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Popis kratica, oznaka i simbola

A76: terminalni adenozin molekule tRNA
aa: aminokiselina
aa-AMP: aminoacil-adenilat

aaRS: aminoacil-tRNA-sintetaza, kratica odredene aaRS umjesto ,,aa* sadrzi troslovnu ili

jednoslavnu kraticu pripadne joj aminokiseline

aa-tRNA?*: aminoacilirana molekula tRNA

ACN: acetonitril

AMP: adenozin monofosfat

APS: amonijev persulfat

Arg (R): arginin

ATP: adenozin-5'-trifosfat

BSA: albumin iz govedeg seruma, engl. bovine serum albumine

D: dihidrouridin

DNA: deoksiribonukleinska kiselina

DTT: ditiotreitol

EcArgRS: arginil-tRNA-sintetaza 1z bakterije E. coli

EclleRS: izoleucil-tRNA-sintetaza iz bakterije E. coli

EDTA: etilendiamintetraoctena kiselina

FA: mravlja kiselina, engl. formic acid

fMet: N-formilmetionin

HaArgRS1: tipicna arginil-tRNA-sintetaza iz predatorne bakterije H. aurantiacus
HaArgRS2: atipi¢na arginil-tRNA-sintetaza iz bakterije H. aurantiacus
HABA: 4'-hidroksiazobenzen-2-karboksilna kiselina

Hepes: N-(2-hidroksietil)piperazin-N'-2-etansulfonska kiselina



His-HaArgRS2: rekombinantna atipi¢na arginil-tRNA-sintetaza iz bakterije H. aurantiacus

samo s HisTag-om

HisTag: fuzijski privjesak sastavljen od slijeda Sest histidina

HUP: evolucijska linija proteina; akronim od proteina s HxGH motivom, UspA i PP-ATPaza
HP74: teku¢i medij za uzgoj H. aurantiacus

HxGH: motiv od cetiri aminokiseline; histidil-x-glicil-histidin, gdje x predstavlja neku

hidrofobnu aminokiselinu
IAA: jodoacetamid

ipTM: koeficijent pouzdanosti predikcije molekulskih interakcija AlphaFold 3 Servera; govori

o preciznosti predvidanja interakcija aminokiselina na samom sucelju interakcije
IPTG: izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozid

Ile (I): izoleucin

LB: Luria-Bertani medij

LC-MS/MS: tekuéinska kromatografija s tandemnom spektrometrijom masa, engl. liquid

chromatography with tandem mass spectrometry
mRNA: glasnicka ribonukleinska kiselina, engl. messenger RNA
MST: Mikroskopska termoforeza, engl. microscale thermophoresis

NACHT: domena specificna za istoimenu proteinsku obitelj koja spada u vecu obitelj NTPaza,

odnosno enzima $to hidroliziraju nukleotide

Ni-NTA: nikal-nitrilotrioctena kiselina

ODeoo: gustoca mikrobioloSkih kultura, mjerena spektrofotometrijski pri 4 = 600 nm
PCR: lanc¢ana reakcija polimeraze, engl. polymerase chain reaction

PMSEF: fenilmetilsulfonil-fluorid

PNK: polinukleotid-kinaza

PP-ATPaze: proteinska obitelj ATPaza, osnosno enzima koji hidroliziraju ATP s PP petljom



pTM: koeficijent pouzdanosti predikcije molekulskih interakcija AlphaFold 3 Servera; govori

o to¢nosti cijele predvidene strukture u odnosu na poznate baze podataka
RNA: ribonukleinska kiselina

rRNA: ribosomska RNA

RVDH: motiv od Cetiri aminokiseline; arginil-valil-aspartil-histidin

SDS: natrijev dodecilsulfat

SDS-PAGE: poliakrilamidna gel elektroforeza s natrijevim dodecil-sulfatom
™.

StrepTactin komercijalno punilo kolone za metodu suprociSévanja afinitetnom

kromatografijom pomocu StrepTagll

StrepTagll: fuzijski privjesak sastavljen od slijeda osam aminokiselina, triptofanil-seril-histidil-

prolil-glutaminil-fenilalanil-glutamil-lizin, WSHPQFEK

Strep-His-HaArgRS1: rekombinantna tipi¢na arginil-tRNA-sintetaza iz predatorne bakterije H.

aurantiacus s dva fuzijska privjeska: HisTag 1 StrepTagll

Strep-His-HaArgRS2: rekombinantna atipi¢na arginil-tRNA-sintetaza iz predatorne bakterije
H. aurantiacus s dva fuzijska privjeska: HisTag 1 StrepTagll

Strep-His-EclleRS: rekombinantna izoleucil-tRNA-sintetaza iz bakterije E. coli s dva fuzijska

privjeska: HisTag i StrepTagll

TALON: punilo kolone za metodu suprociS¢vanja afinitetnom kromatografijom pomocu

HisTag-a

TCA: trikloroctena kiselina

TFA: trifluoroctena kiselina

tRNA: transfer RNA

tRNA*: tRNA specifi¢na za odredenu aminokiselinu

UspA: proteinska obitelj ortologa univerzalnog proteina stresa A
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1. UVOD

1.1 Herpetosiphon aurantiacus

Bakterije Herpetosiphon aurantiacus prvi su put opisane 1968. godine od strane Holta i Lewina
te spadaju u razred Chloroflexota (Freches i Fradinho, 2024). To su filamentozne bakterije koje
Zive u aerobnim uvjetima, prehranjuju se kemoorganotrofno, krecu se klizanjem, a naseljavaju
Sirok raspon staniSta: tlo, mulj, vodena stanista, kanalizacijska postrojenja itd. Filamenti koje
tvore su viSestani¢ni i mogu dosezati preko 1,2 mm duljine. Po Gramu se boje negativno, ali
nemaju tipi¢nu stani¢nu stijenku Gram-negativnih bakterija jer im nedostaje vanjska
membrana. Stijenka im je strukturirana od unutraSnje membrane, mureinskog sloja od 4-6 nm
debljine, te od dodatnog heteropolisaharidnog sloja debljine 21-25 nm, koji je otporniji na
raspadanje od tipi¢ne lipopolisaharidne membrane (Lee i Reichenbach, 2006). H. aurantiacus
bakterije imaju sposobnost predacije nad drugim mikroroganizmima jer luc¢e hidroliticke
enzime (Livingstone i sur., 2018) 1 sintetiziraju antimikrobne tvari kao §to su sifonazol (Nett,
2006 1 aurikulamid (Schieferdecker i1 sur., 2015). Stil predacije H. aurantiacus naziva se
.strategija vu¢jeg ¢opora”, $to znaci da velik broj bakterija zajedni¢kim snagama napada plijen
te se pretpostavlja da postoji specifican nac¢in komunikacije koji to omogucava (Linares-Otoya

isur., 2017).

1.2. Biosinteza proteina

Proteini su makromolekule sastavljene od jednog ili viSe lanaca aminokiselina koji obavljaju
razliCite zadatke, kao Sto su: strukturna, transportna, regulatorna, hormonska, zaStitna te
kataliticka funkcija. Centralna dogma molekularne biologije nalaze da se proteini
biosintetitziraju procesima transkripcije i translacije prema uputi sadrzanoj u dvolancanoj
molekuli DNA, odnosno u genima (slika 1.1). Geneticka informacija u DNA dolazi u vidu
slijeda  Cetiriju  deoksinukleotida  (deoksiadenozin, deoksigvanozin, deoksicitozin,
deoksitimidin) koje se komplementarno sparuju u dvolancanoj DNA molekuli (adenin s
timinom, gvanin s citozinom). Procesom transkripcije informacija se prepisuje u molekulu
glasnicke RNA (engl. messenger RNA, mRNA), pomocu enzima DNA-ovisne RNA polimeraze
(Nelson 1 Cox, 2017).
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Slika 1.1 Centralna dogma molekularne biologije. Preuzeto iz (Zivkovi¢, 2021).

Translacija je proces prevodenja slijeda nukleotida iz molekule mRNA u slijed
aminokiselina koje sacinjavaju polipeptide, odnosno proteine. Jednu aminokiselinu kodiraju tri
uzastopna nukleotida u mRNA, zvana kodon. Postoji Sezdeset i jedan razli¢iti kodon koji
kodiraju 20 proteinogenih aminokiselina, $to zna¢i da viSe razli¢itih kodona kodira istu
aminokiselinu (degeneracija genetskog koda, tablica 1.1). Tri kodona ne kodiraju nijednu
aminokiselinu, ve¢ sluze za terminaciju translacije, a kodon za metionin jos sluzi i kao signal

za inicijaciju translacije (tzv. START kodon).



Tablica 1.1 Genetic¢ki kod.

Druga baza
Prva baza U C A G Treca baza
Uuuu UCuU; UAU uGU U
- Phe }Tyr }Cys
U UuC- UCC UAC UGC C
~Ser
UUA] . UCA UAA stop UGA sror A
rLeu
UUG! UCG UAG stop UGG Tmp G
CUU, CCU;y CAU}H. CGU;y U
is
C CuC CCC CAC CGC C
rLeu ~Pro rArg
CUA CCA CAA ol CGA A
- Gln
CuG CCG- CAG CGG G
AUU] ACU; AAU; AGU U
rAsn rSer
A AUClle ACC AAC AGC- C
r Thr
AUA’ ACA AAA] AGA A
rLys FArg
AUG Met ACG- AAG’ AGG G
GUU GCUy GAU; GGU U
rAsp
G GUC GCC GAC GGC C
Val rAla Gly
GUA GCA GAA ol GGA A
rGlu
GUG GCG GAG’ GGG G

Translacija se odvija na ribosomima, izrazito evolucijski ocuvanima
ribonukleoproteinskim kompleksima. S obzirom na to da se ovaj rad bavi iskljucivo
prokariotima, bit ¢e ukratko opisana prokariotska translacija, dok je eukariotska kompleksnija
1 slabije istrazena, ali temeljena na istoj logici. Prokariotski ribosom (70S, S (svedberg) je
mjerna jedinica koja predstavlja brzinu sedimentacije) sastoji se od male 30S podjedinice te
velike 50S podjedinice. Cijeli proces moZe se podijeliti na tri dijela: inicijacija, elongacija 1

terminacija translacije (slika 1.2).

Da bi mogla zapoceti sinteza polipeptida, bakterija mora osigurati 30S 1 50S podjedinice
ribosoma, molekulu mRNA koja ¢e se translatirati i inicijacijsku molekulu transportne RNA
(engl. transfer RNA, tRNA), specificno fMet-tRNA™® Aminoacilirane tRNA (aa-tRNA%) su

molekule tRNA s kovalentno povezanim aminokiselinama te nastaju pomocu enzima



aminoacil-tRNA-sintetaza (aaRS). Sluze pripajanju odgovaraju¢e aminokiseline kodonu
mRNA u skladu s geneti¢kim kodom (tablica 1.1). Inicijacijska fMet-tRNA™¢ prepoznaje samo
START kodon. Na ribosomu se nalaze tri specifi¢na mjesta vezanja tRNA molekula: A mjesto
gdje se veze aminoacilirana tRNA, P mjesto gdje se veze tRNA koja nosi rastuci polipeptid i E
mjesto gdje se veze tRNA koja je obavila svoju funkciju i spremna je za disocijaciju s ribosoma.
Najprije se za 30S podjedinicu veze mRNA i pravilno pozicionira START kodon u P mjesto
ribosoma gdje se moze direktno vezati inicijacijska fMet-tRNA™®, Cim se veZe inicijacijska

fMet-tRNAMet asocira se 50S podjedinica ribosoma.

Sljedeca faza je elongacijska faza translacije te je za njezino uspjesno odvijanje potreban
inicijacijski kompleks i aminoacilirane tRNA molekule. Ova se faza ponavlja onoliko puta
koliko ima kodona u mRNA prije STOP kodona. Najprije se aa-tRNA* pozicionira u A mjesto
ribosoma gdje se komplementarno sparuju kodon 1 antikodon. U aktivnom mjestu dogada se
peptidil-transferazna reakcija te polipeptid ostane privezan za tRNA koja je vezana u A mjestu.
Naposljetku, dogada se translokacija peptidil-tRNA iz A u P mjesto §to simultano potice
kretanje ribosoma prema 3' kraju mRNA te se novi ciklus elongacije moze odvijati za sljedeci

kodon u nizu.

Posljednja faza jest faza terminacije translacije za koju su potrebna terminacijski faktori.
Translacija ulazi u tu fazu ¢im se jedan od tri STOP kodona pozicionira u A mjesto ribosoma.
Tada jedan od terminacijskih faktora prepoznaje STOP kodon $to omogucuje produktivno
pozicioniranje molekule vode u peptidil-transferaznom centru ribosoma, uslijed ¢ega dolazi do
hidrolize esterske veze izmedu tRNA 1 polipeptida koji potom disocira s ribosoma (Nelson 1

Cox 2017).
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Slika 1.2 Pregled procesa translacije u prokariota. Preuzeto iz (Zivkovi¢, 2021).

Samu zadacu i$¢itavanja genetickog koda obavljaju enzimi aminoacil-tRNA-sintetaze
koje pripajaju pripadni par aminokiseline i tRNA. Molekule tRNA imaju antikodonski triplet
Sto se komplementarno sparuje s kodonom ukoliko su aminoacilirane, odnosno nose
odgovaraju¢u aminokiselinu kovalentno povezanu za svoj 3' kraj. Inace, tRNA molekule imaju
prosje¢no 76 nukleotida i vrlo o¢uvanu sekundarnu strukturu koju ¢ine akceptorska peteljka,
D-ruka, antikodonska ruka, TWC ruka 1 varijabilna ruka koja moze biti razlicite duljine (prema
tome se tRNA dijele u tip I s kra¢im i tip II s duljim varijabilnim rukama (Brennan T. i
Sunderalingam M., 1976)). Osim toga, vrlo je vazna i diskriminatorna baza (A73) koja je Cest
element prepoznavanja odgovarajue tRNA molekule od strane aminoacil-tRNA-sintetaza

(slika 1.3) (C. P. Lee i sur., 1993).
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Slika 1.3 Struktura molekule tRNA. Preuzeto i prilagodeno iz (Berg, Tymoczko, Stryer, 2015).

1.3. Aminoacil-tRNA-sintetaze

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su enzimi-prevoditelji genetickog koda koji su od
esencijalne vaznosti u biosintezi proteina. Postoje indikacije da su jedna od evolucijski
najstarijih proteinskih obitelji jer su oCuvani u sve tri domene Zivota te postoje brojni dokazi o
horizontalnom prijenosu gena koji kodiraju za aaRS izmedu eukariota, arheja i bakterija (Giegé
1 Springer, 2012; Brown i Doolittle, 1995). Osim spomenute funkcije pronadeno je da imaju i
brojne druge funkcije, primjerice: transkripcijska regulacija (npr. vezanje DNA), translacijska
regulacija (npr. uloga u biosintezi histidina), uloga u mitohondrijskom prekrajanju RNA itd.
(Martinis 1 sur., 1999). U vecini organizama ima 20 aaRS, a svaka je specijalizirana za
aminoaciliranje jedne ili viSe izoakceptorskih tRNA (razli¢ite molekule tRNA koje su supstrat
iste aaRS) samo jednom aminokiselinom (Moras 1 Cavarelli, 2000). AaRS kataliziraju
aminoacilaciju tRNA u dva koraka. U prvom koraku aktivira se aminokiselina nukleofilnim
napadom kisika a-karboksilne skupine na a-fosfat ATP-a te nastaje aminoacil-adenilat (aa-
AMP) uz otpustanje pirofosfata (slika 1.4., A). U drugom koraku 3' ili 2' OH skupina na
terminalnom adenozinu (A76) tRNA molekule nukleofilno napada aktiviranu aminokiselinu te

nastaje aminoacil-tRNA uz otpustanje AMP-a (slika 1.4., B).
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Slika 1.4 Opca reakcija aminoaciliranja tRNA molekule posredovana odgovaraju¢om aminoacil-tRNA
sintetazom. A) U prvom koraku dolazi do aktivacije aminokiseline (plavo) adenilatom (ruzicasto), B) U drugom

koraku dolazi do aminoacilacije tRNA molekule (zeleno). Preuzeto iz (Rubio Gomez i Ibba, 2020).

Aminoacil-tRNA-sintetaze dijele se u dva razreda, razred I i razred Il te osam
podrazreda u skladu sa strukturnim i mehanistickim razlikama (tablica 1.2). Veéina aaRS
razreda I su monomeri, a razreda II su homodimeri (Perona i Hadd, 2012). Sto se tice
mehanistic¢kih razlika, u razredu I aaRS 2' OH skupina tRNA vrsi napad na aminokiselinu nakon
cega 3' OH skupina tRNA transesterificira aminokiselinu na sebe, dok se u razredu II aaRS
aminoacilacija tRNA dogada izravno na 3' OH kraj tRNA (iznimka je fenilalanin-tRNA-
sintetaza). Ta razlika posljedica je razliite arhitekture aktivnog mjesta (Gilbert Eriani i sur.,
1990; Rubio Gomez i Ibba, 2020). Dva razreda razlikuju se i u najsporijem koraku reakcije,
koji je kod aaRS razreda I korak otpusStanja aminoacil-tRNA (Zhang 1 sur., 2006), a kod aaRS
razreda II korak aktivacije aminokiseline (Dibbelt i sur., 1980; Dibbelt i Zachau, 1981; Minajigi
1 Francklyn, 2008). Ovaj rad bavit ¢e se arginil-tRNA sintetazom koja pripada razredu I, stoga

¢e taj razred biti podrobnije opisan u narednom poglavlju.



Tablica 1.2 Podjela aminoacil-tRNA-sintetaza prema mehanisti¢kim i strukturnim kriterijima. Preuzeto iz

(Perona i Gruic-Sovulj, 2014).

Razred 1 Razred I1
Podrazred aaRS Podrazred aaRS
MetRS GlyRS**
ValRS HisRS
1A
IIeRS 2A ProRS
LeuRS SerRS
CysRS ThrRS
1B GInRS AsnRS
GIluRS 2B AspRS
TrpRS LysRS*
1C
TyrRS AlaRS
1D ArgRS 2C GlyRS**
1E LysRS* PheRS

*LysRS se moze nalaziti u razredu I ili II.

**GlyRS se moze nalaziti u razli¢itim podrazredima razreda II.

1.3.1. Razred I

Aminoacil-tRNA-sintetaze razreda I imaju sintetsku domenu koja pripada evolucijskoj liniji
HUP (akronim od: proteini s HXGH motivom, UspA 1 PP-ATPaze). Ta se linija inace sastoji od
enzima Sto koriste nukleotid trifosfate za supstrate, imaju ligaznu aktivnost i jedan od produkata
im je pirofosfat (Gruic-Sovulj 1 sur., 2022). Za sintetsku domenu ovih enzima se, u smislu
sekundarne strukture, definira Rossmannov nabor na N-kraju, kojeg sacinjava pet B-ploca
povezanih o-zavojnicama. AaRS razreda I imaju izrazito o€uvane motive histidil-x-glicil-
histidin (HxGH, gdje x oznacava bilo koju hidrofobnu aminokiselinu, najcesce izoleucin) i lizil-
metionil-seril-lizil-serin (KMSKS) u aktivnom mjestu sintetske domene. Navedeni motivi
vazni su zbog specifi¢nog vezanja molekule ATP-a u aktivhom mjestu u prijelaznom stanju u
reakciji aktivacije, glicin iz HXGH motiva pozicionira adeninski prsten, aminokiselina na

drugoj poziciji pridonosi hidrofobnim interakcijama, a histidini vodikovim vezama vezu fosfate



ATP-a. Lizini iz KMSKS motiva su vazni u pozicioniranju fosfata ATP-a (Perona i Gruic-

Sovulj, 2014).

1.3.2. Arginil-tRNA-sintetaza

Arginil-tRNA-sintetaza  (ArgRS) je aminoacil-tRNA-sintetaza  specijalizirana  za
aminoaciliranje tRNA”® L-argininom (slika 1.5). Za ArgRS iz bakterije Escherichia coli
(EcArgRS) rijeSena je struktura u kompleksu s tRNA”® §to je ¢ini dobrim primjerom za
generalni opis strukture arginil-tRNA-sintetaza. ECArgRS je monomer od 577 aminokiselina te
pripada razredu ID aaRS (slika 1.6; tablica 1.2), stoga ima tipicni HVGH motiv te FKT motiv,
koji je jako degenerirana verzija KMSKS motiva (Stephen i sur., 2018). U E. coli postoje Cetiri
izoakceptorske tRNAA® molekule s antikodonima: ACG, CCG, CCT i TCT koje su supstrati
njezine ArgRS (Chan 1 Lowe, 2016). Struktura ArgRS moZze se podijeliti na pet funkcionalnih
domena: tipicnu sintetsku, dvije dodatne Addl i Add2 koje su, redom, vezane za N- i C-
terminalne krajeve sintetske domene i domene umetnute u katalitiCku srz enzima, Ins-11 Ins-2
(Cavarelli i sur., 1998). Specificno prepoznavanje tRNA”™® od strane ArgRS osigurano je
interakcijama sintetaze s dva o¢uvana nukleotida: A20 (specifi¢na baza D ruke ) 1 C35 (druga

pozicija antikodona svih izoakceptorskih tRNA%®) (Shimada i sur., 2001).

NH O

HQN)KN
N OH
NH,

Slika 1.5 Struktura L-arginina. Izradeno u online programu: https://web.chemdoodle.com/demos/2d-sketcher



https://web.chemdoodle.com/demos/2d-sketcher

Slika 1.6 Kristalna struktura EcArgRS kompleksa s tRNAA® (PDB ID: 5YYN). Domene enzima i tRNAA™

naznacene su na slici razli¢itim bojama (Cavarelli i sur, 1998).

Specifi¢no za ArgRS (i jo§ neke aaRS) jest da je aktivacija arginina tRNA”®-ovisna,
tako $to vezanje tRNAA® inducira konformacijsku promjenu enzima u Kataliti¢ki aktivnu
formu. (Guigou i Mirande, 2005). Uz to, pravilno pozicioniranje 3' kraja tRNA”® u aktivno
mjesto se dogada samo ukoliko je prethodno vezan L-arginin (Moras i Cavarelli, 2000), koji se
veze na C-terminalnom kraju pete niti paralelne B-ploce tipicnog Rossmannovog nabora (slika

1.7) (Cavarelli i sur., 1998).
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Slika 1.7 Smjestaj L-arginina u aktivnom mjestu EcArgRS. Naznaceni su bo¢ni ogranci aminokiseline koje ga
pravilno pozicioniraju. B-ploc¢a prikazana svijetloplavim strelicama pripada Rossmanovom naboru. Isprekidane

crtice predstavljaju vodikove veze. H131 je drugi histidin HIGH motiva obojen Zutom bojom.
1.3.3. Prirodne varijacije HxGH motiva

lako je HxGH motiv vrlo evolucijski ocuvan, utvrdeno je da postoje odstupanja od njega.
Primjerice, pronadeno je da u bakterijama postoje dvije razliCite varijante izoleucil-tRNA-
sintetaze: [leRS1 1 [leRS2. Generalna znacajka IleRS2 jest rezistencija na prirodni antibiotik
mupirocin iz bakterije Pseudomonas fluorescens koji kompetira s ATP-om i izoleucinom za
vezanje u aktivno mjesto IleRS. U slucajevima kada I[1eRS2 varijanta ima izmijenjen HxGH
motiv u GIHH motiv, ona ispoljava hiperrezistenciju na mupirocin, dok joj aminoacilacijska

aktivnost time nije znacajno promijenjena (Brkic 1 sur., 2023).

Istrazivanja grupe Grui¢ pokazala su da u predatornoj bakteriji Herpetosiphon
aurantiacus postoje dva homologna gena za arginil-tRNA-sintetazu. Jedna od njih ima znatno
izmijenjen HXxGH motiv u arginil-valil-aspartil-histidin (RVDH) motiv (slika 1.8, B)
(HaArgRS2). Druga ima klasicni HVGH motiv (slika 1.8, A) (HaArgRS1). Ove ¢injenice
potencijalno upucuju na to da atipicna HaArgRS?2 ima nekanonsku ulogu ili novo svojstvo koje
joj pruza selektivnu prednost. Zaista, u dosadasnjim ispitivanjima grupe Grui¢ atipi¢na ArgRS

nije pokazala standardnu aminoacilacijsku aktivnost. Utvrdeno je da veze tRNA”™® i L-arginin,
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ali ne 1 ATP. Takoder, primijeceno je da je znatno manje eksprimirana u odnosu na tipi¢nu

HaArgRS1 u normalnim uvjetima rasta.

A) .‘: B)

Slika 1.8 Predikcije trodimenzionalnih struktura aktivnih mjesta arginil-tRNA-sintetaza H. aurantiacus preuzete
s AlphaFold Protein Structure Database (Jumper i sur., 2021; Varadi i sur., 2024). A) aktivno mjesto HaArgRS1 s
HVGH motivom, B) aktivno mjesto HaArgRS2 s RVDH motivom.

Analizom struktura dobivenih u sucelju AlphaFold (Jumper i sur., 2021; Varadi i sur.,
2024), dvije arginil-tRNA-sintetaze razlikuju se i po elektrostatskom profilu povrSine proteina,
gdje tipicna HaArgRS1 ima pozitivnije nabijenu povrSinu oko aktivnog mjesta i negativnije
nabijenu povrSinu onkraj aktivnhog mjesta od atipicne HaArgRS2 (slika 1.9). Razlika u
raspodjeli naboja po povrSini proteina moze dovesti do smanjene stabilnosti, odnosno povecane
sklonosti agregiranju (Chiti 1 sur., 2003; Strickler 1 sur., 2006), a o¢ekivano i do promjena u
interakcijama koje protein ostvaruje sa supstratima i/ili interaktorima. Izoelektricna tocka im se
poprili¢no razlikuje, za tipicnu HaArgRS1 iznosi oko 5,25, dok za atipicnu HaArgRS2 iznosi
oko 7,02 (Isoelectric Point Calculator (Kozlowski, 2016).). Drugim rije¢ima, atipi¢na varijanta
je neutralnija u odnosu na tipi¢nu. Poznato je da su proteini nestabilni u otopinama ¢ija je pH
vrijednost bliska njihovoj izoelektri¢noj tocki (Arakawa i Timasheff, 1985) te postoje indikacije
da pH pri kojem je protein najstabilniji korelira s pH vrijednosti okruZenja u kojem je aktivan
(P. Chan 1 Warwicker, 2009). Moze se ocekivati da je HaArgRS2 potencijalno aktivna u

specifi¢nim uvjetima pH citosola.
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Slika 1.9 Elektrostatski profil povrSine enzima arginil-tRNA-sintetaza iz H. aurantiacus. A) HaArgRS1, B)
HaArgRS2. Predikcije preuzete s AlphaFold Protein Structure Database (Jumper i sur., 2021; Varadi i sur., 2024).
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2. HIPOTEZA

S obzirom na to da atipi¢noj arginil-tRNA-sintetazi (s RVDH motivom) dosada$njim
preliminarnim pokusima nije potvrdena kanonska funkcija aminociliranja tRNA”™ argininom,
postavlja se pitanje koja je uopée njegova uloga? Cest pristup u potrazi za funkcijom proteina
kojima ona nije poznata jest trazenje njihovih proteinskih interaktora u proteomu organizma iz
kojeg potjecu, jer interaktori mogu dati vrijedne informacije o biokemijskim putevima u kojima
taj protein sudjeluje (Deng i sur., 2003). Stoga je hipoteza koju ovaj rad testira da postoje
proteinski interaktori HaArgRS2 enzima u proteomu H. aurantiacus koji su nuzni da bi on

obavljao svoju funkciju.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1 MATERIJALI

3.1.1. Standardne kemikalije
Aceton (Carlo Erba), acetonitril (ACN) (Carlo Erba), agar (Sigma), agaroza (Carl Roth),

akrilamid (Sigma), amonijev bikarbonat (Sigma Aldrich), amonijev hidrogenkarbonat
(NHsHCOs) (Sigma Aldrich), amonijev peroksodisulfat (APS) (Serva), ATP (Sigma),
destiobiotin  (/IBA  Lifesciences) ditiotreitol (DTT) (Sigma), etanol (Kemika),
etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma), fenilmetilsulfonil-fluorid (PMSF) (Sigma),
formaldehid (T'T'T’), glicerol (Kemika), glicin (USB Corporation), glukoza (Sigma), 4'-
hidroksiazobenzen-2-karboksilna kiselina (HABA) (Thermo Fishcer Scientific), mravlja
kiselina (FA) (Honeywell Fluka), imidazol (Sigma), izopropil-pB-D-1-tiogalaktopiranozid
(IPTG) (Sigma), jodoacetamid (IAA) (Sigma), kalijev bikromat (K,Cr,0O) (Kemika), kanamicin
(Sigma), kloridna kiselina (HCl) (Kemika), kvascev ekstrakt (BD Difco), magnezijev klorid
(MgCl) (Fluka), magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO4 % 7TH,0) (Kemika), B-merkaptoetanol
(Serva), metanol (Gram-mol), N,N'-metilenbisakrilamid (Merck), natrijev dodecilsulfat (SDS)
(Merck), natrijev glutamat (Sigma), natrijev karbonat (NaxCO3) (Sigma), natrijev klorid (NaCl)
(Kemika), octena kiselina (CH3COOH) (Kemika), srebrov nitrat (AgNO3) (Sigma), N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamin (TEMED) (Serva), tioureja (Sigma Aldrich), trifluoroctena kiselina
(TFA) (Sigma), trikloroctena kiselina (TCA) (Kemika), tripton (BD Difco), Tris(hidroksimetil)-

aminometan (Tris) (Sigma), ureja (Kemika).

3.1.2. Boje

Bromfenol plavo (Serva), Coomassie Brilliant Blue G-250 (Merck), Coomassie Brilliant Blue

R-250 (Merck), GelRed (Sigma), ksilencijanolfluorofosfat (XCFF) (Serva).

3.1.3. Enzimi i njima pripadni puferi
Albumin iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumin, BSA) (NEB), DNaza I (NEB), Dpnl
(NEB), lizozim (Carl Roth), rCutSmart pufer (VEB), T4 polinukleotid-kinaza (PNK) (7hermo
Fischer Scientific), T4 PNK pripadni pufer (Thermo Fischer Scientific), T4 ligaza (Thermo
Fischer Scientific), T4 ligazi pripadni pufer (Thermo Fischer Scientific), tripsin (Promega),
tripsinu pripadni pufer (Promega), Xhol (NEB).
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3.1.4. MarKkeri

GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Fischer Scientific), Precision Plus Protein Standards,
Unstained (Bio-Rad).

3.1.5. Mediji

Tekuéi hranjivi medij Luria-Bertani (LB) za uzgoj E. coli sojeva: kvascev ekstrakt (y = 5 g/dm?),

tripton (y = 10 g/dm?®), NaCl (y = 10 g/dm?).

Kruta hranjiva podloga LB za uzgoj E. coli sojeva: kvaicev ekstrakt (y = 5 g/dm?) , tripton (y =
10 g/dm?), NaCl (y = 10 g/dm?), agar (y = 15 g/dm?).

Teku¢i hranjivi medij HP74 za uzgoj H. aurantiacus: natrijev glutamat (y = 10 g/dm?), kvasdev
ekstrakt (y = 2 g/dm®), magnezijev sulfat heptahidrat (y = 2 g/dm?), D-glukoza (y = 10 g/dm?),
fosfatni pufer (¢ = 50 mmol/dm® pH 6,5).

3.1.6. Bakterije i plazmidi
E. coli so) BL21(DE3) (F" ompT hsdSs (r8” mp’) gal dem (DE3), Novagen). Soj je koriSten za
prekomjernu ekspresiju gena unesenih na plazmidu pET28b. Soj ima inserciju gena za T7
polimerazu u kromosomu pod inducibilnim promotorom lacUV5 (inducira se dodatkom

izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid, IPTG) te ima utiSane gene za proteaze lon i ompT.

E. coli soj SoluBL21(DE3) (F ompT hsdSs (rs” ms’) gal dem (DE3) Genlantis). Soj sadrzi
mutacije koje nisu okarakterizirane, a omogucavaju prekomjernu ekspresiju gena koji kodiraju
slabo topljive proteine. Soj ima inserciju gena za T7 polimerazu u kromosomu pod inducibilnim
promotorom lacUV5 (inducira se dodatkom izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid, IPTG) te ima

utiSane gene za proteaze lon 1 ompT.
H.aurantiacus soj 114-95T (DSM 785) — divlji tip (DSMZ).

pET28b plazmid iz serije vektora pET koji je koriSten za prekomjernu ekspresiju gena pod
regulacijom inducibilnog 77/ac promotora. Plazmid nosi kazetu rezistencije na kanamicin.
Ovaj plazmid se koristi za ekspresiju proteina s histidinskim fuzijskim privjeskom na N- ili C-

kraju da bi se mogli proci§¢avati afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA.

3.1.7. Kromatografski pribor
C18 ekstrakcijski diskovi (Empore), HisTrap HP (Cytiva), Ni-NTA agaroza (Qiagen), Pierce
Micro-Spin kolone (Thermo Fischer Scientific), Poly-Prep kromatografske kolone (Bio-Rad),
StrepTactin smola (IBA Lifesciences), Superdex 200 Increase 10/300 (Cytiva), TALON smola
(Takara).
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3.1.8. Komercijalni kompleti kemikalija
Komplet za proc¢is¢avanje produkata PCR reakcije QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen),
komplet za izolaciju plazmidne DNA QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), komplet za bojanje
elektroforetskih gelova srebrom SERVA Silver Staining Kit Native PAGE (Serva).

3.1.9. Standardni pribor za lan¢anu reakciju polimeraze
dNTP mjesavina (NEB), MgCl, (NEB), Q5 DNA-polimeraza (NEB), 5 x Q5 pufer (NVEB), Taq
DNA-polimeraza (NEB), 10 x Taq pufer + (NH4)>SO4 — MgCL(NEB).

3.1.10. Ostali materijali

Filtracijski sustav i sterilni filter papiri od celuloznog acetata s promjerom pora 0,22 um

(Sartorius).

3.2. METODE
3.2.1. Metode rada s nukleinskim Kiselinama

3.2.1.1. Izolacija plazmidne DNA

Plazmidnu DNA treba izolirati iz stanica bakterija u koje je transformirana da bi se mogla
klonirati ili sekvencirati. KoriSten je komercijalni komplet za izolaciju plazmidne DNA
QIAprep Spin Miniprep Kit za izolaciju plazmidne DNA (Qiagen). Protokol je proveden prema
uputama proizvodaca. Ukratko, bakterijske stanice su lizirane da se oslobodi plazmidna DNA,
koja se veze za silika membranu u uvjetima visoke ionske jakosti. Necistoce su isprane puferom

koji sadrzi etanol te je naposljetku DNA eluirana puferom niske ionske jakosti.

3.2.1.2. Kloniranje plazmida lan¢anom reakcijom polimeraze

Da bi se uklonirao fuzijski privjesak StrepTagll na N-terminalni kraj gena od interesa provedena
je lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) s pocetnicama koje se
samo djelomic¢no hibridiziraju na kalup DNA, a drugim dijelom ne (slika 3.1). Taj dio nosi
nukleotidni slijed koji kodira privjesak. Kalup DNA bio je in vivo proizvedeni plazmid pET28b

s genom od interesa.
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Pocetnice
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Slika 3.1 Shema PCR reakcije kloniranja inserta koji kodira za fuzijski privjesak u plazmidnu DNA.

Sastav reakcijske smjese bio je: 0,04 ng/uL kalupa DNA, 0,5 umol/dm? pocetnica, 0,2
mmol/dm?® dNTP mjesavine, 0,02 U/uL Q5 DNA-polimeraze te Q5 pripadnog pufera finalne
koncentracije 1 x. KoriStene pocetnice navedene su u tablici 3.1. Dizajnirane su ru¢no tako da
svaka od dvije pocetnice nosi polovinu inserta StrepTagll fuzijskog privjeska te su narucene od
tvrtke Macrogen. Metoda lanc¢ane reakcije polimerazom provodena je u uredaju Thermal Cycler

T100™ (Bio-Rad) po protokolu navedenom u tablici 3.2.

Tablica 3.1 Pocetnice koriStene u reakcijama PCR. Crveno obojeni nukleotidi ne hibridiziraju s
kalupom ve¢ sluze za inserciju fuzijskog privjeska na N-terminalni kraj proteina. Zeleno su oznacene pocetnice

koriStene u PCR kloniranju, a plavo pocetnice koristene u colony PCR.

Naziv pocetnice Slijed pocetnice

StrepTagll pET28b F 5'- CGCAGTTCGAAAAAGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCAC -3'

StrepTagll pET28b R 5'- GGTGGCTCCACATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC -3'
Strep_kontrola F 5'- CCCTGAATTGACTCTCTTCCGGG -3'
Strep_kontrola R 5'- CTGCGGGTGGCTCCACAT -3'
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Tablica 3.2 Protokol reakcije PCR.

Faza ciklusa 0/ °C t/s Neiklusa
Pocetna denaturacija 98 60 1
Denaturacija 98 10 25-30
Sljepljivanje 62 30 25-30
Produljenje 72 350 25-30
Zavrsno produljenje 72 120 1

Rezultati PCR kloniranja analizirani su agaroznom gel-elektroforezom prema postupku

opisanom u poglavlju 3.2.1.3.

3.2.1.3. ProciS¢avanje i ligacija plazmidne DNA

Nakon umnazanja plazmidne DNA PCR-om, potrebno je ukloniti DNA kalupa, tako da ostane
samo umnozena DNA u smjesi. S obzirom na to da je DNA kalupa dobivena in vivo, ona je
hemimetilirana na specificnim sljedovima, dok novosintetizirana DNA dobivena PCR-om in
vitro ne moze biti metilirana. Zbog toga se koristi endonukleaza Dpnl koja cijepa samo

hemimetiliranu DNA, dakle samo DNA kalupa u ovom slucaju.

U PCR smjesu je dodan Dpnl do finalne koncentracije 0,18 U/uL i rCutSmart pufer do

finalne koncentracije 1 x te je nukleazna reakcija provodena 1 h na 37 °C.

Potom valja procistiti plazmidnu DNA iz reakcijske smjese, §to je napravljeno pomocu

QIAquick PCR Purification Kit kompleta prema uputama proizvodaca (Qiagen).

Produkti PCR-a su linearne molekule DNA, stoga ith valja cirkularizirati prije
transformacije stanica. To je napravljeno pomocu T4 polinukleotid-kinaze (PNK) koja
fosforilira 5' krajeve polinukleotida te ih tako aktivira za lijepljenje pomoc¢u T4 ligaze. Prvo je
inkubirana plazmidna DNA s 0,25 U/uL T4 PNK, PNK pripadnog pufera finalne koncentracije
1 x i 1 mmol/dm® ATP, 1 h na 37 °C, a potom je izvr$ena inaktivacija enzima 20 min na 65 °C.
Ponovno je prociS¢ena reakcijska smjesa istim ve¢ spomenutim komercijalnim kompletom.
Zatim je plazmidna DNA inkubirana 1 h's 17,5 U/uL T4 ligaze i ligazi pripadnog pufera finalne
koncentracije 1 x na sobnoj temperaturi, a potom je izvrSena inaktivacija enzima 1 h na 70 °C.

Ponovno je procis¢ena reakcijska smjesa istim ve¢ spomenutim komercijalnim kompletom.
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3.2.1.4. Agarozna gel-elektroforeza

Agarozna gel-elektroforeza jest metoda razdvajanja nukleinskih kiselina kroz gel agaroze koji
predstavlja molekulsko sito kroz koje negativno nabijeni polinukleotidi putuju prema pozitivno
nabijenoj anodi. Razli¢iti polinukleotidi putuju razli¢itim brzinama, ovisno o masi i stupnju
superzavijenosti, gdje manje 1 superzavijenije molekule putuju brze. Za agaroznu gel-
elektroforezu koristeni su gelovi agaroze spravljeni od 1 g/L agaroze u TAE puferu (sastava:
¢ (Tris) = 40 mmol/dm?® , ¢ (EDTA) = 1 mmol/dm?, titrirano s CH3COOH do pH 8,0). U uzorke
je prije nanoSenja u jazice gela dodan pufer za nanoSenje sastava: glicerol (¢ = 50 %),
ksilencijanolfluorofosfat (w = 0,4 %), bromfenol plavo (w = 0,4 %) i komercijalna boja GelRed
(Sigma). Koristen je marker veli¢ina GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Fischer Scientific).
Elektroforeza je provodena je u TAE puferu pri 120 V pri sobnoj temperaturi u aparaturi za
horizontalnu elektroforezu EPS 600 (Pharmacia Biotech). Gelovi su snimljeni kamerom

ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad).

3.2.1.5. Transformacija bakterija

Transformacija bakterija podrazumijeva unoSenje plazmida u bakteriju. Odabrana metoda
transformacije bila je elektroporacija u kojoj se propusnost stani¢ne stijenke povecava
primjenom elektri¢nog pulsa. KoriStene su Machl elektrokompetente stanice E. coli. U 50 uLb
glicerolske kulture navedenih bakterija dodan je 1 ng plazmidne DNA te se smjesa prebaci u
hladnu kivetu za elektroporaciju koju se stavi u uredaj za elektroporaciju MicroPulser (Bio-
Rad) gdje se izlozi elektricnom pulsu od 2,5 kV/em u trajanju od 4-6 ms. Potom se
transformirane bakterije Zurno resuspendiraju u 950 uL tekuc¢eg LB medija te inkubiraju 1 h na
37 °C. Naposljetku se razmazuju na krutu LB podlogu s dodatkom odgovarajuceg antibiotika
(u ovom sluc¢aju kanamicina jer se radilo s plazmidom serije pET koji sadrZi kazetu rezistencije

na kanamicin).

3.2.1.6. Probiranje transformanata metodom colony PCR

Kako bi se provjerilo jesu li bakterije koje su narasle na selektivnoj podlozi LB s dodatkom
kanamicina nakon transformacije zaista uspjeSno transformirane plazmidom od interesa,
provedena je metoda colony PCR, odnosno inafica PCR metode gdje se umjesto procis¢enog
kalupa DNA u reakcijsku smjesu stavlja lizat ispitivane kolonije. Lizat je pripremljen tako da
je sterilnim nastavkom za automatske pipete dotaknuta odabrana kolonija i resuspendirana u 8

pL ultraciste vode.
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Sastav reakcijske smjese bio je: lizat kolonije kojeg je dodano 12,5 x manje od
volumena reakcijske smjese, Taq DNA-polimeraza 0,025 U/uL, pripadni pufer Taq DNA-
polimeraze finalne koncentracije 1 X, MgCl, 2 mmol/dm?, dNTP mjesavina 0,2 mmol/dm? te
pocetnice (navedene u tablici 3.1) 1 pmol/dm?. Reakcija je provedena po protokolu navedenom
u tablici 3.3. KoriStene pocetnice su takve da jedna od njih hibridizira sa slijedom koji kodira

uklonirani StrepTagll, a druga usred gena otprilike 300 parova baza nizvodno.

Tablica 3.3 Protokol reakcije colony PCR.

Faza ciklusa 0/ °C t/s Neiklusa
Pocetna denaturacija 9 30 1
Denaturacija 95 20 25
Sljepljivanje 58 20 25
Produljenje 68 45 25
Zavrsno produljenje 68 300 1

Rezultati colony PCR reakcije analiziraju se agaroznom gel-elektroforezom prema

postupku opisanom u poglavlju 3.2.1.4.

3.2.1.7. Sekvenciranje Sangerovom metodom

Modificirani plazmidi izolirani su prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1.1. i poslani na
sekvenciranje Sangerovom metodom tvrtki Macrogen te je dobivenim kromatogramima ru¢no
evaluirana pouzdanost. Sekvence su sravnjene s teorijski oCekivanim sekvencama u alatu

EMBOSS Needle Pairwise Sequence Alignment.

3.2.1.8. Mjerenje koncentracije DNA

Koncentracija plazmidne DNA odredena je spektrofotometrijski uredajem NanoDrop One
(Thermo Fischer Scientific). Uredaj mjeri apsorbanciju uzorka u rasponu valnih duljina 190-
850 nm, a za mjerenje koncentracije DNA klju¢na je apsorbancija pri 260 nm. NanoDrop One
sam racuna koncentraciju DNA u kapljici volumena 1-2 uL nanesenoj na postolje na temelju
podatka da 50 ng Ciste DNA ima vrijednost absorbancije 4260 = 1. Osim same koncentracije,
uredaj daje podatke o Cistoc¢i nanesenog uzorka u vidu dvaju omjera, A260/A4280 1 A260/A230, kOji

za DNA idealno trebaju iznositi 1,8 te 2,0-2,2, redom.
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3.2.2. Metode rada s proteinima

3.2.2.1. Prekomjerna ekspresija proteina in vivo

Da bi se proteini prekomjerno eksprimirali in vivo, koriSten je ekspresijski soj E. coli
BL21(DE3) transformiran plazmidom pET28b u koji je ukloniran gen koji kodira EclleRS ili
HaArgRS1. Jedino je za ekspresiju HaArgRS2 gena koristen posebni soj SoluBL21(DE3) koji
je namijenjen prekomjernoj ekspresiji slabo topljivih proteina. Najprije je pripravljena
prekono¢na kultura navedenih bakterija u tekuéem LB mediju s dodatkom 100 pg/mL
kanamicina, koje su rasle preko no¢i na 37 °C i 250 rpm u termostatiranoj tresilici. Zasi¢ena
prekono¢na kultura razrijedena je 100 puta u tekuéem LB mediju s dodatkom 100 pg/mL
kanamicina te ostavljena u termostatiranoj tresilici na 37 °C 1 250 rpm da bakterije rastu. Rasle
su dok nije bila postignuta opticka gusto¢a ODsoo (mjerenu spektrofotometrom Ultrospec 10
Cell Density Meter (Biochrom) na 600 nm) od 0,5-0,8 koja signalizira da su bakterije gotovo
na polovini eksponencijalne faze rasta, koja je optimalna za prekomjernu ekspresiju proteina.
U tom trenutku je obustavljen rast bakterija hladenjem na 4 °C (30-60 min) nakon ¢ega im je
dodan IPTG (c = 0,25 mmol/dm®) koji inducira prekomjernu ekspresiju gena od interesa.
Ostavljene su na 15 °C i 250 rpm 15-18 h u termostatiranoj tresilici, nakon Cega su
centrifugirane 15 minuta pri 10 000 x g 1 4 °C te je odliven supernatant, a talog zadrzan do

daljnje uporabe.

3.2.2.2. Izolacija proteina

Talozi bakterijskih stanica nastali iz 1 L uzgoja resuspendirani su u 45 mL pufera za lizu sastava:
¢ (Tris-HCI 8.0 @ 25°C) = 50 mmol/dm?, ¢ (NaCl) = 500 mmol/dm?, ¢ (imidazol) = 10
mmol/dm?, ¢ (B-merkaptoetanol) = 5 mmol/dm® i ¢ (MgCl) = 2 mmol/dm®. U prvim
eksperimentima nije koriSten magnezijev klorid, medutim optimizacija je pokazala da pomaze
HaArgRS2 da bude stabilniji pa je prihvacen kao stalna komponenta svih koriStenih
kromatografskih pufera. Potom su smjesi dodani: DNaza I (¢ = 3 ng/uL) koja cijepa genomsku
DNA (gDNA) 1 lizozim (¢ = 50 ng/mL) koji razgraduje peptidoglikanski sloj stani¢ne stijenke.
Stanice su razbijene ultrazvu¢no pomocu Continuous Flow Cell Disrupter uredaja pri tlaku od
1350 bar. Naknadno je lizatu dodan glicerol (¢ = 10 %) koji odrZava proteine stabilnima i PMSF
(c = 1 mmol/dm?) koji je inhibitor serinskih proteaza. Potom je lizat centrifugiran 1 h pri 20 000
x g 14 °C, nakon Cega je supernatant zadrzan i filtriran kroz sterilni filter pora promjera 0,22

um te je takav spreman za daljnje kromatografsko proc¢i§¢avanje.
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3.2.2.3. Prociséavanje proteina afinitetnom kromatografijom

Proteini se uobicajeno proc¢is¢avaju afinitetnom kromatografijom jer je to tip kromatografije
koji u pravilu pruza najvecu specificnost prema odabranom proteinu. U ovom slucaju koristena
metoda je afinitetna kromatografija na Ni-NTA agarozi gdje se prociS€avanje bazira na
reverzibilnom vezanju histidinskog fuzijskog privjeska rekombinantnih proteina za niklov (II)
ion (Ni*") tako da atomi dusika imidazolskih prstenova histidina popune preostala dva
koordinacijska mjesta. Nikal (II) je ¢etirima koordinacijskim mjestima vezan za nitrilotrioctenu
kiselinu (NTA) koja je pak kovalentno povezana za sefarozna zrnca, §to sve zajedno Cini

stacionarnu fazu ovog kromatografskog sustava.

Navedena kromatografija izvedena je pomocu kolone HisTrap HP 1 mL (Cytiva) na
kromatografskom sustavu Akta Pure™ 25 (GE Healthcare). Koristene su mobilna faza A
(c (Tris-HCI 8.0 @ 25°C) = 50 mmol/dm?, ¢ (NaCl) = 500 mmol/dm?, ¢ (imidazol) = 10
mmol/dm?, ¢ (B-merkaptoetanol) = 5 mmol/dm?, ¢ (MgCl,) = 2 mmol/dm?® i glicerol (¢ = 10
%)) i mobilna faza B (c (Tris-HCI 8.0 @ 25°C) = 50 mmol/dm?, ¢ (NaCl) = 500 mmol/dm?,
¢ (imidazol) = 300 mmol/dm?, ¢ (B-merkaptoetanol) = 5 mmol/dm?, ¢ (MgClz) = 2 mmol/dm? i
glicerol (¢ = 10 %)). U prvim pokusima mobilna faza B imala je 200 mmol/dm? imidazola te
nije uopce koriSten magnezijev klorid, ali je optimizacijom utvrdeno da su rezultati bolji uz
vecu koncentraciju imidazola i magnezijev klorid. Sve mobilne faze koriStene za afinitetnu
kromatografiju su prethodno filtrirane pomocu filtracijske aparature sa sterilnim filterima
promjera pora 0,22 pm (Sartorius) i ultrazvucno degazirane u kupelji Elmasonic S 40 H (Elma).
Imidazol kompetira s histidinima iz fuzijskog privjeska rekombinantnih proteina za vezanje na
niklov ion te zbog toga sluZzi za ispiranje nespecificno vezanih proteina (u manjim
koncentracijama) te za eluciju proteina od interesa s kolone (u ve¢im koncentracijama).
Kromatografija se provodila na 8 °C i s protokom 1 mL/min. Kolona je najprije uravnoteZena
s 10 volumena kolone (engl. column volume, CV) mobilne faze A s 10 mmol/dm?
koncentracijom imidazola, a potom je nanesen uzorak izravnim injektiranjem ili pomocu
Superloop™ 50 mL (Cytiva). Potom je izvrSeno ispiranje s 15 CV mobilne faze A (10
mmol/dm?) za ispiranje nevezanih proteina s kolone pa onda ispiranje s 10 CV mjesavine od 21
% mobilne faze B i 79 % mobilne faze A, $to je efektivno mobilna faza sa 70 mmol/dm’
imidazolom, da bi se isprali nespecificno vezani proteini s kolone. Naposljetku je izvrSena
elucija sa 10 CV 100% mobilne faze B (koncentracija imidazola 300 mmol/dm?). Frakcije su

skupljane za korake ispiranja po 1,5 mL, a za korak elucije 1 mL.
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3.2.2.4. Analiza proteina gel-filtracijskom kromatografijom

Gel-filtracijskom kromatografijom provjeren je stupanj agregacije proteina procis¢enih
afinitetnom kromatografijom. Agregati proteina su vec¢e molekulske mase od monomera, stoga
se ranije eluiraju s gel-filtracijske kolone. Na dobivenom kromatogramu se jasno vide dva
razdvojena maksimuma koji odgovaraju agregatima i monomerima. Usporedbom povrSina
navedenih maksimuma moguce je aproksimirati udio agregiranih proteina. Procis¢avanje je
izvedeno na koloni Superdex 200 Increase 10/300 (Cytiva) i kromatografskom sustavu Akta
Pure™ 25 (Cytiva). Kromatografija je provedena na 8 °C s protokom 0,5-0,9 mL/min. Prvo je
kolona uravnotezena s 2 CV pufera B koriStenog u afinitetnoj kromatografiji. Zatim je naneseno
100 pL uzorka iz frakcija elucije s afinitetne kromatografije koje su prethodno centrifugirane
10 min pri 17 000 x g4 °C kako bi se uklonile necisto¢e. Na kraju je izvrSena elucijas 1,5 CV

pufera B.

3.2.2.5. Mjerenje koncentracije proteina

Procis¢enim proteinima odredena je koncentracija metodom po Bradfordu koja se temelji na
interakciji bazi¢nih 1 aromatskih aminokiselina s bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 §to
uzrokuje pomicanje apsorpcijskog maksimuma s valne duljine 465 na 595 nm. Kljucno je
pripremiti bazdarnu krivulju za $to se obicno koristi albumin iz govedeg seruma (BSA) koji je
pripremljen u rasponu koncentracija od 0,015 mg/mL do 0,18 mg/mL. Uzorci proteina od
interesa 1 uzorci BSA, pripremljeni kao razrjedenja u ukupno 100 pL, pomijeSani su s 1 mL
Bradfordovog reagensa (y (Coomassie Brilliant Blue G-250) = 0,1 g/dm® , ¢ (EtOH) = 5 %,
¢ (H3PO4) = 8,5 %) te ostavljeni da se inkubiraju u mraku na sobnoj temperaturi 10 minuta.
Potom im je spektrofotometrijski mjerena apsorbancija pri valnoj duljini 595 nm na uredaju

Evolution 60S (Thermo Fischer Scientific).

3.2.2.6. Poliakrilamidna gel elektroforeza s natrijevim dodecil-

sulfatom

Poliakrilamidna gel elektroforeza s natrijevim dodecil-sulfatom (engl. sodium dodecyl-sulphate
polyacrilamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) je metoda razdvajanja proteina u
denaturiraju¢im uvjetima u poliakrilamidnom gelu koji sluzi kao molekulsko sito. Denaturirane
proteine obavijaju negativno nabijene molekule SDS (koje maskiraju proteinski intrinzi¢ni

naboj) zbog Cega proteini putuju prema pozitivno nabijenoj anodi te se tako razdvajaju na
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temelju molekulske mase. Proteini manje molekulske mase brze putuju kroz gel, dok proteini

veée molekulske mase putuju sporije.

KoriStena aparatura za izlijevanje gelova i samu elektroforezu je Mini Protean Tetra
(Bio-Rad). Gelovi su dvodijelni, sastavljeni od gela za razdvajanje (y (akrilamid:bisakrilamid
29:1) =90 mg/mL, ¢ (Tris) = 0,385 mol/dm? pH = 8,8 i y (SDS) = 1 mg/mL), u kojem se dogada
razdvajanje proteina po masi, nadslojenog gelom za sabijanje (y (akrilamid:bisakrilamid 29:1) =
40 mg/mL, ¢ (Tris) = 0,125 mol/dm?® pH = 6,8 i y (SDS) = 1 mg/mL), u kojem svi proteini
jednako brzo putuju i ravnomjerno se sabiju na granici gelova. Uzorci proteina se prije
nanosenja u jazice gela mijeSaju sa smjesom za denaturaciju finalnog sastava: ¢ (Tris) = 62,5
mmol/dm? pH = 6,8, ¢ (B-merkaptoetanol) = 12,5 mmol/dm?* , ¢ (glicerol) = 6,25 %, y (SDS) =
1,25 mg/mL i y (bromfenolplavo) = 0,02 mg/mL. Potom su uzorci denaturirani zagrijavanjem
3 min na 95 °C, nakon €ega su spremni za nanoSenje na gel. Elektroforeza je provedena u SDS
puferu (y (glicin) = 14,4 mg/mL, y (Tris) = 3,03 mg/mL pH = 8,31y (SDS) =1 mg/mL) 15 min
pri 120 V te jo$ 35-45 min pri 180 V. Naposljetku valja obojati gelove da se vizualiziraju
razdvojeni proteini §to je ucinjeno na dva nacina, ovisno o potrebnoj osjetljivosti detekcije vrpci
na gelovima. Za analizu prociS¢enosti proteina nakon afinitetne kromatografije dovoljno je
precizno bojanje 15 min otopinom sastava: y (Coomassie Brilliant Blue R-250) = 2,5 mg/mL,
@ (CH3COOH) =10 % 1 ¢ (C2HsOH) = 50 %, prac¢eno odbojavanjem u vreloj vodi do jasne
vizualizacije vrpci proteina na gelu. Za analizu rezultata metode suprociS¢avanja afinitetnom

kromatografijom, gelovi su bojani srebrom, $to je detaljno opisano u poglavlju 3.2.6.

3.2.3. Priprema proteinskog ekstrakta H. aurantiacus

Da bi se priredio proteinski ekstrakt koji ¢e biti nanosSen na kolone pri metodi suprociS¢avanja
afinitetnom kromatografijom (vidi poglavlja 3.2.4. 1 3.2.5.) koriStena je metoda sonikacije
bakterijskih stanica. Bakterije H. aurantiacus su rasle u 5 mL teku¢eg HP74 medija 9 dana pa
su centrifugirane minimalno 15 min pri 5000 x g, nakon ¢ega im je odliven supernatant, a talog
zaleden na -80 °C do uporabe. Neposredno prije koriStenja talog je odleden, resuspendiran u 1
mL pufera A (c (Tris-HC1 8,0 @ 21 °C) = 50 mmol/dm?, ¢ (imidazol) = 10 mmol/dm?, ¢ (MgCl,)
= 10 mmol/dm?®, ¢ (B-merkaproetanol) = 10 mmol/dm?, ¢ (NaCl) = 100 mmol/dm?, osim za
HaArgRS2 gdje je ¢ (NaCl) = 500 mmol/dm? i ¢ (glicerol) = 20 %) kada je koristena metoda
suprociS¢avanja afinitetnom kromatografijom pomocu histidinskog privjeska, odnosno 1 mL
pufera W (¢ (Tris-HC1 8.0 @ 21°C) = 150 mmol/dm?, ¢ (NaCl) = 150 mmol/dm?, ¢ (B-

merkaptoetanol) = 5 mmol/dm®) kada je koriStena metoda supro¢is¢avanja afinitetnom
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kromatografijom pomocu streptavidinskog privjeska (vidi kasnije). Dodani su DNaza I (¢ =5
ng/ul) koja cijepa genomsku DNA (gDNA) i lizozim (¢ = 50 pg/mL) koji razgraduje
peptidoglikanski sloj stanicne stijenke. Potom je smjesa sonicirana tri do Cetiri puta po 5 s uz
pauze od 10 s, pri ¢emu je smjesa cijelo vrijeme drzana na ledu. Nakon sonikacije smjesa je
centrifugirana 30 min pri 17 000 % g i 4 °C nakon ¢ega je odliven supernatant koji je spreman

za nanosenje na kolonu.

3.2.4. Metoda suprociSéavanja afinitetnom kromatografijom pomocu

histidinskog privjeska

Metoda suprociS¢avanja afinitethom kromatografijom (engl. pull-down assay) jest
kromatografska metoda kojom se traze protein-protein interakcije. Funkcionira na nacéin da se
rekombinantni protein s fuzijskim privjeskom imobilizira za kolonu pa se kroz istu provuce
proteinski ekstrakt bakterija. Ukoliko protein od interesa ima interaktore u proteomu tih
bakterija, oni bi se trebali zadrzati u kompleksu s njim dok se ostatak ekstrakta ispere s kolone.
Naposljetku, u koraku elucije bi idealno trebali si¢i samo protein od interesa i njegovi

interaktori.

Napravljene su pull-down metode s dva razliCita sustava afinitetne kromatografije:
histidinska koja ¢e ovdje biti opisana i temelji se na koriStenju histidinskog fuzijskog privjeska
te streptavidinska koja se temelji na koriStenju streptavidinskog fuzijskog privjeska (vidi
kasnije). Ova dva sustava afinitetne kromatografije razlikuju se u tome §to histidinski sustav
ima bitno manju specifi¢nost od streptavidinskog, odnosno ocekuje se viSe nespecifino
vezanih proteina na kolonu. Histidinski fuzijski privjesak (HisTag, sastoji se od Sest uzastopnih
histidina) specificno se veZze za Ni-NTA ili TALON agarozu. Ni-NTA agaroza je gradena od
sefaroze za koju je kovalentno vezana nitriltrioctena kiselina koja koordinira cetiri od Sest
mjesta nikla (II). Preostala dva mjesta koordinira sami HisTag. Jedina razlika izmedu Ni-NTA

1 TALON agaroze je Sto potonja ima kobalt (IT) umjesto nikla (IT).

Sve pull-down metode ru¢no su izvodene u Poly-Prep kromatografskim kolonama
volumena 50-100 pL s gravitacijskim protokom pri temperaturi 4 °C. Sastav pufera koristenih

za pull-down prikazan je u tablici 3.4. Pull-down protokol vidljiv je u tablici 3.5.
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Tablica 3.4 Sastav pufera za pull-down pomocu histidinskog privjeska.

¢ (Tris-HCl c(B- c
¢ (NaCl) / c(MgCl)/ ¢ (glicerol) /
Pufer 8,0 @21 °C)/ merkaptoetanol) / (imidazol) /
mmol dm mmol dm %
mmol dm mmol dm mmol dm
Al 50 100 10** 10 10 /
A2% 50 500 10** 10 10 20
B1 50 100 10** 20 10 /
B2 50 100 10** 50 10 /
C 50 100 10%** 200 10 /

*Sluzi samo za ekvilibraciju HaArgRS2 kolone jer se on nalazi u razli¢itom puferu od
ostalih proteina.
**Qva komponenta smjese je potpuno izostavljena kod rada s TALON agarozom jer

reducira kobalt (II) i onemogucava daljnji rad.
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Tablica 3.5 Opéi protokol pull-down kromatografije s HisTag privjeskom.

Redni broj Dodani
Otopina Inkubacija Skupljanje
koraka volumen
1. Ultradista voda Milli-Q Ne 4CV Ne
Pufer A1 (A2%)
2. Ne 4CV Ne
(ekvilibracija)
Da, 10 min uz jedno
3. Uzorak proteina-mamca o 4CV Da
resuspendiranje smole
4.% Pufer Al (izmjena pufera) Ne 4CV Da
Proteinski ekstrakt A. Da, 45 min uz dva
5. o 4CV Da
aurantiacus resuspendiranja smole
6. Pufer A1 (ispiranje) Ne 4CV Da
7. Pufer B1 (ispiranje) Ne 4CV Da
8. Pufer B2 (ispiranje) Ne 4CV Da
9. Pufer C (elucija) Da, 10 min 2x0,5CV Da, zasebno
10. Imidazol 2 mol/dm? Ne 4CV Ne
11. Ultradista voda Milli-Q Ne 2x4CV Ne
12. Etanol 20% Ne 3x4CV Ne

*KoriSteno samo za kolonu s HaArgRS2.

Rezultati su analizirani SDS-PAGE elektroforezom opisanom u poglavlju 3.2.2.6, nakon

¢ega su gelovi bojani srebrom po protokolu iz poglavlja 3.2.6.

3.2.5. Metoda suprociS¢avanja afinitetnom kromatografijom pomocu

streptavidinskog privjeska

Metoda suprociS¢avanja afinitetnom kromatografijom (engl. pull-down assay) pomocu
streptavidinskog privjeska logicki je istovjetna onoj navedenoj u poglavlju 3.2.4., osim §to se
koristi drugaciji fuzijski privjesak imenovan StrepTagll (slijed aminokiselina: triptofanil-seril-
histidil-prolil-glutaminil-fenilalanil-glutamil-lizin, WSHPQFEK) koji se imobilizira za
StrepTactin™ smolu (IBA Lifesciences). Ta interakcija temeljena je na najjacoj poznatoj
nekovalentnoj vezi u prirodi - vezi biotina i streptavidina. Sve pull-down metode izvodene su u
Pierce Micro-Spin kolonama (Thermo Fischer Scientific) s volumenima kolone 25-50 pL s
centrifugiranjem pri 200 x g 14 °C. KoriSteni puferi za pull-down bili su: pufer W (¢ (Tris-HCl
8.0 @ 21°C) =150 mmol/dm?, ¢ (NaCl) = 150 mmol/dm?, ¢ (B-merkaptoetanol) = 5 mmol/dm?),
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pufer E (¢ (Tris-HCI 8.0 @ 21°C) = 150 mmol/dm?, ¢ (NaCl) = 150 mmol/dm?, ¢ (destiobiotin)
= 2,5 mmol/dm?) i pufer R (¢ (Tris-HCI 8.0 @ 21°C) = 150 mmol/dm?, ¢ (NaCl)= 150
mmol/dm?, ¢ (EDTA) = 1 mmol/dm?, ¢ (HABA) = 1 mmol/dm?). Pull-down protokol vidljiv je

u tablici 3.6. KoriStena koli¢ina proteina-mamca bila je 50-300 pg.

Tablica 3.6 Op¢i protokol pull-down kromatografije sa StrepTagll privjeskom.

Redni broj
Otopina Inkubacija Dodani volumen Skupljanje
koraka
1. Pufer W (ekvilibracija) Ne 16-21 CV Ne
Ovisno o
koncentraciji
2. Uzorak proteina-mamca Da, 30 min ] ) Da
prociséenih
proteina
3. Pufer W (ispiranje) Ne 3x4CV Da, zasebno
Proteinski ekstrakt H. Ovisno o koli¢ini
4. Da, 30-60 min ) Da
aurantiacus lizata
5. Pufer W (ispiranje) Da, 1 min 4x5CV Da, zasebno
6. Pufer E (elucija) Ne 3x2CV Da, zasebno
Pufer R (regeneracija
7. Ne 3x8CV Ne
kolone)
8. Pufer R Ne 1CV Ne

Rezultati su analizirani SDS-PAGE elektroforezom opisanom u poglavlju 3.2.2.6, nakon

¢ega su gelovi bojani srebrom po protokolu iz poglavlja 3.2.6.

3.2.6. Bojanje elektroforetskih gelova srebrom

Elektroforetski gelovi s uzorcima pull-down kromatografija bojani su srebrom jer je vrlo visoke
osjetljivosti, §to omogucava precizniju analizu rezultata. KoriSten je komercijalni komplet
SERVA Silver Staining Kit Native PAGE (Serva). Postupak je napravljen prema uputama
proizvodaca. Ukratko, proces se odvija u Sest klju¢nih koraka. Prvi korak bio je fiksiranje
gelova da se imobiliziraju proteini. Drugi korak bio je aktivacija gelova za tre¢i korak bojanja
srebrovim nitratom. Cetvrti korak bio je razvijanje obojenosti, odnosno reakcija nastanka
elementarnog srebra vezanog za proteine. Peti korak bio je zaustavljanje razvijanja te posljednji
korak pospremanje gelova u otopinu za dugotrajno Cuvanje. Izmedu svih koraka su gelovi

isprani ultracistom vodom.
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3.2.7. Spektrometrija masa'

3.2.7.1. Digestija proteina

Uzorke proteina za spektrometriju masa LC-MS/MS treba razgraditi do peptida da bi se mogli
analizirati. Proteini su najprije precipitirani u TCA (¢ = 20 %) uz inkubaciju na ledu 30 min.
Uzorci su potom centrifugirani 45 min pri 20 000 x g 1 4 °C nakon ¢ega im je uklonjen
supernatant. Talog je ispran triput s 500 uL hladnog acetona uz centrifugiranje izmedu svakog
ispiranja 30 min pri 20 000 x g i 4 °C. Zaostalo otapalo je otpareno na termobloku 15 min pri
60 °C. Talozi su otopljeni u denaturirajuéem puferu za tripticku digestiju (¢ (ureja) = 6 mol/dm?,
¢ (tioureja) = 2 mol/dm?, ¢ (Tris) = 10 mmol/dm?, pH = 8,0), uz inkubaciju na sobnoj
temperaturi 30 min 1 treSnju pri 800 rpm. Sljedeci korak bio je redukcija disulfidnih mostova
DTT-om (¢ = 5 mmol/dm?) uz inkubaciju na sobnoj temperaturi, 1 h i tre$nju pri 800 rpm. Zatim
je uslijedila alkilacija cisteinskih bo¢nih ogranaka uz jodoacetamid (c = 16,5 mmol/dm?), uz
inkubaciju na sobnoj temperaturi, 1 h i treSnju pri 800 rpm. U konacnici, za razgradnju proteina
do peptida smjesa je razrijedena s Cetiri volumena otopine amonijevog bikarbonata (¢ = 20
mmol/dm?) te je dodan tripsin (proteaza koja cijepa peptidne veze proteina iza aminokiselina
arginin i lizin) u omjeru 1 pg tripsina: 50 pg proteina, uz inkubaciju na sobnoj temperaturi i
treSnju pri 800 rpm. Nakon 14-16 h je ponovno dodan tripsin u istom omjeru te je smjesa

inkubirana 3-4 h na 37 °C uz tre$nju pri 800 rpm.

3.2.7.2. Procis¢avanje peptida dobivenih digestijom proteina

Prije analize LC-MS/MS-om, peptidima je potrebno izmijeniti. To je u¢injeno pomocu ru¢no
pripremljenih! Stage-tips (engl. Stop-and-go tips) koji sadrze C18 sloj koji sluzi kao stacionarna
faza koja zadrzava peptide tijekom izmjene pufera. C18 materijal se aktivira nanoSenjem 100
pL metanola te njegovim djelomi¢nim uklanjanjem centrifugiranjem 30 s pri 2000 x g. Vazno
je paziti da u ovom koraku ne presusi C18 materijal. U sljede¢em koraku je dodano 200 pL
pufera A* (¢ (ACN) =2 %, ¢ (FA) =1 %) te su Stage-tips centrifugirani 2 min pri 2000 x g. U
otopine peptida dodano je TFA (¢ = 1 %) nakon ¢ega su smjese nanesene na Stage-tips te
centrifugirane 2 min pri 2000 x g. Uzorci su isprani s 200 pL pufera A (¢ (mravlja kiselina) =
0,1 %) te centrifugirani 2 min pri 2000 % g. Peptidi su eluirani s C18 materijala uz 50 pL pufera
B (¢ (ACN) = 80 %, ¢ (FA) = 0,1 %). Smjesa je uparena na SpeedVac uredaju do ukupnog

! Priprema uzoraka za spektrometriju masa, spektrometrija masa i analiza sirovih podataka napravljena je pod
budnim okom i uz veliku pomo¢ doc. dr. sc. Marka Mociboba.
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volumena 5 pL, nakon ¢ega je dodano 10 puL pufera A/A* (svjeze pripremljenog od 90 % pufera
A1 10 % pufera A*). Naposljetku su uzorci centrifugirani 1 h pri 16 000 x g i 4 °C §to je
posluzilo uklanjanju necistoca prije nanosenja u LC-MS/MS uredaj. Uzorci su injektirani na

LC-MS/MS uredaj u volumenu od 3 pL.

3.2.7.3 Razdvajanje i analiza peptida pomoc¢u LC-MS/MS uredaja
Prije analize spektrometrom masa peptide valja razdvojiti kromatografijom obrnutih faza.

Peptidi su u smjesi pufera A/A* (p (ACN) = 0,2 %, ¢ (FA) =0,2 %) naneseni na sustav EASY-
nLC™ 1200 (Thermo Fischer Scientific) opremljen pretkolonom i analitickom kolonom
EASY Spray™ (i. d. 75 pm x 15 ¢cm, 3 pum Cestice) koje sadrze C18 stacionarnu fazu za
kromatografiju obrnutih faza. Peptidi su eluirani pri protoku od 200 nL/min uz linearni gradijent
acetonitrila u 0,1 % mravljoj kiselini u trajanju od 60 min s acetonitrilom u 0,1 % mravlje
kiseline. EASY-nLC™ sustav je spregnut s Q Exactive Plus spektrometrom masa (Thermo
Fischer Scientific) s meduspojem za ionizaciju elektrorasprSenjem (1,8 kV). Spektri su snimani
u pozitivnom modu koriste¢i tehniku ovisnu o MS1 spektru (engl. dependent data aquisition,
DDA). MSI je sniman pri rezoluciji 70 000, a 12 iona najveceg intenziteta podvrgnuto je
fragmentaciji te ponovnoj analizi pri ¢emu su MS2 spektri snimani pri rezoluciji 17 500 uz

dinamicko iskljucenje u trajanju 15 s.

3.2.7.4. Analiza dobivenih spektara masa
Podatci dobiveni spektrometrijom masa su obradeni i analizirani pomoc¢u programa Proteome

Discoverer 2.4 (Thermo Fischer Scientific) sa Sequest HT pretraziteljem. Dobiveni podatci su
pretraZeni u bazi podataka proteina H. aurantiacus preuzetoj iz UniProt baze (izdanje 2023 05).
Karbamidometilacija cisteina je definirana kao fiksna modifikacija, a nedostatak N-terminalnog

metionina, odnosno njegova acetilacija ili oksidacija definirane su kao varijabilne modifikacije.

3.2.8. Predikcija molekulskih interakcija

Predikcije molekulskih interakcija izmedu HaArgRS2 1 potencijalnih interaktora izradene su na
AlphaFold 3 serveru (Abramson i sur., 2024) te su evaluirane prema dobivenim koeficijentima
pouzdanosti pTM 1 ipTM. Koeficijent pTM govori o tocnosti cijele predvidene strukture u
odnosu na poznate baze podataka, dok ipTM govori o preciznosti predvidanja interakcija
aminokiselina na samom sucelju interakcije. Generalno, uzima se da je predikcija vjerojatna
ukoliko su vrijednosti pTM vece od 0,5, a vrijednosti ipTM vece od 0,8. Ukoliko je ipTM

vrijednost izmedu 0,6 i1 0,8, kaze se da je vjerojatnost da je predikcija to¢na u ,,sivoj zoni®,
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odnosno mogla bi biti ispravna, ali ne mora biti. Ova vrsta predikcija interakcija ne moze

zamijeniti eksperimentalno dobivene rezultate, ali ih moZze nadopuniti.
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4. REZULTATI

4.1. Kloniranje streptavidinskog privjeska

Prvi korak u istrazivanju interaktora atipi¢ne arginil-tRNA-sintetaze iz H. aurantiacus bila je
priprema proteina: HaArgRS2, HaArgRS1 i EclleRS. Protein HaArgRS1 je tipi¢na arginil-
tRNA-sintetaza (HVGH motiv) te je pripremljena radi usporedbe s atipicnom ArgRS (RVDH
motiv), a protein EclleRS pripremljen je da sluzi kao svojevrsna negativna kontrola. U
laboratoriju Grui¢ ve¢ su postojali plazmidi pET28b s ukloniranim genima za EclleRS,
HaArgRS1 1 HaArgRS2. Koristeci iste moguce je eksprimirati rekombinantne proteine s HisTag
privjeskom (u ovom sluc¢aju na N-kraju proteina) koji se dalje proc¢iséavaju Ni-NTA afinitetnom
kromatografijom. S pro¢is¢enim proteinima napravljen je pull-down pomoc¢u HisTag privjeska.
Uz to, napravljen je i1 pull-down pomocu StrepTagll privjeska zbog toga Sto isti ima vecu
specificnost vezanja za kolonu i ofekuje se manje nespecifino vezanih proteina. U tu svrhu
bilo je potrebno uklonirati StrepTagll na 5' kraj gena, odnosno na N-kraj rekombinantnih
proteina. ZadrZan je 1 HisTag privjesak koristan za proc¢iS¢avanje proteina u velikim koli¢inama
Ni-NTA afinitetnom kromatografijom. Osim toga, postojanje dva fuzijska privjeska u
rekombinantnim proteinima omoguéava ortogonalno prociS¢avanje dvjema afinitetnim
kromatografijama §to rezultira boljom Cisto¢om proteina. Navedeni privjesci nisu veliki te se
ne ocekuje da ¢e ometati pravilno smatanje proteina. Da bi se StrepTagll uklonirao, napravljeno
je PCR kloniranje s obzirom da se radi o relativno malom insertu. KoriStene su pocetnice koje
samo djelomi¢no hibridiziraju s kalupom te nose insert koji kodira StrepTaglI (vidi poglavlje
3.2.1.2.). Rezultati kloniranja analizirani su agaroznom gel-elektroforezom 1 prikazani su na

slici 4.1.

Naslici 4.1 pod A vidljiv je gel s rezultatima PCR kloniranja s plazmidom pET28b koji
nosi gen za HaArgRS2. U jazici 1 nalazi se plazmid na kojem nije provedena PCR reakcija i
sluzi kao pozitivna kontrola. U jaZici 2 nalazi se uzorak reakcijske smjese PCR kloniranja. Obje
vrpce su pri cca. 7000 pb, Sto je oCekivana veli¢ina za koriSteni plazmid. Na slici 4.1 pod B
vidljiv je gel s rezultatima PCR kloniranja s plazmidima pET28b koji nose gene za EclleRS
(jazica 1) 1 HaArgRS1 (jazica 2). Obje detektirane vrpce plazmida nalaze se pri cca. 7000 pb,
ali vrpca u prvoj jazici je pozicionirana malo viSe od susjedne vrpce u drugoj jaZici, $to je

ocekivano jer je gen za EclleRS dulji od gena za HaArgRSI.

33



Slika 4.1 Gel agarozne elektroforeze s uzorcima reakcijskih smjesa iz PCR kloniranja. A) gel s uzorcima PCR
kloniranja provedenog na plazmidu pET28b s genom za HaArgRS2. U jazice je redom naneseno: M marker, 1
plazmid koji nije proSao PCR rekaciju, sluzi kao pozitivna kontrola, 2 uzorak reakcijske smjese PCR kloniranja.
B) gel s uzorcima PCR kloniranja provedenog na plazmidima pET28b s genima za HaArgRS1 i EclleRS. U
jazice je redom naneseno: M marker, 1 uzorak reakcijske smjese PCR kloniranja provednog s plazmidom
pET28b s genom za EclleRS, 2 uzorak reakcijske smjese PCR kloniranja provednog s plazmidom pET28b s
genom za HaArgSRI.

Bakterije su transformirane dobivenim plazmidom metodom elektroporacije (vidi
poglavlje 3.2.1.5.) pa su metodom colony PCR pretrazene narasle kolonije na podlozi s
kanamicinom u potrazi za uspjes$no transformiranim bakterijama. Izostanak produkta znaci da
kloniranje nije bilo uspjesno, a postojanje produkta veli¢ine cca. 300 pb sugerira da je kloniranje
vjerojatno bilo uspjesno. Rezultati PCR reakcije su analizirani agaroznom elektroforezom (vidi

poglavlje 3.2.1.4.), ¢iji su rezultati vidljivi na slikama 4.2 1 4.3.

Na slici 4.2 vidljiv je gel agarozne elektroforeze s uzorcima reakcijskih smjesa colony
PCR. Ocigledno je da su jaZice s uzorcima reakcijskih smjesa PCR napravljenih za kolonije
bakterija transformirane plazmidom s EclleRS genom prazne (jaZice 1a-4a), odnosno nije uspio
jedan od prethodnih koraka: kloniranje, transformacija ili colony PCR. U jazicama s uzorcima
reakcijskih smjesa PCR napravljenih za kolonije bakterija transformirane plazmidima s genima
za HaArgRSI1 (jazice 1b-4b) i HaArgRS2 (jaZice 1c-4c) vidljivo je da postoje po dvije vrpce
ocekivane veli¢ine od oko 300 pb. Iz toga slijedi zakljuc¢ak da postoje po dvije kolonije za svaki

od ta dva gena gdje je vjerojatno uspjesno ukloniran StrepTagll.
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M NK la 2a 3 4a 1b 2b 3b 4b 1lc 2¢ 3¢ 4c

Slika 4.2 Gel agarozne elektroforeze s uzorcima reakcijskih smjesa s colony PCR-a. M — marker, NK —
negativna kontrola bez dodane DNA u PCR smjesu, 1a-4a — kolonije 1-4 transformirane plazmidom s genom za
EclleRS, 1b-4b — kolonije 1-4 transformirane plazmidom s genom za HaArgRS1, 1¢-4¢ — kolonije

transformirane plazmidom s genom za HaArgRS2. Brojcane oznake veli¢ina navedene su u parovima baza (pb).

Colony PCR bio je ponovljen za plazmid s EclleRS genom te su sve ¢etiri novoodabrane

kolonije bile pozitivi, §to je prikazano na slici 4.3.

Slika 4.3 Gel agarozne elektroforeze s uzorcima reakcijskih smjesa s colony PCR-a. M — marker, 1-4 — kolonije
5-8 transformirane plazmidom s genom za EclleRS. KoriSteni marker bio je GeneRuler 1kb DNA Ladder

(Thermo Fischer Scientific) te su brojcane oznake veli¢ina navedene u parovima baza (pb).
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Nadalje, potrebno je s maksimalnom sigurno$¢u potvrditi da je kloniranje uspjesno §to
je ucinjeno Sangerovim sekvenciranjem. Ono je napravljeno za cijele gene rekombinantnih
proteina od interesa, da se potvrdi da tijekom kloniranja nisu unesene nikakve mutacije.
Rezultati su bili zadovoljavajuéi u sva tri slucaja. Na slici 4.4 prikazano je da je StrepTagll

svugdje ispravno ukloniran.

[ StrepTagll

A) EclleRS
TACCATEtggagccacccgcagttcgaaaaaGGCAGCAGCCATCATCATC -7
FEEEEERErr e e e e e et e e e g e e e e e
TACCATETGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGGCAGCAGCCATCATCATC -p
B) HaArgRS1
ATATACCATGltggagccacccgcagttcgaaaaaGGCAGCAGCCATCATC -1
LEEEEEEETHEeer e et e e e e e e e e e e e e e
ATATACCATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGGCAGCAGCCATCATC -p
C) HaArgRS2

CCAT@tggagccacccgcagttcgaaaaaGGCAGCAGCCATCATCATCAT -1
LEEERErererrereerererrer e enr e e e e e
CCAT@TGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGGCAGCAGCCATCATCATCAT -p

Slika 4.4 Sravnjene teorijski o¢ekivane sekvence (oznacene slovom T zdesna) plazmida s ukloniranim
StrepTagll privjeskom s dobivenim sekvencama Sangerovim sekvenciranjem (oznacene slovom D zdesna).
Ljubicasto je zaokruzen slijed Sto kodira StrepTagll. A) plazmid s ukloniranim genom za EclleRS, B) plazmid s
ukloniranim genom za HaArgRS1, C) plazmid s ukloniranim genom za HaArgRS2. Sravnjeno u EMBOSS

Needle algoritmu: https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/psa/emboss needle

4.2. Proizvodnja i prociS¢avanje proteina

Proteini EclleRS i HaArgRS1 koji imaju samo HisTag (His-EclleRS, His-HaArgRS1), a
koriSteni su kao proteini-mamci u pul/l-down metodi na Ni-NTA koloni, bili su prethodno
pripremljeni u laboratoriju Grui¢. HaArgRS2 rekombinantni protein s HisTag privjeskom (His-
HaArgRS2) i sva tri rekombinantna proteina sa StrepTagll i HisTag privjescima (Strep-His-
EclleRS, Strep-His-HaArgRS1, Strep-His-HaArgRS2) uzgojeni su 1 prekomjerno eksprimirani
u E. coli (vidi poglavlje 3.2.2.1.) 1 potom izolirani iz bakterijskih stanica (vidi poglavlje
3.2.2.2.). Naposljetku su prociS¢eni afinitetnom kromatografijom iz ukupnog proteinskog

ekstrakta (vidi poglavlje 3.2.2.3.). Reprezentativni kromatogram procis¢avanja Strep-His-
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HaArgRS2 prikazan je na slici 4.5 te je na njegovom primjeru pokazan tijek afinitetne

kromatografije koji je bio istovjetan kod sva Cetiri procis¢avanja.
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Slika 4.5 Kromatogram proc¢is¢avanja Strep-His-HaArgRS?2 rekombinantnog proteina afinitetnom
kromatografijom. Oznacene su faze procesa kromatografije: a) nanoSenje proteinskog ekstrakta, b) ispiranje
mobilnom fazom A (c (imidazol) = 10 mmol/dm?), ¢) ispiranje mjeSavinom mobilnih faza A i B (¢ (imidazol) =

70 mmol/dm?), d) elucija mobilnom fazom B (c (imidazol) = 300 mmol/dm?).

Tijekom nanoSenja uzorka na kolonu, vidljiva je Siroka vrpca visoke apsorbancije (slika
4.4, dio a) koja predstavlja velik broj razlic¢itih proteina sadrZanih u nanesenom uzorku, odnosno
proteinskom ekstraktu, koji se ne vezu na kolonu. Apsorbancija naglo pada nakon §to je zaostali
proteinski ekstrakt izaSao s kolone pri ispiranju mobilnom fazom A (¢ (imidazol) = 10
mmol/dm?). Pri toj koncentraciji imidazola ne dolazi do ispiranja ni specifi¢no ni nespecifi¢no
vezanih proteina s kolone. Pri ispiranju s mjeSavinom mobilnih faza A i B (¢ (imidazol) = 70
mmol/dm?) pojavila se jasna vrpca koja predstavlja nespecifiéno vezane proteine $to indicira
da su se isprali s kolone. U idealnom sluc¢aju ispiru se isklju¢ivo nespecificno vezani proteini,
ali u stvarnosti je vjerojatno ispran i odreden udio specifi¢no vezanih proteina s kolone. U fazi
elucije mobilnom fazom B (¢ (imidazol) = 300 mmol/dm?) se ponovno pojavljuje jasna vrpca,
ali se ovaj put ocekuje da su u velikom udjelu isprani specificno vezani proteini s kolone.

Uspjesnost prociS¢avanja provjerava se SDS-PAGE analizom (3.2.2.6.).

Na slici 4.6 prikazan je SDS-PAGE gel s uzorcima frakcija jednog od procis¢avanja
Strep-His-HaArgRS2. Ostala prociS¢avanja dala su gotovo jednake rezultate, stoga nisu

prikazana. 1z gela je vidljivo da u nevezanoj frakciji (jaZica 1) ima mnogo vrpci stani¢nih
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proteina koji se nisu vezali za kolonu. Pri ispiranju mjeSavinom mobilnih faza A i B (c
(imidazol) = 70 mmol/dm?) vidljivo je relativnho puno vrpci ispranih nespecifi¢no vezanih
proteina s relativno malo HaArgRS2 (pri cca. 64 kDa), Sto je zadovoljavajuée. U sljedecih
sedam jaZica su uzastopne frakcije elucije mobilnom fazom B (c (imidazol) = 300 mmol/dm?)
gdje je vidljiv dobar prinos HaArgRS2 s odredenim nespecifi¢no vezanim necisto¢ama. Kasnije

sakupljene frakcije ¢iS¢e su od prethodnih, a prinos je svugdje podjednak.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

-<«<—HaArgRS2
50 kDa

37 kDa

25 kDa

Slika 4.6 SDS-PAGE gel bojan Coomassie Brilliant Blue bojom s uzorcima prociscavanja Strep-His-HaArgRS2
afinitetnom kromatografijom. Strelicom je naznacen procis¢avani protein. U jazice je redom naneseno: M
marker, 1 nevezana frakcija, 2 ispiranje mobilnom fazom A sa 70 mmol/dm?® imidazola , 3-9 uzastopne frakcije

elucije mobilnom fazom B s 300 mmol/dm? imidazola.

Na slici 4.7 prikazan je SDS-PAGE gel s uzorcima frakcija prociS¢avanja Strep-His-
EclleRS. Iz gela je vidljivo da u proteinskom ekstraktu (jazica 1) ima mnos$tvo stani¢nih
proteina te se zasi¢enoS¢u vrpce isti¢e sama EclleRS (pri cca. 104 kDa). U nevezanoj frakciji
je takoder uocljivo mnostvo proteinskih vrpca, ali nema znacajno puno EclleRS, $to je dobra
vijest. Sljedece tri jaZice predstavljaju uzorke ispiranja mjeSavinom mobilnih faza A i B (c
(imidazol) = 70 mmol/dm?). U njima je vidljivo puno EclleRS i relativno puno nespecifi¢no
vezanih proteina koji se ispiru s kolone. Velika koli¢ina isprane EclleRS vjerojatno je
djelomi¢no uzrokovana prezasi¢enjem kolone. U posljednje dvije jazice nalaze se frakcije s

eluiranim EclleRS iz kojih je ocigledno da je protein uspjesno izoliran te je visoke Cistoce.
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Slika 4.7 SDS-PAGE gel bojan Coomassie Brilliant Blue bojom s uzorcima procis¢avanja Strep-His-EclleRS
afinitetnom kromatografijom. Strelicom je naznacen proci$¢avani protein. U jaZice je redom naneseno: M
marker, 1 proteinski ekstrakt, 2 nevezana frakcija, 3-5 ispiranje mje$avinom mobilnih faza A i B sa 70 mmol/dm?

imidazola , 6 i 7 frakcije elucije mobilnom fazom B s 300 mmol/dm? imidazola.

Na slici 4.8 prikazan je SDS-PAGE gel drugog od dva uzastopna procis¢avanja Strep-
His-HaArgRS1. Napravljena su dva proc¢iS¢avanja jer je HaArgRS1 vecinski isprana s kolone
u ispiranju mje$avinom mobilnih faza A i B (¢ (imidazol) = 70 mmol/dm?) s jo§ mnostvom
nespecifiéno vezanih proteina. Zato je cilj bio dobiti HaArgRS1 bolje procis¢enu u koraku
elucije ponovljenog procis¢avanja. Iz gela je vidljivo da u nevezanoj frakciji nema gotovo
nikakvih vidljivih vrpci, §to nije neobi¢no u slucaju dvije uzastopne afinitetne kromatografije.
U sljedece tri jazice s uzorcima frakcija ispiranja mjeSavinom mobilnih faza A 1 B (¢ (imidazol)
= 70 mmol/dm?) vidljivo je da se ponovno mnogo HaArgRS1 ispralo zajedno s relativno malo
nespecifiéno vezanih proteina. U zadnjoj jazici s uzorkom spojenih frakcija elucije mobilnom
fazom B (c (imidazol) = 300 mmol/dm?) protein od interesa je vrlo &ist, ali ga nema toliko kao
u prethodnom koraku ispiranja. Medutim, unato¢ potesko¢ama tijekom ovog prociS¢avanja,
vidljivo je da je sve u svemu proteina mnogo i relativno je ¢ist u zadnje Cetiri jazice, stoga su

uzorci spojeni 1 koristeni u daljnjim eksperimentima.
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Slika 4.8 SDS-PAGE gel bojan Coomassie Brilliant Blue bojom s uzorcima procis¢avanja Strep-His-HaArgRS1
afinitetnom kromatografijom. Strelicom je naznacen proc¢is¢avani protein. U jazice je redom naneseno: M
marker, 1 nevezana frakcija 2-4 ispiranje mjeSavinom mobilnih faza A i B sa 70 mmol/dm? imidazola , 5 spojene

frakcije elucije mobilnom fazom B s 300 mmol/dm? imidazola.

Naslici 4.9 prikazan je SDS-PAGE gel s uzorcima frakcija jednog od proci§¢avanja His-
HaArgRS2. Ostala proc¢is¢avanja dala su gotovo jednake rezultate, stoga nisu prikazana. Iz gela
je vidjivo da u talogu netopljivih stani¢nih komponenti nije zaostala velika koli¢ina stani¢nih
proteina (jazica 1), dok ih je u topljivom proteinskom ekstraktu uocljivo puno (jazica 2). Pri
ispiranju mobilnom fazom A (c (imidazol) = 10 mmol/dm?) uo¢ljivo je da ima mnogo razli¢itih
vrpci proteina koji se nisu vezali za kolonu (jaZica 3). Pri ispiranju mjeSavinom mobilnih faza
A i B (c (imidazol) = 50 mmol/dm?®) ispire se dio nespecifi¢no vezanih proteina, a ne uo¢ava se
ispiranje His-HaArgRS2 (pri cca. 64 kDa), §to je povoljno (jaZica 4). U zadnje Cetiri jaZice
vidljive su uzastopne frakcije elucije mobilnom fazom B (c (imidazol) = 200 mmol/dm?) te se
razlikuju u ¢isto¢i. U prvoj je velik prinos HaArgRS2, ali je mnogo nespecifi¢no vezanih
proteina. U sljede¢im je jaZicama protein od interesa bolje Cistoce 1 slicnog prinosa $to je

povoljnije.
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Slika 4.9 SDS-PAGE gel bojan Coomassie Brilliant Blue bojom s uzorcima proc¢is¢avanja His-HaArgRS2
afinitetnom kromatografijom. Strelicom je naznacen procis¢avani protein. U jazice je redom naneseno: M
marker, 1 talog netopljivih stanicnih komponenti, 2 proteinski ekstrakt, 3 ispiranje mobilnom fazom A 's 10
mmol/dm? imidazola, 4 ispiranje mjesavinom mobilnih faza A i B s 50 mmol/dm? imidazola, 5-8 uzastopne

frakcije elucije mobilnom fazom B s 200 mmol/dm? imidazola.

Pokazalo se da je prekomjerno eksprimirana HaArgRS2 prili¢no nestabilna i sklona
agregiranju, Sto uzrokuje znacajne gubitke prociS¢enog proteina. Da bi se provjerio udio
monomera frakcije elucija s afinitetnih proc¢i§¢avanja su podvrgnute analitickoj gel-filtracijskoj
kromatografiji (vidi poglavlje 3.2.2.4). Pomoc¢u ove metode razdvojeni su agregati od
monomera na temelju veli¢ine. EclleRS 1 HaArgRS1 su bile stabilne $to su potvrdili
kromatogrami njihovih gel-filtracijskih kromatografija. Na slici 4.10 prikazan je kromatogram
jedne od gel-filtracijskih kromatografija HaArgRS2 gdje je uocljivo da je uspjesno prociséena
s relativno malim udjelom agregata (udio agregata odreden je na svega 10 %), stoga je koriStena

u daljnjim istraZivanjima.
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Slika 4.10 Kromatogram analiticke gel-filtracijske kromatografije uzorka elucije afinitetnog proc¢iscavanja

HaArgRS2. Izvedeno na koloni Superdex 200 Increase 10/300 (Cytiva). Naznaceni su vrhunci apsorpcije

pripadni agregatima i monomerima HaArgRS2 te necisto¢ama od malih molekula iz citosola.

Metodom po Bradfordu (vidi poglavlje 3.2.2.5.) odredene su koncentracije svim

prociS¢avanim proteinima te su prikazane u tablici 4.1. U tu svrhu izraden je bazdarni pravac

dobiven mjerenjem apsorbancije pri 595 nm razlicitih koncentracija BSA (slika 4.11).

Tablica 4.1 Masene koncentracije proteina proc¢iséenih afinitetnom kromatografijom izmjerene metodom po

Bradfordu.
Enzim y/ mg mL!
His-HaArgRS2 0,28
Strep-His-EclleRS 0,97
Strep-His-HaArgRS1 1,48
Strep-His-HaArgRS2 1,67
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Slika 4.11 Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije pro¢is¢enih proteina metodom po Bradfordu.

4.3. Metoda suprociSéavanja afinitetnom kromatografijom pomocu histidinskog

privjeska

Pull-down metoda pomocu histidinskog privjeska napravljen je s ciljem trazenja proteinskih
interaktora atipi¢ne arginil-tRNA-sintetaze iz H. aurantiacus prema protokolu opisanom u
poglavlju 3.2.4. Napravljena su tri pull-downa s proteinima-mamcima prociS¢enima
afinitetnom kromatografijom (3.2.2.3.): HaArgRS2, HaArgRS1 i EclleRS te jedan s praznom
kolonom. Pull-down s HaArgRS2 je onaj u kojem je cilj pronaci interaktore, dok ostala tri sluze
kao kontrole: prazna kolona sluzi kao negativna kontrola, EclleRS takoder sluzi kao svojevrsna
negativna kontrola, a HaArgRS1 je koristena radi usporedbe s atipicnom HaArgRS2. Kao plijen
je koristen proteinski ekstrakt H. aurantiacus dobiven sonikacijom (3.2.3.) u kojem se oc¢ekuju
interaktori. Rezultati su analizirani SDS-PAGE metodom (vidi poglavlje 3.2.2.6.), a dobiveni
gelovi bojani srebrom (vidi poglavlje 3.2.6.). Rezultati reprezentativnog pull-downa izvedenog

na TALON agarozi vidljivi su na slici 4.12.

Na gel je u prvu jazicu nanesen uzorak HaArgRS2 procis¢ene afinitetnom
kromatografijom. To sluZzi kao kontrola jer su vrpce proteina u tom uzorku (koje ne odgovaraju
proc¢is¢enoj HaArgRS2) proteini iz ekspresijskog soja E. coli. Neki od njih se potencijalno vezu
s proteinom od interesa ili za kolonu i zato ih se moze ocekivati u uzorcima s pull-downa, a oni
nikako ne mogu biti traZeni bioloski relevantni interaktori jer nisu iz H. aurantiacus proteoma.
Elucija proteina s kolone izvodena je u tri istovjetna koraka kako bi se povecala osjetljivost 1

razlucivost kromatografije. U jazicama prve elucije (redom: HaArgRS2, HaArgRS1, EclleRS 1
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prazna kolona) vidljive su najjace vrpce pripadnog proteina-mamca (obje ArgRS pri cca. 64
kDa, a IleRS pri cca. 104 kDa), osim u praznoj koloni, te mnostvo vrpci §to se pojavljuju u svim
jazicama. Situacija je istovjetna i u drugoj eluciji. Nisu uocljive nikakve specificne vrpce koje

se pojavljuju samo u jaZicama elucija s HaArgRS2 kolone, odnosno nisu detektirani interaktori.

.b;;
@m@ & &
& " N & 5 N &F
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Prva elucija DrugaI elucija

Slika 4.12 SDS-PAGE gel bojan srebrom s uzorcima pull-downa pomocu HisTag na TALON agarozi. Naznaceni

su uzorci dvaju elucija naneseni u jazice (M oznacava marker veli¢ina).

1z gela je bjelodano da je suprociSéena prevelika koli¢ina nespecificno vezanih proteina
§to je problem jer je zbog gustoée vrpci lako previdjeti ili izgubiti signal potencijalnog
interaktora. Za StrepTactin™ smolu se veZe mnogo manje nespecifi¢nih proteina u odnosu na
Ni-NTA 1 TALON agaroze. Zbog toga je odlueno koncentrirati se na pull-down metodu
pomocu StrepTagll. U tom slucaju je ocekivano da ¢e potencijalni interaktori biti jednoznacno

1staknuti.

4.4. Metoda suprociSéavanja  afinitetnom Kkromatografijom pomocu

streptavidinskog privjeska

Pull-down metoda pomocu StrepTagll napravljen je s ciljem traZenja proteinskih interaktora
atipi¢ne arginil-tRNA-sintetaze H. aurantiacus prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.5.

Analogno postupku u prethodnom poglavlju napravljena su tri pull-downa s proteinima-
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mamcima prociS¢enima afinitetnom kromatografijom (3.2.2.3.): HaArgRS2, HaArgRSI i
EclleRS te jedan s praznom kolonom. Koristen je proteinski ekstrakt H. aurantiacus dobiven
sonikacijom (3.2.3.), u kojem se ocekuju interaktori. Rezultati su analizirani SDS-PAGE
metodom (vidi poglavlje 3.2.2.6.), a dobiveni gelovi bojani srebrom (vidi poglavlje 3.2.6.).
Rezultati dvaju istovjetnih pull-down metoda pomocu StrepTagll na kojima su vidljivi

potencijalni interaktori HaArgRS2 proteina prikazani su na slikama 4.13 1 4.14.
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Slika 4.13 SDS-PAGE gelovi bojani srebrom s uzorcima pu/l-downa pomocu StrepTagll. A) uzorci s prazne
kolone: M marker, 1-3 tri uzastopne elucije puferom E; B) uzorci s EclleRS kolone: M marker, 1-2 dvije
uzastopne elucije puferom E i uzorak EclleRS prociséene afinitetnom kromatografijom; C) uzorci s HaArgRS1
kolone: M marker, 1-3 tri uzastopne elucije puferom E i uzorak HaArgRS1 prociS¢ene afinitetnom
kromatografijom; D) uzorci s HaArgRS2 kolone: M marker, 1-3 tri uzastopne elucije puferom E i uzorak
HaArgRS2 procisc¢ene afinitetnom kromatografijom. Crveno je zaokruzena vrpca potencijalnog proteinskog

interaktora.

Na slici 4.13 prikazani su rezultati prvog pull-down eksperimenta. Vidljiva su cCetiri
gela- po jedan za svaku provedenu afinitetnu kromatografiju suprociS€avanja, s istim
rasporedom jazica. U jazicama elucija puferom E (napravljena u tri obroka) je najjace istaknut
protein-mamac, $to je o¢ekivano. U zadnjim jaZicama naneseni su uzorci proteina-mamaca
prociséenih afinitetnom kromatografijom (osim u gelu pod A jer su na njemu uzorci pull-downa

s praznom kolonom). Sluze kao kontrole jer u njima sve vrpce (osim vrpce doticne aaRS)
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predstavljaju proteine iz proteoma E. coli u kojoj su prekomjerno eksprimirani proteini od
interesa. Zato sve vrpce koje se pojavljuju u njima ne mogu biti smatrane bioloski relevantnim
interaktorima proteina od interesa. Usporedbom elucija na gelu pod D s elucijama na
kontrolnim gelovima (pod A, B i C) uocljiva je jedna vrpca (zaokruzena crveno, pri cca. 45
kDa) koja se ne pojavljuje ni na jednom kontrolnom gelu te se pojavljuje samo u uzorku trece

elucije HaArgRS2 s kolone. Ta vrpca predstavlja potencijalni protein-interaktor HaArgRS2.

Eksperiment je ponovljen na isti nacin, a rezultati su prikazani na slici 4.14. Vidljiva su
dva gela s uzorcima Cetiri provedene afinitetne kromatografije suproc¢iS¢avanja proteina. Na
gelu pod A naneseni su uzorci elucija puferom E s prazne kolone (prve tri jazice) i EclleRS
kolone (jazice 4-6). Na gelu pod B naneseni su uzorci elucija puferom E s HaArgRS1 kolone
(prve tri jazice) 1 HaArgRS2 kolone (jaZice 4-6). Od svakog prociS¢avanja nanesene su tri
uzastopne frakcije elucije 1 jedan wuzorak proteina-mamca proc¢is¢enog afinitetnom
kromatografijom. Usporedbom elucija HaArgRS2 s elucijama ostale tri kolone uocene su dvije
vrpce koje se pojavljuju samo u tom suprocis¢avanju (crveno zaokruzene, pri cca. 90 kDa i1 45

kDa), stoga su potencijalni interaktori HaArgRS2.
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Slika 4.14 SDS-PAGE gelovi gelovi bojani srebrom s uzorcima pu/l-downa pomocu StrepTagll. A) gel s

uzorcima: 1-3 tri uzastopne frakcije elucije puferom E s prazne kolone, M marker, 4-6 tri uzastopne frakcije

elucije puferom E s EclleRS kolone, uzorak EclleRS procis¢ene afinitetnom kromatografijom; B) gel s

uzorcima: 1-3 tri uzastopne frakcije elucije puferom E s HaArgRS1 kolone, uzorak HaArgRS1 procis¢ene

afinitetnom kromatografijom, M marker, 5-7 tri uzastopne frakcije elucije puferom E s HaArgRS2 kolone,

uzorak HaArgRS2 prociséene afinitetnom kromatografijom. Crveno su zaokruzene vrpce potencijalnih

proteinskih interaktora koje se pojavljuju u sve tri frakcije elucije HaArgRS2, ali su zaokruzene samo u prvoj

jazici radi preglednosti.

U dva ponovljena pokusa pojavljuju se potencijalni interaktori pri cca. 45 kDa, stoga je

valjano pretpostaviti da je to jedan te isti interaktor. U prvom eksperimentu pojavljuje se samo
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u trecoj eluciji, a u drugom eksperimentu u sve tri §to je vjerojatno uzrokovano tehnickom
pogreskom pri izvodenju jednog od pokusa. Pojavljuje se jos jedan pri cca. 90 kDa, samo u
drugom pokusu. S obzirom na to da ovaj pokus ne daje podatke o vrsti i koli€ini proteina, bilo
je potrebno provesti spektrometriju masa da se dozna koji se to¢no proteini kriju iza ovih

pronadenih vrpci.

4.5. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa izvedena je na uzorcima elucija dobivenih metodom pull-down pomocu
StrepTagll (vidi poglavlje 3.2.5.). Proteini su najprije precipitirani, denaturirani te razgradeni
tripsinom u smjesu peptida (vidi poglavlje 3.2.7.1.). Peptidi su odsoljeni i pripremljeni za
nanoSenje na LC-MS/MS uredaj (vidi poglavlje 3.2.7.2.), gdje su najprije razdvojeni
kromatografijom obrnutih faza pa elektrorasprseni u spektrometar masa (vidi poglavlje 3.2.7.3).
Dobiveni spektri masa su obradeni u programu Proteome Discoverer 2.4 (Thermo Fischer
Scientific) te su peptidne sekvence pretrazene u proteomu H. aurantiacus (vidi poglavlje
3.2.7.4.). Dobiveni rezultati su interpretirani istom logikom kao u prethodna dva poglavlja:
medu proteinima detektiranima u eluciji s HaArgRS2 kolone pull-downa su traZeni interaktori,
dok su uzorci s ostale tri kolone sluzili kao kontrole. Shodno tome, tablica 4.2 prikazuje proteine
koji su detektirani samo u eluciji s HaArgRS2 kolone pull-downa, a ne pojavljuju se u uzorcima

kontrola.
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Tablica 4.2 Rezultati dvaju spektrometrija masa: potencijalni interaktori detektirani isklju¢ivo u eluciji s

HaArgRS2 kolone pull-downa, njihove funkcije, mase i pristupni brojevi u UniProt bazi podataka.

Redni broj UniProt pristupni
Naziv proteina Opis Masa
pokusa broj
Arginil-tRNA-sintetaza Tipicna HaArgRS1 65,0 kDa A9AWKS
Sudjeluje u glikolizi i
glukoneogenezi; katalizira
Triozafosfat-izomeraza 26,4 kDa A9AUN9
pretvorbu dihidroksiaceton
fosfata u gliceraldehid-3-fosfat
Sudjeluje u biosintezi
aminokiselina Lys, Leu, Ile,
1 Aspartat-semialdehid- o
) Met; katalizira pretvorbu 37,4 kDa A9AXAS
dehidrogenaza ) )
aspartat-4-semialdehida u 4-
fosfo-aspartat
Sudjeluje u glikolizi i
glukoneogenezi; katalizira
Glukoza-6-fosfat-izomeraza ) o 51,0 kDa A9B1B9
izomerizaciju glukoza-6-fosfata
u fruktoza-6-fosfat
Arginil-tRNA-sintetaza Tipi¢na HaArgRS1 65,0 kDa A9AWKS
) Protein s NACHT domenom Neistrazena funkcija 107 kDa A9B8T7
Protein iz velike podjedinice Sudjeluje u interakciji ribosoma
13,1 kDa A9IB5GS8

ribosoma bL12

s translacijskim faktorima

Uocljivo je da je jedini protein koji se pojavljuje u obje elucije s HaArgRS2 kolone pull-

downa bas HaArgRS1 protein, odnosno tipi¢na arginil-tRNA sintetaza. To je ¢ini najizglednijim

kandidatom za trazenog interaktora. S obzirom na to da su ta dva proteina gotovo iste mase

(oko 64 kDa), takav interaktor nije moguée detektirati elektroforezom. Sto se ti¢e ostalih

kandidata, vidljivo je da nema podudaranja mase medu interaktorima pronadeni metodama

SDS-PAGE 1 spektrometrijom masa. Spektrometrija masa je daleko preciznija i mo¢nija metoda

od SDS-PAGE pa su rezultati dobiveni njom pouzdaniji. Valja istaknuti da je potrebno jo$

uhodavanja i ponavljanja metode spektrometrije masa. Naime, detektiran je nizak broj peptida

za sve proteine (jedan do dva peptida za navedene potencijalne interaktore) Sto znaci da je niska

pouzdanost rezultata. Samim time moguce je da neki interaktori (primjerice oni vidljivi na

slikama 4.12 1 4.13) nisu detektirani. [z navedenog razloga, potrebno je optimirati i pull-down

metodu da bi se dobile vece koli¢ine proteina za daljnje eksperimente spektrometrije masa.
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4.6. Predikcija protein-protein interakcija

Da bi se upotpunili rezultati spektrometrije masa, izvedeno je predvidanje molekulskih
interakcija HaArgRS2 sa svim potencijalnim proteinskim interaktorima u AlphaFold 3 Serveru
(Abramson i sur., 2024) (vidi poglavlje 3.2.8.). Samo za tri predikcije je statisticka podrzanost
predikcija bila visa od donje granice (ipTM > 0,6 i pTM > 0,5).

Na slici 4.15 prikazana je statisticki najpodrzanija interakcija proteina HaArgRS2 i
HaArgRS1, dvaju varijanti arginil-tRNA-sintetaze iz H. aurantiacus. Koeficijenti pouzdanosti
ove interakcije bili su: ipTM =0,71 1 pTM = 0,81, Sto znaci da je vjerojatnost to¢nosti predikcije
svrstana u ,,sivu zonu®“. Drugim rije¢ima, postoje izgledi da ova dva proteina doista interagiraju

na prikazani nacin, ali bez dodatnih eksperimenata se to ne moze pouzdano ustvrditi.

Slika 4.15 Predikcija interakcije proteina HaArgRS2 (zeleno) i HaArgRS1 (ruzicasto) izradena u AlphaFold 3

Serveru (Abramson i sur., 2024).

Na slici 4.16 prikazana je statisticki najpodrzanija interakcija proteina HaArgRS2 i
aspartat-semialdehid-dehidrogenaze, enzima biosintetskih puteva lizina, leucina, izoleucina i
metionina. Koeficijenti pouzdanosti ove interakcije bili su: ipTM = 0,69 1 pTM = 0,81, te je i
ova predikcija u ,,sivoj zoni“. Na slici 4.17 prikazana je statisticki najpodrzanija interakcija
proteina HaArgRS?2 i proteina s NACHT domenom kojemu nije poznata funkcija. Koeficijenti
pouzdanosti ove interakcije bili su: ipTM = 0,70 1 pTM = 0,69, te je 1 ova predikcija u ,,s1voj

zoni‘.
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Slika 4.16 Predikcija interakcije proteina HaArgRS2 (zeleno) i aspartat-semialdehid-dehidrogenaze (ljubicasto)
izradena u AlphaFold 3 Serveru (Abramson i sur., 2024).

Slika 4.17 Predikcija interakcije proteina HaArgRS2 (zeleno) i proteina s NACHT domenom (modro, a NACHT

domena zuto obojena) izradena u AlphaFold 3 Serveru (Abramson i sur., 2024).

Vazno je imati na umu da ove predikcije nisu pouzdane i ne mogu zamijeniti

eksperimentalno dobivene rezultate. Ono $to mogu je dati viziju kako bi interakcijsko sucelje
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dvaju proteina moglo izgledati te eventualno potaknuti istrazivaca na razmisljanje i razvijanje

ideja za bududi znanstveni rad.
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5. RASPRAVA

Da bi se istrazilo ima li atipi¢na arginil-tRNA-sintetaza predatorne bakterije H. aurantiacus
proteinske interaktore koji joj omogucéavaju aktivnost, provedena je metoda suprociS¢avanja
tog proteina i kontrolnih proteina afinitetnom kromatografijom. Na SDS-PAGE gelu pronadena
su dva kandidata za interaktore HaArgRS2, jedan od cca. 45 kDa 1 drugi od cca. 90 kDa. Uzorci
su dalje analizirani spektrometrijom masa gdje je pronadeno Sest kandidata za interaktore. Svi
pronadeni interaktori bili su podrzani s vrlo malim brojem detektiranih peptida na LC-MS/MS
uredaju (jedan ili dva peptida). Nazalost, nijedan od navedenih Sest kandidata pronadenih
spektrometrijom masa ne podudara se masom s onima videnima elektroforetskom analizom.
HaArgRS1 koji je detektiran spektrometrijom masa, nije bilo moguce detektirati metodom

SDS-PAGE jer je gotovo iste mase kao HaArgRS2.

Najpodrzaniji pronadeni interaktor bila je tipi¢na arginil-tRNA-sintetaza koja je jedina
pronadena u oba izvedena pokusana spektrometrije masa, odnosno u uzorcima s dvaju pull-
down metoda. Interakcije dvaju homologa nisu novost u biokemiji: zamijecene su kod
dominantnih negativnih mutacija u jednom od alela kod diploidnih organizama, gdje mutirani
alel inhibira djelovanje funkcionalnog alela. Poznato je kod transdukcije signala da mutirani
membranski receptori s protein-kinaznom domenom na citosolnoj strani mogu dimerizirati s
funkcionalnima i tako ih inaktivirati (Veitia 2007). Primjerice, serin/treonin receptorska kinaza
ERECTA u Arabidopsis rodu koja je vazna za oblikovanje biljnih organa (Shpak i sur., 2003).
Tako se slicno moze zamisliti da atipicna HaArgRS2 dimerizira s tipicnom HaArgRSI1, te na
neki nacin regulira njezinu funkciju. Interakcija je modelirana u AlphaFold 3 Serveru gdje je
okarakterizirana kao moguca, ali nije izrazito pouzdana. S druge strane, iz dva razloga valja biti
oprezan s tumacenjem rezultata. Prvo, valja naglasiti da iako postoje male Sanse da je
detektirana HaArgRS1 u uzorcima s HaArgRS2 pull-downa rezultat zagadenja tijekom
izvodenja pokusa jer su obje koriStene kao proteini-mamci, ¢injenica da se pojavljuje u
rezultatima oba provedena pokusa spektrometrije masa sugerira da to nije tako. Drugo, bilo bi
ocekivano da se detektira i obratno, odnosno da se HaArgRS2 pojavljuje u uzorku s HaArgSR1
kolone pull-downa, $to nije slucaj. To se moZe objasniti ¢injenicom da su postojali problemi pri
proc¢is¢avanju HaArgRS1 jer je sklona ispiranju s kolone prije elucije te prilicno niskom

ekspresijom HaArgRS2 u proteomu H. aurantiacus.

Ostali potencijalni interaktori detektirani spektrometrijom masa pojavili su se samo u
jednom od dva provedena pokusa. Aspartat-semialdehid-dehidrogenaza sudjeluje u

biosintetskom putu aminokiselina lizina, leucina, izoleucina 1 metionina. Svrha njezine
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interakcije s HaArgRS2 mogla bi biti regulacija metabolizma duSika na neki dosada
nerazjasnjen nacin, gdje HaArgRS?2 igra ulogu senzora L-arginina kao izvora dusika, a aspartat-
semialdehid-dehidrogenaza regulira biosintezu navedenih aminokiselina u skladu s tim.
Predikcija ove interakcije (AlphaFold 3 Server) je moguca, ali nije izrazito pouzdana. Protein
velike podjedinice ribosoma bL12 sudjeluje u interakciji ribosoma s translacijskim faktorima.
Pronadeno je da ArgRS iz arheje M. thermoautotrophicus doista interagira s L12 proteinom
velike podjedinice ribosoma koji se nalazi u blizini A mjesta ribosoma te navedena interakcija
potencijalno sluZi recikliranju tRNAA® prilikom translacije (Godinic-Mikulcic i sur., 2014). Ista
interakcija moze se ocekivati 1 izmedu HaArgRS2 1 bL12 proteina. Predikcija ove interakcije
(AlphaFold 3 Server) nije izgledna. Glukoza-6-fosfat-izomeraza i triozafosfat-izomeraza su
enzimi glikolize 1 glukoneogeneze koji, prema dosadasnjim istrazivanjima, ne sudjeluju u
regulaciji tih dvaju ciklusa, stoga je u ovoj fazi istrazivanja tesko predloziti Sto bi mogla znaciti
njihova interakcija s HaArgRS2. Predikcija njihovih interakcija s HaArgRS2 (AlphaFold 3
Server) nije izgledna. Zadnji potencijalni interakor je protein s NACHT domenom kojemu nije
istrazena funkcija. Obitelj proteina s NACHT domenom spada u vecu, NTPaznu obitelj
proteina, odnosno one koji hidroliziraju nukleotide. NACHT domena pronadena je u sve tri
domene Zivota. Utvrdeno je da neki proteini s ovom domenom imaju ulogu u obrani bakterija
od bakteriofaga (Kibby i sur., 2023), Sto znac¢i da HaArgRS2 mozda ima obrambenu ulogu
(ukoliko doista interagira s ovim proteinom). U eukariotima, proteini s NACHT domenom
nerijetko imaju ulogu u antibakterijskoj obrani (Hu 1 sur., 2014; Richter i Levin, 2019), a s
obzirom na to da je H. aurantiacus predatorna bakterija, HaArgRS2 bi mogla imati nekakvu
ulogu u predaciji nad drugim bakterijama. Jo$ jedan aspekt kojeg valja sagledati jest ¢injenica
da HaArgRS2 nije pronadena aktivnost dosada te je uoéeno da veZe L-arginin i tRNAA®, ali ne
1 ATP. Ovaj protein ima domenu koja bi mogla vezati ATP te potencijalno omogucavati
HaArgRS2 izvrSavanje njezine kanonske funkcije. Predikcija ove interakcije (AlphaFold 3

Server) je moguca, ali nije izrazito pouzdana (slika 4.15).

Naposljetku, postavljene su brojne teorije o funkciji HAARgRS2 proteina na temelju
pronadenih interaktora. Za sigurnu potvrdu ijedne od predlozenih interakcija potrebno je
dodatno optimirati pul/l-down metodu, pokusati pull-down s ve¢im volumenima kolone i ve¢im
masama proteina-mamaca, u svrhu pripreme uzoraka za spektrometriju masa. Zbog toga se
moze ocCekivati da neki proteinski interaktori nisu jo$ pronadeni, primjerice oni ¢ije su vrpce
vidljive na gelovima SDS-PAGE, ali nisu detektirani spektrometrijom masa. U slucaju da se u

ponovljenim pokusima dobije ponovno neki od ovih interaktora s boljim koli¢inama
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detektiranih peptida, valjalo bi taj protein prekomjerno eksprimirati, procistiti 1 potvrditi
interakciju pull-down metodom i/ili nekom biofizickom metodom poput mikroskopska
termoforeze (engl. microscale thermophoresis, MST). U svakom slucaju, ucinjen je znacajan
korak naprijed u razrjeSavanju uloge atipi¢ne arginil-tRNA-sintetaze predatorne bakterije

Herpetosiphon aurantiacus.
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6. ZAKLJUCCI

e Uspjesno su pripremljeni rekombinantni proteini sa streptavidinskim privjeskom
metodom PCR kloniranja §to je potvrdeno Sangerovim sekvenciranjem.

e Uhodane su metode suprociS¢avanja afinitetnom kromatografijom koriste¢i: histidinski,
odnosno streptavidinski fuzijski privjesak.

e Pronadena su dva potencijalna proteinska interaktora atipicne arginil-tRNA-sintetaze
predatorne bakterije H. aurantiacus na gelu SDS-PAGE s uzorcima dobivenima
metodom suprocCiS¢avanja afinitetnom kromatografijom pomocu streptavidinskog
privjeska. Jedan je mase oko 45 kDa, a drugi oko 90 kDa.

e Pronadeno je Sest potencijalnih proteinskih interaktora atipicne HaArgRS2
spektrometrijom masa provedenom na uzorcima dobivenima pull-down metodom:
triozafosfat-izomeraza, glukoza-6-fosfat-izomeraza, aspartat-semialdehid-
dehidrogenaza, protein s NACHT domenom, protein velike podjedinice ribosoma bL.12
1 tipi¢na arginil-tRNA-sintetaza.

e Najznacajniji kandidat za proteinskog interaktora atipicne HaArgRS2 jest tipi¢na
HaArgRS1 jer je jedina pronadena u obje replike spektrometrije masa.

e Nijedna predikcija molekulskih interakcija (AlphaFold 3 Server) izmedu HaArgRS2 i
Sest detektiranih proteina spektrometrijom masa nije visoko pouzdana. Tri predikcije
interakcija su u ,,s1voj zoni* pouzdanosti, odnosno moguce su, ali nisu ¢vrsto statisticki
podrzane. Radi se o interakcijama HaArgSR2 s: HaArgRSl1, aspartat-semialdehid-
dehidrogenzom 1 proteinom s NACHT domenom. Ostale predikcije interakcija vrlo su
niske vjerodostojnosti.

e Eksperimentalne metode treba dodatno optimirati da se dobije veci prinos interaktora

kako bi se pouzdano potvrdile ovdje detektirane interakcije.
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9. SAZETAK

Ana Madunié

Potencijalni proteinski interaktori atipi¢ne arginil-tRNA-sintetaze predatorne bakterije

Herpetosiphon aurantiacus

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su enzimi koji pripajaju pripadne aminokiseline i tRNA
reakcijom u dva koraka. Prvi korak je aktivacija aminokiseline adenilatom iz ATP-a, a drugi
korak je prijenos aminokiseline na tRNA. AaRS se prema strukturnim i mehanistickim
razlikama dijele u razrede I i II. U razredu I visoko je ocuvan motiv histidil-x-glicil-histidin
(HxGH motiv, x je hidrofobna aminokiselina, najées¢e izoleucin) u aktivnom mjestu koji je
kljucan za prvi korak reakcije, specifi¢nije, za vezanje ATP-a. Poznato je da izmjene HxGH
motiva mogu biti fizioloSki relevantne, primjerice varijanta IleRS s izmijenjenim HxGH u
glicil-izoleucil-histidil-histidin (GIHH) motiv ispoljava hiperrezistenciju na antibiotik
mupirocin. Nadalje, u predatornoj bakteriji Herpetosiphon aurantiacus pronadene su dvije
homologne arginil-tRNA-sintetaze (ArgRS) od kojih je jedna tipi¢na, sadrzi HVGH motiv i
izvrSava kanonsku funkciju (HaArgRS1), a druga atipi¢na, ima izmijenjen HXGH u arginil-
valil-aspartil-histidin (RVDH) motiv te zasada nije utvrdeno da izvrSava kanonsku funkciju
aminoaciliranja tRNA”® (HaArgRS2). Uocgeno je i da je znatno slabije eksprimirana u odnosu
na HaArgRS1, u normalnim uvjetima rasta. To sve upucuje na to da HaArgRS2 potencijalno
ima novu funkciju u stanici. Da bi se to ispitalo, istrazeno je ima li HaArgRS2 proteinske
interaktore u proteomu H. aurantiacus. 1zvedena je metoda suprociS¢avanja afinitetnom
kromatografijom, a rezultati su analizirani metodom SDS-PAGE 1 spektrometrijom masa.
Metodom SDS-PAGE pronadena su dva potencijalna interaktora, a spektrometrijom masa ¢ak
Sest. Istaknuti potencijalni interaktori su sama tipicna HaArgRS1 i dosada neistraZeni protein s
NACHT domenom. Rezultati upucuju na to da atipi¢na arginil-tRNA-sintetaza ima znacajnu
nekanonsku ulogu kod predatornih bakterija roda Herpetosiphon, stoga je od velike vaznosti

nastaviti potragu za njezinim interaktorima.

Kljucne rijeci: arginil-tRNA-sintetaza, HxGH motiv, Herpetosiphon aurantiacus, interaktori,

suprociS¢avanje afinitetnom kromatografijom

65



10. ABSTRACT

Ana Madunié

Potential protein interactors of atypical arginyl-tRNA synthetase from predatory bacterium
Herpetosiphon aurantiacus
Aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS) charge tRNA with its cognate amino acid in a two-step
reaction. The first step is the activation of the amino acid by ATP, and the second is the transfer
of the aminoacyl moiety to the tRNA. Based on structural and mechanistic differences, aaRS
are divided into two classes, I and II. In class I, a highly conserved motif histidyl-x-glycyl-
histidine (HXxGH motif, where x is a hydrophobic amino acid, usually isoleucine) is found in
the active site, and is proven to be crucial for activation reaction, specifically for ATP binding.
It is known that natural variations of the HxGH motif can be physiologically relevant. For
example, one variant of IleRS which has a modified HxGH into a glycyl-isoleucyl-histidyl-
histidine (GIHH) motif confers hyper-resistance to the antibiotic mupirocin. Furthermore, in
the predatory bacterium Herpetosiphon aurantiacus, two homologous arginyl-tRNA
synthetases (ArgRS) have been found. Typical, contains the aforementioned HVGH motif and
executes its canonical function (HaArgRS1), while the other is atypical, with the HxGH motif
altered to arginyl-valyl-aspartyl-histidine (RVDH), and has not yet been proven to execute
aminoacylation of tRNA® (HaArgRS2). HaArgRS2 has significantly lower expression
compared to HaArgRS1 under normal growth conditions. This suggests that HaArgRS2 may
have a novel function in the cell. To explore this, we investigated whether HaArgRS2 has
protein interactors within the H. aurantiacus proteome. The chosen method was the pull-down
assay, and the results were analyzed by SDS-PAGE and mass spectrometry. SDS-PAGE
revealed two potential protein interactors of HaArgRS2, while mass spectrometry unveiled six
of them. The most interesting potential interactors were the typical HaArgRSI itself and a
previously uncharacterized protein containing the NACHT domain. The results suggest that
atypical arginyl-tRNA synthetase performs an important non-canonical role in the predatory

genus Herpetosiphon, therefore it is of utmost importance to continue with this research.

Keywords: arginyl-tRNA synthetase, HXGH motif, Herpetosiphon aurantiacus, interactors,

pull-down assay
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