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Bakterija Helicobacter pylori za sintezu purina Koristi reciklirajuci put, a klju¢ni enzim u tom
putu jest adenilosukcinat-sintetaza (AdSS). Histidinski afinitetni privjesak omogucuje
jednostavnije prociS¢avanje proteina uz veéi prinos, NO istovremeno moZe utjecati na
prvobitnu funkciju enzima. Stoga je provedena usporedba nativnog AdSS-a i AdSS-a
obiljezenog histidinskim privjeskom, kao cilj ovog diplomskog rada. Obiljezeni AdSS je
procis¢en u dva koraka, afinitetnom kromatografijom i gel filtracijom. Izmjerena mu je
specifi¢na enzimska aktivnost, te su odredeni kineticki parametri za sva tri supstrata reakcije.
Provedena je inhibicija AdSS-a jednim od produkata reakcije — GDP-om. Odredeno je
temperaturno i pH podrucje stabilnosti ovog enzima. Udio elemenata sekundarne strukture u
AdSS-u odreden je metodom cirkularnog dikroizma. Enzim je kristaliziran tehnikom difuzije
para iz visece kapi, pri razli¢itim koncentracijama proteina. Dobiveni rezultati pokazuju kako
histidinski privjesak ne utje¢e znatno na funkciju AdSS, te se tako obiljeZzeni enzim moze
pouzdano koristiti u budu¢im istraZivanjima.
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The bacterium Helicobacter pylori utilises the recycling pathway for purine synthesis, and the
key enzyme of this pathway is adenylosuccinate synthetase (AdSS). The histidine affinity tag
makes protein purification easier and protein yield higher but simultaneously it can affect the
original function of the enzyme. Therefore, a comparison of native and histidine tagged AdSS
was conducted as the aim of this thesis. The tagged AdSS was purified in two steps, by
affinity chromatography and gel filtration. Its specific enzyme activity was measured and the
kinetic parameters for all three reaction substrates were determined. Inhibition of AdSS was
performed by one of the reaction products — GDP. The temperature and pH range of stability
of this enzyme was determined. The content of the secondary structure elements in AdSS was
determined by the circular dichroism method. The enzyme was crystallized by hanging drop
vapor diffusion technique at different protein concentrations. Obtained results showed that
histidine tag does not affect function of AdSS significantly so tagged enzyme can be used
reliably in the future research.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Inhibicija enzima vazna je kod same regulacije aktivnosti enzima, a veliku primjenu pronalazi
i kod razvijanja novih lijekova protiv ciljnih enzima.! Inhibicija enzima adenilosukcinat-
sintetaze (AdSS) mogla bi omoguciti razvijanje potencijalnih lijekova protiv Zelucanog

patogena, bakterije Helicobacter pylori.

Problem infekcije bakterijom H. pylori poznat je diljem svijeta $to nije ni cudno posto
priblizno 50% svijetske populacije pati od zaraze s H. pylori.? Radi se o gram-negativnom,
mikroaerofilnom patogenu koji se prilagodio Zivotu u Zelucu ¢ovjeka. Bakterija prvenstveno
uzrokuje infekciju zelucane sluznice, a time i povecava rizik od razvitka ozbiljnih bolesti kao
$to su kroniéni gastritis, ¢ir na zelucu i dvanaesniku, karcinom Zeluca te MALT limfom.®
1994. godine Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) je klasificirala bakteriju H.
pylori kao karcinogen skupine 1.* Da bi bakterija mogla Zivjeti i replicirati se, kao i sva ostala
Ziva bi¢a, nuzno je da sintetizira purine i pirimidine, gradivne elemente nukleinskih kiselina.
Kod vecine ostalih organizama postoje dva nacina sinteze purina, de novo i recikliraju¢im
putem (engl. salvage pathway), ali H. pylori posjeduje gene samo za enzime reciklirajuéeg

puta.®

Jedan od klju¢nih enzima koji sudjeluje i u putu de novo i u recikliraju¢em putu
biosinteze purina je AdSS. AdSS katalizira prvi korak biosinteze AMP-a iz IMP-a pri ¢emu
nastaje adenilosukcinat, prekursor AMP-a. Pokazano je da je enzim prisutan u svim zivim
stanicama osim u eritrocitima. Kod sisavaca postoji u dvije izoforme, bazi¢noj (pI~9) i kiseloj
(pI~6) pri ¢emu je kiseli izoenzim povezan sa de novo sintezom purina, a bazi¢ni sudjeluje u
nukleotidnom (reciklirajuéem) ciklusu purina.® U svrhu prou¢avanja inhibicije AdSS-a nuzna
je ekspresija 1 procCiS¢avanje enzima. Dobivanje vece koli¢ine enzima i brzi nalin

procis¢avanja moguce je dodavanjem afinitetnog privjeska na protein.

Histidinski afinitetni privjesak obicno se sastoji od Sest histidina ugradenih na N- ili
C- kraj proteina. Za procis¢avanje proteina s histidinskim privjeskom koristi se afinitetna
kromatografija s imobiliziranim ionima (engl. immobilized metal affinity chromatography,
IMAC) koja se temelji na interakciji histidina s ionima prijelaznih metala kao $to je Ni?".

Zbog svoje relativno male veli¢ine koja iznosi oko 2,5 kDa vjeruje se da histidinski privjesak

Ana Petek Diplomski rad



§ 1. Uvod 2

minimalno utje¢e na strukturu i funkcionalnost enzima. Stovie, u nekim slu¢ajevima
poboljsava ekspresiju proteina i poveéava njegovu topljivost.”® S druge strane, dostupna
literatura upozorava na moguce lose efekte histidinskog privjeska na pojedine enzime. (His)s
se moze se vezati na aktivno mjesto i smanjiti afinitet enzima prema supstratu te takoder moze

utjecati na smanjenu toplinsku stabilnost enzima.’*®

1.1. Cilj rada

Karakterizacija 1 proucavanje strukture adenilosukcinat-sintetaze i1 njenih interakcija s
potencijalnim inhibitorima zahtijeva ekspresiju i procis¢avanje vecih koli¢ina enzima. Cilj
ovog istrazivanja je prouciti da li postoji utjecaj histidinskog privjeska na funkcionalnost
enzima, usporedbom kinetickih svojstava s nativnim AdSS-om koji ne nosi privjesak.
Izostanak negativnog utjecaja histidinskog privjeska na svojstva AdSS pokazao bi da je

moguce s pouzdanjem nastaviti istrazivanja s obiljezenim enzimom.

Ana Petek Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 3

§2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Helicobacter pylori

Krajem 19. i po¢etkom 20. stolje¢a pronadeni su do tada nepoznati spiralni mikroorganizmi u
zelucu zivotinja. Ista bakterija nadena je i kod ljudi koji su patili od ¢ira na Zelucu ili raka
zeluca. Sve do ranih 1980.-tih smatralo se kako su te bakterije posljedica kontaminacije s
hranom.!® Nesto kasnije, 1983. australski znanstvenici Robin Warren i Barry J. Marshall
identificirali su bakteriju kod 58 od 100 pacijenta.!* Organizam je na pocetku bio nazvan
Campylobacter pylori, ali je kasnije preimenovan u Helicobacter pylori zbog ¢injenice da se
ipak razlikuje od ¢lanova roda Campylobacter .*°

Helicobacter pylori je bakterija koja uzrokuje infekciju zelucane sluznice ¢ovjeka i
povecava rizik od razvitka ozbiljnih bolesti, posebice kroni¢nog gastritisa, ¢ira na Zelucu, ¢ira
na dvanaesniku i karcinoma Zeluca. Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) je
1994. godine klasificirala bakteriju H. pylori kao karcinogen skupine I.# Prevalencija zaraze
uvelike varira izmedu razli¢itih geografskih podrucja i etnickih skupina no smatra se da je H.
pylori prisutna kod priblizno 50% svjetske populacije.?? Infekcija bakterijom javlja se kao
posljedica izravnog prijenosa s ¢ovjeka na ¢ovjeka, bilo oralnim, fekalno-oralnim putem ili

oboje.r®
2.1.1. Rod i vrste Helicobacter

Poznato je i identificirano najmanje 24 vrste u rodu Helicobacter, a mnoge vrste jo§ ¢ekaju
formalno priznanje.'® Svi pripadnici roda Helicobacter su mikroaerofilni organizmi i ve¢ina
ih posjeduje enzime katalazu i oksidazu, a neke vrste i ureazu. Vrste roda Helicobacter mogu
se podijeliti u dvije skupine, gastricke (Zeluane) i negastricke (crijevno-jetrene). Obje
skupine pokazuju visoku specificnost prema organima, tako da gastricke vrste nisu u
moguénosti kolonizirati probavni trakt i obrnuto. Neke od vrsta Helicobacter prikazane su u

tablici 2.1.10

Ana Petek Diplomski rad



8 2. Literaturni pregled 4

Tablica 2.1. Vrste Helicobacter. Tablica preuzeta i prilagodena iz literaturnog izvora °.

Vrste Primarni domacin Patogeneza

Gastric¢ke Helicobacter

Gastritis, pepticki ulkus,
) . zelu€ani adenokarcinom,
H. pylori Covjek limfom Zeluca

Gastritis koji se moze razviti
. 5 » u pepticki ulkus i zeluCani
H. felis Macka, pas, mi$ adenokarcinom kod misa

Gastritis, pepticki ulkus,

zelucani adenokarcinom,
H. mustelae Feretka limfom Zeluca

Gepard, tigar i druge velike

H. acinonychis macke Gastritis, pepticki ulkus
. . Covijek, pas, macka, majmun, Gastritis, simptomi
H. heilmannii » . N .
gepard, Stakor dispepsije, limfom zeluca

Negastri¢ke Helicobacter

Proliferativni tiflokolitis,

H. hepaticus Mis 1 ostali glodavci hepatitis, hepatom

2.1.2. Glavna obiljezja H. pylori

H. pylori je gram-negativna bakterija duljine od 2 do 4 um te Sirine od 1 um. Opcenito je
spiralnog oblika no u rijetkim slu¢ajevima moze se pojaviti i u obliku Stapi¢a. Kruzni oblici
bakterije javljaju se samo nakon tretiranja bakterije antibioticima. Organizam ima od 2 do 6
oblozenih biceva duljine oko 3 pum. Bicevi osiguravaju pokretljivost te omogucuju brzo
gibanje bakterije u viskoznim otopinama poput sloja sluzi koji prekriva stanice epitela
zeluca.l® Bakterija je vrlo dobro prilagodena Zivotu u jakim, kiselim uvjetima Zeluca.
Sposobna je promijeniti uvjete okruZzenja 1 reducirati kiselost $to joj omogucava
prezivljavanje.*? Istrazivanja su pokazala da H. pylori ima nekoliko mehanizama pomoéu

kojih se prilagodava kiselom pH u Zelucu. Jedan od nacina je proizvodnja velike koli¢ine

Ana Petek Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 5

enzima ureaze koji ¢ini ukupno 10% od svih bakterijskih enzima. Amonijak koji nastaje
enzimskom razgradnjom uree pomocu ureaze olakSava prezivljavanje i rast u kiselim
uvjetima.*** H. pylori je mikroaerofilna bakterija koja ne podnosi visoke koli¢ine kisika, ali
joj je potrebno najmanje 2% O> za Zzivot. Bakterija se dijeli svaka 3 sata, a prestaje se

razmnozavati pri pH 3,5.%°

2.1.3. Epidemiologija i patogeneza

Prema provedenim istrazivanjima, 2015. godine je oko 6,6 milijardi ljudi bilo zaraZeno
bakterijom H. pylori. To ukupno ¢ini 60,3% svjetske populacije. Na prijelazu 21. stoljeca, u
razvijenim zemljama prevalencija se smanjila dok se naglo povec¢ala u zemljama u razvoju.
Novije istrazivanje pokazalo je manju prevalenciju infekcije. Sto se tie zemalja u razvoju
postotak zaraZenih iznosi oko 50,8, a u razvijenim zemljama oko 34,7%.21%17 Ovo izvjesce
sugerira da je infekcija bakterijom H. pylori u blagom padu, pogotovo u razvijenim zemljama.
Pokazano je da u europskim drzavama prevalencija infekcije varira od 20 do 40%, a na
podru¢ju SAD-a postotak zarazenih iznosi oko 25,4%. S druge strane, najveci broj zarazenih
javlja se u podru¢ju Istoénog Sredozemlja gdje prevalencija prelazi preko 80%.2
Socioekonomski status zajedno s razinom urbanizacije, higijenskim i sanitarnim uvjetima su
vjerojatno vazni faktori zbog kojih prevladavaju razlike prevalencije H. pylori u razli¢itim
zemljama.®

Tocan put prenoSenja ove bakterije nije u potpunosti razjaSnjen; medutim, dokazi
podupiru prijenos bakterije oralno-oralno ili fekalno-oralno.® Do infekcije bakterijom najéesée
dolazi u ranoj djecjoj dobi no simptomi se javljaju tek kasnije.!? Nakon $to bakterija ude u
zeludac domacina, odmah pomocu enzima ureaze neutralizira kiselo okruzenje u Zelucu.
Potom se gibanjem posredovanim flagelama, tj. biCevima pomakne prema epitelnim
stanicama Zeluca. Tu dolazi do specifi¢nih interakcija izmedu bakterijskih adhezina i
stani¢nih receptora domacina $to dovodi do uspjesne kolonizacije i infekcije. Kona¢no, H.
pylori oslobada nekoliko efektorskih proteina/toksina, ukljucuju¢i CagA (engl. cytotoxin-
associated gene A) i VacA (engl. vacuolating cytotoxin A) §to uzrokuje osteéenje tkiva.'®

Ana Petek Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 6

2.1.4. Klinicka obiljezja H. pylori

Kolonizacija H. pylori sama po sebi nije bolest, ve¢ stanje koje utjeCe na rizik razvoja
razli¢itih klini¢kih poremecaja gornjeg dijela gastrointestinalnog trakta. lako zaraza s H.
pylori inducira gastritis kod gotovo svih zarazenih pojedinaca, samo manjina razvije odcite

klini¢ke znakove zaraze.?

Gastritis se definira kao upala zelucane sluznice. Neposredno nakon infekcije,
bakterija ¢e prvo izazvati akutni gastritis pri ¢emu dolazi do smanjenog lucenja ZeluCane
kiseline, tj. stanja hipokloridije. Takvo stanje moze uzrokovati kroni¢ni gastritis koji moze
dovesti do atrofije zeluca ili potpunog nedostatka zelucane kiseline. Gastritis antruma Zeluca,
odnosno povrsinski gastritis javlja se kod 95% zarazenih i predstavlja visoki rizik od razvitka
¢ira na dvanaesniku. Kod manjeg broja oboljelih javlja se gastritis korpusa Zeluca, tzv.

dubinski gastritis koji predisponira nastajanju ¢ira na zelucu.?

Cir na Zelucu i dvanaesniku koji se obiéno nazivaju pepticki ulkusi definirani su kao
ostecenja sluznice gornjeg dijela probavnog trakta. OSteéenja promjera najmanje 0,5 cm
nazivaju se ulkusi, odnosno ¢ir ili vrijed. Posljedica su agresivnog djelovanja Zelucane
kiseline i pepsina.l®!® Cak 80% slu¢ajeva ¢ira na dvanaesniku i 50% slu¢ajeva ¢ira na Zelucu

povezano je s infekcijom H. pylori.t?

Kroni¢na upala uzrokovana bakterijom H. pylori moze dovesti do unistenja zelucanih
Zlijezda i crijevnog epitela $to dovodi do gubitka normalne strukture Zelu€ane sluznice. Time
dolazi do razvoja atrofi¢nog gastritisa i crijevne metaplazije u otprilike 50% ljudi zarazenih s
H. pylori. Cijeli niz dogadaja moze dovesti do razvitka raka Zeluca. Do sada su dvije vrste
raka povezane s infekcijom H. pylori, MALT limfom i adenokarcinom.? MALT limfom
definira se kao B stani¢ni limfom, a potjece od stanica marginalne zone sekundarnih folikula
koje nastaju kao posljedica infekcije.?* Smatra se da do razvitka malignih bolesti dolazi zbog
izlaganja oksidacijskom stresu koji nastaje kao posljedica imunosnog odgovora tijekom
gastritisa.?® Najvjerojatniji mehanizam uklju¢uje kontinuirano oslobadanje reaktivnih
kisikovih vrsta koje mogu dovesti do ote¢enja DNA i prouzroéiti visestruke mutacije.? lako
je infekcija s H. pylori povezana s karcinomom Zeluca, treba naglasiti da mnogi ljudi koji

razviju rak Zeluca nisu zarazeni. Prema tome, vazni su i drugi okolisni faktori i ¢imbenici.
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2.1.5. Dijagnoza i lijecenje

Postoje razliCiti testovi pomocu kojih se moze detektirati bakterija H. pylori, a dijele se na
invazivne i neinvazivne testove. Invazivni testovi se temelje na Zeluanim uzorcima za
histologiju, kulturu ili druge metode. Kod neinvazivnih testova uzimaju se uzorci Krvi, uzorci
daha, stolice, urina ili sline za otkrivanje antitijela. Medutim, metoda dijagnoze ovisi 0
prevalenciji infekcije H. pylori i ucestalosti karcinoma Zzeluca. Na primjer, neinvazivne
metode preferiraju se u podru¢jima gdje je ucestalost karcinoma zeluca mala, dok se
endoskopija preporucuje pacijentima koji imaju veliku vjerojatnost za razvoj karcinoma
zeluca, poput onih starijih od 60 godina.® Urejni izdisajni test je siguran, brz i precizan test za
detekciju H. pylori u Zelucu. Deset do dvadeset minuta nakon gutanja kapsule koja sadrzi
ozna¢enu ureu, uzima se uzorak daha koji se analizira. Test je pozitivan ako se u uzorku daha
nade oznacdeni ugljikov dioksid. Krvni testovi daju uvid u antitijela na H. pylori. Medutim,
antitijela mogu jo$ godinama ostati u krvi i nakon lijeenja i iskorjenjivanja bakterije. Krvni
testovi su korisni u dijagnosticiranju infekcije, ali nisu pozeljni kod provjere uspjesnosti
lije¢enja. U uzorku stolice takoder se traze antitijela na bakterije. Ukoliko su ona prisutna u
stolici znaci da je infekcija H. pylori aktivna. Test se moze koristiti za utvrdivanje uspjesnosti

iskorjenjivanja bakterije.?

H. pylori sposobna je razviti rezistenciju i iz toga razloga tesko ju je iskorijeniti iz
zeluca domacina. Danas se najc¢eSce kao pocetni tretman lijeCenja koristi trostruka terapija
koja se sastoji od primjene dva antibiotika, klaritromicina i amoksicilina, te dodatno tome,
inhibitora protonske crpke (engl. Proton Pump Inhibitors, PPI).}? Kako antibiotici ne djeluju
pri niskim pH vrijednostima kao $to je slucaj u zelucu, dodaju se PPI koji povecavaju pH 1
time omogudéavaju djelovanje antibiotika.’®> No ako je rezistencija na klaritromicin veéa od
15%, kao alternativni nacin lijeCenja primjenjuje se Cetverostruka terapija koja ukljucuje
bizmut, PPI, tetraciklin i metronidazol ili druga cetverostruka solucija, PPI, amoksicilin,
klaritromicin i metronidazol.® Zadnjih nekoliko godina u nekim zemljama postotak
rezistencije na klaritromicin se naglo povecao, npr. u Japanu postotak rezistencije na
Klaritromicin iznosi oko 30%, u Turskoj 40% i u Kini 50%.%? Razli¢iti nacini lijecenja, doze i
kombinacije lijekova su proucavani, ali nijedan nije dosegao razinu iskorjenjivanja bakterije
vecu 0d 90 do 95%. Razlog tome moze biti nedovoljno pridrzavanje terapije, razne nuspojave

i prisutnosti antimikrobne rezistencije.°
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2.1.6. Metabolizam nukleotida

Nukleotidi imaju vaznu ulogu u fiziologiji svakog organizma. Esencijalni su za sintezu
nukleozid-trifosfata, prekursora nukleinskih kiselina pa su iz tog razloga potrebni za
replikaciju i transkripciju genetske informacije. Nukleotidi omogucéavaju skladistenje
kemijske energije, strukturni su dijelovi koenzima i metabolickih regulatora. Proucavanje i
razumijevanje metabolizma nukleotida bakterije H. pylori vazno je u mikrobiologiji posto

omogucuje razvoj novih terapija u svrhu eradikacije bakterije.??

H. pylori je prva bakterija koja ima sekvencirane genome dva razli¢ita soja, §to je
omogucilo bioinformaticku analizu i usporedbu genoma bakterijskih vrsta. Rezultati takve
analize pokazali su relativno mali genom s brojnim izmjenama metabolickih putova u
usporedbi s onima drugih bakterijskih vrsta.> Mikroorganizmi koji se prilagodavaju novim
zivotnim sredinama ¢esto prolaze kroz promjenu genoma tijekom koje gube gene koji im vise
nisu potrebni, a stjecu nove gene, specifi¢ne za okolis. H. pylori je snazno prilagodena Zivotu
u sloju sluznice koja prekriva epitelne stanice zeluca. Nedostatak metabolickih puteva
sugerira gubitak gena koji viSe nisu potrebni za rast U relativno stabilnom okruZenju ljudskog
domacina kojem se bakterija prilagodila.>'° Bioinformati¢kom analizom je pokazano kako je
H. pylori prosla kroz genetsku promjenu pri ¢emu je izgubila gene za de novo sintezu purina,
a zadrzala gene za sintezu purina reciklirajuéim putem. Bakterija H. pylori posjeduje tri
enzima koji sudjeluju u recikliraju¢em putu, a s druge strane, posjeduje samo dva od ukupno

deset enzima koji su potrebni za de novo sintezu purina.®

2.2. Adenilosukcinat-sintetaza, AdSS

Adenilosukcinat-sintetaza Kkatalizira prvi korak de novo biosinteze AMP-a povezujuci
hidrolizu GTP-a sa sintezom adenilosukcinata iz L-aspartata. Jednako vaznu ulogu ima i u
organizmima koji se u potpunosti oslanjaju na reciklirajuci put biosinteze purina. Kao takav
predstavlja potencijalnu metu inhibitora koji bi mogli postati novi lijekovi protiv H. pylori
infekcije. Zbog svoje klju¢ne uloge u sintezi nukleotida, a time i nukleinskih kiselina, nalazi

se u svim zivim stanicama osim u zrelim krvnim stanicama.23

Mehanizam biosinteze AMP-a prikazan je na slici 2.1, a reakcija koju katalizira AdSS
je sljedeca:

IMP + aspartat + GTP(Mg?*) = adenilosukcinat + GDP + P,
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Potrebna su dva iona Mg?* kako bi se AdSS nalazio u svom aktiviranom obliku, barem za
AdSS iz E. coli. Jedan ion magnezija intreagira s - i y-fosforilnim skupinama GTP-a, a drugi

s aspartatom u aktivnom mjestu enzima. Na taj naéin se povecava afinitet enzima za Asp.?*

AdSS kod sisavaca postoji u dvije izoforme koje se nazivaju kiseli i bazi¢ni izoenzim.
Pretpostavlja se da je kiseli izoenzim odgovoran za sintezu purina de novo dok bazi¢ni
izoenzim sudjeluje u nukleotidnom ciklusu purina.®® Kako se te dvije izoforme enzima
podosta razlikuju, promjene u njihovoj koli¢ini mogu drasti¢éno utjecati na regulaciju

katalizirane reakcije i time utjecati na metabolizam purinskih nukleotida.®

Aspartat

H_{ l Adenilosukcinat ligaza o bep
ke \ S

Adenilosukcinat Fumarat

Slika 2.1. Enzimska reakcija pretvorbe IMP-a i AMP-a. R5'P oznacava riboza-5-fosfat.
Adenilosukcinat je prvo formiran pomoc¢u AdSS-a, a potom ga cijepa adenilosukcinat-ligaza
¢ime nastaje AMP. Pretpostavlja se da ova tri enzima ¢ine tzv. nukleotidni ciklus. Slika

preuzeta i prilagodena iz referenci &%,
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2.2.1. Adenilosukcinat-sintetaza iz bakterije Escherichia coli

Najbolje okarakterizirani enzim AdSS je onaj iz bakterije E. coli. Taj protein postoji u otopini
kao ravnotezna smjesa monomera i dimera. Masa jedne podjedinice enzima iznosi 47 kDa.?®
Vezanjem liganda u in vitro uvjetima AdSS prelazi iz monomernog oblika u dimer. Radi se 0
dimerizaciji induciranom ligandom u kojoj vezanje liganda poti¢e stvaranje potpuno aktivnog
mjesta. Pretpostavlja se da dimerizacija inducirana ligandom moze biti prirodni mehanizam

aktivacije sintetaze.?®

Polipeptidni lanac adenilosukcinat-sintetaze uglavnom se sastoji od B-ploce gradene
od 10 B-lanaca. Prvih 9 lanaca B-ploce su medusobno paralelni dok je deseti B-lanac
antiparalelan. Segmenti polipeptidnog lanca koji povezuju pojedine B-lance mogu biti u
obliku kratkih petlji ili u obliku manjih domena koje su sastavljene od nekoliko elemenata
sekundarne strukture. Konformacijske promjene povezane s ligandima ukljucuju pomicanje
tih segmenta prema aktivnom mjestu. Od tri supstrata, AdSS znacajno reagira na IMP pri

¢emu dolazi do konformacijskih promjena koje ureduju aktivno mjesto enzima.?®

Postoje tri alternativna mehanizma reakcije u kojoj sudjeluje AdSS (slika 2.2).
Mehanizam A predlozio je Lieberman koji je zaklju¢io da nukleofilnim napadom kisikovog
atoma IMP-a na y-fosforni atom GTP-a nastaje 6-fosforil-IMP. Drugi korak ukljucuje
nukleofilni napad duSika aspartata na ugljik 6-fosforil-IMP-a pri ¢emu dolazi do otpustanja
anorganskog fosfata.® Miller i Buchanan su predlozili mehanizam B u kojem se ugljikov atom
aspartata dodaje na IMP pri ¢emu nastaje tetraedalni meduprodukt. Kisikovi anioni
meduprodukta fosforiliraju se GTP-om, a otpustanjem fosfata potom nastaje
adenilosukcinat.?®> Mehanizam C predlozili su Markham i Reed za enzim iz Azotobacter
vinelandii. Temelji se na kinetickim proucavanjima ustaljenog stanja reakcije izvedene
pomocu alternativnog supstrata gvanozin-5'-O-3-tiotrifosfat (GTPyS). Daljnja kineticka
proucavanja AdSS-a iz bakterije E. coli sugerirala su da je u pitanju ili potpuno nasumicni
mehanizam ili potpuno organizirani. Inhibicija AdSS kompetitivnim inhibitorima i produktom

pokazala je da je mehanizam reakcije u potpunosti nasumicni.®?3
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Slika 2.2. Mogu¢i mehanizmi reakcije koju katalizira adenilosukcinat-sintetaza. A)
mehanizam koji je predlozio Lieberman, B) predlozili Miller i Buchanan i C) predlozili

Markham i Reed. Slika preuzeta i prilagodena iz literaturnog izvora %,

2.3. Afinitetni privjesak

Razvitkom afinitetne kromatografije, tradicionalne metode procis¢avanja proteina koje se
oslanjaju na pH, ionsku jakost ili temperaturu zamijenjene su novim, sofisticiranijim
pristupom temeljenom na afinitetnim privjescima.® Afinitetne metode temelje se na
molekularnom prepoznavanju ciljne molekule i molekule koja je imobilizirana na
kromatografskoj koloni. Afinitetne privjeske mozemo definirati kao slijed aminokiselina s
visokim afinitetom i specificnos¢u za odredeni ligand. Modifikacija DNA sekvence
rekombinantnog proteina omogucuje ugradnju afinitetnog privjeska na N- ili C- kraj proteina.
Dodatno tome, moze se ugraditi specificno mjesto cijepanja koje prepoznaje specificna
proteaza. Na taj nacin se afinitetni privjesak moze ukloniti. NajceS¢e koristeni afinitetni

privjesci su (His)s, GST, MBP i tioredoksin.’
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2.3.1. Histidinski afinitetni privjesak

Histidinski afinitetni privjesak tipi¢no se sastoji od Sest uzastopnih ostataka histidina, a moze
se ugraditi na N- ili C- kraj ciljnog proteina. Relativno je male veli¢ine, oko 2,5 kDa.” Koristi
se kod procis¢avanja proteina afinitetnom kromatografijom s imobiliziranim metalnim ionima
(engl. immobilized metal affinity chromatography, IMAC). Metoda se temelji na interakciji
histidina s dvovalentnim kationima, najéesée Ni?* ili Co?* koji su imobilizirani na
kromatografskoj koloni. Zbog navedene male veli¢ine, histidinski privjesak ima minimalni
ucinak na smatanje proteina, a u nekim slucajevima olakSava ekspresiju i poboljSava
topljivost proteina. Metodama afinitetne kromatografije mogu se prodcistiti proteini i u
nativnim 1 denaturirajuéim uvjetima $to je posebno vazno ako se ciljni protein nalazi u
inkluzijskim tijelima. Histidinski privjesak lako se uklanja proteazom. Prvenstveno zbog
njegove male veli¢ine i znacajnih prednosti u odnosu na ostale afinitetne privjeske, nedostaci
histidinskog privjeska su ¢esto zanemareni. Prva losa strana je da ako dode do proteoliticke
razgradnje nekoliko histidinskih ostataka, afinitet proteina za dvovalentne katione na koloni
se uvelike smanjuje §to dovodi do smanjenja prinosa proteina. Drugo, protein koji ima
ugraden histidinski privjesak sklon je stvaranju dimera i tetramera u prisustvu metalnih iona.
Ovo Cesto ne predstavlja veliki problem no moZe dovesti do netocne procjene molekularne
mase ciljnog proteina. Problem predstavljaju i proteini koji prirodno nose dva ili tri
histidinska ostataka s kojima se vezu na metalne ione u koloni.® Vazno je naglasiti da se
povecava koli¢ina literature koja opisuje razne utjecaje histidinskog privjeska na funkciju i
strukturu odredenog proteina. Tako je tijekom proucavanja strukture Gcn5 povezane N-
acetiltransferaze (GNAT) iz Pseudomonas aeruginosa (PA4794) pronadeno da histidinski
privjesak ne utjeCe na kristalizaciju proteina, ali se veze na aktivno mjesto proteina tako da
djeluje kao slabi kompetitivni inhibitor supstrata.’® Stoga, prisustvo histidinskog privjeska
moze utjecati i na aktivnost proteina i na afinitet vezanja supstrata posto privjesak blokira
aktivno mjesto. Drugo istrazivanje pokazalo je da (His)s privjesak moze doprinijeti toplinskoj
nestabilnosti proteina.” Takoder, dodatkom privijeska na protein mioglobin koji ima vezan
ugljikov monoksid doglo je do razlika u dinamici proteina.?’ Dakle, koristenje afinitetnog
privjeska svakako olakSava procis¢avanje proteina, ali taj privjesak nije uvijek neutralan kao
Sto se obi¢no pretpostavlja. Kao posljedica toga, pazljiva usporedba proteina divljeg tipa i
proteina obiljezenog histidinskim privjeskom ostaje nuzna kako bi se izbjegle slijepe

pretpostavke da se ponasaju i funkcioniraju jednako.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Standardne kemikalije

Amonijev persulfat, APS (Carl Roth), Ampicilin (Sigma-Aldrich), Bacto Agar (Becton,
Dickinson and Company), dinatrijev hidrogen fosfat (Carl Roth), fenilmetilsulfonil fluorid,
PMSF (Sigma), N-(2-hidroksietil) piperazin-N'-2-etansulfonska kiselina, HEPES (Carl Roth),
imidazol (Sigma), izopropil-p-tiogalaktopiranozid, IPTG (Ambion), Luria-Bertani, LB medij
(Carl Roth), magnezijev (1l) klorid tetrahidrat (Aldrich), 2-merkaptoetanol (Sigma), metanol
(Kemika), natrijev dodecilsulfat, SDS (Merck), natrijev dihidrogen fosfat (Carl Roth), natrijev
klorid (Kemika), Ni-NTA agaroza (Protino), octena kiselina (Kemika), tris-(2-karboksietil)
fosfin hidroklorid, TCEP (Carl Roth), N,N,N',N'-tetrametiletan-1,2-diamin, TEMED (Serva),

3.1.2. Enzimi, enzimski supstrati i inhibitor

L-asparaginska kiselina, Asp (Alfa Aesar), deoksiribonukleaza, DNaza (Sigma), gvanozin 5"-
difosfat, GDP (Sigma), gvanozin 5 -trifosfat, GTP (Sigma), inozin 5 -monofosfat, IMP
(Sigma), lizozim (Sigma)

3.1.3. Proteinski markeri

Marker molekulskih masa, LMW-SDS Marker Kit (GE Healthcare), marker izoelektri¢nih
tocaka, IEF markers 3-10 (Serva)

3.1.4. Plazmid i bakterijski sojevi za prekomjernu ekspresiju

Rekombinantni plazmid, pET21b(+)-AdSS-HisTag, koji je dobiven ugradnjom gena purA za
adenilosukcinat sintetazu u ekspresijski plazmid pET21b(+) pripremljen je na Institutu Ruder
Boskovié¢, Zagreb. Za prekomjernu ekspresiju koristen je soj bakterije Escherichia coli BL21-
CodonPlus(DE3)RIL. Ovaj soj sadrzi gen za T7-RNA-polimerazu integriran u bakterijski
kromosom pod kontrolom inducibilnog promotora lacUV5 i ne eksprimira aktivne proteaze
lon i ompT, zbog Cega je pogodan za prekomjernu ekspresiju proteina induciranu dodatkom
IPTG-a.

Ana Petek Diplomski rad



8 3. Eksperimentalni dio 14

3.2. Prekomjerna ekspresija proteina
3.2.1. Priprema hranjive podloge

Krute hranjive podloge dobivene su otapanjem LB medija u destiliranoj vodi do konac¢ne
koncentracije 5 g L™ ekstrakta kvasca, 10 g L™ triptona, 10 g L™ NaCl uz dodatak 1,8%-tnog
agara. Dobivena smjesa je sterilizirana u autoklavu 20 min na 121 °C. Nakon §to se otopina
ohladila na otprilike 50 °C (procijenjeno dodirom), dodaje se ampicilin koncentracije 100 mg
mL? (konaéna koncentracija antibiotika: 100 pg mL™). Radi postizanja sterilnih uvjeta,
volumeni smjese od 25 mL izlijevaju se u sterilne, plasti¢ne Petrijeve zdjelice uz plamenik.

Krute hranjive podloge spremljene su na 4 °C.

Tekuce hranjive podloge za uzgoj stanica pripremljene su na isti nacin, ali bez dodatka

agara, u volumenu od 20 mL za prekono¢nu kulturu i 500 mL za uzgoj bakterija.
3.2.2. Transformacija bakterijskih stanica

Transformacija bakterijskih stanica je proces uvodenja strane DNA u bakterijske stanice i
jedan je od klju¢nih koraka pri stvaranju rekombinantnih sojeva stanica. Jedna od metoda koja
se koristi u tu svrhu je elektroporacija. To je fizikalna metoda transformacije koja pomocu
kratkog, visokonaponskog elektricnog polja stvara kratkotrajne pore na bakterijskim
stanicama. Sama metoda je jednostavna i brza. Stanice domacina i ciljne molekule
suspendiraju se u elektrolitnoj otopini nakon ¢ega se propusta optimizirani elektri¢ni napon u
trajanju od nekoliko mikrosekundi do milisekunde. Na taj nacin se naruSava fosfolipidni
dvosloj membrane $to rezultira stvaranjem privremenih pora. Elektriéni potencijal kroz
stanicnu membranu raste kako bi nabijene molekule poput DNA mogle proé¢i kroz pore
membrane. Prije pocetka transformacije, vazno je prouciti koja jac¢ina napona se koristi, to jest
koji program odabrati. U slu€aju previsokog i dugotrajnog napona dolazi do stvaranja
prevelikih pora na stanicnoj membrani ¢ime dolazi do oStecenja stanice, odnosno do

neuspjesne transformacije jer se pore ne mogu zatvoriti.?®

U svrhu ovog rada, rekombinantni plazmid (pET21b(+)-AdSS-HisTag) koji ima
ugraden gen purA za enzim AdSS te Sest histidinskih ostataka na C- kraju proteina unesen je u
stanice soja BL21-CodonPlus(DE3)RIL bakterije E. coli.

U 40 pL elektrokompetentnih stanica soja BL21-CodonPlus(DE3)RIL dodan je 1 pL
otopine rekombinatnog plazmida pET21b(+)-AdSS-HisTag koncentracije 108 ng pL™.
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Dobivena suspenzija prebacena je u Kivetu za elektroporaciju Sirine 2 mm koja je prethodno
bila ohladena na -20 °C. Kiveta se tijekom cijelog postupka nalazila na ledu. Potom je
izvrSena elektroporacija na uredaju Gene Pulser Xcell, Bio-Rad pri naponu od 2,5 kV,

odnosno prema protokolu proizvodaca za bakteriju E. coli odabere se program Bacterial 1.

Nakon elektroporacije suspenzija stanica je prebacena U plastiénu epruveticu i
pomijesana s 1 mL svjezeg LB medija (bez antibiotika) i potom inkubirana sat vremena pri 37
°C i 400 rpm. Po zavrSetku inkubacije uslijedilo je centrifugiranje od 1 min na 20198 x g.
Visak medija se uklonio, a talog se pomijesao s 100 uL LB medija. Suspenzija bakterijskih
stanica nanesena je na krutu hranjivu podlogu (LBA ploce) s prethodno dodanim ampicilinom
kona¢ne koncentracije 100 ug mL™. Nakon zavrietka inkubacije u trajanju od 16 sati na

37°C, transformacijske ploce su spremljene na 4°C.

3.2.3. Priprema prekonocne kulture

Prije postavljanja prekonocne kulture pripremljeno je 20 mL LB medija. Tijekom cijelog
postupka radi se u sterilnim uvjetima pa su iz toga razloga LB medij, voda i nastavci za pipete
sterilizirani 20 min na 121 °C. U ¢etiri epruvete za uzgoj, uz plamenik dodano je po 5 mL LB
medija i po 5 uL ampicilina koncentracije 100 mg mL™. Vrhom sterilnog nastavka za pipetu
uzeta je jedna od bakterijskih kolonija koje su narasle na prethodno pripremljenim krutim
hranjivim podlogama (transformacijskim plocama). Bakterijska kolonija je potom prebacena
u tekuéi medij s ampicilinom konaéne koncentracije 100 pg mL™. Nakon toga uslijedila je

prekonoc¢na inkubacija na 37 °C 1 400 rpm.

3.2.4. Ekspresija proteina

Rast bakterija prati se mjerenjem opticke gustoce pri valnoj duljini od 600 nm, tj. oCitava se
vrijednost ODeoo (engl. optical density) koja je proporcionalna broju bakterija. Indukcija
ekspresije zapocinje kada bakterijske kulture dosegnu vrijednost ODsoo U rasponu od 0,5 do
do 0,8. U tom rasponu bakterijske stanice se nalaze u eksponencijalnoj fazi rasta, intenzivno

se dijele 1 metabolicki su najsposobnije.

Pripremljene su dvije tikvice od 500 mL LB-medija te je u svaku dodano po 500 pL
ampicilina koncentracije 100 pg mL™ . Potom se inokuliralo s po 10 mL prekonoéne kulture
nakon ¢ega je slijedila inkubacija na 230 rpm 1 37 °C sve dok bakterijske stanice nisu dosegle

vrijednost ODeoo 0ko 0,6. Stanice su potom inducirane dodatkom prethodno pripremljenog
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IPTG-a, konaéna koncentracija 0,5 mmol L. Suspenzija induciranih bakterijskih stanica
inkubirana je preko no¢i, oko 16 h na 18 °C i 230 rpm. Nakon provedene ekspresije, dobivena
suspenzija centrifugirana je 20 min na 5000 x g. Po zavrSetku, medij se odlio, a talog stanica

je spremljen na -20 °C.

3.3. Ekstrakcija proteina iz stanice

Prvi korak kod izolacije proteina je razbijanje stanica pri ¢emu dolazi do oslobadanja svih
stani¢nih proteina. Bakterijske stanice mehanicki su razbijene pri visokom tlaku koristeci
uredaj Avestin Emulsiflex C3. Radi se 0 visokotlaénom i protoénom homogenizatoru koji
pomocu visokog tlaka od 150 MPa potiskuje uzorak kroz usku cijev pri ¢emu dolazi do

razaranja (lize) stanica.?®

Prije same izolacije, prethodno dobiveni talog prebacen je u bocu i pomijesan sa 60
mL pufera A (sastav pufera A, vidi 3.4.1). Kako bi se sprijecilo djelovanje proteolitickih
enzima koriste se inhibitori proteaza, kao Sto je PMSF. Dodano je 65 pL PMSF-a
koncentracije 100 mmol L? i 650 pL lizozima koncentracije 100 mg mL™? koji razgraduje
peptidoglikanski sloj stani¢ne stijenke. Nakon toga, smjesa je stavljena u homogenizator i
postupak izolacije proveden je dva puta. Dobiveni uzorak je potom centrifugiran 40 min na
14461 x g.

3.4. Procis¢avanje proteina
3.4.1. Priprema pufera za procis¢avanje proteina

Nakon izolacije proteina iz stanica, ciljani protein je procis¢en pomocéu afinitetne
kromatografije i gel filtracije. Sastavi pufera koristenih za afinitetnu kromatografiju prikazani
su u tablici 3.1. Ukupno je pripremljeno 100 mL pufera A koji je koristen i kao pufer za lizu
stanica, 50 mL pufera B kojim se ispire kolona te 30 mL pufera C za eluciju proteina sa
kolone. pH vrijednost svih pufera iznosi 8.
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Tablica 3.1. Sastav pufera za afinitetnu kromatografiju.

PUFER A PUFER B PUFER C
¢(NaPOs) / mmol L 50 50 50
c(NaCl) / mmol L* 500 500 500
c(imidazol) / mmol L* 10 20 300
pH pufera 8

Za postupak prociS¢avanja proteina gel filtracijom potrebno je pripremiti 1000 mL

pufera ¢iji je sastav naveden u tablici 3.2.

Tablica 3.2. Sastav pufer koriStenog kod proc¢is¢avanja proteina gel filtracijom.

Komponenta HEPES NaCl B-merkaptoetanol
¢/ mmol L1 20 150 1
pH pufera 7

3.4.2. Afinitetna kromatografija

Afinitetna kromatografija je metoda procis¢avanja proteina koja se temelji na visoko
specificnoj interakciji dviju molekula kao §to su na primjer enzim 1 supstrat, receptor i ligand
ili antitijelo i antigen. Nas ciljni protein obiljezen je histidinskim privjeskom, a tipi¢na metoda
za procisc¢avanje proteina obiljezenih histidinom je kromatografija s imobiliziranim metalnim
ionima (engl. IMAC). Metoda se temelji na Cinjenici da imidazolni prsten histidina kao donor
elektrona lako formira koordinatne veze s ionima prijelaznih metala, najées¢e Ni%*. Kao
kromatografsko punilo koristi se nikal-nitrilotriacetatna kiselina (Ni-NTA), kelatni spoj u
kojem je nikal centralni atom sa $est koordinacijskih mjesta. Cetiri koordinacijska mjesta
zauzimaju atomi trinitriloacetatne kiseline, a preostala dva mogu ostvariti interakciju s
imidazolnim prstenima histidinskog privjeska (slika 3.1). AdSS ¢e se vezati za tu stacionarnu
fazu zbog visokog afiniteta histidinskih dusika prema niklovom atomu. Ostali proteini koji
imaju slabiji afinitet vezanja tijekom ispiranja lako prolaze kroz kolonu. Eluiranje proteina s
kolone postize se dodatkom imidazola koji konkurira za koordinacijska mjesta iona nikla

¢ime dolazi do otpustanja proteina sa stacionarne faze.*°

Ana Petek Diplomski rad



8 3. Eksperimentalni dio 18

Y Y
Ni-NTA Histidinski privjesak

Slika 3.1. Kompleks formiran izmedu histidinskih afinitetnih privjeska i nikal—

nitrilotriacetatne kiseline (Ni-NTA). Slika preuzeta i prilagodena iz literaturnog izvora 8.

Dimenzije kolone koristene kod proc¢is¢avanja afinitetnom kromatografijom iznose 1,6
x 1,5 cm. Kolona je prvo isprana s 20 mL vode, a potom ekvilibrirana s 20 mL prethodno
pripremljenog pufera A. Prije nego $to je uzorak nanesen na kolonu, dodane su mu DNaza i
MgCl> kako bi se rijesili nepozeljnih nukleinskih kiselina koje se nalaze u smjesi s uzorkom.
DNaza u prisustvu Mg?" nasumi¢no cijepa dvolan¢ane DNA. Dodano je 8 pL DNaze
koncentracije 10 mg mL™, 300 pL MgCl. koncentracije 1 mol L i na kraju streptomicin
sulfat, kona¢ne koncentracije 5 mg mL™* u svrhu talozenja DNA. Cijela smjesa je potom
centrifugirana na 14461,8 x g, 30 min. Nakon centrifugiranja, supernatant je profiltriran kroz
filter velicine pora 0,45 pum i nanesen na kolonu protokom od 0,5 mL min®. Potom je
uslijedilo ispiranje s 15 mL pufera B, a protein je eluiran s kolone puferom C (9 mL). Kolona
je na kraju isprana s 9 mL imidazola konac¢ne koncentracije 1 mol L. Kolona se ¢uva u 20%-

tnom etanolu.
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3.4.3. Gelfiltracijska kromatografija

Gel filtracijska kromatografija ili kromatografija molekularnog isklju¢ivanja je ucinkovita
separacijska metoda koja odjeljuje 1 proc¢iS¢ava molekule na temelju razlicite molekularne
mase. Stacionarna faza u gel filtracijskoj kromatografiji sastoji se od porozne matrice koja je
nacinjena od malih, sfernih Cestica netopljivog polimera kao $to je agaroza ili dekstran.
Mobilna faza je pufer koji prolazi izmedu tih poroznih Cestica. Pore na matrici imaju
odredenu veli¢inu te molekule koje su vece od pora ostaju u mobilnoj fazi i gibaju se s
puferom brze prema izlazu kolone. Male molekule koje mogu uéi u pore matrice zaostaju u
koloni, gibaju se sporije jer trebaju pro¢i veéi volumen te zadnje izlaze iz kolone. Molekule
srednje veli¢ine prolaze kolonom nekom srednjom brzinom jer mogu povremeno uéi u pore
matrice. Metoda je primjenjiva i za separaciju biomolekula koje su osjetljive na koncentraciju

metalnih iona i promjene pH jer nema interakcije biomolekula s matricom.

Frakcije koje su dobivene proc¢is¢avanjem pomocu afinitetne kromatografije, a sadrze
najviSe eksprimiranog proteina Su odvojene i potom prociscene gel filtracijom. U tu svrhu
koristen je uredaj AKTA FPLC (GE Healthcare Life Sciences) i kolona Sephacryl S-200
16/60. Kolona je prvo isprana sa 180 mL deionizirane vode, a zatim ekvilibrirana u puferu ¢iji
je sastav prikazan u tablici 3.2. Prema uputama proizvodaca, uvjeti na koloni ukljucuju
maksimalni tlak od 1,5 MPa i protok pufera od 0,6 mL min™. Prolazak proteina kroz kolonu
pracen je promjenom apsorbancije UV zraCenja pri 280 nm. Na kolonu je injekcijom
naneseno po 2 mL uzorka proteina dobivenog procis¢avanjem afinitetnom kromatografijom.

Sakupljane su frakcije od po 2 mL.

3.5. Koncentriranje proteina

Frakcije najvece koncentracije koje su dobivene nakon provedene gel filtracije spojene su
nakon centrifugiranja u trajanju od 7 min na 20198 x g. Koncentriranje proteina ukljucuje
proces ultrafiltracije kojim se odvajaju vrlo male i otopljene molekule iz otopine. Ovisno o
tome koja se molekula zeli zadrzati, koriste se celulozne membrane razli¢itih pora, u naSem
slu¢aju Amicon Ultra (Merck Millipore), ¢ije su pore membrane veli¢ine 30 000 NMWL
(engl. nominal molecular weight limit, NMWL). Cijeli postupak izveden je u centrifugi
Universal 320 R (Hettich), a odvijao se u intervalima od po 3 min na 2460 x g i 4 °C. Nakon

svakog intervala centrifugiranja uzorak je resuspendiran.
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3.6. Mjerenje koncentracije proteina

Koncentracija uzoraka ciljnog proteina izmjerena je na spektrofotometru BioDrop DUO
(BioDrop). Prije pocetka mjerenja na uredaju se postave uvjeti mjerenja koji ukljucuju
apsorbanciju pri 280 nm te molarni apsorpcijski koeficijent proteina koji iznosi 38850 mol™ L
cmt. Molarni apsorpcijski koeficijent izracunat je pomocu alata ProtParam. 32 Prije mjerenja
koncentracije proteina potrebno je izmjeriti apsorbanciju pufera u kojem se nalazi uzorak, a

Ciji je sastav prikazan u tablici 3.2. Pri svakom mjerenju koncentracije nanosilo se po 1 uL

uzorka.

3.7. Mjerenje enzimske aktivnosti

Enzimi su bioloske molekule, tipi¢no proteini koji ubrzavaju kemijske reakcije. Kinetika
enzima i njene osnovne jednadzbe omogucuju nam proucavanje i odredivanje kinetickih
parametara enzimski kataliziranih reakcija. Vazan parametar je takoder i specifi¢na aktivnost
nekog enzima koja je pokazatelj Cisto¢e enzima. Definira se kao koli¢ina supstrata nastalog
enzimskom reakcijom po jedinici vremena i masi ukupnog enzima. Aktivnost enzima
odreduje se mjerenjem promjene koli¢ine supstrata ili produkta u odredenom vremenskom

razdoblju.®

Enzimska aktivnost AdSS-a mjerena je na spektrofotometru Camspec M509T
(Camspec) pracenjem promjene apsorbancije UV zracenja pri 280 nm. Sastav reakcijske
smjese koriSten u tu svrhu prikazan je u tablici 3.3. Reakcija koju katalizira AdSS prikazana je
u poglavlju 3.11.

Tablica 3.3. Sastav standardne reakcijske smjese za mjerenje enzimske aktivnosti.

Komponenta ¢/ mmol L? Volumen / uL
Deionizirana H20 760
Pufer HEPES (pH = 7,5) 200 200
GTP 6 10
IMP 15 10
Asp 500 10
MgCl> 100 10
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Svaki uzorak ispitivao se 3 puta u trajanju od 3 min pri sobnoj temperaturi. Kori$tene su
kvarcne kivete duljine puta 1 cm i ukupnog volumena od 1,4 mL. Prvo se mjeri apsorbancija
slijepe probe, odnosno same reakcijske smjese, bez dodatka enzima. Nakon toga dodaje se
enzim AdSS u reakcijsku smjesu ¢ime zapodinje reakcija. AdSS koncentracije 0,5 mg mL™

dodan je u volumenu od 5 pL za sva 3 mjerenja.

Promjena apsorbancije na 280 nm prevedena je u enzimsku aktivnost pomocu
ekstincijskog koeficijenta od 1,17x10* mol* L cm™ (nastajanje adenilosukcinata).* Jedna
jedinica (U) enzimske aktivnosti definirana je kao koli¢ina nastalog adenilosukcinata (u
umol) u minuti, na 25 °C, u danim uvjetima. Specificna aktivnost je izrazena u jedinicama

enzimske aktivnosti po masi proteina (u mg) u uzorku — U/mg.

3.8. Elektroforeza u gelu
3.8.1. Priprema gelova za elektroforezu

Za gel elektroforezu pri denaturiraju¢im uvjetima (engl. Sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS—-PAGE) potrebno je pripremiti gel koji se sastoji od
dvije komponente, sabijajuce i razdvajaju¢e. Komponenta s 12,5% akrilamida sluzi za
razdvajanje dok komponenta manjim udjelom akrilamida, od 4%, sluzi za sabijanje. Sastavi

komponenta za jedan gel prikazani su tablici 3.4.

Tablica 3.4. Sastav gela za razdvajanje i sabijanje.

Komponenta (koncentracija | C¢ 24 razdvajanje (12,5%) Gel za sabijanje (4%)
pocetne otopine) Volumen (komponenta) / UL | \/olumen (komponenta) / puL
akrilamid/ bisakrilamid (30 %) 2080 400
Tris-HCI (1,5 mol L, pH = 8,8) 1190 -
Tris-HCI (0,5 mol L, pH = 6,8) - 750
SDS (10 %) 50 30
APS (10 %) 30 20
TEMED 3 2
Deionizirana H2.0 1650 1790
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Neposredno prije izlijevanja gelova dodani su APS i TEMED. Prvo je pipetom nanesen gel za
razdvajanje izmedu dva stakalca do oko 1,5 cm ispod ruba stakla. Na sam rub stavljena je
manja koli¢ina destilirane vode kako bi se izbjegao kontakt gela sa zrakom. Nakon otprilike
45 min, koliko je potrebno da gel polimerizira, voda se ukloni, a gel za sabijanje se nanosi
povrh gela za razdvajanje. Potom se u gel za sabijanje stavlja ¢eSalj kako bi se formirale
jazice za nanoSenje uzorka. Nakon 30-45 min, CeSljevi se pazljivo uklone. Prije nego Sto se
uzorak proteina nanese na gel potrebno ga je pomijeSati s puferom za obradu uzorka i

inkubirati 10 minuta na 98 °C. Sastav pufera za obradu uzorka prikazan je u tablici 3.5.

Tablica 3.5. Sastav pufera za obradu uzorka.

125 mmol L Tris-HCI, pH=6,8

4% SDS

20% glicerol

2% B-merkaptoetanol

bromfenol modrilo (y=10,2 g L)

3.8.2. Elektroforeza proteina u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog dodecilsulfata
(SDS-PAGE)

Kako bi provijerili dobivenu koli¢inu i pratili Cistocu proteina nakon pojedinih koraka
proc¢iscavanja izvodi se SDS-PAGE elektroforeza. Odjeljivanje proteina iz uzorka temelji se
na osnovi mase. Natrijev-dodecilsulfat (SDS) razara nekovalentne interakcije u nativnom
proteinu pri ¢emu protein poprima negativan naboj i moze se gibati u smjeru elektri¢nog polja
dok B-merkaptoetanol sluzi za reduciranje disulfidnih veza. Velike molekule sporije se kre¢u
kroz gel i zaostaju na vrhu, blizu mjesta nanoSenja uzorka, dok se male molekule gibaju brze
kroz gel. Pokretljivost proteina u ovim uvjetima linearno je proporcionalna logaritmu njihove

molekulske mase.3!

Gel elektroforeza provedena je na uredaju Mini-PROTEAN Tetra Cell (Biorad). Prije
nanos$enja uzorka na gel, uzorci SU pomijesani s puferom za obradu uzorka (tablica 3.5) u
omjeru 1:1 i potom stavljeni na inkubaciju u trajanju od deset minuta u termobloku na 98 °C.
Prvih 15 min elektroforeza se provodila pri naponu 120 V, a sljedec¢ih 45 min pri naponu od
180 V. Po zavrsetku elektroforeze, gel je prebacen u Petrijevu zdjelicu i obojan s otopinom
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boje Coomassie Brilliant Blue uz potresanje od 15 min na sobnoj temperaturi. Sastav boje
prikazan je u tablici 3.6. Gel je stavljen u kipucu destiliranu vodu na oko 30 min kako bi se
uklonio visak boje. Na temelju opazenih proteinskih vrpci mozZe se provjeriti uspjeSnost
ekspresije ciljnog proteina i njegova molekulska masa usporedujuci ga s proteinima poznate

molekulske mase.

Tablica 3.6. Sastav Coomassie Brilliant Blue R-250 otopine za bojanje gelova nakon SDS-
PAGE elektroforeze.

Coomassie Brilliant Blue R-250 (y=1gL™%)

octena kiselina (¢ = 0,10)

metanol (¢ = 0,30)

U svrhu odredivanja molekulske mase proteina, SDS-PAGE provedena je i na uredaju
PhastSystem (Pharmacia), na 12,5%-tnom kupovnom gelu (PhastGel SDS 12.5), prema
uputama proizvodaca (30 min do 67 AVh). Ovaj gel bojan je istom Coomassie Brilliant Blue

R-250 otopinom kao i ostali gelovi.

3.9. Izoelektri¢no fokusiranje

Izoelektricno fokusiranje (IEF) je elektroforetska metoda koja se koristi kod odjeljivanja
proteina na temelju njihovih izoelektricnih toc¢aka (pI) unutar kontinuiranog pH gradijenta.
Razdvajanje se postize oblikovanjem pH gradijenta uzduz gela pomoc¢u malih, viSestruko
nabijenih amfolita, razli¢itih pl vrijednosti. Komponente uzorka putuju kroz pH gradijent u
gelu pod utjecajem elektriénog polja. Pri visokim pH vrijednostima proteini su negativno
nabijeni, gube protone pa putuju prema pozitivno nabijenoj elektrodi, anodi, dok pri niskim
pH vrijednostima proteini imaju ukupni naboj pozitivan pa se gibaju prema katodi. Kada
protein dosegne pH vrijednost koja odgovara njegovoj pl tocki prestaje se gibati jer je njegov
ukupni naboj nula. Ovom tehnikom mogu se odvojiti spojevi Cije se pl vrijednosti razlikuju
samo za 0,01 pH jedinica. Na temelju dobivenih vrpci moze se ocitati pl proteina

usporedujuéi ga s proteinima poznate pl vrijednosti.>

Izoelektricno fokusiranje provedeno je na uredaju PhastSystem (Pharmacia), na
kupovnom gelu (PhastGel IEF 3-9). Prema uputama proizvodaca odabere se program S

rasponom pH od 3 do 9. Naneseno je po 4 pL uzorka. Uzorci su naneseni bez prethodne
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obrade. Koncentracija nanosenog uzorka iznosila je 0,5 mg mL™. IEF je provodeno 30 min do
509 AVh (engl. accumulated volthours). Za bojanje IEF gelova koristena je boja Coomassie

Brilliant Blue R-250 ¢iji je sastav prikazan u tablici 3.7.

Tablica 3.7. Sastav Coomassie Brilliant Blue R-250 otopine za bojanje gelova nakon

izoelektricnog fokusiranja.

Coomassie Brilliant Blue R-250 (y=0,2g L™?)

metanol (¢ = 0,30)

ocetna kiselina (¢ = 0,10)

voda (¢ = 0,60)

bakrov (1) sulfat (¢ = 0,01)

3.10. Cirkularni dikroizam

Cirkularni dikroizam (CD) je vrsta spektroskopske metode visestruke namjene. Osim §to
predstavlja moénu tehniku u predvidanju sekundarne strukture bioloskih molekula i pracenju
samih strukturnih promjena, jo§ se koristi i kod prouCavanja opticki aktivnih spojeva,
identifikaciji kiralnih spojeva te kod proucavanja termodinamike i kinetike smatanja proteina.
Linearno polarizirana svjetlost sastoji se od dvije cirkularno polarizirane komponente od kojih
je jedna desno, a druga lijevo polarizirana. Obje komponente imaju jednaku amplitudu (slika
3.1 A). Metoda CD-a temelji se na ¢injenici da opticki aktivni spojevi u razli¢itoj mjeri
apsorbiraju desno i lijevo cirkularno polariziranu svjetlost, a sama ta pojava naziva se
cirkularni dikroizam. Ukoliko optic¢ki aktivan medij razli¢ito apsorbira desno i lijevo
polariziranu svjetlost, rezultantni val vise nece biti linearno polariziran ve¢ elipticno. U tom
slucaju cirkularne komponente imaju razli¢ite amplitude (slika 3.1 B). Intenzitet te pojave i
njezina ovisnost o valnoj duljini svjetlosti sluze za objasnjenje i razlikovanje razlicitih

elemenata sekundarne strukture proteina kao $to su a-zavojnice i B-ploce.®®
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Slika 3.1. Cirkularni dikroizam. A) Linearno polarizirana svjetlost koja nastaje
superpozicijom lijevo (L) i desno (D) polarizirane svjetlosti, jednakih amplituda, ali razli¢itog
smjera. B) Lijevo (L) i desno (D) polarizirana svjetlost razli¢itih amplituda ¢ija superpozicija

rezultira elipti¢no polariziranom svjetlos¢u. Preuzeto iz literaturnog izvora .

Instrumenti na kojima se provodi CD analiza mjere razliku apsorpcije lijevo (L) i

desno (D) polarizirane komponente (AA= A - Ap) §to se u veéini slucaja izrazava Kao:

b
6 =tan"1—
a

gdje su a i b glavna i sporedna os rezultantne elipse. Postoji jednostavna numericka veza

izmedu AA i elipti¢nosti (u stupnjevima): 8 = 32.98 AA.*®

Kako je CD metoda pogodna za proucavanje strukture proteina u otopini, provedena je
CD analiza obiljezenog AdSS-a i nativnog AdSS-a bez histidinskog privjeska. U tu svrhu
koriSten je spektrometar Jasco J-815 i kvarcne kivete debljine 0,2 mm. Prije mjerenja
potrebno je napraviti razrjedenje proteina tako da konaéna koncentracija iznosi oko 1x107
mol L. Prvo je snimljena bazna linija s puferom HEPES, pH vrijednosti 7, a potom su
praceni CD spektri i apsorpcije oba proteina u podrucju valnih duljina od 260-190 nm na
sobnoj temperaturi. Brzina snimanja iznosila je 50 nm min?, a razlu¢ivost 0,2 nm. Dobiveni

spektri interpretirani su pomo¢u programa Dichroweb.>¢37-3
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3.11. Odredivanje kinetickih parametra

Kineti¢ki parametri Koji uklju¢uju kineticku konstantu i brzinu reakcije omogucéuju nam
proucavanje aktivnosti i stabilnosti enzima. Michaelisova konstanta je jedinstvena vrijednost
za svaki enzim i ne ovisi 0 koncentraciji enzima. Ukazuje na afinitet enzima prema supstratu.
Jednadzba koja nam omogucuje izraCunavanje navedenih parametra je:

vmax [S ]

T K +15]

Gdje su Vv i Vmax pocetna i maksimalna brzina, Km je Michaelisova konstanta, mjera jacine [ES]

kompleksa, a [S] je koncentracija supstrata.

Enzim AdSS Katalizira prvi korak biosinteze AMP iz IMP pri ¢emu nastaje

adenilosukcinat:
IMP + aspartat + GTP(Mg?*) = adenilosukcinat + GDP + P,

Kako su u samu reakciju ukljuc¢ena tri supstrata, IMP, Asp i GTP, kineticki parametri
odredivali su se za svaki supstrat posebno na na¢in da se varira koncentracija jednog od
supstrata dok druga dva imaju konstantnu koncentraciju (0,06 mmol L za GTP, 0,15 mmol
L za IMP i 5 mmol L™ za Asp). Prvo je mjerena enzimska aktivnost AdSS sa $est razli¢itih
koncentracija Asp (0,03 mmol L, 0,05 mmol L*, 0,2 mmol L%, 0,3 mmol L?,0,5 mmol L7t
1,0 mmol L) dobivene razrjedivanjem otopine Asp pocetne koncentracije 10 mmol L™
Ukupni volumen reakcijske smjese ¢iji je sastav prikazan u tablici 3.3. uvijek iznosi 1 mL.
Sljedeée mjerenje ukljucuje supstrat IMP, takoder Sest razli¢itih koncentracija (7,5 pmol L?,
15 pumol L, 30 umol L7, 75 umol L%, 150 umol L™t i 225 umol L) koje su pripremljene
razrjedivanjem pocetne otopine IMP-a koncentracije 2,25 mmol L. Zadnje je mjerena
aktivnost varirajué¢i koncentracije GTP-a (3 pmol L%, 9 pmol L, 15 pmol L%, 30 pmol L?,
60 umol L%, 120 pmol L) dobivene razrjedivanjem podetne otopine GTP-a koncentracije 1,2
mmol L. Dobiveni podaci prvo su obradeni u programu Excel (Microsoft Office), a potom u

programu GraphPad Prism.®

Takoder, pracena je i kinetika inhibicije AdSS. Kao potencijalni kompetitivni inhibitor
AdSS-a u odnosu na GTP, testiran je GDP, produkt reakcije AdSS. Inhibicija se prati tako da

se u standardnu smjesu koja se pripremala za GTP (svih Sest koncentracija) dodatno dodaje
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jedna od koncentracija GDP-a (2 umol L, 4 umol L i 6 pmol L?) prema izra¢unatim

volumenima. Konstanta inhibicije Ki odredena je pomo¢u formule:

Umax [S]

K, (1+%)+[5]

v =

Gdje su V i Vmax poCetna i maksimalna brzina, Kn je Michaelisova konstanta, [S] je
koncentracija supstrata, [I] koncentracija inhibitora i Ki predstavlja konstantu inhibicije. Sva

kineti¢ka mjerenja radena su u triplikatu pri sobnoj temperaturi.

3.12. Utjecaj temperature i pH na stabilnost proteina

Stabilnost AdSS-a ispitana je spektrofotometrijski pri razli¢itim temperaturama i razli¢itim
pH vrijednostima. Cijeli eksperiment proveden je na spektrofotometru Camspec M509T
(Camspec) pri valnoj duljini od 280 nm. Koristene su kvarcne Kivete duljine puta od 1 cm i

ukupnog volumena 1,4 mL. Sva mjerenja odradena su u duplikatima.

Kod proucavanja utjecaja temperature na aktivnost i stabilnost AdSS-a Koristena je
standardna reakcijska smjesa (pog. 3.7, tablica 3.3) i pufer HEPES koncentracije 20 mmol L,
pH vrijednosti 7,7. Enzim koncentracije 0,1 mg mL™? inkubiran je sat vremena u navedenom
puferu HEPES pri razli¢itim temperaturama u rasponu od 25 °C do 50 °C. Nakon toga,
izmjerena je aktivnost inkubiranog enzima u standardnoj reakcijskoj smjesi na sobnoj

temperaturi.

Stabilnost AdSS u ovisnosti 0o vremenu ispitana je pri dvije razli¢ite temperature, 37
°C i 42 °C. Enzim koncentracije 0,1 mg mL™? u puferu HEPES koncentracije 20 mmol L*,
pH=7,7 inkubiran je u trajanju od ukupno 3h pri ¢emu se aktivnost enzima (u standardnoj

reakcijskoj smjesi na sobnoj temperaturi) mjerila svakih 30 min.

Ispitivanje stabilnosti AdSS-a u rasponu razli¢itih pH vrijednosti postignuto je
koristenjem Britton-Robinsonovog univerzalnog pufera (BR pufer) umjesto pufera HEPES
(pH=7,7). Pufer BR sadrzi 40 mmol L borne kiseline, 40 mmol L* fosforne kiseline i 40
mmol L octene kiseline.*® Pripremljeno je 10 bocica po 20 mL BR pufera u intervalu pH
vrijednosti od 5 do 9,5. Pufer je titriran s NaOH koncentracije 1 mol L™ do Zeljenog pH.
Enzim koncentracije 0,1 mg mL™? inkubiran je po sat vremena u puferima razligitih pH
vrijednosti (od 5 do 9,5).
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3.13. Kristalizacija proteina

U svrhu odredivanja i proucavanja trodimenzionalne strukture makromolekula kao §to su
proteini potrebno je formirati Kkristale proteina. Zakoni fizike i termodinamike kontroliraju
proces kristalizacije. Termodinamicki, kristalizacija proteina ne razlikuje se od kristalizacije
soli. Oba slucaja zahtijevaju postizanje prezasi¢ene otopine. U prezasi¢enom Stanju dio
otopljene tvari, sol ili protein, prelazi u ¢vrstu fazu. Na taj na¢in formiraju se mali kristalni
centri od kojih nastaju kristali odredene veli¢ine. Ovisno o proteinu, koriste se razli¢ite
metode kristalizacije za dobivanje prezasi¢ene otopine proteina. Cilj je postepeno smanjivanje
topljivosti proteina koja ovisi 0 vise faktora kao Sto su temperatura, pH, ionska jakost i
koncentracija soli u puferu. Promjenama tih faktora mozZe se posti¢i prezasiéeno stanje

otopine. Takoder, za uspjesnu kristalizaciju vazna je &isto¢a i homogenost uzorka.***2

Jedna od metoda koja se koristi u svrhu kristalizacije proteina je metoda difuzije para
iz viseée kapi. Sustav ukljucuje kristalizacijsku otopinu (otopina precipitanta) i koncentriranu
otopinu proteina koje se pomijeSaju na pokrovnom stakalcu (najces¢e u omjeru 1:1).
Kristalizacijska otopina nalazi se takoder i u spremniku, koji se zatvara tim pokrovnim
stakalcem. Koncentracija precipitanta u spremniku je veca od koncentracije precipitanta na
stakalcu, te zbog izjednacavanja koncentracija dolazi do isparavanja vode iz kapljice u
spremnik. Na taj nacin se smanjuje volumen kapljice, a povecava koncentracija proteina i
precipitanta. U nekom trenutku postiZe se prezasi¢eno stanje $to je uvjet formiranja kristalnih

centara.*®

AdSS koncentracije 25 mg mL™ kristaliziran je pomo¢u metode difuzije para iz viseée
kapi. Eksperiment je proveden na kristalizacijskim plo¢ama s 24 spremnika. Volumen
kristalizacijske otopine je iznosio 700 pL, a njen sastav prikazan je u tablici 3.8. KoriStene su
razli¢ite koncentracije proteina AdSS koje su dobivene razrjedivanjem s puferom, pH=7,0

(tablica 3.9).

Tablica 3.8. Sastav kristalizacijske otopine.

0,16 mol/dm?® (NH4)2SOx4

0,08 mol/dm?® CH3COONa

20% PEG 3350

20% glicerol
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Tablica 3.9. Redoslijed i koncentracije AdSS-a pripremljenog za kristalizaciju.

Redoslijed spremnika na plo¢ama Koncentracija AdSS-a (mg mL™)
A1-As 25
As-As 15
B1-Bs 10
B4-Be 5
C1-Cs 2,5
Cs-Cs 1,25

Pufer za razrjedivanje sadrzi 20 mmol L™* HEPES (pH vrijednosti 7), 150 mmol L
NaCl, 2 mmol L TCEP. Ukupno je iskoristeno 18 spremnika i pripremljeno 6 razli¢itih
koncentracija proteina. Po 1 puL uzorka proteina pomijesan je s 1 pL kristalizacijske otopine
na stakalcu te stavljeno nad odgovarajuéi spremnik. Na rubovima spremnika nalazi se premaz
silikonske masti koja osigurava zatvorenost sustava. Kristalizacijske ploce spremljene su na

18 °C, istoj temperaturi na kojoj se i izvodio cijeli postupak.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ProciS¢avanje proteina

Za vecinu biokemijskih ispitivanja, a posebno za kristalizaciju proteina, uzorak proteina mora
imati visoku ¢istou. Nakon provedene ekspresije i lize bakterijskih stanica, AdSS je iz
dobivenog supernatanta proc¢is¢ena afinitetnom kromatografijom na koloni Ni-NTA.
Efikasnost procisc¢avanja proteina pracena je SDS-PAGE elektroforezom. Rezultati gel
elektroforeze pokazuju da su ekspresija i procis¢avanje ciljnog proteina AdSS bili uspjesni te

da ve¢ nakon prvog koraka proci§¢avanja protein pokazuje visoku Cistocu (slika 4.1).

Slika 4.1. SDS-PAGE elektroforeza na 12,5% poliakrilamidnom gelu provedena nakon

prociséavanja proteina afinitetnom kromatografijom. M-marker molekulskih masa, LMW-
SDS Marker Kit (GE Healthcare), Pl-stanice prije indukcije, L-stanice nakon lize, S-
proteinski ekstrakt, odnosno supernatant nakon lize stanica, FT-nevezna frakcija, W1-W3-

frakcije dobivene nakon ispiranja kolone, E1-E9-elucijske frakcije.
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Nakon afinitetne kromatografije, frakcije E3 i1 E4, koje su prema rezultatima
elektroforeze pokazivale najveéi stupanj Cistoce i najvecu koli¢inu proteina, Su spojene i
centrifugirane 5 min na 20198 x g. Kako bi dodatno procistili protein i uklonili moguce
nastale agregate u uzorku proteina, pro¢is¢avanje je dalje nastavljeno gel filtracijom. Spojene
frakcije propustene su kroz kolonu u volumenu od 2 mL. Kolona je prethodno ekvilibrirana u
puferu HEPES ¢iji je sastav prikazan u tablici 3.2. Praenjem promjene apsorbancije UV
zraCenja pri 280 nm pratio se prolazak proteina kroz kolonu. Prema rezultatima gel filtracije

mozemo vidjeti da se protein eluirao s kolone u frakcijama od 20 do 26, a maksimum se

nalazi na oko 76 mL (slika 4.2).

mAU

2500
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1000

I 3 4 516 [7 8]0 10[1112]13]14[15]18]17|18]19]20|21|22|23| 24| 25| 26|27 | 28| 28| 3031 [32]3334] 35| 3637 38| 30| 40| 41 |42 [43]as] 45
20 40 60 80 100 120 mi

Slika 4.2. Kromatogram gel filtracije spojenih frakcija proteina E3 i E4. Crvenom bojom su

oznacene frakcije.

Uzorci dobiveni proc¢is¢avanjem proteina gel filtracijom su koncentrirani i potom
analizirani SDS-PAGE elektroforezom. Rezultati elektroforeze potvrduju da se najveca
koli¢ina AdSS-a nalazi u frakcijama od 21 do 26 (slika 4.3). Kao konac¢ni uzorak proc¢is¢enog
AdSS-a spojene su frakcije 21-26.
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Slika 4.3. SDS-PAGE elektroforeza na 12,5% poliakrilamidnom gelu provedena nakon gel
filtracije. M-marker molekulskih masa, LMW-SDS Marker Kit (GE Healthcare), P-uzorak

prije gel filtracije, F2o-F26-frakcije dobivene gel filtracijom

Preostale frakcije E2, E5, E6, E7, E8 i E9 dobivene procis¢avanjem afinitetnom

kromatografijom su takoder spojene i na isti nacin procis¢ene gel filtracijom.

Proc¢is¢avanjem iz ukupno 1L bakterijske kulture dobiven je AdSS koncentracije
25,04 mg mL1 i specifiéne enzimske aktivnosti od 0,729 U mg™. Proteinski uzorci spremljeni

su u plasti¢ne epruvetice u volumenima po 100 pL i pohranjeni na -80 °C.

Prema dostupnoj literaturi, postupci procis¢avanja su specificni za svaki protein,
ovisno o njegovim svojstvima. Opéenito, bakterijski AdSS enzimi su anionski (imaju pI<7) i
vezu se za anionske izmjenjivae kao Sto je dietilaminoetil celuloza (DEAE), pa se u

pro¢is¢avanju Cesto koristi ova metoda.® Npr. AdSS iz E. coli progiséen je u tri koraka:
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talozenje amonijevim sulfatom, kromatografija ionske izmjene na anionskom izmjenjivacu
(DEAE) i kromatografija hidrofobnih interakcija na koloni fenil-sefaroze.** Nativni AdSS iz
H. pylori pro¢i§¢en je sljede¢im postupkom: kromatografija ionske izmjene na kationskom
izmjenjivacu (SP-sefaroza), gel filtracija i kromatografija ionske izmjene na anionskom
izmjenjivatu (MonoQ 5/50 GL).?® Vezanje histidinskog privjeska na AdSS iz H. pylori

znatno je skratilo i pojednostavilo postupak proc¢iséavanja ovog proteina.

4.2. 1Izoelektri¢na tocka i molekulska masa

ProtParam je alat koji nam omogucuje izraCunavanje razli¢itih fizikalnih 1 kemijskih
parametra proteina na temelju proteinske sekvence. UnoSenjem primarne sekvence za AdSS s

histidinskim privjeskom izradunata je teorijska pl koja iznosi 7,22.%2

Izoelektricna tocka ciljnog proteina odredena je eksperimentalno izoelektricnim
fokusiranjem provedenim u PhastGel-u i gradijentu pH od 3 do 9. Na gel je nanesen uzorak
obiljezenog AdSS-a dobiven procis¢avanjem afinitetnom kromatografijom te uzorak nakon
drugog koraka procis¢avanja gel filtracijom. Radi usporedbe, na gel je nanesen i nativni AdSS
koji nije obiljezen. Prema rezultatima provedenog IEF-a mozemo vidjeti da se pl nativnog
proteina i proteina s afinitetnim privjeskom neznatno razlikuju (slika 4.4). pl nativnhog AdSS-a
iznosi 6,1 §to je priblizno jednako pl obiljezenog AdSS-a koja iznosi 6,2. Medutim, teorijska
pl za nativni AdSS (izra¢unata pomocu alata ProtParam) iznosi 7,53, dakle eksperimentalno
dobivene vrijednosti za oba proteina odstupaju prilicno od teorijskih. Ova nepodudarnost
vjerojatno se moze objasniti ¢injenicom da AdSS djeluje kao homodimer ©, dok ProtParam
racuna pl na temelju proteinske sekvence monomera. Moguce je da dimerizacijom dolazi do
sakrivanja nekih aminokiselinskih ostataka, $to ¢ini dimer viSe negativno nabijenim. Do sada

okarakterizirani bakterijski AdSS enzimi posjeduju pl u rangu od 5 do 6.
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Slika 4.4. 1zoelektri¢no fokusiranje provedeno na PhastGel-u i gradijentu pH od 3 do 9. N-
AdSS bez afinitetnog privjeska (His)s, M-marker pl (Serva 3-9), H1-obiljezeni AdSS
prociscen afinitetnom kromatografijom, H2-obiljeZzeni AdSS nakon prociS¢avanja afinitetnom

kromatografijom i gel filtracijom.

Nakon IEF-a provedena je i SDS-PAGE elektroforeza na uredaju PhastSystem. Na
temelju rezultata elektroforeze izracunata je molekulska masa nativnog i AdSS-a s afinitetnim
privjeskom (slika 4.5). Prema rezultatima elektroforeze molekulska masa obiljezenog AdSS
za monomer iznosi 47,5 kDa $to je u dobroj korelaciji s teoretski izracunatom masom koja
iznosi 46,8 kDa (izra¢unata pomocu alata ProtParam,).>> Monomer nativnog AdSS-a
ofekivano ima ne$to manju molekulsku masu poSto nema afinitetni privjesak.
Eksperimentalno izracunata molekulska masa nativnog proteina iznosi 46,1 kDa sto je takoder

priblizno jednako teoretskoj masi od 45,7 kDa.
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Enzim AdSS iz bakterije H. pylori prema molekulskoj masi monomera pripada u skupinu
tipicnih bakterijskih AdSS enzima. Vec¢ina njih ima molekulsku masu oko 50 kDa i za
potpunu Kkataliticku aktivnost potrebne su obje podjedinice enzima. Razlog postojanja
monomera i dimera AdSS-a joS§ nije u potpunosti poznat, no za sada je pokazano da samo
dimer AdSS-a djeluje kataliticki.®

N M (kDa) H1 H2

97.0

66.0

. e . ’

i 30.0

Slika 4.5. SDS-PAGE elektroforeza provedena nakon izoelektricnog fokusiranja. N-nativni
AdSS bez afinitetnog privjeska, M-marker molekulskih masa, LMW-SDS Marker Kit (GE
Healthcare), H1-obiljezeni AdSS procisc¢en afinitetnom kromatografijom, H2-obiljezeni

AdSS nakon proc¢is¢avanja afinitetnom kromatografijom i gel filtracijom.

4.3. Elementi sekundarne strukture

Metoda cirkularnog dikroizma (CD) nam omoguéuje uvid u strukturne elemente koji
uklju¢uju a-zavojnice i B-ploCe. CD analiza provedena je na uredaju Jasco J-815 radi
usporedbe sekundarne strukture AdSS-a obiljezenog afinitetnim privjeskom i nativnog AdSS-
a, bez afinitetnog privjeska. Apsorpcija je mjerena u podrucju spektra od 260 do190 nm na

sobnoj temperaturi.
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Slika 4.6. CD spektar nativnog i AdSS-a obiljezenog histidinskim privjeskom. Prikazana je

ovisnost molarne elipti¢nosti § 0 valnoj duljini.

Iz slike 4.6. vidljivo je da se CD spektri nativnog AdSS-a i AdSS-a obiljezenog
histidinskim privjeskom ne razlikuju. To ukazuje na to da uvodenjem oznake (His)e nije doslo
do promjena u sekundarnoj strukturi ovog proteina. Navedeni zakljucak je dodatno
potkrijepljen rezultatima obrade CD spektara u programu Dichroweb.3®37*8 Doti¢ni program
racuna udjele elemenata sekundarne strukture u strukturi proteina iz oblika CD spektra i za

analizirane proteine izraunate brojke se odlicno slazu (tablica 4.1.).

Tablica 4.1. Rezultati analize CD spektara programom Dichroweb, za nativni i AdSS

obiljezen histidinskim privjeskom.

Obiljezeni AdSS Nativni AdSS
a-uzvojnica 0,52 0,51
B-ploca 0,20 0,22
Okreti 0,08 0,07
Neuredeno 0,20 0,20
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4.4. Kineticki parametri

Enzimi su proteini koji kataliziraju bioloske reakcije na nacin da ubrzavaju pretvorbu
supstrata u produkt. Visoko su specifi¢ni i selektivni prema odredenim molekulama. Enzime
karakteriziraju dva glavna svojstva. Prvo, ubrzavaju kemijske reakcije, a da pri tome oni
ostanu nepromijenjeni i drugo, povecavaju brzinu reakcija bez promjene kemijske ravnoteze

45

izmedu reaktanata i1 produkata.”™ Kineticka svojstva mnogih enzima moZemo opisati

Michaelis-Menten modelom prema sljedeCem izrazu:

vmax [S ]

" K+ 151

Brzina reakcije (v) se povecanjem koncentracije supstrata [S] asimptotski priblizava
maksimalnoj brzini reakcije (vmax). Michaelisova konstanta (Km) ukazuje na afinitet enzima
prema supstratu i jednaka je koncentraciji supstrata kod koje se postize polovica maksimalne

brzine.

Kineti¢ki parametri za AdSS odredeni su metodom izolacije prema kojoj su svi
supstrati osim jednog prisutni u velikom suviSku pa ih mozemo smatrati konstantnim.
Reakcija u kojoj sudjeluje AdSS ukljucuje tri supstrata Asp, IMP i GTP. Eksperiment je
proveden pri sobnoj temperaturi koriste¢i reakcijsku smjesu (tablica 3.3.) 1 pufer HEPES pH

vrijednosti 7,7.

Pomocu programa GraphPad Prism 8 za svaki od supstrata izracunati su kineticki
parametri (Vmax 1 Km) koji su prikazani u tablici 4.2. Tablica takoder prikazuje usporedbu
kinetickih parametara obiljezenog i nativnog AdSS-a. Podaci za nativni AdSS preuzeti su iz

literaturnog izvora 2°.

Ana Petek Diplomski rad



8 4. Rezultati i rasprava 38

Tablica 4.2. Kineticki parametri za AdSS obiljezen afinitetnim privjeskom (His)e 1 nativni
AdSS izracunati iz eksperimentalnih podataka prema Michaelis-Menten modelu u programu

GraphPad Prism 8.

Fiksirana koncentracija
Supstrat supstrata / mmol L Km / pmol L Vmax / U mg?t
o Asp IMP-0,15, GTP- 0,06 176,3+18,9 | 0,894 +0,030
O‘ngzg‘“ IMP Asp-5, GTP-0,06 35,9 + 4,6 0,956 + 0,040
GTP Asp-5, IMP-0,15 156 +1,9 1,103 + 0,040
o Asp IMP-0,15, GTP- 0,06 1254+ 7,7 1,103 + 0,016
N:;'g’g' IMP Asp-5, GTP-0,06 40,1 +2,9 1,456 + 0,036
GTP Asp-5, IMP-0,15 8,7+0,6 1,418 + 0,023

Usporedujuc¢i Michaelisove konstante koje su dobivene za obiljezeni AdSS, najveéu
vrijednost Km ima Asp, a najmanju GTP. Prema znacenju Michaelisove konstante, AdSS
manjim afinitetom veze Asp nego GTP ili IMP. To ukazuje da je potrebna veca koncentracija
Asp-a u usporedbi s koncentracijom GTP-a i IMP-a da bi se postigla maksimalna brzina
reakcije koja se neznatno razlikuje za sva tri susptrata. Parametri za nativni AdSS u skladu su
s dobivenim parametrima za obiljezeni AdSS, nesto su vise vrijednosti Ky konstanti za Asp i
GTP za obiljezeni AdSS. Takoder, postoji vrlo mala razlika ako se usporeduju vrijednosti Vmax
za obiljezeni i nativni AdSS. Od dostupnih podataka u literaturi, kineticke konstante za AdSS
iz H. pylori mogu se usporediti npr. s onima za AdSS iz E. coli: Kn(Asp)=230 pumol L7,
Km(IMP)=30 pmol L, Kn(GTP)=26,2 umol L™ 48 j y0,=1,7 U mg1.4

U programu GraphPad Prism 8 izradeni su grafovi koji prikazuju pocetnu brzinu
reakcije kao funkciju koncentracije supstrata. Iz priloZzenih grafova mozemo vidjeti da

enzimska reakcija za svaki od supstrata slijedi Michaelis-Menten kinetiku (slika 4.7).
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Slika 4.7. Grafovi ovisnosti pocetne brzine reakcije o koncentraciji supstrata, A-Asp, B-IMP i
C-GTP dobiveni nelinearnom regresijom prema Michaelis-Menten modelu u programu
GraphPad Prism 8.

Ispitana je inhibicija AdSS-a obiljezenog afinitetnim (His)s privjeskom s GDP-om,
produktom reakcije AdSS-a. Eksperiment je proveden s 4 razli¢ite koncentracije GDP-a, a
grafovi pocetnih brzina kao funkcije koncentracija supstrata izradeni su u programu
GraphPad Prism 8. Prema dobivenim rezultatima, GDP se pokazao kao kompetitivni
inhibitor u odnosu na GTP (slika 4.8), kao Sto je bilo i ofekivano prema literaturnim
podacima.® Dobivena konstanta inhibicije Ki za GDP iznosi 0,9 umol L 1. Vidljivo je da se
poveéanjem koncentracije GDP-a brzina reakcije smanjuje i time je potrebna vecéa

koncentracija supstrata, GTP-a, da bi se postigla Vmax.

Kao produkt reakcije AdSS, GDP je ispitan kao inhibitor AdSS-a iz vise izvora i
odredene konstante inhibicije su u rasponu 5-30 umol L8 Npr. za AdSS iz E. coli
Ki(GDP)=12 pmol L3 Konstanta inhibicije odredena u ovom radu niZa je od navedenih
vrijednosti, zna¢i AdSS iz H. pylori je jace inhibirana GDP-om. Takoder, ta je vrijednost
usporediva s konstantama inhibicije odredenima za nativni AdSS iz H. pylori za hadacidin
(inhibitor kompetitivan obzirom na Asp, Ki=0,19 umol L™) i adenilosukcinat (produkt

reakcije, inhibira kompetitivno obzirom na IMP, Ki=3,5 umol L*).%
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Slika 4.8. Inhibicija obiljezenog AdSS-a s razli¢itim koncentracijama GDP-a. Simboli

prikazani na slici prikazuju razli¢ite koncentracije GDP-a.

4.5. Utjecaj temperature i pH na stabilnost proteina

Stabilnost AdSS-a pri razli¢itim temperaturama i razliitim pH vrijednostima ispitana je
spektrofotometrijski pomocu standardne reakcijske smjese (tablica 3.3) i pufera HEPES pH
vrijednosti 7,7 ili Britton-Robinson razli¢itih pH vrijednosti. Dobiveni podaci obradeni su u

programu Excel (Excel Microsoft Office).

Podaci dobiveni inkubiranjem obiljezenog AdSS sat vremena pri razli¢itim
temperaturama pokazuju da je inkubirani AdSS najstabilniji pri temperaturi od 25 °C. Enzim
zadrzava stabilnost sat vremena sve do temperature od oko 30 °C, a na vi$im temperaturama
pocCinje gubiti aktivnost (slika 4.9). Mjerenje preostale aktivnosti AdSS-a u ovisnosti 0
vremenu izvr$eno je pri dvije razlicite temperature, 37 °C i 42 °C. Prema slici 4.10 AdSS
dulje zadrzava vecu stabilnost na 37 °C, a specifi¢na aktivnost enzima pada na '2 pocetne
vrijednosti pri toj temperaturi za 65 min. Specifi¢na aktivnost enzima pada na ': pocetne
vrijednosti brze pri temperaturi od 42 °C, za 13 min. Podaci izmjereni za nativni AdSS pri 37

°C pokazuju da nativni AdSS ima visu aktivnost od obiljezenog.
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Slika 4.9. Utjecaj temperature na stabilnost AdSS obiljeZenog afinitetnim privjeskom (His)e.
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Slika 4.10. Aktivnost AdSS-a u ovisnosti 0 vremenu inkubacije pri dvjema razli¢itim
temperaturama. Plavom bojom oznacena je krivulja za nativni AdSS pri 37 °C, crvenom
bojom je oznacéena krivulja za obiljezeni AdSS pri 37 °C i zelena boja oznacava obiljezeni
AdSS pri 42 °C.
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Podruéje pH u kojem obiljezeni AdSS pokazuje najvecu stabilnost je izmedu 6,5 1 7,5 pri

¢emu enzim zadrzava oko 90% pocetne aktivnosti (slika 4.11).
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Slika 4.11. Utjecaj pH na stabilnost AdSS-a obiljezenog afinitetnim privjeskom (His)s.

Podrucja temperaturne i pH stabilnosti obiljezenog AdSS-a iz H. pylori (do 30 °C i pH
6,5-7,5) nesto su uza od onih kod nativnog AdSS-a (do 37°C i pH 6,5-8,5).26 U dostupnoj
literaturi postoji podatak samo za stabilnost AdSS-a iz kvasca Saccharomyces cerevisiae — do

37 °C i u irokom rasponu pH od 5 do 10.%

Zanimljivo je kako bakterija H. pylori zivi uz ljude ve¢ stotinama tisuc¢a godina i to u
vrlo specifiécnim uvjetima ljudskog Zeluca.® Ipak, usprkos veoma niskom pH navedenog
okoliSa, ova bakterija je pronaSla nacine za prilagodbu 1 modifikaciju uvjeta u svom
neposrednom okruZenju (npr. zavlacenje u sluznicu Zeluca, izlu¢ivanje ureaze koja cijepa ureu
na ugljikov dioksid i amonijak koji podize pH oko bakterije).*® U skladu s tim prilagodbama
je i stabilnost bakterijskih enzima pri fizioloskoj temperaturi od 37 °C i neutralnom pH koji je

odrzan u samoj bakteriji i njenoj neposrednoj okolini.
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4.6. Kiristalizacija proteina

Prethodno su u Laboratoriju za kemijsku i biolosku kristalografiju s nativnim AdSS iz H.
pylori pronadeni uvjeti u kojima enzim kristalizira, ali u obliku brojnih tankih iglica. Buduci
da su se svojstva obiljezenog AdSS pokazala dovoljno slicna svojstvima nativnog enzima,
odlu¢eno je optimizirati koncentraciju proteina (obiljezenog AdSS) za kristalizaciju u
poznatim uvjetima, kako bi se dobili kristali odgovarajuée veli¢ine za sakupljanje podataka 0
difrakciji rendgenskih zraka. Proc¢is¢eni i koncentrirani uzorak AdSS-a kristaliziran je
metodom difuzije para iz vise¢e kapi. Sam postupak kristalizacije detaljno je opisan u
poglavlju 3.13. Kristali AdSS-a obiljezenog afinitetnim privjeskom (His)s dobiveni
navedenom metodom pri koncentraciji AdSS-a od 12 mg mL™* prikazani su na slici 4.12. Vedéi
kristali rasli su pri nizim koncentracijama unutar testiranog raspona koncentracija (5-25 mg
mL™1).

Slika 4.12. Kristali obiljezenog AdSS-a iz H. pylori dobiveni metodom difuzije para iz visece
kapi pri 18 °C.

Ana Petek Diplomski rad



8 4. Rezultati i rasprava 44

Kako bi se pokusalo predvidjeti hoce li afinitetni privjesak utjecati na 3D-strukturu AdSS,
izradeni su homologni modeli obiljezenog i neobiljezenog proteina pomodu programa
Phyre2.%° Doti¢ni program temelji se na naprednim metodama pronalaZenja niske homologije
(prepoznavanje nacina smatanja proteina usporedbom profila njegove sekvence s bazom
podataka profila sekvenci proteina s rijeSenim strukturama), te omogucuje predvidanje
trodimenzijske strukture proteinske sekvence, neuredenost i funkcionalnost pojedinih regija te
mjesta vezanja liganda.*® Dobiveni modeli bili su identi¢ni, $to ukazuje na to da afinitetni
privjesak ne bi trebao imati utjecaja na 3D-strukturu ovog proteina. Doduse, treba uzeti u
obzir i da je (His)e mozda premala razlika u sekvenci proteina da bi imala utjecaj na rezultate

predvidanja 3D-strukture.

Nakon zavrSetka izrade ovog diplomskog rada, odredena je kristalna struktura
obiljezenog AdSS-a (A. Bubi¢, neobjavljeni podaci). Homologni model za obiljezeni AdSS
dobiven programom Phyre2 usporeden je s kristalnom strukturom (slika 4.13).

Slika 4.13. Usporedba homolognog modela i kristalne strukture obiljezenog AdSS-a. Zelenom
bojom je prikazana kristalna struktura, a rozom homologni model. Crvenom bojom je oznacen
C- kraj, plavom N- kraj proteina.
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Preklapanjem homolognog modela i kristalne strukture moze se vidjeti da nema drasti¢nih
razlika u strukturnim elementima te da su model i kristalna struktura izuzetno sli¢ni. Manje
razlike vide se uglavnom u poloZajima neuredenih petlji. C- i N- kraj proteina nalaze se na
vanjskoj strani proteina $to ukazuje na to da histidinski privjesak na C- Kraju ne stvara
interakcije bilo s aktivnim mjestom, bilo s nekim strukturnim elementom vaznim za
oblikovanje aktivnog mjesta, te tako nema utjecaj na funkciju enzima. Ovaj zakljucak
potvrduje i Cinjenica da se u eksperimentalno odredenoj 3D-strukturi afinitetni privjesak
uopée ne vidi, $to znaéi da je potpuno neureden, nevezan (npr. vodikovim vezama) na

strukturne elemente proteina i slobodan za pomicanje.
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§5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog diplomskog rada bio je okarakterizirati enzim adenilosukcinat-sintetazu (AdSS) iz
bakterije Helicobacter pylori, obiljezenu afinitetnim privjeskom (His)s na C-kraju proteina,

kako bi se provjerilo ima li afinitetni privjesak utjecaj na svojstva ovog enzima.

Enzim AdSS je procis¢en u dva koraka, afinitetnom kromatografijom s imobiliziranim

metalnim ionima (IMAC) i gel filtracijom, ¢ime je dobiven uzorak visoke ¢istoce.

Odredena je izoelektri¢na tocka (pI) obiljezenog i nativnog AdSS-a: 6,2, odnosno 6,1.
Dobivene vrijednosti odstupaju od teorijski izracunatih (programom ProtParam): 7,22,
odnosno 7,53. Do odstupanja vjerojatno dolazi zbog toga Sto AdSS djeluje kao dimer, dok

program racuna pl na osnovi proteinske sekvence monomera.

Eksperimentalno odredena molekulska masa AdSS-a obiljezenog histidinskim
privjeskom za monomer iznosi 47,5 kDa, a za monomer nativnog AdSS-a 46,1 kDa .
Molekulske mase oba proteina dobro se slazu s teorijskim molekulskim masama: 46,8 kDa za
obiljezeni AdSS i 45,7 kDa za nativni AdSS. AdSS iz H. pylori spada u skupinu tipi¢nih
bakterijskih AdSS-a ¢ija molekulska masa iznosi oko 50 kDa.

Spektri cirkularnog dikroizma obiljezenog i nativnog AdSS ukazuju na to da uvodenje
histidinskog privjeska nema utjecaja na elemente sekundarne strukture. To je potvrdeno
pomocu alata Dichroweb koji ra¢una udjele elemenata sekundarne strukture iz oblika CD

spektra i za analizirane proteine dobivene vrijednosti su gotovo identi¢ne.

Odredivanjem kinetickih parametara obiljezenog AdSS-a pokazano je da enzimska
reakcija za svaki od supstrata slijedi Michaelis-Menten kinetiku. Vrijednosti Vmax za obiljezZeni
AdSS se neznatno razlikuju za sva tri supstrata (0,894-1,103 U mg™). Vrijednosti K iznose
176,3 pmol L za Asp, 35,9 pmol L za IMP i 15,6 umol L? za GTP. Moze se zakljuditi da
¢e AdSS manjim afinitetom vezati Asp nego GTP ili IMP. Kineticki parametri obiljezenog
AdSS-a u dobrom su slaganju s prethodno odredenim parametrima za nativni AdSS

(vrijednosti Km za Asp i GTP su nesto vise za obiljezeni enzim).

Ispitivanje inhibicije AdSS-a produktom reakcije, GDP-om, pokazalo je da je GDP

kompetitivni inhibitor u odnosu na GTP, dobivena konstanta inhibicije Ki iznosi 0,9 pmol L.
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Obiljezeni AdSS je stabilan do 30 °C i u rasponu pH 6,5-7,5, Sto predstavlja nesto uze

podrugje stabilnosti u odnosu na nativni AdSS.

Uspjesno su dobiveni kristali obiljezenog AdSS-a unutar raspona koncentracije
proteina unutar ispitivanog raspona koncentracija. U meduvremenu je odredena Kristalna
struktura obiljezenog AdSS-a. Homologni model obiljezenog AdSS-a i kristalna struktura ne
pokazuju efektivne razlike u strukturi, te mozemo zakljuciti da histidinski privjesak na C-

kraju ne narusava strukturu i funkciju istrazivanog enzima.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AdSS — adenilosukcinat sintetaza

APS — amonijev persulfat

Asp —L-asparaginska kiselina

AVh — engl. accumulated volthours

CD — cirkularni dikroizam

DEAE — dietilaminoetil celuloza

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

GDP - gvanozin 5 -difosfat

GTP — gvanozin 5" -trifosfat

HEPES — N-(2-hidroksietil) piperazin-N'-2-etansulfonska kiselina

IARC — Medunarodna agencija za istrazivanje raka, engl. International Agency for Research

on Cancer

IMAC — kromatografija s imobiliziranim metalnim ionima
IMP — inozin 5"-monofosfat

IPTG — izopropil-B-tiogalaktopiranozid

LMW Marker — engl. low molecular weight marker
Ni-NTA — nikal-nitrilotriacetatna kiselina

NMWL — engl. nominal molecular weight limit
ODsoo — opticka gustoc¢a kod 600 nm

PEG — polietilen glikol

PMSF — fenilmetilsulfonil fluorid

Pufer BR — Britton-Robinsonov univerzalni pufer

rpm — engl. rounds per minute
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SDS — natrijev dodecilsulfat

SDS-PAGE - gel elektroforeza pri denaturiraju¢im uvjetima
TEMED - tetraetilmetildiamin

TCEP — tris-(2-karboksietil) fosfin hidroklorid

Tris — 2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol

U — jedna jedinica (U) enzimske aktivnosti definirana je kao koli¢ina enzima koji katalizira

reakciju 1 pmola supstrata u minuti, u danim uvjetima
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