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1. Uvod

1.1. Mistranslacija

Translacija je biokemijski proces koji opisuje dirigiranu ugradnju aminokiselina u
novosintetizirani polipeptid. Slijed aminokiselina u polipeptidu je odreden slijedom
nukleotida u mMRNA nastalu transkripcijom odgovaraju¢eg slijeda nukleotida u DNA.
Tijekom procesa translacije ribosom ¢ita kodone u mMRNA tako $to ih sparuje s tRNA koje
imaju antikodon komplementaran kodonu i, u pravilu, svaka tRNA je aminoacilirana
aminokiselinom koju odreduje taj kodon prema pravilima genetickog koda (Leningher,
2008). U posebnim uvjetima moze doc¢i do ugradnje neodgovaraju¢ée aminokiseline u
polipeptid — ta pojava se naziva mistranslacija. Mistranslacija moze biti uzrokovana
ugradnjom aminokiselina na pogreSno mjesto, odnosno ugradnjom aminokiseline na
mjesto kodona koji ne kodira ugradenu aminokiselinu ili ugradnjom neproteinogene
aminokiseline u peptid. U uvjetima in vivo vjerojatnost pogreske tijekom translacije je mala
- 1:1000-10000 aminokiselina se prosje¢no netoéno ugraduje u proteine (Edelmann,
1977). Stanica odrzava nizak stupanj pogreSke mnostvom mehanizama koji spreCavaju
pogresSke u biosintezi proteina. Jedan od najvaznijih faktora spre€avanja pogreske, uz
ostale, su aminoacil-tRNA-sintetaze koje imaju razraden mehanizam razlikovanja
pripadnoe od nepripadne aminokiseline i tRNA (Gromadski, 2004). Taj mehanizam
popravka pogreske moZze biti prije prijenosa aktivirane nepripadne aminokiseline na tRNA
u aktivnom mjestu aaRS ili nakon prijenosa u posebnoj domeni za popravak (Leningher,
2008). Neurodegenerativne bolesti su poremecaji koji zahvacaju neurone srediSnjeg
Ziv€anog sustava. PoSsto neuroni nemaju sposobnost diobe, pogreske prilikom translacije
proteina se akumuliraju i imaju za posljedicu neurodegeneraciju i poremecaj ziv€anih
funkcija. Neurodegenerativne bolesti su Cesto prouzroCene proteinima neuredene
strukture koji agregiraju, a zbog toga se takvi poremecaji nazivaju 'proteinopatije’.
Ugradnja nepripadnih aminokiselina moze uzrokovat proteinske agregacije (Dunlop,
2013). Jedan od glavnih faktora ugradnje nepripadnih/neproteinogenih aminokiselina u
proteine su pogreSke aminoacil-tRNA-sintetaza (Sauter, 2015). Dokazano je da su

mutacije ovih enzima povezane s pojavom neurodegenerativnih bolesti (Sauter, 2015).

1.1.1. Neproteinogene aminokiseline

Neproteinogene aminokiseline su aminokiseline koje ne grade proteine, ali postoje u
stanici kao intermedijeri razli€itih bikemijskih puteva. Zbog svoje sli¢nosti s proteinogenim
aminokiselinama potencijalno se mogu ugradivati u proteine. Ugradnja u proteine se

najcesce dogada zbog misacilacije tRNA neproteinogenom aminokiselinom jer su neke
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od njih dobri supstrati za aaRS koje ih ne prepoznaju kao pogreSne. Neproteinogene
aminokiseline zbog svojih karakteristiCnih kemijskih svojstava naruSavaju funkcionalnost
proteina te u nekim slu¢ajevima uzrokuju proteinsku agregaciju (Bell, 2009). Smatra se da
su neurodegenerativne bolesti prouzroCene ugradnjom nekih neproteinogenih
aminokiselina. Parkinsonova bolest, amiotrofiCna lateralna skleroza i Alzheimerova bolest
su samo neke od bolesti za koje se pretpostavlja da su uzrokovane mistranslacijom
neproteinogenih aminokiselina (Dunlop, 2013).

1.1.1.1.  B-N-metilamino-L-alanin (BMAA)

B-N-metilamino-L-alanin ili BMAA (kemijska formula C4H10N20O7) je derivat L-alanina s
metilnom skupinom na bo&nom ogranku (Slika 1.1.) (Bell, 2009). BMAA je produkt
metabolizma simbiontskih i slobodnozivuéih cijanobakterija koje nastanjuju bocate i svjeze
vode. Prilikom naglog porasta populacija cijanobakterija, tzv. cvjetanja mora, dolazi do
oslobadanja velikih kolicina BMAA. Zbog sveprisutnosti cijanobakterija u okolistu te
svojstava kao neurotoksina, biokemijsko istrazivanje toksi¢nosti BMAA je postalo vazno
kako bi se doSlo do saznanja o njenim potencijalnim u¢incima na ¢ovjeka (Cox, 2005). U
uvjetima in vitro je pokazano da ugradena BMAA uzrokuje apoptozu neuroblastoma
(Dunlop, 2009). Takoder je pokazano da L-serin inhibira ugradnju BMAA u proteine (Main,
2015). Pretpostavlja se da je ugradnja BMAA u proteine jedan od uzroka agregiranja
funkcionalno aktivnih proteina te je zbog toga potencijalno jedan od uzroka, izmedu
ostalog, amiotroficne lateralne skleroze (ALS) i Alzheimerove bolesti (Dunlop, 2013).
Tijekom 2014. godine pokrenuta je globalna akcija osvjeStavanja javnosti o ALS-u
nazvana 'ALS Ice Bucket Challenge' u kojoj su sudionici donirali novac ako su uspjeli zaliti

se posudom punom leda.

O

H.C
SYSN OH
H

NH,

Slika 1.1. Struktura B-N-metilamino-L-alanin (BMAA).

1.1.1.2. L-norvalin

L-norvalin ili Nva (kemijska formula CsH11NOy) je derivat proteinogene aminokiseline L-

valina bez jedne metilne skupine (Slika 1.2.). L-norvalin je jedan od nusprodukata
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metabolizma aminokiselina u E.coli koji se u uvjetima manjka kisika moze akumulirati do
milimolarne koncentracije (Soini, 2008). Njegovu ugradnju u proteine sprjeCava popravak
pogreSke aminoacil-tRNA-sintetaza (Cvetesic, 2014). U uvjetima ljudskog organizma
smatra se da L-norvalin sprjeava kardiovaskularne bolesti, ali i lije€i upalne procese

kardiovaskularnog sustava (Ming, 2009).

O

H
3C OH

NH,

Slika 1.2. Struktura L-norvalina
1.1.1.3. L-norleucin

L-norleucin ili Nle (kemijska formula CgH13NO>) je derivat proteinogene aminokiseline L-
leucina bez jedne metilne skupine (Slika 1.3.). Amiloidni-beta-peptid (AbetaP) je
neurotoksin koji djeluje na neurone te uzrokuje degeneraciju zivéanog sustava i pad
kognitivnih funkcija. AbetaP je glavni konstituent plakova Alzheimerove bolesti. Utvrdeno
je uuvjetima in vitro da ugradnja norleucina umjesto metionina u protein uzrokuje redukciju

stvaranja i nakupljanja plakova te tako smanjuje Sirenje bolesti (Clementi, 2005).

O

H,C OH

NH2

Slika 1.3. Struktura L-norleucina.
1.2. Mitohondrijske i citosolne humane tRNA

Humani mitohondrijski genom kodira 13 proteina koji se nalaze u sastavu kompleksa koji
Cine respiratorni lanac na unutrasnjoj mitohondrijskoj membrani. Sinteza tih proteina
dogada se na mitohondrijskim ribosomima uz pomo¢ 22 razliCite molekule tRNA koje su
takoder kodirane mitohondrijskim genomom. Humane mitohondrijske tRNA su probudile

interes znanstvenika otkricem poveznice izmedu tockastih mutacija u humanim



mitohondrijskim tRNA genima i brojnih neuromuskularnih i neurodegenerativnih
poremecéaja (Florentz, 2003). U mitohondrijskom genomu postoji 22 razliita gena za
humane mitohondrijske tRNA, po jedan za svaku aminokiselinu s izuzecima za
aminokiseline leucin i serin za koje postoje dva razli¢ita gena za mitohondrijsku tRNA",
odnosno mitohondrijsku tRNAS®". Dvije razli¢ite mitohondrijske tRNA specificne za
aminokiselinu serin su tRNAS®scr s 8 kopija gena i tRNAS®gA sa 6 kopija gena (Tablica
1.) u mitohondrijskom genomu. Mitohondrijske tRNAS®scr i toa desifriraju odgovarajuce

kodone koji odreduju ugradnju serina u protein (Florentz, 2003).

Tablica 1.1. Sest izoakceptorskih tRNAS®" (citosolnih i mitohondrijskih) i broj gena u genomu koji
kodiraju pojedinu izoakceptorsku tRNAS®. Mt oznaava mitohondrijske tRNAS®" kodirane
mitohondrijskim genomom.

(Preuzeto s http://gtrnadb.ucsc.edu/genomes/eukaryota/Hsapil9/Hsapil9-align.html#Ser)

Izoakceptorska tRNA Broj tRNA gena za pojedini antikodon
Ukupno
GGA | CGA ACT | GCT (mt)
Ser AGA TGA (mt) 32
12 1 4 6 1 8

U radu su kori$tne tRNAS®sca i tRNAS®1ca izoakceptorske tRNA. Humane mitohondrijske
tRNA sadrze strukturne karakteristike koje viSe ili manje odstupaju od klasi¢ne (kanonske)
strukture citosolnih tRNA cija je sekundarna struktura oblika lista dijeteline, a tercijarna
poprima oblik slova L. Struktura tRNA je temelj njihove funkcije. Struktura dijeteline sadrzi
to€no definirane karakteristike koje uklju€uju veli€inu peteljki i petlji i prisutnost brojnih
konzerviranih nukleotida na strateSkim polozajima (Florentz, 2003). Sekundarna struktura
tRNA definirana je s Cetiri peteljke: akceptorska peteljka Ciji 3' kraj nosi esterificiranu
aminokiselinu na 2' ili 3' OH skupini riboze adenilata, dihidrouridinska peteljka ili D-
petelika, TyC peteljka i antikodonska peteljka na Cijem kraju petlja sadrzi antikodon. Neke
tRNA sadrze dodatnu strukturu tzv. varijabilnu ruku (npr. humana citosolna tRNAS®") koja
se nalazi izmedu TyC i antikodonske peteljke i moze biti razli€itih duljina (Lehningher,
2008). Dok neke humane mt tRNA imaju strukturu oblika dijeteline sli€énu onoj kanonskoj,
neke se razlikuju strukturom od kanonskog oblika te ih se naziva ‘bizarnim” tRNA (Slika
1.4.). Obje humane mitohondrijske tRNAS® pripadaju u skupinu ‘bizarnih” tRNA. Za razliku

od humane citosolne tRNAS®, humane mitohondrijske tRNAS® nemaju produzenu


http://gtrnadb.ucsc.edu/genomes/eukaryota/Hsapi19/Hsapi19-align.html#Ser

varijabilnu domenu koja je vazna za prepoznavanje citosolne tRNAS®' citosolnom SerRS
(Florentz, 2003). tRNAS®rgs ima neobi¢nu strukturu oblika dijeteline s produljenom
antikodonskom petljom od 6 parova baza, nema oCuvanu bazu U8 i ima malu D-petlju,
dok tRNAS®gcrima kracu konektor 1 domenu i nedostaje joj cijela D-peteljka s D-petljom
u odnosu na humanu citosolnu tRNAS®" (Chimnaronk, 2005).
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Slika 1.4. Sekundarne strukture tRNASe" iz nekoliko organizama. a) E. coli tRNASe", b) T.
thermophilus tRNAS®", ¢) kvasceva citoplazmatska tRNAS¢', d) humana citoplazmatska tRNAS¢', e)
kvasd€eva mitohondrijska tRNASe", f) goveda tRNAS®gcr, g) goveda mitohondrijska tRNASe'rga
(Yokogawa, 2000).

AaRS razlikuju pojedine tRNA s vrlo visokom selektivnoS¢u birajuc¢i izmedu mnogo
strukturno sli€nih tRNA. Kako bi se izbjegla pogredna aminoacilacija tRNA, odnosno
pogresno prepoznavanje tRNA od strane aaRS unutar tRNA postoje identitetni elementi
koje prepoznaje samo ispravna aaRS. Identitetni elementi se naj¢eS¢e nalaze unutar
antikodona, akceptorske peteljke i “diskriminatorske” baze na polozaju 73 (Yokogawa,
2000). Biokemijska istrazivanja identitetnih elemenata tRNAS®" iz E. coli, Saccharomyces
cerevisae i Homo sapiens pokazala su da se glavni element odgovoran za prepoznavanje
prokariotskih i eukariotskih citosolnih tRNAS®" od strane SerRS nalazi unutar varijabilne
ruke (Yokogawa, 2000). Posto obje humane mitohondrijske tRNAS®" nedostaje varijabilna

ruka mehanizam prepoznavanja humanih mitohondrijskin tRNAS®" od strane humane



mtSerRS ne moze se temeljiti na identitetetnim elementima u varijabilnoj ruci kao $to je to
sluGaj s prokariotskim i eukariotskim citosolnim tRNAS® (Yokogawa, 2000).
Eksperimentima na govedim mitohondrijskim tRNAS®" ustanovljeno je da se identitetni
elementi koje prepoznaje goveda mtSerRS nalaze u T petlji (Slika 1.5.) (Chimnaronk,
2005).
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Slika 1.5. Sekundarne strukture mt tRNAS®rga i mt tRNAS®gcr iz Bos taurus (divlle govedo).
Identitetni elementi dobiveni mutageneti¢kim istrazivanjima delecijom pojedinih nukleotida u tRNA
su oznaceni plavim slovima (delecija plavo oznacenih nukleotida je rezultirala smanjenim
prepoznavanjem mitohondrijske tRNASe" od strane mtSerRS iz Bos taurus). Identitetni elementi
dobiveni metodom otiska prsta kojom se sprijecila interakcija mt SerRS s odredenim nukleotidima
su oznaceni glavom strelice (sprijeCavanje interakcija s nukleotidima oznacenih glavom strelice je
rezultiralo smanjenim prepoznavanjem mitohondrijske tRNASe" od strane mtSerRS iz Bos taurus)
(Chimnaronk, 2005).

1.3.  Humane aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS)

Tijekom prve faze sinteze proteina aminoacil-tRNA-sintetaze esterificiraju pripadnu
aminokiselinu na pripadnu tRNA koja nosi antikodon koji je komplementaran kodonu koji
kodira za pripadnu aminokiselinu. Svaka aminoacil-tRNA-sintetaza je specifi¢na za jednu
aminokiselinu i jednu ili vise pripadnih (izoakceptorskih) tRNA. Izoakceptorske tRNA su
molekule tRNA koje se aciliraju istom aminokiselinom, a posjeduju razliCiti antikodon.
Antikodoni su komplementarni kodonima na mRNA. Sinonimni kodoni su kodoni koji
kodiraju za istu aminokiselinu, a imaju razliiti nukleotidni slijed. Vecina organizama imaju
po jednu aminoacil-tRNA-sintetazu za svaku aminokiselinu. Aminoacil-tRNA-sintetaze

kataliziraju aminoacilaciju molekula tRNA u dva koraka: 1. aktivacija pripadne
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aminokiseline uz pomo¢ ATP-a i nastajanje aminoacil-adenilathog meduprodukta i 2.
prijenos aktivirane aminokiseline na 2' ili 3'-OH skupinu riboze adenilata na 3'-kraju
pripadne tRNA.
ATP + aminokiselina = aminoacil-AMP + PP;
aminoacil-AMP + tRNA = aminoacil-tRNA + AMP

Pojedina aaRS mora biti specificna ne samo za pojedinaénu aminokiselinu ve¢ i za
odredene tRNA. Diskriminacija pojedinih tRNA pomocéu aaRsS je vrlo vaZzna za sveukupnu
vjernost u biosintezi proteina kao $to je i razlikovanje pojedinih aminokiselina (Lehningher,
2008).

1.3.1. Humana citosolna seril-tRNA-sintetaza (hcitSerRS)

Humana citosolna seril-tRNA-sintetaza (hcitSerRS) pripada u razred Il aminoacil-tRNA-
sintetaza. Aminoacil-tRNA-sintetaze razreda Il su homodimeri i prenose aminokiselinu
direktno na 3°'OH skupinu riboze adenilata na 3" kraju tRNA. Kristalna struktura humane
citosolne SerRS odredena je na atomskoj rezoluciji 2.9 A (Slika 1.6.). Konformacija
aminoacilacijske domene je jednaka u sva tri homodimera jedne asimetriéne jedinice. N-
terminalna tRNA-vezna domena ima fleksibilnu strukturu. C-terminalni kraj koji sadrzi tzv.
UNE-S domenu (sadrzi slijed za usmjeravanje u jezgru) ima neuredenu strukturu u svih
Sest podjedinica $to ukazuje na dinamiénost konformacije slijeda za usmjeravanje u jezgru
koja povecava njenu pristupacnost od strane molekula zaduzenih za transport citosolne
SerRS u jezgru (Xu, 2012).
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Slika 1.6. Kristalna struktura jedne podjedinice homodimera humane citosolne SerRS. Sekundarne
strukture su oznagene vrp&astim dijagramom. Motivi 1, 2 i 3 unutar aminoacilacijske domene su
prikazani naranéastom, ljubi¢astom i plavom bojom. Umetak: SerRS dimer sa drugom
podjedinicom obojanom sivo. Dimerizacija SerRS se odvija preko aminoacilacijske domene (Xu,
2012).

1.3.2. Mitohondrijska seril-tRNA-sintetaza (mtSerRS)

Mitohondrijske aminoacil-tRNA-sintetaze (mtaaRS) su kodirane jezgrinim genomom,
sintetiziraju se u citoplazmi i transportiraju u mitohondrije. Humane mtaaRS na svom N-
kraju sadrze slijed aminokiselina koji sluzi kao signalni slijed usmjeravanja proteina u
mitohondrije. Za razliCite humane mtaaRS razliita je duljina i sastav signalne sekvence,
a moze se sastojati od 18 do 54 aminokiselina. Signalne sekvence koje usmijeravaju
proteine u mitohondrije, iako se razlikuju po duljini i slijedu aminokiselina, obavljaju istu
funkciju zbog prisutnosti brojnih pozitivno nabijenih aminokiselina i zbog stvaranja

sekundarne strukture u obliku amfipatske a-uzvojnice. Nakon unosa humane mtaaRS u
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mitohondrij dolazi do cijepanja signalne sekvence pomoc¢u mitohondrijske procesirajucée

proteaze (MPP) i mitohondrijske intermedijerne peptidaze (MIP) (Sissler, 2013).

Biokemijska istraZivanja mtaaRS u sisavaca su radena na enzimskim ekstraktima iz tkiva
jetre Stakora, goveda, humane placente i HelLa stani¢nih linija. Aktivnost mtSerRS
ustanovljena je u svim ekstraktima, a njeno procCiS€avanje je bilo najuspjeSnije iz
enzimskog ekstrakta tkiva jetre goveda. Geni koji kodiraju pet humanih ili govedih mtaaRS
su definirani i klonirani, enzimi su nadeksprimirani i analizirana su njihova strukturna i
funkcionalna svojstva. Medu njima su humane mtPheRS, mtLeuRS, mtLysRS i mtTrpRS
te goveda mtSerRS (Sissler, 2013).

Odredena je kristalna struktura mtSerRS iz Bos taurus (divlje govedo) u kompleksu sa
seril-adenilatom na atomskoj rezoluciji 1.65A (Slika 1.7.) (Chimnaronk, 2005). Do sada,
ovo je prva odredena struktura aaRS iz organela s visokom rezolucijom naspram velikom
broju drugih poznatih cijelokupnih struktura aaRS. MtSerRS iz Bos taurus je homodimer,
Sto je zajednicko svojstvo aaRS razreda Il kojem pripada i citosolna SerRS. N-terminalna
domena mtSerRS sadrzi produzetke koji se sastoje od kratkih a-uzvojnica gradenih od 25
do 33 aminokiselina povezane sa zavojnicom H1 s kojom tvore zavojnica-omc¢a-zavojnica
motiv. Na vrhu a-zavojnice nalazi se dodatan strukturni element u obliku omce jedinstven
za mtSerRS, a sastoji se vec¢inom od polarnih aminokiselina. N-terminalna zavojnica se
naziva 'distalna zavojnica' i ona je jedinstvena i visoko konzervirana struktura unutar aaRS
mitohondrija sisavaca. C-terminalna globularna domena u kojoj se nalazi aktivho mjesto
je gradena od osmerolan¢ane B-plo¢e obuhvacéene s tri snopa zavojnica. Na C-kraju se
takoder nalazi jedinstvena dodatna struktura 'C-rep' koja ima oblik 4 nm duge, fleksibilne
omCe koja se proteze izvan tijela monomera. 'C-rep' se nalazi na poledini druge
podjedinice i stvara interakcije unutar monomera kojima doprinosi dimernoj povrSini
(Chimnaronk, 2005).
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Slika 1.7. Vrp&asti dijagram trodimenzionalne kristalne strukture mtSerRS iz Bos taurus pri 1.65A.
Razli¢itim bojama su oznalena tri snopa a-uzvojnica i niti B-plo¢a. N-treminalni distalni heliks
(monomera 2) i C-rep (monomera 1) su obojani ruzi€asto, odnosno crveno Stapicastim dijjagramom
koji pokazuje medusobne interakcije tih dviju domena. Drugi monomer je pokazan sivim vrpcama

zbog jasnoée (Chimnaronk, 2005).

Kombinacijom strukturnih informacija s modelom prepoznavanja mitohondrijskih tRNAS®" i
mutagenetiCkim istrazivanjima otkrili su se klju¢ni elementi odgovorni za specifiCnosti
vezanja mitohondrijskin tRNAS®" i mtSerRS koji se razlikuju od svih ostalih poznatih
mehanizama vezanja aaRS i tRNA kod bakterija i eukariota (Chimnaronk, 2005).
IstraZivanjima na mtSerRS i njenim mehanizmima prepoznavanja tRNA ustanovilo se da
mtSerRS aminoacilira tRNAS®" iz E. coli s raznim antikodonskim sekvencama koje SerRS
iz E.coli ne bi aminoacilirala (Kumazawa, 1991). To je ukazalo da glavni identitetni
elementi prepoznavanja mt tRNAS® od strane mtSerRS nisu isti identitetnim elementima
za prepoznavanje E.coli tRNAS® od strane SerRS iz E.coli i da antikodonski slijed mozda
nema bitnu ulogu u procesu diskriminacije mt tRNA od strane mtaaRS (Kumazawa, 1991).

Humana mtSerRS aminoacilira tRNAS®scr koja je komplementarna kodonu AGY (Y=U ili
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C) itRNAS®1gA koja je komplementarna kodonu UCN (N=A, G, Ci U) (Chimnaronk, 2005).
Ustanovljen je jedinstveni dvojni nacin prepoznavanja govede mtSerRS alternativnom
kombinacijom interakcijskih mjesta kako bi ona diskriminirala izmedu dviju govedih mt
tRNASe" (Chimnaronk, 2005). Zbog nedostatka u analogiji primarnih i sekundarnih
struktura dviju govedih mitohondrijskih tRNAS®", goveda mtSerRS stvara razliCite
kombinacije mjesta prepoznavanja govedih mitohondrijskih tRNAS®" i medusobno ih
razlikuje ,skenirajuci“ $e¢erno-fosfatnu zavojnicu tRNAS®" koristeéi bazi¢ne aminokiseline
distalnog heliksa (Slika 1.8.).

Slika 1.8. Aminokiseline uklju¢ene u prepoznavanje govede mitohondrijske tRNAS®ccr (lijevo) i
govede mitohondrijske tRNASerga (desno) oznagene na povrsini dimerne strukture (svijetlo i tamno
sivo za svaki monomer) govede mtSerRS. Efektivna mjesta su obojana plavo, kriticne

aminokiseline su obojane crveno (Chimnaronk, 2005).
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2. Hipotezai ciljevi rada

Pretpostavlja se da se neproteinogena aminokiselina BMAA ugraduje u proteine umjesto
L-serina. Dokazano je da cijeli kaskadni proces apoptoze koji zapoc€inje aktivacijom
kaspaze-3 potiCe ugradnja BMAA u protein. Aktivhost kaspaze-3 je reducirana dodatkom
L-serina. Takoder, aktivnost lizozima, odnosno lizosomalnih proteaza katepsina L i B je
bila smanjena dodatkom BMAA u prisutnosti L-serina (Main, 2015). Prema tome, moze se
zakljuciti da L-serin kompetira BMAA za ugradnju u proteine. Navedeni podaci sugeriraju
da enzim seril-tRNA-sintetaza ima ulogu pri ugradnji BMAA u proteine. Stoga je hipoteza
ovog rada da ¢e humana mitohondrijska i/ili citosolna seril-tRNA-sintetaza aktivirati BMAA

i prenositi ju na pripadnu tRNAS®",

Cilievi rada: eksperimentalni dio rada se sastojao od tri dijela. Prvi dio bio je prirediti
rekombinantne plazmide s ugradenim genima za humanu citosolnu tRNAS®'sca i humanu
mitohondrijsku tRNAS®gA te in vitro transkripcijom proizvesti preparativnu koli¢inu hcit
tRNAS®sca | hmt tRNAS®16a. Drugi dio bio je in vivo nadeksprimirati humanu mitohondrijsku
seril-tRNA-sintetazu u bakteriji E.coli soja BL21 obzirom na razli¢ite predikcije signalne
sekvence te procistiti enzim kromatografskim metodama. Treéi dio bio je provjeriti hoce li
enzimi mitohondrijska seril-tRNA-sintetaza i/ili citosolna seril-tRNA-sintetaza aktivirati L-
serin i/ili BMAA i prenjeti aktiviranu BMAA na pripadne tRNAS®'",
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Standardne kemikalije

Akrilamid (Sigma), ampicilin (Sigma), APS (Sigma), B-merkaptoetanol (Sigma), ditiotreitol
(DTT) (Sigma), EDTA (Sigma), etanol (Kemika), EtBr (Boehringer Mannheim), fenol
(Kemika), fosfatna kiselina (Kemika), glicerol (Kemika), glicin (USB Corporation), HEPES
(Sigma), imidazol (Sigma), izopropanol (Alkaloid), kalijev acetat (Kemika), kalijev
dihidrogenfosfat (Kemika), kalcijev klorid (Kemika), kloridna kiselina (Kemika), kloroform
(Kemika), magnezijev klorid (Fluka), metanol (Carlo Erba), N,N-metilenbisakrilamid
(Merck), natrijev klorid (Kemika), polietilenglikol 8000 (PEG) (Sigma), SDS (Sigma),
spermidin (Sigma), TEMED (Sigma), Tris (Sigma), Tween 20 (Sigma), urea (Acros
organics), X-gal (Sigma).

3.1.2. Komercijalni kompleti za pro¢iSéavanje DNA

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) i QlAfilter plasmid MEGA and GIGA Kit (Qiagen) za
izolaciju plazmidne DNA, QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) za izolaciju DNA iz
agaroznih gelova.

3.1.3. Enzimi i pripadajuci puferi

AmpliTag Gold DNA-polimeraza (New England Biolabs), pufer za AmpliTaq Gold DNA-
polimerazu (New England Biolabs), anorganska pirofosfataza (IPPaza) (s amonijevim
sulfatom) (Sigma), anorganska pirofosfataza (IPPaza) (bez amonijeva sulfata) (New
England Biolabs), restrikcijska endonukleaza BamHI (New England Biolabs), DNaza (New
England Biolabs), DNA-ligaza (New England Biolabs), pufer za DNA-ligazu (New England
Biolabs), restrikcijska endonukleaza EcoRI (New England Biolabs), lizozim (Sigma), pufer
NEBuffer 3 (New England Biolabs), restrikcijska endonukleaza Nsil (New England
Biolabs), Pfu DNA-polimeraza (New England Biolabs), pufer za Pfu DNA-polimerazu (New
England Biolabs), restrikcijska endonukleaza Sall (New England Biolabs), T4
polinukleotid-kinaza (New England Biolabs), pufer za T4 polinukleotid-kinazu (New

England Biolabs), T7 RNA-polimeraza (Sigma).

3.1.4. Ostali materijali

ATP (Boehringer Mannheim), BMAA (Sigma), BSA (New England Biolabs, 10 mg ml?),
dNTP smjesa (Sigma), GMP (Sigma), IPTG (Fischer Scientific), NTP smjesa (Sigma),
magnezijev klorid za reakcije (MgCl.) (Applied Biosystems), Ni-NTA agaroza (Qiagene),
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kolona MonoQ HR 10/10 (GE Healthcare), polietileniminska ploCica za tankoslojnu

kromatografiju (Fluka), RNazin (Promega), L-serin (Sigma), [*2P]PP; (Perkin Elmer).

3.1.5. Markeri
Generuler 1kb ladder (Thermofisher), Precision Plus Protein Standards Dual Color (Bio-

Rad), SeeBlue Plus2 Pre-stained Protein Standard (Invitrogen).

3.1.6. Boje
Bromfenol plavo (Serva), Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma), Coomassie Brilliant

Blue G-250 (Sigma), ksilencijanol fluorofosfat (Serva), toludinsko modrilo (Sigma).

3.1.7. Sastojici LB hranjive podloge

Agar (Difco), kvas€ev ekstrakt (Liofilchem), natrijev klorid (Kemika), tripton (Liofilchem).
3.1.8. Otopine

Agarozna boja @ =50 % glicerol

(10x koncentrirana otopina) ¢ = 0,1 mmol dm3 EDTA pH= 8,0

0,4 % (wi/v) ksilencijanol fluorofosfat

0,4 % (w/v) bromfenol plavo

Boja za nanoSenje uzoraka i pracenje vy =50 g dm3SDS

elektroforeze proteina
¢ = 50 mmol dm= B-merkaptoetanol

(4x koncentrirana otopina) _
¢ = 0,25 mol dm™ Tris-HCI pH =6,8
@ =25 % glicerol

y = 0,1 mg ml* bromfenol plavo

Coomassie Brilliant Blue za bojanje ¢ =0,25 % Coomassie Brilliant Blue
SDS gelova R-250

@ =45 % etanol

¢ =10 % octena kiselina
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Boja za nanosenje uzoraka na

denaturirajuce ureja gelove (RNA boja)

Toluidinsko modrilo za bojanje urea

gelova

Bradfordov reagens

3.1.9. Puferi

5x KCM pufer za transformaciju

bakterija

Pufer TAE (za elektroforezu nukleinskih

kiselina na gelu agaroze)

15

¢ =2 mol dm= ureja
¢ = 8 mmol dm= EDTA pH =8,0
0,1 % (w/v) ksilencijanol fluorofosfat

0,1 %(w/v) bromfenol plavo

@ =50 % glicerol

@ = 0,4 % toluidinsko modrilo
¢ =50 % metanol

¢ =10 % octena kiselina

v =0,1 g dm Coomassie Brilliant
Blue G-250

@ =5 % etanol

¢ =8,5 % fosfatna kiselina

¢ = 500 mmol dm kalijev klorid
¢ = 150 mmol dm- kalcijev klorid

¢ = 250 mmol dm magnezijev klorid

¢ =40 mmol dm™ Tris
¢ = 20 mmol dm octena kiselina
c =1 mmol dm2 EDTA

kona¢an pH = 8,0



Pufer za elektroforezu proteina (sustav ¢ = 25 mmol dm Tris

Laemmli
) ¢ = 192 mmol dm glicin

y=1mg mlt SDS
konacan pH = 8,3

4X pufer za gel za razdvajanje (sustav ¢ =1,5mol dm™ Tris

Laemmli)
vy =4 mg mlt SDS
konacan pH = 8,8

4X pufer za gel za sabijanje (sustav ¢ =1,5 mol dm™ Tris

Laemmli)
vy =4 mg mlt SDS
kona¢an pH = 6,8

10 x pufer za transkripciju (TXN) ¢ = 0,1 mol dm Tris-HCI pH=8,0
¢ = 0,2 mol dm magnezijev klorid
¢ = 0,2 mol dm™ spermidin

Pufer za razvijanje c = 750 mmol dm? Kkalijev

dihidrogenfosfat pH=3,5

¢ = 4 mol dm? ureja
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Pufer za sonikaciju (lizu) stanica:

Pufer za ispiranje

Pufer za eluciju proteina:

Pufer za pohranu proteina:

17

¢ = 50 mmol dm Tris-HCI pH=8,0
¢ = 5 mmol dm= magnezijev acetat
¢ =1 mol dm natrijev klorid

¢ = 0,5 mol dm™ ureja

¢ = 10 mmol dm imidazol

¢ = 10 mmol dm B-merkaptoetanol

¢ =0,1 % Tween 20

¢ = 100 mmol dm Tris-HCI pH=8,0
¢ = 1,75 mol dm natrijev klorid

¢ =1 mol dm= ureja

@ =10 % glicerol

¢ = 30 mmol dm imidazol

¢ = 5 mmol dm B-merkaptoetanol

¢ = 50 mmol dm3 Tris-HCI pH=8,0
¢ = 5 mmol dm= magnezijev acetat
¢ = 1 mol dm™ natrijev klorid
¢ = 400 mmol dm= imidazol

¢ = 10 mmol dm B-merkaptoetanol

¢ = 50 mmol dm Tris-HCI pH=8,0
¢ = 0,15 mol dm= natrijev klorid

¢ = 10 mmol dm= B-merkaptoetanol



Puferi zaionsku izmjenu proteina metodom FPLC

Pufer A

Pufer B

¢ = 25 mmol dm Tris-HCI pH=8,0
¢ = 30 mmol dm2 natrijev klorid

¢ =5 mmol dm B-merkaptoetanol

¢ = 25 mmol dm Tris-HCI pH=8,0
¢ = 1 mol dm= natrijev klorid

¢ =5 mmol dm B-merkaptoetanol

3.1.10. Oligonukleotidi

Proizvedeni u MacroGen, Juzna Koreja.

Tablica 3.1. Popis koriStenih oligonukleotida i PCR pocetnica

Naziv
oligonukleotida

TGAF

TGAR

AGAF

Slijed (5' — 3) Svrha

AATTCGTCGACTAATACGACTCACTATAG | Gen na kodirajuéem lancu
Za tRNAserTGA
(mitohondrijska)

AGAAGGTCACAGAGGTTATGGGATTGGC
TTGAAACCAGTCTGTGGGGGGTTCGATT
CCCTCCTTTTTCACCATGCATG
GATCCATGCATGGTGAAAAAGGAGGGAA Gen na nekodiraju¢em

Ser
TCGAACCCCCCACAGACTGGTTTCAAGC lancu za tRNA™*rea

(mitohondrijska)
CAATCCCATAACCTCTGTGACCTTCTCTA
TAGTGAGTCGTATTAGTCGACG
AATTCGTCGACTAATACGACTCACTATA | Gen na kodirajuéem lancu
GTAGTCGTGGCCGAGTGGTIAAGGCGA | 22 IRNA™ca (citosolna)

TGGACTAGAAATCCATTGGGGTTTCCC
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AGAR

pUCF

pUCR

pProEXR

pProEXF

M13F

M13R

3Sal

mMtSRSd21Bam

mMtSRSd34Bam

CGCGCAGGTTCGAATCCTGCCGACTAC
GCCATGCATG

GATCCATGCATGGCGTAGTCGGCAGGA

TTCGAACCTGCGCGGGGAAACCCCAAT

GGATTTCTAGTCCATCGCCTTAACCACT

CGGCCACGACTACTATAGTGAGTCGTA

TTAGTCGACG

GGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG

GAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGG

CAGACCGCTTCTGCGTTC

GAAGCTGTGGTATGGCTGTGCAGGTC

GGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG

AGGAAACAGCTATGACCAT

GAGAGTCGACTTAGCTTACAGCAGGCT
GGCC

GAGAGAGGATCCCGGGGAGGCTGCATC
TCC

GAGAGAGGATCCACTACAGAGAAACGA
AACCGG
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Gen na nekodiraju¢em
lancu za tRNAS® aga

(citosolna)

Uzvodna pocetnica na
vektoru puUC18

Nizvodna pocetnica na
vektoru puUC18

Nizvodna pocetnica na
vektoru pProEX HTb

Uzvodna pocetnica na
vektoru pProEX HTb

Uzvodna univerzalna
poéetnica koriStena pri

sekvenciranju

Nizvodna univerzalna
pocetnica korisStena pri

sekvenciranju

Nizvodna pocetnica za
mtSerRS s restrikcijskim
mjestom Sall

Uzvodna pocetnica
mtSerRS s restrikcijskim

mjestom BamHI

Uzvodna pocetnica
mtSerRS s restrikcijskim

mjestom BamHI



MtSRSd33Bam GAGAGAGGATCCTTCACTACAGAGAAAC Uzvodna pocetnica

GAAACC mtSerRS s restrikcijskim
mjestom BamHI
MtSRSd56Bam GAGAGAGGATCCCAGCTGGACATAGAG Uzvodna pocetnica
CGG mtSerRS s restrikcijskim
mjestom BamHI
mMtSRSd29Bam GAGAGAGGATCCCCAAGGAGAAGTTTC Uzvodna pocetnica
ACTAC mtSerRS s restrikcijskim

3.1.11. Plazmidni vektori

Tablica 3.2. Plazmidni vektori

Naziv vektora i kratak opis

Vektor za ugradnju cDNA SerRS
- pOTB7

Vektor za prekomjernu
ekspresiju proteina - pProEX
HTb

Vektor koristen za in vitro
proizvodnju molekula tRNA -
puC18

Insert (ugradeni gen)

mtSerRS

d21 mtSerRS
d34 mtSerRS

tRNAS®1ga
tRNAS® s ga

20

mjestom BamHI

Napomena

Ugradena cDNA je omedena
mjestima za restrikcijske
endonukleaze Xhol/ EcoRI

Gen je omeden mjestima za
restrikcijske endonukleaze BamHI/
Sall

Gen omeden mjestima za
restrikcijske endonukleaze BamHI/
EcoRI
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Slika 3.1. Plazmidni vektori koriSteni u ovom radu. A) pProEX HTb (preuzeto s www.biofeng.com),

B) puUC18 (preuzeto s www.snapgene.com), C) pOTB7 (preuzeto S

www.lifesciences.sourcebioscience.com)

pProEX HTb - plazmid s genom za otpornost na ampicilin, omoguc¢ava inducibilnu
ekspresiju proteina pod kontrolom trc promotora (prepoznaje ga bakterijska RNA-
polimeraza). Omoguc¢ava nastanak ciljnog proteina s His-privjeskom na N-kraju, koji se
nakon prociS¢avanja proteina afinitethom kromatografijiom moze odcijepiti proteazom
TEV. Proteaza TEV (eng. tobacco etch virus) je podrjetlom iz virusa bolesti duhana,
prepoznaje slijed Glu-Asn—-Leu-Tyr—-Phe—-GIn-Gly/Ser, a cijepa izmedu GIn i Gly,

odnosno Ser.

pUC18 - plazmid visokog broja kopija, €esto upotrebljavan za kloniranje ili sekvenciranje.
Njegove osnovne znacajke su gen za rezistenciju na ampicilin, lac regija u kojoj se nalazi
viSestruko mjesto za kloniranje (eng. multiple cloning site, MCS) te pocetak replikacije ori
iz plazmida pBR322. Ugradnja zeljenog inserta u viSestruko mjesto za kloniranje inaktivira
gen za B-galaktozidazu Sto omogucéava selekciju rekombinantnih plazmida na temelju

plave ili bijele boje kolonija na podlozi koja sadrzi X-gal.

pOTB7 - plazmid koji sadrzi gen za otpornost na kloramfenikol. Sadrzi mjesta
komplementarna univerzalnim uzvodnim i nizvodnim M13 poCetnicama. NajviSe se koristi
u svrhu kloniranja cDNA jer sadrzi tzv. 'gateway' rekombinacijsku kazetu u regiji za

kloniranje.
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http://www.lifesciences.sourcebioscience.com/clone-products/mammalian/cdna/image/image-plasmid-information/mam-potb7-image/

3.1.12. Bakterijski sojevi

Bakterijski soj Escherichia coli DH5a (Stratagene GmbH) koridten je za transformacije i
umnazanje bakterijskih vektora (Meselson i Yuan, 1968). Genotip soja je: F-endAl ginv44
thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk
mk*), A. Pogodan je za transformaciju zbog nekoliko svojstava. RecAl gen odgovoran je
za rekombinaciju i popravak molekule DNA. Njegovom mutacijom onemogucena je
homologna rekombinacija ¢ime se osigurava stabilnost transformirane DNA. Mutacijom
endAl gena (endonukleaza 1) izbjegnuta je nespecifitcna razgradnja DNA, a
®80lacZAM15 mutacija omoguéava a-komplementaciju s amino-krajem B-galaktozidaze

kodirane u pUC vektorima (Sambrook i Russell, 2001) .

Bakterijski soj Escherichia coli BL21(DE3) (Stratagene GmbH) koriSten je za postizanje
visoke razine ekspresije zeljenog proteina (Studier i Moffatt, 1986). Genotip soja je: F~
ompT gal decm lon hsdSg(rs” mg) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1l sam7 nin5]). Soj
BL21(DE3) je derivat soja B834 E. coli i sadrzi DE3 (A profag s genom za T7 RNA-
polimerazu i gen lacl?). Gen za T7 RNA-polimerazu ugraden u genom soja BL21(DE3)
inducira se dodatkom IPTG-a s promotora lacUV5 (Dubendorff i Studier, 1991). Bakterijski
soj BL21(DE3)pLys genotipa F- ompT gal decm lon hsdSg(rs” ms’) A(DE3) pLysS(cmR) je
izvedenica soja BL21(DE3). Gen za T7 RNA-polimerazu ugraden u genom soja
BL21(DE3)pLys inducira se dodatkom IPTG s promotora T7. Pogodan je za ekspresiju
proteina toksi¢nih za stanicu i uzgaja se uz antibiotik kloramfenikol u koncentraciji 50
ug mlt zbog derivata plazmida pACYC (pLys) koji sadrzi gen za enzim lizozim (gen 3.5
bakteriofaga T7) koji je inhibitor T7 RNA-polimeraze (Moffatt i Studier, 1987) pri Cemu
dolazi do ukidanja prijevremene ekspresije transformiranih gena s T7 promotorom u

uvjetima kad nije prisutan induktor npr. IPTG (preuzeto s http://www.stratagene.com).

3.2. Metode

3.2.1. Metode rada s DNA
3.2.1.1. Kloniranje sintetskih oligonukleotida tRNA

Sintetski oligonukleotidi (MacroGen, JuZna Koreja), koji sadrZze nukleotidni slijed za
promotor T7 RNA-polimeraze i slijed za Zeljenu molekulu tRNA te na poc€etku i kraju slijeda
restrikcijska mjesta EcoRI i BamHI, upotrebljeni su za konstrukciju kalupa DNA za
transkripciju in vitro. Komplementarni oligonukleotidi s ljepljivim krajevima za restrikcijske
endonukleaze EcoRI i BamHI ugradeni su u vektor pUC18 koji je prehodno bio razgraden

istim restrikcijskim endonukleazama (EcoRI i BamHlI) i pro¢i§éen. Postupak ugradnje gena
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za tRNA pomocéu komplementarnih sintetskih oligonukleotida u plazmid pUC18 ukljucuje

nekoliko koraka.
3.2.1.1.1. Priprema vektora pUC18 za ugradnju sintetskih oligonukleotida tRNA

Da bi se ugradila tRNA u vektor pUC18 krajevi lineariziranog vektora moraju biti
komplementarni krajevima sintetskih gena za tRNA. To se u ovom radu postiglo
cijepanjem vektora restrikcijskim endonukleazama EcoRIl i BamHI jer se njihova
restrikcijska mjesta nalaze i na sintetskim genima za tRNA. Reakcijske smjese volumena
50 ul su se sastojale od 30 ul vektora pUC18, 1,5 ul EcoRI (20 jedinica/ul), 1,5 yl BamHI
(20 jedinica/pl), 5 yl 10x NEBuffer 2 i 12 pyl ReH20O. Razgradnja se odvijala 3 sata na 37
°C. Nakon toga su pocijepani plazmidi prociS¢eni od enzima i kratkih fragmenata DNA
pomoc¢u QIA Gel Extraction Kit protokola. Reakcijske smjese su nanesene na kolonu i
dodano je 500 ul QG pufera, kolona je stavljena u epruveticu za sakupljanje i centrifugirana
1 minutu na 10 000 x g. Iz epruvetice za sakupljanje je bacen QG pufer i dodano je 750 pl
pufera PE u kolonu te je ona centrifugirana 1 minutu na 10 000 x g. Iz epruvetice za
sakupljanje je bacen PE pufer i kolona je ponovno centrifugirana 1 minutu na 10 000 x g.
Kolona je premjestena u Cistu Ependorf epruveticu i u sredinu kolone je naneseno 35
pufera EB za eluciju plazmida. Uzorak je stajao 20 minuta i nakon toga je centrifugiran 1

minutu na 10 000 x g pri ¢emu se eluirao plazmid kojem je potom izmjerena koncentracija.

3.2.1.1.2. Kinaziranje sintetskih oligonukleotida tRNA i priprema smjese za

sparivanje komplementarnih oligonukleotida

Oligonukleotidi su otopljeni u vodi u koncentraciji 10 pmol dm te su zatim fosforilirani T4
polinukleotid-kinazom 1 h pri 37 °C. Reakcijske smjese od 20 pl su se sastojale od 4 pl 10
umol dm otopine oligonukleotida (jedna smjesa je sadrzavala oligonukleotidnu sekvencu
tRNA kodiraju¢eg lanca, a druga smjesa je sadrzavala oligonukleotidnu sekvencu tRNA
nekodiraju¢eg lanca) (konac¢na koncentracija 2 ymol dm3), 2 uyl 10x pufera za T4
polinukleotid-kinazu, 2 pl 100 mmol dm DTT-a (kona¢na koncentracija 10 mmol dm3), 2
ul 10 mmol dm2 ATP-a (konacna koncentracija 1 mmol dm=), 0,5 ul T4 polinukleotid-
kinaze i 9,5 pl ReH:O. Inaktivacija T4 polinukleotid-kinaze postigla se inkubacijom
reakcijske smjese 10 minuta na 65 °C. Smjese su centrifugirane 1 minutu na 10 000 x g.
Smjesa za sparivanje komplementarnih oligonukleotida sadrzavala je 20 yl 2 ymol dm3
oligonukleotida kodirajuéeg lanca i 20 pl 2 umol dm= oligonukleotida nekodirajué¢eg lanca
(konacéne koncentracije oligonukleotida u smjesi za hibridizaciju su bile 1 ymol dm).
Smjesa za sparivanje komplementarnih oligonukleotida se 5 minuta inkubirala u
termobloku pri 95 °C pri Eemu dolazi do denaturacije oligonukleotida. Nakon toga smjesa

se sporo hladila do sobne temperature 30 minuta Cime se omogucilo sparivanje i
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sliepljivanje komplementarnih oligonukleotida i na taj nacin dobiven je sintetski gen za

tRNA koji je koriSten za ligaciju u vektor pUC18.
3.2.1.1.3. Ligacija gena za tRNA u vektor pUC18

Reakcijske smjese od 50 pl za ligaciju su sadrzavale 2 pl vektora pUC18 (400 ng), 5 ul
10x pufera za DNA-ligazu, 0,5 yl DNA-ligaze, 20 ul smjese za hibridizaciju i 22,5 ul ReH0.
Ligacija se odvijala 2 sata na sobnoj temperaturi nakon ¢ega su reakcije transformirane u

odgovarajuéi bakterijski soj.
3.2.1.1.4. Identifikacija pozitivnih kolonija plavo bijelom selekcijom

Plavo bijela selekcija je brza i efikasna metoda za identifikaciju rekombinantnih bakterija.
Temelji se na aktivnosti enzima 3-galaktozidaze kodiranog genom lacZ koji cijepa laktozu
na glukozu i galaktozu. Prisutnost laktoze u okoliSu aktivira ekspresiju operona lac u E.
coli. Aktivacija operona rezultira sintezom B-galaktozidaze. Vecina plazmidnih vektora
nose kratki segment lacZ gena koji sadrzi informaciju za prvih 146 aminokiselina B-
galaktozidaze. Domacinski soj E. coli koji se koristi za transformaciju s vektorom je
kompetentan jer sadrzi lacZAM15 delecijsku mutaciju. Kada se plazmid unese u stanice
takvog kompetentnog soja, zahvaljujuéi a-komplementacijskom procesu, hastaje
funkcionalna B-galaktozidaza. Plazmidni vektori koriSteni za kloniranje su prilagodeni tako
da proces a-komplementacije sluzi kao marker za komplementaciju. Visestruko mjesto za
kloniranje (eng. multiple cloning site, MCS) se nalazi unutar slijeda za gen lacZ u
plazmidnom vektoru. Taj slijed se moze pocijepati s restrikcijskim endonukleazama kako
bi se ugradio insert strane DNA koju se Zeli klonirati. Kada se plazmidni vektor koji sadrzi
uspjeSno ugradeni insert unese u kompetentni soj E. coli ne dolazi do procesa a-
komplementacije odnosno ne nastaje funkcionalna [(-galaktozidaza. Ako se unese
plazmidni vektor u koji se nije ugradio insert doci ¢e do procesa a-komplementacije i
nastati ¢e funkcionalna 3-galaktozidaza. Za selekciju klonova koji sadrze rekombinantnu
DNA u LBamp podlogu je dodan kromogeni supstrat tzv. X-Gal. Ako klonovi stvaraju
funkcionalnu B-galaktozidazu dolazi do hidrolize X-Gal na 5-bromo-4-kloro-indoksil koji
spontano dimerizira i stvara netopivi plavi pigment 5,5 -dibromo-4,4"dikloro-indigo. Uz X-
Gal za plavo bijelu selekciju koristen je i IPTG koiji sluzi za indukciju ekspresije lacZ gena.
S LBamp podloge na kojoj su uzgajane stanice E. coli soja DH5a transformirane s pUC18
- hmt tRNAS®tg5 nasumicno je odabrano 42 razli¢ite kolonije i 9 kolonija transformiranih s
pUC18 - hcit tRNAS®"»ca. Svaka kolonija nanesena je u svoj kvadrati¢ na tri LBamp podloge
s X-Gal-om i IPTG-om. Kolonije nastale od stanica koje ne sadrze rekombinantnu DNA su
poprimile plavu boju, a kolonije nastale od stanica koje sadrze rekombinantnu DNA su bile

bijele boje. Bijele kolonije su presadene na nove LBamp krute i tekuce podloge.
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3.2.1.2. Kloniranje gena za humanu mtSerRS

3.2.1.2.1. lzolacija gena za humanu mtSerRS pomoc¢u PCR-a

Dobiveni su tupi PCR produkti preparativnim PCR-om na pOTB7 vektoru koji sadrzi
ugradenu cDNA za humanu mtSerRS. Rezultati su analizirani elektroforezom u
agaroznom gelu te procisceni iz agaroznog gela pomoc¢u QIA Gel Extraction Kit kompleta
tako $to se skalpelom pod UV-lampom izrezao dio gela koji je sadrzavao PCR produkt.
Izrezani dio gela je stavljen u Ependorf epruveticu i dodano je QG pufera u volumenu koji
je odgovarao tri volumena gela. Gel je otapan 10 minuta na 50°C. Smjesa je prebaéena u
QIAquick spin kolonu i centrifugirana 1 minutu na 10 000 x g. Sve §to je prosSlo kroz kolonu
u epruveticu za sakupljanje je baceno. Kako bi se odstranili zaostali komadici agaroze na
kolonu je dodano 0,5 ml QG pufera i centrifugirano 1 minutu na 10 000 x g. Iz epruvetice
za sakupljanje bacen je QG puferi dodano je 750 ul pufera PE u kolonu te je centrifugirano
1 minutu na 10 000 x g. |z epruvetice za sakupljanje bacen je PE pufer i ponovo
centrifugiran 1 minutu na 10 000 x g. Kolona je premjestena u Cistu Ependorf epruveticu i
u sredinu kolone je naneseno 35 pl pufera EB za eluciju plazmida. Uzorak je inkubiran 20
minuta i nakon toga centrifugiran 1 minutu na 10 000 x g te je na kraju odredena

koncentracija proCis¢ene DNA.

3.2.1.2.2. Cijepanje krajeva inserta za humanu mtSerRS restrikcijskim

endonukleazama

Kako bi se dobiveni PCR produkti mogli ugraditi u pProEX HTb vektor, prociséeni tupi
PCR produkti su preko noci razgradeni s restrikcijskim endonukleazama BamHI i Sall, a
reakcijska smjesa od 100 ul se sastojala od 50 ul pro€is¢enog tupog PCR produkta (oko
3,75 ug), 10 yl 10x NEBuffer 3, 0,5 pl BamHI (10 jedinica/pl), 0,5 ul Sall (10 jedinica/pl) i
37 pl ReH;0. Dobiveni liepljivi inserti za humanu mtSerRS su prociséeni kao i vektor

pUC18 u poglavlju 3.2.1.1.1. i koriSteni su za ligaciju u vektor pProEX HTb.
3.2.1.2.3. Ligacija gena za humanu mtSerRS s vektorom pProEx HTb

Ligacijska smjesa volumena 50 pl se sastojala od 6 pl vektora pProEx HTb (300 ng vektora
u smjesi), 10 ul otopine gena za humanu mtSerRS (600 ng inserta u smjesi), 5 pl 10x
pufera za ligaciju, 0,5 yl DNA-ligaze i 28,5 pyl ReHO. Ligacija se odvijala 2 sata na sobnoj

temperaturi.
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3.2.1.3. Transformacija kompetentnih stanica E.coli metodom kemijske

transformacije

Plazmidni vektori s genima od interesa su uneseni u odgovarajuce stanice E. coli soja DH5a
za umnazanje i BL21 za ekspresiju metodom kemijske transformacije. Reakcijska smjesa
voumena 170 pl se sastojala od 25 pl ligacijske smjese, 20 pl 5x KCM pufera, 100 pl
kompetetnih stanica E. coli soja DH5a ili BL21 i 25 yl ReH»0O. Smjesa je inkubirana 30
minuta na ledu, zatim 10 minuta na sobnoj temperaturi i nakon toga je dodano 500 ul medija
LB i inkubirano 1 sat na 37°C. Bakterijska suspenzija je centrifugirana 3 minute na 8 000 x
g i supernatant je pomoéu mikropipete odvojen od taloga. Talog je resuspendiran u 100 pl
LB medija. 100 pl bakterijske suspenzije transformirane s pUC18, odnosno pProEX HTb

plazmidom nasadeno je na krutu LBamp podlogu.

3.2.1.4. lzolacija plazmidne DNA iz bakterijskih stanica
3.2.1.4.1. lzolacija plazmidne DNA iz prekonoéne kulture bakterijskih stanica
pomocu QlAprep Spin Miniprep Kit-a

Plazmidna DNA iz bakterijskih stanica izolirana je pomoc¢u komercijalnog kompleta
QIAprep Spin Miniprep Kit. Dva obroka od 900 ul prekonoéne kulture je centrifugirano na
10 000 x g tijekom 3 minute na sobnoj temperaturi. U talog je dodano 250 ul pufera P1 te
je smjesa resuspendirana. U resuspendiranu smjesu dodano je 250 pl pufera P2 za lizu
bakterijskih stanica i ru€no promjeSano dok otopina nije postala plava i prozirna.
Inkubacija je trajala 5 minuta. Nakon toga, dodano je 350 ul pufera N3 te je smjesa ru¢no
promijeSana, a otopina je postala bezbojna. Uzorak je centrifugiran 10 minuta na 10 000
X g. Supernatant je dekantiran u QlAprep spin kolonu i centrifugiran 1 minutu na 10 000 x
g. Nevezana frakcija se odstranila. Kolona je isprana s 500 ul pufera PB te ponovno
centrifugirana 1 minutu na 10 000 x g . Kolona je isprana sa 750 pul pufera PE te ponovno
centrifugirana 1 minutu na 10 000 x g. Nakon toga, uzorak je dodatno centrifugiran 1
minutu na 10 000 x g. QlAprep spin kolona je premjestena u Cistu Ependorf epruvetu i
dodano je 50 pl pufera EB za eluciju plazmidne DNA s kolone. Uzorak je inkubiran 25

minuta i centrifugiran 1 minutu na 10 000 x g.

3.2.1.4.2. lzolacija plazmidne DNA iz prekonoéne kulture bakterijskih stanica
pomocu QlAfilter plasmid MEGA and GIGA Kit-a

250 ml prekonocne bakterijske kulture centrifugirano je na 6 000 x g 15 minuta pri 4°C.
Odbacen je supernatant, a talog resuspendiran u 10 ml pufera P1. Dodano je 10 ml pufera
P2, epruvetica je Cetiri puta ru€no preokrenuta i smjesa je poprimila plavu boju. Smjesa je

inkubirana 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije dodano je 10 ml pufera P3 i
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epruvetica je Cetiri puta ruéno preokrenuta i smjesa je postala bijele boje. Smjesa je
centrifugirana 15 minuta na 4 000 x g te je supernatant odvojen. QIAGEN-tip 500 je
uravnotezen s 10 ml QBT pufera i pufer je pusten da istee gravitacijom. U QIAGEN-tip
500 je nanesen supernatant i pusten je da isteCe gravitacijom pri ¢emu se na filter-
membranu vezala plazmidna DNA. Filter-membrana je isprana s QC puferom dva puta po
30 ml. Plazmidna DNA je eluirana s filtera s 15 ml QF pufera. U eluiranu plazmidnu DNA
dodano je 10,5 ml izopropanola za precipitaciju plazmidne DNA i centrifugirano je 45
minuta na 10 000 x g. Odvojen je supernatant i talog je ispran s 5 ml etanola (¢ =0,7) na
sobnoj temperaturi. Uzorak je centrifugiran 15 minuta na 10 000 x g. Odvojen je
supernatant, talog osusen i resuspendiran u 1 ml QF pufera. Izmjerena je koncentracija
DNA.

3.2.1.5. Restrikcijska analiza

Razgradnja DNA restrikcijskim enzimima koriStena je u svrhu provjere ugradnje Zeljenog
gena u plazmid. Takoder je koriStena i u preparativne svrhe, npr. razgradnja plazmidne

DNA s ciljem dobivanja kalupa DNA za transkripciju in vitro.
3.2.1.5.1. Provjera ugradnje zeljenog gena u plazmid

Za provjeru ugradnje gena za hmt tRNAS®tgs u vektor pUC18 koriStena je restrikcijska
endonukleaza Nsil jer ona cijepa samo unutar sekvence gena od interesa. Reakcijska
smjesa od 20 ul je sadrzavala 0,3 ul Nsil, 2 yl 10x NEBuffer 3, 0,1 pl 100x BSA, 4 ul
pUC18 (oko 140 ng) i 14,7 ul ReH:0.

3.2.1.5.2. Razgradnja i pro€iS¢avanje plazmidne DNA s ciljem dobivanja kalupa za

transkripciju in vitro

Plazmidna DNA je pocijepana s restrikcijskim enzimom Nsil koji cijepa na kraju gena kako
bi se dobio linearizirani kalup kojem T7 RNA-polimeraza moze pri¢i i katalizirati
transkripciju. Reakcijska smjesa za razgradnju pUC18 s ugradenim genom za hcit
tRNAS® sca se sastojala od 230 ul DNA (oko 150 ug DNA), 45 ul Nsil, 150 pl 10x NEBuffer
3, 15 pl 100x BSA i 1200 pl ReH20. Reakcijska smjesa za razgradnju pUC18 s ugradenim
genom za hmt tRNAS®'1c, se sastojala od 156 ul DNA (oko 96 ug DNA), 45 ul Nsil, 150
10x NEBuffer 3, 15 yl 100x BSA i 1130 uyl ReH20. Razgradnja se odvijala preko no¢i na
37°C. Kako bi pocijepani kalup bio Cist za transkripciju, prethodna reakcijska smjesa se
procistila od ostalih komponenti. U reakcijsku smjesu u kojoj se odvijala razgradnja puC18
s ugradenim genom za tRNAS® restrikcijskom endonukleazom Nsil je dodano 1,5 ml
fenol/kloroform smjese, smjesa je vorteksirana 15 sekundi te centrifugirana 5 minuta na

10 000 x g pri 4°C. Gornja vodena faza je odvojena u novu epruveticu i u nju je dodano

28



1,5 ml kloroforma. Smjesa je vorteksirana 15 sekundi i centrifugirana 5 minuta na 10 000
x g pri 4°C. Gornji vodeni sloj je odvojen u novu epruveticu i u nju je dodano 150 pl 3 mol
dm natrijevog acetata pH 4,8 i 5 ml etanola (¢ =0,96) u slucaju hcit tRNAS®sga, 0dnosno
650 pl 3 mol dm™ natrijevog acetata pH 4,8, 5 ml etanola (¢=0,7), i 15 ml izopropanola u
sluéaju hmt tRNAS®'rga. Smjese su inkubirane na -80°C na 15 minuta kako bi se ubrzalo
taloZzenje DNA. Smjese su centrifugirane na 10 000 x g 20 minuta i nakon toga je odvojen
supernatant i preostali talog je posuSen. Talog je dodatno ispran s 4,2 ml etanola (¢ =0,7)
i zatim resuspendiran u 150 yl ReH-0.

3.2.1.6. Lanc¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Lancana reakcija polimerazom koriStena je u dvije svrhe. Za provjeru ugradnje Zeljenog
fragmenta DNA u plazmidni vektor pomoéu Taq DNA-polimeraze i amplifikaciju zeljenog

gena s kalupa pomoc¢u Pfu DNA-polimeraze.
3.2.1.6.1. Preparativni PCR

Preparativni PCR je koridten u svrhu umnazanja gena za verzije humane mitohondrijske
SerRS (d21, d29, d33, d34 i d56) koji se nalazio ugraden u vektor pOTB7 u Xhol i EcoRl
restrikcijska mjesta naru€en iz GenomeCube, Ujedinjeno Kraljevstvo. PCR smjesa
volumena 100 pl se sastojala od 10 uyl 10x pufera za Pfu DNA-polimerazu koji sadrzi 2
mmol dm= MgSQ,, 1 yl pOTB7 s ugradenim genom za humanu mtSerRS koncentracije
500 ng/ul, 10 pl 25 mmol dm= MgClz, 5 yl 10 mmol dm= smjese dNTP-ova, 2,5 ul Pfu
DNA-polimeraze (2,5 jedinica/ul), 1,2 ul 100 pmol dm pocetnice1 (MtSRSd21Bam za
d21, mtSRSd29Bam za d29, mtSRSd33Bam za d33, mtSRSd34Bam za d34,
mtSRSd56Bam za d56 )i 1,2 pl 100 umol dm™ pocetnice2 (3Sal koja odreduje kraj gena)
i 69 yl ReH0O. Reakcijski uvjeti navedeni su u Tablici 3.3. Alikvotirano je 5 ul uzorka s

PCR produktom za analizu na agaroznom gelu.
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Tablica 3.3. Uvjeti reakcije preparativhog PCR-a

Korak Temperatura/°C
Pocetna denaturacija 95
Denaturacija 95
Vezanje pocetnice na kalup 65
Produljenje lanca 72
Zavrsno produljenje lanca 72

Trajanje ciklusa
5 min
30s
30s
2 min

10 min

3.2.1.6.2. PCR na bakterijskim kolonijama (eng. colony PCR)

Broj ciklusa
1
30
30

30

Za provjeru ugradnje zeljenog fragmenta DNA u plazmidni vektor koriStena je lan¢ana

reakcija polimerazom na kolonijama transformiranih bakterija E.coli soja DH5a, odnosno

BL21 pomo¢u AmpliTaq Gold DNA-polimeraze. Kolonijski PCR se proveo sa stanicama

transformiranima s pUC18 koji ima ugraden gen za humanu tRNAS® | sa stanica

transformiranima s pProEX HTb koji ima ugraden gen za humanu mtSerRS.

PCR reakcijska smjesa bakterija transformiranih s pUC18 sadrzavala je 2,5 ul 10x pufera

za AmpliTag DNA-polimerazu bez MgCls, 1,5 pyl 25 mmol dm= MgClz, 0,5 ul 10 mmol dm-

% smjese dNTP-ova, 1 pl 10 pmol dm?3 pUCF podcetnice, 1 pyl 10 pymol dm= pUCR

pocetnice, 0,3 pl AmpliTaqg Gold DNA-polimeraze i 18,7 pyl ReH;O. Transformirane

bakterije su unesene vrhom sterilnog nastavka. Reakcijski uvjeti navedeni su u Tablici 3.4.

Alikvotirano je 10 pl uzorka s PCR produktom za analizu na agaroznom gelu.

Tablica 3.4. Uvjeti reakcije PCR na bakterijskim kolonijama transformiranih s pUC18-tRNASer

Korak Temperatura/°C | Trajanje ciklusa | Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 10 min 1
Denaturacija 95 30s 25
Vezanje pocetnice na kalup 65 30s 25
Produljenje lanca 72 1 min 25
Zavrsno produljenje lanca 72 5 min 1
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PCR reakcijska smjesa bakterija transformiranih s pProEX HTb sadrzavala je 2,5 pl 10x
pufera za AmpliTaq DNA-polimerazu bez MgCl,, 1,5 pl 25 mmol dm= MgCl,, 0,5 ul 10
mmol dm= smjese dNTP-ova, 0,1 uyl 100 ymol dm= pProExF podetnice, 0,1 ul 100 ymol
dm 3Sal/pProEXR pocetnice, 0,3 ul AmpliTag Gold DNA-polimeraze i 18,5 ul ReH0.
Transformirane bakterije su unesene vrhom sterilnog nastavka. Reakcijski uvjeti navedeni
su u Tablici 3.5. Alikvotirano je 10 ul uzorka s PCR produktom za analizu na agaroznom

gelu.

Tablica 3.5. Uvjeti reakcije PCR na bakterijama transformiranih s pProEX HTb

Korak Temperatura/°C | Trajanje ciklusa | Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 10 min 1
Denaturacija 95 30s 24
Vezanje pocetnice na kalup 65 30s 24
Produljenje lanca 72 2 min 24
Zavrsno produljenje lanca 72 5 min 1

3.2.1.6.3. PCR na kalupu prociséenih plazmida

Reakcijska smjesa za PCR plazmida pProEX HTb/pUC18 sadrzavala je 2,5 ul 10x pufera
za Pfu DNA-polimerazu s MgSOys, 1 pl 25 mmol dm= MgCl,, 0,5 pl 25 mmol dm= smjese
dNTP-ova, 1 yl 100 umol dm= pProEXF/pUCF podetnice, 1 yl 100 umol dm= 3Sal/pUCR
pocetnice, 0,3 ul Pfu DNA-polimeraze, 1 yl plazmida s insertom gena za humanu mtSerRS
(50 ng/ul)/ pUC18 s insertom gena za hmt tRNAS®*1ca i 17 yl ReH.O. Reakcijski uvjeti
navedeni su u Tablici 3.6. Alikvotirano je 10 ul uzorka s PCR produktom za analizu na

agaroznom gelu.
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Tablica 3.6. Uvjeti PCR reakcije na plazmidu pProEX HTb s ugradenim genom za humanu

mtSerRS i pUC18 s ugradenim genom za tRNAS®1ga.

Korak Temperatura/°C | Trajanje ciklusa | Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 5 min 1
Denaturacija 95 30s 25
Vezanje pocetnice na kalup 60 30s 25
Produljenje lanca 72 2 min 25
Zavrsno produljenje lanca 72 10 min 1

3.2.1.7. Elektroforeza molekula DNA u gelu agaroze

Za restrikcijsku analizu DNA, odredivanje veliCine DNA-fragmenata i plazmida, te za
izolaciju fragmenata DNA za potrebe kloniranja koristena je metoda razdvajanja DNA u
gelu agaroze. Agarozni gelovi pripravljeni su otapanjem agaroze 1% (w/v) na temperaturi
vrenja u puferu TAE u kojeg je prethodno dodan etidijev bromid do koncentracije 0,5 mg
dm3. Prije nanoSenja uzoraka DNA u uzorak se doda 1 pl agarozne boje (25 mg
ksilencijanolfluorofosfata i 25 mg bromfenol plavo otopi se u 7 ml 0,1 mol dm= EDTA (pH
=8,0) i 3 ml glicerola). Elektroforeza je provedena u puferu TAE u elektricnom polju jakosti
8-10 V cm™ tijekom 45 minuta pri 120 V. Vizualizacija DNA vrpci, zbog interkaliranja

etidijevog bromida u DNA, obavlja se promatranjem gela na transiluminatoru (A =312 nm).
3.2.1.8.  Sekvenciranje DNA

Sekvenciranje molekula DNA naru€eno je u servisima za sekvenciranje MacroGen, Juzna
Koreja. Sekvenciranje je napravljeno Sanger ABI 3730xI uredajem metodom Dideoksi
sekvenciranja DNA po Sangeru kapilarnom elektroforezom. Dideoksi metoda DNA
sekvenciranja po Sangeru se temelji na sposobnosti DNA-polimeraze da ugradi analoge
nukleotidnih baza odnosno u ovoj metodi se koriste 2°-3’-dideoksinukleotidi kao supstrati.
Kada se 2’-3’-dideoksinukleotid ugradi na 3" kraj rastuceg lanca dolazi do prekida sinteze
tog lanca jer nema 3°-OH skupine koja sudjeluje u stvaranju veze s idué¢im nukleotidom.
Nastaju DNA molekule koje se razlikuju po duZzini u jednom ili viSe nukleotida pri Cemu je
svaka baza obojana razli¢itom fluorescentnom bojom. Tijekom kapilarne elektroforeze
nastale DNA svakog ciklusa sekvenciranja se elektrokineticki unesu u kapilaru ispunjenu

polimerom. Primjenom visokog napona negativno nabijena DNA putuje kroz polimer u
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kapilari prema pozitivnoj elektrodi. Kapilarna elektroforeza moze razdvoijiti DNA molekule
koje se razlikuju u molekularnoj masi samo jednog nukleotida. Prije nego $to dodu do
elektrode, fluorescentno obiljezeni DNA fragmenti razdvajaju se prema velicni i prolaze
kroz lasersku zraku. Laserska zraka uzrokuje fluorescenciju fragmenata pri ¢emu se
analizira fluorescencijski signal. Uredaj za sakupljanje podataka pretvara fluorescencijski
signal u digitalni signal i biljezi podatke. Posto svaka fluorescentna boja emitira svjetlost
razliCite valne duljine kada se pobudi laserom, sve Cetiri boje odnosno baze u DNA se

mogu detektirati i razlikovati u jednom punjenju kapilare.

(preuzeto s http://www.thermofisher.com/hr/en/home/life-science/sequencing/sanger-

sequencing/sanger_sequencing_method.html )

3.2.1.9. Mjerenje koncentracije nukleinskih kiselina

Koncentracije DNA ili RNA odredene su spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije na
uredaju NanoDrop 1000. Rezultati mjerenja su apsorpcijski spektri i koncentracija uzorka
nukleinske kiseline izrazena u ng I, a izracunata pomoc¢u apsorbancije pri valnoj duljini
od 260 nm i odnosa u kojem Azs = 1 odgovara 50 g Ciste DNA, odnosno 40 ug Ciste
RNA. Mjerno podrucje instrumenta za mjerenje koncentracije nukleinskih kiselina je 2 —
3700 ng pl2.

3.2.2. Metode rada s RNA
3.2.2.1. Invitro transkripcija molekula tRNA

Reakcijska smjesa za transkripciju in vitro hmt tRNAS®tga u ukupnom volumenu 1,5 mi
sadrzavala je 150 ul DNA (koncentracije 551,5 ng/ul (kona¢na koncentracija 0,5 pg/ul),
150 pl 10x TXN pufera, 240 pl 25 mmol dm= smjese NTP-ova (koncentracija svakog NTP-
a je 25 mmol dm=3), 300 pl 0,1 mol dm= GMP, 75 ul 0,1 mol dm= DTT, 7,5 pl 100x BSA,
2 yl nerazrijedenog RNazina, 15 pl T7 RNA-polimeraze, 7,5 pl nerazrijedene anorganske
pirofosfataze (0,242 jedinica/ul) i 553 pl ReH»O. Reakcijska smjesa je promijeSana, kratko

centrifugirana i potom 3 sata inkubirana na 37°C.

Reakcijska smjesa za transkripciju in vitro hcit tRNAS®aca U ukupnom volumenu 1,5 ml
sadrzavala je 150 pyl DNA (konaéna koncentracija 717 ng/pl), 150 yl 10x TXN pufera, 240
ul 25 mmol dm smjese NTP-ova (koncentracija svakog NTP-a je 25 mmol dm3), 300 pl
0,1 mol dm= GMP, 75 ul 0,1 mol dm= DTT, 7,5 ul 100x BSA, 22,5 ul nerazrijedenog
Rnazina, 15 pl T7 RNA-polimeraze, 7,5 pl nerazrijedene anorganske pirofosfataze s
amonijevim sulfatom (0,242 jedinice/pl) i 532,5 pl ReH20. Reakcijska smjesa je 3 sata

inkubirana na 37°C.
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3.2.2.2. Procisc¢avanje transkripcijske smjese od DNA kalupa

Kako bi se iz transkripcijske smjese hcit tRNAS®'sca izdvojila DNA taloZenjem, u nju je
dodano 4,2 ml 20% PEG-a (konacni volumni udio ¢=0,07), 2 ml 3 mol dm natrijeva klorida
(konacna koncentracija 0,5 mol dm3) i 4,3 ml ReH.O. Smjesa je inkubirana 10 minuta na
sobnoj temperaturi i zatim je centrifugirana 25 minuta na 4 000 x g na temperaturi od 21°C.
Odvojen je supernatant (oko 6 ml) i u njega dodano 3 volumena etanola (¢=0,7) i 1/10
volumena 3 mol dm natrijevog acetata pH 4,5 za taloZenje tRNAS®". Smjese s istalozenim
tRNAS® su centrifugirane na 10 000 x g 30 minuta pri 4 °C. Talog je dodatno ispran s
etanolom (¢=0,7). Smjese s istaloZzenim tRNAS®" su centrifugirane na 10 000 x g 30 minuta
pri 4°C. Nakon toga, talozi su posuseni 10 minuta uredajem Speed Vac i otopljeni u 500

ul sterilne redestilirane vode.
3.2.2.3. lzolacija molekula tRNA iz gela

U djelomiéno procis¢ene molekule tRNA dodano je 500 pl boje za denaturirajuce ureja
gelove i uzorci su naneseni na poliakrilamidni gel s urejom dimenzija 10,1 x 8,2 cm u jednu
veliku jaZicu. Elektroforeza je trajala 1 sat na 80 V i 1 sat na 140 V. tRNAS® je iz gela
izrezana pomoc¢u skalpela pod UV lampom na plo€ici PEIl-celuloze s fluorescentnim
indikatorom. lzrezani komadiéi gela su inkubirani preko noéi uz potresanje u 6 ml
ekstrakcijskog pufera sastava 0,5 mol dm Tris pH 7,0, 0,1 % SDS, 10 mmol dm= MgCl.
i 0,1 mmol dm*® EDTA. Nakon prve noci izdvojen je supernatant i dodano je jo$ 6 ml
ekstrakcijskog pufera, ostavljeno je preko noéi i drugi dan je opet odvojen supernatant. U
svaki supernatant je dodano 15 ml etanola (¢=0,96) i 1,5 ml 3 mol dm natrijevog acetata
kako bi se istalozila tRNAS®". Smjese su centrifugirane 30 minuta na 10 000 x g pri 4°C.
Nakon odvajanja supernatanta talog je posusen 15 minuta, centrifugiran 1 minutu pri 3
800 x g i resuspendiran u 400 pl ReH;O za hcit tRNAS®sca i 450 pl za hmt tRNAS®1ga.

3.2.2.4. Racéunanje molekulske mase tRNA transkripata

Molekularne mase (Mr ) tRNAS® transkripata su izracunate pomoc¢u formule: Mr = (An x
329.2) + (Un x 306.2) + (Cn x 305.2) + (Gn x 345.2) + 159/ daltona. An, Un, Cn i Gn
predstavljaju brojeve svakog nukleotida u transkriptu (A — adenilat, U — uridilat, C — citidilat
i G — gvanilat), a pribrajan je broj 159 zbog trifosfata na 5° kraju tRNAS®". Dobivena

vrijednost molekulske mase vrijedi pri fizioloSkom pH.
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3.2.2.5. Provjera veli€ine i koncentracije tRNA transkripata na poliakrilamidnom

gelu u prisustvu ureje

Uzorci za provjeru veli¢ine i koncentracije prociséenih tRNAS®" su pripremljeni na slijededi
nacin - za svaku tRNA su pripremljena 3 uzorka sa sljedeé¢im komponentama: prvi uzorak
je sadrzavao 2 pl 0,1 yg/ul tRNA i 4 ul ReH;0, drugi uzorak je sadrzavao 4 ul 0,1 ug/ul
tRNA i 2 pl ReH20 i tredi uzorak 6 pl 0,1 pg/pl tRNA.

3.2.2.6. Poliakrilamidna gel-elektroforeza tRNA pri denaturiraju¢im uvjetima u

prisutnosti ureje

U svrhu analize dobivenih transkripata (provjera njihove CistoCe i molekulske mase) koristi
se poliakrilamidna gel-elektroforeza u prisutnosti denaturirajuceg sredstva - ureje.
Pripravljena je otopina za gel sljedeceg sastava: akrilamid:bisakrilamid, (60 mg ml?, u
medusobnom masenom omjeru 19:1), 7 mol dm= ureja, TBE pufer (0,02 mol dm=3 EDTA
(pH = 8,0), 0,1 mol dm Tris-HCI, 0,09 mol dm= H3BOs). Za polimerizaciju gela dodan je
APS do konacne koncentracije 0,7 ug ml* i TEMED do konaénog volumnog udjela 0,05
%. Nakon mijeSanja, otopina je izlivena medu dvije staklene ploCe i nakon sat vremena
gel je bio polimeriziran. Uzorcima se doda jednak volumen RNA boje. Prije nanoSenja
uzoraka u jazice, uzorci tRNA su denaturirani inkubacijom 5 minuta na 70 °C, gel je
prethodno podvrgnut predelektroforezi u trajanju od 30 minuta, a neposredno prije
nanos$enja uzoraka jazice su isprane od istalozene ureje. Elektroforeza je provedena pri

140 V, u trajanju 50 minuta, na sobnoj temperaturi u puferu TBE 1x.
3.2.2.7. Bojanje poliakrilamidnih gelova toluidinom

Denaturirajuci poliakrilamidni gelovi u prisutnosti ureje boje se u otopini toluidinskog
modrila za bojanje urea gelova 15 min na rotacijskoj platformi. Gelovi se odbojavaju u

vrucoj destiliranoj vodi.

3.2.3. Metode rada s proteinima

3.2.3.1. Indukcija proizvodnje mitohondrijskog proteina SerRS

Rekombinatni plazmid pProEX HTb s ugradenim genom za mtSerRS transformiran je u
soj BL21 bakterije E. coli metodom kemijske transformacije. Stanice su uzgajane preko
noci pri 37 °C, a prekonocne kulture su presadene u svjezi medij te uzgajane tri sata u
ukupno 4 | medija LB na 28 °C u prisutnosti ampicilina u konacnoj koncentraciji 100
ug ml? do ODeswo=0,8. Nakon toga su inducirane dodatkom 65 ul IPTG (konacna

koncentracija 100 mmol dm) i uzgajane jo$ 3 sata na 28 °C. Stanice su centrifugirane 15
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minuta na 5000 x g, zatim je medij odstranjen i talog je ispran hladnom vodom i ponovo

centrifugiran. Stanice su ujedno pohranjene i zamrznute u glicerolskoj kulturi.
3.2.3.2.  Afinitetno proc¢iS¢avanje proteina na Ni-NTA agarozi

U svrhu brzog i jednostavnog prociS¢avanja, proteini su prekomjerno eksprimirani s
histidinskim privjeskom na N-kraju. Kao kromatografsko punilo koristena je Ni-NTA
agaroza. NTA je vezana na 4 od ukupno 6 veznih mjesta u koordinacijskoj sferi iona nikla,
dok se na preostala 2 vezna mjesta vezu histidini iz histidinskog privjeska. Protein se s
kolone eluira imidazolom koji je strukturno sli€an bonom ogranku histidina, te se umjesto
histidina vezZe na nikal. Propustanjem smjese proteina kroz kolonu, na nju ¢e se vezati
samo onaj protein koji specificno veze imobilizirani ligand, dok ¢e svi ostali proteini proci

kroz kolonu.

Talog zamrznutih stanica resuspendiran je u 30 ml pufera za lizu stanica, te su dodani 5
Ml lizozima i 5 yl deoksiribonukleaza. Stanice su sonicirane na ledu u 10 ciklusa, svaki u
trajanju od jedne minute, izmedu kojih je bila pauza od 1 min. Dobiven stani¢ni ekstrakt je
centrifugiran 1h na 10 000 x g, 4 °C. Za daljnju analizu taloga SDS-PAGE-om stani¢ni
talog je nakon centrifugiranja resuspendiran u jednakom volumenu vode u kojem se
centrifugiralo. Afinitetno procis¢avanje je islo slijede¢im postupkom: 10 ml Ni-NTA agaroze
je prebaceno u kolonu i kolona je isprana s 100 ml ReH:0. Nakon toga kolona je
uravnotezena s 90 ml pufera za lizu. Nanesen je uzorak supernatanta (stani¢ni ekstrakt)
na kolonu te nakon toga 200 ml pufera za lizu i 40 ml pufera za ispiranje (koncentracija
imidazola 30 mmol dm=3). Proteini koji se su vezali heksahistidinskim privjeskom na Ni-
NTA agarozu eluirani su puferom za eluciju u frakcijama od 10 ml (koncentracija imidazola
400 mmol dm). Uzorci volumena 10 pl su dodani u 100 ul Bradfordovog reagensa kako
bi mogli uoditi prisutnost proteina u eluatima i prema potrebi jo§ jednom provesti eluciju.
Eluati, talog, supernatant i frakcija nevezanih proteina su analizirani elektroforezom na

denaturiraju¢em gelu uz prisutnost detergenta (SDS).
3.2.3.3.  Odredivanje prisutnosti proteina po Bradfordu

Odredivanje koncentracije proteina po Bradfordu (Bradford, 1976) primjenjeno je za
opcenite svrhe kao $to je procjena prisutnosti proteina i/ili koncentracije proteina nakon
elucije. Koristi se Bradfordov reagens odnosno kisela otopina boje Coomassie Brilliant
Blue G-250 koja ima maksimum apsorbancije pri valnoj duljini od 465 nm (Stoscheck,
1990). Molekule boje su u anionskom obliku i veZu se sulfonskim skupinama uglavnom za
arginin, histidin i lizin, ali i za tirozin, triptofan i fenilalanin jer osim elektrostatskih
interakcija, za vezanje boje i proteina u kompleks vazne su hidrofobne i Van der Waalsove

interakcije. Prilikom vezanja boje za protein, maksimum se pomice na valnu duljinu od 595
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nm. Ova se metoda koristila prilikom Ni-NTA kromatografije za odredivanje prisutnosti

proteina u eluatima nakon kromatografija.

3.2.3.4. Poliakrilamidna denaturirajuéa elektroforeza na gelu u prisutnosti
natrijevog deodecil-sulfata (SDS-PAGE)

Za analizu uzoraka proteina koriStena je elektroforeza na poliakrilamidnom gelu u
prisutnosti natrijevog dodecilsulfata (SDS-PAGE). SDS je negativho nabijen detergent koji
se veze za hidrofobne dijelove proteina $to dovodi do razdvajanja proteina na pojedinaéne
polipeptidne lance i maskiranja njihovog neto naboja. SDS se ravnomjerno veze na protein
pa je omjer naboja i mase kod svih proteina u uzorku isti, te se oni razdvajaju samo na

temelju svoje molekulske mase.

Priprema gela: izmedu dviju staklenih plo¢a u uspravnom polozaju do 4/5 volumena izliven
je gel za razdvajanje prireden dodatkom APS-a do konacne koncentracije 0,7 ug ml?t i
TEMED do konacnog volumnog udjela 0,05% u otopinu sastava: akrilamid:bisakrilamid
(90 mg ml%, u masenom omjeru 29:1), 0,375 mol dm Tris-HCI (pH = 8,8), SDS (4 mg ml
1). Gel je nadsvoden destiliranom vodom &ime je poravnat gorniji rub gela za razdvajanje.
Nakon 30 min voda je izlivena te je izliven gel za sabijanje dodavanjem APS do konaéne
koncentracije 0,7 ug ml* i TEMED do konaénog volumnog udjela 0,05% u otopinu
sastava: akrilamid:bisakrilamid (40 mg ml 1, u masenom omjeru 29:1), 0,125 mol dm3
Tris-HCI (pH = 6,8), SDS (4 mg m™). Uzorci proteina se nanose na gel pomijeSani s 1/4
volumena boje za nanoSenje uzoraka i pracenje elektroforeze proteina. Prije nano$enja

na gel proteini su denaturirani inkubiranjem na 95° C tijekom 5 min.

3.2.3.5. Bojanje proteina razdvojenih na poliakrilamidnom gelu bojom Coomassie

Brillant Blue

Nakon elektroforeze gel je inkubiran 10 minuta u otopini Coomassie Brilliant Blue za
bojanje SDS gelova na rotacijskoj platformi. Gel je potom odbojavan u kipu¢oj destiliranoj

vodi tijekom 20 minuta.
3.2.3.6. Odredivanje koncentracije proteina spektrofotometrom

Koncentracija proteina odredena je mjerenjem apsorbancije pri A=280 nm pomocu
spektrofotometra NanoDrop 1000. Volumen uzoraka nanoSenih na postolje iznosio je 2
pl. Molarni ekstincijski koeficijent, molekulska masa proteina i izoelektricha to¢ka (vidi
Tablicu 3.7.) izraCunati su pomocéu ProtParam (ExPASy Proteomics Server).
Koncentracija ispitivanog proteina izrazena je u mg ml?, a mjerno podrudje

spektrofotometra NanoDrop 1000 za proteine je 0,1 — 100 mg ml.
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Tablica 3.7. Molekulske masa proteina (m), molarni apsorpcijski koeficijent (¢) te izoelektricna

toCka (pl) odredeni serverom ProtParam.

Varijanta Duljina / broj m/ g/dm?3 pl
proteina aminokiselina kDa moltcm-
mtSerRS !

d34 508 114 72 000 6,33

3.2.3.7. Proéiséavanje proteina ionskom izmjenom pomocéu brze proteinske

tekuéinske kromatografije

lonska (anionska) izmjena je provedena na kromatografskom sustavu AKTAFPLC.
Koristena kolona bila je MonoQ HR 10/10. Frakcije su bile volumena 1,3 ml, a brzina
protoka 3 ml mint. Cijeli je sustav bio ohladen na 4 °C. Ova metoda je optimirana vise
puta tijekom projekta. Konacni protokol je bio sljedeéi: nanesen je koncentrat proteina na
kolonu. Prvo je kolona isprana puferom A u volumenu 2 CV. Nakon toga je skokovito rasla
koncentracija pufera B prema slijede¢im koracima: 5% (v/v), 30% (v/v) i 100% (v/v), dok
je do 0% (v/v) skokovito padala koncentracija pufera A: 95% (v/v), 70% (v/v) i 0% (v/v).
Prvi korak je iznosio 3 CV-a, dok su drugi i treéi iznosili 2 CV-a. Elucija je pracena
apsorbancijom pri 260 i 280 nm (Slika 4.27.).

3.2.3.8. Koncentriranje proteina u otopini

Nakon FPLC metode odabrani eluati su koncentrirani u centirkonima Amicon Ultra
centrifugal filters (Milipore) (pore 50 kDa). Svojstvo proteina od interesa (d34 mtSerRS)
je molekulska masa od 57156.9 Da. Protein je dimer pa molekulska masa iznosi
2x57156,9 Da, odnosno 114313,8 Da. Centrikon s porama 50 kDa na membrani propusta
samo molekule manje od 50 kDa pa se u centrikonu koncentrirao protein, dok su se sve
ostale molekule uzorka mase manje od 50 kDa proSle kroz membranu u Falkon epruvetu.

Koncentriran protein je pohranjen na -80 °C u puferu za ¢uvanje proteina.
3.2.3.9. Kineticke metode: aktivacija serinai BMAA mjerena ATP/PP;izmjenom

U istrazivanju aaRS standardno se koriste neke kineticke metode, opisane u revijalnom
radu Francklyn i sur. 2008. Jedna od njih je ATP/PP; izmjena, enzimski test kojim se mjeri
brzina aktivacije aminokiseline. Metoda se temelji na mjerenju brzine ugradnje izotopa
[*2P], prvotno prisutnog u pirofosfatu, u molekulu ATP-a. Ta ugradnja se odvija u povratnoj
reakciji aktivacije, pirofosforolizi. Do pirofosforolize dolazi zbog visoke koncentracije

pirofosfata u reakcijskoj smjesi, a preduvjet za nju je nastajanje njenog drugog supstrata,
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aminoacil-adenilata, koji nastaje u naprednoj reakciji aktivacije. Brzina nastajanja

radioaktivnog ATP-a funkcija je brzine sinteze aminoacil-adenilata i pirofosforolize.

aaRS + aa + ATP= aaRS:aa-AMP + PP;
aaRS:aa-AMP + [*?P]PP;= aaRS + aa + [*?P]ATP

U ovom istrazivanju, odredivani su parametri u uvjetima ustaljenog stanja u reakciji
aktivacije aminokiselina serin i BMAA. Izmjena ATP/[*?P]PP; se izvodi u odsutnosti tRNA,
stoga parametri kear | Km dobiveni ovom metodom ne odgovaraju nuzno brzini aktivacije u
prisutnosti tRNA (Francklyn i sur. 2008.). Reakcijska smjesa sadrzavala je 100 mmol dm-
8 HEPES pH 7,5, 20 mmol dm MgCl,, 10 mmol dm=2 NacCl, 4 mmol dm= ATP, 1 mmol
dm= NaPP; (smjesa radioaktivnog i neradioaktivnog), 5 mmol dm= DTT, 0,25 mmol dm
L-serin ili 50 mmol dm= BMAA te odgovaraju¢u SerRS. Enzimi su prethodno razrijedeni u
puferu sastava: 100 mmol dm= HEPES pH 7,5, 50 mmol dm=3 NaCl i 5 mmol dm=3 DTT.
Finalne koncentracije SerRS u reakcijama s BMAA bile su 2 pmol dm=3, a u reakcijama sa
serinom koncentracija SerRS iz E. coli iznosila je 0,1 ymol dm, a za humane enzime 1
umol dm=. Reakcija se odvijala na 37 °C. Reakcija zapocinje dodatkom aminokiseline u
ostatak reakcijske smjese. Za sve enzime napravljene su i kontrolne reakcije u kojima je
umjesto aminokiseline dodan odgovarajuci volumen ReH.O vode, kako bi se provjerila
aktivnost enzima neovisna o dodatku aminokiseline. Nakon 5, 10, 15, 20 i 25 minuta
reakcija je zaustavljena dodatkom alikvota reakcijske smjese od 1,5 ul u 3 ul otopine za
zaustavljanje reakcije koja je sadrzavala 500 mmol dm natrijeva acetata i 0,1 % SDS.
Zatim je 1,5 yl zaustavljene reakcijske smjese naneseno na polietileniminske plo€ice za
tankoslojnu kromatografiju (Fluka), predaktivirane razvijanjem u ReH,O te osusene na
sobnoj temperaturi.

Razdvajanje [*’P]PPi, [*?P]JATP i [*?P]P; tankoslojnom kromatografijom odvijalo se
razvijanjem plo€ica u puferu za razvijanje. Nakon suSenja, dobiveni kromatogrami izlozeni
su preko noci na zaslonu s uskladistenim fosforom, koji je potom snimljen na uredaju
Phosphor Imager Typhoon 9410. Rezultati su kvantificirani u programu ImageQuant 5.2
te su iz grafickih prikaza odredene pocetne brzine (vo) nastanka [*2P]JATP pri dodanim
koncentracijama enzima.

!Dijelove pokusa koji su ukljucivali rad s radioaktivnim materijalom i pisanje dijelova rada

izvodila je dr. sc. Vlatka Godni¢ — Mikuli€ic.
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3.2.3.10. Kineticke metode: aminoaciliranje

Aminoaciliranje je enzimski test koji obuhvaca mjerenje ukupne brzine oba koraka reakcije
aminoacil-tRNA-sintetaza. lzvodi se koriStenjem radioaktivnin  supstrata, ili
[**C]aminokiseline ili [*2P] obiljeZzene tRNA (revijalno prikazano u Francklyn i sur. 2008.).
U ovom radu reakcija je pracena preko tRNA obiljeZzene s *P na 3'-terminalnom
nukleotidu. Reakcije su se odvijale u puferu koji je sadrzavao 100 mmol dm* HEPES
(pH=7,5), 20 mmol dm MgCl,, 10 mmol dm= NaCl, 4 mmol dm=3 ATP, 5 mmol dm=DTT,
0,2 mmol dm L-serin, odnosno 40 mmol dm= BMAA ili bez dodatka aminokiseline pri 37
°C. Hcit tRNAS®"sca je bila prisutna u koncentraciji 7,2 umol dm=3, a hmt tRNAS®+g4 10 umol
dm3. Obje tRNA denaturirane su zagrijavanjem na 80 °C 3 minute, te zatim renaturirane
dodatkom 10 mmol dm= MgCl. i polaganim hladenjem. Hcit tRNAS®'Aca aminoacilirana je
s 1 ymol dm3 citSerRS, a hmt tRNAS®1ca s 1 umol dm2 mtSerRS. Reakcije su nakon 15,
30 i 60 minuta zaustavljene dodatkom alikvota reakcijske smjese od 1,5 pl u 3 pl otopine
za zaustavljanje reakcije koja je sadrzavala 0,6 mol dm natrijevog acetata (pH=4,8) i 0,15
% (w/v) SDS. Zatim se u alikvot zaustavljene reakcijske smjese od 1,5 pL dodalo 3 pyL P1
nukleaze otopliene u 0,3 mol dm natrijevog acetata (pH=4,8) koja cijepa tRNA do
nukleotida. Smjesa je inkubirana 1 sat na sobnoj temperaturi. Radioaktivni produkti takve
razgradnje su [*?P]AMP koji odgovara neaminoaciliranoj tRNA, te aminoacil-[*?P]JAMP (aa-
[*2P]JAMP) koji je potekao od aminoacilirane tRNA. Omjer navedene dvije radioaktivne
molekule govori o omjeru aminoacilirane i neaminoacilirane tRNA. [*2P]JAMP se od aa-
[*?P]AMP-a razdvaja tankoslojnom kromatografijom u puferu za razvijanje (0,1 mol dm-
amonijevog acetata i 5 % (v/v) octena kiselina). Nakon suSenja, dobiveni kromatogrami
izloZzeni su preko no¢i na zaslonu s uskladistenim fosforom, koji je potom snimljen na
uredaju Phosphor Imager Typhoon 9410. Rezultati su kvantificirani u programu
ImageQuant 5.2..

“Dijelove pokusa koji su ukljucivali rad s radioaktivnim materijalom izvodila je dr. sc.

Morana Dulié.

40



4. Rezultati

4.1. Konstrukcija rekombinantnih plazmida za transkripciju molekula tRNA in
vitro
4.1.1. Kloniranje gena za tRNA u vektor puUC18

Za kloniranje u pUC18 vektor naruceni su sintetski geni za hcit tRNAS®acai hmt tRNAS®ga
s EcoRI i BamHI str§eé¢im krajevima, a pUC18 vektor je razgraden s EcoRIl i BamHI
restrikcijskim endonukleazama prema protokolu u 3.2.1.1.1. poglavlju. Prije kloniranja u

plazmid, sintetski geni za tRNAS®" su kinizirani pomoc¢u T4 polinukleotid-kinaze prema

skupine ATP-a na 5° krajeve oligonukleotida kako bi se omogucila ligacijska reakcija.
Smjesa s kinaziranim oligonukleotidom koji sadrzi nukleotidni slijed kodirajuc¢eg lanca
gena za tRNAS® i smjesa s kinaziranim oligonukleotidom koji sadrzi nukleotidni slijed
nekodiraju¢eg lanca gena za tRNAS®" su spojene u smjesu za hibridizaciju, odnosno
smjesu u kojoj su se te dvije oligonukleotidne sekvence komplementarno spojile. Sastav
ligacijske smjese opisan je u poglavlju 3.2.1.1.3. .

4.1.2. Transformacija bakterija E. coli soja DH5a s pUC18-tRNAS® i selekcija
pozitivnih kolonija

Vektori pUC18 s ugradenim genima za tRNAS® su uneseni u bakterijske stanice
kemijskom metodom opisanom u poglavlju 3.2.1.3.. Buduci da vektor pUC18 nosi gene
za ekspresiju B-laktamaze, bakterije E. coli soja DH5a transformirane ligacijskom
smjesom, nasadene su na selektivne LBamp podloge kako bi se izdvojile uspjesno
transformirane stanice, odnosno stanice koje su primile pUC18 vektor. S LBamp podloga
su nasumi¢no odabrane 42 bakterijske kolonije transformirane s pUC18 — hmt tRNAS®1ga
i 9 bakterijskih kolonija transformiranih s pUC18 - hcit tRNAS®sca i nasadene su na
selektivnu podlogu s ampicilinom, X-gal-om i IPTG-om (Slika 4.1.) kako bi se selektirale
kolonije koje su primile pUC18 s ugradenim genom za tRNAS®" metodom plavo bijele
selekcije. Bijele kolonije su one Cije stanice sadrze pUC18 s ugradenim tRNA genom, a
plave kolonije su one €ije stanice sadrze pUC18 u koji se nije ugradio tRNA gen. Na slici
4.1. a) prve tri kolonije plave boje sadrze pUC18 u koji se nije ugradio gen hcit tRNAS®sga
dok je za kolonije od 4-9 smatrano da sadrze pUC18 s ugradenim genom za hcit
tRNAS®sca. Na slici 4.1. b) i ¢) odabrane su tri kolonije: kolonija 1 na ploci pod b) i kolonije
3 i 16 pod c). Odabrane kolonije podvrgnute su dodatnim analizama radi utvrdivanja

uspjesnosti ugradnje gena za tRNAS®" u pUC18 vektor.
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Slika 4.1. Plavo bijela selekcija bakterijskih kolonija E. coli soja DH5a transformiranih s pUC18 u

kojima je doSlo do uspjeSne ugradnje gena za tRNAS®. a) selekcija kolonija uspje$no
transformiranih s pUC18- hcit tRNAS®aca, b) i c) selekcija kolonija uspjesno transformiranih s
pUC18 — hmt tRNASe'rga .

4.1.3. Provjera ugradnje gena za tRNA u vektor pUC18
4.1.3.1. lzolacija plazmidne DNA iz bakterijskih stanica i restrikcijska analiza s

ciljem provjere ugradnje gena za hmt tRNAS® g u vektor pUC18

Iz bakterijskih kolonija selektiranih na LBamp podlozi, X-gal-om i IPTG-om uzgojene su tri
prekonocne tekuée kulture iz kojih je izolirana plazmidna DNA prema protokolu u poglavlju
3.2.1.4.1.. Prociscenim plazmidima je izmjerena koncentracije na NanoDrop 1000 i one
su iznosile 22,7 ng/ul za pUC18 s ugradenim genom za tRNAS®tga 3A, 35,1 ng/ul za
pUC18 s ugradenim genom za tRNAS®tgA 1B i 41,7 ng/ul za pUC18 s ugradenim genom
za tRNAS®1ca 1C (3A, 1B i 1C su oznake bakterijskih kolonija iz kojih su plazmidi izolirani).
ProciS¢eni plazmidi su pocijepani s restrikcijskom endonukleazom Nsil koja cijepa samo
na jednom mjestu i to unutar gena hmt tRNAS®'rga. Pocijepana izolirana plazmidna DNA
provjerena je na 1% agaroznom gelu (Slika 4.2.). Na gel je naneseno 5 pl Generuler 1kb
ladder markera i 15 ul rekacijske smjese pUC18 pocijepanog s Nsil u koju je dodana kap
agarozne boje. Elektroforeza se provodila na 120 V u trajanju od 45 minuta.
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Slika 4.2. Agarozna elektroforeza plazmida pUC18 pocijepanog s Nsil. 1 - Generuler 1kb ladder
marker, 2 - pUC18 — hmt tRNAS®"rca 3A pocijepan s Nsil, 3 - pUC18 — hmt tRNAS®rga 1B pocijepan
s Nsil, 4 - pUC18 — hmt tRNASerTGA 1C pocijepan s Nsil, 5 — pUC18 - tRNAS®" iz arhebakterije
Methanothermobacter thermautotrophicus pocijepana s Nsil, 6 — prazan pUC18 pocijepan s EcoRI

i BamHI, 7 — prazan pUC18 cijepan s Nsil - negativna kontrola.

pUC18 je vektor duljine 2,686 kb. Djelovanjem s EcoRIl i BamHI na plazmid pUC18, vektor
se linearizira i gubi 21 nukleotid (2,665 kb) Sto se ne moze primjetiti na gelu i on putuje
jedanko kao cijeli linearizirani vektor pUC18. Medutim, on putuje sporije od cirkularnog
pUC18 u jazici 7 jer je cirkularna DNA superzavijena i kompaktnija te lakSe putuje kroz
pore gela. Nsil nije linearizirao prazan pUC18 vektor jer on ne sadrzi restrikcijsko mjesto
za taj enzim. Kraj hmt tRNAS®1ca gena sadrzi Nsil restrikcijsko mjesto i on je koristen za
dokazivanje ugradnje hmt tRNAS®cA gena. Hmt tRNAS®1s4 je insert duljine 107 nt te je
ukupna duljina rekombinantnog vektora zajedno s insertom 2,772 kb. Razlika u broju
nukleotida izmedu pUC18 s ugradenim genom pocijepanim s Nsil i praznog pUC18
pocijepanog s EcoRIl i BamHI je 107 nt (duljina ugradenog oligonukleotida) sto se lijepo
vidi na gelu (Slika 4.2.). 107 nukleotida dulji linearizirani pUC18 vektor s ugradenim hmt
tRNAS®'rc4 genom u jaZzicama 2, 3 i 4 putuje malo sporije od lineariziranog pUC18 vektora
pocijepanog s EcoRI i BamHI te jednako kao linearizirani pUC18 vektor s ugradenom
tRNAS®" iz arheje Methanothermobacter termautotrophicus. Na temelju ove analize
utvrdeno je da odabrane bakterijske kolonije iz kojih je izolirana plazmidna DNA sadrze
pUC18 s ugradenim hmt tRNAS®tg, genom. U svrhu dodane potvrde da analizirani
plazmidi imaju hmt tRNAS®1c4 insert, napravljen je i kolonijski PCR i PCR na izoliranim
plazmidima (Slika 4.3.).
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Slika 4.3. PCR na izoliranim plazmidima pUC18 — hmt tRNAS®rca. 1 — Generuler 1kb ladder
marker, 2 — pUC18 - hmt tRNAS®rca 3A (778 pb), 3 - pUC18 - hmt tRNAS®'tca 1B (778 pb), 4 -
pUC18 - hmt tRNASeca 1C (778 pb), 5 — prazan pUC18 (671 pb). Bijela strelica pokazuje marker
veli¢ine 750 pb. Koristene su pocetnice pUCF i pUCR.

Na slici 4.3. se vidi da su sva tri puC18 — hmt tRNAS®rca PCR produkta putovala sporije
od produkta PCR-a na praznom pUC18 $to znaci da uzorci 3A, 1B i 1C sadrze pUC18

vektor s ugradenim hmt tRNAS®'rg, insertom.

4.1.3.2. Provjera ugradnje hcit tRNAS®sca u pUC18 vektor kolonijskim PCR-om

Svih devet bakterijskih kolonija transformiranih s pUC18 — hcit tRNAS®sca Uzgojenih na
LBamp podlozi s X-gal-om i IPTG-om su analizirane kolonijskim PCR-om kako bi se
potvrdile kolonije koje sadrze pUC18 vektor s uspje$no ugradenim hcit tRNAS®sga
oligonukleotidom. Bakterijske kolonije su vrhom nastavka za pipete unesene u reakcijsku
smjesu za PCR (poglavlje 3.2.1.6.2., PCR uvjeti navedeni su u tablici 3.4. unutar poglavlja
3.2.1.6.2.). Koristene pocetnice su pUCF i pUCR. Produkti PCR reakcije su analizirani na
1% agaroznom gelu (Slika 4.4.). Na gel je naneseno 5 ul Generuler 1kb ladder markera i
10 uyl PCR reakcijske smjese u koju je dodana kap agarozne boje. Elektroforeza se

provodila ha 140 V u trajanju od 1 sat.
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Slika 4.4. Agarozna gel elektroforeza PCR produkata kolonijskog PCR-a. Kao kalup koristene su
bakterijske kolonije transformirane s pUC18 - hcit tRNAS®'aca. 1 — Generuler 1kb ladder marker, 2-
4 — plave kolonije iz plavo-bijele selekcije kolonija transformiranih s pUC18 — hcit tRNASeaga, 5 —
prazan pUC18 — negativha kontrola, 6-11 — bijele kolonije iz plavo bijele selekcije kolonija
transformiranih s pUC18 — hcit tRNAS®'aca (6 — pUC18 — hcit tRNAS®'aca 4, 7 - pUC18 — hcit
tRNASeAca 5, 8 - pUC18 — hcit tRNAS®'aga 6, 9 - pUC18 — hcit tRNAS®'aca 7, 10 - pUC18 — hcit
tRNASesca 8, 11 - pUC18 — hcit tRNAS®aca 9), 12 — pUc18 s ugradenim hmt tRNASe'rca

oligonukleotidom — pozitivha kontrola.

Iz slike 4.4. vidljiva je uspjeSna ugradnja hcit tRNAS®sca inserta u pUC18 vektor kod
kolonija &iji se uzorci nalaze u jazicama 6, 7, 8 i 9. Hcit tRNAS®'sca oligonukleotid sadrzi
119 nukleotida, samo 11 nukleotida vise od hmt tRNAS®*rga. PCR produkti dobiveni iz
bijelih kolonija koji prijedu jednak put kao pozitivha kontrola sadrZze uspjeSno ugraden hcit
tRNAS®"scagen, te ¢e takvi PCR produkti putovati sporije u odnosu na prazni pUC18 vektor
Sto se lijepo vidi na gelu. Pozitivan rezultat su dali PCR produkti u jazicama 6, 7, 8 i 9.
Uzorak u jazicama 10 i 11 je putovao duljinom izmedu praznog pUC18 vektora i pozitivhe
kontrole tako da se za njega ne moze sa sigurnoscu utvrditi je li pozitivan ili negativan.
Pozitivan rezulatat je i u jazici 3, medutim kalup potjece iz plave bakterijske kolonije Sto je
trebalo znaditi da ta kolonije nema uspjesno ugraden hcit tRNAS®,ca gen. Metoda plavo
bijele selekcije nije 100% pouzdana te je zbog kratko¢e ugradenog inserta moguce doslo

do ekspresije B-galaktozidaze.

4.1.3.3. Transformacija bakterija E. coli soja BL21 s pUC18 koji sadrzi gen za tRNA

Od kolonija za koje je kolonijskim PCR-om utvrdeno da sadrze pUC18 s ugradenim hcit

tRNAS®",cx genom napravljene su tekuce prekonoéne kulture bakterijskih stanica iz kojih
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je prociSc¢ena plazmidna DNA prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.1.4.1.. Izmjerene
koncentracije proc¢iS¢enih plazmida na NanoDrop 1000 iznosile su redom za izolirane
plazmide: 376,9 ng/ul za pUC18 s ugradenim tRNAS®sca 4, 342,8 ng/ul za pUC18 s
ugradenim tRNAS®'sca 5, 364,3 ng/ul za pUC18 s ugradenim tRNAS®xc 6 i 436,3 ng/ul za
pUC18 s ugradenim tRNAS®sc 7 (brojevi 4, 5, 6 i 7 su oznake bakterijskih kultura iz kojih
su izolirani plazmidi). Progis¢enim plazmidima transformirane su bakterije E. coli soja
BL21 metodom kemijske transformacije opisanom u poglaviju 3.2.1.3. te su uzgojene
suspenzije bakterijskih kolonija i one su ujedno pohranjene u obliku glicerolskih kultura.
Gliceolske kulture su napravljene tako da je u volumen suspenzije dodan jednaki volumen
glicerola (¢=0,5) (konacni volumni udio glicerola u smjesi je 25%) i uzorci su pospremljeni
na -80°C. Na isti nacin su transformirane stanice s izoliranim i provjerenim pUC18 - hmt

tRNAS®' 14 plazmidima i pohranjene kao glicerolske kulture.
4.2. Sekvenciranje rekombinantnih pUC18 vektora s tRNA insertima

Na sekvenciranje u MacroGen, Juzna Koreja su poslani izolirani pUC18 vektori s
ugradenim tRNAS®" insertima kako bi se provjerilo da su sekvence tRNAS®" gena replicirane

bez pogreSaka unutar E. coli stanica soja DH5a.

4.2.1. Sekvenciranje proc¢iséenih pUC18 vektora s ugradenim hmt tRNAS®iga

genima

Na sekvenciranje je poslano tri uzorka (obiljezeni su 3A, 1B i 1C) prociS¢enih pUC18
vektora s hmt tRNAS®rca. Rezultati sekvenciranja su obradeni u online programima
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool i Bioniformatics.org. PoCetnice koriStene za

sekvenciranje su prikazane u tablici 4.1..

Tablica 4.1. Pocetnice koristene za sekvenciranje pUC18 - tRNAS®'tga

Sekvencirani uzorak Pocetnica
pUC18 — hmt tRNAS®"1ga 3A pUCF
pUC18- hmt tRNAS®'1cA 1B pUCF
pUC18 — hmt tRNAS®"1ga 1C pUCF

Sravnjavanjem sekvenci naru¢enog sintetskog hmt tRNAS®rca oligonukleotida i sekvenci
dobivenih sekvenciranjem hmt tRNAS®tg, gena ugradenih i repliciranih unutar vektora

pUC18 dobiveni su sljedec¢i rezultati. Hmt tRNAS®1ca 1B insert je sadrzavao mutaciju u
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restrikcijskom mjestu i unutar gena dok su ostala dva inserta, hmt tRNAS®rga 3A i 1C
sadrzavali mutacije samo unutar restrikcijskog mjesta, ali promotor i gen nisu imali

mutacija. Za in vitro transkripciju je koristen pUC18 — hmt tRNAS®'rga 1C (Prilog 1.).

4.2.2. Sekvenciranje proc¢i§éenih pUC18 vektora s ugradenim hcit tRNAS® sca

genima

Na sekvenciranje je poslano Getiri uzorka prociséenih pUC18 vektora s hcit tRNAS® sca
(obiljezeni su 4, 5, 6 i 7). Rezultati sekvenciranja su obradeni u online programima BLAST:
Basic Local Alignment Search Tool i Bioinformatics.org. Pocetnice koriStene za

sekvenciranje su prikazane u tablici 4.2..

Tablica 4.2. Pocetnice koristene za sekvenciranje pUC18 - tRNAS®"aga

Sekvencirani uzorak Pocetnica
pUC18 — hmt tRNAS® scn 4 pUCF
pUC18- hmt tRNAS® sca 5 pUCF
pUC18 — hmt tRNAS® sca 6 pUCF
pUC18 — hmt tRNAS® sca 7 pUCF

Sravnjavanjem sekvenci naru¢enog sintetskog hcit tRNAS®"sca oligonukleotida i sekvenci
dobivenih sekvenciranjem hcit tRNAS®aca gena ugradenih i repliciranih unutar vektora
pUC18 dobiveni su sliede¢i rezultati. pUC18 — hcit tRNAS®'sca insert 5 je sadrzavao
mutaciju unutar restrikcijskog mjesta za enzim Sall i unutar gena nedostaje tri nukleotida
stoga je gen bio prekratak. Ostala tri inserta, hcit tRNAS®'sca 4, 6 i 7 su bila bez greski. Za

in vitro transkripciju je kori$ten hcit tRNAS®'aca 4 insert (Prilog 2.).

4.3. Priprema sustava za in vitro transkripciju tRNA iz proc¢iSéene rekombinantne
plazmidne DNA

4.3.1. Procisc¢avanje rekombinantne plazmidne DNA

Za svaku tRNAS®" iz glicerolskih bakterijskih kultura bakterija E. coli soja BL21 za koje je
sekvenciranjem plazmidne DNA utvrdeno da sadrze ispravno ugraden i repliciran tRNASe'
gen u pUC18 vektor su uzgojene prekonoc¢ne bakterijske kulture u suspenziji te je iz
uzgojenih stanica procCiS¢ena plazmidna DNA prema protokolu opisanom u poglaviju
3.2.1.4.2.. Koncentracije izoliranih plazmidnih DNA su izmjerene na NanoDrop 1000:
koncentracija pUC18 s hmt tRNAS®1ca insertom iznosila je 961,8 ng/ul, a koncentracija
pUC18 s hcit tRNAS®'aca insertom iznosila je 657,6 ng/ul.
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4.3.2. Probna in vitro transkripcija

Reakcijska smjesa volumena 10 pl za lineariziranje kalupa se sastojala od 2,5 ug puUC18
s ugradenim tRNAS®" insertom (konacna koncentracija 250 ng/ul), 1 ul NEBuffer 3, 0,5 pl
Nsil i 0,5 pl ReH.0. Za svaku tRNAS®" je napravljena zasebna reakcijska smjesa. Cijepanje
s Nsil se odvijalo preko no¢i. Nakon toga su reakcije inaktivirane temperaturom od 65°C
tijekom 20 minuta. Transkripcijske reakcijske smjese imale volumen od 20 pl i sadrzavale
su idu¢e komponente: 2 pl 10x TXN pufera, 3,2 yl 25 mmol dm= smjese NTP-ova
(koncentracija svakog NTP-a je 25 mmol dm3), 4 ul 0,1 mol dm= GMP, 1 ul 0,1 mol dm-
DTT, 1 ul BSA (1 mg/ml), 0,3 ul RNazina, 0,2 ul T7 RNA-polimeraze, 0,08 pl anorganske
pirofosfataze (0,242 jedinice/ul) i 10 pl inaktivirane smjese s lineariziranim kalupom.
Reakcijske smjese su inkubirane na 37°C, 3 sata. Alikvot za analizu na poliakrilamidnom

gelu je uzet nakon 1,5 sata i 3 sata inkubacije. Rezultati su prikazani na slici 4.5..

Slika 4.5. . Poliakrilamidna gel elektroforeza u prisustvu ureje probnih in vitro transkripcijskih
reakcija hcit tRNASe1ga i hcit tRNAS®aga. 1 — tRNAS®' iz Methanothermobacter termautotrophicus —
pozitivha kontrola (Mr = 27,9 kDa), 2 - humana tRNAA"Y9 — pozitivna kontrola (Mr = 24,3 kDa), 3 —
transkripcijska smjesa bez DNA kalupa, 4 - hcit tRNAS®sca 5 3h nakon pocetka transkripciije, 5 -
hcit tRNAS®aca 5 1h nakon pocetka transkripciije, 6 — hcit tRNAS®aca 4 3h nakon pocetka
transkripciije, 7 - hcit tRNAS®'aca 4 1h nakon pocetka transkripciije, 8 - hmt tRNASerga 3A 3h nakon
pocetka transkripciije, 9 - hmt tRNASetca 3A 1h nakon pocetka transkripciije, 10 — hmt tRNASe'rga
1C 3h nakon pocetka transkripciije, 11 - hmt tRNAS®tca 1C 1h nakon pocetka transkripciije. Crne

strelice prikazuju poloZaj Zeljenih tRNA molekula.

Iz slike 4.5. je vidiljivo da je prinos hcit tRNAS®aca 5 transkripta (jaZice 4 i 5) izuzetno
nizak, a u reakciji s hcit tRNAS®aca 4 nema transkripata (jazice 6 i 7). Medutim, obje hmt
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tRNAS®' 1A, 3A i 1C, pokazuju odlian prinos transkripata te je za njihovu transkripciju
koridten isti sastav reakcijske smjese dok je sastav reakcijske smjese za transkripciju hcit

tRNAS®scA morao biti optimiran.

4.3.3. Optimiranje in vitro transkripcije hcit tRNAS® sga

Sustav za transkripciju hcit tRNAS®sca je optimiran koriStenjem anorganske pirofosfataze
(s ili bez amonijevog sulfata) razliCitih proizvodaca, dodatkom HEPES-a, razliCitih
koncentracija magnezijevog acetata, Tween20 te dodatnim procis¢avanjem kalupa.
Smjese 1i 2 su sadrzavale po 2 ul 10x TXN pufera, 3,2 yl 25 mmol dm smjese NTP-ova
(svaki NTP je koncentracije 25 mmol dm=), 4 ul 0,1 mol dm= GMP, 1 ul 0,1 mol dm=DTT,
0,1 ul 100x BSA, 0,3 ul RNazina (razrijedeni), 0,2 ul T7 RNA-polimeraze, 2 yl pUC18 s
hcit tRNAS® g4 insertom pocijepan s Nsil i 0,1 pl anorganske pirofosfataze (smjesa 1 bez
amonijevog sulfata, a smjesa 2 s amonijevim sulfatom). Volumen smjese po svakoj reakciji
je 12,9 ul. Pripremljeno je 6 reakcijskih smjesa za svaku smjesu 1 i 2 oznacenim slovima
a), b), c), d), e) i f) s idu¢im dodacima u smjesi: a) dodano je 8 yl 100 mmol dm= HEPES-
a (konacna koncentracija 40 mmol dm=, pH 7,5), b) dodano je 2 uyl 100 mmol dm?3
magnezijevog acetata (kona¢ne koncentracije 10 mmol dm) i 5 yl ReH.0, c) dodano je
4 ul 100 mmol dm= magnezijevog acetata (kona¢ne koncentracije 20 mmol dm3) i 3 pl
ReH0, d) dodano je 6 pyl 100 mmol dm= magnezijevog acetata (konacne koncentracije
30 mmol dm3) i 1 yl ReH:0, e) dodano je 2 pl 1% Tween20 (konac¢no 0,1%) i 5 ul ReH.O
i f) dodano je 7 pl ReH,O. Nakon transkripcije u trajanju od 4 sata, u smjese je dodano 20
Ml boje za RNA i cijeli volumen uzorka je nanesen u jaZice te su reakcije analizirane
denaturiraju¢om poliakrilamidnom gel elektroforezom u prisustvu ureje na 120 V 30 minuta
i zatim 150 V 20 minuta.
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Slika 4.6. Poliakrilamidna gel elektroforeza u prisustvu ureje reakcijskih smjesa probne
transkripcije in vitro hcit tRNAS®"aca. 1 — transkripcijska smjesa tRNASe'rga, 2 — al (40 mmol dm-3
HEPES), 3 — bl (10 mmol dm= magnezijev acetat), 4 — c1 (20 mmol dm-3 magnezijev acetat), 5
—d1 (30 mmol dm=2 magnezijev acetat), 6 — el (0,1% Tween20), 7 — f1 (H20), 8 — a2 (40 mmol
dm-= HEPES), 9 — b2 (10 mmol dm= magnezijev acetat), 10 — c2 (20 mmol dm- magnezijev
acetat), 11 — d2 (30 mmol dm-® magnezijev acetat), 12 — e2 (0,1% Tween), 13 — 2 (H20).

Prema slici 4.6. dobiveni rezultati ukazuju da su reakcije u kojima je anorganska
pirofosfataza s amonijevim sulfatom (reakcije a2-f2, jazice 8-13) bile produktivnije od onih
u kojima je anorganska pirofosfataza bez amonijeva sulfata (reakcije al-f1, jazice 2-7).
Usporedbom reakcija od a2 —f2 ustanovilo se da su osnovna reakcija (jazica 13) i reakcija
s 20 mmol dm? magnezijevog acetata (jazica 10) pruzile najpogodnije uvjete za hcit
tRNAS®sca transkripciju in vitro. Najmaniji prinos transkripta je dala reakcija u kojoj se

nalazio 0,1% Tween20 (jazice 6 i 12).

4.4. Invitro transkripcijai izolacija tRNA transkripata

Sastavi reakcijskih smjesa transkripcije in vitro su navedeni u poglavlju 3.2.2.1.. Iz
transkripcijske smjese hcit tRNAS® a4 je prvo istalozen DNA kalup, a zatim tRNAS® aga dok
je iz transkripcijske smjese hmt tRNAS®;ca odmah istalozena hmt tRNAS®ga. Talog
tRNAS®" je resuspendiran u vodi i u cijelosti pomije$an s jednakim volumenom boje za
RNA. Provedena je poliakrilamidna elektroforeza u prisustvu ureje na gelu dimenzija 10,1
X 8,2 cm s jednom jaZicom za izolaciju tRNAS® iz gela prema protokolu opisanom u
poglaviju 3.2.2.3.. Izmjerene su koncentracije izoliranih tRNAS®" na NanoDrop 1000: za
hcit tRNAS® sca 308,4 ng/ul i za hmt tRNAS®'tgA 540 ng/pl.
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4.5. Provjeraizoliranih tRNA transkripata

Procis¢eni tRNAS®" transkripti su analizirani na poliakrilamidnom gelu u prisustvu ureje
kako bi se provjerilo da su cijeloviti i ispravni (Slika 4.7.). Elektroforeza se provodila na
120 V u trajanju 1 sat na sobnoj temperaturi. Na gel je naneseno po 12 pl uzorka. Kretanje
transkripata je proporcionalno s njihovom molekulskim masama. Kao kontrole su koristene
hcit tRNAA9 | tRNAS®" iz Methanothermobacter termautotrophicus Gije su molekulske mase
poznate od prije, a molekulske mase hcit tRNAS®Aca | tRNAS®1c4 su odredene prema
formuli navedenoj u poglavlju 3.2.2.4.1.. Molekulska masa hcit tRNAS® sca iznosi 25,8 kDa,
a hmt tRNAS®'tga 22,6 kDa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 710 M 12 1314

A

Slika 4.7. Poliakrilamidna gel elektroforeza u prisustvu ureje transkripata hcit tRNASeaga i hmt
tRNASeGa.1,2 i 3 — tRNAAY (Mr = 24,3 kDa), 4,5 i 6 — tRNAS® jz Methanothermobacter
termautotrophicus (Mr = 27,9 kDa), 7, 8 i 9 — hcit tRNAS®'aca (Mr = 25,8 kDa), 10,11 i 12 — hmt
tRNASerrea (Mr = 22,6 kDa), 13 - prazna jazica, 14 — transkripcijska smjesa hmt tRNASerga. Serije
tRNA od 1 do 3 za svaku tRNA oznac¢avaju 2, 4 i 6 yl tRNA koncentracije ¢c=0,1 pg I

Prema slici 4.7. i na temelju uzorka transkripcijske smjese hmt tRNAS®gA jasno se vidi
kako je transkripcija in vitro bila vrlo uspjeSna jer ima samo jedna debela vrpca na polozaju
koji odgovara molekulskoj masi hmt tRNASe'rga Proci§éeni hcit tRNAS® sgai hmt tRNAS® 16
takoder gelom putuju sukladno sa svojim molekulskim masama i u usporedbi s
kontrolama. Hcit tRNAS®sca ima molekulsku masu samo 2 kDa manju od tRNAS® iz
Methanothermobacter thermautotrophicus i stoga putuje malo brze (jazice 7-9). Hmt
tRNAS® 164 (jaZice 10-12) ima molekulsku masu samo 2 kDa manju od tRNAA i takoder
se na gelu njena vrpca nalazi malo ispod vrpce tRNA”Y (jazice 1-3). Za hcit tRNAS®sga
intenzitet vrpci se poklapa s intenzitetima vrpci kontrola, medutim hmt tRNAS®'rga vrpce su

slabijeg intenziteta (jazice 10-12) od kontrola te je koncentracija izmjerena
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spektrofotometrijski vjerojatno manja od realne zbog prisutnosti male koli€ine kracih

transkripata.

4.6. Predikcija signalne sekvence i dizajn po€etnica za humanu mtSerRS i sinteza

gena za humanu mtSerRS preparativhim PCR-om

Provedbom proteinske sekvence humane mtSerRS kroz servere za odredivanje signalne
sekvence koja usmjerava u mitohondrij dobiveno je vise razli€itih predikcija (Tablica 4.3.).
U doktoratu doc. dr. sc. Jasmine Rokov Plavec napravljeno je sravnjenje proteinskih
sekvenci humane mtSerRS sa SerRS iz razli¢itih organizama te su odredene duljine
signalnih sekvenci razli€ite od onih predvidenih serverima za predikciju signalnih sekvenci
(Tablica 4.4.).

Tablica 4.3. Predikcije signalne sekvence za humanu mtSerRS serverima za predikciju

presekvenci
Server Duljina signalne sekvence
Target P1.1, Tpred 2.0 34
Yoshinori MitoFates 33
MitoProt Il v1.101 21
PSORT II 31

Tablica 4.4. Predikcija presekvence humane mtSerRS temeljeno na sravnjenju proteinskih

sekvenci humane mtSerRS sa SerRS iz E. coli i Bos taurus.

Duljina signalne Napomena
sekvence
56 Duljina proteina jednaka kao u E. coli
29 Duljina proteina jednaka kao u Bos taurus i

ostalim eukariotima

Gen za humanu mtSerRS je naru€en iz GenomeCube, United Kingdom. cDNA gena je
bila ugradena u vektor pOTB7. Uzvodne pocetnice za umnaZzanje gena s pOTB7 kalupa
su dizajnirane tako da svojim komplementarnim sparivanjem s kalupom odrede duljinu
gena odnosno duljinu presekvence s N-kraja koja nije dio funkcionalnog enzima. Uzvodne
pocCetnice su sadrzavale 5" slijed koji nije komplementaran kalupu, a sadrzi slijed

GAGAGA zbog svojstava DNA-polimeraze koja uspjesnije sintetizira gen ako je prisutan
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naveden slijed. Iza slijeda GAGAGA nalazi se sekvenca koju prepoznaje restrikcijska
endonukleaza BamHI potrebna za kasnije kloniranje gena. Zatim ide slijed koji je
komplementaran pocetku gena za mtSerRS bez signalne sekvence na kodirajuéem lancu,
odnosno taj dio pocetnice je bio komplementaran razli¢itim dijelovima kalupa s obzirom
na odabranu veli€inu signalne sekvence. Nizvodna pocetnica je za Zeljene verzije gena
bila ista: na 5" kraju je imala GAGA slijed, nakon njega restrikcijsko mjesto za enzim Sall,
UAA stop kodon i jo§ 18 nukleotida uzvodno od stop kodona. Zadnje tri komponente

pocetnice su komplementarne nekodiraju¢em lancu kalupa (Tablica 4.5.).

Tablica 4.5. Pocetnice za preparativni PCR gena humane mtSerRS. Ljubi¢asto obojano je slijed
koji omogucuje uspjesniju aktivnost DNA-polimeraze. Plavo obojano i podcrtano je BamHI
restrikcijsko mjesto. Crveno obojano i podcrtano je Sall restrikcijsko mjesto. Ostatak slijeda

hibridizira s genom mtSerRS.

Pocetnica Velic¢ina Annealing Slijed nukleotida
pocetnice temperatura/° C

mtSRSd21Bam 30 70 GAG AGA GGA TCC CGG
GGA GGC TGC ATC TCC

mMtSRSd34Bam 33 65 GAG AGA GGA TCC ACT
ACA GAG AAA CGA AAC
CGG

mtSRSd33Bam 34 64 GAG AGA GGA TCC TTC
ACT ACA GAG AAA CGA
AAC C

MtSRSd29Bam 32 64 GAG AGA GGA TCC CCA
AGA AGT TTC ACT AC

mMtSRSd256Bam 30 67 GAG AGA GGA TCC CAG

CTG GAC ATA GAG CGG

3mtSRS-Sal 31 68 GAGA GTC GAC TTA GCT
TAC AGC AGG CTG GCC

Sastav reakcijske smjese za umnazanje gena humane mtSerRS i uvjeti PCR rekacije
navedeni su u poglavlju 3.2.1.6.1.. Dobiveni PCR produkti analizirani su na 1% agaroznom
gelu pri 140 V u trajanju od 1 h (Slika 4.8.). Na gel je naneseno 5 ul Generuler 1kb ladder
markera i 10 pl uzorka s PCR produktima u koji je dodana kap agarozne boje.
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Slika 4.8. Agarozna gel elektroforeza PCR produkata mtSerRS gena s razli¢itom duljinom signalne
sekvence dobivenih preparativnim PCR-om. 1 — Generuler 1kb ladder marker, 2 — PCR produkt
mtSerRS gena bez signalne sekvence duljine 21 aminokiselina (d21 — 1491 pb), 3 - PCR produkt
mtSerRS gena bez signalne sekvence duljine 29 aminokiselina (d29 — 1467 pb), 4 - PCR produkt
mtSerRS gena bez signalne sekvence duljine 33 aminokiseline (d33 — 1455 pb), 5 - PCR produkt
mtSerRS gena bez signalne sekvence duljine 34 aminokiselina (d34 — 1451 pb), 6 - PCR produkt
mtSerRS gena bez signalne sekvence duljine 56 aminokiselina (d56 — 1386 pb). Crna strelica

pokazuje na fragment markera od 1500 pb.

Prema slici 4.8. PCR reakcija je bila vrlo specifiCna i rezultirala je dobrim prinosom Zeljenih
produkata. Svi PCR produkti mtSerRS su putovali malo dulji put u odnosu na marker
duljine 1500 pb Sto se poklapa s izraunatim duljinama PCR fragmenata za svih pet verzija
gena. Unato€ sveukupnoj razlici od oko 100 pb izmedu duljine fragmenata na gelu, lijepo
se vidi da kraci fragmenti putuju malo dulji put od prethodnog fragmenta koji je vedi.
Najveca razlika se vidi izmedu fragmenta d21 u jazici 2 i d56 u jaZici 6 jer je upravo izmedu
njih ta razlika iznosi oko 100 pb. d29, d33 i d34 u jazicama 3, 4 i 5 putuju jedva zamjetno
razli€iti put jer je razlika izmedu njih unutar 20 pb Sto je premalo da bi se dobro razlucilo

na gelu.

4.7. Konstrukcija rekombinantnih plazmida za ekspresiju humane mtSerRS in
Vivo

4.7.1. Ugradnja PCR produkata gena za humanu mtSerRS u vektor pProEX HTb

Dobiveni PCR produkti d21, d29, d34 i d56 su izolirani iz 1% agaroznog gela nakon

provedene elektroforeze pri 120 Vi 1 h. Za svaki mutant je podjeljeno po 40 ul uzorka u
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tri jazice (Slika 4.9.). Tupi PCR produkti su iz gela proci§¢eni prema protokolu opisanom
u poglavlju 3.2.1.2.1.. Da bi PCR produkti sadrzavali ljepljive krajeve za ligaciju s
vektorom, tupi PCR produkti su preko noc¢i razgradeni s enzimima BamHI i Sall, a sastav
reakcijske smjese je naveden u poglavlju 3.2.1.2.2.. Prije ligacije u vektor, PCR produkti,
sada s ljepljivim krajevima, su prociSéeni prema protokolu navedenom u poglaviju
3.2.1.1.1.. Sastav ligacijske smjese pProEX HTb vektora i gena za humanu mtSerRS

naveden je u poglavlju 3.2.1.2.3..

Slika 4.9. Gel-elektroforeza u gelu agaroze tupih PCR produkata mtSerRS d21 i d34 za izolaciju
DNA iz gela. 1-3 — mt SerRS d21, 4 - Generuler 1kb ladder marker, 5-7 — mtSerRS d34.

4.7.2. Transformacija bakterija E. coli soja DH5a s pProEX HTb-mtSerRS i
selekcija pozitivnih kolonija

Kompetentne stanice E. coli soja DH5a su transformirane s pProEX HTb vektorom u koji
je ugraden gen za humanu mtSerRS metodom opisanom u poglavlju 3.2.1.3.. Kao i
puUC18, pProEX HTb takoder nosi gen za rezistenciju na antibiotik ampicilin te su
transformirane stanice nasadene na LBamp ploce i bakterijske kolonije su uzgajane na
37°C preko noci. pProEX HTb vektor nema svojstvo vektora za plavo-bijelu selekciju stoga
je za provjeru pozitivnih kolonija, odnosno kolonija &ije stanice sadrze uspjeSno
rekombinirani vektor koriStena metoda kolonijskog PCR-a. Nasumi¢no je odabrano 10
kolonija za d21, d29, d34 i d56 na kojima je proveden kolonijski PCR. Reakcijske smjese
i uvjeti PCR reakcije navedeni su u poglaviju 3.2.1.6.2. u tablici 3.5.. Rezultati PCR
reakcija su analizirani na 1% agaroznom gelu. Za d21 (Slika 4.10.) i d34 (Slika 4.12.) u

jazice gela je naneseno 15 pl uzorka i 5 pl Generuler 1kb ladder markera, a za d29 (Slika
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4.11.) id56 (Slika 4.13.) 10 pl uzorka i 6 pl Generuler 1kb ladder markera. Elektroforeza
je trajala 45 minuta pri 140 V. Pozitivne kolonije na gelu imaju vrpcu koja se nalazi malo
ispod markera od 2,0 kb. Od 10 analiziranih kolonija za d21 bilo je 7 pozitivnih (uzorci 3,
5, 7 — 11) (Slika 4.10.), za d29 je takoder bilo 7 pozitivnih reakcija (uzorci 3, 5 -9 i 11)
(Slika 4.11.), za d34 8 pozitivnih (uzorci 2, 3, 5-7, 9-11) (Slika 4.12.) i za d56 9 pozitivnih
(uzorci 1-5, 7-11) (Slika 4.13.).
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Slika 4.10. Gel-elektroforeza u gelu agaroze PCR produkata nakon kolonijskog PCR-a na
kolonijama transformiranih s pProEX HTbh — mtSerRS(d21). 1 — Generuler 1kb ladder marker, 2-11
— produkti PCR reakcija 10 razli¢itih kolonija (1962 pb), 12-13 — prazne jazice, 14 - prazan pProEX
HTb vektor, negativna kontrola 15 — PCR reakcijska smjesa bez kolonije. Crna strelica pokazuje

polozaj fragmenta DNA duljine 2,0 kb. Pocetnice koriStene u PCR-u su pProEXF i pProEXR.
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Slika 4.11. Gel-elektroforeza u gelu agaroze PCR produkata nakon kolonijskog PCR-a na
kolonijama transformiranih s pProEX HTb — mtSerRS(d29). 1 — Generuler 1kb ladder marker, 2-11
— produkti PCR reakcija 10 razlicitih kolonija (1938 pb), 12 - prazan pProEX HTb vektor - negativha
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kontrola, 13 — pProEX HTb - mtSerRS(d21), pozitivha kontrola. Crna strelica pokazuje poloza;j
fragmenta DNA duljine 2,0 kb. Poc&etnice koristene u PCR-u su pProEXF i pProEXR.

Slika 4.12. Gel-elektroforeza u gelu agaroze PCR produkata nakon kolonijskog PCR-a na
kolonijama transformiranih s pProEX HTb — mtSerRS(d34). 1 — Generuler 1kb ladder marker, 2-11
— produkti PCR reakcija 10 razli¢itih kolonija (1923 pb), 12-13 — prazne jazice, 14 - prazan pProEX
HTb vektor - negativha kontrola. Crna strelica pokazuje polozaj fragmenta DNA duljine 2,0 kb.

Pocetnice koristene u PCR-u su pProEXF i pProEXR.

1 2 3 - S 6 7 8 9 192 111 12 W3

Slika 4.13. Gel-elektroforeza u gelu agaroze PCR produkata nakon kolonijskog PCR-a na
kolonijama transformiranih s pProEX HTb — mtSerRS(d56). 1 — Generuler 1kb ladder marker, 2-11
— produkti PCR reakcija 10 razli¢itih kolonija (1857 pb), 12 - prazan pProEX HTb vektor, negativha
kontrola, 13 — pProEX HTb-mtSerRS(d21), pozitivha kontrola. Bijela strelica pokazuje poloZaj
fragmenta DNA duljine 2,0 kb. Pocetnice koriStene u PCR-u su pProEXF i pProEXR.

Ugradnja gena humane mtSerRS u pProEX HTDb je provjerena i PCR reakcijom u kojima
je kao kalup koristen prociséen vektor pProEX HTb — mtSerRS. PCR produkti su

analizirani gel-elektroforezom na 1 % agaroznom gelu voZzenom pri 120 V tijekom 45
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minuta (Slika 4.14.). U jazice gela naneseno je 5 ul Generuler 1kb ladder markera i 10 pl

uzorka s kapi agarozne boje.

1 2 3 4 2 6

Slika 4.14. Gel-elektroforeza u gelu agaroze za PCR reakcije s kalupom pProEX HTb — mtSerRS.
1 — Generuler 1kb ladder marker, 2 — d21 (1491 pb), 3 — d29 (1467 pb), 4 — d33 (1455 pb), 5 — d34
(1452 pb), 6 — d56 (1386 pb). Crna strelica pokazuje na marker veli€ine 1,5 kb. Poc€etnice koristene
u PCR-u su pProEXF i pProEXR.

Na temelju agarozne gel elektroforeze PCR produkata pProEX HTb — mtSerRS (Slika
4.14.) je potvrdeno da je ugradnja gena za humanu mtSerRS u pProEX HTb vektor bila
uspjesna jer su polozaji svih fragmenata na o€ekivanom polozaju na gelu, a to je malo
ispod fragmenta markera veli¢ine 1,5 kb za PCR produkte d21, d29, d33 i d34 posto je
njihova veli¢ina izmedu 1,45 — 1,49 kb, dok je za d56 udaljenost malo veca jer je on
veli¢ine oko 1,38 kb.

4.8. Sekvenciranje rekombinantnih vektora s ugradenim genom za humanu
mtSerRS

Narucen konstrukt cDNA humane mtSerRS u vektoru pOTB7 poslan je na sekvenciranje
(MacroGen, Juzna Koreja) kako bi se utvrdilo da je gen bez mutacija. 1zolirane plazmidne
DNA pProEX HTb s ugradenim varijantama gena humane mtSerRS su takoder poslane
na sekvenciranje kako bi se utvrdilo da su sekvence mtSerRS gena ugradenih u vektor
pravilno ugradene i da nisu nastale mutacije prilikom replikacije plazmida u stanicama E.
coli soja BL21(DE3).

Na sekvenciranje je poslano tri uzorka procis¢enih pProEX HTb vektora s ugradenim
genom za d21 mtSerRS (obiljezeni su brojevima 8, 10 11), tri uzorka proc€is¢enih pProEX
HTb vektora s ugradenim genom za d34 mtSerRS (obiljeZeni su brojevima 8, 12i 13), dva
uzorka prociS¢enih pProEX HTb vektora s ugradenim genom za d29 mtSerRS (obiljeZeni
su brojevima 2 i 6), dva uzorka procCiS¢enih pProEX HTb vektora s ugradenim genom za
d56 mtSerRS (obiljeZeni su brojevima 2 i 6) i uzorak pOTB7 vektora s ugradenom cDNA
mtSerRS. Rezultati sekvenciranja su obradeni u online programima BLAST: Basic Local

Alignment Search Tool i Bioniformatics.org.
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Tablica 4.6. Popis sekvenciranih uzoraka vektora pOTB7 i pProEX HTb s ugradenim genom
mtSerRS

Sekvenciran uzorak Pocetnica
cDNA mtSerRS u pOTB7 M13F, M13R
D21 u pProEX HTb, kolonija 8 M13R, pProEXF
D21 u pProEX HTb, kolonija 10 pProEXF
D21 u pProEX HTh, kolonija 11 pProEXF
D34 pProEX HTb, kolonija 8 pProEXF
D34 pProEX HTb, kolonija 12 pProEXF
D34 pProEX HTb, kolonija 13 pProEXF
D29 pProEX HTb, kolonija 2 pProEXF
D29 pProEX HTb, kolonija 6 pProEXF
D56 pProEX HTb, kolonija 2 pProEXF
D56 pProEX HTb, kolonija 6 pProEXF

4.8.1. Sekvenciranje prociséenih vektora pOTB7 s ugradenim cDNA mtSerRS

Sravnjivanjem sekvenci cDNA mtSerRS nukleotidnih baza podataka (NCBI nucleotide) i
sekvence dobivene sekvenciranjem naru¢enog sintetskog vektora pOTB7 s ugradenom
cDNA mtSerRS dobiveni su sljedeéi rezultati: cDONA mtSerRS je bila bez mutacija te je,

prema tome, bila spremna za daljnje pokuse (Prilog 3.)

vaw »

4.8.2. Sekvenciranje prociséenih vektora pProEX HTb s ugradenim mtSerRS

varijantama

Sravnjivanjem sekvenci cDNA i sekvenci dobivenih sekvenciranjem gena ugradenog
unutar vektora pProEX HTb dobiveni su sljedeéi rezultati: svi konstrukti su bili pravilno
ugradeni, bez mutacija i na pravilnom mjestu omedeni mjestima za prepoznavanje
restrikcijskim endonukleazama BamHI| i Sall (Prilog 4). Za daljnje koriStenje u

eksperimentu odlu¢eno je uzeti d21 koloniju broj 8 i d34 koloniju broj 13.
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4.9. ProciS¢avanje proteina SerRS eksprimiranog in vivo u E. coli soja BL21

vawv 7z

4.9.1. Procis¢avanje humane citosolne SerRS

Citosolna verzija humanog enzima SerRS prociscena je tijekom 2015. godine na Zavodu
za biokemiju Kemijskog odsjeka PMF-a od strane dr. sc. Vlatke Godini¢ Mikulci¢ i dr. sc.

Igora Svibena.

4.9.2. ProciSéavanje humane mitohondrijske SerRS

49.2.1. Provjeraindukcije humane mitohondrijske SerRS

S ciljem prekomjerne ekspresije proteina od interesa u stanicma E. coli soja BL21(DE3),
stanice su transformirane s vektorom pProEX HTb u koji je ugradena varijanta gena
mtSerRS. Gen mtSerRS je pod kontrolom trc promotora (promotor prepoznaje bakterijska
RNA-polimeraza) te je zbog toga inducibilan s IPTG-om. Dodatkom IPTG-a u kulturu
stanica optic¢ke gusto¢e ODeoo =0,6 - 0,8 potaknuta je transkripcija i translacija u stanicama
E. coli. lako je E. coli sintetizirala i ostale stani¢ne proteine, zbog velikog broja kopija
vektora pProEX HTb i jakog promotora, oCekivalo se da produkta gena mtSerRS
ugradenog u vektor ima u vecoj koli€ini nego ostalih proteina. Da bi se ispitalo ima i
proteina od interesa nakon dodatka induktora, te u kolikoj koli€ini, uzorci su analizirani

SDS elektroforezom nakon testa indukcije (Slika 4.15.).

12 3456 789101112131415

Slika 4.15. SDS elektoforeza induicranih i neinduciranih kolonija E. coli. 1 - marker Precision Plus
Protein Standards Dual, 2 - d21 kolonija 8 (neinducirana), 3 - d21 kolonija (inducirana), 4 - d21
kolonija 10 (neinducirana), 5 - d21 kolonija 10 (inducirana), 6 - d21 kolonija 11 (neinducirana), 7 -
d21 kolonija 11 (inducirana), 8 - d34 kolonija 8 (neinducirana), 9 - d34 kolonija 8 (inducirana), 10 -
d34 kolonija 13 (neinducirana), 11 - d34 kolonija 13 (inducirana), 12 - d34 kolonija 14
(neinducirana), 13 - d34 kolonija 14 (inducirana), 14 - negativna kontrola ArgRS (neinducirana), 15

- pozitivna kontrola ArgRS (inducirana). Strelice pokazuju protein od interesa.

Prema slici 4.15. jasno se uoCava razlika izmedu induciranih i neinduciranih bakterijskih
kolonija. Razlikom u intenzitetu proteinskih vrpci na gelu izmedu induciranih i
neinduciranih kultura zaklju¢eno je da u inducibilnim stanicama ima proteina koji su

sintetizirani u vecoj koli¢ini. Da bi potvrdili ima li proteina od interesa (mtSerRS d21 i d34)
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napravljena je usporedba tamnije izrazenih vrpci s markerom. Molekulska masa proteina
d21 iznosi oko 55 kDa te usporedbom s markerom moZe se uoditi uzorak istog proteina u
jazicama 3, 5 i 7. Molekulska masa proteina d34 iznosi oko 57 kDa te usporedbom s
markerom moze se uociti uzorak istog proteina u jazicama 9, 11 i 13. Kontrole su trebale
sluziti kao mjera zadovoljavajuce koliCine proteina pri induciranom i neinduciranom stanju
stanica IPTG-om, i oCekivano se uocilo da nema ekspresije proteina mtSerRS u tim
stanicama (jazice 14 i 15). Prema tome, zakljuCeno je da se geni dobro transkribiraju i
translatiraju, te da se sintetizira dostatna koli€ina proteina kako bi se protein mogao

izolirati u potrebnim koli¢inama.

49.2.2. ProciS¢avanje d34 mtSerRS i optimizacija kromatografije na Ni-NTA

agarozi

Probna optimizacija kromatografija je ispitivana na uzorku mtSerRS d34. Nakon
centrifugiranja inducirane kulture stanica E. coli (volumena 1,3 I) s vektorom pProEX HTb
u koji je ugradena varijanta gena mtSerRS d34 te izdvajanja taloga koji je sadrzavao
stanice, soniciran je talog u puferu za lizu stanica kako bi se protein oslobodio iz stanica.
Pretpostavkom da je protein topljiv u vodi, supernatant nakon centrifugiranja soniciranih
stanica je podvrgnut kromatografiji na Ni-NTA agarozi. Karakteristika vektora pProEX HTb
je sinteza heksabhistidinskog privjeska na N-kraju proteina od interesa pa se zbog toga
protein vezao na stacionarnu fazu kromatografskog stupca. U ovoj probnoj kromatografiji
kolona je napunjena s 2 ml Ni-NTA agaroze, isprana s 30 ml ReH;0, uravnotezena s
puferom za lizu, nanesen je supernatant nakon sonikacije, kolona je isprana s 80 ml pufera
za lizu stanica te su se eluirali proteini puferom za eluciju proteina u obrocima od 5 ml.
Frakcije elucije su analizirane Bradfordovim testom paralelno s izvodenjem

kromatografije.

Analiziran je spektar uzorka proteina iz eluata koncentriranog u centrikonu nakon Ni-NTA

agarozne kromatografije na Nanodropu 1000 (Slika 4.16).
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Slika 4.16. Spektrofotometrijska analiza uzorka proteina d34 mtSerRS iz 1,3 | kulture nakon

kromatografije na Ni-NTA agarozi na Nanodropu 1000.

Iz spektra uzorka (Slika 4.16.) uoCava se velika koncentracija nukleinskih kiselina pri 260
nm u odnosu na koncentraciju proteina pri 280 nm (260/280= 1,44). Sumnjano je da
nukleinske kiseline koje su mogle zaostati su RNA. DNA nije mogla biti prisutna zbog

dodatka DNAze prilikom prociséavanja proteina.
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Slika 4.17. SDS elektroforeza. 1 - marker Precision Plus Protein Standards Dual, 2 — prazna jaZica,
3 - d34 talog nakon soniciranja, 4 - prazna jazica, 5 - uzorak ispiranja kolone prije nanoSenja
uzorka, 6 - prazna jaZica, 7 - 3 pl d34 nakon ukoncentriravanja na centrikonu , 8 - prazna jaZica, 9
- 5 yl d34 nakon ukoncentriravanja na centrikonu, 10 - prazna jaZica, 11 - 5 yl GST L10, 12 -

prazna jazica, 13 - E. coli 70S ribosom. Strelica pokazuje protein od interesa.

Prema slici 4.17. je zakljuCeno da je joS velika koliina proteina zaostala u talogu stanica
nakon sonikacije (usporedba jaZica 3 i 7) i da je potrebno promijeniti uvjete ekspresije
proteina i modificirati pufere kako bi se povecala koncentracija topljivog proteina. Iz slike

4.17. se moze uociti da jazice 9, 11 i 13 imaju zajednicke proteinske molekule s tim da
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jazica 9, tj. uzorak ukoncentriranog proteina imaju, ne samo veliku, nego i malu
podjedinicu ribosoma E. coli. Kako bi se dodatno ispitala i potvrdila pretpostavka

provedena je agarozna elektroforeza (Slika 4.18.).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Slika 4.18. Elektroforeza u gelu agaroze i analiza prisutnosti rRNA u uzorcima proteina. 1 - marker
Generuler 1kb ladder, 2 - prazna jazica, 3 - GST L10, 4 - prazna jazica, 5 - d34 eluat proteina nakon
Ni-NTA agarozne kromatografije, 6 - prazna jazica, 7 - E. coli 70S ribosom, 8 - prazna jazica, 9 -
tRNASer,

Analiza slike 4.18. pokazala je slijedece: uzorci u jazicama 3 i 7 sluzili su kao pozitivha
kontrola kako bi usporedili je li ribonukleinska kiselina (jazica 5) koja oneciS¢uje uzorak
proteina ribosomska RNA. Jazica 3 ima uzorak proteina velike podjedinice 50S
prokariotskog ribosoma L10 koji veze rRNA, dok jazica 7 ima uzorak cijelog prokariotskog
ribosoma od 70 S, tj. veliku i malu podjedinicu. Uzorak u jazici 9 sluzio je kao negativna
kontrola kako bi se uvjerili da RNA u eluatu proteina nije tRNAS®, odnosno da
ribonukleinska kiselina koja oneCiS¢uje uzorak proteina nije transportna RNA.
Usporedbom jazica 3, 5 i 7 se moze uoCiti da je uzorak u jazici 5 slicniji uzorku u jaZici 7.
Prema tome, zakljuéilo se da je vrlo vjerojatno cijeli ribosom vezan za protein mtSerRS
d34.

Iz probne kromatografije zaklju€iti su se mogla dva problema: nedovoljna koli¢ina

izoliranog proteina iz stanica E. coli i ribosom vezan na protein.

Prvo je bio cilj rijesiti problem izolacije Sto vece koli€ine proteina zadovoljavajuce Cistoce.
Daljnje prociS¢avanje na Ni-NTA agarozi svih verzija proteina izvodilo se uz dodatni
(naknadni) pufer, pufer za ispiranje, koji je sadrzavao ¢ = 10% glicerola, c=1,75 mol dm=
NaCl, c=30 mmol dm=imidazola te c=1 mol dm™ ureje. Ovim je puferom postignuta vec¢a
CistoCa eluiranog proteina jer navedene komponente ometaju interakcije drugih proteina
u stani€nom ekstraktu s proteinom od interesa te interakcije nezZeljenih proteina s kolonom.
Takoder je u pufer za lizu (sonikaciju) stanica, sadrzi 10 mmol dm= imidazol, dodan
detergent Tween20 (kona¢nog volumnog udjela ¢ = 0,1%) kako bi se Sto vide proteina
izoliralo tijekom sonikacije. Paralelno je uvedeno i proCiS¢avanje proteina d21 mtSerRS

prema slichnom postupku kao u pocetnoj kromatografiji (0,5 ml Ni-NTA agaroza, 10 ml
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ReH20, 10 ml pufera za lizu, supernatant, 10 ml pufera za lizu, 2 obroka po 2 ml pufera

za ispiranje, 1 ml pufera za eluciju), provedena je kromatografija uzoraka d21 i d34.
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Slika 4.19. SDS elektroforeza optimizacije elucije d34 mtSerRS Ni-NTA kromatografijom. 1 -
marker Precision Plus Protein Standards Dual, 2 - d21 talog nakon soniciranja, 3 - d21 supernatant
nakon soniciranja, 4 - d21 frakcija nevezanih proteina, 5 - d21 frakcija ispranih proteina 1, 6 - d21
frakcija ispranih proteina 2, 7 - d21 frakcija elucije 1, 8 - d21 frakcija elucije 2, 9 - d34 talog nakon
soniciranja, 10 - d34 supernatant nakon soniciranja, 11 - d34 frakcija nevezanih proteina, 12 - d34
frakcija ispranih proteina 1, 13 - d34 frakcija ispranih proteina 2, 14 - d34 frakcija elucije 1, 15 - d34

frakcija elucije 2. Strelice pokazuju proteine od interesa.

Prema slici 4.19. jaZzice 3 i 10 sadrzavaju veliku koli¢nu razli¢itih stani¢nih proteina. U
jazicama 4 i 11 su proteini koji se uopc¢e nisu vezali na kolonu. UoCava se da najvecéi dio
stani¢nih proteina ne sadrzi protein od interesa. Usporedbom jazica taloga i supernatanta
nakon soniciranja (jazice 2 i 3 te jazice 9 i 10) uoCava se da je jo$ proteina od interesa
zaostalo u talogu (tamnije linije u jazicama 2 i 9) Cemu je uzrok to Sto protein vjerojatno
formira inkluzijska tijela te zbog toga zaostaje. U frakcijama ispranih proteina iz
supernatanta nakon sonikacije stanica (jazice 5, 6, 12 i 13) uoCavaju se nespecifini
proteini koji nisu imali heksahistidinski priviesak. Slabo su se vezali za kolonu jer su u
svojoj primarnoj strukturi ili imali viSe histidina zaredom ili su se elektrostatski vezali za
matriks kolone. Medutim, nisu se specificno vezali na kolonu i isprali su se puferom za
ispiranje. U frakcijama elucije u jazicama 7, 8, 14 i 15 vidiljiva je uspjeSna elucija proteina
s heksahistidinskim privjesakom, odnosno varijanti d21 i d34 mtSerRS. Vazno je uoditi

manju koli€inu proteina d21 (jaZice 7 i 8) u odnosu na d34 (jazice 14 i 15).
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Slika 4.20. Agarozna elektroforeza potvrde uklanjanja ribosoma prilikom elucije proteina na Ni-
NTA kromatografiji, 1 - marker Generuler 1kb ladder, 2 - d21 frakcija nevezanih proteina, 3 - d21
frakcija ispranih proteina 1, 4 - d21 frakcija ispranih proteina 2, 5 - d21 frakcija elucije 1, 6 - d21

frakcija elucije 2, 7 - d34 frakcija nevezanih proteina, 8 - d34 frakcija ispranih proteina 1, 9 - d34

frakcija ispranih proteina 2, 10 - d34 frakcija elucije 1.

Kako bi potvrdili da je ribosom, odnosno rRNA djelomi¢no disocirala s proteina uvodenjem
pufera za ispiranje izvedena je agarozna elektroforeza (Slika 4.20.) na temelju koje se vrlo
dobro uo€ava kako je rRNA prisutna u frakcijama nevezanih proteina (jazice 2 i 7). U
ostalim frakcijama, 3-6 i 8-10, nema prisutnosti nukleinskih kiselina. 1z svega navedenog
moze se zakljugiti da su novo uvedeni pufer za ispiranje i dodatak Tweena20 u pufer za
lizu uspjeli izolirati ve€u koli€¢inu proteina iz stanica te istovremeno poboljSati Cistocu
proteina mtSerRS d21 i d34.

4.9.2.3. Optimizacijaionske izmjene na kromatografskom sustavu AKTA

Kromatografija na Ni-NTA agarozi nema dovoljno finu gradaciju elucije molekula vezanih
na kolonu pa kako bi uzorak proteina bio jos CiS¢i za kineti¢ku analizu, iSlo se u daljnju
proceduru na kromatografskom sustavu AKTA slabom ionskom (anionskom) izmjenom na
koloni MonoQ HR 10/10. Probni program ionske izmjene isproban tijekom 2015. na
hcitSerRS se odvijao prema slijede¢im koracima: 0% B (v/v), skok na 40% B (v/v), skok
na 50 % B (v/v) te skok 100% pufera B (v/v). Prvo je optimiran sustav elucije na AKTA-i

na uzorcima proteina mtSerRS d34 i d21 nakon Ni-NTA agrozne kromatografije.
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Slika 4.21. Kromatogram prociS¢vanja proteina d34 na sustavu AKTA u koracima: 0% B (v/v), skok
na 40% B (v/v), skok na 50 % B (v/v) te skok 100% pufera B (v/v). Zelena linija predstavija
provodnost (koncentracija pufera B, raspon koncentracije soli je od 30 mmol dm-= do 1 mol dm-3),
crvena linija apsorbanciju pri 260 nm (koristi se preferentno za asignaciju/pracenje udjela
nukleinskih kiselina), plava linija apsorbanciju pri 280 nm (koristi se preferentno za

asignaciju/praéenje udjela proteina).

Rezultati proCiS¢vanja mtSerRS d34 su pokazali slijedece (Slika 4.21.): frakcije 27 - 29
eluirane pri 40% B (v/v) sadrze Zeljeni protein te bi daljnjom optimizacijom bilo pozZeljno
isprobati razdvoijiti protein od zaostale nukleinske kiseline u istim frakcijama. Razdvajanje
frakcija proteina i proteina s vezanim ribosomom je uspjeSno provedeno. Frakcije 53 i 54
sadrze dio proteina koji ima vezane ribosome i u tim ¢e se frakcijama pri 100%
koncentracije pufera B (v/v) eluirati ribosomi §to e dodatno poboljsati Cistoéu proteina.
Na temelju ovih opazanja, pretpostavilo se da bi se trebala optimirati anionska izmjena

oko 40% koncentracije pufera B (v/v).

Kromatogram prociS¢vanja proteina mtSerRS d21 je imao sli¢an sastav frakcija samo $to
je proteina bilo u puno manjim prinosima (Slika 4.22., jaZice 7 -11) te zbog toga u daljnjem

radu varijanta mitohondrijskog proteina SerRS d21 nije vise koristena.
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Slika 4.22. Poliakrilamidna gel-elektroforeza u pristunosti SDS-a nakon ionske izmjene na sustavu
AKTA za uzorak proteina d34 (s koracima: 0% B (v/v), skok na 40% B (v/v), skok na 50% B (v/v)
te skok 100% pufera B (v/v)). 1 - marker Precision Plus Protein Standards Dual, 2 - koncentrirani
uzorak proteina d34 nakon afinitetnog proc€iS¢avanja na Ni-NTA agarozi, 3 - frakcija 7, 4 - frakcija
27, 5 - frakcija 28, 6 - frakcija 53, 7 - koncentrirani uzorak proteina d21 nakon afinitetnog
prociS¢avanja na Ni-NTA agarozi, 8 - frakcija 5, 9 - frakcija 18, 10 - frakcija 56, 11 - frakcija 67.
Protein od interesa mtSerRS d34 je obiljezen strelicom.

Kao sliedeéa optimizacija ionske izmjene proteina d34 mtSerRS napravljen je sljedeci
program s naglaskom na optimizaciju kromatografije pri 40% pufera B (v/v): linearni
gradijent od 5 - 40% pufera B (v/v) te skok na 100% pufera B (v/v).
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Slika 4.23. Kromatogram proci§¢avanja proteina d34 na sustavu AKTA u koracima: linearni
gradijent od 5 - 40% pufera B (v/v) te skok na 100% pufera B (v/v). Zelena linija predstavija

provodnost (koncentracija pufera B, raspon koncentracije soli je od 30 mmol dm-3 do 1 mol dm-3),
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crvena linija apsorbanciju pri 260 nm (koristi se preferentno za asignaciju/pracenje udjela
nukleinskih kiselina), plava linijja apsorbanciju pri 280 nm (koristi se preferentno za

asignaciju/praéenje udjela proteina).

Rezultati pro€iS¢avanja (Slika 4.23.) pokazali su sljedece: uzorak proteina imao je dva
uocljiva podrudja; jedan od 53. do 70. frakcije pri linearnom gradijentu 5 - 40% pufera B
(v/v), a drugi u frakcijama 72 — 73 pri 100% pufera B (v/v). Frakcije 53 - 70 sadrze protein,
medutim vrlo male koncentracije proteina. Kao i u prethodnoj kromatografiji, u frakcijama
72 - 73 pri 100% pufera B (v/v) se nalazi protein vezan za ribosom. Zaklju¢eno je da nagli
skok na 5% pufera B (v/v) preblagi kako bi se protein eluirao u par frakcija, a ne razvukao
u 10-ak istih (frakcije 53 - 70). Uzorci su analizirani SDS elektroforezom (Slika 4.25.).

Prema rezultatima prethodnih kromatografija, napravljen je novi program procis¢avanja
proteina: 0% B (v/v), skok do 30% B (v/v), linearni gradijent 30 - 60% B (v/v) te skok do
100% pufera B (v/v).
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Slika 4.24. Kromatogram prociS¢avanja proteina d34 na sustavu AKTA u koracima: 0% B (v/v),
skok do 30% B (v/v), linearni gradijent 30 - 60% B (v/v) te skok do 100% pufera B (v/v). Crvena
linija predstavlja apsorbanciju pri 260 nm (koristi se preferentno za asignaciju/pra¢enje udjela
nukleinskih kiselina), a plava linijja apsorbanciju pri 280 nm (koristi se preferentno za
asignaciju/praéenje udjela proteina).

Ovom optimizacijom (Slika 4.24.) uoCeno je da se protein eluira oko 30% pufera B (v/v) u
frakcijama 18 - 22, a i da je odvojen vecéeg dijela nukleinske kiseline u frakciji 19. U
frakcijama 67 i 68, kao $to je i oekivano, je ribosom s proteinom. Uzorci su analizirani
SDS elektroforezom (Slika 4.25.).
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Slika 4.25. SDS kromatografija gel frakcija ionskih izmjena na sustavu AKTA proteina d34. 1 -
marker Precision Plus Protein Standards Dual, 2 - po¢etni uzorak proteina d34 za program linearni
gradijent od 5 - 40% pufera B (v/v) te skok na 100% pufera B (v/v), 3 - frakcija 57, 4 - frakcija 58, 5
- frakcija 60, 6 - frakcija 61, 7 - frakcija 72, 8 - frakcija 73, 9 - po€etni uzorak proteina d34 za program
0% B (v/v), skok do 30% B (v/v), linearni gradijent 30 - 60% B (v/v) te skok do 100% pufera B (v/v),
10 - frakcija 18, 11- frakcija 19, 12 - frakcija 20, 13 - frakcija 21, 14 - frakcija 22, 15 - frakcija 67.

Prema slici 4.25. u prvom nacinu ionske izmjene programom (linearni gradijent od 5 - 40%
pufera B (v/v) te skok na 100% pufera B (v/v)) : jaZice 3 - 6 sadrze protein, dok jazZice 7 i
8 takoder imaju protein (ali s vezanim ribosomom) u manjoj koli€ini. U drugom nacinu
ionske izmjene programom (0% B (v/v), skok do 30% B (v/v), linearni gradijent 30 - 60%
B (v/v) te skok do 100% pufera B (v/v)): jazice 10 - 14 sadrze puno vecu koli¢inu proteina,
dok jazica 15 o€ekivano ima vrlo malu koli¢inu proteina od interesa. Za konaénu provjeru
analiziran je spektar uzorka (Slika 4.26.) nakon koncentriranja proteina iz frakcija 19 - 22

iz drugog programa ionske izmjene.
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Slika 4.26. Spektrofotometrijska analiza uzorka proteina d34 na Nanodropu 1000 nakon ionske
izmjene na sustavu AKTA u koracima: 0% B (v/v), skok do 30% B (v/v), linearni gradijent 30 - 60%
B (v/v) te skok do 100% pufera B (v/v).
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Na slici 4.26. se moze vidjeti da je apsorbancija pri 260 nm puno manja nego pri pocetnoj
kromatografiji na Ni-NTA agarozi i da je masena koncentracija proteina puno veca (19,54
mg ml?). Takoder, u prilog ide omjer apsorbancija 260/280 = 0,86. Iz svih rezultata,
program u koracima skok 0% B (v/v), skok do 30% B (v/v), linearni gradijent 30 - 60% B

(v/v) te skok do 100% pufera B (v/v) je dobar program ionske izmjene.

Novim programom u koracima: 0% B (v/v), skok do 5% B (v/v), skok do 30% B (v/v) i skok
do 100% pufera B (v/v) (Slika 4.27.) optimirana je ionska izmjena prociS¢avanja uzorka
humanog mitohondrijskog proteina d34 metodom FPLC te je primjenjena na vece

volumene staniénih kultura.

B
1004

0
S0
o
50
Al
40

30

204
10

0 & i 1* & &

Slika 4.27. Kona¢na shema programa procCiS§€avanja na kromatografskom sustavu AKTA proteina
mtSerRS.

4.9.2.4. Pro¢iSéavanje humane mitohondrijske SerRS optimiranim metodamaiz 4

| kulture stanica E. coli

Za vece koli€ine proteina potrebne za daljnji nastavak projekta, uzgojeno je 4 | bakterijske
kulture transformirane Zeljenim vektorom, te je proteinski ekstrakt iz stanica E. coli dobiven
sonikacijom. Zbog vecéih koli€ina proteina izmjenjena je kromatografija na Ni-NTA agarozi;
kolona je napunjena s 10 ml Ni-NTA agaroze, isprana sa 100 ml ReH,O, 90 ml pufera za
lizu stanica, nanesen je supernatant nakon sonikacije i centrifugiranja, kolona je isprana
s 200 ml pufera za lizu stanica, dodano je 40 ml pufera za ispiranje te su proteini eluirani
puferom za eluiranje proteina u obrocima od 10 ml. Eluati koncentrirani u centrikonu

razdvojeni su dalje na kromatografskom sustavu AKTA.
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Slika 4.28. Kromatogram procid¢avanja proteina d34 iz 4 | bakterijske kulture na sustavu AKTA u
koracima: 0% B (v/v), skok do 5% B (v/v), skok do 30% B (v/v) i skok do 100% pufera B (v/v).
Zelena linija predstavlja provodnost (koncentracija pufera B, raspon koncentracije soli je od 30
mmol dm=3 do 1 mol dm-), crvena linija apsorbanciju pri 260 nm (koristi se preferentno za
asignaciju/praéenje udjela nukleinskih kiselina), plava linija apsorbanciju pri 280 nm (koristi se
preferentno za asignaciju/pracenje udjela proteina).

Iz slike 4.28. protein je eluiran na predviden nacin temeljeno na proslim kromatografijama.
Uzorak proteina iz frakcija 40 - 46 je prikupljen i koncentriran u centrikonu te pospremljen

na -80 °C u pufer pogodan za €uvanje proteina od interesa. Taj uzorak je upotrebljen za
kinetiCke analize.
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Slika 4.29. Spektrofotometrijska analiza uzorka proteina mtSerRS d34 iz 4 | kulture na Nanodropu
1000 nakon ionske izmjene na sustavu AKTA u koracima: 0% B (v/v), skok do 5% B (v/v), skok do

30% B (v/v) i skok do 100% pufera B (v/v).

Slika 4.29. potvrduje Cisto¢u uzorka eluiranog proteina mtSerRS d34 (y = 8,03 mg ml?)
te omjera apsorbancije 260/280= 0,71. Kao konaénu potvrdu &istoce mitohondrijskog
proteina mtSerRS d34 provedena je elektroforeza u gelu akrilamida u prisutnosti SDS-a

(SDS-PAGE) (Slika 4.30.).
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Slika 4.30. SDS elektroforeza Cistih proteina, 1 - marker Precision Plus Protein Standards Dual, 2
- marker SeeBlue Plus2 Pre-stained Protein Standard, 3 - SerRS iz bakterije E. coli, 4 - humana

citosolna SerRS, 5 - humana mitohondrijska SerRS d34.
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4.10. Aktivhost mtSerRS i citSerRS u reakciji aktivacije i aminoacilacije serina i
BMAA

Kako bi se ispitala aktivnost enzima, prvo je istrazivana aktivacija aminokiseline reakcijom
ATP-PPiizmjene. Reakcijska smjesa je uz odgovaraju¢u SerRS sadrzavala 100 mmol dm-
3 HEPES pH 7,5, 20 mmol dm MgCl,, 10 mmol dm=2 NaCl, 4 mmol dm= ATP, 1 mmol
dm= NaPP; (smjesa radioaktivnog i neradioaktivnog), 5 mmol dm= DTT, 0,25 mmol dm
L-serin ili 50 mmol dm2 BMAA, te je nakon 5, 10, 15, 20 i 25 minuta zaustavljena dodatkom
alikvota reakcijske smjese od 1,5 ul u 3 ul otopine za zaustavljanje reakcije koja je
sadrzavala natrijev acetat (c=500 mmol dm3) i SDS (¢=0,1 %). Nakon toga je 1,5 pl
zaustavljene reakcijske smjese naneseno na polietileniminske plocice za tankoslojnu
kromatografiju (Slika 4.31).
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Slika 4.31. Kromatogram nakon tankoslojne kromatografije uzoraka aktivacije L-serina i BMAA
ATP/PP; izmjenom razli€itih reakcijskih smjesa obzirom na enzim i njegovu koncentraciju (Ec =

SerRS iz E. coli, citSerRS = humana citosolna SerRS, mtSerRS = humana mitohondrijska SerRS).

Nakon inkubacije u puferu za razvijanje (c = 750 mmol dm= kalijev dihidrogenfosfat
pH=3,5 ic =4 mol dm= ureja) i dodatne obrade, za svaku od reakcija su odredeni graficki

prikazi nastanka [*?P]JATP pri odredenim koncentracijama enzima (Slika 4.32.-4.34.).
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Slika 4.32. Ovisnost koncentracije [32P]ATP u vremenu tilekom aktivacije L-serina i BMAA enzimom
SerRS-om iz E.coli i u reakciji bez dodane aminokiseline (c=0,1 umol dm-u reakciji sa L -serinom,

c=2 uymol dm-3u reakciji s BMAA, c=2 uymol dm- u reakciji bez dodane aminokiseline).
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Slika 4.33. Ovisnost koncentracije [32P]ATP u vremenu tijekom aktivacije L-serina i BMAA enzimom
humanom citSerRS i u reakciji bez dodane aminokiseline (c=1 pmol dm-2u reakciji sa L-serinom,

c=2 ymol dm-3u reakciji s BMAA, c=2 umol dm- u reakciji bez dodane aminokiseline)

74



Humana mtSerRS

600

Bez aminokiseline
500

BMAA
400

Serin

N
o
o

¢ ([*?P]ATP) /umol dm-3
w
o
S}

[Eny
o
o

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

t/min

Slika 4.34. Ovisnost koncentracije [32P]JATP u vremenu tijekom aktivacije L-serina i BMAA,
humanom mtSerRS i u reakciji bez dodane aminokiseline (c=1 ymol dm-3u reakciji sa L -serinom,

c=2 uymol dm-3u reakciji s BMAA, c=2 umol dm-u reakciji bez dodane aminokiseline).

Na temelju grafickih prikaza zaklju€eno je da su svi enzimi aktivni jer aktiviraju svoju
pripadnu aminokiselinu L-serin (Slika 4.32., 4.33., 4.34.). Rezultati ukazuju na to da
humana citSerRS i SerRS iz E.coli aktiviraju BMAA brzinom oko 0,006 s &to je vrlo mala
brzina. U reakciji s humanom mtSerRS je primjecena vrlo slaba aktivacija medutim ona

nije mogla biti kvantificirana zbog kontaminacije s pripadnim seril-adenilatom (Slika 4.34.).

Aktivnost enzima i funkcionalnost procisc¢enih tRNA preliminarno je istrazena i u reakciji
aminoaciliranja. lzabrani uvjeti u poglavlju 3.2.3.10. ne odgovaraju mjerenju brzine
aminoaciliranja ve¢ akceptorskoj aktivnosti hcit tRNAS®aga i hmt tRNAS®'rgs Reakcija je
pracena preko tRNA obiliezene s %P na 3'-terminalnom nukleotidu. Vremenske tocke
uzete su na 15, 30 i 60 minuta. Na slici 4.35. prikazane su srednje vrijednosti tih triju
mjerenja jer nije bilo sistemskih razlika u tim toCkama.
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Slika 4.35. Graficki prikaz rezultata analize aktivnosti humane citSerRS i mtSerRS u reakciji
aminoaciliranja pripadne tRNASe" aminokiselinom L-serin (0,2 mmol dm-3) ili BMAA (40 mmol dm-3).
0 je negativna kontrola bez dodane aminokiseline. Hcit tRNAS®'aca aminoacilirana je s 1 ymol dm-3
citSerRS, a hmt tRNAS®rga s 1 pmol dm mtSerRS.

Iz rezultata (Slika 4.35.) je vidljivo da su obje tRNA funkcionalne te da se djelomi¢no mogu
aminoacilirati  pripadnom  aminokiselinom L-serin  (stupci hcitSerRS+Serin |
hmtSerRS+Ser). Takoder, vidljivo je i da enzimi humana citSerRS i mtSerRS prenose
neproteinogenu aminokiselinu BMAA na pripadne tRNAS® (stupci hcitSerRS+BMAA i
hmtSerRS+BMAA). Kao kontrolu da je uistinu BMAA bila prenesena, a ne L-serin koiji je
eventualno bio kopurificiran s enzimom, napravijene su reakcije s vodom (stupci
hcitSerRS+0 i hmtSerRS+0) kod kojih nije doSlo do aminoacilacije tRNA.
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5. Rasprava
5.1. Kloniranje i in vitro transkripcija humane citosolne tRNAS®,ca i humane

mitohondrijske tRNAS®1ga

Naruceni sintetski oligonukleotidi za hcit tRNAS®aca i hmt tRNAS® 164 su komplementarno
spojeni i ugradeni u plazmidni vektor pUC18 izmedu mjesta za restrikcijske endonukleaze
EcoRl i BamHI. Za umnazanje rekombinantnog plazmida koriStene su bakterije E. coli soja
DH5a. Uspjesnost ugradnje tRNAS®" gena u pUC18 provjerena je metodom plavo bijele
selekcije koja se pokazala vrlo korisna iako je tRNA insert vrlo male veli€ine (119 nt za
hcit tRNAS®'sca | 107 nt za hmt tRNAS®1c,) | ponekad je moguca aktivnost B-galaktozidaze
zbog nepotpune inaktivacije gena lacZ. Metoda je vrlo brza i sluZila je za odabir ispravnih
kolonija za daljnje metode provjere ugradnje gena u plazmid pUC18. Na plazmidima s
ugradenim hmt tRNAS®'rg, insertom izoliranih iz bijelih kolonija dobivenih plavo bijelom
selekcijom napravljena je restrikcijska analiza s Nsil koja se temeljila na tome da sam
vektor nema restrikcijsko mjesto za Nsil, a hmt tRNAS®'1g4 insert na svom 3” kraju ima.
Stoga se na gelu moglo odrediti koji plazmid ima ugradeni hmt tRNAS®'rgA gen jer je takav
plazmid bilo moguce pocijepati s Nsil, odnosno linearizirati plazmid. Linearizirani i
cirkularni oblik plazmida putuju kroz agarozni gel razli¢itim nacinima jer je cirkularni
plazmid puno kompaktniji i lakSe se provlaéi kroz pore gela te putuje brze kroz gel za
razliku od lineariziranog plazmida. lako se restrikcijskom analizom potvrdilo da odabrani
plazmidi imaju ugraden insert hmt tRNAS®tga, ipak se dodatno u jo$ jednoj provjeri
umnozilo gene PCR-om na plazmidima i dobivene PCR produkte analiziralo agaroznom
gel elektroforezom pri éemu su dijelovi umnoZenog plazmida s ugradenim hmt tRNAS®tga
insertom bili dulji od umnozenog dijela praznog vektora te su putovali sporije kroz gel. Za
provjeru ugradnje gena za hcit tRNAS®,ca Se, osim plavo bijele selekcije, koristio i
kolonijski PCR koji se proveo i na plavim i na bijelim kolonijama. Umnozeni PCR produkti
su analizirani na agaroznom gelu istim principom kao i hmt tRNAS®'tca. Rezultati dobiveni
kolonijskim PCR-om su vecéinom bili u skladu s rezultatima plavo-bijele selekcije. Na
sekvenciranje su poslani plazmidi puC18 s ugradenim genom za tRNAS® da bi se
provjerilo da li je replikacija tRNAS®" gena u plazmidu unutar domacina E. coli soja BL21
bez greSaka odnosno da je sekvenca jednaka naru¢enim sintetskim oligonukleotidima. Za
hcit tRNAS®'sca poslano je Cetiri uzorka i za hmt tRNAS®g, tri. Od tri plazmida s toénom
sekvencom za hcit tRNA®®sga i dva plazmida s to¢nom sekvencom gena za hmt
tRNAS®1c5 odabrana su po dva za svaku tRNAS®" za transkripciju in vitro. Vektor pUC18 s
ugradenim genom za tRNAS®" se morao linearizirati endonukleazom Nsil kako bi T7 RNA-
polimeraza prepisivala samo gen za tRNAS®". Nakon postavljanja transkripcije in vitro i

analize na poliakrilamidnom gelu uz prisustvo ureje hmt tRNAS®1ca je dala debelu vrpcu
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Ciji polozaj odgovara njenoj veli€ini od 22,6 kDa. Medutim, vrpca prvog uzoraka hcit
tRNAS®scA je bila izrazito slaba, ali na dobrom poloZaju na gelu koji odgovara njenoj
molekulskoj masi od 25,8 kDa. Za drugi hcit tRNAS®'sca uzorak nije bilo vrpce. U cilju
poboljSanja prinosa hcit tRNAS®sc transkripata provedene su probne transkripcije u
kojima je variran sastav transkripcijske smjese. U smjesama je varirana koncentracija
magnezijevog acetata (10, 20 i 30 mmol dm). U optimizaciju je dodan u jednu reakciju
HEPES, organski kemijski pufer koji se u biokemiji koristi za odrzavanje fizioloSkog pH, i
neionski detergent Tween20. Takoder su koriStene dvije razliCite anorganske
pirofosfataze, jedna s i druga bez amonijeva sulfata. Probne transkripcije su ukazale na
to da je dodatno prociSéavanje kalupa za transkripciju hcit tRNAS®",ca poveéalo prinos
transkripta. Najmaniji prinos transkripata je bio u reakciji koja je sadrzavala Tween20 zbog
mogucih negativnih interakcija s T7 RNA-polimerazom. Od upotrebljenih koncentracija
magnezijevog acetata sve su rezultirale dobrim prinosom transkripata, malo veéi prinos je
bio pri koncentraciji od 20 mmol dm3. Dobiveni transkripti su proci§éeni iz transkripcijske
smjese i njihova cjelovitost je analizirana na poliakrilamidnom gelu u prisustvu ureje. Na
gel su nanesene i dvije kontrole arhejske tRNA*Y i tRNAS®" u tri serije tako da svaka serija
za svaku tRNA ima istu koncentraciju kako bi provjerili to¢nost izmjerenih koncentracija
hcit tRNAS®sca i hmt tRNAS®164 na Nanodrop 1000. Ako je koncentracija dobro izmjerena
oCekivao se jednaki intenzitet vrpci u serijama tRNA s istim koncentracijama. Serija vrpci
dobivenih hmt tRNAS®'t, je bila ne$to manjeg intenziteta u odnosu na istu seriju kontrolnih
tRNA Sto djeluje da je koncentracija Zeljenog transkripta izmjerena na Nanodrop 1000
vec¢a nego &to realno jest. Razlog je Sto spektrofotometar mjeri ukupnu koncentraciju
nukleinskih kiselina u uzorku, a kod uzorka hmt tRNAS®'tg postoje i male koli¢ine kracih
transkripata koje pridonose izmjerenoj koncentraciji. Intenzitet vrpci hcit tRNAS® s ca S€
poklapao s intenzitetom vrpci kontrola $to znadi da je njena koncentracija vrlo to¢no

izmjerena na Nanodrop 1000.

5.2. Predikcija signalne sekvence humane mtSerRS

Mitohondrijska seril-tRNA-sintetaza je kodirana jezgrinim genomom te se nakon sinteze
na ribosomima u citoplazmi peptidnim signalnim slijedom na N-kraju usmjerava prema
mitohondriju. Kako bi se dobio kineti¢ki aktivan enzim, enzim je eksprimiran u domacinu
E. coli soja BL21 tako da ne sadrzi N-terminalni peptidni slijed koji sluzi kao signalna

sekvenca. Sekvenca proteina preuzeta je s NCBI baze podataka (Prilog 5.).

Za predikciju N-terminalne signalne sekvence koridteni su serveri za predikciju
mitohondrijskih ciljnih sekvenci i podaci iz doktorske disertacije doc. dr. sc. Jasmine Rokov

Plavec. Target P1.1 Server sluzi za predvidanje unutarstani¢ne lokalizacije eukariotskih
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proteina. Temelji se na prisutnosti bilo kakve N-terminalne presekvence medu kojima je i
mitohondrijski ciljni peptid. Ako se za neku sekvencu predvidi da sadzi N-terminalnu
presekvencu server predlaze potencijalno mjesto cijepanja. Predvideno mjesto cijepanja
za humanu mtSerRS ovim serverom je 34, odnosno iza 34. aminokiseline u kompletnoj
proteinskoj sekvenci. Yoshinori MitoFates server za predikciju sekvenci ,osim klasi¢nih
karakteristika signalnih sekvenci kao 5to su aminokiselinski sastav i fizikalno-kemijska
svojstva, koristi i karakteristike kao &to su pozitivno nabijena amfifiinost i motivi
presekvence za predikciju mjesta cijepanja. Predvideno mjesto cijepanja za humanu
mtSerRS ovim serverom je 33, odnosno iza 33. aminokiseline. Sli¢nim svojstvima se vode
i ostali serveri koji su koriSteni za predikciju N-terminalne signalne sekvence. Server
MitoProt 1l v1.101 je previdio mjesto cijepanja iza 21. aminokiseline, server PSORT Il iza
31. aminokiseline, s server Tpred 2.0 je dao istu veli€¢inu signalne sekvence kao i Target
P.1.1. Jos dvije duljine signalne sekvence su predvidene sravnjenjem proteinskih sekvenci
humane mtSerRS i SerRS iz E. coli i B. taurus Cije su signalne sekvence poznate.
Signalna sekvenca predvidena sravnjenjem sa SerRS iz E. coli iznosila je 56

aminokiselina, a s B. taurus 29 aminokiselina.
5.3. Indukcija ekspresije varijanata mtSerRS d21 i d34

Pocetni vektor pOTB7 u kojem je bila prisutna cDNA mtSerRS nije bio pogodan za
prekomjernu ekspresiju proteina. Kako bi protein bio nadeksprimiran i imao
heksahistidinski priviesak, cDNA gena je skra¢ena (ovisno o veziji mtSerRS) u PCR-u i
ugradena u vektor pProEX HTb izmedu mjesta za restrikcijske endonukleaze BamHI i
Sall. Nakon toga je vektor unesen u stanice E. coli soja BL21(DE3). Tijekom indukcije
ekspresije proteina in vivo IPTG-om zakljuéeno je da je najbolji prinos proteina bio pri
ODs00=0,6-0,8 uz minimalnu koli€inu IPTG-a, a ne u standardnim uvjetima pri ODgoo=1 i

relativno visokim koncentracijama IPTG-a kako je bilo odredeno za mnoge druge proteine.
5.4. ProciSéavanje d21 i d34 SerRS kromatografskim metodama

Posto je vecina izvora predikcije signalne sekvence predvidjela duljinu od 34
aminokiseline, prvo je ta verzija proteina prociSéena. Prilikom proci§¢avanja proteina od
interesa iz staniCnog izolata E. coli doSlo je do puno neocekivanih situacija. Prilikom
pocetne kromatografije na Ni-NTA agarozi, nakon sonikacije bakterija najveci dio proteina
je zaostao u talogu u inkluzijskim tijelima Sto je znacCilo da je trebalo na dodatan nacin
modifikacijom sastava pufera za kromatografiju. U pufer za lizu (sadrzi 10 mmol dm
imidazol) je dodan Tween20 kako bi se efikasnije lizirale bakterijske stanicne membrane

i, ako je moguce, otopila inkluzijska tijela. Time je postignuto da je veca koliina proteina
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bila u supernatantu. Takoder je sljedeéi problem postao vidljiv prilikom prvog
proCiScavanja spektrofotometrijskom analizom spektra. UoCeno je da je zaostala velika
koli¢ina nukleinskih kiselina u uzorku proteina. Elektroforezama je pokazano da je
nukleinska kiselina bila rRNA te da je uzorak proteina imao vezane cijele ribosome 70S -
veliku i malu podjedinicu. Uzrok vezanja ribosoma na protein d34 je nepoznat, ali postoje
podatci u literaturi da neke arhejske seril-tRNA-sintetaze vezu ribosome (Godinic-Mikulcic,
dodan pufer za ispiranje koji je sadrzavao ¢ = 100 mmol dm Tris-HCI pH=8,0 ¢ = 1,75
mol dm natrijev klorid, ¢ = 1 mol dm urea, ¢ =10 % glicerol, ¢ = 30 mmol dm imidazol
i ¢ =5 mmol dm* B-merkaptoetanol. Navedene komponente ometaju interakcije drugih
proteina u stani€nom ekstraktu s proteinom od interesa te interakcije nezeljenih proteina

s kolonom. Nakon ovih modificiranih koraka uzorak proteina bio je €iS¢i i koncentriraniji.

Kako bi se frakcije koncentriranog proteina dodatno prodcistile, koriStena je anionska
kromatografija na kromatografskom sustavu AKTA. Probni program ionske izmjene
isproban tijekom 2015. godine na citosolnom proteinu SerRS se sastojao od nekoliko
koraka prema odnosu koncentracije pufera A i B te se elucija odvijala prema sljede¢em
programu: 0% B (v/v), skok na 40% B (v/v), skok na 50 % B (v/v) te skok 100% pufera B
(v/v). Ovim programom prociS¢avanja proteina Zeljelo se uociti u kojim frakcijama ¢e se
dio proteina vezan na ribosom eluirati i odvojiti od Cistog proteina. U dvije frakcije pri 100%
pufera B (v/v) nalazio se protein koji ima vezane ribosome. Prema tome, tijekom svih
kromatografija pri ionskoj jakosti 100% pufera B (v/v) uvijek ¢e se eluirati ribosomi.
Optimiranjem kromatografije d34 mtSerRS, sve daljnje elucije su optimirane oko 40%
pufera B (v/v) kako bi se §to viSe mogao razlu€iti protein od nukleinske kiseline koja se
prociS¢avala u istim i/ili bliskim frakcijama. Daljnja elucija u koracima linearni gradijent 5
- 40% pufera B (v/v) te skok na 100% pufera B (v/v) se nije pokazala najboljom jer nagli
skok na 5% pufera B (v/v) je preblagi kako bi se protein eluirao u dvije-tri frakcije, a ne
razvukao u 10-ak istih. Takoder je isproban program u koracima 0% B (v/v), skok do 30%
B (v/v), linearni gradijent 30 - 60% B (v/v) te skok do 100% pufera B (v/v). Konacni program
0% B (v/v), skok do 5% B (v/v), skok do 30% B (v/v) i skok do 100% pufera B (v/v) se

pokazao najpogodnijim za proci§¢avanje proteina.

Tijekom cijelog rada verzija proteina d21 hmtSerRS je uvijek imala maniji prinos. Smatrano
je da je duljina signalne sekvence od 21 aminokiseline presudna za tercijarnu strukturu
proteina te da je zato protein d21 bio manje topljiv i nestabilniji od verzije d34. Stanice E.
coli su zbog toga vjerojatno proizvodile manju koli€inu tog proteina. lako su geni za verzije

proteina d29, d33 i d56 bili ugradeni u vektore, nisu bili nadeksprimirani jer se zakljucilo
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da je varijanta proteina d34 u prinosu i Cisto¢i zadovoljavajuc¢a za kinetiCke eksperimente

i vrlo vjerojatno najbolja verzija enzima.
5.5.  Aktivhost humane mtSerRS i citSerRS u reakciji aktivacije i aminoacilacije

Kao §to je navedno u uvodu, neproteinogene aminokiseline su aminokiseline koje ne grade
proteine, ali postoje u stanici kao intermedijeri razli€itih bikemijskih puteva, a zbog svoje
sliénosti s proteinogenim aminokiselinama potencijalno se mogu ugradivati u proteine. U
nekim slu€ajevima mistranslatirane neproteinogene aminokiseline uzrokuju proteinsku
agregaciju (Bell, 2009), za Sto se smatra da je uzrok neurodegenerativnih bolesti.
Misaciliranje i ugradnja BMAA u proteine je jedan od uzroka agregiranja funkcionalno
aktivnih proteina te je zbog toga potencijalno jedan od uzroka, izmedu ostalog, amiotroficne
lateralne skleroze (ALS) i Alzheimerove bolesti (Dunlop, 2013). U literaturi je dokazano da
je aktivnost kaspaze-3 reducirana dodatkom L-serina. Takoder, aktivhost lizozima,
odnosno lizosomalnih proteaza katepsina L i B je bila smanjena dodatkom BMAA u
prisutnosti L-serina (Main, 2015). Pretpostavka rada je bila da enzim seril-tRNA-sintetaza
ima ulogu pri misaciliranju humane tRNAS®'s BMAA, odnosno da humana citosolna seril-
tRNA-sintetaza acilira tRNAS®aga s BMAA i/ili da humana mitohondrijska seril-tRNA-
sintetaza acilira tRNAS®tga s BMAA. Prema tome, mistranslacija BMAA na mjesto serinskih
kodona bi se potvrdila prijenosom aktivirane neproteinogene aminokiseline BMAA na hcit
tRNAS® g ili hmt tRNAS 1A

Kao zaklju¢ni dio rada aktivhost humane mtSerRS i citSerRS prvo je analizirana
reakcijama aktivacije L-serina i BMAA mjerene ATP/PP; izmjenom. UocCeno je da svi
proc€is¢eni enzimi nakon prociS¢avanja imaju nesto serina ili seril-adenilata u aktivnom
mjestu. To nije neobi¢no jer enzimi Cesto jesu kopurificirani i kristalizirani s raznim
supstratima i zato je bilo vazno napraviti kontrolu u kojoj u reakcijsku smjesu nije dodan
aminokiselinski supstrat. Ta reakcija je bila negativha kontrola, odnosno izracunata
vrijednost nastanka ATP-a je bila brzina aktivacije serina koji je kopurificiran s enzimom.
Provedbom metode aktivacije aminokiselina mjerene ATP/PP; izmjenom, zaklju€eno je da
su svi enzimi bili aktivni, uklju€ujuci i mitohondrijski enzim d34, &to je, kako je gore
navedeno, provjereno u reakciji sa L-serinom. |z rezultata pokusa zaklju¢eno je da
humana citosolna SerRS i SerRS iz E. coli aktiviraju neproteinogenu aminokiselinu BMAA,
dok humana mitohondrijska SerRS pokazuje vrlo slabu aktivaciju BMAA jer je zaostalo
seril-adenilata u aktivnom mjestu mtSerRS. Smatramo da je u buduc¢em radu potrebno
optimirat aktivaciju BMAA humanom mitohondrijskom SerRS tako da se aktivno mjesto

procisti od seril-adenilata.
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Aktivnhost enzima je provjerna i metodom aminoacilacije L-serina i BMAA. Iz rezultata
pokusa, utvrdeno je da su obje tRNA, hcit tRNAS®sca i hmt tRNAS®1ca funkcionalne. U
reakcijama aminoacilacije BMAA, kao kontrolu da je uistinu BMAA bila prenesena, a ne L-
serin koji je eventualno bio kopurificiran s enzimom, napravljene su reakcije s vodom
(reakcije nazvane 0) kod kojih nije doSlo do aminoacilacije tRNA. Nakon provedenog
preliminarnog pokusa, zaklju¢eno je da enzimi, humana citSerRS i mtSerRS, prenose
neproteinogenu aminokiselinu BMAA na vlastite hcit tRNAS®aca i hmt tRNAS®1ga.
Nastajanje tRNA aminoacilirane s BMAA sugerira da se BMAA ugraduje u proteine na

mjesto L-serina.
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Zakljucak

U ovom radu proizvedene su funkcionalne molekule humane citosolne tRNAS®aga i
humane mitohondrijske tRNAS®tca metodom transkripcije in vitro pod kontrolom T7
promotora.

Dizajnirane su pocetnice za gene humane mtSerRS s zeljenim veli¢inama bez 21, 29,
33, 34 i 56 aminokiselina signalne sekvence (presekvence). Uspjesno su PCR-om
umnozene verzije humane mitohondrijske seril-tRNA-sintetaze na kalupu cDNA.
Metodama rekombinantne DNA tehnike verzije gena za humane mitohondrijske SerRS
su po prvi puta ugradene u ekspresijski vektor pProEX HTb.

Po prvi puta je rekombinatno eksprimirana humana mitohondrijska seril-tRNA-sintetaza
bez signalne sekvence od 21 i 34 aminokiseline u bakterijskim stanicama E. coli soja
BL21.

Prekomjerno eksprimirani protein humana mtSerRS bez signalne sekvence od 34
aminokiseline je bio procidéen iz topljivih frakcija lizata bakterijskih stanica afinitetnom
kromatografijiom na koloni Ni-NTA agaroze i kromatografijom na anionskom
izmjenjivaCu na sustavu FPLC-AKTA.

Potvrdeno je da je humana mtSerRS bez signalne sekvence od 34 aminokiseline
aktivan oblik mitohondrijskog enzima.

Humana citosolna SerRS i SerRS E. coli aktiviraju neproteinogenu aminokiselinu
BMAA, dok humana mitohondrijska SerRS bez signalne sekvence od 34 aminokiseline
vrlo slabo aktivira BMAA.

Nakon provedenog preliminarnog pokusa, zaklju¢eno je da enzimi, humana citosolna
SerRS i mitohondrijska SerRS bez signalne sekvence od 34 aminokiseline, prenose
neproteinogenu aminokiselinu BMAA na vlastite hcit tRNAS®aca i hmt tRNAS®ga.
Nastajanje tRNA aminoacilirane s BMAA sugerira da se BMAA ugraduje u proteine na

mjesto L-serina.
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NajviSe se zahvaljujemo nasim obiteljima i prijateljima na pruZzenoj podrsci i razumijevanju
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9. Sazetak

Priprema humane seril-tRNA-sintetaze i tRNAS® za analizu mistranslacije

serinskih kodona

KATARINA BELACIC | ANJA KOSTELAC

Transfer-RNA (tRNA) su kljuéne molekule u prevodeniju slijeda nukleotida u glasni¢koj-
RNA (mRNA) u slijed aminokiselina u proteinu. Njihova sekundarna struktura ima oblik
djeteline s dobro definiranim veliCinama peteljki i petlji (u parovima baza) te prisutnost
konzerviranih nukleotida na definiranim pozicijama koji &ine identitetne elemente za
prepoznavanje pripadne tRNA od strane aminoacil-tRNA-sintetaza. Kanonska struktura
tRNA je trodimenzionalna struktura u obliku slova L, a temelji se na unutrasnjim, preciznim
i visoko oCuvanim mrezama tercijarnih interakcija. Neke mitohondrijske tRNA imaju
kanonsku strukturu, a druge koje odstupaju od nje se nazivaju 'bizarnim' tRNA. U ovom
radu priredeni su rekombinantni plazmidi za in vitro transkripciju humane citosolne
tRNAS®sca i 'bizarne' humane mitohondrijske tRNAS®rca pod kontrolom jakog T7
promotora. Optmiran je sustav za preparativhu proizvodnju molekula tRNA in vitro

transkripcijom T7 RNA-polimerazom.

Aminoacil-tRNA-sintetaze su enzimi koji kataliziraju nastajanje kovalentne veze izmedu
pripadnog para aminokiseline i tRNA. To¢nost sinteze proteina na razini translacije se
oslanja na toCno prepoznavanje pripadne aminokiseline i pripadne tRNA od strane
aminoacil-tRNA-sintetaze. U odredenim slu€ajevima kada dvije aminokiseline dijele sli¢na
strukturna svojstva, provjera pripadnosti aminokiseline od strane aminoacil-tRNA-sintetaza
moze biti pogreSna Sto dovodi do mistranslacije. Mistranslacija moZe biti uzrokovana
ugradnjom aminokiselina na pogreSno mijesto, odnosno ugradnjom aminokiseline na
mjesto kodona koji ne kodira ugradenu aminokiselinu ili ugradnjom neproteinogene
aminokiseline u peptid. B-N-metilamino-L-alanin (BMAA) je neproteinogena aminokiselina
za koju se pretpostavljalo da se ugraduje umjesto L-serina u humane proteine prilikom
translacije, a smatra se da ugradnja BMAA uzrokuje neurodegenerativne bolesti.
Pretpostavka rada je da humani enzim seril-tRNA-sintetaza ima ulogu pri misaciliranju
humane tRNAS® s BMAA, odnosno da humana citosolna seril-tRNA-sintetaza acilira
tRNAS®,ca S BMAA i/ili da humana mitohondrijska seril-tRNA-sintetaza acilira tRNAS®rga s
BMAA.

Mitohondrijske aminoacil-tRNA-sintetaze su enzimi kodirani jezgrinim genomom,

sintetiziraju se na citosolnim ribosomima i prenose se u mitohondrije. Unos u mitohondrije
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usmjerava signalna sekvenca na N-kraju proteina koja se uklanja pomo¢u mitohondrijskih
enzima. U ovom radu optimiran je sustav za in vivo ekspresiju humane mitohondrijske seril-
tRNA-sintetaze (mtSerRS) u bakteriji E. coli s pet razli€itih predikcija signalne sekvence i
razvijena je metoda prociSCavanja afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi i
kromatografijom na anionskom izmjenjivaCu metodom FPLC. Aktivhost humane
mitohondrijske SerRS i humane citosolne SerRS provjerene su reakcijama aktivacije L-
serina i BMAA. Potvrdeno je da je humana mitohondrijska SerRS bez signalne sekvence
od 34 aminokiseline aktivan oblik mitohondrijskog enzima. Humana citosolna SerRS i
SerRS E. coli aktiviraju neproteinogenu aminokiselinu BMAA, dok humana mitohondrijska
SerRS bez signalne sekvence od 34 aminokiseline vrlo slabo aktivira BMAA. Aktivnost
humane mitohondrijske SerRS i humane citosolne SerRS provjerena je i reakcijama
aminoacilacije L-serina i BMAA. Potvrdeno je da su humana citosolna tRNAS®aca i
mitohondrijska tRNAS®rca funkcionalni oblici tRNA. Nakon provedenog preliminarnog
pokusa, zaklju¢eno je da enzimi, humana citosolna SerRS i mitohondrijska SerRS bez
signalne sekvence od 34 aminokiseline, prenose neproteinogenu aminokiselinu BMAA na
vlastite tRNA - humanu citosolnu tRNAS®sca i humanu mitohondrijsku tRNAS®tga.
Nastajanje tRNA aminoacilirane s BMAA sugerira da se BMAA ugraduje u proteine na

mjesto L-serina.

Kljuéne rijeci: B-N-metilamino-L-alanin (BMAA), humana mitohondrijska seril-tRNA-

sintetaza, mistranslacija, signalna sekvenca, tRNA.
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10. Summary

Preparation of human seryl-tRNA-synthetase and tRNAS® for mistranslation

analysis of serine codons

KATARINA BELACIC | ANJA KOSTELAC

Transfer-RNA (tRNAs) are fundamental actors in the conversion of the nucleotide
sequence in messenger-RNA (mRNA) into the amino acid sequence in protein. Their
cloverleaf-like secondary structure has well-defined characteristics including size of stems
and loops and the presence of a number of conserved nucleotides at the strategic
positions. Canonical tRNA structure is L-shaped 3D structure based on an intricate, precise
and conserved network of tertiary interactions. While some mitochondrial tRNAs show
cloverleaf structures very close to the canonical one, the other are referred to as 'bizarre’
tRNAs. In our research recombinant plasmids have been produced for in vitro transcription
of human cytosolic tRNAS®aca and 'bizarre' human mitochondrial tRNAS®tgs under the
control of T7 strong promotor. Moreover, in vitro transcription has been optimized for
preparative purposes.

Aminoacyl-tRNA synthetases are enzymes that covalently join amino acids with their
cognate tRNAs. Fidelity of protein synthesis at the translational level relies on specific
recognition of cognate amino acid and cognate tRNA by aminoacyl-tRNA-synthetase.
When two amino acids share similar structure, aminoacyl-tRNA-synthetase proofreading
step of cognate amino acid can fail and lead to mistranslation. Mistranslation is caused by
amino acid incorporation in the wrong place in the protein. In other words, it is induced by
amino acid incorporation in the place of codone that does not code for that amino acid or
by incorporation of non-proteinogenic amino acid in the pepetide. p-N-methylamino-L-
alanine (BMAA) is a non-proteinogenic amino acid for which was assumed that
misincorporates instead of L-serine into human proteins during translation and was
believed to be the cause of neurodegenerative diseases. Our research hypothesis states
that human enzyme seryl-tRNA-synthetase plays a significant role in misacilation of human
tRNASe" with BMAA, i.e. that human cytosolic seryl-tRNA-synthetase acylates tRNAS® aga
with BMAA and/or human mitochondrial seryl-tRNA-synthetase acylates tRNAS®1ga with
BMAA.

Mitochondrial aminoacyl-tRNA-synthetases are enzymes coded by the genes in the
nucleus, synthetized on the cytosolic ribosomes and transported to the mitochondria.

Translocation into the mitochondria is guided by the signalling sequence on N-terminus of
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the protein. Signalling sequence is cut by the mitochondrial enzymes once the enzyme has
been translocated in the mitochondria. In this research, in vivo expression of human
mitochondrial seryl-tRNA-synthetase (SerRS) with five different signalling sequences has
been optimized in bacteria E. coli. Furthermore, we developed protein purification on
affinity chromatography Ni-NTA agarose and anion exchange cromatography based on
FPLC method. Activity of human mitochondrial SerRS and human cytosolic SerRS has
been tested by activation of L-serine and BMAA. It has been confirmed that human
mitochondrial SerRS without signalling sequence of 34 amino acids is an active form of
mitochondrial enzyme. Purified human cytoslic and E. coli seryl-tRNA-synthetases activate
BMAA, whereas human mitochondrial SerRS without signalling sequence of 34 amino
acids very poorly activate BMAA. Activity of human mitochondrial SerRS and human
cytosolic SerRS has been tested by aminoacylation with L-serine and BMAA, also. It has
been confirmed that human cytosolic tRNAS®"sca and mitochondrial tRNAS®'rca are active
forms of tRNAs. After running a preliminary test, it has been concluded that enyzmes,
human cytoslic SerRS and mitochondrial SerRS without signalling sequence of 34 amino
acids, transfer non-proteinogenic amino acid BMAA to their own tRNAs - human cytosolic
tRNAS®",ca and mitochondrial tRNAS®tga. The formation of aminoacylated tRNA with BMAA

suggests that BMAA is incorporated in the proteins instead of L-serine.

Keywords: B-N-methylamino-L-alanine (BMAA), human mitochondrial seryl-tRNA-

synthetase, mistranslation, signalling sequence, tRNA.
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PRILOZI

Prilog 1. Sekvenciranje proc¢i§éenih pUC18 vektora s ugradenim hmt tRNAS® 1,

genima

Sravnjenje sekvence pUC18 — hmt tRNAS®1ca 1C s orginalnim, naruéenim sintetskim
oligonukleotidom i rezultat sekvenciranja s oznacenim dijelovima za restrikcijska mjesta u
koja je ugraden gen, EcoRI crvenom i BamHI zelenom bojom slova, promotor ljubi¢astom

i Nsil restrikcijsko mjesto plavom bojom slova.

Sintetska tRNASer(T6A) 1 AATTC-GTCGACTAATACGACTCACTATAGAGAAGGTCACAGAGGTTATGGGATTGGCTT 59
Frrrr rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e

PUC18-tRNASex (T64) 180 AATTCGGTCGACTAATACGACTCACTATAGAGAAGGTCACAGAGGTTATGGGATTGGCTT 121

Sintetska tRNASer (e 60 GAAACCAGTCTGTGGGGGGTTCGATTCCCTCCTTTTTCACCATGCATG 107
Frrrrrrrrrrrrrrrrerr e e et e e e e e

PUC18-tRNASer (T6A) 120 GAAACCAGTCTGTGGGGGGTTCGATTCCCTCCTTTTTCACCATGCATG 73

5 ATATATACATAGCTTCTTAATAAGTCGGAATTAACAATAGCTTGCTAATCAATTAAGATTAATGTGTCGT
CTCTACACGTCTCGAATTAATGAAGAGTAGTTTCCTGATTAAGGAGCCAGCATTTAGGAATGAAAAGAGGAG
ATAGATTAACACTTCCCAGTTTGGAGTGAACGACTTACTCCGAAATGAGATACATACAGCGTGAGTTATGAG
AAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGC
GCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTG
AGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTAC
GGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACC
GTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCG
AGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACA
CAGGAAACAGCTATGACATGATTACGAATTCGGTCGACTAATACGACTCACTATAGAGAAGGTCACAGAGGT
TATGGGATTGGCTTGAAACCAGTCTGTGGGGGGTTCGATTCCCTCCTTTTTCACCATGCAT CTCTAG
AGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTACAACGTCGTGACTGGGARAA 3”7

Prilog 2: Sekvenciranje proc¢i§éenih pUC18 vektora s ugradenim hcit tRNAS® sca

genima

Sravnjenje sekvence pUC18 - tRNAS®,ca 4 s orginalnim, naru¢enim sintetskim
oligonukleotidom i rezultat sekvenciranja s ozna¢enim dijelovima za restrikcijska mjesta
u koja je ugraden gen, EcoRIl crvenom i BamHI zelenom bojom slova, promotor
ljubiCastom i Nsil restrikcijsko mjesto plavom bojom slova.

Sintetska tRNASer(AGR) 1 AATTCGTCGACTAATACGACTCACTATAGTAGTCGTGGCCGAGTGGTTAAGGCGATGGAC 60

pUC18—-tRNASeE (A62) 206 AATTCGTCGACTAATACGACTCACTATAGTAGTCGTGGCCGAGTGGTTAAGGCGATGGAC 147
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Sintetska tRNASer6d g1 TAGAAATCCATTGGGGTTTCCCCGCGCAGGTTCGAATCCTGCCGACTACGCCATGCATG 119

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
PUCL8-tRNASeE (ACA) 146 TAGAAATCCATTGGGGTTTCCCCGCGCAGGTTCGAATCCTGCCGACTACGCCATGCATG 88

5 TATAGAACCGCTCTGTTAGGCTGAGCATGTCTCTCAACCAGCCGAAAGACCGAGCGCAGTGAG
TCATTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGAGCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGAT
TCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTA
ATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTG
TGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGAATTCGTC
GACTAATACGACTCACTATAGTAGTCGTGGCCGAGTGGTTAAGGCGATGGACTAGAAATCCATTG
GGGTTTCCCCGCGCAGGTTCGAATCCTGCCGACTACGCCATGCATGGCGATCCTCTAGAGTCGACCT
GCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGAAAGCCCCCCTTCCT
TAA 3~

Prilog 3: Sekvenciranje prociséenih vektora pOTB7 s ugradenim cDNA mtSerRS

Ispod je prikazano sravnjenje sekvence sa slijedom cDNA mtSerRS nukleotidnih baza
podataka. Legenda sravnjenja: pOTB7 predstavlja sekvenciran slijed, a cDNA je sekvenca
mtSerRS iz genskih baza podataka.

pOTB7 39 GTTCCCGGTCCAAGATGGCTGCGTCCATGGCGCGGCGCTTGTGGCCTTTGCTGACTCGTC 98
Frrrrrerrrrrrerrrrrreerrrrr e et et et

cDNA 1 GTTCCCGGTCCAAGATGGCTGCGTCCATGGCGCGGCGCTTGTGGCCTTTGCTGACTCGTC 60

pOTB7 99 GGGGGTTCCGGCCCCGGGGAGGCTGCATCTCCAACGATAGTCCAAGGAGAAGTTTCACTA 158
FErrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e et et e

CcDNA 61 GGGGGTTCCGGCCCCGGGGAGGCTGCATCTCCAACGATAGTCCAAGGAGAAGTTTCACTA 120

pOTB7 159 CAGAGAAACGAAACCGGAACCTCCTGTACGAGTATGCGCGCGAGGGCTACAGCGCACTCC 218
CONA 121 CAGAGARACGARACCGOAACCTCCTTACEACTATGCGCGCGAGGECTACACCGCACTCS 160
pOTB7 219 CTCAGCTGGACATAGAGCGGTTCTGCGCATGCCCAGAAGAGGCCGCACACGCCCTGGAGC 278
cDNA 181 CTCAGCTGGACATAGAGCGGTTCTGCGCATGCCCAGAAGAGGCCGCACACGCCCTGGAGC 240
pOTB7 279 TCCGCAAGGGGGAGCTGCGCTCGGCGGACCTGCCCGCGATCATCTCGACATGGCAGGAGC 338
cDNA 241 TCCGCAAGGGGGAGCTGCGCTCGGCGGACCTGCCCGCGATCATCTCGACATGGCAGGAGC 300
pOTB7 339 TGAGGCAGCTGCAGGAGCAGATCCGGAGCCTGGAGGAAGAGAAGGCAGCTGTGACTGAGG 398
cONA 301 TOAGGCAGCTGCAGGAGCAGATCCGGAGCCTGOAGGRACAGAAGGCAGCTGTGACTEAGS 360
pOTB7 399 CAGTGCGGGCCCTGCTGGCAAACCAGGACAGTGGTGAAGTGCAGCAGGACCCCAAGTACC 458
CONA 361 CAGTGCGBCCCTECTOOCARMCCAGGACAGTGOTGAACTECAGCAGGACCCCARGTACS 420
pOTB7 459 AGGGTCTGCGGGCACGTGGCCGGGAGATCCGGAAGGAGCTTGTTCACCTGTACCCCAGGG 518
CcDNA 421 AGGGTCTGCGGGCACGTGGCCGGGAGATCCGGAAGGAGCTTGTTCACCTGTACCCCAGGG 480

pOTB7 519 AGGCCCAGCTTGAGGAGCAGTTCTACCTGCAGGCGCTGAAGCTGCCCAACCAGACCCACC 578



cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7
cDNA
pOTB7

cDNA

481

579

541

639

601

699

661

759

721

819

781

879

841

939

901

999

961

1059

1021

1119

1081

1179

1141

1238

1201

1296

1261

AGGCCCAGCTTGAGGAGCAGTTCTACCTGCAGGCGCTGAAGCTGCCCAACCAGACCCACC

CAGACGTGCCCGTCGGGGATGAGAGCCAGGCTCGAGTGCTCCACATGGTCGGAGACAAGC

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e e e e e e e e
CAGACGTGCCCGTCGGGGATGAGAGCCAGGCTCGAGTGCTCCACATGGTCGGAGACAAGC

CAGTTTTCTCCTTCCAACCTCGGGGCCACCTGGAAATTGGCGAGAAACTCGACATCATCC

FErrrrrrrrrrrrr et er e e e et e e e et e e e e e e e
CAGTITTTCTCCTTCCAACCTCGGGGCCACCTGGARATTGGCGAGAAACTCGACATCATCC

GTCAGAAGCGCCTGTCCCACGTGTCTGGCCACCGGTCCTATTACCTGCGCGGGGCTGGAG

FErrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e e err e e e e e e e e e e
GTCAGAAGCGCCTGTCCCACGTGTCTGGCCACCGGTCCTATTACCTGCGCGGGGCTGGAG

CCCTCCTGCAGCACGGCCTGGTCAACTTCACATTCAACAAGCTTCTCCGCCGGGGCTTCA

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e e e e e e e e
CCCTCCTGCAGCACGGCCTGGTCAACTTCACATTCAACAAGCTTCTCCGCCGGGGCTTCA

CCCCCATGACGGTGCCAGACCTTCTCCGCGGAGCAGTGTTTGAAGGCTGTGGGATGACAC

FErrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e e e e e e e e e e
CCCCCATGACGGTGCCAGACCTTCTCCGCGGAGCAGTGTITTGAAGGCTGTGGGATGACAC

CAAATGCCAACCCATCCCAAATTTACAACATCGACCCTGCCCGCTTCAAAGATCTCAACC

FErrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAAATGCCAACCCATCCCAAATTTACAACATCGACCCTGCCCGCTTCAAAGATCTCAACC

TGGCTGGAACAGCGGAGGTGGGGCTTGCAGGCTACTTCATGGACCACACCGTGGCCTTCA

Frrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr et re et et
TGGCTGGAACAGCGGAGGTGGGGCTTGCAGGCTACTTCATGGACCACACCGTGGCCTTCA

GGGACCTGCCAGTCAGGATGGTTTGCTCCAGCACCTGCTACCGGGCAGAGACAAACACGG

NN
GGGACCTGCCAGTCAGGATGGTTTGCTCCAGCACCTGCTACCGGGCAGAGACAAACACGG

GACAGGAACCCCGGGGGCTGTATCGAGTACACCACTTCACCAAGGTGGAAATGTTTGGGG

Frrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrrerrrrrre et e et e
GACAGGAACCCCGGGGGCTGTATCGAGTACACCACTTCACCAAGGTGGAGATGTTTGGGG

TGACAGGCCCTGGGCTGGAACAAAGCTCACAGCTGCTGGAGGAATTCCTGTCCCTTCAAA

Frrrrrrrrrrrerrrerr e rerrrrrrerrrerr e et e e e
TGACAGGCCCTGGGCTGGAGCAGAGCTCACAGCTGCTGGAGGAGTTCCTGTCCCTTCAGA

TGGAAATCTTGACAAAACTGGGCTTGGATTTCCGGGTCCTGGATATGCCCA-CCAAGAAC

Ferrrrrrrrrer o rrrrrrrer o rrrrr e e e e et
TGGAGATCTTGACAGAGCTGGGCTTGCACTTCCGGGTCCTGGATATGCCCACCCAAGAAC

TGGGCCTCCCCGCTAACC-CAAATTTTACATGTAAGCCTGGATCCCAACCCAAGCCCCC-

R R e e R R
TGGGCCTCCCCGCCTACCGCAAGTTTGACATTGAGGCCTGGATGCCAGGCCGAGGCCGCT

TTGGAAAAGTCCCCTGTG 1313

FEEEE L bt bl
TTGGAGAGGTCACCAGTG 1278

Takoder, prikazan je sekvenciran slijed s obiljezenim crvenim start kodonom.
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1178

1140

1237

1200

1295

1260

5'"ACGTCTAGTGCGAGCCTGGGTGGCGATTCGGCACGAGGGTTCCCGGTCCAAGATGGCTGCGCCATGGCGC
GGCGCTTGTGGCCTTTGCTGACTCGTCGGGGGTTCCGGCCCCGGGGAGGCTGCACTCCAACGATAGTCCAAG
GAGAAGTTTCACTACAGAGAAACGAAACCGGAACCTCCTGTACGAGTATGCGCGCGAGGGCTACAGCGCACT
CCCTCAGCTGGACATAGAGCGGTTCTGCGCATGCCCAGAAGAGGCCGCACACGCCCTGGAGCTCCGCAAGGG
GGAGCTGCGCTCGGCGGACCTGCCCGCGATCATCTCGACATGGCAGGAGCTGAGGCAGCTGCAGGAGCAGAT
CCGGAGCCTGGAGGAAGAGAAGGCAGCTGTGACTGAGGCAGTGCGGGCCCTGCTGGCAAACCAGGACAGTGG
TGAAGTGCAGCAGGACCCCAAGTACCAGGGTCTGCGGGCACGTGGCCGGGAGATCCGGAAGGAGCTTGTTCA
CCTGTACCCCAGGGAGGCCCAGCTTGAGGAGCAGTTCTACCTGCAGGCGCTGAAGCTGCCCAACCAGACCCA
CCCAGACGTGCCCGTCGGGGATGAGAGCCAGGCTCGAGTGCTCCACATGGTCGGAGACAAGCCAGTTTTCTC
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CTTCCAACCTCGGGGCCACCTGGAAATTGGCGAGAAACTCGACATCATCCGTCAGAAGCGCCTGTCCCACGT
GTCTGGCCACCGGTCCTATTACCTGCGCGGGGCTGGAGCCCTCCTGCAGCACGGCCTGGTCAACTTCACATT
CAACAAGCTTCTCCGCCGGGGCTTCACCCCCATGACGGTGCCAGACCTTCTCCGCGGAGCAGTGTTTGAAGG
CTGTGGGATGACACCAAATGCCAACCCATCCCAAATTTACAACATCGACCCTGCCCGCTTCAAAGATCTCAA
CCTGGCTGGAACAGCGGAGGTGGGGCTTGCAGGCTACTTCATGGACCACACCGTGGCCTTCAGGGACCTGCC
AGTCAGGATGGTTTGCTCCAGCACCTGCTACCGGGCAGAGACAAACACGGGACAGGAACCCCGGGGGCTGTA
TCGAGTACACCACTTCACCAAGGTGGAAATGTTTGGGGTGACAGGCCCTGGGCTGGAACAAAGCTCACAGCT
GCTGGAGGAATTCCTGTCCCTTCAAATGGAAATCTTGACAAAACTGGGCTTGGATTTCCGGGTCCTGGATAT
GCCCACCAAGAACTGGGCCTCCCCGCTAACCCAAATTTTACATGTAAGCCTGGATCCCAACCCAAGCCCCCT
TGGAAAAGTCCCCTGTGTCTCCT 3'

Prilog 4: Sekvenciranje proc€iS¢enih vektora pProEX HTb s ugradenim mtSerRS

varijantama

Za koloniju 13 d34 mtSerRS prikazano je sravnjenje sekvence s narucenim sintetskim
cDNA mtSerRS. Legenda sravnjenja: D34 predstavlja sekvenciran slijed, a cDNA je

sekvenca mtSerRS iz genskih baza podataka.

D34 102 CACTACAGAGAAACGAAACCGGAACCTCCTGTACGAGTATGCGCGCGAGGGCTACAGCGC 161

Frrrrrerrrrrrerrrrrreerrrrr e et et et
cDNA 259 CACTACAGAGAAACGAAACCGGAACCTCCTGTACGAGTATGCGCGCGAGGGCTACAGCGC 318

D34 162 ACTCCCTCAGCTGGACATAGAGCGGTTCTGCGCATGCCCAGAAGAGGCCGCACACGCCCT 221

Frrrrrerrrrrrerrrrrreer e et e et e e
cDNA 319 ACTCCCTCAGCTGGACATAGAGCGGTTCTGCGCATGCCCAGAAGAGGCCGCACACGCCCT 378

D34 222 GGAGCTCCGCAAGGGGGAGCTGCGCTCGGCGGACCTGCCCGCGATCATCTCGACATGGCA 281

Frrrrrerrrrrrerrrrrreerrrrr e et et et
cDNA 379 GGAGCTCCGCAAGGGGGAGCTGCGCTCGGCGGACCTGCCCGCGATCATCTCGACATGGCA 438

D34 282 GGAGCTGAGGCAGCTGCAGGAGCAGATCCGGAGCCTGGAGGAAGAGAAGGCAGCTGTGAC 341

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e et e e e e e e e
cDNA 439  GGAGCTGAGGCAGCTGCAGGAGCAGATCCGGAGCCTGGAGGAAGAGAAGGCAGCTGTGAC 498

D34 342 TGAGGCAGTGCGGGCCCTGCTGGCAAACCAGGACAGTGGTGAAGTGCAGCAGGACCCCAA 401

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e et e e e e e e e
cDNA 499  TGAGGCAGTGCGGGCCCTGCTGGCAAACCAGGACAGTGGTGAAGTGCAGCAGGACCCCAA 558

D34 402 GTACCAGGGTCTGCGGGCACGTGGCCGGGAGATCCGGAAGGAGCTTGTTCACCTGTACCC 461

FErrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e e e e e et e e e e e e
cDNA 559  GTACCAGGGTCTGCGGGCACGTGGCCGGGAGATCCGGAAGGAGCTTGTTCACCTGTACCC 618

D34 462 CAGGGAGGCCCAGCTTGAGGAGCAGTTCTACCTGCAGGCGCTGAAGCTGCCCAACCAGAC 521

FEErrrrrrrrr et e et e e e et e e e e e e e e e e e e
cDNA 619  CAGGGAGGCCCAGCTTGAGGAGCAGITCTACCTGCAGGCGCTGAAGCTGCCCAACCAGAC 678

D34 522 CCACCCAGACGTGCCCGTCGGGGATGAGAGCCAGGCTCGAGTGCTCCACATGGTCGGAGA 581

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrr e e et r e
cDNA 679 CCACCCAGACGTGCCCGTCGGGGATGAGAGCCAGGCTCGAGTGCTCCACATGGTCGGAGA 738

D34 582 CAAGCCAGTTTTCTCCTTCCAACCTCGGGGCCACCTGGAAATTGGCGAGAAACTCGACAT 641
CErrrrrrrrrrrrrrrrr e et e et et e

cDNA 739 CAAGCCAGTTTTCTCCTTCCAACCTCGGGGCCACCTGGAAATTGGCGAGAAACTCGACAT 798

D34 642 CATCCGTCAGAAGCGCCTGTCCCACGTGTCTGGCCACCGGTCCTATTACCTGCGCGGGGC 701
CErrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e et r e et

cDNA 799 CATCCGTCAGAAGCGCCTGTCCCACGTGTCTGGCCACCGGTCCTATTACCTGCGCGGGGC 858

D34 702 TGGAGCCCTCCTGCAGCACGGCCTGGTCAACTTCACATTCAACAAGCTTCTCCGCCGGGG 761
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Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrrrrrrrrre et e et
cDNA 859 TGGAGCCCTCCTGCAGCACGGCCTGGTCAACTTCACATTCAACAAGCTTCTCCGCCGGGG 918

D34 762 CTTCACCCCCATGACGGTGCCAGACCTTCTCCGCGGAGCAGTGTTTGAAGGCTGTGGGAT 821

Frerrreerrrrrerrrrrrr o rrrrerrrrrrr ot rrrrrr e
cDNA 919 CTTCACCCCCATGACGGTGCCGAACCTTCTCCGCGAAACAATGTTTGAAGGCTGTGGGAT 978

D34 822 GACACCAAATGCCAACCCATCCCAAATTTACAACATCGACCCTGCCCGCTTCAAAGATCT 881

FErrrrrrrrrrr rerrrrrerrrrrrererr reerrrrrer rrrrrrrrrr
cDNA 979 GACACCAAATGCCCACCCATCCCAAATTTACAAAATCGACCCTGGCCGCTTCAAAAATTC 1038

D34 882 CAACCTGGCTGGAACAGCGGAGGTGGGGCTTGCAGGCTACTTCATGGACCA-CACCGTGG 940

Frrrrrerrrrrrerr e rerrrrrrer et rerrrrrrr et e
cDNA 1039 CAACCTGGCTGGAACACCGTAGGTGGGGCTTGCCGGCTACTTCGGGGACCAACA-CGTGG 1097

D34 941 CCTTCAGGGACCTGCCAGTCAGGATGGTTTGCTCC-AGCA 979

R N N N
cDNA 1098 CCTTCATGGAACTGCCATTCAGGAAGGCTTG-TCCTAGCA 1136

Prikazan je sekvenciran slijed s obiljezenim crvenim start kodonom, podcrtanim zelenim
heksahistidinskim privjeskom te ljubiCastim restrikcijskim mjestom BamHI. Plavo
podcrtano i obojano je TEV mjesto, dok Zuto obojano i podcrtano je mjesto vezanja

ribosoma.

5'TTGGATCTGCATATTCGTGTCGCTCAGGCGCACTCCCGTTCTGGATAATGTTTTTTGCGCCGACATCATA
ACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGTCCGTATAATCTGTGGAATTGT
GAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGACCATGTCGTACTACCATCACCATCACCATCACGATTACGAT
ATCCCAACGACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGCCATGGGATCCACTACAGAGAAACGAAACCGGAACCTC
CTGTACGAGTATGCGCGCGAGGGCTACAGCGCACTCCCTCAGCTGGACATAGAGCGGTTCTGCGCATGCCCA
GAAGAGGCCGCACACGCCCTGGAGCTCCGCAAGGGGGAGCTGCGCTCGGCGGACCTGCCCGCGATCATCTCG
ACATGGCAGGAGCTGAGGCAGCTGCAGGAGCAGATCCGGAGCCTGGAGGAAGAGAAGGCAGCTGTGACTGAG
GCAGTGCGGGCCCTGCTGGCAAACCAGGACAGTGGTGAAGTGCAGCAGGACCCCAAGTACCAGGGTCTGCGG
GCACGTGGCCGGGAGATCCGGAAGGAGCTTGTTCACCTGTACCCCAGGGAGGCCCAGCTTGAGGAGCAGTTC
TACCTGCAGGCGCTGAAGCTGCCCAACCAGACCCACCCAGACGTGCCCGTCGGGGATGAGAGCCAGGCTCGA
GTGCTCCACATGGTCGGAGACAAGCCAGTTTTCTCCTTCCAACCTCGGGGCCACCTGGAAATTGGCGAGAAA
CTCGACATCATCCGTCAGAAGCGCCTGTCCCACGTGTCTGGCCACCGGTCCTATTACCTGCGCGGGGCTGGA
GCCCTCCTGCAGCACGGCCTGGTCAACTTCACATTCAACAAGCTTCTCCGCCGGGGCTTCACCCCCATGACG
GTGCCGAACCTTCTCCGCGAAACAATGTTTGAAGGCTGTGGGATGACACCAAATGCCCACCCATCCCAAATT
TACAAAATCGACCCTGGCCGCTTCAAAAATTCCAACCTGGCTGGAACACCGTAGGTGGGGCTTGCCGGCTAC
TTCGGGGACCAACACGTGGCCTTCATGGAACTGCCATTCAGGAAGGCTTGTCCTAGCA 3!

Prilog 5: Predikcija signalne sekvence humane mtSerRS

Proteinska sekvenca humane mtSerRS je preuzeta iz GenBank baze podataka:

MAASMARRLWPLLTRRGFRPRGGCISNDSPRRSFTTEKRNRNLLYEYAREGYSALPQLDIERFCACPEEAAH
ALELRKGELRSADLPAIISTWQELRQLOQEQIRSLEEEKAAVTEAVRALLANQDSGEVQODPKYQGLRARGRE
IRKELVHLYPREAQLEEQFYLOALKLPNQTHPDVPVGDESQARVLHMVGDKPVESFQPRGHLEIGEKLDIIR
QOKRLSHVSGHRSYYLRGAGALLQHGLVNEFTENKLLRRGFTPMTVPDLLRGAVFEGCGMTPNANPSQIYNIDP
ARFKDLNLAGTAEVGLAGYFMDHTVAFRDLPVRMVCSSTCYRAETNTGQEPRGLYRVHHEFTKVEMEGVTGPG
LEQSSQLLEEFLSLOMEILTELGLHFRVLDMPTQELGLPAYRKFDIEAWMPGRGRFGEVTSASNCTDEFQSRR

96



LHIMFQTEAGELQFAHTVNATACAVPRLLIALLESNQQKDGSVLVPPALQSYLGTDRITAPTHVPLQYIGPN
QPRKPGLPGQPAVS

Gen za humanu mtSerRS je pomoc¢u servera Expasy, Translate Tool programa proveden
kroz tri moguéa okvira &itanja. Zuto podebljana slova iznad zeleno podebljanih slova
oznaCavaju prve 34 aminokiseline u proteinu (ista ta slova su u proteinskoj sekvenci
navedenoj iznad podebljana Zuto). Zelena slova oznaavaju transkripcijski start u DNA

sekvenci gena za humanu mtSerRS.

T s S A S L G G D S AURGTF PV Q D G C F1
R L VRA WV A I RUHETGSU RS KMBA A F2
Vv * C E P G WZRTF G TRV P G P R W L R F3
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e B R e el e I

vV H G A A L V A F A D S S G V P A P G R Fl
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P W R G A C G L C * L V G G S G P G E A F3
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C I S N D s P R R § F T T E K R N R N L F2
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———————————————————————————————— e i e
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e e B e B
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e et B B B R

6 G P A RDUHTILDMAGT ATES AU AR AG A D F1l

A DL P A I I S T W Q E L R Q L Q E Q I F2

R T ¢ P R S SR UHGU R S * G S CR S R S F3

301 GGCGGACCTGCCCGCGATCATCTCGACATGGCAGGAGCTGAGGCAGCTGCAGGAGCAGAT 360
e e e e

P E P G G R E G s C D * G S A G P A G K Fl
R s L E E E K A A V T E A V R A L L A N F2
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e et B B B R

P G O W * S A A G P OQV P G S A G T W P F1l
0O DS GEV Q QD UPI K Y QG L R AT R G R F2
R T Vv V X ¢ S R T P S TR V C G H V A G F3
421 CCAGGACAGTGGTGAAGTGCAGCAGGACCCCAAGTACCAGGGTCTGCGGGCACGTGGCCG 480
e R B e el et USRI EEE SRR EER Ry

G DPEGATCSU©PV?P QGG P A * G A V Fl
E I R K E L V HL Y P REA ATUOQTLEE Q F F2
R S G R S L F T CTU©PGTZ RUPS LR S S S F3
481 GGAGATCCGGAAGGAGCTTGTTCACCTGTACCCCAGGGAGGCCCAGCTTGAGGAGCAGTT 540
i Bttt el B el B Attt et el
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541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

L P A G A E A A Q P D P P R R A R R G *

y L. 0 A L K L Pp N Q T H P D V P V G D E
T ¢ R R * s C p T R P T Q T C P S G M R

CTACCTGCAGGCGCTGAAGCTGCCCAACCAGACCCACCCAGACGTGCCCGTCGGGGATGA

E P G S S A P H G RR O A S F L L P T S
s ¢ ARV L H MV G D K P V F S F QO P R
AR L E C S T W S E T S Q F S P S N L G
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G H L E I 6 E K L DI I R Q K R L S H V
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L R G A V FEGCGM T P NAN P S QI
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A C R L L H G P H R G L Q G P A S Q D G
L A G Y F M D H T V A F R D L P V R MV
L o AT S w T T P W P S G T C Q S G W F
GCTTGCAGGCTACTTCATGGACCACACCGTGGCCTTCAGGGACCTGCCAGTCAGGATGGT

L L. H L L P G R D K H G T G T P G A V
c s s T C Y R A E T N T G Q E P R G L Y
A P A P A T G OQ R O T R D R N P G G C I
TTGCTCCAGCACCTGCTACCGGGCAGAGACAAACACGGGACAGGAACCCCGGGGGCTGTA

s s T p L H QO G G N V W G D R P W A G T

R v H H F T K V EM F G V T G P G L E Q
E Yy T T sS P R W K C L G * Q A L G W N K

TCGAGTACACCACTTCACCAAGGTGGAAATGTTTGGGGTGACAGGCCCTGGGCTGGAACA

s s ¢ L L E E F L S L 0 M E I L T K L G
A H S C W R N S C P F K W K S * QO N W A
AAGCTCACAGCTGCTGGAGGAATTCCTGTCCCTTCAAATGGAAATCTTGACAAAACTGGG

Fl

F2

F3
600

Fl

F2

F3
660

Fl

F2

F3
720

Fl

F2

F3
780

Fl

F2

F3
840

Fl

F2

F3
900

F1l

F2

F3
960

Fl
F2
F3
1020

Fl
F2
F3
1080

Fl
F2
F3
1140

Fl
F2
F3
1200



w I s G s w I1 C P P R T G P P R * P K F F3
1201 CTTGGATTTCCGGGTCCTGGATATGCCCACCAAGAACTGGGCCTCCCCGCTAACCCAAAT 1260
e R B e e R

rF T C K P G S Q P K P P W K S P L C L L Fl

L H Vs L D P N P S P L G K V P C V S X F2

Yy Mm * A W I P T Q A P L E K S P V S P F3

1261 TTTACATGTAAGCCTGGATCCCAACCCAAGCCCCCTTGGAAAAGTCCCCTGTGTCTCCT 1319
el B el el e il B it
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