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Nedavno je otkrivena nova porodica enzima slicnih metanogenom tipu seril-tRNA-
sintetaza. Nazvani aminokiselina:[protein-nosac]-ligaze, ovi homolozi umjesto serina
tioesterski vezu glicin ili alanin na odgovarajuci protein-nosa¢ (CP) umjesto na tRNA.
U ovom radu je strukturno okarakteriziran €lan te porodice; glicin:[protein-nosac]-
ligaza 1 (Bj Gly:CP-ligaza 1) iz bakterije Bradyrhizobium japonicum. Usporedba
kristalnih struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 i metanogenog tipa seril-tRNA-sintetaze je
otkrila strukturnu oCuvanost kataliticCke domene i aktivhog mjesta enzima. Strukture Bj
Gly:CP-ligaze 1 u kompleksu s malim supstratima (ATP-om i analogom glicil-
adenilata) su ukazale na potencijalne aminokiseline odgovorne za diskriminaciju glicina
1 oCuvanost mehanizma aktivacije glicina. Analiza strukture kompleksa Bj Gly:CP-
ligaze 1 i odgovaraju¢eg CP-a je otkrila medudjelovanje proteina isklju¢ivo preko CP-
vezne zavojnice karakteristicne za aminokiselina:[protein-nosac]-ligaze. Dizajnirana je
hibridna Gly:CP-ligaza u kojoj je CP-vezna zavojnica iz Bj Gly:CP-ligaze 1
zamijenjena odgovaraju¢om iz Agrobacterium tumefaciens alanin:[protein-nosac]-
ligaze. Usporedbom kompleksa ligaza s odgovaraju¢im CP-om razjasnjena je strukturna
osnova na temelju koje aa:CP-ligaze razlikuju protein-nosace.

XVII + 88 stranice, 47 slika, 8 tablica, 94 literaturna navoda, jezik izvornika: hrvatski

Rad je pohranjen u Nacionalnoj i sveuciliSnoj knjiZnici u Zagrebu i Sredi$njoj kemijskoj
knjiZnici Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

Klju¢ne rije¢i: biomakromolekulska kristalografija / aminokiselina:[protein-nosac]-
ligaza / homolog seril-tRNA-sintetaze / protein-nosac / Bradyrhizobium japonicum

Mentor: Dr. sc. Marija Lui¢, zn. savj. IRB 1 nasl. red. prof. PMF
Ocjenjivaci:  Dr. sc. Ivana Weygand-DuraSevi¢, red. prof.
Dr. sc. Marija Lui¢, zn. savj. IRB i nasl. red. prof.

Dr. sc. Dubravka Matkovié-Calogovié, red. prof.
Rad prihvacen: 03. travnja 2013.

XV



XVi



ABSTRACT

University of Zagreb Doctoral Thesis
Faculty of Science
Department of Chemistry

STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF BACTERIAL GLYCINE:[CARRIER
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Recently, a new family of methanogenic seryl-tRNA synthetase-like enzymes was
discovered. Named amino acid:[carrier protein] ligases, these homologs catalyse
thioester bonding of glycine or alanine, as opposed to serine, to the cognate carrier
protein (CP), instead of to tRNA. In this work, one representative member of the family,
glycine:[carrier protein] ligase 1 (Bj Gly:CP ligase 1) from Bradyrhizobium japonicum,
was structurally characterized. A comparison of the resulting crystal structure with
methanogenic type seryl-tRNA synthetase revealed high similarities between the
respective catalytic domains and active sites. Structures of Bj Gly:CP ligase 1,
complexed with small substrates (ATP and glycyl-adenylate analogue), indicated active
site residues that are potentially responsible for glycine discrimination and preservation
of the glycine activation mechanism. Structural analysis of Bj Gly:CP ligase 1
complexed with the cognate CP showed that the interaction is achieved mainly through
the CP-binding helix, which is characteristic for amino acid:[carrier protein] ligases.
Consequently, a hybrid Gly:CP ligase was designed by replacing the CP-binding helix
from Bj Gly:CP ligase 1 with its counterpart from Agrobacterium tumefaciens
alanine:[carrier protein] ligase. Comparison of the two ligases, complexed with cognate
CPs, revealed the molecular basis by which aa:CP ligases discriminate carrier proteins.
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1 UVOD

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su enzimi koji sudjeluju u procesu biosinteze
proteina na ribosomima.' U reakciji aminoacilacije odgovaraju¢a aminokiselina se kovalentno
veze na 3’-kraj izoakceptorske tRNA koja zatim stvara interakcije s ribosomom gdje sluzi u
prijevodu nukleotidnog slijeda u proteinsku sekvencu. Zbog njihove esencijalne uloge, smatra
se da su aaRS evolucijski vrlo stari enzimi. Klasi¢na Crickova hipoteza adaptora je
pretpostavila postojanje 20 razliCitih aminoacil-tRNA-sintetaza, po jednu za svaku od 20
prirodnih aminokiselina.> No, sve brzim sekvencioniranjem i analizom genoma brojnih
organizama nadeno je da neki organizmi posjeduju manje od 20 enzima potrebnih za
aminoacilaciju, dok drugi posjeduju dodatne viSestruke kopije gena za aaRS, kao i otvorene
okvire Citanja za njihove pojedine domene.” Rana pojava aaRS u evoluciji omogucila im je
razvoj dodatnih domena i insercija koje su im dale ne samo svojstvo visoke specifi¢nosti
prema svojim supstratima, ve¢ 1 mogucnost obavljanja novih funkcija koje nisu direktno
povezane sa sintezom proteina.’ Brojnim duplikacijama ¢&itavih gena za aaRS ili samo
njihovih dijelova nastala je velika skupina proteina sli¢nih aminoacil-tRNA-sintetazama koji

su stekli neke potpuno nove funkcije, od kojih je vecina jo$ uvijek nedovoljno istraZena.

Aminoacil-tRNA-sintetaze su obzirom na sekvencu, oligomerno stanje i gradu
kataliticke domene podijeljene u dva razreda. Razredu II aaRS pripadaju seril-tRNA-sintetaze
(SerRS), enzimi koji kovalentno veZu serin na odgovarajuéu tRNAS®. Filogenetskom
analizom je ustanovljeno postojanje dviju evolucijski udaljenih grupa SerRS u prirodi:
bakterijski tip SerRS naden kod arheja, bakterija i eukariota, te metanogeni tip SerRS
(mSerRS) naden kod vecine metanogenih arheja.* Oba tipa SerRS su strukturno i biokemijski
okarakterizirani.”” Tako oba tipa tvore homodimere, njihove strukture i mehanizam djelovanja
znatno se razlikuju. Osim razli¢ito gradenih tRNA-veznih domena, nadeno je i da imaju
razli¢ite mehanizme prepoznavanja serina.” Za razliku od bakterijskog tipa, u aktivnom
mjestu mSerRS se nalazi ion cinka koordiniran s tri oCuvane aminokiseline (Cys, Glu i Cys) i
molekulom vode koju vezanjem u aktivno mjesto zamjenjuje amino-skupina supstrata serina.
Vezanjem serina dolazi do formiranja tzv. ,serinske omce* Cime se zatvara dio aktivnog

mjesta 1 pravilno smjeSta serin za reakciju.



Detaljnim analizama sekvencioniranih bakterijskih genoma su nadeni otvoreni okviri
¢itanja za krnje homologe mSerRS kojima nedostaje domena za vezanje tRNA. Pokazano je
kako su ovi homolozi promijenili specificnost prema oba supstrata, aminokiselini serinu i
molekuli tRNA. Kineti¢kim testovima je otkriveno kako umjesto serina vezu glicin ili alanin,
koji aktiviraju pomoc¢u ATP-a, te ih kovalentno vezu na odgovarajuci protein-nosac¢ (CP, eng.
carrier protein).® Promjenom vrste reakcije koju obavljaju, ovi krnji homolozi mSerRS su

nazvani aminokiselina:[protein-nosac]-ligaze (ata:CP—ligalze).8

Kako bi se detaljnije istrazio mehanizam 1 uloga djelovanja ove novootkrivene
porodice enzima, potrebno ih je analizirati na razini 3D-strukture. Cilj istrazivanja ove
disertacije je strukturno okarakterizirati jednog predstavnika skupine aa:CP-ligaza. Da bi se to
postiglo, rijeSene su trodimenzijske strukture glicin:[protein-nosac]-ligaze 1 iz vrste
Bradyrhizobium japonicum (Bj Gly:CP-ligaza 1) i njenih Sest kompleksa, te usporedene s ve¢
rijeSenom strukturom seril-tRNA-sintetaze metanogenog tipa.” Sve trodimenzijske strukture
proteina u ovom radu su odredene metodom difrakcije rendgenskih zraka na jedini¢nom
kristalu. Kako bi se otkrio naCin prepoznavanja i vezanja supstrata na enzim, te kako aa:CP-
ligaza razlikuje sliéne aminokiseline, rijeSena je 1 analizirana struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 u
kompleksu s adenozin-trifosfatom (ATP), analogom glicil-adenilata (GlyAMS), te
koenzimom A (CoA). RijeSene strukture pruzaju uvid u nacin vezanja supstrata u aktivno
mjesto, te ukazuju na ocuvani prvi korak mehanizma djelovanja aa:CP-ligaza. Kako bi se
otkrilo mjesto medudjelovanja Bj Gly:CP-ligaze 1 i odgovaraju¢eg protein-nosaca (Bj CP),
kokristaliziran je njihov kompleks i rijeSena trodimenzijska struktura. Uvid u mehanizam
prijenosa aktvirane aminokiseline na prosteticku skupinu protein-nosaca pruZile su strukture
kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 i Bj CP s malim supstratima u aktivnom mjestu (GlyAMS,
ATP, glicin + ATP). Nacin na koji aa:CP-ligaze prepoznaju odgovaraju¢i CP je otkriven
rijeSavanjem strukture hibridne Gly:CP-ligaze u kompleksu s CP-om iz vrste Agrobacterium
tumefaciens (At CP), te usporedba s kompleksom Bj Gly:CP-ligaze 1 i Bj CP. Ovo detaljno
istrazivanje aa:CP-ligaza na makromolekulskoj razini znacajno je doprinijelo razumijevanju

nacina njihovog djelovanja 1 funkcije.



2 LITERATURNI PREGLED

2.1 Aminoacil-tRNA-sintetaze

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) imaju klju¢nu ulogu u biosintezi proteina. To su
enzimi koji kataliziraju reakciju aminoacilacije vezanjem odgovaraju¢e aminokiseline na
izoakceptorsku molekulu tRNA. Aminoacilirane molekule tRNA zatim sudjeluju u procesu
translacije, tj. biosinteze proteina na ribosomu. Translacija je jedan od temeljnih bioloSkih
procesa u kojem se nasljedna uputa data slijedom nukleotida u mRNA prevodi u slijed
aminokiselina u proteinu. Aminoacilirane molekule tRNA donose aminokiselinu na ribosom
na kojem dolazi do katalize stvaranja peptidne veze izmedu aminokiselina te nastaje novi
protein. Molekule tRNA sadrze antikodon koji im omogucuje prepoznavanje odgovarajuceg
kodona na mRNA ¢ime se osigurava vjernost prijenosa geneticke informacije. Prepoznavanje
to¢ne aminokiseline i vezanje na odgovaraju¢u tRNA takoder je od iznimne vaznosti u
osiguravanju to¢nosti procesa biosinteze proteina. Zbog toga su aaRS razvile mehanizme koji

im omogucuju visoku specifi¢nost prilikom odabira to¢ne aminokiseline i tRNA.

Reakcija aminoacilacije se odvija u dva koraka. U prvom koraku se aminokiselina
aktivira pomoc¢u molekule ATP-a te nastaje mijeSani anhidrid aminoacil-adenilat (aaAMP) i
pirofosfat (PP;, slika 2.1). Reakcija se odvija mehanizmom bimolekulske nukleofilne
supstitucije (Sn2) pri ¢emu a-karboksilatna skupina aminokiseline nukleofilno napada a-
fosfat ATP-a. Aminoacil-adenilat ostaje nekovalentno vezan u aktivnom mjestu enzima, dok
se pirofosfat oslobada i napusta aktivno mjesto. U drugom koraku reakcije se aminokiselinski
dio s aminoacil-adenilata prenosi na 2'- ili 3'-hidroksilnu skupinu Secera adenozina 3'-kraja
tRNA pri ¢emu nastaje aminoacil-tRNA i molekula adenozin-monofosfata (AMP) koje zatim
disociraju s enzima (slika 2.1). U ovom slucaju nukleofil je 2'- ili 3'-hidroksilna skupina 3'-
kraja tRNA koja napada a-karbonilni ugljik aminokiselinskog dijela aaAMP-a. Hidrolizom
ATP-a se dobiva energija potrebna za aminoacilaciju tRNA, tj. stvaranje esterske veze izmedu
hidroksilne skupine riboze molekule tRNA i karboksilne skupine aminokiseline. Oslobodeni
pirofosfat hidrolizira pirofosfataza, ¢ime se ravnoteZa reakcije pomice u smjeru aktiviranja
aminokiseline. lako su strukturno i evolucijski vrlo razliciti, predloZzeno je da se aaRS
obzirom na prvi korak reakcije aktivacije aminokiseline ATP-om priklju¢e velikoj porodici

adenilat-formirajuéih enzima.’



Kako je vjernost translacije osigurana to¢nim spajanjem svake aminokiseline sa setom
njenth odgovarajucih, izoakceptorskih tRNA, tijekom evolucije su se u svim organizmima
razvile zasebne aminoacil-tRNA-sintetaze s visokom specificnoS¢u za svaku aminokiselinu,

osim u nekoliko bakterija kojima nedostaju AsnRS i/ili GInRS.

0. Q0 00 0 Arp 0.0
NP 80 4 Vs w\o/F’
O” 0 0 0 A A
R o)
a i OH aaAMP HO OH
NH
tRNA— oA tRNA—O A
N
HO OH HOS 0

HO OH HO  OH

Slika 2.1. Aminoacil-tRNA-sintetaze kataliziraju aminoacilaciju tRNA. U prvom koraku dolazi do aktivacije
aminokiseline nukleofilnim napadom karboksilne skupine na a-fosfat ATP-a pri ¢emu se oslobada pirofosfat
(PP)) i nastaje aminoacil-adenilat kao meduprodukt. Drugi korak reakcije ukljucuje nukleofilni napad 2'- ili 3'-
OH skupine terminalne riboze molekule tRNA na aminoacil-adenilat pri ¢emu nastaju AMP i aminoacil-tRNA.

2.2 Podjela aminoacil-tRNA-sintetaza

Unato¢ velikoj raznolikosti aminoacil-tRNA-sintetaza obzirom na aminokiselinsku
sekvencu, veli¢inu i1 kvaternu strukturu, usporedba aminokiselinskih sljedova aaRS 1

dostupnih trodimenzijskih struktura podijelila je aaRS u dva zasebna razreda.

Aminoacil-tRNA-sintetaze razreda I su najceS¢e monomeri, od kojih svi imaju
ocuvana dva aminokiselinska motiva: HIGH i1 KMSKS. Kataliticka domena sadrzi
Rossmannovu strukturu koja je poznata kao klasi¢na nukleotid vezna-struktura gradena od
paralelne B-ploce okruZene a-zavojnicama. Poznato je da Rossmanovu strukturu sadrZe brojni
proteini koji imaju sposobnost vezanja nukleotida. Motivi HIGH 1 KMSKS su dio
Rossmannove strukture, te sudjeluju u vezanju ATP-a pri ¢emu histidini i lizini iz motiva
stabiliziraju njegov trifosfatni dio. ATP se veze u aktivno mjesto aaRS razreda I u ispruzenoj

“ee .y e . . . .. v 10
konformaciji, sli€éno nacinu vezanja kod drugih proteina koji sadrZze Rossmannovu strukturu.



Meduprodukt nastao prvim korakom reakcije, aminoacil-adenilat ima svijenu konformaciju u
aktivnom myjestu, najvjerojatnije jer aminokiselina pristupa o-fosfatu ATP-a sa strane. U
drugom koraku reakcije, aminokiselinski dio se prenosi na 2'-hidroksilnu skupinu adenozina

na 3'-kraju tRNA.

Aminoacil-tRNA-sintetaze razreda II najces¢e tvore dimere, te imaju ocuvana tri
aminokiselinska motiva: motiv 1, 2 i 3. Motivi su dio kataliticke domene koja je gradena od
7-lancane antiparalelne B-ploce okruZene a-zavojnicama i predstavlja drugaciji nacin vezanja
ATP-a od uobicajenog. Motiv 1 se sastoji od a-zavojnice i B-lanca s o¢uvanim prolinom te
ima ulogu u dimerizaciji. Motiv 2 je graden od 2 B-lanca povezana om¢om. Motiv 3 se sastoji
od B-lanca iza kojeg slijedi a-zavojnica. Oba motiva sadrze visoko oCuvane aminokiseline
bitne za vezanje aminokiseline i ATP-a, te katalizu. Za razliku od aaRS razreda I, one vezu
ATP u svijenoj konformaciji, pri ¢emu ga stabiliziraju konzervirani fenilalanin motiva 2 i
konzervirani arginini motiva 2 i 3. Svijena konformacija ATP-a dovodi mnogo negativno
nabijenih skupina u blizinu, te je uz ATP u aktivnhom mjestu obi¢no prisutno i nekoliko iona
Mg2+ (2-3) koji uz arginine stabiliziraju trifosfatni dio ATP-a. Aminoacil-adenilat poprima
ispruzenu konformaciju, Sto je objaSnjeno kao posljedica izravnog napada karboksilne
skupine aminokiseline na svinuti ATP.'"” Kod aaR$ razreda II aktivirana aminokiselina se

prenosi na 3'-hidroksilnu skupinu riboze tRNA.

RijeSene su trodimenzijske strukture svih predstavnika aaRS, od ¢ega mnoge i u
kompleksu s odgovarajuéom tRNA." aaRS razreda I veZu tRNA sa strane suprotne
varijabilnoj om¢i tRNA te medudjeluju s njom preko malog utora akceptorske ruke. aaRS
razreda II vezu tRNA sa strane varijabilne omce preko velikog utora akceptorske ruke. Svaki
od razreda aaRS je dodatno podijeljen u tri podrazreda, koji teze prepoznavanju kemijski

sli¢nih aminokiselina.'!

Aminoacil-tRNA-sintetaze su modularni enzimi, te su uz kataliti¢ku, razvile i dodatne
domene za medudjelovanje s raznim dijelovima molekule tRNA §to im je omogucilo razvoj
vrlo specificnog prepoznavanja. Dodatno, neke aaRS su razvile 1 domene za popravak
pogresno aminoacilirane tRNA ili imaju uloge koje nisu vezane za aminoacilaciju. Takoder
postoje i samostojece domene/proteini homologni domenama za popravak pogreske

aminoacilacije. Tako je nadeno da homolog domene za popravak pogreske kod AlaRS,

AAla. 12

nazvan AlaXp moZe hidrolizirati Ser-tRN Protein ThrXp je homolog domene za

AThr. 13

popravak pogreske kod ThrRS koji hidrolizira Ser-tRN ProRS ima cak dva razlic¢ita



samopostoje¢a homologa domene za popravak pogreske, Ybak za hidrolizu Cys-tRNA™, te

ProX koji vrsi katalizu hidroliti¢kog cijepanja Ala-tRNA"® 41
2.3 Raznolikost aminoacil-tRNA-sintetaza

Rana pojava aaRS u evoluciji je omogucila razvoj dodatnih domena i insercija koje su
im pruzile ne samo svojstvo visoke specificnosti prema njihovim supstratima, vecé i
moguénost obavljanja novih funkcija koje nisu direktno povezane sa sintezom proteina.’
Pokazano je da neke aaRS sudjeluju u stani¢noj apoptozi, sintezi rRNA te transportu
RNA."*" Cini se da je broj dodanih domena vec¢i kod kompleksnijih organizama, te se moZze
zakljuciti kako je dodavanje domena aminoacil-tRNA-sintetazama progresivan dogadaj u
evoluciji."™"® Sekvencioniranje genoma iz dana u dan sve veceg broja vrsta omoguéilo je
identifikaciju brojnih homologa i paraloga aminoacil-tRNA-sintetaza, bilo ¢itavih enzima ili

njihovih pojedinih domena, ¢ija je funkcija za vec¢inu jo§ uvijek neutvrdena.

Kod nekih aaRS su nadeni homolozi identificirani kao izoenzimi, koji su zadrZali
funkciju aaRS, no time se dovodi u pitanje njihova funkcija i razlog evolucijskog opstanka.
Pretpostavlja se da promjene u aktivnom mjestu takvih homologa nisu utjecale na specifi¢nost
prema aminokiselini i tRNA, ve¢ su omogucile rezistenciju domacina na prirodne inhibitore

koji blokiraju aktivnost drugog izoenzima.****

Za neke homologe aaRS je pokazano da umjesto pripadne veZu neku od nekanonskih
aminokiselina. U nekim arhejama pirolizil-tRNA-sintetaza katalizira nastanak pirolizil-tRNA
koja se koristi za translaciju nekih UAG stop kodona u pirolizin.”’ Neke metanogene arheje
posjeduju fosfoseril-tRNA-sintetazu koja formira fosfoseril-tRNA®”, intermedijer u sintezi

Cys-tRNA®* %

Brojni proteini odredeni kao homolozi aaRS ili njihovih domena su poprimili funkciju
posve razli¢itu od one koju obavljaju aminoacil-tRNA-sintetaze. U sljede¢im poglavljima ¢u
spomenuti samo neke od njih za koje je barem donekle poznata funkcija koju obavljaju u

organizmima u kojima su pronadeni.



2.4 Paralozi aminoacil-tRNA-sintetaza

2.4.1 HisZ - paralog histidil-tRNA-sintetaze

HisZ je porodica bakterijskih proteina €iji su geni prvi puta primijeceni u sklopu
operona za biosintezu histidina u vrsti Lactococcus lactis. lako sadrZze sva tri motiva
karakteristicna za aaRS razreda II nedostaje im nekoliko aminokiselina esencijalnih za
katalizu aminoacilacije.25 Eksperimentima in vitro je pokazano kako HisZ nema sposobnost
aktivacije aminokiseline histidina niti aminoacilacije tRNA™*2® Koriste¢i sojeve bakterija
hisZ koji sadrZe mutaciju koja onemogucuje ekspresiju HisZ proteina pokazano je da ti sojevi
ne rastu u mediju bez prisustva aminokiseline histidina, na temelju ¢ega je pretpostavljeno da
HisZ sudjeluje u njegovoj biosintezi.”® Utvrdeno je kako HisZ stupa u interakciju s N-1-(5'-
fosforibozil)-ATP-transferazom (HisG), te je nuZan za regulaciju njenog djelovanja. HisG
katalizira reverzibilnu kondenzaciju ATP-a s 5'-fosforibozil-a-1-pirofosfatom (PRPP) pri
cemu nastaje N'-5'-fosforibozil-ATP (PR-ATP) koji je prvi meduprodukt u biosintezi
histidina. Kristalna struktura HisZ u kompleksu s HisG je pokazala kako je HisZ zadrzao
osnove karakteristi¢ne strukture kataliticke domene aaRS razreda II, no kvaterna struktura i

vezna mjesta histidina bitno su drugaciji (slika 2.2).

A

Slika 2.2. Usporedba podjedinice HisRS iz vrste Thermus thermophilus (A, PDB kod 1ADJ) i HisZ iz
kompleksa s HisG proteinom (B, PDB kod 1USY).27’28 Motivi 1 (zuto), 2 (crveno) i 3 (zeleno) karakteristiCni za
aaRS razreda II su oCuvani kod HisZ, dok se mjesto vezanja histidina promijenilo. Supstrat histidin prikazan je
u obliku kuglica. C-terminalna domena kod HisRS (ljubitasto) odgovorna za vezanje antikodona tRNA™® nije
prisutna kod HisZ.



Kompleks HisG-HisZ se sastoji od 4 HisG 1 4 HisZ podjedinice, pri ¢emu se 8 veznih
mjesta za histidin nalazi na medupovrSinama dvaju proteina. HisZ za razliku od HisRS nema
C-terminalnu veznu domenu za antikodon, te njegova kataliticka domena ima veliku Supljinu
u obliku luka koja nije nadena kod HisRS.?® Sli¢nosti u strukturi kataliti¢ke domene HisRS i
HisZ ukazuju na njihovo zajednicko porijeklo, te evolucijsku poveznicu biosinteze

aminokiseline histidina 1 biosinteze proteina.29

2.4.2 Paralog aspartil-tRNA-sintetaze sudjeluje u biosintezi asparagina

Analizom genoma arheja je nadeno da uz gen za asparagil-tRNA-sintetazu (AsnRS)
posjeduju i otvoreni okvir Citanja za drugu AsnRS?2 kojoj nedostaje antikodon-vezna domena.
AsnRS?2 iz hipertermofilne arheje Pyrococcus abysii ne moZe aminoacilirati tRNA™", veé
umjesto toga prevodi asparaginsku kiselinu u asparagin.’® Uz to, AsnRS2 je homolog
asparagin-sintetaze A (AsnA), enzima koji u bakterijama sudjeluje u amonijak-ovisnoj
biosintezi asparagina.30’31 AsnRS2 aktivira asparaginsku kiselinu u prisustvu ATP-a, dok
asparagin djeluje kao kompetitivni inhibitor. U prisustvu amonijevog klorida, aspartata i ATP-
a AsnRS2 katalizira stvaranje asparagina kojim AsnRS moZe aminoacilirati tRNA*"
Ovakav nacin biosinteze asparagina pomoc¢u homologa AsnA koji ima ocuvanu kataliticku
domenu aaRS razreda II naden je samo u rodovima Pyrococcus, Thermoplasma i
Pyrobaculum, dok ostale arheje koriste indirektne puteve za sintezu tRNA™" transamidacijom
aspartil-tRNA™" > Jedan od moguéih razloga zato se u prirodi razvilo vide puteva biosinteze
asparagina jesu razliiti Zivotni uvjeti organizama, tj. moguénost odabira razliitih izvora

dugika.”
2.4.3 YadB — paralog GluRS koji veZe Glu na antikodon tRNA"*

U sklopu programa strukturne genomike koji teZi rjeSavanju struktura svih proteina
bakterije Escherichia coli za koje postoji otvoreni okvir €itanja, rijeSena je trodimenzijska
struktura proteina nazvanog YadB.”> Analizom sekvence i strukture je nadeno da YadB
nalikuje katalitickoj domeni glutamil-tRNA-sintetaze (GluRS), te da mu kao i u sluc¢aju HisZ
nedostaje vezna domena za antikodon (slika 2.3). No, za razliku od HisZ, ovaj paralog ima
oCuvane aminokiseline bitne za vezanje glutaminske kiseline i ATP-a, te je zadrZao dio
funkcije svojstvene aaRS. Kao i GluRS, YadB aktivira glutaminsku kiselinu pomo¢u ATP-a u
glutamil—adenilat.34 No, dok GIuRS prenosi aktiviranu aminokiselinu na 3'-adenozin tRNAGlu,

YadB prenosi Glu na modificirani nukleotid kvenozin 34 (Q) koji se nalazi na prvom mjestu



antikodona tRNA™P (slika 2.4).* Obzirom na novu vrstu reakcije koju katalizira, YadB je
preimenovan u glutamil-kvenozin-tRNA®P-sintetazu (Glu-Q-RS).***> Zanimljivo je da iako
GIuRS za aktivaciju aminokiseline zahtijeva prisutnost tRNA®", YadB moze aktivirati Glu

bez prisustva molekule tRNA (slika 2.4).36

vezna domena
akceptorske ruke

Rossmannova
struktura

SC domena

antikodon-vezna
domena

Slika 2.3. Usporedba struktura YadB proteina (lijevo, PDB kod 4A91) iz E. coli i GluRS iz T. thermophilus
(desno, PDB kod 2CUZ).*”** Bojama su oznagene pojedine domene. Supstrat glutaminska kiselina je prikazana
u obliku kuglica.

YadB |
Q
ATP AMP O_Q
{RNA™"

GIuRS
o

® ¥ @~ >~> c>-'5bo

AMP + PPi

Slika 2.4. Nacin vezanja glutaminske kiseline na tRNA kod GIuRS i njegovog paraloga YadB. Slika je preuzeta
iz M. Ibba i C. Francklyn, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101 (2004) 7493-7494.

Kao i GIuRS iz vrsta E. coli i B. subtilis, YadB takoder posjeduje cinkov ion u
aktivnom mijestu, koordiniran s tri cisteina i tirozinom.” Kod E. coli GIuRS Zn®* je
koordiniran s tri cisteina i histidinom. SmjeSten je u domeni za vezanje akceptorske ruke

tRNA, i esencijalan je za katalizu aminoacilacije. JoS su uvijek nerijeSena pitanja kako se
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antikodonski dio tRNA™? veZe na YadB i u aktivno mjesto, te §to je krajnja funkcija tako

hipermodificirane tRNA.
2.4.4 MshC sudjeluje u biosintezi mikotiola

MshC je paralog cisteinil-tRNA-sintetaze (CysRS) koji katalizira ATP-ovisno vezanje
cisteina na amino-skupinu 1-D-mio-inozitil-2-amido-2-deoksi-R-D-glukopiranozida (GIcN-
Ins), prekursora u predzadnjem koraku biosinteze mikotiola. Mikotiol proizvode bakterije
aktinomicete, a sluzi kao zastita od oksidativnog stresa i protiv nekih otrova. RijeSena
trodimenzijska struktura MshC iz vrste Mycobacterium tuberculosis je pokazala visoku
slicnost s CysRS (slika 2.5) 1 o€uvanom Rosmannovom strukturom.*” Kao i kod CysRS,
uocena je prisutnost cinkovog iona, te predlozena njegova uloga u aktivaciji i prepoznavanju

cisteina.**

W’ Mantikodon-
2 ‘j vezna

Slika 2.5 Preklopljene strukture MshC (plavo, PDB kod 3C8Z) i CysRS (narancasto, PDB kod 1UOB). MshC
nema antikodon- veznu domenu. Slika preuzeta iz L. W. Tremblay i sur., Biochemistry 47 (2008) 13326-13335.

2.4.5 PoxA veze elongacijski faktor P

PoxA, paralog lizil-tRNA-sintetaze (LysRS) kojem nedostaje N-terminalna antikodon-
vezna domena, umjesto na tRNA prenosi aminokiselinu lizin na g-amino skupinu
konzerviranog lizina elongacijskog faktora P (EF-P). EF-P je protein koji svojim oblikom i
veli¢inom nalikuje L-obliku molekule tRNA, pri ¢emu i mjesto lizina odgovara 3'-kraju tRNA

(slika 2.6). Na pojacanu aktivnost PoxA utjeceYjeK (paralog lizin-2,3-aminomutaze) Ciji je

gen naden u blizini gena za EF-P, te se pretpostavlja da sudjeluje u prevodenju nastalog o-
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lizil-EF-P u B-lizil-EF-P.*' EF-P se veZe izmedu peptidil-tRNA-veznog mjesta (P mjesta) i
izlaznog tRNA E mjesta ribosoma te stabilizira vezanje N-formilmetionil-tRNA, stimulirajuci
ribosomsku aktivnost prijenosa peptida. Ova posttranslacijska modifikacija je potrebna za
virulentnost bakterija Salmonella typhimurium i Agrobacterium tumefaciens®, te je pokazano
da mutant E. coli s deletiranim genom za PoxA nije vijabilan.* Strukturne analize su

pokazale da Pox A-EF-P kompleks nalikuje kompleksu AspRS-tRNA*? (slika 2.6).*"**

R 4
AEDRS.I..E._}} [z 4

e

Slika 2.6. Usporedba struktura kompleksa PoxA-EF-P i AspRS-tRNA*P. Protein EF-P strukturno nalikuje tRNA
pri ¢emu je Lys34 koji prolazi postranslacijsku modifikaciju na poziciji analognoj 3'-kraju tRNA. Prilagodeno i
preuzeto iz T. Yanagisawa i sur., Nat. Struct. Mol. Biol. 17 (2010) 1136-1143.

2.4.6 Ciklodipeptid-sintaze su strukturni homolozi aaRS podrazreda Ic

Porodica enzima ciklodipeptid-sintaze (CDPS) proizvodi sekundarne metabolite
ciklodipeptide. Unato¢ vrlo niskoj sli¢nosti na razini sekvence (15% 1 manje), strukturno
nalikuju katalitickim domenama aaRS podrazreda Ic** (slika 2.7). Zanimljivo je da ovi
proteini nemaju mogucénost aktivacije aminokiseline, ve¢ koriste aminoaciliranu tRNA u
reakciji sinteze ciklodipeptida. Tako na primjer, M. tuberculosis Rv2275 u odnosu na aaRS Ic
nema ATP-vezno mjesto niti antikodon-veznu domenu. On prenosi tirozin s Tyr-tRNA™" na
serin u aktivnom mjestu (Ser88) reakcijom transesterifikacije, pri ¢emu nastaje kovalentno

vezani intermedijer.*

11



Slika 2.7. A Strukture ciklodipeptid-sintaze YvmC-Blic iz Bacillus licheniformis (lijevo, PDB kod 30QH)) i
kataliticke domene TyrRS iz kvasca (PDB kod 2DLC).* B Shema reakcije koju kataliziraju CDPS. Slika
preuzeta iz L. Bonnefond i sur., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 108 (2011) 3912-3917.

Iz svih navedenih primjera se moZe zakljuciti da aminoacil-tRNA-sintetaze i njima
sli¢ni proteini nisu samo pasivni sudionici u proizvodnji proteina i Cuvari to¢nosti procesa
translacije, ve¢ su se svojim dodatnim funkcijama prozeli kroz mnogobrojne procese u stanici.
Mnogi primjeri otkriveni prou¢avanjem dodatnih funkcija aaRS pokazali su da bi one mogle
biti jedni od klju¢nih proteina u stani¢noj regulaciji, kao Sto je kontrola stani¢nog ciklusa,

diferencijacija tkiva, stani¢na kemotaksija i upalni procesi.46
2.5 Seril-tRNA-sintetaze

Seril-tRNA-sintetaze (SerRS) pripadaju aminoacil-tRNA-sintetazama razreda IIa. One
kataliziraju aktivaciju serina pomo¢u ATP-a pri ¢emu nastaje seril-adenilat s kojeg se zatim
serin prenosi na izoakceptorsku tRNAS. Prva rijeSena struktura SerRS iz vrste E. coli otkrila

je novi nain vezanja nukleotida karakteristiGan za aaRS razreda IL"’

Usporedbom sekvenci i filogenetskom analizom SerRS iz veéine do sada poznatih
genoma utvrdeno je postojanje dva evolucijski razlicita tipa enzima: bakterijski tip, prisutan u
bakterijama, eukariotima 1 vecini arheja, 1 metanogeni tip prisutan u gotovo svim

metanogenim arhejama (mSerRS).*® Kod svih do sada odredenih struktura SerRS utvrdeno je

12



da se radi o homodimeru. Usporedbom kristalnih struktura dva tipa SerRS (SerRS iz E. coli i
SerRS iz Methanosarcina barkeri (mMbSerRS)) je nadeno da su oba homodimeri, pri cemu
se svaki monomer sastoji od dvije domene, kataliticke i N-terminalne tRNA-vezne domene
(slika 2.8).7’47 Struktura katalitickih domena oba tipa SerRS, te motivi 1, 2 i 3 karakteristi¢ni
za aaRS razreda II su oCuvani. Struktura seril-tRNA-sintetaze metanogene arheje M. barkeri
posjeduje jedinstvenu, 30 aminokiselina dugu inserciju unutar kataliticke domene. Ona tvori
strukturni motiv zavojnica-okret-zavojnica (eng. helix-turn-helix, HTH). Unutar dimera seril-
tRNA-sintetaze, motiv HTH jednog monomera stvara interakcije s katalitickom i tRNA-
veznom domenom drugog monomera (slika 2.8). Pokazano je da motiv HTH ima ulogu u
dimerizaciji enzima, te pozicioniranju tRNA-vezne domene u pravilnu orijentaciju za vezanje

tRNA.¥

tRNA-vezna
domena

motiv HTH

kataliticka
domena

E. coli SerRS M. barkeri SerRS
(PDB kod 1SET) (PDB kod 2CJ9)

Slika 2.8. Usporedba trodimenzijskih struktura E. coli SerRS (bakterijski tip) i M. barkeri SerRS (metanogeni
tip).

Za razliku od bakterijskog tipa, u aktivhom mjestu mSerRS se nalazi ion cinka
koordiniran s tri sauvane aminokiseline (Cys306, Glu355 i Cys461) i molekulom vode koju
vezanjem u aktivno mjesto zamjenjuje amino-skupina supstrata serina.’” Vezanjem serina
dolazi do formiranja tzv. ,,serinske omce* Cime se zatvara dio aktivhog mjesta i pravilno
smjeSta serin za reakciju (slika 2.9). SerRS su jedina do sada poznata skupina sintetaza koja je

razvila dva razli¢ita mehanizma prepoznavanja aminokiseline.
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Slika 2.9. Aktivno mjesto mMbSerRS s analogom seril-adenilata (SerAMS), PDB kod 2CJ9.” Aminokiseline
ukljuéene u vezanje SerAMS-a prikazane su kao $tapici, dok je Zn>* zelena kuglica. Zeleno je obojana ,,serinska
omca““.

Metanogeni tip SerRS ima znatno vecu tRNA-veznu domenu gradenu od antiparalelne
B-ploce okruzene s Cetiri a-zavojnice, dok kod bakterijskog tipa ovu domenu ¢ine samo dvije,

oko 60 A duge antiparalelne a-zavojnice (slika 2.8).

Struktura bakterijskog tipa SerRS u kompleksu s tRNAS je otkrila da se jedna
molekula tRNA veZe preko obje podjedinice homodimera enzima (slika 2.10).”° Omé&a motiva
2 stvara interakcije s velikim utorom akceptorske ruke pri ¢emu prolazi stukturne promjene (T
konformacija) u odnosu na drugu podjedinicu bez tRNA i s analogom seril-adenilata u

aktivnom mjestu (A konformacij a).”’

Koristeéi strukture mMbSerRS, 7. thermophilus SerRS-tRNA® i tRNA™", predloZen
je model kompleksa metanogenog tipa SerRS i tRNA (slika 2.10).” Prema modelu, jedna
molekula tRNA se veZe na obje podjedinice mMbSerRS, pri ¢emu duga varijabilna ruka
ostvaruje interakcije s konzerviranim a-zavojnicama H1 i H2 N-terminalne tRNA-vezne
domene. Pretpostavlja se da je tRNA-vezna domena povezana s katalitic(kom domenom samo

preko fleksibilne om¢e vrlo mobilna, te moZe mijenjati poloZaj ovisno o prisustvu tRNA.
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Slika 2.10. Usporedba kristalne strukture kompleksa SerRS bakterijskog tipa s tRNA (lijevo) i modela
kompleksa mMbSerRS s tRNA (desno). Kataliticke domene obojane su crveno, tRNA-vezne domene plavo,
molekule tRNA Zuto. Analog seril-adenilata u aktivnom mjestu prikazan je pomoc¢u kuglica.

Nedavno je rijeSena kristalna struktura SerRS metanogenog tipa iz vrste Methanopyrus
kandleri (mMkSerRS) u kompleksu s tRNAC iz vrste Aquifex aeolicus koja nosi antikodon
za aminokiselinu selenocistein (Sec) s analogom seril-adenilata u aktivhom mjestu (PDB kod
3W3S, slika 2.11). Kataliticka domena mMkSerRS gotovo je identi¢na katalitickoj domeni
mMbSerRS, te takoder sadrZzi ion cinka u aktivhom myjestu koordiniran s dva cisteina i
glutamatom. Analog seril-adenilata je vezan u aktivho mjesto na isti nacin kao i kod
mMbSerRS. Motiv HTH karakteristican za metanogene SerRS je takoder ocuvan kod
mMkSerRS. N-terminalna tRNA-vezna domena strukturno je identicna onoj nadenoj kod
mMBbSerRS, ali je u kompleksu s tRNA citava domena zarotirana 1 pomaknuta bliZze prema
motivu HTH. U kompleksu su nadene dvije molekule tRNA, od kojih je svaka vezana na N-
terminalnu domenu. Pri tome je najviSe interakcija ostvareno preko varijabilne ruke tRNAS.
Niti jedna od molekula tRNA nema 3'-kraj smjeSten u blizini aktivnog mjesta, Sto ukazuje na
neproduktivan nacéin vezanja. Unato¢ tome, zanimljivo je da je najveca razlika izmedu dviju
SerRS metanogenog tipa u podrucju ,.serinske omce* za koju se pretpostavlja da stericki
smeta vezanje tRNA, te se mora odmaknuti prilikom vezanja. Kod mMkSerRS u kompleksu s
tRNA ,,serinska om¢a* je pomaknuta nesto dalje od aktivnhog mjesta prema N-terminalnoj

domeni (slika 2.11).
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Slika 2.11. Usporedba podjedinica mMbSerRS (A) i mMkSerRS u kompleksu s tRNA®* (B, PDB kod 3W3S).
Kataliticka domena prikazana je crvenom, N-terminalna domena plavom, a ,,serinska om¢a* zelenom bojom. Ion
cinka i analog seril-adenilata u aktivnom mjestu prikazani su svijetlo plavom bojom. Antikodonska om¢a tRNA
prikazana je narancastom, a varijabilna ruka ruZicastom bojom.

2.6 Proteini sli¢ni seril-tRNA-sintetazama

Paralog seril-tRNA-sintetaze nazvan SLIMP (eng. seryl-tRNA synthetase-like insect
mitochondrial protein) je naden u nekoliko beskraljeSnjaka i svim do sada poznatim
genomima kukaca. Lokaliziran u mitohondrijima, izgubio je mogucénost vezanja i aktivacije
aminokiseline dok je zadrZzao mogu¢nost vezanja tRNA. Pretpostavlja se da je SLIMP nastao
kao posljedica duplikacije gena za mitohondrijsku SerRS. Sest od 11 ina¢e konzerviranih
aminokiselina aktivnog mjesta kanonskih mitohondrijskih SerRS, bitnih za pravilno vezanje
serina i ATP-a, kod SLIMP-a nije oCuvano. Ovaj paralog posjeduje signalni peptid (30
aminokiselina) na N-kraju pomocu kojeg se translocira u mitohondrij. Inaktivacijom gena za
SLIMP nastaju morfoloske promjene u mitohondrijima koje se mogu ispraviti dodatkom anti-

oksidativnih molekula §to ukazuje na moguéu ulogu SLIMP-a u oksidativnom stresu.’’

Humana SerRS sadrzi dodatnu UNE-S domenu na svom C-kraju koja je svojstvena
samo vrstama s razvijenim zatvorenim krvozilnim sustavom. UNE-S domena nosi nuklearni
lokalizacijski signal koji usmjerava SerRS u jezgru gdje smanjuje ekspresiju krvozilnog
endotelnog faktora rasta A, pri ¢emu je njena uloga u krvoZilnom razvoju neovisna o
aminoacilacijskoj funkciji.’® Pretpostavlja se da je pojava UNE-S domene tijekom evolucije

povezana s nastankom zatvorenog krvotoka kod kraljesnjaka.”

Biotin-sintetaza/represor protein (BirA) ima dvije funkcije. Djeluje kao biotin-protein-

ligaza veZuci prosteticku skupinu biotin na lizin biotin-protein-nosa¢a. Druga funkcija BirA je
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regulacija njegove vlastite transkripcije vezanjem na odredeni slijed nukleotida molekule
DNA, pri ¢emu koristi biotin kao ko-represor. Struktura BirA je pokazala da se sastoji od
male N-terminalne domene gradene kao motiv HTH pomocu kojeg se veze na DNA, vece
biotin-vezne domene i C-terminalne domene koja nalikuje SH2 domeni karakteristi¢noj za
proteine koji sudjeluju u prijenosu signala u stanici.” Biotin-vezna domena strukturno
nalikuje katalitickoj domeni SerRS iako izmedu njih nije nadena znacajna sekvencijska

sli¢nost.™
2.7 Aminokiselina:[protein-nosac]-ligaze

Detaljnim analizama sekvencioniranih bakterijskih genoma su nadeni otvoreni okviri
Citanja za krnje homologe SerRS metanogenog tipa kojima nedostaje domena za vezanje
tRNA. Nekoliko predstavnika homologa je biokemijski okarakterizirano pri ¢emu je
potvrdeno da nemaju sposobnost vezanja molekule tRNA.® Takoder je uodena promijenjena i
relaksirana specifi¢nost prema aminokiselini. Naime, ovi enzimi ne aktiviraju ATP-om serin,
ve¢ glicin ili alanin. Traze¢i molekulu na koju se aktivirana aminokiselina prenosi, u blizini
gena za homologe mSerRS primijeceni su geni protein-nosaca koji imaju vezno mjesto za 4'-
fosfopantetein. Pokazano je da homolozi mSerRS prenose aktiviranu aminokiselinu na tiolnu
skupinu 4'-fosfopanteteina odgovaraju¢eg protein-nosaca (slika 2.12). Obzirom da su
promijenili specificnost prema oba supstrata i da kataliziraju reakciju tioesterifikacije, nazvani

su aminokiselina:[protein-nosac]-li gazalmal.8

Ser
é ATP AMP + PPi é
+ Ser ;_L.

- * >

Slika 2.12. Usporedba kemijskih reakcija koje kataliziraju SerRS (gornja shema) i njihovi paralozi, Gly:CP-
ligaze (donja shema).
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Sacuvana adenilacijska aktivnost, te sposobnost vezanja aktivirane aminokiseline na
protein-nosa¢ je kemijska reakcija koju obavljaju strukturno i evolucijski razlicite
adenilacijske domene neribosomskih peptidil-sintetaza. Slicnost u obavljanju funkcije ukazuje
na mogucénost da ova skupina enzima predstavlja poveznicu izmedu ribosomske i
neribosomske sinteze proteina. Zanimljivo je da su nadene aminoacilirane tRNA> koje se

koriste u biosintezi antiobiotika.>
2.8 Adenilat-formirajuci enzimi

Svi adenilat-formirajuci enzimi kataliziraju aktivaciju karboksilatnih supstrata pomocu
ATP-a pri ¢emu se oslobada pirofosfat. Nastali karboksilatni adenilat je vrlo reaktivan te isti
enzimi kataliziraju 1 drugi korak reakcije, u kojem nukleofil (amino, alkoholna ili tiolna
skupina) reagira s nastalim intermedijerom pri ¢emu nastaju kona¢ni produkt i AMP.’ Prema
navedenome, moze se smatrati da su i aminoacil-tRNA-sintetaze i aminokiselina:[protein-
nosac]-ligaze pripadnici ove velike skupine proteina. Nedavno je predlozena nova podjela
adenilat-formirajucih enzima u tri velika razreda.” Razred I sastoji se od tri skupine enzima:
neribosomske peptid-sintetaze (NRPS), acil- ili aril-CoA-sintetaze 1 luciferazne
oksidoreduktaze. Drugi razred ¢ine ve¢ spomenute aaRS, dok su tre¢i razred NRPS neovisne
sintetaze siderofora podijeljene u Getiri skupine. Clanovi prvog velikog razreda adenilat-
formiraju¢ih enzima imaju veliku N-terminalnu domenu koja je fleksibilnom omcom
povezana s manjom C-terminalnom domenom. Medusobna orijentacija domena se razlikuje
medu c¢lanovima skupine, ali do pokretanja citavih domena dolazi i prilikom pripreme
aktivnog mjesta za obavljanje prvog ili drugog koraka reakcije. ATP vezno mjesto se nalazi
na dodirnoj povrSini domena, i najcesce je gradeno poput Rosmannove strukture. Pripadnici
tre¢eg velikog razreda su gradeni od tri domene, te kao i aaRS razreda II nemaju Rosmannovu
strukturu za vezanje ATP-a. Umjesto toga, tri domene na svojoj dodirnoj povrsini tvore
duboku Supljinu u sredini enzima, Ciji su dijelovi nalik na veznu strukturu cAPK-a za
nukleotid-trifosfat.” Svi adenilat-formiraju¢i enzimi kataliziraju sli¢nu vrstu reakcije ali
unato¢ tome su izuzetno raznoliki obzirom na strukturu i porijeklo. U vrsti Mycobacterium
tuberculosis je nadeno preko 60 adenilacijskih enzima, od kojih mnogi predstavljaju
potencijalne farmakoloske mete zbog esencijalnosti ili potvrdene uloge u procesu

virulencije.56
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2.9 Raznolike uloge protein-nosaca

Protein-nosaci su brojna skupina proteina koji obi¢no sadrze 70-100 aminokiselina te
djeluyju kao samostalni monomerni proteini ili kao domene u sklopu golemih
multifunkcionalnih proteinskih kompleksa.”” Svojom ulogom su ukljuéeni u brojne i raznolike
primarne 1 sekundarne metabolicke putove. Protein-nosaci unato¢ maloj velicini 1 fleksibilnoj
prirodi imaju konzerviranu strukturu. Gradeni su od 3-4 a-zavojnice koje tvore oblik klupka te
posjeduju konzervirani serin na pocetku a-zavojnice II (slika 2.13), koji prolazi
posttranslacijsku  modifikaciju kovalentnog vezanja duge prosteticke skupine 4'-
fosfopanteteina (Ppant).”’ Enzim 4'-fosfopanteteinil-transferaza (PPT-aza) prevodi apo-CP u
holo-oblik prenose¢i 4'-fosfopanteteinski dio s koenzima A (CoA) na bo&ni ogranak serina.’’
4'-fosfopanteteinska skupina se pokazala kao pogodna ruka na ¢iju se slobodnu tiolnu skupinu
mogu kovalentno vezati razli¢ite kemijske skupine u obliku aktiviranih tioestera. Pri tome
protein-nosa¢ na svojoj povrSini posjeduje informaciju nuZnu za odabir pravog proteina
partnera od kojeg uzima ili kojem predaje Zeljenu kemijsku skupinu potrebnu za sintezu
kona¢nog produkta. Mnoge vrste u svojim genomima sadrZe viSe kopija gena za razliCite

protein-nosace koji unato¢ sli¢noj strukturi obavljaju vrlo raznolike funkcije, od kojih su

mnoge jo$ nepoznate. Tako je na primjer, u vrsti Streptomyces avermitilis nadeno da genom
58

sadrzi preko 85 kopija gena za protein-nosace.

Slika 2.13. Struktura dekanoil-protein-nosaca (dekanoil-ACP) iz E. coli (PDB kod 2FAE), gradena od Cetiri o-
zavojnice (I — plavo, II — naranasto, III — zeleno i IV — ljubicasto obojena).”® Kuglicama su prikazani dekanoilni
lanac i fosfopanteteinska skupina na koju je tioesterski vezan. Prikazani ACP (eng. acyl carrier protein) nositelj
je aktiviranih meduprodukata tijekom biosinteze masnih kiselina.

Protein-nosaci su najpoznatiji po svojoj ulozi u biosintezi masnih kiselina gdje acil-
protein-nosaci (ACP) kao esencijalni kofaktori sluZze za prijenos acilnih intermedijera pri
¢emu stupaju u interakciju s 12 ili viSe razlicitih proteinal.58 Kod eukariota su ACP-ovi
uglavnom domene unutar golemih multifunkcionalnih sintaza masnih kiselina (FAS sustav tip
I, eng. fatty acid synthase) veli¢ine do 1.8 MDa. U prokariotima, mitohondrijima i plastidima
ACP-ovi djeluju kao samostalni mali proteini u sklopu FAS sustava tipa II u kojem je svaka
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jedinica sustava zaseban polipeptidni lanac, koji medudjeluje s ACP-om in trans tijekom
elongacijskog ciklusa.”® FAS sustav tipa I je naden i u nekim bakterijama, poput vrste
Mycobacterium tuberculosis gdje proizvodi masne kiseline C12-C16, koje se zatim na FAS
sustavu tipa II produljuju u duge masne kiseline (C50-C60) bitne za stvaranje mikolnih
kiselina koje su dominantna lipidna sastavnica stani¢ne ovojnice. Za ACP iz E. coli je nadeno
da medudjeluje s preko 30 razli¢itih proteina, $to ga ¢ini jednim od najpromiskuitetnijih
proteina u toj vrsti.”® Kod E. coli gotov acilni produkt, joS uvijek vezan na ACP (acil-ACP),
sudjeluje dalje u sintezi glicerofosfolipida, glavne sastavnice plazma membrane i unutrasnje
strane vanjske membrane Gram-negativnih bakterija. Opcenito, bakterijski acil-ACP
intermedijeri ostvaruju interakcije s mnogo ve¢im brojem enzima nego eukariotski, te
sudjeluju u biosintezi Sirokog spektra masnih kiselina i njihovih derivata. Kod Gram-
negativnih bakterija veliki dio sintetiziranih masnih kiselina zavrsi kao dio endotoksi¢nog
lipida A, koji je komponenta lipopolisaharida na vanjskoj strani membrane, esencijalnog za
rast bakterije i integritet membrane. N-acilhomoserin-lakton-sintaze (AHL-sintaze) takoder
koriste acil-ACP; kataliziraju njegov nukleofilni napad na S-adenozil-metionin te
laktonizaciju metioninskog dijela pri ¢emu nastaju N-acilhomoserin-laktoni bitni u stvaranju
bakterijskog biofilma i komunikaciji medu bakterijama.®® Acil-protein-nosa¢i su ukljuceni i u
acilaciju bakterijskih toksina kao Sto je hemolizin, jedan od najproucavanijih toksina koji

stvaraju pore u membranama stanica koje napadaju.

ACP-e koriste 1 neki enzimi citokromi P450, dio velike porodice oksidativnih
hemoproteina koji sudjeluju u biosintezi antibiotika. Kristalna struktura P450 izoliranog iz
biotinskog operona vrste Bacillus subtilis (P450gio)) u kompleksu s E. coli ACP-om je
pokazala da se lanac masne kiseline veZze u hidrofobno aktivho mjesto pri ¢emu poprima
svijenu U—konformalciju.61 Vecéina interakcija izmedu proteina ukljucuje ionske mostove
izmedu kiselih aminokiselina ACP-a i bazi¢nih aminokiselina P450g;,;. Vezanjem ACP-a na
P450g;01 nisu primije¢ene znacajne strukturne promjene izmedu apo- i holo-ACP-a, te ACP-a
u kompleksu s P450g;,. Takoder je pokazano da niti apo-ACP niti holo-ACP bez acilnog

dijela vezanog na 4'-fosfopantetein ne stupaju u interakciju s P450g0.""

Do sada su rijeSene brojne strukture apo- i holo-oblika ACP-a, od kojih najveci broj
pomoc¢u NMR-a zbog njihove vrlo fleksibilne prirode i male molekulske mase. RijeSene
kristalne strukture E. coli ACP-a na Ciju su prosteticku skupinu vezani acilni lanci razlicitih
duljina (C6, C7 i C10) su otkrile da se acilni lanac smjeSta unutar hidrofobne udubine ACP-a

koja ima sposobnost proirenja ovisno o duljini acilnog lanca.”® Na taj je nadin tioesterska
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veza zaStiCena od otapala, dok se izmedu ACP-a i acilnog lanca ostvaruju nespecifi¢ne
hidrofobne interakcije. Primijeceni su razliiti nacini vezanja tioestera na ACP c¢ime se
omogucuje optimalno vezanje pojedinih intermedijera na proteine partnere tijekom

biosintetickog ciklusa.

Protein-nosac¢i su ukljueni i u proizvodnju sekundarnih metabolita kao S$to su
poliketidi i neribosomski peptidi.®* Poliketid-sintaze (PKS) sudjeluju u sintezi prirodnih
poliketida, sekundarnih metabolita koji vrlo Cesto imaju antimikrobna, antiparazitska ili
antitumorska svojstva $to ih ¢ini farmakoloSki 1 industrijski vrlo privlaénima. Neki od
najpoznatijih su antiobiotik eritromicin A, imunosupresor rapamicin, te lovastatin koji ima
antikolesterolska svojstva. Poliketid-sintaze su nadene u filamentoznim bakterijama tla i
mora, te gljivama 1 vi§im biljkama. Nacin biosinteze poliketida podsjeca na biosintezu masnih
kiselina, te analogno FAS sustavima, i kod PKS postoji tip I graden kao veliki
multifunkcionalni protein i tip II koji ukljucuje pojedine manje proteine od kojih svaki obavlja
neki od koraka u sintezi. Postoji i PKS tip III, ali pri tom nacinu sinteze poliketida ne

. . . ve 5
sudjeluju protein-nosaci. 8

Neribosomske peptid-sintetaze (NRPS) su multifunkcionalni enzimi nadeni kod
prokariota i niZih eukariota koji sintetiziraju bioloski aktivne peptide kao Sto su antiobiotici
vankomicin 1 tirocidin, siderofor enterobaktin i imunosupresor ciklosporin.62 Minimalni
modul NRPS se sastoji od kondenzacijske, adenilacijske i peptidil-protein-nosa¢ (PCP)
domene.”” Tako strukturno niti evolucijski nisu sli¢ne, adenilacijske domene aktiviraju
aminokiselinu pomo¢u ATP-a u aminoacil-adenilat kao 1 aminoacil-tRNA-sintetaze.
Aktivirana aminokiselina se zatim prenosi na 4'-fosfopanteteinsku ruku koju nosi peptidil-
protein-nosa¢ domena tvoreci tioester. Kondenzacijska domena katalizira stvaranje peptidne
veze izmedu meduprodukata vezanih na dva susjedna PCP-a. Na kraju NRPS-a obi¢no postoji
i tioesterazna TE domena koja hidroliticki oslobada nastali produkt s PCP-a. Rijesena
struktura izolirane PCP domene je pokazala da su unato€ niskoj sli¢nosti na razini sekvence
ove domene strukturno vrlo sli¢ne ACP-ovima te se takoder sastoje od 4 a-zavojnice.**** No,
za razliku od ACP proteina koji su obi¢no negativno nabijeni §to je bitno za vezanje na FAS
proteine, PCP domene su naj¢eS€e neutralne pri fizioloSkom pH. One su dio citavog
megakompleksa NRPS-a, te vjerojatno nemaju potrebu za stvaranjem takvih interakcija.
Hidrofobni dzep, naden kod ACP proteina za spremanje dugackog acilnog lanca koji ga Stiti
od okoline nije primije¢en kod PCP domena. Za razliku od ACP-a kod kojih nisu uocene

velike konformacijske promjene izmedu apo- i holo-forme, PCP domene su nadene u tri
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razli¢ita konformacijska stanja. Apo-oblik PCP domene tre¢eg modula tirocidin-sintetaze je
naden u A konformaciji, ali i A/H stanju koje je nadeno i kod holo-PCP-a.%* Za holo-PCP, uz
A/H konformaciju je primije¢ena i samo za njega karakteristicna H konformacija (slika 2.14).
NMR titracije su pokazale da PPT-aza dolazi u interakciju samo s PCP-om u A
konformaciji.** U toj je konformaciji om&a sa serinom na koji PPT-aza veZe prosteticku
skupinu ispruZenija ¢ime se omogucuje pristup serina aktivnhom mjestu. 4'-fosfopantetein je u
A/H konformaciji blize N-kraju PCP-a, te se prijelazom u H konformaciju pomice prema C-
kraju, pri ¢emu se a-zavojnica III razvija a zavojnica II pomice (slika 2.14). U velikom
sintetaznom kompleksu su tako veliki pomaci nuZni za uspjeSno obavljanje funkcije i
interakciju sa svim domenama. Kod ACP-a koji sudjeluju u biosintezi masnih kiselina nisu
primijecene tako velike konformacijske promjene u proteinu, ve¢ samo u reorijentaciji
prosteticke skupine. Iako je rijeSena struktura megakompleksa eukariotskog FAS sustava®,

fleksibilne ACP domene nisu jasno vidljive u mapama elektronske gustoce.

N
N y

Slika 2.14. Strukturna fleksibilnost PCP domena tre¢eg modula tirodicin-sintetaze. PCP domena poprima
razli¢ite konformacije vezanjem fosfopanteteinske ruke na konzervirani serin (Stapi¢i). A konformacija (PDB
kod 2GDY) karakteristi¢na je za apo-oblik PCP-a, A/H konformaciju (PDB kod 2GDW) poprimaju i apo- i holo-
oblik, dok je H konformacija (PDB kod 2GDX) karakteristi¢na samo za holo-oblik PCP-a.**

Vrste roda Rhizobium posjeduju tri homologa ACP-a (NodF, AcpX i RkpF) koji su
potrebni u biosintezi molekula na povrSini stanica bitnih za uspostavljanje simbioze izmedu
bakterija i biljke-domacina. Protein-nosa¢ NodF sudjeluje u proizvodnji polinezasi¢enih
masnih kiselina koje se veZzu na glukozamin pri izgradnji Nod-faktora bitnih za signalizaciju
izmedu simbionata. lako E. coli FAS ACP ne moZe zamijeniti funkciju NodF in vivo,
dizajniran je hibridni CP graden od N-kraja ACP-a i C-kraja NodF koji moZe obavljati
funkciju NodF.%
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U Gram-pozitivnim bakterijama je naden protein koji obavlja funkciju vrlo sli¢nu
aminokiselina:[protein-nosac]-ligazama. D-alanil:[protein-nosac]-ligaza (Dcl ili DItA) aktivira
D-alanin u D-alanil-adenilat te ga prenosi na 4'-fosfopanteteinsku skupinu D-alanil protein-
nosaca (Dcp). Dcp na koji je vezan D-alanin zatim sudjeluje u stvaranju D-alanil-lipoteikoi¢ne
kiseline bitne u izgradnji peptidoglikanskog stani¢nog zida.®’ Za razliku od Bj Gly:CP-ligaze
1, Dcl mozZe vezati aktiviranu aminokiselinu na FAS ACP. No, D-Ala vezan na ACP ne moze
se dalje koristiti u sintezi lipoteikoi¢ne kiseline.®” Tako je Dcp kisele prirode (pI = 4.0) kao i
ACP-i, pretpostavlja se da razlika u specificnosti potje¢e od konzerviranog motiva RKEWD
blizu C-kraja Dcp-a koji ne posjeduju FAS ACP-i. Kristalna struktura Dcl iz vrste Bacillus
cereus je pokazala da ove ligaze dijele visoku strukturnu sli¢nost s adenilacijskim domenama
neribosomskih peptid-sintetaza, ponajviSe s fenilalanin-aktiviraju¢om domenom prvog

modula gramicidin-S-sintaze [ (PheA).67
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 Materijali

3.1.1 KoriStene kemikalije

Agaroza (Sigma), amonijev acetat (Sigma), amonijev sulfat (Kemika), ATP (Sigma),
1,4-ditiotreitol (skraceno DTT; Sigma), glicerol (Kemika), kloridna kiselina, 36 % p.a.
(Kemika), koenzim A (skraceno CoA; Sigma), L-glicin (Sigma), natrijev acetat (Sigma),
natrijev azid (Fluka), natrijev citrat dihidrat (Sigma), natrijev hidroksid (Kemika), natrijev
kakodilat (Sigma), N-(2-hidroksietil)piperazin-N'-2-etansulfonska kiselina (skra¢eno HEPES;
USB Corporation), 5'-O-(N-glicil-sulfamoil)adenozin (analog glicil-adenilata, skra¢eno
GlyAMS; Integrated DNA Technologies), polietilen-glikol 4000 (skraceno PEG 4K; Sigma),
polietilen-glikol 8000 (skraceno PEG 8K; Sigma), silikonska mast (Bayer), silikonska otopina

u izopropanolu (Serva), tekuci dusik.
3.1.2 Komercijalni kompleti

Crystal Screen (Hampton Research), Crystal Screen Cryo (Hampton Research), Silver
Bullets (Hampton Research), ProPlex (Molecular Dimensions), PGA Screen Unmixed

(Molecular Dimensions), Seed Bead (Hampton Research).
3.1.3 Materijali koriSteni u kristalizaciji proteina

Grenada Crystallization Box (Hampton Research), okrugla pokrovna stakalca
promjera 20 mm (Thermo Scientific), staklene kapilare (Glas), VDX ploce (Hampton

Research), pribor za rukovanje kristalima (Hampton Research).
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3.2 Metode

Odredivanje trodimenzijske strukture proteina metodom difrakcije rendgenskih zraka
zahtijeva pripremu jedini¢nog kristala proteina zadovoljavajuce veli¢ine 1 kvalitete. Sve
proteine koriStene u ovoj disertaciji je prethodno klonirao, nadeksprimirao u bakteriji E. coli
te procistio do stupnja vrlo visoke Cistoce (> 98 %) dr. sc. Marko Mocibob u Zavodu za

biokemiju, PMF, SveuciliSte u Zagrebu.

3.2.1 Kloniranje, nadekspresija i prociS¢avanje B. japonicum glicin:[protein-
nosac]-ligaze 1, hibrida glicin:[protein-nosac]-ligaze, te B. japonicum 1 A.

tumefaciens protein-nosaca

Geni za Bj Gly:CP-ligazu 1 (B110957) i protein-nosace (Bj CP (Bsr0959) 1 At CP
(Atu2571)) su amplificirani lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR, eng. polymerase chain
reaction) iz genomske DNA te klonirani u plazmidni vektor pET28b (Novagen) tako da
proteinski produkti sadrZze Hisg-privjesak na N-kraju (restrikcijska mjesta Ndel/Xhol ili
Ndel/BamHI). Klonirani proteini su nadeksprimirani u bakteriji E. coli BL21(DE3), te
prociSceni afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi (Qiagen). Stupanj Cistoce
proteina procijenjen je SDS-PAG elektroforezom (slika 3.1). Proteini su ukoncentrirani
ultrafiltracijom, centrifugiranjem na koncentratorima Amicon (Millipore), te im je odredena
koncentracija Bradfordovom metodom. Procis¢ena Bj Gly:CP-ligaza 1 pohranjena je u puferu
sastava: 30 mmol dm~ HEPES pH 7,0, 100 mmol dm™ KCI, 4 mmol dm™ DTT, NaNj;

volumnog udjela 0,02 % 1 glicerol volumnog udjela 15 %.

Protein-nosadi (y = 1 mg cm™) su nakon pro¢i§éavanja fosfopanteteinirani
inkubiranjem u 0,5 mmol dm™ koenzimu A, 10 mmol dm? MgCl,, 4 mmol dm™ DTT-u,
pomocu enzima 4'-fosfopanteteinil-transferaze (Sfp) iz vrste Bacillus subtilis (0,012 - 0,1 mg
cm™) na sobnoj temperaturi 45 - 60 minuta. Reakcija je zaustavljena odstranjivanjem CoA i
iona Mg odsoljavanjem gel-filtracijom na koloni PD-10 (GE Healthcare Life Sciences).
Protein-nosa¢i su zatim ukoncentrirani ultrafiltracijom, te odvojeni od Sfp enzima gel-
filtracijom na koloni Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare). Modifikacija je provjerena

SDS-PAG elektroforezom i spektrometrijom masa.

Hibridna Gly:CP-ligaza koja se sastoji od kataliticke domene Bj Gly:CP-ligaze 1 i CP-

vezne zavojnice iz alanin:[protein-nosac]-ligaze iz vrste Agrobacterium tumefaciens (At
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Ala:CP-ligaza) dobivena je pomocu obrnutog (eng. inverted) PCR-a, tako da je umnozen Citav
plazmid pET28b i gen za Bj Gly:CP-ligazu 1 bez regije koja kodira CP-veznu zavojnicu
(V221-Q231). Linearni PCR-produkt je ligiran s fosforiliranim dvolancanim
oligonukleotidom koji kodira za CP-veznu zavojnicu iz At Ala:CP-ligaze (236
AGKMLANNQRD 246). Klonirana ligaza je nadeksprimirana i prociS¢ena na isti nacin kao
Bj Gly:CP-ligaza 1, te ukoncentrirana ultrafiltracijom do koncentracije 29 mg cm™. Cisto¢a
proteina je procijenjena SDS-PAG elektroforezom (slika 3.1). Svi proteini za kristalizaciju su

¢uvani na -80 °C.

B H  BjCP AtCP

Slika 3.1. Provjera Cisto¢e procis¢enih proteina pomocu SDS-PAG elektroforeze. Bj1 — B. japonicum Gly:CP-
ligaza 1, H — hibridna Gly:CP-ligaza, Bj CP — B. japonicum protein-nosa¢ i At CP — A. tumefaciens protein-
nosac.

3.2.2 Kiristalizacija proteina
3.2.2.1 Metoda strujanja para

Kristalizacija proteina strujanjem para je jedna od najceSce koriStenih metoda za
pripremu proteinskih kristala. Kapljica proteina se pomijeSa s otopinom za kristalizaciju 1
stavi nad tu istu otopinu u zatvoreni bunarc¢i¢. Otopina za kristalizaciju se najceSc¢e sastoji od
precipitanta (tvar koja smanjuje topljivost proteina), soli i pufera. Na pocetku pokusa je
koncentracija sastojaka otopine za kristalizaciju u kapljici manja nego u bunarcicu. Kako je
sustav zatvoren, voda iz kapljice polako isparava ne bi li se postiglo ravnotezno stanje. Pri
tome koncentracija proteina i precipitanta u kapljici raste dovode¢i polako protein do stanja

prezasicenosti ¢ime se stvaraju uvjeti za nastanak kristala.

KoriStene su dvije izvedbe kristalizacije strujanjem para: metoda viseCe i metoda

sjedece kapi (slika 3.2). Kod metode visece kapi, kap se postavlja na silikonizirano pokrovno
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stakalce koje se zatim stavlja nad bunarci¢ tako da je u vise¢em polozaju. Za razliku od visece
kapi, sjedeca se postavlja na postolje iznad bunarci¢a. Nakon postavljanja kristalizacijskog
eksperimenta plo¢e s bunar¢i¢ima se ostavljaju na konstantnoj temperaturi te pregledavaju

obicno svaki dan tijekom prvog tjedna, a zatim jednom tjedno.

N
A

\ silikonska mast
H,0 H,0

otopina za Kristalizaciju

pokrovno stakalce

—

Slika 3.2. Shematski prikaz kristalizacije biomakromolekula metodom strujanja para. Prikazane su dvije izvedbe
ove metode: metoda visece kapi (/ijevo) i metoda sjedece kapi (desno).

Kako je zasad joS nemoguce predvidjeti uvjete kristalizacije za svaki protein, bitno je
pronaci pocetne uvjete u kojima nastaju kristali. Za to su koriSteni komercijalno dostupni
kompleti s prethodno pripremljenim otopinama za kristalizaciju za koje se ranije pokazalo da
su uspjeSni u kristalizaciji proteina. Konkretno su koriSteni kompleti Crystal Screen Cryo
(Hampton Research), Proplex (Molecular Dimensions) i PGA Screen Unmixed (Molecular
Dimensions). Nakon nalaZenja pocetnih uvjeta kristalizacije uslijedila je optimizacija tih
uvjeta kako bi se dobili Sto veci i kvalitetniji kristali. Optimizacija kristalizacijskih uvjeta je
ukljuc¢ivala variranje koncentracije proteina, precipitanta, soli, pH pufera u otopini za

kristalizaciju, te temperature.
3.2.2.2 Kiristalizacija u kapilari

Kristalizacija proteina u kapilari je izvodena pomoc¢u Grenada Crystallization Box
kutijice. U nju se prvo ulije agarozni gel (w = 1,5 %) pripremljen tako da se agaroza otopi u
uvjetu za kristalizaciju kojeg Zelimo optimirati. Zatim se odabere do Sest kapilara razliitog
promjera (0,1 — 0,5 mm) koje se napune otopinom proteina. Gornja proSirena strana tako
napunjenih kapilara se zatvori silikonskom mascu, te se ubodu (2 — 3 mm duboko) u
pripremljeni gel. Agarozni gel se zatim prelije odabranom kristalizacijskom otopinom (tako
da volumen tekuc¢ine bude jednak volumenu gela) i cijela kutijica se zatvori i dodatno izolira

silikonskom masc¢u kako bi se postigao zatvoreni sustav (slika 3.3). Kristalizacijska otopina
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polako difundira kroz gel do proteina u kapilari te se polako dostize zasicenost, tj.
prezasicenost proteina u otopini. Kako precipitant difundira dalje u kapilaru, polako iscrpljuje
protein pri ¢emu se smanjuje stupanj prezasicenosti sve do postizanja ravnoteZe i nastanka

kristala. Na taj je nacin moguce ispitati €itav niz uvjeta u jednom eksperimentu.

kapilara

protein

1 otopina

- :I:l“l kristalizacijska
i

agarozni gel

Slika 3.3. Lijevo Grenada Crystallization Box kutijice. Desno Shematski prikaz kristalizacije proteina u kapilari.

3.2.2.3 Kiristalizacija B. japonicum glicin:[protein-nosac]-ligaze 1

Neposredno prije kristalizacije enzim je centrifugiran 3 minute na 10 000 okretaja u
minuti kako bi se moguci agregati proteina nastali u otopini spustili na dno mikroepruvete, te
je uzorak proteina prebacen u cCistu polipropilensku mikroepruvetu. Za nalaZenje pocetne
kristalizacijske otopine koriSten je komercijalni komplet Crystal Screen Cryo (Hampton
Research). Postavljane su viseée kapljice mijeSanjem 1 uL enzima koncentracije 21 mg cm”™ i
1 uL kristalizacijske otopine nad 700 pL kristalizacijske otopine pri 18 °C. Kristali proteina
su izrasli nakon dva dana u kristalizacijskoj otopini koja je sadrzavala 0,17 mol dm™ amonijev
acetat, 0,085 mol dm™ natrijev acetat, PEG 4K (w = 25,5 %) 1 glicerol (vol. udio 15 %). Radi
dobivanja vec¢ih i kvalitetnijih kristala kristalizacijska otopina i koncentracija proteina su
optimirani. Mijenjana je koncentracija proteina (10 — 21 mg cm™), precipitanta PEG 4K (w =
20 — 30 %), pufera (0,05 — 0,15 mol dm? )isoli (0,11 — 0,23 mol dm? ), te pH pufera (4,0 —
5,0), volumni udio glicerola (11 — 19 %), veli¢ina kapi (1+1 — 3+3 pL) i temperatura
kristalizacije (4 1 18 °C). Pokazalo se da je nastajanje kristala reproducibilno i da
najkvalitetniji kristali nastaju u uvjetima jednakim pocetnoj kristalizacijskoj otopini ali sa

niZzom koncentracijom proteina (18 mg cm™).

29



3.2.2.4 Priprema 1 kristalizacija kompleksa B. japonicum glicin:[protein-nosac]-

ligaze 1 1 odgovarajuceg protein-nosaca (Bj CP)

Kompleks Bj Gly:CP-ligaze 1 s odgovaraju¢im protein-nosacem je pripremljen
neposredno prije postavljanja kristalizacije. Ligaza (y = 21 mg cm™) i BjCP (y =41 mg cm™)
pomijeSani su u stehiometrijskom omjeru 1:2 te su postavljene vise¢e kapi mijeSanjem 1 puL
kompleksa i 1 uL kristalizacijske otopine iz komercijalnih kompleta Crystal Screen Cryo
(Hampton Research) 1 ProPlex (Molecular Dimensions) pri 18 °C. Prvi kristali su nastali u
kristalizacijskoj otopini koja je sadrzavala 0,17 mol dm™ amonijev sulfat, 0,085 mol dm™
natrijev kakodilat pH 6,5, PEG 8K (w = 25,5 %) i glicerol (vol. udio 15 %). Kristali su izrasli
nakon 5 dana, a prisutnost kompleksa u kristalu provjerena je otapanjem ispranog kristala u
vodi SDS-PAG elektroforezom. Kiristalizacija je optimirana mijenjanjem koncentracije
kompleksa (10 — 21 mg cm™), precipitanta PEG 8K (w = 20 — 30 %), pufera (0,05 — 0,15 mol
dm'3) 1 soli (0,11 — 0,23 mol dm'3), te pH pufera (6,0 — 7,0), glicerola (vol. udio 10-20 %),
veli¢ine kapi (1+1 — 3+3 pL) i temperature kristalizacije (4 i 18 °C).

3.2.2.5 Priprema 1 kristalizacija kompleksa hibridne glicin:[protein-nosac]-ligaze

1 A. tumefaciens protein-nosaca (At CP)

Hibridna Gly:CP-ligaza (y = 29 mg cm™) i At CP (y = 51 mg cm™) su pomijeSani u
stehiometrijskom omjeru 1:2 te je postavljena kristalizacija metodom visece kapi koristeci
komercijalne komplete Crystal Screen Cryo (Hampton Research) i ProPlex (Molecular
Dimensions). IgliCasti kristali su nastali nakon 2 — 3 dana u kristalizacijskoj otopini koja je
sadrzavala 0,17 mol dm? amonijev acetat, 0,085 mol dm? natrijev citrat dihidrat pH 5,6, PEG
4K (w = 10 %) i glicerol (vol. udio 15 %). Kako bi se dobili ve¢i i kvalitetniji kristali sastav
kristalizacijske otopine je optimiran, te su isprobane razne metode kristalizacije (sjedeca kap i
kristalizacija u kapilari). Mijenjana je koncentracija soli (0,11 — 0,23 mol dm™), pH pufera
(5,0 — 6,0), koncentracija kompleksa (10 — 29 mg cm'3), precipitanta PEG 4K (w = 5 - 20 %),
te je dodavan PEG 8K (w = 5 — 20 %). U kapljicama pripravljenim mijeSanjem 1 pL
kompleksa i 2 pL kristalizacijske otopine (0,17 mol dm™ amonijev acetat, 0,085 mol dm™
natrijev citrat dihidrat pH 5,6, PEG 4K (w = 10 %), PEG 8K (w = 10 %) i glicerol (vol. udio

15 %)) nakon 3 dana su izrasli najkvalitetniji kristali na 18 °C.

30



3.2.3 Namakanje kristala u otopinama malih liganda

Dobiveni kristali su namakani u otopinama malih liganda: glicinu, ATP-u, analogu
glicil-adenilata (5'-O-(N-glicil-sulfamoil)adenozin, skra¢eno GlyAMS), koenzimu A, te
smjesi glicina i ATP-a. Otopine za namakanje su priredene tako da je svaki ligand (¢ = 100
mmol dm™) razrijeden u kristalizacijskoj otopini do kona¢ne koncentracije 10 mmol dm™.
Neposredno prije priprema otopina za namakanje ATP-u je dodan magnezijev klorid (¢ = 300
mmol dm™). Kristali su namakani u trajanju od 5 minuta do 24 sata, te su zatim montirani u

najlonsku om¢u odgovarajuce velic¢ine i ohladeni u struji dusika.
3.2.4 Priprema kristala za snimanje na sobnoj temperaturi

Da bi se provjerilo utjeCe li smrzavanje kristala na njegovu sposobnost difrakcije,
kristal je montiran u kapilaru i testiran na sobnoj temperaturi. Kristal se u kapilaru uvuce
zajedno s malo tekucine iz kapljice u kojoj je nastao, te se fiksira u kapilari tako da se
teku¢ina oko njega izvuce tankim filter-papirom paze¢i da se ne dodirne kristal. Zatim se
kapilara zatvori pomocu zagrijanog voska paze¢i da se na rubu ostavi malo namocenog filter
papira kako bi se kristal zaStitio od isuSivanja. Tako pripremljena kapilara s kristalom je

stavljena na odgovarajuci nosa¢ i montirana na goniometarsku glavu difraktometra (slika 3.4).

Slika 3.4. Kristal Bj Gly:CP-ligaze 1 montiran u staklenu kapilaru promjera 0,7 mm.

31



3.2.5 Hladenje proteinskih kristala

Rendgenske zrake oSteCuju proteine tijekom snimanja Sto smanjuje mo¢ difrakcije
kristala i djeluje negativno na kvalitetu snimljenih podataka. To radijacijsko oStecenje se
znacajno smanjuje ukoliko se kristali snimaju na niskoj temperaturi (najcesSce u struji dusika,
oko 100 K). Kristali su obzirom na veli¢inu montirani u odgovaraju¢e najlonske omce, te
direktno ohladeni u teku¢em dusiku. Kako su sve kristalizacijske otopine sadrzavale barem 15
% volumnog udjela glicerola nije ih bilo potrebno prethodno namakati u krioprotekcijskoj
tekucini. Ohladeni kristali su zatim montirani na difraktometar, pri ¢emu su za vrijeme
montiranja cijelo vrijeme uronjeni u teku¢i duSik. Za snimanja na sinkrotronu kristali su

montirani na goniometar pomoc¢u automatiziranog robota (eng. Sample Changer).
3.2.6 Difrakcija rendgenskih zraka na kristalu

Kristal Bj Gly:CP-ligaze 1 je montiran u kapilaru i snimljen na difraktometru Xcalibur
Nova R (Oxford Diffraction) na sobnoj temperaturi (slika 3.4). Kristal je difraktirao do
razlu&ivanja od oko 2,5 A, ali zbog radijacijskog oSteéenja nije uspjesno sakupljen cijeli set
podataka potreban za rjeSavanje strukture. Na sinkrotronu Soleil (Saint Aubene, Francuska),
na zraci PROXIMA I, snimljen je Citav skup podataka na jednom kristalu Bj Gly:CP-ligaze 1
u struji duSika na temperaturi 100 K. Kristali Bj Gly:CP-ligaze 1 namakani u otopinama s
malim ligandima (GlyAMS, ATP, CoA) su snimljeni na difraktometru Xcalibur Nova R
(Oxford Diffraction) u struji duSika. Kompleks hibridne Gly:CP-ligaze 1 At CP-a namakan u
analogu glicil-adenilata je snimljen na zraci ID29, sinkrotrona ESRF (Grenoble, Francuska).
Svi ostali protein-protein kompleksi su snimljeni na sinkrotronskoj zraci BM14, ESRF
(Grenoble, Francuska). Za svaku strukturu je sakupljen citav skup podataka na jednom

kristalu. U tablici 3.1 su navedeni uvjeti snimanja za svaku rijeSenu strukturu.

Dobivene difrakcijske slike su obradene programom XDS® ili CrysAlis. Skaliranje,
integriranje te izraCunavanje amplituda strukturnih faktora iz izmjerenih intenziteta

napravljeno je pomoéu programa XDS ili Scala i Truncate (dio CCP4 paketa).®”’
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Tablica 3.1. Uvjeti snimanja proteinskih kristala.

. . . valna e vrijeme ukupni broj
Bj Gly:CP-  ureday/ detektor duljina/ OSCHACUSKl 4 vicije  difrakeijskih
ligaza + zraka 2 kut / .
A /s slika
CCD (ADSC
AMP PROXIMA — GGANTUM 128200 0.5 0.7 400
I (Soleil)
315r1)
Xcalibur CCD
GlyAMS Nova R (OXFORD RUBY) 1,54056 1 60 180
Xcalibur CCD
ATP Nova R (OXFORD RUBY) 1,54056 1 120 180
) CCD
Bj CP BM14
+AMP (ESRF) MARMOSAIC 1,00512 1 30 180
225 mm
) CCD
Bj CP BM14
+ GlyAMS (ESRF) MARMOSAIC 0,95373 1 30 180
225 mm
) CCD
Bj CP BM14
+ ATP (ESRF) MARMOSAIC 0,95373 0,5 45 360
225 mm
BM14 Cel
Bj Gly-CP MARMOSAIC 0,95374 1 30 180
(ESRF)
225 mm
H Gly:CP-
ligaza +
CCD
At CP BM14
+AMP (ESRF) MARMOSAIC 0,95372 0,5 30 400
225 mm
At CP 1D29 PIXEL (PSI
+GlyAMS (ESRF) PILATUS 6M) 1,28215 0.1 0.2 3600
CCD
At CP BM14
+ ATP (ESRF) MARMOSAIC 0,95372 1 30 150
225 mm

3.2.7 Metode rjeSavanja trodimenzijskih struktura rendgenskom difrakcijom

Iz difrakcijskih slika dobivenih izlaganjem kristala rendgenskom zra¢enju moguce je
izmjeriti intenzitete valova rasprSenih s ravnina u kristalu (kkl ravnina). Intenzitet svakog vala
(In) izmjerenog na detektoru je proporcionalan kvadratu amplitude vala (IFuul): Iy = |F, hkllz.
Amplituda i faza rasprSenog vala su komponente strukturnog faktora, Fj. Kada su poznati
strukturni faktori moguce je Furierovom transformacijom izraCunati elektronsku gustocu
(jednadZzba 1), odnosno odrediti strukturu molekule. MoZemo mjeriti amplitudu vala, no fazu
vala gubimo tijekom eksperimenta, Sto se naziva problem faze u kristalografiji. Kako je
elektronska gusto¢a Furierov transformat strukturnih faktora, raspolazemo li nekim
prethodnim saznanjem o strukturi molekule ili elektronskoj gusto¢i, mozemo do¢i do

vrijednosti faza. To je pocetna pretpostavka koja vrijedi za sve metode traZzenja faze.
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(1) pxyz) = %Zh,k,l |Fy | e @(hkD) g=2mi(hxtky+iz)

-

strukturni faktor, Fjy

p (xyz) —funkcija elektronske gustoce
x,y,z - frakcijske koordinate u jedini¢noj ¢eliji
V- volumen jedinic¢ne Celije
ony — faza vala rasprSenog s porodice ravnina hkl
|Fyl — amplituda strukturnog faktora, ovisna o atomskom faktoru rasprSenja (f) koji je specifican za
svaki kemijski element te ovisi o broju elektrona u atomu i kutu rasprSenja (26)

3.2.7.1 SAD eksperiment (eng. single-wavelength anomalous dispersion)

Kada energija rendgenske zrake koja pada na kristal odgovara apsorpcijskom pragu
nekog odredenog kemijskog elementa u kristalu, dolazi do apsorpcije energije vala i
izbacivanja jednog elektrona iz unutarnje ljuske tog atoma. Zatim elektron iz viSe ljuske
atoma prelazi u niZzu pri ¢emu se emitira rendgensko zracenje. Rezultat apsorpcije je rasprSeni
pomaknuti val, te atomski faktor rasprSenja f, koji je kod normalnog rasprSenja skalarna
veliCina sada postaje vektorska (slika 3.5). Atomski faktor rasprSenja ima tri komponente:
normalno ili obi¢no rasprSenje (f°) ovisno o kutu rasprSenja i dvije komponente (disperzivna i
anomalna ili apsorpcijska) neovisne o kutu rasprSenja ve¢ o valnoj duljini (A). Disperzivna
komponenta (Af") smanjuje normalni faktor rasprSenja, dok je apsorpcijska komponenta (Af"")
pomaknuta u fazi za 90°. To uzrokuje ponistenje Friedelovog zakona (IFul # |F jl, slika 3.5)
i omogucuje mjerenje anomalnih razlika izmedu amplituda Friedelovih parova (Bijvoet-ova
razlika) Sto se moZe iskoristiti za pronalazak koordinata atoma na kojima dolazi do
anomalnog rasprSenja u kristalu, odnosno za odredivanje podstrukture molekule u

asimetri¢noj jedinici pomocu direktnih metoda.

(h.k,1}

A8.2) =£1(8) +70) +i )

(-h,-k,-1) A

Slika 3.5. Lijevo komponente atomskog faktora rasprSenja kod anomalne disperzije atoma. Desno U prisustvu
anomalnog rasprSenja ne vrijedi Friedelov zakon, |Fyl # IF 4. SAD eksperimentom se mjeri Bijvoetova
razlika, AF* = 1Fpy (+) - 1Fpy ()],
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Elementi koji mogu posluZziti za anomalno rasprSenje su najcesce teski atomi s velikim
brojem elektrona (pr. Hg, Pt, Fe, Cu, Zn) jer daju dovoljno mjerljive promjene u intenzitetu
difrakcije. Kada je poznata podstruktura, moguce je izraCunati faze za Citavu strukturu. To je
u pocetku samo procjena faza, ali su dovoljno to¢ne za izraCunavanje interpretabilne mape

elektronske gustoce.

Za SAD eksperiment je dovoljan jedan kristal i snimanje seta podataka pri samo
jednoj valnoj duljini. Problem odabira izmedu dviju mogucih faza za svaki refleks (eng. phase
ambiguity), kod SAD eksperimenta rjeSava se metodom pobolj$anja mapa elektronske gustoce
nazvanom ravnanje otapala (eng. solvent flattening), pri ¢emu kao rezultat dobivamo dvije
mape — jednu koja sadrzi samo Sum, te drugu, s fazama koje daju mapu elektronske gustoce
koju je moguce interpretirati. Trenutno je oko 75 % svih struktura ¢ije su faze dobivene

eksperimentalno rijeSeno SAD eksperimentom.

Struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 je rijeSena metodom anomalne disperzije na cinkovom
atomu (SAD eksperiment). Kako je iz strukture mMbSerRS poznato da sadrzi cinkov ion u
aktivnom mijestu’, testom PAR-PMPS je potvrdeno da i Bj Gly:CP-ligaza 1 sadrZi cinkov ion
(test napravio dr. sc. Mocibob). PMPS ((4-hidroksiziva(Il))fenilsulfonska kiselina) stvara Hg-
S veze s proteinom pri ¢emu dolazi do denaturacije i oslobadanja cinka, te spoj PAR (4-(2-
piridilazo)rezorcinol) veZe oslobodeni cink daju¢i kompleks crvene boje (Zn(PAR),) Cija se

apsorbancija moZze spektrofotometrijski mjeriti pri valnoj duljini 500 nm.

Nakon montiranja kristala na goniometar (zraka PROXIMA 1, sinkrotron Soleil)
pomocu rendgenske apsorpcijske spektrometrije snimljen je apsorpcijski spektar cinka u
kristalu. Kako je za SAD eksperiment dovoljan samo jedan skup podataka, odabrana je valna
duljina rendgenskog zracenja koje odgovara apsorpcijskom maksimumu cinka (A = 1,242 A)
jer je pri toj valnoj duljini anomalni efekt rasprSenja na cinkovim atomima najveci. Faze bitne
za dobivanje prvih mapa elektronske gustoe i poboljSanje mapa elektronske gustoce

napravljeni su pomoéu programa autoSHARP.”
3.2.7.2 Metoda molekulske zamjene

Kada postoji model molekule sliCan strukturi proteina koju Zelimo odrediti (slicnost
sekvenci > 25 % i rmsd izmedu C* atoma < 2 A), moguce je posuditi faze modela te ih
iskoristiti kao pocetne faze prilikom rjeSavanja nove strukture. Postoji viSe programa za

molekulsku zamjenu koji koriste razliite pristupe i metode nalaZenja rjeSenja strukture. U
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ovoj disertaciji za molekulsku zamjenu je koristen program EPMR.”' Za razliku od veéine
programa koji se koriste za molekulsku zamjenu, EPMR ne dijeli problem nalaZenja molekule
u jedini¢noj celiji na odvojene rotacijske 1 translacijske pretrage. Umjesto toga Kkoristi
algoritam evolucijske pretrage kako bi simultano optimirao orijentaciju i polozaj modela u

jedinicnoj Celiji.

Program radi na slijede¢i nacin:

1. Generira se pocetni set nasumicnih rjeSenja strukture (nasumi¢no odabrane orijentacije
i polozaj modela).

2. Zasvako rjeSenje se izaCuna korelacijski koeficijent.

3. Dio rjeSenja s najboljim korelacijskim koeficijentom se zadrZi te koristi za generiranje
potpuno novih rjeSenja. To se radi primjenom nasumicnih alteracija na orijentacijske
kutove i translacije za svako ,,prezivjelo* rjesenje.

4. Za novostvorenu populaciju rjeSenja se izracunaju korelacijski koeficijenti, nakon
Cega se generira novi skup rjeSenja iz najbolje rangiranih modela, te se procedura

ponavlja odredeni broj ciklusa.

Algoritam omogucuje Siroko, stohasti¢ko, inicijalno pretraZivanje prostora, pri ¢emu
se postupno fokusira na najizglednija podrucja. Omogucuje efikasno pretrazivanje 6D (3
parametra rotacije i translacije) prostora. Opcenito, nekoliko je redova veli¢ina brzi od
sistematskih 6D pretraga. Na kraju evolucijske optimizacije se napravi lokalna minimizacija
najboljeg rjeSenja (utocnjavanje krutog tijela, eng. rigid-body refinement). Prema standardnim
postavkama, program radi 20 ciklusa pretrazivanja, no kod sloZenijih sluc¢ajeva potrebno je
znatno vise. Kako su sve strukture odredivane molekulskom zamjenom gotovo identi¢ne Bj

Gly:CP-ligazi 1, 20 ciklusa je bilo dovoljno za pronalazak njihovog rjeSenja.
3.2.7.3 Izgradnja modela

Automatska izgradnja modela Bj Gly:CP-ligaze 1 je napravljena pomocu programa
Arp/wARP.” Za izgradnju modela kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 i Bj CP, te kompleksa
hibridne Gly:CP-ligaze i At CP-a je koriiten program Buccaneer.”” Razlog tomu je da su
nakon molekulske zamjene mape elektronske gustoce za protein-nosace u kompleksima bile
slabije kvalitete obzirom na razlucivanje $to ukazuje na fleksibilnost protein-nosaca u kristalu.

......

programa Arp/wWARP. I u ovom sluc¢aju je pomo¢u Buccaneer programa izgraden barem dio
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protein-nosaca, dok je Arp/WARP izgradio samo ligaze i niti jedan CP. Svi modeli su ru¢no
dogradeni u programu Coot.™ Coot je koriSten i1 za dodavanje molekula voda i liganada u

model.
3.2.7.4 Uto¢njavanje modela

Bj Gly:CP-ligaza 1, te strukture s malim ligandima uto¢njavani su pomoc¢u programa
Refmac5”, koji koristi metodu maksimalne vjerodostojnosti. Cilj uto&njavanja strukture jest
prilagoditi pocetni model da S$to bolje odgovara difrakcijskim podacima, a pri tome
zadovoljava poznata saznanja o kemijskoj prirodi molekula (duljine i kutovi kemijskih veza,
dihedralni kutovi, streokemija itd.). Pri kraju uto¢njavanja je KkoriSten program
BUSTER/TNT’® koji takoder radi na principu metode maksimalne vjerodostojnosti, ali su se
vrijednosti devijacije duljina veza i kuteva znacCajno smanjile koriStenjem standardnih

postavki ovog programa.

Za utocnjavanje struktura kompleksa ligaza s odgovaraju¢im protein-nosacima
koristen je program Phenix.refine’’ koji takoder radi na principu metode maksimalne
vjerodostojnosti. Ovaj program je koristen zbog najlakSeg nacina opisivanja kovalentne veze
izmedu serina protein-nosaca i prosteticke skupine 4'-fosfopanteteina. Uto¢njavanje je radeno
sve dok vrijednosti R i Ry faktora nisu konvergirale i dok gotovo Citave mape elektonske
gustoce nisu interpretirane. R-faktori predstavljaju mjeru slaganja kristalografskog modela i

eksperimentalnih podataka.

3.2.7.5 Analiza i interpretacija struktura

Procjena kvalitete modela proteina dobivenih odredivanjem kristalnih struktura je
napravljena pomoéu programa ProCHECK’®, SFCHECK™ i Molprobity®. Sve slike su

napravljene u programu Pymol.»'

Strukturne razlike istraZivanih molekula su proucavane pomocu raznih programa. Za
usporedbu sli¢nosti struktura koriSten je program SUPERPOSE (dio CCP4 paketa), dok je za

proucavanje dodirnih povrsina proteina u kompleksima koristen program PISA.%
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3.2.8 Kontrolirana dehidracija proteina

Poznato je da dehidracija moZe znacajno utjecati na mo¢ difrakcije kristala, najcesce
tako da kristal potpuno izgubi sposobnost difrakcije. No, poznati su i mnogi primjeri
kratkotrajnog (i kontroliranog) isuSivanja kristala nakon ¢ega su se razlu€ivanje i mozaicnost
kristala znacajno popravili83, a moguca je i promjena simetrije tj. prostorne grupe kristala.
Kako bi se poboljsala mo¢ difrakcije kristala kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 i Bj CP, koriSten
je sustav za kontrolu vlaZnosti zraka (eng. humidity control device) na BM14 zraci, ESRF
(slika 3.6) koji omogucuje preciznu dehidraciju kristala. Kristali se montiraju na
goniometarsku glavu pomoc¢u malih mreZica (eng. mesh), u struju zraka zasi¢enog tocno
odredenim postotkom vode koji se prethodno odredi mjere¢i relativnhu vlaZnost kristala.
Nakon izlaganja kristala rendgenskoj zraci, provjerava se razluCivanje difrakcije te odredi
dimenzije jedinicne celije. Postupak se postupno ponavlja nakon izlaganja kristala struji zraka
s joS manjim postotkom vode u koracima od 0,5 %, sve dok se ne primijete promjene u
difrakciji ili dimenzijama jedinicne celije. Ukoliko se vidi poboljSanje u razlucivanju, kristali
se neposredno prije snimanja izloZe struji zraka s postotkom vode koji je dao najbolje

rezultate, te se zatim snimi cijeli skup podataka u struji dusSika.

)
Slika 3.6. BM14 zraka, sinkrotron ESRF. Instrument kontrolirane vlaZnosti zraka (Hun.u'dity control device) je
naglaSen crvenom linijjom. Preuzeto iz http://www.embl.fr/services/synchrotron access/bm14/10-guide/12-

humidity_control_device/.
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4 REZULTATI

4.1 Odredivanje kristalne strukture B. japonicum glicin:[protein-

nosac]-ligaze 1

Kristali Bj Gly:CP-ligaze 1 (slika 4.1A, B) su dobiveni metodom visee kapi
mijeSajuéi 1 pL proteina (y = 18 mg cm™) i 1 pL kristalizacijske otopine koja je sadrzavala
0,17 mol dm? amonijev acetat, 0,085 mol dm? natrijev acetat pH 4,6, PEG 4K (w =25,5 %) i
glicerol (vol. udio = 15 %). Kristali su ohladeni u teku¢em dusiku te je snimljen potpuni set

podataka na zraci PROXIMA 1 (Soleil sinkrotron, Francuska) do razlu¢ivanja 2,15 A.

S ©

Slika 4.1. A, B Kristali Bj Gly:CP-ligaze u vise¢oj kapljici (1 + 1 pL) veli¢ine otprilike 0.5x0.1x0.05 mm. C
Difrakcijska slika kristala Bj Gly:CP-ligaze na zraci PROXIMA I, CCD detektor ADSC QUANTUM 315r
(razlu¢ivanje 2 A).

Problem faze poznat u proteinskoj kristalografiji je rijeSen metodom anomalne
disperzije na atomima cinka (SAD eksperiment) za koje je ve¢ bilo poznato da se nalaze u
aktivnom mjestu Bj Gly:CP-ligaze 1. Nakon §to je provjerena difrakcijska sposobnost kristala

(slika 4.1C) snimljen je fluorescencijski spektar radi odredivanja energije, odnosno valne

duljine apsorpcijskog maksimuma cinkovih atoma (slika 4.2). To je bitno za mjerenje
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maksimalnog anomalnog signala rasprSenja cinka, te odredivanje to¢nih anomalnih faktora
rasprSenja (f" 1 f' vrijednosti). lako se mogu izraCunati teoretske f' 1 ' vrijednosti za izolirani
atom cinka u vakuumu, one su podloZne promjeni zbog kemijskog okruZenja u proteinu te ih
je pozeljno eksperimentalno odrediti. Iz izmjerenog fluorescencijskog spektra cinka u kristalu
odreden je njegov maksimum, te ocitane vrijednosti f' i f' koje su iznosile -6,87 i 5,88.
Potpuni set podataka je snimljen na valnoj duljini 1,282 A, pri kojoj je apsorpcija cinka
maksimalna. Kako bi se dobio Sto veci broj viSe puta izmjerenih istih refleksa radi dobivanja

Sto tocnijih podataka, snimljeno je ukupno 200°, pri oscilacijskom kutu 0,5°.
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Slika 4.2. Apsorpcijski spektar rendgenskih zraka na kristalu Bj Gly:CP-ligaze 1.

Nakon procesiranja difrakcijskih slika pomoéu programa XDS® nadene su dimenzije
celije a = 127,7 A, b=1002A1ic=502A,te je pomocu programa Pointless® odredena
prostorna grupa P 2; 2, 2. Podaci o mjerenju, uz odgovarajucu statistiku, navedeni su u tablici
4.1. Pomoéu programa autoSHARP” su dobivene prve mape elektronske gustoée iz kojih su
se mogle uociti elementi sekundarne strukture proteina (slika 4.3). Za izgradnju modela je
koriten program ARP/WARP"* koji je izgradio vecinu proteina, dok su vode i ostatak modela

izgradeni ru¢no u programu Coot.”

U asimetri¢noj jedinici se nalaze dva lanca Bj Gly:CP-ligaze 1 koji tvore homodimer.
U mapi elektronske gustoce je izgraden gotovo Citav lanac A (aminokiseline 17-315), dok je u
lancu B elektronska gusto¢a za aminokiseline 214-233 vrlo slaba. IzoStravanjem mapa
pomocu programa Coot i koriStenjem odgovaraju¢eg aminokiselinskog dijela iz lanca A kao
predloska, ru¢no su izgradene spomenute aminokiseline u lancu B. Pregledom kristalnih
kontakata je uoCeno da aminokiseline 214-233 lanca A ostvaruju kontakte sa susjednim
molekulama u kristalu, dok kod lanca B to nije slucaj. Prosje¢ni B-faktori za aminokiseline

214-233 u lancu B (84,8 A% znacajno su visi nego u lancu A (42,3 A?). Model je uto¢njavan

40



pomoéu programa Refmac5” i BUSTER/TNT’®, sve dok vecina mape elektronske gustoce

nije interpretirana i1 nije bilo promjene R/Rye.-faktora. Procjena kvalitete strukture je

napravljena pomo¢u programa PROCHECK (slika 4.4)."

Tablica 4.1. Statistika snimanja podataka kristala Bj Gly:CP-ligaze 1.

Bj Gly:CP-ligaza 1

(Zn maksimum)

PDB kod

Prostorna grupa
Razluéivanje / A
Dimenzije jedini¢ne Celije
a, b, clA

o, p,yl°

Valna duljina zradenja /A
Ukupni broj izmjerenih refleksa
Broj nezavisnih refleksa
Kompletnost podataka / %
Redundantnost

Rmeas ! %

<llo(D)>

3MF2
P2,2,2
46,74-2,15 (2,28-2,15)*

127,67, 100,24, 50,23
90, 90, 90
1,282
278 833 (40 479)
35906 (5027)
99,4 (96,8)

7.8 (7,2)

6,4 (47.2)

16,2 (3.4)

* vrijednosti u zagradama odnose se na ljusku s najve¢im razlu¢ivanjem.

Rieas = {Zpwa [N/(N-1)]11/2 X iy - <lpg>} / Zig 2 Ligg,

iy — izmjereni intenziteti, <I,> - prosjecni intenziteti, N - multiplicitet ikl refleksa

<lI/o(I)> - omjer intenziteta difrakcije i pogreske

Slika 4.3. 2F ,-F . mapa elektronske gustoce dobivene SAD eksperimentom na kristalu Bj Gly:CP-ligaze 1.

F, — opazeni strukturni faktor, F. — izraunati strukturni faktor
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o Tablica 4.2. Statistika utocnjavanja modela
_ B Bj Gly:CP-ligaze 1.
- Razlucivanje / A 46,74-2,15
Broj koriStenih refleksa 34110
Broj refleksa u probnom skupu 1156
RIR. | % 18,6 / 24,64
Broj nevodikovih atoma proteina 4911
Broj nevodikovih atoma
liganda/iona 5872
] Broj molekula vode 170
B-faktori / A
o protein 41,31
180 -135 90 -4 H 0 5 1o ligandi/ioni 379503065
©/° vode 43,72
Slika 4.4. Ramachandranov dijagram Bj Stfa.ndardn? odstupanja od idealnih
Gly:CP-ligaze 1: vrijednosti (rmsdz
u najpovoljnijim podru¢jima: 94,9 % duljine veza / A 0,010
u dodatno dopustenim podrucjima: 4,9 % vezni kutovi / ° 1,01
u uvjetno dopustenim podrucjima: 0,2 %
u nedopustenim podrucjima: 0,0 %

R—{XNF|-1F} /Y IFl,
Rgee — R-faktor za izdvojeni nasumicni skup refleksa (5 %) koji nije ukljucen u proces uto¢njavanja.

4.2 Struktura B. japonicum glicin:[protein-nosac]-ligaze 1 i usporedba

s metanogenim tipom seril-tRNA-sintetaze

Bj Gly:CP-ligaza 1 je homodimerni protein ¢ija struktura pokazuje visoku sli¢nost s
katalitickom domenom seril-tRNA-sintetaze metanogenog tipa (mMbSerRS) unato¢ niskoj
slinosti na razini aminokiselinske sekvence (17 %). Te su dvije strukture usporedene
preklapanjem njihovih C® atoma (PDB kodovi 3MF2 i 2CIM) pomoéu programa
SUPERPOSE (dio CCP4 paketa™) pri ¢emu je izradunat rmsd 2.94 A. Rmsd (eng. root-mean-
square-deviation) je mjera za prosjecnu udaljenost izmedu atoma dvaju preklopljenih

(superponiranih) proteina.

Najveca razlika izmedu tih dvaju proteina je nedostatak N-terminalne domene koja je
kod mMbSerRS bitna za vezanje molekule tRNA (slika 4.5).” Kataliticka domena Bj Gly:CP-
ligaze 1 je gradena od sedam antiparalelnih B-lanaca okruZenih a-zavojnicama. U katalitickoj
domeni ligaze su strukturno oCuvani motivi 1 i 3 karakteristicni za cijeli razred II aminoacil-
tRNA-sintetaza. Motiv 2, bitan za prepoznavanje 3'-kraja tRNA je neSto kradi i sastoji se od
dva duga fB-lanca, dok kod mMbSerRS motiv 2 ¢ine tri B-lanca, jedan dulji i dva kraca
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povezana omcom (slika 4.6). Motiv zavojnica-okret-zavojnica (HTH) karakteristiCan za
mMbSerRS je takoder strukturno ocuvan, s time da je unutarnja zavojnica nekoliko
aminokiselina kraca kod Bj Gly:CP-ligaze 1 (slika 4.6). Kao i kod mMbSerRS, motiv HTH
jedne podjedinice preplice se s drugim motivom HTH pokrivajuéi kataliti€¢ku jezgru druge
podjedinice, ¢ime znafajno doprinosi stabilnosti homodimera. U kristalnoj strukturi Bj
Gly:CP-ligaze 1 je uocCena prisutnost disulfidne veze izmedu Cys93 dviju podjedinica
homodimera. No, analiza SDS-PAG elektroforezom bez prisutnosti -merkaptoetanola nije
potvrdila prisutnost disulfidnih mostova. Kako je poznato da gusto pakiranje proteina u
kristalu moZe prouzrociti nastajanje disulfidnih veza, zaklju¢eno je da se i u ovom slucaju

najvjerojatnije radi o artefaktu.

tRNA-vezna domena

HTH motiv A~

\ katalititka /

< domena

Slika 4.5. Usporedba trodimenzijskih struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 (lijevo) i mMbSerRS (desno). Podjedinice
proteina su obojane sivo i ruzicasto. Atom cinka u aktivhom mjestu je prikazan kao zelena kuglica.

HTH motiv

g

./ motiv 3

Slika 4.6. Usporedba kataliti¢kih domena Bj Gly:CP-ligaze 1 (A) i mMbSerRS (B). Motivi 1 (plavo), 2 (zeleno)
i 3 (Zuto) karakteristi¢ni za aaRS razreda II ocuvani su i kod Bj Gly:CP-ligaze 1. Najveca razlika izmedu domena
je serin-uredujuc¢a omca (ljubicasto) koja je kod ligaze zamijenjena omca-zavojnica motivom (ljubicasto).
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Osim nedostatka N-terminalne domene, najuocljivija razlika izmedu Bj Gly:CP-ligaze
1 i mMbSerRS je u podrucju ,,serinske omce*, koja je kod mMbSerRS potpuno neuredena u
odsustvu serina (aminokiseline 394-410). Vezanjem serina u aktivno mjesto dolazi do
konformacijske promjene i formiranja serinske omce koja dolazi u blizinu cinka i zatvara
aktivno mjesto. Kod Bj Gly:CP-ligaze 1 dio koji odgovara serinskoj omc¢i je graden u obliku
omce koju slijedi 12 aminokiselina duga a-zavojnica (aminokiseline 220-232). Ta regija je

smjeStena dalje od aktivnog mjesta, pri ¢emu je zavojnica izloZena otapalu (slika 4.6).
4.3 Strukturna analiza aktivnog mjesta Bj Gly:CP-ligaze 1

U svakom od dva aktivna mjesta molekule Bj Gly:CP-ligaze 1 je smjeSten ion cinka,
tetrakoordiniran s tri visoko oCuvane aminokiseline (Cys131, Glul76 i Cys279) i jednom
molekulom vode (slika 4.7). Ovako gradeno aktivno mjesto je vrlo slicno onom u
metanogenom tipu SerRS, pri ¢emu je bo¢na skupina aminokiseline glutamata koja koordinira
ion cinka drugacije orijentirana. Iako Bj Gly:CP-ligazi 1 niti njenim kristalima nije niSta osim
cinka dodavano tijekom ekspresije i prociS¢avanja, u oba je aktivna mjesta u strukturi nadena
dodatna elektronska gustoc¢a koja je interpretirana kao molekula adenozin-monofosfata (AMP,
slika 4.7). Vjerojatno je da molekule AMP-a potjecu od hidroliziranog ATP-a koji je enzim

vezao kao supstrat tokom ekspresije u stanicama E. coli.

Slika 4.7. Aktivno mjesto Bj Gly:CP-ligaze 1 (sivo). Cink je oznacen kao plava, a molekula vode kao crvena
kuglica. U aktivnom mjestu je nadena elektronska gusto¢a (2F, — F, mapa razlu¢ivanja 2,15 A, na razini 1,5 o)
koja odgovara molekuli AMP-a (ruzicasti Stapi¢i). Aminokiseline koje koordiniraju cink (Cys131, Glul76 i
Cys279) su oznacene kao Stapici.
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4.4 Vezanje malih supstrata u aktivno mjesto Bj Gly:CP-ligaze 1

Kako bi se razjasnio nacin vezanja malih supstrata u aktivho mjesto, kristali Bj
Gly:CP-ligaze 1 su namakani u otopinama koje su sadrzavale glicin, ATP 1 analog glicil-
adenilata. Kristali su namakani u kristalizacijskim otopinama koje su sadrzavale svaki od
navedenih supstrata pojedinatno (¢ = 10 mmol dm™) te su ohladeni u tekuéem dusiku.
Eksperimentalni podaci su snimljeni na difraktometru XCalibur Nova R (Oxford diffraction)
te obradeni pomoc¢u programa CrysAlis, Scala i Truncate. Strukture su rijeSene metodom
molekulske zamjene pri ¢emu je struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 s AMP-om (PDB kod 3MF2)
bez liganada i molekula vode koriStena kao pocetni model. Statisticki podaci koji ukazuju na
kvalitetu snimljenih podataka za strukture Bj Gly:CP-ligaze 1 s ATP-om i GlyAMS-om u
aktivnom mjestu prikazani su u tablici 4.3. Pomocu programa BUSTER 1 Refmac5 izraCunate
su diferencijalne mape elektronske gustoce (F,-F.) iz kojih se moglo interpretirati vezao li se

Zeljeni ligand u aktivno mjesto ili ne.

Tablica 4.3. Statistika snimanja podataka kristala te tocnosti modela Bj Gly:CP-ligaze 1 u kompleksu s ATP-om
i GlyAMS-om. * Vrijednosti u zagradama odnose se na ljusku s najve¢im razlu¢ivanjem.

Bj Gly:CP-ligaza 1 + ATP Bj Gly:CP-ligaza 1 + GlyAMS

PDB kod

Prostorna grupa

Razlugivanje / A

Dimenzije jedini¢ne Celije
a,b,cl/ A

3MEY
P22,2

20,74 - 2,50 (2,64 — 2,50)*

127,166, 101,133, 50,414

3MF1
P22,2
20,82 -2,20 (2,32 -2,20)

128,092, 101,304, 50,497

a p,yl° 90, 90, 90 90, 90, 90
Valna duljina zragenja / A 1,54056 1,54056
Ukupni broj izmjerenih refleksa | 155 514 341422
Broj nezavisnih refleksa 23202 34 009
Kompletnost podataka / % 99,8 (100,0) 99,6 (99,4)
Redundantnost 6,7 (5,7) 10,0 (10,1)
Rineas 0,130 (0,565) 0,120 (0,549)
<l/o(l)> 13,8 (3,2) 17,7 (4,5)
Utocnjavanje
Razlucivanje / A 20,74 - 2,50 20,41 -2,20
Broj koriStenih refleksa 23162 33974
Broj refleksa u probnom skupu 1156 1 696

Rwork / Rfree
Broj nevodikovih atoma

0,1811/0,2315

0,1881/0,2276

proteina 4532 4 545
Broj nevodikovih atoma
liganda/iona 62/4 54172
Broj molekula vode 162 289
B-faktori / A’
protein 31,62 27,44
ligandi / ioni 27,70/42,55 16,95/23,1
vode 29,43 32,00
Standardna odstupanja od
idealnih vrijednosti (rmsd)
duljine veza / A 0,010 0,009
vezni kutovi / ° 1,10 1,02
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Kristali Bj Gly:CP-ligaze 1 su namakani u kristalizacijskoj otopini s glicinom (¢ = 10
mmol dm™) u razliitom trajanju (5 min, 30 min, 12 h i 24 h), no niti u jednom aktivhom
mjestu se sa sigurno$¢u ne vidi vezana aminokiselina. Takoder je pokuSana kokristalizacija
ligaze s glicinom, ali u mapama elektronske gustoée pri danom razluivanju (oko 2,5 A) nije
bilo moguce razlikovati malu aminokiselinu glicin od dvije molekule vode u aktivnom mjestu.
Moguce je da glicin u aktivhom mjestu ne tvori stabilne interakcije s ligazom, te je posljedica
toga neuredenost glicina u aktivnom mjestu Sto rezultira teSko objasnjivim mapama

elektronske gustoce.

Struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 s ATP-om (PDB kod 3MEY) je pokazala da se ATP
veze u aktivno mjesto u svijenoj konformaciji, na nacin svojstven aminoacil-tRNA-
sintetazama razreda II (slika 4.8). Adeninski prsten ATP-a je uglavljen izmedu boc¢nih
ogranaka Arg286 1 Phel72 koji su visoko konzervirani 1 ¢ine dio motiva 2 i 3. Prsten je
dodatno stabiliziran izrazito konzerviranim bo¢nim ogrankom Glul61 i karbonilnim kisikom
Leul69 koji je kod mMbSerRS zamijenjen s Val348. Ribozni dio ATP-a je stabiliziran
vodikovim vezama izmedu 2'-OH skupine i karbonilnih kisika Ala250 i Cys251. 3'-OH
skupina riboze ostvaruje interakciju s Glu237 preko molekule vode. Negativno nabijeni
trifosfatni dio stabiliziran je ionom magnezija, bocnim ograncima Argl159, Argl68 i Arg286,

te bo¢nim ogrankom Lys235. Ion magnezija je koordiniran kisikovim atomima /- i y- fosfata

te Cetiri molekule vode (slika 4.8).
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Slika 4.8. A Molekula ATP-a (Stapi¢i) vezana u aktlvnom mjestu Bj Gly:CP-ligaze 1 (sivo). Zeleno je prlkazana
diferencijalna mapa F, — F, (razlu¢ivanje 2,5 A, na razini 3,0 o) izraunata bez prisustva ATP-a i Mg™. Zn** je
prikazan u obliku plave, a Mg2+ u obliku tamno sive kuglice. B Shematski prikaz interakcija izmedu ATP-a i Bj
Gly:CP-ligaze 1.
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4.5 Vezanje analoga glicil-adenilata u aktivho mjesto Bj Gly:CP-

ligaze 1

Kristalna struktura kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 s analogom glicil-adenilata (5'-O-
(N-glicil-sulfamoil) adenozin, skrateno GlyAMS) u aktivnom mjestu (PDB kod 3MF1) je
pruzila uvid u nacin vezanja glicina i smjeStanje intermedijera u aktivho mjesto ligaze.
Adenozinski dio GlyAMS-a ostvaruje istu mreZu interakcija s ligazom kao odgovarajuci dio u
strukturi s ATP-om (slika 4.9). Amino-skupina glicinskog dijela analoga zamjenjuje molekulu
vode koja koordinira cinkov ion, pri ¢emu je koordinacija cinka ostala nepromijenjena.
Amino-skupina glicina je dodatno stabilizirana vodikovom vezom s Glul76 koja takoder
koordinira cink. Kod mMbSerRS, Glu355 koja sudjeluje u koordinaciji cinkovog iona
stabilizira bo¢nu hidroksilnu skupinu serina i drugacije je orijentirana u usporedbi s ligazom
(slika 4.9). Arg353, koji u mMbSerRS pravilno orijentira hidroksilnu skupinu serina je kod
ligaze zamijenjen konzerviranim Metl74 koji ne stvara direktnu interakciju s glicinskim
dijelom GlyAMS-a. Nedostatak interakcija koje osiguravaju pravilno smjeStanje serina u
aktivnom mjestu je jedan od mogucih razloga nemogucénosti ligaze da prepozna serin, te

promjene specificnosti prema glicinu.

Za razliku od mMbSerRS, kod Bj Gly:CP-ligaze 1 nije primijecena nikakva znacajnija
konformacijska promjena prouzrofena uslijed vezanja analoga glicil-adenilata. ,,Serinska
omca“ (aminokiseline 394-410), koja se formira vezanjem serina u aktivho mjesto
mMbSerRS, kod ligaze je zamijenjena dugom omcom iza koje slijedi o-zavojnica
(aminokiseline 213-232). Kod ligaze je ta regija smjeStena podalje od aktivnog mjesta i nema

utjecaja na vezanje glicina (slika 4.9).

. < A . <
Slika 4.9. Usporedba aktivnih mjesta Bj Gly:CP-ligaze (A) i mMbSerRS (B) s analozima aminoacil-adenilata u
aktivnom mjestu (prikazani poput Zutih $tapiéa). Zn** je prikazan u obliku plave kuglice, dok su aminokiseline
aktivnog mjesta koje koordiniraju cink i adenilate prikazane u obliku Stapi¢a. Omca-zavojnica motiv kod ligaze i
serinska omca kod mMbSerRS istaknute su ljubicasto.
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4.6 Struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 u kompleksu s koenzimom A

Bj Gly:CP-ligaza 1 tioesterski veze aktiviranu aminokiselinu glicin na 4'-
fosfopanteteinsku skupinu odgovarajuceg protein—nosaéag. Da bi se dobio uvid u vezanje
prosteticke skupine u aktivho mjesto ligaze, kristali su namakani 3-5 h u kristalizacijskoj
otopini koja je sadrzavala koenzim A (¢ = 50 mmol dm'3), glicin (¢ = 10 mmol dm'3), ATP (¢
= 30 mmol dm™) i MgCL (¢ = 30 mmol dm™). Koenzim A strukturno nalikuje prostetickoj
skupini protein-nosaca (slika 4.10), te je pokazano kako moZe posluZiti kao analog protein-
nosaca u reakciji aminoacilacije. Zbog tog je razloga koriSten za proucavanje vezanja 4'-
fosfopanteteina u aktivno mjesto ligaze. Namakani kristal je ohladen u teku¢em duSiku te
snimljen na Xcalibur Nova R difraktometru. Dobiveni skup eksperimentalnih podataka je
obraden programima CrysAlis, te Scala i Truncate (dio paketa CCP4). Eksperimentalni podaci
su navedeni u tablici 4.4. Za modeliranje supstrata u aktivno mjesto je korisSten program Coot,

te Phenix.refine za utocnjavanje modela (PDB kod 3PZC).

Slika 4.10. Shematski prikaz protein-nosaca (CP), prirodnog supstrata aa:CP-ligaza i koenzima A koji djeluje
kao analog protein-nosaca.
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Tablica 4.4. Statistika snimanja podataka kristala te tocnosti modela Bj Gly:CP-ligaze 1 u kompleksu s ATP-om

i CoA. * Vrijednosti u zagradama odnose se na ljusku s najve¢im razlucivanjem.

Bj Gly:CP-ligaza 1 +
koenzim A Utocnjavanje
PDB kod 3PZC Razluéivanje / A 20,86-2,20
Prostorna grupa P222 Broj koriStenih refleksa 32 404
Razlu€ivanje / A 20,86-2,20(2,32-2,20)* | Broj refleksa u probnom skupu 1719
Dimenzije jedini¢ne Celije Ryork ! Riree 0,167/0,223
a,b,c/ A 128,19, 101,79, 50,62 Broj nevodikovih atoma proteina 4585
o, B, yl° 90, 90, 90 Broj nevodikovih atoma
liganda/iona 60/2
Valna duljina zratenja / A 1,54056 Broj molekula vode 322
Ukupni broj izmjerenih refleksa | 170 411 B-faktori / Az
Broj nezavisnih refleksa 34431 protein 20,78
Kompletnost podataka / % 99,8 (99,9) ligandi / ioni 35,00/23,95
Redundantnost 4,9 (3,2) vode 30,49
Rineas 0,075 (0,444) Standardna odstupanja od idealnih
vrijednosti (rmsd)
<llo(l)> 15,7 (2,7) duljine veza / A 0,007
vezni kutovi / ° 1,041

Vezanje koenzima A nije uzrokovalo nikakve znacajne konformacijske promjene kod
ligaze (rmsd C* atoma je 0,26 A). Samo u jednom aktivnom mjestu homodimera je nadena
diferencijalna elektronska gusto¢a koja odgovara dijelu koenzima A (slika 4.11). U drugom
aktivhom mjestu je naden glicil-adenilat, prirodni intermedijer reakcije. Molekula koenzima
A se smjestila u dijelu aktivhog mjesta u koji se inae veze ATP ili glicil-adenilat, no na
znacajno drugaciji nacin (slika 4.11). U usporedbi s na¢inom vezanja ATP-a, adeninski prsten
CoA veZe se u obrnutoj orijentaciji, pri ¢emu je i dalje uglavljen izmedu boc¢nih ogranaka
Phel72 i Arg286. Adeninski dio CoA formira vodikove veze s Leul69, te preko molekule
vode ostvaruje interakcije s Argl73 i Asp285. Ovakav nacin vezanja adeninskog dijela
molekule nije naden niti u jednoj do sada poznatoj strukturi aaRS razreda II u kompleksu s
ATP-om ili aminoacil-adenilatom. Ribozni dio CoA smjeSten je drugacije u usporedbi s ATP-
om pri ¢emu je fosfatna skupina orijentirana prema cinku (slika 4.11). Fosfatna skupina
okruZena je sa Ser253, Lys235, Asn255 te Glul76 preko molekule vode. Difosfatni dio CoA
je orijentiran na slic¢an nacin kao B- i y- fosfati ATP-a, pri ¢emu stvara kontakte s Glu237 i
argininima 159, 168 i 286. Panteteinski dio koenzima A je neureden i nije vidljiv u mapama
elektronske gustoce. Iako iz strukture nije vidljiv pravilan nacin vezanja panteteina u aktivno
mjesto ligaze, pokazano je da koenzim A, osim §to moZe djelovati kao supstituent protein-

nosaca, moZe se i neproduktivno vezati na mjesto ATP-a te djelovati kao njegov analog.
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Slika 4.11. A Dio molekule koenzima A (Zuto) vidljiv u mapama elektronske gustoce u kompleksu s Bj Gly:CP-
ligazom 1. B molekula ATP-a (Zuto) vezana u aktivno mjesto Bj Gly:CP-ligaze 1. Ion cinka oznacen je kao
plava kuglica, dok je molekula vode obojana crveno. Aminokiseline ligaze koje stvaraju interakcije s ligandima
prikazane su kao sivi Stapiéi.

4.7 Kristalizacija 1 odredivanje strukture kompleksa Bj Gly:CP-ligaze

1 1 odgovarajuceg protein-nosaca

Kristali protein-protein kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 i Bj CP-a su pripremljeni
metodom viseée kapi mijeSaju¢i luL pripremljenog kompleksa i 1 uL otopine za
kristalizaciju (0,17 mol dm™ amonijev sulfat, 0,085 mol dm? natrijev kakodilat pH 6,5, PEG
8K (w =25,5 %) 1 glicerol (vol. udio 15 %) pri 18 °C. Igli¢asti kristali kompleksa (slika 4.12)

su nastali nakon dva dana, te su ohladeni u teku¢em dusSiku.

Slika 4.12. Kristali kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 i Bj CP-a veli¢ine oko 0,20 x 0,08 x 0,01 mm.

Kristalografski podaci su sakupljeni na sinkrotronskoj zraci BM14, ESRF (Francuska),
te obradeni pomocu programa XDS. Struktura je rijeSena metodom molekulske zamjene

pomoéu programa EPMR’', pri ¢emu je Gly:CP-ligaza (PDB kod 3MF2) s uklonjenim

50



molekulama vode, ligandima i omca-zavojnica motivom posluZzila kao pocetni model.
Struktura kompleksa je izgradena pomocu programa Buccaneer (dio paketa CCP4). Gotovo
sve aminokiseline Bj Gly:CP-ligaze 1 su izgradene (lanac A: 19-312, lanac B: 18-315). Neki
dijelovi protein-nosaca su izgradeni pomocu programa Buccaneer, dok je ostatak izgraden
ruc¢no u programu Coot uz koriStenje NMR strukture protein-nosaca iz vrste Agrobacterium
tumefaciens (At CP, PDB kod 2JQ4) kao predloska u izgradnji modela. U konaénom modelu
nalaze se dvije molekule protein-nosaca, u jednoj su izgradene aminokiseline 7-80, a u drugoj
34-70. Dijelovi mape elektronske gustoce koji odgovaraju protein-nosa¢ima su znatno loSiji
nego za ligazu Sto ukazuje na njihovu veliku fleksibilnost i neuredenost u kristalu. Jedan od
razloga neuredenosti CP-ova je §to oni ne stvaraju gotovo nikakve kristalne kontakte (slika
4.13). Prosjecni B-faktor svih atoma ligaze je 23,4 A?, dok je za uredeniji CP 78,2 A? te za
manje uredeni 94,8 A” (izratunato pomoéu programa Baverage, CCP4, slika 4.14).
Utocnjavanje je provedeno pomocu programa Phenix.refine. Tocnost modela provjerena je
pomoc¢u programa PROCHECK i Molprobity. Eksperimentalni podaci 1 to¢nost modela

opisani su u tablici 4.5.

Kako bi se dobila struktura s uredenijim protein-nosa¢ima u kompleksu s Bj Gly:CP-
ligazom, napravljen je eksperiment kontrolirane dehidracije kristala (BM14, ESRF). Nazalost,

nije primijecen pozitivan utjecaj dehidracije na difrakcijska svojstva kristala kompleksa.

Slika 4.13. Slaganje kompleksa Bj Gly:CP-ligaze (sivo) i Bj CP-a (plavo) u kristalnoj resetci. MoZe se primijetiti
kako Bj CP ne stvara gotovo nikakve kristalne kontakte ve¢ je okrenut prema kanalima ispunjenim molekulama
otapala.
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Tablica 4.5. Statistika snimanja podataka kristala te to¢nosti modela Bj Gly:CP-ligaze 1 u kompleksu s Bj CP i
malim ligandima. * Vrijednosti u zagradama odnose se na ljusku s najveéim razlu¢ivanjem.

AMP GlyAMS ATP Gly+ATP
PDB kod 4H2S 4H2T 4H2U 4H2V
Prostorna grupa P 212121 P 212121 P 212121 P 212121
Razlucivanje / A 46,29-2,15 46,48-2,45 46,32-2,10 46,38-2,00
(2,28-2,15)* (2,59-2,44) (2,10-2,22) (2,12-2,00)

Dimenzije jedinicne Celije

a,b,clA 92,05, 101,68, 103,98 91,46, 101,22, 104,65 90,71, 100,90, 104,27 90,85, 101,02, 104,41

a p,yl° 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Valna duljina zratenja/ A | 1,00512 0.95373 0.95373 0.95373
Ukupni broj izmjerenih 400 193 268 722 410494 481 798
refleksa
Broj nezavisnih refleksa 53 846 36 622 56 606 65 488
Kompletnost podataka / % | 99,9 (99,7) 99,7 (98,6) 99,7 (98,4) 99,5 (97,5)
Redundantnost 7,4 (7,4) 7,3(7,3) 7,2 (7,3) 7,4 (1,3)
Rineas | % 8,1 (56,7) 9,6 (63.4) 6,8 (53,3) 6,5 (51,0)
<l/o(l)> 22,9 (4,2) 20,8 (3,5) 22,4 (4,4) 22,8 (4,6)
Utoc¢njavanje
Razlucivanje / A 2,15 2,44 2,10 2,00
Broj koriStenih refleksa 53 840 36 621 56 602 65 482
Broj refleksa u probnom 2692 1833 2833 3296
skupu
Ryork / Riree 0,171/0,207 0,178/0,217 0,175/0,209 0,179/0,210
Broj nevodikovih atoma 5453 5270 5397 5374
proteina
Broj nevodikovih atoma 92/2 96/12 108/9 110/17
liganda/iona
Broj molekula vode 418 215 339 337
B-faktori / A’

protein 54,94 53,96 57,10 56,54

ligandi / ioni 42,34/23,16 38,31/22,72 45,68/40,33 41,42/30,51

vode 30,86 21,51 35,53 31,21
Standardna odstupanja od
idealnih vrijednosti (rmsd)

duljine veza / A 0,008 0,008 0,007 0,007

vezni kutovi / © 1,047 1,128 1,105 1,045

130 A2

Slika 4.14. Struktura kompleksa Bj Gly:CP-ligaze i Bj CP-a obojana prema B-faktorima. Ppant i AMP prikazani
su kao Stapi¢i, ion cinka kao kuglica.
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4.8 Kompleks Bj Gly:CP-ligaze 1 1 Bj CP-a otkriva mjesto vezanja

dvaju proteina

Kristalna struktura kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 i odgovaraju¢eg protein-nosaca je
otkrila mjesto vezanja i nacin prepoznavanja ovih dvaju proteina. U asimetri¢noj jedinici
kristala se nalazi jedna molekula Bj Gly:CP-ligaze 1 na koju su vezana dva protein-nosaca,
svaki na jednu podjedinicu ligaze (slika 4.15A). Struktura ligaze u kompleksu gotovo je
identi¢na strukturi same ligaze (rmsd C* atoma iznosi 0,49 A). Protein-nosa¢i imaju strukturu
svojstvenu prethodno poznatim strukturama atcil—protein—nosac“:al.62 Bj CP je mali protein od 90
aminokiselina koji na bo¢noj skupini visoko konzerviranog serina (Ser42) ima kovalentno
vezanu prosteticku ruku (4'-fosfopantetein, Ppant). Graden je od tri vece i jedne manje -
zavojnice koje Cine oblik klupka, pri ¢emu je Serd42 smjeSten na pocetku druge vece a-
zavojnice (slika 4.15B). Kao 1 u strukturi nenamakane Bj Gly:CP-ligaze 1, i u nenamakanom

kompleksu je nadena po jedna molekula AMP-a u aktivhom mjestu.

A

Slika 4.15. A Struktura kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 (sivo) i Bj CP-a (ruZicasto). B Struktura Bj CP-a s
oznacenim o-zavojnicama karakteristicna za protein-nosace. Prosteticka skupina prikazana je u obliku Stapica,
Zn** kao plava kuglica.

Protein-nosac se veZe na ligazu stvarajuci interakcije s karakteristicnom a-zavojnicom
ligaze, koja je stoga nazvana CP-vezna zavojnica. Kao dio omc¢a-zavojnica motiva smjeStena
je dalje od aktivnog mjesta i vrlo je izloZena otapalu. Iz strukture je razvidno kako Bj CP
ostvaruje interakciju s ligazom isklju¢ivo preko CP-vezne zavojnice (slika 4.16A).
Medupovrsina izmedu ligaze i CP-a iznosi oko 650 A%, §to predstavlja oko 13,2 % slobodne
povrsine CP-a 1 4,5 % povrSine ligaze (izraCunato pomocCu servera PISA,

http://www.ebi.ac.uk/pdbe/prot_int/pistart.html).** Protein-nosaé se veze na CP-veznu zavojnicu
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gotovo iskljucivo preko hidrofobnih interakcija. Nadene su samo dvije moguée vodikove
veze, na krajevima CP-vezne zavojnice koji su najizloZeniji otapalu u kompleksu. Izmedu
bocnog ogranka Arg220 ligaze i karbonilnog kisika Ile60 1 bo¢nog ogranka Glu53 CP-a (slika
4.16B). Druga moguca vodikova veza ostvaruje se preko GIn231 ligaze i Pro67 i Phe70 CP-a.
Hidrofobne interakcije u kompleksu uklju¢uju Met224 ligaze koji je uglavljen izmedu dva
metionina CP-a (Met45 1 Met49, slika 4.16C). Dodatne hidrofobne interakcije ukljucuju
Val221 ligaze i Val46 CP-a, te Val227 ligaze i Ile65 CP-a.

o

\
\ \\ ~—— CP-vezna zavojnica
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Slika 4.16. A Interakcija Bj Gly:CP-ligaze 1 (sivo) i Bj CP-a (ruZicasto) preko CP-vezne zavojnice. B Polarne
interakcije i C hidrofobne interakcije izmedu ligaze i Bj CP-a gledano odozgo (lijevi panel) i sa strane (desni
panel). Aminokiseline koje sudjeluju u interakciji prikazane su kao Stapici.

4'-fosfopanteteinska ruka (Ppant) ulazi duboko u aktivno mjesto ligaze, dolazeci
pritom u blizinu cinkovog iona 1 molekule AMP-a (slika 4.16A). Tunel kroz koji prolazi
prostetiCka skupina smjesten je izmedu omca-zavojnica motiva i katalitickog dijela ligaze, te
je karakteristican samo za aa:CP-ligaze. Fosfatna skupina Ppant-a je stabilizirana bo¢nim
ogrankom GIn232 ligaze. Uoceno je nekoliko mogucih vodikovih veza izmedu ligaze i Ppant
ruke: izmedu tiolne skupine i His257, pantoilnog karbonilnog kisika i bofnog ogranka
GIn229, B-alanilnog karbonilnog kisika i bo¢nog ogranka Tyr132. Unato¢ tome, elektronska
gustoca za panteteinski dio ruke je slabije definirana od elektronske gustoce ligaze Sto ukazuje
na njezinu fleksibilnost. Prosje¢ni B-faktor Ppant skupine je 62,1 A?, 3o je znatno viSe od
okolnih boénih skupina ligaze koje je okruzuju (23,1 A%), no ipak niZe od CP-a (78,2 A?) §to
bi moglo ukazivati da vezanje Ppant-a u aktivno mjesto donekle ureduje (stabilizira) ruku u
pravilan poloZaj za reakciju prijenosa aktiviranog glicina s glicil-adenilata na 4'-

fosfopantetein.

4.9 Kompleks Bj Gly:CP-ligaze 1 1 Bj CP s malim ligandima vezanim

u aktivno mjesto

Kristali kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 1 Bj CP su namakani u otopinama ATP-a i
GlyAMS-a pojedinacno. Eksperimentalni podaci i to¢nost modela opisani su u tablici 4.5. U
strukturi kristala namakanih s ATP-om, u oba aktivna mjesta nadena je po jedna molekula
ATP-a u svijenoj konformaciji (slika 4.17). Interakcije koje stabiliziraju ATP u aktivhom

mjestu o¢uvane su i jednake kao u strukturi Gly:CP-ligaze s ATP-om. Struktura kompleksa s
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ATP-om je gotovo identi¢na strukturi kompleksa s AMP-om u aktivnom mjestu (C* rmsd
0,48 A). Ppant skupina je slicno orijentirana kao u strukturi kompleksa s AMP-om (slika

4.17).

Cys131
!

Cys279_ @y

Slika 4.17. Aktivno mjesto Bj Gly:CP-ligaze u kompleksu s Bj CP-om i ATP-om. Aminokiseline ligaze koje
ineragiraju s ligandima prikazane su kao Stapici.

Analog glicil-adenilata (GlyAMS) se smjestio u aktivho mjesto kompleksa na isti
nacin kao u strukturi GlyAMS-a i Gly:CP-ligaze (slika 4.18). Amino-skupina glicinskog
dijela analoga je orijentirana prema ionu cinka. Tiolna skupina Ppant-a je u prisustvu
GlyAMS-a orijentirana prema karbonilnoj skupini glicina, i smjeStena u polozaj pogodan za

nukleofilni napad (slika 4.18).

Slika 4.18. Aktivno mjesto Bj Gly:CP-ligaze u kompleksu s Bj CP-om i GlyAMS-om. Aminokiseline ligaze
koje ineragiraju s ligandima prikazane su kao Stapi¢i.

56



Kako bi se osigurali svi potrebni supstrati za reakciju aminoacilacije CP-a, kristali
kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 1 Bj CP-a namakani su u kristalizacijskoj otopini koja je
sadrzavala ATP, ione magnezija i glicin (¢ = 10 mmol dm™). U jednom aktivnom mjestu je
primije¢en dio diferencijalne mape elektronske gustofe koji odgovara prostetickoj skupini
CP-a na koju se kovalentno vezao glicin. Kako je prosteticka grupa dosta fleksibilna, i mape
elektronske gusto¢e za nju su slabije kvalitete (slika 4.19). Stoga je pomocu programa
Phenix.refine napravljeno nekoliko vrsta uto¢njavanja kako bi se sa Sto veCom sigurnoscu
utvrdilo nalazi i se u aktivnom mjestu doista produkt reakcije ili samo prosteticka skupina.
Diferencijalne mape najbolje kvalitete su dobivene nakon nekoliko ciklusa uto¢njavanja
strukture kompleksa u kojoj su koordinate atoma koji odgovaraju produktu reakcije zadrZane
ali je parametar zaposjednutosti atoma stavljen na 0, pri ¢emu je koriStena mogucnost da se taj
prostor ne tretira kao otapalo (eng. bulk solvent). Iako produkt reakcije najbolje odgovara
mapama elektronske gustoce, ne mozZe se sa sigurnoScu iskljuciti interpretacija mape kao

Ppant i molekula vode ili kao smjesa obje vrste u kristalu.
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Slika 4.19. A Aktivno mjesto Bj Gly:CP-ligaze u kompleksu s Bj CP-om i Gly-Ppant-om. Aminokiseline ligaze

koje ineragiraju soligandima prikazane su kao $tapi¢i. B Diferencijalna omit F,,— F, mapa elektronske gustoce
razlu€ivanja 2,0 A na razini 3,5 ¢ 1 uto¢njeni model.

Strukture Bj Gly:CP-ligaze 1 s ligandima u aktivnom mjestu predstavljaju slike koraka
katalitickog ciklusa 1 pomaZu razumijevanju mehanizma reakcije. Glicil-adenilat se veze u
aktivno mjesto ligaze na nacin kao i adenilati aaRS razreda II, te je za pretpostaviti da se prvi
korak reakcije, nastajanje stabilnog intermedijera glicil-adenilata iz glicina i ATP-a, odvija
istim reakcijskim mehanizmom. Mehanizam prvog koraka reakcije ukljucuje nukleofilni
napad karboksilne skupine glicina na o-fosfat ATP-a. U drugom koraku reakcije dolazi do
nukleofilnog napada tiolne skupine fosfopanteteinske ruke na karbonilni ugljikov atom glicil-

adenilata pri ¢emu se formira tioesterska veza. U strukturi kompleksa s GlyAMS-om

57



prosteticka skupina je orijentirana prema pro-R kisikovom atomu fosfatne skupine adenilata
(slika 4.18), kojemu najvjerojatnije donira proton ¢ime se omogucuje nukleofilni napad.
Visokokonzervirani Argl59 1 Lys235 doprinose polarizaciji fosfatne skupine i pomazu
deprotonaciju nukleofila bez direktnog sudjelovanja aminokiseline enzima kao povoljne baze
u mehanizmu reakcije. Ovako predlozeni mehanizam drugog koraka reakcije u kojem sam

supstrat pokreée reakciju naziva se uskladeni mehanizam potpomognut supstratom.*®
4.10 Struktura hibridne Gly:CP-ligaze u kompleksu s At CP

Interakcija Bj Gly:CP-ligaze 1 i odgovarajuceg protein-nosaca se ostvaruje ponajvise
preko CP-vezne zavojnice smjeStene podalje od aktivhog mjesta. Kako bi se dodatno ispitala
vaznost spomenute zavojnice u prepoznavanju dvaju proteina dizajnirana je hibridna Gly:CP-
ligaza. CP-vezna zavojnica Bj Gly:CP-ligaze 1 (aminokiseline Arg220-GIn232) je
zamijenjena odgovaraju¢om regijom iz At Ala:CP-ligaze. Inace Ala:CP-ligaza kovalentno
veze aminokiselinu alanin na odgovarajuci protein nosa¢ At CP. Zamjena CP-vezne zavojnice
rezultirala je potpunom promjenom u specifi¢nosti prema protein-nosacu, dok je specifi¢nost
prema aminokiselini ostala nepromijenjena (rezultati dr. sc. Marka Mociboba). Hibridna
ligaza tako kovalentno vezZe glicin na At CP umjesto na Bj CP. Kako bi se razumjele razlike u
specificnosti prema protein-nosacima, kristalizirana je i strukturno okarakterizirana hibridna

ligaza u kompleksu s At CP-om.

Kristali kompleksa hibridne ligaze i At CP-a dobiveni su metodom viseCe kapi
mijeSajuéi 1 pL kompleksa i 2 pL kristalizacijske otopine (0,17 mol dm™ amonijev acetat,
0,085 mol dm™ natrijev citrat dihidrat pH 5,6, PEG 4K (w = 10 %), PEG 8K (w = 10 %) i
glicerol (vol. udio 15 %)), slika 4.20. Potpuni set podataka razlu¢ivanja 1,95 A snimljen je na
sinkrotronskoj zraci BM14, ESRF (Grenoble). Struktura je rijeSena metodom molekulske
zamjene pri ¢emu je kao model posluzila struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 (PDB kod 3MF2) s
izostavljenom CP-veznom zavojnicom, ligandima i molekulama vode. Eksperimentalni

podaci i to¢nost modela opisani su u tablici 4.6.
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Slika 4.20. Kristali kompleksa hibridne Gly:CP-ligaze i At CP-a veli€ine otprilike 0,8x0,2x0,1 mm.

Tablica 4.6. Statistika snimanja podataka kristala te to¢nosti modela Bj Gly:CP-ligaze 1 u kompleksu s Bj CP i
malim ligandima. * Vrijednosti u zagradama se odnose na ljusku s najveéim razlu¢ivanjem.

AMP GlyAMS ATP
PDB kod 4H2W 4H2X 4H2Y
Prostorna grupa P2,22, P2.2,2 P2.2,2
Razlucivanje / A 45,76-1,95 45,94-2,15 46,09-2,10
(2,06-1,95)* (2,28-2,15) (2,10-2,23)
Dimenzije jedinicne Celije
a,b,clA 99,70, 101,25, 103,00 99,57, 101,43, 103,04 99,86, 101,59, 103,42
o, p,yl° 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Valna duljina snimanja / A 0,95372 1,28215 0,95372
Ukupni broj izmjerenih 611576 740 060 379 057
refleksa
Broj nezavisnih refleksa 76 788 57 632 62 053
Kompletnost podataka / % 99,3 (96,2) 99,7 (98.5) 99,8 (99,5)
Redundantnost 8,0 (8,0) 12,8 (11,0) 6,1 (6,1)
Rineas / % 7,3(52,3) 5,8 (45,7) 7,9 (69,3)
<l/o(l)> 24,3 (5,6) 31,3(5,1) 18,4 (3,1)
Utoc¢njavanje
Razlugivanje / A 1,95 2,15 2,10
Broj koriStenih refleksa 76 469 57 625 62 041
Broj refleksa u probnom skupu | 3 823 2878 3101
Ryork / Riee 0,172/0,196 0,167/0,198 0,176/0,210
Broj nevodikovih atoma 5 840 5797 5 608
proteina
Broj nevodikovih atoma
liganda/iona 89/3 96/3 104/3
Broj molekula vode 370 347 371
B-faktori / A’
protein 49,28 57,17 57,73
ligandi / ioni 38,25/24,42 47,58/40.48 50,53/43,71
vode 31,67 39,26 34,70
Standardna odstupanja od
idealnih vrijednosti (rmsd)
duljine veza / A 0,008 0,008 0,007
vezni kutovi / © 1,074 1,062 1,068

Usporedba kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 s Bj CP i hibridne Gly:CP-ligaze s At CP
pruza detaljan uvid u prepoznavanje i razlikovanje protein-nosaca. Struktura samih ligaza vrlo

je sli¢na (C* rmsd 0,39 A), pri ¢emu je CP-vezna zavojnica orijentirana na isti na¢in. Takoder,
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strukture Bj i At protein-nosada su sli¢ne (C* rmsd 1,1 A) unato¢ niskom postotku sli¢nosti na
razini aminokiselinske sekvence (27 %). No, unato¢ visokoj sli¢nosti struktura ligaza i CP-
ova, nacin vezanja CP-ova bitno se razlikuje (slika 4.21A). Racunajuéi centre mase CP-ova
pomoéu CALCOM programa®’, At CP je pomaknut u odnosu na Bj CP za oko 9 A prema
tunelu u koji ulazi prosteticka ruka, te je zakrenut oko 37° oko osi CP-vezne zavojnice. At CP
se smjeSta blize prema katalitickoj domeni hibridne ligaze 1 motivu HTH. No, iako se dva
protein-nosaca vezu na drugaciji nacin na ligaze i njihovi serini na koje su kovalentno vezane
prosteticke ruke (Ser42 i Ser35) su takoder pomaknuti, poloZena prosteticka ruka dolazi na
isto mjesto u tunel, pri cemu je fosfatna skupina ruke jednako smjeStena u oba slucaja (slika

421A).

Slika 4.21. A Preklopljeni kompleks Bj Gly:CP-ligaze 1 (sivo) i Bj CP-a (plavo) na kompleks hibridne Gly:CP-
ligaze (ljubicasto) i At CP (zuto). Centri mase CP-ova prikazani su kao crna kuglica. B, C Medupovrsina
hibridne Gly:CP-ligaze (ljubicasto) i At CP-a (Zuto). Aminokiseline ukljucene u polarne (B) i hidrofobne (C)
interakcije prikazane su kao Stapiéi.

Dodirna povrS$ina hibridne Gly:CP-ligaze i At CP-a znatno se razlikuje od one nadene
u strukturi kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1 i Bj CP-a. Potencijalne vodikove veze izmedu
bocnog ogranka Arg220 ligaze i Glu46 te Phe53 At CP-a su oCuvane (slika 4.21B). No

primijec¢ene su nove moguce vodikove veze izmedu Asn227 ligaze i AspS55 i Leu58 CP-a, te
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Asn228 1 GIn232 ligaze s Arg60. Ove elektrostatske interakcije okruzuju hidrofobnu
medupovrSinsku jezgru (slika 4.21C).

Usporeduju¢i povrSine dviju CP-veznih zavojnica (slika 4.22), moZe se primijetiti
kako je N-kraj zavojnice pozitivho nabijen 1 slicno oblikovan kod obje ligaze zbog
konzerviranog Arg220 (naboj povrSina izracunat je pomoc¢u programa APBS). No, hidrofobni
dio u sredini zavojnica je drugacije oblikovan i orijentiran. Najvece razlike izmedu CP-veznih
zavojnica se mogu uociti u podrucju C-kraja, koji je kod At CP-vezne zavojnice negativno
nabijen, dok je kod Bj izraZeniji hidrofobni karakter. Upravo se ti dijelovi namecu kao glavne

karakteristike ligaza bitne za raspoznavanje odgovarajuceg protein-nosaca.

Slika 4.22. Elektrostatski nabijene povrSine Bj CP-a (A), At CP-a (B), Bj CP-vezne zavojnice (C) i At-vezne
zavojnice (D) izradunate pomo¢u APBS servera®. Gornji dijelovi zavojnica odgovaraju njihovom N-kraju.

Kristali kompleksa hibridne Gly:CP-ligaze i At CP-a su takoder namakani u
otopinama ATP-a i GlyAMS-a. Strukture su potvrdile da je nacin njihova vezanja u aktivno
mjesto jednak kao i u slucaju Bj Gly:CP-ligaze (slika 4.23). Jednak nacin smjeStanja ovih
liganada u aktivno mjesto potvrdio je da CP-vezna zavojnica ne utjeCe na prvi korak reakcije,

ve¢ iskljucivo na prepoznavanje i vezanje odgovarajuceg CP-a.
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Slika 4.23. Vezanje ATP-a (A) i GlyAMS-a (B) u aktivno mjesto hibridne Gly:CP-ligaze (ljubicasto)
kompleksirane s At CP-om (Zuto). Ppant, ATP i GlyAMS prikazani su kao ruZiGasti $tapi¢i, Zn>* kao plava
kuglica, te aminokiseline koje koordiniraju Zn>* i bitne su za vezanje liganada prikazane su kao $tapiéi.
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S RASPRAVA

5.1 Selektivnost aa:CP-ligaza prema odgovarajucoj aminokiselini

Aminokiselina:[protein-nosac]-ligaze su prvi put primijeCene pretraZivanjem
aminokiselinskih sekvenci slicnih metanogenom tipu seril-tRNA-sintetaza. Ve¢ je sama
promjena specifi¢nosti aa:CP-ligaza prema aminokiselini bila neocekivana, jer je poznato da
je aktivacija pripadne aminokiseline kod aaRS evolucijski strogo ocuvana.” Dok Gly:CP-
ligaza veze glicin, Ala:CP-ligaza preferira alanin nad serinom i glicinom. Iako ovim krnjim
homolozima SerRS metanogenog tipa nedostaje tRNA-vezna domena, analiza i usporedbe
struktura potvrdile su da se radi o visokoj strukturnoj i sekvencijskoj oCuvanosti aktivnih
mjesta mSerRS 1 aa:CP-ligaza. Dodatno je zanimljivo da su detaljne kineticke analize
pokazale da aa:CP-ligaze selektiraju aminokiseline s manjom specificnos¢u nego mSerRS.
mMbSerRS misaktivira treonin oko 3 450 puta slabije od serina’, dok Bj Gly:CP-ligaza 1
katalizira aktivaciju alanina oko 300 puta slabije od glicina (tablica 5.1). JoS relaksiranija
specifiCnost primijecena je kod At Ala:CP-ligaze, koja preferira alanin nad glicinom ili
serinom svega 30 - 40 puta. Slabija mogucnost raspoznavanja alanina od glicina ili serina
primijecena je i kod aaRS, ali su one tijekom svoje duge evolucije razvile posebne mehanizme
ispravljanja krivo vezane aminokiseline. Tako je AlaRS tRNA-sintetaza koja uz postojecu
domenu za popravak ima i posebno eksprimiran odvojeni homolog te domene (AlaXps) koji

hidrolizira krivo aciliranu Ser-tRNA”"? u stanici.'?

Tablica 5.1. Kineti¢ki parametri aktivacije aminokiselina odredeni ATP/PP; izmjenom.”*

KM/ mmol dm-s kcat/ s-l kcat/KM/ s-l M-l 1 /(kcat/KM)reIativan

Bj Gly:CP-ligazal Gly 0,93 + 0,09 1,5+0,1 1680+ 220 1
Ala 254 0,14 +0,02 54+0,2 311

Bj Gly:CP-ligaza2 Gly 0,58 + 0,03 1,01 + 0,08 1731+73 1
Ala 14+2 0,075 +0,03 56+0,4 309

At Ala:CP-ligaza Ala 0,24 +0,04 2,3+0,3 10200 £ 1900 1

Gly 57+0,2 2,1+0,1 37314 44

Ser 56+1,0 1,15+ 0,05 234 +51 27

mMbSerRS Ser 0,104 £ 0,27 1,7+0,1 16 400 £ 3 000 1
Thr 65+19 0,3+0,03 4,7+1,5 3450

Usporedbom trodimenzijskih struktura aktivnog mjesta mMbSerRS i Bj Gly:CP-ligaze
1 s analozima aminoacil-adenilata (SerAMS i1 GlyAMS) moZe se naslutiti kako Bj Gly:CP-
ligaza 1 razlikuje glicin od serina (slika 5.1). Iako su aminokiseline koje koordiniraju cinkov

ion u aktivnom mjestu ocuvane, bo¢na skupina glutaminske kiseline je kod ligaze u drugacijoj
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konformaciji pri ¢emu ujedno ostvaruje interakciju s amino skupinom glicina (slika 4.9A).
Kod mMbSerRS bocna skupina glutaminske kiseline je zakrenuta i jednom hidroksilnom

skupinom orijentirana prema boc¢noj skupini supstrata serina.

Slika 5.1. Usporedba aktivnih mjesta Bj Gly:CP-ligaze 1 i mMbSerRS. A Bj Gly:CP-ligaza 1 s GlyAMS-om, B
mMbSerRS sa SerAMS-om i C model Bj Gly:CP-ligaza sa SerAMS-om dobiven preklapanjem struktura
enzima. Stapi¢ima su prikazane aminokiseline aktivnog mjesta. Ion cinka oznaden je kao kuglica.
Aminokiselinski ogranci bitni za razlikovanje supstrata i bo¢na skupina serina u SerAMS-u dodatno su prikazani
kao kuglice.

Dodatnu interakciju s bo¢nom skupinom serina kod mMbSerRS ostvaruje i bo¢ni
ogranak Arg353 (slika 5.1B). Pretpostavlja se da su upravo vodikove veze Glu355 i Arg353 s
bo¢nom skupinom serina odgovorne za negativnu selekciju mMbSerRS prema manjim
aminokiselinama, jer ne mogu ostvarivati te interakcije.” Kod Bj Gly:CP-ligaze 1 Arg353 je
zamijenjen s Metl74 Cija je bo¢na skupina postavljena tako da stericki sprecava smjeStanje
hidroksilne skupine serina u aktivho mjesto. Pri tome metionin kao vrlo hidrofobna

aminokiselina onemogucuje pravilnu orijentaciju hidrofilne bo¢ne skupine serina, a samim
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time i poloZaj aminokiseline za povoljan nukleofilni napad karboksilne skupine na a-fosfatnu
grupu ATP-a (slika 5.1C). Navedeni stericki razlozi kao i velika razlika u hidrofobnosti
ukazuju da je Metl74 jedna od aminokiselina izrazito odgovornih za diskriminaciju serina
kod Gly:CP-ligaze te za smjeStanje malih alifatskih aminokiselina u aktivno mjesto. U prilog
tome ide i ¢injenica da je kod metanogenih sintetaza Arg353 ocuvan, za razliku od ligaza kod
kojih je oCuvan upravo metionin (slika 5.2). Dodatna potvrda ovoj tvrdnji bi bila mutacija

Met174 u arginin te kineticki testovi provjere specifi¢nosti prema aminokiselinama.

motiv 1
MbSerRS : -WNLLWQREPMEHPFK----—-———————— EDPTQAMMKEGWLERGSS THGPQS FRTFEKI [EELLEPLGYREMTI, L) VWM 246
MmSerRS : -TIVSDYKAKREITFD----—-———————— KDPTELAEPYGWVEKRFPGI Pl FRAFESLIMEECTIEKIGF DECLEISKL LDVMY : 256
MkSerRS : -TVWDESGP-REIRFD-—-—--————————— GDVTEEARRRGWVKEF PGI I F! FEVLRDF L@ERVTRKLGFEPALESKIMHLETME : 257
Atu2573 : MTVFSAIPPISCWFTGRTPASWDKTMDMQTSFLDRLFEEGLLIE TGVDELEG! TAAFE-RIMDRTGGADGAEAT I YFE : 92
B110957 : -MNIAVLPNSPDT--———-———————— APQIADPLDHLADK- LFHSMGSD) LYES ERLA-AIL@TSH-REAGTEA PV QLE : 77
B116282 : -MNLAIVEAPADS-——-————-————— TPPPADPLDHLADA-LFHEMGSP G LYEDRVERIA-AVESRN-REPNTEV. 1% QLE : 77

zavojnica-okret-zavojnica motiv

MbSerRS : KSGHAKGVYPEIYYMCPPQTRDPDYWEEVADYYKVT---HEVPTELIKEKIA V. VAGETLPNEET| : 337
MmSerRS : KM EGLEEGMY PPK-REPEMFKDFVNEMMIK---KEIPIEKLKTLLR 2 FE@TFFDHE LVDVDS- : 345
MkSerRS : RM GLEDGMYYMCIPPK-RDPELFDDF KRELYVWGE LNERTLGS LKEKLR. LH F@ELLRDEVVDPERL) : 350
Atu2573 : KS SFROLAGTEHEFCGCELDHVS LLKSMD——~— ———EGGDWTKDQ PTIAKRGALPAG- : 175
B110957 : KS KSFRNLLGCECIFLHGTEREINAAV SRFD——— —-==AGGDWTTSLS PIAASRGPLPKG- : 160
B116282 : RS KSEENLLGCYCISLIHGIESEIDAAISRFD——-—=—=—— AGGDWTESLS C PIAASRGPVPAA- : 160
MbSerRS : Vi LKCAEELHDR 427
MmSerRS : P IEKV DTRKYAE : 436
MkSerRS : i 444
Atu2573 : : 260
B110957 : 1 245
B116282 : 1 245
MbSerRS : -GEWLEFQNVSINGDKYPK! [KLOQSGD: SGV| EMPKGIRFL-——————=—=———— : 502
MmSerRS : —RKGV.VT TRGT E IKDYKDR. T KLPEIPKLITWP-———=—=———— : 514
MkSerRS : -EAWISVGHEF GE! D [KEKSGR GL GLPEVPKTLTWPE-——--—--—---- 527
Atu2573 : -TNPTHECMEF (ODAIYGO LENGD G- : 327
B110957 : -EQPTHCMEF T THGlODANGE LOPHVAAGAHGEGWR —— —— ———— ;326
B116282 : -ERPTHCMBF GT T DAAGE LAQTDRGAPSAFEEYRCAKEAGS : 334

Slika 5.2. Poravnavanje proteinskih sekvenci metanogenih SerRS (iz M. barkeri, M. maripaludis, i M. kandleri)
i aa:CP-ligaza (Atu2573 — At Ala:CP-ligaza, B110957 — Bj Gly:CP-ligaza 1 i Bl16282 — Bj Gly:CP-ligaza 2).
Crnim strelicama oznacene su aminokiseline aktivnhog mjesta koje koordiniraju cinkov ion, a crvenom strelicom
oznacen je Arg ocuvan kod mSerRS i Met oCuvan kod aa:CP-ligaza. Takoder su oznaceni aminokiselinski
dijelovi koji odgovaraju motivima 1, 2 i 3 koji su karakteristini za aaRS razreda II, te zavojnica-okret-zavojnica
motiv naden u mSerRS.

Slicno kao 1 kod SerRS metanogenog tipa, a i ostalih bakterijskih SerRS™’, za
nemogucnost vezanja aminokiseline treonina vjerojatno je odgovoran hidrofilni dZep koji je
kod mMbSerRS graden od Asn435 i Serd437 °, a u Gly:CP-ligaze zamijenjen sa Ser253 i
Asn255 (slika 5.1). Jedan od izazova tocne katalize Gly:CP-ligaze jest ucinkovito
razlikovanje 1 aktiviranje glicina umjesto alanina. Kod At Ala:CP-ligaze oCuvane su skoro sve
aminokiseline aktivnog mjesta kao i kod Bj Gly:CP-ligaze 1, ukljucujuci i Met174. Umjesto
Ala281 koji se kod Gly:CP-ligaze nalazi u blizini glicinskog dijela adenilata i tvori
hidrofobnu interakciju s C* atomom glicina, vjerojatno se kod Ala:CP-ligaze nalazi Gly296
(prema predikciji strukture Ala:CP-ligaze napravljene pomocu PSI-servera). Prisustvo jedne

metilne skupine viSe kod Gly:CP-ligaze moglo bi utjecati na pravilno smjeStanje alanina u
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aktivno mjesto. Osim mutacijskih analiza, struktura At Ala:CP-ligaze s AlaAMS-om u

aktivnom mjestu mogla bi potvrditi ove pretpostavke.

Dok je misaktivacija treonina kod mMbSerRS gotovo nemoguca u Zivom organizmu,
u slucaju ligaza oslabljena selektivnost prema aminokiselini mogla bi imati i nesto znacajniju
ulogu u stanici. Povecana promiskuitetnost ligaza ukazuje na to kako odabir to¢ne
aminokiseline moZda nije krajnje nuZan kod njene konacne uloge u stanici, te da ta uloga nije
znacajna za vijabilnost stanice u usporedbi s to¢nim prepoznavanjem aminokiseline koje aaRS
imaju u biosintezi proteina. To upucuje da bi aa:CP-ligaze mogle sudjelovati u nekom procesu
sekundarnog metabolizma ili da se radi o relativno ranom evolucijskom procesu s ciljem

stvaranja enzima novih funkcija.

5.2 Redoslijed vezanja 1 konformacijske promjene izazvane vezanjem

supstrata

Iz opisanih struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 s malim supstratima u aktivnom mjestu moze
se pretpostaviti da glicin i ATP ulaze u aktivnho mjesto prije vezanja odgovarajuceg protein-
nosaca. Kako je u svim strukturama ligaze, pa ¢ak i u strukturama dobivenim snimanjem
nenamakanih kristala naden barem adenozin-monofosfatni dio ATP-a, moze se pretpostaviti
da se ATP veze u aktivno mjesto enzima bez nuZne prisutnosti aminokiseline ili CP-a. Za
razliku od mMbSerRS, kod Gly:CP-ligaze nisu primije¢ene nikakve znacajne konformacijske
promjene prilikom vezanja malih supstrata. Kod mMbSerRS, dio od 15 aminokiselina (394-
410), potpuno je neureden u strukturi apo-forme enzima, te vezanjem serina u aktivno mjesto
postaje uredeno u obliku kratke a-zavojnice iza koje slijedi om¢a, nazvane serin-ureduju¢om
omcom. Pri tome dvije aminokiseline dolaze u direktni kontakt sa serinom: GIn400 koji stupa
u interakciju s karbonilnom skupinom serina i Trp396 koji se smjeSta nad amino skupinu i
zatvara aktivno mjesto. Kod Bj Gly:CP-ligaze 1 serinsku om¢u zamjenjuje omca
(aminokiseline 213-219), te duga o-zavojnica (220-232) nazvane om¢a-zavojnica motiv, koje
su smjestene podalje od aktivnog mjesta i ne ostvaruju nikakve kontakte s analogom glicil-
adenilata. Zanimljivo je da je kod svih struktura ligaze s malim supstratima omca-zavojnica
motiv ureden samo u jednoj podjedinici enzima, dok je u drugoj ili vrlo slabo vidljiv ili
potpuno neureden. Uredenija omca-zavojnica ostvaruje puno viSe kristalnih kontakata od
neuredene, te je vjerojatno u otopini skoro u potpunosti izloZena otapalu i vrlo fleksibilna. U

strukturama Bj Gly:CP-ligaze 1 s protein-nosacem u kompleksu, protein-nosaci vezani su na
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ligazu isklju¢ivo preko o-zavojnice u omca-zavojnica motivu, pri ¢emu su one znatno
uredenije nego u strukturi same ligaze. To ukazuje na moguénost da tijekom vezanja protein-
nosaca dolazi do formiranja ili uredenja omc¢a-zavojnica motiva pri ¢emu se dodatno zatvara
aktivno mjesto i omogucuju optimalni uvjeti za drugi korak reakcije. Namakanjem kristala
kompleksa ligaza:protein-nosa¢ u otopinama malih liganada te pregledom snimljenih i
rijeSenih struktura nadeno je da se oni uspje$Sno vezu u aktvno mjesto uz prisutnost protein-
nosaca. Dodatno, u jednom aktivnom myjestu strukture kompleksa ¢iji su kristali namakani u
glicinu i ATP-u naden je konac¢ni produkt enzimske reakcije ¢ime je potvrdeno da je enzim
funkcionalan i u kristalu. Iz svih rijeSenih struktura moze se zakljuciti da se mali supstrati

vezu u aktivno mjesto bez obzira na prisutnost makromolekulskog supstrata protein-nosaca.

5.3 Mehanizam djelovanja B. japonicum glicin:[protein-nosac]-ligaze

1

Obzirom na nacin vezanja ATP-a i analoga glicil-adenilata u aktivho mjesto te
oCuvanost strukture aktivhog mjesta Bj Gly:CP-ligaze 1, moze se pretpostaviti da se prvi
korak reakcije, aktivacija glicina, odvija istim mehanizmom kao i kod aaRS razreda II.
Negativno nabijene fosfatne skupine u svijenoj konformaciji ATP-a medusobno su vrlo blizu,
te su stabilizirane ionom Mg** i bo¢nim skupinama arginina 159, 168 i 286, te Lys235.
Struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 s GlyAMS-om pokazala je da je glicil-adenilat u izduzenoj
konformaciji $to je naCin vezanja karakteristiCan za aaRS razreda I, te ukazuje na mehanizam
aktivacije koji ukljucuje inverziju konfiguracije a-fosfatne skupine ATP-a. Iz navedenog se
moze zakljuciti da se reakcijski mehanizam aktivacije glicina odvija Sny2 reakcijom
karakteristicnom za aaRS razreda II koja ukljucuje nukleofilni napad karboksilne skupine

glicina na a-fosfat ATP-a i nastanak pentakoordiniranog prijelaznog stanja (slika 5.3A).
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Slika 5.3. Mehanizam Bj Gly:CP-ligaze. A Aktivacija glicina ATP-om pri ¢emu nastaje intermedijer glicil-
adenilat (GlyAMP). B Drugi korak reakcije — prijenos aktiviranog glicina s GlyAMP-a na 4'-fosfopantetein.

U drugom koraku reakcije sulthidrilna skupina Ppant-a nukleofilno napada karbonilni
atom GlyAMP-a pri ¢emu nastaje tioesterska veza. Struktura kompleksa ligaze s protein-
nosacem i GlyAMS-om pruzila je uvid u mehanizam odvijanja drugog koraka reakcije. Tiolna
skupina Ppant-a je orijentirana prema pro-R nepremoscuju¢em kisiku sulfatnog dijela
GlyAMS-a (analogan fosfatnom dijelu GlyAMP-a) koji moZe imati ulogu primanja protona sa
sulthidrilne skupine ¢ine¢i je tako povoljnim nukleofilom za reakciju. Pri tome bocna skupina
konzerviranog Argl59 koja ostvaruje vodikovu vezu s pro-R kisikom moZe dodatno
polarizirati reakcijske skupine. Takoder, Arg159 zajedno s Lys235 koji tvori vodikovu vezu s
pro-S kisikom GlyAMS-a, sudjeluje u stabilizaciji negativnih naboja tijekom nastanka
prijelaznog stanja. U strukturama kompleksa s AMP-om 1 ATP-om primijeceno je da je tiolna
skupina orijentirana prema bo¢nom ogranku His257. His257 se nalazi u blizini reakcijskog
centra i takoder bi mogao imati funkciju baze koja oduzima proton SH-skupini Ppant-a. No,
mutacija His257 u alanin, te popratni kineticki testovi, pokazali su da ova aminokiselina ima
zanemariv utjecaj na kataliticku aktivnost Bj Gly:CP-ligaze 1. Uz His257, takoder su

mutirane ostale aminokiseline aktivhog mjesta koje bi mogle djelovati kao potencijalne baze
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(Tyr132, Asp215). Dok mutacija Y132F nema utjecaja na odvijanje reakcije, mutant D215A
bio je kataliticki potpuno neaktivan (rezultati dr. sc. Marka Mociboba). Asp215 orijentira
Lys235 koji je kljucan za aktivaciju glicina, te je teSko donositi zaklju¢ke o njihovoj ulozi u
drugom koraku reakcije. Iz navedenog se moZe predloziti da se stvaranje tioesterske veze
odvija tzv. uskladenim mehanizmom potpomognutim supstratom, bez direktnog utjecaja
aminokiselina proteina tijekom prijenosa glicina s adenilata na protein-nosac¢ (slika 5.3.B).
PredloZeni mehanizam sli¢an je mehanizmu prijenosa aminokiseline na tRNA nadenih kod

aaRS poput AspRS”' i HisRS.*

5.4 Vaznost prisutnosti prosteticke skupine Ppant u formiranju ligaza-

CP kompleksa

Kinetickim testovima je pokazano da aa:CP-ligaze specificno veZu odgovarajuci
protein-nosac (dr. sc. Marko Mocibob), pri ¢emu su vrijednosti Ky za CP-ove (1,19 uM za Bj
Gly:CP-ligazu 1 14,7 uM za At Ala:CP-ligazu) usporedive s vrijednostima Ky mMbSerRS za
tRNAS" 7, te adenilacijskim domenama poput DItA iz B. subtilis koji je odgovoran za vezanje
D-Ala na protein-nosa¢ Dcp i EntE iz E. coli koji acilira CP-domenu proteina EntB u
biosintezi siderofora (Ky = 23 uM). Acil-protein-nosaci (ACP) koji sudjeluju u biosintezi
masnih kiselina, sadrZze identicnu prostetiCku skupinu kao CP-ovi aa:CP-ligaza, te im
strukturno vrlo nalikuju. Unato¢ tome, kineticki je pokazano da ACP-ovi nisu supstrati aa:CP-
ligaza, Sto ukazuje na zakljuak kako Ppant prosteticka skupina nije odgovorna za
prepoznavanje i1 vezanje protein-nosaca na ligazu ve¢ da se interakcija ostvaruje iskljucivo
prepoznavanjem dvaju odgovarajucih proteina. Iz struktura kompleksa CP-a 1 ligaze moze se
uociti da Ppant ne ostvaruje skoro nikakve vodikove veze s ligazom i da je tunel kroz koji
ulazi u aktivno mjesto relativno Sirok. Napravljeno je nekoliko mutacija Bj Gly:CP-ligaze 1 s
ciljem zatvaranja aktivnog mjesta i spreCavanja ulaska prostetiCke skupine (S84Y, S84W,
Y132F), no mutanti su unato¢ smanjenoj aktivnosti aktivacije glicina (oko 30 %) i1 dalje
uspjesno aminoacilirali CP. Fleksibilnost prosteticke skupine u tunelu ide u prilog tvrdnji da
prisutnost Ppant-a nije klju¢na za vezanje protein-nosaca na ligazu. Dodatan pokazatelj je i
struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 u kompleksu s CoA, koji se pokazao kao jedan od mogucih
akceptora aktivirane aminokiseline, samo znatno slabiji od Bj CP-a. Neproduktivno vezanje
CoA na mjesto gdje se inace veze ATP ukazuje da Ppant i ligaza ostvaruju vrlo slabe
interakcije. No, eksperimentima izotermalne titracijske kalorimetrije i ,,pull-down‘ testovima

vezanja apo-CP-a na ligazu, pokazalo se suprotno ocCekivanjima da CP-ovi bez prosteticke
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skupine ne stupaju u interakciju s aa:CP-ligazom. Moguce je da vezanje prosteticke skupine
na protein-nosa¢ inducira odredene strukturne promjene u CP-u omogucujuéi tako pravilnu
interakciju s ligazom. Tako na primjer, peptidil-protein-nosa¢ (PCP), koji ima vaznu ulogu
prijenosa peptida u neribosomalnoj biosintezi tirocidina A, poprima nove konformacije
vezanjem prosteticke skupine.*® Poprimanjem razligitih konformacija PCP-i su sposobni
kontrolirati interakcije s viSe razli¢itih domena ili enzima, pri ¢emu je svaka konformacija
kompetentna za interakciju samo s jednim od njih. Usporedbom strukture At CP-a iz
kompleksa s hibridnom ligazom te NMR-om rijeSene strukture At apo-CP-a (PDB kod 2JQ4)
nisu uocljive znacajne strukturne razlike izmedu apo- i holo-forme, no moguce je da vezanje
Ppant-a na CP doprinosi strukturnoj dinamici proteina S$to mu omogucuje uspjesno
prepoznavanje ligaze. Detaljne NMR analize dviju formi CP-a u otopini pruZile bi tocniji
odgovor na ovo pitanje. Takoder je moguce da prisutnost prosteticke skupine na CP-u utjece
na stabilizaciju omca-zavojnica motiva i samo zatvaranje aktivnog mjesta ¢ime dodatno

stabilizira nastali kompleks.
5.5 Prepoznavanje odgovarajuceg protein-nosaca

Kristalna struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 u kompleksu s Bj CP otkrila je da se
prepoznavanje dvaju proteina odvija iskljucivo preko a-zavojnice ligaze nazvane CP-vezna
zavojnica koja je dio omca-zavojnica motiva karakteristicnog za aa:CP-ligaze. Za razliku od
odgovaraju¢eg motiva nadenog kod mMbSerRS (serinska omc¢a), CP-vezna zavojnica uopce
ne utje¢e na prepoznavanje i vezanje aminokiseline. Prireden je mutant s deletiranim omca-
zavojnica motivom (dr. sc. Marko Mocibob), za koji se pokazalo da nije sposoban vezati CP,
ali niti aktivirati glicin. Vjerojatan razlog tomu jest Sto mutantu nedostaje aminokiselina
Asp215 koja ostvaruje interakciju s Lys235 bitnom za stabilizaciju glicil-adenilata. Kako bi se
potvrdilo da je om¢a-zavojnica motiv odgovoran za vezanje CP-a, priredena je hibridna ligaza
kojoj je omca-zavojnica iz Bj Gly:CP-ligaze 1 zamijenjena s odgovaraju¢om iz At Ala:CP-
ligaze. Dobiveni rezultati nedvojbeno su potvrdili vaznost i dominaciju omca-zavojnice
motiva u prepoznavanju i vezanju odgovaraju¢eg CP-a. Hibridna ligaza poprimila je novu
funkciju: kovalentno veze aminokiselinu glicin na At CP. Kristalna struktura kompleksa
hibridne ligaze i At CP-a, te njena usporedba s kompleksom Bj Gly:CP-ligaze i Bj CP-a
otkrili su nacin specifi¢nog prepoznavanja makromolekulskog kompleksa kod aa:CP-ligaza.
Razlike u orijentaciji, obliku i nabijenosti C-kraja CP-zavojnica su odgovorne za specifi¢nost

aa:CP-ligaza. Kao dodatna potvrda ovim tvrdnjama mogli bi se konstruirati mutanti CP-a koji
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bi ukazali na to koji su dijelovi protein-nosaca odgovorni za prepoznavanje odgovarajuce

ligaze.

Protein-nosa¢ obuhvac¢a CP-veznu zavojnicu pomocu a-zavojnica 111 III (slika 4.16A).
Ovakav nacin interakcije izmedu enzima i odgovarajueg protein-nosaca do sada nije
primijecen, te od svih do sada poznatih enzima koji medudjeluju s protein-nosa¢ima, nije
naden niti jedan motiv slican CP-veznoj zavojnici. Nedavno je rijeSena struktura adenilacijske
domene EntE u kompleksu s aril-protein-nosagem.”> Ova domena funkcionalno je analogna
aa:CP-ligazama, no strukturno se potpuno razlikuje. EntE i EntB koja u sebi sadrzi CP-
domenu sudjeluju u neribosomskoj sintezi siderofore enterobaktina u E. coli. Adenilacijska
domena EntE gradena je od veée N-terminalne i manje C-terminalne poddomene koje
formiraju Supljinu u kojoj je smjeStena EntB CP domena. EntE ostvaruje interakciju s -
zavojnicom II CP-a i dugom om¢om koja povezuje zavojnice II i III (slika 5.4). Dok se nacin
interakcije ovih dvaju funkcionalno istih sustava potpuno razlikuje, Ppant skupina pokazuje
slicnost pri nac¢inu smjeStanja u aktivno mjesto. Tunel kroz koji prolazi prosteticka skupina u
izduZzenoj formi je Sirok pri ¢emu ona ne ostvaruje jake interakcije s adenilacijskom

domenom.

Slika 5.4. Usporedba struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 (A) i adenilacijske domene EntE (B) u kompleksu s
odgovaraju¢im CP-om. a-zavojnice CP-a obojane su sljede¢im redoslijedom: a-zavojnica I — crveno, oméa I —
narancasto, a-zavojnica II — Zuto, omca II — zeleno, a-zavojnica III i om¢a iza — svijetlo plavo, a-zavojnica IV —
plavo. Prosteti¢ka skupina je obojana ljubi¢asto. Radi jednostavnosti je prikazana samo jedna podjedinica ligaze.
Tamno sivom bojom je naglaSen dio ligaze bitan za interakciju s CP-om om (A), odnosno C-terminalna domena
EntE (B).
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5.6 Uloga aminokiselina:[protein-nosac]-ligaza

Iako su aa:CP-ligaze homolozi atipicnih SerRS metanogenog tipa koji su zadrzali
strukturnu sli¢nost kataliticke domene, imaju promijenjenu specificnost prema oba supstrata.
Dok je aktivno mjesto ostalo gotovo nepromijenjeno, a samim time se odrZalo svojstvo
vezanja aminokiseline (iako ne iste), protein-nosa¢ i tRNA nemaju nikakve sli¢nosti. Cak i
prostetiCka skupina protein-nosaca ulazi u aktivno mjesto sa strane suprotne onoj predlozenoj
za ulazak tRNA u mMbSerRS.” Sve to ukazuje da su ovi homolozi znatno divergirali od seril-
tRNA-sintetaza 1 njihove funkcije u ribosomskoj biosintezi proteina. Do sada je poznat niz
aaRS-sli¢nih proteina koji su nastali duplikacijama aaRS gena ili horizontalnim prijenosom,

pri cemu su oni poprimili funkcije razli¢ite od sintetaznih.

Bioloska uloga aa:CP-ligaza je zasad joS uvijek nepoznata. Svojim djelovanjem one
jako podsjecaju na adenilacijske domene prisutne u neribosomskim peptidnim sintetazama
(NRPS) koje aminoaciliraju Ppant prosteticku skupinu susjednih peptidil-nosa¢ domena
(PCP).** U stanicama takoder postoje samostojeéi adenilacijski enzimi koji aminoaciliraju
PCP-ove in trans. No, osim funkcionalno, aa:CP-ligaze ni evolucijski niti strukturno ne

podsjecaju na adenilacijske enzime.

Jedna od hipoteza funkcije aa:CP-ligaza jest sudjelovanje u biosintezi prirodnih
spojeva, pri ¢emu bi predstavljale zamjenu za adenilacijske domene u neribosomalnoj sintezi
peptida ¢ime bi onda bile direktna poveznica izmedu ribosomalne i neribosomalne sinteze
peptida. Osim toga, aminoacilirani protein-nosac¢i bi mogli biti sudionici nekog od mnogih
bioloskih procesa u kojima se koristi prijenos acilnih skupina, poput sinteze masnih kiselina i
poliketida, membranskih oligosaharida, molekula na povrSini stanice bitnih za medustanicnu
komunikaciju ili signalnih molekula. Aravind i sur. su pretrazuju¢i konzerviranu okolicu gena
za Bj Gly:CP-ligazu, uz gene za Bj CP i monooksigenazu/dehidrogenazu s Rossmannovim
tipom smatanja, povezali Gly:CP-ligazu s visoko konzerviranim jo$ neokarakteriziranim
proteinom, glikozidazom i drugim proteinima ukljuenima u biosintezu liposaharida.”® To
ukazuje da bi aa:CP-ligaze mogle imati ulogu u ligaciji aminokiselina na Secerne derivate na

povrsini stanica.

Nedavno je opisan genski klaster za biosintezu gvadinomina iz Streptomyces sp. KO1-
0509.” Gvadinomini su nedavno otkriveni spojevi za koje se pokazalo da imaju anti-

infektivna svojstva.”* Sekvencioniranjem klastera je nadeno da se medu dvadesetak proteina
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potrebnih u biosintezi gvadinomina nalazi i gen gdnB, homologan seril-tRNA-sintetazama.
Pretpostavlja se da u biosintetickom putu GdnB aktivira serin pomo¢u ATP-a te veZe na
GdnC, pri Gemu nastaje seril-ACP intermedijer.”> Detaljnije analize GdnB proteina i
usporedba s Bj Gly:CP ligazom 1 opisanom u ovoj disertaciji mogle bi biti smjernica prema

utvrdivanju funkcije aa:CP-ligaza.
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6 ZAKLJUCCI

Uspjesno je kristalizirana, te metodom difrakcije rendgenskih zraka na kristalu rijeSena
struktura Bj Gly:CP-ligaze 1 do razlu¢ivanja 2,15 A. Takoder su rijeSene strukture Bj Gly:CP-
ligaze 1 u kompleksu s ATP-om, te analogom glicil-adenilata u aktivnom mjestu. Usporedba
sa strukturom mMbSerRS pokazala je da su osim nedostatka tRNA-vezne domene, kataliticka
domena i aktivno mjesto Bj Gly:CP-ligaze 1 o€uvani. U aktivhom mjestu su identificirane
aminokiseline Bj Gly:CP-ligaze 1 (metionin-174 i alanin-281) koje bi mogle biti odgovorne
za diskriminaciju vezanja glicina od ostalih aminokiselina, ponajvise serina. Pokazano je da
se ATP veZe u ligazu u svijenoj konformaciji, na nacin svojstven aaRS razreda II. Amino
skupina glicina orijentirana je prema cinkovom ionu u aktivnom mjestu, pri ¢emu je analog
glicil-adenilata u ispruZenoj konformaciji, iz ¢ega se moze zakljuciti da je mehanizam
aktivacije glicina ATP-om ocuvan u skladu s aaRS razreda II. Najveca strukturna razlika
izmedu katalitickih domena Bj Gly:CP-ligaze 1 i mMbSerRS jest u podrucju ,,serinske omce*
koja kod mMbSerRS poprima definiranu konformaciju vezanjem serina. Kod Bj Gly:CP-
ligaze 1 ona je zamijenjena motivom omca-zavojnica, te je pokazano da on ne sudjeluje u
prepoznavanju i vezanju glicina. RijeSena je kristalna struktura kompleksa Bj Gly:CP-ligaze 1
i Bj CP do razlu¢ivanja 2,15 A koja je pokazala da se Bj CP veZe na Bj Gly:CP-ligazu 1
iskljuc¢ivo preko zavojnice motiva omca-zavojnica, te je ona nazvana CP-vezna zavojnica.
Strukture kompleksa s malim ligandima (ATP-om i1 analogom glicil-adenilata) pokazale su da
je njihov nacin vezanja isti kao i kod same Bj Gly:CP-ligaze 1. Namakanjem kristala
kompleksa u kristalizacijskoj otopini s glicinom i ATP-om, u jednom aktivhom mjestu je
naden konacni produkt reakcije, glicin kovalentno vezan na prosteticku skupinu Bj CP-a.
Pregledom navedenih struktura predloZen je uskladeni mehanizam potpomognut supstratom
drugog koraka reakcije prijenosa aktiviranog glicina na CP. Struktura hibridne Gly:CP-ligaze
u kompleksu s At CP rijeSena je do razlu¢ivanja 1,95 A te je pokazala da se At CP veZe na At
CP-veznu zavojnicu ligaze, ali na neoCekivano drugaciji nacin. Usporedba struktura dvaju
kompleksa pokazala je da su razlike u orijentaciji, obliku i nabijenosti C-terminalne regije

CP-zavojnica odgovorne za specifi¢nost aa:CP-ligaza prema odgovaraju¢em CP-u.
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8 PRILOZI

8.1 Popis rijesenih struktura

aa:CP-ligaza
aaRS
aa-tRNA
ACP
AHL-sintaza
AMP

AsnA

At Ala:CP-ligaza
At CP

ATP

BirA

Bj CP

Bj Gly:CP-ligaza 1

CDPS
CoA

Cp
Dcl/DItA
Dcp
EF-P
FAS
GlcN-Ins

aminokiselina:[protein-nosac]-ligaza
aminoacil-tRNA-sintetaza

aminoacil-tRNA

acil-protein-nosac

N-acilhomoserin-lakton-sintaza
adenozin-3'-monofosfat

asparagin-sintetaza A

alanin: [protein-nosac]-ligaza iz vrste Agrobacterium tumefaciens
protein-nosac iz vrste Agrobacterium tumefaciens
adenozin-5'-trifosfat

biotin-sintetaza/represor protein

protein-nosac iz vrste Bradyrhizobium japonicum
glicin: [protein-nosac]-ligaza 1 iz vrste Bradyrhizobium japonicum
ciklodipeptid-sintaza

koenzim A

protein-nosac, eng. carrier protein
D-alanil:[protein-nosac]-ligaza

D-alanil-protein-nosa¢

elongacijski faktor P

sintaza masnih kiselina, eng. fatty acid synthase
1-D-mio-inozitil-2-amido-2-deoksi-R-D-glukopiranozid

PDB kod protein ligandi razlucivanje / A R/ Riree
3ME2 AMP 2,15 0,186/0,246
3MEY ATP 2,50 0,181/0,231

————— Bj Gly:CP-li 1 ’ . ’
3MFI ) Gly:CP-ligaza GlyAMS 2.20 0,188/0,228
3PZC Koenzim A 2,20 0,167/0,223
4H2S AMP, Ppant 2,15 0,171/0,207
4H2U Bj Gly:CP-ligaza 1 ATP, Ppant 2,10 0,175/0,209
4H2T + GlyAMS, Ppant 2,44 0,178/0,217

] Bj CP Gly-Ppant, Ppant,
4H2V AMP 2,00 0,179/0,210
4H2W Hibridna Gly:CP- AMP, Ppant 1,95 0,172/0,196
4H2Y hgaza ATP, Ppant 2,10 0,176/0,210

+
4H2X At CP GlyAMS, Ppant 2,15 0,167/0,198
8.2 Popis kratica
aaAMP aminoacil-adenilat
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GIlyAMS
HisG
HisZ
HTH
IPTG
mMbSerRS
mMKkSerRS
mRNA
mSerRS
NRPS
PCP
PCR
PEG
PR-ATP
PRPP
PKS
Ppant
PP;
PPT-aza
rmsd
rRNA
SerRS
tRNA
tRNA™
YjeK

5'-O-(N-glicil-sulfamoil) adenozin
N-1-(5'-fosforibozil)-ATP-transferaza

paralog histidil-tRNA-sintetaze

zavojnica-okret-zavojnica, eng. helix-turn-helix
izopropil-p-tiogalaktozid

metanogena seril-tRNA-sintetaza iz vrste Methanosarcina barkeri
metanogena seril-tRNA-sintetaza iz vrste Methanopyrus kandleri
glasnicka ribonukleinska kiselina

metanogeni tip seril-tRNA-sintetaze

neribosomalna peptid-sintetaza

peptidil-protein-nosac

lanCana reakcija polimeraze, eng. polymerase chain reaction
polietilen-glikol

N'-5'-fosforibozil-ATP

5'-fosforibozil-a-1-pirofosfat

poliketid-sintaze

4-fosfopantetein

pirofosfat, P2074'

4'-fosfopanteteinil-transferaza

eng. root-mean-square-deviation

ribosomska ribonukleinska kiselina

seril-tRNA-sintetaza

transfer ribonukleinska kiselina

tRNA za odredenu aminokiselinu

paralog lizin 2,3-aminomutaze

Popis aminokiselina (aa)

Ala (A)
Arg (R)
Asn  (N)
Asp (D)
Cys (O
Gln Q)
Glu (E)
Gly (G
His (H)
Ile @

Leu (L)

alanin Met (M) metionin
arginin Phe (F) fenilalanin
asparagin Pro (P) prolin
asparaginska kiselina Pyl (O) pirolizin
cistein Sec (U) selenocistein
glutamin Ser (S) serin
glutaminska kiselina Thr (T) treonin
glicin Trp (W) triptofan
histidin Tyr (Y) tirozin
izoleucin Val (V) valin
leucin
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