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POVZETEK

Odkritja zdravilnih u€inkovin za zdravljenje mikrobnih infekcij, so s seboj prinesla tudi
negativne posledice, na primer razvoj bakterijske rezistence. Pojavila se je nuja po razvoju
protibakterijskih u¢inkovin, ki bi z novimi mehanizmi delovanja vplivale na ze znane oz.
neznane tarce.

Ena izmed najpomembnejSih lastnosti, ki bakteriji omogoca preZivetje, je mehansko
odporna bakterijska celi¢na stena, ki se nahaja na zunanji strani citoplazemske membrane.
Téko rigidno strukturo zagotavlja vecini bakterij makromolekula peptidoglikana, ki jo
sestavljajo ponavljajocCe se enote sladkornih in peptidnih molekul. Ker je integriteta celicne
stene za bakterijo nujno potrebna za prezivetje, so molekule vklju¢ene v biosintezo
peptidoglikana, potencialne tarce za razvoj novih protibakterijskih u¢inkovin.

V magistrski nalogi smo preucevali bakterijski encim D-aspartat ligaza, ki je vpleten v
zadnje faze biosinteze peptidoglikana. Raziskovalno delo smo zaceli z optimizacijo
izolacije D-aspartat ligaze in najprej izvedli transformacijo plazmida pE-SUMO z zapisom
za bakterijski encim D-aspartat ligaza v gostiteljske celice Escherichia coli sev
BL21[DE3]pLysS. Uspesna transformacija  bakterijskih celic in  ekspresija
rekombinantnega proteina, sta nam omogocili izolacijo tarnega encima po dveh razli¢nih
protokolih. Rekombinantni encim smo izolirali s kovinsko afinitetno kromatografijo in
gelsko filtracijo, Cistost in stabilnost proteina pa smo vrednotili z izvajanjem
poliakrilamidne gelske elektroforeze ob prisotnosti natrijevega dodecilsulfata.

Dejstvo, da encim D-aspartat ligaza za svoje delovanje potrebuje molekulo ATP, smo
izkoristili pri dolocanju katalitiéne aktivnosti encima. Uporabili smo spektrofotometri¢no
metodo, ki temelji na merjenju padca absorbance pri valovni dolzini 340 nm oz. meri
porabo NADH, ki je sorazmerna koli¢ini porabljenega ATP.

Ker 3D struktura encima D-aspartat ligaza, ki bi omogocila strukturno podprto nacrtovanje
njegovih zaviralcev Se ni znana, smo izoliranemu, kataliticno aktivnemu encimu skusali
poiskati optimalne pogoje za kristalizacijo. Postopek ni bil uspeSen. ATP-vezavno mesto
D-aspartat ligaze predstavlja potencialno taro za razvoj novih zaviralcev. Z reSetanjem
manjSe knjiznice ATP kompetitivnih zaviralcev encima DNA giraza B smo skusSali najti
spojino, ki bi predstavljala izhodiS¢e za nacrtovanje strukturno novega tipa zaviralcev
nasega tarCnega encima. Dve spojini sta se izkazali za Sibka zaviralca encima D-aspartat

ligaza.
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Kljuéne besede: bakterijska rezistenca, peptidoglikan, D-aspartat ligaza.

ABSTRACT

The discovery of the active substances for the treatment of microbial infections, brought
also negative consequences with them, such as the development of the bacterial resistance.
There was a necessity for the development of antibacterial agents with new mechanisms of
action which would affect already known or unknown targets.

One of the most important properties, which allows bacteria to survive, is the mechanical
strength of the bacterial cell wall, which is located on the outside of the cytoplasmic
membrane. For most of bacteria, this rigid structure provides a macromolecule of
peptidoglycan, which consists of repeating units of sugar and peptide molecules. Since the
integrity of the cell wall of the bacteria is necessary for survival, molecules involved in the
biosynthesis of peptidoglycan, represent potential targets for the development of the new
antibacterial agents.

In this master thesis the bacterial enzyme D-aspartate ligase has been studied, which is
involved in the final stages of the peptidoglycan biosynthesis. The research work starts
with optimizing the isolation of the D-aspartate ligase and we have performed the
transformation of the plasmid pE-SUMO coding for the bacterial enzyme D-aspartate
ligase into the host cells Escherichia coli strain BL21 [DE3] pLysS. The successful
transformation of the bacterial cells of and the expression of the recombinant protein has
enabled the isolation of the target enzyme according to two different protocols. The
recombinant enzyme has been isolated, using metal affinity chromatography and gel
filtration, the purity and stability of protein has been evaluated with the implementation of
the sodium dodecyl sulfate PAGE electrophoresis.

The fact that the D-aspartate ligase action requires a molecule of ATP, which we use in
determining the catalytic activity of the enzyme. We have used a spectrophotometric
method based on the measurement of the fall in absorbance at a wavelength of 340 nm or
the measurement of the consumption of NADH, which is proportional to the amount of the
consumed ATP.

Since the 3D structure of the enzyme, which would allow the structure-aided design of its
inhibitors, is not known, to isolated, catalytically active enzyme, we have tried to find the

optimal conditions for crystallization. The process has not been successful.
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ATP-binding site of D-aspartate ligase represents a potential target for the development of
the new inhibitors. By screening of small libraries of ATP competitive inhibitors of the
enzyme DNA gyrase B, we have tried to find the goal, the compound to be the starting
point for the design of the structurally new type inhibitors our target enzyme. Two
compounds have been shown to be weak inhibitors of the enzyme D-aspartate ligase.

Key words: bacterial resistance, peptidoglycan, D-aspartate ligase.

10



Potari¢ N., Izolacija bakterijskega encima D-aspartat ligaza in bioloSko vrednotenje njegovih potencialnih

zaviralcev. Magistrsko delo. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2017

SEZNAM OKRAJSAV

A absorbanca

AK aminokislina

APS amonijev persulfat

Aslgy D-aspartat ligaza iz bakterije Enterococcus faecium
ATP adenozin trifosfat

cAMP cikli¢ni adenozin monofosfat

CoA koencim A

D-AAT D-aminotransferaza

DAP diaminopimelinska kislina

Ddl D-alanil-D-alanin ligaza

dH,O destilirana voda

DNA deoksiribonukleinska kislina

DTT ditiotreitol

EDTA etilen-diamin-tetraocetna kislina

ESBL enterobakterije, ki izlocajo Sirokospektralne

betalaktamaze (angl. extended spectrum beta—lactamase)
FPLC tekocinska kromatografija za hitro lo¢evanje proteinov

(angl. fast protein liquid chromatography)

FtsW flipaza

GIcNAc N-acetilglukozamin

GlmM fosfoglukozamin mutaza

GImS glukozamin-6-folat sintaza

GlmU bifunkcionalni protein; glukozamin-1-fosfat
acetiltransferaza in N-acetilglukozamin-1-fosfat
uridiltransferaza

IMAC imobilizirana kovinsko-afinitetna kromatografija (angl.

immobilized metal ion affinity chromatography)

IPTG izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid
LB Luria Bertani
M molska masa

11



Potari¢ N., Izolacija bakterijskega encima D-aspartat ligaza in bioloSko vrednotenje njegovih potencialnih

zaviralcev. Magistrsko delo. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2017

MCS
MDR sevi
MQ
MRAB

MraY
MRSA

MurA
MurB
MurC
MurD
MurE

MurF

MurG

Murl
MurNAc
NADH

NaDS

NADS PAGE

OD
PCR

PDB

PEP
PRSP

poliklonsko mesto (angl. multi cloning site)
multirezistentni sevi (angl. multi drug resistant)

mili Q voda, dodatno ocis¢ena destilirana voda
veckratno odporne gramnegativne nefermentativne
bakterije — Acinetobacter baumannii (angl. multidrug—
resistant A. baumannii)
UDP-N-acetilmuramoil-pentapeptid fosfotransferaza
proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus (angl.
metylicin resistant S. aureus)
UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza
UDP-N- acetilenopiruvilglukozamin reduktaza
UDP-N-acetilmuraminska kislina: L-alanin-ligaza
UDP-N-acetilmuramoil-L-alanin: D-glutamat-ligaza
UDP-N-acetilmuramoil-L-alanil-D-glutamat:2,6-
diaminopimelinatna ligaza
UDP-N-acetilmuramoil-L-alanin-D-glutamat-
mezodiaminopimelinat D-alanil-D-alanin ligaza
N-acetilglukozamin transferaza

glutamat recemaza

N-acetilmuraminska kislina

reducirana oblika nikotinamid adenin dinukleotida
natrijev dodecilsulfat

poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti
natrijevega dodecilsulfata

opticna gostota (angl. optical density)

verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain
reaction)

podatkovna zbirka struktur proteinov (angl. protein data
bank)

fosfoenolpiruvat

proti penicilinu visoko odporni Streptococcus pneumoniae

(angl. penicillin resistant S. pneumoniae)
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RA
RNA
SUMO
TEMED
t-RNA
UDP
Ulp1
UMSK
UTP
VISA

VRE

VRSA

rezidualna aktivnost

ribonukleinska kislina

protein SUMO (angl. small ubiquitin-related modifier)
tetraetilmetilendiamin

prenaSalna ribonukleinska kislina

uridin difosfat

peptidaza SUMO (angl. ubiquitin like specific protease 1)
UDP-MurNAc-pentapeptid

uridintrifosfat

Staphylococcus aureus z zmanjSano obcutljivostjo za
vankomicin (angl. vancomycin—intermediate S. aureus)
proti vankomicinu odporni enterokoki (angl. vancomycin—
resistant Enterococcus faecium in faecalis)

S. aureus z zmanjSano obcutljivostjo za vankomicin (angl.
vancomycin—resistant S. aureus)

ekstincijski koeficient

masna koncentracija
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1 UVOD

Protimikrobna zdravila so ena najuspesnejSih oblik zdravljenja v zgodovini. Njihovo
odkritje in klinicna uporaba v 20. stoletju sta pomenila revolucijo v medicini. Znatno so
prispevala k obvladovanju nalezljivih bolezni, ki so bile in so ponekod Se vedno med
vodilnimi vzroki ¢loveske obolevnosti in umrljivosti. (1, 2)

Obdobja razvoja antibioticnega zdravljenja bakterijskih infekcij zaznamujejo imena
Stevilnih znanstvenikov. Zacetna opazanja antibioze med mikroorganizmi so pripeljala do
odkritja naravnih protibakterijskih u¢inkovin in do razvoja sinteti¢nih zdravil. Leta 1928 je
Alexander Fleming odkril, da rast bakterij iz rodu Staphylococcus (S. aureus) zavira gliva
iz rodu Penicillium (P. notatum). 1zolirano u¢inkovino s protibakterijskimi lastnostmi so
pozneje poimenovali penicilin. Pomembno odkritje je bilo prvo sintezno protimikrobno
zdravilo salvarsan za zdravljenje spolno prenosljive bolezni sifilisa, ki ga je razvil nemski
znanstvenik Paul Ehrlich. Velik prelom je prinesel Gerhard Domagk s prvim komercialno
dostopnim sintetiziranim zdravilom prontosil, za katero je v letu 1939 prejel tudi Nobelovo
nagrado. (1)

Z odkritjem protimikrobnih u¢inkovin je lastni obrambni mehanizem telesa dobil mo¢nega
zaveznika, hkrati pa sta masovna proizvodnja in klini¢na uporaba naravnih in sinteti¢nih
antibiotikov pripeljali do danes najbolj perecega problema: razvoja rezistence bakterij na

protimikrobne uc¢inkovine. (1)

1.1 PROTIMIKROBNE UCINKOVINE

Vsakodnevno se zoperstavljamo razlicnim povzrociteljem bolezni (bakterijam, parazitom,
virusom, glivam). Tako izraz protimikrobno zajema Sirok spekter farmacevtskih u¢inkovin,
vsem pa je skupna lastnost »selektivne« toksicnosti, kar pomeni, da delujejo toksicno na
patogene organizme, na gostitelja pa imajo minimalni u¢inek. (3, 4)

Za zdravljenje bakterijskih okuzb se uporabljajo antibiotiki oz. kemoterapevtiki.
Kemoterapevtik je sintezna ucinkovina, antibiotik pa naravni produkt mikroorganizmov
oz. polsintezni derivat, ki zavira razmnozevanje drugih mikroorganizmov ali jih unicuje

(baktericidno oz. bakteriostati¢no delovanje protimikrobnih uc¢inkovin). (4)
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1.1.1 Mehanizmi delovanja protimikrobnih u¢inkovin na bakterijske celice
Glede na mehanizem delovanja lo¢imo protibakterijske uc¢inkovine, ki delujejo na razlicne
celi¢ne strukture bakterij:

1. zaviranje biosinteze celi€ne stene (npr. B-laktami in njihovi derivati, vankomicin,

bacitracin, glikopeptidi, fosfomicin in D-cikloserin);

2. zaviranje biosinteze znotrajcelicnih beljakovin (npr. makrolidi, aminoglikozidi,

kloramfenikol, tetraciklini, linkozamidi, fusidi¢na kislina);

3. zaviranje sinteze nukleinskih kislin neposredno (npr. kinoloni, sulfoni, rifamicin in

nitroimidazol) oz. posredno prek reakcij, povezanih z biosintezo esencialnih

aminokislin in vitaminov — folna kislina (npr. sulfonamidi, trimetroprim);

4. oviranje funkcije citoplazemske membrane — razgradnja fosfolipidnega dvosloja in

vpliv na spremembo prepustnosti bakterijske celicne membrane ali na aktivni

transport (npr. valinomicin, gramicidin, daptomicin in polimiksini). (4-7)

1.1.2 Rezistenca bakterij na protimikrobne u¢inkovine

Protibakterijske u¢inkovine so se izkazale za uspeSne za nadzor bakterijskih okuzb, vendar
se je kmalu izkazalo, da so bakterije hitro prilagodljivi mikroorganizmi, in posledica tega
je bil pojav bakterijske rezistence oz. odpornosti bakterij na protimikrobne ucinkovine.
Razvoj odpornosti pri bakteriji S. aureus s produkcijo encima B-laktamaza je na primer
hitro zmanjSala uporabnost penicilina za zdravljenje nevarnih stafilokoknih infekcij.
Problem bakterijske rezistence so reSevali s sinteznimi modifikacijami Ze obstojecih
protimikrobnih u¢inkovin in z odkrivanjem novih. Ti poskusi so bili na zacetku uspesni,
vendar je kljub temu hitro postalo jasno, da bo razvoj novih protibakterijskih ucinkovin

tezko sledil sposobnosti bakterij za razvoj rezistence. (8, 10, 11)

1.1.2.1 Mehanizmi rezistence bakterij na protimikrobne u¢inkovine

Nacina, kako se bakterija izogne protibakterijskim ucinkom, sta dva. Odpornost je
posledica mutacij (intrinzi¢ni tip), ki se zgodijo evolucijsko ali pa bakterija pridobi
rezistenco s pomoc¢jo druge bakterije (ekstrinzi¢ni tip). Sposobnost bakterijskih celic, da se
hitro delijo, pripelje do genetskih sprememb (inverzije, duplikacije, delecije), ki bakteriji

omogocijo proizvodnjo encimov za inaktivacijo protibakterijskih u¢inkovin (npr. p-

15



Potari¢ N., Izolacija bakterijskega encima D-aspartat ligaza in bioloSko vrednotenje njegovih potencialnih

zaviralcev. Magistrsko delo. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2017

laktamaze, acetiltransferaze, fosforilaze) ali odstranijo/spremenijo tarCo na katero naj bi
protibakterijska ucinkovina delovala. Mutacije lahko spremenijo permeabilnost membrane,
kar omogoci bakteriji, da prepreci protibakterijski u€¢inkovini vstop v celico (npr. porini),
ali pa bakterija razvije mehanizme ¢rpanja, ki antibiotik odstranijo iz celice, Se predno ta
doseze svoj cilj (npr. G+ in G— bakterije proti tetraciklinom). (6, 7, 9) Pridobljen tip
odpornosti je znacilen le za nekatere seve posamezne bakterijske vrste ali rodu.
Najpomembnejsi mehanizem za Sirjenje rezistence je konjugacija s plazmidi, v katere je
vkljucen gen za rezistenco, pri cemer se krozna molekula DNA prenese med celicami skozi
pilus. Drugi mehanizmi za prenos genov za odpornost so transpozicija (lastnost nekaterih
fagov, ki so sposobni mobilizacije DNA znotraj genoma; med plazmidoma, plazmid—
kromosom) oz. transformacija (vkljucevanje proste DNA iz okolja v kromosom). (4, 7, 9)
Virusi so Se en mehanizem za prenos lastnosti odpornosti med bakterijami (transdukcija).
V tem primeru bakteriofag ob izstopu iz gostiteljske celice s seboj »odnese« tudi del

bakterijskega genoma in ga pozneje vgradi v genom druge gostiteljske celice. (10)

1.1.3 Vzroki za razvoj bakterijske rezistence in njene posledice

Ker protibakterijske u¢inkovine ne delujejo le na taréne patogene bakterije, ampak na vse,
ki so nanje obcutljive, vsako jemanje protibakterijskih u¢inkovin povecuje moznosti za
razrast rezistentnih bakterij. Uporaba protibakterijskih ucinkovin pa ne povecuje
odpornosti bakterij le s selekcijo, temvec¢ tudi vzpodbuja mikroorganizme k modifikaciji
obrambnih mehanizmov, kar vodi k nastanku veckratno odpornih bakterijskih sevov (sevi
MDR). (12, 13) Med njimi so najbolj znani sevi MRSA (proti meticilinu odporni
Staphylococcus aureus), VISA (Staphylococcus aureus z zmanjSano obcutljivostjo za
vankomicin) in VRSA (Staphylococcus aureus z zmanjSano obcutljivostjo za vankomicin),
PRSP (proti penicilinu visoko odporni Streptococcus pneumoniae), VRE (proti
vankomicinu odporni enterokoki), ESBL (enterobakterije — Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, ki izlocajo Sirokospektralne laktamaze beta) in
sevi MRAB (veckratno odporne gram negativne nefermentativne bakterije — Acinetobacter
baumannii). (12) Bakterijska rezistenca je tudi posledica ¢ezmerne uporabe in zlorabe
protibakterijskih u¢inkovin, Se posebej v zdravstvu. To se reSuje z raznimi ukrepi, npr.
doslednim prepre¢evanjem nepravilne in neustrezne uporabe antibiotikov (pomembna je

doza antibiotika in Cas terapije), z nadzorom okuzb v bolniSnicah (higiena rok in kontaktna
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izolacija bolnikov), in z razvojem zanesljivih laboratorijskih metod molekularne
diagnostike za odkrivanje odpornih bakterijskih sevov (masna spektrometrija, mikromreze,

preto€na citometrija, sekvenciranje nove generacije). (14, 15, 16)

1.2 BAKTERIJSKA CELICNA STENA IN PEPTIDOGLIKAN

Bakterije so enoceli¢ni organizmi, katerih zgradba je veliko preprostejSa od zgradbe
evkariontske celice. Posamezne celi¢ne strukture (genetski material, ribosomi) niso obdane
z membrano in prosto ledbijo v citoplazmi celice. Za prezivetje bakterije je zelo
pomembna dobra za$Cita. Obdaja jo kompleksna struktura, sestavljena iz polprepustne
fosfolipidne membrane (gradniki so fosfatidil etanolamin, fosfatidil glicerol, fosfatidilserin
in kardiolipin) in visoko strukturirane ter mehansko zelo odporne celicne stene. Ta
sodeluje pri celi¢ni delitvi, preprecuje, da bi sprememba okoliSkega tlaka v hipotoni¢nem
okolju privedla do razpada bakterijske celice, ohranja obliko celice ter nudi obrambo pred
vplivi okolja (npr. zas¢ita pred mehanskimi poskodbami ali razgradnjo z gostiteljevimi
encimi). Vse to omogoca rigidna struktura peptidoglikana. Celicne stene bakterij se med
sabo razlikujejo po zgradbi, zato bomo v nadaljevanju locili bakterije na gram pozitivne in

gram negativne. (11, 17, 19)

1.2.1 Gram pozitivne bakterije

Celicna stena gram pozitivnih bakterij je sestavljena iz ve¢ kot 40 plasti peptidoglikana,
kar predstavlja priblizno 20-80 nm debeline. Priblizno 60-odstotkov mase celi¢ne stene pa
predstavljajo v peptidoglikan umesceni dolgi anionski polimeri (npr. teihoi¢na in
lipoteihoi¢na kislina), ki dajejo negativni naboj celotni povrSini bakterijske celice in imajo
pomembno vlogo v homeostazi kationov kot kelator, saj uravnavajo koncentracije
kovinskih ionov, ki so potrebni za delovanje mnogih encimov vkljuenih v biosintezo

peptidoglikana (slika 1). (18, 19)

1.2.2 Gram negativne bakterije
Pri gram negativnih bakterijah imamo za celi¢no membrano sloj peptidoglikana, ki je
veliko tanjsi (3—8 nm) od tistega pri gram pozitivnih bakterijah. Vsebuje le do Stiri sloje,

prav tako ne vsebuje teihoicne kisline. Vendar pa kljucno zas¢itno funkcijo tvori dvoslojna
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zunanja membrana, sestavljena iz lipidov, lipopolisaharidov in proteinov — porinov (slika

1). (18, 19)

gram pozitivna bakterija gram negativna bakterija
teihoicna membranska pora lipopolisaharidi
kislina lipoteihoi¢na kislina
/ \ lipoproteini
! eptidoglikan
0 peptidog
l ' . } periplazma
$S notranja
% membrana
membranski
proteini

Slika 1: Primerjava zgradbe gram pozitivne in gram negativne bakterije. (Prirejeno po Vadillo et al., 2011) (19)

1.2.3 Zgradba peptidoglikana

Peptidoglikan (murein) je polimer z veliko molekulsko maso, sestavljen iz sladkornih in
aminokislinskih podenot.  Sladkorni del tvorita izmenjujo¢a se disaharida N-
acetilglukozamin (GIlcNAc) in njegov derivat N-acetilmuraminska kislina (MurNAc), v
katerem je na atomu C-3 z estrsko vezjo pripeta mle¢na kislina (2-hidroksipropanojska
kislina), povezana z 1,4-B-glikozidno vezjo. Na MurNAc so glede na tip bakterije
specificno vezane Stiri aminokisline (AK). Tetrapeptid je sestavljen iz L-alanina (L-Ala),
D-glutaminske kisline (D-Glu) in D-alanina (D-Ala); razlike se pojavijo v Cetrti AK. Gram
pozitivna bakterija vsebuje lizin (Lys), gram negativna pa mezo-diaminopimelinsko
kislino, ki nastopa kot prekurzor pri sintezi Lys. Precna kovalentna povezava posameznih
peptidoglikanskih enot vodi k nastanku stabilne rigidne makromolekulske mreze, ki pa je
odvisna od $tevila premrezenih peptidnih verig. Peptidna vez nastaja med karboksilno
skupino (-COOH) cetrte AK D-Ala ene glikanske verige in prosto amino skupino (—NH>)
tretje AK (Lys oz. mezo-diaminopimelinske kisline) druge glikanske verige. (17, 20, 21)

V bakteriji Escherichia coli, glavni predstavnici gram negativnih bakterij, so prec¢ne
povezave zgrajene iz peptidne vezi med D-Ala in mezo-diaminopimelinsko kislino
posameznih peptidoglikanskih vlaken (slika 2). Za gram pozitivne bakterije je znacilna

variabilna pre¢na veriga, ki se razlikuje od posamezne bakterijske vrste. Tako
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peptidoglikansko mrezo v bakteriji S. aureus povezuje veriga sestavljena iz petih glicinov
(Gly), pri enterokoku, bakteriji Enterococcus faecium, pa tvori znacilen most ena AK, D-
asparaginska kislina (D-Asp) (slika 2). (20, 21) Encim, ki katalizira reakcijo pripenjanja D-
aspartata v peptidoglikanski prekurzor v bakteriji E. faecium, se imenuje D-aspartat ligaza,

in temu encimu se bomo natancneje posvetili v nadaljevanju magistrske naloge. (25)

P Bakt. vrsta Prec¢na veriga/most

L-Ala .
vV E. faecalis L-Lys € L-Ala;€ L-Alay|- D-Ala

D-Glu Pred : ¢

ecna veriga

S . S. aureus L-Ly88<-| Gly € Gly,€ Gly;€ Gly,& Glys - 0-Ala
\4 A )

D-Ala L-Lys S. pneumoniae  L-Lys él (L-Ala or L-Ser), € L-Ala, I— D-Ala
\y A\ g E—

(D-Ala) D-Glu i

A E. faecium L-Lys8 D-Ala
L-Ala

W. viridescens  L-Lys €] L-Ala €& L-Seryf~ D-Ala
— MurNAc — GlcNAc — €

Slika 2: Prikaz variabilnih pre¢nih verig v gram pozitivnih bakterijah. (Prirejeno po Bouhss et al., 2001) (22)

1.2.4 Biosinteza peptidoglikana

Razlike med bakterijsko in ¢lovesko celico so na nivoju celicne organizacije in strukture.
Pomembno strukturno lastnost bakterij tako predstavlja celicna stena. Za bakterijo
specifiéni encimi, ki sodelujejo pri biosintezi peptidoglikana, ponujajo nove moznosti za
razvoj nujno potrebnih protibakterijskuh u¢inkovin. (23)

Sinteza peptidoglikana je zapleten proces in poteka v ve¢ stopnjah:

1. sinteza prekurzorjev (pentapeptida in derivatizacija UDP-sladkorjev) v citoplazmi,

2. prenos prekurzorjev preko membrane z lipidnim prenasalcem,

3. polimerizacija osnovne enote peptidoglikana v periplazmi — transpeptidacija.

1.2.4.1 Sinteza prekurzorjev v citoplazmi

Sintezo prekurzorjev v citoplazmi razdelimo v nize Stirih reakcij. (slika 4)
A. Sinteza uridil-difosfat-NV-acetilglukozamina (UDP-GIcNAc) iz fruktoze-6-fosfata.
Sinteza peptidoglikana se zacne, ko AK glutamin (Gln) donira amino skupino na sladkor
fruktozo-6-fosfat. Sledi reakcija med nastalim glukozamin-6-fosfatom in acetil CoA, pri
¢emer nastane N-acetil-glukozamin-6-fosfat. Po izomerizaciji N-acetil-glukozamin-1-

fosfat reagira z uridin trifosfatom (UTP). Med reakcijo se sprosti anorganski pirofosfat
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(PPi) in nastane prvi prekurzor UDP-GIcNAc. Encimi, ki katalizirajo omenjene reakcije
so amidotransferaze GlmS, GImU in GImM. (23)

B. Nastanek UDP-N-acetilmuraminske kisline (UDP-MurNAc) iz UDP-GIcNAc.
Prvo stopnjo katalizira encim MurA, in sicer pride do prenosa enolpiruvata iz
fosfoenolpiruvata (PEP) na 3-hidroksilni konec UDP-GIcNAc, v drugem delu encim
MurB reducira enolno skupino do laktoilne skupine. (23)

C. Nastanek UDP- MurNAc pentapeptida.

V tem koraku nastopajo S§tirje bistvenimi encimi, imenovani Mur ligaze. Ti katalizirajo
peptidno vez z L-Ala (MurC), D-Glu (MurD), mezo-diaminopimelinsko kislino ali L-Lys
(MurE) in dipeptidom D-Ala-D-Ala (MurF) na skupino D-laktoil iz UDP-MurNAc. Mur
ligaze potrebujejo za svoje delovanje energijo ATP. (21, 23)

D. Sinteza dveh D-AK.

Biosintezo peptidoglikana v plazmi vkljucujejo razli¢ni substrati, kot so acetil-CoA, UTP,
PEP, NADPH, ATP in L-AK, nekateri med njimi pa so bolj specifi¢ni (D-Ala, D-Ala-D-
Ala in D-Glu). Reakcijo racemizacije D-Ala iz AK L-Ala katalizira od piridoksal-5-
fosfata odvisen encim alanin racemaza. Za sintezo dipeptida D-Ala-D-Ala je potrebna D-
alanil-D-alanin ligaza (Ddl); za nastanek D-Glu pa sta odgovorna dva encima: glutamat
racemaza (Murl), ki katalizira interkonverzijo D in L-enantiomera Glu in D-
aminotransferaza (D-AAT), ki pretvori B-ketoglutarat v D-Glu ob hkratni pretvorbi D-Ala
v piruvat. (23)

1.2.4.2 Vezava prekurzorjev na lipidni prenaSalec in prenos prekurzorjev
preko citoplazemske membrane
Druga faza biosinteze poteka v citoplazemski membrani, kjer nalogo opravi lipidni
prenaSalec. Najprej se veze z molekulo UDP-MurNAc pentapeptidom (encim MraY) in
tvori tako imenovani lipid I. Na lipid I se prek 1,4-B-glikozidne vezi veze GlcNAc, kar
katalizira N-acetilglukozamin transferaza (MurG). Nastali lipid II se s pomoc¢jo encima
flipaza (FtsW) premesti preko membrane v periplazmo celice, kjer se vgradi v obstojeco
glikansko verigo. Reakcijo imenujemo transglikozilacija. Prenasalna molekula se nato vrne

v membrano. (slika 3) (20, 23)

20



Potari¢ N., Izolacija bakterijskega encima D-aspartat ligaza in bioloSko vrednotenje njegovih potencialnih

zaviralcev. Magistrsko delo. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2017

1.2.4.3 Polimerizacija osnovne enote peptidoglikana v periplazmi -
transpeptidacija

V zadnji stopnji sinteze, ki poteka v periplazmi, bakterijska celica poskrbi za ustrezno

premrezenost peptidnih verig nastajajocega peptidoglikana. Encimi, ki to omogocajo, se

imenujejo transpeptidaze. Reakcija pote¢e med prostim aminom tretje AK — Lys in D-Ala

na Cetrtem polozaju druge peptidne verige, ki je vezana na muraminsko kislino, hkrati pa

se peptidna vez med D-alaninskima ostankoma pretrga in odcepi se terminalni D-

Ala. Sproscena energija se porabi za tvorbo precne vezi. (slika 3) (20, 23)
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Slika 3: Sinteza peptidoglikana. Sinteza prekurzorjev (pentapeptida in derivatizacija sladkorjev UDP) v citoplazmi,

prenos prekurzorjev preko membrane z lipidnim prenaSalcem, polimerizacija osnovne enote peptidoglikana v periplazmi

— transpeptidacija. (Prirejeno po Fang et al., 2006) (24)

1.3 D-ASPARTAT LIGAZA

D-aspartat ligaza (Asls) je zadnji odkriti encim, vkljuéen v sintezo peptidoglikana, in
katalizira tvorbo kovalentne peptidne vezi v gram pozitivnih bakterijah. (25)

Patogene gram pozitivne bakterije, ki pripadajo rodovom stafilokokov, streptokokov in
enterokokov, imajo na e-amino skupino L-Lys peptidne verige peptidoglikanskih vlaken

pripet mosti¢ek iz aminokislin (L-alanil-y-D-glutamil-L-lizil-D-alanil-D-alanin), ki
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peptidoglikanska vlakna pre¢no premrezi. Znacilno je, da se struktura te stranske
aminokislinske verige znotraj iste bakterijske vrste ne spreminja, medtem ko za sestavo
med posameznimi bakterijskimi vrstami to ne velja; ta lahko vsebuje 1-5 aminokislinskih
preostankov. Da se L-AK in Gly pripnejo na peptidoglikanski prekurzor, jih je treba
aktivirati. Aktivacija poteka z encimi aminoacil-tRNA sintetazami (neribosomalne
peptidiltransferaze). Encimi iz druzine FEM, ki so odgovorni za pripenjanje petih Gly v S.
aureus (FmhB, FemA, FemB) ali dodajanje dveh molekul L-Ala v Enterococcus faecalis
(BppAl in BppA2) ali L-Ala v peptidoglikanski prekurzor v bakteriji Weissella viridescens
(FemX) ali dipeptidov L-Ser-L-Ala ali L-Ala-L-Ala v S. pneumoniae (MurM, MurN), so Ze
znani in raziskani. (21) Do danes pa je zelo malo znanega o vkljucitvi D-AK v
peptidoglikan. Za razliko od L-AK, je za D-AK, torej za D-Asp, dokazano, da ne
potrebujejo omenjene aktivacije, ampak se v peptidoglikanski prekurzor vgrajujejo z
ligazno reakcijo. Encim D-aspartat ligaza iz bakterije E. faecium, prej imenovane
Streptococcus faecalis, ki aktivira D-asparaginsko kislino (D-Asp) in jo poveZe z g-amino
skupino L-Lys’ UDP-MurNAc pentapeptida, so prvi¢ izolirali in opisali leta 1972. Gen za
omenjeni encim so identificirali priblizno 30 let pozneje z metodo reverznega genetskega
pristopa, istega leta je bila z radioaktivnim testom dolocena tudi kataliticna aktivnost
encima D-aspartat ligaza in vivo in s pomoc¢jo metode tandemske masne spektroskopije
tudi struktura heksapeptidnega produkta. (25, 27)

Pri vgradnji substrata D-Asp v stransko verigo peptidoglikana sodelujeta encim aspartat
racemaza in D-aspartat ligaza. S pomocjo encima aspartat racemaze se L-Asp pretvori v D-
Asp. V reakcijo vstopa molekula ATP, ki z encimom D-aspartat ligaza aktivira f-
karboksilno skupino D-Asp. Nastali intermediat B-aspartil fosfat v naslednjem koraku
napade e-amino skupino Lys prekurzorja UDP-N-acetilmuramil pentapeptida. Eliminira se
fosfat in tvori se amidna vez. (slika 4) V zadnjem koraku sinteze premrezZenje

peptidoglikanskih vlaken katalizirajo D, D-transpeptidaze. (slika 5) (21, 25)

0, OH 0, OH 0 OH
OH
H
H OH » 0 | OH — . H N
+ ATP \_/\ﬂ/ + ADP 3 Lys-PG-prekurzor + Pi
NH, 0 NH, 0 0 NH, 0

D-asparaginska PG-prekurzor-Lys-NH; P-aspartil-fosfat
kislina

Slika 4: Reakcija, Ki jo katalizira encim D-aspartat ligaza. (Prirejeno po Skedelj et al., 2013) (27)

22



Potari¢ N., Izolacija bakterijskega encima D-aspartat ligaza in bioloSko vrednotenje njegovih potencialnih

zaviralcev. Magistrsko delo. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2017

UDP-MurNA¢ UDP-MurNAc
UDP-MurNAc¢ UDP-MurNAc¢ L-Ala | UDP-MurNAc L-Ala 1
| I l
L-Ala1 L-Ala 1 D-Glu 2 L-Ala1 D-Glu 2
D-Glu2 D-Glu2 LLys3 s B-D-Asp D-Glu2 L-Lys3 s B-D-Asp
| D-Asp | | | |
L-Lys3 o L-Lys3 s B-D-Asp D-Alad4 _> LLys3 wme B-D-ASp s D-Als 4
| ATP ADP+Pi | | |
D-Alad Ac D-Alad D-Ala s D-Alad
I x\bl[m a
D-Ala § D-Ala §

Slika 5: Vkljucitev D-aspartata v peptidoglikanski prekurzor v bakteriji E. faecium. (Prirejeno po Bellais et al.,
2006) (25)

Za encime je znacilno, da lahko reagirajo samo z omejenim Stevilom substratov (substratna
specifi¢nost) in katalizirajo samo dolocene reakcije (specifi¢nost delovanja). Raziskave so
dokazale, da Ze majhne spremembe na substratu D-asparaginska kislina, kot so podaljSanje
stranske verige (D-Glu), zamenjava a-amino skupine s hidroksilno skupino (D-jabol¢na
kislina) ali zamenjava a-karboksilne skupine z CONH; (D-izoasparagin), niso primerne za

delovanje encima D-aspartat ligaza. (25, 27)

1.3.1 ATP-vezavno mesto bakterijskih encimov kot potencialno taréno mesto
za nacrtovanje novih protibakterijskih u¢inkovin

D-aspartat ligaza iz multirezistentne bakterije E. faecium je nova potencialna tarCa za
razvoj protibakterijskih zdravilnih uginkovin. Ceprav so strukturne zna¢ilnosti encima 3e
vedno slabo poznane, je na podlagi predhodno znanih dejstev o aminokislinskem zaporedju
in kataliticnem mehanizmu reakcij potrjeno, da D-aspartat ligaza spada v naddruzino ATP-
grasp encimov. (25, 27)

V skupino, ki za svoje delovanje potrebuje molekulo ATP, uvr§€amo priblizno desetino od
vseh do zdaj ze znanih encimov. Encimi, ki v svojem aktivhem centru vsebujejo ATP-
vezavno mesto se med sabo razlikujejo po strukturi ali po mehanizmu reakcije. Delimo jih
v naddruzine, in ena izmed Ze omenjenih je naddruzina encimov ATP-grasp. Encimi, ki so
jih med prvimi umestili v to naddruzino so biotin karboksilaza, D-Ala-D-Ala ligaza,
glutation sintaza, karbamoil fosfat sintetaza, urea amidolaza, tubulin-tirozin ligaza in
sukcinil CoA sintetaza. (25, 27) Encimi ATP-grasp so predstavniki razreda ligaz, ki za
katalizo nove vezi potrebujejo energijo molekule ATP, ali predstavniki kinaz, ki pripenjajo

fosfatno skupino na AK serin (Ser), treonin (Thr) ali tirozin (Tyr), njihova dejavnost pa je
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odvisna od ciklicnega AMP (cAMP) v celici. V bakterijski celici so predstavniki ATP-
grasp ligaz encimi, ki sodelujejo pri sintezi peptidoglikana (D-aspartat ligaza, D-alanil-D-
alanin ligaza), sintezi glutationa (glutation sintetaza) in njegovih modifikacijah (glutationil
spermidin sintetaza), sintezi polipetida cianoficina (cianoficin sintetaza) in peptidnih
antibiotikov (butirozin, bacilizin). (28, 29)

ATP-vezavno mesto bakterijskih encimov je zanimivo taréno mesto za nacrtovanje
protibakterijskih ucinkovin, vendar je ciljanje tega mesta zaradi problema doseganja
selektivnosti na bakterijske sisteme, razmeroma slabo izkoris¢eno. Poleg tega morajo biti
ATP kompetitivni zaviralci bakterijskih encimov zmozni tekmovati z visoko koncentracijo
ATP v bakterijski celici (0,6-18 mM), ki je podobna kot v ¢loveski celici (1-10 mM).
Kljub strukturnim razlikam med ATP-vezavnimi mesti je bilo dokazano, da z dobrim
poznavanjem strukture encimov, selektivnost na bakterijskih in evkariontskih encimih

lahko dosezemo. (26)

1.4 ZAVIRALCI ENCIMA D-ASPARTAT LIGAZA

Prvi zaviralei encima D-aspartat ligaza so bili odkriti z HN )
reSetanjem knjiznice ze znanih kompetitivnih zaviralcev ATP
ce 1. . . .- . O
bakterijskih encimov iz naddruzine ATP-grasp in z HZN\(O
o 5 s . \ N
optimizacijo zadetkov z racunalniSkim modeliranjem. N
Br

Najboljsemu zaviralcu so izmerili konstanto inhibicije Ki = 3
M, s kineti€nimi in termodinamskimi Studijami pa so potrdili, 5
{

da se veze v ATP-vezavno mesto. (slika 6) (27)
Slika 6: Zaviralec encima D-

aspartat ligaza. (Prirejeno po
Skedelj et al., 2013) (27)

1.4.1 Encimska kinetika

V telesu potekajo skoraj vse reakcije pod vplivom encimov. Funkcija encimov je kataliza
biokemijskih reakcij, delujejo pa tako, da znizajo aktivacijsko energijo za pretvorbo
substratov v produkte. To podrocje obravnava encimska kinetika. Encimi uravnavajo
hitrost in smer teh reakcij, pri ¢emer se sami ne porabljajo in se trajno ne spremenijo.
Merjenje aktivnosti oz. hitrosti encima ponazarja enaCba spreminjanja hitrosti

substrata/produkta v ¢asovni enoti. (31, 32) Dejavniki, ki vplivajo na aktivnost encimov so:
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1. pH
Vecina encimov ima optimalen pH, pri katerem je njihova aktivnost najvecja (tisti, ki
delujejo v kislem, niso aktivni v bazi¢nem). Vrednosti pH, ki so ve¢je ali manjSe od
optimuma, zmanj$ajo ali uni¢ijo aktivnost encimov. (31, 32)

2. Temperatura
Vsak encim ima temperaturni optimum, maksimum in minimum. Aktivnost encimov
naraS€a sorazmerno s temperaturo, vendar lahko preseZzena optimalna temperatura
spremeni strukturo encima in ta spremeni svojo naravo (denaturira). Zaradi tega encim
zacasno ali trajno izgubi svojo kataliti¢no sposobnost. (31, 32)

3. Koli¢ina substrata

4 " " " Z nara$cajoCo koncentracijo substrata raste aktivnost
max . . “ . .
encimov, ki doseze maksimum pri koncentraciji
substrata, pri kateri so zasedeni vsi aktivni centri

" encima. Ce se potem koncentracija substrata Se veca,

hitrost

aktivnost encima ne narasca vec¢. (slika 7) (31, 32)

LK .
0 1 K] 4
[S]
Slika 7: Michaelis-Mentenov graf aktivnosti encima v odvisnosti od koncentracije substrata. Enacba, ki
opisuje hiperboli¢no obliko krivulje: Vo = %ﬁﬂ pri ¢emer konstanta Km definira koncentracijo substrata pri

polovi¢ni maksimalni hitrosti encimske reakcije. (Prirejeno po Wikipedia) (33)

4. Zaviralci

Na encimsko aktivnost lahko vplivamo z modulatornimi molekulami, ki encimsko
aktivnost zmanjSajo. Zaviralce delimo na ireverzibilne in reverzibilne, reverzibilne
encimske zaviralce pa nadalje razdelimo na kompetitivne, nekompetitivne in
akompetitivne.

Ireverzibilni zaviralec se kovalentno veze na funkcionalno skupino AK in trajno inaktivira
encim. Pri reverzibilni nekompetitivni inhibiciji se lahko substrat in zaviralec veZeta na
molekulo encima hkrati, vendar na razlicni aktivni mesti. Mehanizem akompetitivnega
zaviralca je podoben nekompetitivnemu mehanizmu delovanja; razlikuje se po tem, da se
veze le na kompleks encim-substrat. Kompetitivni zaviralci so ponavadi podobni substratu

in se vezejo v aktivno mesto encima, kadar substrat ni vezan. (30, 31, 32)
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2 NAMEN DELA

Bakterijska rezistenca je eden vecjih zdravstvenih problemov, zato mora farmacevtska
industrija razvijati nove protimikrobne ucinkovine. Ena od strategij v boju z bakterijsko
rezistenco je nacrtovanje protibakterijskih u¢inkovin z delovanjem na nove neizkoris¢ene
tarCe. D-aspartat ligaza, ki sodeluje v konfnem procesu pre€nega premrezenja
peptidoglikanskih vlaken pri bakteriji E. faecium, je Se neraziskano podrocje, saj njena 3D
struktura ni znana, poleg tega pa je iz literature znanih le nekaj tipov zaviralcev tega
encima. V okviru magistrske naloge bomo skusali optimizirati postopek izolacije tako, da
bo ob koncu postopka izoliran encim kataliticno aktiven in primeren za postopek
kristalizacije. Z reSetanjem manjSe knjiznice spojin, zaviralcev bakterijskega encima DNA
giraza B, ki se vezejo v ATP-vezavno mesto, bomo skusali najti spojino, ki bi bila lahko
izhodiS¢na tocka za nacrtovanje strukturno novih tipov zaviralcev D-aspartat ligaza in v

prihodnosti morda tudi novih protibakterijskih u¢inkovin.

2.1 PRIPRAVA ENCIMA D-ASPARTAT LIGAZA

V prvi fazi magistrskega dela bomo izolirali encim D-aspartat ligaza. 1zolacijo bomo zaceli
na stopnji transformacije plazmida pE—SUMO z zapisom za bakterijski encim D-aspartat
ligaza v gostiteljske celice E. coli sev BL21[DE3]pLysS. Uspesnost transformacije bomo
preverili z verizno reakcijo s polimerazo (PCR) bakterijskih kolonij in agarozno
elektroforezo. Pripravili bomo avtoinducibilne bakterijske kulture in izolirali encim z
imobilizirano kovinsko afinitetno (IMAC) in gelsko kromatografijo. Uspesnost izolacije in
morebitne denaturacije ali cepitve encima bomo v celotnem postopku preverjali s
poliakrilamidnogelsko elektroforezo ob navzocnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS
PAGE). Na$ cilj bo optimizacija pogojev za cepitev encima s peptidazo SUMO in

postopka koncentriranja.

2.2 POSKUS KRISTALIZACIJE ENCIMA D-ASPARTAT LIGAZA

Ker 3D struktura D-aspartat ligaze Se ni znana, bomo izoliranemu encimu z izkazano

kataliticno aktivnostjo skuSali poiskati optimalne kristalizacijske pogoje.
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2.3 ISKANJE NOVIH ZAVIRALCEV ENCIMA D-ASPARTAT
LIGAZA

Z in vitro encimskim testom, ki temelji na sklopljeni reakciji z encimoma laktat
dehidrogenazo in piruvat kinazo, bomo preizkusili kataliticno aktivnost pripravljenega
encima in biolosko ovrednotili majhno serijo Ze znanih ATP kompetitivnih zaviralcev

bakterijskega encima DNA giraza B kot potencialne zaviralce D-aspartat ligaze.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 IZOLACIJA ENCIMA D-ASPARTAT LIGAZA
3.1.1 Material
3.1.1.1 Kemikalije

Tabela I: Kemikalije.

Reagent Proizvajalec
ampicilin Fisher Scientific
kloramfenikol Acros Organic
imidazol, glukoza, NaHPO4*x2H,0,
tris(hidroksimetil)aminometan, agaroza, N-Z amin . .
NI?IgCi OB-Sme(rakai)toeta(r)lof br’omfgnocl) I‘,nOdl”O, natn'je\; Sigma Aldrich
dodecilsulfat (NaDS)

NaCl, KH,PO,, ocetna kislina Gram-Mol
IMAC Sepharose 6 Fast Flow GE Healthcare
amonijev  persulfat (APS), tetraetilmetilendiamin Serva
(TEMED)
glicerol Fisher Chemical
MgSO4 Honeywell Riedel-de Haen
a-laktoza monohidrat Fisher Chemical
glicin Fisher Scientific
barvilo Coomassie Brilliant Blue, akrilamid:bisakrilamid
(37,5:1) Fermentas
roteinski standar tain rotein molecular weight .
qu(l)rlieri diiiotriit(c)il Elll)nTsT) e protein molecuar weleh Thermo Scientific

3.1.1.2 Gojisc¢a za rast bakterijskih celic

Tabela II: Gojisc¢a za rast bakterijskih celic.

Gojisce Sestavine raztopin
teko¢e Luria Bertanijevo gojis¢e (LB) brez
antibiotikov

kvasni ekstrakt, NaCl, tripton, deionizirana voda

kvasni ekstrakt, NaCl, agar, tripton, deionizirana voda,
ampicilin, kloramfenikol

19,1 ml dH,0, 40 uL 1 M MgSO,, 250 puL 40-odstotne
glukoze, 200 pL 25-odstotnega aspartat, 400 uL 50x M, 20
pL ampicilina, 20 pL kloramfenikola

40 g protein hidrolizat N-Z amina (encim tripton), 20 g
kvasnega ekstrakta, 4 000 mL dH,O (gojisce razdelimo v

trdno LB gojisce z antibiotiki

neinducibilno minimalno gojisce za gojenje bakterij;
metil-o-D-glukopiranozid (MDG)

avtoinducibilno gojis¢e ZY (Z = 1-odstotni N-Z amin,
Y = 0,5-odstotni kvasni ekstrakt)

8x383 mL)
50xM (1xM = 50 mM PO,, 50 mM NH,CI, 5 mM | 80 mL dH,O, 17,75 g Na,HPO,, 17 g KH,PO, 134 g
Na2804) NH4C1, 3,55 g Na2$O4
50x5052 (5052 = 0,5-odstotni glicerol, 0,05-odstotna | 73 mL dH,O, 250 g glicerola, 2,5 g glukoze, 10 g a-laktoza
glukoza, 0,2-odstotna a-laktoza) monohidrata

383 ml gojisca ZY, 800 pL 1M MgSO,, 8 mL 50x5052, 8

mesanica avtoinducibilnih gojise = ZYM-5052 mL 50xM, 400 pL ampicilina, 400 uL kloramfenikola
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3.1.1.3 Raztopine in pufri za izolacijo in kristalizacijo encima D-aspartat

ligaza

Tabela III: Raztopine in pufri za izolacijo in kristalizacijo encima D-aspartat ligaza.

Pufer/raztopina

Sestavine raztopin

tris acetatni pufer ali TAE

tris/acetat/ EDTA — Ze pripravljen

nanasalni pufer za agarozno elektroforezo

25-odstotno bromfenolmodro markersko barvilo, 25-odstotno
ksilencianol markersko barvilo, 15-odstotni fikol tip 4000,
120 mM EDTA

pufer za resuspendiranje in shranjevanje celic pri —80
°C

500 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI, 20 mM imidazol, pH 7,4

10x elektroforezni pufer za NaDS PAGE (pred
uporabo smo razredc¢ili 1:10)

30 g Tris/HCl, 144 g glicina, 10 g SDS, 1 L dH,0

nanasalno barvilo z reducentom za PAGE

1 M Tris/HCI, 2-odstotni NaDS, 0,1-odstotni bromfenol
modro in 10-odstotni glicerol, 14,3 M [-merkaptoetanol,
dH,0, pH 6,8

raztopina za barvanje poliakrilamidnega gela s
Coomassie brilliant blue

10-odstotna ocetna kislina, 60-odstotni metanol, 2,5 g
Coomassie brilliant blue

raztopina za razbarvanje poliakrilamidnega gela

30-odstotni absolutni etanol, 10-odstotna ocetna kislina

raztopina za pripravo 12,5-odstotnega locCitvenega
gela (5 mL)

2,14 mL, dH,O, 1,25 mL Tris/HCIl, 1,57 mL 40-odstotni
akrilamid/bisakrilamid (37,5:1), 50 uL 10-odstotni NaDS, 7,5
pL TEMED, 15 pL 10-odstotni APS, pH 8,8

raztopina za pripravo 4-odstotnega koncentracijskega
gela (5mL)

4x769 mL dH,0, 2x625 mL Tris/HCl, 625 pL 40-odstotni
akrilamid/bisakrilamid (37,5:1), 50 uL 10-odstotni NaDS, 7,5
uL TEMED, 15 pL 10-odstotni APS, pH 6,8

vezavni pufer za imobilizirano kovinsko-afinitetno
kromatografijo — IMAC (1. in 2. poskus izolacije
encima)

150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI, 20 mM imidazol, pH 7,4

vezavni pufer IMAC (3. poskus izolacije encima)

200 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, 20 mM imidazol, 10-
odstotni glicerol, pH 8,0

elucijski pufer IMAC

500 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI, 300 mM imidazol, pH 7,4

dializni pufer (v 1. in 2. poskusu izolacije encima)

150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 8,0

dializni pufer (v 3. poskusu izolacije encima)

200 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, 10-odstotni glicerol, I mM
DTT, pH 8,0

pufer za gelsko kromatografijo (v 2. poskusu izolacije
encima)

200 mM NacCl, 20 mM Tris/HCI, 5-odstotni glicerol, pH 8,0

pufer za gelsko kromatografijo (v 3. poskusu izolacije
encima )

200 mM NacCl, 20 mM Tris/HCI, 10-odstotni glicerol, pH 8,0

kristalizacijski pufri Structure Screens 1 (MD1-01) in

2 (MD1-02) V prilogi B
kristalizacijski pufti PACT premier MD 1 — 29
3.1.1.4 Laboratorijska oprema
Tabela IV: Laboratorijska oprema.
Laboratorijska oprema Ime Proizvajalec
itresalmk za gojenje kultur (37 °C, 20 IS 200 K Neth_sS:
C) Kambi¢
inkubator (37 °C) BD Binder GmbH
. . . . WLC 2A/A2 Radwag
tehtnica (analitska in precizna) PL83-S Mettler Toledo
magnetno mesalo FB15045 Fisher Scientific
centrifuge PicoFugeTM Stratagene
GmCLab Gilson
5180 R
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2 rotorja

5424
5415 R
Sorvall RC 6+

Fiberlite™ F21-8 x 50y
Fiberlite™ F10-4 x 1000
LEx

Eppendorf
Thermo Scientific

Thermo Scientific

N

sistem za pridobivanje dodatno ocisc¢ene

elektroforezo

demineralizirane vode (MQ) Milli-Q Milipore
GeneAmp ) -

aparat za PCR PCR System 2700 Applied Biosystem

laboratorijska oprema =za agarozno Bl.BIA Owl Separation Systems

laboratorijska oprema za PAGE: )
elektroforezna  kaditka, steklca za | Mini-PROTEAN® Tetra .
S . Bio-Rad
vlivanje gelov za elektroforezo, stojalo | System
za vlivanje gelov, glavnicek za Zepe
vibracijsko mesalo Vibromix 10 Tehtnica

sistem  za  slikanje gelov -

transiluminator

MiniBIS Pro

DNR Bio-Imaging Systems

vir napetosti za elektroforezne kadicke

Systems

(agarozna elektroforeza) EPS 301 Amersham Pharmaci a Biotech
namizni stresalnik Orbit™ LS LabNet
pipete:

(1)65__11(?0}:1 Ii Research Ependorf
100-1000 pL

centrifugirke (15 mL, 50 mL) / VWR
digestorij SecuFlow Waldner

pH meter Seven Easy Mettler Toledo
sonifikator Labsonic 2000 B. Braun
vakumska ¢rpalka za filtracijo vacuum gas pump VWR
is(),glzminn;)t, TSC ﬂﬂ%ﬁ;ﬁfmbmmkl filtri Minisart® NML Startorius
dializna membrana / Sigma Aldrich
¢rpalka za IMAC FH30 ~ Compact  Pump Thermo Scientific

kromatografski sistem FPLC

AKTA FPLC System Incl
Datastation & Frac 920

Amersham Biosciences

. NanoDrop 2000 ¢ Thermo Scientific
UV-vis spektrofotometer Libra S12 Biochrom
kolona za gelsko kromatografijo SUPERDEX 200 10730 GL GE HealthCare

(volumen 24 ml)
kolona za gelsko kromatografijo SUPERDEX 75 1030 GL GE HealthCare
(volumen 24 ml)
kolona za IMAC HiTrap FF GE HealthCare
ultrafilter (15 mL, 0,5 mL) Amicon Ultra Millipore

kristalizacijske plosce

MRC Under Oil
Crystallization Plate

Molecular dimensions

Ari Art Robbins Crystal

aparat za avtomatsko pipetiranje Gryphon Dunn Labortechnik GmbH
polarizacijski mikroskop Leica MZ 75 Leica
inkubator kristalizacijskih plos¢ Rubarth Apparate Rumed

3.1.1.5 DNA (plazmid)

Eden najpogosteje uporabljenih gostiteljev, tj. bakterija E. coli, ni primeren za izraZanje

nekaterih rekombinantnih proteinov. Da bi izboljSali ekspresijo, povecali stabilnost in
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omogocili pravilno zvitje ter topnost rekombinantnega proteina, smo za ekspresijo encima
D-aspartat ligaza uporabili fuzijski sistem SUMO. (34, 35)

Vektor pPE-SUMO je krozni plazmid, ki vsebuje selekcijsko mesto z zapisom za rezistenco
na ampicilin ali kanamicin, mesto zaCetka podvajanja DNA, zaporedje, ki kodira
polihistidinski afinitetni podaljSek (zaporedje Sestih histidinov) in protein SUMO ter
klonirno mesto (multi cloning site — MCS), kamor vstavimo zeleni fragment. (slika 8) (35,
36) Zaporedje, ki kodira polihistidinski podaljsek po ekspresiji omogoca ucinkovito

¢iSCenje, fuzijski protein pa nato cepimo z encimom peptidaza SUMO.

restrikcijsko mesto za vstavljanje tuje DNA

pE-SUMOstar Amp

Amp

T7 promotor

Slika 8: Vektor pE-SUMOstar Amp. Plazmid je sestavljen iz selekcijskega mesta z zapisom za rezistenco na
antibiotik, mesta zacetka podvajanja DNA, zaporedja, ki kodira polihistidinski afinitetni podaljSek in protein SUMO ter

klonirnnega mesta (multi cloning site — MCS), kamor vstavimo Zeleni fragment. (Prirejeno po LifeSensors) (34)

Zaporedje rekombinantnega vektorja je v prilogi A.

3.1.1.6 Bakterijski sevi

Bakterije vrste E. coli spadajo med fakultativne anaerobe in so najpogosteje uporabljeni
gostitelji za izrazanje rekombinantnih proteinov. Za izrazanje encima D-aspartat ligaza
smo uporabili sev BL21[DE3]pLysS. Ekspresijski sev BL21 ima z uvedbo mutacij utiSane
endogene proteaze (proteazi lon in OmpT), kar omogoca lazje izrazanje in zmanjSa
verjetnost razgradnje heterolognih proteinov. Navzoc¢nost profaga ADE3 z zapisom, ki
kodira polimerazo T7 RNA, je potrebna za ekspresijo genov na vektorju. Polimeraza RNA
E. coli je pod nadzorom promotorja lacUV5, ki je inducibilen z izopropil-B-D-
tiogalaktozidom (IPTG) oz. laktozo. Kadar v celici ni induktorja, je represor lac vezan na

promotor /ac in v celici ne prihaja do prepisa genov za polimerazo T7 in posledi¢no
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tarCnega proteina. Obratno se zgodi, ko dodamo induktor in omogocimo vezavo
polimeraze RNA E. coli na promotor lac. Za boljSo regulacijo imajo uporabljene celice
vstavljen Se plazmid pLysS, ki vsebuje zapis za lizocim T7 in rezistenco na antibiotik
kloramfenikol. Lizocim T7 je naravni zaviralec polimeraze T7 RNK, razgradi jo, kar
pomeni, da je transkripcija gena, kontroliranega s promotorjem T7, skoraj popolnoma

zavrta, dokler ne dodamo induktorja. (slika 9) (36, 48)

polimeraza T7 RNA

;l; :] tarcni gen

)

promotor T7

polimeraza RNA

represor
lac

gen lacl

bakterijski
kromosom
pE-SUMO ekspresijski

vektor

Slika 9: Avtoindukcija. Kontrola genov /ac je odvisna od navzoc€nosti laktoze. Transkripcija vseh genov se zacne, ko
laktoza inaktivira represor lac in omogo¢i vezavo encima polimeraza RNA na specificno mesto na DNA, ¢. i. promotor.
Pri vezavi polimeraze T7 na promotor T7 ekspresijskega vektorja pride do izrazanja tarénega gena. (Prirejeno po

Novagen, 2006) (37)

3.1.1.7 Encimi

1. Peptidaza SUMO - Ulpl (angl. ubiquitin like specific protease 1); je proteazni
encim, izoliran iz glive Saccharomyces cereviae. Sodeluje v procesu maturacije
SUMO propeptida, kjer hidrolizira peptidno vez a v zaporedju Gly-Gly-Ala-Thr-Tyr
na C-kon¢nem delu in v procesu njegove dekonjugacije od rekombinantnega proteina.
V tem primeru peptidaza katalizira cepitev peptidne vezi ¢ med C-konénim Gly
zrelega SUMO proteina (-Gly-Gly) in e-amino skupino Lys tarénega proteina. (39, 40)
Na N-kon¢ni del peptidaze je vezan polihistidinski podaljSek, kar omogoca enostavno

¢iSCenje z afinitetno kromatografijo. Cepitveni pogoji, pri katerih peptidaza SUMO
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ohrani kataliti¢no aktivnost so: 150-300 mM NacCl, 20 mM Tris/HCI, pH 6-10, 1 mM
DTT, temperaturni interval 4-30 °C. (36, 38)
2. Polimeraza GoTaq green; omogocCa vecjo obcutljivost in dolzino pomnoZenih

fragmentov kot konvencionalna polimeraza Taq DNA. (41)

3.1.1.8 Elektroforezni standardi

Elektroforezni standardi, ki so bili uporabljeni pri delu (slika 10):
a) GeneRuler DNA Ladder 250—-10 000 bp
b) Unstained Protein Molecular Weight Marker

-116.0

— 66.2

— 45.0

- 35.0

_—
R
_—
—_——
—_—
pr—
———
—
-—
—
-——

— - 25.0

— 18.4
w—— 14.4

a) b)

Slika 10: Elektroforezni standardi. a) Standard GeneRuler 1 kbp DNA Ladder na 1-odstotnem agaroznem gelu z
velikostmi standardov v bp (bazni par). (42) b) Proteinski standard; Unstained Protein MW Marker na 12,5-odstotnem

poliakrilamidnem gelu ob navzo¢nosti NaDS z velikostmi standardov v kDa. (43)

3.1.2 Preparativne metode

3.1.2.1 PCR bakterijskih kolonij (angl. colony PCR) 1z zniZevanjem
temperature prileganja zacetnih oligonukleotidov (angl. touch down
PCR)

Metoda temelji na pomnozitvi produktov reakcije PCR neposredno iz bakterijskih kolonij,

kar omogoca hitro iskanje bakterijskih kolonij na trdnem gojis€u s ciljem, da detektiramo

tiste, ki imajo vstavljene plazmide z Zelenim zaporedjem DNA, ¢ i. pozitivne kolonije.

Princip »touch down« se uporabi z namenom, da se poveca koli¢ina specifi¢nih produktov

reakcije. ZmanjSanje nespecificnih produktov dosezemo tako, da v ciklih pomnoZzevanja

spreminjamo temperaturo prileganja zacetnih oligonukleotidov. Zacetna temperatura
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prileganja je vi§ja od T, (temperatura taliS§¢a) zacetnih oligonukleotidov, zadnja
temperatura prileganja pa nizja od T, zaCetnih oligonukleotidov. (44, 45) Proces
pomnozevanja je sestavljen iz treh stopenj: denaturacija matricne DNA, pripenjanje
zacetnih oligonukleotidov in podaljSevanje DNA. Tak cikel reakcij smo ponovili 30-krat,
Stevilo kopij DNA pa je z vsakim ciklom eksponentno narascalo. Reakcijo smo izvedli v
mikrocentrifugirkah, v katerith smo zmeSali matricno DNA (bakterijska kolonija z
vstavljenim plazmidom pE-SUMO z zapisom za bakterijski encim D-aspartat ligaza),
zacetna oligonukleotida (pomnoZujeta zaporedje za protein SUMO in bakterijski encim D-

aspartat ligaza), GoTaq Green Master Mix. (tabela V, tabela VI)

Tabela V: Reakcijska meSanica za verizno reakcijo s polimerazo.

Komponenta Volumen (uL)
GoTaq Green Master Mix (Green Taq DNA
polimeraza, dNTP, MgCl,, modro in rumeno
barvilo, ki omogocata spremljanje napredka med 6,25
elektroforezo)
zacetni oligonukleotid 5' 1
zacetni oligonukleotid 3' 1
DNA (=bakterijska kolonija z vstavljenim plazmidom) 0,2
dH,O 4,05
> 12,5

Tabela VI: Protokol pomnoZevanja zapisa za pE—-SUMO z veriZno reakcijo s polimerazo.

1. zaCetna denaturacija 95 °C 2 min
2. denaturacija 95 °C 30s
3. prileganje zacetnih oligonukleotidov 56 °C — 45°C 30s
4. podaljSevanje verige 72 °C 1 min
5. dokoncanje sinteze 72 °C 7 min
6. zaustavitev sinteze 4°C o0

3.1.2.2 Agarozna elektroforeza

Agarozna gelska elektroforeza je metoda, ki omogoca loCevanje negativno nabitih
fragmentov DNA. Molekule zaradi svojega naboja potujejo v elektriénem polju od katode
(-) proti anodi (+), zamreZenost gela pa omogoc¢i lo¢evanje molekul po velikosti. (46)

Po koncani reakciji PCR smo produkte nanesli na 1-odstotni agarozni gel (0,5 g agaroze
smo raztopili v 50 ml 1x pufra TAE). Vzorckom smo predhodno dodali 6% nanasalni
pufer, ki poveca viskoznost vzorcev, da se ti lazje usedejo na dno Zepka. Elektroforeza je

potekala v puferskem sistemu TAE (tris-acetat-EDTA) 30 minut pri napetosti 90 V.
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Pomnozeno DNA smo detektirali z interkelatorjem etidijevim bromidom, ki po obsevanju
z UV svetlobo fluorescira oranzno svetlobo valovne dolZzine 590 nm. Gel smo skenirali z
UV-vis transiluminatorjem MiniBIS Pro, ki nam omogoc¢i vizualizacijo gela in

shranjevanje ter obdelavo slik na racunalniku.

3.1.2.3 Transformacija

3.1.2.3.1 Transformacija plazmida pE-SUMO z zapisom za encim D-aspartat

ligaza

Transformacija je postopek, pri katerem v kompetentne bakterijske celice vnesemo tujo
rekombinantno DNA z ustreznimi selekcijskimi markerji, ki omogocajo rast le celicam, ki
so prejele plazmid, v naSem primeru, celice, ki so rezistentne na ampicilin. Transformacijo
smo izvajali na ledu, da bi ohranili kompetentnost celic. Celice E. coli sev
BL21[DE3]pLysS smo odmrznili in jim dodali plazmidno DNA. Inkubirali smo jih 30
minut na ledu in med tem ¢asom segreli vodo za toplotni Sok pri to¢no 42 °C. Ta korak
spodbudi odpiranje por v membrani bakterije, kar omogoc¢i pospeSeno sprejemanje
plazmida. Epruvete z vzorcem smo za 45 sekund pomocili v vodo in jih nato 2 minuti
inkubirali na ledu. Dodali smo 800 pL sterilnega tekocega gojis¢e LB in jih v inkubatorju
stresali 90 minut pri 150 obr/min pri 37 °C. Po inkubaciji smo 100 pL bakterijske
transformacijske mesSanice s sterilno spatulo po Drigalskem enakomerno razmazali po
povrsini agarnih plo§¢ LB z antibiotikoma ampicilinom in kloramfenikolom. Navzoc¢nost
ustreznega antibiotika v gojis€u povzroci selekcijo, ki omogoci rast le bakterijam z
vstavljenim plazmidom. Uspes$nost transformacije smo preverili z agarozno elektroforezo.

(47) Bakterije smo inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C.

3.1.2.3.1 Avtoindukcija — izraZanje rekombinantnih proteinov
Naslednji dan smo v 20 mL minimalnega gojis§¢a MDG z antibiotikoma ampicilinom in
kloramfenikolom nacepili bakterijsko kolonijo, jo pokrili s parafilmom in jo ¢ez noc
inkubirali v stresalniku pri 150 obr/min pri 37 °C. Naslednji dan smo avtoinducibilnemu
gojiscu ZYM-5052 dodali 1 000x red¢eno preko nocno bakterijsko kulturo iz gojis¢éa MDG
ter jo znova inkubirali na stresalniku 6 ur pri 150 obr/min pri 37 °C in inkubacijo
nadaljevali ¢ez no€ pri 20 °C. Bakterije so se ustrezno namnozile, ko smo opazili, da je

gojis¢e motno. Rast bakterij smo spremljali na UV-vis spektrofotometru z merjenjem
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opti¢ne gostote pri 600 nm. Kulturo smo prelili v centrifugirke in centrifugirali 20 minut
pri 6 000 obr/min pri 4 °C. Supernatant smo zavrgli in delo nadaljevali na ledu. Celi¢no
usedlino smo resuspendirali v ustreznem pufru in bakterijsko suspenzijo razdelili v

plasti¢ne centrifugirke ter jo zamrznili na —80 °C.

3.1.2.4 Izolacija in analiza rekombinantnega proteina
Celoten postopek izolacije je potekal v ve¢ stopnjah in z uporabo razlicnih metod. Metode,
ki smo jih izvajali so bile centrifugiranje, filtracija, ultrafiltracija, dializa, kovinsko

afinitetna in gelska kromatografija.

3.1.2.4.1 Odtajanje in razbitje celic ter ekstrakcija topnega fuzijskega proteina
Suspenzijo bakterijskih celic smo vzeli iz zamrzovalnika, jo na ledu odtalili in prelili v
¢aSo. Postopek sonifikacije, ultrazvo¢nega razbitja celic, smo izvajali 9-krat po 5 minut z
2-minutnim premorom, ki smo ga izkoristili za rahlo meSanje suspenzije na ledu ter tako
preprecili pregretje vzorca in denaturacijo proteinov. Ultrazvo¢no sondo smo obrisali z
etanolom in konico potopili 1 cm pod povrSino. Vzorec se ni smel peniti, saj bi nam lahko
to oborilo protein. Ko vzorec ni bil ve¢ viskozen, smo suspenzijo prelili v centrifugirke in
jo centrifugirali 20 minut pri 150 000 obr/min pri 4 °C. Za analizo z NaDS PAGE smo v
eno mikrocentrifugirko odvzeli vzorec peleta celic, v drugo pa odpipetirali supernatant, ki
je vseboval topne proteine, vklju¢no z nasim, in ga shranili pri —20 °C. Preostali pelet celic
smo zavrgli, supernatant pa prefiltrirali najprej skozi filter velikosti por 0,45 pm in nato 0,2

um, da smo odstranili vse necistoce, ki bi poskodovale kolono IMAC.

3.1.2.4.2 Kovinsko-kelatna afinitetna kromatografija 1 — pred cepitvijo z encimom
peptidaza SUMO

Za ciscenje rekombinantnih proteinov se pogosto uporablja afinitetna kromatografija z

imobiliziranim kovinskim ionom — IMAC. Ta tip kromatografije je podvrsta afinitetne

kromatografije, ki temelji na specifi¢nih bioloskih interakcijah med kovinskimi ioni in

imidazolnimi skupinami histidina. Gensko spremenjen protein ima vgrajen oznacevalec —

histidinski podaljSek z afiniteto do nikljevih ionov, kar omogoca hitro in selektivno

izolacijo. Proteini, ki vsebujejo ve¢ zaporednih histidinskih ostankov, se zadrzijo na
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matriksu kromatografske kolone, elucijo pa izvedemo bodisi s spremembo pH pufra ali z
dodajanjem prostega imidazola, ki izpodrine na kolono vezane proteine. (49, 51)

Pred zacetkom uporabe smo v 20-odstotnem etanolu shranjeno nikelj afinitetno kolono
sprali najprej z 10—15 ml dodatno oc¢iscene demineralizirane vode (destilirana voda MQ) in
nato Se s prefiltriranim vezavnim pufrom, ki vsebuje 20 mM imidazol, da smo preprecili
nespecificne interakcije vezave proteinov na kolono. V prvi stopnji izolacije smo vzorec
supernatanta s tarénim proteinom s pomocjo ¢rpalke FH30 Compact Pump Systems nanesli
na nikelj afinitetno kolono. Kolona veze priblizno 40 mg proteina. Nanos vzorca na kolono
je potekal pri pretoku 0,8 mL/min.

Da smo lahko eluirali taréni protein s kolone, smo uporabili sistem tekocCinske
kromatografije za hitro lo¢evanje proteinov — FPLC. Crpalke se nahajajo v 20-odstotnem
etanolu, zato smo celotni sistem najprej o€istili z destilirano vodo MQ, nato pa smo skozi
¢rpalko A spustili 40 ml vezavnega pufra, ki je s kolone spral nespecificne produkte
(proteine brez histidinskega podaljSka). Sledilo je spiranje kolone z elucijskim pufrom
skozi ¢rpalko B, ki je vseboval 300 mM imidazol in je spral specifi¢no vezane proteine,
vkljutno z nasim. Ko smo opazili porast absorbance, smo usmerili eluat v
mikrocentrifugirke, kjer smo zbirali frakcije po 1,2 mL. Parametri kromatografskega
sistema za nanos vzorca so bili pretok, 1 mL/min in tlak, 0,6 Pa, ki je skozi elucijo narascal
ter prevodnost, ki jo je ustvarjala zadostna koncentracija soli. Po uporabi smo kolono in
sistem FPLC sprali z destilirano vodo MQ in 20-odstotnim etanolom. Mikrocentrifugirke,
v katerih so se nahajali eluati z najvi§jo absorbanco, smo zdruzili ter izmerili skupno
absorbanco na UV-vis spektrofotometru NanoDrop pri valovni dolzini 280 nm. Sledili sta

dializa in cepitev s peptidazo SUMO.

3.1.2.4.3 Dializa
Dializa je postopek loCevanja snovi skozi polprepustno celulozno membrano v smeri
koncentracijskega gradienta. Molekule vode ter ioni oz. molekule topljencev z majhno
molekulsko maso lahko prehajajo iz dializnega Crevesa v zunanjo raztopino, beljakovine
pa, ker so vecje od por, ostanejo v dializnem ¢revesu. (50)
Dializo smo izvedli z namenom razsoljevanja proteina in odstranitve imidazola, ki lahko
negativno vpliva na aktivnost encima peptidaza SUMO. Dializno ¢revo smo napolnili z

raztopino vzorca, ga na straneh dobro stisnili in speli z plasti¢énimi sponkicami ter potopili
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v 2 L dializnega pufra. Pogoje za uspesno izolacijo in Cistost naSega proteina smo Zeleli
doseci Ze v Casu dialize, zato smo koncentracijo soli med poskusi spreminjali. V prvem in
drugem poskusu izolacije smo uporabili 150 mM NaCl in 20 mM Tris/HCI, pH 8, v tretjem
poskusu pa smo 200 mM NaCl in 20 mM Tris/HCI, pH 8 dodali Se 10-odstotni glicerol ter
1 mM DTT. Prehod topljencev je hitrejsi, kadar dosezemo vecjo koncentracijsko razliko;
mi smo jo zagotovili z meSanjem z magnetnim meSalom. Dializa je potekala pri 4 °C Cez

noc¢ oz. 16 ur.

3.1.2.4.4 Cepitev z encimom peptidaza SUMO in optimizacija danega postopka
Po dializi smo vzorec iz dializnega Crevesa prelili v ustrezno centrifugirko in ga
centrifugirali 15 minut pri 150 000 obr/min pri 4 °C. Pri tem so se posedli morebiti
oborjeni delci nasega proteina, koli¢ino preostalega proteina v supernatantu pa smo znova
izmerili na UV-vis spektrofotometru NanoDrop. V prvem poskusu izolacije smo skuSali
optimizirati pogoje cepitve, zato smo celotni vzorec razdelili na tri dele. V vsak vzorec
smo dodali 50x red¢eno koncentracijo encima peptidaza SUMO (y = 16 mg/ml) in 1 mM
DTT ter pustili, da je cepitev potekala 2 uri pri 30 °C, ¢ez noc pri 4 °C in prav tako ¢ez noc¢
pri sobni temperaturi. Po cepitvi smo vzorce nanesli na kolono IMAC. Hkrati smo shranili

posamezne vzorce za poznejSo analizo z NaDS PAGE.

3.1.2.4.5 Kovinsko-kelatna afinitetna kromatografija 2 — po cepitvi s peptidazo
SUMO

Cilj drugega nanosa vzorca na kolono IMAC je bil lociti protein D-aspartat ligaza od
histidinskega podaljSka in proteina SUMO ter encima peptidaza SUMO. Da smo preprecili
zamasitev kolone, smo vzorce centrifugirali 10 minut pri 5 000 obr/min pri 4 °C in jih
hranili na ledu. Sledilo je spiranje kolone z destilirano vodo MQ ter vezavnim pufrom,
zatem smo nanesli vzorec. Na§ protein smo zbirali v caSo, na kolono pa sta preko
polihistidinskega podaljska ostala vezana protein SUMO in peptidaza SUMO, ki smo ju
eluirali s pretokom 5 mL elucijskega pufra skozi kolono. Med posameznimi vzorci, ki so
bili izpostavljeni razlicnim pogojem cepitve, je bilo treba kolono spirati s 5 mL destilirano
vodo MQ in 10 mL vezavnega pufra. Vzorce smo ponovno centrifugirali pri istih pogojih
kot pred nanosom na kolono ter jim izmerili absorbanco. Vzorce smo shranili za analizo z

NaDS PAGE.
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3.1.2.4.6 Koncentriranje encima D-aspartat ligaza
Za koncentriranje proteinov poznamo ve¢ metod: dializo, precipitacijo/izsoljevanje z
amonijevim sulfatom, kromatografijo in ultrafiltracijo skozi celulozno membrano. (53) S
postopkom ultrafiltracije smo poskusili pridobiti ve¢jo koncentracijo izoliranega proteina
D-aspartat ligaza. Pred nanosom vzorca v ultrafilter je bilo treba membrano prepojiti z
destilirano vodo MQ in pufrom, v katerem je bil protein po dializi (150 mM NacCl in 20
mM Tris/HCl, pH 8 o0z. 200 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, 10-odstotni glicerol, pH 8).
Koncentriranje z ultrafiltrom Amicon Ultra 15 je potekalo pri 4 °C pri 5 000 obr/min 15
minut, pri ¢emer so delci, ki so bili manjsi od por filtra (3 kDa), prehajali skozi membrano.
Zaradi motnosti raztopine, ki je kazala na obarjanje proteina, smo se odlo¢ili, da bomo v
nadaljevanju poskusili s postopnim koncentriranjem 500 pL proteina v ultrafiltru Amicon
Ultra 0,5. Vzorec smo centrifugirali 5 minut pri 16 000 obr/min pri 4 °C in jih do nanosa

na gelsko kolono shranili pri —20 °C.

3.1.2.4.7 Gelska izkljucitvena kromatografija (gelska filtracija)

Gelska izkljucitvena kromatografija je locevalna tehnika, s katero glede na velikost por v
koloni med sabo lo¢ujemo manjSe molekule od vec¢jih. Deluje kot molekularno sito, skozi
katero se delci locujejo z razli€no velikostjo. Pri nanosu vzorca stopajo v pore manjse
molekule, ki potujejo skozi kolono dlje ¢asa kot vecje, kajti te se eluirajo prve. (54)

Uporabljali smo kolono Superdex 200 10/300 GL oz. kolono Superdex 75 10/300 GL. Pred
zacetkom kromatografskega postopka, smo ustrezno pripravili celotni sistem FPLC in tudi
samo kolono, ki se shranjuje v 20-odstotnem etanolu pri 4 °C. Najprej smo aparat AKTA
explorer 10 skozi ¢rpalko A spirali s 50 mL prefiltriranega pufra s sestavo 200 mM NaCl,
20 mM Tris/HCI, 5-odstotni oz. 10-odstotni glicerol, pH 8. Nato smo gelsko kolono skozi
¢rpalko B ekvilibrirali z istim pufrom. Da pri nanosu vzorca ne bi priSlo do zamasSitve
kolone, smo centrifugirali vzorec pri maksimalnem Stevilu obratov (21 000 obr/min) 10
minut pri 4 °C. Parametri, po katerih smo eluirali na§ vzorec v frakcijah po 1,3 mL, so bili:
pretok 0,4 mL/min in tlak 1,4 MPa, ki je ob eluciji proteina porastel. Frakcije, pri katerih
smo zaznali signal, smo zdruzili in izmerili absorbanco na UV-vis spektrofotometru
NanoDrop. Po kon¢ani gelski filtraciji, smo kolono sprali z destilirano vodo MQ in jo

znova shranili v 20-odstotnem etanolu pri 4 °C.
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3.1.2.4.8 Kvantitativha ocena izoliranega proteina na UV-vis spektrofotometru
NanoDrop

Nukleinske kisline, proteini in nekatere druge bioloske molekule absorbirajo svetlobo UV
spektra, zato lahko UV-vis spektrofotometrijo izkoriSamo za merjenje njihovih
koncentracij. Nukleinske kisline imajo najvi§jo absorbanco pri valovni dolzini 260 nm,
medtem ko smo absorbanco proteinov merili pri 280 nm. (55)
Koncentracijo proteina smo med celotnim postopkom izolacije in ¢iS¢enja preverjali na
UV-vis spektrofotometru NanoDrop. Aparat smo kalibrirali na zacetno vrednost 0 (slepi
vzorec je bila destilirana voda MQ), nato smo nanj odpipetirali 2 pL vzorca. Za preraun
koncentracije smo uporabili:

A= excxl —> y(g/L)=cxM

Enacba I: Beer-Lambertov zakon in izra¢un koncentracije.

1 =1 cm; fuzijski protein € = 57 440 lem™'/mol, M = 61 842 g/mol; Aslg, € =55 950 V/molecm, M =49 450 g/mol

3.1.2.4.9 Poliakrilamidna gelska elektroforeza ob navzo¢nosti NaDS

Cistost in stabilnost proteina smo vrednotili z NaDS PAGE, vrsto elektroforeze, ki s
pomocjo elektroforetskega nosilca — poliakrilamidnega gela — deluje kot molekularno sito:
razli€no zadrzuje vzorec glede na velikost in obliko. Proteinskemu vzorcu pri analizi z
NaDS PAGE najprej dodamo detergent natrijev dodecilsulfat, ki se nespecificno veze na
protein, proteinske molekule denaturira in jih negativno nabije. Ta korak omogoci, da se
elektroforezna gibljivost v elektricnem polju opravi le zaradi zamreZenosti gela in je
mobilnost proteinov v poliakrilamidnem gelu odvisna izklju¢no od njihove mase. Stopnja
zamrezenosti gela lahko vpliva na hitrost potovanja molekul: manjSe molekule hitreje
potujejo skozi pore gela, vecje molekule pa pocasneje. Poleg vzorca nanasamo na gel tudi
proteinski standard, s katerim ocenimo molekulsko maso proteina. (45, 55)

Za izvedbo potrebujemo dva razlicno zamrezena gela. Zgornji, koncentracijski gel je manj
zamrezen in omogoci, da se molekule, ki jih nanesemo v zepek skoncentrirajo na enak
zacetni polozaj in enakomerno prehajajo v spodnji, locevalni gel, namenjen locbi
proteinov. Delo smo opravljali v laminarju, saj je amonijev persulfat (APS) mocan
oksidant in je Skodljiv za zdravje. Polimerizacija akrilamida:bisakrilamida je katalizirana z
ustreznim razmerjem tetrametiletilendiamina (TEMED) in APS-a. (55) Posamezne

komponente smo zmesSali v ¢asi in tekoc¢ gel vlili med tesnjena stekelca. Najprej smo vlili
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lo¢evalni gel, nanj pa dolili dH»O, da smo izravnali povrSino gela in preprecili izsuSevanje.
Po 30 minutah, ko se je gel strdil, smo dH,O odlili in dolili Se koncentracijski gel, v
katerega smo vstavili glavni¢ek z 10 zobci. Po koncani reakciji polimerizacije smo zobce
odstranili in gel zavili v vlazno papirnato brisaco ter ga shranili pri temperaturi 4—8 °C.

Na gel smo nanesli volumen vzorcev, preratunan za 5-6 pg zelenega proteina (izjema je
vzorec iz minimalnega gojis¢a MDG). Za izracun volumna na gel nanesenih vzorcev smo

uporabili enacbo:

V (mL)=m/Y

Enacba 2: Izra¢un volumna na poliakrilamidni gel nanesenih vzorcev.

Vzorec iz minimalnega gojis¢éa MDG smo pripravili po naslednjem postopku: v hladilniku
shranjeno bakterijsko kulturo smo prenesli v mikrocentrifugirko in jo centrifugirali na 3
000 obr/min 5 minut. Supernatant smo zavrgli, pelet celic pa resuspendirali v dH,O.
Ponovno smo sonificirali in centrifugirali, tokrat pri 10 000 obr/min. Obdrzali smo
supernatant. Vsem vzorcem smo dodali 1x nanaSalni pufer. Vzorce smo pred izvedbo
elektroforeze inkubirali v vreli vodi, kar je povzrocilo denaturacijo proteinov in
enakomeren negativni naboj okoli njih. Elektroforeza je potekala v kadicki, kamor smo
vstavili gela ter ju prekrili z 1x NaDS pufrom, pri toku 35 mA in maksimalni napetosti. Po
koncani elektroforezi je sledila detekcija tar¢nih proteinov z barvilom Coomassie Brilliant
Blue. Barvilo je hidrofobno in se raztaplja v etanolu. Predno smo barvilo uporabili za
barvanje gelov, smo 20 ml barvne raztopine razredcili z 20 ml 20-odstotne ocetne kisline
in jo zlili v stekleno petrijevko. V barvilu prisotna ocetna kislina (negativni naboj) je
omogocila vezavo barvila na pozitivno nabite AK (lizin, arginin in histidin) in protein se je
obarval modro. Gele smo inkubirali na stresalniku 30—45 minut, nato smo barvilo odlili, jih
rahlo sprali z dH,O ter jih za nadaljnjih 30 minut prenesli v raztopino za razbarvanje (30-
odstotni etanol, 10-odstotna ocetna kislina). Gele smo dodatno razbarvali v dH,O ¢ez no¢

in jih naslednji dan skenirali z UV-vis transiluminatorjem MiniBIS Pro.

3.1.2.4.10 Kristalizacija
Pri nastanku kristala prihaja do fazne spremembe tekoCe v trdno, in da dobimo kristale
katere koli spojine, tudi najpreprostejSe (npr. kristali NaCl), moramo dose¢i stanje

prenasic¢enosti. Za molekule je to termodinamsko nestabilno stanje, ob vracanju v stabilno
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stanje pa del topljenca tvori medmolekulske vezi, prihaja do urejanja atomov v prostoru,
kar se kaze kot nastanek kristalinicne (urejeno stanje — kristali) ali amorfne faze (neurejeno

stanje — oborina). (57, 58) Proces dolocevanja 3D strukture makromolekul z rentgensko

difrakcijo delimo na: pripravo in ¢iSenje proteina (pri vecini proteinov zadostuje

koncentracija 5-10 mg/mL), kristalizacijo proteina — nukleacijo, rast in ustavitev rasti

kristala, zbiranje podatkov — snemanje difrakcijskega vzorca in doloc¢evanje 3D strukture

proteina. UspeSen kristalizacijski proces se zafenja pri izbiri ustreznega ekspresijskega
sistema in nastanka rekombinantnega proteina z visokim nivojem izrazanja, topnosti,
kristalizabilnosti itd. Potek in kon¢ni rezultat tega procesa sta nato odvisna od fizikalnih,
kemijskih in biokemijskih lastnosti, med katerimi so najpomembnejSe Cistost proteina
(odsotnost pomoznih kofaktorjev, zaviralcev, kovinskih ionov) in njegova koncentracija,
izoelektricna tocka, koncentracija in tip v pufru navzoce soli, pH pufra, temperatura,
gostota in viskoznost raztopine, tip povrsine, elektricno in magnetno polje, vibracije, ¢as
itd. Ti parametri vplivajo na topnost proteina, zmoZznost nastanka ugodnih medmolekulskih
kontaktov ter strukturo proteina. Vzorec proteina skoncentriramo in zmeSamo s
komercialno dostopnim kristalizacijskim pufrom, ki ga sestavljajo precipitant —
najpogosteje sol (npr. amonijev sulfat) ali organska molekula (npr. (poli)etilen glikol) —
snovi s puferskimi lastnostmi ter dodatki, kot so detergenti, organska topila itd.
Najpogosteje uporabljene tehnike, s katerimi lahko dosezemo stanje prenasicenosti, so
difuzija preko hlapov (viseca kapljica, sedeca kapljica ali sendvi¢-kapljica) in Sarzne
metode (angl. batch methods). (57, 58) Da dobimo ustrezne kristale proteina moramo
obi¢ajno preizkusiti veliko razliénih kristalizacijskih pogojev. Za kristalizacijo se
uporabljajo kristalizacijske plos¢e v formatu z 48 ali 96 luknjicami, postopki priprave so
lahko avtomatizirani, kar nam omogoc¢i delo z minimalno koli¢ino vzorca, hkrati pa
prihranimo €as in material.

Kristalizacijski postopek smo zaceli pri odmrznenju in centrifugiranju proteinskega vzorca
(21 000 obr/min, 10 minut pri 4 °C). Izvajali smo ga na plos¢ah s 96 luknjicami (A-H, 1-
12), ki se znotraj delijo na 3. Na zacetku smo s pipeto v vsako od podluknjic nanesli 30 pL.
pripravljenega kristalizacijskega pufra (priloga B), nato pa v sosednjo s kristalizacijskim
robotom dodali 0,15 pL proteina ter 0,15 pL pufra iz prve. Uporabili smo Sarzno metodo,
pri kateri raztopino proteina zmeSamo s kristalizacijskim pufrom, kapljico pa nato

prekrijemo s plastjo parafilma, da preprecimo evaporizacijo. (slika 11)
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Protein smo skusali skristalizirati 2-krat po enakem postopku priprave, spremenili smo le
pufrske pogoje (1. structure screen 1 — MD1-01, structure screen 2 — MD1-02 in 2. PACT
premier’ ' — MD1-29). Inkubacija je potekala v inkubatorju za kristalizacijske ploste
Molecular Dimensions pri 21 °C tri tedne. S stereomikroskopom smo dnevno/tedensko
spremljali rezultate in jih kvalitativno ocenili z oznakami: (0) prazna kapljica; (1) smet,
npr. vlakno tkanine; (2—4) razlicne stopnje obarjanja ter kristalinicna, amorfna in
gelatinozna oborina; (5) locitev faz; (6) sferuliti; (7) iglicasti oz. paliasti kristali; (8)
ploscice oz. ploscati kristali; (9) kristali, ki so izrazito rasli v vseh treh dimenzijah. (57)

parafilm

kristalizacijska

raztopina proteina in
I pufra

Slika 11: Prikaz $arzne metode (levo) in uporabljena kristalizacijska plo§¢a (desno).

3.2 TESTI ENCIMSKE AKTIVNOSTI IN VITRO

3.2.1 Material
3.2.1.1 Kemikalije

Tabela VII: Kemikalije uporabljene pri testih encimske aktivnosti.

Reagent Proizvajalec/vir
UMSK IBBMC, Universite de Paris-Sud, Orsay, Francija
dimetilsulfoksid (DMSO) Fluka
D-aspartat, ADP, ATP, NADH, fosfoenolpiruvat . .
(PEP), piruvat kinaza (PK) Sigma Aldrich
laktat dehidrogenaza (LDH) Roche
3.2.1.2 Laboratorijska oprema
Tabela VIII: Laboratorijska oprema.
Oprema Proizvajalec

UV-vis spektrofotometer dual beam s Peltierjevim

M . Perkin-Elmer Lambda 45
Clenom za termostatiranje

pipete Ependorf

tehtnica (natancnost 0,01 mg) Mettler
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3.2.1.3 Strukture testiranih zaviralcev encima DNA giraza B

Tabela IX: Strukture izbranih ATP kompetitivnih zaviralcev encima DNA giraza B.

Zap. $t. Spojine Oznaka spojine Struktura spojine Molska masa (g/mol)
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3.2.2 Encimski testi

Po uspesni izolaciji bakterijskega encima D-aspartat ligaza smo z encimskim testom in
vitro najprej ovrednotili kataliti¢no aktivnost pripravljenega encima D-aspartat ligaza, nato
pa Se dolocili zaviralno aktivnost izbranih ATP kompetitivnih zaviralcev encima DNA
giraza B. Testirane zaviralce DNA giraze B smo izbrali v knjiZnjici spojin Fakultete za
farmacijo. Pripravljene spojine so bile raztopljene v DMSO, v kon¢ni koncentraciji 250
uM. Metoda, s katero smo ocenjevali reakcijske spremembe, je UV-vis spektrofotometrija.
Za izvedbo encimskega testa smo uporabljali fotometricno kiveto (1 =1 cm) in UV-vis
spektrofotometer Perkin-Elmer Lambda 45, dual beam s Peltierjevim c¢lenom za
termostatiranje pri 37 °C.

V vecini encimskih testov sodeluje vecje Stevilo substratov, kofaktorjev, aktivatorjev in
reagentov za stabilizacijo encima in jih dodajamo v encimsko reakcijo zaporedoma, vse do
zadnje komponente, ki reakcijo sprozi. (60) D-aspartat ligaza katalizira od ATP odvisno
tvorbo peptidne vezi med karboksilno skupino D-Asp in e-amino skupino L-Lys na tretjem
mestu substrata UDP-MurNAc pentapeptida (UMSK). Encimski test za vrednotenje
kataliti¢ne aktivnosti naSega encima je temeljil na reakciji, v kateri je bila regeneracija
hidroliziranega ATP sklopljena z oksidacijo NADH. Reakcijski zmesi, ki je vsebovala
Tris/HCI pufer, pH 8, MgCl,, PEP, NADH, D-Asp in ATP, smo dodali UM5K in zmes
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encimov LDH in PK ter jo 3-5 minut inkubirali na 37 °C. (tabela X) Z merjenjem
absorbance smo zaceli ob dodatku zadnje komponente, encima D-aspartat ligaza v
reakcijo. Spremljali smo padec absorbance zaradi oksidacije NADH pri valovni dolzini

340 nm, ki je proporcionalen koli¢ini hidroliziranega ATP.

Reakcija testa encimske aktivnosti encima D-aspartat ligaza in vitro:

Aslf
UDP — MurNAc — pentapeptid + D — Asp + ATP =% ApP + Pi + UDP — MurNAc — heksapeptid
PK
ADP + PEP — ATP + Pyr

LDH
Pyr + NADH + H* — Lac + NAD*

Tabela X: Koncentracije komponent reakcijske meSanice, potrebne za izvedbo encimskega testa aktivnosti D-

aspartat ligaze, s kon¢nim volumnom 300 pL.

Reakcijska meSanica Kon¢éna koncentracija (mM) Volumen (nL)

MgCl, (1 M) 50 15
PEP (20 mM) 2 30
ATP (10 mM) 1 30
NADH (50 mM) 1 6

D-Asp (10 mM) 1 30
UMSK (0,02 M) 0,5 7,5
zmes encimov LDH in PK - 10

Tris/HCI (0,5 M, pH 8)

prilagojeno kon¢nemu volumnu

Koné¢na koncentracija (uM)

2,6 20
5.2 40
Aslin (39 uM) 03 m
15,6 120

Zanesljivost meritev encimskih testov smo zagotovili s kalibracijo aparata, izvedbo slepe
reakcije (komponente reakcijske meSanice brez encima D-aspartat ligaza) in detekcijske
reakcije, ki v encimski reakciji z D-aspartat ligazo predstavlja regeneracijski sistem. UV-
vis spektrofotometer smo kalibrirali z razlicnimi koncentracijami NADH in detektirali
spremembo absorbance v odvisnosti od dodane koncentracije NADH. V reakciji detekcije
sodelujejo le substrati regeneracijskega sistema. Regeneracijski sistem sestavljata PEP in
encim PK, ki pretvori PEP do piruvata ob tem pa se ADP pretvori nazaj do ATP. Nastali
piruvat se z encimom LDH pretvori do laktata in ob tem se oksidira molekula NADH.
(tabela XI) Pomembno je, da so encimi detekcijske reakcije (LDH in PK) navzoéi v
presezku in da ti pogoji ne omejujejo katalitine aktivnosti osnovnega encima (D-aspartat
ligaza).
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Reakcija detekcije:

PK + ADP > (PK)ADP + PEP - (PK)ATP + Pyr - PK + ATP
LDH + NADH — (LDH)NADH + Pyr — (LDH)NAD* + Lac » LDH + NAD*

Tabela XI: Koncentracije komponent reakcijske meSanice, potrebne za izvedbo detekcijske reakcije, s konénim

volumnom 300 pL.

Reakcijska meSanica Koné¢na koncentracija (mM) Volumni (nL)

MgCl, (1 M) 50 15
PEP (20 mM) 2 30
NADH (50 mM) 1 6

ADP (0,1 M) 1 3

zmes encimov LDH in PK - 10
Tris/HCI (0,5 M, pH 8) - 236
> - 300

Ob dodatku zaviralcev v reakcijsko zmes se kataliti¢na aktivnost encima D-aspartat ligaza

zniza, zato je koli¢ina hidroliziranega ATP manjSa v primerjavi s kontrolo brez zaviralca.

Delovanje zaviralcev izrazimo z rezidualno aktivnostjo (RA), ki predstavlja razmerje med

kataliticno aktivnostjo encima ob dodatku zaviralca in v njegovi odsotnosti, v naSem

primeru pri 250 uM koncentraciji zaviralca. (tabela XII)

Tabela XII: Koncentracije in volumni komponent, potrebni za izvedbo testa Kataliti¢ne aktivnosti encima D-

aspartat ligaza brez in z zaviralcem, s kon¢nim volumnom 150 pL.

Reakcijska meSanica Koné¢na koncentracija Kontrola (nL) Zaviralec (uL)
MgCl, (1 M) 50 Mm 7,5 7,5
PEP (20 mM) 1 mM 7,5 7,5
NADH (1 mM) 0,1 mM 15 15
D-Asp (10 mM) 1 mM 15 15
ATP (10 mM) 1 mM 15 15
> 119,8 119,8
UMSK (0,02 M) 0,5 mM 3,7 3,7
DMSO 5% 7,5 3,75
zaviralec (10 mM) 250 uM 0 3,75
zmes encimov LDH in PK - 10 10
Tris/HCI (0,5 M, pH 8) 198 mM 59,8 59,8
3—5 minutna inkubacija pri sobni temperaturi, nato smo dodali encim D-aspartat ligaza.
Aslg, (87 pM) 52 uM 9 9
> 150 150

46



Potari¢ N., Izolacija bakterijskega encima D-aspartat ligaza in bioloSko vrednotenje njegovih potencialnih

zaviralcev. Magistrsko delo. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2017

4 REZULTATIIN RAZPRAVA

4.1 1ZOLACIJA ENCIMA D-ASPARTAT LIGAZA

Postopek priprave encima D-aspartat ligaza je potekal v osmih korakih. Rezultate

postopka, morebitne tezave in reSitve bomo predstavili v nadaljevanju. (tabela XIII)

Tabela XIII: Proces priprave encima D-aspartat ligaza.

™) = B
1. 6. ;
vstavitev plazmida v &istenje encima Asl :
celice E. coli sev ] (im analizaz NaDS PAGE
BL21[DE3 ol ysS (IMAC2inFPLC2) |
. y y
) -
2. 5. ]
avtoindukcija in cepitev fuzijskega e
ekspresija fuzijskega proteina s peptidazo Ale p
proteina SUMO (im
G ‘ /
N N o
3.
tisenje fuzijskega 4. 9.
proteina dializa gelska filtracija
(IMAC 1 in FPLC 1)

1. Vstavitev plazmida pE-SUMO v gostiteljske celice E. coli sev BL21[DE3]pLysS.
Postopek izolacije tarénega encima smo zaceli na stopnji transformacije plazmida pE—
SUMO z zapisom za bakterijski encim D-aspartat ligaza v gostiteljske celice E. coli sev
BL21[DE3]pLysS. Glavni dejavniki, ki so pripomogli k uspes$ni transformaciji, so bili
delo na ledu za dobro kompetentnost celic, zagotavljanje asepticnega okolja, primerna
temperatura za toplotni Sok in uporaba pravega antibiotika za uspes$no selekcijo.
Uspesnost transformacije smo potrdili z izvedbo PCR bakterijskih kolonij in agarozne
elektroforeze. Na$ cilj je bil detektirati tiste bakterijske kolonije, ki imajo vstavljene
plazmide z ustreznim zapisom.

Rezultati so prikazani na sliki 12.
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1814 bp
1000 bp

Slika 12: Agarozna elektroforeza. Na 1-odstotni agarozni gel smo od leve proti desni nanesli Gene Ruler 1 kb DNA
Ladder standard in vzorec DNA. Modra puscica kaze velikost standarda 1 000 bp, rdeca puscica prikazuje pomnozeno
zaporedje za protein SUMO in bakterijski encim D-aspartat ligaza velikosti 1 814 bp. Elektroforeza je potekala v
puferskem sistemu TAE 30 minut pri napetosti 90 V.

2. Avtoindukcija in ekspresija fuzijskega proteina.

Transformaciji bakterijskega encima D-aspartat ligaza v gostiteljske celice je sledila
izrazanje rekombinantnega fuzijskega proteina. S povefevanjem koncentracije celic se je
povecevala motnost gojisca. 20x redCeni avtoinducirani bakterijski kulturi smo merili
optiéno gostoto pri valovni dolzini 600 nm. Zelene vrednosti so bile med 0,3 in 0,6.

Pripravljeno bakterijsko suspenzijo smo do uporabe shranili pri —80 °C.

3. Cid¢enje fuzijskega proteina (IMAC in FPLC).

V vseh treh poskusih odtajanja in razbitja celic ter ekstrakcije topnega fuzijskega proteina
smo morali paziti, da ne bi prihajalo do denaturacije proteina. Delo je zato ves Cas potekalo
na ledu, v premorih med ultrazvocno obdelavo vzorca pa smo z rahlim meSanjem
suspenzije skuSali prepreciti pregretje vzorca. Zbrali smo frakcijo lizata, topno frakcijo in
vzorec peleta celic za nadaljno analizo z NaDS PAGE. (slika 15, slika 16)

Pomemben korak pri izolaciji proteina je bil nanos na kolono IMAC. Na ¢rpalko FH30
Compact Pump Systems smo pritrdili kolono, pri tem pa smo morali paziti, da ni prislo do
vnosa zraka. V prvem poskusu izolacije je pri nanosu vzorca fuzijskega proteina na kolono
IMAC priSlo do vnosa zraka, kar je povzrocilo penjenje. Posledica je bila izguba proteina,
zrani mehurcki pa lahko v takem primeru posSkodujejo tudi kolono. Sledila je elucija

vzorca s kolone z uporabo sistema FPLC. Mikrocentrifugirke v katerih so bili eluati s
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najvisjo absorpcijsko vrednostjo smo zdruZili ter izmerili absorbanco pri 280 nm. Postopek

smo izvedli 3-krat po istem protokolu in prikazani rezultati so ponovljivi. (slika 13, slika

14, tabela XIV) Zbrane vzorce nevezane in sprane frakcije smo shranili za analizo z NaDS

PAGE. (slika 15, slika 16)

A ImAUI

eluat vzorca,
vezanega na
kolono IMAC

retencijski volumen [mL]

Slika 13: FPLC 1. Elucija rekombinantnega fuzijskega proteina po nanosu na kolono IMAC in sistem FPLC pri prvem

poskusu izolacije encima D-aspartat ligaza. Na sliki je oznaCen porast absorbance eluata vzorca vezanega na kolono

IMAC, pri 280 nm.
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5,9
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Slika 14: FPLC 2. Elucija rekombinantnega fuzijskega proteina po nanosu na kolono IMAC in sistem FPLC pri drugem

7,9 9,9

in tretjem poskusu izolacije encima D-aspartat ligaza. Na sliki je oznafen porast absorbance eluata vzorca, vezanega na

kolono IMAC, pri 280 nm.

Tabela XIV: Koncentracija vzorca eluata fuzijskega proteina po nanosu na FPLC pred dializo pri treh poskusih

izolacije encima D-aspartat ligaza.

Volumen eluata (mL) 31):(;;?;?) Koncentracija (g/L)
Izolacija 1 5 2,0 2,1
Izolacija 2 6 3,0 3,2
Izolacija 3 5,5 2,5 2,7
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4. Optimizacija dializnega pufra.

Za korak cepitve fuzijskega proteina z encimom peptidaza SUMO, ki se je nahajal v pufru
500 mM NacCl, 50 mM Tris/HCI, 20 mM imidazol, pH 7.4, je bilo treba zamenjati puferske
pogoje, s katerimi bi zmanjsali koncentracijo soli in odstranili imidazol. Za ta namen smo v
vseh treh poskusih izolacije uporabili metodo dialize.

Dejavnike, ki smo jih morali upoStevati pri optimizaciji puferskega sistema, so bili
ustrezen pH, sol, reducenti in stabilizatorji. Vpliv pH na stabilnost proteina v raztopini se
kaze prek elektrostatskega naboja na njegovi povrsini. Pri pripravi dializata se izogibamo
skrajnih vrednosti pH in vrednosti pH, ki je enak izoelektri¢ni tocki proteina (neto naboj je
nevtralen), ker prihaja do agregacije. (59) Izoelektri¢na tocka encima D-aspartat ligaza je
5,45, zato smo pripravljali pufre pH 7,4-8,0. Glavne sile, ki stabilizirajo 3D strukturo
proteina, so hidrofobne interakcije med stranskimi skupinami nepolarnih AK. Dodatek soli
lahko stabilizira ali destabilizira protein; da bi dosegli boljSo stabilnost proteina smo
skusali optimizirati koncentracijo soli in pri tem upostevali dejstvo, da bi lahko previsoka
koncentracija soli zaradi ¢ i. termodinamsko neugodnih pogojev (v razvitem proteinu
hidrofobne AK ne morejo tvoriti H-vezi z vodo, ni stabilizirajocih interakcij med vodo in
stranskimi skupinami polipeptidne verige) pripeljala do precipitacije proteina. (59, 60)
Priporocena koncentracija soli za optimalno stabilizacijo proteina je 150-500 mM NacCl.
Vi§ja koncentracija soli preprecuje nespecifi¢ne interakcije med proteinom in kolono
IMAC, vendar smo morali upostevati tudi dejstvo, da je aktivnost peptidaze SUMO
optimalna pri pogojih 150-300 mM NaCl. Koncentracijo soli 150 mM smo uporabili 2-
krat. Med procesom priprave encima D-aspartat ligaza v prvem in drugem poskusu
izolacije, smo prisli do zakljucka, da se protein izgublja, in zato smo Vv tretjem poskusu
pripravili dializni pufer z 200 mM NaClL

PrejSnje raziskave kazejo, da je protein D-aspartat ligaza najbolj obstojen v pufru z
dodatkom stabilizatorja 50-odstotnega glicerola, Se posebej pri ve¢dnevnem shranjevanju.
(27) Mi smo v stopnji dialize dodali 10-odstotni glicerol Sele v tretjem poskusu izolacije,
ve¢je koncentracije pa nismo uporabili zaradi prevelike viskoznosti, ki bi pozneje lahko
otezila avtomatiziran proces kristalizacije proteina.

Dodatek reducenta 1 mM DTT je koristil tako stabilnosti encima D-aspartat ligaza, kot tudi

kataliticni aktivnosti encima peptidaza SUMO.
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Dializni pufer je v prvih dveh poskusih vseboval 150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCL, pH 8, v
tretjem poskusu smo spremenili pogoje (200 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 8§, 10-
odstotni glicerol, 1 mM DTT) in izkazalo se je, da dializni pufer 3 omogoca boljSo topnost

in stabilnost proteina. (tabela XV)

Tabela XV: Koncentracija fuzijskega proteina po postopku dialize pri treh poskusih izolacije encima D-aspartat

ligaza.
Volumen vzorca (ml) | Absorbanca (=280 nm) | Koncentracija (g/L)
Izolacija 1 5 1,5 1,6
Izolacija 2 6 2,5 2,7
Izolacija 3 4 2,9 3,1

5. Cepitev fuzijskega proteina z encimom peptidaza SUMO.
Izolacijo smo nadaljevali s cepitvijo fuzijskega proteina z encimom peptidaza SUMO.
Najugodnejse pogoje cepitve poznamo (pufer 150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 8,
10-odstotni glicerol in 1 DTT, 30 °C, 1 ura), hkrati pa priporocila dopuscajo moznost
optimizacije danega postopka za vsak encim posebej. Zato smo si za cilj prve izolacije
encima D-aspartat ligaza postavili nalogo, da poiS¢emo primerne pogoje za na$ taréni
protein, ki bodo hkrati zdruzljivi s stabilnostjo encima D-aspartat ligaza in ¢asovnim
prihrankom. Za dosego dobrega rezultata cepitve smo spreminjali temperaturo in ¢as
inkubacije. V skladu z rezultati v prvem poskusu izolacije smo se odlocili za pogoj
cepitve pri temperaturi 30 °C in dveurnem intervalu. (tabela XVI) S ponovitvijo
temeperaturne optimizacije cepitve tarénega encima s peptidazo Se v drugem poskusu

izolacije smo zeleli potrditi svojo odlocitev.

Tabela XVI: Rezultati cepitve fuzijskega proteina z encimom peptidaza SUMO pred nanosom na kolono IMAC

(pri razli¢nih temperaturah in ¢asovnih intervalih) pri treh poskusih izolacije encima D-aspartat ligaza.

Absorbanca (A =280 nm) Koncentracija (g/L)
poskus 1 poskus 2 poskus 3 poskus 1 | poskus 2 | poskus 3
Sobna T ¢ez no¢ (16 h) 1,5 1,0 - 1,6 1,1 -
4 °C ¢eznoc (16 h) 1,0 1,3 - 1,1 1,4 -
30°C2h 1,1 3.4 3,2 1,2 3,6 34
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6. Cis¢enje tarénega proteina D-aspartat ligaza.

Za kriti¢en korak po cepitvi z encimom peptidaza SUMO se je izkazal nanos vzorca na

kolono IMAC. (Tabela XVII) Koncentracija encima D-aspartat ligaza je pred izvedbo

kovinsko afinitetne kromatografije obcutno vi§ja kot po nanosu. Pomembni dejavniki,

od katerih je bila odvisna stabilnost naSega encima pri nanosu na kolono, so bili

zagotavljanje ustrezne koncentracije soli ali stabilizatorja glicerola v vzorcu, delo na

ledu, navzocnost zraka v koloni in (ne)ustrezni pretok vzorca skozi kolono.

Tabela XVII: Rezultati cepitve fuzijskega proteina z encimom peptidaza SUMO po nanosu na kolono IMAC (pri

razli¢nih temperaturah in ¢asovnih intervalih) pri treh poskusih izolacije encima D-aspartat ligaza.

Absorbanca Aslg,(A =280 nm) Koncentracija Asly,, (g/L)
poskus 1 | poskus 2 | poskus 3 | poskus 1 poskus 2 poskus 3
Sobna T ¢ez no¢ (16 h) 0,5 - - 0,4 - -
4 °C ¢eznoc (16 h) 0,5 - - 0,4 - -
30°C2h 0,6 1,9 1,5 0,5 1,7 1,3

7. Analiza z NaDS PAGE.

Analizirali smo kakovost indukcije, ultrazvo¢ne obdelave vzorca, vezave in elucije

vezanega fuzijskega proteina na kolono IMAC. Na gel smo nanesli vzorec:

standarda,

MDG (tj. vzorec gojisca, kjer se protein Se ne izraza)

lizata (tj. vzorec po sonifikaciji, ki zdruzuje topno in netopno frakcijo;
preverjali smo raven izraZzanja proteina),

topne frakcije (tj. vzorec supernatanta, kjer se nahaja na$ protein; pokaze nam,
ali je ekspresija uspesna),

peleta celic (tj. usedlina celic po centrifugiranju; preverimo, ali je vzorec dobro
sonificiran),

nevezane frakcije (tj. frakcija, ki ostane po prvem nanosu na kolono IMAC,
pred cepitvijo z encimom peptidaza SUMO; preverimo ali je bila kapaciteta
kolone presezena),

sprane frakcije (tj. vzorec nespecifiéno vezanih proteinov na koloni IMAC, po

nanosu na sistem FPLC). (slika 16)
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Slika 15: NaDS PAGE - 1. poskus izolacije encima D-aspartat ligaza pred postopkom dialize. 1. standard Unstained
protein MW marker, 2. vzorec iz gojis¢a MDG, 3. lizat, 4. pelet celic, 5. topna frakcija, 6. nevezna frakcija, 7. sprana
frakcija. Velikost fuzijskega proteina je 62 kDa. Elektroforeza je potekala pri toku 35 mA in maksimalni napetosti.

Slika 16: NaDS PAGE - 2. poskus izolacije encima D-aspartat ligaza pred postopkom dialize. 1. standard Unstained
protein MW marker, 2. vzorec iz gojis¢a MDG, 3. lizat, 4. pelet celic, 5. topna frakcija, 6. nevezna frakcija, 7. sprana
frakcija, 8. frakcija fuzijskega proteina pred cepitvijo z encimom peptidaza SUMO po nanosu na kolono IMAC. Velikost
fuzijskega proteina je 62 kDa. Elektroforeza je potekala pri toku 35 mA in maksimalni napetosti.

V drugem poskusu izolacije encima D-aspartat ligaza smo na gel za primerjavo dodali
osmi vzorec — oc€is¢en fuzijski rekombinantni protein pred cepitvijo z encimom peptidaza
SUMO. (slika 16) Iz slike je zelo tezko razvidno, na katerih mestih se nahaja
rekombinantni fuzijski protein, saj se je gel pri barvanju s Coomassie Brilliant Blue

premoc¢no obarval, lahko pa s pomocjo osmega vzorca sklepamo o polozaju.

V nadaljevanju prikazujemo na gelih kakovost cepitve fuzijskega proteina z encimom
peptidaza SUMO in kakovost izvedb kovinsko afinitetne kromatografije po cepitvi. (slika
17, slika 18, slika 19)

Med pripravo 12,5-odstotnega gela na sliki 17 je priSlo do napake. Po rezultatih sklepamo,

da gel ni bil dovolj zamreZen, kajti v enakem ¢asovnem intervalu kot smo opravljali ostale

analize, so molekule manjse od 45 kDa prepotovale daljSo razdaljo in se izloCile iz gela.
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Slika 17: NaDS PAGE - 1. poskus izolacije encima D-aspartat ligaza po cepitvi z encimom peptidaza SUMO.

1. standard Unstained protein MW marker, 2. vzorec po cepitvi z encimom peptidaza SUMO pri 30 °C 2 h pred nanosom
na kolono IMAC, 3. vzorec po nanosu na kolono IMAC (cepitev pri 30 °C), 4. vzorec eluata proteina SUMO (cepitev pri
30 °C), 5. vzorec po cepitvi z encimom peptidaza SUMO pri 4 °C ¢ez no¢ pred, nanosom na kolono IMAC, 6. vzorec po
nanosu na kolono IMAC (cepitev pri 4 °C), 7. vzorec eluata proteina SUMO (cepitev pri 4 °C), 8. vzorec po cepitvi z
encimom peptidaza SUMO pri sobni temperaturi ¢ez no¢, pred nanosom na kolono IMAC, 9. vzorec po nanosu na kolono
IMAC (cepitev pri sobni T), 10. vzorec eluata proteina SUMO (cepitev pri sobni T). Velikost encima D-aspartat ligaza je
49 kDa, velikost fuzijskega proteina je 62 kDa. Elektroforeza je potekala pri toku 35 mA in maksimalni napetosti.
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Slika 18: NaDS PAGE - 2. poskus izolacije encima D-aspartat ligaza po cepitvi z encimom peptidaza SUMO.

1. standard Unstained protein MW marker, 2. vzorec pred cepitvijo z encimom peptidaza SUMO, 3. vzorec po cepitvi z
encimom peptidaza SUMO pri 30 °C 2 h, pred nanosom na kolono IMAC , 4. vzorec po cepitvi z encimom peptidaza
SUMO pri 4 °C ¢ez no¢, pred nanosom na kolono IMAC, 5. vzorec po cepitvi z encimom peptidaza SUMO pri sobni T
¢ez noc, pred nanosom na kolono IMAC, 6. vzorec po cepitvi z encimom peptidaza SUMO pri 30 °C 2 h, po nanosu na

kolono IMAC. Velikost encima D-aspartat ligaza je 49 kDa, velikost fuzijskega proteina je 62 kDa. Elektroforeza je

potekala pri toku 35 mA in maksimalni napetosti.
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Slika 19: NaDS PAGE - 3. poskus izolacije encima D-aspartat ligaza po cepitvi z encimom peptidaza SUMO.

1. standard Unstained protein MW marker, 2. vzorec pred cepitvijo z encimom peptidaza SUMO, 3. vzorec po cepitvi s
peptidazo SUMO pri 30 °C 2 h, pred nanosom na kolono IMAC, 4. vzorec po cepitvi s peptidazo SUMO pri 30 °C 2 h,
po nanosu na kolono IMAC, 5. vzorec eluata proteina SUMO po cepitvi s peptidazo SUMO pri 30 °C 2 h. Velikost
encima D-aspartat ligaza je 49 kDa, velikost fuzijskega proteina je 62 kDa. Elektroforeza je potekala pri toku 35 mA in

maksimalni napetosti.

Rezultat vzorca eluata proteina SUMO na sliki 19 potrjuje trditev, da je bila uporaba
dializnega pufra v tretjem poskusu najboljSa izbira, saj je cepitev (30 °C 2 h) uspesSneje

potekla in ne zaznavamo lise preostalega fuzijskega proteina, kot pri gelu na sliki 17.

6. Koncentriranje encima D-aspartat ligaza.

Za nadaljnje raziskovanje je bilo treba izoliran in ociS€en encim D-aspartat ligaza
skoncentrirati. Postopka koncentriranja smo se lotili v 2. in 3. poskusu izolacije.
Uporabljali smo dva tipa ultrafiltrov, Amicon Ultra 15 in Amicon Ultra 0,5.

Sprva smo uporabili Amicon Ultra 15 in centrifugirali celoten volumen vzorca (A =
1,9) pri pogojih 5 000 obr/min, 4 °C, 15 minut. Opazili smo zamotnitev raztopine in
izmerili absorbanco skoncentriranega alikvota (A = 2,4). Zaradi minimalnega porasta
smo sklepali, da koncentriranje celotne koli¢ine proteina ni u¢inkovit nac¢in, zato smo v
vseh nadaljnjih poskusih uporabili Amicon Ultra 0,5. Prvih 500 pL vzorca (V = 4,5
mL) nam je uspelo skoncentrirati na 90 uLL z absorbanco 5,0. V drugem poskusu smo
dosegli volumen 50 puL in absorbanco 5,8. Vzorec se je zacel zaradi prenasi¢enosti
obarjati, zato smo vzorca zdruzili (V = 140 pL), izmerili skupno absorbanco (A =7,2,y

= 6,4 g/L) in ga do uporabe shranili pri —80 °C. 3 mL smo koncentrirali pri enakih
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pogojih, le da smo postopek izvajali v paralelah. Da ne bi prislo do denaturacije encima
smo koncentriranje prekinili, ko smo dosegli vrednosti absorbance med 5,0 in 6,0.
Kon¢ne volumne smo zdruzili (V = 860 pL), izmerili absorbanco skoncentriranega
vzorca (A = 4,9, ¢ = 87 uM, v = 4,3 g/L) in 500 pL neskoncentriranega vzorca (A =
2,2, ¢ =39 uM, y=1,9 g/L) in ju do uporabe shranili pri —80 °C. Ugotovili smo, da je
protein bolj stabilen v manjSem ultrafiltru, vendar nismo dosegli Zelenih koncentracij
(> 10 mg/mL).

Pufer 200 mM NaCl, 20 mM Tris/HCL, pH 8, 10-odstotni glicerol, v katerem se je
protein nahajal v tretjem poskusu izolacije, je omogocil, da je bilo koncentriranje bolj
uspesno. Spremenili smo tudi postopek izvedbe. Koncentrirali smo v enem ultrafiltru
Amicon Ultra 0,5 in vsake 3 minute dodali novih 200 pL vzorca. Na koncu smo
zdruzili skoncentrirane vzorce (V = 500 pL), izmerili skupno absorbanco (A = 6,4, y =
5,7 g/L ) in do uporabe shranili pri—80 °C.

Skoncentrirane vzorce encima smo nadalje Cistili s postopkom gelske filtracije, nato pa
jih uporabili pri testih aktivnosti in inhibicijskih testih z izbranimi spojinami ter

nazadnje pri kristalizaciji.

7. Gelska filtracija.

Zaradi nizke loc¢ljivosti (otezena loc¢ba podobnih molekul) smo metodo gelske filtracije
uporabili v zadnjem koraku ¢iS¢enja. V tem koraku smo Zeleli ocistiti tar¢ni protein D-
aspartat ligaza od preostalih necisto¢ v vzorcu, ki bi pozneje Se lahko vplivale na
njegovo stabilnost in kataliticno aktivnost.

Na sistem FPLC smo prvi¢ nanesli 50 pL in drugi¢ 200 pL vzorca. Z rezultati gelske
izklju¢itvene kromatografije nismo bili zadovoljni v nobenem primeru, kajti celoten
vzorec se je eluiral v zacetnih 8 mL praznega volumna. Iz rezultata poskusa smo
sklepali, da se tvori agregat proteina, ki je vecji od por gelske kolone, hkrati pa nam ni

uspelo lo¢iti morebiti navzoce oligomerne oblike od monomerne oblike zvitja. (slika

20, slika 21)
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Slika 20: Gelska filtracija s kolono Superdex 200 10/30 GL — 2. poskus izolacije encima D-aspartat ligaza. Na sliki

je oznacena elucija encima D-aspartat ligaza po nanosu na gelsko kolono. Porast absorbance smo izmerili pri 280 nm.
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Slika 21: Gelska filtracija s kolono Superdex 75 10/30 Gl — 3. poskus izolacije encima D-aspartat ligaza. Na sliki je

oznacena elucija encima D-aspartat ligaza po nanosu na gelsko kolono. Porast absorbance smo izmerili pri 280 nm.

4.2 POSKUS KRISTALIZACIJE ENCIMA D-ASPARTAT LIGAZA

Predno smo nastavili kristalizacijske raztopine smo se odlocili, da bomo v obeh primerih
mocneje skoncentrirali protein, saj nam je to zagotavljalo vec¢je moznosti za nastanek
kristalov (v vecini primerov zadostuje koncentracija proteina 5—10 mg/mL). Koncentrirali
smo le v enem ultrafiltru in postopno dodajali vzorec, kar se je izkazalo za
najucinkovitejSo tehniko. Za prvi poskus kristalizacije encima D-aspartat ligaza smo
uporabili skoncentrirani vzorec z y = 9,6 mg/mL, za drugi poskus kristalizacije pa vzorec z
vy = 10,8 mg/mL. Iskanje kristalizacijskih pogojev se je izkazalo za zahtevnejSe delo kot
smo sprva priakovali. Z uporabo komercialnih kristalizacijskih kompletov Structure
Screens 1 (MD1-01) in 2 (MD1-02) ter PACT premier™ MD 1 — 29 smo preizkusili 2-krat
96 razlicnih puferskih pogojev, ki pa niso ustrezali za kristalizacijo Zelenega proteina. V

kristalizacijski raztopini v nobenem poskusu ni priSlo do nastanka kristalov, en mesec smo
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s polarizacijskim mikroskopom spremljali in opazovali le nastanek kristalizacijske oborine.

(slika 22)

Slika 22: Rezultati kristalizacijskih poskusov (od prazne kapljice do pojava moé¢ne oborine — skrajno desno). (57)

4.3 TEST ENCIMSKE AKTIVNOSTI IN VITRO

Izoliranemu bakterijskemu encimu D-aspartat ligaza smo pred poskusom kristalizacije
preverili kataliticno aktivnost s spektrofotometricnim encimskim testom, ki temelji na
sklopljeni reakciji z encimoma laktat dehidrogenazo in piruvat kinazo, pozneje pa Se
dolo¢ili zaviralno aktivnost izbranih ATP kompetitivnih zaviralcev encima DNA giraza B.

Da so bile nase meritve zanesljive, smo UV-vis spektrofotometer pri 37 °C kalibrirali na
kon¢no koncentracijo NADH 0,1 mM. Uporabili smo kiveto volumna 150 uL (1=1 cm). S
pomoc¢jo 1 mM NADH smo dolo¢ili povezavo med koncentracijo NADH in absorbanco. Z
grafom smo prikazali absorpcijski spekter oksidacije NADH pri razli¢nih koncentracijah
NADH pri 340 nm. (slika 23, slika 24)

06220 1€ 74

04 F o 4

A [NADH]

02 | i

0 75 15 18 225
volumen NADH [uL]

Slika 23: Odvisnost absorbance NADH v odvisnosti od dodanega volumna NADH pri 340 nm. Molarni absorpcijski
koeficient NADH je 6 220 Lem™/mol, zadetna koncentracija NADH je 1 mM, konéna koncentracija NADH pri 18 pL je
0,0001 M.
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Slika 24: Absorbcijski spektri NADH izmerjeni pri razli¢nih koncentracijah NADH pri 340 nm.
€ =6220 Lem/mol, 1 = 1 cm, zadetna koncentracija NADH je 1 mM, kon&na koncentracija NADH pri 7, 5 uL je 0,05
mM, pri 15 pL je 0,1 mM, pri 0,12 pL je 0,8 mM, pri 22,5 uL je 0,15 mM, koncni volumnu je 150 pL.

Ko smo UV-vis spektrofotometer umerili na Zeleno vrednost, smo pred izvedbo
encimskega testa kataliticne aktivnosti encima D-aspartat ligaza z eksperimentoma
kontrolne encimske reakcije (slepa — encimska reakcije brez encima D-aspartat ligaza) in
detekcijske reakcije izlocCili verjetnost, da bi sprememba absorbance pri 340 nm
prikazovala morebitne druge reakcije v vzorcu, mi pa bi to opazili kot lazno kataliticno

aktivnost encima D-aspartat ligaza. (slika 25)

7 T T
.—-'_'-'——--—_
s reakcija .
' kontrglna 7 Aslg,
sl reakcija 1
(slepa)
g s |
a
<
4
£ | i
< |
| ]
| detekcijska
AN reakcija 1
o 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

¢as [s]

Slika 25: Casovni potek oksidacije NADH v razli¢nih reakcijskih razmerah pri 340 nm. V reakciji detekcije in
reakceiji slepe so koncentracije reagentov NADH in ADP (ATP) 1 mM, koncentracija PEP je 2 mM, koncentracija MgCl,
je 50 mM, volumen mesanice encimov LDH in PK je 10 pL. Kon¢ni volumen je 300 pL.

Reakcija z encimom Aslg, ponazarja ¢asovni potek oksidacije NADH v navzocnosti 15,6 pM encima Aslg,,v kon¢nem

volumnu 300 pL. Koncentracije reagentov ostajajo enake kot pri detekcijski reakciji.
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Vzorcu encima D-aspartat ligaza s koncentracijo 39 pM smo s spektrofotometriénim
testom preverili kataliti¢no aktivnost. Graf na sliki 26 prikazuje padec absorbance NADH

pri 340 nm pri razlicnih koncentracijah encima.
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Slika 26: Casovni potek oksidacije NADH v prisvuuvsu razucuih Koncentracij encima D-aspartat ligaza pri 340

nm. Koncentracija reagentov NADH in ADP je 1 mM, koncentracija PEP je 2 mM, koncentracija MgCl, je 50 mM.
Volumen mesanice encimov LDH in PK je 10 pL. Koncentracije Aslg, so bile: pri volumnu 20 pL 2,6 pM, pri 40 pL 5,2
puM, pri 80 pL 10,4 uM in pri 120 pL 15,6 pM. Kon¢ni volumen je 300 pL.

Na sliki 27 prikazujemo graf hitrosti encimske reakcije v odvisnosti od koli¢ine dodanega
encima D-aspartat ligaza, pri ¢emer velja da, kadar temperatura, pH in koncentracija
substrata ostanejo nespremenjeni, je zaCetna hitrost premosorazmerna s koncentracijo

encima.
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Slika 27: Odvisnost zacetnih hitrosti oksidacije NADH v reakciji nastanka heksapeptida iz pentapeptida in D-
asparaginske Kkisline pri razlicnih volumnih encima D-aspartat ligaza. Koncentracije Aslg, so bile: pri volumnu 40

pL 5,2 uM, pri 80 pL 10,4 pM in pri 120 pL 15,6 uM.
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Ko smo dokazali, da je izolirani encim D-aspartat ligaza kataliticno aktiven, smo bioloSko
ovrednotili pet izbranih ATP kompetitivnih zaviralcev DNA giraze B.

Uporabili smo encim D-aspartat ligaza s koncentracijo 87 uM, vsaka spojina pa je bila
treh spojinah meritev nismo izvajali. Ob dodatku zaviralcev 2 in 4 se je reakcijska
raztopina zamotnila, ob dodatku 5 v reakcijsko meSanico pa je prislo do penjenja.

Na grafu slike 28 lahko vidimo, da sta encimski reakciji merjene kataliticne aktivnosti
encima D-aspartat ligaza zelo dobro primerljivi. Merilo za u€inkovitost zaviralca prikazuje
rezidualna aktivnost (RA), ki jo izrazamo v odstotkih. Sibko zaviralno aktivnost sta

izkazali le spojini 1 (RA = 65-odstotna) in 3 (RA = 46-odstotna). (tabela XVIII)
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Slika 28: Kataliti¢na aktivnost encima D-aspartat ligaza (kontrolna krivulja) in zaviralna aktivnost spojin 1 in 3
izmerjena pri 340 nm. Spojini sta bili testirani pri 250 pM, v reakcijski zmesi kon¢nega volumna 150 pL. Reakcijska
mesanica je sestavljena iz 198 mM Tris/HCI pufra, pH 8, 50 mM MgCl,, 1 mM PEP, 0,1 mM NADH, 1 mM ATP, 1 mM
D-Asp, 0,5 mM UMSK, 5,2 uM Aslg, in 10 pL zmesi encimov LDH in PK. Casovni potek oksidacije NADH je v
intervalu 200-750 s.

Tabela XVIII: Rezidualna aktivnost (RA) zaviralcev encima D-aspartat ligaza.

Zap. st. . Struktura RA (250 utM )

. Oznaka spojine >
spojine spojine (odstotek)

cl s H o
H N
1 THT-19 C,/D\(N""'@F WOH 65
H ©
3

EEMH \SW/“
_ e, OH 46
TCF-4b e N gf/zr
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S SKLEP

V okviru magistrske naloge smo preucevali bakterijski encim D-aspartat ligaza, ki sodeluje
v zadnjih stopnjah biosinteze celi¢ne stene tako, da aktivira D-Asp in jo poveze z g-amino
skupino L-Lys’ UDP-MurNAc pentapeptida. D-aspartat ligaza je potrebna za prezivetje
bakterije in je torej ena od potencialnih tar¢ za razvoj novih protimikrobnih uc¢inkovin. O
D-aspartat ligazi je Se zelo malo znanega. Prav tako je iz literature znanih le nekaj tipov
zaviralcev encima. Ker encima D-aspartat ligaza v preteklosti Se niso uspes$no kristalizirali
in njegova 3D struktura Se ni znana, iskanje novih zaviralcev pa bi olajSal podatek o
strukturi aktivnega mesta encima, smo si za prvi cilj magistrskega dela postavili prav to:
pridobiti kataliticno aktivni encim D-aspartat ligaza, ki bo primeren za nadaljnjo
kristalizacijo.

Kljuéni koraki priprave encima so bili: optimizacija dializnega pufra, cepitev fuzijskega
proteina z encimom peptidaza SUMO, koncentriranje proteina in gelska filtracija. Za
izolacijo rekombinantnega encima D-aspartat ligaza iz bakterijskih celic E. coli sev
BL21[DE3]pLysS smo uporabili Ze znani protokol, predstavljen v doktorskem delu
Skedelj 2013 (27) in ga skusali modificirati tako, da bi pridobili ve¢je koli¢ine ¢istega
rekombinantnega encima, primernega za kristalizacijo in biokemijske ter biofizikalne teste.
Iz doktorske naloge je znano, da je protein najbolj stabilen v pufrskih pogojih 500 mM
NaCl, 50 mM Tris/HCL, pH 8, 50-odstotnem glicerolu. Ker proteina nismo Zzeleli
izpostavljati veckratnim dializnim spremembam, navzoc¢nost soli oz. glicerola pa je bila
zelo pomembna pri posameznih korakih izolacije, smo skuSali najti puferski sistem, ki bi
ohranjal encim v stabilni in topni obliki skozi celoten proces. Po rezultatih sode¢, encimu
D-aspartat ligaza najbolj ustreza dializni pufer 200 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 8, 10-
odstotni glicerol in dodatek 1 mM DTT. Za najprimernejSe cepitvene pogoje fuzijskega
proteina z encimom peptidaza SUMO, ki zagotavljajo tudi stabilnost encima D-aspartat
ligaza in Casovni prihranek, se je izkazala cepitev pri temperaturi 30 °C v dveurnem
intervalu.

Test stabilnosti encima D-aspartat ligaza smo izvajali z analizo NaDS PAGE. Ocenili smo
kakovost cepitve fuzijskega proteina, kakovost izvedb kovinsko afinitetne kromatografije
pred nanosom na sistem FPLC in po njem. Protein se je v postopkih ¢iSCenja izgubljal,

vendar ni fragmentiral na manjSe peptidne enote.
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Vzorec bi najuspesneje skoncentrirali pri pogojih 500 mM NaCl, ki bi preprecil vezavo
encima na membrano ultrafiltra in z dodatkom 50-odstotnega glicerola. TakS$na
koncentracija soli ni primerna zaradi aktivnosti encima peptidaza SUMO, tolikSna
viskoznost vzorca pa bi nas ovirala v zadnjem delu izolacije, tj. gelske filtracije in pozneje
pri avtomatiziranem postopku kristalizacije. Da bi zadostili vsem zahtevam hkrati, smo
protein v tretjem poskusu izolacije ohranjali v pufru s koncentracijo soli 200 mM in 10-
odstotnem glicerolom. Koncentriranje se je v teh pogojih izboljSalo, kar nam je potrjevalo
hipotezo, da protein za boljSo stabilnost potrebuje vi§jo koncentracijo soli in glicerola, prav
tako pa je k povecanju izkoristka koncentriranja pripomogla uporaba enega ultrafiltra in
tehnika postopnega dodajanja vzorca.

Postopek gelske filtracije ni bil uspesen, sklepali smo, da zaradi nastanka neznane strukture
encima D-aspartat ligaza, ki je bila prevelika za locbo v porah gelske kolone in se je
izlo¢ila v praznem volumnu. Za identifikacijo neznanih proteinskih interakcij bi lahko
uporabili metodo analize interakcij med proteini s pre€nim povezovanjem (angl.
crosslinking protein interaction analysis). (63)

Ceprav nam encima D-aspartat ligaza z gelsko filtracijo ni uspelo optimalno odistiti in
dolociti ali se nahaja v monomerni ali oligomerni obliki, smo se, glede na relativho dobre
rezultate poliakrilamidne gelske elektroforeze, odlo¢ili, da bomo z njim izvedli encimske
teste. Izkazalo se je, da je na§ encim kataliticno aktiven, zato smo z enakim testnim
sistemom reSetali majhno knjiznico izbranih potencialnih zaviralcev naSega encima.
Biolosko smo ovrednotili pet izbranih ATP kompetitivnih zaviralcev DNA giraze B in
dvema spojinama dolo¢ili zaviralno aktivnost. Spojini 1 in 3 sta po pri¢akovanju izkazali
Sibek zaviralni ucinek, z rezidualnima aktivnostma 65- oziroma 46-odstotni pri 250 pM
koncentraciji zaviralca.

Eden od ciljev nase naloge je bila kristalizacija D-aspartat ligaza, vendar pri tem nismo bili
uspesni. Izbrani komercialni kompleti niso ustrezali pogojem, ki jih na§ encim D-aspartat
ligaza potrebuje za kristaliziranjo, hkrati tudi koncentracija encima ni bila dovolj visoka.
Da med ¢iS¢enjem proteina ne bi prihajalo do volumskih izgub vzorca in da bi pridobili
zadostno koncentracijo encima v topni obliki, bi lahko bila morebitna reSitev uporaba
novejSih tehnik dialize (npr. plasticne dializne kasete) ter prilagajanje kolicine soli in

glicerola pred vsakim korakom izolacije.
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Rezultati te magistrske naloge pomenijo korak k razvoju novih zaviralcev bakterijskega
encima D-aspartat ligaza. Uspelo nam je optimizirati izolacijo encima in preizkusiti ve¢
kristalizacijskih pogojev ter s tem narediti korak blizje k razreSitvi 3D strukture tega
proteina. Identificirali smo nov strukturni tip zaviralcev encima D-aspartat ligaza, vendar
bo treba rezultate v nadaljnjih raziskavah preveriti s podrobnej$imi biokemi¢nimi testi in

izvesti reSetanje vecjega Stevila spojin, strukturno podobnih nasim zaviralcem.
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7 PRILOGE

7.1 Priloga A: Sekvenca pE—-SUMO Amp vektorja

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTA
GAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACC GGTCATCACCATCATCATCACGGGTCCCT
GCAGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCA
CATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAA
GAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAAGATTCTTGTACGA
CGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGGCCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAG
GCTCACCGCGAACAGATTGGAGGT AACAGTATTGAAAATGAAGAATTTATCCCTATATTATTAGGAA
GCGACATGAACGTTTATGGTATGGCACGTTCTTTTAATGAAGCATACGGCAAAATCTGCCAAGCATATGCT
TCGGATCAGTTAGCCCCTACCCGCTACAGTAAAATTGTCAATGTAGAAGTTATTCCAGGATTTGATAAAGA
CCCTGTATTTATCGAGACGATGCTTCGTTTGGCAAAAGAAAGATATTCTGATAAGAGTAAAAAATATCTTTT
GATTGCTTGTGGTGATGGATATGCCAGAATTGATCTCCCAACATAAACAAGAGCTGTCAGAATATTTTATCT
GTCCATATATTGATTATTCTTTATTTGAAAGGCTGATCAATAAAGTAAGCTTTTATGAAGTTTGTGAAGAAT
ATGATCTTCCGTATCCTAAAACATTGATCGTCAGAGAAGAAATGTTAGTAAATGGACATTTGGAACAGGAA
TTGCCTTTTGAATTCCCAGTTGCTTTGAAACCTGCAAACAGTGTGGAGTATCTTTCTGTCCAATTTGAAGGA
AGAAAAAAAGCTTTTATTTTAGAGACTAGAGAAGAGTTTGATTTAATTTTAGGCCGGATATACGAAGCCGG
TTATAAAAGTGAAATGATTGTACAAGATTTTATCCCGGGTGATGATAGTAATATGCGTGTGCTAAATGCGT
ATGTAGATGAAGATCATCAAGTTCGGATGATGTGCCTTGGTCATCCACTATTAGAAGATCCTACACCAGCA
TCGATTGGTAATTACGTTGTGATCATGCCAGATTATAACGAAAAAATCTATCAAACCATTAAGGCATTTTTG
GAAAAAATCGAATATACAGGCTTTGCCAATTTCGATATGAAGTATGATCCTAGAGATGGAGAATATAAATT
ATTTGAAATCAATTTGAGACAAGGTCGTAGCAGTTTCTTTGTGACATTGAACGGCTTGAATCTGGCTCGTTT
TGTCACAGAAGATCGAGTGTTCAACAAACCCTTTGTTGAAACGACCTATGGAACGAATCAATCAGATAAAG
CAAGATTATGGATGGGTGTGCCCAAAAAAATCTTTTTAGAATATGCTCGGGAAAATGAAGACAAAAAACT
AGCTGAGCAAATGATCAAAGAAAATCGTTACGGTACTACTGTATTTTATGAAAAAGACCGATCAATCAAGC
GCTGGTTGTTGATGAAATATATGTTCCATAACTATATTCCAAGATTCAAAAAGTATTTTCATGTGAAAGAAG
GC CTAGAGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCAC
CACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAAC
TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGA
TTGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGAC
CGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGC
TTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCC
AAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGAC
GTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTA
TTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATT
TAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAA
CCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGC
TTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGG
CATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTG
CACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGT
TTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAG
CAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACT
TACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACT
CGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTG
CAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTA
ATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTAT
TGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGTTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGC
CCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCT
GAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGAT
TTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCT
TAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTT
TTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCA
AGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAG
TGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGT
TACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGAT
AAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCG
AACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTA
TCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTT
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TATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGC
CTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGC
AGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCC
TTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATA
GTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACC
CGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGA
GCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCG
TGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTT
AATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTG
TAAGGGGGATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTA
CTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGA
CCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCC
AGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTAC
GAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCA
CGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCA
ACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAA
ACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGAC
AGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCT
GTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCG
GAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGTGAGCTAA
CTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGA
ATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGA
CGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGC
CCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTC
GTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCG
CCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCATTTGCATGGTTTGTTGAA
AACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTAT
GCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTG
ACCCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGG
GTGTCTGGTCAGAGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATC
CTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTT
TACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACCACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGAT
TTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAACG
ACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTTCCACTT
TTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCG
GCATACTCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGC
TATCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGA
CTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCAT
GCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCT
CATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCAC
CTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCG

T7 promotor: TAATACGACTCACTATAGGG
T7 terminator: CCGCTGAGCAATAACTAGC
HIS tag: CATCACCATCATCATCAC

Zapis za SUMO protein:

GGTCATCACCATCATCATCACGGGTCCCTGCAGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAG
AGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGAT
CTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGT
AAGGAAATGGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGGCCCCTGAAG
ATTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACCGCGAACAGATT
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Zapis za encim D-aspartat ligaza:

AACAGTATTGAAAATGAAGAATTTATCCCTATATTATTAGGAAGCGACATGAACGTTTATGGTATGGC
ACGTTCTTTTAATGAAGCATACGGCAAAATCTGCCAAGCATATGCTTCGGATCAGTTAGCCCCTACCCGCTA
CAGTAAAATTGTCAATGTAGAAGTTATTCCAGGATTTGATAAAGACCCTGTATTTATCGAGACGATGCTTC
GTTTGGCAAAAGAAAGATATTCTGATAAGAGTAAAAAATATCTTTTGATTGCTTGTGGTGATGGATATGCC
AGAATTGATCTCCCAACATAAACAAGAGCTGTCAGAATATTTTATCTGTCCATATATTGATTATTCTTTATT
TGAAAGGCTGATCAATAAAGTAAGCTTTTATGAAGTTTGTGAAGAATATGATCTTCCGTATCCTAAAACAT
TGATCGTCAGAGAAGAAATGTTAGTAAATGGACATTTGGAACAGGAATTGCCTTTTGAATTCCCAGTTGCT
TTGAAACCTGCAAACAGTGTGGAGTATCTTTCTGTCCAATTTGAAGGAAGAAAAAAAGCTTTTATTTTAGA
GACTAGAGAAGAGTTTGATTTAATTTTAGGCCGGATATACGAAGCCGGTTATAAAAGTGAAATGATTGTAC
AAGATTTTATCCCGGGTGATGATAGTAATATGCGTGTGCTAAATGCGTATGTAGATGAAGATCATCAAGTT
CGGATGATGTGCCTTGGTCATCCACTATTAGAAGATCCTACACCAGCATCGATTGGTAATTACGTTGTGATC
ATGCCAGATTATAACGAAAAAATCTATCAAACCATTAAGGCATTTTTGGAAAAAATCGAATATACAGGCTT
TGCCAATTTCGATATGAAGTATGATCCTAGAGATGGAGAATATAAATTATTTGAAATCAATTTGAGACAAG
GTCGTAGCAGTTTCTTTGTGACATTGAACGGCTTGAATCTGGCTCGTTTTGTCACAGAAGATCGAGTGTTCA
ACAAACCCTTTGTTGAAACGACCTATGGAACGAATCAATCAGATAAAGCAAGATTATGGATGGGTGTGCCC
AAAAAAATCTTTTTAGAATATGCTCGGGAAAATGAAGACAAAAAACTAGCTGAGCAAATGATCAAAGAAA
ATCGTTACGGTACTACTGTATTTTATGAAAAAGACCGATCAATCAAGCGCTGGTTGTTGATGAAATATATGT
TCCATAACTATATTCCAAGATTCAAAAAGTATTTTCATGTGAAAGAAGGC CTAGAGGATCCGAATTCG
AGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAA
AGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGC
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7.2 Priloga B: Structure Screen 1 MD1-01 in Structure Screen MD1-02

Formulirano za kristalizacijo proteinov, peptidov, nukleinskih kislin in vodotopnih

majhnih molekul.

WELL CONC. SALT CONC. BUFFER pH CONC. PRECIPITANT
Calcium chloride
Al 0.02 M 0.1 M Sodium acetate 4.6 30 % v/v
dihydrate MPD
Ammonium
A2 0.2 M 0.1 M Sodi tat 4.6 30 %
scetote odium acetate % w/v PEGA000
Ammonium
A3 0.2 M 0.1 M Sodium acetate 4.6 25 % w/v PEG 4000
sulfate
4.6
A4 20M Sodium formate 01M Sodium acetate
Ammonium
A5 2.0M 01M Sodium acetate 4.6
sulfate
i 9
A6 0.1M Sodium acetate 4.6 8 % w/v PEG 4000
Ammonium
A7 0.2 M 0.1 M Sodium citrate 5.6 30 % w/v
acetate PEG 4000
Ammonium
A8 0.2 M 0.1 M Sodium citrate 5.6 30 % v/v
acetate MPD
A9 0.1 M Sodium citrate 5.6 20 % w/v PEG 4000
20% v/v 2-Propanol
Ammonium
5.6
A10 1.0M phosphate 0.1M Sodium citrate
monobasic
Calcium
All 0.2 M chloride 01 M Sodium acetate 4.6 20 % v/v 2-Propanol
dihydrate
Sodium acetate Sodium 6.5
Al12 14 M 0.1 M
trihydrate cacodylate
Sodium citrate
Sodium
Bl 02 M tribasic 01M 6.5 30 % v/v 2-Propanol
cacodylate
dihydrate
Ammonium Sodium
B2 0.2 M 0.1 M 6.5 30 % w/v PEG 8000
sulfate cacodylate
Magnesium
Sodium
B3 02 M acetate 0.1M 6.5 20 % w/v PEG 8000
cacodylate
tetrahydrate
Magnesium
Sodium
B4 0.2 M acetate 0.1 M 6.5 30 % v/v MPD
cacodylate
tetrahydrate
Sodium acetate
B5 1.0M 01M Imidazole 65

trihydrate
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Sodium acetate Sodium .
B6 0.2 M trihydrate 0.1 M cacodylate 6.5 30 % w/v PEG 8000
Zincacetate Sodium .
B7 0.2 M dihydrate 0.1 M cacodylate 6.5 18 % w/v PEG 8000
Calcium acetate Sodium .
B8 0.2 M hydrate 0.1 M cacodylate 6.5 18 % w/v PEG 8000
Sodium citrate
B9 02 M tribasic 0.1M Sodium HEPES 7.5 30 % v/v MPD
dihydrate
Magnesium
B10 0.2 M chloride 0.1 M Sodium HEPES 7.5 30 % v/v 2-Propanol
hexahydrate
Calcium
B11 02 M chloride 0.1M Sodium HEPES 7.5 28 % v/v PEG 400
dihydrate
Magnesium
B12 02 M chloride 0.1M Sodium HEPES 7.5 30 % v/v PEG 400
hexahydrate
Sodium citrate
C1 02 M tribasic 0.1M Sodium HEPES 7.5 20 % v/v 2-Propanol
dihydrate
Potasium 75
c2 0.8 M sodium tartrate 0.1 M Sodium HEPES
tetrahydrate
7.5
c3 15 M Lithium sulfate 01M Sodium HEPES
Sodium
0.8 M phosphate 01M
c4 monobasic Sodium HEPES 7
Potasium
0.8 M phosphate
monobasic
Sodium citrate
7.5
cs 14 M tribasic 0.1M Sodium HEPES
dihydrate
Ammonium
c6 20M sulfate 0.1 M Sodium HEPES 7.5 2 %v/v PEG 400
Cc7 0.1 M Sodium HEPES 7.5 20 % w/v PEG 4000
Ammonium
c8 20M 0.1 M Tris 8.5
sulfate
Magnesium
c9 0.2 M chloride 0.1 M Tris 8.5 30 % w/v PEG 4000
hexahydrate
Sodium citrate
Cc10 02 M tribasic 0.1M Tris 8.5 30 % v/v PEG 400
dihydrate
C11 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M Tris 8.5 30 % w/v PEG 4000
Ammonium
C12 02 M acetate 0.1M Tris 8.5 30 % v/v 2-Propanol
Sodium acetate . .
D1 0.2 M trihydrate 0.1 M Tris 8.5 30 % w/v PEG 4000
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D2 0.1 M Tris 8.5 8 % w/v PEG 8000
Ammonium
D3 20M phosphate 0.1M Tris 8.5
monobasic
Potasium
D4 04 M sodium tartrate
tetrahydrate
Ammonium
D5 04 M phosphate
monobasic
Ammonium
D6 0.2 M 30 % w/v PEG 8000
sulfate
Ammonium
D7 0.2 M 30 % w/v PEG4000
sulfate
Ammonium
b8 2o0Mm sulfate
Sodium
D9 40 M
formate
Potassium
D10 0.05 M phosphate
monobasic
D11 30 % w/v PEG 1500
Magnesium
D12 02 M formate
dihydrate
Sodium
E1l 0.1 M 0.1 M BICINE 9.0 30 % v/v PEG 500 MME
chloride
Magnesium
E2 20M chloride 01 M BICINE 9.0
hexahydrate
E3 0.1M BICINE 9.0 10 % w/v PEG 20000
Magnesium
E4 0.2 M chloride 0.1 M Tris 8.5 34 M 1,6-Hexanediol
hexahydrate
E5 0.1 M Tris 8.5 25 % v/v tert-Butanol
oM Lithium sulfate 001 M
E6 Nickel(l Tris 8.5
001 M chloride
hexahydrate
Ammonium
E7 15 M 0.1 M Tris 8.5 12 % v/v Glycerol
sulfate
Ammonium
E8 02 M phosphate 0.1 M Tris 8.5 50 % v/v MPD
monobasic
i 9
E9 0.1 M Tris 8.5 20 % v/v Ethanol
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Nickel(Il)
E10 0.01 M chloride 01 M Tris 8.5 20 % w/v PEG 2000 MME
hexahydrate
Ammonium
E11 0.5 M 0.1M Sodium HEPES 7.5 30 % v/v MPD
sulfate
E12 0.1 M Sodium HEPES 7.5 10 % w/v PEG 6000
Jeffamine M-
F1 0,1M Sodium HEPES 7.5 20 % v/v
600
Ammonium
16 M 0.1 M
sulfate
F2 Sodium HEPES 7.5
Sodium
0.1 M
chloride
Ammonium
F3 20M 0.1 M Sodium HEPES 7.5
formate
Sodium acetate
i0M 0.1 M
trihydrate
7.5
F4 Cadmium Sodium HEPES
0.05 M 8
sulfate ~/3-
hydrate
F5 0.1 M Sodium HEPES 7.5 70 % v/v MPD
F6 43 M Sodium chloride 01 M Sodium HEPES 75
F7 0.1M Sodium HEPES 7.5 10 % w/v PEG 8000
Magnesium
F8 16 M sulfate 0.1 M MES 6.5
heptahydrate
20M Sodium
0.1 M
chloride
Potassium
F9 0.1 M phosphate MES 65
monobasic
Sodium
01 M phosphate
monobasic
F10 0.1 M MES 6.5 12 %w/ v PEG 20000
Ammonium
F11 16 M 0.1 M MES 6.5 10 % v/ v 1,4-Dioxane
sulfate
Jeffamine M-
F12 0.05 M Cesium chloride 0.1 M MES 6.5 30 % v/v
600
Cobalt(11)
0.01 M chloride 0.1m
Gl hexahydrate MES 6.5
Ammonium
18 M
sulfate
Ammonium
G2 0.2 M 0.1 M MES 6.5 30 % w/v PEG 5000 MME
sulfate
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Zinc sulfate
G3 0.01 M 0.1 M MES 6.5 25 % v/v PEG 500 MME
heptahydrate
G4 0.1 M Sodium HEPES 7.5 20 % w/v PEG 10000
Ammonium
20M 0.1 M
sulfate
G5 Potassium Sodium citrate 5.6
02 M sodium tartrate
tetrahydrate
1.0 M Lithium sulfate
G6 01 M Sodium citrate 5.6
Ammonium
0.5 M
sulfate
Sodium Polyethylenei
G7 0.5 M 0.1 M Sodium citrate 5.6 4 %v/v
chloride mine
G8 0.1 M Sodium citrate 5.6 35 % v/v tert-Butanol
Iron(111)
Jeffamine® M-
G9 0.01 M chloride 0.1 M Sodium citrate 5.6 10 % v/v
600
hexahydrate
Manganese(ll)
0.01 M chloride 01 M
G10 tetrahydrate Sodium citrate 5.6
25 M 1,6-Hexanediol
Sodium
G11 20M 01 M Sodium acetate 4.6
chloride
Sodium
G12 0.2 M 0.1 M Sodium acetate 4.6 30 % v/v MPD
chloride
Cobalt(11)
0.01 M chloride 01M
H1 hexahydrate Sodium acetate 4.6
10M 1,6-Hexanediol
Cadmium
H2 0.1 M chloride hemi 0.1 M Sodium acetate 4.6 30 % v/v PEG 400
(pentahydrate)
Ammonium
H3 0.2 M 0.1 M Sodium acetate 4.6 30 % w/v PEG 2000 MME
sulfate
Sodium
H4 20M 10 % w/v PEG 6000
chloride
Sodium
0.5 M
chloride
Magnesium
H5 01 M chloride
hexahydrate
0.01 M CTAB
H6 25 % v/v Ethylene glycol
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H7 35 % v/v 1,4-Dioxane
Ammonium

H8 20M 5 %v/v 2-Propanol
sulfate

H9 1.0 M Imidazole 7.0

H10 10 % w/v PEG 1000
Sodium

H11 15 M 10 % v/v Ethanol
chloride

H12 16 M Sodium citrate 6.5

7.3 Priloga B: PACT premier™ MD1-29

WELL CONC. SALT CONC. BUFFER pH CONC. PRECIPITANT
Al 0.1 M SPG 4.0 25 % wiv PEG 1500
A2 0.1 M SPG 5.0 25 % wiv PEG 1500
A3 0.1 M SPG 6.0 25 % wiv PEG 1500
A4 0.1 M SPG 7.0 25 % wiv PEG 1500
A5 0.1 M SPG 8.0 25 % wiv PEG 1500
A6 0.1 M SPG 9.0 25 % wiv PEG 1500
A7 02 M Sodium chloride 0.1 M Sodium acetate 5.0 20 % w/v PEG 6000
A8 02 M Ammonium chloride 0.1 M Sodium acetate 5.0 20 % wiv PEG 6000
A9 02 M Lithium chloride 0.1 M Sodium acetate 5.0 20 % wiv PEG 6000
Al0 02 M l\/hg;;e;sxi:hmd:j;oride 0.1 M Sodium acetate 5.0 20 % w/v PEG 6000

ahydra
Calcium chloride
All 02 M dihydrate 0.1 M Sodium acetate 5.0 20 % w/v PEG 6000
Al2 0.0l M Zinc chloride 0.1 M Sodium acetate 5.0 20 % wiv PEG 6000
Bl 0.1 M MB 4.0 25 % wiv PEG 1500
B2 0.1 M MB 5.0 25 % wiv PEG 1500

78



Potari¢ N., Izolacija bakterijskega encima D-aspartat ligaza in bioloSko vrednotenje njegovih potencialnih

zaviralcev. Magistrsko delo. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2017

B3 0.1 M MB 6.0 25 % wiv PEG 1500
B4 0.1 M MB 7.0 25 % wiv PEG 1500
B5 0.1 M MB 8.0 25 % wiv PEG 1500
B6 0.1 M MB 9.0 25 % wiv PEG 1500
B7 02 M Sodium chloride 0.1 M MES 6.0 20 % w/v PEG 6000
B8 02 M Ammonium chloride 0.1 M MES 6.0 20 % wiv PEG 6000
B9 02 M Lithium chloride 0.1 M MES 6.0 20 % w/v PEG 6000

Magnesium chloride

B10 02 M hexahydrate 0.1 M MES 6.0 20 % w/v PEG 6000
Calcium chloride
B11 02 M dihydrate 0.1 M MES 6.0 20 % w/v PEG 6000
B12 001 M Zinc chloride 0.1 M MES 6.0 20 % w/v PEG 6000
C1 0.1 M PCTP 4.0 25 % wiv PEG 1500
C2 0.1 M PCTP 5.0 25 % wiv PEG 1500
C3 0.1 M PCTP 6.0 25 % wiv PEG 1500
Cc4 0.1 M PCTP 7.0 25 % wiv PEG 1500
C5 0.1 M PCTP 8.0 25 % wiv PEG 1500
Cé6 0.1 M PCTP 9.0 25 % wiv PEG 1500
Cc7 02 M Sodium chloride 0.1 M HEPES 7.0 20 % w/v PEG 6000
C8 02 M Ammonium chloride 0.1 M HEPES 7.0 20 % w/v PEG 6000
C9 02 M Lithium chloride 0.1 M HEPES 7.0 20 % w/v PEG 6000

Magnesium chloride

C10 02 M 01 M HEPES 7.0 20 % w/v PEG 6000
hexahydrate
Calcium chloride
Cll 02 M 01 M HEPES 7.0 20 % w/v PEG 6000
hexahydrate
Cl12 001 M Zinc chloride 01 M HEPES 7.0 20 % w/v PEG 6000
D1 01 M MMT 4.0 25 % wiv PEG 1500
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D2 0.1 M MMT 5.0 25 % wiv PEG 1500
D3 0.1 M MMT 6.0 25 % wiv PEG 1500
D4 0.1 M MMT 7.0 25 % wiv PEG 1500
D5 0.1 M MMT 8.0 25 % wiv PEG 1500
D6 0.1 M MMT 9.0 25 % wiv PEG 1500
D7 02 M Sodium chloride 0.1 M Tris 8.0 20 % wiv PEG 6000
D8 02 M Ammonium chloride 0.1 M Tris 8.0 20 % wiv PEG 6000
D9 02 M Lithium chloride 0.1 M Tris 8.0 20 % w/v PEG 6000

Magnesium chloride

D10 02 M hexahydrate 0.1 M Tris 8.0 20 % w/v PEG 6000
Calcium chloride
D11 02 M dihydrate 0.1 M Tris 8.0 20 % w/v PEG 6000
D12 001 M Zinc chloride 0.1 M Tris 8.0 20 % w/v PEG 6000
El 02 M Sodium fluoride 20 % w/v PEG 3350
E2 02 M Sodium bromide 20 % w/v PEG 3350
E3 02 M Sodium iodide 20 % w/v PEG 3350
E4 02 M Potassium thiocyanate 20 % wiv PEG 3350
E5 02 M Sodium nitrate 20 % w/v PEG 3350
E6 02 M Sodium formate 20 % w/v PEG 3350

Sodium acetate
E7 02M . 20 % w/v PEG 3350
trihydrate

E8 02 M Sodium sulfate 20 % w/v PEG 3350

Potassium sodium
E9 02 M 20 % w/v PEG 3350
tartrate tetrahydrate

Sodium/potassium
E10 002 M 20 % wiv PEG 3350
phosphate

Sodium citrate tribasic
Ell 02M 20 % w/v PEG 3350
dihydrate

Sodium malonate
E12 02 M 20 % wiv PEG 3350
dibasic monohydrate
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F1 02 M Sodium fluoride 0.1 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350
F2 02M Sodium bromide 0.1 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350
F3 02 M Sodium iodide 0.1 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350
F4 02 M Potassium thiocyanate 0.1 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350
F5 02 M Sodium nitrate 0.1 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350
F6 02M Sodium formate 0.1 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350

Sodium acetate o
F7 02 M 0.1 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350
trihydrate

F8 02 M Sodium sulfate 0.1 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350

Potassium sodium o
F9 02 M 0.1 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350
tartrate tetrahydrate

Sodium/potassium o
F10 0.02 M 0.1 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350
phosphate

Sodium citrate tribasic o
F11 02 M 0.1 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350
dihydrate

Sodium malonate
F12 02 M o 01 M Bis-Tris propane 6.5 20 % wiv PEG 3350
dibasic monohydrate

Gl 02 M Sodium fluoride 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350
G2 02 M Sodium bromide 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350
G3 02 M Sodium iodide 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350
G4 02M Potassium thiocyanate 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350
G5 02M Sodium nitrate 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350
G6 02M Sodium formate 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350

Sodium acetate o
G7 02 M . 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350
trihydrate

G8 02 M Sodium sulfate 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350

Potassium sodium o
G9 02 M 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350
tartrate tetrahydrate

Sodium/potassium
G10 0.02 M 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350
phosphate

Sodium citrate tribasic
Gl1 02M . 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350
dihydrate

81



Potari¢ N., Izolacija bakterijskega encima D-aspartat ligaza in bioloSko vrednotenje njegovih potencialnih

zaviralcev. Magistrsko delo. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2017

Sodium malonate
Gl12 02 M 0.1 M Bis-Tris propane 75 20 % wiv PEG 3350
dibasic monohydrate

H1 02M Sodium fluoride 0.1 M Bis-Tris propane 85 20 % wiv PEG 3350
H2 02 M Sodium bromide 0.1 M Bis-Tris propane 85 20 % wiv PEG 3350
H3 02 M Sodium iodide 0.1 M Bis-Tris propane 85 20 % wiv PEG 3350
H4 02 M Potassium thiocyanate 0.1 M Bis-Tris propane 85 20 % wiv PEG 3350
H5 02M Sodium nitrate 0.1 M Bis-Tris propane 85 20 % wiv PEG 3350
H6 02 M Sodium formate 0.1 M Bis-Tris propane 85 20 % wiv PEG 3350

Sodium acetate
H7 02 M . 0.1 M Bis-Tris propane 85 20 % wiv PEG 3350
trihydrate

HS8 02 M Sodium sulfate 0.1 M Bis-Tris propane 85 20 % wiv PEG 3350

Potassium sodium o
H9 02 M 0.1 M Bis-Tris propane 85 20 % wiv PEG 3350
tartrate tetrahydrate

Sodium/potassium o
H10 0.02 M 0.1 M Bis-Tris propane 85 20 % wiv PEG 3350
phosphate

Sodium citrate tribasic
HI11 02 M . 0.1 M Bis-Tris propane 85 20 % wiv PEG 3350
dihydrate

Sodium malonate
HI12 02 M o 01 M Bis-Tris propane 8.5 20 % wiv PEG 3350
dibasic monohydrate
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