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Strukturella och funktionella studier av fyra enzymer
involverade i cellvaggsbiosyntes hos
Mycobacterium tuberculosis

Joanna Kallgren

Sammanfattning

Mycobacterium tuberculosis ar en bakterie som orsakar sjukdomen tuberkulos, en av vérldens
mest spridda och dodliga infektionssjukdomar. | genomsnitt infekteras en person per sekund i
varlden. Cirka 10% av de drabbade utvecklar kliniska symptom och av dessa avlider mer &n
halften om de inte far behandling. Tuberkulos drabbar framst lungorna, men dven andra organ
kan fa allvarlig paverkan. Dagens komplicerade behandlingsmetoder ar ofta ineffektiva och
ger inte sallan svara biverkningar. Man soker darfor efter ett nytt antibiotikum som ger en
effektivare behandling med farre komplikationer.

Tuberkulosbakteriens cellvagg ar ovanligt ogenomtranglig och gor det svart for lakemedel att
ta sig in i bakterien. Genom att stoppa nagot av de enzymer (proteiner som paskyndar
biokemiska reaktioner) som &r delaktiga i cellvdggens uppbyggnad hoppas man kunna ta déd
pa bakterierna. Behandlingen maste emellertid vara specifikt inriktad pa tuberkulosbakterien
och far inte angripa manniskans egna celler.

Under hostterminen 2008 genomfordes en studie vid Uppsala universitet dér fyra enzymer
fran tuberkulosbakterien undersoktes i syfte att med strukturbaserad lakemedelsdesign ta fram
ett nytt antibiotikum mot tuberkulosbakterien. Genom att ta reda pa hur enzymernas
tredimensionella struktur ser ut och hur de fungerar kan man lattare tillverka
lakemedelsmolekyler som specifikt binder in till dessa och stoppar deras aktivitet.

For att uppna detta mal har de fyra undersdkta enzymerna tagits fram i 16slig och stabil form
genom att forst klona deras gener, sedan uttrycka dem i E. coli-celler och darefter rena fram
dem. Slutligen sattes kristalliseringsexperiment upp for de framrenade enzymerna for att
forsoka fa fram kristaller, vilka behdvs for att med hjalp av rontgenkristallografi bestamma
enzymernas tredimensionella strukturer.

Examensarbete 30 hp
Civilingenjorsprogrammet i molekylar bioteknik

Uppsala universitet, juni 2015






Forord

Denna rapport utgor ett examensarbete (30 hp) inom Civilingenjérsprogrammet i molekylar
bioteknik. Den aktuella studien genomférdes under handledning av teknologie doktor Lena
Henriksson och professor Torsten Unge vid Institutionen for cell- och molekylérbiologi
(ICM), avdelningen for strukturbiologi, Uppsala universitet, under héstterminen 2008. De
referenser som anvands i rapporten bygger pa litteratur som fanns tillganglig vid denna
tidpunkt. Studien utférdes inom RAPID-programmet (Rational Approaches to Pathogen
Inhibitor Discovery) som startade vid Uppsala universitet ar 2003 i samarbete med
AstraZeneca i Indien (AstraZeneca India Pvt. Ltd).
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1 Introduktion

1.1 Bakterien Mycobacterium tuberculosis och sjukdomen tuberkulos

Den patogena bakterien Mycobacterium tuberculosis (Mt) orsakar sjukdomen tuberkulos
(TB), som &r en av varldens mest spridda och dddliga infektionssjukdomar. Omkring en
tredjedel av vérldens befolkning, dvs. cirka 2 miljarder manniskor, ar infekterade av Mt och
infektionstakten uppskattas till en person per sekund i véarlden [WHO, 2008]. Cirka 10% av de
som har blivit infekterade av Mt kommer nagon gang under sin livstid att utveckla den aktiva
formen av TB och utan behandling avlider mer an hélften av dessa. Risken att insjukna i den
aktiva varianten av TB &r betydligt hogre, cirka 30%, for de som har ett nedsatt
immunforsvar, t.ex. de som redan &r infekterade med HIV, ar undernarda, har diabetes, &r
sprutnarkomaner, alkoholister eller anvander tobak. Varje ar insjuknar minst 9 miljoner
manniskor i aktiv TB och cirka 2 miljoner manniskor dor arligen i TB. Tredje véarlden, framst
sOdra Afrika och syddstra Asien, ar varst drabbad av sjukdomen och cirka 90% av dddsfallen
aterfinns dar. | Sverige &r antalet rapporterade fall av TB drygt 400 per ar. Globalt drabbar
sjukdomen framst barn och ungdomar. Férekomsten av TB 6kar aven i vissa Oststater.

Bakterien Mt, vilken ménniskans eget immunforsvar har svart att oskadliggora, angriper oftast
lungorna, men kan dven paverka andra organ som centrala nervsystemet, lymfsystemet,
blodomloppet, kénsorganen, skelettet, leder och huden. Endast de som har insjuknat i den
aktiva formen av TB har majlighet att sprida smittan vidare. De som bar pa en latent infektion
ar alltsa inte smittsamma. Smittspridning av lung-TB fran person till person sker framst
genom luften. Nar personer med lung-TB hostar, nyser, spottar eller pratar sprider de
bakterier i luften genom att slunga ut sma smittsamma droppar (0,5-5 um i diameter). Man
behdver bara andas in ett fatal av dessa bakterier for att bli smittad. Forst tre till fyra veckor
efter att en person har blivit smittad kan denna person i sin tur smitta andra. Sjukdomen
smittar normalt inte efter tva veckors behandling, under forutséttning att Mt-bakterierna inte
ar antibiotikaresistenta. Det finns, enligt tvillingstudier under 1940-talet [Kallman et al.,
1942], en viss arftlighet inblandad i mottagligheten for TB. Sjukdomen &r dessutom att
betrakta som en zoonos, dvs. den kan dverforas mellan ménniskor och djur. Vanliga symptom
pa aktiv lung-TB &r kronisk hosta med blodigt slem, brostsmartor, kraftloshet, blekhet,
aptitforlust, viktminskning, feber, frossa och nattliga svettningar [WHO, 2008].

Den grampositiva, stavformade, obligat aeroba Mt-bakterien vaxer mycket langsamt (delar sig
var 16:e-20:e timme), men ar langlivad och har aven formagan att kunna ligga latent (vilande)
inuti sin vardorganism. Den latenta infektionen kan sedan reaktiveras decennier efter den
initiala infektionen [Brennan et al., 1995; Flynn et al., 2001]. Hela bakteriens genom finns i
en cirkular kromosom som innehaller cirka 4 000 gener, vilka uttrycker proteiner som bl.a.
skoter bakteriens metabolism, respiration och som deltar i biosyntesen (uppbyggnaden) av
den unika cellvaggen [Cole et al., 1998; Barry et al., 2007].
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1.2 Dagens lakemedel mot tuberkulos och multiresistent tuberkulos

Existerande lakemedel (antibiotika) kan ofta bota TB, men behandlingen &r langvarig,
kostsam, ineffektiv och omsténdlig. Behandlingen kréver ett intag av en kombination av
lakemedel under minst 6 manader och kan ge upphov till manga allvarliga biverkningar
sasom leverskador, illamaende, yrsel, hallucinationer, depressioner, horselskador och
muskelsammandragningar [Addington, 1979]. Behandlingen é&r inte alltid lyckad och
resulterar ofta i patientaterfall. Att man inte foljer rekommenderad dosering av lakemedlet
eller att behandlingen inte varar tillréckligt lange har lett till uppkomsten av
lakemedelsresistent TB, vilken &r annu svarare att behandla. Som tidigare namnts forvarras
situationen ytterligare vid férekomst av HIV/AIDS, vilken &r en allvarlig riskfaktor for TB
[Corbett et al., 2003]. Det finns fem stycken forsta linjens lakemedel, dvs. lakemedel som
anvands i forsta hand, mot TB: isoniazid, rifampicin, pyrazinamid, ethambutol och
streptomycin (Figur 1). Dessa anti-TB-lakemedel har anvants i artionden och resistensen mot
dem ar utbredd. Antalet resistenta, multiresistenta (MDR-TB, dvs. resistenta mot minst tva av
forsta linjens lakemedel, isoniazid och rifampicin) och extremt resistenta (XDR-TB, dvs.
resistenta &ven mot andra linjens lakemedel) stammar av Mt 6kar [WHO, 2008]. Ovanstaende
fakta indikerar att det finns ett akut behov av att utveckla nya, mer effektiva ldkemedel mot
TB, vilka skulle kunna korta ner den nuvarande behandlingen och verka pa resistenta Mt-

bakterier och svarbehandlad TB.
Rifampin (1968)
Inhiberar RNA-
syntes X ]

Cellvaggssyntes

Isoniazid (1952)
Inhiberar cell- aia
viggssyntes ' Acyllipider

DNA-coiling, transkription
och translation

k]
Ethambutol (1961)

L =
Inhiberar cell-
vﬁggssynts.. 1 3
i
1

..........

Mycobacterium
tuberculosis

Pyrazinamide
{1952)

Exakt mal oként
Uppléser plasma-
membranet

Stdr energi-
metabolizmen

ATP-syntes

Figur 1. Forsta linjens lakemedel mot TB. Har visas fyra av de vanligaste lakemedlen (isoniazid, rifampicin,
pyrazinamid och ethambutol) som anvéands i kombination med varandra under flera manader vid behandling av
TB. [Bilden &r atergiven fran Wikimedia Commons, forfattare NIAID.]
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1.3 Strukturbaserad lakemedelsdesign

Proteiner & makromolekyler som deltar i alla processer i levande celler. En stor grupp av
proteinerna, enzymerna, dr ansvariga for att katalysera (paskynda) biokemiska reaktioner i
cellen, vilket gor denna grupp av molekyler till det mest anvandbara malet for lakemedel som
inhiberar (hammar) eller dédar en given organism. Proteiner ar dock mycket sma molekyler
(2-10 nm) och kan inte ses med blotta 6gat. Kraftfulla tekniker som rontgenkristallografi har
darfor utvecklats for att observera och analysera proteinstrukturer pa molekylniva. For att
forbereda rent protein fran en organism for rontgenkristallografiska studier tillampas olika
molekylara verktyg sasom kloning, uttryck, rening och kristallisering. Den slutliga
tredimensionella proteinstrukturen kan ge grundldggande kunskap om proteinets biologiska
funktion hos organismen och underlatta for strukturbaserad lakemedelsdesign av nya
lakemedel mot sjukdomen som organismen i fraga orsakar.

Med hjalp av strukturbaserad lakemedelsdesign kan man undersoka hur potentiella
lakemedelskandidater interagerar med nagot bakteriespecifikt protein och pa sa vis kan
framtagandet av nya, effektiva lakemedel underlattas. Genom att veta hur enzymet ser ut och
hur det rér sig samt hur kontaktytan mellan enzymet och dess substrat ser ut kan man specifikt
designa inhibitorer som binder in i substratets plats och pa sa satt ar det mojligt att forhindra
enzymets aktivitet och i de fall enzymet &r essentiellt for bakterien leder det till dess dod.

1.4 Bestamning av ett proteins tredimensionella struktur genom
rontgenkristallografi

Rontgenkristallografi &r idag den vanligaste och den enda metoden som helt sjalvstandigt,
dvs. utan hjalp av kompletterande tekniker, kan anvandas for att bestdmma ett proteins
tredimensionella struktur med hog upplésning. Med hjélp av genkloning kan man producera
stora mangder av ett visst protein, vilket behdvs for att kunna géra en rontgenkristallografisk
strukturbestamning. Déarefter behdver man framstalla kristaller innehallande ett
tredimensionellt repetitivt monster av proteinmolekylerna, vilket &r flaskhalsen vid
rontgenkristallografisk strukturbestamning. Om man har lyckats fa fram proteinkristaller ar
nasta steg att bestrala en kristall med intensiv rontgenstralning. Pa grund av det
tredimensionella regelbundet upprepade monstret av proteinmolekylerna i kristallen uppstar
da ett diffraktionsmaonster. Diffraktionspunkterna som registreras pa en skarm (detektor)
anger atomernas relativa positioner. For att bestamma strukturen hos molekylen som byggde
upp kristallen behdver man ocksa amplituden och fasen hos den elektromagnetiska vag som
gav upphov till diffraktionspunkterna. Den viktiga fasinformationen for den
elektromagnetiska vagen forloras tyvarr i diffraktionsmonstret. Nufortiden finns det dock
flera metoder som kan anvéndas for att l6sa detta fasproblem genom utifran punkternas
intensitet aterskapa den saknade fasinformationen. Informationen om den elektromagnetiska
vagens amplitud, vilken fas fran diffraktionspunkternas intensitet, och vagens aterskapade fas
kan med hjélp av datorprogram anvandas for att uppratta en elektrontathetskarta. Med hjalp
av denna karta kan sedan aminosyrorna i proteinet placeras in och en fullstandig
tredimensionell strukturmodell av proteinet kan byggas upp (Figur 2) [Drenth, 2007].
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Figur 2. Flodesschema for rontgenkristallografisk bestamning av proteinstrukturer. [Bilden &r atergiven
fran Wikimedia Commons, forfattare Thomas Splettstoesser.]

1.5 De fyra studerade enzymerna: MtlspD, MtlspE, MtlspH1 och MtPrsA

For att valja ut ett lampligt protein som malmolekyl for lakemedelskandidater att interagera
med kan man t.ex. studera essentiella metabola reaktionsvégar hos bakterien. | Mt-bakteriens
fall &r dess mycket komplexa cellvagg karakteristiskt. Denna mycket tjocka cellvagg,
bestaende av ett peptidoglykanlager och flera olika lager av ovanliga lipider, glykolipider och
kolhydrater (Figur 1), & mycket hydrofob och kan effektivt hindra manga potentiella
lakemedelskandidater fran att ta sig in i bakterien [Cole et al., 1998; Barry et al., 2007].
Saledes kan nagot av enzymerna som &r involverade i biosyntesen av cellvaggen vara ett
lampligt val av malprotein att forsoka inhibera.

Genom att rikta in sig pa essentiella enzymer fran Mt och bestamma deras tredimensionella
strukturer samt utveckla analyser for att kartldgga deras aktivitet kan man leta efter inhibitorer
mot dessa genom antingen high-throughput screening av stora bibliotek av kemiska
foreningar eller genom strukturbaserad lakemedelsdesign. Det forsta steget vid
strukturbaserad lakemedelsdesign &r att valja vilket malenzym man ska arbeta med. | den har
studien har fyra olika enzymer (MtlspD, MtlspE, MtlspH1 och MtPrsA), vilka bland annat
deltar i olika processer involverade i biosyntesen av cellvdggen hos Mt [TubercuList, 2008;
Wolucka, 2008], studerats.

1.5.1 MtlspD, MtlspE och MtlspH1

Isopentenyldifosfat (isopentenylpyrofosfat, IPP) och dimetylallyldifosfat
(dimetylallylpyrofosfat, DMAPP) ar utgangsmaterial for syntes av isoprenoider (terpenoider),
sasom steroider och karotenoider, vilka &r essentiella for alla levande organismer [Sacchettini
et al., 1997]. En del av isoprenoiderna hjélper till att syntetisera cellvdggen hos Mt [Crick
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et al., 2000]. IPP och DMAPP utgor &aven basen for biosyntesen av molekyler som anvénds i
sa vitt skilda processer som proteinprenylering (lipidmodifiering som underlattar for proteiner
att binda till membranlipider), underhall av cellmembranet, biosyntes av hormoner och N-
lankad glykosylering. Hos hogre eukaryoter (djur, svampar och i véxternas cytosol), arkéer
och en del bakterier bildas IPP fran utgangsmolekylen acetyl-koenzym A (acetyl-CoA)
genom mevalonatvégen (Figur 3A) [Boucher et al., 2000]. Icke-mevalonatvagen anvénds
daremot for att bilda IPP och DMAPP i véxternas kloroplaster, hos protister (sasom
protozoer, t.ex. malariaparasiten, och gronalger) och hos de flesta bakterier, inklusive
patogenen Mt. Har ar utgangsmolekylerna pyruvat och p-glyceraldehyd-3-fosfat (Figur 3B)
[Rohmer et al., 1993; Lichtenthaler, 1999; Rohmer, 1999]. Enzymerna i icke-mevalonatvagen
ar lampliga malproteiner for nya lakemedelskandidater eftersom denna reaktionsvag ar
essentiell for Mt och eftersom den saknar homologer hos manniskan. Avsaknaden av
manskliga homologer innebar att lakemedelsmolekylerna endast kan angripa bakteriens
enzymer, men &r ofarliga for motsvarande enzymer hos manniskans.
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B. Icke-mevalonatvagen
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Figur 3A. Mevalonatvagen vid biosyntes av isoprenoider. [Bilden ar atergiven fran Wikimedia Commons,
forfattare Jordi Picart.] B. Icke-mevalonatvagen vid biosyntes av isoprenoider. [Bilden ar atergiven fran
Wikimedia Commons, forfattare Yikrazuul.] For i figuren anvanda forkortningar se Férkortningar.

Enzymerna 2-c-metyl-D-erytritol-4-fosfat-cytidylyltransferas (IspD), och 4-(cytidin-5'-
difosfo)-2-c-metyl-D-erytritol-kinas (ISpE), vilka katalyserar det tredje respektive det fjarde
steget i icke-mevalonatvagen har visats vara essentiella foér Mt [Sassetti et al., 2001; 2003].
Data visades dock inte for enzymet 4-hydroxy-3-metyl-but-2-en-1-yl-difosfat-reduktas 1
(IspH1) hos Mt, vilket katalyserar det sjunde och sista steget i icke-mevalonatvagen dar IPP
och DMAPP bildas. Hela reaktionsvagen &r dock av stort intresse, varfor dven enzymet
MtlspH1 (Rv1110, EC 1.17.1.2) &r vart att studera.

IspD tillhér enzymklassen fosfotransferaser, dvs. det 6verfor fosforgrupper mellan donator
och acceptor. Detta enzym tillhor de fosfotransferaser som 6verfor fosforinnehallande
nukleotider, sa kallade nukleotidyltransferaser. Det &r i sitt nativa tillstand en homodimer
[Rohdich et al., 1999; Richard et al., 2001; Kemp et al., 2003], dar varje subenhet hos MtispD
(Rv3582c, EC 2.7.7.60) bestar av 231 aminosyror och har en molekylmassa pa 24,0 kDa.
Enzymet innehaller inga cysteinrester och saknar darmed disulfidbindningar.

IspE tillhor ocksa enzymklassen fosfotransferaser, mer specifikt de som 6verfor fosforgrupper
med en alkoholgrupp som acceptor. I nativt tillstand bildar IspE-proteinet en homodimer
[Miallau et al., 2003], dar varje subenhet hos MtIspE (Rv1011, EC 2.7.1.148) bestar av 306
aminosyror och har en molekylmassa pa 31,3 kDa. Varje subenhet har tre stycken
cysteinrester och det ar darmed mojligt att enzymet innehaller disulfidbindningar.
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IspH1 tillhdr enzymklassen oxidoreduktaser, dvs. det katalyserar oxidations- och
reduktionsreaktioner dar elektroner reagerar med CH- eller CH,-grupper med NAD eller
NADP som acceptor. Det ar ett jarn-svavelprotein som innehaller ett centralt [3Fe-4S] eller
[4Fe-4S]-kluster [Wolff et al., 2003]. Enzymet har fem stycken cysteinrester, vilket indikerar
att det kan innehalla disulfidbindningar. Det bestar hos Mt av 335 aminosyror och har en
molekylmassa pa 36,3 kDa.

1.5.2 MtPrsA

Enzymet fosforibosylpyrofosfatsyntetas (PrsA) tillhér enzymklassen fosfotransferaser och
katalyserar bildandet av fosforibosylpyrofosfat (PRPP) och adenosinmonofosfat (AMP) fran
substraten ribos-5-fosfat (R5P) och ATP. PRPP anvénds sedan i olika biosyntetiska
reaktionsvagar som t.ex. vid biosyntesen av puriner och pyrimidiner (kvévebaserna hos
nukleotider), aminosyrorna histidin och tryptofan och kofaktorerna NAD och NADP [Hove-
Jensen, 1988; 1989]. Enzymet behdver magnesiumjoner (Mg?*) som kofaktor for
enzymstabilitet och aktivitet. Magnesiumjonerna bildar ett komplex med ATP (Mg—ATP),
vilket agerar som enzymets egentliga substrat. Enzymet aktiveras av oorganiskt fosfat (PO4>")
och inhiberas av ADP [Willemoés och Hove-Jensen, 1997; Eriksen et al., 2000]. Dess
produkt PRPP &r en nyckelférening vid manga biosyntetiska reaktionsvagar, t.ex. vid
biosyntesen av cellvdggen hos Mt [Wolucka, 2008], och prsA-genen har visats vara essentiell
for Mt [Sassetti et al., 2003], vilket gér MtPrsA (Rv1017c, EC 2.7.6.1) till ett bra malprotein
for framtagandet av ett nytt lakemedel mot TB. PrsA-enzymet finns hos bakterier, vaxter och
djur och det finns tre isoformer av humant PrsA. PrsA-enzymet &r i sitt nativa tillstand
uppbyggt av homodimerer [Li et al., 2007], dar varje subenhet hos MtPrsA bestar av

326 aminosyror med en molekylmassa pa 35,5 kDa. Subenheten har fyra stycken cysteinrester
och kan alltsa innehalla disulfidbindningar.

1.6 Malsattning

Syftet med den hér studien var att undersoka strukturen och funktionen hos fyra
mykobakteriella enzymer som ett led i utvecklingen av nya lakemedel mot TB. For att uppna
detta mal maste dessa proteiner produceras i en 16slig, stabil och kristalliserbar form. Malet
var att producera enzymerna i denna form genom kloning, uttryck och rening av 16sligt
protein samt uppsattning av kristalliseringsexperiment for att erhalla diffrakterande kristaller.
Dessa skulle dérefter anvéandas for att ta fram tredimensionella molekylstrukturer av
proteinerna med hjélp av réntgenkristallografi. Det slutliga malet med forskningen &r att med
hjélp av strukturbaserad ldkemedelsdesign kunna utveckla nya inhibitorer som effektivt
binder till och hdmmar dessa enzymer och som férhoppningsvis ar skonsammare &n dagens
lakemedel (Figur 4).
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Figur 4. Flodesschema for strukturbaserad lakemedelsdesign. Informationen man far fram vid bestamningen
av den tredimensionella strukturen av ett visst malprotein kan anvandas for strukturbaserad lakemedelsdesign.

2 Material och metoder

DNA-sekvenser for samtliga primrar som anvandes i den hér studien aterfinns i Bilaga 1.
Standardprotokoll som inte beskrivs i metoddelen aterfinns i Bilaga 2.

2.1 Isolering och amplifiering av en gen

Det forsta steget fOr att kunna gora en rontgenkristallografisk strukturbestamning av ett
protein ar att producera stora mangder av det protein som ska bestammas. For att astadkomma
detta maste forst genen som kodar for proteinet av intresse isoleras och amplifieras. Detta
utfordes med hjélp av PCR (Polymerase Chain Reaction), dar genomet fran Mt-stammen
H37Rv [Cole et al., 1998] anvandes som templat. Speciellt designade primrar, dvs. sma
DNA-sekvenser komplementéra till de motsatta andarna till de tvda DNA-strangarna
innehallande genen i fraga, far fasta in och reaktionen startar. Sedan fortsatter ett enzym,
DNA-polymeras, att bygga upp DNA-strangarna komplementara till de ursprungliga
strangarna genom att successivt fasta nukleotider som finns narvarande i
reaktionsblandningen. Nar dessa DNA-strangar ar fardigbildade upprepas proceduren déar
varje dubbelstrangad DNA-bit blir mall for tva nya kopior.
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2.2 Kloning

For att klona de fyra studerade generna, MtispD, MtispE, MtispH1 och MtprsA, ligerades
respektive PCR-produkt in i expressionsvektorn pEXP5/CT TOPO® (Invitrogen).
Plasmidvektorn innehaller ett TOPO®-kloningsstélle, dar en Tag-polymerasamplifierad PCR-
produkt snabbt kan ligeras in, och en bakteriofag T7-promotor dit T7 RNA-polymeras kan
binda in for att transkribera genen [Studier et al., 1990]. Plasmidvektorn innehaller vidare en
ampicillinresistensgen for att kunna selektera for transformanter av bakterien Escherichia coli
(E. coli) som har tagit upp vektorn. Dessutom har vektorn ett ribosombindningsstélle néra
kloningsstéllet, vilket optimerar translationen av gentranskriptet. Plasmidvektorn
transformerades in i One Shot® TOP10 kemiskt kompetenta E. coli-celler (Invitrogen) med
hjélp av varmechock (42°C) i 30 sekunder. Positiva kloner selekterades fram genom tillvaxt
pa Luria-agarplattor (LA-plattor) innehallande ampicillin. Nagra kolonier plockades och
anvandes for att starta 6vernattskulturer. Plasmider isolerades sedan fran dessa cellkulturer
genom att anvanda QIAprep® Spin Miniprep Kit Protocol (Qiagen). Dessa verifierades
genom att utféra en analytisk PCR och sedan skicka PCR-produkten for DNA-sekvensering
(Uppsala Genome Center Sequencing Service, Rudbeck Laboratory).

2.3 Proteinexpression, l0slighet och stabilitet

Plasmidvektorn innehallande genen av intresse maste transformeras in i expressionsstammar
for att kunna producera protein. Den stam som anvéndes i den hér studien var One Shot®
BL21-Al™ kemiskt kompetenta E. coli-celler (Invitrogen). Dessa celler innehaller en kopia
av genen som kodar for T7 RNA-polymeras under kontroll av araBAD-promotorn, vilket
innebar att uttrycket fran genen av intresse regleras med hjalp av tillsats av L-arabinos till
bakteriekulturen. Uttrycksnivan &r saledes latt att variera. Det inducerbara uttrycket gor dessa
celler 1ampliga dven for uttryck av proteiner som &r giftiga for E. coli. Det &r viktigt att hitta
den optimala kombinationen av vektor och uttrycksstam eftersom proteinets 16slighet och
veckning paverkas av uttrycksnivan. Overuttryck av ett heterologt protein (protein uttryckt i
en vardorganism) resulterar ofta i att en del eller ibland allt protein aterfinns i ol6slig form.
Det kan bero pa att proteinet inte ar korrekt veckat.

2.4 Proteinrening

For att kunna fa fram proteinkristaller som lampar sig for kristallografiska studier maste
proteinet renas till homogenitet eller s nara homogenitet som majligt. De rekombinanta
proteinerna i den hér studien inneholl en Hisg-tag som utnyttjades vid det forsta reningssteget.
Vid detta steg renades proteinet med hjélp av metoden immobilized metal ion affinity
chromatography (IMAC) med Ni Sepharose 6 Fast Flow slurry (GE Healthcare) bestaende av
en gelmatris av agaros. Till denna gelmatris har liganden nitrilotriattiksyra (NTA) kopplats
genom en kovalent bindning. Denna ligand har i sin tur laddats med nickeljoner (Ni**). Hisg-
tagen, vilken sitter pa proteinet som ska renas fram, har hog affinitet for nickeljonerna i
kolonnen och interagerar med dessa sa att proteinet darmed blir immobiliserat. De proteiner
som inte har hog affinitet for nickeljonerna kommer inte att immobiliseras och kan tvéttas
bort. Proteinet av intresse kan sedan elueras ut ur kolonnen genom att tillsatta imidazol, vilken
tavlar med histidinresterna om att interagera med metalljonerna.
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Bufferten byttes darefter pa en PD-10 Desalting Column (GE Healthcare) till en
gelfiltreringsbuffert och for det slutliga reningssteget anvandes gelfiltrering pa antingen en
HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg-kolonn eller en HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200 pg-
kolonn (GE Healthcare) for att med hjélp av storleksseparation rena proteinet ytterligare.
Matrisen bestar av dextran som r kovalent bundet till tvarbundna agaroskulor. Kanalerna i
gelkulorna har olika vidd och de mindre molekylerna kan tranga in i de smala, slingrande
kanalerna och far pa sa satt en langre vdg att vandra genom kolonnen &n de storre
molekylerna som tar genvégen forbi gelkornen. De storsta molekylerna kommer alltsa att
eluera ut forst ur kolonnen och de minsta molekylerna som passerar genom flest kanaler och
far langst vag kommer att eluera ut sist. Darmed uppnas en separation med avseende pa
molekylstorlek. Proteinprovet koncentreras fore och efter gelfiltreringen med hjélp av
Vivaspin® 6 Centrifugal Concentrators (Vivascience) med en molecular weight cut-off
(MWCO) pa 5 eller 10 kDa beroende pa enzymets storlek. Sedan beraknas
proteinkoncentrationen genom att méata absorbansen hos proteinlésningen vid vaglangden
280 nm. Reningen analyseras med hjélp av natriumdodecylsulfat-
polyakrylamidgelelektrofores (SDS-PAGE; PhastSystem™, GE Healthcare).

2.5 Kristallisering

Ett protein kan kristallisera forst nar det har uppnatt 6vermattnad, vilket ar ett termodynamiskt
ostabilt tillstand. Detta tillstand kan t.ex. uppnas genom att anvanda angdiffusionsmetoden
antingen med héngande eller sittande droppar (Figur 5). Vid ”héngande droppe”-metoden
anvands en forseglad kammare i vars botten det finns en reservoar med precipitantlésning
innehallande dmnen som far proteinet att langsamt falla ut och som framjar kristallbildning.
Dessa amnen brukar ofta besta av olika salter eller polyetylenglykol. Lésningen innehaller
aven en buffert for att kontrollera pH-vardet och andra &mnen som skapar en miljo som
proteinet trivs i, t.ex. amnen som proteinet binder till pa ett specifikt satt och som darmed
stabiliserar det. Proteinet av intresse halls i en droppe med lika stor volym proteinldsning som
precipitantlosning pa insidan av ett plastlock som héanger 6ver reservoaren med
precipitantlésningen i botten.

Om proteinlGsningen har en lag ytspanning, dvs. tenderar att sprida ut sig, ar istallet "sittande
droppe”-metoden att féredra. Vid denna metod sitter droppen innehallande blandningen av
protein- och precipitantldsning pa en piedestal som star i reservoarlésningen. Eftersom
precipitantldsningens koncentration &r lagre i droppen &n i bottenlésningen kommer
vattenmolekyler att borja diffundera fran droppen till botten for att precipitantlosningens
koncentration ska 6ka i droppen och minska i bottenldsningen tills de blir lika htga och
jamvikt har uppnatts. Vilket gor att proteinet blir allt mer koncentrerat i droppen. Nér
systemet stravar efter att uppna jamvikt blir droppen successivt mindre och proteinet blir da
allmer koncentrerat i droppen tills I6sningen blir 6vermattad. Vid 6évermattnad kan flera olika
saker ske. | de flesta fall bildar inte proteinet kristaller vid 6vermattnad utan forblir antingen i
ett Overmattat tillstand eller bildar en oloslig utfallning. | vissa séllsynta fall om forhallandena
ar precis de rétta kan dock en nukleation ske. Nar identiska kopior av proteinmolekylerna
skapar kontakt med varandra bildas en tredimensionellt upprepad kristallstruktur. Sa lange
proteinkoncentrationen &r tillrdckligt hog i droppen kan kristallerna fortsatta att véxa till sig
aven efter att systemet har uppnatt jamvikt. De bildade kristallerna, nagra 100 um stora, fiskas
sedan upp ur sin droppe och fryses ner i flytande kvave.
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Figur 5. Proteinkristallisering genom angdiffusionsmetoden med hangande respektive sittande droppar.

2.6 Rontgenkristallografi (datainsamling och databearbetning)

De i flytande kvave nedfrysta proteinkristallerna transporteras till en synkrotron, i denna
studie anvandes MAX-lab i Lund, for att bestralas med intensiv rontgenstralning.
Diffraktionsmdnstret som uppstar registreras och bearbetas med hjalp av ett datorprogram for
att aterskapa proteinets tredimensionella struktur.

2.7 MtlspD (Rv3582c)

2.7.1 Konstrukt: MtlspDypis och MtlspDypisng

Tva olika konstrukt av MtlspD gjordes baserat pa sekvensjamforelser i ClustalW (Bilaga 3):
MtlIspDnpis 0ch MtlspDypisng. Det forsta MtlspD-konstruktet, MtIspDypis, inneholl en N-
terminal affinitetstag, Hise-tag, bestaende av sex stycken histidinrester for att senare
underlétta framreningen av proteinet. Det andra MtlspD-konstruktet, MtISpDnnisng, inneholl
forutom den N-terminala affinitetstagen daven en N-terminal trunkering av fyra aminosyror.

2.7.2 Fran kloning till testexpression av MtIspDg_

DNA-sekvensen (696 bp) som kodar for MtlspDg_ (Rv3582c, 231 aa, MW 24,0 kDa, pl 4,5)
amplifierades med hjalp av PCR med Mt-stammen H37Rv som templat [Cole et al., 1998],
primrarna IspD_f_FL (forward) och IspD_r_FL (reverse) (Bilaga 1) samt PfuUltra DNA-
polymeras (Stratagene). PCR-produkten MtispDg, renades fram genom att anvanda preparativ
1% agarosgelelektrofores och skéra ut bandet motsvarande den ~700 bp stora MtispD-genen.

pPEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit (Invitrogen) anvandes for att ligera in PCR-produkten
MtispDgy i expressionsvektorn pEXP5/CT TOPO® (Invitrogen). Kloning utférdes genom att
transformera in (varmechock 42°C, 30 sekunder) vektorn i One Shot® TOP10 kemiskt
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kompetenta E. coli-celler (Invitrogen). Positiva kloner selekterades fram genom tillvéxt pa
LA-plattor innehallande 50 pg/ml ampicillin. Sex kolonier plockades och anvéndes for att
starta Overnattskulturer. QlAprep® Spin Miniprep Kit Protocol (Qiagen) anvandes for att
isolera plasmider fran dessa, vilka sedan forvarades vid -20°C. En analytisk PCR med de
isolerade plasmiderna som templat utférdes genom att anvéanda Taq DNA-polymeras (Roche),
T7-forwardprimern fran pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit och MtlspD_r_FL som
reverseprimer. Plasmider fran klon 1 och 2, vilka efter analys med 1% agarosgelelektrofores
sag ut att ha ratt insertstorlek (~700 bp), skickades for DNA-sekvensering (Uppsala Genome
Center Sequencing Service, Rudbeck Laboratory).

Plasmider av klon 1 och 2 av MtispDg transformerades in i One Shot® BL21-Al™ kemiskt
kompetenta E. coli-celler (Invitrogen) for testexpression. Cellerna inducerades med 2 mg/ml
L-arabinos och tillats vaxa vid 37°C i 3,5 h. Darefter skordades de och analyserades med hjalp
av SDS-PAGE (PhastSystem™, GE Healthcare).

2.7.3 Kloning av MtlspDypis och MtlspDynisna

Tva PCR-reaktioner med PfuUltra DNA-polymeras utférdes. For att skapa konstruktet
MtlspDnnis anvandes plasmider fran MtispDg, klon 1 som templat och samma reverseprimer,
IspD_r_FL, medan forwardprimern byttes ut mot IspD_fHis_FL. For att skapa konstruktet
MtlspDy4 anvandes ocksa plasmider fran MtispDg, klon 1 som templat och samma
reverseprimer, IspD_r_FL medan forwardprimern byttes ut mot IspD_f _-4. PCR-produkterna
MtispDnpis och MtispDy4 renades fram genom att anvéanda preparativ 1%
agarosgelelektrofores och skéra ut banden motsvarande de ~700 bp stora MtispD-konstrukten.
Ytterligare en PCR-reaktion med PfuUltra DNA-polymeras utférdes. For att skapa
konstruktet MtIspDnrisna anvandes det fran agarosgelen utskurna bandet av MtispDyg Som
templat, IspD_fHis_-4 som forwardprimer och IspD_r_FL som reverseprimer. PCR-
produkten MtispDynisng renades fram genom att anvanda preparativ 1% agarosgelelektrofores
och skéara ut bandet motsvarande det ~700 bp stora MtispD nnisna-konstruktet.

Végen fran ligering till analytisk PCR genomfordes pa samma séatt for konstrukten MtispDyis
och MtispDnnisna SOm for MtispDg,. Vid den analytiska PCR-reaktionen anvandes Taq DNA-
polymeras, T7-forwardprimern fran pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit och IspD_r_FL
som reverseprimer. Plasmider fran klon 5 av konstruktet MtispDypis och fran klon 1 av
konstruktet MtispDnnisng SKickades for DNA-sekvensering efter analys med 1%
agarosgelelektrofores.

2.7.4 Testexpression och rening av MtlspDypis och MtISpDnpisng

Plasmider fran klon 5 av konstruktet MtispDywis respektive fran klon 1 av konstruktet
MtispDnnisna transformerades in i One Shot® BL21-Al1™ kemiskt kompetenta E. coli-celler
for testexpression. Cellkulturerna odlades i 50 ml lysogeny broth (LB)-medium med 50 pg/ml
ampicillin vid 37°C tills absorbansen hos cellkulturen vid vaglangden 600 nm, ODggo, var 0,9.
Cellkulturerna inducerades med 2 mg/ml L-arabinos och tillats vaxa vid 37°C i 4 h. Déarefter
skordades cellerna och forvarades vid -20°C.

For att rena respektive protein behandlades upptinade celler med lyseringsbuffert (50 mM
NaH,PO, pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 mM imidazol; 10% glycerol; 0,5% Triton X-100-
16sning), 0,02 mg/ml DNas I, 0,01 mg/ml RNas A, 1 mg/ml lysozym och 1 mM PMSF
(proteasinhibitor). Cellerna lyserades med en French press/Constant Cell Disrupter Systems
(Constant Systems Limited) vid 2 kbar. Cellysaten innehallande 16sligt MtIspDywis respektive
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MtlIspDnwisna renades med hjélp av IMAC genom att inkuberas vid 4°C i 30 min med Ni
Sepharose 6 Fast Flow slurry (GE Healthcare), vilken forst hade ekvilibrerats med minst

5 kolonnvolymer lyseringsbuffert. Matrisen tvattades med 20 kolonnvolymer tvéttbuffert
(50 mM NaH,PO,4 pH 8,0; 300 mM NaCl; 20 mM imidazol) och respektive protein eluerades
sedan med 5 kolonnvolymer elueringsbuffert (50 mM NaH,PO, pH 8,0; 300 mM NacCl;

250 mM imidazol). Cellprover fore och efter induktion samt efter lysering och rening
analyserades med hjalp av SDS-PAGE.

2.7.5 Storskalig proteinexpression och rening av MtIspDypis

Plasmider fran klon 5 av konstruktet MtispDynis transformerades in i One Shot® BL21-Al™
kemiskt kompetenta E. coli-celler for storskalig proteinexpression. Tva uppsattningar
cellkulturer odlades i 1 L LB-medium med 50 pg/ml ampicillin vid rumstemperatur tills
ODgoo ~ 0,6-0,7. Saledes efter nastan 3 h inducerades den ena cellkulturen (1 L) med

0,02 mg/ml och den andra (1 L) med 0,2 mg/ml L-arabinos och tillats véxa vid 37°C i 3 h.
Dérefter skrdades cellerna och foérvarades vid -20°C.

For att rena proteinet behandlades upptinade celler fran bada 1L-kulturerna med
lyseringsbuffert, 0,02 mg/ml DNas I, 0,01 mg/ml RNas A, 1 mg/ml lysozym och 1 mM
PMSF. Cellerna lyserades vid 2 kbar. Cellysaten innehallande 16sligt MtlspDypis renades med
hjalp av IMAC. Bufferten byttes dérefter pa en PD-10 Desalting Column (GE Healthcare) till
en gelfiltreringsbuffert innehallande 100 mM HEPES, 200 mM Na,S0O4-10 H,O och 10 mM
NDSB-195, pH 7,4. Cellprover fore och efter induktion samt efter lysering, IMAC-rening och
buffertbyte analyserades med hjélp av SDS-PAGE.

Proteinet MtIspDnwis (Mmotsvarande 0,5 L cellkultur) renades vidare med hjalp av gelfiltrering
pa en HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg-kolonn (GE Healthcare) med samma
gelfiltreringsbuffert. Inget protein kunde detekteras.

Protein (motsvarande 1,07 L cellkultur) filtererades och bufferten byttes pa en PD-10
Desalting Column till en buffertlosning innehallande 100 mM HEPES och 300 mM
NaH,PO4-H,0, pH 7,4. MtlspDywis-proteinets koncentration uppmattes till 1,67 mg/ml,
baserat pa att extinktionskoefficienten vid 280 nm for MtlspDywis Uppmatt i vatten ar
0,239 Mt em™,

2.8 MtlspE (Rv1011)

2.8.1 Konstrukt: MtlSpENHiS, MtlSpENHisN4, MtlSpEchHis och MtlSpEN4c3CHis

Fyra olika konstrukt av MtIspE gjordes baserat pa sekvensjamforelser i ClustalW (Bilaga 3):
MtISPENHis, MUISPENHisng, MEISPEcschis 0ch MtISpEnscschis. Det forsta MtlspE-konstruktet,
MtlIspEnnis, innehdll en N-terminal Hisg-tag. Det andra MtlspE-konstruktet, MtISpEnwisna,
innehdll forutom en N-terminal Hisg-tag &ven en N-terminal trunkering av fyra aminosyror.
Det tredje MtlspE-konstruktet, MtISpEcschis, innehdll en C-terminal trunkering av tre
aminosyror och en C-terminal Hisg-tag. Det fjarde MtlspE-konstruktet, MtISpEnacschis,
innehdll en N-terminal trunkering av fyra aminosyror samt i évrigt samma C-terminala
trunkering av tre aminosyror och samma C-terminala Hisg-tag som det tredje MtIspE-
konstruktet.
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2.8.2 Fran kloning till testexpression av MtIspEg_

DNA-sekvensen (921 bp) som kodar for MtispE (Rv1011, 306 aa, MW 31,3 kDa, pl 4,5)
amplifierades med hjalp av PCR med Mt-stammen H37Rv som templat [Cole et al., 1998],
primrarna IspE_f_FL (forward) och IspE_r_FL (reverse) (Bilaga 1) samt PfuUltra DNA-
polymeras. PCR-produkten MtispEr. renades fram genom att anvanda preparativ 1%
agarosgelelektrofores och skara ut bandet motsvarande den ~900 bp stora MtispE-genen.

Efter ligering, transformering och isolering av plasmider utfordes en analytisk PCR med Taq
DNA-polymeras, T7-forwardprimern fran pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit och
ISpE_r_FL som reverseprimer. Plasmider fran klon 3 av MtispEr, skickades for DNA-
sekvensering efter analys med 1% agarosgelelektrofores. En testexpression genomférdes med
dessa plasmider.

2.8.3 Kloning av MtlSpENHiS, MtlSpENHis[\m, MtlSpEchHis och MtlSpEN4c3CHis
Ett flertal PCR-reaktioner utfordes for att ta fram de olika MtIspE-konstrukten (se Tabell 1).

Tabell 1. Templat och primrar for framtagandet av MtlspE-proteinkonstrukten med hjalp av PCR.

Proteinkonstrukt Templat Forwardprimer Reverseprimer
MtISpEnmis MtispEg. klon 3 IspE_fHis_FL IspE_r FL
MtISpEna MtispEg. klon 3 IspE_f -4 IspE_r FL
MtlIspEcs MtispEg. klon 3 IspE_f FL IspE_r -3
MtISpEnacs MtispEg_ klon 3 IspE_f -4 ISpE_r_-3
MtISPENHisng MtiSpEna IspE_fHis_-4 IspE_r_FL
MtIspEcschis MtispEcs IspE_f FL ISpE_rHis -3
MtlSpEN4c3CHiS MtiSpEN4c3 |SpE_f_-4 IspE_rHis_-3

Efter ligering och transformering plockades sex kolonier fran respektive konstrukt och
anvandes for att starta Overnattskulturer. En analytisk PCR utférdes med de isolerade
plasmiderna tillsammans med Tag DNA-polymeras, T7-forwardprimern fran pEXP5-
CT/TOPO® TA Expression Kit och IspE_r_FL som reverseprimer for konstrukten MtispEynis
och MtispEnnisna Samt ISpE_rHis_-3 som reverseprimer for konstrukten MtispEcscuis 0ch
MtispEnacachis. Efter analys med 1% agarosgelektrofores skickades plasmider fran kloner av
respektive MtispE-konstrukt for DNA-sekvensering.

2.8.4 Testexpression och rening av MtIspEnnisng, MtISPEcschis 0ch MtISpEnacschis

Testexpression (50 ml) och rening med hjélp av IMAC genomférdes, som tidigare beskrivet,
av MtispEnpisna (kKlon 1), MtispEcscris (Klon 6) och MtispEnacacris (klon 3).

2.9 MtIspH1 (Rv1110)

2.9.1 Konstrukt: MtlspH1nuisc1o

Ett konstrukt av MtlspH1 gjordes baserat pa en sekundarstrukturprediktion i Jpred (Bilaga 3):
MtIspH1nuiscio.- Det innehdll en N-terminal Hisg-tag och en C-terminal trunkering av tio
aminosyror samt mutationerna Lys209Arg och Cys308Ser.
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2.9.2 Kloning av MtlspH1nuisc1o

DNA-sekvensen (1008 bp) som kodar fér MtlspH1 (Rv1110, 335 aa, MW 36,3 kDa, pl 5,0)
med en C-terminal trunkering av 10 aminosyror amplifierades med hjalp av PCR. Vid PCR-
reaktionen anvandes ett tidigare konstrukt bestaende av fullangdsgenen MtlspH1r med
mutationerna Lys209Arg och Cys308Ser som templat, primrarna IspH1_f FL (forward) och
IspH1_r_-10 (reverse) (Bilaga 1) samt PfuUltra DNA-polymeras. PCR-produkten MtispH1c10
renades fram genom att anvanda preparativ 1% agarosgelelektrofores och skéra ut bandet
motsvarande den ~1 kb stora MtispH1-genen. Ytterligare en PCR-reaktion med PfuUltra
DNA-polymeras utférdes. For att skapa konstruktet MtlspH1nnisc1o anvandes det fran
agarosgelen utskurna bandet med MtispH1c10 Som templat, IspH1_fHis_FL som
forwardprimer och samma reverseprimer, IspH_r_-10. PCR-produkten MtispH1yuisc1o
renades fram genom att anvanda preparativ 1% agarosgelelektrofores.

Efter ligering och transformering plockades sex kolonier och anvandes for att starta
Overnattskulturer. En analytisk PCR utfordes med de isolerade plasmiderna tillsammans med
Taq DNA-polymeras, T7-forwardprimern fran pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit och
IspH1_r_-10 som reverseprimer. Efter analys med 1% agarosgelelektrofores skickades klon 2
och 5 for DNA-sekvensering.

2.9.3 Testexpression av MtIspH1yniscio
Ligering och testexpression utfordes av MtispH1yuiscio klon 2.

2.9.4 Storskalig proteinexpression och rening av MtlspH1ynisc1o

Cellkulturer med One Shot® BL21-Al™ kemiskt kompetenta E. coli-celler transformerade
med plasmider fran klon 2 av MtispH1yniscio odlades i 2 x 1 L M9 (minimalt saltmedium)
med 50 pg/ml ampicillin vid 37°C tills ODgg ~ 0,6-0,7. Dérefter tillsattes 100 ul av 0,2 M
Fe?*/Fe®* och efter ytterligare 15 min inducerades cellkulturerna med 2 mg/ml L-arabinos och
tillats vaxa vid 37°C i 3,5 h. Cellerna skérdades och forvarades vid -20°C.

MtlspH1nniscio renades med hjalp av IMAC pa samma sétt som tidigare beskrivits. Cellprover
fore och efter induktion samt efter lysering och rening analyserades med hjalp av SDS-PAGE.

Det framrenade proteinet hade en gulbrun farg som indikerade att Fe** var bundet. Fargen
forsvann dock dagen efter, vilket indikerade att Fe®* antingen hade blivit reducerat till Fe**
eller hade lossnat fran MtlspH1npisci0 mojligen pa grund av imidazolen i elueringsbufferten.
Pa grund av detta och att mangden av det renade proteinet var sa lagt gjordes den storskaliga
proteinexpressionen om i storre format med ett snabbt buffertbyte efter IMAC-reningen for att
forsoka bibehalla den gulbruna fargen hos den aktiva formen av proteinlésningen.

Cellkulturer (5 x 1 L) i M9 (minimalt saltmedium) med 50 pg/ml ampicillin odlades vid 37°C
tills ODggo ~ 0,6-0,7. Dérefter tillsattes 100 pl av 0,2 M Fe**/Fe** och efter ytterligare 15 min
inducerades cellkulturerna med 2 mg/ml L-arabinos och tillats véxa vid 37°C i 3 h. Cellerna
skordades och forvarades vid -20°C.

Efter IMAC-rening byttes bufferten pa en PD-10 Desalting Column till en
gelfiltreringsbuffert innehallande 20 mM HEPES och 100 mM NaCl, pH 6,5. Proteinprovet
koncentrerades fran 16 ml till 4 ml med hjalp av Vivaspin® 6 Centrifugal Concentrators
(MWCO 5 kDa; Vivascience).
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Proteinet renades vidare med hjalp av gelfiltrering pa en HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200
pg-kolonn (GE Healthcare) med samma gelfiltreringsbuffert. Cellprover fore och efter
induktion samt efter lysering och rening med IMAC och gelfiltrering analyserades med hjélp
av SDS-PAGE. Elueringsfraktioner (nr 43-48) innehallande MtIspH1npisc10 poolades till en
totalvolym p& ~11 ml. Losningen hade en gulbrunaktig frg, vilket indikerade att Fe**
fortfarande var bundet till proteinet. Proteinets koncentration uppméttes till 0,78 mg/ml,
baserat pa att extinktionskoefficienten vid 280 nm for MtlspH1nnisc1o Uppmatt i vatten ar
0,67 M™ cm™. Proteinet koncentrerades sedan till 13,6 mg/ml i en volym av 0,55 ml.
Proteinldsningen forvarades vid -180°C efter snabbfrysning i flytande kvéve.

2.9.5 Kristalliseringsexperiment av MtlspH1nniscio

Kristalliseringsexperiment av MtIspH1nnisc10 Sattes upp genom att anvanda
angdiffusionsmetoden vid rumstemperatur. De 1,4 pl respektive 0,8 pl stora sittande
dropparna innehdll 0,7 pl proteinlosning (13,6 mg/ml MtlspH1nniscio 1 gelfiltreringsbufferten)
och 0,7 pl reservoarldsning respektive 0,4 ul proteinlésning och 0,4 pl reservoarldsning.
Aven kokristalliseringsforsok av MtlspH1nnisc10 med liganden B-NADPH (10 mM) sattes upp
(Tabell 2).

Tabell 2. Uppsatta kristalliseringsexperiment av proteinet MtlspH1ynisc1o-

Screen MtlspH1nuiscio (Mg/ml) Ligand (10 mM)
Crystal Screen 1 & 2 5,0 -

Crystal Screen 1 & 2 50 B-NADPH
JCSG+ 3,0 B-NADPH
JCSG+ 5,0 -

JCSG+ 5,0 B-NADPH
JSCG+ 13,6 B-NADPH
PACT 3,0 B-NADPH
PACT 5,0 -

PACT 50 B-NADPH
PACT 13,6 B-NADPH
PEG/lon Screen 3,0 B-NADPH
PEG/lon Screen 5,0 -
PEG/lon Screen 5,0 B-NADPH

2.10 MtPrsA (Rv1017c)

2.10.1 Konstrukt: MtPrsAnnis

Ett konstrukt av MtPrsA gjordes baserat pa sekvensjamfarelser i ClustalW (Bilaga 3):
MtPrsAnuis. Den bestod av fullangdsproteinet med en N-terminal Hisg-tag.

2.10.2 Kloning av MtPrsAg_ och MtPrsAnuis

DNA-sekvensen (981 bp) som kodar for MtPrsA (Rv1017c, 326 aa, MW 35,5 kDa, pl 6,5)
amplifierades med hjalp av PCR med Mt-stammen H37Rv som templat [Cole et al., 1998],
primrarna PrsA_f _FL (forward) och PrsA_r_FL (reverse) (Bilaga 1) samt PfuUltra DNA-
polymeras. PCR-produkten MtprsAg. renades fram genom att anvénda preparativ 1%
agarosgelelektrofores och skara ut bandet motsvarande den ~1 kb stora MtprsA-genen.
Ytterligare en PCR-reaktion utfordes. For att skapa konstruktet MtPrsAnnis anvandes det fran
agarosgelen utskurna bandet av MtprsAg. som templat, PrsA_fHis_FL som forwardprimer
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och samma reverseprimer, PrsA_r_FL. PCR-produkten MtprsAnuis renades fram genom att
anvanda preparativ 1% agarosgelelektrofores och skara ut bandet motsvarande det ~1 kb stora
MtprsA-konstruktet.

Efter ligering och transformering plockades sex kolonier och anvandes for att starta
overnattskulturer. En analytisk PCR utfordes med de isolerade plasmiderna tillsammans med
Taq DNA-polymeras, T7-forwardprimern fran pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit och
PrsA_r_FL som reverseprimer. Efter analys med 1% agarosgelelektrofores skickades klon 4
for DNA-sekvensering.

2.10.3 Testexpression av MtPrsAnmis

Testexpression utfordes av MtprsAnuis klon 4 och de isolerade plasmiderna analyserades med
hjéalp av SDS-PAGE.

2.10.4 Storskalig proteinexpression och rening av MtPrsAnnis

En cellkultur med One Shot® BL21-Al™ kemiskt kompetenta E. coli-celler, transformerade
med plasmider fran klon 4 av MtprsAnuis, odlades i 1 L LB-medium med 50 pg/ml ampicillin
vid 37°C tills ODggo ~ 0,6-0,7. Cellkulturen inducerades med 2 mg/ml L-arabinos och till&ts
vaxa vid rumstemperatur i 3,5 h. Sedan skdrdades cellerna och forvarades vid -20°C.
Cellprover fore och efter induktion analyserades med hjalp av SDS-PAGE.

Aven cellprover efter lysering och rening med IMAC analyserades med SDS-PAGE, vilken
visade att proteinet MtPrsAnpis (35,5 kDa) var alldeles for hogt uttryckt sa att mycket lite av
proteinet var 16sligt. Pa grund av hogt uttryck, men liten mangd 16sligt protein gjordes den
storskaliga proteinexpressionen om med mindre mangd L-arabinos och kortare inkubationstid.

Cellkulturer (5 x 1 L) i LB-medium med 50 pg/ml ampicillin odlades vid 37°C tills
ODggo ~ 0,6-0,7. Cellkulturerna inducerades med 0,2 mg/ml L-arabinos och tillats vaxa vid
rumstemperatur i 3 h. Sedan skordades cellerna och forvarades vid -20°C.

Efter IMAC-rening byttes bufferten pa en PD-10 Desalting Column till en
gelfiltreringsbuffert innehallande 20 mM HEPES och 100 mM NaCl, pH 7,5. Cellprover fore
och efter induktion samt efter lysering, IMAC-rening och buffertbyte analyserades med hjélp
av SDS-PAGE. Proteinprovet koncentrerades fran 9 ml till 4 ml. Proteinets koncentration
uppmattes till 3,6 mg/ml, baserat pa att extinktionskoefficienten vid 280 nm for MtPrsAnmis
uppmaétt i vatten &r 0,625 M™ cm™.

Proteinet renades vidare med hjalp av gelfiltrering pa en HiLoad™ 16/600 Superdex™
200 pg-kolonn med samma gelfiltreringsbuffert. Spektrogrammet visade ingen topp som
kunde motsvara MtPrsA-proteinet (35,5 kDa). Superdex™ 200 pg-kolonnen kérdes darfor
baklanges med en urealGsning och proteinet, som hade precipiterat och fastnat pa filtret i
kolonnen, eluerades ut.

En ny storskalig expression genomfordes (6 L). Som ett initialt test renades protein
motsvarande 2 L cellkultur. For att testa nya gelfiltreringsbuffertar anvandes 2 x 0,25 ml av
IMAC-eluatet for att byta bufferten med hjélp av tva stycken PD-10 Desalting Columns till
gelfiltreringsbuffert 2 innehallande 100 mM HEPES, 200 mM Na»S04-10 H,0 och 10 mM
NDSB-195, pH 8,0 respektive gelfiltreringsbuffert 3 innehallande 100 mM HEPES, 200 mM
NaH;PO4-H,0 och 10 mM NDSB-195, pH 8,0. Cellprover fore och efter induktion samt efter
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lysering, IMAC-rening och buffertbyte analyserades med hjalp av SDS-PAGE, vilken visade
att MtPrsAnnis-proteinet var val uttryckt, 16sligt i bada gelfiltreringsbuffertarna och ganska
rent. Bufferten byttes pa resten av IMAC-eluatet (0,25 + 0,25 ml) med hjélp av tva stycken
PD-10 Desalting Columns till gelfiltreringsbuffert 2 respektive 3. Proteinprover efter
buffertbytena analyserades med hjélp av SDS-PAGE, vilken visade att MtPrsAnuis-proteinet
fortfarande var l6sligt i bada gelfiltreringsbuffertarna och att proteinet var rent. Respektive
proteinprov koncentrerades fran 7 ml till 4 ml. Proteinets koncentration uppmattes till

0,52 mg/ml i gelfiltreringsbuffert 2 och 0,49 mg/ml i gelfiltreringsbuffert 3.

Respektive proteinprov renades vidare med hjélp av gelfiltrering pa en HiLoad™ 16/600
Superdex™ 75 pg-kolonn med gelfiltreringsbuffert 2 respektive 3. Spektrogrammen visade
ingen topp som kunde motsvara MtPrsA-proteinet (35,5 kDa). Superdex™ 75 pg-kolonnen
kordes darfor baklanges med en urealésning for att se om proteinet hade precipiterat och
fastnat pa filtret i kolonnen, men denna gang eluerades inte proteinet.

Protein fran resterande 4 L av cellkulturen renades med IMAC och bufferten byttes pa en PD-
10 Desalting Column till gelfiltreringsbuffert 2. Cellprover fore och efter induktion samt efter
lysering, IMAC-rening och buffertbyte analyserades med hjalp av SDS-PAGE, vilken visade
att MtPrsAnpis-proteinet var val uttryckt och I6sligt i gelfiltreringsbuffert 2, men inte sa rent
efter buffertbytet. Proteinets koncentration uppmattes till 1,8 mg/ml. Proteinprovet
koncentrerades fran 7 ml till 2,5 ml. En brunaktig farg hos proteinlésningen kunde urskiljas
pa filtret, vilket kan indikera att MtPrsAnwis binder jarn.

For att kunna bli av med orenheterna i proteinprovet, testades att géra om IMAC-reningen
med en imidazolgradient vid elueringen. Bufferten byttes pa en PD-10 Desalting Column till
lyseringsbufferten. PD-10-eluatet renades med hjélp av IMAC genom att inkuberas vid 4°C i
30 min med Ni Sepharose 6 Fast Flow slurry, vilken forst hade ekvilibrerats med minst

5 kolonnvolymer lyseringsbuffert. Matrisen tvattades med 20 kolonnvolymer tvattbuffert och
proteinet eluerades sedan med 8 kolonnvolymer av elueringsbufferten med en
imidazolgradient (60 mM, 100 mM, 140 mM, 180 mM, 250 mM, 250 mM, 250 mM
respektive 250 mM imidazol). Proteinprover efter buffertbytet och IMAC-reningen
analyserades med hjalp av SDS-PAGE, vilken visade att elueringsfraktion 7 och 8 innehdll
rent MtPrsAnuis-protein. Eftersom det var mycket protein som eluerades i sista fraktionen,
fraktion 8, eluerades ytterligare 7 kolonnvolymer (dvs. totalt 2,8 ml i fraktion 9-15) med
elueringsbufferten innehallande 250 mM imidazol.

Elueringsfraktion 7-15 poolades och koncentrerades fran 3,5 ml till 2,5 ml. Bufferten hos
elueringsfraktion 7-15 byttes pa en PD-10 Desalting Column till gelfiltreringsbuffert 2.
Elueringsfraktion 5-6 poolades och bufferten byttes &ven i detta fall till gelfiltreringsbuffert 2.
Proteinprover fran IMAC-elueringsfraktion 9-15 och efter buffertbytet av IMAC-
elueringsfraktion 5-6 respektive 7-15 analyserades med hjélp av SDS-PAGE, vilken visade att
samtliga elueringsfraktioner innehdll rent MtPrsAnpis-protein. Proteinets koncentration
uppmattes till 1,5 mg/ml for fraktion 7-15 och till 0,44 mg/ml for fraktion 5-6. Proteinprovet
fran IMAC-elueringsfraktion 7-15 koncentrerades fran 3,5 ml till 0,45 ml. Proteinets
koncentration uppméttes nu till 6,5 mg/ml. Proteinldsningen forvarades vid -180°C efter
snabbfrysning i flytande kvave.
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2.10.5 Kristalliseringsexperiment av MtPrsAnmis

Kristalliseringsexperiment av MtPrsAnnis sattes upp genom att anvanda angdiffusionsmetoden
med hjalp av screenerna JCSG+, Mini screen och PACT vid rumstemperatur. De 0,8 pl stora
sittande dropparna innehdll 0,4 pl proteinlésning (6,5 mg/ml MtPrsAnwis | gelfiltreringsbuffert
2) och 0,4 pl reservoarlésning. Eftersom MtPrsAnpis-proteinlésningen hade en lag ytspanning
och inte kunde forma ordentliga droppar gjordes en buffertscreen pa en 24-brunnsplatta dar
droppar med 1 pl proteinlésning och 1 pl buffertlésning inkuberades vid rumstemperatur.
Bufferten fran brunn D11 fran screenen JCSG+ anvandes for att satta upp
kristalliseringsforsok med eftersom mojliga hexagonala kristaller av MtPrsAnnis kunde
obeserveras i denna brunn efter 3 dagars inkubationstid. De 2 ul stora sittande dropparna
innehdll 1 pl proteinlésning (6,5 mg/ml MtPrsAnpis) och 1 pl reservoarlosning (buffert fran
JSCG+ brunn 11). Aven kokristalliseringsforsok av MtPrsAnuis med liganderna MgSO,

(10 mM) ATP (10 mM) och ribos-5-fosfat (10 mM) sattes upp.

3 Resultat och diskussion

3.1 MtlspD (Rv3582c)

3.1.1 Jamforelse med andra sekvenser och strukturer av IspD

Proteiner med sekvenser eller strukturer liknande MtlspD hittades med hjalp av Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) och sokning i Protein Data Bank (PDB) av IspD. En
sekvensjamforelse fran ClustalW av dessa visas i Bilaga 3.

Forutom att undersoka fullangdsproteinet med en Hisg-tag, MtlspDnpis, Valdes dven, med
utgangspunkt fran fullangdsproteinet MtlspDg,, att skapa konstruktet MtISpDyrisng genom att
N-terminalt trunkera fyra aminosyror. Eftersom de enligt sekvensjamforelsen (Bilaga 3) inte
forekommer i de IspD-varianter fran E. coli som har lyckats strukturbestammas och de inte
deltar i dimeriseringsprocessen sa ar de troligtvis inte viktiga for enzymets funktion. For att
minska risken att denna flexibla del av proteinet vid kristallbildning skulle kunna stéra
kontaktpunkterna mellan proteinmolekylerna trunkerades de bort. Anledningen till att fyra
aminosyror trunkerades bort och inte sex stycken &r att den femte aminosyran, A, aterfinns i
E. coli-proteinerna i sekvensjamforelsen. Eftersom det finns konstrukt som &r langre an
MtlspD-konstruktet C-terminalt, men som anda har kunnat strukturbestammas, valdes att inte
gora nagon trunkering dér.

3.1.2 Fran kloning till testexpression av MtIspDg

Fullangdsgenen MtispDg, renades fram via preparativ 1% agarosgelelektrofores (Figur 6).
Bandet motsvarande MtispDg, var av rétt storlek (~700 bp) och skars ut fran gelen.
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Figur 6. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispDg, . Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: MtispDg,.

Efter ligering och transformering av MtispDg_ till kompetenta E. coli-celler isolerades
plasmider, vilka anvandes som templat i en analytisk PCR som analyserades med 1%
agarosgelelektrofores (Figur 7). Klon 1 visade ett svagt band (~700 bp), vars sekvens sedan
verifierades med DNA-sekvensering.
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Figur 7. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispDg,. Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: klon 1; brunn 3: klon 2; brunn 4: klon 3; brunn 5: klon 4; brunn 6: klon 5; brunn 7: klon 6;
brunn 8: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas).

Testexpressionen av plasmider fran klon 1 av MtispDg,_ analyserades med hjélp av SDS-
PAGE (Figur 8). Har syns ingen klar expression av MtlspDg., men ett svagt band med
korrekt molekylmassa (24,0 kDa) kunde urskiljas.

Figur 8. Analys av testexpression av MtlspDg, med SDS-PAGE. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0;
30,0; 20,1; 14,4 kDa); brunn 2: klon 1 negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler; brunn 3: klon 1 efter
induktion.

3.1.3 Kloning av MtlspDypis och MtlspDynisna

Konstrukten MtispDypis 0ch MtispDyg4 renades fram via preparativ 1% agarosgelelektrofores
(Figur 9). Inget band motsvarande MtispDynis 0ch endast ett svagt band motsvarande
MtispDng4 (~700 bp) kunde urskiljas.
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Figur 9. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispDyyis 0ch MtispDyg. Brunn 1: 200 bp DNA-stege
(O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: MtispDygis.; brunn 3: MtispDya.

Efter att ha andrat renatureringstemperaturen vid PCR-reaktionerna fran 60°C till 57°C kunde
konstrukten MtispDypis, MtispDys 0ch MtispDnnisng renas fram via preparativ 1%
agarosgelelektrofores (Figur 10). Starka band motsvarande MtispDypis, MtispDys 0ch
MtispDnnisna (~700 bp) kunde observeras pa gelen. Banden motsvarande MtispDypis 0ch
MtispDnnisna Skars ut fran gelen.

Figur 10. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispDygis, MtispDys 0ch MtispDypisng. Brunn 1: 200 bp
DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: MtispDyg;s; brunn 3: MtispDyg; brunn 4: MtispDygisns-

Efter ligering och transformering av MtispDypis 0ch MtispDypisng till kemiskt kompetenta
E. coli-celler isolerades plasmider som anvénde som templat i en analytisk PCR som
analyserades med 1% agarosgelelektrofores (Figur 11). Klon 5 av konstruktet MtispDypis
respektive klon 1 av konstruktet MtispDywisng Visade svaga band med ratt insertstorlek
(~700 bp), vilkas sekvenser sedan verifierades med DNA-sekvensering.

Figur 11. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av (A) MtispDypnis och (B) MtispDynisna-

A. MtispDynis. Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: klon 1; brunn 3: klon 2;
brunn 4: klon 3; brunn 5: klon 4; brunn 6: klon 5; brunn 7: klon 6.

B. MtispDynisna- Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: klon 1; brunn 3: klon 2;
brunn 4: klon 3; brunn 5: klon 4; brunn 6: klon 5; brunn 7: klon 6.
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3.1.4 Testexpression och rening av MtlspDypis och MtISpDypisng

Plasmider fran klon 5 av konstruktet MtispDywis respektive fran klon 1 av konstruktet
MtispDnnisna transformerades in i kemiskt kompetenta E. coli-celler. En testexpression
genomfordes och analyserades med hjélp av SDS-PAGE (Figur 12). Testexpressionen visade
att bada proteinerna, MtIspDnpis och MtIspDnrisna (24,0 kDa), var uttryckta och rena.

Figur 12. Testexpression av (A) MtlspDyyis klon 5 och (B) MtlspDypisng Klon 1. Brunn 1: LMW-stege (94,0;
67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa); brunn 2: negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler; brunn 3: efter
induktion; brunn 4: oléslig pellet; brunn 5: 16slig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-
tvéttfraktion; brunn 8: IMAC-eluat.

3.1.5 Storskalig proteinexpression och rening av MtlspDypis

Vid SDS-PAGE-analys av den storskaliga proteinexpressionen av konstrukten MtlspDywis var
en stor del av proteinet oldsligt, men det fanns trots allt en liten del protein i 16slig form. Efter
buffertbyte pa PD-10-kolonnen verkar en del protein ga forlorat (Figur 13).

Figur 13. Storskalig proteinexpression av MtIspDyy;s klon 5 efter induktion med (A) 0,2 mg/ml L-arabinos
respektive (B) 0,02 mg/ml L-arabinos. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa); brunn 2:
negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler; brunn 3: efter induktion; brunn 4: oléslig pellet; brunn 5:
l6slig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvéttfraktion; brunn 8: IMAC-eluat; brunn 9:
PD-10-eluat; brunn 10: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa).

Efter gelfiltrering av en del av MtlspDynis-provet (1,75 ml av totalt 7 ml) var det mycket lite
protein kvar (Figur 14).
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Figur 14. Gelfiltrering av MtIspDypis.

Vid SDS-PAGE-analys av elueringsfraktionerna fran HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg-
kolonnen av konstruktet MtlspDyuis kunde inget MtlspDypis-protein urskiljas (data visas inte).
Detta kan bero pa liten méangd protein, men troligen pa att forhallandena for proteinet inte var
gynnsamma i bufferten.

En annan buffert, innehallandes NaH,POQy istéllet for Na,SO4, anvandes vid buffertbyte pa en
PD-10-kolonn. Detta gjordes for att undersdka huruvida bufferten med NaH,PO, ar mer
gynnsam for proteinet. Gelfiltrering kordes inte utan koncentrationen mattes direkt pa detta
prov, vilket innebdr att en del orenheter fanns kvar. Mangden framrenat MtlspDypis-protein
fran 1,07 L cellkultur uppmattes till 11,7 mg. Utbytet av 16sligt MtlspDypis-protein var
saledes 10,9 mg/L cellkultur.

3.1.6 Sammanfattning for MtlspD (Rv3582c)

Kloning och uttryck av MtlspDnuis 0ch MtlspDyuisng Visar att respektive protein uttrycks och
att en del av dessa finns i 16slig form. Fran den storskaliga expressionen syns dven att samma
uttryck finns vid induktion med 0,02 mg/ml som med 0,2 mg/ml L-arabinos. Darfor skulle den
storskaliga expressionen kunna genomféras med den lagre koncentrationen eller t.o.m. med
en annu lagre koncentration, vilket kan 6ka losligheten ytterligare. For MtlspDypis behover
reningssteget med storleksseparation (gelfiltrering) efter buffertbyte pa PD-10-kolonn
inkluderas. Bade buffertbytet pa PD-10-kolonnen och gelfiltreringen pa HiLoad™ 16/600
Superdex™ 75 pg-kolonnen behdver optimeras betraffande buffert. For MtlspDnpisng blir
nésta steg att genomfdra storskalig expression och rening.
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3.2 MtlIspE (Rv1011)

3.2.1 Jamforelse med andra sekvenser och strukturer av IspE

Proteiner med sekvenser eller strukturer liknande MtispE hittades med hjalp av BLAST och
sokning i PDB av IspE. En sekvensjamforelse fran ClustalW med nagra av dessa visas i
Bilaga 3. Med utgangspunkt fran fullangdsproteinet, MtIspEg, valdes att N-terminalt
trunkera fyra aminosyror, men aven tre eller fem stycken hade gatt bra att testa. Valet att
trunkera tre aminosyror C-terminalt baserades pa att behalla den fjarde aminosyran fran slutet
som liknade de dvriga tillgangliga strukturernas sekvenser.

3.2.2 Fran kloning till testexpression av MtISpEr_

Fullangdsgenen MtispEg_ renades fram via preparativ 1% agarosgelelektrofores (Figur 15).
Bandet motsvarande MtispEg, var av ratt storlek (~900 bp) och skars ut fran gelen.

Figur 15. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispEg, . Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: MtispEr,.

Efter ligering och transformering av MtispEg,_ till kemiskt kompetenta E. coli-celler isolerades
plasmider, vilka anvandes som templat i en analytisk PCR som analyserades med 1%
agarosgelelektrofores (Figur 16). Klon 3 visade ett starkt band (~900 bp), vars sekvens sedan
verifierades med DNA-sekvensering.

Figur 16. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispEg, . Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: klon 1; brunn 3: klon 2; brunn 4: klon 3; brunn 5: klon 4; brunn 6: klon 5; brunn 7: klon 6;
brunn 8: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas).

Plasmider fran klon 3 av MtispEg, transformerades in i kemiskt kompetenta E. coli-celler. En
testexpression genomfordes med dessa och analyserades med hjalp av SDD-PAGE

(Figur 17). Har kunde ingen expression av MtIspEg. (31,3 kDa) urskiljas, men det betyder
inte att det inte finns nagon expression.
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Figur 17. Testexpression av MtIspEg, . Brunn 1: klon 3 negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler;
brunn 2: klon 3 efter induktion; brunn 3: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa).

3.2.3 Kloning av MtlSpENHis, MtlSpENHi5N4, MtlSpEcchis och MtlSpEN4cchis

Konstrukten MtispEngis, MtisSpEng, MtispEcs och MtispEnacs renades fram via preparativ 1%
agarosgelelektrofores (Figur 18). Ett mycket starkt band motsvarande MtispEngis 0ch
MtispEcs, ett mycket svagt band av MtispEnscs men inget band av MtispEn, (~900 bp) kunde
urskiljas. De tre band som kunde observeras skars ut fran gelen.

- O o~ — -

Figur 18. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispEngis, MtiSpEns, MtispEcs och MtispEyscs. Brunn 1:
MtispEnwis; brunn 2: MtispEy,; brunn 3: MtispEcs; brunn 4: MtispEnacs; brunn 5: 200 bp DNA-stege
(O’RangeRuler, Fermentas).

Efter att ha andrat renatureringstemperaturen vid PCR-reaktionerna fran 60°C till 57°C kunde
konstrukten MtispEns, MtisSpEnacs, MtiSpEcschis 0ch MtispEnacachis renas fram via preparativ
1% agarosgelelektrofores (Figur 19). Ett band motsvarande MtispEcscuis (~900 bp) kunde
observeras och skars ut. Inget band motsvarande MtispEna, MtiSpEnacs och MtispEcschis
(~900 bp) kunde dock urskiljas pa gelen.
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Figur 19. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispEnis, MtiSpEns, MtispEcs och MtispEscs. Brunn 1:
MtispEns; brunn 2: MtispEnacs; brunn 3: MtispEcachis; brunn 4: MtispEnacachis; brunn 5: 200 bp DNA-stege
(O’RangeRuler, Fermentas).
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Efter att ha andrat renatureringstemperaturen vid PCR-reaktionerna till en gradient fran 52°C
till 62°C kunde konstrukten MtispEns, MtispEnacs 0ch MtiSpEnacschis renas fram via
preparativ 1% agarosgelelektrofores (Figur 20 och 21). Flera band motsvarande MtispEnga,
MtispEnascz och MtispEcachis (~900 bp) kunde observeras pa gelen och ett av dem skars ut.

ey

Figur 20. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispEys. Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2-7: PCR-produkt vid olika renatureringstemperaturer (62, 60, 58, 56, 54, 52°C) av MtispEna;
brunn 8: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas).

Figur 21. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av (A) MtispEnacs och (B) MtispEnscachis- Brunn 1: 200 bp
DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2-7: PCR-produkt vid olika renatureringstemperaturer (62°C,
60°C, 58°C, 56°C, 54°C, 52°C);

Efter ytterligare kloning kunde konstruktet MtispEnnisna renas fram via preparativ 1%
agarosgelelektrofores (Figur 22). Ett band motsvarande MtispEynisna (~900 bp) kunde
observeras och skars ut fran gelen.

Figur 22. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispEypisna. Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: MtispEypisna-

Efter ligering och transformering av MtispEcachis till kemiskt kompetenta E. coli-celler
isolerades plasmider, vilka anvédndes som templat i en analytisk PCR som analyserades med
1% agarosgelelektrofores (Figur 23). Klon 4 av MtispEcschis Visade ett starkt band (~900 bp),
vars sekvens dock inte visade sig vara korrekt vid DNA-sekvensering.
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Figur 23. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtisSpEcscnis. Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: klon 1; brunn 3: klon 2; brunn 4: klon 3; brunn 5: klon 4; brunn 6: klon 5; brunn 7: klon 6;
brunn 8: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas).

Transformeringen av MtispEcscpis till kemiskt kompetenta E. coli-celler gjordes om med
ligeringsmixen. En analytisk PCR utfordes med isolerade plasmider fran dessa celler och
analyserades med 1% agarosgelelektrofores (Figur 24). Klon 9 och 12 av MtiSpEcschis Visade
starka band. Bada klonerna visade sig ocksa ha korrekta sekvenser vid DNA-sekvensering.
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Figur 24. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispEcscpis- Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: klon 7; brunn 3: klon 8; brunn 4: klon 9; brunn 5: klon 10; brunn 6: klon 11; brunn 7:
klon 12; brunn 8: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas).

Efter ligering och transformering av MtispEnnis och MtispEnwisna till kemiskt kompetenta

E. coli-celler isolerades plasmider, vilka anvandes som templat i en analytisk PCR som
analyserades med 1% agarosgelelektrofores (Figur 25). Klon 2 av konstruktet MtispEnpuis
visade en svag antydan till band med ratt insertstorlek (~900 bp), men dess sekvens visade sig
dock inte vara korrekt vid DNA-sekvensering. Aven klon 4 av MtispEypis skickades for DNA-
sekvensering, men hade inte korrekt sekvens. Klon 2 av konstruktet MtiSpEnwisna Visade en
svag antydan till band (~900 bp), men dess sekvens visade sig inte vara korrekt vid DNA-
sekvensering. Klon 1 av MtispEnnisna Skickades darfor ocksa for DNA-sekvensering och
visade sig ha korrekt sekvens.

Figur 25. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av (A) MtispEnnis och (B) MtispEnnisng. Brunn 1: 200 bp
DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: klon 1; brunn 3: klon 2; brunn 4: klon 3; brunn 5: klon 4;
brunn 6: klon 5; brunn 7: klon 6.
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Transformeringen av MtispEng;s till kemiskt kompetenta E. coli-celler gjordes om med
ligeringsmixen. En analytisk PCR utfordes med isolerade plasmider fran dessa celler och
analyserades med 1% agarosgelelektrofores (Figur 26), dar bland annat klon 7 och 8 av
MtispEnnis Sag Ut att ha band av rétt storlek (~900 bp). Ingen av klonerna visade sig dock ha
korrekta sekvenser vid DNA-sekvensering.

Figur 26. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispEyp;is. Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: klon 7; brunn 3: klon 8; brunn 4: klon 9; brunn 5: klon 10; brunn 6: klon 11; brunn 7:
klon 12; brunn 8: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas).

Efter ligering och transformering av MtispEnacachis till kemiskt kompetenta E. coli-celler
isolerades plasmider, vilka anvandes som templat i en analytisk PCR som analyserades med
1% agarosgelelektrofores (Figur 27). Klon 3 av MtispEnacschis Visade ett starkt band

(~900 bp), vilken ocksa visade sig ha korrekt sekvens vid DNA-sekvensering.
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Figur 27. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispEnacachis- Brunn 1: 200 bp DNA-stege
(O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: klon 1; brunn 3: klon 2; brunn 4: klon 3; brunn 5: klon 4; brunn 6: klon 5;
brunn 7: klon 6; brunn 8: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas).

3.2.4 Testexpression och rening av MtISpEnpisng, MtISPEcschis 0ch MtISpEnacachis

En testexpression av konstruktet MtispEnacschis (klon 3) genomférdes och analyserades med
hjélp av SDS-PAGE (Figur 28). Testexpressionen visade att konstruktet MtISpEnacachis
(31,3 kDa) var uttryckt, men till allra storsta del olosligt.
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Figur 28. Testexpression av MtISpEyscacnis Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa);
brunn 2: negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler; brunn 3: efter induktion; brunn 4: ol6slig pellet;
brunn 5: 16slig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvattfraktion; brunn 8: IMAC-eluat.

En testexpression av konstruktet MtispEnnisna (klon 1) genomférdes och analyserades med
hjélp av SDS-PAGE (Figur 29). Testexpressionen visade att konstruktet MtiSpEnuisng
(31,3 kDa) var val uttryckt, men det mesta av proteinet var olosligt.

Figur 29. Testexpression av MtIspEynisna. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa);
brunn 2: negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler; brunn 3: efter induktion; brunn 4: ol6slig pellet;
brunn 5: 16slig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvattfraktion; brunn 8: IMAC-eluat.

En testexpression av konstruktet MtispEcscuis (klon 6) genomférdes och analyserades med
hjalp av SDS-PAGE (Figur 30). Testexpressionen visade att konstruktet MtISpEcschis
(31,3 kDa) var uttryckt, men det mesta av proteinet var olosligt.

Figur 30. Testexpression av MtISpEcschis. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa);
brunn 2: negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler; brunn 3: efter induktion; brunn 4: oléslig pellet;
brunn 5: 16slig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvéttfraktion; brunn 8: IMAC-eluat.
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3.2.5 Sammanfattning for MtlspE (Rv1011)

Eftersom inga av sekvenserna av MtispEnpis-plasmiderna som skickades for DNA-
sekvensering var korrekta blir nasta steg for detta projekt att transformera om ligeringsmixen
igen eller att borja om redan fran PCR-amplifieringen. For MtISpEnmisna 0ch MtISPEnacacHis
behdver proteinexpressionen optimeras for att erhalla en storre mangd losligt protein. For
MtlIspEcschis, Vars tva kloner hade ratt sekvenser, blir nasta steg att gora en testexpression.

3.3 MtIspH1 (Rv1110)

3.3.1 Konstruktet MtIspH1nniscio

Vid skapandet av konstruktet MtlspH1nuiscio anvéandes ett tidigare befintligt konstrukt
bestaende av fullangdsgenen MtispH1g_ innehallande mutationerna Lys209Arg och
Cys308Ser som templat. Lysinresten 209 har en basisk sidokedja som &r flexibel och eftersom
den vid tredimensionell strukturprediktion forutspas sitta pa proteinets yta deltar den troligtvis
inte i kontaktpunkterna mellan proteinmolekylerna och for att inte riskera att dessa blir stérda
har denna lysinrest muterats till en argininrest som ocksa har en basisk sidokejda men som
inte ar lika flexibel som lysinresten [Czepas, 2004]. Cysteinresten 308, som &ven den
forutspas sitta pa proteinets yta, har en hydrofil sidokedja som har inte forutspas bilda
disulfidbindningar i sin nativa struktur och som inte verkar vara involverad i nagra andra
aspekter av proteinets struktur eller funktion. For att undvika inkorrekt veckning av proteinet
har darfor cysteinresten muterats till en serinrest [Asherie, 2001], vilken ocksa har en hydrofil
sidokedja men som inte kan bilda disulfidbindningar som kan st6ra veckningen av proteinet.
Beslutet att trunkera proteinet med tio aminosyror C-terminalt togs baserat pa en
sekundarstrukturprediktion i Jpred (Bilaga 3).

3.3.2 Kloning av MtlspH1nuisc1o

DNA-sekvensen for konstruktet MtispH1c1o renades fram via preparativ 1%
agarosgelelektrofores (Figur 31). Bandet motsvarande MtispH1¢;o var av rétt storlek (~1 kb)
och skars ut fran gelen.

Figur 31. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispH1c1. Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: MtispH1c1o.

Med hjalp av PCR med det agarosgelrenade konstruktet MtispH1c10 Som templat skapades
konstruktet MtispH1nwisc1o, Vilket renades fram via preparativ 1% agarosgelelektrofores
(Figur 32). Inget band motsvarande MtispH1nnisc1o av rétt storlek (~1 kb) kunde urskiljas.
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Figur 32. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispH1yniscio- Brunn 1: 200 bp DNA-stege
(O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: MtspH1ynisc1o-

Efter att PCR-reaktionerna gjorts om med olika DNA-polymeras (PfuUltra DNA-polymeras
och Taqg DNA-polymeras) renades MtispH1ynisc1o Via preparativ 1% agarosgelelektrofores
(Figur 33). Ett band motsvarande MtispH1nnisc1o av rétt storlek (~1 kb) kunde observeras i
brunnen fran PCR-mixen dar Tag DNA-polymeras hade anvénts och skars ut fran gelen.
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Figur 33. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispH1yniscio- Brunn 1: 200 bp DNA-stege
(O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: PCR-produkt med PfuUltra DNA-polymeras; brunn 3: PCR-produkt med
Tag DNA-polymeras.

Efter ligering och transformering av MtispH1nnisc1o till kemiskt kompetenta E. coli-celler
isolerades plasmider, vilka anvandes som templat i en analytisk PCR som analyserades med
1% agarosgelelektrofores (Figur 34). Klon 2, 5 och 6 visade band av rétt insertstorlek (~1 kb)
och skickades for DNA-sekvensering. Sekvensen hos plasmiderna fran klon 2 verifierades.

Figur 34. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispH1ynisc1o- Brunn 1: 200 bp DNA-stege
(O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: klon 1; brunn 3: klon 2; brunn 4: klon 3; brunn 5: klon 4; brunn 6: klon 5;
brunn 7: klon 6; brunn 8: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas).

3.3.3 Testexpression av MtIspH1yuiscio

Testexpressionen av MtispH1nuisc1o (Klon 2) analyserades med SDS-PAGE (Figur 35). Har
kan ingen klar expression av MtlspH1nnisc10 (36,6 kDa) urskiljas, men det betyder inte att det
inte finns ndgon expression.
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Figur 35. Testexpression av MtlspH1yniscio- Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa);
brunn 2: klon 2 negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler; brunn 3: klon 2 efter induktion.

3.3.4 Storskalig proteinexpression och rening av MtlspH1ynisc1o

Den storskaliga proteinexpression av MtlspH1ywniscio (klon 2) analyserades med SDS-PAGE
(Figur 36), vilken visade att proteinet var uttryckt.

-

—

| e

Figur 36. Storskalig proteinexpression av MtlspH1ynisc1o- Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1;
14,4 kDa); brunn 2: efter induktion; brunn 3: negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler.

Prover efter lysering och rening med IMAC av MtlspH1nnisci0 analyserades med SDS-PAGE
(Figur 37). Det fanns en 16slig fraktion av proteinet som var ganska ren. Som redan namnts i
Material och metoder hade MtlspH1NHisC10-proteinet en gulbrun farg, vilket indikerade att
Fe** var bundet. Dagen efter forsvann fargen, vilket indikerade att Fe*" antingen hade blivit
reducerat till Fe®* eller hade lossnat fr&n MtlspH1nniscio. Det skulle kunna bero pa imidazolen
i elueringsbufferten.
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Figur 37. Storskalig proteinexpression av MtlspH1ynisc1o- Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1;
14,4 kDa); brunn 2: oldslig pellet; brunn 3: 16slig supernatant; brunn 4: IMAC flow through; brunn 5: IMAC-
tvattfraktion; brunn 6: IMAC-eluat; brunn 7: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa).

Efter att den storskaliga proteinexpressionen av MtlspH1nniscio (Klon 2) gjorts om i &nnu
storre skala var proteinet uttryckt och I16sligt, dock inte sa rent (Figur 38). Proteinprovet hade
en gulbrun farg.

Figur 38. Storskalig proteinexpression av MtlspH1ynisc1o- Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1;
14,4 kDa); brunn 2: negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler; brunn 3: efter induktion; brunn 4:
oldslig pellet; brunn 5: 16slig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvéttfraktion; brunn 8:
IMAC-eluat.

Efter gelfiltrering pa en HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200 pg-kolonn av MtlspH1nnisc1o Ser
fraktion 42-52 ut att innehalla proteinet (Figur 39).
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Figur 39. Gelfiltrering av MtlspH1nuiscio-

Vid analys med SDS-PAGE av elueringsfraktionerna 42-52 fran HiLoad™ 16/600
Superdex™ 200 pg-kolonnen syns l6sligt och rent MtlspH1nwniscio-protein, framfor allt i
fraktion 43-48 (Figur 40). Proteinlosningen hade alltjamt en gulbrun farg.

Figur 40. Storskalig proteinexpression av MtlspH1yniscio- Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1;
14,4 kDa); brunn 2: fraktion 42; brunn 3: fraktion 43; brunn 4: fraktion 44; brunn 5: fraktion 45; brunn 6:
fraktion 46; brunn 7: fraktion 47; brunn 8: fraktion 48; brunn 9: fraktion 49; brunn 10: fraktion 50; brunn 11:
fraktion 51; brunn 12: fraktion 52.

Méngden framrenat MtlspH1nuiscio-protein uppmattes till 8,6 mg, vilket motsvarar ett utbyte
av rent och I6sligt protein pa 1,7 mg/L cellkultur. Efter att proteinet koncentrerats till

13,6 mg/ml i en volym av 0,55 ml var méngden framrenat MtlspH1yniscio-protein 7,5 mg,
vilket motsvarar ett utbyte av rent och I6sligt protein pa 1,5 mg/L cellkultur.

3.3.5 Kristalliseringsexperiment av MtlspH1nniscio

Ingen av de uppsatta kristalliseringsexperimenten av MtlspH1yuiscio (Tabell 2) gav upphov
till nagra proteinkristaller.
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3.3.6 Sammanfattning for MtlspH1 (Rv1011)

Kloning och uttryck av MtlspH1nnisc10 Visar att proteinet uttrycks och att en del av detta finns
i 16slig form. For att undvika att MtlspH1npiscio-proteinet tappar Fe**, vilket den i sin aktiva
form har bundet till sig och da uppvisar en gulbrun farg, testades att se om denna farg kunde
bibehallas genom att gora ett snabbt buffertbyte pa en PD-10-kolonn efter IMAC-reningen.
Detta tycks ha fungerat bra. For att erhalla kristaller av proteinet behdver
kristalliseringsforhallandena optimeras ytterligare.

3.4 MtPrsA (Rv1017¢)

3.4.1 Jamforelse med andra sekvenser och strukturer av PrsA

Det fanns inga proteiner med liknande sekvens eller struktur som MtPrsA i PDB. Darfér
gjordes initialt ett konstrukt bestaende av fullangdsproteinet med en N-terminal Hisg-tag,
MtPrsAnuis. PrsA-enzymet finns hos bakterier, véaxter och djur och av det humana PrsA finns
det tre isoformer. MtPrsA visar 43% sekvensidentitet med dessa homologer [Wolucka, 2008].
En sekvensjamforelse fran ClustalW av MtPrsA med de tre humana isoformerna av PrsA
visas i Bilaga 3.

3.4.2 Kloning av MtPrsAg_ och MtPrsAnmis

Fullangdsgenen MtprsAg. renades fram via preparativ 1% agarosgelelektrofores (Figur 41).
Bandet motsvarande MtprsAg, var av ratt storlek (~1 kb) och skars ut fran gelen.

e * ol !ﬂ. .

Figur 41. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtprsAg, . Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: MtprsAg,.

DNA-sekvensen for konstruktet MtprsAnuis renades fram via preparativ 1%
agarosgelelektrofores (Figur 42). Bandet motsvarande MtprsAnuis Var utsmetat, men av rétt
storlek (~1 kb) och skars ut fran gelen.

Figur 42. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtprsAywis. Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: MtprsAynis.
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Efter ligering och transformering av MtprsAywis till kemiskt kompetenta E. coli-celler
isolerades plasmider, vilka anvandes som templat i en analytisk PCR som analyserades med
1% agarosgelelektrofores (Figur 43). Klon 4 visade ett band med rétt insertstorlek (~1 kb),
vars sekvens sedan verifierades med DNA-sekvensering.

Figur 43. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtprsAynis: Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler,
Fermentas); brunn 2: klon 1; brunn 3: klon 2; brunn 4: klon 3; brunn 5: klon 4; brunn 6: klon 5; brunn 7: klon 6;
brunn 8: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas).

3.4.3 Testexpression av MtPrsAyuis

En testexpression genomfordes av MtprsAynis (klon 4) och analyserades med SDS-PAGE
(Figur 44). Har syns ett starkt uttryck av MtPrsAyuis (35,5 kDa).

Figur 44. Testexpression av MtPrsAyuis. Brunn 1: efter induktion; brunn 2: negativ kontroll med icke-
inducerade E. coli-celler; brunn 3: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa).

3.4.4 Storskalig proteinexpression och rening av MtPrsAmis

Den storskaliga proteinexpressionen av MtPrsAnnis analyserades med SDS-PAGE (Figur 45),
vilken visade att proteinet MtPrsAnnis (35,5 kDa) var starkt uttryckt.
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Figur 45. Storskalig proteinexpression av MtPrsAyyis. Brunn 1: efter induktion; brunn 2: negativ kontroll med
icke-inducerade E. coli-celler; brunn 3: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa).

SDS-PAGE-analysen av proverna fran lyseringen och IMAC-reningen av proteinet
MtPrsAnuis Visade att det var alldeles for starkt uttryckt, vilket medférde att mycket lite av
proteinet var i 16slig form (Figur 46).

Figur 46. Storskalig proteinexpression av MtPrsAynis. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1;
14,4 kDa); brunn 2: oléslig pellet; brunn 3: 18slig supernatant; brunn 4: IMAC flow through; brunn 5: IMAC-
tvattfraktion; brunn 6: IMAC-eluat; brunn 7: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa).

Efter att den storskaliga proteinexpressionen av MtPrsAnwis gjorts om i &nnu storre skala var
proteinet val uttryckt, 16sligt och ganska rent (Figur 47).
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Figur 47. Storskalig proteinexpression av MtPrsAynis. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1;
14,4 kDa); brunn 2: negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler; brunn 3: efter induktion; brunn 4:
oldslig pellet; brunn 5: 16slig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvattfraktion; brunn 8:
IMAC-eluat; brunn 9: PD-10-eluat; brunn 10: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa).

Mangden framrenat MtPrsAyuis-protein uppmattes till 14 mg, vilket motsvarar ett utbyte av
I6sligt protein pa 2,9 mg/L cellkultur.

Efter gelfiltrering pa en HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200 pg-kolonn erhélls ingen topp som
motsvarade proteinet MtPrsAnmis (data visas inte).

SDS-PAGE-analysen av den tredje storskaliga proteinexpressionen av MtPrsAngis Visade att
MtPrsAnnis-proteinet var val uttryckt, 16sligt i bada gelfiltreringsbuffertarna och ganska rent.
(Figur 48).

Figur 48. Storskalig proteinexpression av MtPrsAyy;s. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1;
14,4 kDa); brunn 2: negativ kontroll med icke-inducerade E. coli-celler; brunn 3: efter induktion; brunn 4:
oldslig pellet; brunn 5: 16slig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvéttfraktion; brunn 8:
IMAC-eluat; brunn 9: PD-10-eluat med gelfiltreringsbuffert 2; brunn 10: PD-10-eluat med
gelfiltreringsbuffert 3; brunn 11: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa).

Proteinprover efter buffertbytena pa PD-10-kolonnerna till gelfiltreringsbuffert 2 respektive 3
analyserades med hjélp av SDS-PAGE (Figur 49), vilken visade att MtPrsAnpis-proteinet
fortfarande var 16sligt i bada gelfiltreringsbuffertarna och att proteinet var rent.

48



Figur 49. Storskalig proteinexpression av MtPrsAynis. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1;
14,4 kDa); brunn 2: PD-10-eluat med gelfiltreringsbuffert 2; brunn 3: PD-10-eluat med gelfiltreringsbuffert 3.

Mangden framrenat MtPrsAnnis-protein i gelfiltreringsbuffert 2 uppmattes till 2,1 mg och i
gelfiltreringsbuffert 3 till 2,0 mg MtPrsAnnis, Vilket motsvarar ett utbyte av 16sligt protein pa
1,0 mg/L i bada fallen.

Efter gelfiltrering pa en HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg-kolonn av MtPrsAnis erholls pa
nytt ingen topp motsvarande proteinet, varken med gelfiltreringsbuffert 2 (Figur 50) eller 3
(Figur 51).
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Figur 50. Gelfiltrering av MtPrsAyu;s med gelfiltreringsbuffert 2.
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SDS-PAGE-analysen efter buffertbytet till gelfiltreringsbuffert 2 av resterande E. coli-celler
fran den storskaliga proteinexpressionen av MtPrsAnwis Visade att proteinet var uttryckt och
I6sligt i gelfiltreringsbuffert 2, men inte sa rent (Figur 52).

Figur 52. Storskalig proteinexpression av MtPrsAyy;s. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1;
14,4 kDa); brunn 2: oldslig pellet; brunn 3: 16slig supernatant; brunn 4: IMAC flow through; brunn 5: IMAC-
tvattfraktion; brunn 6: IMAC-eluat; brunn 7: PD-10-eluat med gelfiltreringsbuffert 2; brunn 8: LMW-stege
(94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 14,4 kDa).

Méngden framrenat MtPrsAnuis-protein uppmattes till 12 mg, vilket motsvarar ett utbyte av
[6sligt MtPrsAnpis-protein pa 3,1 mg/L cellkultur. En brunaktig farg hos proteinlésningen
kunde urskiljas pa filtret, vilket kan indikera att MtPrsAypis binder jarn.

Efter att IMAC-reningen gjorts om med en gradient av imidazol i elueringsbufferten visade
SDS-PAGE-analysen att MtPrsAyuis-proteinet i IMAC-elueringsfraktion 7 och 8 (Figur 53)
samt IMAC-elueringsfraktion 9-15 (Figur 54) var mycket renare an tidigare. Aven prov efter
buffertbytet till gelfiltreringsbuffert 2 av IMAC-elueringsfraktion 5-6 respektive 7-15
analyserades med SDS-PAGE (Figur 54), vilken visade att samtliga elueringsfraktioner nu
inneholl rent MtPrsAnpis-protein.
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Figur 53. Storskalig proteinexpression av MtPrsAynis. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1;
14,4 kDa); brunn 2: PD-10-eluat med lyseringsbuffert; brunn 3: IMAC flow through; brunn 4: IMAC-
tvattfraktion; brunn 5: IMAC-eluat 1; brunn 6: IMAC-eluat 2; brunn 7: IMAC-eluat 3; brunn 8: IMAC-eluat 4;
brunn 9: IMAC-eluat 5; brunn 10: IMAC-eluat 6; brunn 11: IMAC-eluat 7; brunn 12: IMAC-eluat 8.

Figur 54. Storskalig proteinexpression av MtPrsAyy;s. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1;
14,4 kDa); brunn 2: IMAC-eluat 9; brunn 3: IMAC-eluat 10; brunn 4: IMAC-eluat 11; brunn 5: IMAC-eluat 12;
brunn 6: IMAC-eluat 13; brunn 7: IMAC-eluat 14; brunn 8: IMAC-eluat 15; brunn 9: PD-10-eluat med
gelfiltreringsbuffert 2 fran IMAC-elueringsfraktion 7-15; brunn 10: PD-10-eluat med gelfiltreringsbuffert 2 fran
IMAC-elueringsfraktion 5-6.

Mangden framrenat MtPrsAnpis-protein fran IMAC-elueringsfraktion 7-15 uppmattes till
5,4 mg och fran IMAC-elueringsfraktion 5-6 till 1,5 mg, dvs. totalt 6,9 mg framrenat
MtPrsAnpis-protein och ett utbyte av 16sligt protein pa 1,7 mg/L cellkultur. Efter att
proteinprovet fran IMAC-elueringsfraktion 7-15 koncentrerats fran 3,5 ml till 0,45 ml
uppmattes mangden framrenat MtPrsAnnis-protein i dessa fraktioner till 2,9 mg.

3.4.5 Kristalliseringsexperiment av MtPrsAyuis

Efter fyra dagar kunde ett lovande brunt precipitat observeras pa plattan med
kokristalliseringsforsoket av MtPrsAnuis (6,4 mg/ml) tillsammans med MgSO,4, ATP och R5P.
Ingen av de 6vriga uppsatta kristalliseringsexperimenten av MtPrsAypis gav upphov till nagra
proteinkristaller.

3.4.6 Sammanfattning for MtPrsA (Rv1017c)

Kloning och uttryck av MtPrsAnnis Visar att proteinet uttrycks och att 16sligheten av proteinet
okade da bade halten L-arabinos och tiden minskades vid inducering. En annan reningsbuffert
an gelfiltreringsbuffert 2 beh6ver hittas for att proteinlésningen inte ska tappa sin ytspanning
utan kunna forma ordentliga droppar, vilket ar nédvéandigt vid kristalliseringsexperiment.
Kristalliseringsforhallandena behover optimeras ytterligare och kokristalliseringsforsoket av
MtPrsAnmis tillsammans med MgSO4, ATP och R5P behdver undersokas vidare.
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3.5 Tankar kring kristallisering

Det &r oftast en 1dng och médosam process att komma fram till vad som ska ingd i ett visst
proteins precipitantldsning. Inte bara koncentrationen hos precipitantlésningen ar viktig utan
ocksa valet av precipitant. Vanliga precipitanter ar olika salter, t.ex. ammoniumsulfat,
organiska l6sningsmedel som etylenglykol och polyetylenglykol (PEG) eller olika polymerer
ofta bestaende av storre PEGs. De olika precipitanterna framjar kristallisering pa olika sétt.
For att 16sa sig i droppen tavlar saltmolekylerna med proteinmolekylerna om
vattenmolekylerna i droppen. Genom att saltmolekylerna attraherar vattenmolekylerna till sig
tvingar de proteinmolekylerna nd&rmare varandra och darmed 6kar mojligheten for dessa att
borja bilda en kristall. PEG-molekylerna i sin tur ar stora och ganska rorliga molekyler som
ockuperar en stor yta, vilket tvingar proteinmolekylerna att samlas vid vissa mindre ytor och
darmed skapa kontaktpunkter mellan varandra och pa sa satt 6ka maojligheterna for
kristallbildning.

Andra parametrar som paverkar kristalliseringsmajligheterna ar proteinkoncentrationen, pH-
vardet och temperaturen. Aven proteinprovets kvalitet r viktigt. Det ska helst vara ett stabilt,
rent och homogent prov. Detta kan till viss del uppnas genom en bra design av konstruktet
genom att t.ex. jdAmfora homologa sekvenser och strukturer och gora sekundéarstruktur-
prediktioner. Genom att identifiera N-terminala och C-terminala delar av proteinet som icke-
definierade strukturer kan konstrukt tillverkas som saknar dessa flexibla delar, vilka annars
skulle kunna stéra kontaktpunkterna mellan proteinmolekylerna. Vissa specifika
aminosyrarester kan ocksa orsaka problem. Lysinrester som forutspas sitta pa proteinets yta ar
flexibla och deltar séllan i kontaktpunkterna mellan proteinmolekylerna utan kan darfor
muteras till t.ex. alaninrester [Goldschmidth et al., 2007]. Vidare kan de cysteinrester som
inte forutspas bilda disulfidbindningar i sin nativa struktur och inte tros vara inblandade i
nagra andra aspekter av proteinets struktur eller funktion tas bort for att undvika inkorrekt
veckning av proteinet.

For att erhdlla proteinkristaller behdver alltsa kristalliseringsbetingelserna optimeras. Forsok
bor aven goras att kokristallisera proteinet tillsammans med dess kofaktorer, vilka kan
stabilisera enzymet och underlétta kristalliseringen av det.

4 Slutord

Det finns for narvarande inget systematiskt tillvagagangssatt for att erhalla kristaller utan man
far anvanda sig av trial-and-error-metoden for att hitta det optimala forhallandet som initierar
kristallbildningen av proteinet. For att till slut kunna ta fram proteinkristaller, vilket kan ta
aratal att gora, maste fler kombinationer av olika kristalliseringsforhallanden testas genom att
variera precipitanten, precipitantkoncentrationen, proteinkoncentrationen, pH-véardet och
temperaturen. Om detta inte ger resultat maste nya konstrukt designas genom att jamfora fler
homologa sekvenser och strukturer och gora sekundarstrukturprediktioner samt genom att
identifiera och trunkera flexibla N-terminala eller C-terminala delar, mutera flexibla
lysinrester som forutspas sitta pa proteinets yta och ta bort cysteinrester som inte forutspas ha
nagon paverkan pa proteinets struktur (t.ex. i form av disulfidbindningar) eller funktion.
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Nasta steg vid strukturbaserad lakemedelsdesign efter att man har fatt fram en tredimensionell
struktur av malproteinet blir att studera strukturer med inhibitorer komplexbundna till
enzymet. Aven om man genom rontgenkristallografi far fram en statisk bild av en
enzymstruktur kan man genom att l6sa strukturer av olika kristallformer, med eller utan
substrat, inhibitorer, ligander och kofaktorer fa en inblick i de dynamiska egenskaperna hos
ett enzym. Malet att fa fram nya potentiella lakemedelskandidater mot TB lever vidare och de
fyra studerade enzymerna &r varda vidare undersokning som potentiella lakemedelsmal.

5 Tack

Jag skulle vilja tacka mina handledare Lena Henriksson och Torsten Unge samt Alwyn Jones
och hans forskargrupp, i synnerhet Terese Bergfors och Kristina Backbro. Jag vill ocksa tacka
min &mnesgranskare Lena Kjellen.

53



Referenser

Addington, W.W. (1979). The side effects and interactions of antituberculosis drugs. Chest 76:782-
784.

Asherie, N., Pande, J., Pande, A., Zarutskie, J.A., Lomakin, J., Lomakin, A., Ogun, O., Stern, L.J.,
King, J. & Benedek, G.B. (2001). Enhanced crystallization of the Cys18 to Ser mutant of bovine
gammaB crystallin. J Mol Biol. 314:663-9.

Barry, C.E., Crick, D.C. & McNeil, M.R. (2007). Targeting the formation of the cell wall core of M.
tuberculosis. Infect. Disord. Drug Targets. 7:182-202.

Boucher, Y. & Doolittle, W.F. (2000). The role of lateral gene transfer in the evolution of isoprenoid
biosynthesis pathways. Mol. Microbiol. 37:703-716.

Brennan, P. J. & Nikaido, H. (1995). The envelope of mycobacteria. Annu. Rev. Biochem. 64:29-63.

Cole, S.T., Brosch, R., Parkhill, J., Garnier, T., Churcher, C., Harris, D., Gordon, S.V., Eiglmeier, K.,
Gas, S., Barry, C.E., Tekaia, F., Badcock, K., Basham, D., Brown, D., Chillingworth, T., Connor, R.,
Davies, R., Devlin, K., Feltwell, T., Gentles, S., Hamlin, N., Holroyd, S., Hornsby, T., Jagels, K. &
Barrell, B.G. (1998). Deciphering the biology of Mycobacterium tuberculosis from the complete
genome sequence. Nature 393:537-544.

Corbett, E.L., Watt, C.J., Walker, N., Maher, D., Williams, B.G., Raviglione, M.C. & Dye, C. (2003).
The growing burden of tuberculosis: global trends and interactions with the HIV epidemic. Arch.
Intern. Med. 163:1009-21.

Crick, D.C., Schulbach, M.C., Zink, E.E., Macchia, M., Barontini, S., Besra, G.S. & Brennan, P.J.
(2000). Polyprenyl phosphate biosynthesis in Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium
smegmatis. J. Bacteriol. 182:5771-5778.

Czepas, J., Devedjiev, Y., Krowarsch, D., Derewenda, U., Otlewski, J. & Derewenda, Z.S. (2004).
The impact of Lys-->Arg surface mutations on the crystallization of the globular domain of RhoGDI.
Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 60:275-80.

Drenth, J. (2007). Principles of protein x-ray crystallography. 3:e uppl. New York: Springer
Science+Business Media, LLC.

Eriksen, T.A., Kadziola, A., Bentsen, A.K., Harlow, K.W. & Larsen, S. (2000). Structural basis for the
function of Bacillus subtilis phosphoribosyl-pyrophosphate synthetase. Nat. Struct. Biol. 7:303-308.

Flynn, J.L. & Chan, J. (2001). Immunology of tuberculosis. Annu. Rev. Immunol. 19:93-129.

Goldschmidt, L., Cooper, D.R., Derewenda, Z.S. & Eisenberg, D. (2007). Toward rational protein
crystallization: A Web server for the design of crystallizable protein variants. Protein Sci. 16:1569-
1576.

Hove-Jensen, B. (1988). Mutation in the phosphoribosylpyrophosphate synthetase gene (prs) that
results in simultaneous requirements for purine and pyrimidine nucleosides, nicotinamide nucleotide,
histidine and tryptophan in Escherichia coli. J. Bacteriol. 170:1148-1152.

Hove-Jensen, B. (1989). Phosphoribosylpyrophosphate (PRPP)-less mutants of Escherichia coli. Mol.
Microbiol. 3:1487-1492.

Kallmann, F. J. & Reisner, D. (1942). Twin studies on the significance of genetic factors in
tuberculosis. Am. Rev. Tuberc. 16.

Kemp, L.E., Bond, C.S. & Hunter, W.N. (2003). Structure of a tetragonal crystal form of Escherichia
coli 2-c-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase. Acta Crystallogr. Sect. D Biol.
Crystallogr. 59:607-610.

54



Li S., Lu Y., Peng B. & Ding J. (2007). Crystal structure of human phosphoribosylpyrophosphate
synthetase 1 reveals a novel allosteric site. Biochem J. 401:39-47.

Lichtenthaler, H.K. (1999). The 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphate Pathway of Isoprenoid
Biosynthesis in Plants. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 50:47-65.

Richard, S.B., Bowman, M.E., Kwiatkowski, W., Kang, 1., Chow, C., Lillo, A.M., Cane, D.E. & Noel,
J.P. (2001). Structure of 4-diphosphocytidyl-2-c-methylerythritol synthetase involved in mevalonate-
independent isoprenoid biosynthesis. Nat. Struct. Biol. 8:641-647.

Rohdich, F., Wungsintaweekul, J., Fellermeier, M., Sagner, S., Herz, S., Kis, K., Eisenreich, W.,
Bacher, A. & Zenk, M.H. (1999). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:11758-11763.

Rohmer, M. (1999). The discovery of a mevalonate-independent pathway for isoprenoid biosynthesis
in bacteria, algae and higher plants. Nat. Prod. Rep. 16:565-574.

Rohmer, M., Knani, M., Simonin, P., Sutter, B. & Sahm, H. (1993). Isoprenoid biosynthesis in
bacteria: a novel pathway for the early steps leading to isopentenyl diphosphate. Biochem. J. 295:517-
524.

Sacchettini, J.C. & Poulter, C.D. (1997). Creating isoprenoid diversity. Science 277:1788-1789.

Sassetti, C.M., Boyd, D.H. & Rubin, E.J. (2001). Comprehensive identification of conditionally
essential genes in mycobacteria Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 98:12712-12717.

Sassetti, C.M., Boyd, D.H. & Rubin, E.J. (2003). Genes required for mycobacterial growth defined by
high density mutagenesis. Mol. Microbiol. 48:77-84.

Studier, F.W., Rosenberg, A.H., Dunn, J.J. & Dubendorff, J.W. (1990). Use of T7 RNA polymerase to
direct expression of cloned genes. Methods Enzymol. 185:60-89.

TubercuList (2008): http://tuberculist.epfl.ch/. [Hdmtad 2008-12-20].

Willemoés, M. & Hove-Jensen, B. (1997). Binding of divalent magnesium by Escherichia coli
phosphoribosyl diphosphate synthetase. Biochemistry 36:5078-83.

Wolff, M., Seemann, M., Tse Sum Bui, B., Frapart, Y., Tritsch, D., Garcia Estrabot, A., Rodriguez-
Concepcion, M., Boronat, A., Marquet, A. & Rohmer, M. (2003). Isoprenoid biosynthesis via the
methylerythritol phosphate pathway: the (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase
(LytB/1spH) from Escherichia coli is a [4Fe-4S] protein. FEBS Lett. 541:115-120.

Wolucka, B.A. (2008). Biosynthesis of D-arabinose in mycobacteria — a novel bacterial pathway with
implications for antimycobacterial therapy. FEBS J. 275:2691-711.

World Health Organization (2008). http://www.who.org. [Hamtad 2008-12-20].

55


http://tuberculist.epfl.ch/
http://www.who.org/

Bilagor

Bilaga 1: Primersekvenser

Tabell 3. De i studien anvanda PCR-primrarnas DNA-sekvenser. Anvanda forkortningar: f = forward;
FL = fullangd; r = reverse; fHis = forward med N-terminal Hiss-tag; -4 = trunkering av 4 aminosyror;
-3 = trunkering av 3 aminosyror; rHis = reverse med C-terminal Hisg-tag; -10 = trunkering av 10 aminosyror.

Primernamn Primersekvens (5'-3")

IspD_f FL ATG GCT GTC AGG GAA GCG GGC GAAGTAG

IspD_r_FL CTACCCGCGCACTATAGCTTG

IspD_fHis_FL ATG GCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GTC AGG GAA GCG GGC
GAAGTAG

IspD_f -4 ATG GCG GGC GAAGTAGTT GCG ATC

IspD_fHis_-4 ATG GCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GCG GGC GAAGTAGTT
GCG ATC

IspE_f FL ATG GCT CCC ACC GGG TCG GTC ACCGTTC

IspE_r_FL CTACAC TTC GGT CGG CGC AGA CAC

IspE_fHis_FL ATG GCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT CCC ACC GGG TCG GTC
ACCGTTC

ISpE_T -4 ATG GCT TCG GTC ACCGTT CGG GTG CC

IspE_fHis_-4 ATG GCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT TCG GTC ACC GTT CGG
GTG CC

IspE_r_-3 CTA CGG CGC AGA CAC CAC GCG

ISpE_rHis_-3 CTA ATG ATG ATG ATG ATG ATG CGG CGC AGA CAC CAC GCG

IspH1 f FL ATG GCT GTT CCG ACG GTC GAC

IspH1_r_-10 CTAGAACACCAACGTCTICGTTG

IspH1_fHis FL  ATG GCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT GTT CCG ACG GTC
GAC

PrsA_f FL ATG GCT AGC CAC GAC TGG ACC GAT AATC

PrsA_r_FL CTATGC GTC CCC GTC GAA AAG

PrsA_fHis_FL ATG GCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT AGC CAC GAC TGG ACC

GAT AATC
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Bilaga 2: Standardprotokoll

Isolering och amplifiering av en gen med hjalp av PCR

PCR-mix

2,5 ul 10x PfuUltra reaktionsbuffert (Stratagene) (rumstemperatur p.g.a. Mg2+)

1 pul DMSO (=> 4% DMSO)

0,5 wl 10 MM dNTPs (av varje dNTP => 200 uM av varje dNTP)

0,5 wl 20 uM forwardprimer

0,5 ul 20 uM reverseprimer

1 ul DNA-templat (total MIDNA H37Rv, 20 ng/ul) eller 0,5 ul DNA-templat (isolerade
plasmider eller agarosgelrenad PCR-produkt)

0,5 ul 2,5 U/ul PfuUltra DNA-polymeras (Stratagene) (=> 0,05 U/pul)

18,5 ul or 19 ul dH,0O (destillerat vatten)

25 ul

PCR-program

95°C 2 min (denaturering)
95°C 1 min (denaturering)
52-62°C 1 min 25 cykler  (renaturering)
72°C 1-1,33 min (extension)
72°C 2-10 min (extension)
4°C o0

Ligering av en gen i en expressionsvektor

Addition av 3" A till det isolerade PCR-fragmentet

17,3 ul DNA (PCR-produkt renad med agarosgelelektrofores)

2 ul 10x ThermoPol® reaktionsbuffert (Roche) (rumstemperatur p.g.a. Mg?*)
0,5 wl 10 MM dNTPs (av varje dNTP => 250 uM av varje dNTP)

0,2 wl 5 U/ul Tag DNA-polymeras (Roche) (=> 0.05 U/pul)

20 pl

Ligeringsreaktion

1 ul dH0

1 ul av ligeringsmixen ovan

0,5 wl saltlésning (1,2 M NacCl, 0,06 M MgCl,; pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit,
Invitrogen)

0,5 ul pEXPS5/CT TOPO® expressionsvektor (Invitrogen)

3ul
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Analytisk PCR

Mastermix

19,25 ul dH,0

2,5 ul 10x ThermoPol® reaktionsbuffert (Roche) (rumstemperatur p.g.a. Mg*")
1 ul DMSO (=> 4%)

0,5 ul 10 MM dNTPs (av varje dNTP => 200 uM av varje dNTP)

0,5 ul DNA-templat (isolerade plasmider)

0,5 wl 20 uM T7 forwardprimer

0,5 ul 20 uM reverseprimer

0,25 pl 5 U/ul Tag DNA-polymeras (Roche) (=> 0.05 U/pl)

25,0 ul

PCR-program

95°C 2 min (denaturering)
95°C 1 min (denaturering)
57-58°C 1 min 25 cykler (renaturering)
72°C 1.33 min (extension)
72°C 2 min (extension)
4°C 0

Storskalig proteinexpression och rening

Beredning av of M9-salter (minimalt saltmedium)
1L 1x M9-salter

12,8 g NagHPO4'7H20

3 g KH>PO,4

0,5 g NaCl

1 g NH.CI

1L dH0

Expression i M9 minimalt saltmedium (for MtlspH1)
Blanda 1 L M9-medium:

200 ml LB (rikt medium)

800 ml 1x M9-salter (minimalt medium)

20 ml 20% glukos

2ml 1M MgSO,

100 pl 1 M CaCl,

1 ml 50 mg/ml ampicillin (=> ~50 pg/ml)

20 ml inokulat
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Bilaga 3: Sekvensjamforelser och sekundarstrukturprediktion

MtlspD (Rv3582c)

T.m-1VPA
Thb8-2PX7
MtIspD
E.coli-1152
E.coli-1VGT
E.coli-1H3M
N.g-1VGZ

T.m-1VPA
Thb8-2PX7
MtIspD
E.coli-1I52
E.coli-1VGT
E.coli-1H3M
N.g-1VGZ

T.m-1VPA
Thb8-2PX7
MtIspD
E.coli-1I52
E.coli-1VGT
E.coli-1H3M
N.g-1VGZ

T.m-1VPA
Thb8-2PX7
MtIspD
E.coli-1I52
E.coli-1VGT
E.coli-1H3M
N.g-1VGEZ

T.m-1VPA
Thb8-2PX7
MtIspD
E.coli-1I52
E.coli-1VGT
E.coli-1H3M
N.g-1VGEZ

Figur 55. Sekvensjamforelser fran ClustalW av MtlspD med sex andra strukturbestamda IspD-proteiner
fran PDB. Aminosyrasekvensjamforelser av MtlspD med IspD fran Thermotoga maritima (T.m; PDB-kod
1VPA), Thermus thermophilus hb8 (Thb8; PDB-kod 2PX7), E. coli (PDB-koder 1152, 1VGT och 1H3M) och
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Neisseria gonorrhoeae (N.g; PDB-kod 1VGZ) gjordes. | borjan av sekvensjamforelsen ar de fyra forsta

aminosyrorna som trunkerades i konstruktet MtlspDypisng inte aterfunna i E. coli-sekvenserna. Eftersom dessa
fyra aminosyror inte finns i E. coli &r de troligtvis inte viktiga for funktionen utan kan istallet tas bort for att inte

stora kristalliseringen. C-terminalt ar Mt-proteinet kortare, vilket medfor att det dar inte behdvdes nagon

trunkering. Aminosyraresternas fargkodning: rod = sma hydrofoba aa (AVFPMILW); bl = sura (negativt
laddade) aa (DE); magenta = basiska (positivt laddade) aa (RHK); grén = hydrofila, aminer, basiska (polara) aa
(STYHCNGQ); gra = 6vriga aa. Symbolforklaringar: * (asterisk) innebar att aminosyraresterna i den kolumnen
ar konserverade, dvs. identiska, mellan alla jamfoérda sekvenser; : (kolon) innebdr att det ar hogst liknande
aminosyrarester, dvs. aa inom samma fargkodning, i den kolumnen; . (punkt) innebar att det finns viss likhet
mellan aminosyraresterna i den kolumnen. | de kolumner dér det saknas symboler anses aminosyraresterna vara
helt olika varandra.
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Figur 56. Sekvensjamforelser fran ClustalwW av MtIspE med tre andra strukturbestamda IspE-proteiner
fran PDB. Aminosyrasekvensjamforelser av MtIspE med IspE fran Thermus thermophilus (T.ther; PDB-kod
1UEK)), E. coli (PDB-kod 10J4) och Aquifex aeolicus (A.aeo; PDB-kod 2V2Q) gjordes. Fyra olika konstrukt av
MtlspE skapades: MtISpEngis, MtISPENkisng, MUISPEcschis 0Ch MtISpEnascachis- | borjan av sekvensjamforelsen
liknar den sjatte aminosyran fran MtIspE de 6vriga aminosyrasekvenserna i jamforelsen. Saledes bor det ga bra
att N-terminalt trunkera upp till fem stycken aminosyror. | denna studie valdes att testa att trunkera fyra
aminosyror N-terminalt. Vid C-terminalen liknar den fjarde aminosyran bakifran raknat i aminosyrasekvenserna
varandra. Saledes valdes att trunkera de tre C-terminala aminosyrorna som inte verkar vara konserverade hos de
strukturbestamda IspE-varianterna. Aminosyraresternas fargkodning: rod = sma hydrofoba aa (AVFPMILW);
bla = sura (negativt laddade) aa (DE); magenta = basiska (positivt laddade) aa (RHK); gron = hydrofila,
aminer, basiska (polara) aa (STYHCNGQ); gra = évriga aa. Symbolférklaringar: * (asterisk) innebar att
aminosyraresterna i den kolumnen &r konserverade, dvs. identiska, mellan alla jamforda sekvenser; : (kolon)
innebér att det &r hogst liknande aminosyrarester, dvs. aa inom samma fargkodning, i den kolumnen; . (punkt)
innebdr att det finns viss likhet mellan aminosyraresterna i den kolumnen. I de kolumner dér det saknas symboler
anses aminosyraresterna vara helt olika varandra.
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MtispH1 (Rv1110)

3|00 3|10 3|20 3|30
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368999999998724898617899888899981367777889
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= - -
_______ = =

Figur 57. Sekundarstrukturprediktion av MtlspH1 i Jpred. Sekundérstrukturen av MtlspH1 forutspas ta slut
nio till tio aminosyror fran C-terminalen. Det ar denna information som ligger till grund for den C-terminala
trunkeringen av tio aminosyror som genomfordes vid skapandet av konstruktet MtIspH1ynisc1o-
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MtPrsA (Rv1017c)

PRPS1_Human = = ======== MPNIKIFSGSSHQDLSQKIADRLGLELGKVVTKKFSNQETCVEIGESVRGED 52
PRPS2 HUMAN =  ——-——ee= MPNIVLFSGSSHQDLSQRVADRLGLELGKVVTKKFSNQETSVEIGESVRGED 52
PRPS3 HUMAN =  ———eeeee MPNIKIFSGSSHQDLSQKIADRLGLELGKVVTKKFSNQETCVEIDESVRGED 52
MtPrsA LSHDWTDNREKNLMLFAGRAHPELAEQVAKELDVHVTSQDAREFANGEIFVRFHESVRGCD 60
*p phgk ok pdkppprk, koL srakew k k_ 2 dREEE ¥
PRPS1_ Human VYIVQSGCGEINDNLMELLIMINACKIASASRVTAVIPCFPYARQDKKDKSRAPISAKLV 112
PRPS2 HUMAN VYIIQSGCGEINDNLMELLIMINACKIASSSRVTAVIPCFPYARQDKKDKSRAFPISAKLV 112
PRPS3_ HUMAN VYIVQSGCGEINDSLMELLIMINACKIASASRVTAVIPCFPYARQDKKDKSRSPISAKLYV 112
MtPrsA AFVLQSCPAPVNRWLMEQLIMIDALKRGSAKRITAVMPFYPYARQDKKHRGREPISARLI 120
:::*t . :* * k% ****:* * _*:'*:***:* :********_:_* ****:*:
PRPS1_ Human ANMLSVAGADHIITMDLHASQIQGFFDIPVDNLYAEPAVLKWIRENISEWRNCTIVSPDA 172
PRPS2 HUMAN ANMLSVAGADHIITMDLHASQIQGFFDIPVDNLYAEPAVLOQWIRENIAEWKNCIIVSPDA 172
PRPS3_HUMAN ANMLSIAGADHIITMDLHASQIQGFFDIPVDNLYAEPTVLKWIRENIPEWKNCIIVSPDA 172
MtPrsA ADLLKTAGADRIVTVDLHTDQIQGFFDGPVDHMRGONLLTGYIRDNYPDG-NMVVVSPDS 179
*::*' ****:*:*:***:'******* ***:: :**:* . s %* :****:
PRPS1_ Human GGAKRVTSIADRLN-VDFALIHKER--KKANEVDRMVLVGDVKDRVAILVDDMADTCGTI 229
PRPS2 HUMAN GGAKRVTSIADRLN-VEFALIHKER--KKANEVDRMVLVGDVKDRVAILVDDMADTCGTI 229
PRPS3 HUMAN GGAKRVTSIADQLN~VDFALIHKER-~KKANEVDCIVLVGDVNDRVAILVDDMADTCVTI 229
MtPrsA GRVRIAEKWADALGGVPLAFIHKTRDPRVPNQVVSNRVVGDVAGRTCVLIDDMIDTGGTI 239
* L= *k Kk * skskkk * Kk skkkk Kk _skedkhkk k% * &
PRPS1_ Human CHAADKLLSAGATRVYAILTHGIFSGPAISRINNACFEAVVVTNTIPQEDKMKHCSKIQV 289
PRPS2_ HUMAN CHAADKLLSAGATKVYAILTHGIFSGPAISRINNAAFEAVVVTNTIPQEDEMKHCTKIQV 289
PRPS3 HUMAN CLAADKLLSAGATRVYAILTHGIFSGPAISRINTACFEAVVVTNTIPQDEKMKHCSKIRV 289
MtPrsA AGAVALLHNDGAGDVIIAATHGVLSDPARQRLASCGAREVIVINTLF IGE-DKRFPQLTV 298

PRPS1_ Human
PRPSZ2_HUMAN
PRPS3_ HUMAN
MtPrsA

k, * | k% % kkkssk k% kg kakkkksk 2 kg3 33 *

IDISMILAEAIRRTHNGESVSYLFSHVPL 318
IDISMILAEAIRRTHNGESVSYLFSHVPL 318
IDISMILAEATRRTHNGESVSYLFSHVPL 318
LSIAPLLASTIRAVFENGSVTGLFDGDA~ 326

S AT LA A D L B

Figur 58. Sekvensjamforelser fran ClustalW av MtPrsA med de tre humana isoformerna av PrsA.
MtPrsA-enzymet visar 43% sekvensidentitet med det humana PrsA-enzymet, av vilka det finns tre isoformer
[Wolucka, 2008]. Eftersom det inte finns nagon tillganglig struktur av vare sig Mt-enzymet eller det humana
enzymet togs beslutet att uttrycka fulldngdsproteinet med en N-terminal Hisg-tag, PrsAynis. Aminosyraresternas
fargkodning: rod = sma hydrofoba aa (AVFPMILW); bla = sura (negativt laddade) aa (DE); magenta = basiska
(positivt laddade) aa (RHK); gron = hydrofila, aminer, basiska (polara) aa (STYHCNGQ); gra = 6vriga aa.
Symbolférklaringar: * (asterisk) innebar att aminosyraresterna i den kolumnen &r konserverade, dvs. identiska,
mellan alla jamforda sekvenser; : (kolon) innebér att det ar hogst liknande aminosyrarester, dvs. aa inom samma
fargkodning, i den kolumnen; . (punkt) innebar att det finns viss likhet mellan aminosyraresterna i den
kolumnen. I de kolumner dér det saknas symboler anses aminosyraresterna vara helt olika varandra.
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