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JI sl/en

Al Msmeg 4207 je protein bakterije Mycobacterium smegmatis in spada v skupino
univerzalnih stresnih proteinov (USP). Zapise za te proteine in njihove domene
srecamo pri Stevilnih organizmih, njihovo funkcijo pa povezujejo z zasito pri
celicnem stresu in virulenci nekaterih patogenih bakterij. Protein Msmeg 4207 je
substrat acetiltransferaze Rv0998 pri Mycobacterium tuberculosis in njenem
ortologu Msmeg 5458 pri M. smegmatis. Vloga USP-ja Msmeg 4207 je v taksSni
reakciji edinstvena. Omenjena Rv0998 in Msmeg 5458 imata vezavno domeno za
sekundarno obvescevalno molekulo 3',5'-cikli¢ni adenin monofosfat (cAMP), ki je
podobna domenam sesalskih encimov vkljuenih v uravnavanje nekaterih
pomembnih celicnih reakcij, poleg tega pa acetiltransferaze pri bakterijah
uravnavajo nekatere znotrajcelicne procese. Izdelali smo protokol, s katerim smo
pridobili zadostno kolicino Msmeg 4207 in Msmeg_ 4207 oznacCenega s selenom za
dolocitev nekaterih biokemijskih znacilnosti. Ugotovili smo, da je struktura
proteina sestavljena tako iz alfa kot iz beta sekundarnih struktur. Masa njegove
monomerne podenote ustreza 14 kDa, v nativni strukturi proteina pa se te podenote
zdruzujejo v tetramere. Tak$na struktura je pri sobni temperaturi skozi ¢as stabilna,
verjetno pride le do oslabitve zunanjih vezi med aminokislinami. Preucili smo tudi
stopnjo reakcije acetilacije Msmeg 4207 z Msmeg 5458, ki je najvi§ja v
prisotnosti cAMP, ter z masno spektrometrijo in visokotla¢no tekocinsko
kromatografijo ugotovili, da USP ne vsebuje majhnih nukleotidnih molekul kot je
cAMP. Za dolocitev terciarne strukture z merjenjem sipanja X-zarkov smo
ugotovili razmere pri katerih Msmeg_4207 kristalizira, s sinhrotronom pa pridobili
uklonsko sliko kristalov.
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AB  Msmeg 4207, synthesized by Mycobacterium smegmatis, belongs to a group of
universal stress proteins (USP). USPs or conserved USP domains are present in
many organisms. Their function is associated with cell stress respond and virulence
of certain pathogenic bacteria. Protein Msmeg 4207 is a substrate for acetyl
transferase Rv0998 of Mycobacterium tuberculosis and its ortholog Msmeg 5458
of M. smegmatis. This reaction shows a unique role of USP. Abovementioned
Rv0998 and Msmeg 5458 contain secondary messenger 3’,5’-cyclic adenosine
monophosphate (cAMP) binding domain, that shows similarities to domains of
mammalian enzymes involved in the regulation of some important cell reactions.
Furthermore bacterial acetyl transferases regulate some intracellular processes. We
developed a protocol by which we obtained sufficient amount of Msmeg_4207 and
selenomethionine labeled Msmeg 4207 for the determination of some biochemical
characteristics of this protein. We found that the structure of the protein consists of
both, alpha and beta secondary structures. Molecular mass of its monomer
corresponds to 14 kDa and in the native structure of protein subunits combine into a
tetramer. Protein structure is also stable at room temperature over time and in the
structure probably occurs only a weakening of external links of amino acids. We
confirmed that the rate of acetylation of Msmeg 4207 by Msmeg_ 5458 is increased
in the presence of cAMP. By mass spectrometry and high-performance liquid
chromatography we found, that Msmeg 4207 does not contain small nucleotide
molecules such as cAMP. For tertiary structure determination by measuring the X-
ray diffraction we found the crystallization conditions of Msmeg 4207 and with
synchrotron radiation we obtained diffraction image of protein crystals.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
B-ME B-merkaptoetanol
€ Ekstinkcijski koeficient
% (m/V) Utezni odstotek
% (V/V) Volumski odstotek
3'AMP 3'-adenozin monofosfat
5'AMP 5'-adenozin monofosfat
5'GMP 5'-gvanozin monofosfat
A Absorbanca pri doloceni valovni dolzini
Ajsy Absorbanca pri valovni dolzini 254 nm
Ajgo Absorbanca pri valovni dolzini 280 nm
Aso0 Absorbanca pri valovni dolzini 600 nm
ang. Anglesko
ATP Adenozin-5'-trifosfat
Bis-Tris 2,2-bis(hidroksietil)-imino-tris(hidroksimetil)-metan
Bis-Tris propan 1,3-bis(tris(hidroksimetil)metilamino)propan
bp Bazni par
cAMP 3',5'-cikli¢ni adenozin monofosfat
CD Cirkularni dikroizem
cGMP 3',5'-cikli¢ni gvanozin monofosfat
cNMP Cikli¢ni nukleotidni monofosfati
CoA Koencim A
Da Dalton, enota za molekulsko maso
DNA Deoksiribonukleinska kislina
DTT Ditiotreitol
E. coli Escherichia coli
EDTA Etilendiamino tetraocetna kislina
FPLC Hitra proteinska tekocCinska kromatografija
HCl Vodikov klorid
H. influenzae Haemophilus influenzae

HPLC Visokotlacna tekoc¢inska kromatografija (ang. "high pressure liquid
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Kay

kDa
krio-raztopina
LB

logMr

mA

MALDI

M. jannaschii

MRSA

M. smegmatis
M. tuberculosis
MQ

NaCl

NAD"

NADH

NaDS
NaDS-PAGE
NaH,PO4
NaOH
NH4H,PO,
Ni-NTA kolona
NTA

P. aeruginosa
PBS

PEG3350

pH

PMSF

chromatography")

Izopropil B-D-tiogalaktozid

Porazdelitveni koeficient

Kilo Da (1000 Da)

Raztopina za spiranje kristalov pred zamrzovanjem v teko¢em duSiku
Luria Bertanijevo gojisce

Logaritem molekulske mase

Mili A (0,001 A)

Ionizacija z desorbcijo ionov iz matriksa s pomocjo laserske svetlobe
(ang. "matrix-assisted laser desorption/ionisation")
Methanococcus jannaschii

Na metacilin odporni stafilokoki Staphylococcus aureus (ang.
"metacillin-ressistant Staphylococcus aureus")
Mycobacterium smegmatis

Mycobacterium tuberculosis

Mili-Q voda, dodatno ocis¢ena destilirana voda

Natrijev klorid

B-nikotinamid adenin dinukleotid hidrat

Nikotinamid adenin dinukleotid

Natrijev dodecil sulfat

Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS
Natrijev fosfat

Natrijev hidroksid

Amonijev dihidrogen fosfat

Nikelj-nitrilotriocetna kovinsko-afinitetna kolona
Nitrilotriocetna kislina

Pseudomonas aeruginosa

Fosfatni pufer

Polietilenglikol 3350

Negativni desetiski logaritem koncentracije ionov H;O"

Fenilmetilsulfonil fluorid
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ppGpp Gvanozin tetrafosfat

rcf Radialna centrifugalna sila (ang. "radial centrifugal force")
S. Enteritidis Salmonella enterica subspecies enterica serotip Enteritidis
TBA pufer Tris-borat-acetatni pufer

TEV Virus jedkanja tobaka (ang. "tobacco etch virus")

Tof Cas preleta (ang. "time-of-flight")

TPP Tiamin pirofosfat

Tris 2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol

Tris-HCI Tris-hidroklorid

USP Univerzalni stresni protein

uv Ultraviolo¢no

Vb Volumen stacionarne faze kolone

Ve Elucijski volumen

VIS Vidni spekter

Vo Nicelni volumen (ang. "void volume")

vrt./min Vrtljaji na minuto
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SLOVARCEK

USP Univerzalni stresni proteini z domenami velikimi od 140 do 160
aminokislin, ki so Siroko razsirjene med arhejami, bakterijami,
rastlinami in glivami, ne najdemo pa jih pri ¢loveku. Pri
bakterijah je njihovo izrazanje mocno ojatano v stresnem
okolju, predvidevajo pa, da pripomorejo k prezivetju celice.

Msmeg 4207 USP, ki ga najdemo pri Micobacterium smegmatis. Njegova
struktura in funkcija Se nista poznani in je substrat nekaterih
mikobakterijskih acetiltransferaz, katerih aktivnost je regulirana
z medceli¢nimi komunikacijskimi molekulami.

cAMP Cikli¢ni adenozin 3'5'-adenozin monofosfat, eden izmed
ciklicnih nukleotidov, ki so najpomembnejSi sekundarni
nukleotidni sporo€evalci pri evkariontih in bakterijah.

Msmeg 5458 Acetiltransferaza, ki prenasa acetilno skupino iz acetil-koencima
A na lizinski ostanek Msmeg_ 4207, aktivnost tega encima pa je

odvisna od koncentracije cAMP.
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1 UvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Proteinski produkt gena Msmeg 4207 iz Mycobacterium smegmatis spada v druzino
univerzalnih stresnih proteinov oziroma USP (ang. »Universal Stress Proteins«), ki so
skupni nekaterim pripadnikom vseh treh domen organizmov. Sinteza teh proteinov je pri
bakterijah mocno poveCana v stresnih situacijah kot npr. ob pomanjkanju hranil,
izpostavljenosti visoki temperaturi, nekaterim antibiotikom... Patogeni organizmi, med
drugim tudi povzroditeljica tuberkuloze, Mycobacterium tuberculosis, se s takSnimi
okolis¢inami srecajo v tkivih ali celicah gostitelja, zato ni presenetljivo, da so ugotovili

povezave med njihovo virulenco in izrazanjem teh stresnih proteinov.

Omenjena bakterija M. tuberculosis predstavlja resno groznjo zdravju ljudi, predvsem
zaradi moznosti prikrite okuzbe. Prav vpletanju v medcelicno signalizacijo gostitelja s
ciklicnimi nukleotidi pa gre pripisati uspesnost dolgotrajnega ohranjanja v okuzenem
organizmu. Med drugim pa je od teh signalnih molekul odvisno tudi delovanje bakterijskih
acetiltransferaz, ki pri acetilaciji kot substrat uporabljajo USP Msmeg 4207. Tak$na
encima pa najdemo tako pri nepatogeni M. smegmatis (Msmeg_5458) kot pri patogeni M.
tuberculosis (Rv0998).

Nepatogena M. smegmatis je zelo uporaben model za analizo fiziologije in regulacije
mikobakterijskih genov. BoljSe poznavanje lastnosti in delovanja USP pa ponuja

razumevanje teh proteinov tudi pri invazivnih vrstah.

1.2 CILJI RAZISKOVANJA

V raziskovalnem delu bomo izdelali in izvedli protokol za izrazanje proteina Msmeg_4207
v E. coli ter pripravo Cistega proteina v ¢im vecjih koli¢inah. Nativni obliki proteina bomo
poskusali dolociti velikost potencialnih homo-oligomernih oblik v raztopini. Preverjali
bomo tudi stabilnost proteina v razlicnih razmerah ter morebitno vezavo cikli¢nih
nukleotidov oziroma drugih manjSih molekul v strukturo proteina. Ker je ta USP substrat

za acetiltransferazo Msmeg 5458, bomo raziskali njegovo biokemijsko obnaSanje pri
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encimskih reakcijah. Poiskali bomo optimalne razmere za kristalizacijo tega proteina,

potrdili prisotnost pravega proteina v kristalih ter merili sipanje X-Zarkov na teh kristalih.

1.3

DELOVNE HIPOTEZE

Monomerne enote USP-jev so relativno majhne (14 kDa), v organizmih pa so znane
dimerne in tudi tetramerne oblike USP-jev. Predpostavljamo da je tudi
mikobakterijski USP oligomer, velikost monomerne podenote pa je podobna
monomernim enotam drugih USP-jev.

Zaradi ravnoteZja med razlicnimi oligomeri v vzorcu lahko morebitna heterogenost
predstavlja tezave pri kristalizaciji, zato predpostavljamo, da bomo morali poiskati
pravilne razmere za kristalizacijo v ¢im ve¢jem spektru kemijske sestave, ter jih
tudi optimizirati, da bodo zrasli kristali kvalitetne zgradbe.

Analize drugih bakterijskih USP-jev so razkrile prisotnost tako alfa vijacnic kot
beta ploskev, zato predvidevamo, da je tudi protein Msmeg 4207 sestavljen iz
kombinacije obeh struktur.

Nekateri znani USP-ji vezejo nukleotide, za Msmeg 4207 pa predpostavljamo, da ti
v strukturi niso prisotni, kar pa bomo preverili.

Raziskovani USP je substrat acetiltransferaze, katere aktivnost je odvisna od
prisotnosti ciklicnih nukleotidov (cAMP). Zato predvidevamo, da bo do boljse

acetilacije prislo z dodajanjem cAMP reakcijski zmesi.

Glavni namen raziskovalnega dela je torej opredeliti ¢im vec biokemijskih in biofizikalnih

znaCilnosti proteina Msmeg 4207 za pojasnitev vlog in karakteristik USP-jev v

organizmih, predvsem pa v M. tuberculosis. Podatkovni izplen te osnovne raziskave bi

lahko pripomogel k razumevanju teh proteinov vklju¢no s farmacevtskim ali medicinskim

pomenom za zmanjSanje virulence pri patogenih bakterijah in vivo, saj predstavljajo dobre

tarce za razvoj zdravil.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MIKOBAKTERIJE

V rod Mycobacterium uvrs¢amo ve¢ kot 100 vrst, ki spadajo v skupino bakterij z visokim
delezem gvanina in citozina v genomu. Gre za plevmorfne, obligatno aerobne, negibljive
bakterije, ki pogosto izkazujejo filamentozno morfologijo. Znane so po edinstveni
komponenti lipidnega dvosloja — mikolni kislini. Rod obsega patogene, pogojno patogene
in nepatogene vrste, kamor spada vecina. Kljub temu pa so etioloski povzrocitelji nekaterih
bolezni kot npr. tuberkuloze, gobavosti, Johnove bolezni in Burulijevega ulkusa (Shenoy in
Visweswariah, 2006). Pri ugotavljanju virulence, obstojnosti v gostitelju in ostalih lastnosti
patogenih vrst pa nam k boljSemu razumevanju teh mehanizmov dostikrat pomagajo

nepatogene vrste.

2.1.1 Povzroditelji tuberkuloze pri €loveku in njihovo raziskovanje

Bakterije vrste M. tuberculosis so povzrocitelji tuberkuloze, ene najhujSih infekcijskih
bolezni ¢lovestva. Letno zaradi te bolezni umre ve¢ kot 2 milijona ljudi (Kaufmann, 2001),
po podatkih Svetovne zdravstvene organizacije (WHO, 2007) predvidevajo, da je prikrito
ali kroni¢no okuzena ve¢ kot tretjina svetovnega prebivalstva. Bakterije se najveckrat
prenasajo s kaplji¢nim prenosom pri kasljanju. Novi gostitelj kapljice inhalira, v alveolah
pa makrofagi fagocitirajo bakterijske celice. Znotraj njih se te potem intravakuolarno
podvajajo in spreminjajo koncentracije signalnih molekul (ciklicnih nukleotidov)
gostiteljske celice s ¢imer si prilagodijo okolje za rast in delitev (Holen in sod., 1996;
Schmelzle in sod., 2004). Okuzeni makrofagi skupaj z neokuzenimi in celicami T tvorijo
vecjedrne celice velikanke, Langhansove celice, iz njih pa se skupaj z epiteloidnimi
celicami, fibroblasti in limfociti razvijejo okrogli granulomi iz epiteloidnih celic — tuberkli.
Bakterijske celice so znotraj taks$nih struktur podvrzene Stevilnim stresnim dejavnikom,
med drugim tudi pomanjkanju kisika (Canetti, 1955 cit. po Hingley-Wilson in sod., 2010;
Russel in sod., 1955 cit. po Hingley-Wilson in sod., 2010; Imboden in Schoolnik, 1998),
zaradi Cesar preidejo v stanje v katerem so metabolno neaktivne in se ne delijo — Waynovo

stanje (Wayne in Sohaskey, 2001). Takrat gostitelj ne kaze klinicnih znakov bolezni,
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bakterija pa se v telesu ohrani dlje ¢asa, moznosti za prenos na nove gostitelje pa so vecje

(Parrish in sod, 1998; Honer zu Bentrup in Russell, 2001).

Bakterije M. tuberculosis je tezko raziskovati, saj imajo dolg generacijski cas (24 ur),
uvrs¢amo pa jih tudi med zelo nevarne bioloSke dejavnike skupine 3. Nasprotno od
M. tuberculosis pa so bakterije M. smegmatis hitrorastoCe (generacijski ¢as je le od 3 do 4
ure), so saprofilne in nepatogene. Imajo tudi nekaj skupnih genov, ki so homologni genom
za virulentne faktorje M. tuberculosis (Berthet in sod., 1998; Camacho in sod., 1999). Zato
Gomez in sod. (1998), Reyrat in Kahn (2001) ter Zahrt in sod., (2001) menijo, da

M. smegmatis predstavlja dober model za raziskovanje znacilnosti patogenih mikobakterij.

2.1.2 cAMP pri mikobakterijah

Ciklicni nukleotidni monofosfati (¢tNMP), med katere spadata 3',5'-cikli¢ni adenozin
monofosfat (cAMP) in 3'5'-ciklicni gvanozin monofosfat (cGMP), so pomembne
sekundarne obvescevalne molekule pri evkariontskem medceli¢nem sporazumevanju. Tako
npr. povecana koncentracija cAMP v makrofagih sprozi spremembo izrazanja mediatorjev
imunskega odziva (Servillo in sod., 2002; Johannessen in Moens, 2007). Zato so se pri
nekaterih bakterijskih patogenih razvile virulentne strategije, ki se wvpletajo v
sporazumevanje med gostiteljevimi celicami. Sem pristevamo tudi bakterijske encime, kot
so ciklaze in fosfodiesteraze, ki spreminjajo koncentracijo cAMP (Baker in Kelly, 2004;

Sands in Palmer, 2008).

Molekule cAMP iz ATP pri mikobakterijah sintetizirajo adenilil ciklaze razreda III
(Danchin, 1993; Shenoy in Visweswariah, 2004). Aktivacija sinteze s ciklazami potece
npr. pri spremembi pH (Linder in sod., 2002; Tews in sod., 2005; Shenoy in sod., 2005a),
spremembi koncentracije bikarbonata in/ali CO, (Cann in sod, 2003; Linder in sod., 2004),
njihova aktivnost pa je verjetno odvisna tudi od alostericnega uravnavanja (Sinha in sod.,
2005) (slika 1). Po drugi strani pa vlogo cepitve cAMP opravljajo fosfodiesteraze
(Soderling in Beavo, 2000) (slika 1). Posebnost mikobakterijskih genomov je v tem, da
imajo veliko Stevilo genov, ki kodirajo nukleotidne ciklaze. Tako npr. pri vrsti

M. tuberculosis srecamo 16 nukleotidnih ciklaz (Shenoy in sod., 2004), v nasprotju s tem
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pa so do zdaj identificirali le eno fosfodiesterazo, ki jo kodira gen #0805 (Shenoy in sod.,

2005b).

Mozno je, da patogene bakterije po fagocitozi z makrofagi s cAMP direktno zastrupijo
gostiteljsko celico in s tem prilagodijo okolje znotraj celice in tkiva (Agarwal in sod.,
2009). Hkrati pa ti cikli¢ni nukleotidi sluzijo tudi komunikaciji med bakterijskimi celicami
in regulaciji pomembnih bioloskih procesov, kar pojasnjuje njihovo prisotnost tudi v
nepatogenih vrstah (Dass in sod., 2008) (slika 1). Po navedbah Nambi-ja in sod. (2010) sta,
tako acetiltransferaza Rv0998 pri M. tuberculosis kakor tudi njen ortolog Msmeg 5458 pri
M. smegmatis verjetno pomembna mediatorja biokemijskih procesov v omenjenih
bakterijah, njuna aktivnost pa je mo¢no odvisna od cAMP. Navajajo tudi, da sta oba
proteina sestavljena iz dveh domen: domene, ki veze cNMP, kar omogoci alostericno
aktivacijo sosednje, acetiltransferazne domene. Slednja z acetilacjo posttranslacijsko
modificira (acetilira) € amino skupino lizinskega ostanka USP-ja Msmeg 4207 (Nambi in

sod., 2010).

f Spodbujajodi dejavnik (pH, spremembe
* v celi¢ni steni, primanjkovanje hranil,
infekcija makrofagov...)
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Slika 1: Vloga cAMP pri mikobakterijah (Visweswariah, 2011: 27).
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2.2 UNIVERZALNI STRESNI PROTEINI

2.2.1 Odkritje, razsirjenost in vloga

Z raziskovanjem regulacije izrazanja genov v stresnih razmerah pri sevu bakterije E. coli
K-12 so Van Bogelen in sod. (1990) ugotovili, da noben izmed takrat znanih klju¢nih
regulatorjev stresnega odziva ne uravnava izraZanja takrat Se neznanega proteina proteina
C13.5. Pri omenjenih bakterijah pa so kljub temu razmere kot npr. pomanjkanje
aminokislin, ogljika, duSika, fosfata, sulfata, izpostavljanje vrocini, oksidantom, tezkim
kovinam, etanolu, UV svetlobi ipd., mo¢no spodbudile njegovo izrazanje. V stacionarni
fazi je bilo to celo tako mocno, da je predstavljal enega izmed najbolj pogostih proteinov v
celicah (Nystrom in Neidhardt, 1992; 1993; 1994). Mutante z delecijo gena za ta protein pa
niso prezivele razmer, pri katerih je priSlo do poSkodb DNA ali do zgoraj omenjenih
omejevanj rasti (Nystrom in Neidhardt, 1994). To je bil tudi glavni vzrok, da so ti

raziskovalci preimenovali protein C13.5 v univerzalni stresni protein A (UspA).

Gustavsson in sod. (2002) so pri primerjavi podobnosti nukleotidnih zaporedij pokazali, da
je poleg uspA pri E. coli prisotnih ve¢ podobnih genov, ki pripadajo t.i. usp druzini — uspC,
uspD, uspE, uspF, uspG (slika 2). Gen uspB ne spada v to druzino (Gustavsson in sod.,
2002). Vse proteine, ki jih kodirajo omenjeni geni, z izjemo proteina UspE, so razvrstili v
dve poddruzini. UspE je izjema, ker je heterodimer (Kvint in sod., 2003) saj ima skupne
lastnosti domen obeh poddruzin (Gustavsson in sod., 2002). Zato se Nachin in sod. (2008)

strinjajo, da bi bilo najbolje razvrstiti obe domeni v dve novi poddruzini.

UspA

UspD

UspC

UspF

UspG
UspE domena 2

UspE domena 1

Slika 2: Filogenetski odnosi med razli¢énimi USP-ji pri E. coli (Gustavsson in sod., 2002: 108).
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Nachin in sod. (2005) so v svoji raziskavi ugotovili da imajo omenjeni USP-ji pri E. coli
ve¢ vlog (slika 3). Tako sta npr. UspA in UspD pomembna za prezivetje v oksidativnih
razmerah. UspD tudi preprecuje prekomeren vnos Zeleza v celice, s tem pa so te manj
obcutljive na antibiotik streptonigrin, ki poveca smrtnost celic s preveliko koli¢ino
prostega zeleza. Ugotovili so tudi, da mutante brez genov uspC in uspE ne sintetizirajo
flagelarnega motorja in so zato negibljive, mutante brez genov uspF in uspG pa so bolj
gibljive. Iz tega sledi, da UspC in UspE pripomorejo k vecji gibljivosti celic, po drugi
strani pa preprecujejo tvorbo medcelicnih agregatov. Raziskave tudi omenjajo, da UspA
inducira razgradnjo mascobnih kislin (Farewell in sod., 1996) in da so UspA, UspC, UspD
ter UspE potrebni za od RecA-odvisno zas¢ito DNA in popravljalne mehanizme (Diez in
sod., 2000). Na podlagi vseh teh in podobnih vlog, se raziskovalci strinjajo, da imajo USP-
ji izrazito vlogo pri virulenci E. coli, ko so bakterijske celice v stresnem okolju (Nachin in

sod., 2005).

Razgradnja

/ mas&obnih kislin
/1 \:"\

Prepretevanje
nekontroliranega || OPramba proti |Gibljivosl || Adhezija | Agregacija celic
Vnosa Zeleza oksidativnem stresu
““““““ N - \ / )
F ——

[ oo ]

Slika 3: Vloga razliénih USP-jev pri E. coli (Nachin in sod., 2005: 6271). Crta s koncem v obliki T za razliko
od puscice pomeni negativen ucinek na dolocen pojav, moc¢ ucinka na pojav pa je izrazena s polno ali ¢rtkano

érto.

Primerjava nukleotidnega zaporedja uspA z zaporedji v podatkovnih zbirkah je razkrila, da
obstaja zelo veliko Stevilo organizmov s podobnimi zaporedji, ta pa zdruzujemo v UspA
superdruzino (Kvint in sod., 2003). Tako so isti raziskovalci odkrili, da gene teh proteinov
ali pa njihovih ohranjenih domen najdemo v genomih drugih prokariontov, arhej in celo
evkariontov, zaporedja pa so lahko v organizmu velikokrat ponovljena — tudi do 14-krat,
kot npr. pri rodu arhej Halobacterium. Na podlagi evolucijskih analiz pa Aravind in sod.

(2002) celo predvidevajo, da je domena UspA proteina del vecje proteinske strukturne
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druZzine, ki pa direktno izvira iz genoma univerzalnega skupnega prednika vseh modernih

oblik Zivljenja.

Prva razresena struktura proteina, ki pripada UspA superdruzini, je bil homodimeren
protein MJ0577 (PDB dostopna koda: 1MJH) arheje Methanococcus jannaschii, katerega
monomer veze en magnezijev ion in ATP, vendar pa zanj Se ni ugotovljena vloga v celici
(Zarembinski in sod., 1998) (slika 4). Isti raziskovalci so tudi ugotovili, da so aspartat na
mestu 13, valin na mestu 14 in motiv G-2X-G-9X-G(S/T) klju¢ni za vezavo ATP, kljub
temu pa Se vedno ni pojasnjena vloga vezave. Sousa in McKay (2001) sta nato
kristalizirala Se (PDB dostopna koda: 1JMV) in ugotovila, da je v raztopini ta protein v
dimerni obliki in ne veze nukleotidov (slika 4). UspA iz H. influenzae v aminokislinskem
zaporedju nima motiva (G-2X-G-9X-G(S/T)), omenjeni aminokislini pa najdemo na istih

mestih kot pri MJ0577 (slika 5).

Slika 4: Kristalni strukturi USP-jev. A — kristalna struktura MJ0577 (Zarembinski in sod., 1998: 15190). V
strukturi je opaziti dve molekuli ATP in dva Mg®" iona; B — kristalna struktura UspA dimerov pri
H. influenzae (Sousa in McKay, 2001: 1136).
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70 80 90 100 110 120
IMJIH GLNKSVEEFENELKNKLTEEAKNKMEN IKKELEDVGFKVKD I 1VVGIPHEEIVKIAEDEG
1IMV -MSSMQDRISTETQKALLDLAESVDYPISEKLSGS——----- GDLG---QVLSDAIEQYD
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IMJIH VDI I IMGSHGKTNLKE ILLGSVTENV IKKSNKPVLVVKRKNS
1IMV VDLLVTGHH--QDFWSKLMSSTRQ-VMNT IK1DMLVVPLRDE

Slika 5: Primerjava aminokislinskih zaporedij MJ0577 pri M. jannaschii (1IMJH) in UspA pri H. influenzae
(1JMV) s programom ClustalW?2 (Larkin in sod., 2007). Motiv in aminokisline, ki so pomembne za vezavo
ATP so oznacene z rumeno barvo. Opazimo, da je v zaporedju 1JMV le delno ohranjen motiv za vezavo ATP

aminokisline pa sre¢amo na istih mestih.

2.2.2 USP-ji v patogenih mikroorganizmih

Kot smo ze omenili, je vloga USP-jev mo¢no povezana z virulenco, zato so ti proteini

najvec pozornosti pritegnili z izrazanjem pri patogenih mikroorganizmih.

Na antibiotik zadnje izbire metacilin in na Stevilne druge antibiotike odporni stafilokoki
Staphylococcus aureus (MRSA, ang. "metacillin-ressistant Staphylococcus aureus")
predstavljajo resno groznjo zdravju ljudi, zato skusajo raziskovalci poiskati nove metode in
ucinkovine s katerimi bi bila onemogocena ali pa vsaj oslabljena njihova patogenost. V eni
izmed taksnih raziskav so Jenkins in sod. (2011) pokazali, da je izrazanje UspA proteina
pri omenjenih stafilokokih moc¢no oslabljeno, ¢e je v gojiscu prisoten med, ki ga Cebele
pridelajo ob paSi na rastlini Leptospermum scoparum (manuka) in je znan po svojem
antibakterijskem delovanju. Celice se pri teh pogojih niso mogle deliti, bile so bolj
obcutljive in so hitro umirale. Zato predvidevajo, da bi pri teh bakterijah prav omejevanje

izrazanja UspA proteina povecalo njihovo obcutljivost na antibiotike.

Patogena bakterija Salmonella enterica subsp. enterica serotip Enteritidis je perec
zdravstveni problem v razvitem svetu, eden glavnih virov okuzb pa so koko§ja jajca s

kontaminirano notranjostjo (Gantois in sod., 2009). Ugotovili so, da se gena uspA in uspB
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pri omenjeni bakteriji mo¢no izrazata, ko je v tkivu ovarijev (Gantois in sod., 2008),
mocan induktor tega pojava pa je beljak (Raspoet in sod., 2011). V tej raziskavi so
ugotovili, da mutante brez omenjenih genov v primerjavi z divjim tipom manj pogosto
okuzijo kokosji reproduktivni trakt. Isti raziskovalci domnevajo, da telesna temperatura
pis¢ancev (42 °C), primanjkovanje hranil v ovariju, visok pH, primanjkovanje zeleza in
antibakterijske snovi vplivajo na aktivacijo genov za USP. Bakterije so manj virulentne

brez njih.

Vse nakazuje tudi na to, da imajo USP proteini pomembno vlogo v patogenih bakterijah, ki
tvorijo biofilme. Pseudomonas aeruginosa je oportunist, ki je pogost povzrocitelj
bolnisni¢nih infekcij, okuzb ran in opeklin in tudi dominantni patogen cisti¢ne fibroze
(Van Delden in sod., 1998; Koch in sod., 2000; Lyczak in sod., 2002). Pomembna faktorja
pri infekciji sta rast bakterij v biofilmih, ki predstavlja zas¢ito pred antibiotiki in
gostiteljevim imunskim sistemom (Hassett in sod., 1996; Costerton in sod., 1999; Singh in
sod., 2000) in tvorba biofilmom podobnih mikrokolonij v mikroaerofilnem ali anaerobnem
okolju v mukusu (Worlitzsch in sod., 2002). V anaerobnem okolju v tleh ali sedimentih
P. aeruginosa pridobiva energijo v procesu denitrifikacije z oksidacijo nitrata ali nitrita
(Palleroni, 1984; Zumft, 1997) ali pa s fermentacijo arginina (Vander Wauven in sod.,
1984) in piruvata (Eschbach in sod., 2004). Slednja dva tipa pridobivanja energije sta
znacilna pri okuzbah bolnikov (Eschbach in sod., 2004). Z analizo proteoma celic gojenih
v anaerobnih razmerah so Schreiber in sod. (2006) opisali moc¢no izraZzanje USP-jev
PA3309 in PA4352. Mutante brez gena za prvi protein so imele zniZzano stopnjo prezivetja
pri fermentaciji piruvata. Zaenkrat Se ni znano, kaks$na je natan¢na funkcija obeh
proteinov, Boes in sod. (2006) pa se strinjajo, da sta zagotovo pomembna pri ohranjanju
bakterije v gostitelju predvsem pri cisticni fibrozi. Pomembnost USP-jev za prezivetje so
poudarili tudi Chen in sod. (2006) pri preuCevanju patogene bakterije ustne votline
Porphyromonas gingivalis. 1zrazanje genskega zapisa homolognega zapisu gena uspA je
bilo mocnejse pri nastanku biofilma, mutante brez gena v primerjavi z divjim tipom pa so

pocasneje rastle v prisotnosti tetraciklina in pri suboptimalni temperaturi.
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2.23 USP-ji in mikobakterije

M. tuberculosis ima kar deset razli¢nih USP-jev, ki so prisotni tudi v ve¢ kopijah, Sest od
teh pa je del DosR regulona, skupine genov, katerih izrazanje je moc¢no ojacano, ko so
bakterijske celice v makrofagih (Park in sod., 2003; Schnappinger in sod., 2003). Ugotovili
so, da se sinteza teh USP-jev razli¢no inducira pri nizki koncentraciji kisika (Bacon in sod.,
2004), povecani koncentraciji dusikovega monoksida (Voskuil in sod., 2003; Ohno in sod.,
2003), z mitomicinom C in UV svetlobo (Boshoff in sod., 2003), palmitinsko kislino in
vodikovim peroksidom (Schnappinger in sod., 2003) ter pri nizkem pH (Fisher in sod.,
2002) (preglednica 1).

Preglednica 1: Odvisnost izrazanja razli¢nih USP-jev M. tuberculosis od stresnih razmer (Hingley-Wilson in

sod., 2010: 238). Oznake: (+) — inducirano izrazanje, (—) — reprimirano izrazanje.

Inducirani USP
Stresni dejavnik Rv1636 Rv1996 Rv2005¢ Rv2026¢ Rv2028c
Nizka konc. O, (+) (+) ()
NO () () ()
Palmitinska kislina )
H,0, ) Gp) H ()
UV svetloba/Mitomicin C (+) (+) ) ()
Nizek pH (@)
Inducirani USP
Stresni dejavnik Rv2319¢ Rv2623 Rv2624 Rv3134 Rv1028
Nizka konc. O, (+) ) ")
NO () () )
Palmitinska kislina
H,0, D) Gp) H ()
UV svetloba/Mitomicin C (+) (+) ) ()
Nizek pH () (&)

Gen rv2623 je pri stresu eden izmed najmocneje induciranih genov DosR regulona (Ohno
in sod., 2003; Park in sod., 2003;Voskuil in sod., 2003). Poleg ojac¢anega izrazanja v
bakterijah gojenih pri nizki koncentraciji kisika so podoben pojav opazili v fagocitiranih
bakterijah (Monahan in sod., 2001) in bakterijah v pljucih kroni¢no inficiranih misi (Shi in
sod., 2003). Drumm in sod. (2009) so ugotovili, da USP Rv2623 regulira rast celic

M. tuberculosis in da je nujno potreben pri povzrocanju kroni¢ne infekcije gostitelja.
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Domnevajo, da je njegova funkcija verjetno odvisna od ATP, saj so, podobno kot pri
MJ0557, v njegovem aminokislinskem zaporedju ugotovili prisotnost motiva G-2X-G-9X-
G(S/T), v kristalni strukturi proteina pa opazili ATP (slika 6). Ta motiv je prisoten tudi pri
aminokislinskih zaporedjih preostalih USP-jev M. tuberculosis (O'Toole in Williams,
2003; Drumm in sod., 2009) (slika 7).

Domena 1 Domena 2

Slika 6: Struktura Rv2623 znotraj katere sta ATP in Mg®" (Drumm in sod., 2009: 7) (PDB dostopna koda
3CIS).

| USP — USP |
Rv1636 GNVGLSTIAGRLLGS

Rv2028c GAIGVHHFRPERVGS

Rv2624c GSVGIGRYASSILGS

Rv3134c GSVGLDHVRGRR-GS

Rv1996 GYRGQGAVAGALLGS GSHGRGGFPGMHLGS
Rv2005¢c GSSGRGALARGLLGS GSHGRGGLTGMLLGS
Rv2026c GSQGMGALGRLLLGS GSHGRGGFSGMLLGS
Rv2623 GCLGSGRWPGRLLGS GSRGRGGYAGMLVGS
MJO577 GSHGKTNLKEILLGS

UspA GHH——QDFWSKLMSS

Slika 7: Motiv v aminokislinskih zaporedjih, ki je pomemben za vezavo ATP v nekaterih USP-jih
M. tuberculosis (O'Toole in Williams, 2003: 389). Pri §tirih je prisoten tudi v obeh kopijah zapisov za USP-

je. Ta motiv najdemo v zaporedju proteina MJ0577, ki ga pa ni v zaporedju proteina UspA pri H. influenzae.

Hingley-Wilson in sod. (2010) so skusSali dolociti vlogo USP-jev Rv1996, Rv2005c,
Rv2026¢ in Rv2028c na podoben nacin kot so to naredili raziskovalci pri E. coli. Kljub



Naneh O. Izolacija, biokemijska karakterizacija ter kristalizacija ... proteina iz Mycobacterium smegmatis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2011

13

temu, da so razli¢ni dejavniki mocno ojacali izraZanje teh USP-jev, pa v stresnih razmerah
niso ugotovili sprememb v celi¢ni rasti, virulenci ali prezivetju mutant M. tuberculosis brez
zapisov za USP-je. Nasprotno pa Drumm in sod. (2009) navajajo, da ni razlike v rasti
divjega tipa celic in mutante z delecijo gena rv2623. Raziskovalci torej Se niso prisli do
jasnega zakljucka in zaenkrat lahko le predvidevajo, da so ti proteini pri M. tuberculosis le

funkcionalno odvecni ali pa Se ne poznamo jasne vloge kot pri USP-jih E. coli.

Nambi in sod. (2010) so opisali pojav acetilacije USP proteina Msmeg 4207 pri
M. smegmatis z ortolognima acetiltransferazama Msmeg_ 5458 iz M. smegmatis in Rv0998
iz M. tuberculosis. Ugotavljajo, da je v teh dveh proteinih domena, ki veze cAMP,
strukturno podobna regulatorni domeni podenote sesalske protein kinaze A. Ti proteini pa
regulirajo Stevilne celicne procese v stresnem okolju, med rastjo in razvojem, direktno so
vpleteni tudi v nadzor celi¢ne smrti in pomembni pri ohranjanju celi¢nega spomina (Taylor
in sod., 2004). Ker se USP in acetiltransferaza zdruzujeta v stabilne komplekse,
predvidevajo, da je Msmeg 4207 v bakterijski celici regulator proteinske acetilacije
(Nambi in sod., 2010). Izkazalo se je, da je aktivnost velikega Stevila proteinov, ki so del
centralnih metabolnih poti, regulirana prav z reakcijo acetilacije (Yang in Seto, 2008; Zhao
in sod., 2010). Pri E. coli so ti proteini metabolni encimi, transkripcijski in translacijski
regulatorji in proteini odziva na stres (Zhang in sod., 2009). Nambi in sod. (2010) Se vedno
preucujejo dejansko funkcijo mikobakterijskih acetiltransferaz kakor tudi proteina

Msmeg 4207.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Kemikalije

Preglednica 2: Uporabljene kemikalije in komercialno dostopni kompleti.

Proizvajalec Kemikalije

Amersham Pharmacia Biotech Kalibracijski standardi za gelsko kromatografijo: Low Molecular
Weight Calibration Standards (kimotripsinogen A, ovalbumin,
albumin), High Molecular Weight Calibration Standards (aldolaza,

feritin)

Bio-Rad Akrilamid, bis-akrilamid, barvilo Coomassie Brilliant Blue R-250,
standardi znanih molekulskih mas Precision Plus Protein

Unstained Standards (161-0363)

Difco Agar, Bacto tripton, kvasni ekstrakt, tripton
Gold Biotechnology Ditiotreitol (DTT), izopropil B-D-tiogalaktozid (IPTG)
Hampton Research Polietilenglikol 3,350 (PEG3350), kristalizacijski pufri: Index

Screen, Memb Fac, Natrix Screen, Peg Ion screen I, Peg Ion screen

II, Salt RX screen

Invitrogen Poliakrilamidni geli NuPAGE® Novex® Bis-Tris Gel 1,0 mm 10
jamic, SimplyBlue™SafeStain za vizualizacijo proteinskih lis na
poliakrilamidnem gelu, pufer za obtezitev in barvanje vzorcev
proteina pri gelski elektroforezi NuPAGE® LDS Sample Buffer
(4X), elektroforezni pufer NuPAGE® MES SDS Running Buffer

Merck 37-odstotna klorovodikova kislina, metanol, ocetna kislina, 100-

odstotni etilenglikol

Quiagen Polnilo kolon Ni-NTA Superflow, Ni-NTA Superflow Fast Flow
Riegel 96-odstotni etanol
Sasol Wax Vazelin Vaselinum Album

se nadaljuje
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nadaljevanje

Preglednica 2: Uporabljene kemikalije in komercialno dostopni kompleti.

Proizvajalec

Kemikalije

Sigma Aldrich

a-ketoglutarat dehidrogenaza, o-ketoglutarat v natrijevi soli (o-
ketoglutarat), p-merkapto-etanol (B-ME), B-nikotinamid adenin
dinukleotid hidrat (NAD"), 2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-
diol (Tris), 2,2-bis(hidroksietil)-imino-tris(hidroksimetil)-metan
(Bis-Tris), 1,3-bis(tris(hidroksimetil)metilamino)propan (Bis-Tris
propan), absolutni etanol, acetil-koencim A v natrijevi soli (acetil-
CoA), agaroza, amonijev acetat, amonijev nitrat, amonijev
dibazi¢ni citrat, amonijev sulfat, ampicilin, Antifoam 289,
bromfenol modro, citronska kislina, dikalijev hidtrogen fosfat,
etilendiamino tetraocetna kislna (EDTA), fenilmetilsulfonil fluorid
(PMSF), glicin, gvanidinijev hidroklorid, imidazol, kalijev
hidrogenfosfat trihidrat, natrijev citrat, natrijev dihidrogenfosfat,
natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, natrijev hidroksid, natrijev

klorid, nikljev sulfat, reduciran L-glutation

3.1.2 Veckomponentne raztopine, pufri in zaloZne raztopine za kristalizacijo

Preglednica 3: Stestavine pufrov, veckomponentnih raztopin in zaloZnih raztopin, ki smo jih uporabljali pri

delu.

Pufer/veckomponentna
raztopina in koli¢ina

Sestavine in priprava

Fosfatni pufer (500 mL)

Pufer za resuspendiranje celic

(50 mL)

Pufer za resuspendiranje in

shranjevanje celic (50 mL)

Ni-NTA pufer za nanos proteina

(500 mL)

Ni-NTA pufer za spiranje kolone
(250 mL)

Ni-NTA pufer za elucijo proteina
(250 mL)

11,5 g KH,PO,1n 81,8 g K,HPO, x 3H,0.
50 mM Tris pH 8,0 in 150 mM NaCl. Pufer smo umerili na
pH 8,0.

50 mM Tris pH 8,0, 150 mM NacCl in 10 % (V/V) glicerola. Pufer

smo umerili na pH 8,0.

50 mM Tris pH 8,0, 250 mM NaCl, 10 mM imidazol pH 8,0,
5 mM B-ME in 10 % (V/V) glicerola.

50 mM Tris pH 8,0, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol pH 8,0,
5 mM B-ME in 10 % (V/V) glicerola.

50 mM Tris pH 8,0, 250 mM NaCl, 300 mM imidazol pH 8,0,
5 mM B-ME in 10 % (V/V) glicerola.

se nadaljuje
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nadaljevanje

Preglednica 3: Stestavine pufrov, veckomponentnih raztopin in zaloznih raztopin, ki smo jih uporabljali pri

delu.

Pufer/ve¢komponentna
raztopina in koli¢ina

Sestavine in priprava

Dializni pufer (3 L)

Pufer za gelsko kromatografijo

(500 mL)
TBA pufer (50 mL)

Pufer za nativno elektroforezo

5-kratni vzor¢ni pufer za nativno

elektroforezo (10 mL)

Pufer za vizualizacijo proteinskih
lis na gelu za nativno

elektroforezo (1 L)

Pufer za razbarvanje gela za

nativno elektroforezo (1 L)
Raztopina soli za minimalno
gojisce (1 L)

Raztopina aminokislin za

minimalno gojisce (1 L)

Fosfatni pufer (PBS pufer) (1 L)

Zalozne raztopine za

kristalizacijo (vsaka po 50 mL)

50 M Tris pH 8,0, 100 mM NaCl, 5mM B-ME in 10 % (V/V)

glicerola.

50 mM Tris pH 8,0, 50 mM NaCl, 2mM DTT in 10 % (V/V)

glicerola.
100 mM natrijev acetat, 50 Mm Bis-Tris in 50 mM Tris pH 7,5.

25 mM Tris in 192 mM glicin. Pufer smo umerili na pH 8,8 s
6 M NaOH.

312,5mM  Tris-HCl  (pH 6,8), 50 % (V/V) glicerola in
0,05 % (V/V) bromfenol modrega.

1 g Coomassie Blue R-250 barvila, 450 mL metanola, 450 mL
MQ in 100 mL ocetne kisline.

100 mL metanola, 100 mL ocetne kisline.

28 g KzHPO4 X 3H20, 8 g KH2P04, 4 g (NH4)st4, 1 g
natrijevega citrata in 0,4 g MgSO,4 x 7H,0.

0,2 mg/mL aminokislin: alanin, arginin, aspargin, asparginat,
cistein, glutamat, glutamin, glicin, histidin, prolin, serin,

triptofan, tirozin.

0,5 mg/mL aminokislin: izolevcin, levcin, lizin, fenilalanin,

treonin in valin.

0,2 g kalijevega klorida, 1,44 g dinatrijevega hidrogenfosfata,
0,24 g kalijevega dihidrogenfosfata in 8,76 g natrijevega klorida.

0,5 % (m/V) PEG3350; 2M NaH,PO,; 2 M amonijev sulfat;

2M amonijev dibazi¢ni citrat; 0,5M citrat; 0,5 M Bis-Tris
propan; 2 M amonijev acetat; 1 M Bis-Tris; 2 M NaCl.

se nadaljuje
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nadaljevanje
Preglednica 3: Stestavine pufrov, veckomponentnih raztopin in zaloznih raztopin, ki smo jih uporabljali pri

delu.

Pufer/ve¢komponentna

s oy Sestavine in priprava
raztopina in koli¢ina prip

Mobilne faze pri HPLC Mobilna faza A: raztopina NH4H,PO, pH 6,2 (uravnano z

amonijakom).
Mobilna faza B: mobilna faza A z 20 % (V/V) metanola.

Krio-raztopine (500 pL) Krio-raztopine 1: 0,24 M amonijev dibazi¢ni citrat, 25 % (V/V)
0,5-odstotne (m/V) raztopine PEG3350 in 5%, 10 %, 15 %,
20 %, 25 % ter bodisi 30 % (V/V) 100-odstotnega etilenglikola.

Krio-raztopine 2: 0,23 M amonijev acetat, 25% (V/V) 0,5-
odstotne raztopine PEG3350, 0,11 M Bis-Tris in 5%, 10 %,
15 %, 20 % ter bodisi 25 % (V/V) 100-odstotnega etilenglikola.

Krio-raztopine 3: 0,23 M amonijev acetat, 26 % (V/V) 0,5-
odstotne raztopine PEG3350, 0,11 M Bis-Tris in 5%, 10 %,
15 %, 20 % ter bodisi 25 % (V/V) 100-odstotnega etilenglikola.

Razen ¢e ni drugace navedeno, smo meSanice do ustreznega volumna dopolnili z MQ

(Mili-Q voda, dodatno ociscena destilirana voda).

3.1.3 Gojisca in mediji za rast bakterijskih celic

Preglednica 4: Gojisca, ki smo jih uporabljali pri delu.

Gojisce Sestavine in priprava raztopin

Luria Bertanijevo gojisce (LB) 0,5% (m/V) kvasnega ekstrakta, 1% (m/V) triptona in
1% (m/V) NaCl. Za pripravo trdnega gojiS¢a smo dodali
15 mg/mL agarja in po ohlajevanju na 50°C Se ustrezni

antibiotik. Goji§¢e smo nato razlili v petrijevke.

Bogato gojis¢e (ang. Terrific 2,4 % (m/V) kvasnega ekstrakta, 1,2% (m/V) triptona,
broth) (TB) 0,4 % (V/V) glicerola.
Selektivno gojis¢e za indukcijo 45 mL TB gojisca, 5 mL fosfatnega pufra, 100 uL ampicilina.

rasti (za 50 mL)

se nadaljuje



18

Naneh O. Izolacija, biokemijska karakterizacija ter kristalizacija ... proteina iz Mycobacterium smegmatis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2011

nadaljevanje

Preglednica 4: Gojisca, ki smo jih uporabljali pri delu.

Gojisce

Sestavine in priprava raztopin

Selektivno gojiSce za rast (1 L)

Minimalno gojis¢e

900 mL TB gojisca, 100 mL fosfatnega pufra, 2 mL ampicilina

izhodne koncentracije 50 mg/mL.

200 mL raztopine soli, 200 mL raztopine aminokislin, 8 mL
tiamina, 8 mL timina, 16 mL raztopine glukoze, 2 mL ampicilina,
560 mL avtoklavirane vode, 3 kapljice raztopine Antifoam 289 in

50 mg selenometionina dodanega tik pred kultivacijo.

Razen ¢e ni drugace navedeno, smo meSanice do ustreznega volumna dopolnili z MQ.

3.14 Laboratorijska oprema

Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema.

Proizvajalec Laboratorijska oprema
Agilent Technologies UV-VIS  spektrofotometer:  Agilent 8453, UV-Visible
Chemstation software
HPLC sistem: Agilent 1100 series HPLC
Air Liquide Transportni krio-posodi (dewar): Voyageur 5, Voyageur 12
Applied Photophysics CD spektrofotometer: Chirascan

BD Bioscience Falcon

Beckman

Belimed

Bio-Rad

Kristalizacijske plosc¢e: 24-well Cell Culture Plate

Centrifuga: Beckman J2-HS Centrifuge
Rotorja: JA-10 in JA-20
Pomivalno dezinfekcijski stroj: LA180

Vertikalni elektroforezni sistem Mini Protean III

Stekelca za vlivanje gelov za elektroforezo: Mini-Protean 3

Short Plates, Mini-Protean 3 Spacer Plates (0,75 mm)

se nadaljuje
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nadaljevanje
Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema.
Proizvajalec Laboratorijska oprema
Biosan Termicni blok: CH-100
Namizni stresalnik: MiniShaker PSU 2T
Brand Pipeta: Accu-jet pro
Elma Ultrasoni¢na kopel za degaziranje raztopin: Transsonic 460
Eppendorf Centrifuga: Eppendorf Centrifuge 5415R
Avtomatska pipeta: ResearchPro 0,5-10 puL
GE Healthcare Kromatografski sistem Akta FPLC: &érpalke P-920, monitor
UPC-900, injektorski vijak NV-907, omejevalnik pretoka Flow
Restrictor PR-902, zbiratelj frakcij Fraction Collector Frac-920,
racunalnisko programsko orodje Unicorn 5.20
Kolona XK16/20
Kromatografska kolona: Superdex 200 10/300 GL
150 mL zanka za FPLC sistem
Gilson Pipete: 0,2-2 uL, 2-20 uL, 20-100 pL, 20-200 uL 200-100 uL
H+P Labortechnik GmbH Parni sterilizator: Varioklav

Hampton Research

Heat Systems- Ultrasonics inc.

Hettich Zentrifugen

Hewlett Packard

Invitrogen

Silikonizirana stekelca za kristalizacijo s premerom 18 mm

Najlonsk zanke za lovljenje kristalov: CryoLoop 0,1-0,2 mm,

0,2-0,3 mm

Kristalizacijske viale: CrystalCap Vial
Kristalizacijski pladenj

Sonikator: Sonicator 385

Centrifugi: Rotina 35 R in Rotina 28 R
Spektrofotometer: Diode Array Spectrophotometer

Peltierjev element: Peltier Temperature Control Acessory

89090A

Elektroforezni sistem: XCell SureLock Mini-Cell

se nadaljuje
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nadaljevanje

Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema.

Proizvajalec

Laboratorijska oprema

Kambi¢

Mettler Toledo

Milipore

Nikon
Olympus

Pharmacia

Sartorius
Sigma-Aldrich
Spearlab

Spectrum Laboratories

Stresalnik za gojenje kultur: IS-200K

Avtoklav

Laboratorijski susilnik-sterilizator SP-250 C

Inkubator I-115

pH meter: Seven easy

Sistem za pridobivanje demineralizirane vode: RiOs 16

Sistem za pridobivanje visokopre€is€ene in demineralizirane

vode: MQ R6

Koncentrator Amicon Ultra 15 30K NMWL
Sistem za ultrafiltracijo Microcon Ultracel YM-10

Filtri za sterilno filtracijo Millex-GP, 0,22 pm pore

Nitrocelulozni membranski filtri s premerom 25 mm in 0,22 ter

0,45 um porami

Vakumska ¢rpalka za filtracijo Vacuum Pump XF54 230 50
Stereomikroskop: Nikon SMZ1500

Fotoaparat za slikanje gelov: SP-550UZ

FPLC naprava za regeneracjo kolon s ¢rpalkami P-500 in

monitorjem Liquid Chromatography Controller LCC-500 plus
50 mL-zanka za FPLC sistem

Vir napetosti pri nativni elektroforezi: Electrophoresis Power

Supply EPS 500/400

Analitska tehtnica: Sartorius analytic

Kolona za HPLC Supercosil® LC-8-DB HPLC Column.
Penasti krio-posodi: Small Foam Dewar in Tall Foam Dewar

Dializna cev: Spectra/Por 1 Dialysis Membrane (6—8 kDa, Sirina

40 mm, premer 25,5 mm )

se nadaljuje
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nadaljevanje

Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema.

Proizvajalec Laboratorijska oprema

Techno Plastic Produtcs 5 -, 10- in 25-mL seroloske pipete

Tehtnica Zelezniki d.o.o. Precizna tehtnica: Exacta 300 EB in Exacta 610 EB

Magnetno mesalo Rotamix 5SOMMH

Volpi AG Vir dodatne svetlobe pri mikroskopiranju Intralux 4100
Waters-Micromass Masni spektrometer Q-TOF Premier
3.1.5 DNA

V plazmidni ekspresijski vektor pPROEX-HTb (priloga A), je bil za trc promotorjem
ligiran gen msmeg 4207 (priloga B). Promotor je hibridni in vsebuje —35 regijo trp
promotorja in —10 regijo lac promotorja, indukcija izrazanja pa poteka kemijsko z
dodajanjem IPTG (izopropil B-D-tiogalaktozid). N-terminalni del gena msmeg 4207 je bil
dodatno modificiran tako, da je kodiral histidinski afinitetni repek (zaporedje Sestih
histidinov) in cepitveno mesto za proteazo TEV (ENLYFQG). Repek in cepitveno mesto
sta bila locena Se z zaporedjem, ki kodira 7 aminokislin (DYDIPTT). Celotno dodatno
nukleotidno zaporedje kodira zaporedje aminokislin s skupno molekulsko maso okoli
3kDa. Plazmidni konstrukt pPRO-Msmeg 4207 smo dobili iz laboratorija
prof. dr. Sandhye S. Visweswariah (Department of Molecular Reproduction, Development

and Genetics, Indian Institute of Science, Bangalor, Indija).

3.1.6 Bakterijski sevi

Preglednica 6: Uporabljena bakterijska seva.

Sev Genotip Vir

E. coli BL21(DE3) F ompT hsdSp (rg mg) gal decm Zbirka sevov na Kemijskem
(DE3) institutu (Ljubljana)

E. coli SP850 cyc Hfr(POl) &lambda el4d reldl Zbirka sevov na Kemijskem

spoT1 AcyaAl400(::kan) thi'l cyc institutu (Ljubljana)
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BL21 (DE3) je Siroko uporabljan sev za produkcijo rekombinantnih proteinov (Daegelen
in sod., 2009). Celice vsebujejo lizogeni fag DE3 z genom, ki kodira T7 RNK polimerazo.
Ta je pod kontrolo promotorja /acUVS5, tako da je za njeno izrazanje potreben induktor
IPTG. Prednosti tega seva za uporabo pri rekombinantni tehnologiji je ve¢. Med drugim ne
vsebuje zapisov za nekatere proteaze kot npr. proteazo zunanje celicne membrane, OmpT.
Pomanjkanje teh encimov pa zmanj$a mozZnost razgradnje v celici izrazenih heterolognih
proteinov. Sev SP850 cyc- pa nima zapisov za adenilat ciklaze (Shah in Peterkofsky,

1991). Taksne celice zato ne sintetizirajo cAMP.

Ker seva nista patogena, ju po direktivi evropskega parlamenta in sveta o varovanju
delavcev pred tveganji zaradi izpostavljenosti bioloskim dejavnikom pri delu (Direktiva...,

2000) uvrscamo v skupino bioloskih dejavnikov 1.

3.1.7 Encimi

3.1.7.1 TEV proteaza

Zapis za ta encim izvira iz genoma virusa jedkanja tobaka (tobacco etch virus - TEV). TEV
proteaza je znana po specificnosti za proteolitsko cepitev znotraj zaporedja aminokislin
ENLYFQ(G/S) v polipeptidih oz. proteinih. Cepitev pote¢e med aminokislinama Q in G ali
pa med Q in S. Zato se veliko uporablja pri cepitvi histidinskega afinitetnega repka
rekombinantnih proteinov ali peptidov. Namen repkov je lazja locitev proteina ali peptida,
ker ti preko njih interagirajo z nikljem na Ni-NTA koloni. Sama proteaza je tudi klonirana
tako, da ima omenjen histidinski podaljsek, kar pa po opravljeni funkciji olajsa njeno
naknadno locitev z Ni-NTA kromatografijo od proteinske meSanice, vendar pa nima
zaporedja s cepitvenim mestom, da ne pride do samocepitve. Pri delu smo uporabljali

raztopino v nasem laboratoriju pripravljenega proteina s koncentracijo 0,5-1,0 mg/mL.

3.1.7.2 Msmeg 5458

Nambi in sod. (2010) so biokemijsko opredelili dva mikobakterijska proteina, ki izkazujeta

acetiltransferazno aktivnost. Eden izmed njiju je Msmeg 5458 iz M. smegmatis, ki



Naneh O. Izolacija, biokemijska karakterizacija ter kristalizacija ... proteina iz Mycobacterium smegmatis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2011

23

katalizira reakcijo prenosa acetilne skupine na amino skupino lizinskega ostanka USP
proteina Msmeg_4207. Ta bioloski proces je nadzorovan s cAMP, ki se veZe na ohranjeno

N-terminalno domeno encima.

A%

Pri merjenju acetilransferazne aktivnosti smo uporabili dve ze ociSceni in koncentrirani
proteinski raztopini Msmeg 5458 s koncentracijo 30 mg/mL, ki sta bili izolirani iz kultur
dveh razli¢nih sevov E. coli BL21 (DE3) in E. coli SP850 cyc’. Celice slednjega nimajo
gena za edino adenilil ciklazo v E. coli, tako da rekombinantni protein Msmeg_ 5458 cyc’

1zoliran iz kulture teh celic nima vezanih molekul cAMP.

3.2 METODE
3.2.1 Preparativne metode
3.2.1.1 Sterilizacija raztopin, gojis¢ in steklovine

Ves material za gojenje bakterij in pufre smo predhodno sterilizirali po standardnih
postopkih. Temperaturno obcutljive snovi tako, da smo jih prefiltrirali skozi filter Millex-
GP (Millipore) s premerom por 0,22 pm, vse ostalo pa z 20-minutno sterilizacijo v

avtoklavu z vlazno toploto pri 121 °C in tlaku 1,2-10° Pa.

32.1.2 Regeneracija, ¢iS€enje in shranjevanje kromatografskih kolon

3.2.1.2.1 Ni-NTA kolona

Regeneracijo smo izvajali pred vsako proteinsko izolacijo in tako skuSali odstraniti vse
necistoce iz kolone ter na nosilec ponovno vezati nikljeve ione. Postopek smo izvajali s
pomocjo FPLC sistema (Pharmacia). Pred in med vsako stopnjo smo kolono spirali s
50 mL MQ pri pretoku 2 mL/min, spiranje z ostalimi raztopinami pa je potekalo pri

pretoku 1 mL/min. Stopnje so opisane v spodnji preglednici (preglednica 7).
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Preglednica 7: Raztopine, njihove koncentracije in koli¢ine, ki smo jih uporabili pri razlicnih stopnjah

regeneracije Ni-NTA kolon.

Stopnja Raztopina Koncentracija Koli¢ina raztopine (mL)
1 EDTA 0,5M 10
2 gvanidinijev hidroklorid 6M 20
3 NaOH 0,1 M 10
4 etanol 20 % (V/V) 50
5 NiSO4 02M 20

Kolono smo pri 4 °C namakali v raztopini NiSO4 do dneva uporabe. Takrat smo jo sprali s

50 mL MQ in nato $e s 50 mL Ni-NTA pufra za nanos proteina.

3.2.1.2.2 Kolona za gelsko kromatografijo

Pri redni in skrbni uporabi kolone Superdex 200 ni bilo potrebno izvajati posebnih
postopkov cis¢enja. Pred nanosom vzorcev smo jo sprali le z 48 mL pufra za gelsko
kromatografijo. Po uporabi smo jo spirali e s 30 mL MQ in nato s 30 mL 20-odstotnega
(V/V) etanola in jo shranili pri 4 °C do naslednje uporabe. Ce pa so se na kolono
adsorbirale necistoce, smo jo spirali s 25 mL 0,5 M NaOH pri pretoku 0,5 mL/min, nato pa
Se z vsaj 25 mL destilirane vode pri pretoku 25 mL/min. Cisto kolono smo shranili pri 4 °C

v 20-odstotnem etanolu.

3.2.13 Produkcija Msmeg 4207

3.2.1.3.1 Transformacija kompetentnih celic s plazmidno DNA

Ze pripravljenih 100 pL kompetentnih celic E. coli, shranjenih pri 70 °C, smo 10 minut
odtajevali na ledu, dodali 1 pL plazmidne DNA (koncentracija od 80 do 100 ng/mL) in
inkubirali v enakih temperaturnih razmerah Se dodatnih 30 minut. Nato smo izvedli
toplotni Sok v termobloku pri 42 °C. Sledilo je dodajanje 200 pL gojis¢a LB in enourna

inkubacija na rotacijskem stresalniku pri 150 vrt./min. Suspenzijo smo nato v celoti
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razmazali na selekcijsko gojisce (hranilni agar LB z dodanim ampicilinom v koncentraciji

100 pL/mL) ter inkubirali preko no¢i pri 37 °C.

3.2.1.3.2 Izrazanje rekombinantnega proteina in shranjevanje produkta postopka

S sterilno plastino cepilno zanko smo postrgali kolonije transformiranih celic ter jih
prenesli v 50 mL tekocega selektivnega gojiS¢a za indukcijo rasti. Kulturo smo 2 uri
stresali pri 37 °C in 180 vrt./min. 1 mL tako pripravljene bakterijske suspenzije smo dodali
1 L sveZega gojisca za rast, ki je vseboval ampicilin. Na ta nac¢in smo pripravili skupno 4 L
gojisca z rekombinantnimi celicami v §tirih razli¢nih erlenmajericah (volumen posamezne
erlenmajerice je bil 3 L). Kulture smo stresali pri 37 °C in 180 vrt./min ter sproti merili
absorbanco pri 600 nm s pomocjo spektrofotometra Diode Array Spectrophotometer
(Hewlett Packard) dokler gostota celic ni dosegla vrednosti absorbance med 1,1 in 1,2.
Nato smo vsebine erlenmajeric ohladili na ledu do temperature ~20 °C, dodali induktor
izrazanja rekombinantnega proteina — IPTG, v kon¢ni koncentraciji 0,5 mM, in stresali
20ur pri 20°C in 180 wvrt./min. Pred indukcijo in po zakljuCeni gojitvi smo v
mikrocentrifugirke odvzeli 1 mL kulture za preverjanje nivoja izrazanja proteina. Vzorca
smo 15 minut centrifugirali pri 5000 vrt./min pri 4 °C s pomocjo centrifuge J2-HS
Centrifuge (Beckman) odstranili supernatant, usedlino ponovno suspendirali v 150 pL
pufra za resuspendiranje celic in ju shranili pri —20 °C. Za preverjanje nivoja izrazanja
Msmeg 4207 z NaDS-PAGE elektroforezo smo uporabili po 10 pL obeh shranjenih

VZOrcev.

Po koncani rasti smo bakterijsko kulturo centrifugirali 15 minut pri 4 °C in 5000 vrt./min
in usedlino ponovno suspendirali v 40 mL pufra za resuspendiranje celic. Suspenzijo smo

shranili v plasti¢no vrecko, jo zmrznili v tekocem dusiku in do izolacije shranili pri —80 °C.

3.2.1.3.3  Ekstrakcija topnih proteinov

Zmrznjeno suspenzijo bakterijskih celic smo odtalili na ledu, vsebino vrecke prelili v ¢aSo
in dodali inhibitor serinskih proteaz PMSF do kon¢ne koncentracije 2 mM. Bakterijski
material smo homogenizirali z ultrazvocno dezintegracijo z veliko potopno sondo

sonikatorja Sonicator 385 (Heat Systems- Ultrasonics Inc.) s premerom konice 13 mm.
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Program, ki je trajal 7 minut z eno sekundo trajajo¢im pulzom, presledkom dveh sekund in
38-odstotno amplitudo, smo dvakrat ponovili. Pri postopku smo vzorec hladili na ledu da

smo preprecili denaturacijo proteinov.

Po soniciranju smo v mikrocentrifugirko odvzeli 10 pL vzorca in ga shranili pri —20 °C do
preverjanja z NaDS-PAGE elektroforezo. Nato smo celicno kaso centrifugirali 45 minut
pri 12000 vrt./min, supernatant prelili v ¢aSo ter dodali 1 M raztopino imidazola s pH 8,0
do konc¢ne koncentracije 10 mM. Mesanico smo nato prefiltrirali v 150 mL-zanko za FPLC
skozi filter z 0,45 pm- porami ter odvzeli 10 uL vzorca. Shranili smo ga pri —20 °C do

preverjanja z NaDS-PAGE elektroforezo.

32.14 Izolacija in €iS€enje proteinov

Locevanje, izolacija in CiS¢enje je potekalo v veC stopnjah in na ve¢ nacinov za pridobitev
¢im bolj homogenega in Cistega tarnega proteina. Pri tem smo uporabljali tako afinitetno
kromatografsko metodo z imobiliziranim nikljem, dializo za razsoljevanje in gelsko

kromatografijo.

3.2.1.4.1 Ni-NTA kromatografija raztopine proteinov

Kot ze reCeno je to afinitetna kromatografija, princip locevanja pa temelji na specificni
afiniteti posamezne molekule do ligandov vezanih na nosilec. V tem primeru je nosilec
agaroza (Sepharose”), na katero je vezan ligand — nitrilotriocetna kislina (NTA).
Negativno nabit del NTA molekule veze nikljeve katione, na katere pa se nato vezejo
proteinske molekule preko vezi z dusikovimi atomi, ki so v stranskih skupinah histidinov.
Ti prostorsko lezijo drug blizu drugega in tako kelirajo nikljeve ione. Nekateri proteini
dejansko vsebujejo take skupke histidinov ze v njihovi nativni obliki, v ve¢ini primerov pa
jih dodamo s pomocjo histidinskih afinitetnih repkov na N-terminalni del proteinske

strukture.

Kolona s kromatografskim medijem kot tudi 150 mL-zanka za nanos vzorca sta bili
prikljuéeni na kromatografski sistem Akta FPLC (GE Healthcare), s katerim smo

uravnavali parametre pri loCevanju. Kromatografski sistem smo najprej ocistili z 20-
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odstotnim etanolom, nato pa Se z MQ. Ker je bila kolona z Ni-NTA shranjena v 20-
odstotnem etanolu, smo tudi njo pred uporabo spirali s pretokom 2 mL/min s 50 mL MQ in

nato Se s 50 mL Ni-NTA pufrom za nanos proteina.

Nanos vzorca iz zanke na kolono je potekal pri pretoku 1 mL/min, nato pa smo povecali
pretok na 2 mL/min. Po padcu absorbcije raztopine smo nanasalni pufer nadomestili z Ni-
NTA pufrom za spiranje kolone in ohranjali pretok 2 mL/min. Nazadnje je s pretokom
2 mL/min potekalo Se spiranje kolone z Ni-NTA pufom za elucijo proteina. Ta vsebuje
vi§jo koncentracijo imidazola, ki tekmuje z vezanim proteinom za koordinacijska mesta na
nikljevem kationu. Pri vseh treh korakih smo zbirali eluat s poviSano absorbcijsko
vrednostjo v ohlajeno ¢aso na ledu, ter tako razdelili izhodno meSanico proteinov na tri
dele: nanos, predelucija in elucija. Vsebnost proteinov v vseh treh vzorcih smo preverili z

NaDS-PAGE elektroforezo 10 uL vzorca nanosa, 15 uL predelucije in 5 uL elucije.

3.2.1.4.2 Dializa in cepitev s TEV proteazo

Pri dializi manjSe molekule prehajajo skozi pore dializne cevi v smeri koncentracijskega
gradienta. Zato smo to tehniko uporabili za zmanjSanje ionske jakosti in odstranitev

imidazola iz proteinske suspenzije.

Eluatu iz prej$nje tocke, ki je vseboval tar¢ni protein, smo dodali 4 mL raztopine TEV
proteaze. Vse skupaj smo nato prelili v dializno cev Spectra/Por 1 Dialysis Membrane
(Spectrum Laboratories), ki zadrzi molekule vecje od 6—8 kDa ter sistem prenesli v 3 L
ohlajenega dializnega pufra. Po 12 urah dialize in cepitve pri 4 °C smo odvzeli 10 pL-
vzorec in preverili uspeh cepitve z NaSDS-PAGE elektroforezo. Ker cepitev ni bila
zadostna, smo v sistem za dializo dodali Se 2 mL raztopine TEV proteaze. Po pretecenih 4
urah smo ponovili odvzem in analizo vzorca ter dodali Se 2 mL raztopine proteaze v
dializno cev. V istih razmerah smo vzorec inkubirali $e 12 ur. Po 28 urah dialize ter cepitve

vzorca s proteazo smo ga ponovno nanesli na Ni-NTA nosilec.
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3.2.1.43 Ni-NTA kromatografija dializata

Cilj te kromatografije je bil loCitev Msmeg 4207 proteina z odstranjenim zaporedjem s
histidinskim afinitetnim repkom od proteaze TEV in ostalih proteinov. Dializiran vzorec
smo prelili v 50 mL-zanko FPLC sistema ter jo prikljucili na predhodno ocis¢en sistem z
Ni-NTA kolono. Postopek CciSCenja, spiranja nevezanih in vezanih proteinov ter
shranjevanja eluata smo izvedli po opisu v tocki 3.2.1.4.1. OcCisen Msmeg 4207 protein

se je spral kot nevezana frakcija.

3.2.1.4.4 Koncentriranje proteinov s centrifugiranjem

Pri tem postopku gibalne sile delcev v raztopini niso odvisne od koncentracijskega
gradienta kot pri dializi. Delci, ki so manj$i od por filtra v koncentratorju, pri
centrifugiranju prehajajo skozi filtrirno membrano zaradi povecane sile gravitacije. S to
metodo protein tudi koncentriramo. Uporabili smo na ledu ohlajen sistem za filtracijo
Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices s porami, ki prepuscajo molekule manjse od
3 kDa. Centrifugiranje priblizno 64 mL vzorca po zadnji Ni-NTA kromatografiji je
potekalo pri 3600 rcf in 4 °C v centrifugah Rotina 35 R ali Rotina 28 R (Hettich
Zentrifugen) do kon¢ne prostornine 3,5 mL v ve¢ korakih, ko smo postopoma dodajali
vzorec in preverjali, da se ne bi protein obarjal zaradi poviSanja koncentracije.
Koncentriran protein smo nato shranili v 12 mL- centrifugirki pri —80 °C do naslednje

stopnje Ciscenja.

3.2.1.4.5 Gelska kromatografija

Pri tem tipu kromatografije pride do porazdelitve med stacionarno in mobilno fazo zaradi
razli¢ne velikosti molekul v vzorcu. Tako Se dodatno lo¢imo tar¢ni protein od ostalih

zaradi razli¢nih hitrosti potovanja delcev skozi kolono.

Uporabljali smo ze napolnjeno kolono z gelom Superdex 200 10/300 GL, ki ima pre¢no
povezane dekstranske molekule z agarozo in obmocjem frakcioniranja molekul z
molekulskimi masami od 10 do 600 kDa. Kolono smo pred kromatografijo povezali na

preciscen sistem za FPLC in jo spirali s 24 mL pufra za gelsko kromatografijo s pretokom
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0,5 mL/min. Hkrati smo proteinski koncentrat (prejSnja tocka) odtajali na ledu in po
700 uL alikvotov (enakih delov) 10 minut centrifugirali pri 4 °C in 13200 vrt./min v
centrifugi Eppendorf Centrifuge 5415R (Eppendorf). Z injekcijsko brizgo smo po 500 puL
supernatanta nanesli na kolono, vzdrzevali pretok 0,5 mL/min in zbirali frakcije po 0,5 mL.
Prisotnost in Cistost proteinov v zbranih frakcijah smo analizirali z NaDS-PAGE
elektroforezo. Najbolj Ciste in koncentrirane raztopine smo zdruzili v skupno centrifugirko,

do nadalnjega dela pa shranili pri —80 °C.

Vv v

3.2.1.4.6  Ocenjevanje koncentracije o¢iS¢enega proteina

S pomocjo Lambert-Beerovega zakona (1), pri ¢emer je absorbanca raztopine (A) enaka
produktu ekstinkcijskega koeficienta ([]), dolzine poti zarka skozi raztopino (l) in
koncentracije raztopine (c¢), smo dolocili vrednost koncentracije proteinov v raztopini

zdruZenih frakcij gelske kromatografije.
A=0"1c¢c (1)

Absorbcijo UV svetlobe pri 280 nm smo merili v kvaréni kiveti Sirine 1 mm s pomocjo
UV-VIS spektrofotomera Agilent 8453, UV-Visible Chemstation software (Agilent
Technologies). Meritev smo 4-krat ponovili ter za pravo vrednost absorbcije izbrali
povpre¢no vrednost dobljenih rezultatov. Tak nain merjenja je absoluten in zelo
neprecizen ampak hiter in namenjen grobi ocenitvi proteinske koncentracije pod pogojem,
da poznamo molarni ekstinkcijski koeficient proteina (1) pri 280 nm. Dolocili smo ga s
pomocjo orodja ProtParam (Gasteiger in sod., 2005) in je za protein Msmeg 4207 enak

2980 M'em™ 0z. 0,213 mg/mL za 0,1-odstotno raztopino.

3.2.1.4.7 Ultrafiltracija eluata gelske kromatografije in shranjevanje Cistega proteinskega

koncentrata

Za koncentriranje proteinov smo uporabili sisteme Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter
Devices podobno, kot je opisano v tocki 3.2.1.4.4. 14 mL raztopine, ki smo ji dolo¢ili
koncentracijo proteinov, smo tako koncentrirali do volumna ~1,6 mL. Po 26 uL

koncentrata smo alikvotirali v 30, po 52 uL pa v 13 mikrocentrifugirk. OCcisceno,
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koncentrirano in razporejeno proteinsko raztopino smo shranili pri —80 °C, ostanek pa

uporabili za preverjanje z NaDS-PAGE elektroforezo.

3.2.1.5 Produkcija, izolacija in ¢iS€enje selenometioninskega derivata Msmeg 4207

Celoten postopek je potekal podobno kot pri produkciji in izolaciji Msmeg 4207, le da
smo spremenili nekatere gojitvene medije in izvedbo stopenj rasti celic. Namesto 4 L
gojisca za rast z rekombinantnimi celicami smo pripravili le 2 L. Kulturo smo inkubirali
pri 37 °C in 180 vrt./min dokler gostota celic merjena pri Agyp ni dosegla vrednosti 1,0.
Nato smo suspenzijo centrifugirali 15 minut pri 4 °C in 5000 vrt./min, odstranili
supernatant, usedlino pa ponovno suspendirali v 100 mL PBS pufra. MeSanico smo zopet
centrifugirali v enakih razmerah, odstranili supernatant in celice suspndirali v 20 mL
minimalnega gojisca. To smo potem razdelili med Stiri erlenmajerice z 1 L gojisca in
inkubirali 1 uro pri 37 °C in 180 vrt./min. Vsebini vsake erlenmajerice smo dodali se IPTG
do koncne koncentracije 0,4 mM in stresali 20 ur pri 20 °C in 180 vrt./min. Izolacijo,
CiS€enje in preverjanje prisotnosti proteina smo v celoti izvajali podobno kot pri
Msmeg_4207. Cisti proteinski koncentrat smo razdelili na enake dele po 26 pL v enajst, po

52 pL pa v Sest mikrocentrifugirk in jih shranili pri —80 °C.

3.2.2 Analitske metode

3221 Analiza aminokislinskega zaporedja Msmeg 4207

Najbolj podobna aminokislinska zaporedja smo poiskali v javno dostopnih zbirkah
podatkov z algoritmom BLAST — blastp (Altschul in sod., 1990). Sorodstvena razmerja
smo pridobili z orodjem Blast Tree View (Altschul, 1993) z Neighbor-Joining metodo
(Saitou in Nei, 1987) in jih predstavili s programskim orodjem TreeView (Page, 1996).

Za napoved 3D strukture Msmeg 4207 na podlagi homologije in pridobitev sorodnih
struktur smo uporabili streznik Phyre (Kelley in Sternberg, 2009). Za ugotavljanje
prisotnosti motiva in aminokislin pomembnih pri vezavi ATP pa smo uporabili orodje

ClustalW2 (Larkin in sod., 2007).
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3222 Elektroforezne metode

Pri lo¢evanju molekul v elektricnem polju smo uporabili dve metodi: potovanje molekul

proteina skozi poliakrilamidno membrano v denaturacijskih in nativnih razmerah.

3.2.2.2.1 NaDS-PAGE elektroforeza

Ta metoda loCuje proteine in proteinske podenote glede na njihove molekulske mase
(Laemmli, 1970). Anionski detergent natrijev dodecilsulfat (NaDS) denaturira in obda
proteinske molekule z negativnim nabojem. Te v elektricnem polju potujejo proti anodi,

hitrost njihovega potovanja pa je obratno sorazmerna z njihovo velikostjo.

Ustrezno red¢ene proteinske vzorce v mikrocentrifugirkah smo obtezili in obarvali tako, da
smo jih zmesali s 3 pL nanasSalnega pufra NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X). Nato smo
jih segrevali v termobloku pri 80 °C in sicer 15 minut pri testu stabilnosti proteina skozi
¢as, 45 minut pri analizi pristnosti kristalov in 10 minut pri ostalih analizah. Po segrevanju
smo vzorce 10 minut centrifugirali pri 13200 vrt./min v centrifugi Eppendorf Centrifuge
5415R (Eppendorf) ter jih poleg standardov znanih molekulskih mas Precision Plus Protein
Unstained Standards nanesli v Zepke poliakrilamidniega gela NuPAGE® Novex® Bis-Tris
Gel, ki je bil vpet v komplet XCell SureLock Mini-Cell. Kontinuirno elektroforezo smo 50
minut izvajali pri konstantni napetosti 200 V in zafetnem toku 125 mA v 5-odstotni
raztopini 20-kratnega elektroforeznega pufra NuPAGE® MES SDS Running Buffer
red¢enega v MQ. Takoj po koncani elektroforezi smo gele 3-krat po 5 minut splakovali v
MQ in nato Se stresali 30 minut v barvilu SimplyBlue™SafeStain za vizualizacijo
proteinskih lis. Vecjo kontrastnost lis na barvanem gelu smo dosegli z namakanjem v MQ

preko noci.

3.2.2.2.2 Nativna elektroforeza

Pri tehniki nedenaturacijske oz. nativne gelske elektroforeze pride do lo¢evanja proteinov
in njihovih podenot glede na velikost, naboj in obliko, saj pore v akrilamidnem gelu in

elektri¢no polje vplivajo na hitrost gibanja molekul.



Naneh O. Izolacija, biokemijska karakterizacija ter kristalizacija ... proteina iz Mycobacterium smegmatis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2011

32

Vzorce smo ustrezno redCili s pufrom za gelsko kromatografijo, jim dodali 5 pL 5-
kratnega vzorCnega pufra za nativno elektroforezo in 10 minut centrifugirali pri
13200 vrt./min v centrifugi Eppendorf Centrifuge 5415R (Eppendorf). Nanesli smo jih na
ze pripravljen gel debeline 0,75 mm, ki je imel dve razli¢no zamreZeni fazi — zbiralni gel s
5-odstotno zamreZenostjo in loCevalni gel z 12-odstotno zamreZenostjo. Elektroforezo smo
izvajali 180 minut z vertikalnim elektroforeznim sistemom Mini Protean III (Bio-Rad) v

pufru za nativno elektroforezo pri 4 °C in konstantni napetosti 90 V.

3.2.23 Preucevanje stabilnosti proteina

Z NaDS-PAGE elektroforezo in nativno elektroforezo smo skusali ugotoviti, ali prihaja do
sprememb v osnovni strukturi proteina v kolikor je ta dlje Casa izpostavljen sobni

temperaturi.

Raztopino ¢istega proteina s koncentracijo 30 mg/mL smo 20 dni inkubirali pri 20 °C. Pri
tem smo dvakrat po 1 pL odvzeli takoj prvi dan in nato Se tretji, Sesti, deseti, trinajsti,
sedemnajsti in dvajseti dan. Po odvzemu smo vzorce takoj shranili pri —20 °C do dneva
analize. Takrat smo vzorcem dodali po 19 pL istega pufra, ki smo ga uporabili pri gelski
kromatografiji in raztopine analizirali z elektroforeznimi metodami kot je navedeno v tocki

3.2.2.2.

3224 Molekulska masa proteina

Molekulsko maso proteina smo ocenjevali z analitsko lo¢itveno kromatografijo s pomocjo
sistema Akta FPLC (GE Healthcare) na katerega je bila vezana kolona Superdex 200
10/300 GL. Pri tem postopku smo gelsko kolono kalibrirali z elucijskimi volumni
topljencev z znanimi molekulskimi masami in velikostmi (proteinski standardi, preglednica
8). Za vsak topljenec posebej smo po Laurentu in Killandru (2) (Laurent in Killander,
1964) iz elucijskega volumna (V.), prostega volumna (V,) in volumna stacionarne faze

(Vp) izraCunali porazdelitvene koeficiente (Kay):

Koy = (Vo V,)/ (Vs —V,) Q)
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Na podlagi izraCunanih vrednosti smo narisali umeritveno krivuljo, ki prikazuje odvisnost
porazdelitvenega koeficienta od logaritma molekulske mase kalibracijskih topljencev, iz

nje pa dolo¢ili molekulsko maso proteina.

Pripravili smo po 1,5 mL raztopin standardnih proteinov s pufrom za gelsko elektroforezo
v mikrocentrifugirkah v koncentracijah kot jih omenja spodnja preglednica (preglednica 8)
in jih 10 minut centrifugirali pri 4 °C in 13200 vrt./min v centrifugi Eppendorf Centrifuge
5415R (Eppendorf), da smo se znebili necisto¢. Medtem smo kolono pripravili kot je

zapisano v tocki 3.2.1.2.2.

Preglednica 8: Lastnosti topljencev z znanimi molekulskimi masami, ki smo jih uporabili za umeritev kolone.

Kalibracijski topljenec Molekulska masa (kDa) Koncentracija (mg/mL)
Lizocim 14,7 3
Kimotripsinogen A 25 1
Ovalbumin 43 1
Goveji serumski albumin 67 2,6
Aldolaza 158 2,4
Feritin 440 4,5

Po 500 pL centrifugirane raztopine vsakega topljenca smo s siringo nanesli na kolono in
48 minut zbirali podatke o eluciji pri pretoku 0,5 mL/min. Analizo smo za vsak topljenec
dvakrat ponovili. Nazadnje smo na podoben nacin analizirali tudi sveze pripravljeno

raztopino proteina Msmeg 4207 s koncentracijo 0,1 mg/mL.

3225 Merjenje cirkularnega dikroizma

Cirkularni dikroizem (CD) je spektroskopska tehnika za preucevanje proteinske strukture v
raztopini. Podaja informacijo o neenakomerni absorbciji levo in desno orientirane
polarizirane svetlobe opticno aktivnih molekul, kamor spadajo tudi proteini. Tako lahko
glede na absorbcijski spekter (odmik polarizirane svetlobe) preucujemo prisotnost
strukturnih motivov v makromolekuli kot so npr. alfa vijacnice, beta ploskve in neurejene

strukture (slika 8). Zaradi peptidnih vezi lahko zaznamo absorbcijske maksimume v
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daljSem obmocju UV svetlobe, ki obsega valovne dolzine od 178 do 250 nm, celoten

absorbcijski spekter proteina pa je seStevek spektrov njegovih strukturnih elementov.
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Slika 8: CD spektri razlicnih sekundarnih struktur proteinov (Kelly in sod., 2005: 121). Oznake: 1 — alfa

vijacnica, 2 — beta ploskev, 3 — neurejena struktura.

CD spektre smo posneli s CD spektrofotometrom Chirascan (Applied Photophysics) pri
20 °C, konstantnem toku dusika in valovnih dolzinah od 190 do 280 nm s sekundnim
korakom po 0,5 nm. Pri tem smo uporabili kiveto dolzine 1 mm in volumnom 200 pL,

koncentracija vzorcev Msmeg_4207 pa je bila 0,1-0,2 mg/mL.

3.2.2.6 Analiza prisotnosti vezanih ligandov

Prisotnost vezanih ligandov v proteinu smo analizirali z masno spektrometrijo in HPLC.
Koncentrat proteina (30 mg/mL) Msmeg 4207, ki je bil shranjen pri —80 °C, smo odtajali
na ledu. V mikrocentrifugirki smo pripravili 150 pL. 200 uM proteinske raztopine, jo 1 uro
denaturirali pri 100 °C in nato centrifugirali 10 minut pri 13200 vrt./min v centrifugi
Eppendorf Centrifuge 5415R (Eppendorf). Supernatant smo odpipetirali v rezervoar
centrifugirnega sistema za ultrafiltracijo Microcon Ultracel YM-10 z membrano, ki pri
centrifugiranju prepusc¢a molekule manjse od 10 kDa. Vse skupaj smo prenesli v filtrirno
centrifugirko. Sledilo je 30-minutno centrifugiranje pri 13200 vrt./min in 4 °C v centrifugi

Eppendorf Centrifuge 5415R (Eppendorf), merjenje volumna retentata v filtrirni
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centrifugirki in dopolnjevanje manjkajocega volumna z dodajanjem MQ v rezervoar.
Postopek s centrifugiranjem in dopolnjevanjem z MQ smo ponavljali dokler nismo

pridobili 150 pL filtrirane raztopine, ki smo jo shranili pri —20 °C.

3.2.2.6.1 Analiza z masno spektrometrijo

Analizo mas komponent v raztopini filtrata iz prejSnje tocke smo izvedli v sodelovanju z
dr. Dusanom Zigonom, Center za masno spektrometrijo, Institut Jozef Stefan (Ljubljana).
Delo je potekalo na tekocinskem kromatografu nanoUPLC in kvadrupolnem, ortogonalno
pospesenem tandemskem masnem spektrometru z analizatorjem na ¢as preleta ionov (Tof)
z anionskim izvirom MALDI ter pri atmosferskem tlaku. Injicirali smo po 5 puL vzorca z

nosilnim medijem 0,1 % (V/V) format in analizirali pri pretoku 0,2 mL/min.

3.2.2.6.2 Analiza s HPLC

Pri tej metodi smo uporabljali tekocinski kromatograf visoke locljivosti, Agilent 1100
series HPLC, s kolono Supercosil® LC-8-DB HPLC Column (Sigma-Aldrich), pri pretoku
I mL/min in tlaku 9100 kPa, za hitro, analitsko in preparativno locitev proteinov in
organskih spojin. Posamezne komponente vzorcev (filtrat iz to¢ke 3.2.2.6) smo eluirali z
hkratnim meSanjem veckomponentnih raztopin 35 % mobilne faze A (raztopina
NH4H,PO4, pH 6,2) in 65 % mobilne faze B (mobilna faza A z 20 % (V/V) metanola) in

merili absorbanco pri 254 nm.

3.2.2.7 Encimska reakcija z acetiltransferazo

Nambi in sod. (2010) so v svoji raziskavi opisali spektrofotometricno merjenje stopnje
acetilacije USP v reakcijski meSanici. Na podoben nacin (slika 9) smo merili aktivnost z Ze
predhodno izoliranimi acetiltransferazami (Msmeg 5458 in Msmeg 5458 cyc) in

proteinom, ki je bil del naSe raziskave, Msmeg_4207.
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Slika 9: Shema reakcije z acetiltransferazo in spektrofotometricnega merjenja spremembe koncentracije
NADH. Acetiltransferaza Msmeg_ 5458 katalizira prenos acetilne skupine iz acetil-koencima A na USP
(Msmeg_4207). Koencim A pa igra vlogo v drugi reakciji, ki jo katalizira a-ketoglutarat-dehidrogenaza.
Produkti le-te so CO,, sukcinil koencim A in NADH + H'. Reakcija poteka s koencimom tiamin

pirofosfatom (TPP).

Acetiltransferaza v odvisnosti od cAMP v reakcijski meSanici katalizira prenos acetilne
skupine iz molekule acetil-koencima A. Poleg acetiliranega USP proteina pri tem nastaja
tudi koencim A, ki je skupaj z NAD" in a-ketoglutaratom, substrat v novi reakciji. Pri tej
nastanejo sukcinil-koencim A, NADH in CO,. Katalizira jo a-ketoglutarat-dehidrogenaza s
koencimom tiamin pirofosfatom. Stopnjo acetilacije lahko dolo¢amo s kontinuiranim

spektrofotometricnim merjenjem produkcije NADH pri 340 nm.

Reakcijska mesanica (150 pL) je v osnovi vsebovala 0,2 mM NAD", 0,2 mM TPP, 5 mM
MgCl,, 1 mM DTT, 2,4 mM o-ketoglutarata, 50 uM acetil-koencima A, 0,03 encimskih
enot a-ketoglutarat-dehidrogenaze in 50 mM TBA pufra. Pred dodatkom Msmeg 4207 ali
pufra za gelsko kromatografijo v primeru slepe meritve, acetiltransferaze in cAMP smo vse
ostale komponente 5 minut inkubirali pri 25 °C. Po dodatku omenjenih komponent smo
nato 5 minut spremljali aktivnost pri 340 nm v kvar¢ni kiveti Sirine 1 mm z UV-VIS

spektrofotometrom Agilent 8453 (Agilent Technologies). Preucili smo aktivnost obeh
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oblik acetiltransferaze v razlicnih koncentracijah in v prisotnosti ali odsotnosti
Msmeg_4207 ter cAMP (preglednica 9). Vsako meritev reakcije smo ponovili trikrat,
nastalo koncentracijo NADH pa dolocili iz Beer-Lambertovega zakona (1), pri cemer smo

upostevali, da je vrednost ekstinkcijskega koeficienta NADH enaka 6230 M'cm™.

Preglednica 9: Koncentracije dodanih komponent osnovi reakcijske meSanice pri posamezni reakciji.

Koncentracija dodane komponente (mM)

Reakcija Msmeg_ 5458 Msmeg 5458 cyc- Msmeg_ 4207 cAMP

1 0 0 0 0

2 0 0 0,05 1

3 0,0002 0 0,05 0

4 0,0002 0 0,05 1

5 0 0,0002 0,05 0

6 0 0,0002 0,05 1
3.2.2.8 Kristalizacija, preverjanje in shranjevanje kristalov proteina

3.2.2.8.1 Kristalizacija proteina

Vsakemu sistemu, ki se premika proti ravnovesju, se povecuje stopnja nereda oz. entropija.
Hkrati pa pride do tendence po znizanju proste Gibbsove entalpije sistema. To je posledica
nastajanja kemijskih vezi in interakcij, ki zagotavljajo negativno prosto energijo.
ZdruZevanje molekul v trdno mrezo zato zmanjsa njihovo mobilnost in prostostne stopnje,
kar je pa razlog tvorbe kristalov. StabilnejSe kot so vezi, nizja je prosta energija sistema,

kristali pa so pravilnejsih oblik.

Proteini so kot vse druge makromolekule zapleteni fizikalno-kemijski sistemi. Njihove
znacilnosti se spreminjajo v odvisnosti od temperature, pH, ionske moci, ligandov,
homogenosti in Cistosti raztopine, koli¢ine vzorca, njihove topnosti... Za pridobitev
informacije o njihovi strukturi s pomocjo merjenja sipanja X-zarkov jih je potrebno
kristalizirati, kristali, ki jih pridobimo, pa morajo biti dovolj veliki in ¢im bolj pravilnih
oblik (monokristali). Zato kristalizacija makromolekul zahteva sistemati¢no iskanje tocke
ustrezne koncentracije proteina v raztopini in fizikalno-kemijskih razmer okolja kjer pride

do tvorbe kristalov (slika 10). Chayen in Saridakis (2008) se strinjata, da zaenkrat Se ni
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korelacije med razmerami za uspesno kristalizacijo proteinov dolocene proteinske druzine

in kvaliteto njihovih kristalov.

Supersaturiracija
- | \

Cona precipitacije

. . ® - .\\
. Cona nukleacije
- L] -

Koncentracija proteina

_ . Krivulja
Podsaturiracija L Mftaﬂ iina " supertopnost
= T con
Krivulja topnosti
1 | 1 1 . .
Spremenljivi parametri =

Slika 10: Shematska ilustracija faznega diagrama pri proteinski kristalizaciji (Chayen in Saridakis, 2008:
150). Med spremenljive parametre uvrs¢amo pH, temperatura, ionska moc... PusCica nakazuje pot do
nukleacije in metastabilne cone, ko je koncentracija spremenljivega parametra ravno pravsnja za
kristalizacijo proteina. Krivulja topnosti predstavlja obmodje, kjer je koncentracija proteina v raztopini enaka
njegovi koncentraciji v kristalih. Krivulja supertopnosti pa locuje razmere pri katerih pride do spontane

nukleacije ali fazne separacije ali precipitacije ter kristalizacije.

Proteinski kristali nastajajo ob prenasiCenju raztopine proteinov (supersaturacija), kar
lahko dosezemo z obarjalnimi sredstvi kot so anorganske soli, organska topila, linearni
polimeri (polietilenglikol)... Obstaja ve¢ nacinov pridobivanja proteinskih kristalov,
najpogostejsi med njimi je kristalizacija s parno difuzijo (Chayen in Saridakis, 2008), kjer
je proteinska raztopina v viseCi ali sedeCi kapljici v razmerju 1:1 s kristalizacijsko
raztopino. V primeru metode z viseCo kapljico (slika 11), ki smo jo uporabili za
kristalizacijo Msmeg 4207, stekelce s kapljico meSanice vzorca proteina ter
kristalizacijske tekocine polozimo nad rezervoar s kristalizacijsko raztopino. Ta sistem

mora biti nepredusno zaprt.

Vzpostavi se koncentracijski gradient, voda prehaja iz kapljice, kjer je koncentracija
kristalizacijske raztopine manjsa, iz rezervoarja pa v njo morebitna dodatna topila. Pri tem

lahko pride do spreminjanja koncentracije proteina in ionov v kapljici in do supersaturacije
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ali obarjanja. Kristalizacijske raztopine vsebujejo kombinacijo pufrov (za uravnavanje pH),
soli (za ionsko jakost) ter obarjalnih sredstev (soli v visokih koncentracijah,
polietilenglikol, razni alkoholi...). Primer kompleta kristalizacijskih raztopin je v prilogi

(priloga C).

—
/ ~ \ \ Krovno stekelce

Kapljica s proteinom in

Kristalizacijska raztopina \ kristalizaciisko raztopino
a <4—— Rezervoar

Vazelin

Slika 11: Kristalizacija s tehniko visece kapljice. Pus¢ice oznacujejo izmenjavo topil med kapljico in

rezervoarjem.

Koncentrat Msmeg 4207 ali SeMet Msmeg_ 4207 smo 10 minut odtajevali na ledu, ga po
potrebi red¢ili s pufrom v katerem smo protein predhodno izolirali in centrifugirali 10
minut pri 13200 vrt./min in 4 °C v centrifugi Eppendorf Centrifuge 5415R (Eppendorf). V
vsak rezervoar ploscic za gojitev tkivnih kultur 24-well Cell Culture Plate (BD Bioscience
Falcon) smo dodali po 0,5 mL dolocCene kristalizacijske raztopine, na robove rezervoarja
nanesli vazelin, na robove pokrova plos¢ice pa plastelin. V kolikor smo sami pripravili
kristalizacijsko raztopino iz razli¢nih komponent, smo pokrite ploscice 45 minut pred
dodajanjem proteina stresali na namiznem stresalniku MiniShaker PSU 2T (Biosan), da je

bila raztopina bolj homogena.
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Slika 12: Oprema za kristalizacijo. Od leve proti desni: silikonizirana stekelca na kristalizacijskem pladnju s
tremi 2 uL- kapljicami, za kristalizacijo pripravljena plos€ica za gojitev tkivnih kultur, brizga z vazelinom in

avtomatska pipeta za nanos kapljic.

Silikonizirana stekelca za kristalizacijo (Hampton Research) smo razporedili po
kristalizacijskem pladnju (Hampton Research), nanje odpipetirali po eno kapljico z 1 puL
pufra za gelsko kromatografijo, v katerem je shranjen protein, in po 2 kapljici z 1 uL
proteinske raztopine. Prva kapljica je predstavljala negativno kontrolo, v drugi je bila
koncentracija proteina 15 mg/mL v tretji pa 30 mg/mL. Vsaki kapljici smo nato dodali po
1 uL raztopine iz rezervoarja pod njo, ter nato stekelce s kapljicami polozili na rezervoar.
Stik med stekelcem in rezervoarjem smo zlepili z vazelinom. Ko smo namestili vsa
stekelca, smo ploSCico zascitili Se s pokrovom in inkubirali v temi pri 21°C. S
stereomikroskopom Nikon SMZ1500 smo dnevno pregledovali in ocenjevali rezultate
kristalizacije po lesvici: 1 — kapljica brez tvorb; 2 — fazna separacija; 3 — precipitacija; 5 —
sferuliti; 6 — iglicasti kristali; 7 — ploScati tanki kristali; 8 — pravilne, debele kristalne
tvorbe; 9 — vecje in pravilne kristalne tvorbe. Ocenjevanje je potekalo kvalitativno in
Ceprav podvrZzeno subjektivni oceni, je vseeno pripomoglo k izbiri razmer za
optimizacijsko kristalizacijo, izbiri kristalov za zamrzovanje in tudi k primerjanju deleza
nastajanja in obarjanja kristalov po dnevih izpostavljanja proteinskega koncentrata

razlicnim kristalizacijskim razmeram.

Samo pri kristalizaciji proteina Msmeg 4207 smo uporabili komercialno dostopne
komplete raztopin (Hampton Research): Index Screen, Memb Fac, Natrix Screen, Peg Ion

screen I, Peg Ion screen II in Salt RX screen. Na ta nacin smo preverili kristalizacijo v 384
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razlicnih raztopinah pri dveh koncentracijah proteina. Za izvedbo optimizacijske
kristalizacije pa smo sami posebej pripravili zalozne raztopine komponent tistih
kristalizacijskih raztopin, ki so predstavljale okolje za nastanek najvecjih in najbolj
urejenih kristalov. Te smo nato razporedili v jamice novih ploscic (optimizacijske ploscice)
in jih ustrezno redCili s sveze pripravljeno MQ, naprej pa delali kot je omenjeno v
prejsSnjem odstavku. Razporeditev in sestava kristalizacijske raztopine v vsakem
rezervoarju pri razlicnih ploscicah je opisana v prilogah (prilogi D in E). Sprva smo za
kristalizacijo Msmeg 4207 uporabili vse ploscice razen D, E in G (opis v omenjenih
prilogah). Po pozitivnih rezultatih (nastanku velikih in pravilnih kristalnih tvorb) pa e vse

ploscice razen A in C pri kristalizaciji SeMet Msmeg_4207(opis v omenjenih prilogah).

3.2.2.8.2 Preverjanje pristnosti kristalov

Ce bi prislo do obarjanja in kristalizacije neproteinskih komponent v raztopini v
rezervoarju, bi verjetno opazili nespecificne tvorbe v kontrolni kapljici. Vseeno pa smo
pristnost nastalih kristalov (vsebnost proteina in morebitne spremembe zaradi spontane
proteolize v kapljici) v kapljicah s proteinom skuSali potrditi Se z NaDS-PAGE
elektroforezo. V kolikor kristali ne bi bili proteinskega izvora, na elektroforetskem gelu ne
bi opazili lis, ki prikazujejo potovanje denaturirane komponente proteina v elektricnem
polju. Na takSen nacin smo preverili kristale iz kapljic z Msmeg_4207 iz rezervoarjev 19
ploscice A in 17 ploscice C ter SeMet Msmeg 4207 iz rezervoarja 9 plosc¢ice D (priloga
D).

Za elektroforezo smo kristale pripravili tako, da smo na silikonizirano stekelce odpipetirali
5 kapljic po 5 puL raztopine iz rezervoarja, kjer smo opazili kristale. Te smo pod
stereomikroskopom z zanko za lovljenje kristalov CryoLoop (Hampton Research) (slika
13) spirali s prenasanjem iz ene kapljice v drugo. Zadnjo 5 pL- kapljico smo odpipetirali v
mikrocentrifugirko, dodali Se 10 uL. MQ in suspendirali kristale. Nato smo sledili postopku
za NaDS PAGE elektroforezo, opisanem v tocki 3.2.2.2.1.
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3.2.2.8.3  Shranjevanje kristalov

Kristale, za katere smo menili, da so najvecji in imajo najbolj pravilne robove ter ploskve,
smo zamrznili v tekoCem duSiku do merjenja sipanja X-zarkov na sinhrotronu. Na
silikonizirana stekelca smo odpipetirali po 5 puL ustreznih krio-raztopin. Pod
stereomikroskopom smo z zanko za lovljenje kristalov prenasali kristale iz ene raztopine v
drugo v smeri narascajo¢e koncentracije etilenglikola, ki je bil v tem primeru krio-
komponenta (prepreCuje nastanek ledu v kapljici). Ko smo prenesli kristal v zadnjo
kapljico (s od 25 do 30-odstotnim (V/V) etilenglikolom), smo ga ujeli z zanko ter vse
skupaj zamrznili pri —196 °C (teko¢i dusik). Vse smo nato prestavili v steklenicko za
zamrzovanje CrystalCap Vial (Hampton Research), na ta nacin shranjen protein pa potopili

v teko¢ dusik v transportni krioposodi Voyageur 12 (Air Liquide).

A B

e

Slika 13: Zanka za lovljenje kristalov CryoLoop (Hampton Research). Oznake: A — zanka na pali€ici, B — v

sliki A s pus§€ico oznacena zanka pod stereomikroskopom.

3.2.2.8.4 Merjenje sipanja X-zarkov

Sipanje X-zarkov smo merili v mednarodnem multidisciplinarnem laboratoriju Elettra
(Sincrotrone Trieste S.C.p.A. di interesse nazionale, Trst, Italija) na liniji Zarkov XRDI1. Za
analizo sipanja kristala oznacenega s selenom smo uporabljali metodo Single Wavelenght
Anomalus Disperzion (SAD) z valovno dolzino X-zarka 12,86 keV in pri temperaturi

100 K. Posneli smo sipanje v kotu 360°, eno sliko na eno stopinjo.
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4 REZULTATI

4.1 ANALIZA AMINOKISLINSKEGA ZAPOREDJA

Z analizo sorodnosti aminokislinskega zaporedja Msmeg 4207 z algoritmom BLAST smo
ugotovili, da je zaporedje najbolj sorodno zaporedjem USP iz druzine UspA proteinov pri
nekaterih mikobakterijah kot tudi pri nekaterih drugih bakterijah z visokim delezem

gvanina in citozina (slika 14).

Protein z UspA domeno pri Arthrobacter chlorophenolicus
|: Stresni protein pri Rhodococcus josti
USP pri Rhodococcus opacus
USP pn Gerdonia neofelidaecis

|| | Msmeg_4207
USP pri Mycobacterium smegmatis

Protein z UspA domeno Mycobacterium sp.
E Protein z UspA domeno pri Mycobacterium vanbaalenii
Protein z UspA domeno pri Mycobacterum gilvum

Slika 14: Filogenetski odnosi med aminokislinskim zaporedjem Msmeg 4207 in njemu najbolj podobnimi

zaporedji pridobljenimi z algoritmom BLAST.

Z uporabo streznika Phyre smo pridobili najbolj sorodne strukture proteinov. Vse so
pripadale druzini univerzalnih stresnih proteinov. Tako so najvi§jo identicnost izkazali
hipoteticni protein TTHAO895 Thermus thermophilus (29 % identi¢nost), hipoteticni
protein Rv1636 M. tuberculosis (22 % identi¢nost), kristalna struktura proteina bakterije
Nitrosomonas europaea (21 % identi¢nost) (slika 15) in kristalna struktura proteina
Rv2623 M. tuberculosis (19 % identicnost). Ta protein ima v strukturi vezno tudi ATP
molekulo (slika 6). S primerjavo aminokislinskih zaporedji nekaterih USP-jev z
zaporedjem Msmeg 4207 s programom ClustalW2 smo preverili, ali ta protein vsebuje
ohranjen motiv in aminokisline, ki so klju¢ni pri vezavi ATP (priloga F). Obe aminokislini
nista prisotni, ohranjen pa je le del pomembnega motiva. Podobno kot UspA pri
H. influenzae, ki ne veze ATP na 4 mestu v motivu nima aminokisline gvanin. Iz tega

sledi, da Msmeg_4207 verjetno ne veze molekul ATP.
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Slika 15: Kristalna struktura USP-ja pri Nitrosomonas europaea (PDB dostopna koda 2PFS). V strukturi

dimera pa so tudi vidni kloridni ioni (¢rne kroglice).

Slika 16: Napoved 3D strukture monomerne domene Msmeg_4207 na podlagi strukture proteina TTHA0895.
Pri tem smo uporabili streznik Phyre (Kelley in Sternberg, 2009).

4.2 PRODUKCIJA, IZOLACIJA IN CISCENJE

V tem poglavju so opisani rezultati, ki smo jih dobili s produkcijo, izolacijo in ¢iS¢enjem
proteina Msmeg 4207 brez selenometionina. Pri izolaciji proteina s selenometioninom
(SeMet Msmeg_4207) gre za enak postopek zato smo dobili enake rezultate, a le manjsi

konéni volumen izolata.
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4.2.1

Ni-NTA kromatografija raztopine proteinov

S preucevanjem absorbcije centrifugirane in filtrirane celicnega homogenata in zbiranja

eluata pri Ni-NTA kromatografiji smo pridobili 3 proteinske frakcije (slika 17).
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Slika 17: Kromatograma centrifugiranega in filtriranega celi¢nega homogenata (Ni-NTA kolona) pri izolaciji

Msmeg_4207. Shranili smo eluat: 1 —od 10 do 135 mL, 2 — od 164 do 191 mL in 3 — od 206 do 232 mL.

2

3

4

kDa
250
150
100
75
50

37

25

20
-

15

10

Slika 18: NaDS-PAGE elektroforeza vzorcev prvih faz produkcije, izolacije in ¢is¢enja Msmeg_4207. Na gel

smo nanesli: 1 — vzorec centrifugiranega in filtriranega celi¢nega homogenata pred kromatografijo, 2 —

vzorec iz raztopine na Ni-NTA kolono nevezanih proteinov (frakcija 1 na sliki 17), 3 — vzorec iz raztopine na

Ni-NTA kolono vezanih proteinov (frakcija 3 na sliki 17), 4 — standardi. Mase standardov so oznacene na

desni strani. Pus€ici oznacujeta lisi z velikostjo 17 kDa.
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Z NaDS-PAGE elektroforetsko analizo prve in tretje frakcije po Ni-NTA kromatografiji
supernatanta (centrifugiran in filtriran celiéni homogenat) smo dolo¢ili tisto, ki vsebujejo

najvec tarCnega proteina (slika 18).

S pomocjo elektroforetskega vzorca proteinskih lis smo dolocili, da je molekulska masa
proteina, ki smo ga izolirali v najvecji koncentraciji enaka priblizno 17 kDa.

4.2.2 Dializa in cepitev s TEV proteazo

Z NaDS-PAGE elektroforezo smo analizirali produkte pri postopku dialize in cepljenja s

TEV proteazo ter jih primerjali z raztopino proteaze (slika 19).

- R
—_ - 15
-

Slika 19: NaDS-PAGE elektroforeza vzorcev cepljenja s proteazo TEV in dialize raztopine z Msmeg_4207.
Vzorci na gelu: 1 —po 12 urah dialize, 2 — po 28 urah dialize, 3, 4 — raztopina proteaze, 5 — standardi. Puscica

oznacuje prepotovano razdaljo proteinov, ki ustrezajo molekulski masi Msmeg_4207.
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Slika 20: Kalibracijski graf za dolocanje molekulske mase s pus¢ico oznacenih proteinov na sliki 19. Tocke
prikazujejo odvisnost relativne prepotovane razdalje standardov od logaritma vrednosti njihovih molekulskih
mas. Krizec prikazuje vrednost molekulske mase, ki ustreza prepotovani razdalji na novo nastalega produkta

z velikostjo okoli 14 kDa ki ustreza masi USP-ja Msmeg_4207.

Ugotovili smo, da je pri cepljenju prislo do nastanka dveh produktov. Za manjSega (na dnu
gela) smo predvidevali, da gre za odcepljeno zaporedje s histidinskim repkom. Za vecjega
pa, da gre za USP, saj se molekulska masa (dolocitev s kalibracijskim grafom na sliki 20)
ujema s teoreticno molekulsko maso 14 kDa. Ta podatek smo pridobili z analizo
aminokislinskega zaporedja Msmeg 4207 (priloga B) s pomocjo orodja ProtParam

(Gasteriger in sod., 2005).

4.2.3 Ni-NTA kromatografija dializata

Z izvedbo Ni-NTA kromatografije dializata in analizo absorbcije raztopine smo zopet

pridobili tri frakcije (slika 21). Prvo smo koncentrirali z ultrafiltracijo.
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Slika 21: Kromatogram dializata na Ni-NTA koloni pri Msmeg 4207. Pus¢ica oznacuje eluat od 11 do

75 mL, ki smo ga v naslednjem koraku koncentrirali z ultrafiltracijo.

4.2.4 Gelska kromatografija

Priblizno 3,5 mL ultrafiltrata z Msmeg 4207 smo po 500 uL. z gelsko kromatografijo
frakcionirali (slika 22), z NaDS-PAGE kromatografijo pa preverili koncentracijo proteinov

v frakcijah z najvisjo absorbcijo.
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Slika 22: Kromatogram Msmeg_4207 na koloni Superdex 200. Z NaDS-PAGE kromatografijo smo preucili
0,5 mL frakcije od 14,5 mL do 18,0 mL (slika 23), ki so na sliki tudi oznacene.
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so frakcije: 1 — od 14,5 do 15,0 mL, 2 — od 15,0 do 15,5mL, 3 — od 15,5 do 16,0 mL, 4 — od 16,0 do
16,5mL, 5 —o0d 16,5do 17,0mL, 6 —od 17,0 do 17,5mL, 7 - od 17,5 do 18,0 mL. in 8 — standardi ter 9 —
izvirni vzorec, ki smo ga nanesli na kolono. Pravokotnik na sliki oznacuje zdruzene frakcije, ki smo jih

uporabili v nadaljnjem postopku.

Po analizi elektroferograma smo se odlocili, da zberemo 500 puL frakcije z retencijskim
volumnom od 15,5 mL do 17,5 mL pri izolaciji Msmeg 4207 in od 15 mL do 17 mL pri
izolaciji SeMet Msmeg_ 4207. Na ta nac¢in smo dobili okrog 14 mL raztopine Msmeg_4207
s koncentracijo 3,4 mg/mL. Po ultrafiltraciji je bil volumen te proteinske raztopine s
koncentracijo okoli 30 mg/mL 1580 uL. Po izolaciji in ¢iS¢enju SeMet Msmeg 4207 pa
smo dobili okrog 9 mL proteinske raztopine s koncentracijo 1,6 mg/mL. Z ultrafiltracijo

smo to raztopino koncentrirali do 600 pL in priblizne koncentracije 30 mg/mL.

43 OPREDELITEV BIOKEMIJSKIH LASTNOSTI Msmeg 4207

4.3.1 Stabilnost

Stabilnost Msmeg 4207 smo testirali pri sobni temperaturi ¢ez daljSe ¢asovno obdobje in

preverili z nativno in NaDS-PAGE elektroforezo.

Pri nativni elektorforezi smo opazili, da na gelu vsak vzorec da tri lise (slika 24) ne glede

na Cas inkubacije proteina. Tudi debelina in polozaj teh lis se ne spreminja s ¢asom. Tako
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lahko predpostavimo, da se celotna oblika proteinov ni spremenila v raztopini pri sobni

temperaturi tudi Se po 20-dneh.

Wiy =

Slika 24: Nativna elektroforeza vzorcev pridobljenih pri stabilnostnem testu. Vzorci: 1 — 1. dan, 2 — 3. dan,

3—6.dan, 4 - 10. dan, 5—13. dan, 6 — 17. dan, 7 — 20. dan. S pus¢icami so oznacene tri lise.

Drugace pa je bilo, ko smo opravili NaDS-PAGE vzorcev (slika 25). Dlje ¢asa ko smo
protein izpostavljali sobni temperaturi, bolj intenzivne so bile lise manjSe od 14 kDa, kar

verjetno predstavlja pojav spontane proteolize v vzorcih.

Slika 25: NaDS-PAGE elektroforeza vzorcev pridobljenih pri stabilnostnem testu. Vzorci: 1 — prvi dan, 2 —

tretji dan, 3 — Sesti dan, 4 — deseti dan, 5 — trinajsti dan, 6 — sedemnajsti dan, 7 — dvajseti dan.
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Slika 26: Kromatogram proteinov s standardnimi masami (A) v primerjavi s kromatogramom proteina
Msmeg_4207 (B) na koloni Superdex 200 10/300 GL. Oznake: a — feritin (440 kDa), b — aldolaza (158 kDa),
¢ — goveji serumski albumin (67 kDa), d — ovalbumin (43 kDa), e — kimotripsinogen A (25 kDa), f —
lizocim (14,7 kDa), 1 — Msmeg_4207, ki ustreza masi tetramera, 2 — Msmeg 4207, ki ustreza masi

monomera, 3 — produkti razgradnje oz. male molekule iz pufra.
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Slika 27: Kalibracijski graf za doloCanje molekulske mase Msmeg_4207 s kolono Superdex 200 10/300GL.
Tocke prikazujejo odvisnost relativne prepotovane razdalje standardov od logaritma vrednosti njihovih
molekulskih mas. Tocka 2 oznacuje obmocje, kjer je vrednost molekulske mase 13,5 kDa, ki ustreza

monomerni obliki Msmeg_4207, tocka 1 pa 51 kDa, kar pa ustreza tetramerni obliki Msmeg_4207.

Z analizo aminokislinskega zaporedja Msmeg 4207 (priloga B) s pomocjo orodja
ProtParam (Gasteriger in sod., 2005) smo ugotovili, da molekulska masa monomerne
oblike proteina znasa 13959,9 Da. Iz umeritvene krivulje (slika 27), ki smo jo pridobili iz
porazdelitvenih koeficientov vsakega topljenca z znano molekulsko maso, pa smo
ugotovili, da smo v najvecji meri izolirali proteine velike okoli 13,5 kDa in 51 kDa. V
kolikor je nativna oblika proteina tetramerna, znaSa izraCunana molekulska masa
55839,6 Da. Vse to se tudi priblizno ujema s podatki iz tocke 4.2.2, v kateri smo tudi iz

elektroforetskega gela dolocili maso proteina, ki znasa okoli 14 kDa.

4.3.3 Merjenje cirkularnega dikroizma proteinske raztopine

CD spekter predstavlja sestevek absorbcijskih spektrov alfa, beta in neurejenih struktur.
Rezultate smo prikazali kot povprecno vrednost treh meritev. Na spodnji sliki (slika 28) je
razvidno, da je struktura proteina po vecini urejena in ima meSan delez alfa in beta

vijacnic.
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Slika 28: CD spekter Msmeg 4207 pri koncentraciji 0,1 — 0,2 mg/mL.

434 Preverjanje prisotnosti vezanih ligandov pri Msmeg_4207

Ker nekatere druzine USP-jev vsebujejo vezane majhne molekule, smo to preverili tudi pri
Msmeg 4207. V ta namen smo denaturirali protein. Pri tem naj bi se z njega sprostile vse
potencialne nekovalentno vezane molekule. Tak vzorec (supernatant) smo nato analizirali z
masno spektrometrijo in tekocCinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) ter
primerjali z nekaterimi standardnimi molekulami (cikli¢ni nukleotidi, linearni nukleotidi
ipd.). Pri masni spektrometriji smo pridobili kromatogram odvisnosti relativne prisotnosti
molekul v raztopini od razmerja med maso in nabojem (slika 29). Iz te slike smo ugotovili,
da niso prisotne nobene izmed potencialnih molekul ciklicnih nukleotidov, nukleotidnih
monofosfatov ali nukleotidnih difosfatov, oz. molekul pomembnih pri medceli¢ni
komunikaciji. Vseeno pa lahko opazimo mocan signal molekule z molsko maso v
deprotonirani obliki okoli 135,0 g/mol, kar pa je verjetno necisto¢a v sistemu, saj tej ne
ustreza molekulska masa nobene komponente pufra v katerem je bil protein shranjen (pufer
za gelsko kromatografijo) in je premajhna za katerikoli cikli¢ni nukleotid, nukleotidni

monofosfat ali difosfat.
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Slika 29: Masna spektrometrija Msmeg_4207. A — masni spekter supernatanta denaturiranega proteina, B —

standardni masni spekter raztopine, ki vsebuje adenozin monofosfat in gvanozin monofosfat (oznacujeta

puscici). Molska masa prvega v deprotoniranem stanju znaSa okoli 346 g/mol, drugega pa 362 g/mol.
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Za potrditev rezultatov masne spektrometrije smo raztopino analizirali tudi s HPLC. Ta

prav tako potrjuje domnevo o odsotnosti nukleotidnih ligandov v Msmeg 4207 (slika 30).
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Slika 30: HPLC analiza raztopine Msmeg_4207 v primerjavi z meSanico nukleotidnih molekul cAMP,

4 6
Retencijski ¢as (min)

5'AMP in 3'AMP ter meSanico 5'AMP in 5'GMP.

4.3.5

Encimska reakcija z acetiltransferazo

——Msmeg_4207

cAMP+5'AMP+3'AMP

5'AMP+5'GMP

Rezultat reakcije je strnjen v spodnji preglednici (preglednica 10) in sliki (slika 31).

Preglednica 10: Povprecne zacetne hitrosti reakcij pri analizi reakcije z acetiltransferazo in njihove relativne

napake. Prisotnost posameznih komponent v reakcijski meSanici je oznacena z: (+) — je prisotna in (-) — ni

prisotna.

Reakcija Msmeg 5458 Msmeg 5458 cyc- Msmeg 4207 cAMP i‘;:ﬁfs‘:cj‘i:(i;‘;‘s‘)"‘ R::I‘):r;a
1 - - - 1,8 +0,2
2 ; ] + + 16,1 £0,1
3 4 ] + ; 38,8 +0,1
4 + ] + T 55 £0,0
5 ; + + ] 255 +0,1
6 - + + + 43,1 +0,0

Do nastanka NADH je prislo

(reakcija 2), kar nakazuje, da do manjSega acetiliranja USP lahko pride tudi s kemijsko

reakcijo brez prisotnosti encima. V reakcijski meSanici z Msmeg 5458, cAMP in

ze v reakcijski mesSanici, ki ni vsebovala Msmeg 5458
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Msmeg 4207 (reakcija 4) je bila zaCetna hitrost najvisja. Hitrosti reakcij 5 in 6 pa kazejo,
da je aktivnost acetiltransferaze mo¢no odvisna od prisotnosti cAMP. Kakor Nambi in sod.

(2010) smo potrdili kataliticno sposobnost od cAMP odvisne acetilacije Msmeg_5458.
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Slika 31: Reakcija z acetiltransferazo — ¢asovna odvisnost koncentracije nastalega NADH. A — polna ¢rta
prikazuje spreminjanje koncentracije NADH po 50 sekundah pri reakciji 1, ¢rtkana pa pri reakciji 2. B — ¢rna
¢rtkana crta prikazuje spreminjanje koncentracije NADH po prvih 50 sekundah pri reakciji 3, ¢rna pri reakciji

4, modra pri reakciji 5, zelena pa pri reakciji 6.

Preglednica 11: Primerjave hitrosti razlicnih reakcij pri encimski reakciji z acetiltransferazo in njihova

relativna napaka.

Primerjalne reakcije Razmerje hitrosti Relativna napaka
2 proti 1 9,1 +0,3
3 proti 2 2,4 +0,1
3 proti 5 1,5 +0,2
4 proti 2 34 +0,1
4 proti 3 1,4 +0,1
4 proti 5 2,2 +0,1
4 proti 6 1,3 +0,0

6 proti 5 1,7 +0,1
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4.4 KRISTALIZACIJA, PREVERJANJE IN SHRANJEVANJE KRISTALOV
PROTEINA
4.4.1 Kristalizacija proteina in shranjevanje kristalov

Iskanje pravih kristalizacijskih razmer je podobno iskanju igle v kupu sena (Chayen in
Saridakis, 2008). Kljub temu in dejstvu, da produkta gena Msmeg 4207 Se niso nikoli
kristalizirali, je pri§lo do nastanla kristalov z vsemi komercialnimi kompleti v vsaj eni
kristalizacijski raztopini. Spremljali smo »razvoj kristalov« — nastanek kristalov iz
oborjene raztopine, kapljice s fazno separacijo ali Ciste, prosojne raztopine in raztapljanje
oz. staranje kristalov, ko so njihovi robovi postali nepravilni in ploskve nagubane (slika

32).
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Slika 32: Razliéni nacini reakcije raztopine proteinskega koncentrata proteina na razli¢ne kristalizacijske
razmere. Posamezne slike: A — fazna separacija raztopine Se-Met Msmeg_4207 (rezervoar 3 na ploscici G);
B — oborina raztopine Se-Met Msmeg_4207 (rezervoar 5 na ploscici B); C — sferuliti Se-Met Msmeg_4207
(rezervoar 5 na ploscici G); D — nastajanje kristalov iz oborine v raztopini z Msmeg_4207 (rezervoar 14 na
plos¢ici B); E — kristali Msmeg_4207 raztopini 38, kompleta Peg Ion II; F — kristal Msmeg_4207 (rezervoar

5 na ploséici H).

Izmed 768 razmer za kristalizacijo (384 kristalizacijskih raztopin s proteinom v dveh
koncentracijah) je bila uspeSnost kristalizacije okrog 10%. Po prvih treh dneh
kristalizacije je najveckrat prislo do nastanka preprostih kristalnih tvorb, kot npr. sferulitov

in igel. Po vec kot Sestih dneh pa so se pricele pojavljati tudi vecje strukture s pravilnejSimi
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robovi, velik delez le-teh pa je Ze po devetih dneh razpadel na manjse kristale ali pa se je

oboril.
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Slika 33: Analiza delezev posameznih ocen kvalitete kapljic pri kristalizaciji z viseco kapljico. Oznake
legend: < 3 — Cista, prosojna kapljica, fazna separacija ali nastanek oborine; 5 — sferuliti; 6 — iglicasti kristali;
7 — ploscati tanki kristali; 8 — pravilne kristalne strukture; 9 — vecje in pravilne kristalne strukture. Delezi
ocen glede na dobo izpostavljanja proteinskega koncentrata kristalizacijskim razmeram: A — po treh dneh; B

— po Sestih dneh; C — po devetih dneh.

Kljub oc¢itnemu zmanjsanju deleza najvecjih in najbolj pravilnih kristalov (ocenjenih z 8 in
9), kar nakazuje zgornja slika (slika 33), pa so bili kristali, ki so najdlje razvijali (npr. iz
oborine) najprimernejsi za zamrzovanje. Tako smo zamrznili tri kristale Msmeg_ 4207, ki
so iz oborine nastali Sele po 13 dneh. Do kristalizacije dveh je prislo v 12 rezervoarju
plos¢ice B in 6 rezervoarju iste ploscice (priloga D). Pri vseh treh smo pri zamrzovanju
uporabili zanko velikosti od 0,1 do 0,22 mm. S pomocjo zanke velikosti od 0,4 do 0,5 mm
pa smo zamrznili kristal proteina SeMet Msmeg_4207, ki je po 9 dneh inkubacije nastal v
rezervoarju 12 plosc¢ice D vendar pa je pri prenasanju iz ene krio-raztopine v drugo po

robovih rahlo razpokal.
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Slika 34: Kristali, ki smo jih zamrznili. A — kristali v kapljici v rezervoarju 6 plosc¢ice B; B — kristal v kapljici

v rezervoarju 12 ploscice D.

4.4.2 Preverjanje pristnosti kristalov

Z NaDS-PAGE elektroforezo smo dobili rezultate, ki so potrdili, da kristale sestavljajo
proteinske in ne mineralne komponente, saj je priSlo do pojava proteinskih lis na
elektroforetskem gelu pri analizi kristalov iz rezervoarjev 18 ploscice A in 17 ploscice C

ter s selenom oznacenim proteinom iz rezervoarja 9 ploscice D.

A B
1 2 3 4 5 kDa 1 2 3
e g
100 130 =
75 75—
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A7 37/
25
25 w—
20 20/ == L]

Slika 35: NaDS-PAGE elektroforeza kristalov. A: 1 — kristal Msmeg 4207 iz rezervoarja 18 ploscice A, 2 —
kristal Msmeg_4207 iz rezervoarja 17 plos¢ice C, 3 — standardi, 4 — vzorec prvega dne pri stabilnostnem
testu, 5 — vzorec dvajsetega dne pri stabilnostnoem testu; B: 1 — standardi, 2 — koncentrat raztopine SeMet

Msmeg_ 4207, 3 —kristal SeMet Msmeg 4207 iz rezervoarja 9 ploscice D.

Na sliki gelov (slika 35) opazimo, da so prepotovane razdalje lis kristalov proteinov iz
rezervoarja 18 plosCice A in rezervoarja 9 plos¢ice D podobne prepotovanim razdaljam lis
vzorca zadnjega dne pri preverjanju stabilnosti proteina. Razporeditev lis raztopljenega

kristala iz rezervoarja 17 plos¢ice C pa je podoben razporeditvi lis sveze proteinske
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raztopine. Taksna dejstva kazejo, da razmere kristalizacije kot tudi izpostavljanje proteina
sobni temperaturi, vplivajo na zgradbo proteina, kar se pa kaze v heterogenosti raztopine
denaturiranega proteina. Pomembno pa je tudi izpostaviti, da pri vseh vzorcih opazimo
liso, ki ustreza nekaj ve¢ kot 26 kDa, ki je pa na prej$njih elektroforetskih gelih in pri
gelski kromatografiji nismo zaznali. Ta masa ustreza dimerni obliki Msmeg 4207.
Verjetno so bile razmere denaturacije preSibke in niso povzroc¢ili popoln razpad

oligomerov.

4.5 MERJENIJE SIPANJA X-ZARKOV

Sipanje nekaj kristalov Msmeg 4207 smo preverili na sinhrotronu. Uklonska slika (slika
36) je pokazala, da gre za proteinski kristal, da pa ni idealne strukture, ker so lise na sliki
razcepljene in resolucija sipanja relativno slaba. Vzrok taks$nega sipanja je lahko neidealno
obnasSanje proteina pri kristalizaciji, Se neidealne razmere kristalizacije ali pa problemi pri
samem zamrzovanju. Vsekakor pa so ti rezultati dobra osnova za nadaljnjo optimizacijo
dejavnikov, ki vplivajo na nastanek in rasti kristalov ter snemanja sipanja X-zarkov. Ta

postopek je v teku in je izven obsega moje diplomske naloge.

Slika 36: Sipanje X-Zarkov na kristalu proteina SeMet Msmeg_4207 posneto v multidisciplinarnem

laboratoriju Elettra Sincrotrone Trieste S.C.p.A. di interesse nazionale (Trst, Italija).



62

Naneh O. Izolacija, biokemijska karakterizacija ter kristalizacija ... proteina iz Mycobacterium smegmatis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2011

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Dandanes je v javnih podatkovnih zbirkah shranjenih ve¢ kot 12 milijonov unikatnih
proteinskih zaporedij, kar je skoraj dvakrat ve¢ kot leta 2008 (NCBI, 2011). Kljub hitremu
razvoju strukturne genomike, vede o preucevanju celotne kodirajoce DNA organizma na
podlagi ugotavljanja terciarne strukture produktov genov (Chayen in Saridakis, 2008), pa
je dolocenih le okoli 69000 proteinskih struktur, kar pa je priblizno 20000 ve¢ kot leta
2008 (PDB, 2011). S pomocjo poznavanja proteinskih struktur pa lahko bolj natanc¢no

predvidimo njihovo funkcijo v celici ter mehanizem delovanja (Zarembinski in sod., 1998).

O USP-jih je zelo malo znanega. Najve¢ podatkov o tovrstnih proteinih izvira iz raziskav z
bakterijo E. coli (O'Toole in Williams, 2003). Prav ti so sprozili val odkritji pri patogenih
organizmih zaradi, kot se zdi, pomembne vloge pri virulenci (Nachin in sod., 2005).
Vendar pa natancne funkcije, s katerimi bi dolocili nove tarée za boj proti boleznim, Se
niso znane. Podobno je tudi pri M. tuberculosis, ki povzroca eno najhujSih bolezni
Clovestva. Ker pa je te bakterije zaradi sposobnosti za hitro, uc¢inkovito in ohranjajoco
okuzbo izjemno tezko preucevati, se kot modelni organizem namesto nje velikokrat

uporablja sorodno, a nepatogeno vrsto M. smegmatis.

Nambi in sod. (2010) so pri raziskovanju od cAMP odvisne acetiltransferaze iz
M. tuberculosis (Rv0998) in njenega ortolga pri M. smegmatis (Msmeg_5458) ugotovili,
da je naravni substrat encima iz M. smegmatis USP Msmeg_4207. Ta protein smo si izbrali
kot predmet raziskovanja tega diplomskega dela. Izbrani protein podobno acetilira tudi
Rv0998, vendar je zanimivo, da je reakcija z Rv0998 veliko bolj odvisna od cAMP kakor v
primeru Msmeg 5458 (Nambi in sod., 2010). Naravni substrat za Rv0998, ki bi ga kodiral

gen v genomu M. tuberculosis oz. ortologu Msmeg 4207, pa Se ni znan.

Zaporedje aminokislin prevedeno iz genskega zapisa za Msmeg 4207 se je izkazalo za
najbolj sorodno proteinom z domenami, ki jih uvr§¢amo v superdruzino UspA (slika 14). S

poravnavo aminokislinskih zaporedji v zaporedju Msmeg_ 4207 nismo ugotovili prisotnosti
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aminokislin, ki so pomembne za vezavo ATP molekul (priloga F). Prav tako je vezavni

motiv za to molekulo le delno ohranjen.

Iz poznanih kristalnih struktur USP-jev je razvidno, da te molekule vsebujejo tako alfa kot
beta sekundarne strukturne elemente. Na osnovi homologije aminokislinskega zaporedja
Msmeg 4207 z drugimi USP proteini smo s pomocjo streznika Phyre napovedali, da
Msmeg 4207 verjetno vsebuje tak$no meSano strukturo iz alfa vijacnic in beta ploskev
(slika 16). Z merjenjem opti¢ne aktivnosti proteinske raztopine s cirkularnim dikroizmom
pa smo to domnevo tudi potrdili, saj CD spekter predstavlja seStevek absorbcijskih

spektrov alfa, beta in neurejenih struktur (slika 28).

Geni za USP-je vecinoma kodirajo majhne proteine, kjer je velikost monomerne oblike od
14 do 15 kDa, razen ¢e niso v tandemu na eni polipeptidni verigi (Kvint in sod., 2003). V
vecini primerov najdemo USP kot homodimere, dolocili pa so tudi Ze kristalne strukture
homotetramerov (Nachin in sod., 2008). Zato smo tudi preverjali, ali Msmeg 4207 tvori
oligomere z ve¢ razli¢cnimi podenotami. Tako bi homodimerna oblika Msmeg 4207 imela
maso priblizno 28 kDa, homotetramerna pa okoli 56 kDa Rezultati vseh NaDS-PAGE
elektroforez ocis¢enega Msmeg 4207 so pokazali, da ima monomerna enota proteina v
raztopini molekulsko maso priblizno 14 kDa, kar se tudi ujema s teoreticno molekulsko
maso, ki smo jo pridobili z racunalniSkim orodjem. Najbolj preprost, zadovoljivo hiter in
natanCen nacin za dolocevanja molekulske mase nativnih makromolekul je analitska
lo¢itvena kromatografija (Winzor in sod. 2003). S to metodo smo dolocili, da v raztopini
najvecji delez molekul Msmeg 4207 obstaja v obliki tetramera s priblizno molekulsko
maso 51 kDa, zasledili pa smo tudi manjsi delez monomera (le nekaj odstotkov) (slika 26).
Po rezultatih izracunavanja mas globularnih proteinov od 10 do 150 kDa s Sephadex
gelsko kromatografijo pa lahko pride do = 10 % odstopanja od prave vrednosti (Andrews,
1964; Andrews, 1965). Vrednost, do katere smo prisli, pa je za ~9 % manjSa od
napovedane mase homotetramernega proteina, zato lahko kljub napaki upravic¢eno
predvidevamo, da se enote Msmeg 4207 zdruzujejo v tetramerne molekule. Kljub temu bi
bilo rezultat dobro potrditi Se z masno spektrometrijo ali merjenjem statiCnega sipanja
svetlobe, s ¢imer bi verjetno tudi pojasnili prisotnost vec (treh) lis pri nativni elektroforezi

proteina (slika 24), ki verjetno predstavljajo ravnoteZzno prehajanje med tetramerno,
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dimerno in monomerno obliko v raztopini. Glede na nespremenjeno pozicijo lis na gelu pri
nativni elektroforezi smo tudi ugotovili, da se nativna struktura Msmeg 4207 Se po
dvajsetih dneh inkubacije pri sobni temperaturi ni spremenila. Zanimivo pa smo pri analizi
istih vzorcev opazili spremembe skozi ¢as v intenziteti in Stevilu lis na gelu pri NaDS-
PAGE elektroforezi (slika 25). Z daljSim izpostavljanjem proteina sobni temperaturi
verjetno pride do cepitve vezi v izpostavljenih delih strukture (npr. gibljivih zankah), kar
pa ocitno ne povzroci razpada celotne molekule kot je opaziti pri elektroforezi pri nativnih
razmerah. Denaturacijske razmere v primeru NaDS-PAGE elektroforeze povzrocijo razpad
strukture proteina na ve¢ manjsih polipeptidnih enot. Podobno fragmentacijo proteina smo
opazili tudi pri denaturacijski gelski elektroforezi vzorcev kristalov (tocka 4.2.2). Ti
kristali so nastajali priblizno enako dolgo v razli¢nih raztopinah, vendar pa so si slike
vzorcev na NaDS-PAGE gelih razlicne glede na uporabljene razmere kristalizacije. Tako je
slika vzorca kristalov Msmeg 4207, ki so zrasli v 0,24 M PEG3350 in 0,2 M NaH,PO4 x
H,0 podobna sliki na gelu kristala SeMet Msmeg_ 4207, ki je zrasel v 0,23 M PEG3350,
0,1 M Bis-Tris in 0,2 amonijevega acetata (slika 35). Oba pa sta podobna elektroforetski
sliki proteina, ki smo ga 20 dni inkubirali pri sobni temperaturi. Nasprotno pa je slika gela
kristala Msmeg_4207 iz raztopine z 0,25 M PEG3350, 0,1 M Bis-Tris in 0,2 amonijevim
acetatom podobna elektroforetski sliki vzorca, ki smo ga analizirali Ze prvi dan. Na podlagi
tega bi bila le drugacna koncentracija polietilenglikola vodilo v destabilizacijo nekaterih
vezi proteina, vendar pa tega ne moremo trditi z gotovostjo. Informacija bi bila verjetno
zelo koristna za sestavljanje krio-raztopin za ohranjanje ¢im bolj pravilne strukture pri
zamrzovanju kristalov in nato pridobivanja natan¢nejsih rezultatov s sipanjem X-zarkov.
Pri elektroferogramih kristalov pa opazimo tudi liso, ki ustreza molekulski masi okrog
28 kDa, kar so verjetno dimeri proteina Msmeg 4207. Predvidevamo da ni prislo do

popolnega razpada oligomera zaradi preSibkih denaturacijskih razmer.

Msmeg_4207 je substrat acetiltransferaze Msmeg 5458, katere aktivnost je odvisna od
cAMP (Nambi in sod., 2010). Do manjSe stopnje acetilacije USP-ja je priSlo ze v
odsotnosti acetiltransferaze, kar je mozna posledica spontane kemijske reakcije v
prisotnosti acetil-CoA, ki je donor acetilne skupine v raztopini. Najvi§jo aktivnost divjega
tipa tega encima smo opazili, ko smo dodali oba, tako substrat Msmeg_ 4207 kot aktivator

cAMP, vendar pa je bil encim aktiven tudi v odsotnosti cAMP, ¢eprav v nekoliko manjsi
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meri (priblizno 0,7-krat manj). Ta aktivnost morda izvira iz prisotnosti doloCene populacije
molekul Msmeg 5458, ki v svoji strukturi Ze vsebujejo vezan cAMP, saj so bile izolirane
iz celic E. coli, ki lahko producirajo cAMP. Da pa je delovanje tega encima moc¢no odvisno
od koncentracije cAMP, pa potrjuje nizja aktivnost te acetiltransferaze v primeru ko je bila
izolirana iz seva E. coli, ki nima ciklaz (cyc). Ce smo v reakcijsko meSanico dodali

cikli¢ni nukleotid, se je aktivnost povecala za priblizno 1,7-krat.

Z masno spektrometrijo in HPLC pa smo potrdili, da Msmeg 4207 spada med tiste USP-
je, ki ne vezejo pomembnih molekul za komunikacijo/signalizacijo, kot so cAMP, cGMP
pa tudi ne nukleotidnih monofosfatov in difosfatov. Ker na masnem spektru mas nismo
opazili prisotnosti niti ADP in AMP, ki bi lahko bila razpadna produkta ATP, ker sam
protein nima znacilnega vezavnega zaporedja za ATP, menimo, da Msmeg 4207 ne veze
ATP. S HPLC bi bilo to domnevo dobro potrditi, vendar pa bi takSna analiza zahtevala

drugacne razmere za analizo prisotnosti ATP od tiste, ki smo jo uporabili v nasi raziskavi.

Dolocitev strukture proteinov z metodo sipanja X-zarkov temelji na Studiji uklonske slike
zarkov na kristalih. Ko se valovna dolzina X-zarka pribliza valovni dolzini, kjer pride do
prehoda elektronov na visji nivo, se spremeni jakost sipanja in tudi faza sipane radiacije.
Za vsak uklon pa je potrebno dolociti fazni kot. Iz izmerjene intenzitete uklona lahko
doloc¢imo velikost vala zarka, ne pa tudi faze, zaradi ¢esar se srecamo s faznim problemom.
Selenu lahko v difrakcijski sliki najdemo polozaj, kar predstavlja reSitev omenjenega
problema. Zato je vgradnja takSnega tezkega atoma v kristal proteina standardna metoda za
dolocitev faze. Tako smo pri delu vzporedno z Msmeg 4207 s podobnim protokolom
izolirali tudi Msmeg 4207 oznaCen s selenom (SeMet Msmeg 4207), vendar v manjsi

koli¢ini. Kljub temu pa je bila ta dovoljSnja za uspesno kristalizacijo.

Trenutno je v bazi proteinov Protein Data Bank (PDB) enaindvajset kristalnih struktur
USP-jev iz trinajstih razliénih organizmov. Ena pripada proteinu M. tuberculosis
(Rv2623), katerega aminokislinsko zaporedje je drugaéno od Msmeg 4207, nobena
struktura pa ne pripada bakteriji M. smegmatis, tako da bi bila struktura Msmeg 4207 kot
substrata za acetiltransferazo prva. Z ociS€enim proteinom smo uspeli dobiti Stevilne
kristale obeh, Msmeg 4207 in SeMet Msmeg_ 4207, in merjenje sipanja X-Zarkov na njih

je dejansko pokazalo, da gre za proteinske kristale (slika 36). Ker pa kvaliteta sipanja ni
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najboljSa, bo potrebno postopek priprave kristalov izboljsati, bodisi na nivoju vecje
kvalitete oz. stabilnosti samega proteina, bodisi v sestavi kristalizacijske raztopine in

postopka zamrzovanja kristalov.

Poznavanje funkcije USP-jev pri patogenih vrstah predstavlja izjemen mikrobioloski,
farmacevtski in medicinski potencial. To velja tudi za proteine, kot je Msmeg 4207, ki so
substrati za bakterijske encime. Ti imajo podobno uravnano delovanje kakor nekateri
sesalski proteini, ki so pomembni pri medceli¢ni komunikaciji in nadzoru znotrajceli¢nega

dogajanja.

5.2 SKLEPI

e Pri delu smo uspeli izdelati protokol za izolacijo in ocis¢enje USP Msmeg 4207 iz
M. smegmatis in ga dobili v vecjih koli¢inah primernih za raziskovanje. Podoben
protokol smo uporabili pri izolaciji enakega proteina oznacenega s selenom (SeMet
Msmeg 4207) in se je prav tako izkazal za uspesnega. Koli¢ina pridobljenega
proteina je bila zadostna za njegovo kristalizacijo.

e Molekulska masa monomerne enote Msmeg 4207 je velika okrog 14 kDa. Poleg te
smo potrdili tudi domnevo, da se podenote tega proteina povezujejo v tetramerno
strukturo.

e Na podlagi merjenja cirkularnega dikroizma proteina v raztopini je Msmeg 4207,
kot smo predvidevali, sestavljen tako iz alfa kot beta struktur.

e Msmeg 5458 katalizira prenos acetilne skupine iz acetil-COA, hitrost reakcije pa je
odvisna od cAMP.

e Msmeg 4207 v svoji strukturi ne vsebuje nukleotidov (ciklicnih in necikli¢énih
nukleotidnih monofosfatov in difosfatov), ki sodelujejo v signalizaciji.

e Pri izpostavljanju Msmeg 4207 sobni temperaturi se stabilnosti notranjih vezi v
proteinski strukturi spreminjaj, vendar ne pride do razpada nativne oblike proteina.

e Protein je mogoce kristalizirati. Kljub oligomernosti tvori kristale v velikem Stevilu
razli¢nih kristalizacijskih razmer.

e Kristali sipajo rentgenske zarke, vendar pa je potrebno pripravo kristalov Se

optimizirati, da bomo lahko dolo¢ili tridimenzionalno molekulsko strukturo.
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6 POVZETEK

Zaradi dolocenih znacilnosti predstavljajo bakterije vrste M. smegmatis dober model za
raziskovanje nekaterih znacilnosti patogenih mikobakterij med katere priStevamo
povzrocitelja tuberkuloze, M. tuberculosis. Pri eni izmed tak$nih raziskav so ugotovili, da
mikobakterijski acetiltransferazi (Rv0998 pri M. tuberculosis in Msmeg 5458 pri
M. smegmatis), katerih aktivnost je odvisna od sekundarnega nukleotidnega obves¢evalca

cAMP, acetilirata protein Msmeg_ 4207 bakterije M. smegmatis.

Msmeg_4207 spada v skupino univerzalnih stresnih proteinov (USP), katerih zapise za
posamezne domene najdemo tako pri prokariontih in arhejah kakor tudi pri evkariontih. Ti
proteini imajo razlicne, pri vecini organizmov Se nedolocene funkcije. Pri mnogih se
izrazajo v stresnem okolju, pri nekaterih patogenih pa jih povezujejo z virulenco.
Acetilacija z mikobakterijskimi acetiltransferazami je prvi tovrsten proces povezan z USP-
ji. Njihovo delovanje je moc¢no odvisno od koncentracije cAMP, podenota, ki veze ta
cikli¢ni nukleotid pa je podobna domeni encimov vkljucenih v regulacijo pomembnih

celi¢nih reakcij pri sesalcih.

O USP-jih je zelo malo znanega, o Msmeg_4207 pa skoraj ni¢. Cilj te diplomske naloge je
bil pridobiti nekaj informacij o biokemijski naravi tega proteina in tako prispevati k
sploSnem znanju o teh proteinih. Zato smo izdelali protokol, s katerim smo izolirali dovolj
Msmeg 4207 za raziskave o stabilnosti proteina, njegovi molekulski masi, opticni
aktivnosti, preverjanju prisotnosti manjSih nukleotidnih ligandov in kristalizaciji proteina.
Ugotavljali smo tudi stopnjo acetilacije tega proteina z omenjeno acetiltransferazo
Msmeg 5458 v odvisnosti od cAMP. S podobnim protokolom smo izolirali tudi protein, ki
smo ga predhodno oznacili s selenom za merjenje sipanja X-zarkov proteinskih kristalov s

sinhrotronom.

Z analizo aminokislinskega zaporedja smo predvideli, da strukturo Msmeg 4207
sestavljajo tako alfa kot beta sekundarni strukturni elementi. To smo potrdili z merjenjem
cirkularnega dikroizma (opti¢ne aktivnosti) proteinske raztopine. Monomerne enote USP-
jev so velike okoli 14 kDa kar velja tudi za monomerne enote Msmeg 4207. Nekatere

podenote USP-jev se zdruZujejo v oligomerne strukture, mi smo opazili, da je za
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Msmeg 4207 znalilno zdruZevanje v tetramere. V samih strukturah pa ni majhnih
nukleotidnih molekul. Nativna struktura proteina je v sobnih razmerah stabilna dlje Casa,
med tem verjetno pride le do oslabitve vezi v izpostavljenih delih molekul. Do podobnega
pojava pride tudi pri kristalizaciji. Pokazali smo, da je protein mogoce kristalizirati,
nastanejo veliki stabilni kristali, katerih kakovost pa zaenkrat ne zadostuje za doloCitev
natancne tridimenzionalne strukture z metodo sipanja X-zarkov. Msmeg 4207 dejansko
predstavlja substrat acetiltransferaze Msmeg 5458, katerega delovanje pa je, kot smo

pokazali, mo¢no odvisno od koncentracije cAMP v okolju encima.

Delo predstavlja temeljno raziskavo s katero smo dobili nekatere nove informacije o

bakterijskih USP-jih in unikatnem USP-ju Msmeg 4207.
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PRILOGE
Priloga A

Mapa plazmida pPROEX-HTb z oznacenimi nekaterimi pomembnej$imi mesti (Lablife,
2011). Obdelava s programom GENtle (Manske M. GENtle V 1.9.4. 2003, University of
Cologne).

tI’L promoter

B terminator

pPROEX-HTb
4779 bp

pBR322 ORI



Naneh O. Izolacija, biokemijska karakterizacija ter kristalizacija ... proteina iz Mycobacterium smegmatis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2011

Priloga B

Nukleotidno zaporedje gena msmeg 4207 in aminokislinsko zaporedje produkta tega gena.

Nukleotidno zaporedje:

GTGATCGTGGTCGGTTACAGCGCGGACCCGTTCGGCCGGGCCGCCGTCGAGCACGGGATCGAAGAGGCCAAAC
GGCGTGACACCGGCCTGCTGGTGATCAATGCGACCGCGGGTGACGCGTACGTCGACGCGCGGTTCGCGCGGTC
GGGCGAGGTCCATGACGTCGAGGCGCACCTGCAGGACAGCGGTGTACCGTTCGAGATCCGCCAACCCGTCGGG
GTGGACGCGACCGAGGAACTGCTCACGGCCATGGACAGCCCGGACGCCGAACTGCTGGTGATCGGCATCCGCC
ACCGCAATCCCGTGGGGAAGCTGCTGCTCGGCAGCGTGGCCCAGCGGTTGCTGCTGGAATGTCCCAAACCTGT
GCTCGCGGTCAAGCCACATGGGTTCTGA

Aminokislinsko zaporedje:

MIVVGYSADPFGRAAVEHG IEEAKRRDTGLLV INATAGDAYVDARFARSGEVHDVEAHLQDSGVPFEIRQPVG
VDATEELLTAMDSPDAELLVIGIRHRNPVGKLLLGSVAQRLLLECPKPVLAVKPHGF
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Priloga C:

Sestava kristalizacijskih raztopin kompleta Peg Ion screen (Hampton research).

Precipitirajoe  Koncentracija
St. Sol Koncentracija (M) sredstvo (% (m/V))
1 Natrijev fluorid 0,2 PEG 3350 20
2 Kalijev fluorid 0,2 PEG 3350 20
3 Amonijev fluorid 0,2 PEG 3350 20
4  Litijev klorid 0,2 PEG 3350 20
5 Magnezijev klorid heksahidrat 0,2 PEG 3350 20
6 Natrijev klorid 0,2 PEG 3350 20
7  Kalcijev klorid dihidrat 0,2 PEG 3350 20
8 Kalijev klorid 0,2 PEG 3350 20
9  Amonijev klorid 0,2 PEG 3350 20
10 Natrijev jodid 0,2 PEG 3350 20
11 Kalijev jodid 0,2 PEG 3350 20
12 Amonijev jodid 0,2 PEG 3350 20
13 Natrijev tiocianat 0,2 PEG 3350 20
14 Kalijev tiocianat 0,2 PEG 3350 20
15 Litijev nitrat 0,2 PEG 3350 20
16 Magnezijev nitrat heksahidrat 0,2 PEG 3350 20
17 Natrijev nitrat 0,2 PEG 3350 20
18 Kalijev nitrat 0,2 PEG 3350 20
19 Amonijev nitrat 0,2 PEG 3350 20
20 Magnezijev fotmat dihidrat 0,2 PEG 3350 20
21 Natrijev format 0,2 PEG 3350 20
22 Kalijev format 0,2 PEG 3350 20
23 Amonijev format 0,2 PEG 3350 20
24 Litijev acetat dihidrat 0,2 PEG 3350 20
25 Magnezijev acetat tetrahidrat 0,2 PEG 3350 20
26 Cinkov acetat dihidrat 0,2 PEG 3350 20
27 Natrijev acetat trihidrat 0,2 PEG 3350 20
28 Kalcijev acetat hidrat 0,2 PEG 3350 20
29 Kalijev acetat 0,2 PEG 3350 20
30 Amonijev acetat 0,2 PEG 3350 20
31 Litijev sulfat monohidrat 0,2 PEG 3350 20
32 Magnezijev sulfat heptahidrat 0,2 PEG 3350 20
33 Natrijev sulfat dekahidrat 0,2 PEG 3350 20
34 Kalijev sulfat 0,2 PEG 3350 20
35 Amonijev sulfat 0,2 PEG 3350 20
36 Natrijev tartrat dibazi¢ni dihidrat 0,2 PEG 3350 20
37 Kalijev natrijev tartrat tetrahidrat 0,2 PEG 3350 20
38 Amonijev dibazi¢ni tartrat 0,2 PEG 3350 20
39 Natrijev fosfat monobazi¢ni monohidrat 0,2 PEG 3350 20
40 Natrijev fosfat dibazi¢ni dihidrat 0,2 PEG 3350 20

se nadaljuje
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nadaljevanje

. Precipitirajote Koncentracija
St. Sol Koncentracija (M) sredstvo (% (m/V))
41 Kalijev monobazicni fosfat 0,2 PEG 3350 20

42 Kalijev dibazi¢ni fosfat 0,2 PEG 3350 20

43 Amonijev monobazi¢ni fosfat 0,2 PEG 3350 20

44 Amonijev dibazi¢ni fosfat 0,2 PEG 3350 20

45 Litijev citrat tribazi¢ni tetrahidrat 0,2 PEG 3350 20

46 Natrijev citrat tribazi¢ni dihidrat 0,2 PEG 3350 20

47 Kalijev citrat tribazi¢ni monohidrat 0,2 PEG 3350 20

48 Amonijev dibazi¢ni citrat 0,2 PEG 3350 20
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Priloga D

Sestava in razporeditev komponent kristalizacijskih raztopin v vsakem rezervoarju na
optimizacijskih plos¢icah A, B, C, D. Komponente: PEG — PEG3350, NF — NaH,PO, x
H,0, ADC — amonijev dibazi¢ni citrat, BT — Bis-Tris (pH 5,5), AA — amonijev acetat.

Ploscica in koncentracija (M) posamezne komponente v doloenem rezervoarju

A B C D
St. rezervoarja PEG NF PEG ADC PEG BT AA PEG BT AA
1 0,14 0,16 0,14 0,16 0,17 0,08 0,16 0,19 0,09 0,18
2 0,16 0,16 0,16 0,16 0,19 0,08 0,16 0,21 0,09 0,18
3 0,18 0,16 0,18 0,16 0,21 0,08 0,16 0,23 0,09 0,18
4 0,2 0,16 0,2 0,16 0,23 0,08 0,16 0,25 0,09 0,18
5 0,22 0,16 0,22 0,16 0,25 0,08 0,16 0,27 0,09 0,18
6 0,24 0,16 0,24 0,16 0,27 0,08 0,16 0,29 0,09 0,18
7 0,14 0,18 0,14 0,18 0,17 0,09 0,18 0,19 0,1 0,2
8 0,16 0,18 0,16 0,18 0,19 0,09 0,18 0,21 0,1 0,2
9 0,18 0,18 0,18 0,18 0,21 0,09 0,18 0,23 0,1 0,2
10 0,2 0,18 0,2 0,18 0,23 0,09 0,18 0,25 0,1 0,2
11 0,22 0,18 0,22 0,18 0,25 0,09 0,18 0,27 0,1 0,2
12 0,24 0,18 0,24 0,18 0,27 0,09 0,18 0,29 0,1 0,2
13 0,14 0,2 0,14 0,2 0,17 0,1 0,2 0,19 0,11 0,22
14 0,16 0,2 0,16 0,2 0,19 0,1 0,2 0,21 0,11 0,22
15 0,18 0,2 0,18 0,2 0,21 0,1 0,2 0,23 0,11 0,22
16 0,2 0,2 0,2 0,2 0,23 0,1 0,2 0,25 0,11 0,22
17 0,22 0,2 0,22 0,2 0,25 0,1 0,2 0,27 0,11 0,22
18 0,24 0,2 0,24 0,2 0,27 0,1 0,2 0,29 0,11 0,22
19 0,14 0,22 0,14 0,22 0,17 0,11 0,22 0,19 0,12 0,24
20 0,16 0,22 0,16 0,22 0,19 0,11 0,22 0,21 0,12 0,24
21 0,18 0,22 0,18 0,22 0,21 0,11 0,22 0,23 0,12 0,24
22 0,2 0,22 0,2 0,22 0,23 0,11 0,22 0,25 0,12 0,24
23 0,22 0,22 0,22 0,22 0,25 0,11 0,22 0,27 0,12 0,24
24 0,24 0,22 0,24 0,22 0,27 0,11 0,22 0,29 0,12 0,24
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Priloga E

Sestava in razporeditev komponent kristalizacijskih raztopin v vsakem rezervoarju na
optimizacijskih plos¢icah E, F, G, H. Komponente: PEG — PEG3350, BT — Bis-Tris (pH
5,5), AA —amonijev acetat, BTP — Bis-Tris propan, CT — citrat, NA — NaCl, AS —

amonijev sulfat.

Ploscica in koncentracija (M) posamezne komponente v doloCenem rezervoarju

E F G H

St. rezervoarja | PEG BT AA | PEG BTP CT PEG BT NA | PEG AS

0,19 0,1 0,18 0,1 0,03 0,03 | 017 0,08 0,16 | 0,14 0,16
0,21 o1 o018 | 0,12 003 003 | 0,19 0,08 0,16 | 0,16 0,16
0,23 o1 o018 | 0,14 003 0,03 | 021 0,08 0,16 | 0,18 0,16
0,25 o1 018 | 0,16 0,03 0,03 | 023 0,08 0,16 0,2 0,16
027 01 018 | 0,18 0,03 0,03 | 0,25 0,08 0,06 | 0,22 0,16
029 0,1 0,18 0,2 0,03 0,03 | 027 0,08 0,16 | 0,24 0,16

0,19 0,1 0,2 0,1 0,04 0,04 | 0,17 0,09 0,18 | 0,14 0,18
0,21 0,1 0,2 0,12 0,04 0,04 | 0,19 0,09 0,18 | 0,16 0,18
0,23 0,1 0,2 0,14 0,04 0,04 | 021 0,09 0,18 | 0,18 0,18
0,25 0,1 0,2 0,16 0,04 0,04 | 023 0,09 0,18 0,2 0,18
0,27 0,1 0,2 0,18 0,04 0,04 | 025 0,09 0,18 | 0,22 0,18
0,29 0,1 0,2 0,2 0,04 0,04 | 027 0,09 0,18 | 0,24 0,18

0,19 0,1 022 0,1 0,05 0,05 | 0,17 0,1 0,2 0,14 0,2
0,21 0,1 022 ] 0,12 0,05 005 | 0,19 0,1 0,2 0,16 0,2
0,23 0,1l 022 | 0,14 0,05 0,05 | 0,21 0,1 0,2 0,18 0,2
0,25 0,1 022 | 0,16 0,05 0,05 | 023 0,1 0,2 0,2 0,2
027 o1 022 | 0,18 0,05 0,05 | 025 0,1 0,2 0,22 0,2
029 0,1 022 0,2 0,05 0,05 | 0,27 0,1 0,2 0,24 0,2

—_—f—= == = = == = =
Oloo 9 a8 L b W[ —m o © X A N B W~

0,19 0,1 024 0,1 0,06 006 | 0,17 0,11 022 | 0,14 0,22

20 0,21 0,1 024 | 0,12 006 006 | 0,19 0,11 022 | 0,16 0,22
21 0,23 0,1 024 | 0,14 006 006 | 021 0,11 022 | 0,18 0,22
22 0,25 0,1 024 | 0,16 006 006 | 023 0,11 022 0,2 0,22
23 027 0,1 024 | 0,18 0,06 006 | 025 0,11 022 | 022 0,22

[N}
N

029 0,1 024 0,2 0,06 006 | 027 0,11 022 | 0,24 0,22
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Priloga F:

Poravnava aminokislinskih zaporedij nekaterih USP-jev. PDB oznake proteinov: 1JMV —
UspA pri H. influenzae, IMJH — MJ0577 pri M. jannaschii, 1TQ8 — Rv1636 pri M.
tuberculosis, 1WJG — TTHAO895 pri Thermus thermophilus. Pomembne aminokisline in

podrocje za vezavo ATP so oznaceni z rumeno, pomembne aminokisline motiva pa z

zeleno.
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