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Strukturella och funktionella studier av fyra enzymer 
involverade i cellväggsbiosyntes hos  

Mycobacterium tuberculosis 
 

Joanna Källgren 

 
Sammanfattning 

 
Mycobacterium tuberculosis är en bakterie som orsakar sjukdomen tuberkulos, en av världens 
mest spridda och dödliga infektionssjukdomar. I genomsnitt infekteras en person per sekund i 
världen. Cirka 10% av de drabbade utvecklar kliniska symptom och av dessa avlider mer än 
hälften om de inte får behandling. Tuberkulos drabbar främst lungorna, men även andra organ 
kan få allvarlig påverkan. Dagens komplicerade behandlingsmetoder är ofta ineffektiva och 
ger inte sällan svåra biverkningar. Man söker därför efter ett nytt antibiotikum som ger en 
effektivare behandling med färre komplikationer.  
 
Tuberkulosbakteriens cellvägg är ovanligt ogenomtränglig och gör det svårt för läkemedel att 
ta sig in i bakterien. Genom att stoppa något av de enzymer (proteiner som påskyndar 
biokemiska reaktioner) som är delaktiga i cellväggens uppbyggnad hoppas man kunna ta död 
på bakterierna. Behandlingen måste emellertid vara specifikt inriktad på tuberkulosbakterien 
och får inte angripa människans egna celler.  
 
Under höstterminen 2008 genomfördes en studie vid Uppsala universitet där fyra enzymer 
från tuberkulosbakterien undersöktes i syfte att med strukturbaserad läkemedelsdesign ta fram 
ett nytt antibiotikum mot tuberkulosbakterien. Genom att ta reda på hur enzymernas 
tredimensionella struktur ser ut och hur de fungerar kan man lättare tillverka 
läkemedelsmolekyler som specifikt binder in till dessa och stoppar deras aktivitet.  
 
För att uppnå detta mål har de fyra undersökta enzymerna tagits fram i löslig och stabil form 
genom att först klona deras gener, sedan uttrycka dem i E. coli-celler och därefter rena fram 
dem. Slutligen sattes kristalliseringsexperiment upp för de framrenade enzymerna för att 
försöka få fram kristaller, vilka behövs för att med hjälp av röntgenkristallografi bestämma 
enzymernas tredimensionella strukturer.  
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Förord 
Denna rapport utgör ett examensarbete (30 hp) inom Civilingenjörsprogrammet i molekylär 
bioteknik. Den aktuella studien genomfördes under handledning av teknologie doktor Lena 
Henriksson och professor Torsten Unge vid Institutionen för cell- och molekylärbiologi 
(ICM), avdelningen för strukturbiologi, Uppsala universitet, under höstterminen 2008. De 
referenser som används i rapporten bygger på litteratur som fanns tillgänglig vid denna 
tidpunkt. Studien utfördes inom RAPID-programmet (Rational Approaches to Pathogen 
Inhibitor Discovery) som startade vid Uppsala universitet år 2003 i samarbete med 
AstraZeneca i Indien (AstraZeneca India Pvt. Ltd). 
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Förkortningar
aa  Aminosyra, eng. amino acid 
AMP Adenosinmonofosfat 
ADP  Adenosindifosfat 
Arg  Arginin 
ATP  Adenosintrifosfat 
β-NADPH,  Dihydronikotinamid-adenin-dinukleotidfosfat-tetranatriumsalt 
NADPH-Na4  (reducerad form) 
BLAST Basic Local Alignment Search Tool 
bp  Baspar 
CDP-ME 4-(Cytidin-5'-difosfo)-2-C-metyl-D-erytritol 
CDP-MEP 2-Fosfo-CDP-ME 
CMP  Cytidinmonofosfat 
CoA   Koenzym A, eng. coenzyme A 
CTP  Cytidintrifosfat 
Cys   Cystein 
dH2O   Destillerat vatten 
DMAPP Dimetylallylpyrofosfat eller dimetylallyldifosfat 
DMSO  Dimetylsulfoxid 
DNA   Deoxiribonukleinsyra, eng. deoxyribonucleic acid 
DNas I  Deoxyribonukleas I 
dNTP  Deoxynukleosidtrifosfat, eng. deoxynucleoside triphosphate 
DXP 1-Deoxy-D-xylulos-5-fosfat 
DXR DXP-reduktoisomeras, IspC 
DXS DXP-syntas 
E. coli   Escherichia coli  
HEPES  2-[4-(2-Hydroxyetyl)piperazin-1-yl]etansulfonsyra 
His6-tag  Hexahistidintag 
HIV   Humant immunbristvirus 
HMB-PP (E)-4-Hydroxy-3-metyl-but-2-en-1-yl-pyrofosfat eller (E)-4-Hydroxy-3-metyl-

but-2-en-1-yl-difosfat, HMDP 
HMG-CoA  3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzym A 
IMAC  Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography 
IPP   Isopentenyldifosfat eller isopentenylpyrofosfat  
IspD  2-C-metyl-D-erytritol-4-fosfat-cytidylyltransferas  
IspDFL Fullängdsprotein av IspD 
IspDNHis IspD med en N-terminal His6-tag 
IspDN4 IspD med en N-terminal trunkering av 4 aminosyror 
IspE  CDP-ME-kinas 
IspEFL   Fullängdsprotein av IspE 
IspENHis  IspE med en N-terminal His6-tag  
IspENHisN4  IspE med en N-terminal His6-tag och med en N-terminal trunkering av 4 

aminosyror 
IspEC3CHis  IspE med en C-terminal trunkering av 3 aminosyror och med en C-terminal 

His6-tag 
IspEN4C3CHis  IspE med en N-terminal trunkering av 4 aminosyror, en C-terminal trunkering 

av 3 aminosyror och en C-terminal His6-tag 
IspF 2-C-metyl-D-erytritol-2,4-cyclodifosfat-syntas 
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IspG  4-Hydroxy-3-metyl-but-2-en-1-yl-difosfat-syntas eller 4-hydroxy-3-metyl-but-
2-en-1-yl-pyrofosfat-syntas, HMB-PP-syntas 

IspH1/2  4-Hydroxy-3-metyl-but-2-en-1-yl-difosfat-reduktas 1 eller 4-hydroxy-3-metyl-
but-2-en-1-yl-pyrofosfat-reduktas 1/2, HMB-PP-reduktas 1/2 

IspH1FL  Fullängdsprotein av IspH1 
IspH1NHisC10  IspH1 med en N-terminal His6-tag och en C-terminal trunkering av 

10 aminosyror 
kb Kilobaspar 
kDa Kilodalton 
LA Lysogeny broth agar 
LB Lysogeny broth 
LMW Low Molecular Weight 
Lys Lysin 
MDR-TB Multiresistent tuberkulos, eng. multidrug-resistant tuberculosis 
MEcPP 2-C-metyl-D-erytritol-2,4-cyclopyrofosfat eller 2-C-metyl-D-erytritol-2,4-

cyclodifosfat, MEcDP 
MEP 2-C-metyl-D-erytritol-4-fosfat 
Mg2+ Magnesiumjon 
Mt Mycobacterium tuberculosis 
MtIspD IspD från Mycobacterium tuberculosis stam H37Rv 
MtIspE IspE från Mycobacterium tuberculosis stam H37Rv 
MtIspH1 IspH1 från Mycobacterium tuberculosis stam H37Rv 
MtPrsA PrsA från Mycobacterium tuberculosis stam H37Rv 
MW Molekylmassa, eng. molecular weight 
MWCO Molecular weight cut-off 
NADP+ Nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfat (oxiderad form) 
NADPH Nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfat (reducerad form) 
Ni2+ Nickeljon 
NTA Nitrilotriättiksyra, eng. nitrilotriacetic acid 
OD600 Absorbans (optisk densitet) vid våglängden 600 nm 
PCR Polymeraskedjereaktion, eng. Polymerase Chain Reaction 
PDB Protein Data Bank 
PEG Polyetylenglykol 
pI Isoelektrisk punkt 
Pi, PO4

3− Oorganisk ortofosfatjon 
PMSF Fenylmetansulfonylfluorid, eng. phenylmethanesulfonyl fluoride 
PPi, P2O7

4−  Pyrofosfatjon eller difosfatjon 
PRPP  Fosforibosylpyrofosfat, eng. phosphoribosyl pyrophosphate 
PrsA  Fosforibosylpyrofosfatsyntetas, PRPP-syntas 
PrsAFL  Fullängdsprotein av PrsA 
R5P   Ribos-5-fosfat 
RAPID  Rational Approaches to Pathogen Inhibitor Discovery 
RNas A Ribonukleas A 
SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat-polyakrylamidgelelektrofores, eng. sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
Ser Serin 
TB Tuberkulos 
WHO Världshälsoorganisationen, eng. World Health Organization 
XDR-TB Extremt resistent tuberkulos, eng. extensively drug-resistant tuberculosis 
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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 är en av världens mest spridda och dödliga infektionssjukdomar. Omkring en 
tredjedel av världens befolkning, dvs. cirka 2 miljarder människor, är infekterade av Mt och 
infektionstakten uppskattas till en person per sekund i världen [WHO, 2008]. Cirka 10% av de 
som har blivit infekterade av Mt kommer någon gång under sin livstid att utveckla den aktiva 
formen av TB och utan behandling avlider mer än hälften av dessa. Risken att insjukna i den 
aktiva varianten av TB är betydligt högre, cirka 30%, för de som har ett nedsatt 
immunförsvar, t.ex. de som redan är infekterade med HIV, är undernärda, har diabetes, är 
sprutnarkomaner, alkoholister eller använder tobak. Varje år insjuknar minst 9 miljoner 
människor i aktiv TB och cirka 2 miljoner människor dör årligen i TB. Tredje världen, främst 
södra Afrika och sydöstra Asien, är värst drabbad av sjukdomen och cirka 90% av dödsfallen 
återfinns där. I Sverige är antalet rapporterade fall av TB drygt 400 per år. Globalt drabbar 
sjukdomen främst barn och ungdomar. Förekomsten av TB ökar även i vissa öststater. 

Bakterien Mt, vilken människans eget immunförsvar har svårt att oskadliggöra, angriper oftast 
lungorna, men kan även påverka andra organ som centrala nervsystemet, lymfsystemet, 
blodomloppet, könsorganen, skelettet, leder och huden. Endast de som har insjuknat i den 
aktiva formen av TB har möjlighet att sprida smittan vidare. De som bär på en latent infektion 
är alltså inte smittsamma. Smittspridning av lung-TB från person till person sker främst 
genom luften. När personer med lung-TB hostar, nyser, spottar eller pratar sprider de 
bakterier i luften genom att slunga ut små smittsamma droppar (0,5-5 µm i diameter). Man 
behöver bara andas in ett fåtal av dessa bakterier för att bli smittad. Först tre till fyra veckor 
efter att en person har blivit smittad kan denna person i sin tur smitta andra. Sjukdomen 
smittar normalt inte efter två veckors behandling, under förutsättning att Mt-bakterierna inte 
är antibiotikaresistenta. Det finns, enligt tvillingstudier under 1940-talet [Kallman et al., 
1942], en viss ärftlighet inblandad i mottagligheten för TB. Sjukdomen är dessutom att 
betrakta som en zoonos, dvs. den kan överföras mellan människor och djur. Vanliga symptom 
på aktiv lung-TB är kronisk hosta med blodigt slem, bröstsmärtor, kraftlöshet, blekhet, 
aptitförlust, viktminskning, feber, frossa och nattliga svettningar [WHO, 2008]. 

Den grampositiva, stavformade, obligat aeroba Mt-bakterien växer mycket långsamt (delar sig 
var 16:e-20:e timme), men är långlivad och har även förmågan att kunna ligga latent (vilande) 
inuti sin värdorganism. 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 cirkulär kromosom som innehåller cirka 4 000 gener, vilka uttrycker proteiner som bl.a. 
sköter bakteriens metabolism, respiration och som deltar i biosyntesen (uppbyggnaden) av 
den unika cellväggen [Cole et al., 1998; Barry et al., 2007]. 
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1.2 Dagens läkemedel mot tuberkulos och multiresistent tuberkulos 
Existerande läkemedel (antibiotika) kan ofta bota TB, men behandlingen är långvarig, 
kostsam, ineffektiv och omständlig. Behandlingen kräver ett intag av en kombination av 
läkemedel under minst 6 månader och kan ge upphov till många allvarliga biverkningar 
såsom leverskador, illamående, yrsel, hallucinationer, depressioner, hörselskador och 
muskelsammandragningar [Addington, 1979]. Behandlingen är inte alltid lyckad och 
resulterar ofta i patientåterfall. Att man inte följer rekommenderad dosering av läkemedlet 
eller att behandlingen inte varar tillräckligt länge har lett till uppkomsten av 
läkemedelsresistent TB, vilken är ännu svårare att behandla. Som tidigare nämnts förvärras 
situationen ytterligare vid förekomst av HIV/AIDS, vilken är en allvarlig riskfaktor för TB 
[Corbett et al., 2003]. Det finns fem stycken första linjens läkemedel, dvs. läkemedel som 
används i första hand, mot TB: isoniazid, rifampicin, pyrazinamid, ethambutol och 
streptomycin (Figur 1). Dessa anti-TB-läkemedel har använts i årtionden och resistensen mot 
dem är utbredd. Antalet resistenta, multiresistenta (MDR-TB, dvs. resistenta mot minst två av 
första linjens läkemedel, isoniazid och rifampicin) och extremt resistenta (XDR-TB, dvs. 
resistenta även mot andra linjens läkemedel) stammar av Mt ökar [WHO, 2008]. Ovanstående 
fakta indikerar att det finns ett akut behov av att utveckla nya, mer effektiva läkemedel mot 
TB, vilka skulle kunna korta ner den nuvarande behandlingen och verka på resistenta Mt-
bakterier och svårbehandlad TB.  

Figur 1. Första linjens läkemedel mot TB. Här visas fyra av de vanligaste läkemedlen (isoniazid, rifampicin, 
pyrazinamid och ethambutol) som används i kombination med varandra under flera månader vid behandling av 
TB. [Bilden är återgiven från Wikimedia Commons, författare NIAID.]  
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1.3 Strukturbaserad läkemedelsdesign 
Proteiner är makromolekyler som deltar i alla processer i levande celler. En stor grupp av 
proteinerna, enzymerna, är ansvariga för att katalysera (påskynda) biokemiska reaktioner i 
cellen, vilket gör denna grupp av molekyler till det mest användbara målet för läkemedel som 
inhiberar (hämmar) eller dödar en given organism. Proteiner är dock mycket små molekyler 
(2-10 nm) och kan inte ses med blotta ögat. Kraftfulla tekniker som röntgenkristallografi har 
därför utvecklats för att observera och analysera proteinstrukturer på molekylnivå. För att 
förbereda rent protein från en organism för röntgenkristallografiska studier tillämpas olika 
molekylära verktyg såsom kloning, uttryck, rening och kristallisering. Den slutliga 
tredimensionella proteinstrukturen kan ge grundläggande kunskap om proteinets biologiska 
funktion hos organismen och underlätta för strukturbaserad läkemedelsdesign av nya 
läkemedel mot sjukdomen som organismen i fråga orsakar. 

Med hjälp av strukturbaserad läkemedelsdesign kan man undersöka hur potentiella 
läkemedelskandidater interagerar med något bakteriespecifikt protein och på så vis kan 
framtagandet av nya, effektiva läkemedel underlättas. Genom att veta hur enzymet ser ut och 
hur det rör sig samt hur kontaktytan mellan enzymet och dess substrat ser ut kan man specifikt 
designa inhibitorer som binder in i substratets plats och på så sätt är det möjligt att förhindra 
enzymets aktivitet och i de fall enzymet är essentiellt för bakterien leder det till dess död.  

1.4 Bestämning av ett proteins tredimensionella struktur genom 
röntgenkristallografi 
Röntgenkristallografi är idag den vanligaste och den enda metoden som helt självständigt, 
dvs. utan hjälp av kompletterande tekniker, kan användas för att bestämma ett proteins 
tredimensionella struktur med hög upplösning. Med hjälp av genkloning kan man producera 
stora mängder av ett visst protein, vilket behövs för att kunna göra en röntgenkristallografisk 
strukturbestämning. Därefter behöver man framställa kristaller innehållande ett 
tredimensionellt repetitivt mönster av proteinmolekylerna, vilket är flaskhalsen vid 
röntgenkristallografisk strukturbestämning. Om man har lyckats få fram proteinkristaller är 
nästa steg att bestråla en kristall med intensiv röntgenstrålning. På grund av det 
tredimensionella regelbundet upprepade mönstret av proteinmolekylerna i kristallen uppstår 
då ett diffraktionsmönster. Diffraktionspunkterna som registreras på en skärm (detektor) 
anger atomernas relativa positioner. För att bestämma strukturen hos molekylen som byggde 
upp kristallen behöver man också amplituden och fasen hos den elektromagnetiska våg som 
gav upphov till diffraktionspunkterna. Den viktiga fasinformationen för den 
elektromagnetiska vågen förloras tyvärr i diffraktionsmönstret. Nuförtiden finns det dock 
flera metoder som kan användas för att lösa detta fasproblem genom utifrån punkternas 
intensitet återskapa den saknade fasinformationen. Informationen om den elektromagnetiska 
vågens amplitud, vilken fås från diffraktionspunkternas intensitet, och vågens återskapade fas 
kan med hjälp av datorprogram användas för att upprätta en elektrontäthetskarta. Med hjälp 
av denna karta kan sedan aminosyrorna i proteinet placeras in och en fullständig 
tredimensionell strukturmodell av proteinet kan byggas upp (Figur 2) [Drenth, 2007].  

13 



Figur 2. Flödesschema för röntgenkristallografisk bestämning av proteinstrukturer. [Bilden är återgiven 
från Wikimedia Commons, författare Thomas Splettstoesser.]  

1.5 De fyra studerade enzymerna: MtIspD, MtIspE, MtIspH1 och MtPrsA 
För att välja ut ett lämpligt protein som målmolekyl för läkemedelskandidater att interagera 
med kan man t.ex. studera essentiella metabola reaktionsvägar hos bakterien. I Mt-bakteriens 
fall är dess mycket komplexa cellvägg karakteristiskt. Denna mycket tjocka cellvägg, 
bestående av ett peptidoglykanlager och flera olika lager av ovanliga lipider, glykolipider och 
kolhydrater (Figur 1), är mycket hydrofob och kan effektivt hindra många potentiella 
läkemedelskandidater från att ta sig in i bakterien [Cole et al., 1998; Barry et al., 2007]. 
Således kan något av enzymerna som är involverade i biosyntesen av cellväggen vara ett 
lämpligt val av målprotein att försöka inhibera. 

Genom att rikta in sig på essentiella enzymer från Mt och bestämma deras tredimensionella 
strukturer samt utveckla analyser för att kartlägga deras aktivitet kan man leta efter inhibitorer 
mot dessa genom antingen high-throughput screening av stora bibliotek av kemiska 
föreningar eller genom strukturbaserad läkemedelsdesign. Det första steget vid 
strukturbaserad läkemedelsdesign är att välja vilket målenzym man ska arbeta med. I den här 
studien har fyra olika enzymer (MtIspD, MtIspE, MtIspH1 och MtPrsA), vilka bland annat 
deltar i olika processer involverade i biosyntesen av cellväggen hos Mt [TubercuList, 2008; 
Wolucka, 2008], studerats.  

1.5.1 MtIspD, MtIspE och MtIspH1 
Isopentenyldifosfat (isopentenylpyrofosfat, IPP) och dimetylallyldifosfat 
(dimetylallylpyrofosfat, DMAPP) är utgångsmaterial för syntes av isoprenoider (terpenoider), 
såsom steroider och karotenoider, vilka är essentiella för alla levande organismer [Sacchettini 
et al., 1997]. En del av isoprenoiderna hjälper till att syntetisera cellväggen hos Mt [Crick 
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et al., 2000]. IPP och DMAPP utgör även basen för biosyntesen av molekyler som används i 
så vitt skilda processer som proteinprenylering (lipidmodifiering som underlättar för proteiner 
att binda till membranlipider), underhåll av cellmembranet, biosyntes av hormoner och N-
länkad glykosylering. Hos högre eukaryoter (djur, svampar och i växternas cytosol), arkéer 
och en del bakterier bildas IPP från utgångsmolekylen acetyl-koenzym A (acetyl-CoA) 
genom mevalonatvägen (Figur 3A) [Boucher et al., 2000]. Icke-mevalonatvägen används 
däremot för att bilda IPP och DMAPP i växternas kloroplaster, hos protister (såsom 
protozoer, t.ex. malariaparasiten, och grönalger) och hos de flesta bakterier, inklusive 
patogenen Mt. Här är utgångsmolekylerna pyruvat och D-glyceraldehyd-3-fosfat (Figur 3B) 
[Rohmer et al., 1993; Lichtenthaler, 1999; Rohmer, 1999]. Enzymerna i icke-mevalonatvägen 
är lämpliga målproteiner för nya läkemedelskandidater eftersom denna reaktionsväg är 
essentiell för Mt och eftersom den saknar homologer hos människan. Avsaknaden av 
mänskliga homologer innebär att läkemedelsmolekylerna endast kan angripa bakteriens 
enzymer, men är ofarliga för motsvarande enzymer hos människans. 

A. Mevalonatvägen 
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B. Icke-mevalonatvägen 

Figur 3A. Mevalonatvägen vid biosyntes av isoprenoider. [Bilden är återgiven från Wikimedia Commons, 
författare Jordi Picart.] B. Icke-mevalonatvägen vid biosyntes av isoprenoider. [Bilden är återgiven från 
Wikimedia Commons, författare Yikrazuul.] För i figuren använda förkortningar se Förkortningar. 

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 fjärde 
steget i icke-mevalonatvägen har visats vara essentiella för Mt [Sassetti et al., 2001; 2003]. 
Data visades dock inte för 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-mevalonatvägen där IPP 
och DMAPP bildas. Hela reaktionsvägen är dock av stort intresse, varför även enzymet 
MtIspH1 (Rv1110, EC 1.17.1.2) är värt att studera.  

IspD tillhör enzymklassen fosfotransferaser, dvs. det överför fosforgrupper mellan donator 
och acceptor. Detta enzym tillhör de fosfotransferaser som överför fosforinnehållande 
nukleotider, så kallade nukleotidyltransferaser. Det är i sitt nativa tillstånd en homodimer 
[Rohdich et al., 1999; Richard et al., 2001; Kemp et al., 2003], där varje subenhet hos MtIspD 
(Rv3582c, EC 2.7.7.60) består av 231 aminosyror och har en molekylmassa på 24,0 kDa. 
Enzymet innehåller inga cysteinrester och saknar därmed disulfidbindningar. 

IspE tillhör också enzymklassen fosfotransferaser, mer specifikt de som överför fosforgrupper 
med en alkoholgrupp som acceptor. I nativt tillstånd bildar IspE-proteinet en homodimer 
[Miallau et al., 2003], där varje subenhet hos MtIspE (Rv1011, EC 2.7.1.148) består av 306 
aminosyror och har en molekylmassa på 31,3 kDa. Varje subenhet har tre stycken 
cysteinrester och det är därmed möjligt att enzymet innehåller disulfidbindningar. 
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IspH1 tillhör enzymklassen oxidoreduktaser, dvs. det katalyserar oxidations- och 
reduktionsreaktioner där elektroner reagerar med CH- eller CH2-grupper med NAD eller 
NADP som acceptor. Det är ett järn-svavelprotein som innehåller ett centralt [3Fe-4S] eller 
[4Fe-4S]-kluster [Wolff et al., 2003]. Enzymet har fem stycken cysteinrester, vilket indikerar 
att det kan innehålla disulfidbindningar. Det består hos Mt av 335 aminosyror och har en 
molekylmassa på 36,3 kDa.  

1.5.2 MtPrsA 
Enzymet fosforibosylpyrofosfatsyntetas (PrsA) tillhör enzymklassen fosfotransferaser och 
katalyserar bildandet av fosforibosylpyrofosfat (PRPP) och adenosinmonofosfat (AMP) från 
substraten ribos-5-fosfat (R5P) och ATP. PRPP används sedan i olika biosyntetiska 
reaktionsvägar som t.ex. vid biosyntesen av puriner och pyrimidiner (kvävebaserna hos 
nukleotider), aminosyrorna histidin och tryptofan och kofaktorerna NAD och NADP [Hove-
Jensen, 1988; 1989]. Enzymet behöver magnesiumjoner (Mg2+) som kofaktor för 
enzymstabilitet och aktivitet. Magnesiumjonerna bildar ett komplex med ATP (Mg–ATP), 
vilket agerar som enzymets egentliga substrat. Enzymet aktiveras av oorganiskt fosfat (PO4

3−) 
och inhiberas av ADP [Willemoës och Hove-Jensen, 1997; Eriksen et al., 2000]. Dess 
produkt PRPP är en nyckelförening vid många biosyntetiska reaktionsvägar, t.ex. vid 
biosyntesen av cellväggen hos Mt [Wolucka, 2008], och prsA-genen har visats vara essentiell 
för Mt [Sassetti et al., 2003], vilket gör MtPrsA (Rv1017c, EC 2.7.6.1) till ett bra målprotein 
för framtagandet av ett nytt läkemedel mot TB. PrsA-enzymet finns hos bakterier, växter och 
djur och det finns tre isoformer av humant PrsA. PrsA-enzymet är i sitt nativa tillstånd 
uppbyggt av homodimerer [Li et al., 2007], där varje subenhet hos MtPrsA består av 
326 aminosyror med en molekylmassa på 35,5 kDa. Subenheten har fyra stycken cysteinrester 
och kan alltså innehålla disulfidbindningar.  

1.6 Målsättning 
Syftet med den här studien var att undersöka strukturen och funktionen hos fyra 
mykobakteriella enzymer som ett led i utvecklingen av nya läkemedel mot TB. För att uppnå 
detta mål måste dessa proteiner produceras i en löslig, stabil och kristalliserbar form. Målet 
var att producera enzymerna i denna form genom kloning, uttryck och rening av lösligt 
protein samt uppsättning av kristalliseringsexperiment för att erhålla diffrakterande kristaller. 
Dessa skulle därefter användas för att ta fram tredimensionella molekylstrukturer av 
proteinerna med hjälp av röntgenkristallografi. Det slutliga målet med forskningen är att med 
hjälp av strukturbaserad läkemedelsdesign kunna utveckla nya inhibitorer som effektivt 
binder till och hämmar dessa enzymer och som förhoppningsvis är skonsammare än dagens 
läkemedel (Figur 4).  
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Figur 4. Flödesschema för strukturbaserad läkemedelsdesign. Informationen man får fram vid bestämningen 
av den tredimensionella strukturen av ett visst målprotein kan användas för strukturbaserad läkemedelsdesign.  

2 Material och metoder 
DNA-sekvenser för samtliga primrar som användes i den här studien återfinns i Bilaga 1. 
Standardprotokoll som inte beskrivs i metoddelen återfinns i Bilaga 2.  

2.1 Isolering och amplifiering av en gen 
Det första steget för att kunna göra en röntgenkristallografisk strukturbestämning av ett 
protein är att producera stora mängder av det protein som ska bestämmas. För att åstadkomma 
detta måste först genen som kodar för proteinet av intresse isoleras och amplifieras. Detta 
utfördes med hjälp av PCR (Polymerase Chain Reaction), där genomet från Mt-stammen 
H37Rv [Cole et al., 1998] användes som templat. Speciellt designade primrar, dvs. små 
DNA-sekvenser komplementära till de motsatta ändarna till de två DNA-strängarna 
innehållande genen i fråga, får fästa in och reaktionen startar. Sedan fortsätter ett enzym, 
DNA-polymeras, att bygga upp DNA-strängarna komplementära till de ursprungliga 
strängarna genom att successivt fästa nukleotider som finns närvarande i 
reaktionsblandningen. När dessa DNA-strängar är färdigbildade upprepas proceduren där 
varje dubbelsträngad DNA-bit blir mall för två nya kopior.  
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2.2 Kloning 
För att klona de fyra studerade generna, MtispD, MtispE, MtispH1 och MtprsA, ligerades 
respektive PCR-produkt in i expressionsvektorn pEXP5/CT TOPO® (Invitrogen). 
Plasmidvektorn innehåller ett TOPO®-kloningsställe, där en Taq-polymerasamplifierad PCR-
produkt snabbt kan ligeras in, och en bakteriofag T7-promotor dit T7 RNA-polymeras kan 
binda in för att transkribera genen [Studier et al., 1990]. Plasmidvektorn innehåller vidare en 
ampicillinresistensgen för att kunna selektera för transformanter av bakterien Escherichia coli 
(E. coli) som har tagit upp vektorn. Dessutom har vektorn ett ribosombindningsställe nära 
kloningsstället, vilket optimerar translationen av gentranskriptet. Plasmidvektorn 
transformerades in i One Shot® TOP10 kemiskt kompetenta E. coli-celler (Invitrogen) med 
hjälp av värmechock (42°C) i 30 sekunder. Positiva kloner selekterades fram genom tillväxt 
på Luria-agarplattor (LA-plattor) innehållande ampicillin. Några kolonier plockades och 
användes för att starta övernattskulturer. Plasmider isolerades sedan från dessa cellkulturer 
genom att använda QIAprep® Spin Miniprep Kit Protocol (Qiagen). Dessa verifierades 
genom att utföra en analytisk PCR och sedan skicka PCR-produkten för DNA-sekvensering 
(Uppsala Genome Center Sequencing Service, Rudbeck Laboratory). 

2.3 Proteinexpression, löslighet och stabilitet 
Plasmidvektorn innehållande genen av intresse måste transformeras in i expressionsstammar 
för att kunna producera protein. Den stam som användes i den här studien var One Shot® 
BL21-AI™ kemiskt kompetenta E. coli-celler (Invitrogen). Dessa celler innehåller en kopia 
av genen som kodar för T7 RNA-polymeras under kontroll av araBAD-promotorn, vilket 
innebär att uttrycket från genen av intresse regleras med hjälp av tillsats av L-arabinos till 
bakteriekulturen. Uttrycksnivån är således lätt att variera. Det inducerbara uttrycket gör dessa 
celler lämpliga även för uttryck av proteiner som är giftiga för E. coli. Det är viktigt att hitta 
den optimala kombinationen av vektor och uttrycksstam eftersom proteinets löslighet och 
veckning påverkas av uttrycksnivån. Överuttryck av ett heterologt protein (protein uttryckt i 
en värdorganism) resulterar ofta i att en del eller ibland allt protein återfinns i olöslig form. 
Det kan bero på att proteinet inte är korrekt veckat.  

2.4 Proteinrening 
För att kunna få fram proteinkristaller som lämpar sig för kristallografiska studier måste 
proteinet renas till homogenitet eller så nära homogenitet som möjligt. De rekombinanta 
proteinerna i den här studien innehöll en His6-tag som utnyttjades vid det första reningssteget. 
Vid detta steg renades proteinet med hjälp av metoden immobilized metal ion affinity 
chromatography (IMAC) med Ni Sepharose 6 Fast Flow slurry (GE Healthcare) bestående av 
en gelmatris av agaros. Till denna gelmatris har liganden nitrilotriättiksyra (NTA) kopplats 
genom en kovalent bindning. Denna ligand har i sin tur laddats med nickeljoner (Ni2+). His6-
tagen, vilken sitter på proteinet som ska renas fram, har hög affinitet för nickeljonerna i 
kolonnen och interagerar med dessa så att proteinet därmed blir immobiliserat. De proteiner 
som inte har hög affinitet för nickeljonerna kommer inte att immobiliseras och kan tvättas 
bort. Proteinet av intresse kan sedan elueras ut ur kolonnen genom att tillsätta imidazol, vilken 
tävlar med histidinresterna om att interagera med metalljonerna.  
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Bufferten byttes därefter på en PD-10 Desalting Column (GE Healthcare) till en 
gelfiltreringsbuffert och för det slutliga reningssteget användes gelfiltrering på antingen en 
HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg-kolonn eller en HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200 pg-
kolonn (GE Healthcare) för att med hjälp av storleksseparation rena proteinet ytterligare. 
Matrisen består av dextran som är kovalent bundet till tvärbundna agaroskulor. Kanalerna i 
gelkulorna har olika vidd och de mindre molekylerna kan tränga in i de smala, slingrande 
kanalerna och får på så sätt en längre väg att vandra genom kolonnen än de större 
molekylerna som tar genvägen förbi gelkornen. De största molekylerna kommer alltså att 
eluera ut först ur kolonnen och de minsta molekylerna som passerar genom flest kanaler och 
får längst väg kommer att eluera ut sist. Därmed uppnås en separation med avseende på 
molekylstorlek. Proteinprovet koncentreras före och efter gelfiltreringen med hjälp av 
Vivaspin® 6 Centrifugal Concentrators (Vivascience) med en molecular weight cut-off 
(MWCO) på 5 eller 10 kDa beroende på enzymets storlek. Sedan beräknas 
proteinkoncentrationen genom att mäta absorbansen hos proteinlösningen vid våglängden 
280 nm. Reningen analyseras med hjälp av natriumdodecylsulfat-
polyakrylamidgelelektrofores (SDS-PAGE; PhastSystem™, GE Healthcare).  

2.5 Kristallisering 
Ett protein kan kristallisera först när det har uppnått övermättnad, vilket är ett termodynamiskt 
ostabilt tillstånd. Detta tillstånd kan t.ex. uppnås genom att använda ångdiffusionsmetoden 
antingen med hängande eller sittande droppar (Figur 5). Vid ”hängande droppe”-metoden 
används en förseglad kammare i vars botten det finns en reservoar med precipitantlösning 
innehållande ämnen som får proteinet att långsamt fälla ut och som främjar kristallbildning. 
Dessa ämnen brukar ofta bestå av olika salter eller polyetylenglykol. Lösningen innehåller 
även en buffert för att kontrollera pH-värdet och andra ämnen som skapar en miljö som 
proteinet trivs i, t.ex. ämnen som proteinet binder till på ett specifikt sätt och som därmed 
stabiliserar det. Proteinet av intresse hålls i en droppe med lika stor volym proteinlösning som 
precipitantlösning på insidan av ett plastlock som hänger över reservoaren med 
precipitantlösningen i botten.  

Om proteinlösningen har en låg ytspänning, dvs. tenderar att sprida ut sig, är istället ”sittande 
droppe”-metoden att föredra. Vid denna metod sitter droppen innehållande blandningen av 
protein- och precipitantlösning på en piedestal som står i reservoarlösningen. Eftersom 
precipitantlösningens koncentration är lägre i droppen än i bottenlösningen kommer 
vattenmolekyler att börja diffundera från droppen till botten för att precipitantlösningens 
koncentration ska öka i droppen och minska i bottenlösningen tills de blir lika höga och 
jämvikt har uppnåtts. Vilket gör att proteinet blir allt mer koncentrerat i droppen. När 
systemet strävar efter att uppnå jämvikt blir droppen successivt mindre och proteinet blir då 
allmer koncentrerat i droppen tills lösningen blir övermättad. Vid övermättnad kan flera olika 
saker ske. I de flesta fall bildar inte proteinet kristaller vid övermättnad utan förblir antingen i 
ett övermättat tillstånd eller bildar en olöslig utfällning. I vissa sällsynta fall om förhållandena 
är precis de rätta kan dock en nukleation ske. När identiska kopior av proteinmolekylerna 
skapar kontakt med varandra bildas en tredimensionellt upprepad kristallstruktur. Så länge 
proteinkoncentrationen är tillräckligt hög i droppen kan kristallerna fortsätta att växa till sig 
även efter att systemet har uppnått jämvikt. De bildade kristallerna, några 100 µm stora, fiskas 
sedan upp ur sin droppe och fryses ner i flytande kväve.  

20 



Figur 5. Proteinkristallisering genom ångdiffusionsmetoden med hängande respektive sittande droppar. 

2.6 Röntgenkristallografi (datainsamling och databearbetning) 
De i flytande kväve nedfrysta proteinkristallerna transporteras till en synkrotron, i denna 
studie användes MAX-lab i Lund, för att bestrålas med intensiv röntgenstrålning. 
Diffraktionsmönstret som uppstår registreras och bearbetas med hjälp av ett datorprogram för 
att återskapa proteinets tredimensionella struktur. 

2.7 MtIspD (Rv3582c) 

2.7.1 Konstrukt: MtIspDNHis och MtIspDNHisN4 
Två olika konstrukt av MtIspD gjordes baserat på sekvensjämförelser i ClustalW (Bilaga 3): 
MtIspDNHis och MtIspDNHisN4. Det första MtIspD-konstruktet, MtIspDNHis, innehöll en N-
terminal affinitetstag, His6-tag, bestående av sex stycken histidinrester för att senare 
underlätta framreningen av proteinet. Det andra MtIspD-konstruktet, MtIspDNHisN4, innehöll 
förutom den N-terminala affinitetstagen även en N-terminal trunkering av fyra aminosyror. 

2.7.2 Från kloning till testexpression av MtIspDFL 
DNA-sekvensen (696 bp) som kodar för MtIspDFL (Rv3582c, 231 aa, MW 24,0 kDa, pI 4,5) 
amplifierades med hjälp 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 MtispDFL renades fram genom att använda preparativ 
1% agarosgelelektrofores och skära ut bandet motsvarande den ∼700 bp stora MtispD-genen.  

pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit (Invitrogen) användes för att ligera in PCR-produkten 
MtispDFL i expressionsvektorn pEXP5/CT TOPO® (Invitrogen). Kloning utfördes genom att 
transformera in (värmechock 42°C, 30 sekunder) vektorn i One Shot® TOP10 kemiskt 
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kompetenta E. coli-celler (Invitrogen). Positiva kloner selekterades fram genom tillväxt på 
LA-plattor innehållande 50 µg/ml ampicillin. Sex kolonier plockades och användes för att 
starta övernattskulturer. QIAprep® Spin Miniprep Kit Protocol (Qiagen) användes för att 
isolera plasmider från dessa, vilka sedan förvarades vid -20°C. En analytisk PCR med de 
isolerade plasmiderna som templat utfördes genom att använda Taq DNA-polymeras (Roche), 
T7-forwardprimern från pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit och MtIspD_r_FL som 
reverseprimer. Plasmider från klon 1 och 2, vilka efter analys med 1% agarosgelelektrofores 
såg ut att ha rätt insertstorlek (∼700 bp), skickades för DNA-sekvensering (Uppsala Genome 
Center Sequencing Service, Rudbeck Laboratory).  

Plasmider av klon 1 och 2 av MtispDFL transformerades in i One Shot® BL21-AI™ kemiskt 
kompetenta E. coli-celler (Invitrogen) för testexpression. Cellerna inducerades med 2 mg/ml 
L-arabinos och tilläts växa vid 37°C i 3,5 h. Därefter skördades de och analyserades med hjälp 
av SDS-PAGE (PhastSystem™, GE Healthcare).  

2.7.3 Kloning av MtIspDNHis och MtIspDNHisN4 
Två PCR-reaktioner med PfuUltra DNA-polymeras utfördes. För att skapa konstruktet 
MtIspDNHis användes plasmider från MtispDFL klon 1 som templat och samma reverseprimer, 
IspD_r_FL, medan forwardprimern byttes ut mot IspD_fHis_FL. För att skapa konstruktet 
MtIspDN4 användes också plasmider från MtispDFL klon 1 som templat och samma 
reverseprimer, IspD_r_FL medan forwardprimern byttes ut mot IspD_f_-4. PCR-produkterna 
MtispDNHis och MtispDN4 renades fram genom att använda preparativ 1% 
agarosgelelektrofores och skära ut banden motsvarande de ∼700 bp stora MtispD-konstrukten. 
Ytterligare en PCR-reaktion med PfuUltra DNA-polymeras utfördes. För att skapa 
konstruktet MtIspDNHisN4 användes det från agarosgelen utskurna bandet av MtispDN4 som 
templat, IspD_fHis_-4 som forwardprimer och IspD_r_FL som reverseprimer. PCR-
produkten MtispDNHisN4 renades fram genom att använda preparativ 1% agarosgelelektrofores 
och skära ut bandet motsvarande det ∼700 bp stora MtispD NHisN4-konstruktet.  

Vägen från ligering till analytisk PCR genomfördes på samma sätt för konstrukten MtispDNHis 
och MtispDNHisN4 som för MtispDFL. Vid den analytiska PCR-reaktionen användes Taq DNA-
polymeras, T7-forwardprimern från pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit och IspD_r_FL 
som reverseprimer. Plasmider från klon 5 av konstruktet MtispDNHis och från klon 1 av 
konstruktet MtispDNHisN4 skickades för DNA-sekvensering efter analys med 1% 
agarosgelelektrofores.  

2.7.4 Testexpression och rening av MtIspDNHis och MtIspDNHisN4 

Plasmider från klon 5 av konstruktet MtispDNHis respektive från klon 1 av konstruktet 
MtispDNHisN4 transformerades in i One Shot® BL21-AI™ kemiskt kompetenta E. coli-celler 
för testexpression. Cellkulturerna odlades i 50 ml lysogeny broth (LB)-medium med 50 µg/ml 
ampicillin vid 37°C tills absorbansen hos cellkulturen vid våglängden 600 nm, OD600, var 0,9. 
Cellkulturerna inducerades med 2 mg/ml L-arabinos och tilläts växa vid 37°C i 4 h. Därefter 
skördades cellerna och förvarades vid -20°C.  

För att rena respektive protein behandlades upptinade celler med lyseringsbuffert (50 mM 
NaH2PO4 pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 mM imidazol; 10% glycerol; 0,5% Triton X-100-
lösning), 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 innehållande lösligt MtIspDNHis respektive 
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MtIspDNHisN4 renades med hjälp av IMAC genom att inkuberas vid 4°C i 30 min med Ni 
Sepharose 6 Fast Flow slurry (GE Healthcare), vilken först hade ekvilibrerats med minst 
5 kolonnvolymer lyseringsbuffert. Matrisen tvättades med 20 kolonnvolymer tvättbuffert 
(50 mM NaH2PO4 pH 8,0; 300 mM NaCl; 20 mM imidazol) och respektive protein eluerades 
sedan med 5 kolonnvolymer elueringsbuffert (50 mM NaH2PO4 pH 8,0; 300 mM NaCl; 
250 mM imidazol). Cellprover före och efter induktion samt efter lysering och rening 
analyserades med hjälp av SDS-PAGE.  

2.7.5 Storskalig proteinexpression och rening av MtIspDNHis 
Plasmider från klon 5 av konstruktet MtispDNHis transformerades in i One Shot® BL21-AI™ 
kemiskt kompetenta E. coli-celler för storskalig proteinexpression. Två uppsättningar 
cellkulturer odlades i 1 L LB-medium med 50 µg/ml ampicillin vid rumstemperatur tills 
OD600 ≈ 0,6-0,7. Således efter nästan 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 tilläts växa vid 37°C i 3 h. 
Därefter skördades cellerna och förvarades vid -20°C.  

För att rena proteinet behandlades upptinade celler från båda 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 innehållande lösligt MtIspDNHis renades med 
hjälp av IMAC. Bufferten byttes därefter på en PD-10 Desalting Column (GE Healthcare) till 
en gelfiltreringsbuffert innehållande 100 mM HEPES, 200 mM Na2SO4⋅10 H2O och 10 mM 
NDSB-195, pH 7,4. Cellprover före och efter induktion samt efter lysering, IMAC-rening och 
buffertbyte analyserades med hjälp av SDS-PAGE.  

Proteinet MtIspDNHis (motsvarande 0,5 L cellkultur) renades vidare med hjälp av gelfiltrering 
på 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 på en PD-10 
Desalting Column till en buffertlösning innehållande 100 mM HEPES och 300 mM 
NaH2PO4⋅H2O, pH 7,4. MtIspDNHis-proteinets koncentration uppmättes till 1,67 mg/ml, 
baserat på att extinktionskoefficienten vid 280 nm för MtIspDNHis uppmätt i vatten är 
0,239 M-1 cm-1.  

2.8 MtIspE (Rv1011) 

2.8.1 Konstrukt: MtIspENHis, MtIspENHisN4, MtIspEC3CHis och MtIspEN4C3CHis 

Fyra olika konstrukt av MtIspE gjordes baserat på sekvensjämförelser i ClustalW (Bilaga 3): 
MtIspENHis, MtIspENHisN4, MtIspEC3CHis och MtIspEN4C3CHis. Det första MtIspE-konstruktet, 
MtIspENHis, innehöll en N-terminal His6-tag. Det andra MtIspE-konstruktet, MtIspENHisN4, 
innehöll förutom en N-terminal His6-tag även en N-terminal trunkering av fyra aminosyror. 
Det tredje MtIspE-konstruktet, MtIspEC3CHis, innehöll en C-terminal trunkering av tre 
aminosyror och en C-terminal His6-tag. Det fjärde MtIspE-konstruktet, MtIspEN4C3Chis, 
innehöll en N-terminal trunkering av fyra aminosyror samt i övrigt samma C-terminala 
trunkering av tre aminosyror och samma C-terminala His6-tag som det tredje MtIspE-
konstruktet. 
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2.8.2 Från kloning till testexpression av MtIspEFL 
DNA-sekvensen (921 bp) som kodar för MtIspE (Rv1011, 306 aa, MW 31,3 kDa, pI 4,5) 
amplifierades med hjälp 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 MtispEFL renades fram genom att använda preparativ 1% 
agarosgelelektrofores och skära ut bandet motsvarande den ∼900 bp stora MtispE-genen.  

Efter ligering, transformering och isolering av plasmider utfördes en analytisk PCR med Taq 
DNA-polymeras, T7-forwardprimern från pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit och 
IspE_r_FL som reverseprimer. Plasmider från klon 3 av MtispEFL skickades för DNA-
sekvensering efter analys med 1% agarosgelelektrofores. En testexpression genomfördes med 
dessa plasmider.  

2.8.3 Kloning av MtIspENHis, MtIspENHisN4, MtIspEC3CHis och MtIspEN4C3CHis 
Ett flertal PCR-reaktioner utfördes för att ta fram de olika MtIspE-konstrukten (se Tabell 1). 

Tabell 1. Templat och primrar för framtagandet av MtIspE-proteinkonstrukten med hjälp av PCR. 

Proteinkonstrukt Templat Forwardprimer Reverseprimer 
MtIspENHis MtispEFL klon 3 IspE_fHis_FL IspE_r_FL 
MtIspEN4 MtispEFL klon 3 IspE_f_-4 IspE_r_FL 
MtIspEC3 MtispEFL klon 3 IspE_f_FL IspE_r_-3 
MtIspEN4C3 MtispEFL klon 3 IspE_f_-4 IspE_r_-3 
MtIspENHisN4 MtispEN4 IspE_fHis_-4 IspE_r_FL 
MtIspEC3CHis MtispEC3 IspE_f_FL IspE_rHis_-3 
MtIspEN4C3CHis MtispEN4C3 IspE_f_-4 IspE_rHis_-3 

Efter ligering och transformering plockades sex kolonier från respektive konstrukt och 
användes för att starta övernattskulturer. En analytisk PCR utfördes med de isolerade 
plasmiderna tillsammans med Taq DNA-polymeras, T7-forwardprimern från pEXP5-
CT/TOPO® TA Expression Kit och IspE_r_FL som reverseprimer för konstrukten MtispENHis 
och MtispENHisN4 samt IspE_rHis_-3 som reverseprimer för konstrukten MtispEC3CHis och 
MtispEN4C3CHis. Efter analys med 1% agarosgelektrofores skickades plasmider från kloner av 
respektive MtispE-konstrukt för DNA-sekvensering.  

2.8.4 Testexpression och rening av MtIspENHisN4, MtIspEC3CHis och MtIspEN4C3CHis 
Testexpression (50 ml) och rening med hjälp av IMAC genomfördes, som tidigare beskrivet, 
av MtispENHisN4 (klon 1), MtispEC3CHis (klon 6) och MtispEN4C3CHis (klon 3).  

2.9 MtIspH1 (Rv1110) 

2.9.1 Konstrukt: MtIspH1NHisC10 

Ett konstrukt av MtIspH1 gjordes baserat på en sekundärstrukturprediktion i Jpred (Bilaga 3): 
MtIspH1NHisC10. Det innehöll en N-terminal His6-tag och en C-terminal trunkering av tio 
aminosyror samt mutationerna Lys209Arg och Cys308Ser.  
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2.9.2 Kloning av MtIspH1NHisC10 
DNA-sekvensen (1008 bp) som kodar för MtIspH1 (Rv1110, 335 aa, MW 36,3 kDa, pI 5,0) 
med en C-terminal trunkering av 10 aminosyror amplifierades med hjälp av PCR. Vid PCR-
reaktionen användes ett tidigare konstrukt bestående av fullängdsgenen MtIspH1FL 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 använda preparativ 1% agarosgelelektrofores och skära ut bandet 
motsvarande den ∼1 kb stora MtispH1-genen. Ytterligare en PCR-reaktion med PfuUltra 
DNA-polymeras utfördes. För att skapa konstruktet MtIspH1NHisC10 användes det från 
agarosgelen utskurna bandet med MtispH1C10 som templat, IspH1_fHis_FL som 
forwardprimer och samma reverseprimer, IspH_r_-10. PCR-produkten MtispH1NHisC10 
renades fram genom att använda preparativ 1% agarosgelelektrofores.  

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

2.9.3 Testexpression av MtIspH1NHisC10 
Ligering och testexpression utfördes av MtispH1NHisC10 klon 2. 

2.9.4 Storskalig proteinexpression och rening av MtIspH1NHisC10 
Cellkulturer med One Shot® BL21-AI™ kemiskt kompetenta E. coli-celler transformerade 
med plasmider från klon 2 av MtispH1NHisC10 odlades i 2 x 1 L M9 (minimalt saltmedium) 
med 50 µg/ml ampicillin vid 37°C tills OD600 ≈ 0,6-0,7. Därefter tillsattes 100 µl av 0,2 M 
Fe2+/Fe3+ och efter ytterligare 15 min inducerades cellkulturerna med 2 mg/ml L-arabinos och 
tilläts växa vid 37°C i 3,5 h. Cellerna skördades och förvarades vid -20°C.  

MtIspH1NHisC10 renades med hjälp av IMAC på samma sätt som tidigare beskrivits. Cellprover 
före och efter induktion samt efter lysering och rening analyserades med hjälp av SDS-PAGE. 

Det framrenade proteinet hade en gulbrun färg som indikerade att Fe3+ var bundet. Färgen 
försvann dock dagen efter, vilket indikerade att Fe3+ antingen hade blivit reducerat till Fe2+ 
eller hade lossnat från MtIspH1NHisC10 möjligen på grund av imidazolen i elueringsbufferten. 
På grund av detta och att mängden av det renade proteinet var så lågt gjordes den storskaliga 
proteinexpressionen om i större format med ett snabbt buffertbyte efter IMAC-reningen för att 
försöka bibehålla den gulbruna färgen hos den aktiva formen av proteinlösningen.  

Cellkulturer (5 x 1 L) i M9 (minimalt saltmedium) med 50 µg/ml ampicillin odlades vid 37°C 
tills OD600 ≈ 0,6-0,7. Därefter tillsattes 100 µl av 0,2 M Fe2+/Fe3+ och efter ytterligare 15 min 
inducerades cellkulturerna med 2 mg/ml L-arabinos och tilläts växa vid 37°C i 3 h. Cellerna 
skördades och förvarades vid -20°C. 

Efter IMAC-rening byttes bufferten på en PD-10 Desalting Column till en 
gelfiltreringsbuffert innehållande 20 mM HEPES och 100 mM NaCl, pH 6,5. Proteinprovet 
koncentrerades från 16 ml till 4 ml med hjälp av Vivaspin® 6 Centrifugal Concentrators 
(MWCO 5 kDa; Vivascience). 
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Proteinet renades vidare med hjälp av gelfiltrering på en HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200 
pg-kolonn (GE Healthcare) med samma gelfiltreringsbuffert. Cellprover före och efter 
induktion samt efter lysering och rening med IMAC och gelfiltrering analyserades med hjälp 
av SDS-PAGE. Elueringsfraktioner (nr 43-48) innehållande MtIspH1NHisC10 poolades till en 
totalvolym på ~11 ml. Lösningen hade en gulbrunaktig färg, vilket indikerade att Fe3+ 
fortfarande var bundet till proteinet. Proteinets koncentration uppmättes till 0,78 mg/ml, 
baserat på att extinktionskoefficienten vid 280 nm för MtIspH1NHisC10 uppmätt i vatten är 
0,67 M-1 cm-1. Proteinet koncentrerades sedan till 13,6 mg/ml i en volym av 0,55 ml. 
Proteinlösningen förvarades vid -180°C efter snabbfrysning i flytande kväve.  

2.9.5 Kristalliseringsexperiment av MtIspH1NHisC10 
Kristalliseringsexperiment av MtIspH1NHisC10 sattes upp genom att använda 
ångdiffusionsmetoden vid rumstemperatur. De 1,4 µl respektive 0,8 µl stora sittande 
dropparna innehöll 0,7 µl proteinlösning (13,6 mg/ml MtIspH1NHisC10 i gelfiltreringsbufferten) 
och 0,7 µl reservoarlösning respektive 0,4 µl proteinlösning och 0,4 µl reservoarlösning. 
Även kokristalliseringsförsök av MtIspH1NHisC10 med liganden β-NADPH (10 mM) sattes upp 
(Tabell 2).  

Tabell 2. Uppsatta kristalliseringsexperiment av proteinet MtIspH1NHisC10.  

Screen MtIspH1NHisC10 (mg/ml) Ligand (10 mM) 
Crystal Screen 1 & 2 5,0 – 
Crystal Screen 1 & 2 5,0 β-NADPH 
JCSG+ 3,0 β-NADPH 
JCSG+ 5,0 – 
JCSG+ 5,0 β-NADPH 
JSCG+ 13,6 β-NADPH 
PACT 3,0 β-NADPH 
PACT 5,0 – 
PACT 5,0 β-NADPH 
PACT 13,6 β-NADPH 
PEG/Ion Screen 3,0 β-NADPH 
PEG/Ion Screen 5,0 – 
PEG/Ion Screen 5,0 β-NADPH 

2.10 MtPrsA (Rv1017c) 

2.10.1 Konstrukt: MtPrsANHis  
Ett konstrukt av MtPrsA gjordes baserat på sekvensjämförelser i ClustalW (Bilaga 3): 
MtPrsANHis. Den bestod av fullängdsproteinet med en N-terminal His6-tag.  

2.10.2 Kloning av MtPrsAFL och MtPrsANHis 
DNA-sekvensen (981 bp) som kodar för MtPrsA (Rv1017c, 326 aa, MW 35,5 kDa, pI 6,5) 
amplifierades med hjälp 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 MtprsAFL renades fram genom att använda preparativ 1% 
agarosgelelektrofores och skära ut bandet motsvarande den ∼1 kb stora MtprsA-genen. 
Ytterligare en PCR-reaktion utfördes. För att skapa konstruktet MtPrsANHis användes det från 
agarosgelen utskurna bandet av MtprsAFL som templat, PrsA_fHis_FL som forwardprimer 
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och samma reverseprimer, PrsA_r_FL. PCR-produkten MtprsANHis renades fram genom att 
använda preparativ 1% agarosgelelektrofores och skära ut bandet motsvarande det ∼1 kb stora 
MtprsA-konstruktet. 

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

2.10.3 Testexpression av MtPrsANHis 
Testexpression utfördes av MtprsANHis klon 4 och de isolerade plasmiderna analyserades med 
hjälp av SDS-PAGE. 

2.10.4 Storskalig proteinexpression och rening av MtPrsANHis 
En cellkultur med One Shot® BL21-AI™ kemiskt kompetenta E. coli-celler, transformerade 
med plasmider från klon 4 av MtprsANHis, odlades i 1 L LB-medium med 50 µg/ml ampicillin 
vid 37°C tills OD600 ≈ 0,6-0,7. Cellkulturen inducerades med 2 mg/ml L-arabinos och tilläts 
växa vid rumstemperatur i 3,5 h. Sedan skördades cellerna och förvarades vid -20°C. 
Cellprover före och efter induktion analyserades med hjälp av SDS-PAGE. 

Även cellprover efter lysering och rening med IMAC analyserades med SDS-PAGE, vilken 
visade att proteinet MtPrsANHis (35,5 kDa) var alldeles för högt uttryckt så att mycket lite av 
proteinet var lösligt. På grund av högt uttryck, men liten mängd lösligt protein gjordes den 
storskaliga proteinexpressionen om med mindre mängd L-arabinos och kortare inkubationstid. 

Cellkulturer (5 x 1 L) i LB-medium med 50 µg/ml ampicillin odlades vid 37°C tills 
OD600 ≈ 0,6-0,7. Cellkulturerna inducerades med 0,2 mg/ml L-arabinos och tilläts växa vid 
rumstemperatur i 3 h. Sedan skördades cellerna och förvarades vid -20°C. 

Efter IMAC-rening byttes bufferten på en PD-10 Desalting Column till en 
gelfiltreringsbuffert innehållande 20 mM HEPES och 100 mM NaCl, pH 7,5. Cellprover före 
och efter induktion samt efter lysering, IMAC-rening och buffertbyte analyserades med hjälp 
av SDS-PAGE. Proteinprovet koncentrerades från 9 ml till 4 ml. Proteinets koncentration 
uppmättes till 3,6 mg/ml, baserat på att extinktionskoefficienten vid 280 nm för MtPrsANHis 
uppmätt i vatten är 0,625 M-1 cm-1.  

Proteinet renades vidare med hjälp av gelfiltrering på 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 kördes därför 
baklänges med en urealösning och proteinet, som hade precipiterat och fastnat på filtret i 
kolonnen, eluerades ut.  

En ny storskalig expression genomfördes (6 L). Som ett initialt test renades protein 
motsvarande 2 L cellkultur. För att testa nya gelfiltreringsbuffertar användes 2 x 0,25 ml av 
IMAC-eluatet för att byta bufferten med hjälp av två stycken PD-10 Desalting Columns till 
gelfiltreringsbuffert 2 innehållande 100 mM HEPES, 200 mM Na2SO4⋅10 H2O och 10 mM 
NDSB-195, pH 8,0 respektive gelfiltreringsbuffert 3 innehållande 100 mM HEPES, 200 mM 
NaH2PO4⋅H2O och 10 mM NDSB-195, pH 8,0. Cellprover före och efter induktion samt efter 
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lysering, IMAC-rening och buffertbyte analyserades med hjälp av SDS-PAGE, vilken visade 
att MtPrsANHis-proteinet var väl uttryckt, lösligt i båda gelfiltreringsbuffertarna och ganska 
rent. Bufferten byttes på resten av IMAC-eluatet (0,25 + 0,25 ml) med hjälp av två stycken 
PD-10 Desalting Columns till gelfiltreringsbuffert 2 respektive 3. Proteinprover efter 
buffertbytena analyserades med hjälp av SDS-PAGE, vilken visade att MtPrsANHis-proteinet 
fortfarande var lösligt i båda gelfiltreringsbuffertarna och att proteinet var rent. Respektive 
proteinprov koncentrerades från 7 ml till 4 ml. Proteinets koncentration uppmättes till 
0,52 mg/ml i gelfiltreringsbuffert 2 och 0,49 mg/ml i gelfiltreringsbuffert 3. 

Respektive proteinprov renades vidare med hjälp av gelfiltrering på 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 
kördes därför baklänges med en urealösning för att se om proteinet hade precipiterat och 
fastnat på filtret i kolonnen, men denna gång eluerades inte proteinet. 

Protein från resterande 4 L av cellkulturen renades med IMAC och bufferten byttes på en PD-
10 Desalting Column till gelfiltreringsbuffert 2. Cellprover före och efter induktion samt efter 
lysering, IMAC-rening och buffertbyte analyserades med hjälp av SDS-PAGE, vilken visade 
att MtPrsANHis-proteinet var väl uttryckt och lösligt i gelfiltreringsbuffert 2, men inte så rent 
efter buffertbytet. Proteinets koncentration uppmättes till 1,8 mg/ml. Proteinprovet 
koncentrerades från 7 ml till 2,5 ml. En brunaktig färg hos proteinlösningen kunde urskiljas 
på filtret, vilket kan indikera att MtPrsANHis binder järn.  

För att kunna bli av med orenheterna i proteinprovet, testades att göra om IMAC-reningen 
med en imidazolgradient vid elueringen. Bufferten byttes på en PD-10 Desalting Column till 
lyseringsbufferten. PD-10-eluatet renades med hjälp av IMAC genom att inkuberas vid 4°C i 
30 min med Ni Sepharose 6 Fast Flow slurry, vilken först hade ekvilibrerats med minst 
5 kolonnvolymer lyseringsbuffert. Matrisen tvättades med 20 kolonnvolymer tvättbuffert 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 hjälp av SDS-PAGE, vilken visade att elueringsfraktion 7 och 8 innehöll 
rent MtPrsANHis-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 innehållande 250 mM imidazol.  

Elueringsfraktion 7-15 poolades och koncentrerades från 3,5 ml till 2,5 ml. Bufferten hos 
elueringsfraktion 7-15 byttes på en PD-10 Desalting Column till gelfiltreringsbuffert 2. 
Elueringsfraktion 5-6 poolades och bufferten byttes även i detta fall till gelfiltreringsbuffert 2. 
Proteinprover från IMAC-elueringsfraktion 9-15 och efter buffertbytet av IMAC-
elueringsfraktion 5-6 respektive 7-15 analyserades med hjälp av SDS-PAGE, vilken visade att 
samtliga elueringsfraktioner innehöll rent MtPrsANHis-protein. Proteinets koncentration 
uppmättes till 1,5 mg/ml för fraktion 7-15 och till 0,44 mg/ml för fraktion 5-6. Proteinprovet 
från IMAC-elueringsfraktion 7-15 koncentrerades från 3,5 ml till 0,45 ml. Proteinets 
koncentration uppmättes nu till 6,5 mg/ml. Proteinlösningen förvarades vid -180°C efter 
snabbfrysning i flytande kväve.  
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2.10.5 Kristalliseringsexperiment av MtPrsANHis 
Kristalliseringsexperiment av MtPrsANHis sattes upp genom att använda ångdiffusionsmetoden 
med hjälp av screenerna JCSG+, Mini screen och PACT vid rumstemperatur. De 0,8 µl stora 
sittande dropparna innehöll 0,4 µl proteinlösning (6,5 mg/ml MtPrsANHis i gelfiltreringsbuffert 
2) och 0,4 µl reservoarlösning. Eftersom MtPrsANHis-proteinlösningen hade en låg ytspänning
och inte kunde forma ordentliga droppar gjordes en buffertscreen på en 24-brunnsplatta där 
droppar med 1 µl proteinlösning och 1 µl buffertlösning inkuberades vid rumstemperatur. 
Bufferten från brunn D11 från screenen JCSG+ användes för att sätta upp 
kristalliseringsförsök med eftersom möjliga hexagonala kristaller av MtPrsANHis kunde 
obeserveras i denna brunn efter 3 dagars inkubationstid. De 2 µl stora sittande dropparna 
innehöll 1 µl proteinlösning (6,5 mg/ml MtPrsANHis) och 1 µl reservoarlösning (buffert från 
JSCG+ brunn 11). Även kokristalliseringsförsök av MtPrsANHis med liganderna MgSO4 
(10 mM), ATP (10 mM) och ribos-5-fosfat (10 mM) sattes upp.  

3 Resultat och diskussion 

3.1 MtIspD (Rv3582c) 

3.1.1 Jämförelse med andra sekvenser och strukturer av IspD 
Proteiner med sekvenser eller strukturer liknande MtIspD hittades med hjälp av Basic Local 
Alignment Search Tool (BLAST) och sökning i Protein Data Bank (PDB) av IspD. En 
sekvensjämförelse från ClustalW av dessa visas i Bilaga 3.  

Förutom att undersöka fullängdsproteinet med en His6-tag, MtIspDNHis, valdes även, med 
utgångspunkt från fullängdsproteinet MtIspDFL, att skapa konstruktet MtIspDNHisN4 genom att 
N-terminalt trunkera fyra aminosyror. Eftersom de enligt sekvensjämförelsen (Bilaga 3) inte 
förekommer i de IspD-varianter från E. coli som har lyckats strukturbestämmas och de inte 
deltar i dimeriseringsprocessen så är de troligtvis inte viktiga för enzymets funktion. För att 
minska risken att denna flexibla del av proteinet vid kristallbildning skulle kunna störa 
kontaktpunkterna mellan proteinmolekylerna trunkerades de bort. Anledningen till att fyra 
aminosyror trunkerades bort och inte sex stycken är att den femte aminosyran, A, återfinns i 
E. coli-proteinerna i sekvensjämförelsen. Eftersom det finns konstrukt som är längre än 
MtIspD-konstruktet C-terminalt, men som ändå har kunnat strukturbestämmas, valdes att inte 
göra någon trunkering där. 

3.1.2 Från kloning till testexpression av MtIspDFL 
Fullängdsgenen MtispDFL renades fram via preparativ 1% agarosgelelektrofores (Figur 6). 
Bandet motsvarande MtispDFL var av rätt storlek (∼700 bp) och skars ut från gelen.  
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      1 2 

Figur 6. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispDFL. Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, 
Fermentas); brunn 2: MtispDFL.  

Efter ligering och transformering av MtispDFL till kompetenta E. coli-celler isolerades 
plasmider, vilka användes 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.  

     1       2        3       4        5        6       7       8 

Figur 7. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispDFL. 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 från klon 1 av MtispDFL analyserades med hjälp av SDS-
PAGE (Figur 8). Här syns ingen klar expression av MtIspDFL, men ett svagt band med 
korrekt molekylmassa (24,0 kDa) kunde urskiljas.  

 1  2  3  

Figur 8. Analys av testexpression av MtIspDFL 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 MtIspDNHis och MtIspDNHisN4 
Konstrukten MtispDNHis och MtispDN4 renades fram via preparativ 1% agarosgelelektrofores 
(Figur 9). Inget band motsvarande MtispDNHis och endast ett svagt band motsvarande 
MtispDN4 (∼700 bp) kunde urskiljas. 
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 1        2        3    

Figur 9. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispDNHis och MtispDN4. Brunn 1: 200 bp DNA-stege 
(O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: MtispDNHis.; brunn 3: MtispDN4.  

Efter att ha ändrat renatureringstemperaturen vid PCR-reaktionerna från 60°C till 57°C kunde 
konstrukten MtispDNHis, MtispDN4 och MtispDNHisN4 renas fram via preparativ 1% 
agarosgelelektrofores (Figur 10). Starka band motsvarande MtispDNHis, MtispDN4 och 
MtispDNHisN4 (∼700 bp) kunde observeras på gelen. Banden motsvarande MtispDNHis och 
MtispDNHisN4 skars ut från gelen.  

     1       2        3       4    

Figur 10. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispDNHis, MtispDN4 och MtispDNHisN4. Brunn 1: 200 bp 
DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: MtispDNHis; brunn 3: MtispDN4; brunn 4: MtispDNHisN4. 

Efter ligering och transformering av MtispDNHis och MtispDNHisN4 till kemiskt kompetenta 
E. coli-celler isolerades plasmider som använde som templat i en analytisk PCR som 
analyserades med 1% agarosgelelektrofores (Figur 11). Klon 5 av konstruktet MtispDNHis 
respektive klon 1 av konstruktet MtispDNHisN4 visade svaga band med rätt insertstorlek 
(∼700 bp), vilkas sekvenser sedan verifierades med DNA-sekvensering.  

 A    1        2       3       4        5       6        7    B  1        2       3       4        5       6        7   

Figur 11. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av (A) MtispDNHis och (B) MtispDNHisN4.  
A. MtispDNHis. 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. MtispDNHisN4. 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 MtIspDNHis och MtIspDNHisN4 
Plasmider från klon 5 av konstruktet MtispDNHis respektive från klon 1 av konstruktet 
MtispDNHisN4 transformerades in i kemiskt kompetenta E. coli-celler. En testexpression 
genomfördes och analyserades med hjälp av SDS-PAGE (Figur 12). Testexpressionen visade 
att båda proteinerna, MtIspDNHis och MtIspDNHisN4 (24,0 kDa), var uttryckta och rena.  

 A   1    2    3    4     5    6     7    8      B   1    2     3    4     5    6     7    8 

Figur 12. Testexpression av (A) MtIspDNHis klon 5 och (B) MtIspDNHisN4 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: olöslig pellet; brunn 5: löslig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-
tvättfraktion; brunn 8: IMAC-eluat.  

3.1.5 Storskalig proteinexpression och rening av MtIspDNHis 
Vid SDS-PAGE-analys av den storskaliga proteinexpressionen av konstrukten MtIspDNHis var 
en stor del av proteinet olösligt, men det fanns trots allt en liten del protein i löslig form. Efter 
buffertbyte på PD-10-kolonnen verkar en del protein gå förlorat (Figur 13). 

 A  1  2  3  4   5  6  7   8  9  10     B  1  2  3  4   5  6  7   8  9  10 

Figur 13. Storskalig proteinexpression av MtIspDNHis 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: olöslig pellet; brunn 5: 
löslig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvättfraktion; 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 MtIspDNHis-provet (1,75 ml av totalt 7 ml) var det mycket lite 
protein kvar (Figur 14). 
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Figur 14. Gelfiltrering av MtIspDNHis. 

Vid SDS-PAGE-analys av elueringsfraktionerna från HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg-
kolonnen av konstruktet MtIspDNHis kunde inget MtIspDNHis-protein urskiljas (data visas inte). 
Detta kan bero på liten mängd protein, men troligen på att förhållandena för proteinet inte var 
gynnsamma i bufferten. 

En annan buffert, innehållandes NaH2PO4 istället för Na2SO4, användes vid buffertbyte på en 
PD-10-kolonn. Detta gjordes för att undersöka huruvida bufferten med NaH2PO4 är mer 
gynnsam för proteinet. Gelfiltrering kördes inte utan koncentrationen mättes direkt på detta 
prov, vilket innebär att en del orenheter fanns kvar. Mängden framrenat MtIspDNHis-protein 
från 1,07 L cellkultur uppmättes till 11,7 mg. Utbytet av lösligt MtIspDNHis-protein var 
således 10,9 mg/L cellkultur.  

3.1.6 Sammanfattning för MtIspD (Rv3582c) 
Kloning och uttryck av MtIspDNHis och MtIspDNHisN4 visar att respektive protein uttrycks och 
att en del av dessa finns i löslig form. Från den storskaliga expressionen syns även att samma 
uttryck finns vid induktion med 0,02 mg/ml som med 0,2 mg/ml L-arabinos. Därför skulle den 
storskaliga expressionen kunna genomföras med den lägre koncentrationen eller t.o.m. med 
en ännu lägre koncentration, vilket kan öka lösligheten ytterligare. För MtIspDNHis behöver 
reningssteget med storleksseparation (gelfiltrering) efter buffertbyte på PD-10-kolonn 
inkluderas. Både buffertbytet på PD-10-kolonnen och gelfiltreringen på HiLoad™ 16/600 
Superdex™ 75 pg-kolonnen behöver optimeras beträffande buffert. För MtIspDNHisN4 blir 
nästa steg att genomföra storskalig expression och rening. 
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3.2 MtIspE (Rv1011) 

3.2.1 Jämförelse med andra sekvenser och strukturer av IspE 
Proteiner med sekvenser eller strukturer liknande MtIspE hittades med hjälp av BLAST och 
sökning i PDB av IspE. En sekvensjämförelse från ClustalW med några av dessa visas i 
Bilaga 3. Med utgångspunkt från fullängdsproteinet, MtIspEFL, valdes att N-terminalt 
trunkera fyra aminosyror, men även tre eller fem stycken hade gått bra att testa. Valet att 
trunkera tre aminosyror C-terminalt baserades på att behålla den fjärde aminosyran från slutet 
som liknade de övriga tillgängliga strukturernas sekvenser. 

3.2.2 Från kloning till testexpression av MtIspEFL 
Fullängdsgenen MtispEFL renades fram via preparativ 1% agarosgelelektrofores (Figur 15). 
Bandet motsvarande MtispEFL var av rätt storlek (∼900 bp) och skars ut från gelen.  

  1 2     

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

Efter ligering och transformering av MtispEFL till kemiskt kompetenta E. coli-celler isolerades 
plasmider, vilka användes 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. 

     1       2        3        4       5       6        7        8 

Figur 16. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispEFL. 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 från klon 3 av MtispEFL transformerades in i kemiskt kompetenta E. coli-celler. En 
testexpression genomfördes med dessa och analyserades med hjälp av SDD-PAGE 
(Figur 17). Här kunde ingen expression av MtIspEFL (31,3 kDa) urskiljas, men det betyder 
inte att det inte finns någon expression.  
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  1  2   3 

Figur 17. Testexpression av MtIspEFL. 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 MtIspENHis, MtIspENHisN4, MtIspEC3CHis och MtIspEN4C3CHis 
Konstrukten MtispENHis, MtispEN4, MtispEC3 och MtispEN4C3 renades fram via preparativ 1% 
agarosgelelektrofores (Figur 18). Ett mycket starkt band motsvarande MtispENHis och 
MtispEC3, ett mycket svagt band av MtispEN4C3 men inget band av MtispEN4 (∼900 bp) kunde 
urskiljas. De tre band som kunde observeras skars ut från gelen.  

     1        2        3       4       5    

Figur 18. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispENHis, MtispEN4, MtispEC3 och MtispEN4C3. Brunn 1: 
MtispENHis; brunn 2: MtispEN4; brunn 3: MtispEC3; brunn 4: MtispEN4C3; brunn 5: 200 bp DNA-stege 
(O’RangeRuler, Fermentas). 

Efter att ha ändrat renatureringstemperaturen vid PCR-reaktionerna från 60°C till 57°C kunde 
konstrukten MtispEN4, MtispEN4C3, MtispEC3CHis och MtispEN4C3CHis renas fram via preparativ 
1% agarosgelelektrofores (Figur 19). Ett band motsvarande MtispEC3CHis (∼900 bp) kunde 
observeras och skars ut. Inget band motsvarande MtispEN4, MtispEN4C3 och MtispEC3CHis 
(∼900 bp) kunde dock urskiljas på gelen. 

     1       2        3       4       5 

Figur 19. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispENHis, MtispEN4, MtispEC3 och MtispEN4C3. Brunn 1: 
MtispEN4; brunn 2: MtispEN4C3; brunn 3: MtispEC3CHis; brunn 4: MtispEN4C3CHis; brunn 5: 200 bp DNA-stege 
(O’RangeRuler, Fermentas).  
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Efter att ha ändrat renatureringstemperaturen vid PCR-reaktionerna till en gradient från 52°C 
till 62°C kunde konstrukten MtispEN4, MtispEN4C3 och MtispEN4C3CHis renas fram via 
preparativ 1% agarosgelelektrofores (Figur 20 och 21). Flera band motsvarande MtispEN4, 
MtispEN4C3 och MtispEC3CHis (∼900 bp) kunde observeras på gelen och ett av dem skars ut. 

  1       2        3       4        5        6       7        8 

Figur 20. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispEN4. 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 MtispEN4; 
brunn 8: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, Fermentas).  

 A    1       2        3       4        5       6       7     B   1        2        3       4        5       6       7 

Figur 21. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av (A) MtispEN4C3 och (B) MtispEN4C3CHis. 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 MtispENHisN4 renas fram via preparativ 1% 
agarosgelelektrofores (Figur 22). Ett band motsvarande MtispENHisN4 (∼900 bp) kunde 
observeras och skars ut från gelen. 

      1                2        

Figur 22. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispENHisN4. Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, 
Fermentas); brunn 2: MtispENHisN4. 

Efter ligering och transformering av MtispEC3CHis till kemiskt kompetenta E. coli-celler 
isolerades plasmider, vilka användes som templat i en analytisk PCR som analyserades med 
1% agarosgelelektrofores (Figur 23). Klon 4 av MtispEC3CHis visade ett starkt band (∼900 bp), 
vars sekvens dock inte visade sig vara korrekt vid DNA-sekvensering. 
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       1       2        3        4       5       6        7        8 

Figur 23. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispEC3CHis. 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 MtispEC3CHis till kemiskt kompetenta E. coli-celler gjordes om med 
ligeringsmixen. En analytisk PCR utfördes med isolerade plasmider från dessa celler och 
analyserades med 1% agarosgelelektrofores (Figur 24). Klon 9 och 12 av MtispEC3CHis visade 
starka band. Båda klonerna visade sig också ha korrekta sekvenser vid DNA-sekvensering. 

        1       2        3        4        5       6       7        8 

Figur 24. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispEC3CHis. 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 MtispENHis och MtispENHisN4 till kemiskt kompetenta 
E. coli-celler isolerades plasmider, vilka användes som templat i en analytisk PCR som 
analyserades med 1% agarosgelelektrofores (Figur 25). Klon 2 av konstruktet MtispENHis 
visade en svag antydan till band med rätt insertstorlek (∼900 bp), men dess sekvens visade sig 
dock inte vara korrekt vid DNA-sekvensering. Även klon 4 av MtispENHis skickades för DNA-
sekvensering, men hade inte korrekt sekvens. Klon 2 av konstruktet MtispENHisN4 visade en 
svag antydan till band (∼900 bp), men dess sekvens visade sig inte vara korrekt vid DNA-
sekvensering. Klon 1 av MtispENHisN4 skickades därför också för DNA-sekvensering och 
visade sig ha korrekt sekvens.  

 A   1        2        3       4        5       6       7     B    1       2        3       4        5       6       7 

Figur 25. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av (A) MtispENHis och (B) MtispENHisN4. 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 MtispENHis till kemiskt kompetenta E. coli-celler gjordes om med 
ligeringsmixen. En analytisk PCR utfördes med isolerade plasmider från dessa celler och 
analyserades med 1% agarosgelelektrofores (Figur 26), där bland annat klon 7 och 8 av 
MtispENHis såg ut att ha band av rätt storlek (∼900 bp). Ingen av klonerna visade sig dock ha 
korrekta sekvenser vid DNA-sekvensering. 

      1        2       3       4       5        6       7        8     

Figur 26. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispENHis. 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 MtispEN4C3CHis till kemiskt kompetenta E. coli-celler 
isolerades plasmider, vilka användes som templat i en analytisk PCR som analyserades med 
1% agarosgelelektrofores (Figur 27). Klon 3 av MtispEN4C3CHis visade ett starkt band 
(∼900 bp), vilken också visade sig ha korrekt sekvens vid DNA-sekvensering. 

       1       2        3       4        5       6        7       8  

Figur 27. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispEN4C3CHis. 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 MtIspENHisN4, MtIspEC3CHis och MtIspEN4C3CHis 
En testexpression av konstruktet MtispEN4C3CHis (klon 3) genomfördes och analyserades med 
hjälp av SDS-PAGE (Figur 28). Testexpressionen visade att konstruktet MtIspEN4C3CHis 
(31,3 kDa) var uttryckt, men till allra största del olösligt.  
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      1     2    3     4    5    6     7    8 

Figur 28. Testexpression av MtIspEN4C3CHis. 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: olöslig pellet; 
brunn 5: löslig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvättfraktion; brunn 8: IMAC-eluat. 

En testexpression av konstruktet MtispENHisN4 (klon 1) genomfördes och analyserades med 
hjälp av SDS-PAGE (Figur 29). Testexpressionen visade att konstruktet MtispENHisN4 
(31,3 kDa) var väl uttryckt, men det mesta av proteinet var olösligt. 

 1    2     3    4     5    6     7    8 

Figur 29. Testexpression av MtIspENHisN4. 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: olöslig pellet; 
brunn 5: löslig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvättfraktion; brunn 8: IMAC-eluat. 

En testexpression av konstruktet MtispEC3CHis (klon 6) genomfördes och analyserades med 
hjälp av SDS-PAGE (Figur 30). Testexpressionen visade att konstruktet MtIspEC3CHis 
(31,3 kDa) var uttryckt, men det mesta av proteinet var olösligt. 

     1    2    3    4    5    6     7    8 

Figur 30. Testexpression av MtIspEC3CHis. 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: olöslig pellet; 
brunn 5: löslig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvättfraktion; brunn 8: IMAC-eluat. 
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3.2.5 Sammanfattning för MtIspE (Rv1011) 
Eftersom inga av sekvenserna av MtispENHis-plasmiderna som skickades för DNA-
sekvensering var korrekta blir nästa steg för detta projekt att transformera om ligeringsmixen 
igen eller att börja om redan från PCR-amplifieringen. För MtIspENHisN4 och MtIspEN4C3CHis 
behöver proteinexpressionen optimeras för att erhålla en större mängd lösligt protein. För 
MtIspEC3CHis, vars två kloner hade rätt sekvenser, blir nästa steg att göra en testexpression.  

3.3 MtIspH1 (Rv1110) 

3.3.1 Konstruktet MtIspH1NHisC10 
Vid skapandet av konstruktet MtIspH1NHisC10 användes ett tidigare befintligt konstrukt 
bestående av fullängdsgenen MtIspH1FL innehållande mutationerna Lys209Arg och 
Cys308Ser som templat. Lysinresten 209 har en basisk sidokedja som är flexibel och eftersom 
den vid tredimensionell strukturprediktion förutspås sitta på proteinets yta deltar den troligtvis 
inte i kontaktpunkterna mellan proteinmolekylerna och för att inte riskera att dessa blir störda 
har denna lysinrest muterats till en argininrest som också har en basisk sidokejda men som 
inte är lika flexibel som lysinresten [Czepas, 2004]. Cysteinresten 308, som även den 
förutspås sitta på proteinets yta, har en hydrofil sidokedja som här inte förutspås bilda 
disulfidbindningar i sin nativa struktur och som inte verkar vara involverad i några andra 
aspekter av proteinets struktur eller funktion. För att undvika inkorrekt veckning av proteinet 
har därför cysteinresten muterats till en serinrest [Asherie, 2001], vilken också har en hydrofil 
sidokedja men som inte kan bilda disulfidbindningar som kan störa veckningen av proteinet. 
Beslutet att trunkera proteinet med tio aminosyror C-terminalt togs baserat på en 
sekundärstrukturprediktion i Jpred (Bilaga 3).  

3.3.2 Kloning av MtIspH1NHisC10 
DNA-sekvensen för konstruktet MtispH1C10 renades fram via preparativ 1% 
agarosgelelektrofores (Figur 31). Bandet motsvarande MtispH1C10 var av rätt storlek (∼1 kb) 
och skars ut från gelen. 

         1                 2    

Figur 31. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispH1C10. Brunn 1: 200 bp DNA-stege (O’RangeRuler, 
Fermentas); brunn 2: MtispH1C10. 

Med hjälp av PCR med det agarosgelrenade konstruktet MtispH1C10 som templat skapades 
konstruktet MtispH1NHisC10, vilket renades fram via preparativ 1% agarosgelelektrofores 
(Figur 32). Inget band motsvarande MtispH1NHisC10 av rätt storlek (∼1 kb) kunde urskiljas. 
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          1     2 

Figur 32. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispH1NHisC10. Brunn 1: 200 bp DNA-stege 
(O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: MtspH1NHisC10.  

Efter att PCR-reaktionerna gjorts om med olika DNA-polymeras (PfuUltra DNA-polymeras 
och Taq DNA-polymeras) renades MtispH1NHisC10 via preparativ 1% agarosgelelektrofores 
(Figur 33). Ett band motsvarande MtispH1NHisC10 av rätt storlek (∼1 kb) kunde observeras i 
brunnen från PCR-mixen där Taq DNA-polymeras hade använts och skars ut från gelen.  

      1 2 3        

Figur 33. Preparativ 1% agarosgelelektrofores av MtispH1NHisC10. Brunn 1: 200 bp DNA-stege 
(O’RangeRuler, Fermentas); brunn 2: PCR-produkt med PfuUltra DNA-polymeras; brunn 3: PCR-produkt med 
Taq DNA-polymeras. 

Efter ligering och transformering av MtispH1NHisC10 till kemiskt kompetenta E. coli-celler 
isolerades plasmider, vilka användes som templat i en analytisk PCR som analyserades med 
1% agarosgelelektrofores (Figur 34). Klon 2, 5 och 6 visade band av rätt insertstorlek (∼1 kb) 
och skickades för DNA-sekvensering. Sekvensen hos plasmiderna från klon 2 verifierades.  

     1      2      3     4      5     6      7     8 

Figur 34. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtispH1NHisC10. 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 MtIspH1NHisC10 
Testexpressionen av MtispH1NHisC10 (klon 2) analyserades med SDS-PAGE (Figur 35). Här 
kan ingen klar expression av MtIspH1NHisC10 (36,6 kDa) urskiljas, men det betyder inte att det 
inte finns någon expression.  
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Figur 35. Testexpression av MtIspH1NHisC10. 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 MtIspH1NHisC10 
Den storskaliga proteinexpression av MtIspH1NHisC10 (klon 2) analyserades med SDS-PAGE 
(Figur 36), vilken visade att proteinet var uttryckt. 

 1    2    3 

Figur 36. Storskalig proteinexpression av MtIspH1NHisC10. 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 MtIspH1NHisC10 analyserades med SDS-PAGE 
(Figur 37). Det fanns en löslig fraktion av proteinet som var ganska ren. Som redan nämnts i 
Material och metoder hade MtIspH1NHisC10-proteinet en gulbrun färg, vilket indikerade att 
Fe3+ var bundet. Dagen efter försvann färgen, vilket indikerade att Fe3+ antingen hade blivit 
reducerat till Fe2+ eller hade lossnat från MtIspH1NHisC10. Det skulle kunna bero på imidazolen 
i elueringsbufferten. 
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Figur 37. Storskalig proteinexpression av MtIspH1NHisC10. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 
14,4 kDa); brunn 2: olöslig pellet; brunn 3: löslig supernatant; brunn 4: IMAC flow through; brunn 5: IMAC-
tvättfraktion; 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 MtIspH1NHisC10 (klon 2) gjorts om i ännu 
större skala var proteinet uttryckt och lösligt, dock inte så rent (Figur 38). Proteinprovet hade 
en gulbrun färg. 

 1    2     3    4    5    6    7     8 

Figur 38. Storskalig proteinexpression av MtIspH1NHisC10. 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: 
olöslig pellet; brunn 5: löslig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvättfraktion; brunn 8: 
IMAC-eluat. 

Efter gelfiltrering på en HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200 pg-kolonn av MtIspH1NHisC10 ser 
fraktion 42-52 ut att innehålla proteinet (Figur 39). 
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Figur 39. Gelfiltrering av MtIspH1NHisC10. 

Vid analys med SDS-PAGE av elueringsfraktionerna 42-52 från HiLoad™ 16/600 
Superdex™ 200 pg-kolonnen syns lösligt och rent MtIspH1NHisC10-protein, framför allt i 
fraktion 43-48 (Figur 40). Proteinlösningen hade alltjämt en gulbrun färg.  

   1  2  3   4  5   6   7  8  9 10 11 12 

Figur 40. Storskalig proteinexpression av MtIspH1NHisC10. 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. 

Mängden framrenat MtIspH1NHisC10-protein uppmättes till 8,6 mg, vilket motsvarar ett utbyte 
av rent och lösligt protein på 1,7 mg/L cellkultur. Efter att proteinet koncentrerats till 
13,6 mg/ml i en volym av 0,55 ml var mängden framrenat MtIspH1NHisC10-protein 7,5 mg, 
vilket motsvarar ett utbyte av rent och lösligt protein på 1,5 mg/L cellkultur. 

3.3.5 Kristalliseringsexperiment av MtIspH1NHisC10 
Ingen av de uppsatta kristalliseringsexperimenten av MtIspH1NHisC10 (Tabell 2) gav upphov 
till några proteinkristaller. 
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3.3.6 Sammanfattning för MtIspH1 (Rv1011) 
Kloning och uttryck av MtIspH1NHisC10 visar att proteinet uttrycks och att en del av detta finns 
i löslig form. För att undvika att MtIspH1NHisC10-proteinet tappar Fe3+, vilket den i sin aktiva 
form har bundet till sig och då uppvisar en gulbrun färg, testades att se om denna färg kunde 
bibehållas genom att göra ett snabbt buffertbyte på en PD-10-kolonn efter IMAC-reningen. 
Detta tycks ha fungerat bra. För att erhålla kristaller av proteinet behöver 
kristalliseringsförhållandena optimeras ytterligare.  

3.4 MtPrsA (Rv1017c) 

3.4.1 Jämförelse med andra sekvenser och strukturer av PrsA 
Det fanns inga proteiner med liknande sekvens eller struktur som MtPrsA i PDB. Därför 
gjordes initialt ett konstrukt bestående av fullängdsproteinet med en N-terminal His6-tag, 
MtPrsANHis. PrsA-enzymet finns hos bakterier, växter och djur och av det humana PrsA finns 
det tre isoformer. MtPrsA visar 43% sekvensidentitet med dessa homologer [Wolucka, 2008]. 
En sekvensjämförelse från ClustalW av MtPrsA med de tre humana isoformerna av PrsA 
visas i Bilaga 3. 

3.4.2 Kloning av MtPrsAFL och MtPrsANHis 
Fullängdsgenen MtprsAFL renades fram via preparativ 1% agarosgelelektrofores (Figur 41). 
Bandet motsvarande MtprsAFL var av rätt storlek (∼1 kb) och skars ut från gelen.  

     1              2      

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

DNA-sekvensen för konstruktet MtprsANHis renades fram via preparativ 1% 
agarosgelelektrofores (Figur 42). Bandet motsvarande MtprsANHis var utsmetat, men av rätt 
storlek (∼1 kb) och skars ut från gelen.  

 1     2  

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

      1       2        3        4        5        6       7        8 

Figur 43. Analytisk 1% agarosgelelektrofores av MtprsANHis. 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 MtPrsANHis 
En testexpression genomfördes av MtprsANHis (klon 4) och analyserades med SDS-PAGE 
(Figur 44). Här syns ett starkt uttryck av MtPrsANHis (35,5 kDa). 

   1    2    3 

Figur 44. Testexpression av MtPrsANHis. 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 MtPrsANHis 
Den storskaliga proteinexpressionen av MtPrsANHis analyserades med SDS-PAGE (Figur 45), 
vilken visade att proteinet MtPrsANHis (35,5 kDa) var starkt uttryckt.  
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Figur 45. Storskalig proteinexpression av MtPrsANHis. 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 från lyseringen och IMAC-reningen av proteinet 
MtPrsANHis visade att det var alldeles för starkt uttryckt, vilket medförde att mycket lite av 
proteinet var i löslig form (Figur 46).  

    1     2     3     4     5     6     7 

Figur 46. Storskalig proteinexpression av MtPrsANHis. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 
14,4 kDa); brunn 2: olöslig pellet; brunn 3: löslig supernatant; brunn 4: IMAC flow through; brunn 5: IMAC-
tvättfraktion; 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 MtPrsANHis gjorts om i ännu större skala var 
proteinet väl uttryckt, lösligt och ganska rent (Figur 47). 
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Figur 47. Storskalig proteinexpression av MtPrsANHis. 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: 
olöslig pellet; brunn 5: löslig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvättfraktion; 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). 

Mängden framrenat MtPrsANHis-protein uppmättes till 14 mg, vilket motsvarar ett utbyte av 
lösligt protein på 2,9 mg/L cellkultur.  

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

SDS-PAGE-analysen av den tredje storskaliga proteinexpressionen av MtPrsANHis visade att 
MtPrsANHis-proteinet var väl uttryckt, lösligt i båda gelfiltreringsbuffertarna och ganska rent. 
(Figur 48). 

     1  2   3  4   5  6  7  8  9  10 11 

Figur 48. Storskalig proteinexpression av MtPrsANHis. 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: 
olöslig pellet; brunn 5: löslig supernatant; brunn 6: IMAC flow through; brunn 7: IMAC-tvättfraktion; 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 på PD-10-kolonnerna till gelfiltreringsbuffert 2 respektive 3 
analyserades med hjälp av SDS-PAGE (Figur 49), vilken visade att MtPrsANHis-proteinet 
fortfarande var lösligt i båda gelfiltreringsbuffertarna och att proteinet var rent. 
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Figur 49. Storskalig proteinexpression av MtPrsANHis. 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. 

Mängden framrenat MtPrsANHis-protein i gelfiltreringsbuffert 2 uppmättes till 2,1 mg och i 
gelfiltreringsbuffert 3 till 2,0 mg MtPrsANHis, vilket motsvarar ett utbyte av lösligt protein på 
1,0 mg/L i båda fallen. 

Efter gelfiltrering på en HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg-kolonn av MtPrsANHis erhölls på 
nytt ingen topp motsvarande proteinet, varken med gelfiltreringsbuffert 2 (Figur 50) eller 3 
(Figur 51). 

Figur 50. Gelfiltrering av MtPrsANHis med gelfiltreringsbuffert 2. 
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Figur 51. Gelfiltrering av MtPrsANHis med gelfiltreringsbuffert 3. 

SDS-PAGE-analysen efter buffertbytet till gelfiltreringsbuffert 2 av resterande E. coli-celler 
från den storskaliga proteinexpressionen av MtPrsANHis visade att proteinet var uttryckt och 
lösligt i gelfiltreringsbuffert 2, men inte så rent (Figur 52). 

    1     2    3    4    5     6     7     8 

Figur 52. Storskalig proteinexpression av MtPrsANHis. Brunn 1: LMW-stege (94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1; 
14,4 kDa); brunn 2: olöslig pellet; brunn 3: löslig supernatant; brunn 4: IMAC flow through; brunn 5: IMAC-
tvättfraktion; 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). 

Mängden framrenat MtPrsANHis-protein uppmättes till 12 mg, vilket motsvarar ett utbyte av 
lösligt MtPrsANHis-protein på 3,1 mg/L cellkultur. En brunaktig färg hos proteinlösningen 
kunde urskiljas på filtret, vilket kan indikera att MtPrsANHis binder järn.  

Efter att IMAC-reningen gjorts om med en gradient av imidazol i elueringsbufferten visade 
SDS-PAGE-analysen att MtPrsANHis-proteinet i IMAC-elueringsfraktion 7 och 8 (Figur 53) 
samt IMAC-elueringsfraktion 9-15 (Figur 54) var mycket renare än tidigare. Även 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 
innehöll rent MtPrsANHis-protein. 
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Figur 53. Storskalig proteinexpression av MtPrsANHis. 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-
tvättfraktion; 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. 

   1  2  3  4   5  6   7   8  9 10 

Figur 54. Storskalig proteinexpression av MtPrsANHis. 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 från IMAC-elueringsfraktion 7-15; brunn 10: PD-10-eluat med gelfiltreringsbuffert 2 från 
IMAC-elueringsfraktion 5-6. 

Mängden framrenat MtPrsANHis-protein från IMAC-elueringsfraktion 7-15 uppmättes till 
5,4 mg och från IMAC-elueringsfraktion 5-6 till 1,5 mg, dvs. totalt 6,9 mg framrenat 
MtPrsANHis-protein och ett utbyte av lösligt protein på 1,7 mg/L cellkultur. Efter att 
proteinprovet från IMAC-elueringsfraktion 7-15 koncentrerats från 3,5 ml till 0,45 ml 
uppmättes mängden framrenat MtPrsANHis-protein i dessa fraktioner till 2,9 mg. 

3.4.5 Kristalliseringsexperiment av MtPrsANHis 
Efter fyra dagar kunde ett lovande brunt precipitat observeras på plattan med 
kokristalliseringsförsöket av MtPrsANHis (6,4 mg/ml) tillsammans med MgSO4, ATP och R5P. 
Ingen av de övriga uppsatta kristalliseringsexperimenten av MtPrsANHis gav upphov till några 
proteinkristaller. 

3.4.6 Sammanfattning för MtPrsA (Rv1017c) 
Kloning och uttryck av MtPrsANHis visar att proteinet uttrycks och att lösligheten av proteinet 
ökade då både halten L-arabinos och tiden minskades vid inducering. En annan reningsbuffert 
än gelfiltreringsbuffert 2 behöver hittas för att proteinlösningen inte ska tappa sin ytspänning 
utan kunna forma ordentliga droppar, vilket är nödvändigt vid kristalliseringsexperiment. 
Kristalliseringsförhållandena behöver optimeras ytterligare och kokristalliseringsförsöket av 
MtPrsANHis tillsammans med MgSO4, ATP och R5P behöver undersökas vidare. 
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3.5 Tankar kring kristallisering 
Det är oftast en lång och mödosam process att komma fram till vad som ska ingå i ett visst 
proteins precipitantlösning. Inte bara koncentrationen hos precipitantlösningen är viktig utan 
också valet av precipitant. Vanliga precipitanter är olika salter, t.ex. ammoniumsulfat, 
organiska lösningsmedel som etylenglykol och polyetylenglykol (PEG) eller olika polymerer 
ofta bestående av större PEGs. De olika precipitanterna främjar kristallisering på olika sätt. 
För att lösa sig i droppen tävlar saltmolekylerna med proteinmolekylerna om 
vattenmolekylerna i droppen. Genom att saltmolekylerna attraherar vattenmolekylerna till sig 
tvingar de proteinmolekylerna närmare varandra och därmed ökar möjligheten för dessa att 
börja bilda en kristall. PEG-molekylerna i sin tur är stora och ganska rörliga molekyler som 
ockuperar en stor yta, vilket tvingar proteinmolekylerna att samlas vid vissa mindre ytor och 
därmed skapa kontaktpunkter mellan varandra och på så sätt öka möjligheterna för 
kristallbildning.  

Andra parametrar som påverkar kristalliseringsmöjligheterna är proteinkoncentrationen, pH-
värdet och temperaturen. Även proteinprovets kvalitet är viktigt. Det ska helst vara ett stabilt, 
rent och homogent prov. Detta kan till viss del uppnås genom en bra design av konstruktet 
genom att t.ex. jämföra homologa sekvenser och strukturer och göra sekundärstruktur-
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 störa kontaktpunkterna mellan proteinmolekylerna. Vissa specifika 
aminosyrarester kan också orsaka problem. Lysinrester som förutspås sitta på proteinets yta är 
flexibla och deltar sällan i kontaktpunkterna mellan proteinmolekylerna utan kan därför 
muteras till t.ex. alaninrester [Goldschmidth et al., 2007]. Vidare kan de cysteinrester som 
inte förutspås bilda disulfidbindningar i sin nativa struktur och inte tros vara inblandade i 
några andra aspekter av proteinets struktur eller funktion tas bort för att undvika inkorrekt 
veckning av proteinet.  

För att erhålla proteinkristaller behöver alltså kristalliseringsbetingelserna optimeras. Försök 
bör även göras att kokristallisera proteinet tillsammans med dess kofaktorer, vilka kan 
stabilisera enzymet och underlätta kristalliseringen av det. 

4 Slutord 
Det finns för närvarande inget systematiskt tillvägagångssätt för att erhålla kristaller utan man 
får använda sig av trial-and-error-metoden för att hitta det optimala förhållandet som initierar 
kristallbildningen av proteinet. För att till slut kunna ta fram proteinkristaller, vilket kan ta 
åratal att göra, måste fler kombinationer av olika kristalliseringsförhållanden testas genom att 
variera precipitanten, precipitantkoncentrationen, proteinkoncentrationen, pH-värdet och 
temperaturen. Om detta inte ger resultat måste nya konstrukt designas genom att jämföra fler 
homologa sekvenser och strukturer och göra sekundärstrukturprediktioner samt genom att 
identifiera och trunkera flexibla N-terminala eller C-terminala delar, mutera flexibla 
lysinrester som förutspås sitta på proteinets yta och ta bort cysteinrester som inte förutspås ha 
någon påverkan på proteinets struktur (t.ex. i form av disulfidbindningar) eller funktion.  
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Nästa steg vid strukturbaserad läkemedelsdesign efter att man har fått fram en tredimensionell 
struktur av målproteinet blir att studera strukturer med inhibitorer komplexbundna till 
enzymet. Även om man genom röntgenkristallografi får fram en statisk bild av en 
enzymstruktur kan man genom att lösa strukturer av olika kristallformer, med eller utan 
substrat, inhibitorer, ligander och kofaktorer få en inblick i de dynamiska egenskaperna hos 
ett enzym. Målet att få fram nya potentiella läkemedelskandidater mot TB lever vidare och de 
fyra studerade enzymerna är värda vidare undersökning som potentiella läkemedelsmål.  

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 Bäckbro. Jag vill också tacka 
min ämnesgranskare Lena Kjellén. 
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Bilagor 

Bilaga 1: Primersekvenser 
Tabell 3. De i studien använda PCR-primrarnas DNA-sekvenser. Använda förkortningar: f = forward; 
FL = fullängd; r = reverse; fHis = forward med N-terminal His6-tag; -4 = trunkering av 4 aminosyror;  
-3 = trunkering av 3 aminosyror; rHis = reverse med C-terminal His6-tag; -10 = trunkering av 10 aminosyror. 

Primernamn Primersekvens (5'-3') 

IspD_f_FL ATG GCT GTC AGG GAA GCG GGC GAA GTA G 

IspD_r_FL CTA CCC GCG CAC TAT AGC TTG 

IspD_fHis_FL ATG GCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GTC AGG GAA GCG GGC 
GAA GTA G 

IspD_f_-4 ATG GCG GGC GAA GTA GTT GCG ATC 

IspD_fHis_-4 ATG GCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GCG GGC GAA GTA GTT 
GCG ATC 

IspE_f_FL ATG GCT CCC ACC GGG TCG GTC ACC GTT C 

IspE_r_FL CTA CAC TTC GGT CGG CGC AGA CAC 

IspE_fHis_FL ATG GCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT CCC ACC GGG TCG GTC 
ACC GTT C 

IspE_f_-4 ATG GCT TCG GTC ACC GTT 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 CTA GAA CAC CAA CGT CTC GTT G 

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 AAT C 

PrsA_r_FL CTA TGC GTC CCC GTC GAA AAG 

PrsA_fHis_FL ATG GCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT AGC CAC GAC TGG ACC 
GAT AAT C 
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Bilaga 2: Standardprotokoll 

Isolering och amplifiering av en gen med hjälp av PCR 
PCR-mix 
2,5 µl 10x PfuUltra reaktionsbuffert (Stratagene) (rumstemperatur p.g.a. Mg2+)  
1 µl DMSO (=> 4% DMSO) 
0,5 µl 10 mM dNTPs (av varje dNTP => 200 µM av varje dNTP) 
0,5 µl 20 µM forwardprimer  
0,5 µl 20 µM reverseprimer  
1 µl DNA-templat (total MtDNA H37Rv, 20 ng/µl) eller 0,5 µl DNA-templat (isolerade 
plasmider eller agarosgelrenad PCR-produkt) 
0,5 µl 2,5 U/µl PfuUltra DNA-polymeras (Stratagene) (=> 0,05 U/µl)  
18,5 µl or 19 µl dH2O (destillerat vatten) 
25 µl 

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  ∞ 

Ligering av en gen i en expressionsvektor 
Addition av 3' A till det isolerade PCR-fragmentet 
17,3 µl DNA (PCR-produkt renad med agarosgelelektrofores) 
2 µl 10x ThermoPol® reaktionsbuffert (Roche) (rumstemperatur p.g.a. Mg2+) 
0,5 µl 10 mM dNTPs (av varje dNTP => 250 µM av varje dNTP) 
0,2 µl 5 U/µl Taq DNA-polymeras (Roche) (=> 0.05 U/µl) 
20 µl 

Ligeringsreaktion 
1 µl dH2O 
1 µl av ligeringsmixen ovan 
0,5 µl saltlösning (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl2; pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit, 
Invitrogen) 
0,5 µl pEXP5/CT TOPO® expressionsvektor (Invitrogen) 
3 µl 
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Analytisk PCR 
Mastermix 
19,25 µl dH2O 
2,5 µl 10x ThermoPol® reaktionsbuffert (Roche) (rumstemperatur p.g.a. Mg2+) 
1 µl DMSO (=> 4%) 
0,5 µl 10 mM dNTPs (av varje dNTP => 200 µM av varje dNTP) 
0,5 µl DNA-templat (isolerade plasmider) 
0,5 µl 20 µM T7 forwardprimer  
0,5 µl 20 µM reverseprimer  
0,25 µl 5 U/µl Taq DNA-polymeras (Roche) (=> 0.05 U/µl) 
25,0 µl 

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  ∞ 

Storskalig proteinexpression och rening 
Beredning av of M9-salter (minimalt saltmedium) 
1 L 1x M9-salter 
12,8 g Na2HPO4·7H2O 
3 g KH2PO4 
0,5 g NaCl 
1 g NH4Cl 
1 L dH2O  

Expression i M9 minimalt saltmedium (för MtIspH1) 
Blanda 1 L M9-medium: 
200 ml LB (rikt medium) 
800 ml 1x M9-salter (minimalt medium) 
20 ml 20% glukos 
2 ml 1 M MgSO4 
100 µl 1 M CaCl2 
1 ml 50 mg/ml ampicillin (=> ∼50 µg/ml) 
20 ml inokulat  
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Bilaga 3: Sekvensjämförelser och sekundärstrukturprediktion 

MtIspD (Rv3582c) 

Figur 55. Sekvensjämförelser från ClustalW av MtIspD med sex andra strukturbestämda IspD-proteiner 
från PDB. Aminosyrasekvensjämförelser av MtIspD med IspD från Thermotoga maritima (T.m; PDB-kod 
1VPA), Thermus thermophilus hb8 (Thb8; PDB-kod 2PX7), E. coli (PDB-koder 1I52, 1VGT och 1H3M) och 
Neisseria gonorrhoeae (N.g; PDB-kod 1VGZ) gjordes. I början av sekvensjämförelsen är de fyra första 
aminosyrorna som trunkerades i konstruktet MtIspDNHisN4 inte återfunna i E. coli-sekvenserna. Eftersom dessa 
fyra aminosyror inte finns i E. coli är de troligtvis inte viktiga för funktionen utan kan istället tas bort för att inte 
störa kristalliseringen. C-terminalt är Mt-proteinet kortare, vilket medför att det där inte behövdes någon 
trunkering. Aminosyraresternas färgkodning: röd = små hydrofoba aa (AVFPMILW); blå = sura (negativt 
laddade) aa (DE); magenta = basiska (positivt laddade) aa (RHK); grön = hydrofila, aminer, basiska (polära) aa 
(STYHCNGQ); grå = övriga aa. Symbolförklaringar: * (asterisk) innebär att aminosyraresterna i den kolumnen 
är konserverade, dvs. identiska, mellan alla jämförda sekvenser; : (kolon) innebär att det är högst liknande 
aminosyrarester, dvs. aa inom samma färgkodning, i den kolumnen; . (punkt) innebär att det finns viss likhet 
mellan aminosyraresterna i den kolumnen. I de kolumner där det saknas symboler anses aminosyraresterna vara 
helt olika varandra. 
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MtIspE (Rv1011) 

Figur 56. Sekvensjämförelser från ClustalW av MtIspE med tre andra strukturbestämda IspE-proteiner 
från PDB. Aminosyrasekvensjämförelser av MtIspE med IspE från Thermus thermophilus (T.ther; PDB-kod 
1UEK), E. coli (PDB-kod 1OJ4) och Aquifex aeolicus (A.aeo; PDB-kod 2V2Q) gjordes. Fyra olika konstrukt av 
MtIspE skapades: MtIspENHis, MtIspENHisN4, MtIspEC3CHis och MtIspEN4C3CHis. I början av sekvensjämförelsen 
liknar den sjätte aminosyran från MtIspE de övriga aminosyrasekvenserna i jämförelsen. Således bör det gå bra 
att N-terminalt trunkera upp till fem stycken aminosyror. I denna studie valdes att testa att trunkera fyra 
aminosyror N-terminalt. Vid C-terminalen liknar den fjärde aminosyran bakifrån räknat i aminosyrasekvenserna 
varandra. Således valdes att trunkera de tre C-terminala aminosyrorna som inte verkar vara konserverade hos de 
strukturbestämda IspE-varianterna. Aminosyraresternas färgkodning: röd = små hydrofoba aa (AVFPMILW); 
blå = sura (negativt laddade) aa (DE); magenta = basiska (positivt laddade) aa (RHK); grön = hydrofila, 
aminer, basiska (polära) aa (STYHCNGQ); grå = övriga aa. Symbolförklaringar: * (asterisk) innebär att 
aminosyraresterna i den kolumnen är konserverade, dvs. identiska, mellan alla jämförda sekvenser; : (kolon) 
innebär att det är högst liknande aminosyrarester, dvs. aa inom samma färgkodning, i den kolumnen; . (punkt) 
innebär att det finns viss likhet mellan aminosyraresterna i den kolumnen. I de kolumner där det saknas symboler 
anses aminosyraresterna vara helt olika varandra. 
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MtIspH1 (Rv1110) 

Figur 57. Sekundärstrukturprediktion av MtIspH1 i Jpred. Sekundärstrukturen av MtIspH1 förutspås ta slut 
nio till tio aminosyror från C-terminalen. Det är denna information som ligger till grund för den C-terminala 
trunkeringen av tio aminosyror som genomfördes vid skapandet av konstruktet MtIspH1NHisC10.  
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MtPrsA (Rv1017c) 

Figur 58. Sekvensjämförelser från 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 någon tillgänglig struktur av vare sig Mt-enzymet eller det humana 
enzymet togs beslutet att uttrycka fullängdsproteinet med en N-terminal His6-tag, PrsANHis. Aminosyraresternas 
färgkodning: röd = små hydrofoba aa (AVFPMILW); blå = sura (negativt laddade) aa (DE); magenta = basiska 
(positivt laddade) aa (RHK); grön = hydrofila, aminer, basiska (polära) aa (STYHCNGQ); grå = övriga aa. 
Symbolförklaringar: * (asterisk) innebär att aminosyraresterna i den kolumnen är konserverade, dvs. identiska, 
mellan alla jämförda sekvenser; : (kolon) innebär att det är högst liknande aminosyrarester, dvs. aa inom samma 
färgkodning, i den kolumnen; . (punkt) innebär att det finns viss likhet mellan aminosyraresterna i den 
kolumnen. I de kolumner där det saknas symboler anses aminosyraresterna vara helt olika varandra. 
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