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Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su enzimi koji kataliziraju povezivanje aminokiseline i
tRNA. Povezivanje iskljucivo pripadnog para presudno je za tocnu biosintezu proteina. AaRS
koje nisu dovoljno specifi¢ne za pripadnu aminokiselinu imaju sloZene mehanizme popravka
vlastitih pogreSaka. Popravak se moze odvijati prije (hidroliza aminoacil-adenilata) ili nakon
prijenosa aminokiseline na tRNA (hidroliza misacilirane tRNA). U ovoj disertaciji detaljno su
okarakterizirane sintetska i hidroliticke reakcije leucil-tRNA-sintetaze (LeuRS) iz bakterije E.
coli. Pokazano je da LeuRS ne koristi tRNA-ovisan popravak pogreSke prije prijenosa i da
pogreSke uklanja kroz hidrolizu misacilirane tRNA. Izoleucin je u literaturi istaknut kao dobar
supstrat LeuRS koji ugrozava to¢nost dekodiranja leucinskih kodona. Kinetic¢ki eksperimenti
pokazuju da LeuRS u sintetskoj reakciji uéinkovito iskljucuje izoleucin, zbog ¢ega popravak
pogreSke nema ulogu u sprjecavanju mistranslacije leucinskih kodona izoleucinom. Nedavno
je pokazano da se norvalin, neproteinogena aminokiselina, nakuplja u bakterijskoj citoplazmi
u uvjetima nedostatka kisika. Rezultati ove disertacije pokazuju da je glavna bioloska funkcija
hidrolitickog popravka LeuRS iskljuCivanje norvalina iz genetickog koda. Kroz ovo
istrazivanje otkrivena je poveznica popravka pogreSke LeuRS i mehanizama prilagodbe
bakterija na rast u uvjetima sa smanjenom koli¢inom kisika.
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Aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS) are enzymes that catalyse pairing of amino acids and
tRNAs. As coupling of cognate pairs is crucial for accurate protein biosynthesis, aaRSs have
developed complex proofreading mechanisms for correction of errors made in amino acid
selection. Proofreading may occur before (hydrolysis of aminoacyl-adenylate), or after
transfer of amino acid to tRNA (hydrolysis of misacylated tRNA). Synthetic and hydrolytic
reactions of leucyl-tRNA synthetase (LeuRS) are characterised in detail within this thesis.
The results demonstrate that LeuRS lacks tRNA-dependent pre-transfer editing and relies on
robust post-transfer editing to clear aminoacylation errors. Isoleucine is generally thought to
be a significant threat for accurate leucylation. However, kKinetic experiments demonstrate that
LeuRS efficiently excludes isoleucine in the synthetic reaction and that hydrolytic repair does
not have a role in isoleucine elimination. A recent study showed that norvaline, a non-
proteinogenic amino acid, accumulates in bacterial cytoplasm during oxygen deprivation. It
appears that the major biological role of LeuRS editing is exclusion of norvaline from the
genetic code. Research within this thesis reveals that LeuRS editing is interconnected with
cellular mechanisms that ensure bacterial adaptability to low-oxygen environment.
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Uvod

1 Uvod

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su enzimi koji u reakciji aminoaciliranja kataliziraju
esterifikaciju tRNA pripadnom aminokiselinom®. Reakcija aminoaciliranja odvija se u dva
stupnja. U prvom stupnju dolazi do aktivacije aminokiseline, pri ¢emu je preciznim
pozicioniranjem ATP-a i aminokiseline u aktivnom mjestu omoguéen nukleofilni napad ao-
karboksilne skupine aminokiseline na a-atom fosfora ATP-a. Produkt je mijeSani anhidrid
aminoacil-adenilat (aa-AMP) uz oslobodeni pirofosfat. Reakcija aktivacije kod gotovo svih
aaRS moZe se odvijati u odsustvu pripadne tRNA, a iznimka su glutaminil-, glutamil, arginil-
te lizil-tRNA-sintetaza razreda I>. Drugi stupanj reakcije aminoaciliranja je prijenos acilne
skupine s aminoacil-adenilata na tRNA pri nukleofilnom napadu kisika iz 2’- ili 3’-OH
skupine riboze krajnjeg adenozina 3’-kraja tRNA, na atom ugljika aminoacil-adenilata.
Produkti reakcije aminoaciliranja su tRNA esterificirana aminokiselinom na 3’-kraju i AMP
kao izlazna skupina. Reakciju termodinamski povoljnom ¢ini hidroliza pirofosfata
oslobodenog prilikom aktivacije aminokiseline, a katalizira ju anorganska pirofosfataza.
Specifiéno i to¢no aminoaciliranje tRNA je temeljni preduvjet za ispravan prijenos
geneticke informacije. Aminoacil-tRNA-sintetaze su razvile brojne strategije koje im
omogucavaju prepoznavanje supstrata u stanicnom okruzenju. Unato¢ tome, prepoznavanje
pripadne aminokiseline u pojedinim slu€ajevima ipak predstavlja problem. tRNA je znatno
ve¢a molekula s kojom aaRS ostvaruju niz interakcija, dok pojedine aminokiseline Cesto
nemaju dovoljno izraZzene strukturne razlike da bi ih aaRS mogle jednostavno razlikovati.
Primjerice, aktivacija valina katalizirana izoleucil-tRNA-sintetazom (lleRS), svega 200 puta
je manje uéinkovita od aktivacije pripadnog izoleucina®. Aminoacil-tRNA-sintetaze sklonije
pogreSkama, razvile su mehanizme popravka kako bi ukupna razina pogreske u biosintezi
proteina ostala na razini koja je stanici prihvatljiva*® (1 na 10%-10*. Mehanizmi popravka
pogreske omogucavaju hidrolizu pogresno aktivirane aminokiseline (aminoacil-adenilata) ili
pogreSno aminoacilirane, odnosno misacilirane tRNA (reakcija deacilacije). Za 1leRS, valil-
tRNA-sintetazu (ValRS) i leucil-tRNA-sintetazu (LeuRS) specificno je postojanje dodatne
domene CP1 (CP1 prema engl. connective peptide 1) umetnute u sintetsko aktivno mjesto.
Biokemijskim istrazivanjima izdvojene domene CP1 utvrdeno je da je aktivno mjesto za

popravak pogreSke nakon prijenosa aminokiseline, odnosno za hidrolizu misacilirane tRNA,
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smjesteno unutar domene CP1 i udaljeno 30 A od aktivnog sintetskog mjesta’*°. Popravak
pogreSke na razini aminoacil-adenilata moze se odvijati u odsustvu tRNA (tRNA-neovisni
popravak pogreske prije prijenosa), no takoder moze biti i stimuliran prisustvom tRNA
(tRNA-ovisni popravak pogreske prije prijenosa)®. Novija istraZivanja pokazala su da se
tRNA-ovisni kao i tRNA-neovisni popravak prije prijenosa odvija unutar sintetskog aktivnog

mjesta gdje nastaje aminoacil-adenilat'***

, @ postavljen je i model kineticke razdiobe
aminoacil-adenilata koji objaSnjava udio i vaznost tRNA-ovisnog popravka pogreSke prije
prijenosa u ukupnom popravku pogreske' **. Naime, ukoliko je prijenos aminokiseline s
aminoacil-adenilata na tRNA brzi od hidrolize aminoacil-adenilata, ces¢e ¢e nastajati
misacilirana tRNA koja se deacilira u domeni CP1. Sto je brzina hidrolize aminoacil-adenilata
slicnija brzini prijenosa aminokiseline, veca je vaznost i udio tRNA-ovisnog popravka
pogreske prije prijenosa u ukupnom popravku pogreske.

LeuRS je enzim koji katalizira nastajanje leucil-tRNA"" i omogu¢ava programiranu
ugradnju leucina u polipeptidne lance. Poznato je da LeuRS moze aktivirati in vitro i neke

nepripadne aminokiseline, poput izoleucina i norvalina™™’

. Pojedini autori navode da
ucestalost aktivacije izoleucina i norvalina premasuje ucestalost eksperimentalno izmjerene
dozvoljene pogreSke u biosintezi proteina, Sto navodi na nuznost popravka pogreSke za
ucinkovito sprjecavanje njihove ugradnje u polipeptidne lance umjesto leucina.

Objavljene razine diskriminacije izoleucina na razini aktivacije variraju u ovisnosti o
provedenoj studiji, stoga nije jasno je li izoleucin zaista dobar supstrat LeuRS, te je li nuzan
popravak pogreSke za sprjeCavanje ugradnje izoleucina umjesto leucina ili se ucinkovito
uklanja ve¢ na temelju prepoznavanja u sintetskoj reakciji.

Iz literature je poznato da je norvalin vrlo dobar supstrat LeuRS, te da njegovo nakupljanje
predstavlja ozbiljnu prijetnju tocnosti translacije leucinskih kodona. Norvalin je prirodna
neproteinogena aminokiselina za koju je nedavno pokazano da se u uvjetima uzgoja sa
smanjenom koli¢inom kisika 1 uz dodatak glukoze nakuplja u citoplazmi bakterija do
milimolarne koncentracije'®. Takoder je poznato da se ponekad prilikom prekomjerne
ekspresije rekombinantnih proteina, uslijed pogreske ugraduje norvalin umjesto leucina®™.
lako je norvalin dosta istrazivan kao supstrat LeuRS, nije razrijeSeno koji je glavni
mehanizam popravka pogreske kojim ga LeuRS uklanja iz genetickog koda. Glavni razlog
tome je nepouzdanost literaturnih podataka. Autori dosadasnjih studija ¢esto pretpostavljaju

da je mehanizam popravka pogreSke svojstvo enzima koje je neovisno o supstratu, odnosno
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nepripadnoj aminokiselini. Sukladno tim razmiSljanjima, napravljena su istrazivanja s
norvalinom u kojima je mjeren popravak pogreske prije prijenosa s deacilacijski defektnim
varijantama LeuRS ¢ija je deacilacijska aktivnost provjerena dodatkom izoleucilirane
tRNARY 2021 74 mjerenje popravka pogreske prije prijenosa, te donosenje zakljucaka o
vaznosti istog u ukupnom popravku pogreske, izuzetno je vazno koristiti varijante enzima s
posve ugasenim popravkom pogreske nakon prijenosa. U suprotnom ¢e vaznost popravka
pogreske prije prijenosa aminokiseline biti preuveli¢ana jer ¢e bilo kakva rezidualna aktivnost
popravka pogreSke nakon prijenosa biti pogreSno pripisana aktivnosti popravka prije

prijenosa.

1.1  Svrhaiciljrada

Unato¢ dugogodis$njim istrazivanjima bakterijske leucil-tRNA-sintetaze, nisu pruzeni
odgovori na temeljna mehanisticka pitanja. Iz literaturnih podataka nije jasno koje prirodne
aminokiseline predstavljaju prijetnju tocnosti dekodiranja leucinskih kodona, a nepoznat je i
doprinos tRNA-ovisnog popravka pogreSke prije ili nakon prijenosa aminokiseline
sveukupnom ocuvanju to¢nosti leucilacije. Obzirom na navedeno, specifi¢ni ciljevi ove
disertacije su:

1. razrijesiti predstavlja li izoleucin dobar supstrat za sintetsku reakciju LeuRS, te otkriti
uzrok znacajnih varijacija u publiciranim faktorima diskriminacije izoleucina

2. utvrditi glavni mehanizam popravka pogreSke leucil-tRNA-sintetaze iz bakterije
Escherichia coli u prisustvu norvalina

3. okarakterizirati popravak pogreske LeuRS u prisustvu izoleucina

4. izmjeriti doprinos tRNA-ovisnog popravka pogreske prije prijenosa aminokiseline,
ukoliko postoji

5. utvrditi nuznost popravka pogreSke LeuRS u odrzavanju funkcionalnog proteoma
bakterije E. coli u normalnim uvjetima rasta, ali i u uvjetima stresa (npr. smanjena
koli¢ina kisika u mediju)

6. odrediti razinu ugradnje nepripadnih aminokiselina u proteom soja bakterije E. coli s
ugaSenim popravkom pogreske

U ostvarivanju ciljeva 1.-4. koriStene su kineticke metode ustaljenog i predustaljenog stanja

koje obuhvadaju mjerenja aktivacije aminokiseline, prijenosa aminokiseline na tRNA,
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hidrolitickog popravka u sintetskom mjestu te hidrolitickog popravka u domeni CP1. Za
ostvarivanje ciljeva 5. i 6. pripremljeni su sojevi E. coli s ugasenim popravkom pogreske
LeuRS koriste¢i metodologiju geneti¢kog inZenjerstva za zamjenu gena u kromosomu E. coli.
Za odredivanje razine ugradnje nepripadnih prirodnih aminokiselina umjesto leucina u
proteom E. coli koriStena je kvantitativna spektrometrija masa.

Ocekivani znanstveni doprinos ove disertacije obuhvaca razumijevanje mehanizama
diskriminacije aminokiselina i mehanizama popravka pogreske leucil-tRNA-sintetaze, te
odredivanje uloge popravka pogreSke u odrzavanju funkcionalnog proteoma bakterije

Escherichia coli u razli¢itim uvjetima rasta.
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2  Literaturni pregled

2.1  Biosinteza proteina

Za Zivot svakog organizma presudna je brza i regulirana biosinteza proteina kao osnovnih
stani¢nih gradevnih jedinica. Biosinteza proteina je oCuvani stani¢ni proces kojeg sacinjava
nekoliko koraka karakteristi¢nih za sve organizme, od bakterija do visih eukariota. Regulirana
biosinteza proteina podrazumijeva trenutnu biosintezu proteina potrebnih kao odgovor na
stani¢ni podrazaj, ali i njihov transport do odgovarajuce stani¢ne lokacije, te kontroliranu
razgradnju nepotrebnih ili nefunkcionalnih proteina.

Prvi preduvjet biosinteze proteina je prepisivanje, odnosno transkripcija gena koji kodiraju
za odredeni protein u molekulu mRNA (engl. messenger RNA). Transkripcija se odvija
pomoc¢u enzima RNA-polimeraze, a nastala mRNA se na ribosomu prevodi u protein u
procesu translacije. Ribosomi su makromolekulski kompleksi gradeni od ribosomske RNA

(rRNA) i proteina, a strukturno se sastoje od velike i male podjedinice (Slika 2.1).

Slika 22.21. Struktura prokariotskog (70S") ribosoma. Oznadene su 50S i 30S podjedinice, 5S rRNA i
MRNA™,

Svi ribosomi vrse istu ulogu, no postoje neke strukturne razlike izmedu prokariotskih i
eukariotskih ribosoma®®. U bakterijskoj stanici je ribosom makromolekulski kompleks
veli¢ine 2,5 MDa koji je graden od velike podjedinice ribosoma (50S), sastavljene od oko 30
proteina i 2 rRNA (5S i 23S), te male podjedinice (30S), sastavljene od 20 proteina i 16S

! 5 = Svedberg, mjerna jedinica brzine sedimentacije. 1 S odgovara vremenu od 10" s.
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rRNA. Eukariotski ribosom je nesto veéi od bakterijskog, a eukariotska velika (60S) i mala
podjednica (40S) tvore kompleks veli¢ine 3,3 MDa**.

Strukturna i biokemijska istraZzivanja pokazala su da sintezu peptidne veze Katalizira
aktivni centar ribosoma, tzv. peptidil-transferaza koja je gradena od 23 S rRNA smjeStene u
velikoj podjedinici ribosoma. Prema tome, uz strukturnu ulogu, RNA ima i kataliticku ulogu
zbog &ega se ribosom svrstava u ribozime®" %.

Uz transkripciju, preduvjet biosinteze proteina je i aktivacija aminokiselina. Ulogu
aktivacije aminokiselina obavljaju enzimi aminoacil-tRNA-sintetaze (detaljno opisane u
poglavlju 2.3) koje vezu aminokiselinu na 3'-kraj pripadne molekule tRNA. Rezultat je
aminoacilirana tRNA (aa-tRNA) koja aktiviranu aminokiselinu dovodi na ribosom, a u
procesu translacije, na temelju kodon-antikodon prepoznavanja, odreduje se redoslijed
ugradnje aminokiselina u polipeptidni lanac. Translacija se kao proces moze podijeliti u tri
koraka, a to su inicijacija, elongacija i terminacija translacije pri ¢emu se novosintetizirani
polipeptidni lanac oslobada u citoplazmu stanice. U koraku inicijacije translacije sastavlja se
tzv. inicijacijski kompleks kojeg sacinjavaju mala 1 velika podjedinica ribosoma, inicijacijska
tRNA, inicijacijski faktori (IF-1, IF-2 i IF-3) i mRNA (Slika 2.2). Za sastavljanje
inicijacijskog kompleksa potrebna je energija u obliku GTP-a. Sklapanjem podjedinica
oblikuju se tri vezna mjesta na ribosomu: A - mjesto u koje se veze aminoacil-tRNA; P —
mjesto u koje se smjeSta peptidil-tRNA; E (engl. exit site) - mjesto iz kojeg tRNA koja je

predala aminokiselinu napusta ribosom.
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Slika 2.2. Inicijacija translacije proteina. A - mjesto vezanja aminoacil-tRNA, P - mjesto nastajanja
peptidil-tRNA, E - mjesto izlaska tRNA, IF-1, IF-2 i IF-3 - inicijacijski faktori, fMet -

formilmetionilna skupina. Preuzeto i prilagodeno iz Nelson D. L., Cox M. M. (2008)*
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Kako ribosom prepoznaje odakle zapoceti translaciju, odnosno ¢ime je zadan okvir ¢itanja
vezane mMRNA? John Shine i Lynne Dalgarno pokazali su da postoji slijed bogat purinima u
molekuli mMRNA, koji se sparuje s komplementarnim pirimidinskim slijedom u 16S rRNA
(30S podjedinica) i time pozicionira prvi kodon (AUG) u mjesto P. Navedeni slijed u mRNA,
u &ast znanstvenicima koji su ga otkrili, naziva se Shine-Dalgarno slijed®. Specifi¢na
inicijacijska formilmetionil-tRNA™® (fMet-tRNA™®), razlicita od uobicajene metionil-
tRNAM® koja sudjeluje u elongaciji translacije, prepoznaje startni kodon AUG u mjestu P
ribosoma, pri ¢emu se hidrolizira GTP. Inicijacijska tRNA je jedina tRNA koja se veZze u
mjesto P ribosoma.

Drugi korak u translaciji je elongacija, pri ¢emu se peptidni lanac produzuje uzastopnom
ugradnjom aminokiselina. Svaku aminokiselinu u mjesto A ribosoma donosi elongacijska
tRNA s antikodonom komplementarnim kodonu u mRNA. U elongaciji translacije sudjeluju i
proteinski faktori, tzv. elongacijski faktori (EF): Tu, Ts i G. Elongacijski faktor Tu (EF-Tu)
(opisan u poglavlju 2.6) veze slobodnu aa-tRNA i omoguéava njeno vezanje u mjesto A
ribosoma uz utroSak GTP-a. Nastali EF-Tu:GDP je inaktivan oblik EF-Tu, a obnavlja se u
aktivan oblik koji mozZe vezati aminoaciliranu tRNA izmjenom GDP-a s GTP-om pomoc¢u
elongacijskog faktora Ts. Elongacijski faktor G ima ulogu pomicanja mRNA u odnosu na
ribosom nakon ostvarivanja peptidne veze kako bi omogucio pozicioniranje sljede¢eg kodona
u mjesto A i sparivanje s odgovaraju¢im antikodonom elongacijske tRNA. Deacilirana tRNA
se tada pomice iz mjesta P u mjesto E, te disocira s ribosoma. tRNA na koju je vezan rastuci
polipeptidni lanac pomice Se iz mjesta A u mjesto P, a u mjesto A se veze odgovarajuca aa-

tRNA (Slika 2.3)%.
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Slika 2.3. Prvi (gore) i drugi (u sredini) korak elongacije, te translokacija (dolje). A - mjesto vezanja
aminoacil-tRNA, P - mjesto nastajanja peptidil-tRNA, E - mjesto izlaska tRNA, Tu - elongacijski
faktor Tu, Ts - elongacijski faktor Ts, EF-G - elongacijski faktor G, AA, - aminoacilna skupina vezana
na drugu po redu tRNA, fMet - formilmetionilna skupina. Preuzeto i prilagodeno iz Nelson D. L., Cox
M. M. (2008)%.

Zadnji korak translacije je terminacija, odnosno zavrSetak translacije i otpustanje
novosintetiziranog polipeptidnog lanca (Slika 2.4). Svaki protein se sintetizira od N- prema C-
kraju sve dok u mjesto A ribosoma ne dode neki od stop kodona - UAA, UAG ili UGA. Stop
kodone prepoznaju tzv. faktori otpustanja koji kroz interakciju s peptidil-transferazom

mijenjaju njenu konformaciju i omogucavaju vezanje molekule vode te hidrolizu esterske
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veze peptidil-tRNA. Polipeptidni lanac se otpusta u citoplazmu stanice, posljednja tRNA
prelazi iz mjesta P u mjesto E, te ribosom disocira na sastavne podjedinice. Novosintetizirani
polipeptidni lanac postiZe svoju funkcionalnost smatanjem u odgovaraju¢u trodimenzionalnu
strukturu, a mnogi proteini se nakon biosinteze jo$ i posttranslacijski modificiraju — npr.

fosforiliraju, metiliraju, acetiliraju ili glikoziliraju?’.
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Slika 2.4. Zavrsetak translacije proteina. A - mjesto vezanja aminoacil-tRNA, P - mjesto nastajanja
peptidil-tRNA, E - mjesto izlaska tRNA, RF - faktor otpuStanja (engl. release factor). Preuzeto i
prilagodeno iz Nelson D. L., Cox M. M. (2008).

2.2 tRNA

Francis Crick je 1955. godine predlozio teoriju 0 postojanju dvadeset adaptera i dvadeset
specijalnih enzima koji bi katalizirali sparivanje odgovaraju¢ih aminokiselina i adaptera.
Adaptere je uveo kao molekule koje sluze za prijenos informacija zapisanih u molekuli DNA
u redoslijed aminokiselina koje grade polipeptidne lance. Crick je prepoznao molekule RNA
kao idealne posrednike izmedu svijeta DNA 1 svijeta proteina zbog moguénosti
komplementarnog sparivanja dusi¢nih baza, odnosno sparivanja s mRNA. Hipoteza adaptera
je potvrdena kada su pedesetih godina Paul Zamecnick i Mahlon Hoagland pokazali da se
radioaktivno obiljezene aminokiseline vrlo brzo vezu za RNA niske molekulske mase te zatim
i ugraduju u proteine?®. Nekadasnji adapteri, odnosno RNA niske molekulske mase, danas su
poznati kao molekule tRNA (engl. transfer RNA).

2.2.1 Strukturne znacajke molekula tRNA

Zbog degeneriranosti genetickog koda, za svaku aminokiselinu postoji skupina
izoakceptorskih tRNA u stanici. Molekule tRNA koje pripadaju odredenoj skupini
izoakceptorskih tRNA, specificne su za istu aminokiselinu, ali se razlikuju antikodonom i

prepoznaju razlicite kodone. Sve molekule tRNA gradene su od jednolancane RNA, prosjec¢ne
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duljine oko 76 nukleotida. Sekundarnu strukturu tRNA prvi je opisao Robert Holley 1965.
godine prilikom istrazivanja tRNA specificne za alanin (tRNA™?), a izolirane iz pekarskog
kvasca, Saccharomyces cerevisiae. Holley je pokazao da je sekundarna struktura tRNA?
oblika lista djeteline, a ubrzo je pokazano i da je taj oblik svojstven svim molekulama tRNA.
U sekundarnoj strukturi razlikuju se akceptorska peteljka, D ruka, antikodonska, T¥YC te
varijabilna ruka (Slika 2.5).
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Slika 2.5. Sekundarna struktura tRNA. Puni krugovi povezani tof¢kama predstavljaju Watson-
Crickove parove baza, dok prazni krugovi predstavljaju baze koje sudjeluju u ostvarivanju
neuobiCajenih interakcija. R i Y predstavljaju purinske i pirimidinske baze koje se nalaze na tim
poloZajima unutar primarne strukture svih do sada poznatih molekula tRNA. Zvjezdicom su oznacene
baze koje su najée$ée modificirane. Preuzeto i prilagodeno iz Voet D., Voet J. G. (2004)*.

Akceptorska peteljka sastoji se od 7 parova baza te sadrzi 5'- i 3'-kraj tRNA. Na 3'-kraju
nalazi se slijed CCA koji je u potpunosti ocuvan kod svih tRNA buduci da se na krajnji
adenozin veze aminokiselina. 5-kraj molekule tRNA obi¢no zavrsava 5'-fosforiliranim
gvanozinom, odnosno gvanilatom. Ruku D ¢ini peteljka D sastavljena od 3 ili 4 para baza te
omca u kojoj se pojavljuje modificirana baza dihidrouridin. Antikodonska ruka sastavljena je
od peteljke duge 5 parova baza i omce koja sadrzi antikodon, triplet baza komplementaran
kodonu. Ruku TWC gradi 5 parova baza duga peteljka sa zavrSetkom u omci koja sadrzi slijed

TYC, pri ¢emu ¥ oznaCava pseudouridin. Varijabilna ruka je mjesto najvece raznolikosti

10
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medu poznatim molekulama tRNA. Moze sadrzavati od 3 do 21 nukleotida te posjedovati
peteljku duljine do 7 parova baza. Takoder, u peteljkama se ¢esto pojavljuju neuobicajeni
parovi baza poput GeU, UsU, AsA, C<C, CeU ili G-A.

Na temelju duljine varijabilne ruke, molekule tRNA svrstavaju se u dvije skupine. Tip 1
saCinjavaju tRNA s kratkom varijabilnom rukom, duljine 4 ili 5 nukleotida, dok tip 2 Cine
tRNA s dugom varijabilnom rukom, duljine 13 do 21 nukleotida®. Tipi¢ni predstavnici tRNA
tipa 2 su tRNA® i tRNA dok kod nekih tRNA pripadnost pojedinom razredu ovisi o
ishodisnom organizmu. Primjerice, tRNA™" iz E. coli pripada tipu 2, dok se kvaideva
tRNA™" svrstava u tip 1.

Uz sekundarnu strukturu, za sve molekule tRNA karakteristi¢na je i oCuvana tercijarna
struktura. Usporedbom utvrdenih kristalnih struktura tRNA uocena je pravilnost u
trodimenzionalnoj strukturi svih molekula tRNA. Tipi¢na konformacija je u obliku slova L,
kojem jedan kraj ¢ine akceptorska peteljka i ruka T, dok drugi kraj ¢ine ruka D i antikodonska
ruka (Slika 2.6).

TWC ruka Akceptorska peteljka

D ruka

Antikodonska
ruka

-
Antikodon

Slika 2.6. Tercijarna struktura tRNA". Preuzeto i prilagodeno iz: Nelson D. L., Cox M. M. (2008)%.

U tercijarnoj strukturi se slijed CCA, na kojem je vezana aminokiselina, nalazi na
suprotnom kraju molekule u odnosu na antikodon. Takav prostorni raspored idealan je za
molekulu koja ima ulogu adaptera izmedu dvije stani¢ne masSinerije jer ih maksimalno
prostorno razdvaja. Stabilnost tercijarne strukture osiguravaju sparivanje baza vodikovim
vezama i vertikalne hidrofobne interakcije (engl. base stacking) koje se ostvaruju izmedu
baza.

Dodatnoj raznolikosti molekula tRNA pridonose i posttranskripcijske modifikacije

nukleotida. Do danas je poznato &ak preko 90 razligitih posttranskripcijskih modifikacija®.
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Nije sasvim jasna uloga svake pojedine modifikacije, no poznato je da modifikacije Cesto
pogoduju kompaktnosti i stabilnosti nativne trodimenzionalne strukture tRNA, te da mogu
imati ulogu u ostvarivanju specifi¢nih interakcija aminoacil-tRNA-sintetaza (aaRS) i pripadne

tRNA3 (opisano u poglavlju 2.2.2 Elementi identiteta).

2.2.2 Elementi identiteta

Za to¢nost reakcije aminoaciliranja, presudno je da aaRS veze isklju¢ivo pripadnu tRNA u
produktivan kompleks. Pod produktivnim kompleksom smatra se kompleks aaRS:tRNA u
kojem 3’-kraj tRNA moze biti optimalno pozicioniran za sudjelovanje u reakciji prijenosa
aminokiseline (aminoaciliranje je opisano u poglavlju 2.3.2). Strukturni elementi Kkoji
omogucavaju nastajanje odgovarajuc¢eg para aaRS:tRNA nazivaju se pozitivnim elementima
identiteta tRNA?®. Uz pozitivne postoje i negativni elementi identiteta koji sprjeavaju
prepoznavanje i aminoaciliranje pogre$nih, nepripadnih tRNA%*. Nukleotid, ili skupina
nukleotida koji djeluju kao pozitivan element identiteta za ostvarivanje interakcije mogu
istovremeno predstavljati i negativan element identiteta koji onemogucava produktivnu
interakciju s nepripadnom aaRS. Nukleotidi antikodona su vrlo Cesto elementi identiteta.
Pokazano je da ¢ak 17 od 20 skupina izoakceptora tRNA iz E. coli ima kao element identiteta
najmanje jedan nukleotid antikodona®. Iznimka su naravno tRNA specifine za
aminokiseline koje su kodirane s ve¢im brojem kodona, primjerice leucin ili serin, gdje je
raznolikost antikodona unutar izoakceptorske skupine prevelika da bi postojao zajednicki
pozitivni element identiteta za pripadnu aaRS. Elementi identiteta nisu ograni¢eni samo na
antikodon, ve¢ se Cesto nalaze i u akceptorskoj peteljci, varijabilnoj om¢i ili na poziciji 73
primarne strukture, tzv. diskriminacijska baza®. Takoder, i posttranskripcijske modifikacije

tRNA mogu predstavljati elemente identiteta®.

2.3  Aminoacil-tRNA-sintetaze

Aminoacil-tRNA-sintetaze su enzimi koji kataliziraju esterifikaciju molekule tRNA s
pripadnom aminokiselinom u reakciji aminoaciliranja. U literaturi su poznate kao jedine
molekule koje znaju geneticki kod jer povezuju informaciju zapisanu u molekuli DNA,
odnosno prepisanoj mMRNA s informacijom o aminokiselini kroz interakciju kodona s

komplementarnim antikodonom.
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2.3.1 Podjela aminoacil-tRNA-sintetaza

Svaka aaRS je u pravilu specifi¢na za jednu od 20 standardnih aminokiselina i jednu ili
vise izoakceptorskih tRNA. Zbog strukturnih i mehanisti¢kih razloga dijele se u dva razreda

po deset &lanova® %

(Tablica 2.1). Sve aaRS mogu se svrstati u jedan od dva razreda, a
poznata iznimka je lizil-tRNA-sintetaza (LysRS) koja temeljno pripada razredu Il, no
varijanta prisutna kod veéine arheja i nekih bakterija svrstava se u razred I’ . AaRS koje
pripadaju razredu I specifi¢ne su za jedanaest aminokiselina: Val, Leu, Ile, Cys, Met, Glu,
GlIn, Arg, Lys, Tyr i Trp dok su aaRS razreda II specifi¢ne za deset aminokiselina: Gly, Thr,
Ala, Pro, His, Ser, Asp, Asn, Lys i Phe). Dodatno je svaki razred podijeljen na tri podrazreda

—a, bic(Tablica 2.1) prema kemijskoj sli¢nosti aminokiselina koje prepoznaju®.

Tablica 2.1 Podjela aminoacil-tRNA-sintetaza®.

Razred | Razred 11

Podrazred aaRS Podrazred aaRS

ValRS GlyRS
LeuRS ThrRS
a lleRS AlaRS
CysRS 2 ProRS
MetRS HisRS
GIuRS SerRS
GInRS AspRS
° ArgRS b AsSnRS
LysRS-I LysRS-II
TyrRS
TroRS c PheRS

AaRS razreda | uglavnom su monomeri (osim TrpRS i TyrRS), dok su aaRS razreda Il
uglavnom homo- ili heterodimeri. Aktivno mjesto aaRS razreda I sastavljeno je od dva sli¢na
uzastopna P-o-f motiva koji Cine Sesterolancanu paralelnu B strukturu poznatu kao
Rossmannova struktura. Rossmannova struktura karakteristicna je za sve proteine koji vezu
ATP ili NAD" i direktno sudjeluje u vezanju nukleotida. Vezno mjesto za ATP unutar

Rossmannove strukture &ine dva oéuvana aminokiselinska slijeda - motivi KMSKS i HIGH®,
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Strukturnu specificnost aminoacil-tRNA-sintetaza razreda II Cine tri izrazito oCuvana
slijeda aminokiselina — motiv 1, motiv 2 i motiv 3. Motiv 1 sastoji se od dugacke a zavojnice
i gradi dodirnu povrSinu podjedinica dimera, odnosno tzv. dimerizacijsko sucelje. Motivi 2 i 3
saCinjavaju dijelove aktivnog mjesta. Motiv 2 se sastoji od dva antiparalelna -lanca povezana
dugom petljom, a sudjeluje u vezanju ATP-a, aminokiseline i akceptorskog kraja tRNA®.
Motiv 3 graden je od B-lanca na kojeg se nastavlja a-zavojnica, a kao i motiv 2 sudjeluje u

vezanju ATP-a.

2.3.2 Reakcija aminoaciliranja

Sve aaRS reakciju aminoaciliranja provode u dva koraka. Najprije se aminokiselina aktivira
pomoc¢u ATP-a, pri ¢emu a-karboksilat aminokiseline nukleofilno napada a-atom fosfora
ATP-a mehanizmom SN2. Kao produkti nastaju pirofosfat i mijeSani anhidrid aminoacil-
adenilat (aa-AMP) koji ostaje nekovalentno vezan u aktivnom mjestu enzima. Za aktivaciju
aminokiseline kod svih aaRS, osim arginil-, glutamil-, glutaminil- i lizil-tRNA-sintetaze
razreda |, nije potrebna prisutnost pripadne tRNA u kompleksu s aaRS. U drugom koraku
reakcije, kisik iz 2’ ili 3’0OH skupine adenozina na 3'-kraju tRNA nukleofilno napada o-
karbonilni ugljikov atom aminoacil-adenilata, pri ¢emu nastaje aminoacilirana tRNA i
oslobada se adenilat (AMP)' (Slika 2.7). Produkti reakcije aminoaciliranja su tRNA
esterificirana na 3’-kraju aminokiselinom i AMP kao izlazna skupina. Anorganska
pirofosfataza hidrolizira pirofosfat osloboden prilikom aktivacije aminokiseline i1 time

reakciju aminaciliranja ¢ini termodinamski povoljnom.

AKTIVACIJA TRANSFER
e N O
AM

AM
PPi

Slika 2.7. Sinteza aminoacil-tRNA. aa - aminokiselina; AM - aktivno mjesto; PP; - pirofosfat; aa-AMP
- aminoacil-adenilat. Preuzeto i prilagodeno iz Ling i sur. 2009°.

Razlike izmedu sintetaza razreda I i razreda II ocCituju se u mehanistickim detaljima

reakcije aminoaciliranja. Naime, aaRS razreda | pozicioniraju 2'-OH skupinu krajnje riboze u
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neposrednu blizinu karbonilnog ugljikovog atoma aminoacil-adenilata, zbog cega
aminokiselina zavrsi esterificirana primarno na 2'OH skupini. AaRS razreda Il kataliziraju
nastajanje 3'-estera aminokiseline i tRNA. Jedini izuzetak od tog pravila je PheRS koja, iako
pripada razredu 11, kovalentno veZe fenilalanin na 2'OH skupinu riboze*. Za slobodnu
aminoaciliranu tRNA (aa-tRNA u otopini) karakteristicna je neenzimska transacilacija
aminokiseline izmedu 2'OH i 3'OH skupine42. Pravi supstrat u biosintezi proteina je zapravo
tRNA esterificirana aminokiselinom na 3'OH kraju. Naime, peptidil-transferazni centar
ribosoma u translaciji koristi jedino tRNA esterificiranu na 3'OH skupini riboze. Takoder i
EF-Tu veze iskljucivo tRNA esterificiranu aminokiselinom na 3'OH skupini, a time pomice i
ravnoteZu u smjeru transacilacije na 3'OH skupinu®.

Za aaRS razreda 1 specifi¢na je bifazna kinetika nastajanja produkta*. U terminologiji
enzimske Kinetike uvrijezeni je termin burst kinetika (engl. burst — prsnuce, erupcija), pri
¢emu se burst odnosi na kratkotrajno i brzo nastajanje produkta. Vremenski tijek, odnosno
krivulja nastanka produkta u vremenu koja je specificna za burst kinetiku, sastoji se od
eksponencijalnog i linearnog dijela. Eksponencijalni dio krivulje odgovara prvom krugu
katalize i mjerenju u predustaljenom stanju, dok linearni dio krivulje predstavlja viSestruke
obrtaje enzima i odgovara ustaljenom stanju. Koeficijent brzine dobiven iz nagiba linearnog
dijela u pravilu se podudara s obrtnim brojem (Kc) dobivenim klasicnom Kkinetikom
Michaelis-Menten u ustaljenom stanju jer predstavlja isti proces. Bifazni oblik krivulje,
odnosno prisutnost eksponencijalne i linearne faze objaSnjava se postojanjem sporijeg
koeficijenta brzine reakcijskog koraka koji slijedi nakon brzeg kemijskog koraka. Sporiji
korak u mehanizmu reakcije moze biti disocijacija produkta koja ograni¢ava regeneraciju
enzima tj. praznjenje aktivnog mjesta. U mjerenjima se to ocituje kao kratkotrajno i vrlo brzo
nastajanje produkta u prvom krugu katalize, dok su sljede¢i krugovi katalize i nastanka
produkta sporiji jer su ograni¢eni koeficijentom brzine disocijacije produkta iz prethodnog
kruga enzimske katalize. Burst produkta kod aaRS razreda | upucuje na brz prijenos
aminokiseline na tRNA kojeg prati spora disocijacija nastale aminoacilirane tRNA (Slika
2.8).
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Slika 2.8 Burst kinetiku u reakciji aminoaciliranja pokazuje ValRS. A) E. coli ValRS B) E. coli
AlaRS. C) Deinococcus radiodurans ProRS. Preuzeto i prilagodeno iz Zhang i sur. 2006*,

Koeficijent brzine disocijacije aminoacilirane tRNA, kao najsporiji korak u reakcijskom
mehanizmu aaRS razreda I, odreduje brzinu aminoaciliranja mjerenu u ustaljenom stanju,
odnosno u uvjetima mjerenja visestrukih obrtaja enzima*. AaRS razreda Il nemaju bifaznu,
odnosno burst kinetiku, a pretpostavlja se da ukupnu brzinu reakcije aminoaciliranja
ogranicava brzina aktivacije aminokiseline u prisustvu tRNA*,

AaRS se razlikuju i u nad¢inima vezanja supstrata. AaRS razreda | vezu ATP u izduzenoj
konformaciji, dok aaRS razreda Il vezu ATP u savijenoj konformaciji pri ¢emu je y-fosfat
ATP-a savijen prema adeninskoj bazi. Razlikuju se i na¢ini vezanja tRNA - aaRS razreda |
prilaze pripadnoj tRNA sa strane malog utora, dok aaRS razreda Il prilaze pripadnoj tRNA sa

strane velikog utora®.

2.3.3 Tocnost aminoaciliranja

Specificno 1 tocno povezivanje aminokiseline 1 pripadne tRNA je temeljni preduvjet za
ispravan prijenos geneticke informacije. Ukoliko tRNA esterificirana pogreSnom
aminokiselinom zavrsi otpustena u citoplazmu stanice, uglavnom ne postoje nizvodni robustni
mehanizmi popravka pogreSke koji bi sprijecili njenu ugradnju u polipeptidni lanac umjesto
aminokiseline odredene kodonom molekule mRNA. Zato je za odrzavanje funkcionalnog
proteoma svakog organizma izuzetno vazna to¢nost prepoznavanja pripadnih aminokiselina i
tRNA kao supstrata aaRS. Prepoznavanje pripadnih molekula tRNA je za aaRS relativno
jednostavno, budué¢i da su molekule tRNA velike molekule (oko 23-24 kDa), usporedive s
veli¢inom sintetaza (oko 100 kDa) te se za svaki pripadni par aaRS:tRNA ostvaruju brojne
specifi¢ne interakcije putem pozitivnih elemenata identiteta (opisano u poglavlju 2.2.2). Za

aaRS je znatno veci problem prepoznavanje pripadne aminokiseline u citoplazmi stanice.
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Aminokiseline su male molekule (oko 0,11 kDa) i ¢esto nemaju dovoljno izrazene strukturne
razlike na temelju kojih ih aaRS mogu jednostavno razlikovati®. Primjerice, izoleucin i valin
razlikuju se za jednu metilensku skupinu pa je aktivacija valina koju katalizira 1leRS svega
200 puta manje u¢inkovita od aktivacije pripadnog izoleucina® **. Aminoacil-tRNA-sintetaze
koje su poput 1leRS sklonije pogreSkama, razvile su mehanizme popravka vlastitih pogreSaka
(Slika 2.9) kako bi ukupna razina pogreske u biosintezi proteina ostala na razini koja je stanici
prihvatljiva (1 na 103-10%)%*. Hidroliticki popravak pogreske do sada je otkriven kod polovice
aminoacil-tRNA-sintetaza: 11eRS, ValRS, LeuRS, PheRS, MetRS, ThrRS, AlaRS, ProRS,
LysRS razreda Il te SerRS* .

2.3.4 Mehanizmi popravka pogresSke aminoacil-tRNA-sintetaza

Mehanizmi popravka pogreSke omogucavaju hidrolizu aminoacil-adenilata nastalog
aktivacijom pogresne aminokiseline ili kona¢nog produkta - misacilirane tRNA (Slika 2.9).
Tip popravka pogreske kojem je supstrat aminoacil-adenilat naziva se popravkom pogreske
prije prijenosa aminokiseline, a popravak pogreSke nakon prijenosa aminokiseline odnosi se
na hidrolizu misacilirane tRNA (Slika 2.9).

[ Prije prijenosa aminokiseline ] [ Nakon prijenosa aminokiseline]
neovisan o tRNA ovisan o tRNA
E +aa + AMP
Korak 1.: aktivacjaaa (1) |[+H,0 Korak 2.: prijenos aa

'PP ' s ™ - ———————————
E +aa + ATP =—-= | E:aa-AMP tIRNA_ E:aa-AMP:tRNA ﬂ—[E:aa-tRNA]

®@ 3 |+H0 @1+ H,0
E + aa-AMP E +aa+ AMP +tRNA E + aa +tRNA

+H,0

E + aa + AMP

Slika 2.9. Shematski prikaz mehanizama popravka pogreSke. Popravak pogreSke prije prijenosa
aminokiseline odvija se potpomognutom disocijacijom nepripadnog aminoacil-adenilata (@) ili
enzimskom hidrolizom nepripadnog aminoacil-adenilata u aktivnom mjestu (O, ®) koja moZe biti
neovisna o tRNA (@) ili ovisna o tRNA (®). Misacilirana tRNA hidrolizira se putem mehanizma
popravka nakon prijenosa aminokiseline (®). Sredinji dio sheme odnosi se na pripadnu
aminokiselinu, dok se ostatak sheme odnosi na reakcije s nepripadnom aminokiselinom. Preuzeto i
prilagodeno iz Cvetesic i sur. 2012

Za lleRS, ValRS i LeuRS razreda la specifi¢no je postojanje dodatne domene CP1 (CP1

prema engl. connective peptide 1) umetnute u Rossmannovu strukturu, tj. sintetsko aktivno
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mjesto. Biokemijska istrazivanja izdvojene domene CP1 pokazala su da je aktivno mjesto za
popravak pogreSke nakon prijenosa aminokiseline, odnosno za hidrolizu misacilirane tRNA,
smjesteno unutar domene CP1 i time udaljeno 30 A od sintetskog aktivnog mjesta’™°. Model
popravka pogreSke nakon prijenosa aminokiseline predloZzen je na temelju utvrdene
kokristalne strukture kompleksa IleRS:tRNA". Pogresnu aminokiselinu iz sintetskog mjesta u
mjesto popravka unutar domene CP1 dovodi upravo 3'-kraj tRNA koji translocira iz
sintetskog mjesta u 30 A udaljeno hidroliti¢ko mjesto, a pritom ostatak tijela tRNA ostaje
vezan za enzim®®. Popravak pogreske prije prijenosa aminokiseline je nesto sloZeniji. Naime,
hidroliza aminoacil-adenilata moze biti enzimski katalizirana pri ¢emu se hidroliza odvija
unutar aktivnog mjesta enzima (Slika 2.9, put 1 i 3), ili se aminoacil-adenilat otpusSta u
otopinu gdje se odvija neenzimska hidroliza®> (Slika 2.9, put 2). Neenzimska hidroliza
otpustenog aminoacil-adenilata moze se smatrati popravkom pogreSke ukoliko postoji
selektivnost u otpuStanju nepripadnog aminoacil-adenilata, odnosno zadrzavanju pripadnog
aminoacil-adenilata unutar aktivnog mjesta. Selektivnost u disocijaciji aminoacil-adenilata je
moguca zbog razliCitih konstanti disocijacije aminoacil-adenilata uslijed razli¢itog doprinosa
aminokiselinskog dijela aminoacil-adenilata ukupnom afinitetu. Naravno, otpustanje
pripadnog aminoacil-adenilata je energetski nepovoljno, budué¢i da prilikom svake sinteze
utrodi jedan ATP, a ne nastaje kona¢ni produkt aminoacilirana tRNA*,

Enzimska hidroliza aminoacil-adenilata moze se odvijati u prisustvu ili odsustvu tRNA
(Slika 2.9, put 3, odnosno 1). Ukoliko je enzimska hidroliza nepripadnog aminoacil-adenilata
ucinkovitija u prisustvu tRNA, takav tip popravka pogreSke naziva se tRNA-ovisnim
popravkom pogreske prije prijenosa aminokiseline. Dugo se u podrucju raspravljalo oko
mjesta odvijanja tRNA-ovisnog popravka pogreske prije prijenosa. Do nedavno je bio
uvrijezen model u kojem se takav tip popravka kao i popravak pogreSke nakon prijenosa
aminokiseline odvijao unutar domene CP1. Takav model poznatiji je u literaturi kao
translokacijski model, budu¢i da se aa-AMP prenosi iz sintetskog aktivnog mjesta u domenu
CP1 gdje se hidrolizira. Predlozeno je da je signal za translokaciju aminoacil-adenilata jedan
krug popravka pogreSke nakon prijenosa kada enzim ostaje zarobljen u konformaciji koja
omogucava translokaciju nepripadnih aminoacil-adenilata iz sintetskog mjesta u domenu
CP1*. Medutim, problemi translokacijskog modela su sljedeéi: kanal kroz koji bi se odvijala
translokacija nepripadnih aa-AMP nije vidljiv u utvrdenim kristalnim strukturama i nije jasno

kako aa-AMP na putu od sintetskog mjesta do mjesta popravka u domeni CP1 ostaje vezan za
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enzim; pripadni aminoacil-adenilati nakon provjere u domeni CP1 morali bi se vratiti u
aktivno mjesto kako bi se dogodio prijenos aminokiseline na tRNA, inace se uzalud trosi
ATP; nikada nije pokazana sposobnost hidrolize nepripadnih aa-AMP zasebno eksprimirane
domene CP1?* °* > Nedavno su istraZivanja u nasem laboratoriju opovrgnula translokacijski
model i pokazala da se tRNA-ovisan, kao i tRNA-neovisan popravak pogreske prije prijenosa
aminokiseline odvija u sintetskom aktivnom mijestu enzima' *2. Pokazano je da 1leRS s
mutacijom u domeni CP1 koja inaktivira popravak pogreSke nakon prijenosa aminokiseline,
ima i dalje aktivan tRNA-ovisan popravak pogreSke prije prijenosa aminokiseline. Takvim
eksperimentom direktno je opovrgnuta uloga deacilacije kao signala za translokaciju
aminoacil-adenilata, a predlozeno je i da se tRNA-ovisna hidroliza aminoacil-adenilata
zapravo dogada u sintetskom aktivnom mjestu’’. U nastavku istraZivanja pobliZe je
okarakterizirano podmjesto u sintetskom mjestu gdje se odvija hidroliza. Kljuénim bo¢nim
ogrankom pokazala se aminokiselina na poziciji 59. Promjena tirozina 59 u treonin u
potpunosti gasi tRNA-ovisan popravak pogreske prije prijenosa aminokiseline, odnosno
prisustvo tRNA ne stimulira hidrolizu aminoacil-adenilata. Gasenje tRNA-ovisnog popravka
pogreSke putem promjene bo¢nog ogranka unutar aktivnog sintetskog mjesta dokazalo je da je
sintetsko mjesto ujedno i hidroliticko mjesto. Ciljanom mutagenezom pokazano je i da se
podmjesta sinteze i hidrolize aminoacil-adenilata preklapaju jer je gotovo nemoguée ugasiti
hidrolitiku aktivnost bez utjecaja na aktivaciju®®>. Mehanizam hidrolize te uloga tRNA u

stimulaciji popravka pogreske prije prijenosa jos uvijek nisu poznati.

2.4 Izoleucil- i valil-tRNA-sintetaza

Izoleucil i valil-tRNA-sintetaza svrstavaju se u razred la, te kao i za srodnu leucil-tRNA-
sintetazu, zajednicko im je postojanje domene CP1 umetnute u Rossmannovu strukturu kao
mjesta popravka pogreSke nakon prijenosa aminokiseline. Izoleucin je pripadni supstrat
[leRS, medutim, zbog male strukturne razlike valina i izoleucina, 1leRS aktivira nepripadni
valin svega 200 puta manje uéinkovito od pripadnog izoleucina® *. 11eRS je prva aaRS kod
koje je uoden popravak pogreske®®, to tRNA-ovisni popravak pogreske prije prijenosa valina
5 te popravak pogreske nakon prijenosa valina® — hidroliza Val-tRNA". U prethodnom
poglavlju (poglavlje 2.3.4) ve¢ je opisan tRNA-ovisan popravak pogreske prije prijenosa kod
IleRS te model koji ga smjeSta u sintetsko mjesto. No, kako se odreduje vaznost pojedinog
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mehanizma popravka pogreske, tj. koliku ulogu u to¢nosti aminoaciliranja ima popravak
pogreSke prije prijenosa u odnosu na popravak pogreSke nakon prijenosa aminokiseline?
Detaljnja kineti¢ka karakterizacija IleRS i ValRS otkrila je znacajnu razliku u upotrebi
mehanizama popravka pogredke'. lako su te dvije aaRS vrlo sli¢ne i srodne, pokazalo se da
prisutnost tRNA ne stimulira hidrolizu nepripadnog treonil-adenilata, odnosno da E. coli
ValRS ne Kkoristi tRNA-ovisan popravak pogreSke prije prijenosa aminokiseline, dok
prisutnost tRNA" stimulira hidrolizu valil-adenilata kod E. coli IleRS. Jedina znacajna
razlika u kinetickom ponaSanju tih dviju sintetaza primije¢ena je u koeficijentu brzine
prijenosa aminokiseline na tRNA. Za obje aaRS pokazano je da korak prijenosa
aminokiseline ne pridonosi specificnosti enzima, odnosno da ne postoji razlika u brzini
prijenosa nepripadnih aminokiselina — valina u slucaju IleRS ili treonina u slu¢aju ValRS, u
odnosu na pripadne aminokiseline izoleucin ili valin. Medutim, koeficijent brzine prijenosa
valina i treonina na tRNAY? cak je oko 50 puta veci od koeficijenta brzine prijenosa
izoleucina i valina na tRNA". Obzirom na navedene razlike, postavljen je model kineticke
razdiobe aminoacil-adenilata™ prema kojem je udio tRNA-ovisnog popravka pogreske prije
prijenosa aminokiseline u ukupnom popravku pogreske odreden omjerima koeficijenta brzine
hidrolize aminoacil-adenilata te koeficijenta brzine prijenosa aminokiseline s aminoacil-
adenilata na tRNA (Slika 2.10).

”eRS A?s V8|RS A?G

kcat,hyd =0.48s"' ( ktrans 0.4s™ kcat,hyd =0.28s" l ktrans = 555

YA NL s

o#p Ad 0’p\ f\d
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Slika 2.10 Kineti¢ka razdioba Val-AMP i Thr-AMP u sintetskom mjestu 1leRS odnosno ValRS. Kians-
koeficijent brzine prijenosa aminokiseline, Kea, nyg — koeficijent brzine hidrolize aminoacil-adenilata u
ustaljenom stanju. Preuzeto i prilagodeno iz Dulic i sur. 2010™.

Naime, Sto je veci koeficijent brzine hidrolize aminoacil-adenilata u odnosu na koeficijent
brzine prijenosa aminokiseline, veca je vjerojatnost hidrolitickog dogadaja prije nastanka
misacilirane tRNA. U slucaju ValRS, koeficijent brzine prijenosa valina znacajno je brzi u

odnosu na koeficijent brzine hidrolize treonil-adenilata, zbog ¢ega se ne dogada hidroliticki
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popravak prije prijenosa. Model je dodatno poduprt istrazivanjem na ThrRS gdje je
mutacijom u sintetskom mjestu usporen prijenos nepripadnog serina, zbog cega je Seril-
adenilat postao dulje dostupan molekuli vode i time je povecana ucestalost tRNA-ovisnog

popravka pogreske prije prijenosa aminokiseline®,

2.5  Leucil-tRNA-sintetaza
2.5.1 Strukturna obiljeZja LeuRS

Leucil-tRNA-sintetaza je aaRS razreda I ¢ija uloga je esterifikacija pripadnog leucina na
izoakceptore tRNA". LeuRS je uglavnom monomerni enzim, tipi¢ne strukture aaRS razreda
la, uz poneke varijacije poput insercija ili rearanzmana polipeptidnih slijedova> *’. Sintetsko
aktivno mjesto enzima smjeSteno je u srediSte molekule, a gradeno je kao Rossmannova
struktura. Okosnicu, odnosno tijelo enzima ¢ine aktivno mjesto 1 antikodon-vezuju¢a domena
koja je karakteristi¢na za sintetaze razreda Ia. Dodatne fleksibilne domene su cink-vezujuca
domena (ZN1), domena CP1, domena specifi¢na za leucin (engl. leucine specific domain,
LSD) i C-terminalna domena.

Prva utvrdena kristalna struktura LeuRS je iz bakterije Thermus thermophilus® 2.
Usporedbom struktura LeuRS s vezanim nehidrozabilnim analogom leucil-adenilata 5'-O-[N-
(leucil)-sulfamoil]adenozinom (Leu-AMS) ili leucinom u odnosu na apostrukturu, dobivene
su informacije o konformacijskim promjenama koje se odvijaju prilikom vezanja supstrata,
odnosno aktivacije aminokiseline. Sintetsko mjesto je u prisustvu intermedijera (analoga
leucil-adenilata) zatvorene konfiguracije, dok je u odsustvu intermedijera ili supstrata
otvorene konfiguracije. Zatvaranje aktivnog mjesta prilikom stvaranja intermedijera ima
ulogu zastite Leu-AMP od disocijacije u otopinu. LeuRS iz bakterije T. thermophilus ponesto
se razlikuje od LeuRS iz bakterije E. coli. Naime, osim domene CP1 i domene ZN1, u
Rossmannovu strukturu umetnuta je joS jedna domena koja omogucava vezanje cinka —
domena ZN2. Uloga cinka kod LeuRS je strukturna te je svaki cink tetraedarski koordiniran s
cetiri bo¢na ogranka, uglavnom cisteina.

Antikodon-vezuju¢a domena izgradena je od pet (T. thermophilus) ili Sest (E. coli) a-
zavojnica, a enzim putem te domene ostvaruje interakcije s antikodonskom rukom tRNA".
Tipi¢no za sintetaze razreda la je direktna interakcija i prepoznavanje antikodona molekule

tRNA kao kod npr. 1leRS iz E. coli, no LeuRS ne ostvaruje direktne interakcije i ne
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prepoznaje baze antikodona. Nije iznenadujuée da antikodon kod tRNA"® nije element
identiteta, buduéi da Sest kodona kodira za leucin, a &ak pet izoakceptorskih tRNA ih
dekodira (tRNA"cac, tRNA"aa tRNA S can tRNA S cac | tRNAac). Domena CP1 je
dosta izdvojena, a s ostatkom enzima povezana je dvjema fleksibilnim 1 otapalu izlozenim [3-

lancima® 7 (Slika 2.11).

Antikodon-
vezujuéa

Aminoaciliranje Popravak

Slika 2.11 Struktura LeuRS-tRNA™" iz E. coli prilikom aminoaciliranja (lijevo, tRNA je prikazana
zelenom bojom) i popravka pogreske nakon prijenosa aminokiseline na tRNA"* u domeni CP1
(desno, tRNA je prikazana plavom bojom). Domene su prikazane razli¢itim bojama: narancasto: C-
terminalna domena, crveno: antikodon-vezuju¢a domena, ruzicasto: leucin-specifiéna domena, Zuto:
kataliticka domena, ljubicasto: domena ZN1, cinkov ion prikazan je zeleno, plavo: domena CP1. Slika
je preuzeta i prilagodena iz Palencia i sur 2012 *'.

Kod LeuRS je domena CP1 gradena kao B-bac¢va (Slika 2.11), sli¢no kao i domena CP1 kod
lleRS. Karakteristi¢no za LeuRS je mjesto umetanja domene CP1 u primarni aminokiselinski
slijed. Naime, kod IleRS, ValRS, arhejskih te eukariotskih LeuRS, domena CP1 umetnuta je u
domenu ZN1, dok je kod prokariotskih i mitohondrijskih LeuRS umetnuta u aminokiselinski
slijed koji prethodi domeni ZN1%°. Smatra se da se premjestanje domene CP1 dogodilo u
bakterijskoj razvojnoj liniji prije razvoja mitohondrija po endosimbiontskoj teoriji®.

Za LeuRS je svojstveno i postojanje domene specifi¢ne za leucin (LSD, engl. leucine
specific domain) koju posjeduje jedino prokariotski tip LeuRS. Veli¢ina i aminokiselinski
slijed se razlikuju ovisno o organizmu iz kojeg LeuRS potjete. Domena LSD iz T.
thermophilus sastoji se od 58 aminokiselina i gradena je od pet B-lanaca i dvije a-zavojnice, te

uz domenu LSD iz hipertermofilne bakterije Aquifex aeolicus tvori jednu od najvecih do sad
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poznatih domena LSD *®. Domena LSD iz E. coli duga je 51 aminokiselinu, i sastoji se od pet
B-lanaca povezanih om¢ama. Funkcija domene LSD nije posve razjasnjena, no pokazano je da
ima vaznu ulogu u aminoaciliranju®®. Zanimljiva iznimka kanonskoj monomernoj LeuRS je
LeuRS iz A. aeolicus koja je heterodimer, sastavljen od dvije podjedinice — o (634
aminokiseline) i p (289 aminokiselina)®'. Svaka podjedinica kodirana je zasebnim genom, a
&itav protein sastavlja se u nekovalentni kompleks upravo preko domene LSD ®* 2.
C-terminalna domena (CTD) nije bila vidljiva u utvrdenoj kristalnoj strukturi LeuRS iz T.
thermophilus®®. Tek 2005. godine, kada je utvrdena kokristalna struktura LeuRS i tRNA" iz
T. thermophilus uocena je i uredena C-terminalna domena®. Pretpostavlja se da uredivanju i
stabilizaciji domene pridonosi upravo interakcija s tRNA. C-terminalna domena velika je oko
Sezdeset aminokiselina i sastavljena od a-zavojnica i B-lanaca, a s ostatkom enzima povezana
je pomocu fleksibilnih linkera. Smatra se da CTD ima ulogu u aminoaciliranju, vjerojatno
putem pozicioniranja tRNA, buduci da njeno uklanjanje narusava aminoacilacijsku aktivnost

63-65

enzima™™”. Zanimljivo je da kvascev mitohondrijski LeuRS katalizira izrezivanje introna

RNA, te da je pokazano da CTD ima klju¢nu ulogu u toj nekanonskoj funkciji LeuRS®™*".

2.5.2 Tocnost reakcije aminoaciliranja

Za LeuRS je poznato da pogresno aktivira i prenosi na tRNA c¢itav niz proteinogenih
aminokiselina koje su strukturno slicne leucinu, poput izoleucina, valina, metionina, ali i
neproteinogene aminokiseline poput norvalina (Nva), norleucina ili a-aminobutirata (Aba)**
1719, 20. 8870 By duéi da u sintetskoj reakciji ne razlikuje dovoljno dobro leucin od strukturno
sliénih alifatskih aminokiselina, LeuRS koristi mehanizme popravka pogreSke kako bi
sprijecio greske u dekodiranju leucinskih kodona (mehanizmi popravka pogreSke opisani su u
poglavlju 2.3.4).

Izoleucin je Cesto istaknut kao znacCajna prijetnja tocnosti dekodiranja leucinskih kodona
16,20, 68, 70. 71 N fedutim, do sada su objavljeni faktori diskriminacije izoleucina i leucina u
rasponu prema kojem izoleucin djeluje kao izuzetno dobar nepripadni supstrat (faktor
diskriminacije je svega 630 ') ili supstrat koji se u¢inkovito uklanja ve¢ putem diskriminacije

u sintetskoj reakciji (faktor diskriminacije® je 5400 **). Uzrok razlika u eksperimentalnim

2 Faktor diskriminacije definiran je kao omjer konstanti specifi¢nosti (k./Kyv) za pripadnu i nepripadnu
aminokiselinu u reakciji aktivacije aminokiseline.
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rezultatima u rasponu od cak jednog reda veli¢ine nije jasan, te Unosi sumnju o0 valjanosti
dosadasnjih rezultata.

Znatno bolje je okarakteriziran norvalin kao nepripadni supstrat LeuRS. Norvalin je
neproteinogena aminokiselina Cija stani¢na koncentracija znacajno ovisi 0 uvjetima uzgoja
bakterija, a moZe narasti i do koncentracije 1 mmol dm™ u uvjetima sa smanjenom koli¢inom
kisika i dostupnom glukozom®® (norvalin je opisan u poglavlju 2.7 Literaturnog pregleda).
Relativno nizak faktor diskriminacije (objavljeni faktor diskrimnacije norvalina u reakciji
aktivacije je 114)'" upucéuje da je za sprjecavanje ugradnje norvalina umjesto leucina nuZan

popravak pogreSke LeuRS.

2.5.2.1 Popravak pogreske prije prijenosa aminokiseline

Pitanje postojanja i vaznosti tRNA-ovisnog popravka pogreske prije prijenosa aminokiseline
kod LeuRS nije posve razjasnjeno. Starija istrazivanja pokazala su da je popravak pogreske
nakon prijenosa aminokiseline glavni hidroliticki mehanizam kod LeuRS iz E. coli, dok
kvaS¢ev citoplazmatski LeuRS (S. cerevisiae) popravlja pogresku uglavnom kroz hidrolizu
aminoacil-adenilata, odnosno prije prijenosa aminokiseline?® 2. Nije neobi¢no da enzimi iz
razli¢itih organizama upotrebljavaju razli¢ite mehanizme popravka pogreske, medutim kada
je u pitanju LeuRS iz E. coli, razlicite istrazivacke grupe na temelju svojih eksperimentalnih
rezultata upucuju na prisustvo (istrazivacka grupa dr. sc. En Duo Wang), odnosno odsustvo
(istrazivacka grupa dr. sc. Susan Martinis) popravka pogreSke prije prijenosa aminokiseline.
Glavna razlika u eksperimentalnom pristupu obje grupe je upotreba razli¢itih mutanata u
testiranju popravka pogreske prije prijenosa aminokiseline. Istrazivacka grupa dr. sc. En Duo
Wang koristila je varijantu E. coli LeuRS s naizgled ugaSenim popravkom pogresSke nakon
prijenosa aminokiseline, kojoj je treonin 252, tzv. determinanta specifi¢nosti hidrolitickog
popravka, zamijenjena s argininom®. Okarakterizirali su i popravak pogreske u prisustvu
ireverzibilnog inhibitora LeuRS - 5-fluoro-1,3-dihidro-1-hidroksi-2,1-benzoksaborola
(AN2690) koji kovalentno veze 3'-kraj tRNA u domenu CP1, te s mutantom Y330D koji
posve blokira ulaz 3'-kraja tRNA u domenu CP1. Temeljni zakljucci njihovih istrazivanja su
da E. coli LeuRS posjeduje tRNA-ovisan popravak pogreSke prije prijenosa aminokiseline
koji je ovisan o prisustvu 3'-kraja tRNA u domeni CP1%" "> ™ Sumnju u rezultate njihovih
istrazivanja unosi Cinjenica da su ispitivali mehanizam popravka pogreSke u prisustvu

norvalina, a testirali sposobnost popravka pogreske mutanata LeuRS u prisustvu lle-tRNA™,
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lako se mutant T252R pokazao inaktivnim u deacilaciji lle-tRNA™, to ne zna¢i da je zaista
inaktivna i deacilacija Nva-tRNA"*" jer mehanizam popravka pogreske nije nuzno jednak za
razli¢ite nepripadne aminokiseline.

Paralelno s grupom dr. sc. En Duo Wang, istrazivanja je radila i americka grupa pod
vodstvom dr. sc. Susan Martinis, a istrazivali su mehanizam popravka pogreSke u prisustvu
izoleucina. Americka grupa je u skladu s rezultatima Englischa’®, pokazala da totkastim
mutacijama u domeni CP1, poput T252Y, LeuRS gubi sposobnost popravka pogreSke nakon
prijenosa aminokiseline, i time u potpunosti gubi sposobnost popravka pogreske’. Daljnjim
istrazivanjima varijante LeuRS kojoj je odstranjena domena CP1, pokazali su da krnji enzim
ima aktiviran tRNA-ovisan popravak pogreSke prije prijenosa aminokiseline. Autori su
rezultate svojih istrazivanja interpretirali u skladu s translokacijskim modelom prema kojem
se hidroliza nepripadnih aminoacil-adenilata odvija u domeni CP1. Budu¢i da je taj model
nedavno opovrgnut, a postavljen je i novi model koji tRNA-ovisan popravak pogreske
smjesta u aktivno mjesto, upitna je i publicirana interpretacija rezultata. Primjerice, u skladu s
modelom objavljenim na homolognim 1leRS i ValRS" — odstranjivanje domene CP1 moglo
je negativno utjecati na brzinu prijenosa aminokiseline, zbog ¢ega bi hidroliza aminoacil-
adenilata dosla do izrazaja.

Kako su rezultati navedenih dviju grupa oprecni, a KoriSteni su i razliciti nepripadni
supstrati (izoleucin ili norvalin) u ispitivanju popravka pogreske, te nisu napravljene detaljne
kineticke analize, dosadasnji publicirani rezultati na E. coli LeuRS nisu razrijeSili temeljna
pitanja poput vaznosti ili postojanja tRNA-ovisnog popravka pogreSke prije prijenosa

aminokiseline.

2.5.2.2 Popravak pogreSke nakon prijenosa aminokiseline

Popravak pogreSke nakon prijenosa aminokiseline odvija se u hidrolitickom aktivnom mjestu
unutar domene CP1, koje je prepoznatljivo po prisustvu brojnih treonina zbog cega je i
prozvano regija bogata treoninom (Thr®*’Thr**Arg?**Pro®°Asp® Thr®*?). Biokemijska
analiza mutagenezom izmijenjenih varijanti LeuRS otkrila je nekoliko klju¢nih boénih
ogranaka u domeni CP1. Treonin na poziciji 252 odreduje specifi¢cnost domene CP1 prema
aminoaciliranoj tRNA. Naime, ukoliko se taj treonin zamijeni alaninom, LeuRS hidrolizira i

Leu 76
A

pripadnu  Leu-tRN . Na temelju kristalografskih analiza® i ra¢unalnih modela’’

predlozeno je da Thr252 spriedava vezanje leucina (Leu-tRNA™) u domenu CP1 tako da
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fizicki blokira ulaz zbog preklapanja bo¢nog ogranka s y-razgranatom metilnom skupinom

(Slika 2.12). Buduéi da se Leu-tRNA" ne moze vezati u hidroliti¢ko mjesto unutar domene
71,76

CP1, sprijecena je njena hidroliza i direktno disocira u otopinu

Slika 2.12 Lijevo: Kristalna struktura domene za popravak LeuRS iz bakterije E. coli. Hidroliti¢ko
mjesto je oznaCeno crvenim, a tri oCuvane aminokiseline aktivnog mjesta domene za popravak
(Thr247, Thr252 i Asp345) prikazane su bo¢nim ograncima. Plavo - a-zavojnice, Zeleno - B-ploce,
Smede - omce. Desno: Kristalna struktura domene za popravak LeuRS iz bakterije E. coli s vezanom
aminokiselinom Met u aktivnom mjestu. Vodikove veze boCnog ogranka Met i bo¢nih ogranaka
aminokiselina u aktivnom mjestu domene za popravak LeuRS oznacena su crvenim linijama’®.

Kada je utvrdena kokristalna struktura LeuRS s analogom norvalil-adenilata (Nva-AMS) u
domeni CP1, ra¢unalnim modeliranjem uveden je leucin umjesto norvalina, a pokazano je i da
postoje stericke smetnje koje sprjeavaju vezanje leucina u hidroliticko mjesto domene CP1%.
Daljnja biokemijska istrazivanja potvrdila su da je hidroliticko mjesto rigidno i sterecokemijski
optimirano za vezanje nepripadnih izoleucina i metionina te iskljucivanje leucina, a
predloZeno je da mehanizam vezanja misaciliranih tRNA odgovara slaganju klju¢a i brave®.
Ve¢ je prethodno spomenuto da je domena CP1 strukturno izdvojena od ostatka enzima, te
da je s tijelom enzima povezana fleksibilnim B-linkerima (Slika 2.11) koji su vazni za
ostvarivanje konformacijskih promjena koje prate aminoaciliranje, popravak pogreske nakon
prijenosa te disocijaciju aminoacilirane tRNA'™. Pokazano je da zasebno eksprimirana

domena CP1 ne hidrolizira misaciliranu tRNA> &

, a da je duZa varijanta domene CP1, s
ukljudenim fleksibilnim linkerima i B-lancima, aktivna u deacilaciji misacilirane tRNA®.

Pretpostavlja se da B-lanci i fleksibilni linkeri imaju ulogu u translokaciji 3-kraja tRNA" iz
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sintetskog u hidroliticko mjesto u domeni CP1, a moguce je i da ostvaruju direktne interakcije
s tRNA® # Translokacija 3-kraja tRNA iz sintetskog u hidroliticko mjesto u domeni CP1
preduvjet je za hidrolizu esterske veze misacilirane tRNA. Translokaciju je teSko biokemijski
okarakterizirati jer je vjerojatno vrlo brz i kratkotrajan proces, pa je i mehanizam i dalje
nepoznanica. Kroz mutacijsku analizu identificiran je peptid u domeni CP1 koji potpomaze
translokaciju 3-kraja tRNA, i nazvan je tzv. translokacijskim peptidom® (Slika 2.13).
Promjena pojedinih aminokiselina translokacijskog peptida u alanin uzrokovala je

zaobilaZenje hidrolitickog mjesta, odnosno disocijaciju intaktne misacilirane tRNA u otopinu.

domena CP1

Slika 2.13 Homologni model E. coli LeuRS prema strukturi T. thermophilus LeuRS. Naznadéen je
translokacijski peptid u domeni CP1. Preuzeto i prilagodeno iz Hellmann i sur. 2009%.

LeuRS kao i ostale aaRS razreda I aminoacilira 2'OH skupinu tRNA. Medutim, to ne
znaCi da se 1 deacilacija odvija s 2'OH skupine, obzirom na mogucénost transacilacije
aminokiseline s 2'0OH skupine na 3'OH skupinu i obrnuto. Indikacije na kojoj OH skupini se
nalazi aminokiselina prilikom deacilacije dobivene su indirektno iz kristalografskih
eksperimenata. Utvrdena je kokristalna struktura LeuRS s analogom norvalil-tRNA"" kao
supstratom za popravak pogreSke nakon prijenosa aminokiseline. Koristeni su analozi 2-(L-
norvalil)amino-2'deoksiadenozin (Nva-2AA) i 3-(L-norvalil)amino-2'deoksiadenozin (Nva-
3AA). Budu¢i da autori nisu mogli dobiti kokristal LeuRS s Nva-3AA vezanim u CP1
domenu, a rijeSili su strukturu s Nva-2AA, zakljucili su da se deacilacija odvija s 2'OH
skupine®®. Medutim, jedino je kod IleRS eksperimentalno dokazano da se deacilacija nuzno

odvija s 3'OH skupine, iako IleRS, kao i LeuRS, izvorno aminoacilira 2'OH skupinu®.
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Obzirom da 1leRS koji deacilira s 3'OH skupine nije vezao Val-3AA, ve¢ samo Val-2AA,
upitno je na kojoj je OH skupini nepripadna aminokiselina prilikom deacilacije kod LeuRS.

2.5.3 Funkcionalni ciklus E. coli LeuRS

Nedavno su utvrdene kristalne strukture E. coli LeuRS u kompleksu s tRNA kojoj je 3'-kraj
usmjeren u sintetsko mjesto (aminoacilacijski kompleks), odnosno u kompleksu s tRNA kojoj
je 3-kraj usmjeren u hidroliticko mjesto u domeni CP1 (hidroliticki kompleks)®’. Obje
utvrdene Kokristalne strukture imaju i nehidrozabilni analog Leu-AMP (Leu-AMS) vezan u
sintetsko aktivno mjesto. Usporedbom struktura opisan je funkcionalni ciklus E. coli LeuRS
koji ukljucuje strukturne rearanzmane enzima i tRNA prilikom aminoaciliranja i sukcesivne
translokacije 3'-kraja tRNA iz sintetskog mjesta u hidroliticko mjesto u domeni CP1. Glavna
razlika u konformaciji aminoacilacijskog u odnosu na hidroliti¢ki kompleks je u rotaciji
domene specifiéne za leucin prema sintetskom mjestu za 33°. Citava tRNA okreée se za 15°,
3'-kraj tRNA usmjerava se u sintetsko mjesto, a pritom uglavnom ostaju o¢uvane interakcije
tRNA s C-terminalnom i antikodon-vezuju¢om domenom Koje su ostvarene i u hidrolitickom
kompleksu. Domena CP1 se otvara rotacijom za 12° i time omogucava prolaz 3'-Kraju iz

hidrolitickog u sintetsko mjesto (Slika 2.14).

A B

)
Antikodon-vezujuca

Slika 2.14 Usporedba kokristalnih struktura LeuRS:tRNA"" s 3’-krajem tRNA u sintetskom ili
hidrolitickom mjestu. A) LeuRS:tRNA"*" aminoacilacijski kompleks. tRNA prikazana zelenom bojom
odgovara tRNA u aminoacilacijskom kompleksu, a tRNA prikazana plavom bojom odgovara tRNA u
hidrolitickom kompleksu. B) dijagram koji prikazuje rotacije fleksibilnih domena LeuRS prilikom
prijelaza iz hidroliticke (crveno) u sintetsku konformaciju (plavo). Superponiran je ostatak tijela
enzima (sivo). Preuzeto i prilagodeno iz Palencia i sur. 2012%".

28



Literaturni pregled

Usporedbom aminoacilacijskog i hidrolitickog kompleksa LeuRS pokazana je vrlo vazna
uloga ocuvanog motiva KMSKS Koji je karakteristican za sve sintetaze razreda I. Prijelazom
u aminoacilacijski kompleks, om¢a KMSKS pomice se zajedno s domenom specifiénom za
leucin i ostvaruje interakcije s 3'-krajem tRNA, usmjeravajuci ga u sintetsko mjesto. Kao Sto
je ve¢ spomenuto u poglavlju 2.5.1, smatra se da om¢a KMSKS moze biti u tri polozaja —
otvoreni, poluotvoreni i zatvoreni. Pod zatvaranjem se smatra pristajanje om¢e uz aminoacil-
adenilat. Omc¢a je u otvorenom polozaju kada je tRNA usmjerena s 3'-krajem u domenu CP1.
Ako je vezan aminoacil-adenilat, a nije vezana tRNA, om¢a KMSKS je u poluotvorenom
polozaju, dok kada su vezani aminoacil-adenilat i tRNA, omca je u zatvorenom polozaju.
Uslijed zatvaranja omce, aminoacil-adenilat je u energetski nepovoljnom napregnutom
poloZaju, a prijenos aminokiseline na tRNA omogucava relaksaciju strukture, otvaranje omce
KMSKS i istovremeno odmicanje domene specifi¢ne za leucin, zbog ¢ega se gube interakcije
s 3'-krajem tRNA i CCA-kraj moze translocirati u domenu CP1 (Slika 2.15).

Antikodon- Antikodon-

vezujuéa vezujuca

Slika 2.15 Shematski dijagram strukturnih promjena prilikom prijelaza iz aminoacilacijskog u
hidroliti¢ki kompleks LeuRS:tRNA"". Leucin je prikazan ovalnog oblika bijele boje, a AMP kao crni
Setverokut. Slika je preuzeta i prilagodena iz Palencia i sur. 2012°".

2.6 Uloga elongacijskog faktora Tu u sprje¢avanju pogresne biosinteze proteina

Kada aminoacil-tRNA-sintetaze pogrijeSe i otpuste misaciliranu tRNA, translacijska
masinerija koja dovodi aminoaciliranu tRNA na ribosom uglavom ne moze razlikovati tRNA
aminoaciliranu pripadnom od tRNA aminoacilirane nepripadnom aminokiselinom. U vecini

slu¢ajeva pogresna aminokiselina koja dovodi misaciliranu tRNA zavrSava ugradena u
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polipeptidni lanac umjesto aminokiseline odredene kodonom koji je komplementaran
antikodonu misacilirane tRNA.

Prije otprilike deset godina, grupa profesora Olke Uhlenbecka pokazala je kroz
istraZzivanje prokariotskog elongacijskog faktora Tu (T. thermophilus) da EF-Tu ima razli¢it
afinitet prema razli¢itim molekulama tRNA®" i prema razli¢itim aminokiselinama % %,
Razlika u afinitetu i nije neocekivana obzirom na raznolikost tRNA i aminokiselina te
¢injenice da sve ostvaruju interakcije s istim veznim mjestom. Medutim, obzirom na ulogu u
biosintezi proteina, EF-Tu mora dovoditi sve aminoacilirane tRNA na ribosom s jednakom
vjerojatnoséu (Slika 2.16 prikazuje podrucje interakcije EF-Tu i aa-tRNA). Uhlenbeck i
suradnici pokazali su da EF-Tu to postize zahvaljuju¢i fenomenu termodinamske
kompenzacije. Naime, iako EF-Tu ima razli¢it afinitet za razli¢ite aminokiseline, odnosno
tRNA, ukupni afinitet za svaki ispravni par aminoacilirane tRNA priblizno je jednak jer
vrijedi da ¢e molekule tRNA s manjim termodinamskim doprinosom biti esterificirane
aminokiselinom s ve¢im termodinamskim doprinosom i obrnuto. Posljedica termodinamske
kompenzacije je da EF-Tu na neki na¢in diskriminira nepripadne parove aminoacil-tRNA.
Obzirom da kombinacije pripadnih parova daju optimalan afinitet, EF-Tu veze kombinacije
nepripadnih parova prejako (do 120 puta jace) ili preslabo (do 60 puta slabije) i time

pridonosi translacijskoj to&nosti®’

Domena 1 _

Akceptorska Z -
Efektorska paEIJ? ¢
petlja Y
1G6—C
Domena 3 G—C
cC—G70
G+ G
5C—G
G—C g5 50

Antikodonska A
petlja u miA

J
Slika 2.16 Lijevo: struktura kompleksa EF-Tu iz Thermus aquaticus s GDPNP-om (nehidrozabilnim
analogom GTP-a) i Cys-tRNA®® iz E. coli (PDB ID: 1b23). Tri domene EF-Tu ozna&ene Su crvenom,

zelenom i plavom bojom, a Cys-tRNA®¥® sivom bojom. Za efektorsku petlju se smatra da sudjeluje u
alosteri¢koj komunikaciji GTP-a s tRNA-veznim mjestom. Desno: sekundarna struktura tRNA® iz E.
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coli. Istaknuti su poloZaji modificiranih baza, crveno su oznaceni nukleotidi u kontaktu s EF-Tu, a
zelenom bojom je oznaden antikodon®™.

Prejako vezani parovi aa-tRNA presporo disociraju s EF-Tu, usporavaju translaciju i ¢eSc¢e u
obliku ternarnog kompleksa EF-Tu:GTP:aa-tRNA disociraju s ribosoma, dok preslabo vezani
parovi ceSce disociraju iz ternarnog kompleksa EF-Tu:GTP:aa-tRNA prije ostvarivanja
produktivnih interakcija na ribosomu. Vazno je spomenuti da misacilirane tRNA koje bi se
bitno jace ili slabije vezale za EF-Tu rijetko nastaju u uvjetima in vivo zbog specifi¢nosti
aaRS te mehanizama popravka vlastitin pogreSaka. Medutim, neosporiva uloga EF-Tu je u
sprjeCavanju pogreSne translacije glutaminskih ili asparaginskih kodona, budu¢i da iz
translacije iskljuCuje prirodno prisutne misacilirane tRNA koje su intermedijeri u biosintezi
glutamina — GIu-tRNA®", ili asparagina — Asp-tRNA®" 87 919 No  temeljna uloga
elongacijskog faktora Tu je ipak razlikovanje aminoacilirane od neaminoacilirane tRNA.
Konstanta disocijacije za kompleks EF-Tu:GTP i aa-tRNA iznosi izmedu 10™° i 10° mol

dm™, a za EF-Tu:GTP i neaminoaciliranu tRNA veéa je od 10 mol dm™ %.

2.7 Norvalin

Uz dvadeset standardnih aminokiselina koje prema uputi mRNA i genetickom kodu izgraduju
sve proteine, ponekad se i nekanonske aminokiseline mogu pronaéi kao sastavni dijelovi
proteina. Norvalin je prirodna neproteinogena nerazgranata aminokiselina, koja je sli¢na
leucinu, valinu i izoleucinu (Slika 2.17). 1953. godine je prvi put predstavljen kao prirodna
sastavnica antifugalnog peptida iz gram pozitivne bakterije Bacillus subtilis®. Norvalin u
stanici nastaje kao nusprodukt biosinteze razgranatin aminokiselina'® ** % % Enzimi koji
sudjeluju u biosintezi leucina (operon leuABCD), zbog niske supstratne specifi¢nosti

prepoznaju niz keto-kiselina te omogucavaju direktnu elongaciju ugljikovog lanca.

0 o CH, O CH, O
H,C H,C H,C
OH OH OH H,C OH
NH, CH, NH, NH, NH,

Norvalin (Nva) Leucin (Leu) Izoleucin (lle) Valin (Val)

Slika 2.17. Norvalin i strukturno sli¢ne standardne aminokiseline — leucin, izoleucin i valin.
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Smatra se da se biosinteza norvalina odvija direktnom elongacijom piruvata u 2-ketobutirat, a
zatim i u 2-ketovalerat (Slika 2.18) putem enzima koji uobicajeno sudjeluju u biosintezi
leucina - izopropilmalat-sintaza (IPMS, gen leuA), izopropilmalat-izomeraza (IPMI, geni
leuCD) i izopropilmalat-dehidrogenaza (IPMD, gen leuB). Direktna elongacija je mogu¢, ali u
normalnim stani¢nim uvjetima manje vjerojatan biosintetski put zbog visokih vrijednosti Ky
za piruvat te 2-ketobutirat u odnosu na njihove stani¢ne koncentracije. Vecinom su
istraZzivanja nespecifi¢nosti enzima IPMS napravljena na enzimu iz bakterije Salmonella
typhimurium®, te Serratia marcescens'®, ali pretpostavlja se da je jednako nespecifi¢na i
varijanta iz E. coli. Na kraju, iz 2-ketovalerata transaminacijom pomocéu aminotransferaze

koju kodira gen IIVE ili TyrA nastaje norvalin.

Glukoza
A 4
Treonin Piruvat
, ilvBN, ilviH
IvA VBN,
l v leuABCD ilvep
A 4
‘ 2-ketobutirat ‘ ‘ 2-ketoizovalerat ‘
leuABCD ilvBN, ilviH leuABCD
ilvCD
‘Z-ketovalerat ‘ | 2-keto-3-metilvalerat ‘ ilvE ’ 2-ketoizokaproat ‘
ilvE ilvE ilvE
tyrB v tyrB

Norvalin Izoleucin Leucin
o] CH, O o

° ]
H.C
3\)\|/-L0H

NH,

Slika 2.18. Biosintetski put norvalina i razgranatih aminokiselina u E. coli. Prikazana su imena gena
koji kodiraju enzime.

Obzirom na nesto visi Ky za piruvat, odnosno 2-ketobutirat u odnosu 2-ketoizovalerat kao
uobicajeni supstrat enzima IPMS, do nakupljanja norvalina dolazi u specifi¢nim fizioloskim
uvjetima. Eksperimentalno je pokazano nakupljanje norvalina do ¢ak milimolarne
koncentracije u citoplazmi E. coli prilikom rasta bakterija u uvjetima smanjene koncentracije
kisika, tzv. mikroaerobni uvjeti, uz konstantnu opskrbu glukozom®®. Biosinteza norvalina je u
tim uvjetima posljedica premasivanja kapaciteta metabolizma glukoze zbog ¢ega se nakuplja
piruvat. U uvjetima aerobnog uzgoja bez dodatka glukoze, nije zamijecena akumulacija

norvalina.
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Pojacani interes za istrazivanje nekanonskih aminokiselina pojavio se kada je zamijeéena
ugradnja nekanonskih aminokiselina u proteine, i to prilikom proizvodnje farmaceutski
zna¢ajnih rekombinantnih proteina fermentacijom u E. coli*®. lako su takve kulture aerirane,
prilikom proizvodnih procesa uglavnom se postiZzu visoke gusto¢e bakterija gdje u pojedinim
dijelovima kulture moze biti nepotpunog mijeSanja i time stvaranja mikrookoline sa
smanjenom koli¢inom kisika. Dosadasnja istrazivanja usmjerena su na: 1) sprjeCavanje
ugradnje norvalina u proteine kroz dodatak leucina, budu¢i da se time umanjuje mogucnost
misacilacije tRNA"" putem LeuRS; 2) sprje¢avanje akumulacije norvalina u citoplazmi kroz
inhibiciju enzima vaznih za njegovu biosintezu. Pokazalo se da je jednostavna strategija za
sprjecavanje akumulacije norvalina dodatak metalnih iona poput molibdena, nikla ili selena u
medij za uzgoj bakterija. Navedeni metalni ioni imaju ulogu u stvaranju funkcionalnog
kompleksa metaloproteina format-hidrogen-lijaze (engl. formate hydrogen lyase), enzima
kljuénog u anaerobnom metabolizmu piruvata. Autori pretpostavljaju da se akumulacija
norvalina sprjecava zbog odvodenja viska piruvata kroz disproporcioniranje formata u
ugljicni dioksid i vodik'®,

Norvalin je izuzetno zanimljiva nekanonska prirodna aminokiselina i zbog evolucijskih
razloga. Koji procesi su uvjetovali izbor dvadeset aminokiselina koje izgraduju proteine? To
vazno pitanje o podrijetlu i razvoju zivota je i1 dalje nerazrijeSeno, no eksperimenti tipa
Muller-Urey omogudili su ispitivanje uvjeta u kojima se neenzimski stvaraju aminokiseline,
ali i istrazivanje i kvantifikaciju spektra aminokiselina koje se mogu stvoriti. Smatra se da su
aminokiseline poput a-aminobutirata, norvalina, i norleucina u prebiotsko doba bile prisutne u
okoliSu u znacajnijim koli¢inama od ostalih aminokiselina, a takoder su i medu najbrojnijim
aminokiselinama pronadenim na meteoritima.'® Zanimljivo je da su unato& brojnosti u
prebiotsko doba, posve iskljucene iz genetickog koda. Njihovo odsustvo iz grade proteina
opravdava se povecanom slobodom rotacije bo¢nog ogranka u odnosu na razgranate
hidrofobne aminokiseline, a smatra se i da bi zato ugradnja ravnolanc¢anih hidrofobnih
aminokiselina mogla imati negativne posljedice za strukturnu stabilnost. Medutim, buduci da
ne postoje eksperimentalni dokazi, moguce je da je iskljucenje norvalina iz genetickog koda
posljedica slu¢ajnosti. Postoji nekoliko radova u kojima je modelnom proteinu zamijenjeno
nekoliko leucinskih pozicija s norvalinom, te je ispitana stabilnost takvog supstituiranog
proteina. Istrazivana je uloga leucinskog bo¢nog ogranka u odrzavanju hidrofobne srzi T4

lizozima kroz sukcesivne zamjene s bocnim ograncima manjim za metilnu skupinu.
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Racunalnim modeliranjem pokazano je da norvalin odrzava priblizno jednaku konformaciju
boc¢nog ogranka kao leucin. lako su razlike u diedarskim kutovima i vrijednostima rms bo¢nih
ogranaka u neposrednoj blizini supstituiranog leucina relativno male, zamjena leucina u
hidrofobnoj srZi s norvalinom uzrokovala je smanjenje temperaturne stabilnosti lizozima'®,
Slican efekt pokazan je i pri zamjenama leucina s norvalinom u hidrofobnoj srzi citokroma
C'®, Bilo bi zanimljivo sustavno ispitati moze li norvalin funkcionalno zamijeniti leucin,

odnosno koji strukturni motivi podnose manji ili veéi stupanj takve zamjene.

2.8 Pogresna biosinteza proteina
2.8.1 Tocnost biosinteze proteina

Mnogim eksperimentima se do sada nastojala odrediti razina pogreSke u biosintezi proteina.
Izmjerena pogreSka znacajno ovisi o eksperimentalnom pristupu, no okvirno se smatra da je
sveukupna pogreska biosinteze proteina negdje u rasponu 107°-10“. Najcitiraniji je
eksperiment Loftfielda i Vaderjagta u kojem su analizirali zecji hemoglobin i mjerili

ucestalost ugradnje valina umjesto izoleucina'®.

Inkubirali su zec¢je retikulocite s
radioaktivnim valinom i pratili njegovu ugradnju u odredene tripti¢ke peptide hemoglobina
koji bi trebali sadrzavati samo jedan izoleucin i nijedan valin. Raspon pogreSke u njihovim
eksperimentima seZe preko tri reda veli¢ine, no &esto citirani broj je medijan - 3x10™. Sli¢an
pristup su imali i Edelmann i Gallant koji su pratili pojavnost cisteina u flagelinu kao
modelnom proteinu koji ne sadrZi cistein. Zamjena arginina s cisteinom posljedica je
dekodiranja argininskog kodona s tRNA¥ koja ima antikodon blizak komplementarnom.
Autori su izmjerili pogresku u rasponu 6x10 - 2x10™* 1%,

Drugi pristup u mjerenju pogreske je koristenje modelnog proteina koji sluzi kao reporter
mistranlacije. Kramer i Farabaugh proucavali su luciferaze F- i R-luc. Napravili su niz
varijanti luciferaze F-luc promjenom kodona za lizin koji je klju¢an za aktivnost u niz bliskih
kodona. Kroz luciferaznu aktivnost varijanti F-luc u odnosu na R-luc, mjerena je globalna
mistranslacija lizinom, tj. ugradnja lizina umjesto aminokiselina uvedenih kodiranjem bliskim
kodonima. Procjenjena pogreska u translaciji iznosila je 3,4 x 10 7. Stansfield i suradnici
pratili su povrat aktivnosti inaktivne mutirane varijante H195Y kloramfenikol-
0—6 108.

acetiltransferaze iz S. cerevisiae, a izmjerena ucestalost pogreske iznosila je 5 x 1

Prednost eksperimentalnog dizajna Kramera i Farabaugha je u mjerenju mistranslacije na
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skupini od 24 kodona, Sto ipak realnije odrazava razinu globalne mistranslacije u odnosu na
mjerenja na samo jednom kodonu, kao kod pristupa Stansfielda.

Usporedba publiciranih razina pogreSke upucuje na varijaciju kroz tri reda veli¢ine, $to
moZe biti posljedica mjerenja razli¢itih razina pogreski, poput pogreSske aaRS u slucaju
Loftfielda i Vanderjagta u odnosu na greSke u sparivanju kodona s antikodonom kao kod
ostalih spomenutih eksperimenata, ili nesigurnosti koristene metodologije. Kako je pogreska u
biosintezi proteina vrlo mala, broj ispravno sintetiziranih proteina je veci ¢ak nekoliko redova
veli¢ine od broja mistranslatiranih proteina, pa mjerenje razine pogreSke za veéinu metoda
postaje izazov, pogotovo na razini ¢itavog proteoma. Eksperimentalni pristup uglavnom unosi
pristranost, budu¢i da se zakljuéci o razini globalne pogreske u translaciji donose na temelju
mjerenja jedne aminokiselinske supstitucije, pogreSnog dekodiranja jednog kodona ili u
najboljem slucaju skupine kodona. Idealan pristup omogucavao bi istovremeno mjerenje
razine mistranslacije svih kodona u jednom eksperimentu. Obecéavaju¢a metodologija je
analiza Citavog proteoma kvantitativnom spektrometrijom masa visoke razlucivosti koja bi
spregnuta s analizom transkriptoma i genoma mogla razluciti globalnu pogresku

mistranslacije od gresaka koje su posljedica transkripcije ili replikacije'®**2.

2.8.2 Ucinak mistranslacije na stanicu

Temeljna pretpostavka je da prijenos geneticke informacije mora biti savrSeno toCan i da
svako odstupanje ima negativan ucinak na prezivljenje stanice. Vecina eksperimenata
pokazala je da inducirana mistranslacija doista ima negativan ucinak. U brojnim studijama
testirana je toksi¢nost nepripadnih aminokiselina za bakterijske sojeve u kojima odredena
aaRS ima ugaSen popravak pogreSke. Bacher i suradnici pokazali su smanjenu vijabilnost u
prisustvu norvalina kod E. coli soja gdje 1leRS ima ugaSen popravak pogreSke nakon
prijenosa aminokiseline. Pretpostavljeno je da je uzrok zamjena izoleucina norvalinom na
razini ¢itavog proteoma. Bakterije s mistranslatiranim proteomom bile su manje vijabilne u
raznim uvjetima uzgoja poput razli¢itih temperatura ili medija, te osjetljivije na tretman

antibioticima®®

. Mistranslacija je ¢ak uzrokovala pojacanu stopu mutacija uslijed indukcije
bakterijskog SOS odgovora Sto je uputilo na direktnu vezu mistranslacije i nasljednih
geneti¢kih promjena™*. Sli¢no istrazivanje na LeuRS iz E. coli pokazalo je da su stanice s
ugasenim popravkom pogreSke nakon prijenosa osjetljive na niz nepripadnih aminokiselina

poput proteinogenih izoleucina, metionina, valina ili neproteinogenih norvalina, norleucina,
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homocisteina ili homoserina™™® . IstraZivane su i posljedice mistranslacije u stanicama
sisavaca. Pokazano je da gubitak sposobnosti popravka pogreske kod AlaRS uzokuje
mistranslaciju alanina serinom. Zanimljivo je da su se miSevi koji su homozigoti za mutaciju
koja gasi popravak pogreSke mogli razviti u odrasle jedinke. Kod tih jedinki zamije¢ene su
znacajne fenotipske promjene u obliku propadanja Purkinjeovih stanica malog mozga, Sto
mistranslaciju od ostalih stani¢nih tipova jer su dugozivuc¢i i nemaju aktivnu diobu. Ostale
stanice se rjeSavaju dijela mistranslatiranih i eventualno krivo smotanih proteina jer se
diobom ukupni proteom dijeli na dvije stanice, dok se kod neurona mistranslatirani i krivo
smotani proteini konstantno akumuliraju.

Predlozeni mehanizmi toksi¢nosti pogresno translatiranih proteina su gubitak ili stjecanje
funkcije. Smatra se da je najceS¢a posljedica mistranslacije gubitak funkcije, no u rijetkim
slucajevima mistranslatirani protein moze uslijed drugacije strukture obavljati alternativnu
funkciju, nekanonsku za normalan protein™®.

Novija istrazivanja pokazuju da stanice mogu podnijeti viSi postotak mistranslacije bez
znaCajnih fenotipskih posljedica. Pokazano je da nediskriminiraju¢a E. coli ASpRS
omogucava akumulaciju Asn-tRNA”® i zamjenu aspartata asparaginom u proteomu. Razina
mistranslacije utvrdena je pracenjem reporter proteina, a pokazano je da E. coli podnosi
razinu supstitucije do dak 10 %**’. Kod E. coli i S. cerevisiae PheRS s ugasenim popravkom
pogreske sintetizira znacajnu koli¢inu Tyr-tRNA™ u bakterijskoj citoplazmi. Mistranslacija
nije imala znacajan u¢inak na rast E. coli u bogatom mediju, ni na rast S. cerevisiae ukoliko je
PheRS eksprimirana u citosolu. Medutim, ukoliko se to¢nija mitohondrijska PheRS zamjeni
netocnom citosolnom PheRS bez popravka pogreske, stanice imaju smanjenu vijabilnost.
Takvi eksperimenti pokazali su da razli¢iti stani¢ni odjeljci zahtjevaju razli¢itu minimalnu
to¢nost translacije za odrzavanje funkcionalnog proteoma. Poznat je i prirodni primjer
dvomislenog dekodiranja koji vodi heterogenosti proteina. Naime, otkriveno je da Candida
albicans kodon CUG, koji kod svih ostalih organizama odreduje leucin, uglavnom dekodira
kao serin jer posjeduje izoakceptor tRNA®®" s komplementarnim antikodonom CAG. Buduéi
da je u stanicama prisutna i izoakceptorska tRNA-" s antikodonom CAG, u 97 % slucajeva se
CUG dekodira kao serin, a u 3-5 % kao leucin. Uvodenjem dodatne tRNA"* (CAG) u C.
albicans, povecana je ugradnja leucina diktirana kodonom CUG na ¢ak 28 %. Takva reverzija

kodona nije imala uo¢ljiv udinak na vijabilnost C. albicans™®. Kada je tRNA>" s
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antikodonom CAG eksprimirana u S. cerevisiae, umjesto leucina se u odredenom postotku
ugradivao serin. Takve stanice nisu imale znacajno smanjenu vijabilnost, a ¢ak su i lakSe
podnosile uvjete stresa poput poviSene koncentracije arsena, kadmija, cikloheksimida,
vodikovog peroksida i natrijevog Klorida jer su ve¢ pripremile zaStitne mehanizme U

119, 120

odgovoru na mistranslaciju . Utvrden je i transkripcijski odgovor na mistranslaciju

uvedenu putem takve mutatorske tRNAS®. Mistranslacija potice ekspresiju proteina koji

imaju ulogu u odgovoru na stres i aktivira odgovor krivo smotanih proteina™**

(engl. unfolded
protein response).

Nedavno otkri¢e iz grupe Tao Pana otvorilo je novo podru¢je namjerne, odnosno
regulirane mistranslacije. Kod stanica sisavaca, uofena je namjerna mismetionilacija tRNA
koje nisu specificne za metionin*?2. Bazalna razina mismetionilacije je oko 1%, §to je
znacajno vise od tipi¢ne pogreske u mistranslaciji (~ 0,01 %), a u uvjetima stresa ta razina
poraste na ¢ak 10 %. Mismetionilacija je potaknuta reaktivnim kisikovim vrstama i selektivna
je za odredene tRNA izoakceptore koje MetRS moze prepoznati i vezati. Isti u¢inak pokazan

% i E. coli*®. Smatra se da mehanizam

je i kod drugih organizama, poput S. cerevisiae'®
regulirane mismetionilacije ima ulogu zastite organizma od oksidativnog stresa. Metionin se
moze oksidirati i time zastititi ostale bo¢ne ogranke, a jednostavno se redukcijom vraca u
izvorno stanje putem peptidil-Met-sulfoksid-reduktaze. Nastala biblioteka metioninom
supstituiranih proteina uslijed regulirane mismetionilacije pruza raznovrsnost potrebnu za
preZivljenje oksidativnog stresa. Npr. metionin pozicioniran blizu aktivnog centra moZe
zadtititi enzim od ireverzibilne inaktivacije™®. Mismetionilacija je kod stanica sisavaca
regulirana putem fosforilacije. U uvjetima oksidativnog stresa, kinaza ERK1/2 fosforilira
MetRS na pozicijama Ser209 i Ser825. Fosforilirani oblik MetRS ima povecéani afinitet prema
nepripadnim tRNA, a smanjeni afinitet za pripadnu tRNAM® zbog Gega raste sadrzaj

metionina u trenutno sintetiziranim stani¢nim proteinimalZ5.

Na temelju regulirane
mismetionilacije kao primjera, postavljen je opceniti model regulirane odnosno adaptivne
mistranslacije koji obuhvaca prilagodbu razine toc¢nosti translacije u odgovoru na stani¢ne
podrazaje ili stani¢ni stres. Prednost takve vrste stani¢nog odgovora je u brzini. Ve¢ u
nekoliko sekundi stanice mogu kroz mistranslaciju sintetizirati statisticki proteom 1 uvesti

varijabilnost koja mozda omoguéava laksSe prezivljenje do ostvarivanja sporijeg stani¢nog

odgovora putem transkripcije i translacije potrebnih gena*™.
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3  Materijali 1 metode

3.1 Materijali
3.1.1 Standardne kemikalije

Agar (Sigma), agaroza (Sigma), akrilamid (Sigma), amonijev acetat (CH;COONH,) (Kemika),
amonijev klorid (NH4Cl) (Kemika), amonijev peroksodisulfat (APS) (Serva), amonijev sulfat
(NH4(SO4)2) (Kemika), ampicilin (Sigma), 1,4-bis(2-(4-metil-5-fenil)oksazolil)benzen
(POPOP) (Calbiochem), borna kiselina (Zorka Sabac), cinkov klorid (ZnCly) (Sigma), 2,5-
difenil oksazol (PPO) (Merck), dimetilsulfoksid (DMSOQ) (Sigma), ditiotreitol, DTT (Sigma),
etanol, (Kemika), etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma), fenilmetilsulfonil-fluorid
(PMSF) (Sigma), fenol (Kemika), glicerol (Kemika), glicin (USB Corporation), N-(2-
hidroksietil)piperazin-N'-2-etansulfonska kiselina (Hepes) (USB Corporation), imidazol
(Sigma), izopropil-p-tiogalaktozid (IPTG) (Sigma), izopropanol (Kemika), kalijev acetat
(CH3COOK) (Kemika), kalcijev klorid (CaCl,) (Kemika), kanamicin (Sigma), kloridna
kiselina (HCI) (Kemika), kloroform (Kemika), kvascev ekstrakt (BD Difco), magnezijev acetat
((CH3C0O0),Mg) (Sigma), magnezijev klorid (MgCl,) (Fluka), magnezijev sulfat (MgSQO,)
(Kemika), PB-merkaptoetanol (Serva), N,N'-metilenbisakrilamid (Merck), natrijev acetat
(CH3COONa) (Kemika), natrijev dodecilsulfat (SDS) (Merck), natrijev hidroksid (NaOH)
(Kemika), natrijev klorid (NaCl) (Kemika), natrijev pirofosfat (Nas;P,0O;) (Sigma), octena
kiselina (CH3COOH) (Kemika), polietilenglikol 8000 (PEG 8000) (Sigma), saharoza (Sigma),
tetraciklin (Sigma), N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) (Serva), trifluoroctena kiselina
(TFA) (Sigma), trikloroctena kiselina (TCA) (Kemika), toluen (T. T. T.), tripton (BD Difco),
Tris(hidroksimetil)-aminometan (Tris) (Sigma), ureja (Kemika).

3.1.2 Aminokiseline i nukleotidi

a-aminobutirat (Sigma), ATP (Sigma), CTP (Sigma), dNTP (smjesa dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Sigma), GDP (Sigma), GTP (Sigma), izoleucin (Sigma), leucin (Sigma), metionin
(Sigma), norvalin (Sigma), UTP (Sigma).
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3.1.3 Boje

Bromfenol plavo (Serva), Coomassie Brilliant Blue R-250 (Merck), Coomassie Brilliant Blue
G-250 (Merck), etidijev bromid (Boehringer Mannheim), ksilencijanol fluorofosfat (XCFF)

(Serva), toluidinsko modrilo (Sigma).

3.1.4 Enzimi, proteini i nukleinske kiseline

Albumin iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumin; BSA) (NEB), DNaza | s pripadnim
puferom (Sigma), DNaza I (oslobodena od RNaza) (NEB), Pfu DNA-polimeraza (Fermentas),
piruvat-kinaza (Sigma), restrikcijske endonukleaze s pripadnim puferima (NEB), ribonukleaza
A iz govede gusterate (USB Corporation), RNasin (Promega), Tag DNA-polimeraza
(Fermentas), T4 DNA-ligaza (Fermentas) T4 polinukleotid-kinaza (NEB), T7 RNA-
polimeraza (Sigma), termostabilna anorganska pirofosfataza (TIPP) (NEB).

Oligonukleotidi (Sigma ili Macrogen) koristeni kao pocetnice u lan¢anoj reakciji polimeraze

ili sintetski geni za zeljenu molekulu tRNA, sintetizirani su prema potrebi.

3.1.5 Komercijalni kompleti za procis¢avanje DNA

QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) za izolaciju plazmidne DNA, QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) za procis¢avanje DNA iz reakcijskih smjesa lancane reakcije

polimeraze, QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) za izolaciju DNA iz agaroznih gelova.

3.1.6 Radioaktivno obiljezeni spojevi

a-[*?P]-ATP (Perkin Elmer), [**P]-PP; (Perkin Elmer), [**C]-izoleucin (Perkin Elmer), [**C]-
leucin (Perkin Elmer)

3.1.7 Hranjive podloge i mediji za uzgoj bakterije E. coli
3.1.7.1 Tekuca hranjiva podloga Luria-Bertani (LB):

kvastev ekstrakt (y =5 g dm™) , tripton (y = 10 g dm™), NaCl (y = 10 g dm™).

3.1.7.2  Minimalni medij M9

Sastav medija M9 koriStenog u testovima toksicnosti aminokiselina i mikroaerobnom uzgoju
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Na,HPOy, (c = 50 mmol dm™), KH,PO, (c = 25 mmol dm™), NaCl (c = 10 mmol dm), NH,CI
(c = 20 mmol dm™), CaCl, (c = 0,1 mmol dm™), MgSO, (c = 2 mmol dm™®), glukoza (y = 20 g

dm®), tiamin (c = 1 mmol dm®).

Sastav medija M9 koriStenog u proteomskim eksperimentima
1 x M9 soli (M6030, Sigma), glukoza (y = 5 g dm™), tiamin (c = 0,05 mmol dm™).

3.1.7.3 Krute hranjive podloge LB

kvastev ekstrakt (y = 5 g dm™), tripton (y = 10 g dm™), NaCl (y = 10 g dm™), agar (y = 15 g
dm™). Antibiotici se dodaju po potrebi do standardne preporucene Konatne masene
koncentracije (kanamicin — 0,020 ili 0,030 mg mL™, ampicilin - 0,100 mg mL™, tetraciklin —
0,010 mg mL™, kloramfenikol — 0,020 ili 0,034 mg mL™).

3.1.8 E. coli sojevi i plazmidi
3.1.8.1 Sojevi

BL21 (DE3) (F ompT hsdSg (rg” mg) ga dcm (DE3), Novagen): soj koriSten za prekomjernu
ekspresiju gena ukloniranih u vektore iz serije pET. Soj sadrzi gen za T7 polimerazu
integriran u bakterijski kromosom pod kontrolom inducibilnog promotora lacUV5 i ne
eksprimira aktivne proteaze lon i ompT.

DH50. ((supE44 AlacU169 (P80 lacZ) AM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thil relAl): soj
rutinski koristen za umnozavanje plazmidne DNA te za kloniranje. Pogodan je zbog delecije
gena endAl (kodira za endonukleazu I) ¢ime se izbjegava nespecifi¢na razgradnja DNA, a

omogucava i a-komplementacije s plazmidima iz serije pUC.
MG1655 (F- lambda- ilvG- rfb-50 rph-1): laboratorijski soj koji je najsli¢niji divljem tipu E.
coli. Dobiven je iz centra E. coli Genetic Stock Center. U disertaciji je koriSten za zamjenu

gena leuS s genom koji kodira za deacilacijski defektnu varijantu LeuRS.

JW5807-2 (4(araD-araB)567 AleuB780::kan AlacZ4787(::rrnB-3) A" rph-1 A(rhaD-rhaB)568
hsdR514): auksotrof za leucin zbog unesene kanamicinske kazete u gen leuB. Soj je koriSten
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za zamjenu gena leuS s genom koji kodira za deacilacijski defektnu varijantu LeuRS. Dobiven
je iz centra E. coli Genetic Stock Center.

3.1.8.2 Plazmidi

ApET3a — derivat pET3a plazmida iz serije vektora pET za prekomjernu ekspresiju proteina
pod kontrolom inducibilnog promotora. Omogucava ekpresiju rekombinantnih proteina s T7-
privjeskom na N-kraju s ciljem imunoafinitetnog pro¢is¢avanja na agarozi za koju su vezana
monoklonska antitijela za T7-privjesak. Plazmid je niskog broja kopija i nosi gen za

rezistenciju na ampicilin. U ovom radu koristen je za prekomjernu ekspresiju molekula tRNA.

PET28b — plazmid iz serije vektora pET, rutinski koriSten za prekomjernu ekspresiju proteina
pod kontrolom inducibilnog promotora T7lac. Omoguéava ekspresiju rekombinantnih
proteina s histidinskim privjeskom (skraceno: His-privjesak) na N- ili C-kraju s ciljem
proc¢is¢avanja afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi. Plazmid je niskog broja

kopija i nosi gen za rezistenciju na kanamicin.

pKOV — derivat vektora pKO3'®, U vektor pKO3 je genetickim inZenjerstvom dodan
nukleotidni slijed veli¢ine 3 kb koji sluzi za lakSu pripremu vektora za kloniranje. Dodana
nukleotidna sekvenca izrezuje se odgovaraju¢im restrikcijskim enzimima i omogucava lakse
odvajanje vektora razgradenog s oba restrikcijska enzima, od vektora razgradenog samo s
jednim restrikcijskim enzimom. pKOV se koristi za zamjenu gena u genomu E. coli. Znacajke
vektora pKOV odgovaraju znacajkama vektora pKO3. pKOV sadrzi temperaturno osjetljivo
ishodiste replikacije, gen cat koji kodira za kloramfenikol-acetiltransferazu (rezistencija na

kloramfenikol) i gen sacB koji kodira za enzim levansaharazu (engl. levansucrase).

pUC18 — plazmid visokog broja kopija, ¢esto upotrebljavan za kloniranje ili sekvenciranje.
Njegove osnovne znacajke su gen za rezistenciju na ampicilin, zatim regija lac u kojoj se
nalazi viSestruko mjesto za kloniranje (engl. multiple cloning site, MCS) te pocetak
replikacije ori iz plazmida pBR322. Ugradnjom Zeljenog inserta u viSestruko mjesto za
Kloniranje inaktivira se gen za B-galaktozidazu $to omogucava selekciju rekombinantnih
plazmida na temelju plave ili bijele boje kolonija na podlozi koja sadrzi 5-bromo-4-kloro-3-
indolil-B-D-galaktozid.
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3.1.9 Kromatografske kolone, punila i ostali kromatografski materijali

DEAE-celuloza DE-52 (Whatman), Ni-NTA agaroza (Qiagen), polietilenimin-celuloza
plo¢ice za tankoslojnu kromatografiju (PEl) (Fluka), Superdex 200 HR 10/30 (GE

Healthcare)

3.1.10 Ostali materijal

Celulozna membrana za dijalizu (D9277 i D9777, Sigma), centrikoni Amicon® Ultra
centrifugal filters (Milipore), 0,22 pm celuloza acetat, filter papir (Whatman 3MM),
mikrotitarske plocice (Falcon), zaslon s uskladistenim fosforom (engl. storage phosphor

screen, Amersham Biosciences).

3.2 Metode
3.2.1 Metode rada s bakterijama
3.2.1.1 Priprema elektrokompetentnih stanica bakterije Escherichia coli

Elektrokompetentne stanice su stanice kojima je omoguéen unos strane DNA metodom
elektroporacije (elektroporacija je opisana u idu¢em poglavlju 3.2.1.2). Najvaznije svojstvo
takvih stanica je da su dobro isprane od hranjivog medija, odnosno soli koje medij sadrzi kako
pri primjeni elektricnog pulsa ne bi doslo do elektricnog praznjena, tj. iskrenja. Sva
manipulacija s bakterijskim stanicama odvijala se u laminaru, uz upaljeni plamen. Najprije je
uzgojena zasi¢ena bakterijska suspenzija u mediju LB (5 mL zasi¢ene kulture za inokulaciju
500 mL medija LB). Po potrebi, dodani su antibiotici ukoliko je pripreman soj E. coli koji na
plazmidu ili u genomu nosi gen za otpornost na antibiotik. Stanice su uzgajane na 37 °C uz
aeraciju potresanjem pri 200 rpm, sve dok nije postignuta vrijednost opticke gustoce pri 600
nm (ODeggo) U rasponu od 0.4-0.6. Navedena opticka gustoca indikator je da se stanice E. coli
nalaze u eksponencijalnoj fazi rasta. Stanice su po zavrSetku uzgoja ohladene na 4 °C, te
istalozene centrifugiranjem pri 5000 g i 4 °C u trajanju od 15 min. Talog stanica ispran je
vodom tako da je dva puta resuspendiran u 500 mL sterilne redestilirane vode i pretalozen
centrifugiranjem. Talog stanica resuspendiran je u 10 mL 10 % v/v glicerola, pretalozen
centrifugiranjem, i konac¢no resuspendiran u 1-1,5 mL 10 % v/v glicerola. Bakterijska

suspenzija je razdjeljena u alikvote od 40 puL, a alikvoti su ¢uvani do upotrebe na -80 °C.
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3.2.1.2 Transformacija bakterijskih stanica elektroporacijom

Elektroporacija je metoda unosa strane molekule DNA u bakterijske stanice koja se zasniva
na kratkotrajnom povecanju propusnosti bakterijske stani¢ne stijenke uslijed izlaganja
bakterija elektricnom pulsu. U 40 pl elektrokompetentnih bakterija dodano je 50-100 ng
plazmidne DNA 1 prebateno u ohladenu kivetu za elektroporaciju. Priprema
elektrokompetentnih stanica opisana je u poglavlju 3.2.1.1. Za elektroporaciju je koriSten
uredaj MicroPulser (Biorad) gdje je na suspenziji stanica primijenjen puls od 2,5 kV cm™ u
trajanju od 4,5 ms. Bakterije su zatim resuspendirane u 1 mL teku¢eg medija LB i inkubirane
1 h na 37 °C. Odgovaraju¢i alikvoti bakterijske suspenzije (15-200 pL) naneseni su na
selektivne hranjive podloge, koje su zatim inkubirane preko no¢i na 30 ili 37 °C. U slucaju
transformacije bakterijskih stanica ligacijskom smjesom (opisano u poglavlju 3.2.2.6), stanice
su najprije istaloZzene centrifugiranjem, a zatim resuspendirane u 100 pL medija LB i
nasadene na odgovarajucu selektivnu hranjivu podlogu. Buduéi da plazmidi sadrze gen za

rezistenciju na odredeni antibiotik, prezivljavaju samo transformirane bakterije.

3.2.1.3 Zamjena gena u genomu bakterije Escherichia coli homolognom rekombinacijom

Zamjena kromosomskog divljeg tipa gena leuS genom koji kodira za deacilacijski defektni
LeuRS — D345A LeuRS, napravljena je na soju E. coli MG1655 koji je dobiven iz centra ,,E.
coli Genetic Stock Center“. U postupku zamjene koristen je vektor pKOV'® koji ima
temperaturno senzitivno izvoriste replikacije, te markere za pozitivnu (CamF- rezistencija na
kloramfenikol) i negativnu (gen sacB — toksi¢nost saharoze u mediju) selekciju ugradnje i
izgradnje plazmida iz genoma bakterije E. coli. Rekombinantni plazmid pKOV koji sadrzi
gen za D345A LeuRS napravljen je ligacijom Notl-Xbal kazete koja sadrzi gen koji kodira
D345A LeuRS i plazmida pKOV ragradenog s Notl i Xbal. Elektrokompetentne stanice
MG1655 (napravljene prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1.1), transformirane su
rekombinantnim pKOV-D345A LeuRS plazmidom te nasadene na krute hranjive podloge LB
s kloramfenikolom (LB“®™, koristen je kloramfenikol konatne masene koncentracije 20 pg
mL™). Pojedina¢na transformirana kolonija resuspendirana je u 100 pL 10 % (w/v) MgSOy, i
napravljena su decimalna razrjedenja. Po 100 puL decimalnih razrjedenja (3.-5.) nasadeno je

na krute hranjive podloge LB“*™"

i inkubirano preko no¢i na 42 °C kako bi se izdvojile
bakterijske kolonije koje su homolognom rekombinacijom ugradile rekombinantni pKOV-

D345A LeuRS plazmid u genom. Po Sest kolonija je zatim resuspendirano u 500 pL tekuceg
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medija LB bez NaCl i napravljena su decimalna razrjedenja bakterijske suspenzije. Po 100 puL
decimalnih razrjedenja (3.-5.) nasadeno je na krute hranjive podloge LB koje sadrze saharozu
(y = 50 g dm™), a ne sadrze NaCl. Kolonije koje su narasle na krutim hranjivim podlogama sa
saharozom, provjerene su na krutim hranjivim podlogama LB“™ kako bi se potvrdilo da su
izgradile rekombinantni plazmid pKOV iz genoma i izgubile rezistenciju. Moguénost
izgradnje plazmida pKOV s divljim tipom gena ili mutiranom varijantom je u teoriji jednaka i
iznosi 50 %. Pocetna selekcija potencijalnih pozitiva sa zamijenjenim genom leuS za verziju
koja kodira za deacilacijski defektni enzim, napravljena je na temelju osjetljivosti na norvalin.
Najprije su pojedinacne kolonije uzgojene do zasicenja pri 37 °C u mediju LB. Svaka kultura
nasadena je 1:50 u minimalni medij M9 s dodanim proteinogenim aminokiselinama konaéne
masene koncentracije 50 pg mL™, uracilom i adeninom konagne masene koncentracije 40 pg
mL™ te sa ili bez norvalina kona¢ne koncentracije 10 mmol dm™. Kulture su uzgajane na 37
°C, aerirane potresanjem pri 200 rpm, a ODggo je izmjeren nakon 6-8 sati rasta. Prisutnost
gena koji kodira za D345A LeuRS u bakterijskim kolonijama kojima je norvalin bio toksic¢an
za rast, potvrdena je umnazanjem gena leuS pomocéu lanane reakcije polimeraze i
sekvenciranjem produkta. Navedenim postupkom napravljena su barem dva neovisna soja
D345A LeuRS MG1655 koja su u disertaciji koristena kao neovisne bioloSke replike
deacilacijski defektnog soja E. coli. Dvije kolonije koje nisu pokazale osjetljivost na norvalin
takoder su testirane pomocu reakcije PCR 1 sekvenciranja kako bi se potvrdilo da posjeduju
divlji tip gena leuS i koriStene su u ovoj disertaciji kao soj WT LeuRS MG1655. Na jednak
na¢in uveden je gen koji kodira za D345A LeuRS u soj E. coli koji je auksotrof za leucin -
JW5807-2.

3.2.1.4 Testovi toksicnosti nepripadnih aminokiselina in vivo (odredivanje IC50)

U testovima toksi¢nosti nepripadnih aminokiselina in vivo, Kkoristeni su sojevi WT i
D345A LeuRS MG1655. Prekonoéne kulture pripremljene su u mediju LB, a eksperiment
toksi¢nosti postavljen je razrjedivanjem u minimalnom mediju M9 s glukozom (y = 2 g dm™)
i razli¢itim koncentracijama norvalina ili izoleucina (pocetni ODggo iznosio je 0,02).
Bakterijske kulture su uzgajane na 37 °C, aerirane pri 200 rpm i konstruirane su krivulje rasta
pracenjem opticke gustoce bakterijskih suspenzija pri 600 nm. Primjenom logisti¢kog modela

rasta stanica (Jednadzba 3.1) na izmjerene podatke, dobiven je koeficijent brzine rasta stanica.
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A
(1 PRC xEx (-t) + 2))

JednadZba 3.1 Logisti¢ki model diobe stanica. A predstavlja maksimalni rast stanica, A predstavlja
duljinu lag faze, a 1 predstavlja koeficijent brzine rasta bakterijskih stanica.

y:

Svi eksperimenti napravljeni su najmanje dva puta, a iz ovisnosti koeficijenta brzine rasta
bakterijskih stanica i koncentracija nepripadnih aminokiselina dodanih u medij, konstruirana
je sigmoidna krivulja i izrazen 1C50 (engl. half maximal inhibitory concentration, JednadZba
3.2). IC50 odrazava koncentraciju testiranog inhibitora pri kojoj se postize 50 % ucinka

inhibicije.

_ (ymax - )’0)
Y=Yt 1 4+ 10ogIC50—x)xHillSlope

JednadZba 3.2 Sigmoidna ovisnost koncentracije inhibitora (aminokiseline) i u¢inka na koeficijent
brzine rasta stanica. y je koeficijent brzine rasta bakterijskih stanica, x je logaritam koncentracije
aminokiseline, y, je koeficijent brzine rasta stanica u odsustvu inhibitora, ymax je minimalni koeficijent
brzine rasta stanica pri maksimalnoj inhibiciji, Hillslope je koeficijent koji odreduje nagib krivulje, a
IC50 je koncentracija inhibitora pri kojoj se postize 50 % maksimalnog ucinka.

3.2.1.5 Uzgoj bakterija u mikroaerobnim uvjetima

Pretkulture su pripremljene u mediju LB uzgojem na 37 °C i aerirane pri 200 rpm. Za
proteomske eksperimente spektrometrije masa, pretkulture su pripremljene u minimalnom
mediju M9 (sastav je u poglavlju 3.1.7.2). Uzgoj u mikroaerobnim uvjetima pokrenut je
razrjedivanjem pretkultura 1:50 u minimalnom mediju M9 volumena 50 mL u
polipropilenskoj epruveti volumena 50 mL na 37 °C, pri 150 rpm. Rast je pra¢en mjerenjem
ODego, a ulaskom u stacionarnu fazu rasta, aeracija je dodatno onemoguéena smanjenjem
potresanja na 100 rpm. Po potrebi, u medij je u pravilnim vremenskim intervalima dodavana
glukoza. Vijabilnost stanica u stacionarnoj fazi provjeravana je testom sposobnosti stvaranja

kolonija na krutim hranjivim podlogama (opisano u idu¢em poglavlju).

3.2.1.6 Test vijabilnosti stanica - sposobnost stvaranja kolonija na krutim hranjivim

podlogama

Napravljena su decimalna i serijska razrjedenja bakterijskih kultura u fosfatnom puferu. Po
100 uL odgovarajué¢ih razrjedenja nasadeno je na krute hranjive podloge LB i inkubirano

otprilike 16 h. Broj kolonija odreden je na krutim hranjivim podlogama koje su imale viSe od
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30, a manje od 300 vidljivih kolonija. Vijabilnost stanica izrazena je kao broj kolonija po mL
nasadene bakterijske kulture. Testovi su napravljeni najmanje cetiri puta, koriste¢i dvije

neovisne bioloske replike soja s barem dva neovisna razrjedenja.

3.2.2 Metode rada s DNA
3.2.2.1 lzolacija plazmidne DNA

Za izolaciju plazmidne DNA koristen je komercijalni QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), a

izolacija je provedena prema uputama proizvodaca.

3.2.2.2 Agarozna gel-elektroforeza

Agarozni gelovi (1 % (w/v) agaroza) pripremljeni su otapanjem 1 g agaroze u 100 mL pufera
1 x TAE (c (Tris) = 40 mmol dm™, ¢ (EDTA) = 1 mmol dm" - titrirana octenom kiselinom do
pH = 8,0 i y (etidijev bromid) = 0,5 mg dm™) i grijanjem u mikrovalnoj peénici nekoliko
minuta. Uzorcima je prije nanaSanja na gel, dodana 1/10 volumena pufera za nanoSenje
uzoraka. Pufer za nanoSenje uzoraka priprema se otapanjem 25 mg ksilencijanolfluorofosfata
i 25 mg bromfenol plavo u 7 mL EDTA (c = 0,1 mol dm™, pH = 8,0) te 3 mL glicerola.
Elektroforeza je provedena u elektroforetskom puferu 1 x TAE pri 130 V u trajanju 30-40

min. Jakost elektri¢nog polja iznosila je oko 8-10 V cm™,

3.2.2.3 Odredivanje koncentracije nukleinskih kiselina

Koncentracije DNA ili RNA odredene su spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije na
uredaju NanoDrop 1000. Rezultati mjerenja su apsorpcijski spektri, a koncentracija
nukleinske kiseline izracunata je pomocu apsorbancije pri valnoj duljini od 260 nm i odnosa u
kojem Ay = 1 odgovara 50 pg Ciste DNA, odnosno 40 pg Ciste RNA. Mjerno podrucje

instrumenta za mjerenje koncentracije nukleinskih kiselina je 2-3700 ng pL™.

3.2.2.4 Lancana reakcija polimeraze

Lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) je u ovom radu
koriStena za umnaZzanje gena leuS i tufB iz genomske DNA bakterije E. coli. Pocetnice su
osmisljene tako da sadrzavaju bar 40 % GC nukleotida i da se na krajevima nalazi jedan (ili

vise) C ili G nukleotida kako bi vezanje pocetnica na kalup bilo stabilnije. Moguénost
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nastanka sekundarnih struktura pocetnica zbog prisutnosti palindromskih, ponavljajuéih ili
obrnuto ponavljajucih sljedova provjerena je analizom odabranog para pocetnica programom
OligoCalc. Sinteza pocetnica narucena je od tvrtke Sigma ili Macrogen. Reakcijska smjesa za
PCR sadrzavala je genomsku DNA masene koncentracije do 1 ng uL™?, pocetnice (¢ = 1 pmol
dm™®), dNTP-ove (c = 0,2 mmol dm™), pufer za polimerazu Pfu ( ¢ (Tris) = 20 mmol dm™, pH
= 8,8, ¢ ((NH4)2S04) = 10 mmol dm™, ¢ (KCI) = 10 mmol dm™, y (BSA) = 0,1 mg mL™, ¢
(Triton X-100) = 0,1 %, ¢ (MgSO,) = 2 mmol dm™) i polimerazu Pfu (2,5 U puL™) u ukupnom
volumenu 50-100 pL. Reakcija se provodila u uredaju za PCR (Thermal Cycler, Eppendorf)
kroz 25-30 ciklusa denaturacije, sparivanja pocetnica i produljenja. Produkti lan¢ane reakcije

polimeraze provjereni su elektroforezom na 1 % agaroznom gelu.

3.2.2.5 Ciljana mutageneza

Mutacije u gen leuS uvodene su pomocu komercijalnog kompleta QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Za umnazanje pET28bLeuRS plazmida lan¢anom
reakcijom polimeraze, koristene su oligonukleotidne pocetnice koje u sredini sadrze toc¢kastu
mutaciju od interesa. Rezultat takvog umnazanja je linearni vektor sa strse¢im krajevima koji
sadrzi Zeljenu toc¢kastu mutaciju u genu leuS. Za uklanjanje izvornog plazmida pET28bLeuRS
(kalup za PCR), koriStena je restrikcijska endonukleaza Dpnl koja razgraduje hemimetiliranu
i metiliranu DNA. Budu¢i da je plazmidna DNA proizvedena in vivo metilirana zbog aktivne
Dam metilaze, a DNA proizvedena in vitro nemetilirana i rezistentna na Dpnl, kalup se moze
selektivno ukloniti. Produktom reakcije PCR transformiraju se elektrokompetentne
bakterijske stanice DHS5a (elektroporacija je opisana u poglavlju 3.2.1.2), pojedinacne
kolonije se umnoze za izolaciju ciljnog plazmida, i prisutnost mutacije se provjeri
sekvenciranjem (poglavlje 3.2.2.7). U slu¢aju dvostrukih mutanata, mutacije su uvodene
jedna po jedna, tj. mutirani plazmid, rezultat prve reakcije PCR, koriSten je kao kalup za
sljedecu reakciju PCR. Produkti lanc¢ane reakcije polimeraze provjereni su elektroforezom na

1 % agaroznom gelu.

3.2.2.6 Ligacija DNA pomoéu T4 DNA-ligaze

T4 DNA-ligaza koristena je prema uputama proizvodaca s odgovaraju¢im komercijalno
dostupnim puferom. Ligacija razgradenog vektora i inserta rutinski je napravljena u volumenu

od 20 pL, inkubacijom reakcijske smjese na 22 °C u trajanju od dva sata. Omjer koli¢ine

47



Materijali i metode

razgradenog vektora i inserta U ligacijskoj smjesi postavljen je 1:1 do 1:5. Kao negativna
kontrola za utvrdivanje kvalitete razgradenog vektora, postavljena je uvijek i reakcija ligacije
u kojoj je umjesto inserta u ligacijsku smjesu stavljena redestilirana voda. Po zavrSetku
reakcije, ligaza je inaktivirana inkubacijom 10 minuta pri 65 °C. Ligacijska smjesa

elektroporirana je u bakterijski soj DH5a.

3.2.2.7 Analiza nukleotidnih sljedova dobivenih sekvenciranjem

Rekombinantni plazmidi sekvencirani su u DNA-servisu Instituta Ruder Boskovi¢ na
etverokapilarnom sekvenatoru ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Uobicajeno je pripremljeno 500 ng plazmida u ukupnom volumenu od 13 pL i
dodano je 1 pL pocetnice za sekvenciranje mnoZinske koncentracije 3,2 umol dm>.
Alternativno, koriSten je servis za sekvenciranje tvrtke Macrogen. Analiza sekvenci
napravljena je pomocu sucelja NCBI BLAST (engl. Basic Local Alignment Search Tool)
usporedbom nukleotidnih ili aminokiselinskih sljedova. Kromatogrami su analizirani u

programu Chromas Lite.

3.2.3 Metode rada s tRNA
3.2.3.1 [zolacija i prociséavanje ukupne tRNA obogacene s tRNA-

Buduéi da je gen za tRNA" ukloniran u plazmidni vektor ApET3a pod kontrolom T7
promotora, transkripcija je potaknuta dodatkom IPTG-a. Za jednostavnije prociS¢avanje,
pozeljno je posti¢i §to vecu koncentraciju zeljenog produkta u stanicnom ekstraktu, u ovom
slucaju ciljne molekule tRNA. Metodologija za prekomjernu ekspresiju tRNA uspostavljena
je ranije u laboratoriju za tRNA" i tRNAY 1. Najprije je uzgojena pretkultura u u tekuéem
mediju LB s ampicilinom kona¢ne masene koncentracije 100 pg mL™. 0,5 L medija LB s
dodatkom ampicilina, inokulirano je s 5 mL pretkulture te inkubirano na 37 °C, uz aeraciju pri
200 rpm. Kada je bakterijska suspenzija dosegla ODgyo = 0,5-0,6, inducirana je ekspresija
molekula tRNA dodatkom IPTG-a (c = 1 mmol dm™). Bakterije su uzgajane 15 h na 30 °C u
induciraju¢im uvjetima, nakon ¢ega su stanice istalozene centrifugiranjem 15 min na 5000 g,
pri 4 °C. Talog dobiven iz 0,5 L bakterijske suspenzije resuspendiran je u 15 mL pufera za
izolaciju tRNA (c (Tris) = 10 mmol dm™, pH = 8,0, ¢ (CH;COO),Mg) = 10 mmol dm™),

nakon ¢ega je dodan 1 volumen fenola zasi¢enog vodom. Smjesa je vorteksirana 6 puta po 30
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sekundi s pauzama od 30 sekundi inkubacije na ledu, nakon ¢ega su slojevi odvojeni
centrifugiranjem 15 min, 10000 g. Gornji vodeni sloj ekstrahiran je jednakim volumenom
fenol-kloroforma (smjesa fenola zasi¢enog vodom i kloroforma u volumnom omjeru 1:1), a
nakon 10 min laganog mijeSanja, slojevi su razdvojeni centrifugiranjem. Za povecanje prinosa
ukupne izolirane tRNA, ostaci tRNA u fenolnom i fenol-kloroformnom sloju ponovno su
ekstrahirani puferom za izolaciju tRNA. Kako bi se iz ukupne tRNA uklonile nukleinske
kiseline visokih molekulskih masa (DNA, mRNA i rRNA), u ekstrakt su dodani PEG 8000
konagne masene koncentracije 70 g dm™ i NaCl kona¢ne mnoZinske koncentracije 0,5 mol
dm™. Smijesa je inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirana 15 min pri
10000 g. Iz supernatanta je ukupna tRNA istaloZzena standardnim postupkom - uz dodatak
natrijevog acetata i etanola i inkubaciju na -20 °C preko no¢i. Nakon centrifugiranja i susenja,
talog tRNA je otopljen u Tris-u (¢ = 0,125 mol dm™, pH = 8,5-9,0) i inkubiran 1,5 h na 37 °C
s ciljem deacilacije ukupne tRNA. Reakcija deacilacije zaustavljena je dodatkom octene
kiseline (konac¢ni pH je priblizno 5). tRNA je dijalizom pri 4 °C prevedena u Hepes (¢ = 5
mmol dm™, pH = 7,5, dijaliza je opisana u poglavlju 3.2.3.3). Koncentracija izolirane tRNA
odredena je spektrofotometrijski (postupak je opisan u poglavlju 3.2.2.3). tRNA je prije
upotrebe uvijek renaturirana zagrijavanjem 3 min pri 80 °C, nakon ¢ega je dodan jednak
volumen MgCl, (c = 20 mmol dm™) predgrijan na 80 °C i uzorak je ostavljen da se sporo
ohladi do sobne temperature.

3.2.3.2 Denaturirajuca poliakrilamidna gel-elektroforeza u prisustvu ureje

Uzorci molekula tRNA analizirani su poliakrilamidnom gel-elektroforezom u prisustvu
denaturiraju¢eg sredstva — ureje. Nukleinske kiseline u tim uvjetima imaju jednak omjer
naboja i mase, pa je temelj razdvajanja razlika u molekulskoj masi. Sastav pripremljenih
gelova je: akrilamid:bisakrilamid 19:1 (6-8 % w/v), ¢ (ureja) = 8 mol dm™, ¢ (Tris) = 90
mmol dm™, ¢ (borna kiselina) = 90 mmol dm?, ¢ (EDTA) = 2 mmol dm™, pH = 8,0.
Polimerizacija gela potaknuta je dodatkom amonijevog peroksodisulfata (APS) do konacne
masene koncentracije 0,7 pg mL™> i N, N, N', N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) do
konac¢nog volumnog udjela 0,05 %. Nakon polimerizacije gela, jazice su zbog natalozene
ureje isprane elektroforetskim puferom 1 x TBE (c (Tris) = 90 mmol dm™, ¢ (borna kiselina)
= 90 mmol dm®, ¢ (EDTA) = 2 mmol dm®, pH = 8,0). Prije nano%enja na gel, uzorci su

denaturirani 5 min na 80 °C uz dodatak jednakog volumena pufera za nanoSenje uzorka (y
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(ureja) = 8 mol dm™, y (bromfenol plavo) = 2 mg mL™, y (ksilencijanolfluorofosfat) = 2 mg
mL™?, ¢ (EDTA) = 10 mmol dm™, pH = 8,0). Elektroforeza je trajala 1 h pri 120-150 V, a
jakost elektri¢nog polja iznosila je oko 10-12 V cm™. tRNA je vizualizirana potresanjem gela
15-20 min u otopini toluidinskog modrila (y (toluidinsko modrilo) = 40 pg mL™, ¢ (EtOH) =
50 %, ¢ (CH3COOH) = 0,1 %). Nespecificno vezana boja uklonjena je kuhanjem gela u
vrucoj destiliranoj vodi do pojave jasnih vrpci. Ovom metodom bojanja mogu se vizualizirati

vrpce koje sadrze minimalno 0,2 pg nukleinskih kiselina.

3.2.3.3 Dijaliza tRNA

Uzorci tRNA su prije skladiStenja na -20 °C prevedeni dijalizom u odgovarajuéi pufer.
Crijevo u kojem se provodi dijaliza pripremljeno je kuhanjem 1 min pri 100 °C u EDTA (c =
1 mmol dm™ ) radi uklanjanja metalnih iona s povrsine polupropusne celulozne membrane.
Neaminoacilirana tRNA"" rutinski je prevedena u Hepes (¢ = 5 mmol dm?®, pH = 7,5)
dijalizom u tri obroka pufera u trajanju od barem tri sata. Aminoacilirana tRNA"" prevedena
je istim postupkom u natrijev acetat (c = 5 mmol dm™, pH = 5,0), a ¢uva se u kiselom, kako bi
se minimizirala neenzimska hidroliza esterske veze. Nakon dijalize, tRNA je do KkoriStenja

¢uvana na -20 °C.

3.2.3.4 Obiljezavanje tRNA radioaktivnim izotopom [*?P]

U enzimskim testovima poput prijenosa aminokiseline na tRNA, varijanti aminoaciliranja u
ustaljenom stanju i deacilacijskim testovima, rabljena je tRNA radioaktivno obiljeZzena
izotopom [*?P]. [*?P]-tRNA pripremljena je prema publiciranom postupku®®’ *?® koristenjem
enzima tRNA-nukleotidil-transferaze i radioaktivnog ATP-a obiljezenog na a-fosfatu.
Produkt reakcije obiljezavanja je tRNA s [*°P] smjestenim u fosfatu koji povezuje nukleotide
C75 i A76. Reakcija izmjene zasniva se na uklanjanju posljednjeg nukleotida tRNA (A76)
pirofosforolizom i ugradnji o-[**P]-ATP na njegovo mjesto, pri emu je izlazna skupina PP;.
Reakcijska smjesa za obiljeZavanije sadrzi Tris (c = 200 mmol dm™, pH = 8,0), MgCl, (c = 20
mmol dm™®), natrijev pirofosfat (c = 5 mmol dm™), ditiotreitol (c = 0,5 mmol dm™) te tRNA (c
=5 umol dm™®), o-[**P]-ATP (¢ = 1 umol dm™, specifi¢na aktivnost 3000 Ci mmol™) i tRNA-
nukleotidil-transferazu (c = 10 umol dm™). Reakcija je pokrenuta dodatkom radioaktivnog
ATP-a u reakcijsku smjesu, nakon ¢ega je smjesa inkubirana 1 minutu pri 37 °C. Tada se

pretezno odvija pirofosforoliza kojom se uklanja terminalni adenozin tRNA zbog koli¢ine
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pirofosfata prisutne u reakcijskoj smjesi u odnosu na koli¢inu ATP-a. Po isteku vremena,
dodana je u reakcijsku smjesu anorganska pirofosfataza (konagna koncentracija 0,1 U pL™)
koja hidrolizira pirofosfat, te je reakcijska smjesa inkubirana dvije minute na sobnoj
temperaturi, tijekom Gega se odvija ugradnja o-[*’P]-ATP-a na 3-kraj tRNA. Reakcija je
zaustavljena i radioaktivno obiljezena tRNA izdvojena dodatkom jednakog volumena fenol-
kloroforma (ekstrakcija je ponovljena dva puta). Preostali radioaktivni a-[*P]-ATP uklonjen
je uzastopnim propustanjem vodene faze kroz dvije gel-filtracijske kolone Micro Bio-Spin 30
(BioRad) te je [*?P]-tRNA prevedena dijalizom u Hepes (c = 10 pmol dm™, pH = 7,5) (prema
postupku opisanom u poglavlju 3.2.3.3) i pohranjena na -20 °C.

3.2.4 Metode rada s proteinima
3.2.4.1 Prekomjerna ekspresija rekombinantnih proteina

Za procis¢avanje proteina LeuRS ili EF-Tu u preparativnim koli¢inama, pripremljeno je 5 mL
pretkulture. Medij LB (0,5 L) u koji je prethodno dodan odgovarajuci antibiotik, inokuliran je
s 5 mL pretkulture (volumni omjer 1:100). Bakterijska kultura uzgajana je u tresilici na 37 °C
dok vrijednost ODgoo nije dosegla 0,5 — 0,8, a zatim je prekomjerna ekspresija proteina
inducirana dodatkom IPTG-a kona¢ne mnoZinske koncentracije 0,25 mmol dm™. Bakterije su
rasle u induciraju¢im uvjetima 4 sata na 37 °C, zatim su oborene centrifugiranjem 15 min pri

5000 g i 4 °C, i talog bakterijskih stanica je pohranjen na -20 °C do koristenja.

3.2.4.2 Priprema proteinskih ekstrakata

Talog stanica resuspendiran je u 5 mL pufera A (c (Hepes) = 20 mmol dm™, pH = 7,0, ¢
(NaCl) = 500 mmol dm™, ¢ (MgCl,) = 5 mmol dm™, ¢ (imidazol) = 10 mmol dm?, ¢ (p-
merkaptoetanol) = 10 mmol dm™) za afinitetno pro¢is¢avanje na Ni-NTA agarozi. Za lizu
bakterijskih stanica i oslobadanje proteina u otopinu koriStena je sonikacija. Prethodno
sonikaciji, bakterijskoj suspenziji dodani su PMSF — inhibitor serinskih proteaza (¢ = 0,1
mmol dm™), lizozim (y = 50 ng puL™) i DNaza | (y = 3 ng pL™). Stanice su razbijane
sonikacijom 8 puta po 45 sekundi u razmacima od 1 minute pri ¢emu je suspenzija stanica
inkubirana na ledu. Lizat je odmah centrifugiran 1 h pri 10000 g na 4 °C, a dobiveni
supernatant (proteinski ekstrakt) profiltriran protiskivanjem kroz sterilni filtar te podvrgnut

procis¢avanju na Ni-NTA agarozi (opisano u sljede¢em poglavlju).
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3.2.4.3 Afinitetna kromatografija na Ni-NTA agarozi

Specifi¢ne reverzibilne interakcije izmedu His-privjeska i liganda vezanog na kromatografski
materijal omogucavaju izdvajanje proteina s His-privjeskom od ostatka proteinskog ekstrakta
afinitetnom kromatografijom. Budu¢i da je His-privjesak neutralan pri fizioloskom pH te
uglavnom ne utjece na strukturu i funkciju rekombinantnih proteina, izrazito je koristan za
vezanje proteina na povrSinama kao Sto je Ni-NTA. Nitrilotrioctena kiselina (NTA) je
tetradentatni keliraju¢i adsorbens koji zauzima etiri koordinacijska mjesta Ni** iona, dok dva
koordinacijska mjesta ostaju slobodna za interakciju s imidazolnim prstenovima dvaju
susjednih histidina sadrzanih u polihistidinskom privjesku. Kao punilo za kolone koristi se
Ni-NTA agaroza koja se sastoji od Sepharoze CL-6B na koju je vezana Ni-NTA. Kapacitet
smole je 5-10 mg proteina po mililitru.

Svi puferi koristeni u pro¢is§¢avanju imaju temeljno jednak sastav — ¢ (Hepes) = 20 mmol
dm™, pH = 7,0, ¢ (NaCl) = 500 mmol dm™, ¢ (MgCl,) = 5 mmol dm™ i ¢ (B-merkaptoetanol)
= 10 mmol dm™. Puferi A-D razlikuju se po kona¢noj mnozinskoj koncentraciji imidazola -
redom 10, 20, 30 ili 200 mmol dm™ imidazola. Kromatografska kolona naprije je napunjena s
1 mL Ni-NTA, a zatim isprana s redestiliranom vodom (10 mL) i uravnoteZzena u puferu A
(10 mL). Radi postizanja u¢inkovitijeg vezanja proteina s His-privjeskom, proteinski ekstrakt
propusten je kroz kolonu tri puta. Kako bi se uklonili nevezani proteini, kolona je isprana
puferom A (30 mL), a zatim i puferima B (10 mL) i C (10 mL) za uklanjanje slabo vezanih
proteina. Protein je s kolone eluiran puferom D (6 mL) koji sadrZi imidazol mnozinske
koncentracije 200 mmol dm™, a uspjesnost pro¢is¢avanja i pojedinacne frakcije eluiranog
proteina (1 mL) provjerene su SDS poliakrilamidnom gel-elektroforezom (opisano u

sljede¢em poglavlju). Postupak procis¢avanja proteina proveden je u hladnoj sobi na 4 °C.

3.2.4.4 Denaturirajuca poliakrilamidna gel-elektroforeza u prisustvu natrijevog dodecil

sulfata

Analiza proteinskih uzoraka provedena je metodom diskontinuirane denaturirajuce
poliakrilamidne gel-elektroforeze. Budu¢i da svi denaturirani proteini zbog nastalog
kompleksa sa SDS-om imaju jednak oblik i jednak omjer naboja i mase, razdvajanje pojedinih
proteina rezultat je razlike u molekulskoj masi. Za izlijevanje SDS-poliakrilamidnih gelova i
elektroforezu uzoraka koriStena je aparatura za elektroforezu Mini PROTEAN TETRA

(Biorad). SDS-gel se sastojao od dva dijela: gel za razdvajanje (9 % (w/v) akrilamid-
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bisakrilamid (29:1), ¢ (Tris) = 0,375 mol dm™, pH = 8,8, 0,1 % (w/v) SDS) i gel za sabijanje
(4 % (w/v) akrilamid-bisakrilamid (29:1), ¢ (Tris) = 0,125 mol dm™, pH = 6,8, 0,1 % (v/w)
SDS). Prije nanoSenja na gel, uzorcima je dodan pufer za denaturaciju i nanoSenje na gel (c
(Tris) = 62,5 mmol dm™, pH = 6,8, ¢ (B-merkaptoetanol) = 12,5 mmol dm?, ¢ (glicerol) =
6,25 % , 1,25 % (w/v) SDS, 0,002 % (w/v) bromfenol plavo), a denaturirani su inkubacijom 5
min u termobloku. Elektroforeza se odvijala 15 min pri 120-130 V s ciljem sabijanja uzoraka
(jakost elektri¢nog polja iznosila je oko 10 V cm™), a zatim se razdvajanje odvijalo 45 min pri
180-200 V na sobnoj temperaturi u puferu sastava y (glicin) = 14,4 g dm™, y (Tris) = 3,03 g
dm=, 0,1 % (w/v) SDS, pH = 8,3 (jakost elektri¢nog polja pri razdvajaju proteina iznosila je
oko 16 VV cm™). Za vizualizaciju proteina, gel je inkubiran u otopini boje Coomassie Brillant
Blue R-250 (y (CBB R-250) = 2,5 g dm™, ¢ (octena kiselina) = 10 %, ¢ (EtOH) = 45 %),

nakon Cega je visak vezane boje uklonjen odbojavanjem u vrucoj vodi.

3.2.4.5 Uguscivanje proteina ultrafiltracijom

Za ugus$¢ivanje uzoraka proteina, koriSten je Centricon®-centrifugal filter device (Milipore) s

porama koje propustaju ¢estice manje od 10 kDa ili 30 kDa prema uputama proizvodaca.

3.2.4.6 Dijaliza proteina

Prociséen i uguscen LeuRS dijaliziran je prema puferu za skladistenje (c (Tris) = 20 mmol
dm™, pH = 7,5), ¢ (NaCl) = 50 mmol dm™, ¢ (B-merkaptoetanol) = 5 mmol dm?, ¢ (glicerol)
= 10 %) te pohranjen na -80 °C nakon S§to mu je koncentracija odredena metodom po
Bradfordu ili spektrofotometrijski pomocu uredaja NanoDrop 1000 (opisano u sljedecem
poglavlju). Proc¢is¢en i ugusc¢en EF-Tu dijaliziran je prema puferu za skladiStenje sastava c
(Hepes) = 50 mmol dm™, pH = 7,5, ¢ (MgCl,) = 10 mmol dm™, ¢ (KCI) = 50 mmol dm™, ¢
(glicerol) = 10 %, ¢ (GDP) = 50 pmol dm™ i ¢ (8-merkaptoetanol) = 5 mmol dm™. Volumni

udio glicerola je nakon dijalize povecan na 50 % i EF-Tu je pohranjen na -20 °C.

3.2.4.7 Odredivanje koncentracije proteina

3.2.4.7.1 Metoda po Bradfordu

Ova metoda temelji se na reakciji proteina i boje Coomassie Brilliant Blue G-250 pri ¢emu se

129

apsorpcijski maksimum boje pomice s 465 nm na 595 nm . Apsorbancija smjese je pri
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valnoj duljini od 595 nm u odredenom rasponu linearno proporcionalna koncentraciji proteina
u uzorku. Da bi se mogla odrediti koncentracija proteina, nuzno je napraviti bazdarni pravac s
poznatim koncentracijama proteinskog standarda (npr. albumina govedeg seruma, engl.
bovine serume albumine, BSA) u rasponu unutar kojeg se o¢ekuje koncentracija proteina od
interesa. Pomocu dobivene jednadzbe pravca, odredi se koncentracija ispitivanog proteina.
Rutinski su svi uzorci razrjedeni u destiliranoj vodi do kona¢nog volumena 100 pL i dodano
im je po 1 mL Bradfordovog reagensa (y (Coomassie Brilliant Blue G-250) = 0,1 g dm?, ¢
(EtOH) =5 %, ¢ (H3PO,4) = 8,5 %). Apsorbancija pri valnoj duljini od 595 nm mjerena je 15-
20 min kasnije.

3.2.4.7.2 Mjerenje koncentracije proteina na spektrofotometru NanoDrop 1000

U svrhu mjerenja koncentracije proteina spektrofotometrom NanoDrop 1000, potrebno je
nanijeti 2 plL uzorka na postolje instrumenta te unijeti u program spektrofotometra
ekstinkcijski koeficijent i molekulsku masu ispitivanog proteina. Kao slijepa proba za
nuliranje instrumenta, Kkoristi se pufer u kojem se protein nalazi. Rezultati mjerenja su
apsorpcijski spektar i koncentracija uzorka proteina izrazena u mg mL™, a izraunata pomoéu
apsorbancije pri valnoj duljini od 280 nm. Mjerno podru¢je instrumenta za mjerenje

koncentracije proteina je 0,10 — 100 mg mL™.

3.2.5 Kineticke metode
3.2.5.1 Aktivacija aminokiselina mjerena metodom izmjene pirofosfata

Aktivacija aminokiselina rutinski se mjeri metodom izmjene pirofosfata (Reakcijska shema
3.1). Ovaj enzimski test se temelji na mjerenju koeficijenta brzine ugradnje radioaktivnog
[*2P]-PP; u ATP, odnosno mijerenju pirofosforolize kao povratne reakcije aktivacije. Do
pirofosforolize dolazi jer se u reakcijsku smjestu uz radioaktivni [**P]-PP; prisutan u manjoj
koli¢ini kao biljeg, stavlja i neradioaktivni PP; (c = 1 mmol dm™), ¢ime se poti¢e povratna
reakcija. Supstrat reakcije pirofosforolize je aminoacil-adenilat, produkt aktivacije
aminokiseline (Reakcijska shema 3.1). Buduci da je pirofosforoliza izuzetno brza reakcija,
dok je nastajanje aminoacil-adenilata znatno sporije, mjerenjem pirofosforolize zapravo se

mjeri nastajanje aminoacil-adenilata, koje ogranicava ukupnu brzinu pirofosforolize.
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Izmjereni koeficijent brzine nastajanja radioaktivnog [*’P]-ATP-a funkcija je koeficijenata

brzine aktivacije aminokiseline i koeficijenta brzine pirofosforolize.

aaRS + aa + ATP = aaRS:aa-AMP + PP;
aaRS:aa-AMP + [**P|-PP; = aaRS + aa + [**P]-ATP
Reakcijska shema 3.1 Reakcija izmjene pirofosfata — ATP-PP;.

Izmjena pirofosfata koristena je za odredivanje kinetickih parametara Ky i Kee U UVjetima
ustaljenog stanja za reakciju aktivacije pripadne aminokiseline leucina, te raznih nepripadnih
aminokiselina — izoleucina, valina, metionina, norvalina, te a-aminobutirine Kkiseline.
Reakcijska smjesa je sadrzavala standardni LeuRS reakcijski pufer — ¢ (Hepes) = 100 mmol
dm™, pH = 7,5, ¢ (MgCl,) = 10 mmol dm™, ¢ (KCI) = 150 mmol dm™, ¢ (DTT) = 5 mmol
dm™, y (BSA) = 0,1 mg mL™ za stabilizaciju enzima te ¢ (ATP) = 4 mmol dm™. Koncentracija
enzima je prilagodena u ovisnosti o koeficijentu brzine aktivacije pojedine ispitivane
aminokiseline, a reakcija je pra¢ena u vremenskom intervalu koji je omogucavao akumulaciju
[32P]-ATP u uvjetima ustaljenog stanja. Za odredivanje kinetickih parametara, koriSten je
raspon koncentracija aminokiselina koji odgovara otprilike 0,1 — 10 x Ky. Reakcija je
standardno pokrenuta dodavanjem aminokiseline u reakcijsku smjesu. U odredenim
vremenskim intervalima po pokretanju reakcije, uzet je alikvot reakcijske smjese volumena
1,5 pL i dodan u 3 pL otopine za zaustavljanje reakcije sastava ¢ (CH3COONa) = 0,75 mol
dm™, pH=4,5 te 0,15 % (w/v) SDS. Prikupljene vremenske tocke analizirane su tankoslojnom
kromatografijom. Naneseno je po 1,5 pL svake to¢ke na polietileniminske plocice za
tankoslojnu kromatografiju (Fluka) koje su predrazvijene u redestiliranoj vodi i posuSene na
sobnoj temperaturi. Radvajanje produkata ([*P]-ATP, [*?P]-P;) i supstrata ([*?P]-PP;) reakcije
napravljeno je razvijanjem plo¢ice u puferu sastava ¢ (KHoPO4) = 750 mmol dm™, pH =35 i
¢ (ureja) = 4 mol dm™. Plogice su nakon razvijanja posusene fenom, i izlozene preko noéi na
zaslonu s uskladistenim fosforom. Plo¢a s uskladistenim fosforom je nakon izlaganja
snimljena na uredaju Phoshorlmager Typhoon 9410. Rezultati su kvantificirani programom
ImageQuant 5.2 i obradeni pomoc¢u programa Excel i Graphpad Prism 5.0. Koncentracija
nastalog [**P]-ATP odredena je umnoskom koncentracije ATP-a dodanog u reakcijsku smjesu
i udjela radioaktivnog [**P]-ATP u ukupnoj radioaktivnosti (Jednadzba 3.3).
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intenzitet signala ([**P]-ATP)

32
P]-ATP) =
2P ) (intenzitet signala[3*P]-ATP + intenzitet signala[**P]-PP;)

Jednadzba 3.3 Mnozinski udio nastalog [*?P]-ATP u reakciji izmjene pirofosfata. Intenzitet signala
proporcionalan je koli¢ini radioaktivno obiljezene molekule, a odnosi se na ukupni intenzitet signala
odreden denzitometrijskom analizom slike snimljene laserskim skenerom Typhoon 9410.

Primjenom linearne regresije na vremenskim tijekovima nastanka [**P]- ATP, dobivena je

podetna brzina nastanka [>2P]-ATP za svaku koncentraciju koristene aminokiseline.
Koriste¢i ovisnost pocetnih brzina o koncentraciji koriStene aminokiseline, nelinearnom
regresijom prema jednadzbi Michaelis-Menten (Jednadzba 3.4) dobiveni su kineticki

parametri Ky I ket za pojedinu aminokiselinu.

v — Vmax x [S]
7 Ky +1[S]

Jednadzba 3.4 JednadZzba Michaelis-Menten. v, predstavlja pocetnu brzinu reakcije, Viax predstavlja
maksimalnu brzinu reakcije, [S] je poCetna koncentracija supstrata, a Ky je Michaelisova konstanta —
koncentracija supstrata pri kojoj je pocetna brzina reakcije jednaka polovini maksimalne brzine
reakcije.

U ovom radu je kao vazan parametar istaknut obrtni broj k.., koji je odgovara maksimalnoj
brzini reakcije normiranoj s koncentracijom enzima koristenom prilikom mjerenja (Jednadzba
3.5) i predstavlja maksimalni broj molekula supstrata prevedenih u produkt po aktivhom

mjestu enzima u jedinici vremena u uvjetima zasi¢enja enzima supstratom.

Vm ax

[Eo]

JednadZba 3.5 Izra¢un obrtnog broja enzima (K.4) iz maksimalne brzine enzimske reakcije (Vimax)- [Eol
oznacava pocetnu koncentraciju enzima.

kear =

3.2.5.2 Reakcija aminoaciliranja

3.2.5.2.1 Aminoaciliranje uz [**C]-aminokiselinu

Ova metoda koriStena je za odredivanje udjela molekula tRNA" u ukupnoj tRNA
obogacenoj s tRNA™. Mjerena je koli¢ina radioaktivnosti ugradene iz [**C]-aminokiseline u
aminoacil-tRNA ([**C]-aa-tRNA, Reakcijska shema 3.2).
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[**C]-aa + ATP + tRNA** — [**C]-aa-tRNA** + AMP + PP,

Reakcijska shema 3.2 Aminoaciliranje uz [**C]-aminokiselinu.

Broj udaraca u minuti izmjeren uz pomo¢ scintilacijskog brojaca proporcionalan je koli¢ini
nastale [**C]- aa- tRNA%*. Za kvantifikaciju nastale aminoacilirane tRNA, potrebno je znati
specificnu radioaktivnost aminokiseline koja se koristi u aminoacilacijskom testu, tj. broj
udaraca u minuti po odredenoj koliCini aminokiseline. S ciljem odredivanja specifi¢ne
radioaktivnosti, na diskice Whatman 3MM naneseni su razliciti alikvoti aminokiseline
koriStene u aminoaciliranju (smjesa radioaktivne i neradioaktivne), tako da odgovaraju
proizvoljnim zadanim koncentracijama aminokiseline. Diski¢i se posusSe, stave u staklene
bocice s 2,5 mL scintilacijske otopine (y (2,5-difenilovog oksazola) = 5 g dm™ i y (1,4-bis(2-
(4-metil-5-fenil)oksazolil)benzen) = 0,3 g dm™, otopljeno u toluenu) te se u scintilacijskom
brojacu izmjeri radioaktivnost. Na kraju se konstruira bazdarni pravac ovisnosti ukupne
koli¢ine aminokiseline o izmjerenim udarcima u minuti (engl. counts per minute, cpm), a iz
nagiba pravca odredi se specifiéna radioaktivnost aminokiseline — tj. koliko pmol

aminokiseline odgovara 1 cpm.

3.2.5.2.2 Aminoaciliranje uz [**P]-tRNA

Sastav reakcijske smjese aminoaciliranja uz [**P]-tRNA odgovara sastavu reakcijske smjese
aminoaciliranja uz [*C]-aminokiselinu. Glavna razlika je u konacnoj koncentraciji
aminokiseline. Buduc¢i da se tRNA koristi kao radioaktivni biljeg (Reakcijska shema 3.3), u

ovakvom dizajnu eksperimenta mogu se koristiti znatno vece koncentracije aminokiselina.

aa + ATP + [**P]-tRNA%* - aa-[**P]-tRNA%* + AMP + PP,
Reakcijska shema 3.3 Aminoaciliranje uz [*P]-tRNA.

Reakcija aminoaciliranja tipi¢no je pokrenuta dodatkom odgovaraju¢e koncentracije
aminokiseline volumena 5 uL na 15 pL ostatka reakcijske smjese i tada je zapoc€eto mjerenje
vremena. U odredenim vremenskim intervalima, alikvoti reakcijske smjese volumena 1,5 pL
pomijeSani su s 3 pL otopine za zaustavljanje reakcije sastava ¢ (CH3COONa) = 0.75 mol
dm™ pH = 4,5 te 0,15 % (w/v) SDS. Od toga je uzeto 1,5 pL i dodano u 3 pL otopine

nukleaze P1 pripremljene otapanjem u natrijevom acetatu (c = 0,3 mol dm™, pH = 5,0).
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Nakon inkubacije 1 h na sobnoj temperaturi, 1,5-4,5 pL naneseno je na TLC plocicu i
posuseno. Produkti reakcije aminoaciliranja, odnosno razgradnje tRNA nukleazom P1
razdvojeni su tankoslojnom kromatografijom u puferu za razvijanje sastava (c (CH3COONHy,)
= 0,1 mol dm™ i ¢ (CHsCOOH) =5 % . U radu su izraZene vrijednosti opaZeni koeficijenti

brzine aminoaciliranja (Jednadzba 3.6).

Vo
kops = m

JednadZba 3.6 Izraun opazenog koeficijenta brzine reakcije (Kobs). Vo je poCetna brzina enzimske
reakcije, a [Eq] je poCetna koncentracija enzima.

3.2.5.3 Odredivanje akceptorske aktivnosti tRNA

Odredivanje akceptorske aktivnosti tRNA odnosi se na odredivanje postotka aktivnih
molekula tRNA u uzorku, odnosno koliki postotak molekula je moguc¢e aminoacilirati. U te
svrhe, modificirana je standardna reakcija aminoaciliranja na nacin da je u aminoacilacijsku
smjesu dodano znatno viSe enzima kako bi se sva prisutna tRNA aminoacilirala. Koristen je
veé navedeni reakcijski pufer te uobicajeno ¢ (tRNA) = 1-2 umol dm™ i ¢ (LeuRS) = 2-5

umol dm™. Alikvoti su uglavnom uzimani 25 i 40 min nakon pokretanja reakcije.

3.2.5.4 Prijenos aminokiseline na tRNA

Izolirani korak prijenosa aminokiseline na molekulu tRNA tipicno se mjeri mijeSanjem
prethodno stvorenog nekovalentnog kompleksa aaRS:aa-AMP s molekulama tRNA. Za
reakcije prijenosa aminokiseline koje su prebrze da bi se mogle izmjeriti ru¢no, koristen je
instrument za brzo mijeSanje i zaustavljanje reakcije (engl. rapid chemical quench) KinTek
RQF-3. Instrument ima motoriziranu platformu kojom u zadanom trenutku potisne klipove
Sprica napunjenih puferom. Prilikom potiskivanja pufera, pogurnu se do tada razdvojeni
uzorci iz om¢i za uzorke 1 1 2, pomijeSaju se u reakcijskoj petlji i time je zapoceta reakcija. U
zadanom vremenskom periodu, motorizirana platforma ponovno potiskuje Sprice, no ovaj put
je potisnut klip jedino srediSnje Sprice koja sadrZi otopinu za zaustavljanje reakcije. Otopina
za zaustavljanje reakcije se pomijeSa s reakcijskom smjesom u reakcijskoj petlji, i alikvot
zaustavljene reakcijske smjese potiskuje se kroz izlaznu cjev€icu u mikroepruvetu za
prikupljanje uzorka (Slika 3.1). Najkrace vrijeme u kojem je moguce pokrenuti i zaustaviti

reakcijsku smjesu u ovakvom instrumentu je 2,8 ms.
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Sprica s
B otopinom za
Spricas zaustavljanje Spricas
puferom reakcije puferom

Il reakdijska
petija

[ izlazna

petlja

Slika 3.1 Instrument za brzo mijeSanje i zaustavljanje reakcije (engl. rapid chemical quench) KinTek
RQF-3. A) vanjski izgled instrumenta. B) Shema reakcijske kutije instrumenta. Preuzeto i prilagodeno
s http://www.kintek-corp.com.

Prijenos aminokiseline na molekulu tRNA"" mijeren je mijeSanjem kompleksa LeuRS:aa-
AMP stvorenog in situ te [*?P]-obiljeZene tRNA"* (postupak obiljeZavanja opisan je u
poglavlju 3.2.3.4). Kompleks LeuRS:aa-AMP stvoren je inkubacijom LeuRS (c = 20 pmol
dm™) s odgovaraju¢om aminokiselinom (¢ (leucin) = 5 mmol dm™, ¢ (norvalin) = 30 mmol
dm™, ¢ (izoleucin) = 10 mmol dm?, ¢ (a-aminobutirat) = 100 mmol dm™) u standardnom
LeuRS puferu — ¢ (Hepes) = 100 mmol dm™, pH = 7,5, ¢ (MgCl,) = 10 mmol dm?, ¢ (KCI) =
150 mmol dm™ ¢ (DTT) = 5 mmol dm™; uz ¢ (ATP) = 8 mmol dm™ i anorgansku
pirofosfatazu (0,008 U pL™) u trajanju od 5 minuta pri 37 °C. U KinTek RQF-3 instrumentu
mijeSani su jednaki volumeni kompleksa LeuRS:aa-AMP (¢ = 20 pmol dm?®) i [*P]-
obiljeZene tRNA" (c = 2 pmol dm™®). Reakcija je zaustavljana u odredenim vremenskim
intervalima dodatkom natrijevog acetata (¢ = 2 mol dm™, pH = 4,5), a mikroepruvete u kojima
je skupljana zaustavljena reakcijska smjesa sadrzavale su 9 uL 1 % (w/v) SDS-a. Zaustavljene
reakcijske smjese prikupljene u razli¢itim vremenskim tockama tretirane su nukleazom P1, a
produkti su razdvojeni tankoslojnom kromatografijom i analizirani kao Sto je opisano u
poglavlju aminoaciliranje uz [*?P]-tRNA (poglavlje 3.2.5.2.2). MnoZinski udio produkta, tj.

aminoacilirane tRNA racuna se kao udio intenziteta signala radioaktivnog podrucja koje

59



Materijali i metode

odgovara migraciji aa-[*P]-Ap, u ukupnom intenzitetu signala radioaktivnosti (Jednadzba
3.7).

intenzitet signala (aa-[**P]-Ap)

32
aa-["“P]-Ap) =
x(ae-[FPI-4p) (intenzitet signala (aa-[3*P]-Ap) + intenzitet signala ([**P]-Ap))

JednadZ?ba 3.7 Izratun mnoZinskog udjela aminoacilirane-tRNA. [*P]-Ap: krajnji adenozin-[**P]-
fosfat tRNA. aa-[**P]-Ap: krajnji adenozin-[**P]-fosfat tRNA esterificiran aminokiselinom. Intenzitet
signala proporcionalan je koli¢ini radioaktivno obiljeZene molekule, a odnosi se na ukupni intenzitet
signala odreden denzitometrijskom analizom slike snimljene laserskim skenerom Typhoon 9410.

Iz ovisnosti mnozZinskog udjela aminoacilirane tRNA o vremenu, nelinearnom regresijom

odreden je koeficijent brzine prijenosa aminokiseline (Jednadzba 3.8).

y = Yy, + A X (1— e Fransxt)

JednadZba 3.8 Monoeksponencijalna jednadZba koja opisuje prijenos aminokiseline na tRNA. y
predstavlja mjereni udio aminoacilirane tRNA, Y, predstavlja odsje¢ak na y-0si, A odraZzava amplitudu
aminoacilirane tRNA, a kyqns predstavlja opazeni koeficijent brzine prijenosa aminokiseline na tRNA.

3.2.5.5 Odredivanje kinetickog Kp za aminokiselinu pri aminoaciliranju u uvjetima jednog

obrtaja enzima

KoriSteni su jednaki reakcijski uvjeti kao pri odredivanju koeficijenta brzine prijenosa
aminokiseline na tRNA. Za izvodenje eksperimenta koriSten je instrument za brzo mijeSanje i
zaustavljanje reakcije. U jednoj $prici je inkubiran LeuRS (c = 20-40 pmol dm™) s ATP-om
(c = 8 mmol dm™ ATP), anorganskom pirofosfatazom (aktivnost = 0,008 U pL™Y) te [**P]-
tRNA" u standardnom LeuRS puferu (¢ (Hepes) = 100 mmol dm™, pH = 7,5, ¢ (MgCl.) = 10
mmol dm?, ¢ (KCI) = 150 mmol dm?, ¢ (DTT) = 5 mmol dm®), a u drugoj $prici su
inkubirane razli¢ite koncentracije aminokiseline, takoder u istom puferu. Mjeren je opaZeni
koeficijent brzine aminoacilacije pri odredenoj koncentraciji aminokiseline (Kops). 12
hiperbolne ovisnosti kq,s 0 koncentraciji aminokiseline, mogu se odrediti parametri Kepem 1| Kp
(Jednadzba 3.9).

kchem X [aa]
Kp + [aa]

kobs -
JednadZba 3.9 Hiperbolna ovisnost k.s — koeficijent brzine aminoacilacije o koncentraciji

aminokiseline. Keem je maksimalni koeficijent brzine aminoacilacije, [aa] je pocetna koncentracija
aminokiseline, a Kp, je kineticka konstanta disocijacije koja odrazava afinitet prema aminokiselini.
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3.2.5.6 Reakcija deacilacije

Mijerenjem koeficijenta brzine deacilacije testira se sposobnost enzima u vrSenju popravka
pogreSke nakon prijenosa aminokiseline na tRNA. Test se provodi tako da se enzimu ponudi
kao supstrat prethodno stvorena i pro¢iS¢ena misacilirana tRNA. Misacilirana tRNA napravi
se pomocu varijanti enzima koje su nesposobne deacilirati jer imaju uvedenu mutaciju u
aktivnom mjesto za popravak pogreske nakon prijenosa. Test reakcije deacilacije izvoden je u

uvjetima ustaljenog stanja i u uvjetima jednog obrtaja enzima.

3.2.5.6.1 Deacilacija u uvjetima ustaljenog stanja

Deacilacija u uvjetima ustaljenog stanja napravljena je na slican nacin kao reakcija
aminoaciliranja s [*?P]-tRNA"*" u uvjetima ustaljenog stanja. Reakcijska smjesa sadrzavala je
Hepes (¢ = 200 mmol dm™, pH = 7,5), MgCl. (c = 10 mmol dm™®), KCI (c = 150 mmol dm™),
DTT (c = 1 mmol dm™) i BSA (y = 100 pg mL™?, dodano s enzimom i sluZi stabilizaciji
razrijedenog enzima). Aminoacilirana/misacilirana tRNA standardno je bila prisutna u
reakcijskoj smjesi u mnoZinskoj koncentraciji 8-15 pmol dm™ i renaturirana je prije upotrebe
(opisano u poglavlju 3.2.3.1). Reakcije deacilacije su zapocete dodatkom aa-tRNA i
zaustavljane u odredenim vremenskim intervalima mijeSanjem po 2 pL reakcijske smjese s
otopinom za zaustavljanje reakcija sastava ¢ (CHsCOONa) = 0,75 mmol dm™, pH = 4,5 0,15
% (w/v) SDS. Iz udjela intenziteta radioaktivnog podrucja koje odgovara migraciji aa-tRNA u
ukupnom intenzitetu radioaktivnosti, te poznate koncentracije aminoacilirane/misacilirane
tRNA stavljene u reakcijsku smjesu, odredena je koncentracija preostale misacilirane tRNA u
svakoj  vremenskoj toCci. Linearnom regresijom je iz  ovisnosti  nestanka
aminoacilirane/misacilirane tRNA o vremenu odredena pocetna brzina deacilacije
aminoacilirane/misacilirane tRNA. Budu¢i da su reakcije radene u uvjetima zasi¢enja sa svim
supstratima, pocetna brzina priblizno odgovara maksimalnoj brzini deacilacije, 0dnosno Kops

(Jednadzba 3.6) odgovara Kcat.
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3.2.5.6.2 Deacilacija u uvjetima jednog obrtaja enzima

Brze reakcije, poput onih kataliziranih s divljim tipom enzima, mjerene su KinTek RQF-3
instrumentom, dok su spore reakcije, poput onih kataliziranih s deacilacijski defektnim
varijantama enzima, mjerene ru¢no. Aminoacilirana i misacilirana tRNA, standardno su
renaturirane prije upotrebe (opisano u poglavlju 3.2.3.1). Princip mjerenja i izvedbe
kinetickog testa deacilacije u uvjetima jednog kruga odgovara izvedbi mjerenja prijenosa
aminokiseline na tRNA. LeuRS ( ¢ = 20 umol dm™) pripremljen u reakcijskom puferu sastava
¢ (Hepes) = 200 mmol dm™, pH = 7,5, ¢ (KCI) = 150 mmol dm™, ¢ (MgCl,) = 10 mmol dm™ i
¢ (DTT) = 1 mmol dm™, pomijesan je s jednakim volumenom renaturirane misacilirane ili
aminoacilirane tRNA prisutne u MgCl, (¢ = 10 mmol dm™) i CH;COONa (¢ = 2-3 mmol
dm™, pH = 5,0). Reakcije su zaustavljane ru¢no ili automatski u KinTeK-RQF3 instrumentu
pomoéu CH3COONa (¢ = 2 mol dm™, pH = 4,5) i 0,1 % (w/v) SDS-a. Prikupljene reakcijske
tocke analizirane su kao $to je ve¢ opisano u poglavlju 3.2.5.4. Iz ovisnosti udjela preostale
aminoacilirane ili misacilirane tRNA o vremenu, primjenom nelinearne regresije izratunava

se koeficijent brzine deacilacije Kgeacy (Jednadzba 3.10).

y = Yy +A x e Kaeacyrxt

JednadZba 3.10 Monoeksponencijalna jednadZba koja opisuje nestajanje aa-tRNA u uvjetima jednog
obrtaja enzima. y predstavlja mjereni udio aminoacilirane tRNA, Y, predstavlja odsjecak na y-osi, A
odrazava amplitudu deacilirane tRNA, a Kgeacyt predstavlja opazeni koeficijent brzine hidrolize esterske
veze aa-tRNA.

3.25.7 Test utroSka ATP-a

Reakcija popravka pogreSke (prije ili poslije prijenosa aminokiseline) moze se pratiti
koristenjem radioaktivno obiljeZzenog ATP-a. Upotreba [0->*P]-ATP-a omoguéava direktno
pracenje nastanka i nestanka aa-AMP te AMP-a koji nastaje hidrolizom aa-AMP-a ili uslijed
prijenosa aminokiseline s aa-AMP-a na tRNA™ (Reakcijska shema 3.4). Produkti i supstrati
reakcije utroSka ATP-a (aa-AMP, AMP i ATP) mogu se razdvojiti tankoslojnom

kromatografijom i zasebno kvantificirati*" *°.

aaRS + aa + [a-**P]-ATP - aaRS: aa-[**P]-AMP + PP,

aaRS: aa-[**P|-AMP + tRNA%* - aa-tRNA®® + [a-**P|-AMP + PP,
Reakcijska shema 3.4 Praéenje popravka pogreske uz [a-*P]-ATP.
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Budu¢i da je za sintezu pripadnog aa-AMP-a, odnosno pripadne aa-tRNA potreban samo
jedan ATP, povecani utrosak ATP-a, odnosno nastanak AMP-a u prisustvu nepripadne
aminokiseline u odnosu na reakciju u prisustvu pripadne aminokiseline, predstavlja indikator
popravka pogreske. Reakcijska smjesa sadrzavala je ¢ (Hepes) = 50 mmol dm™, pH = 7,5, ¢
(KCI) = 150 mmol dm™, ¢ (MgCl,) = 20 mmol dm™, ¢ (DTT) = 5 mmol dm™, y (BSA) = 0,1
mg mL™, anorganska pirofosfataza (aktivnost = 0,004 U uL™), ¢ ([a-**P]-ATP) = 0,5 mmol
dm™ (specifi¢ne aktivnosti 0,01 — 0,1 mCi mL™), ¢ (aktivne tRNA"*") = 12-15 pmol dm™ te
razli¢ite koncentracije aminokiselina i varijanti LeuRS. Nakon inkubacije reakcijske smjese
bez aminokiseline 1 min na 37 °C, reakcija utroska ATP zapocinje dodatkom aminokiseline.
U odredenim vremenskim intervalima uzeti su alikvoti reakcijske smjese od 1,5 pL i reakcija
je zaustavljena u 3 pL 1,5 mol dm™ mravlje kiseline. 1,5 pL nastale smjese naneseno je na
PEI plocice za tankoslojnu kromatografiju koje su prethodno predrazvijene u redestiliranoj
vodi. Razdvajanje tankoslojnom kromatografijom aa-[*’P]-AMP, [**P]-AMP i [*3P]-ATP,
postignuto je u razvijadu sljedeéeg sastava: ¢ (CH3COONH,4) = 0,1 mol dm™ i ¢ (CH;COOH)
= 5 %. Nakon izlaganja razvijenih ploc€ica, zaslon s uskladistenim fosforom snimljen je na
uredaju Typhoon 9410 (GE Healthcare Life Sciences), a kvantifikacija je napravljena pomocu

pripadnog programa ImageQuant.

3.2.5.8 Neenzimska hidroliza aminoacil-adenilata u otopini

Za odredivanje stabilnosti aminoacil-adenilata u otopini, koristen je pristup razvijen u radu
Gruic-Sovulj i suradnici, 2005, LeuRS je inkubiran s ATP-om, uz dodatak [o-*?P]-ATP i
aminokiseline kako bi se u otopini akumulirao radioaktivno obiljezeni aminoacil-adenilat. U
odredenom trenutku dodaje se neradioaktivni ATP kako bi se sprijecilo dodatno nastajanje
radioaktivno obiljeZzenog aminoacil-adenilata. U ovisnosti 0 vremenu prati se stabilnost
aminoacil-adenilata, tako da se uzmu alikvoti volumena 2 pL Kkoji se mijeSaju s 4 uL mravlje
kiseline (¢ = 1,5 mol dm™). Zakiseljavanjem se stabilizira anhidridna veza i zaustavlja
neenzimska hidroliza. 1,5-2 pL alikvoti nanose se na TLC plocicu i analiziraju kao $to je ve¢
opisano (poglavlje 3.2.5.7). Za odredivanje koeficijenta brzine neenzimske hidrolize
aminoacil-adenilata, podaci su uto¢njeni na monoeksponencijalnu jednadzbu (Jednadzba
3.11).
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y=Yy+ AxeCkxt

JednadZzba 3.11 Monoeksponencijalna jedadzba koja opisuje neenzimsku hidrolizu aminoacil-
adneilata. y odrazava udio [**P]-aa-AMP, Y, je odsjetak na y-osi, A je amplituda, a k je opaZeni
koeficijent brzine neenzimske hidrolize aa-AMP.

U reakcijskim smjesama koriSten je standardni LeuRS reakcijski pufer sastava ¢ (Hepes) =
100 mmol dm™, pH = 7,5, ¢ (MgCl,) = 10 mmol dm™, ¢ (KCI) = 150 mmol dm™® i ¢ (DTT) =
1 mmol dm?. Reakcije su zapo&ete dodatkom aminokiseline, i to konagnih mnoZinskih
koncentracija 50 mmol dm ili 10 mmol dm™ u slu¢aju norvalina, odnosno leucina i trajale su
15, odnosno 30 min do dodatka neradioaktivnog Mg**-ATP-a. U reakcijama gdje se testirala
stabilnost Leu-AMP, dodana je anorganska pirofosfataza kona¢ne koncentracije 0,004 U pL™?,

kako bi se omogu¢ila akumulacija veée koligine Leu-[*P]-AMP u otopini.

3.2.5.9 Paralelno pracenje nastanka AMP-a i aminoacilirane ili misacilirane tRNA

Prilikom testiranja utroska ATP-a s varijantama enzima koje ne mogu popravljati pogreSku
nakon prijenosa aminokiseline, ili im je ta aktivnost oslabljena (npr. D345A ili T252R
LeuRS), nuzno je odrediti koji udio AMP-a je osloboden u otopinu uslijed prijenosa
aminokiseline na tRNA i otpustanja stabilne aminoacilirane/misacilirane tRNA, a ne uslijed
popravka pogreske prije ili nakon prijenosa aminokiseline koji rezultira neaminoaciliranom
tRNA. Cilj ovakvog kinetickog testa je utvrditi omjer utroSenog ATP-a po
aminoaciliranoj/misaciliranoj tRNA otpustenoj u otopinu. Ukoliko je omjer utroSenog ATP-a
po aminoaciliranoj tRNA otprilike jednak jedan, rezultat upucuje na stehiometrijski utrosak
nastalog aminoacil-adenilata za stvaranje aminoacilirane tRNA, odnosno takav rezultat govori
da nema hidroliticke aktivnosti na razini aminoacil-adenilata (popravak pogreSke prije
prijenosa), niti na razini misacilirane tRNA - popravak pogreske nakon prijenosa
aminokiseline. Za mjerenje omjera utroSka ATP-a po aminoaciliranoj tRNA, reakcije su
napravljene u identi¢nim uvjetima. Za pracenje nastanka AMP tj. utroSka ATP-a dodan je [o-
32p]-ATP u tragovima, dok je za mjerenje nastajanja misacilirane ili aminoacilirane tRNA,
[*?P]-tRNA"" dodana u tragovima. Reakcijske smjese napravljene su u standardnom
reakcijskom puferu za LeuRS - ¢ (Hepes) = 100 mmol dm™, pH = 7,5, ¢ (MgCl,) = 10 mmol
dm™, ¢ (KCI) = 150 mmol dm?, ¢ (DTT) = 1 mmol dm?, y (BSA) = 100 pg mL™ (dodano s
enzimom), anorganske pirofosfataze (0,004 U pL™) i ¢ (t(RNA") = 15 pumol dm™. U

reakcijama je koriStena smanjena mnozinska koncentracija ATP-a u odnosu na standardni test

64



Materijali i metode

utroska ATP-a (200 umol dm™ umjesto 500 pmol dm™) kako bi se osigurao bolji omjer
signala produkta u odnosu na pozadinski signal. Reakcije u kojima se pratilo nastajanje AMP-
a zaustavljane su alikvotiranjem dijela reakcijske smjese u mravlju kiselinu, te su vremenske
tocke obradene kao $to je opisano u poglavlju Test utroska ATP-a (poglavlje 3.2.5.7), dok su
reakcijske smjese u kojima je praceno nastajanje aminoacilirane tRNA zaustavljane u otopini
CH3;COONa i SDS-a i tretirane kao 3to je opisano u poglavlju aminoaciliranje uz [*P]-
tRNA" (poglavlje 3.2.5.2.2).

3.2.5.10 Kineticki test za odredivanje udjela pripadne aminokiseline u uzorku nepripadne

aminokiseline

Budu¢i da su koristene analiticke metode poput HPLC-a ili NMR-a nedovoljno osjetljive za
odredivanje nivoa kontaminacije leucina s izoleucinom koji je manji od oko 0,5 %, razvijen je
kineticki test za procjenu udjela leucina u izoleucinu, koji je primjenjiv za procjenu udjela
bilo koje pripadne aminokiseline u nepripadnoj ukoliko odgovaraju¢a aminoacil-tRNA-
sintetaza ne misacilira znaajno pripadnu tRNA, odnosno ima aktivan popravak pogreske.
Test se zasniva na odredivanju udjela stabilno aminoacilirane tRNA pri razliitim
koncentracijama nepripadne aminokiseline. Pritom je vazno da je koriStena koncentracija
aktivne tRNA veca od moguce razine kontaminacije nepripadne aminokiseline pripadnom, da
razina kontaminacije ne bi bila podcijenjena. Akceptorska se odreduje u nekoliko vremenskih
tocaka i vazno je da se ona ne mijenja u vremenu, te da je postignut maksimum, takoder kako
razina kontaminacije ne bi bila podcijenjena. Linearna ovisnost udjela aminoacilirane tRNA
pri razli¢itim koncentracijama nepripadne aminokiseline upucuje na prisutnost kontaminacije,
budu¢i da misacilacija u uvjetima u kojima se odreduje akceptorska aktivnost (brza
aminoacilacija) ne ovisi o koncentraciji nepripadne aminokiseline. Nagib pravca ovisnosti
udjela aminoacilirane tRNA o koncentraciji nepripadne aminokiseline odrazava udio pripadne

aminokiseline u nepripadnoj aminokiselini.

3.2.5.11 Aktivacija elongacijskog faktora Tu

Elongacijski faktor Tu tipi¢no je izoliran u GDP-veznom obliku, zbog intrinzi¢ne hidroliticke
aktivnosti prema GTP-u. Kako bi bio funkcionalan u vezanju aminoacilirane tRNA, potrebno
ga je prevesti u aktivan EF-Tu:GTP vezani oblik. Standardno je aktiviran EF-Tu:GDP (c = 15

umol dm™) u aktivacijskom puferu sastava ¢ (Hepes) = 70 mmol dm™ , pH = 7,5, ¢ (CHsCO,
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NH.) = 52 mmol dm?, ¢ ((CH3CO,), Mg) = 8 mmol dm™, ¢ (KCI) = 30 mmol dm™, ¢ (DTT)
= 0.8 mmol dm™, ¢ (fosfoenolpiruvat) = 10 mmol dm?, ¢ (GTP) = 1 mmol dm™ uz piruvat-
kinazu (0,08 U pL™) na 37 °C u trajanju od dva sata. EF-Tu:GTP koristen je odmah nakon

aktivacije.

3.2.5.12 Odredivanje aktivnog udjela EF-Tu

Aktivna frakcija elongacijskog faktora Tu, odnosno frakcija koja je sposobna vezati
aminoaciliranu tRNA odredena je metodom zastite tRNA od djelovanja ribonukleaza.
Ukoliko je aminoacilirana tRNA vezana na elongacijski faktor Tu, razgradnja tRNA
djelovanjem ribonukleaze biti ¢e onemogucena, odnosno EF-Tu Stiti tRNA od razgradnje.
Razli¢ite koncentracije EF-Tu:GTP u aktivacijskom puferu pomije$ane su s Leu-[*P]-
tRNA" (¢ = 600 nmol dm™) u trajanju od 20 min pri 4 °C, kako bi se omoguéilo stvaranje
nekovalentnog ternarnog kompleksa EF-Tu:GTP:aa-tRNA. Zatim je smjesi volumena 30 pL
dodano 3 pL RNaze A (y = 10 mg mL™) kako bi se razgradila nevezana aa-tRNA, odnosno
aa-tRNA slobodna u otopini. U nekoliko kratkih vremenskih toc¢aka, uzet je alikvot od 2 pL i
zaustavljena je reakcija razgradnje mijesanjem s 4 pL mravlje kiseline (¢ = 1,5 mol dm™). Po
2-3 pL nanesena su na TLC ploc¢icu, a za razdvajanje koriSten je razvijaC sastava C
(CH3COONH,) = 0,1 mol dm™ i ¢ (CH3;COOH) = 5 %. Rezultati su analizirani kao §to je veé
opisano u poglavlju 3.2.5.7. Postotak zasticene tRNA odgovara udjelu radioaktivnosti koja
ostaje na startnoj liniji u ukupnoj radioaktivnosti prisutnoj na TLC plocici za pojedinu
vremensku tocku jer nerazgradena tRNA ne migrira tijekom razdvajanja. 1z vremenski
ovisnog postotka aa-[**P]-tRNA zasti¢ene od razgradnje ribonukleazom A u ovisnosti 0
vremenu, uto¢njavanjem na monoeksponencijalnu jednadzbu i ekstrapolacijom na t = 0,
dobiven je postotak aa-tRNA pocetno zasticene od djelovanja RNaze A. Buduéi da je
koeficijent brzine disocijacije aa-tRNA iz ternarnog kompleksa brz (vrijeme poluzivota je oko
1,5 min), razgradnjom slobodne aa-tRNA potice se disocijacija aa-tRNA pa je za odredivanje
tocne aktivne frakcije nuzno analizirati nekoliko vremenskih tocaka kako bi se mogla
napraviti ekstrapolacija na t = 0. Postotak aa-tRNA zasti¢en pri pojedinoj koncentraciji EF-
Tu:GTP u ovisnosti o koncentraciji EF-Tu:GTP omogucava odredivanje udjela EF-Tu:GTP
sposobnog vezati aa-tRNA. Aktivnost EF-Tu:GTP varirala je od 10-15 %. Sve koncentracije
EF-Tu:GTP izraZene u ovoj doktorskoj disertaciji odnose se na koncentraciju EF-Tu:GTP

aktivnu u vezanju aa-tRNA. Uz svaki eksperiment napravljena je i kontrola koja omogucava
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korekciju udjela slobodne aa-tRNA koja ostane nerazgradena unato¢ djelovanju RNaze A. U
kontrolnoj reakciji je iz reakcijske smjese izuzet EF-Tu i dodana je RNaza A. Koli¢ina
preostale nerazgradene tRNA iznosila je oko 4-5 %, i nije se mijenjala kroz vrijeme te je
oduzeta je od svake vremenske tocke. Dodatne kontrole napravljene su i s neaktiviranim
kompleksom EF-Tu:GDP. Takve reakcijske smjese odgovarale su TLC-kromatogramom
negativnoj kontroli napravljenoj u odsustvu EF-Tu.

3.2.5.13 Odredivanje konstante disocijacije ternarnog kompleksa EF-Tu:GTP:aa-tRNA pri 4

°C metodom zastite aa-tRNA od djelovanja ribonukleaze

Stvaranje ternarnog kompleksa EF-Tu:GTP:aa-tRNA pra¢eno je pomocu metode zastite
vezane aa-tRNA od djelovanja RNaze A (opisano u poglavlju 3.2.5.12). Niske koncentracije
aa-tRNA (c = 1-5 nmol dm™) pomijesane su s aktiviranim EF-Tu:GTP u aktivacijskom puferu
1 predinkubirane oko 20 min pri 4 °C prije dodatka RNaze A kako bi se omogucilo stvaranje
ternarnog kompleksa. Mnozinske koncentracije EF-Tu:GTP varirane su u rasponu od 5-1400
nmol dm® kako bi se §to to¢nije odredio Kp. MnoZinski udio zastiéene aa-[**P]-tRNA
prikazan je u ovisnosti o koncentraciji EF-Tu:GTP. Nelinearnom regresijom odreden je K, za
aa-tRNA (Jednadzba 3.12).
Yy X [EF-Tu:GTP]
Y =K, + [EF-Tu: GTP])

Jednadzba 3.12 Hiperbolna ovisnost udjela zasti¢ene aa-tRNA o koncentraciji EF-Tu:GTP. y je udio
aa-[*’P]-tRNA zasti¢en od razgradnje RNazom A, Y, je maksimalni udio zastiéene tRNA, a Kp je
konstanta disocijacije.

3.2.5.14 Odredivanje koeficijenta brzine disocijacije aa-tRNA iz ternarnog kompleksa EF-
Tu:GTP:aa-tRNA pri 4°C

Ternarni EF-Tu:GTP:aa-tRNA kompleks napravljen je mijesanjem aa-[**P]-tRNA (c = 600
nmol dm?®) i aktivnog EF-Tu:GTP mnoZinske koncentracije oko 1,5 pmol dm™ u
aktivacijskom puferu (sastav je prikazan u potpoglavlju 3.2.5.11). Stabilnost kompleksa
pracena je na temelju zaStite vezane aa-tRNA od razgradnje ribonukleazom A (opisano u
poglavlju 3.2.5.12). RNaza A dodana je nakon 20 minuta uravnoteZivanja ternarnog
kompleksa pri 4 °C, i uzimane su vremenske tocke u rasponu od 0,15-15 min, a reakcija

razgradnje RNazom A zaustavljana je mijeSanjem 2 pL alikvota reakcijske smjese s 4 pL
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mravlje kiseline (c = 1,5 mol dm™). Udio zastiéene/nerazgradene aa-[*P]-tRNA u ovisnosti o

vremenu uto¢njen je na monoeksponencijalnu jednadzbu (Jednadzba 3.13).

y =Yy + A x e forrxt

JednadZba 3.13 Monoeksponencijalna jednadZba koja opisuje ovisnost udjela aa-tRNA zasti¢ene od
RNaze o vremenu. y je udio zasti¢ene aa-tRNA, Y je odsjecak na y-osi, A predstavlja amplitudu, ke je
opazeni koeficijent brzine disocijacije, a t je vrijeme.

3.2.5.15 Odredivanje konstante disocijacije ternarnog kompleksa EF-Tu:GTP:aa-tRNA pri
37 °C metodom zastite aa-tRNA od neenzimske hidrolize

Metoda odredivanja konstante disocijacije ternarnog kompleksa EF-Tu:GTP:aa-tRNA pri 37
°C temelji se na mjerenju zastitnog ucinka EF-Tu:GTP na neenzimsku hidrolizu aa-tRNA%
13! Reakcije zastite napravljene su inkubacijom EF-Tu:GTP s aa-[*2P]-tRNA" pri 37 °C u
puferu za aktivaciju EF-Tu (sastav je prikazan u potpoglavlju 3.2.5.11). Mnozinska
koncentracija aa-[*°P]-tRNA" u reakcijskoj smijesi iznosila je 5-10 nmol dm™, a mnoZinska
koncentracija aktivnog EF-Tu:GTP u reakcijskoj smjesi koriStena je u rasponu od 30-1700
nmol dm™ (odredivanje udjela aktivnog EF-Tu opisano je u potpoglavlju 3.2.5.12). Reakcije
su zaustavljane u odredenim vremenskim intervalima mijeSanjem 2 L reakcijske smjese s 4
UL otopine za zaustavljanje reakcije sastavljene od natrijevog acetata (c = 0,75 mol dm™, pH
= 45), i 0,15 % (w/v) SDS. Udio aa-[**P]-tRNA u svakoj vremenskoj tocki utvrden je
razgradnjom s nukleazom Pl te analizom razgradenih produkata tankoslojnom
kromatografijom kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.5.2.2. Podaci su utoCnjeni na

monoeksponencijalnu krivulju (Jednadzba 3.14).

y = A X e Kobs*t

JednadZba 3.14 Monoeksponencijalna jednadZba koja opisuje ovisnost udjela aminoacilirane tRNA
(y) o vremenu (t). A je amplituda neenzimske deacilacije, a kos je opaZeni koeficijent brzine
neenzimske deacilacije.

Iz ovisnosti opazenog koeficijenta brzine neenzimske deacilacije o koncentraciji aktivnog EF-
Tu:GTP u reakcijskoj smjesi, dobiva se konstanta disocijacije aa-tRNA iz ternarnog
kompleksa EF-Tu:GTP:aa-tRNA (Jednadzba 3.15).
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k _ kunprotected
obs — [EF-Tu: GTP]
1+ K—
D

JednadZba 3.15 Hiperbolna ovisnost opazenog koeficijenta brzine neenzimske deacilacije (Kops) O
koncentraciji aktivnog EF-TU:GTP. Kynprotected J€ Maksimalni koeficijent brzine neenzimske deacilacije
aa-tRNA i odgovara deacilaciji u odsustvu EF-Tu:GTP. [EF-Tu:GTP] je koncentracija aktivnog EF-
Tu:GTP u reakcijskoj smjesi, a Kp je konstanta disocijacije aa-tRNA iz ternarnog kompleksa EF-
Tu:GTP:aa-tRNA.

Specificnost interakcije EF-Tu:GTP i aa-tRNA potvrdena je kroz kontrolne reakcije
napravljene s EF-Tu:GDP. Bez obzira na koriStenu kona¢nu koncentraciju, EF-Tu:GDP nije

pokazivao ucinak zastite aa-tRNA od neenzimske hidrolize.

3.2.6 Prociscavanje izoleucina od tragova leucina

ProcCis¢avanje izoleucina od tragova leucina napravljeno je prema modificiranom patentu
Bertholet i Hirsbrunner'2. Osnova postupka razdvajanja je pretvaranje aminokiselina u
seskvisulfata u otopini sumporne kiseline i otapala niske polarnosti poput etil-metil-ketona
(EMK). Seskvisulfat sadrZi tri izoleucinska kationa po jednom sulfatnom i hidrogensulfatnom
anionu - (HIle)3(SO4)(HSO,), pri ¢emu Hlle predstavlja protonirani lle. Komercijalni
izoleucin je procis¢en u nekoliko koraka, a Cista aminokiselina izdvojena je iz seksvisulfata
pretalozivanjem sulfathog aniona s vodenom otopinom barijevog hidroksida. Broj
ponovljenih koraka procis¢avanja ovisio je o Cisto¢i poCetnog materijala. ProciS¢avanje je
napravljeno u suradnji s dr. sc. Ivanom Halaszom (Institut Ruder Boskovic).

Korak 1: 3,957 g izoleucina (Sigma, Sarza Il) otopljeno je u 80 mL etil-metil-ketona. 2,4
mL koncentrirane sumporne kiseline dodavano je kap po kap tijekom 10 min i mijeSano na
magnetskoj mijeSalici. Stvaranje izoleucinskog seskvisulfata vidljivo je kao stvaranje taloga.
Suspenzija je sonicirana 30 minuta kako bi se omogucila $to ve¢a dodirna povrsina taloga s
otopinom i time pospjeSilo uklanjanje leucinskog seskvisulfata. MijeSanje suspenzije
nastavljeno je tijekom no¢i. Idu¢i dan je smjesa ponovno sonicirana 1 h, Sto je uzrokovalo
potpuno otapanje taloga. Talog seskvisulfata, koji se ponovno pojavio nakon dodatnog
mijeSanja otopine, izdvojen je filtracijom, a dobiveno je 1,8 g.

Korak 2: U idu¢em koraku, 1,711 g seskvisulfata otopljeno je u 25 mL etil-metil-ketona, i
0,21 mL koncentrirane sumporne kiseline dodano je kap po kap. Nastala suspenzija mijeSana
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je jedan sat, zatim sonicirana 1 sat, i ponovno mijesana tijekom no¢i. Idu¢i dan, suspenzija je
ponovno sonicirana 1 sat, mijeSana 2 sata i filtrirana za izdvajanje seksvisulfata.

Korak 3: 1,157 g seskvisulfata dobivenog iz prethodnog koraka, otopljeno je u 20 mL etil-
metil-ketona, i 0,1 mL koncentrirane sumporne kiseline dodano je kap po kap. Stvorena
suspenzija tretirana je kao $to je ve¢ opisano.

Korak 4: U idu¢em koraku, 0,630 g dobivenog seskvisulfata, resuspendirano je u 12 mL
etil-metil-ketona, a 0,14 mL koncentrirane sumporne kiseline dodano je kap po kap. Stvorena
suspenzija tretirana je kao $to je opisano.

Korak 5: Konac¢no je dobiveno 244 mg seskvisulfata, iz kojeg je izoleucin izdvojen nakon
talozenja sulfatnih aniona pomocu barijevog hidroksida. Vodena otopina Ba(OH), dodavana
je kap po kap, a nastali precipitat BaSO,4 uklonjen je centrifugiranjem pri 5000 g, u trajanju od
5 minuta. Ba(OH), dodavan je, uz periodi¢no uklanjanje BaSO, sve dok postizanja pH
otopine oko 6, i dok nije bilo vidljivo daljnje stvaranje BaSO,4. Volumen vodene otopine
izoleucina, smanjen je na % pocetnog volumena uparavanjem u peci pri 80 °C. Izoleucin je
zatim istaloZen iz vodene otopine dodatkom 100 mL acetona u malim obrocima uz mijeSanje
na magnetskoj mijeSalici. Talog je filtriran kroz Buchnerov lijevak (poroznost razine B3),
ispran acetonom, posusen vakumom i odvagan u sterilne mikroepruvete. Ukupno je dobiveno
122 mg procis¢enog izoleucina.

Cistoéa podetnog komercijalnog izoleucina (Sigma, $arza II), i konagnog proéiéenog
izoleucina nije se mogla odrediti nuklearnom magnetskom rezonancijom, budu¢i da je nivo
kontaminacije leucinom bio ispod razine detekcije metode. Medutim, kinetickim testom
analize Cisto¢e pokazano je da je faktor razine smanjenja prisustva leucina u izoleucinu 5,4
puta - pocetni komercijalni izoleucin (Sigma, Sarza 1) sadrzavao je 0,0019 % leucina, dok je

procisceni izoleucin sadrzavao 0,00035 % leucina.

3.2.7 Kvantitativna spektrometrija masa
3.2.7.1 Uzgoj E. coli i obiljezavanje proteoma metodom SILAC

Za obiljezavanje proteoma metodom SILAC (engl. Stabile Isotope Labelling with Amino
acids in Cell culture) koristene su teSke varijante aminokiselina lizin (Lys4) ili leucina
(LeuD3). Koristene su varijante soja MG1655 ili JW5807-2 (auksotrof za leucin, inaktiviran
gen leuB, opisan u potpoglavlju 3.1.8.1) pripremljene u sklopu ove doktorske disertacije

(poglavlje 3.2.1.3). U analizi proteoma kojoj je cilj bio odrediti stupanj zamjene leucina
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norvalinom na razini proteoma, koriStene su varijante prototrofnog MG1655 soja — i to WT
LeuRS- i D345A MG1655 sojevi. U analizi proteoma za provjeru ugradnje izoleucina
umjesto leucina koriStene su varijante soja koji je auksotrof u biosintezi leucina. Koristenjem
auksotrofnog soja osigurava se potpuno obiljezavanje proteoma teSkim leucinom (LeuD3)
kojeg se dodaje u medij, i onemoguéava se ugradnja norvalina, buduéi da soj s inaktiviranim
genom leuB ne moze sintetizirati norvalin. Prednost koriStenja soja koji je auksotrof u
biosintezi leucina je i moguénost regulacije omjera egzogeno dodanog izoleucina i leucina u
medij, te time poticanje ugradnje izoleucina. Svi sojevi uzgajani su u minimalnom mediju M9

(sastav je naveden u poglavlju 3.1.7.2).

3.2.1.2 Ekstrakcija proteoma iz E. coli u denaturirajuéim uvjetima

Prilikom ekstrakcije proteoma E. coli iz smrznutih stani¢nih taloga, za koli¢inu taloga iz
otprilike 10 mL bakterijske kulture u stacionarnoj fazi, koriSteno je oko 2 mL komercijalnog
ekstrakcijskog pufera na bazi detergenta naziva YPER (engl. Yeast Protein Extraction
Reagent, Pierce). Za razaranje bakterijske stani¢ne stijenke, u ekstrakcijski pufer je dodan
lizozim do konacne masene koncentracije 50 pug mL™' i suspenzija bakterijskih stanica
inkubirana je 20 min pri 37 °C. Dodatno razaranje stanica i fragmentacija DNA provedena je
sonikacijom u trajanju od 30 sekundi (40 % amplituda, Branson Sonyfier 250; Microtip 5).
Topivi proteini izdvojeni su od ostataka razbijenih stanica centrifugiranjem pri 11,500 g u
trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi. 1z izdvojenog supernatanta, volumena oko 500

uL, proteini su pretaloZeni standardnim postupkom (opisano u sljede¢em poglavlju).

3.2.7.3 Precipitacija proteina

Proteini su pretaloZeni standardnim postupkom ekstrakcije metanolom i kloroformom.
Otopini proteina volumena oko 500 puL dodano je Cetiri volumena (2 mL) metanola. Smjesa je
promijeSana vorteksiranjem, zatim je dodan jednak volumen kloroforma (0,5 mL) i ponovno
je smjesa vorteksirana. Dodano je i tri volumena redestilirane vode (1,5 mL), smjesa je
vorteksirana, a organska i vodena faza izdvojene su centrifugiranjem pri 5000 g u trajanju od
10 minuta. Vodena faza je oprezno uklonjena da se ne uznemiri medusloj proteina, i dodano
je 4 volumena metanola (2 mL) te je Citava smjesa vorteksirana, a zatim i centrifugirana pri
5000 g u trajanju od 10 minuta. Metanol je uklonjen, a precipitat proteina posusen na zraku.

Precipitirani proteini otopljeni su u minimalnoj koli¢ini denaturacijskog puferu sastava c
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(ureja) = 6 mol dm™, ¢ (tioureja) = 2 mol dm™ i ¢ (Tris) = 10 mmol dm?, pH = 8,0.
Koncentracija proteina odredena je po Bradfordu (opisano u poglavlju 3.2.4.7.1), a kona¢na

masena koncentracija proteina iznosila je oko 1-2 pug uL™.

3.2.7.4 Provjera razine ugradnje ,,teskih* aminokiselina (SILAC)

U proteomima bakterija izoliranih iz taloga stanica pripremljenih uzgajanjem u prisustvu
teSke aminokiseline (LeuD3 ili Lys4) provjeren je stupanj ugradnje teSke aminokiseline. Za
SILAC ili SuperSILAC eksperimente nuzno je gotovo potpuno obiljeZzavanje proteoma,
odnosno ugradnja teSke aminokiseline > 95 %. Standardno je 25 pg proteina razrijedeno u
denaturacijskom puferu do ukupnog volumena 100 pL. Razgradnja proteina na peptide
napravljena je kao $to je opisano u idu¢em poglavlju (3.2.7.5). Smjesa peptida zakiseljena je
dodatkom 10 pL CF3COOH (¢ = 10 %) do konac¢nog pH = 2,5 i peptidi su proc¢iséeni na Cig
kromatografskom materijalu, kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.7.7. Peptidi su do koriStenja
Guvani vezani na Cig kromatografskom materijalu na tzv StageTip-u ** pri 4 °C, a eluirani su
neposredno prije snimanja. Oko 10 % uzorka injektirano je u nano-HPLC-MS/MS na LTQ-
Orbitrap ELITE spektrometar mase s gradijentom razdvajanja u trajanju od 60 min (opisano u
poglavlju 3.2.7.8). Dobiveni spektri su analizirani koriste¢i program MaxQuant (verzija
1.2.2.9). Postavke u programu su bile multiplicity je jednak 2, i izabrane su odgovarajuce
oznake kao Lys4 ili LeuD3, a opcije Re-quantify i second peptide su bile iskljucene. Daljnja
analiza napravljena je pomocu statistickog paketa R i skripte napravljene u laboratoriju dr. sc.
Borisa Maceka. Omjer detektiranih biljega/teskih aminokiselina (Lys4 ili LeuD3) u odnosu na
odgovarajuce lake aminokiseline (LysO ili Leu0) izrazen je pomoc¢u formule medijana H/L
pojavnost peptida (engl. Evidences, H: heavy peptides — sadrze ,,teSku“ aminokiselinu, L:

light peptides — sadrze ,,laku* aminokiselinu).

3.2.7.5 Razgradnja proteina na peptide u otopini

Proteini za provjeru ugradnje teSkih aminokiselina, ili smjese proteina za eksperimente tipa
SILAC ili SuperSILAC razgradivani su na jednak nacin. Varijante eksperimenata SILAC ili
SuperSILAC obuhvacaju najprije mijeSanje proteoma izoliranog iz soja uzgojenog uz dodatak
teSke amnokiseline (standard, ,,teski“ proteom) i proteoma iz soja uzgojenog uz dodatak
»lake* varijante aminokiseline u omjeru 1:1. Zatim se pomijeSani uzorak razgraduje na

peptide i nadalje tretira jednako kao i ostali uzorci. Proteini za razgradnju razrijedeni su na
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masenu koncentraciju 0,25 mg mL™ i razgradivani na peptide endoproteazom LysC, ¢ime su
dobiveni peptidi s lizinom na C-kraju. Tijekom tretmana, uzorci su inkubirani pri 25 °C i
izbjegavano je zagrijavanje uzoraka zbog mogucée karbamilacije slobodnih amino skupina
(Lys ili Arg) u prisustvu ureje. Navedena modifikacija mogla bi ometati razgradnju
endoproteazama, buduc¢i da obuhvaca mjesta hidroliticke razgradnje. Disulfidne veze
reducirane su dodatkom redukcijskog pufera (¢ (DTT) = 1 mol dm™, pripremljen u otopini
amonijevog bikarbonata (c = 50 mmol dm™)) do kona¢ne mnoZinske koncentracije DTT-a 1
mmol dm™. Uzorci su inkubirani 1 h pri 25 °C, uz potresanje pri 750 rpm. U sljede¢em
koraku, reducirani cisteini su prevedeni u karbamidometilirani oblik, kako bi se sprijecilo
ponovno stvaranje disulfidnih veza. Dodan je alkilacijski pufer (c (jodacetamid) = 550 mmol

dm™, pripremljen u otopini amonijevog bikarbonata (¢ = 50 mmol dm?®)) do konacne
mnoZinske koncentracije jodacetamida 5,5 mmol dm™. Uzorci su zbog fotosenzitivnosti
jodacetamida prekriveni aluminijskom folijom, inkubirani pri 25 °C, i potresani 1 h u mraku.
Prije dodataka endoproteinaze LysC, provjeren je pH smjese i po potrebi prilagoden na pH =
8,0 dodatkom ¢ (Tris) = 100 mmol dm™, pH = 8,0 (optimalan pH za rad endoproteaze LysC).
Uzorak je zatim razrijeden s 4 volumena amonijevog bikarbonata (c = 20 mol dm™). pH je po
potrebi prilagoden na 8,0 i dodan je LysC (1 pug LysC na 100 pg proteina). Smjesa je uz

potreskivanje pri 25 °C inkubirana preko no¢i.

3.2.7.6 Frakcioniranje proteoma izoelektricnim fokusiranjem u otopini (OffGel)

Za potrebe frakcioniranja proteoma, prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.7.5, 100 pg
proteina razgradeno je na peptide. U OffGel frakcioniranju, razgradeni peptidi razdvajaju se
izoelektricnim fokusiranjem prema vrijednostima izoelektricne tocke (pI) na linearnom
gradijentu pH u podruc¢ju 3-10, koriste¢i komercijalni nosa¢ za uzorke i amfolite dugacak 13
cm (DryStrip, GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Nakon izoelektri¢nog fokusiranja, dvanaest
frakcija je zasebno analizirano spektrometrijom masa. U prvom koraku, Drystrip-ovi su
rehidrirani inkubacijom u 280 pL 6 % (v/v) glicerol, 7 pL amfolita (pH = 3-10), i 63 pL
MiliQ vode u trajanju od 15 minuta pri sobnoj temperaturi. Aparatura je sloZzena prema
uputama proizvodaca (Agilent). Peptidi su nakon razgradnje nadopunjeni na ukupni volumen
od 324 pL s MiliQ vodom, i dodano je 1,44 mL 6 % (v/v) glicerola i 36 uL amfolita (pH = 3-
10). Uzorak je jednoliko raspodijeljen u dvanaest komora na koje je Drystrip pregraden

plasti¢nim nosac¢em. Za fokusiranje je koristena standardna metoda s tvornickim postavkama,
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oznake OG12PEOQ1. Jakost struje je ograni¢ena na 50 PA, a frakcioniranje je zavrseno kada je
postignuto 20 kVh. Svaka od dvanaest frakcija zasebno je prebacena u mikroepruvetu i
zakiseljena dodatkom 10 pL otopine koja sadrzi 30 % (v/v) acetonitril, 5 % (v/v) octenu
kiselinu 1 10 % (v/v) trifluoroctenu kiselinu. Peptidi su prociS€eni iz smjesa na
kromatografskom materijalu Cig prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.7.7. Nakon
elucije, po 2 pL od 20 pL uzorka injektirano je na nano-HPLC-MS/MS spektrometar mase
LTQ-Orbitrap ELITE s gradijentom razdvajanja u trajanju od 90 min.

3.2.7.7 Procis¢avanje razgradenih peptida na kromatografskom materijalu Cig

Sve smjese peptida su prije nanosenja na nano-HPLC-MS/MS prociséene/odsoljene na
kromatografskom materijalu C;g pomocu, tzv. StageTip-ova prema protokolu kojeg su razvili
Rappsilber i suradnici 2007. godine'®. StageTip se napravi tako da se po dva diskica
Empore™ Ci5 materijala stavi u nastavak za automatske mikropipete volumena 200 pL.
Prethodno stavljanju uzorka, StageTip je aktiviran i uravnotezen. Za aktivaciju je dodano 200
ML metanola, a otopina je propusStena kroz StageTip centrifugiranjem u modificiranoj
centrifugi za obaranje uzoraka (TOMY), sve dok metanol nije proSao. Zatim je StageTip
uravnotezen otopinom A* sastava 2 % (v/v) acetonitril i 1 % (v/v) trifluoroctena kiselina s
oprezom da se ,,StageTip*“ ne posusi prije stavljanja uzorka. Nakon nanoSenja peptida,
StageTip je ispran s 200 pL otopine A sastava 0,5 % (v/v) octena kiselina i spremljen do
koriStenja na 4 °C. Neposredno prije analize spektrometrijom masa, peptidi su eluirani sa
StageTip-a pomocu 50 uL otapala B sastava 80 % (v/v) acetontril i 0,5 % (v/v) octena
kiselina. Volumen eluata smanjen je upravanjem pod snizenim tlakom (tzv. speedvac uredaj)
do volumena oko 10 pL. Zatim je volumen dopunjen do 18 pL otapalom A, i zakiseljen s 2

pL otapala A*. Uzorci su naneseni u mikrotitarsku plo¢icu nano-HPLC-a.

3.2.7.8 Nano-HPLC-ESI MS/MS analiza proteoma

Analiza proteoma radena je na nano-HPLC MS/MS sustavu. Koristen je EASY-nLC Il sustav
(Proxeon Biosystems),spojen na LTQ Orbitrap ELITE spektrometar mase (Thermo Scientific).
Kao mobilne faze, koriStena su otapala A (0,5 % (v/v) octena kiselina) i B (80 % (v/v)
acetonitril i 0,5 % (v/v) octena kiselina) Za razdvajanje peptida, po 2 pL uzorka naneseno je
automatski na nano-HPLC kolonu duljine 15 cm, s promjerom C,g sfera od 3 um, pri toku od

500 nL min™ u HPLC otapalu A. U metodi je eluiranje trajalo 90 minuta pri emu je koristen
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gradijent 5-44 % otapala B u otapalu A , u trajanju od 76 minuta pri konstantnom protoku 200
nL/min. Nakon gradijenta i elucije, kolona je isprana mobilnom fazom sastava 90 % otapala B
u otapalu A i ponovno uravnoteZzena otapalom A. Nakon svake tri kromatografije, napravljen
je dodatni korak pranja kolone u trajanju od 30 minuta s gradijentom 5-90 % otapala B u
otapalu A i trajanju od 15 minuta. Razdvojeni peptidi ionizirani su metodom elektrorasprsenja
(ESI, engl. electrospray ion source, Proxeon Biosystems) s primijenjenom voltazom 2,3 kV.
Nacin rada spektrometra mase bio je namjeSten za pozitivne ione. Detekcija je obuhvacala
jedno pocetno sveobuhvatno skeniranje u analizatoru Orbitrap (MS) nakon cega je slijedila
fragmentacija 15 najintenzivnijih visestruko nabijenih prekursor iona kroz ¢eliju za sudarom
potpomognutu disocijaciju (engl. collision induced dissociation, CID). Koristen je helij kao
plin za fragmentaciju sudarima (engl. collision gas), a normalizirana energija sudara je
iznosila 35 %. Fragmentni ioni su analizirani (MS/MS) u linearnoj ionskoj stupici (LTQ).

Sveobuhvatno skeniranje je imalo raspon m/z 300-2000.

3.2.7.9 Procesiranje podataka i analiza

Svi sirovi podatci/spektri procesirani su pomoc¢u programa otvorenog izvora (engl. open
source) MaxQuant (verzija 1.2.2.9.). Za identifikaciju peptida koristena je Andromeda ta