej nizjo afiniteto (Ota in sod., 2013). Poleg strukturnih lastnosti pa ima Tsl zelo
pomembno vlogo v embriogenezi pri razvoju terminalnih struktur in tudi kasneje pri
razvoju vinske musice, ¢eprav njegova funkcija Se ni povsem pojasnjena. Z namenom
osvetlitve vloge Tsl pri razvoju kakor tudi vloge domene MACPF pri interakcijah z
membranami, smo preucili mehanizem interakcije Tsl z lipidnimi membranami.

Ugotovili smo, da je stopnja vezave Tsl na liposome vecja, ¢e smo te dodali ob zacetku
sinteze. Membrane liposomov, morda na podoben nacin kot Saperoni, verjetno
zamaskirajo hidrofobne aminokislinske ostanke pri nastajanju proteina, saj ti sestavljajo
kar dobro tretjino Tsl. Liposomi bi lahko omogocili ali pravilno zvitje proteina v nativno
obliko ali pa obratno, da se je zaradi hidrofobnih aminokislinskih ostankov, ki se med
sintezo izpostavijo okolju, protein nespecifi¢no vezal na hidrofobne membrane in se tako
sintetiziral v nepravilno zvito obliko.

Preverili smo stopnjo vezave Tsl v odvisnosti od velikosti in koli¢ine liposomov (sl. 35
in 36, poglavje 4.1.3.2). Pokazali smo, da je vezava odvisna od koli¢ine liposomov. V
primeru vecje koli¢ine liposomov, torej vecje koli¢ine razpoloZljivih lipidnih membran,
se je nanje vezalo ve¢ Tsl. Pri poskusih vezave Tsl v odvisnosti od velikosti liposomov
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smo opazili trend vecje stopnje vezave Tsl na manjse lipidne vezikle (SUV). Vecjo
stopnjo vezave na membrane manjsih SUV v primerjavi z LUV smo opazili tudi pri testu
flotacije v saharoznem gradientu (sl. 41). Podobno so tudi za protein MACPF C9 sistema
komplementa ugotovili, da se povezuje s SUV ne pa tudi z LUV (Dankert in sod., 1985).
Domnevamo, da se Tsl veze predvsem na dele lipidnih membran z vecjo ukrivljenostjo
in da je gostota pakiranja lipidnih gradnikov pomemben dejavnik pri vezavi Tsl na lipidne
membrane. Verjetno se Tsl lazje poveze z membranami preko svojih hidrofobnih regij v
bolj ukrivljenih delih membrane, kjer so hidrofobni deli lipidnih gradnikov bolj
izpostavljeni okolju. In vivo se Tsl stabilno veze na nepolarno vitelinsko membrano (to
ni membrana v klasicnem pomenu, saj ni sestavljena iz lipidov, temve¢ iz proteinov
zunajceliénega matriksa (Fargnoli and Waring, 1982)) in sicer na anteriornem in
posteriornem polu izleZenih jajéec, kjer je ukrivljenost membrane veéja (Stevens in sod.,
2003; Riechmann, 2007).

Prav tako smo pokazali, da je vezava Tsl na lipidne membrane stabilna (poglavje 4.1.3.3).
Po prekonoc¢ni sintezi Tsl ob prisotnosti biotiniliranih liposomov je ta ostal vezan nanje
tudi ob dodatku ~ 5x veéje koncentracije ne-biotiniliranih liposomov (sl. 37). Po afinitetni
lo¢bi z magnetnimi kroglicami, oznacenimi s streptavidinom, se ne-biotinilirani liposomi
znajdejo v supernatantu. V' usedlini smo dobili priblizno enako koli¢ino Tsl kot pri
kontrolnem poskusu, pri katerem nismo dodali ne-biotiniliranih liposomov. To pomeni,
da Tsl ni presel iz prvotnih liposomov na liposome, ki smo jih dodali naknadno oziroma,
da se Tsl stabilno veZe na prvotne liposome.

V nadaljevanju smo preucili specificnost vezave Tsl na lipidne membrane, kar smo na
kratko Ze omenili v prej$njem poglavju (poglavje 5.3). Poleg liposomov iz PC in
kompleksnih lipidnih mesanic (MLV-EM in LUV/SUV PC:SM:CHOL) smo pripravili $e
liposome sestavljene samo iz SM in take iz meSanice PC in SM. Ker insekti namesto SM
in CHOL vsebujejo drugaéne lipide (ceramide in ergosterole), smo pripravili $e liposome
s podobno lipidno sestavo kot je v membranah embrija vinske muSice (Dmel:
PE:PC:Ergosterol:Pl:Ceramid) (poglavje 4.1.3.3). Tsl se je najmoc¢neje vezal na liposome
iz kompleksnih lipidnih meSanic ter na liposome samo iz SM, medtem ko je bila koli¢ina
Tsl v usedlini liposomov samo iz POPC in POPC:SM priblizno enaka kakor pri kontroli
brez liposomov (sl. 38). Sklepamo, da se Tsl nespecificno veze na lipidne membrane.
Intenziteta vezave Tsl na MLV-EM, ki vsebujejo poleg lipidov $e proteine in ogljikove
hidrate, je podobna vezavi na liposome iz kompleksnih mesanic sinteti¢nih lipidov.
Predvidevamo, da so receptorji za vezavo razlicne lipidne molekule ali pa, da za vezavo
Tsl na membrane ni pomembna specifi¢nost receptorja, temve¢ njegov hidrofobni znacaj.
Podobne rezultate smo dobili tudi s konstruktom domene MACPF Tsl (m), le da v tem
primeru nismo preverjali vezave na MLV-EM in na liposome-Dmel. Specifi¢nost vezave
N-terminalnega dela proteina Tsl s tem testom nismo uspeli preveriti zaradi navzkrizne
reaktivnosti protiteles, ki smo jih uporabljali za detekcijo heksahistidinske oznake, s
proteinom enake molekulske mase iz magnetnih kroglic.
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Vezavo Tsl na lipidne membrane smo potrdili z neodvisnim testom flotacije v
saharoznem gradientu. Glede na zgornje rezultate vezave Tsl na liposome iz kompleksnih
lipidnih meSanic smo vse poskuse izvedli s SUV/LUV PC:SM:CHOL. Liposomi-Dmel
niso bili primerni, saj o¢itno niso dovolj stabilni in so med poskusom popokali. Tsl je bil
razporejen vzdolz saharoznega gradienta, najve¢ v spodnjem, najbolj gostem delu
gradienta. Ob dodatku liposomov, ki so se zaradi manjse gostote porazdelili proti vrhu, v
obmocje nizke gostote gradienta, pa je bilo v primerjavi s kontrolnim poskusom v primeru
dodatka SUV ve¢ Tsl v zgornjih frakcijah (sl. 41). Veziklom se je med sintezo z IVTT
in/ali po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu povecal premer, najverjetneje zaradi
zlivanja veziklov kot posledice trkov med njimi. Ob prisotnosti Tsl se premer e dodatno
poveca, kar je Se dodaten indikator interakcije Tsl z liposomi (sl. 40). Tsl bi lahko imel
podoben vpliv na liposome, kot jih imajo nekateri drugi proteini MACPF, npr. protein
sistema komplementa C9, ki povzroca aglutinacijo liposomov (Dankert in sod., 1985).
Podobni poskusi vezave obeh krajsih konstruktov Tsl — domene MACPF (m) in N-
terminalnega dela proteina (n) nakazujejo, da se tudi slednja, $e zlasti pa n, vezeta na
liposome (neprikazani rezultati). O¢itno So pri vezavi Tsl na lipidne membrane vkljucene
razli¢ne regije proteina oziroma vsaj dve, ena znotraj domene MACPF in druga znotraj
N-terminalnega dela proteina.

Da bi ugotovili, kateri del proteina vstopa v povezave z lipidnimi membranami, smo
pripravili strukturni model Tsl (sl. 42, poglavje 4.1.3.5). 3D model Tsl je najbolj podoben
misjemu perforinu. Sestavlja ga centralna enota iz domene MACPF, ki naj bi imela
podobno zvitje in lastnosti kakor do zdaj znani proteini MACPF: §tiri vzporedne f-
ravnine, ki jih obdajata skupka a-vijaénic (CH1 in CH2). Pri proteinih sistema
komplementa in perforinu se deli proteina CH1 in CH2 razlikujejo tako po dolzini kot po
hidrofobnosti. NajdaljSe vsebujejo perforin, C9 in C8. Pri perforinu in C9 naj bi se
centralni del obmo¢ij CHI in CH2 razvil v amfipati¢ne B-trakove in s tem omogocil
tvorbo stabilne transmembranske pore (Law in sod., 2010; Aleshin in sod., 2012b). CH1
in CH2 pri C8 (a in B) sta hidrofobni, kar omogoca sidranje MAC kompleksa v membrano
(Steckel in sod., 1983; Hadders in sod., 2007), pri C7 in C6 pa sta regiji kraj$i in manj
hidrofobni, zaradi ¢esar nista sposobni preiti membrane, temve¢ Se verjetno samo
vstavita v zunanji sloj taréne membrane (Silversmith in Nelsestuen, 1986; Aleshin in sod.,
2012b). Glede na poravnavo s ¢loveskimi proteini MACPF so regije Tsl morda dovolj
dolge, da bi omogocile precenje membrane in vsebujejo precej hidrofobnih aminokislin,
s katerimi bi se lahko Tsl stabilno vezal v lipidni dvosloj (sl. 43). Za Tsl smo pokazali, da
se stabilno veze na lipidne membrane, vendar jih glede na rezultate hemolize ne lizira,
kar je v skladu z naso hipotezo, da so se proteini s hidrofobnimi skupki a-vija¢nic
sposobni vstaviti v membrano, ne pa tudi tvoriti pore. V segmentu regij CH, ki naj bi se
glede na poravnavo s ¢loveskimi proteini MACPF vstavil v membrano, Tsl vsebuje po
pet aromatskih aminokislin. Za te smo domnevali, da so vkljucene pri vezavi Tsl na
membrano. Naso hipotezo smo preverili z mutantami Tsl, pri katerih smo po tri aromatske
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aminokisline iz vsake regije CH zamenjali s polarnimi aminokislinskimi ostanki serina
ali asparagina. Z uporabo afinitetne lo¢be z magnetnimi kroglicami, oznacenimi s
streptavidinom, nismo uspeli potrditi nase hipoteze, saj pri nobeni izmed mutant ni prislo
do razlik v vezavi na liposome (sl. 44). Kot smo omenili zgoraj, Tsl oc¢itno vsebuje vsaj
dve regiji za vezavo na membrane (znotraj domene MACPF in znotraj N-terminalnega
dela proteina), zato bi bilo za preverjanje vpliva zamenjanih aminokislin na vezavo Tsl
bolj smiselno poskus izvesti samo z domeno MACPF. Kljub vsemu pa izbrane
aminokisline, ki smo jih zamenjali, o€itno ne vplivajo na vezavo Tsl na lipidne
membrane, saj bi v nasprotnem primeru opazili vsaj manjSo spremembo Vv intenziteti
signala vezanega Tsl. Za doloCitev regij Tsl, ki so odgovorne za vezavo na lipidne
membrane, bi morali zasnovati $e ve¢ razli¢nih mutant, saj so te lahko kje drugje v
predvidenih regijah CH oziroma v kak§nem drugem delu domene MACPF ali proteina.

Nazadnje smo vezavo Tsl na liposome pokazali Se s presevno elektronsko mikroskopijo
v kombinaciji z imunolokalizacijo (sl. 46).

Y L ahiigigiigd.d TS

]
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Slika 52: Shema vezave proteina Torso-like (Tsl) na lipidne membrane. Stopnja vezave je ve¢ja na lipidne
membrane z vecjo ukrivljenostjo in s kompleksno lipidno sestavo. Tsl se stabilno veze na lipidni dvosloj,
pri vezavi pa sodeluje tako N-terminalni del proteina (rumeno) kakor tudi domena MACPF (rdece). PC,
fosfatidilholin; SM, sfingomielin; CH, holesterol.

Figure 52: Schematic presentation of Torso-like protein (Tsl) binding to the lipid membrane. The degree of
binding is greater to the lipid membranes with a greater curvature and a complex lipid composition. Both
N-terminal region of Tsl and its MACPF domain contribute to stable binding of Tsl to the lipid bilayer. PC,
phosphatidylcholine; SM, sphingomyelin; CH, cholesterol.
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5.5 VLOGA LISTERIOLIZINA O PRI POBEGU LISTERNE 1Z FAGOSOMA V
CITOSOL

Pri preucevanju vloge listeriolizina O pri pobegu bakterije Listeria monocytogenes zaradi
tehni¢nih omejitev nismo uspeli narediti ve¢ kot teoretine zasnove poskusa ter
preliminarnih poskusov. Evropska direktiva 93/88/EEC (COUNCIL DIRECTIVE ...,
1993) bakterijo Listeria monocytogenes uvrs¢a med patogene bioloSke dejavnike 2.
skupine in zahteva za delo z njo zadrzevalne ukrepe 2. stopnje. Po Zakonu o0 ravnanju z
GSO delo z listerijo uvrs¢amo v 2. varnostni razred. Zasnovan poskus zahteva opazovanje
sprememb na GUV v prisotnosti listerije v realnem ¢asu s konfokalno mikroskopijo. Od
razpolozljivih mikroskopov nobeden ni bil vkljuc¢en v laboratorij za delo z GSO v 2.
varnostnem razredu. Za poskus nam je uspelo izraziti rekombinantni LLO v topni obliki,
ki bi nam rabil za kontrolni poskus. S permeabilizacijo GUV smo pokazali, da je LLO
aktiven in da tvori pore s hidrodinamskim premerom med 4,5 - 5 nm. Za ta poskus in na
splosno za poskuse na GUV iz membran kompleksne sestave smo razvili metodo za
pripravo GUV iz eritrocitnih membran (Mikelj in sod., 2013). Ceprav nam ni uspelo
preuciti vloge LLO pri pobegu listerije iz fagosoma v citosol, upamo, da bodo nasi
preliminarni poskusi sluzili kot dobra osnova za nadaljnje preucevanje vloge LLO pri tem
procesu.
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6

SKLEPI

Izrazanje rekombinantnih (izbranih) proteinov  MACPF v topni obliki je
problemati¢no, saj so vecinoma veliki, kompleksno zviti in vsebujejo Stevilne
hidrofobne regije, poleg tega nekateri vsebujejo vec potencialnih mest za
glikozilacijo in/ali tvorbo disulfidnih mostickov.

Izbrani proteini MACPF tudi ob prisotnosti OlyA niso hemoliti¢no aktivni.

S pomocjo visokozmogljive presejalne metode s sistemom in vitro transkripcije-
translacije in afinitetne locbe s pomocjo magnetnih kroglic, oznacenih s
streptavidinom smo interakcije z lipidnimi membranami pokazali za hipoteti¢ni
protein patogene bakterije Chryseobacterium gleum, Torso-like (Tsl), domeno
MACPF in N-terminalni del Tsl iz vinske musice (Drosophila melanogaster).
Interakcije z lipidnimi membranami smo opazili tudi pri domeni Jacalin
hipoteti¢nega proteina iz rastlinske patogene bakterije Ralstonia solanacearum,
ter pri domnevni C-terminalni domeni APC-B proteina PfPLP4 iz parazita
Plasmodium falciparum.

Prisotnost dodatnih domen poleg MACPF z napovedano vezavo na membrane ne
pomeni nujno interakcije proteina z membrano. Poleg tega se nekateri proteini z
domeno MACPF lahko povezujejo z lipidnimi membranami, tudi ¢e ne vsebujejo
drugih domen.

Strukturne lastnosti domene MACPF so pomembne za vstavitev proteina v lipidni
dvosloj oziroma za tvorbo pore. Domnevna skupka a-vijacnic hipoteticnega
proteina iz bakterije C. gleum sta prekratka za precenje lipidnega dvosloja, pri Tsl
pa dovolj dolga, da bi proteinu lahko omogo¢ila stabilno vstavitev v membrano a
prevec¢ hidrofobna za tvorbo pore.

Pri vezavi Tsl na lipidne membrane sta vkljuceni vsaj dve regiji: ena znotraj N-
terminalnega dela proteina in ena znotraj domene MACPF.

Tsl se stabilno veze na lipidne vezikle. Afiniteta vezave je ve¢ja na lipidne
membrane oziroma na predele membran z vecjo ukrivljenostjo. Tsl se
nespecificno veze na membrane in za vezavo verjetno ni pomembna specifi¢nost
receptorja, temve¢ njegov hidrofobni znacaj.

Za listeriolizin O nismo opazili, da bi induciral nastanek uvihkov ali internih

veziklov v GUV. Poleg tega nam ni uspelo pojasniti vloge listeriolizina O pri
pobegu bakterije Listeria monocytogenes iz fagosoma v citosol.
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7 POVZETEK
7.1 POVZETEK

Naddruzina proteinov MACPF/CDC vsebuje veliko Stevilo tako litiénih kot neliti¢nih
proteinov iz skoraj vseh Zivljenjskih oblik. Clani naddruzine imajo razliéne vloge in
sodelujejo pri patogenezi, imunosti, plenjenju, razvoju idr., za ve¢ino pa je vlioga slabo
opisana oziroma Se neznana. To velja zlasti za proteine MACPF, ki jih med drugim
najdemo pri razlicnih parazitskih in patogenih organizmih, pri katerih se domneva, da
zanje ti proteini pomenijo pomemben dejavnik pri patogenosti. Pri nekaterih drugih
organizmih so proteini MACPF vkljuceni v razvoj organizma, vendar je njihovo
delovanje slabo raziskano. Do sedaj opisani proteini naddruzine MACPF/CDC svojo
vlogo opravljajo preko interakcij z membranami, za kar $tevilni, poleg skupne domene
MACPF/CDC, vsebujejo e dodatne domene za vezavo na lipidne membrane.

V sklopu na$ih raziskav smo zeleli preuciti pomen domenske organiziranosti, zlasti
prisotnost dodatnih proteinskih domen in strukturnih lastnosti domene MACPF, na
interakcije proteinov MACPF z lipidnimi membranami. V ta hamen smo pripravili 20
razli¢nih konstruktov tako zrelih proteinov MACPF kot njihovih krajsih domen in jih
izrazili s sistemom in vitro transkripcije-translacije ter z razliénimi metodami preucevali
interakcije izrazenih proteinov z lipidnimi vezikli razli¢nih velikosti in sestave.

Ugotovili smo, da je izrazanje rekombinantnih izbranih proteinov MACPF (in verjetno
proteinov MACPF na splo$no) zahtevno, saj nam nekaterih proteinov ni uspeli izraziti,
vecina pa se je izrazila v netopni obliki. V nekaterih primerih smo uspeli donos in topnost
proteinov izboljsati z dodatkom lipidnih veziklov pred sintezo. Izbrani proteini niso bili
hemoliti¢no aktivni, aktivnost se prav tako ni izbolj$ala ob prisotnosti ostreolizina A, ki
v primeru glivnega proteina MACPF pleurotolizina B deluje kot posrednik za vezavo na
membrano. Vzrok za neaktivnost je lahko nepravilna zvitost proteinov, odsotnost pravega
vezavnega partnerja za interakcijo z membranami ali pa vloga teh proteinov ne vkljucuje
lize celic. Kljub temu, da niso hemoliti¢no aktivni, smo S pomo¢jo visokozmogljive
presejalne metode s sistemom in vitro transkripcije-translacije in afinitetne locbe z
magnetnimi kroglicami, oznafenimi S streptavidinom za Sest izbranih proteinskih
konstruktov pokazali vezavo na membrane lipidnih veziklov. 1zmed 11 konstruktov, za
katere smo glede na bioinformacijsko napoved pri¢akovali vezavo na membrano, SMO
vezavo opazili le pri domeni Jacalin hipoteti¢nega proteina iz rastlinske patogene
bakterije Ralstonia solanacearum in domnevni C-terminalni domeni APC-B proteina
PfPLP4 iz parazita Plasmodium falciparum. Vecine drugih proteinov nam ni uspelo
pridobiti v topni obliki. Presenetljivo smo interakcije z membranami zasledili pri
hipoteticnemu proteinu patogene bakterije Chryseobacterium gleum in pri proteinu
Torso-like (Tsl) iz vinske musice (Drosophila melanogaster) ter krajsima konstruktoma
Tsl, domeni MACPF ter N-terminalnemu delu Tsl. Slednji za razliko od prej omenjenih
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11 konstruktov, ne vsebujejo dodatnih napovedanih domen za vezavo na membrano.
Glede na rezultate vsebnost dodatnih domen z napovedano vezavo na membrane ne
pomeni nujno, da se protein res veze na membrano. Velja tudi nasprotno, da se lahko
nekateri proteini MACPF povezujejo z lipidnimi membranami tudi brez dodatnih domen.

Z zgoraj opisano visokozmogljivo presejalno metodo ter s testom flotacije v saharoznem
gradientu smo podrobneje preucevali vezavo proteina Torso-like na membrane
liposomov. Ugotovili smo, da se Tsl veze na vezikle z razlicnimi lipidnimi sestavami in
da je vezava Tsl na lipidne membrane stabilna. Glede na strukturne in fizikalno-kemijske
znacilnosti dveh regij skupkov vija¢nic alfa znotraj domene MACPF, bi se Tsl lahko
stabilno vgradil v lipidni dvosloj. Vezavo proteina na lipidne membrane pa poleg domene
MACPF posreduje tudi regija znotraj N-terminalnega dela proteina. Predvidevamo, da se
Tsl veze predvsem na dele membran z vecjo ukrivljenostjo in da za vezavo verjetno ni
pomembna specifi¢nost receptorja, temve¢ njegov hidrofobni znaca;.

V drugem sklopu nasih raziskav smo Zeleli pojasniti vlogo listeriolizina O iz druzine
proteinov CDC pri pobegu bakterije Listeria monocytogenes iz fagosoma v citosol. Zaradi
tehni¢nih omejitev nam to ni uspelo, kljub temu pa bodo nasa teoreti¢na zasnova poskusa
in preliminarni poskusi lahko sluzili, kot podlaga za nadaljnje preucevanje vloge
listeriolizina O pri tem procesu.
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7.2 SUMMARY

MACPF/CDC protein superfamily comprises a large number of both lytic and non-lytic
proteins from almost all domains of life. Members of this superfamily have different roles
and can participate in either the pathogenicity, immunity, attacking prey, development,
etc. However for the majority the role is either unknown or poorly described. This is
particularly true for MACPF proteins which are, among others, produced by a variety of
parasitic and pathogenic organisms where they are thought to play an important role in
pathogenicity. In some other organisms MACPF proteins are involved in the development
of the organism however their function is poorly understood. MACPF/CDC proteins
described to date exert their role through interactions with lipid membranes for which the
majority of them contain additional membrane binding domains beside the common
MACPF/CDC domain.

The aim of our study was to describe the importance of domain architecture on the
interaction of MACPF proteins with lipid membranes, particularly how the presence of
additional protein domains and structural properties of the MACPF domain affect the
binding. For this purpose, we have prepared 20 different constructs of both mature
MACPF proteins and their shorter domains which we have expressed by an in vitro
transcription-translation system and used different methods to study their interactions
with lipid vesicles of different size and composition.

We have found that the selected recombinant MACPF proteins (and probably MACPF
proteins in general) are hard to produce. We were unable to synthesise some of the
proteins and the majority of others were expressed in insoluble form. In some cases we
were able to improve the yield and solubility of the proteins with the addition of the lipid
vesicles to the synthesis. Selected proteins were not hemolytically active on their own
and not even in the presence of ostreolysin A, which is responsible for membrane binding
of the fungal MACPF protein PlyB. The reason for this could be the improper protein
fold, the absence of binding partner for interaction with membranes, or simply because
the role of these proteins is mediated by other means than cell lysis. By using high
throughput screening method for detecting protein-membrane interactions we showed
that six of the selected protein constructs interact with liposomes. The above mentioned
method combines the in vitro transcription-translation system for protein synthesis and
streptavidin-coupled magnetic beads for separation of free and membrane bound proteins.
Based on the bioinformatics prediction of additional domains for binding to membranes
we expected interactions with liposomes for eleven of our selected constructs. However
we observed binding to lipid membranes for only two of them: Jacalin domain from the
hypothetical protein from plant pathogenic bacteria Ralstonia solanacearum and for
predicted C-terminal APC-f domain of protein PfPLP4 from Plasmodium falciparum.
Most of the remainder nine proteins we were unable to produce in soluble form.
Surprisingly we observed interactions with membranes in the case of a hypothetical
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protein from pathogenic bacteria Chryseobacterium gleum and Torso-like protein (Tsl)
from fruit fly (Drosophila melanogaster) and its shorter constructs: MACPF domain and
N-terminal region. These constructs, in contrast to the previously mentioned eleven ones
do not contain any additional domains for membrane binding. According to the results
the presence of additional domains with the predicted binding to membranes does not
necessarily mean that the protein interacts with a membrane. Conversely, some MACPF
proteins are able to bind to lipid membranes in the absence of additional domains.

With the use of the above-described high throughput screening method and with the
flotation assay we further studied the membrane binding characteristics of protein Torso-
like. We have found that Tsl binds to vesicles of different lipid composition and that the
binding is stable. Based on the structural and physico-chemical characteristics of the two
regions of clusters of helices within the MACPF domain stable binding could be achieved
by partial insertion of this protein region into the lipid bilayer. In addition to the MACPF
domain we showed that N-terminal region of the protein is also responsible for
interactions with lipid membranes. We assume that Tsl binds mainly to the parts of the
membranes with greater curvature and that rather than the specificity of the receptor its
hydrophobic character is important for Tsl binding to lipid membranes.

In the second section of our research we wanted to illustrate the role that the listeriolysin
O from CDC protein family has in escape of bacteria Listeria monocytogenes from
phagosome into the cytosol. However due to technical limitations we were unsuccessful
in doing so. Nonetheless our theoretical design of the experiment and preliminary
experiments may serve as a basis for further study of the role of listeriolysin O in this
process.
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