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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Eksperimentalni dokazi o ukljucenosti dipeptidil-peptidaze Il (DPP Ill) u razvoj nekih
tipova tumora kod Covjeka povezuju se s njenom uklju¢enos¢u u signalni put odgovora na
oksidacijski stres KEAP1 — NRF2 (engl. Kelch-like ECH associated protein 1 - Nuclear factor
[erythroid-derived 2]-like 2 protein), no pozadina tog mehanizma do sada nije razjasnjena.

KEAP1 djeluje kao dimer, tako da svaki monomer domenom Kelch veze po jedan motiv,
ETGE, odnosno DLG, monomera NRF2. Poznato je da proteini koji imaju ETGE/ESGE motiv,
medu kojima je DPP III, mogu biti kompetitivni interaktori KEAP1. Eksperimentalno je
utvrdeno da je motiv ETGE, s ve¢im afinitetom vezanja, nuzan za stabilnu interakciju, kako
kod NRF2, tako i kod kompetitivnih interaktora. Kod DPP IlI, motiv ETGE nalazi se u
fleksibilnoj petlji na povrsini gornje domene. U proteinskoj bazi podataka (PDB, engl. Protein
Data Bank) dostupan je znatan broj kristalografskih struktura DPP 11 u otvorenoj ili zatvorenoj
konformaciji, te domene Kelch proteina KEAP1 s peptidima iz interakcijskih proteina koji
sadrze motiv ETGE. To je povoljno za strukturnu studiju kompleksa domene Kelch sa
strukturama DPP 111 ili peptidima koji odgovaraju njenoj veznoj petlji metodom molekulskog
modeliranja. Dosadasnja istrazivanja metodama molekulske dinamike (MD) sugerirala su da je
umetanje fleksibilne petlje DPP III u srediSnju poru domene Kelch analogno vezanju peptida
ETGE NRF2. Motiv ETGE, koji je presudan za vezanje DPP Il za domenu Kelch proteina
KEAP1, nalazi se na vrhu fleksibilne petlje u DPP IlIl. Medutim, u kristalografskim
strukturama, kao 1 tijekom klasi¢nih simulacija MD u vodi, motiv ETGE poput sidra pricvrséuje
petlju za tijelo proteina DPP 11l tvoreé¢i vodikove veze s argininima iz susjedne a-uzvojnice. Za
nastajanje kompleksa KEAP1 — DPP III nuzno je kidanje navedenih veza i odvajanje motiva
ETGE od tijela proteina kako bi se uspostavile interakcije s veznim mjestom domene Kelch.
Na temelju toga postavljena je pretpostavka o mehanizmu vezanja DPP Il na Kelch koji
ukljucuje dva koraka: odvajanje motiva ETGE od tijela proteina, te umetanje dijela petlje s
motivom ETGE u vezno mjesto domene Kelch.

Kombinirane eksperimentalne 1 racunalne metode koriStene za proucavanje vezanja KEAP1
S proteinima interaktorima u dosadaSnjim radovima pokazale su se korisnima za potpunije
razumijevanje ovih procesa te je takav pristup odabran i za istraZivanje interakcije KEAP1 —

DPP I11.




§ 1. Uvod 2

Velik broj mutacija KEAP1 zabiljezen je u bazi cBioPortal za genomiku raka, s naznakom
da utjece na signalni put KEAP1 — NRF2. Neke od tih mutacija su proucavane kako bi se ispitao
njihov utjecaj na interakcije KEAP1 s NRF2, kao i interakcije KEAPL s drugim proteinima koji
posjeduju motiv ETGE ili STGE pomoc¢u kojeg se mogu kompetitivno vezati. Medu njima
najzanimljivije su mutacije u domeni Kelch. Osim amplifikacije DPP III, ¢iji je utjecaj
prethodno povezan s aktivacijom NRF2, u bazi za tumorsku genomiku pronaden je i velik broj
mutacija DPP 111 koje mogu utjecati na njen afinitet prema KEAP1, te tako utjecati na signalni

put KEAP1 — NRF2. Ovo interdisciplinarno istrazivanje donosi nova saznanja o ulozi DPP III

u odgovoru na oksidacijski stres i razvoju rezistencije stanica raka na kemoterapiju.

1.1. Cilj i opseg istraZivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je kombinacijom eksperimentalnog i racunalnog pristupa
analizirati utjecaj mutacija DPP III i domene Kelch, koje su pronadene u stanicama raka, na
afinitet njihovog vezanja. Posebna je paznja posvecena mutacijama DPP III u petlji ETGE,
mutacijama u aminokiselinskim ostacima koji su ukljuéeni u vezanje petlje za tijelo DPP III, te
mutacijama u domeni Kelch proteina KEAP1 koje ostvaruju specifi¢ne interakcije s DPP IIL

Stabilnost kompleksa domene Kelch s DPP III proucavana je pomocu klasi¢nih 1 ubrzanih
all atom simulacija MD. Praceni su pojedina¢ni koraci u mehanizmu vezanja, kao i stabilnost
nastalog kompleksa.

Simuliran je korak odvajanja petlje ETGE od tijela proteina u strukturama divljeg tipa i
mutiranih varijanti DPP Il te su odredeni strukturni elementi koji kontroliraju ovaj korak. Izbor
mutacija nadenih u bazi cBioPortal, temeljio se na pretpostavci da odredene mutacije mogu
pomaknuti ravnoteZzu procesa odvajanja petlje prema konformaciji povoljnijoj za vezanje
motiva ETGE u vezno mjesto u domeni Kelch, te tako mijenjati afinitet vezanja DPP Il11.

Za modeliranje procesa vezanja koriSten je peptid od 24 aminokiseline (24 ak) koje
odgovaraju sekvenci petlje ETGE DPP Ill, a vezanje za DPP 1lI je simulirano metodom ubrzane
usmjerene (engl. adaptive steered, AS) MD. Za odredivanje najpovoljnijeg kompleksa, kao i
za procjenu afiniteta vezanja peptida (od 24 ak i skracene verzije od 11 ak), koriSten je ra¢un
slobodne energije vezanja (tzv. MM-PBSA racun, engl. molecular mechanics — Poisson-

Boltzman surface area).




§ 1. Uvod 3

Tijekom istrazivanja, dosadasnji modeli i saznanja o strukturi kompleksa nadopunjena su
podacima dobivenim kristalografski te metodom rasprsenja X-zraka pod malim kutevima na

molekulama u otopini (engl. small angle —ray scattering, SAXS).

Za potrebu konstrukcije mutiranih varijanti proteina za eksperimentalna istrazivanja, u
ekspresijske vektore za transformaciju bakterije Escherichia coli, koji sadrze gene za proteine
divljeg tipa DPP 11l (pLATE31-DPPIII) i domenu Kelch proteina KEAP1 (pET15b-Kelch),
uvedene su tockaste mutacije pomocu specificnih pocetnica koje sadrze Zeljene mutacije
koriStenjem QuickChange seta za mutagenezu. Proteini divljeg tipa, kao i mutirane varijante,
koji su sadrzavali histidinski privjesak, eksprimirani su u bakteriji E. coli (soj BL21- (DE3) -
RIL +) i pro¢iséeni afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi, a zatim i gel filtracijskom
kromatografijom.

Aktivnost mutiranih varijanti DPP 111 u odnosu na divlji tip ispitana je mjerenjem enzimske
kinetike hidrolize sintetskog supstrata Arg2-2NA.

Termodinamicki parametri za vezanje peptida petlje ETGE DPP III na domenu Kelch,
odredeni su izotermnom titracijskom kalorimetrijom (ITC-om). No, tom metodom nije bilo
moguce precizno odrediti parametre za vezanje Citave DPP III, pa je za mjerenje relativnih
afiniteta vezanja divljeg tipa i odabranih mutiranih varijanti DPP III i domene Kelch koriStena
metoda termoforeze na mikroskali (engl. Microscale thermophoresis, MST).

Konacno, usporedba relativnih afiniteta vezanja odredenih za divlji tip 1 mutirane varijante
racunalnim 1 eksperimentalnim metodama dovela je do identifikacije mutacija koje utjecu na
afinitet vezanja Kelch — DPP 111, te je daljnjom usporedbom s podacima iz literature omogucéila
bolje razumijevanje uloge DPP 111 u kompetitivnom vezanju na KEAP1 i aktivaciji NRF2.
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§ 2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Molekulske interakcije

Bioloski procesi osnova su Zivota, a temelje se na molekulskim interakcijama i biokemiji koja
se odvija unutar bioloskih sustava. Za razliku od Cvrstih i stabilnih kovalentnih veza,
reverzibilne nekovalentne interakcije su te koje omogucuju brzi odgovor i prilagodbu zivih
sustava na promjene uvjeta u okolini. Voda, kao sveprisutno otapalo u bioloSkim sustavima
takoder ima znacajan utjecaj u tim interakcijama.

Razlikujemo tri vrste nekovalentnih interakcija: elektrostatske interakcije, vodikove veze i

van der Waalsove interakcije, koje se razlikuju po svojoj ja¢ini, geometriji i specifi¢nosti:

1. Elektrostatske interakcije.
Elektrostatske interakcije ovise o elektriécnim nabojima atoma Qi i 2, te kvadratu njihove
udaljenosti r. Energija elektrostatske interakcije izmedu tocCkastih naboja opisuje se

Coulombovim zakonom, gdje je ke konstanta proporcionalnosti:

q1 "9z

Foke™m &

2. Vodikove veze.
Vodikove veze su relativno slabe interakcije, ali od iznimnog znaaja za bioloske
makromolekule poput DNA i proteina. Vodikove veze elektrostatske su prirode, no za razliku
od kulonskih interakcija one su usmjerene. Atom vodika u vodikovoj vezi podijeljen je izmedu
donora i akceptora (slika 1), koji su uglavnom skupine s elektronegativnim atomima poput
dusika ili kisika, od kojih donor ima vezan vodikov atom. Relativno elektronegativni atom, na
koji je vodik kovalentno vezan, povlaci elektronski oblak atoma vodika stvarajuc¢i na njegovom
suprotnom kraju djelomic¢no pozitivan naboj (d+) §to mu omogucuje elektrostatsku interakciju
s atomom koji ima djelomi¢no negativan naboj (J-). Energija potrebna za kidanje vodikove
veze najéesce je u rasponu od 4-13 kJ mol™, a ovisi 0 udaljenosti donora i akceptora, te o kutu
donor-vodik-akceptor. Vrijednosti navedenih veli¢ina su u rasponu od 2,4 do 3,5 A, odnosno
od 120°-180°. Sto je udaljenost donora i akceptora manja, a kut blizi 180°, vodikova veza je

jaca.
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Donor Akceptor
vodika vodika
N 09A 20A
N——H------- (o)
180°

Slika 1. Primjer vodikove veze s atomima duSika i1 kisika kao donorom i akceptorom, te

oznacenim vrijednostima geometrijskih parametara.

3. Van der Waalsove interakcije.
Van der Waalsove interakcije temelje se na asimetri¢noj raspodjeli elektronskog naboja nastaloj
uslijed uskladivanja elektronske gustoée oko susjednih atoma, do koje dolazi na udaljenosti od
5 nm ili manjoj. Medu van der Waalsovim interakcijama, razlikujemo interakcije dipol-dipol,
dipol-inducirani dipol i disperzijske interakcije. Rezultirajuca privla¢nost izmedu tako nastalih
atomskih dipola povecava se njihovim priblizavanjem sve do kontaktne (ravnotezne) van der
Waalsove udaljenosti (slika 2), a potencijalna energija U je obrnuto proporcionalna udaljenosti
izmedu atoma/molekula na Sestu potenciju. Nakon toga, odbojne sile koje su posljedica
Paulijevog principa iskljucenja, postaju dominantne. Van der Waalsove interakcije ¢esto se

opisuju Lennard — Jonesovom 12-6 funkcijom:

=1l - ()]

)
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ATOM 1 ATOM 2 ATOM 1 ATOM 2

}ﬂ{

Polarizacija atoma

Energija
|

\/

van der Waals-ov radijus

Udaljenost atoma

Slika 2. Nastanak induciranih dipola. Energija van der Waalsovih interakcija dvaju atoma s

obzirom na njihovu udaljenost.

Energija je najpovoljnija na udaljenosti u kojoj su odbojna 1 privlacna sila u ravnotezi, tzv.
kontaktnoj van der Waalsovoj udaljenosti. Nakon toga energija se brzo povecava uslijed
odbijanja elektronskih oblaka. Energije van der Waalsovih interakcija su prilicno male, od 2
do 4 kJ mol™. Medutim, kada se povriine dviju (makro)molekula dovoljno priblize, velik broj
atoma moze ostvariti van der Waalsove interakcije, te ukupan doprinos moze biti znacajan.

Bioloski procesi temeljeni na interakcijama molekula u stanici ili organizmu posljedica su
djelovanja istih zakona koji upravljaju fizikalnim procesima. Zakoni termodinamike razlikuju
sustav, materiju unutar odredenog prostora, od sve ostale materije, njegove okoline. Prvi zakon
termodinamike kaZe da je ukupna energija sustava i okoline konstantna, odnosno da se energija
ne moze stvoriti niti unistiti. Medutim, energija moze imati razlicite oblike.

Entalpija (H) je toplina izmijenjena izmedu sustava i okoline pri stalnom tlaku, a mjera
neuredenosti i nasumicnosti sustava naziva se entropijom (S). Za opisivanje energija
biokemijskih procesa u bioloskim sustavima, gdje se pretpostavlja da je temperatura T
(apsolutna temperatura izrazena u K) konstantna, mozemo izraziti odnos promjene entropije

sustava i1 prenesene topline preko promjene reakcijske (Gibssove) slobodne energije, ArG:

AG = AH - TASS (3)
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Spontani procesi su oni kod kojih se promjena reakcijske Gibbsove energije smanjuje, bilo
smanjenjem reakcijske entalpije ili povecanjem reakcijske entropije. Spontanosti procesa poput
molekulskih interakcija moze doprinijeti i entropijski efekt vode. Molekule vode u kontaktu s
povrSinama makromolekula postaju uredenije od molekula vode u otopini. Prilikom interakcija
makromolekula, neke molekule vode se oslobadaju ¢ime se entropija otapala, odnosno sustava

koji ¢ine makromolekula i otapalo, povecava®.

2.2. Molekulsko modeliranje

Eksperimentalne metode omogucuju pracenje biokemijskih procesa na makroskopskoj
(molarnoj) skali. No za razumjevanje mehanizama koji pokrecu te procese na molekularnoj i
submolekularnoj razini potrebno je koristiti molekulsko modeliranje, u kojem se sustav,
primjerice odredeni protein i njegovu okolinu (najées¢e otapalo koje sadrzi vodu i ione),
simulira metodama racunalne kemije. Metode modeliranja mogu biti razli¢itih stupnjeva
slozenosti, pa se prema vrsti fizikalnih zakona i skali Cestica koje se promatraju dijele na
empirijske (tj. molekularna mehanika, MM i molekularna dinamika, MD), semi-empirijske,
kvantno-mehanicke (QM) i kombinirane kvantno-mehanicke - molekularno-mehanicke (QM /
MM). Za razliku od QM metoda, empirijske metode za opis sustava koriste odgovarajuce polje
sila, koje objedinjuje parametre kojima se opisuju elementarne Cestice u sustavu i njihove
interakcije, te izraz za potencijalnu energiju sustava. U ovom radu koriStene su empirijske

metode zasnovane na tzv. ,,all-atom* poljima sila.

2.2.1. Pocetni sustav

Simulirana makromolekula nalazi se u kutiji (poliedru) okruZzena molekulama otapala i
predstavlja sustav koji se prouava. Medutim, dimenzije poliedra nisu rigidne, ve¢ se mijenjaju
kako bi se sacuvala konstantna gustoca sustava. Primjenom periodi¢nih rubnih uvjeta polozaji
atoma u poliedru preslikavaju se u okolne, virtualne poliedre koji ga okruzuju, te svojim
oblikom i rasporedom atoma u potpunosti odgovaraju sredisSnjem. Ako atom tijekom simulacije
prede iz srediSnjeg u virtualni poliedar, preslika toga atoma, s identicnim dinamickim
svojstvima, ulazi u srediS$nji poliedar na suprotnoj strani, i njegov sadrzaj ostaje nepromijenjen
(slika 3). Sve informacije potrebne za promatranje dinamike u periodi¢noj resetci mogu se

izraCunati iz trenutne atomske konfiguracije sredisnjeg poliedra.
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Slika 3. Protein, s molekulama vode i ionima soli, u kutiji (poliedru) periodi¢ne resetke (lijevo)
i pojednostavljeni prikaz principa koji se koristi pri simulacijama uz periodi¢ne rubne uvjete

(desno).

2.2.2. Modeliranje solvatacije

Kako bi model S§to bolje predstavljao fizioloske uvjete, veéina proteina, osim
transmembranskih, simulira se u vodenom mediju. Zbog svoje izraZzene polarnosti molekule
vode ostvaruju snazne interakcije s nabijenim aminokiselinskim ostacima proteina, mogu
formirati stabilne mostove medu njima, a ne treba zanemariti ni utjecaj na promjenu entropije
sustava uslijed njihove preraspodjele prilikom konformacijskih promjena makromolekule,
odnosno kompleksiranja. Zbog toga se molekule vode uglavnhom modeliraju eksplicitno.
Problem koji se javlja kao posljedica toga je povecanje zahtjevnosti racuna, obzirom da se broj
molekula vode potreban za solvataciju prosjeCnog proteina mjeri u desecima tisuca. Jedno od
rjeSenja je koristenje poliedra ¢iji oblik omogucuje upotrebu manjeg broja molekula vode, kao
Sto je, u slucaju globularnih proteina, primjerice krnji oktaedar, te $to jednostavnijeg modela
molekule vode. Jedan od modela je tzv. SPC (engl. simple point charge), u kojem su tockasti
naboji pridruzeni poloZajima kisika 1 vodika u molekuli vode, a duljine veza 1 kut medu
atomima su fiksni (slika 4 A). Drugi Cesto koriSteni modeli su TIPnP, gdje n oznacava broj
tockastih naboja u molekuli. TIP3P model vode sadrzi isti broj naboja kao SPC, no parametri
su poboljsani. Kasnije razvijeni TIP4P i TIPSP modeli definiraju vodu s 4, odnosno 5 tockastih
naboja (slika 4 B 1 C) uz varijacije u duljinama veza i1 kutevima, $to u konacnici rezultira

to¢nijim modeliranjem molekula vode.
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Slika 4. A) Modeli s 3 tockasta naboja koji uklju¢uju SPC i TIP3P, B) model s 4 toc¢kasta naboja
kao TIP4P i C) model s 5 to¢kastih naboja poput TIPSP. Slika preuzeta iz>.

2.2.3. Potencijalna energija

Izraz za potencijalnu energiju koji se najceSce koristi u opisu sustava bioloskih makromolekula,

dan je izrazom:

k k k
U(T) = Zveze 7‘1 (d - dO)Z +Zkutovi 79 (0 - 00)2 + Ztorzije 7¢(1 + COS(Tl(,b - ¢0)) +

12 6
k o) gy qi9;
Zodstupanja TIPOI) - ll)o)z + Zne\ﬁeZ}li 45ij [(_J) - <_]> ] + Z nevezni —L

Tij Tij Coulombov €DT (4)

Clanovi u izrazu predstavljaju sume po parovima atoma, pri ¢emu prva &etiri ¢lana &ine tzv.
'vezni' dio potencijalne energije 1 opisuju odstupanja vrijednosti intrinzi¢nih koordinata
(kovalentnih veza, valentnih kuteva, torzijskih kuteva atoma u nizu i atoma koji definiraju
planarnost) od ravnoteznih vrijednosti, a posljednja dva, 'nevezna' ¢lana, opisuju doprinos
potencijalnoj energiji sustava zbog van der Waalsovih i kulonskih interakcija atoma koji nisu
kovalentno povezani. Prva dva €lana u izrazu opisani su funkcijom harmonickog oscilatora,
dok je ¢lan koji se odnosi na promjenu torzijskog kuta opisan periodickom funkcijom.
Konstante sile kg, obi¢no su vrlo visoke, §to znaci da je potrebna velika koli¢ina energije za
znacajno istezanje ili skrac¢ivanje kemijske veze. Referentna duljina veze je do, dok d predstavlja
trenutnu duljinu veze. Vrijednosti konstanti sila ke obi¢no su nize od prethodnih, dakle treba
manje energije za odstupanje valentnih kuteva  od referentnih vrijednosti 6o, dok su konstante
sile koje se odnose na promjenu potencijalne energije uslijed promjene torzijskog kuta ¢ u
pravilu vrlo niske, pogotovo u slu¢aju kad se odnose na rotaciju oko jednostrukih veza (¢ je
kut izmedu 4 uzastopna atoma povezana s 3 kovalentne veze). U nekim poljima sila
medudjelovanje krajnjih atoma torzijskog kuta opisuje se i skaliranim neveznim ¢lanovima, tzv.

'"1-4' van der Waalsov 1 kulonski ¢lan.
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Van der Waalsove interakcije izrazavaju se preko Lennard-Jonesovog 12-6 potencijala koji
sadrzi privlaénu r® i odbojnu r?2 komponentu. Lennard-Jonesov potencijal je funkcija
udaljenosti rij izmedu dva atoma, pri ¢emu o predstavlja udaljenosti na kojoj funkcija sijece os
x (vrijednost funkcije je nula) i povezan je s ravnoteznom udaljeno$éu r%j, relacijom ¢ =
r%;/(2)8, a parametar ¢ definira apsolutnu vrijednost potencijalne energije pri ravnoteznoj
udaljenosti, |Evaw| za ri = r%;. Krivulja potencijala je empirijska jer su parametri ¢ i ¢
eksperimentalno odredeni podaci.

Elektrostatski ¢lan potencijalne energije dan je kao suma energija kulonskih interakcija
djelomicnih (parcijalnih) atomskih naboja pri ¢emu je rij udaljenost izmedu sredista atoma.
Treba napomenuti da su kod nepolarizabilnih, 'all atom' polja sila atomi prikazani kao kuglice
efektivnog radiusa r% i mase mj, s parcijalnim nabojima smjestenim u njihovom sredistu. Takav
prikaz pojednostavljuje simulacije MD makromolekulskih sustava i ¢ini ih racunalno

izvedivima®.
2.2.4. Molekulska dinamika

Klasi¢ne simulacije MD svode se na numeri¢ku integraciju Newtonovih jednadzbi gibanja za

Cestice (atome ili skupine atoma) unutar promatranog sustava:

dzri
dt?

=U;(r, 19, ., 1), ery), j#i4,j=1,2,...,N—1. ©)
Ovdje je ri vektor poloZaja atoma i, a Uj su sile kojima preostali atomi u sustavu djeluju na
njega (atom i).

Vrijednost sile Fi odgovara negativnoj vrijednosti gradijenta funkcije potencijalne energije

koju atom rj ima u sustavu N cestica specifi¢nog geometrijskog rasporeda Cestica:

Fi (Tl,rz, ...,TN) = —VriUi(rl,Tz, ...,rN). (6)

Newtonov zakon podrazumijeva o¢uvanje ukupne energije sustava E = Exin + U, gdje je Exin
trenutna kineticka energija sustava.

Bez djelovanja vanjskih sila, potencijalna energija sustava, U, se moze predstaviti u
najjednostavnijem slucaju kao zbroj potencijalnih energija interakcija svih parova atoma u

sustavu:
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N N
U :ZUi, Ui :Zu(ri]’),
i=1 Jj>i (7)

gdje je rij = ri - rj, rij = | rij |, a uvjet j> i sprjeCava ponavljanje parova Cestica. Sile koje djeluju
na Cesticu I su u takvom slucaju zbroj pojedina¢nih interakcija sa svim ostalim Cesticama j#i:
N
_ _ du(n]) rij
F; = fij; fij =T 5.
v drij Tij
JES (8)

Prema tre¢em Newtonovom zakonu, fji = —fij.

Iz navedenog slijedi da je ukupni broj jednadzbi gibanja u sustavu od N cestica
proporcionalan s N(N-1)/2. Zbog velikog broja atoma u sustavu makromolekula (nekoliko
stotina atoma), broj interakcija koje se razmatraju smanjuje se na interakcije atoma Cija je

udaljenost manja ili jednaka od definirane grani¢ne (engl. cut-off) udaljenosti. rij< reu.

2.2.5. Termodinamicka svojstva

Ukoliko sustav od N ¢estica smjesten u kutiju (poliedar) odredenih dimenzija, volumena V
tretiramo kao zatvoreni sustav, bez interakcije s okolinom, provodenjem simulacija MD
koriStenjem Newtonovih jednadZzbi gibanja generira se velik broj razli¢itih mikrostanja iste
energije (E), odnosno mikrokanonski (NVE) ansambl. Medutim, eksperimentalni uvjeti koji se
Zele simulirati u vedini slucajeva podrazumijevaju konstantan tlak i1 temperaturu. Uz
pretpostavku da vrijedi ergotska hipoteza, tj. da dovoljno dugim prac¢enjem mozemo odrediti
moguca stanja makroskopskog (realnog) sustava u termodinamickoj ravnotezi, simulacijama
MD se nastoji generirati ili kanonski (NVT) ili izobarno-izotermni (NPT) ansambl. Uzimajuéi
u obzir temperaturu T i gustocu p kao neovisne varijable, energija E i tlak p mogu se lako
izraziti, ¢ime se simulacije MD na mikroskopskoj razini povezuju s makroskopskom razinom.

U simulacijama MD konstantna temperatura zapravo znaci konstantnu ukupnu kineticku
energiju Cestica u sustavu. Buduc¢i da svaki translacijski stupanj slobode doprinosi ukupnoj

kineti¢koj energiji s kT /2, temperatura sustava moze se definirati kao:

ZETOT

kin

~ 3Nkg (9)
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Stoga je regulaciju temperature za dobivanje NVT ansambla najlakse posti¢i modifikacijom
kineticke energije Cestica u sustavu, pomocu takozvanih termostata. Termostati mogu biti
stohasticki ili koristiti jako ili slabo sprezanje za skaliranje brzina Cestica. Od stohastickih
termostata najpoznatiji je Langevinov termostat. On se zasniva na interakciji Cestica sa
sustavom, odnosno izmjeni kinetitke energije kroz sudare. Cestice su pritom opisane
Langevinovom dinamikom:

d?r,

m—z = VU —ypi = Wi

(10)
gdje je stohasticki ¢lan sadrzan u izrazu za nasumi¢nu silu Wi, u trenutku t, koja je posljedica
sudara, a ypi je sila trenja, gdje je y koeficijent trenja.

Tlak kao funkcija potencijala medu parovima atoma moze se opisati jednadzbom:

N
1
i<j (12)

ili koriste¢i samo veliCine specificne za simulaciju:
N
p
b= W(ZE]Z}T)IT + Z Tij 'fij)
i<j (12)

gdje p predstavlja broj Cestica u jedinicnom volumenu.

Odrzavanje konstantnog tlaka (nuzno za NPT ansambl) vrsi se skaliranjem udaljenosti medu
Cesticama (koje moze biti izotropno i anizotropno) i njihovih brzina. Jedan od jednostavnijih

barostata je Berendsenov barostat u kojem je sustav spregnut s vanjskim tlakom prema izrazu

dp _Ppo—p
at T (13)

gdje je zp konstanta sprezanja.

Za razliku od ukupne energije, Eu = Exin + U, koja je konstantna tijekom simulacije,
temperatura i tlak fluktuiraju, no bitno je da je njihova vrijednost uprosjeCena tijekom

odredenog vremenskog intervala, A¢, konstantna.
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2.2.6. Vremenska integracija

Rjesavanje diferencijalnih Newtonovih jednadzbi gibanja tijekom vremena opisuje promjenu
poloZaja (koordinata) i brzina Cestica u faznom prostoru s 3N-6 stupnjeva slobode i time se
dobiva trajektorija. Za slozene sustave ovakav je racun suviSe zahtjevan te se rjesenja
Newtonovih jednadzbi gibanja odreduju numeri¢kim rjeSavanjem diferencijalnih jednadzbi za
male vremenske korake. Neki od algoritama razvijenih u tu svrhu su Verletov i velocity-
Verletov (Verletov algoritam za brzine) te leap-frog algoritam. Oni se temelje na razvoju
funkcija u Taylorov niz do trece derivacije u Verletovom ili druge derivacije u ostala dva
algoritma.

Verletov algoritam za brzine racuna vektore brzina i polozaj Cestica sinkronizirano, za iste

vremenske intervale, odnosno integracijske korake, At

r(t + At) = r(t) + v()At + %a(t)AtZ

(14)
1
v(t +40) = v(t) + 5 [a(®) + a(t + Ap)]At (15)
gdje je
1
a(t +At) = ——VU[q(t + At)] (16)

Za razliku od toga, algoritam leap-frog (prevedeno: Zablji skok), vektore polozaja i brzina

ra¢una za pomak od pola vremenskog intervala, t = 1/2 At3,

U simulacijama MD vremenski korak ogranicen je trajanjem najbrzeg gibanja u sustavu.
Kod makromolekula to je u pravilu vibracija C-H veze &ije je trajanje priblizno 1074 sekundi,
te se prema tome u simulacijama koriste vremenski koraci od 1 fs. Algoritmi kojima se uvodi
restrikcija na vibraciju C-H veza, omogucuju poveéanje vremenskog koraka 2-5 puta. Algoritmi
koji se najceS¢e koriste za restrikciju navedenih kovalentnih veza tijekom simulacije

makromolekula su SHAKE i LINCS*.
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2.3. Eksperimentalne metode prouc¢avanja makromolekula

2.3.1. Lancana reakcija polimeraze, PCR

Lanc¢ana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) temelji se na uporabi
enzima DNA-polimeraze koja katalizira in vitro replikaciju specifi¢nih sekvenci iz dvolan¢anih
molekula DNA. Reakcijska smjesa sadrzi uzorak DNA, DNA-polimerazu, pocetnice (10-30
nukleotida) i Cetiri deoksiribonukleozid-trifosfata (ANTP) u suvisku u puferskoj otopini.
Reakcija se odvija u ciklusima koji se sastoje od tri faze definirane razli¢itim temperaturama:
denaturacije (razdvajanja lanaca DNA) na ~95 °C, hibridizacije sa specifi¢nim pocetnicama pri
temperaturama 50-70 °C (ovisno o duljini i sastavu pocetnica) i elongacije (aktivnoséu DNA-
polimeraze) pri 72 °C. Po dvije pocetnice se konstruiraju na nacin da, nakon denaturacije,
hibridiziraju s po jednim lancem jednolancane DNA na krajevima fragmenta koji se Zeli
umnoziti. U klasi¢noj metodi PCR produkti svakog koraka sinteze sluze kao predlozak za
sliedece korake (slika 5 A), ¢ime se postize eksponencijalno umnazanje®.

Metoda uvodenja mutacija u plazmidnu DNA koriStena u ovom radu prilagodena je za
umnazanje mutiranih plazmidnih vektora s fragmentom od interesa pomoc¢u dvije sintetske
oligonukleotidne pocetnice koje sadrze zeljenu mutaciju (slika 5 B). Svaka pocetnica hibridizira
s jednim od lanaca vektora nakon odvajanja, te se produljuje aktivnoS¢u DNA-polimeraze.
Rezultat je mutirani plazmid koji sadrZi ureze i ne mozZe sluZiti kao kalup u sljedec¢em ciklusu
te je umnazanje zbog toga linearno. Nakon zeljenog broja ciklusa, pocetni lanci plazmida, koji
su porijeklom iz bakterijskih stanica 1 stoga sadrze metilirane nukleotidne ostatke, cijepaju se
endonukleazom Dpnl. Preostaje samo vektorska DNA koja sadrzi zeljene mutacije, te se zatim
transformira u kompetentne bakterijske stanice koje vlastitim mehanizmima popravka DNA
popravljaju ureze u plazmidima. Selekcijom na temelju antibiotske rezistencije i provjerom

sekvenciranjem vrsi se probir bakterijskih klonova koji sadrze Zeljenu mutaciju.
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Slika 5. A) Prikaz ciklusa lan¢ane reakcije polimerazom. Preuzeto iz®. B) Koraci u ciljanoj

Kruznoj mutagenezi lan¢anom reakcjiom polimerazom. Preuzeto iz’.
2.3.2. Metode izolacije i karakterizacije proteina

Proteini se razlikuju po veli€ini, naboju i topljivosti u vodi, $to omogucuje koristenje razlic¢itih
metoda za izolaciju odredenih proteina ili za dokazivanje prisutnosti i kvantifikaciju specificnih

proteina u uzorku.

2.3.2.1.  Gelfiltracijska kromatografija

Proteini koji se razlikuju po masi mogu se odvojiti gel-filtracijskom kromatografijom. U ovoj
tehnici koristi se kolona napunjena poroznim zrncima od poliakrilamida, dekstrana (bakterijski
polisaharid) ili agaroze (derivat morskih algi). Proteini prolaze izmedu kuglica ili zaostaju u
porama. Budu¢i da manji proteini mogu lakSe prodrijeti u pore od vecih proteina, oni putuju

kroz kolonu za gel-filtraciju sporije od veéih proteina. Ukupni volumen tekucine potreban za
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eluiranje proteina iz kolone ovisi 0 njegovoj masi, dakle $to je masa manja, to je veéi volumen
elucije. Ova metoda stoga se moze korisiti za razdvajanje proteina na temelju veli¢ine, a
koriStenjem proteina poznate mase, volumen elucije moze posluziti za procjenu mase proteina

u smjesi®.

2.3.2.2.  Afinitetna kromatografija

Afinitetna kromatografija se temelji na sposobnosti proteina da se specifi¢no vezu za drugu
molekulu. Kolone za proc¢is¢avanje sadrze kuglice s kovalentno vezanim molekulama liganda
na koje se reverzibilno vezu proteini od interesa. Ligandi mogu biti enzimski supstrati ili druge
male molekule koje se vezu za odredene proteine, ali 1 primjerice antitijelo specifi¢no za zeljeni
protein. Na taj nacin na koloni zaostaju samo proteini koji vezu ligand pri¢vrS¢en na kuglice;
preostali proteini, bez obzira na njihov naboj ili masu, pro¢i ¢e kroz kolonu bez vezanja za nju.
Proteini afinitetno vezani na kolonu zatim se eluiraju dodavanjem suviska liganda ili
promjenom koncentracije soli ili pH8. Osim prirodnog afiniteta prema ligandu, moguée je
koristiti 1 rekombinantne proteine koji sadrZe afinitetni privjesak (engl. tag) pomocu kojeg se
protein veze na kolonu. Primjer takvog privjeska je histidinski privjesak od najces¢e 6
histidinskih ostataka, fuzioniran na N- ili C- kraj proteina, koji se specifi¢éno veze na metalno-
kelatni nosaé¢, odnosno ione nikla ili kobalta imobilizirane na nosace kemijom NTA-kelacije
(kelacije pomocu nitrilotrioctene kiseline, engl. nitrilotriacetic acid). Elucija proteina s His-

privijeskom s kolone provodi se suviskom slobodnog imidazola®.

2.3.2.3.  Elektroforeza

Elektroforeza je tehnika za razdvajanje molekula u smjesi pod utjecajem elektricnog polja.
Otopljene molekule se u elektricnom polju kre¢u brzinom odredenom omjerom njihovog naboja
1 mase. Na primjer, ako dvije molekule imaju istu masu i oblik, ona s ve¢im neto nabojem brze
¢e se kretati prema elektrodi. Buduc¢i da mnogi proteini ili nukleinske kiseline koji se razlikuju
po veli¢ini i obliku imaju gotovo identi¢éne omjere naboja i mase, uspjesno odvajanje proteina
1 nukleinskih kiselina moze se posti¢i elektroforezom u razliitim gelovima (polukrute
suspenzije u vodi). Elektroforetsko razdvajanje proteina najcesc¢e se izvodi u poliakrilamidnim

gelovima.
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Osim uvjeta u kojima se razdvajaju nativni proteini (nativna elektroforeza), moguce je pri
razdvajanju Kkoristiti ionski detergent natrijev dodecil-sulfat, koji denaturira proteine i disocira
multimerne proteine na podjedinice, te polipeptidnim lancima daje izduZzenu konformaciju sa
sliénim omjerom naboja i mase, $to ¢ini metodu SDS-PAGE (poliakrilamidna gel-elektroforeza
u prisutnosti natrijeva dodecil-sulfata, engl. sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel
electrophoresis) vrlo preciznom u procjeni veli¢ine proteina. Molekulska masa proteina moze
se procijeniti usporedbom polozaja, odnosno puta migracije proteina na gelu, s polozajem

proteina poznate molekulske mase®.

2.3.3. Proteinska kristalografija

Proteinska kristalografija je metoda koja omogucuje odredivanje trodimenzijske strukture
proteina. Buduéi da proteinska funkcija proizlazi iz strukture proteina, ova metoda daje vrlo
koristan uvid u mehanizam kojim protein ostvaruje svoju funkciju ili interakcije s drugim
proteinima, DNA ili malim molekulama, te je takoder od iznimne vaZnosti u raCunalnom
istraZivanju proteina. Rendgenskom kristalografiom su do sada odredene strukture oko 160000
proteina, objavljenih u bazi PDB. Uvjet za moguénost odredivanja strukture ovom metodom
je dobivanje stabilnih i pravilnih kristala proteina od interesa, jer o pravilnosti kristalne resetke
ovisi kvaliteta signala prilikom difrakcije X-zraka. Za kristalizaciju proteina potrebna je otopina
proteina visoke Cistoce 1 koncentracije, a u kombinaciji s razli¢itim metodama kristalizacije
(primjerice difuzija para sjedece ili viseCe kapi) Cesto se koriste komercijalni setovi
kristalizacijskih otopina koji pospjeSuju proces kristalizacije. Atomi u kristalu proteina
rasprSuju rendgenske zrake, valnih duljina od oko 0,1-0,2 nanometara (nm), ¢ime stvaraju
uzorak difrakcije. SloZenim metodama uzorak difrakcije interpretira se u elektronsku gustocu i

konaéno uklapanjem polipeptidnog slijeda rjesava se trodimenzijska struktura proteinal?.

2.3.4. Rasprsenje X-zraka pod malim kutom, SAXS

Rasprsenje X-zraka pod malim kutom (engl. small angle X-ray scattering, SAXS) je metoda
koja omogucuje strukturnu karakterizaciju bioloskih makromolekula u otopini, no znatno nize
razlucivosti od rendgenske kristalografije. SAXS modeli niske rezolucije (1-2 nm) mogu se

odrediti ab initio ili usavrSavanjem dostupnih struktura visoke razlucivosti i/ili homoloskih
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modela. SAXS je metoda kojom se mogu ispitivati strukture Sirokog raspona veli¢ina, od
manjih polipeptida do makromolekulskih kompleksa. Parametri oblika i tezine mogu se odrediti
izravno iz krivulja rasprSenja Sto omogucuje brzu karakterizaciju uzorka. Ovi parametri
ukljucuju: molekulsku masu, radijus giracije (Rg), volumen hidratizirane Cestice (Vp) i
maksimalni promjer Cestica (Dmax). Guinierova analiza je najjednostavnija metoda za
odredivanje intenziteta rasprSenja 1(0) i radijusa giracije, Rg. Za monodisperznu otopinu

globularnih makromolekula Guinierova je jednadzba definirana kao:

I(s) = I(0) exp (—§R552) (17)

gdje je s (s = 4nsin(0)/4) funkcija kuta izmedu upadne i rasprSene zrake, a 1(s) intenzitet nakon
korekcije za pozadinu, koji je proporcionalan rasprsenju na pojedinoj Cestici uprosje¢enom za

sve orijentacije u otopini*?.

2.3.5. Dinamicko rasprsenje svjetlosti, DLS

Dinamicko rasprsenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS) je metoda kojom se
proucava difuzija makromolekula u otopini. Kretanje makromolekula ovisi o njihovoj veli€ini,
temperaturi 1 viskoznosti otapala. Kada laserska svjetlost naide na makromolekule u otopini,
upadna svjetlost rasprSuje se u svim smjerovima, a intenzitet rasprSenja biljezi detektor.
Analizom fluktuacije intenziteta rasprSene svjetlosti (uzrokovane Brownovim gibanjem
makromolekula u otopini), moze se dobiti koeficijent difuzije (D:) koji je povezan s
hidrodinami¢kom veli¢inom makromolekula. Metodom autokorelacije koreliraju se fluktuacije
intenziteta rasprSene svjetlosti u odnosu na vrijeme (ns-us) kako bi se utvrdilo koliko brzo
intenzitet fluktuira, $to je povezano s difuzijskim ponaSanjem makromolekula. Hidrodinamicki
radijus (dn) definira se kao polumjer hipotetske sfere koja difundira istom brzinom kao i Cestica

koja se istrazuje, a moze se dobiti izraCunati pomocu Stokes -Einsteinove jednadzbe:

p. = *BT_ (18)

T 6mndy

gdje je ks Boltzmannova konstanta (1.38 x 1072 kg m?s2 K™!), T je temperatura u K, a

viskoznost medija®®.
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2.3.6. Spektroskopija cirkularnog dikroizma, CD

i desne cirkularno-polarizirane svjetlosti u opticki aktivnim uzorcima. CD se opaZa za opticki
aktivne (kiralne) molekule, medutim, kiralnost se takoder moze posti¢i kovalentnim vezanjem
kiralnog kromofora na molekulu ili se inducirati smjestanjem kromofora u asimetricno
okruZzenje.

Elektromagnetski valovi sadrze komponente elektri¢énog i magnetskog polja koje osciliraju
okomito na smjer Sirenja svjetlosnog snopa. Smjer ovih komponenti definira polarizaciju
valova. U nepolariziranom valu, elektricno i magnetsko polje osciliraju u razli¢itim
smjerovima. U linearno polariziranoj svjetlosti elektromagnetski val oscilira u jednoj ravnini,
dok se u cirkularno polariziranoj svjetlosti ravnine elektricnog i magnetskog polja nalaze u
medusobno okomitom polozaju, te se dvije ravnine spiralno zakreéu kako svjetlosni snop
propagira. Optic¢ki aktivne molekule karakterizira njihova kiralnost ili asimetrija u strukturi
molekule. To uzrokuje da se brzina svjetlosti koja prolazi kroz opticki aktivni uzorak razlikuje
ovisno o indeksu loma. Stoga ¢e se lijevo cirkularno polarizirana svjetlost Siriti kroz kiralni
uzorak razli¢itom brzinom od desno polarizirane svjetlosti. Kad kiralna molekula razli¢ito
apsorbira lijevo 1 desno polariziranu svjetlost, rezultiraju¢i vektor elektricnog polja ocrtava
elipsu. Ova elipti¢nost kao funkcija valne duljine definira spektar cirkularnog dikroizma i sluzi
za odredivanje apsolutne konfiguracije spojeva ili strukture bioloskih makromolekula. Ovom
metodom se moze odrediti udio pojedinih sekundarnih struktura proteina, primjerice o-
zavojnica, B-nabranih ploca te okreta ili neuredenih dijelova proteina, zbog ¢ega CD ima Siroku

primjenu u strukturnoj analizi proteina i proteinskih kompleksa'“.
2.3.7. Enzimska kinetika

Enzimska kinetika daje nam uvid u mehanizam kojim enzimi kataliziraju specificne kemijske
reakcije. Uzmimo jednostavan primjer kada enzim, E, i supstrat, S, formiraju kompleks ES s

konstantom brzine ki, dok je konstanta disocijacije kompleksa k1. Zatim dolazi do nastanka
produkta P koji disocira s enzima, konstantom brzine k2. U uvjetima suviSka supstrata u

reakcijskoj smjesi, moze se zanemariti povratna reakcija s konstantom K-,

Iy hy
E+S=—FES—E+P
k.
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U uvjetima ustaljenog stanja, koncentracija meduprodukta, [ES], je konstantna, odnosno
katalitiCka mjesta na enzimu zasi¢ena su supstratom te je [ES] jednaka ukupnoj koncentraciji

enzima [E]u. Tada je katalitiCka brzina jednaka umnosku koncentracije [ES] i konstante ko,
Vo= kz[ES] (19)

Pocetna brzina katalize, Vo, koja je definirana kao broj molova produkta nastalog u sekundi,
ovisi 0 koncentraciji supstrata [S] kako je prikazano na slici 6 te se prema Michaelis-Menten

jednadzbi racuna kao:

VO _ Vimax [S] (20)

T Km+IS]

VO . Vmax

Vo(pM/min)

M (S] (mm)

Slika 6. Prikaz modela Michaelis-Menten kinetike i parametara koji se mogu odrediti iz krivulje

ovisnosti poéetnih brzina reakcije, Vo, 0 koncentraciji supstrata, [S]. Preuzeto iz*°.

Brzina katalize pri vrlo niskoj koncentraciji supstrata, kada je [S] mnogo manje od K, raste
linearno s povecanjem koncentracije supstrata, Vo =(Vmax/Km)[S]. Pri visokoj koncentraciji
supstrata, kada je [S] mnogo veée od Km, Vo=Vmax, odnosno brzina se asimptotski priblizava
maksimalnoj brzini (Vmax), Nneovisno o koncentraciji supstrata.

Michaelisova konstanta, Kw, je koncentracija supstrata [S] = Kwm pri kojoj se postize brzina
Vo = Vmax/2. Km obuhvaca konstante brzine pojedinacnih koraka u gore prikazanoj katalitickoj
shemi s relacijom Ku=(k-1+k2)/k1. To znaci da je Km jednaka konstanti disocijacije [ES] ako je
k. mnogo manja od k., te tada ukazuje na afinitet kompleksa ES. Stoga je Km vazna

karakteristika enzimski katalizirane reakcije i znacajna je za biolosku funkciju enzima.
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Maksimalna brzina, Vmax, omogucuje izracunavanje prometnog broja enzima, koji odgovara
broju molekula supstrata pretvorenih u produkt molekulom enzima u jedinici vremena kada je
enzim potpuno zasi¢en supstratom. Prometni broj enzima jednak je kinetickoj konstanti kz, koja
se naziva i kear. 1z maksimalne brzine, Vimax, moze se odrediti prometni broj enzima ako je
poznata ukupna koncentracija enzima [E]uk, 1| tada je Keat=Vmax[E]uk.

Kada je [S]<<Kwm, koncentracija slobodnog enzima, [E], gotovo je jednaka ukupnoj
koncentraciji enzima [E]u, te enzimska brzina iznosi Vo =(Kcat/Km)[S][E]uk. U tim uvjetima,
keat/Km je konstanta brzine interakcije S i E i moze se koristiti kao mjera kataliticke
ucinkovitosti. Na primjer, koriStenjem vrijednosti Kcat/Km, moze se usporediti specifiénost

enzima za razliite supstrate®®.

2.3.8. lzotermna titracijska kalorimetrija, ITC

Izotermna titracijska kalorimetrija (ITC) je metoda koja se koristi u kvantitativnim studijama
biomolekularnih interakcija, a vrlo je korisna jer moZe odrediti sve parametre vezanja
istovremeno, u jednom eksperimentu. Temelji se na izravnom mjerenju topline koja se oslobada
ili apsorbira tijekom vezanja dvaju molekula, u njihovom nativnom obliku, bez potrebe za
dodatnim obiljezavanjem.

Prijenos topline se mjeri osjetljivim kalorimetrom, tijekom visekratnog titriranja liganda u
¢eliju koja sadrzi biomolekulu od interesa. U mikrokalorimetru postoje dvije ¢elije, od kojih
jedna sadrzi vodu i djeluje kao referentna ¢elija, a druga sadrzi uzorak biomolekule (slika 7 A).
Mikrokalorimetar konstantno drzi ove dvije ¢elije na potpuno istoj temperaturi. Senzor
detektira temperaturnu razliku izmedu cCelija kada dode do vezanja i daje povratnu informaciju
grijacima, koji kompenziraju tu razliku i vracaju ¢elije na jednaku temperaturu, pritom mjereci
potrebnu energiju, a kada dode do izjednacavanja signal se vraca na pocetnu vrijednost.

Ligand se nalazi u Sprici, s vrlo preciznim mehanizmom za ubrizgavanje, koja je umetnuta
u ¢eliju s proteinom od interesa. Niz malih alikvota liganda ubrizgava se u proteinsku otopinu.
Ako dolazi do vezanja liganda na protein, visokom osjetljivoscu detektiraju se toplinske
promjene, koje su izravno proporcionalne jacini vezanja (slika 7 B).

Kada je reakcija egzotermna, ¢elija s uzorkom postaje toplija od referentne Celije 1 daje
silazni signal koji traje dok se ne kompenzira promjena topline. Obratno, endotermne reakcije

daju uzlazni signal. Molarni omjer izmedu liganda i proteina postupno se povecava nizom
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injekcija liganda. Kako protein postaje sve viSe zasicen, sve se manje liganda veze prilikom
titracije 1 promjena topline pocinje se smanjivati. Kada ¢elija s uzorkom sadrzi suvisak liganda
u odnosu na protein, reakcija dolazi do zasi¢enja 1 ne dolazi vise do toplinske promjene nakon
titracije.

Pri analizi rezultata, povrSine svakog od signala prilikom pojedine titracije se integriraju i
konstruira se graficki prikaz njihove ovisnosti o molarnom omjeru liganda i proteina.
Rezultiraju¢a izoterma moze se uklopiti u vezni model iz kojeg se izvodi afinitet (Kq). Molarni
omjer u tocki infleksije izoterme vezanja daje nam reakcijsku stehiometriju.

Entalpija (AH) takoder se izvodi izravno iz izoterme i predstavlja koli¢inu topline koja se
oslobada po molu vezanog liganda.

Daljnjim ra¢unom, iz Kq je moguée odrediti Gibbsovu slobodnu energiju vezanja (AG),
AG=RTInKg, gdje je opca plinska konstanta R=8,314 J/molK. A takoder se iz jednadzbe
AG=AH-TAS moze odrediti i entropija reakcije. Stoga mjerenje prijenosa topline tijekom
vezanja omogucuje precizno odredivanje konstanti vezanja (Kq), reakcijske stehiometrije (N),
Gibbsove slobodne energije vezanja (AG), entalpije (AH) i entropije (AS). Time se dobiva

potpuni termodinamicki profil molekularne interakcije!’

A
Sprlca 5
5 4
\ Kalorimetrijski podaci
mpr | ereemne-- P
§ l g '
3 ‘ 3
31 ] Mehanizam
] giirs
2 - "5 4 vezanja Afinitet
Stehiometrija
’ 10
L L ] L 4 Ll LJ
Vrijeme 0 1 2

Referentna celija Celija s uzorkom Molarni omjer

Slika 7. A) Skica mikrokalorimetra za eksperimente izotermne titracijske kalorimetrije, koji se
sastoji od dvije ¢elije, referentne, 1 Celije koja sadrzi uzorak biomolekule te je u nju umetnuta
Sprica iz koje se vr$i titracija ligandom. B) Shema obrade rezultata mjerenja ITC. Prilikom
svake titracije ligandom dolazi do reakcije vezanja, pracene toplinskom promjenom izmedu
mjerne 1 referentne Celije koju uredaj kompenzira, nakon ¢ega se vrijednost vraca na baznu
liniju. Kod zasi¢enja ligandom toplinska promjena odgovara samo toplini razrjedenja. Ovisnost
toplinske promjene o koncentracijskim omjerima daje termodinamicke i kineticke parametre

vezanja. Preuzeto iz’
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2.3.9. Termoforeza, MST

Termoforeza na mikroskali ili mikrotermoforeza kao metoda pracenja interakcija biomolekula
(engl. MicroScale Thermophoresis, MST) temelji se na pracenju usmjerenog kretanja
fluorescentnih molekula kroz mikroskopske temperaturne gradijente u malim volumenima (ul).
Dok je mala potrosnja proteinskog uzorka znacajna prednost ove metode, nuznost obiljezavanja
biomolekule od interesa fluorescentnom bojom koja mozZe utjecati na nativnu strukturu i
sposobnost interakcije jedan je od nedostataka koji treba uzeti u obzir u dizajnu eksperimenta.

U uredaju za MST, termoforeza se inducira i detektira u malim staklenim kapilarama koje
sadrze otopinu fluorescentnih molekula. Infracrveni (IR) laser s valnom duljinom emisije od
1480 nm fokusira se kroz objektiv na kapilaru kako bi proizveo mikroskopski temperaturni
gradijent od 2—6 °C razlike u volumenu promjera ~50 um. Tijekom induciranja temperaturnog
gradijenta, fluorofori u otopini se pobuduju i njihova emitirana fluorescencija se prikuplja na
isti objektiv kao i infracrveni laser (slika 8).

Temperaturna razlika AT u promatranom uzorku dovodi do migracije fluorescentno
obiljeZenih biomolekula iz podrucja poviSene temperature. Budu¢i da termoforetska migracija
ovisi o interakciji izmedu molekule 1 otapala, u istom puferskom mediju, termoforeza ispituje

veli¢inu, naboj i entropiju solvacije molekula.
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Slika 8. Shematski prikaz optike u uredaju za MST. Fluorescencija unutar kapilare se pobuduje
i detektira kroz isti objektiv. Fokusirani IR-laser koristi se za lokalno zagrijavanje odredene
koli¢ine uzorka. Prati se termoforeza fluorescentnih molekula kroz temperaturni gradijent
tijekom perioda laserske pobude. Tipi¢an signal MST eksperimenta sastoji se od pocetne
vrijednosti, kada su molekule homogeno rasporedene u prostoru, zatim aktivacije IR lasera,
kada se uocava teperaturni skok, tzv. T-skok, zbog nagle promjene svojstava fluorofora uslijed
brze promjene temperature, nakon toga se prati termoforetsko kretanje fluorescentnih molekula
iz zagrijanog podrucja uzorka, te nakon deaktivacije IR-lasera dolazi do inverznog T-skoka,
nakon ¢ega slijedi spontana difuzija molekula i postupno ispunjavanje promatranog podrugja.

Preuzeto iz18.

Termoforeza proteina obi¢no se znacajno razlikuje od termoforeze kompleksa protein-ligand,
a jo§S znacajnije protein-protein, zbog promjena u veli¢ini, naboju 1 energiji solvacije
kompleksa. Cak i ako vezanje ne mijenja znacajno veli¢inu ili naboj proteina, moze se
detektirati vezanje na temelju promjena u entropiji solvacije molekula.

Za odredivanje konstanti vezanja, viSe kapilara s konstantnom koncentracijom
fluorescentne molekule i povecanjem koncentracije liganda skenira se uzastopno i mjeri se
termoforeza. Promjene u termoforezi fluorescentnih molekula nakon vezanja na ligand tada se

mogu koristiti za izracunavanje ravnoteznih konstanti vezanja (slika 9).
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Slika 9. Primjer signala prilikom vezanja liganda na protein pracenog metodom MST.
Termoforetsko kretanje fluorescentne molekule (crno, "nevezani™) mijenja se nakon vezanja na
nefluorescentni ligand (crveno, "vezani"), §to rezultira razliitim tragovima. Za analizu,
promjena termoforeze izrazava se kao promjena normalizirane fluorescencije (AFnorm), Koja je
definirana kao Fropio/Fhiadno (Vrijednostima fluorescencije izmedu definiranih podrucja
oznacenih crvenim i plavim oznakama). Titracija razli¢itim koncentracijama nefluorescentnog
liganda rezultira postupnom promjenom termoforeze, te se iz grafickog prikaza ovisnosti AFnorm
o koncentraciji liganda u odgovarujucoj kapilari dobiva krivulja vezanja iz koje se moze

odrediti konstanta vezanja. Preuzeto iz*®

Pocetna fluorescencija bi trebala biti jednaka u svim kapilarama budu¢i da je ista koli¢ina
fluorescentne molekule dodana u svaku kapilaru. U rijetkim slucajevima moguce je da dodatak
liganda uzrokuje gasenje/pojacavanje fluorescencije koje ovisi o koncentraciji liganda. Tada se
ne moze analizirati sama termoforeza fluorescentne molekule uslijed pobude laserom, no u
nekim slucajevima, promjena pocetne fluorescencije moze se iskoristiti za odredivanje

konstante vezanja.

Ako dolazi do promjene pocetne fluorescencije ovisne o ligandu, moguéi su razlozi:
1. Nespecifi¢na adsorpcija na kapilare
2. Nespecificna adsorpcija na stijenke tubica u kojima se mijesa uzorak
3. Agregacija fluorescentne molekule nakon dodavanja liganda

4. GaSenje ili pojacavanje fluorescencije uzrokovano ligandom
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Kako bi se potvrdilo specificno vezanje liganda kao uzrok promjene u pocetnoj
fluorescenciji molekule, izvodi se test denaturacije SDS-om (SD-test). Ako je nakon
denaturacije fluorescencijski intenzitet za niske i visoke koncentracije liganda identi¢an, moze
se zakljuciti da je promjena fluorescencije inducirana vezanjem (slika 10). Proces denaturacije
dovodi do otpustanja liganda s fluorescentne molekule, pa se njena fluorescencija regenerira
denaturacijom. Uobicajeni razlozi promjena fluorescencije izazvanih ligandom su
gaSenje/stimulacija samog fluorofora, ako se ligand veZze u njegovoj neposrednoj blizini, ili
indukcija strukturnih promjena biomolekule. Promjena intenziteta fluorescencije se stoga moze

izravno Koristiti za odredivanje afiniteta vezanja®e.
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Slika 10. Upute proizvodaca NanoTemper za proceduru mjerenja interakcija metodom
termoforeze MST ili alternativno pracenjem fluorescencijske promjene uslijed vezanja.
Preuzeto iz*.
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2.4. Dipeptidil-peptidaza Il

DPP Il (EC 3.4.14.4) je citosolni monomerni protein sa 737 aminokiselinskih ostataka i
relativnom molekulskom masom M; ~ 82,5 kDa. Spada u skupinu metalo-egzopeptidaza iz
obitelji M49, karakteristi¢nih po jedinstvenim motivima, heksapeptidima HEXXXH i EECRAE
koji sudjeluju u koordinaciji cinka te su kod DPP III klju¢ni za katalizu uzastopnog cijepanja
dipeptida s N-kraja peptida?®?*. Prema nacinu koordinacije cinkovog iona i poloZzaju
katalitickih ostataka ona je strukturno i funkcionalno sli¢na nesrodnim cink-peptidazama
termolizinu i neprilizinu, $to ukazuje na sliénost u njihovom mehanizmu katalize?2. DPP 11l je
evolucijski oéuvana od bakterija sve do biljaka i Zivotinja%, uklju¢ujuéi ¢ovjeka kod kojeg je
zastupljena u gotovo svakom tkivu, §to ukazuje na njezin jedinstven bioloski znacaj.
Molekula DPP III sastoji se od pretezno helikalne gornje domene i donje domene koja u
srediSnjem dijelu sadrzi dvije paralelne f-nabrane ploce, sastavljene od pet B-vrpci, okruzene
a-zavojnicama. Domene su odvojene Sirokim procjepom, a vezno mjesto s katalitickim ionom
Zn?* nalazi se u gornjoj domeni uz sami procjep. Dva histidina, His450 i His455, te GIu508 iz
drugog o¢uvanog motiva *’EEXR(K)AE(D)*'? koordiniraju cink u aktivnom mjestu, dok je
Glu451, koji se takoder nalazi u heksapeptidnom motivu, odgovoran za op¢éu baznu katalizu
preko aktivirane molekule vode koja zauzima cetvrto koordinacijsko mjesto cinka u

tetraedarskoj koordinaciji? (slika 11).
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Slika 11. Struktura humane DPP III u otvorenoj konformaciji s oznac¢enim aktivnim mjestom.
Prikaz aktivnog mjesta DPP Il u neveznoj konformaciji u kojem je Zn (kuglica) koordiniran s
dva histidina, His450 i His455, i glutamatom, Glu508, te molekulom vode koja je vezana na

Glu451 (Stapicasti prikaz).

DPP 11l pokazuje aktivnost prema peptidima duzine 3-10 aminokiselina, a najve¢u prema
supstratima s 4-8 aminokiselina, i to s relativno Sirokom supstratnom specifiénoséu. Za
ispitivanje aktivnosti enzima DPP 111 in vitro najcesce se koristi sintetski supstrat Arg-Arg-2-
naftilamid (Arg.-2NA)%,

Kristalografskim metodama odreden je velik broj struktura DPP III u apo obliku (bez
vezanog liganda) i u kompleksu s peptidnim ligandima, te je potvrdeno da DPP III moze
postojati u dvije konformacije: otvorenoj i zatvorenoj. Otvorena konformacija, u kojoj je
kataliti¢ki ion cinka vezan na gornju domenu udaljen 15 A od poloZzaja gdje se veZe supstrat,
uocena je u apo strukturama, dok je zatvorena konformacija uocena u kompleksu s peptidima.
Peptidni supstrati smjeStaju se u procjep te vezanjem supstrata dolazi do konformacijske
promjene prilikom koje se domene proteina medusobno pribliZe 1 zatvore procjep, a da pri tome

sekundarne strukture pojedinih domena ostaju o¢uvane. Ovo zatvaranje strukture omogucuje
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pravilno pozicioniranje supstrata za enzimsku katalizu uz stvaranje vodikovih veza izmedu
supstrata i gornje domene proteina, ¢cime nastaje aktivan kompleks enzima i supstrata.

Priblizavanje dvaju domena endoterman je proces, no, zbog entropijskog doprinosa
otpustanja velikog broja molekula vode iz procjepa prilikom zatvaranja, ukupna promjena
Gibbsove energije je negativna®®. Simulacijama molekulske dinamike uo¢eno je da su otvorena
1 zatvorena konformacija DPP III u ravnotezi u nevezanom obliku, ali da prisustvo liganda
pomiée ravnoteZu prema zatvorenoj konformaciji?’?8. Stoga je razumljiva sposobnost DPP Ill
da veze peptide razli¢itog sastava i duljine sa Sirokom supstratnom specificnoscu.

Ciljana mutageneza ljudske DPP I11 supstitucijom His568 s Asn pokazala je da je taj ostatak
klju¢an za enzimsku aktivnost, dok je supstitucija Tyr318 s Phe takoder znacajno smanjila
kataliticku efikasnost enzima uz isti supstrat. Trp300, takoder evolucijski ocuvan u obitelji
M49, sudjeluje u vezanju liganada i1 takoder je nuzan za ostvarivanje kataliticki aktivne
strukture aktivnog mjesta®®.

Racunalnim metodama odredeno je da je tijekom reakcije hidrolize koordinacijski broj
cinka 5, pri ¢emu u koordinaciji sudjeluju His450, His455, Glu508, supstrat i voda. Prvi korak
u reakciji hidrolize peptidne veze u aktivnom mjestu DPP 111 je nukleofilni napad molekule
vode, prethodno deprotonirane od strane Glu451, na karbonilni ugljik peptidne veze koja se
cijepa. Oksianionski meduprodukt stabiliziran je elektrostatskim interakcijama sa Zn?" i
vodikovom vezom s His568, a u stabilizaciji sudjeluje i Tyr318 koji ostvaruje vodikovu vezu s

prvom NH skupinom supstrata (slika 12).
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Slika 12. Mehanizam reakcije hidrolize peptidne veze humane DPP |1l (ES: kompleks enzim-

supstrat, TS1- 4: prijelazna stanja, INT1-3: meduprodukti i P, P*: produkti). Preuzeto iz%.

S obzirom na relativno nespecifi¢nu hidroliticku aktivnost prema kratkim peptidima, smatra se
da je glavna uloga DPP 111 u stanicama sudjelovanje u posljednjim fazama katabolizma proteina
u citosolu. Takoder postoje i dokazi njene ukljucenosti u regulaciju krvnog tlaka i boli,
cijepanjem bioaktivnih peptida kao $to su njeni in vitro supstrati angiotenzini, enkefalini i
endomorfini. Medutim, bioloska uloga DPP III jo§ je uvijek nedovoljno istrazena®*32. Osim

toga, javljaju se dokazi da je DPP III ukljucena i1 u neka patofizioloSka stanja, ukljucujuéi rak.
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Pojacana aktivnost i razine DPP III nadeni su u malignim tkivima endometrija u usporedbi s
normalnim tkivom®, a povecana aktivnost DPP III povezana je i s pojaanom agresivno§éu
karcinoma jajnika®*. Nadalje, aktivnost DPP III moze doprinijeti smanjenju prezentacije
antigena na povrsini nekrotiénih tumorskih stanica umanjujuéi imunogeni odgovor®. Gen
DPP3 prepoznat je kao dio genskog potpisa koji je predlozen kao znacajan za predvidanje
ishoda karcinoma kod ¢ovjeka® te kao jedan od 21 gena usko povezanih s recidivom karcinoma
dojke®’.

2.5. Signalni put odgovora na oksidacijski stres

Eukariotske stanice izlozene su reaktivnim oksidacijskim radikalima, bilo iz endogenih ili
egzogenih izvora. Radikali kisika i ostale kemijski reaktivne molekule ostecuju bioloske
makromolekule, DNA 1 proteine. Oksidacijska oSte¢enja mogu dovesti do pojave tumora, upale,
kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti te uzrokuju starenje. Mehanizam zastite stanica
od oksidacijskih oStecenja ukljucuje koordiniranu aktivaciju skupine citoprotektivnih gena, ¢iji
produkti omogucuju stanicama da neutraliziraju reaktivne molekule 1 ponovno uspostave
stani¢nu redoks homeostazu. Ovakav citoprotektivni genski sustav reguliran je na razini
transkripcije, preko transkripcijskog faktora NRF2 koji se veze na tzv. elemente
antioksidacijskog odgovora (engl. antioxidant response elements (ARE)).

KEAPI regulira 1 stani¢nu lokalizaciju 1 razinu NRF2 prisutnu u stanicama. Vezanjem na
aktinski citoskelet posreduje u zadrzavanju NRF2 u citoplazmi, §to onemoguéuje njegovu
translokaciju u jezgru i transkripcijsku aktivnost.

C-terminalna domena Kelch proteina KEAP1 (slika 13) veze domenu Neh2 NRF2, kojoj
zbog intrinzi¢ne neuredenosti kristalografska struktura nije poznata. U uvjetima homeostaze,
kompleks E3 ubikvitin-ligaze, koji se sastoji od NRF2, KEAP1, Cul3, E3 ubikvitin-protein
ligaze, i E2 ubikvitin-konjugirajuc¢eg enzima (slike 14 i 15), pozicionira specificne lizinske
ostatke u domeni Neh2 NRF2 za modifikaciju ubikvitinacijom i oznacuju NRF2 za razgradnju.
NRF2 u konstitutivnim uvjetima kontinuirano prolazi proteasomsku degradaciju. Oksidacijski
stres i modifikacija cisteinskih ostataka na KEAP1, kao i kompetitivno vezanje drugih proteina
interaktora, rezultiraju akumulacijom neubikvitiniranog NRF2 u stanici. Translokacijom u

jezgru i vezanjem u kompleksu s proteinima MAF na prepoznatljive sljedove ARE
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citoprotektivnih gena, NRF2 potice transaktivaciju gena kriti¢nih za adaptivni odgovor na
oksidacijski stres3®40,

Put NRF2/ARE regulira ekspresiju vise od 500 gena. Ciljni geni obuhvacaju enzime
detoksifikacije faze 1 1 II, transportne proteine, proteasomske podjedinice, Saperonone, faktore
rasta i njihove receptore, kao i neke druge transkripcijske faktore. Ovi enzimi su odgovorni
primjerice za popravak i uklanjanje osSte¢enih proteina, prezivljavanje stanica i smanjenje
oksidacijskog oste¢enja*.

Homodimer KEAP1 djeluje kao represor NRF2 vezanjem na o¢uvane motive ETGE 1 DLG
unutar regulacijske domene Neh2 monomera NRF2 (slika 14). lako se motivi ETGE i DLG
vezu na domenu Kelch proteina KEAP1 na sli¢an nac¢in, motiv ETGE ima znatno ve¢éi afinitet
1 drzi NRF2 vezanim na KEAP1, dok motiv DLG sluzi za zaklju¢avanje vezane konformacije.
Ispravno postavljanje lizina domene Neh2 NRF2 u toj konformaciji klju¢no je za u¢inkovitu
ubikvitinaciju NRF2 i usmjeravanje u razgradnju. Takav mehanizam omogucuje regulaciju
selektivnim zakljucavanjem i otklju¢avanjem kompleksa KEAP1 — NRF2 u normalnim i u

uvjetima oksidacijskog stresa*? (slika 15).
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Slika 13. Model strukture homodimera KEAP1, konstruiran prema strukturama BTB i BACK
domena KLHL11 (PDB ID: 313N) za BTB i IVR domene te domene Kelch proteina KEAP1 u
kompleksu s motivom ETGE (PDB ID: 2FLU ) ili motivom DLG (PDB ID: 3WN?7). Cisteinski
ostaci KEAP1 su modelirani na strukturu KLHL11 i numerirani kao u sekvenci humanog
KEAPI. Isjecak prikazuje okruzenje visoko reaktivnog C151 (PDB ID: 4CXI), s okolnim

bazi¢nim ostacima koji su prikazani kao §tapi¢i i numerirani. Prilagodeno prema slici iz “°.
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Slika 14. Model vezanja KEAP1 — NRF2 preko dva motiva, ETGE i DLG. U uvjetima

oksidacijskog stresa dolazi do otpuStanja motiva slabijeg afiniteta DLG ¢ime je onemoguceno

pozicioniranje NRF2 za ubikvitinaciju. Slika prilagodena iz
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Slika 15. Shematski prikaz regulacije aktivnosti NRF2. Kompleks NRF2, KEAP1, Cul3, E3

ubikvitin-protein ligaze, i E2 ubikvitin-konjugiraju¢eg enzima vezan je u konstitutivnim

uvjetima na aktinski citoskelet u citoplazmi. Ubikvitinacija usmjerava NRF2 za kontinuiranu

razgradnju. U uvjetima oksidacijskog stresa ili indukcijom agensima, NRF2 se oslobada iz

kompleksa 1 translocira se u jezgru gdje potice transkripciju kljuénih citoprotektivnih gena.

Prema slici iz **.
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Jedinstvena struktura KEAP1, koja poput adaptora omogucuje selektivno vezanje veéeg broja
proteina, odgovorna je za njegovu ulogu klju¢nog ¢vorista odgovora na oksidacijski stres. Takvi
proteini ¢vorista (engl. hub), koji imaju visok stupanj povezivanja, nuzni su za funkcionalnost
i integritet proteinskog interaktoma. C-terminalna domena Kelch proteina KEAP1, veli¢ine ~
32 kDa sa strukturom B-propelera veze ~ 100 ostatka dugu, intrinzi¢no neuredenu domenu Neh?2
NRF?2 preko dvaju veznih motiva razli¢itim afinitetom*3.

Proteomicki su identificirani vezni partneri KEAP1 koji kompetiraju za vezanje s NRF2
(slika 16). Od 42 potencijalna interaktora KEAP1, za 17 je utvrdeno da sadrze motive ETGE
ili ESGE. Stoga je pretpostavljen model kompetitivne regulacije interakcija KEAP1 — NRF2
proteinima koji sadrZze ove motive, te mogu aktivirati transkripcijsku aktivnost NRF2 i u
konstitutivnim uvjetima. Kao i kod NRF2, motivi ETGE/ESGE kompetitivnih interaktora
KEAP]1 nalaze se u neuredenim regijama tih proteina®. Upotrebom pristupa koji kombinira
eksperimentalne i racunalne metode ispitivane su interakcije strukturiranog srediSta, domene
Kelch KEAPI, s do tada identificiranim intrinzi¢no neuredenim veznim partnerima WTX, p62,
PGAMS5, PALB2, FAC1, PTMA i IKKB . Utvrdeno je da osim NRF2, domena Kelch KEAP1
moze specifino vezati neuredene regije drugih partnera koji dijele sliéne vezne motive, sa

Sirokim rasponom afiniteta vezanja®.




§ 2. Literaturni pregled 35

@ Boja proteina

« Cvoriste

« Sadrzi ETGE

@ Sadrzi ETGE i DLG
. Sadrzi ESGE

w Ostali

\

Boja poveznica

Promjer
interaktora
\.

J

Slika 16. Shematski prikaz mreze interakcija proteina KEAPI odredene afinitetnom
kromatografijom i masenom spektrometrijom (MS) u radu Hast i sur. 2013 te prema podacima
iz baza podataka (BP). Interaktori su definirani bojom i veli¢inom prema slijedu odnosno
bodovanju vjerojatnosti interakcije programom SPOTLITE, a poveznice bojom linije prema
izvoru podataka. Za razliku od kruznih, pravokutni ¢vorovi predstavljaju grani¢ne vjerojatnosti
za potvrdu interakcija. Crveno oznaceni su geni za proteine NRF1 (NFE2L1) i NRF2
(NFE2L2). Prema slici iz 4,

Aktivacija NRF2 moze imati dvojaki efekt, moze zastititi normalne stanice od oStecenja
tijekom oksidacijskog stresa, medutim, kod stanica raka, u kojima je oksidacijsko oStecenje
posljedica djelovanja ksenobiotika poput kemoterapijskih lijekova, ovaj mehanizam moze
potaknuti rezistenciju na terapiju*®. Somatske mutacije nekog od proteina ovog signalnog puta,
KEAPI1, CUL3 ili NRF2, kao i epigenetske, metabolicke ili promjene u broju kopija gena, mogu
utjecati na ovaj signalni put*>*. Takoder, identificirani su kompetitivni interaktori proteina
KEAP1 koji sadrze motive ETGE ili STGE, uklju¢uju¢i DPP III, koji mogu utjecati na
proteinske interakcije i prijenos informacija u odgovoru na oksidacijski stres®.
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2.6. Ukljucenost DPP III u signalni put KEAP1 — NRF2

Poznato je da su tumori povezani s poremec¢ajima u procesima signalizacije, a potvrdeno je da
DPP |1l vezanjem na KEAPL1 sudjeluje u signalnom putu KEAP1 — NRF2, koji je naruSen u
mnogim stanicama raka, gdje ekspresija ciljnih gena NRF2 dovodi do rezistencije na
kemoterapijske lijekove.

Prve implikacije ukljucenosti DPP III u odgovor na oksidacijski stres proizasle su iz
identifikacije gena koji su ukljuceni u transkripcijsku aktivaciju ARE. Prekomjerna ekspresija
DPP 11l ima pozitivan utjecaj na aktivaciju ARE, te je gen za DPP Il prepoznat kao jedan od
gena koji nije izravno povezan sa signalnim putom odgovora na oksidacijski stres, ali njegova
prekomjerna ekspresija aktivira signalni put KEAP1 — NRF2*’. Nadalje, amplifikacija DPP Il
pronadena je u brojnim stanicama raka, u kojima moze povecati aktivnost NRF2 i otpornost na
oksidacijski stres*+48,

Noviji radovi pokazali su da endogena DPP 111 ulazi u interakciju s KEAP1 u ovisnosti o
oksidacijskom stresu, na nacin da je interakcija stimulirana vodikovim peroksidom. Takoder su
utvrdili da DPP III stabilizira KEAP1 te da je kljucna za brzinu indukcije aktivnosti NRF2 u
estrogen receptor (ER)-pozitivnim stanicama raka dojke MCF7. Prekomjerna ekspresija DPP
III u raku dojke i poviSena razina mRNA DPP III pozitivno koreliraju s nizvodnom ekspresijom
ciljnih gena NRF2 te negativhom prognozom kod ER-pozitivnog raka dojke, §to sugerira DPP
Il kao potencijalni biomarker za prognozu i terapiju kod raka dojke*. Osim genske
amplifikacije, zabiljezene su i brojne mutacije DPP Il u karcinomu, a dostupne su i na
cBioPortal-u*®.

Sve veca koli¢ina eksperimentalnih dokaza o sudjelovanju DPP III u razvoju raka pluca i
dojke ukazuje da bi DPP III mogla biti ukljucena u razvoj raka putem deregulacije puta NRF2-
KEAP1 4% medutim, pozadina i mehanizam ovog procesa do sada su nerazjasnjeni.

Poznato je da je motiv ETGE klju¢an za vezanje DPP III na domenu Kelch proteina KEAP1
(slika 17). Rezultati molekulskog uklapanja i simulacije MD potvrduju model vezanja DPP III
na domenu Kelch motivom ETGE, smjestenim u dijelu fleksibilne petlje kojim je ona inace

vodikovim vezama snazno vezana za tijelo proteina®2,
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Slika 17. Prikaz strukture DPP III (PDB ID: 3FVY). Motiv ETGE oznacen je crveno, a mjesto
kontakta na tijelu proteina plavo.
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§ 3. MATERIJALI | METODE

3.1. Pretrazivanje baze podataka cBioPortal

Baza cBioPortal*®°%5! za genomiku raka je on-line alat za vizualizaciju i analizu podataka iz
high-throughput istrazivanja genomike raka, kao §to su genetske, epigenetske, ekspresijske i
proteomske studije. Trenutno portal sadrzi podatke iz 188 neredundantnih objavljenih studija
raka, ukljucujuci velike projekte poput Atlasa genoma raka (The Cancer Genome Atlas, TCGA)
i Medunarodnog konzorcija za genome raka (International Cancer Genome Consortium,
ICGC). Genomski tipovi podataka dostupni na cBioPortal-u ukljucuju somatske mutacije,
promjene broja genskih kopija, ekspresiju mMRNA i mikroRNA (miRNA), metilaciju DNA,
ekspresiju proteina i proteinske modifikacije. Pomocéu sucelja je moguée interaktivno
pretrazivati genetske promjene uzoraka, gena 1 signalnih putova te ih povezati s klinickim
rezultatima®®. Ova baza koristena je za odabir mutacija u genima DPP3 i KEAP1, &iji ée utjecaj
na afinitet vezanja ovih dvaju proteina biti testiran. PretraZzene su sve neredundantne studije u
bazi za svaki od Zeljenih gena, te su pregledani rezultati koji obuhvacaju tockaste mutacije.

Posebna je paZnja posvecena mutacijama u regijama koje mogu biti uklju¢ene u mehanizme

interakcije DPP 111 i domene Kelch proteina KEAPL.

3.2. Metode molekulskog modeliranja

3.2.1. Parametrizacija i simulacije MD

Sve simulacije provedene su pomocu programskog paketa AMBER16°, a simulirani sustavi
parametrizirani su upotrebom polja sila ff14SB>3 dostupnog u tom paketu, dok je cinkov ion
unutar aktivnog mjesta proteina DPP III opisan koriStenjem nedavno razvijenog hibridnog
veznog/neveznog modela za ion cinka kod metalopeptidaza®. Promatrane bioloske molekule
otopljene su u oktaedru koristenjem TIP3P molekula vode i neutralizirane Na* ionima, a dodatni
Na* i CI" ioni dodani su radi postizanja Zeljene koncentracije soli®. Ostaci Arg i Lys u svim
modelima bili su pozitivno nabijeni, dok su Glu i Asp ostaci negativno nabijeni, kao Sto je
o¢ekivano u fizioloSkim uvjetima. Protonacijska stanja histidinskih ostataka odredena su

individualno na osnovu njihovog potencijala da formiraju vodikove veze sa susjednim
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aminokiselinskim ostacima ili koordiniraju ion Zn?* unutar aktivnog mjesta. Prije produktivnih
simulacija MD provedene su minimizacija i ekvilibracija. Sustav je minimiziran u 3 ciklusa s
razli¢itim ogranic¢enjima. Prvi ciklus (1500 koraka minimizacije) koriSten je za relaksaciju
molekula vode, dok su polozaji atoma proteina i cinkov ion (u simulacijama s cijelim proteinom
DPP I1I) ograni¢eni koristenjem harmonic¢kog potencijala s konstantom sile od 32 kcal mol™ A-
! U drugom ciklusu (2500 minimizacijskih koraka) cinkov ion i molekule otapala su
relaksirane, dok je polozaj atoma proteina ograni¢en koriStenjem iste konstante sile kao u
prethodnom koraku. Konacno, cijeli je sustav minimiziran u treCem ciklusu (1500 koraka) bez
dodatnih ograni¢enja. Tijekom ekvilibracije, MD sustava je simulirana uz lagano zagrijavanje
od 0 do 300 K tijekom 100 ps pomo¢u NVT ansambla, nakon ¢ega je slijedila 1 ns simulacije
na 300 K pomocu NPT ansambla. Za simulacije zagrijavanja i ekvilibracije koriSten je
vremenski korak od 1 fs.

U produktivnim simulacijama MD koristen je algoritam SHAKE®® za restrikciju C-H
vibracija, §to je omogucilo koristenje vremenskog koraka od 2 fs. Produktivne simulacije MD
provedene su pomo¢u NPT ansambla. U simulacijama je tlak reguliran Berendsenovim
barostatom®’, a temperatura kontrolirana koristenjem Langevinova termostata®®,

Simulacije ASMD>® provedene su u 5 koraka s po 10 replika za svaki korak. Nakon svakog
koraka struktura najbliza Jarzynskijevom prosjeku® koristena je kao pocetna tocka u sljede¢em
skupu paralelnih simulacija. Za simulacije ASMD koriSten je NVT ansambl koji je zasnovan
na simulacijama koje su proveli Bureau i sur. 20155, dok su ostali parametri simulacije bili isti

kao za klasi¢ne simulacije MD.

3.2.2. Konstrukcija domene KelchC

U racunalnim simulacijama koriStena je domena KelchC koja sadrzi C-terminalnu regiju
proteina, ¢ija struktura nije kristalografski odredena. Kristalografski odredena struktura domene
Kelch bez C-kraja (PDB ID: 2FLU) koristena je kao uzorak, a model je sagraden programom
Modeller 9.14%,
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3.2.3. Vezanje petlje ETGE DPP 11l na Kelch

Model petlje ETGE, 24 aminokiselinska ostatka dug peptid koji odgovara segmentu DPP 111
Phe469-Gly492, FNFDQETVINPETGEQIQSWYRSG, generiran je pomocu programa
Pepbasic3D®®. Nakon minimiziranja i ekvilibracije, peptid je simuliran 200 ns te je kona¢na
struktura (smotana) koriStena za simulacije ASMD vezanja peptida na domenu Kelch (PDB ID:
2FLU) pri ¢emu je njihova podetna udaljenost bila 22 A. Provedeno je 5 ciklusa ASMD (sa
silom privlacenja 3 kcal/mol) s po 10 zasebnih simulacija u svakom ciklusu (ukupno 10 ns po
ciklusu). Kompleks domene Kelch s peptidom dugackim 11 ak, koji odgovara segmentu petlje
Val476-GIn486, izgraden je iz kompleksa Kelch — peptid 24 ak, dobivenog simulacijama
ASMD, uklanjanjem aminokiselinskih ostataka na krajevima peptida. Rezultiraju¢i kompleksi
(s peptidom od 24 ak i 11 ak) relaksirani su tijekom 3 nezavisne simulacije MD u trajanju od
po 100 ns. Na temelju MM-PBSA racuna u svakom od ciklusa odredena je najpovoljnija
konformacija koja je zatim tijekom 50 ns ohladena na 100 K. Slijedilo je 50 ns simulacija na
100 K te ponovno zagrijavanje na 300 K u trajanju od 50 ns. Dobivena struktura koriStena je
kao polazna tocka za produktivne simulacije MD na 300 K u trajanju od ukupno 300 ns.
Energetski doprinosi interakcija izra¢unati su metodom MM-PBSA na posljednjih 30 ns

simulacija.

3.2.4. Odvajanje petlje ETGE DPP 11l

Petlja ETGE DPP III u proteinu je ¢vrsto pri¢vrié¢ena uz povrsinu strukturiranog dijela jakim
intramolekulskim elektrostatskim (Arg-Glu) interakcijama i vezanje na domenu Kelch jedino
je moguce ako dode do njenog oslobadanja. Sila potrebna za to odredena je prethodno
simulacijama ASMD kako bi se analizirao njen doprinos relativnim afinitetima vezanja
razli¢itih homologa DPP III na Kelch. Simulacije su provedene za divlji tip DPP III te za
mutirane varijante R623W i R624W, i to u otvorenoj, zatvorenoj i djelomi¢no otvorenoj
konformaciji®.

Klasi¢ne simulacije MD u vodi, u 3 nezavisna ponavljanja od 50 ns, provedene su zatim s
varijantama DPP IlIl s dvostrukim mutacijama, R623A/R624A i R623W/R624A, u
poluotvorenoj konformaciji, kako bi se ispitao kumulativni utjecaj sile kojom ova dva

aminokiselinska ostatka drze petlju ETGE pri¢vrsé¢enu uz tijelo proteina.
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3.2.5. Struktura kompleksa za simulacije MD

Strukture kompleksa DPP I11- Kelch pripremljene su u Pymolu® koriste¢i kristalografsku i
modeliranu strukturu kompleksa Kelch s peptidom ETGE DPP III kao predlozak, te su
usporedene s podacima prikupljenim metodom SAXS®. Na temelju toga odabran je model
kompleksa DPP Ill-Kelch, koji je koriSten za simulacije MD kompleksa s divljim tipovima

proteina, kao I mutiranim varijantama, ukupnog trajanja 700 ns.

3.2.6. Uvodenje mutacija u proteinske strukture

Mutirane varijante odabrane u bazi cBioPortal, kao one s potencijalnim utjecajem na vezanje
Kelch — DPP III, priredene su iz prethodnih polaznih struktura divljeg tipa proteina DPP 111 ili
Kelch, odnosno njihovog kompleksa, koristenjem programa tleap® u sklopu programskog
paketa AMBER16. Pritom su poloZzaji atoma okosnice ostatka koji se supstituira zadrzani, dok
su polozaji atoma boc¢nih ogranaka aminokiselinskih ostataka generirani nasumicno
programom. Tijekom daljnjih priprema i simulacija MD koristeni su simulacijski parametri i

metode istovjetne onima za divlji tip proteina.

3.2.7. Analiza rezultata

Trajektorije prikupljene u simulacijama MD analizirane su tako da su racunate promjene
geometrijskih parametara i vodikovih veza tijekom simulacija, te su racunati relativni afiniteti
vezanja u obliku MM-PBSA i MM-GBSA racuna slobodne energije.

Analizirani geometrijski parametri obuhvacali su:

1. korijen srednjeg kvadrata odstupanja (engl. root mean square deviation, RMSD):

RMSD = \/%ngzl(ri — T30)? (21)

koji prikazuje srednje odstupanje vektora poloZaja svih atoma okosnice riu trenutku £ od

njihovog referentnog polozaja ri.

2. korijen srednjeg kvadrata fluktuacija (engl. root mean square fluctuation, RMSF)
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T
1 2
RMSF = 72(%) —130)
t=1 (22)

koji prikazuje vremenski prosjek odstupanja vektora polozaja svih atoma (okosnice)

pojedinog ak ostatka od referentnog (usrednjenog) poloZaja riotijekom simulacije MD.

3. korijen srednje vrijednosti udaljenosti atoma od centra mase, radijus giracije (Rg)

1< ,
Rg = NZ(ri _rcom)
=1 (23)

4. udaljenosti medu aminokiselinskim ostacima koje su definirane kao udaljenost

medu njihovim C, atomima.

Prilikom racunanja RMSD, RMSF i Ry uracunati su samo atomi okosnice proteina kako bi
se izbjegle velike varijacije u vrijednostima koje su posljedica stohastickog gibanja bo¢nih
ogranaka. Grani¢ne vrijednosti kod racunanja vodikovih veza bile su 135° za kut te 3,0 A za
udaljenost. Za odredivanje svih geometrijskih parametara te analizu vodikovih veza koristen je

modul cpptraj®’ programskog paketa AMBER16.
3.2.7.1. MM-PBSA i MM-GBSA racun slobodne energije

Za izraCun energija vezanja Kelch — peptid ETGE ili Kelch — DPP I1I koristena je metoda MM-
PBSA u sklopu programskog paketa AMBER16. MM-PBSA energije racunaju se pomocu
modula MMPBSA.py®. Tonska jakost iznosila je 0,15 mM dok je dielektri¢na konstanta
proteina bila 1,0, a otapala 80,0 (voda). Uz iste postavke izracunate su i pripadne MM-GBSA
energije, koriste¢i poop¢eni Bornov model (engl. Generalized Born, GB)®°. Prilikom izra¢una
energija vezanja entropijski doprinos je zanemaren jer bi zbog veli¢ine promatranog sustava to
bilo ra¢unalno vrlo zahtjevno te bi zbog velikih pomaka u strukturnom rasporedu veznih

partnera tumacenje rezultata bilo znatno zahtjevnije.
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3.3. Eksperimentalni dio
3.3.1. Materijali i oprema

Kemikalije:

agar, akrilamid-bisakrilamid smjesa (30:1), ampicilin, amonijev persulfat (APS), CoCl,-6H>0,
Coomassie boja R-250, di-tio treitol (DTT), etanol, Fast Blue BN sol, glicerol, D-glukoza,
imidazol, izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG), kanamicin, kloramfenikol, LB medij,
MgClx6H20,B-naftilamin, natrijev dodecilsulfat (SDS), NaH2PO4-H20, NaCl, Ni-NTA
agaroza (Qiagen), fluorescentna boja NT-647 RED-MALEIMIDE / RED-NHS (NanoTemper),
[-merkaptoetanol, metanol, N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED),
tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS), tris(2-karboksietil)fosfin (TCEP), Tween 20, ZnCl>

Enzimi:

Restrikcijski enzimi: Ndel, BamHI (Fast digest, Thermo Scientific), Dpnl (Agilent
Technologies)

DNA-polimeraze: Phusion High Fidelity Dna Poly (Invitrogen)

Nukleaze: DNazal (Sigma Aldrich)

Lizozim (Carl Roth)

Komercijalni setovi:

Setovi za molekularnu biologiju: In-Fusion HD Cloning (Takara Bio), QuikChange 11 XL
(Agilent Technologies), CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific), Gel and PCR Clean-
Up System (Promega),

GenelJET Plasmid MiniPrep Kit (Thermo Scientific)

Setovi za kristalizaciju: Index, Crystal Screen, SaltRX (Hampton Research), JCSG+ (Qiagen),
Morpheus HT-96, Clear Strategy I i 1I, MIDAS (Molecular Dimensions)

Proteinski markeri: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Scientific),
NativeMark™ Unstained Protein Standard (Thermo Scientific)

Bakterijski sojevi:
XL10-Gold (Agilent Technologies), BL21-CodonPlus(DE3)-RIL+ (Stratagene)
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Instrumenti i aparature:

ITC: VP-ITC, PEAQ-ITC (MicroCal)

MST: Monolith NT.115 (NanoTemper)

nanoDSF: Prometheus (NanoTemper)

SAXS: SAXSspace (Anton Paar)

DLS: Zetasizer Nano series (Malvern)

Kristalizacijski robot: Oryx 8 (Douglas Instruments)

PCR: Prime Thermal Cycler (Techne)

Aparature za elektroforezu: Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad), PhastSystem (Pharmacia)
Spektrofotometri: BioDrop Duo (BioDrop), J-815 CD spektrofotometar (Jasco)

Fluorimetri: Cary Eclipse Fluorescence (Agilent Technologies)

Sustav za kromatografiju proteina: FPLC Akta Pure (Pharmacia)

Termomikser: Eppendorf Thermomixer R (Thermo Scientific)

Centrifuge: Sorvall RC-5B (Sorvall), Eppendorf 5415 R (Eppendorf), Hettich Universal 320 R
(Hettich); sonikator Labsonic M (B. Braun Biotech International);

Koncentratori: Amicon-Ultra 15 (30000 MWCO, Merck Millipore Ltd.); Vivaspin 20 (10000
MWCO, Sartorius)

Filtri: 0,22 1 0,45 pm (Carl Roth)

Kolone za odsoljavanje: PD-10 (Pharmacia), Zeba Micro Spin (Thermo Scientific)

Programi:
SnapGene, Graph Pad Prism 5.0., MO.Affinity Analysis v2.3., Dichroweb™®™, Origin
(OriginLab)
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3.3.2. Metode

3.3.2.1. Ekspresijski vektori i mutageneza

Gen za ljudsku DPP I11 (UniProt: Q9NY33) divljeg tipa (DT) kloniran je u ekspresijski vektor
PLATE31, s histidinskim privjeskom na C-kraju (ExPASy-ProtParam podaci: 745 ak, Mw
83526.11, pl 5.18, Abs 0.1% (=1 g/lI) 1.211). Domena Kelch proteina KEAP1 (UniProt:
Q14145, ostaci 321-609) klonirana je u plazmid pET15b, s histidinskim privjeskom na N-kraju
(310 ak, Mw 33915.94, pl: 6.45, Abs 0.1% (=1 g/1) 1.720). Oba ekspresijska vektora sadrze gen
za ampicilinsku rezistenciju.

Geni za konstrukte domene Kelch s dodatnim sekvencama na C ili oba, C i N-kraja,
umnozeni su lanéanom reakcijom polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) pomocu
seta In-Fusion HD Cloning 1 specifi¢énih pocetnica narucenih od proizvodaca Macrogen, s
kalupa plazmidne DNA pGADT7-KEAP1. Dobiveni umnozeni inserti pro¢isé¢eni su na Thermo
Scientific GeneJet gel extraction and DNA cleanup Micro Kit kolonicama prema uputama
proizvodaca. Restrikcija plazmida pET-15b-Kelch (R470C) u In-Fusion kloniranju provedena
je odgovaraju¢im FastDigest restrikcijskim enzimima, Ndel i BamHI (prema protokolu Thermo
Scientifica). Provjera uspjesnosti ugradnje ciljnog gena u vektor provedena je reakcijom PCR
s pocetnicama T7F 1 T7R (tablica 1) izravno iz bakterijskih kolonija.

Mutacije su u gene za DPP III i Kelch uvedene koriStenjem komercijalnog seta za
mutagenezu QuickChange Kit Il XL pomocu specifi¢nih pocetnica koje sadrze zeljene mutacije
(tablica 1). Pocetnice su narucene od proizvodaca Macrogen. KoriStene su za umnazanje
vektora PCR-om, tako da u konacnici sadrze zeljenu mutaciju. Pocetni vektori divljeg tipa se
cijepaju enzimom Dpnl, te se vr$i kemijska transformacija stanica XL10-Gold iz seta
QuickChange i selekcija transformanata na ampicilinskim plo¢ama. 1z pojedinacnih kolonija je
izolirana plazmidna DNA upotrebom seta GeneJET Plasmid Mini-Prep Kit i sekvenciranjem
ciljanih gena (Macrogen) je provjerena prisutnost Zeljene mutacije. Sekvence su analizirane

programom SnapGene.
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Tablica 1. Pocetnice koriStene za provjeru sekvenci (T7F, T7R) te za ciljanu mutagenezu u

genima za DPP I11 i Kelch metodom QuickChange. Za svaku od uvedenih mutacija navedene

su pocetnica u glavnom (F, forward) i komplementarnom (R, reverse) lancu, u smjeru 5'>3'".

POCETNICE

komercijalne

T7F

5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'

T7R

5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG -3'

mutacije DPP 111

5-CAGGTGGGCCTGCACAAGCTGCTGGGCCATGGC- 3

F-

E4S1K R-5-GCCATGGCCCAGCAGCTTGTGCAGGCCCACCTG- 3

P479S F- 5-GAAACAGTGATCAACTCAGAGACGGGCGAGC-3'
R-5-GCTCGCCCGTCTCTGAGTTGATCACTGTTTC- 3'

E4800 F-5-GTGATCAACCCACAGACGGGCGAGCAG- 3
R-5-CTGCTCGCCCGTCTGTGGGTTGATCAC- 3'

T481M F- 5'-GATCAACCCAGAGATGGGCGAGCAGATTC- 3
R- 5-GAATCTGCTCGCCCATCTCTGGGTTGATC- 3

G482C F- 5'-CAACCCAGAGACGTGCGAGCAGATTCAG-3'
R-5-CTGAATCTGCTCGCACGTCTCTGGGTTG-3'

Q484H F- 5-GAGACGGGCGAGCACATTCAGAGCTGGTATC-3'
R- 5-GATACCAGCTCTGAATGTGCTCGCCCGTCTC-3'

R620C F- 5-GGGCAAGCCTGCTCTAGAGTGCTTCCTGCGGAGACTTCAGGTGC-3'
R- 5-GCACCTGAAGTCTCCGCAGGAAGCACTCTAGAGCAGGCTTGCCC-3'

R623L F- 5-GCTCTAGAGCGCTTCCTGCTGAGACTTCAGGTGCTGAAGTCC-3'
R- 5-GGACTTCAGCACCTGAAGTCTCAGCAGGAAGCGCTCTAGAGC-3'

R623W F-5-GCTCTAGAGCGCTTCCTGTGGAGACTTCAGGTGCTGAAGTCC-3'
R- 5-GGACTTCAGCACCTGAAGTCTCCACAGGAAGCGCTCTAGAGC-3'

R638L F-5-GATGTGGCCGGAGGGCTGGCCCTGTACGAGG-3'
R-5-CCTCGTACAGGGCCAGCCCTCCGGCCACATC-3'

RE38W F-5-GATGTGGCCGGAGGGTGGGCCCTGTACGAGG-3'
R-5-CCTCGTACAGGGCCCACCCTCCGGCCACATC-3'

R703C F-5-CCATCCTCTGGGAAACACTCAGAGAAGGATCGG -3'
R-5-CCGATCCTTCTCTGAGTGTTTCCCAGAGGATGG -3'

R703H F-5-GTCCATCCTCTGGGAAATGCTCAGAGAAGGATCGG -3'

R-5-CCGATCCTTCTCTGAGCATTTCCCAGAGGATGGAC -3'

mutacije Kelch

F- 5-GCCCAAGGTGGGCGACCTGATCTACACCGC -3'

R326D R-5- GCGGTGTAGATCAGGTCGCCCACCTTGGGC-3'
F-5-GTGGCTGTCCTCAATTGTCTCCTTTATGCCG-3'
Ra70C R- 5'- CGGCATAAAGGAGACAATTGAGGACAGCCAC-3'
F-5'- CACCGCGGGCTGCTACTTCCGACAG-3'
G333C R-5- CTGTCGGAAGTAGCAGCCCGCGGTG-3'
F-5- GCCCCGTAACTGCATCGGGGTGGGG-3'
RA1SC R-5'- CCCCACCCCGATGCAGTTACGGGGC-3'
F- 5'- GGGGGGCTTTGACTGGACAAACCGCC-3'
GABOW R-5- GGCGGTTTGTCCAGTCAAAGCCCCCC-3'
F-5- CTGCTGGGGGCTGTGATGGTCAGGAC-3'
Y525C

R-5- GTCCTGACCATCACAGCCCCCAGCAG-3'
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3.3.2.2. Transformacija bakterija i ekspresija proteina

Za potrebu heterologne ekspresije proteina izvrSena je elektroporacijska transformacija soja
bakterije E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL+ (Stratagene) plazmidima s proteinima divljeg
tipa 1 varijantama s toCkastim mutacijama. Transformanti su selektirani na ampicilinskim
ploCama te uzgojeni u prekono¢nim bakterijskim kulturama u teku¢em mediju LB s dodatkom
ampicilina (kona¢ne koncentracije 100 ug mL™?) pri 37 °C i 250 okretaja u minuti (rpm). Te
kulture su koristene za inokulaciju ekspresijske kulture volumena 500 ml u mediju istog sastava
i pri istim uvjetima. Ekspresijske kulture uzgajane su do opticke gusto¢e na 600 nm (OD e00) ~
0,6. Nakon 30 min hladenja na 18 °C, ekspresija proteina inducirana je dodatkom IPTG-a u
konaénoj koncentraciji 0,25 mmol L. Ekspresija je trajala 20 h na temperaturi 18 °C.
Centrifugiranjem na 6000 rpm u trajanju 20 min bakterijske stanice odvojene su od medija i

pohranjene na -20 °C do pro¢is¢avanja.

3.3.2.3. Procisc¢avanje proteina

Bakterijski talozi resuspendirani su pri 4 °C u puferu za lizu (50 mM Tris, 300 mM NaCl,
pH=8.0) te su propustanjem kroz homogenizator ili sonikacijom razbijene bakterijske stanice.
Lizati su centrifugirani na 11 000 rpm kako bi se odvojili topivi proteini od taloga stani¢nih
ostataka. Topiva frakcija iznad taloga filtrirana je preko filtera s porama promjera 0,45 um prije
nanoSenja na Ni-NTA kolonu. VVolumen kolone iznosio je 1-2 ml, ovisno o koli¢ini bakterijskih
stanica. Afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi’? pro¢i§¢avana su oba proteina, DPP
IIT 1 Kelch, divljeg tipa 1 mutirane varijante. Lizat je nanoSen na kolonu (ekvilibriranu u puferu
za lizu) uz protok 0,5 mL min™, nakon ¢ega je slijedilo ispiranje uz protok 1,0 mL min™
puferom za ispiranje (pufer za lizu uz dodatak 20 mmol L imidazola), te su proteini konaéno
eluirani u puferu s 300 mM imidazolom (50 mM Tris HCI, 300 mM NaCl, 300 mM imidazol,
pH=8.0). Koncentracija proteina odredena je BioDrop-om, mjerenjem proteinske apsorbancije
A280 prilagodene koeficijentu Abs 0.1%. Daljnje proc¢is¢avanje izvrSeno je gel-filtracijskom
kromatografijom na sustavu za kromatografiju proteina FPLC Akta (Pharmacia), na koloni
Superdex S200 16/60. Prikupljene frakcije proteina analizirane su pomoc¢u SDS-PAGE, na
10%-tnom gelu na aparaturi Mini Protean Tetra Cell (BioRad). Nativna elektroforeza
provedena je na sustavu za elektroforezu PhastSystem (Pharmacia), na gradijentnim gelovima
s 8-15%-tnim ili 4-25%-tnim poliakrilamidom. Gelovi su bojani bojom Coomassie Brilliant
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Blue R-250. Proteinski alikvoti, ukoliko nisu odmah koristeni za eksperimente, pohranjeni su

na -80 °C.

3.3.2.4. Analiza proteina elektroforezom na gelu

Za mjerenje proteinskih interakcija, a posebice za eksperimente Kristalizacije proteinskih
kompleksa, vazno je utvrditi oligomerizacijsko stanje proteina u otopini. SDS-PAGE analizom,
te nativnom gel elektroforezom analizirano je oligomerizacijsko stanje DPP Ill, te domene
Kelch nakon razli¢itih koraka proc¢is¢avanja (afinitetne kromatografije te gel filtracije), te uz

dodatak razlic¢itih reducensa (DTT, TCEP) u pufer tijekom prociS¢avanja ili odsoljavanja.

3.3.2.5. Proteinska stabilnost u otopini

Agregacija i multimerizacija proteina analizirana je metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti
(dynamic light scattering, DLS). DLS se temelji se na Brownovom gibanju Cestica rasprsenih
u otopini koje se nasumic¢no gibaju u svim smjerovima, te sudaraju s molekulama otapala. Ti
sudari uzrokuju prijenos energije, koja potice kretanje Cestica. Prijenos energije je priblizno
konstantan i ima ve¢i u¢inak na manje Cestice. Kao rezultat toga, manje se Cestice gibaju brze
od ve¢ih. Uz poznavanje ostalih parametara koji utjecu na kretanje Cestica u otopini, moguce je
mjerenjem brzine Cestica odrediti hidrodinamicki radijus. DLS mjerenja su izvrSena na uredaju
Zetasizer Nano series u vremenu od 15 minuta za svaki uzorak, na sobnoj temperaturi u
volumenu od 70 pL. Uzorci su bili DT proteina Kelch i DPP 111, njihove mutirane varijante, te
kompleksi Kelch — DPP 111 u omjeru 1:1, u puferu 50 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7,5.

3.3.2.6. Cirkularni dikroizam, CD

Uzorci proteina za CD pripremljeni su izmjenom pufera u fosfatni pufer (10mM NaxHPOs,
10mM NaH2PO4) na Zeba Micro Spin kolonicama. Ukupni volumen uzoraka u mjernoj ¢eliji
od 50 pL sadrzavao je razli¢ite omjere proteina DPP III i Kelch s pocetnim molarnim
koncentracijama DPP III 7.95 uM, Kelch 51.8 uM. Mjerenja su izvrSena na spektrometru Jasco
J-815. Analiza je provedena u programu Dichroweb™ sa standardnim referentnim

vrijednostima’.
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3.3.2.7. Peptidi petlje ETGE DPP 11|

Peptidi duljine 24 (sekvence FNFDQETVINPETGEQIQSWYRSG) i 11 aminokiselinskih
ostataka (sekvence VINPETGEQIQ) odabrani su za mjerenje zasebnog koraka vezanja petlje
DPP III na domenu Kelch. Peptidi su kupljeni od proizvodaca ProteoGenix, ¢istoce > 90% u

liofiliziranom obliku te su otopljeni u puferu u kojem su dalje provedena mjerenja.

3.3.2.8. Kristalografska struktura domene Kelch s peptidom ETGE DPP 11

Kristalizacija domene Kelch ljudskog KEAP1 u kompleksu s peptidom od 11 ak provedena je
metodom difuzije para sjedeée kapi pomocu robota Oryx 8. Uzorak proteina bio je
koncentracije 20 mg mL™, u puferu 20 mM Tris, 100 mM NaCl, 5 mM TCEP, pH 7,5, u kojem
je otopljen 1 peptid. Kap je pripremljena mijeSanjem proteina i peptida dugog 11 ak (molarni
omjer 1:1) s otopinom precipitanta u jednakim koli¢inama. Kristali su se pojavili nakon 2 tjedna
ravnoteze na 289 K. Prikupljanje podataka, obrada, te rjeSavanje strukture molekularnom
zamjenom 1 uto¢njavanje strukture uz uklapanje peptidne molekule opisano je u radu Mati¢ i
sur. 2020. Struktura Kelch — peptid ETGE DPP III deponirana je u PDB (PDB ID: 6TGS), s

rezolucijom 2,70 A.

3.3.2.9. Mjerenja SAXS za kompleks DPP I11-Kelch

Za mjerenje SAXS pripremljen je uzorak kompleksa Kelch — DPP III koncentracije 140 uM u
puferu 20 mM Tris, 100 MM NaCl, 5 mM TCEP, pH 7,5. Mjerenja su provedena na instrumentu
SAXSspace, Anton Paar, u Grazu u Austriji, te je analizirano rasprsenje 1(0), radijus giracije,

Ry, maksimalna dimenzija Dmax i funkcija raspodjele interatomskih udaljenosti P(r),
3.3.2.10. Analiza enzimske aktivnosti i odredivanje kinetickih parametara DPP 111
Za testiranje peptidazne aktivnosti DPP 111 koristi se standardni sintetski supstrat Argz-2NA, s

kojim su izvrSena mjerenja specifi¢ne aktivnosti te enzimske kinetike za divlji tip, DT, 1

mutirane varijante DPP III.
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Aktivnost je mjerena u volumenu od 1 ml, u puferu 0,1 M Tris, pH 8,6, uz dodatak 15 uL 5
mM CoCl,. Reakcijska smjesa pripremljena je na 37 °C te je dodano 50 pL supstrata Argp-
2NA, ¢ime pocinje racunanje vremena reakcije. Prekidanje reakcije postize se dodatkom 200
uL otopine FBB soli. Aktivnost je odredena u ustaljenom stanju (nakon 15 min) ocitanjem

apsorbancije na 530 nm na BioDropu i raCunom prema formuli:

Aktivnost = —A53,0 v
t(min)-c (24)
U mjerenjima kinetike peptidazne aktivnosti DPP III mjerene su poéetne brzine reakcije, na 25
°CipripH 8,6, u prisutnosti 50 uM CoCly, kako je ranije opisano’. Oslobadanje produkta 2NA
mjereno je na fluorescencijskom spektrofotometru Cary Eclipse (Agilent Technologies, SAD)
uz ekscitaciju na 332 nm i emisiju na 420 nm. Kineticki parametri za Michaelis-Menten
kinetiku (slika 6) odredeni su nelinearnom regresijskom analizom podataka u programu
GraphPad Prism 57,

3.3.2.11. Izotermna titracijska kalorimetrija, ITC

Termodinamicki parametri za vezanje peptida ETGE DPP III na domenu Kelch odredeni su
ITC-om u skladu s podacima dostupnim u literaturi za mjerenja ITC s peptidima NRF2 s
motivima DLG i ETGE*? te peptidima drugih proteina koji se vezu na KEAP1%,

Mjerenja ITC interakcija Kelch — peptid, s domenom Kelch DT te mutiranim varijantama,
provedena su na uredaju MicroCal PEAQ-ITC, a Kelch — DPP III na uredaju VP-ITC, pri 25
°C u puferu sastava 20 mM Tris-HCI, pH 7,5.

Za titracije Kelch — peptid na uredaju MicroCal PEAQ-ITC, domena Kelch u ¢eliji bila je
koncentracije 20-30 uM (u volumenu ~200 pL), i titrirana je otopinama peptida od 200-400
uM (volumen injekcijske Sprice ~40 uL), ovisno o jaéini signala prilikom vezanja (za
interakcije sa slabijim signalom koriStene su vece koncentracije). Broj titracija u pojedinom
mjerenju bio je 18, a volumen pojedine titracije 2 pL. Brzina mijeSanja iznosila je 500 rpm,
razmak medu titracijama 2 min, uz 1 min poceka prije prve titracije te visoku osjetljivost odziva.

Za vezanje Kelch — DPP 1l mjerenja na VP-ITC su provedena s domenom Kelch u ¢eliji
koja je titrirana s DPP III te takoder s DPP III u ¢eliji titriranom domenom Kelch. Protein u

¢eliji bio je u koncentracijama 15-30 uM (volumen ¢elije iznosi ~1400 pL), a protein kojim je
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titriran u koncentraciji od 150-250 uM (volumen injekcijske Sprice ~300 uL). Broj titracija po
mjerenju bio je 29, a volumen pojedine titracije 5 pL. Brzina mijeSanja iznosila je 300 rpm,
razmak medu titracijama 5 min, uz priblizno 50 min ekvilibracije prije prve titracije, te je
podesena visoka osjetljivost odziva.

Termodinamicki parametri odredeni su obradom podataka iz titracijskih krivulja (slika 7 B),
zamjerenja na PEAQ-ITC integriranim softverom za anlizu (MicroCal ITC Analysis Software),

a za mjerenja na uredaju VP-ITC u programu Origin’®.

3.3.2.12. MST i fluorescencijska promjena uslijed vezanja

Budu¢i da se mjerenjima ITC nije sa sigurno$¢u mogla odrediti konstanta vezanja, testirana je
metoda termoforeze, MST. Termoforeza se odnosi na gibanje molekule u otopini kao odgovor
na gradijent temperature stvoren pobudom laserom. Masa kompleksa dviju molekula, od kojih
je jedna obiljezena i njeno se gibanje prati, veca je od mase zasebne molekule, te je termoforeza
kompleksa u pravilu sporija nego kod nevezanih molekula. Na temelju toga mjeri se vezanje
molekula u otopini u ovisnosti o njihovim molarnim omjerima i ra¢una konstanta disocijacije,
Kd¢. Mjerenja su provodena na uredaju Monolith NT.115, na 23 °C u puferu 50 mM Tris, 100
mM NaCl, pH 8,2, 0,05% Tween, u kapilarama Monolith NT.115 za Kelch — DPP Ill, dok su
za mjerenja vezanja Kelch — peptid koristene kapilare NT.115 Premium. Za mjerenje MST s
mutiranim varijantama DPP III, domena Kelch bila je fluorescentno obiljezena, dok je za
mjerenje MST s mutiranim varijantama domene Kelch fluorescentno bila obiljezena DPP III.
Obiljezavanje je izvedeno pomocu komercijalnih setova prema uputama proizvodaca
NanoTemper, i to RED-MALEIMIDE za Kelch i RED-NHS za DPP III. KoriStena je Nano-
RED laserska ekscitacija snage 20% i snaga MST 40% za iniciranje termoforetskog gibanja u
kapilarama. Koncentracija obiljezenog proteina Kelch DT bila je 50 nM, dok je koncentracija
neobiljezenog liganda DPP III divljeg tipa 1 mutiranih inacica varirana serijskim razrjedenjem
u nizu od 16 kapilara. U obrnutom eksperimentu, koncentracija obiljeZzene DPP III bila je 20
nM, dok je koncentracija Kelch varirana serijskim razrjedenjem. Sva mjerenja izvrSena su u
triplikatima. Medutim, konstanta vezanja na Kelch mogla se odrediti metodom termoforeze
samo za vezanje peptida, dok je vezanje DPP Ill uzrokovalo promjenu fluorescencije bez
laserske pobude, Sto je onemogucilo praéenje termoforeze. No prema uputama proizvodaca

(slika 10), pocetna promjena fluorescencije moze takoder biti koriStena za analizu vezanja, §to
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je iskoriSteno u ovom radu. Za potvrdu ovisnosti fluorescencijske promjene o vezanju proteina
koriSten je prema uputama proizvodaca test SD, kojim se potvrduje da promjena fluorescencije
nije mjerljiva nakon denaturacije proteina SDS-om i zagrijavanjem na 96 °C tijekom 10 min.
Vezanje DT i mutiranih varijanti Kelch-a na obiljezenu DPP III mjereno je termoforezom.
Odredeni su relativni afiniteti vezanja divljeg tipa i odabranih mutiranih varijanti DPP 111 i

domene Kelch pomoéu programa MO.Affinity Analysis v2.37".
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

Kako bi se ispitala uloga DPP 11l u oksidacijskom stresu i nastanku karcinoma, ispitivana je
njena interakcija s domenom Kelch proteina KEAP1. U prethodnom racunalnom istrazivanju
kompleksacije Kelch — DPP 111"® opisan je model kompleksa dobiven molekulskim
modeliranjem. Na temelju modela strukture kompleksa tada je proucavan utjecaj mutacija u
strukturi proteina interaktora na vezanje medu njima metodama molekulskog modeliranja. U
ovom radu taj je model kompleksa Kelch — DPP III unaprijeden i prouc¢avan u kombinaciji s

eksperimentalnim metodama.
4.1. Odabir mutacija u bazi cBioPortal

Brojne mutacije u genima za DPP III i KEAP1 su pronadene u bazi cBioPortal za genomiku
tumora®®. Podaci u bazi nude uvid u mutacije pronadene u stanicama karcinoma, $to bi moglo
pomo¢i u predvidanju moguc¢ih "funkcionalnih" mutacija u proteinima, potencijalno
odgovornih za varijacije u afinitetu njihove interakcije.

Pri odabiru mutacija pretrazivan je skup svih neredundantnih podataka, a odabrane su
mutacije proteina DPP Il i domene Kelch proteina KEAP1 prikazane u tablicama 2 i 3.

Uz to Sto su pronadene u bazi cBioPortal, odredene mutacije se spominju u dostupnoj
literaturi’®®°, kao potencijalno vezane uz promjene afiniteta vezanja KEAP1 na NRF2 ili neke
druge proteine interaktore. Ostale mutacije odabrane su na temelju strukturne analize modelnog
kompleksa Kelch — DPP 1II ili na temelju pretpostavke da je konformacijska promjena

odvajanja petlje ETGE DPP III od tijela proteina klju¢na u procesu vezanja.
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Tablica 2. Popis mutacija u proteinu DPP III odabranih za istrazivanja.
Vrsta tumora Mutacija | Tip Broj kopija Frekvencija | Broj
alela mutacija u
uzorku
Adenokarcinom prostate E451K Supstitucija | Diploidan 0,06 967
Kozni melanom P479S Supstitucija | Heterozigotna | 0,25 4282
delecija
Urotelijalni karcinom mokra¢nog | E480Q Supstitucija 0,15 218
mjehura
Rak crijeva T481M Supstitucija | Diploidan 96
Adenokarcinom plu¢a (G482C Supstitucija | Povecan 0,24 1583
Rak endometrija maternice Q484H Supstitucija | Diploidan 0,33 10493
Muciozni adenokarcinom debelog | R510W Supstitucija | Heterozigotna | 0,40 66
crijeva i rektuma delecija
Adenokarcinom pluca V514M Supstitucija | Diploidan 68
Kroni¢na limfocitna leukemija V514M Supstitucija 0,33 13
Adenokarcinom zelu¢anog mukusa | R620C Supstitucija | Diploidan 0,46 1308
Kozni melanom R623L Supstitucija | Diploidan 0,13 1260
Karcinom endometrija maternice R623W Supstitucija | Diploidan 0,37 12211
Adenokarcinom pluca R703C Supstitucija | Diploidan 0,13 665
Invazivni duktalni karcinom dojke | R703H Supstitucija | Povecan 0,57 145



https://www.cbioportal.org/study?id=luad_broad
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Tablica 3. Popis mutacija u proteinu KEAP1 (domeni Kelch) odabranih za istrazivanja.

Vrsta tumora Mutacija | Tip Broj kopija Frekvencija | Broj
alela mutacija u
uzorku

Adenokarcinom pluca G333C Supstitucija | Diploidan 0,70 38

Adenokarcinom pluca G333C Supstitucija | Diploidan 0,07 6

Adenokarcinom pluca G333C Supstitucija | Diploidan 0,44 9

Adenokarcinom pluca G333C Supstitucija | Heterozigotna | 0,56 144
delecija

Karcinom plocastog epitela pluca | G333C Supstitucija | Heterozigotna | 0,26 582
delecija

Adenokarcinom pluca R415C Supstitucija | Diploidan 0,13 11

Adenokarcinom pluca R415C Supstitucija | Diploidan 0,47 85

Kozni melanom R470C Supstitucija 0,18 551

Adenokarcinom pluc¢a R470C Supstitucija | Diploidan 0,34 20

Karcinom plocastog epitela pluca R470C Supstitucija | Diploidan 0,41 16

Karcinom plocastog epitela pluca R470C Supstitucija 0,21 321

Karcinom plocastog epitela pluca R470C Supstitucija 0,42 326

Karcinom plocastog epitela pluca R470C Supstitucija 0,41 321

Karcinom plocastog epitela pluca R470C Supstitucija 0,33 297

Karcinom plocastog epitela pluca R470C Supstitucija 18

Kozni melanom R470C Supstitucija | Poveéan 0,16 504

Karcinom plocastog epitela glave i | R470C Supstitucija | Heterozigotna | 0,55 131

vrata delecija

Adenokarcinom plu¢a R470C Supstitucija | Heterozigotna | 0,39 183
delecija

Karcinom plocastog epitela pluca R470C Supstitucija | Diploidan 0,33 194

Karcinom plocastog epitela pluca R470C Supstitucija | Heterozigotna | 0,23 507
delecija

KozZni melanom R470C Supstitucija | Poveéan 0,10 2920

Adenokarcinom pluca G480V Supstitucija | Diploidan 0,30 11

Adenokarcinom pluca G480W Supstitucija | Diploidan 0,62 10

Neuroendokrini karcinom velikih | G480W Supstitucija | Diploidan 0,29 6

stanica

Adenokarcinom plu¢a G480W Supstitucija | Diploidan 0,80 6

Adenokarcinom plu¢a G480W Supstitucija | Heterozigotna | 0,82 103
delecija

Adenokarcinom pluca G480wW Supstitucija | Heterozigotna | 0,28 123
delecija

Karcinom plocastog epitela pluca | G480W Supstitucija | Heterozigotna | 0,49 285
delecija

KoZni melanom G480W Supstitucija | Diploidan 0,10 1662

Karcinom plocastog epitela glave i | Y525C Supstitucija | Diploidan 0,24 89

vrata

Hepatocelularni karcinom Y525C Supstitucija | Heterozigotna | 0,06 139

delecija
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4.2. Molekulsko modeliranje strukture kompleksa Kelch — DPP 111

Prvi model koriSten u istrazivanju utjecaja mutacija na interakcije u kompleksu Kelch — DPP
111 bio je model objavljen u radu Gundié i sur. 2016."® Taj model koristen je inicijalno u ovom
radu za modeliranje mutiranih kompleksa te su provedene simulacije MD kompleksa divljeg

tipa i mutiranih varijanti.
4.2.1. Simulacije MD s prethodno objavljenim modelom kompleksa

Na temelju podataka iz dostupne literature ili predvidanja u cBioPortalu (tablica 2) odabrane su
kao zanimljive za ispitivanje molekulskim modeliranjem mutacije DPP 11l (R703H i R703C) i
KEAPL1 (R326D), koje se nalaze relativno daleko od veznog mjesta u strukturi kompleksa, pod
pretpostavkom da ¢e se na taj nacin uociti posljedice tih mutacija koje ne mogu biti predvidene
isklju¢ivo na temelju strukturne analize. Polozaj mutacija u strukturi prikazan je na slici 18.
Pomoc¢u simulacija MD ispitivano je kako te tockaste mutacije utjeCu na strukturu i
dinamiku kompleksa Kelch — DPP III. Polozaj petlje ETGE i interakcije koje ostvaruje s veznim

mjestom domene Kelch u proteinima DT i mutiranim varijantama prikazan je na slici 19.

=,
Domena {_;

Kelch &%

Slika 18. Modelna struktura kompleksa Kelch — DPP III, s naznacenim motivom ETGE u
veznoj petlji. Ostaci R326 u domeni Kelch i R703 u DPP IllI, koji su supstituirani za

komparativnu studiju simulacijama MD, oznaceni su crveno.
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Identificirano je 9 ostataka domene Kelch, navedenih u tablici 4, koji najcesée ostvaruju
interakcije s petljom DPP 111, posebno s motivom ETGE. 4 arginina (R415, R483, R363 i R380)
1 2 serina (S508 1 S363) ukljuceni su u interakcije s bocnim lancima glutamata u motivu
E“9TGE*®, Serini (S555 i S602) stabiliziraju okosnicu ETGE motiva, a dodatni kontakti
uspostavljeni su izmedu glutamata E474 i arginina R336 (tablica 4, slika 20).

Slika 19. Interakcije u kompleksima Kelch — DPP 1il1, A) DPP 111 DT, B) DPP Il R703H, C)
Kelch R326D, D) DPP IlIl R703C, istaknut je motiv ETGE u veznoj petlji (crveno) te

aminokiseline domene Kelch (sivo) koje ostvaruju interakciju s petljom.

Tablica 4. Zastupljenost vodikovih veza tijekom simulacija MD kompleksa Kelch — DPP I,

divljeg tipa proteina i mutiranih varijanti.

Akceptor Donor kompleks DPP Il DPP Il Kelch
(DPP 11D | (Kelch) DT R703H R703C R326D
E474 R336 0,45 0,26 0,12 0
E480 R415 0,44 0,34 0,38 0,44
E480 R483 0,28 0,33 0,51 0,20
E480 S508 0,49 0,59 0,47 0,58
E480 S555 0,82 0,58 0,07 0,84
T481 S602 0,85 0,41 0,25 0,92
E483 R362 0,14 0,50 0,31 0,48
E483 S363 0,23 0 0,22 0,34
E483 R380 0,38 0,36 0,50 0
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Slika 20. Grafikon raspodjele vodikovih veza u kompleksima Kelch — DPP 111, za DT i mutirane

varijante interaktora.

Najvece uocene razlike u interakcijama Kelch — DPP III posljedica su razliCite orijentacije
petlje ETGE te medusobnog otklona proteina DPP I1I i Kelch u kompleksu. To rezultira slabom
zastupljeno$¢u vodikovih veza koje su prethodno opisane u strukturnim analizama vezanja
proteina interaktora ili njihovih peptida u vezno mjesto domene Kelch,

Uoceni su trendovi povecane nestabilnosti interakcija kod mutiranih varijanti u odnosu na
DT proteina, ali zbog nedovoljne kvalitete po¢etnog modela ovi rezultati nisu pouzdani.

Nesigurnost u polozaj petlje ETGE u veznom mjestu domene Kelch u kompleksu navela
nas je da pokuSamo drugim metodama molekulskog modeliranja i strukturne kemije bolje

istraziti vezanje Kelch — DPP III, te na temelju rezultata postaviti to¢niji model kompleksa.

4.2.2. Modeliranje strukture kompleksa domene Kelch s petljom ETGE DPP III

U bazi PDB dostupne su strukture domene Kelch s peptidima ostalih proteina interaktora,
ukljucujuci Nrf2. Stoga je pretpostavljeno da ¢e biti moguce kristalografski odrediti strukturu
kompleksa domene Kelch s peptidom koji odgovara petlji ETGE DPP IlI.

Usto, za velik broj proteina interaktora dostupni su eksperimentalni podaci o relativnim
afinitetima vezanja na domenu Kelch. Stoga je smatrano korisnim simulirati kompleks domene
Kelch s peptidom koji odgovara petlji ETGE DPP I11, uz simulacije s cijelim proteinom DPP
III. Na taj nacin moguce je testirati hipotezu da neke mutacije u domeni Kelch ne utjecu na
promjenu afiniteta vezanja isklju€ivo kroz interakciju s veznim motivom ETGE ve¢ i1 kroz

interakciju s udaljenim dijelovima strukture DPP IlI.
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Kako bi se ispitali osnovni preduvijeti za kristalizacijske eksperimente smatrano je korisnim
utvrditi ratunalno strukturu peptida u otopini, simulirati njegovo vezanje i predvidjeti strukturu
kompleksa.

U svrhu boljeg razumijevanja sposobnosti odabranog peptida da i u realnim uvjetima
eksperimenta oponasa petlju ETGE DPP III te da na realistiCan nacin interagira s domenom
Kelch, provedena je simulacija zasebnog peptida u vodenoj otopini iz pocetne linearizirane
strukture.

Pocetna linearizirana struktura peptida petlje DPP III duga 24 ak, generirana je serverom
Pepbasic3D, provedena je minimizacija, ekvilibracija te 200 ns simulacije MD. Konacna,
smotana konformacija peptida usporedena je s kristalografskom strukturom DPP III (PDB ID:
3FVY). Potvrdeno je da dolazi do smatanja u konformaciju slicnu onoj u kristalografskoj
strukturi (slika 21 A).

Zatim je ta struktura koriStena za simulacije ASMD vezanja peptida na domenu Kelch pri
¢emu je njihova podetna udaljenost bila 22 A, a kona¢na udaljenost centra mase veznog motiva
i veznog mjesta je iznosila priblizno 4 A. Srednja vrijednost A(G iznosila je -7,1 + 1,4 kcal /mol,
a srednji upotrebljeni rad 10,6 £ 1,6 kcal /mol. Najpovoljnija konformacija dobivena je
relaksacijom kompleksa 1 hladenjem te ponovnim zagrijavanjem kako bi se omogucile vece

konformacijske promjene strukture.

Peptid ETGE DPP III se nakon simulacija ASMD vezao u srediSnju Supljinu okruzenu sa
Sest B-ploca koje okruzuju i ¢ine vezno mjesto domene Kelch (slika 21 B) te nac¢in vezanja
peptida ETGE DPP III odgovara kristalografskom poloZaju peptida NRF2. Ostatak E12 peptida
ostvaruje interakcije s bocnim ograncima Arg415, Arg483 i Ser508, dok karboksilatni atomi
kisika E15 ostvaruju interakcije s bo¢nim ograncima Arg380 i Ser363. Atomi okosnice T13

takoder tvore vodikove veze sa Ser602.
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Slika 21. A) Preklapanje peptida od 24 ak u konformaciji dobivenoj tijekom MD simulacija u
vodi sa strukturom DPP 11l (PDB ID: 3FVY), B) Kompleks domene Kelch (siva) s peptidom
duljine 24 ak (crvena) nakon simulacija ASMD i MD, preklopljen s kompleksom domene Kelch
s peptidom ETGE NRF2 (PDB ID: 2FLU) (svijetlo zelena). Ostaci najzasluzniji za povoljne

interakcije u kompleksu prikazani su Stapi¢ima.

Struktura dobivena ASMD simulacijom, s najnizom slobodnom energijom vezanja, koristena
je kao ishodiste za klasicne MD simulacije sa skra¢enom strukturom peptida od 11 ak i
pocetnom s 24 ak. Provedene su po 3 simulacije sa svakim od peptida. Rezultati su prikazani u
tablicama 5 i 6. UocCene su vrlo visoke vrijednosti standardne devijacije zbog slobodnih dijelova
peptida udaljenijih od veznog motiva ETGE koji su vrlo fleksibilni 1 uzrokuju vece
konformacijske promjene, dok je dio petlje neposredno uz motiv ETGE, neovisno o duljini
simuliranog peptida, stabilno pozicioniran u veznom mjestu domene Kelch (slika 22).
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Tablica 5. MM-PBSA izracuni 4G tijekom posljednjih 30 ns od kona¢nih 150 ns produktivnih
simulacija MD kompleksa peptida od 24 ak s domenom Kelch, s odgovarajué¢im vrijednostima

standardne devijacije. RMSD je izra¢unat za domenu Kelch s referentnom strukturom 2FLU.

MD AG St. RMSD

24 ak (kcal Dev. | Kelch
/mol)

1 -26 10 1,9

2 -19 7 19

3 -17 8 1,8

Tablica 6. MM-PBSA izracuni 4,G tijekom zadnjih 30 ns konacnih 150 ns produktivnih
simulacija MD kompleksa peptida od 11 ak s domenom Kelch, s odgovarajué¢im vrijednostima

standardne devijacije. RMSD je izracunat za domenu Kelch u odnosu na strukturu 2FLU.

MD AG St. RMSD

11 ak (keal Dev. | Kelch
/mol)

1 -7 12 18

2 -4 6 2,0

3 -6 9 1,7

Slika 22. Usporedba peptidnih konformacija u veznom mjestu domene Kelch. Konformacija
petlje ETGE DPP 11l u strukturi 3FVY (zelena), konformacija peptida od 24 ak dobivenog
simulacijama ASMD (siva), ista struktura nakon dodatnih 100 ns klasi¢énih MD simulacija
(crna) i struktura peptida od 11 ak nakon opustanja tijekom 100 ns MD (Zuta), te konacna

peptidna konformacija za peptid od 24 ak dobivena nakon produktivne MD simulacije (crvena).
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4.2.3. Modeliranje domene KelchC

U prethodnom modelu domene Kelch, napravljenom na temelju dostupne kristalografske
strukture, nedostaje fleksibilna C-terminalna sekvenca KEAP1l. Zbog toga dolazi do
nerealisticne interakcije N-kraja domene Kelch s C-krajem, te se dovodi u pitanje
vjerodostojnost provedenog modeliranja, a time 1 ucinak simuliranih mutacija na strukturu
proteina. Posebice je to uoceno kod simulacije mutirane varijante domene Kelch R326D gdje
ovaj ostatak tvori vodikovu vezu izravno s karboksilnom skupinom skra¢enog C-kraja.
Nedavno su odredene brojne nove kristalografske strukture domene Kelch proteina KEAP1 u
kompleksu s peptidom ili inhibitorom (PDB: 5X54, 4ZY 3, 5FNQ, 5FNR, 5FNS, 5FNT, 5SFNU,
5FZJ, SFZN), ali ni jedna od njih ne sadrzi strukturu C-terminalne regije.

Stoga je struktura C-terminalne regije modeliranjem dodana na prethodno koriStenu
strukturu domene Kelch programom Modeller 9.14%2, Struktura je optimizirana te podvrgnuta
kratkotrajnim MD simulacijama. Utvrdeno je da je C-terminalna regija vrlo fleksibilna (slika
23), Sto je 1 u skladu s dotada$njim kristalografskim podacima koji ukazuju da njena struktura

nije mogla biti odredena u rendgenskoj difrakcijskoj analizi.

Slika 23. Preklopljene strukture domene Kelch bez C-terminalne regije (siva) s ozna¢enim
zavrSetkom polipeptidnog lanca blizu centralne Supljine prstenaste strukture domene Kelch
(crvena), te domene KelchC (cijan) s C-terminalnom regijom (plava). C-terminalna regija je

fleksibilna, ali ostvaruje dinamicne interakcije sa susjednim B-plo¢ama.
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4.3. Kristalografsko odredivanje strukture kompleksa Kelch — ETGE
peptid

Kristali kompleksa DPP 1ll - Kelch su slabo difraktirali tako da nije bilo moguée odrediti
njegovu strukturu, kristalizacija domene Kelch s peptidom od 24 ak takoder nije bila uspjesna,
no uspjesno je odredena struktura domene Kelch u kompleksu s peptidom od 11 ak, koji
odgovara petlji DPP 11l s motivom ETGE, rendgenskom difrakcijskom analizom.

Struktura rezolucije 2,70 A (PDB ID: 6TG8) pruZila je dodatne informacije o interakcijama
izmedu petlje ETGE DPP 11l i domene Kelch proteina KEAP1 (slika 24). Interakcije ukljucuju
9 vodikovih veza i 7 ionskih mostova. Sli¢no kao u kristalnoj strukturi Kelch — NRF2 peptid,
boc¢ni lanci glutamata Glu480 i Glu483 iz peptida ostvaruju specifi¢ne interakcije s domenom
Kelch. No interakcija Glu480(OE2)- (NH2)Arg415 pronadena u ovoj strukturi, nije prisutna u
Kelch — NRF2 kompleksu. To je posljedica razli¢ite orijentacije karboksilne skupine Glu480
zakrenute za -70 ° u odnosu na orijentaciju u kompleksu Kelch — NRF2 (slika 24 C). Okosnica
peptida od 11 ak ¢ini 5 vodikovih veza s domenom Kelch, od ¢ega su 4 peptidna ostatka
(Pro479, Glu480, Thr481 i GIn484) akceptori vodikove veze, a 1, (GIn484) donor. Isti kontakti
prisutni su u strukturi Kelch—-NRF2.

Osim Glu483, ¢ija se orijentacija nesto razlikuje u kompleksu Kelch — peptid sa 24 ak
prethodno dobivenog MD simulacijama, orijentacija petlje ETGE odredena za kompleksa
Kelch — peptid s 11 ak i 24 ak simulirane u vodi savrSeno odgovara strukturi odredenoj
difrakcijom rendgenskih zraka (slika 24 D) ¢ime je potvrdena vjerodostojnost provedenih
simulacija.

Provedena istrazivanja potvrdila su da vezanje peptida oponasa vezanje fleksibilne petlje
nakon oslobadanja vodikovih veza koje drze ETGE motiv pri¢vr§éen na tijelo proteina, te je na
temelju toga pretpostavljeno da otpustanje petlje s tijela DPP III moze predstavljati nuZzan korak

za vezanje DPP I1l na domenu Kelch proteina KEAP1.
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Slika 24. A) Ostaci domene Kelch i ETGE motiva u kristalografskoj strukturi koji su ukljuceni
u izravne interakcije prikazani su kao $tapiéi. Polarne interakcije unutar 3,5 A prikazane su
plavim isprekidanim linijama, B) peptid od 11 ak s intramolekulskim vodikovim vezama
prikazanim crvenim isprekidanim linijama. Mapa gustoce elektrona 2Fo-F¢ prikazana je kao
mreZa, C) Preklapanje kompleksa peptid NRF2 (smede) - Kelch (naranéasta) (PDB ID: 2FLU)
i peptida DPP 111 (zelena) - Kelch (svijetlo plava), (PDB ID: 6TG8), D) Preklapanje kompleksa
peptida od 24 ak (smede) s domenom Kelch (siva) dobivenog simulacijama MD i peptida od

11 ak (zelena) u kristalografskoj strukturi. Glu483 predstavljen je Stapi¢ima u oba peptida.

4.4. SAXS analiza kompleksa Kelch — DPP 111

SAXS analiza kompleksa DPP 11l - Kelch potvrdila je 1: 1 stehiometriju ove interakcije s
pripadaju¢om eksperimentalnom molekulskom masom od 118,8 kDa (teorijska vrijednost je
117 kDa) (slika 25). Najniza energetska struktura dobivena nakon 150 ns simulacija MD u vodi
koriStena je za uklapanje u gustocu elektrona odredenu SAXS mjerenjima. NesSto Sira gustoca
elektrona oko podruc¢ja domene Kelch u podrucju interakcije DPP IIT - Kelch u kompleksu u
skladu je s razlicitim medusobnim orijentacijama (kutevima otklona) proteina uocenih i tijekom

simulacija MD.
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Slika 25. Rezultati SAXS analize kompleksa Kelch — DPP III. Model s najnizom energijom
kompleksa Kelch — DPP III (narancasta) dobiven nakon 150 ns simulacije u vodi uklopljen u

elektronsku gustocu odredenu SAXS mjerenjima.

4.5. Simulacije MD s novim modelom kompleksa Kelch — DPP |11

Novi model kompleksa Kelch — DPP III sadrzi potpunu sekvencu C-kraja domene Kelch, te je
baziran na rezultatima kristalografske analize kompleksa Kelch — peptid ETGE DPP Il1l. Stoga
ovaj model vjernije prikazuje interakcije koje DPP Ill putem petlje ETGE i ostalih dijelova
strukture ostvaruje s domenom Kelch.

U ovom modelu postignuta je znatno vecéa stabilnost kompleksa, prvenstveno kroz
stabilizaciju koja se uocava kroz vrijednosti RMSF 1 ucestalost vodikovih veza tijekom
simulacija (slika 26, tablica 7).

Smanjenje RMSF uocava se na cjelokupnoj sekvenci, a posebice u podru¢ju petlje ETGE
(470-490 ak) s§to potvrduje vecu stabilizaciju petlje u veznom mjestu domene Kelch. Takoder
se u domeni Kelch uocava stabilizacija fleksibilnih regija nasuprot veznog mjesta gdje su
postignute dodatne interakcije modelirane C-terminalne regije s B-ploCama u prstenastoj

strukturi.
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Slika 26. Usporedba RMSF vrijednosti aminokiselinskih ostataka DPP Il i domene Kelch
odredenih tijekom 300 ns simulacija MD novog (crna) i starog (crvena) kompleksa Kelch —

DPP lII.

Analiza zastupljenosti vodikovih veza tijekom simulacije pokazala je znatno vecu stabilizaciju
novosagradenog kompleksa vodikovim vezama u odnosu na stari (opisan u poglavlju 4.2.1)
(tablica 7, slika 27). Najznacajnija je razlika u 4-5 puta vecoj stabilizaciji interakcije E480 iz
motiva ETGE s ostacima R415 i R483 domene Kelch, $to je takoder uoceno u kristalografskim
strukturama kompleksa. Takoder je dvostruko povecana stabilnost interakcije E480 sa S508,
dok je interakcija E480 sa S555 ostala jednako zastupljena, kao i interakcija E483 s R380.
Znacajno smanjenje stabilnosti interakcije u novom kompleksu u odnosu na stari uocava se

1izmedu T481 1 S602.
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Tablica 7. Zastupljenost vodikovih veza tijekom simulacija MD novog i starog modela

kompleksa Kelch — DPP I11 divljeg tipa.

1.8
1.6
14
1.2

1
0.8

Zastupljenost

0.6
0.4
0.2

0

Donor

Akceptor Donor novi stari
(DPP 111) (Kelch) kompleks kompleks

D472 R336 0,16 0
Q473 Y572 0,20 0
E474 R336 0 0,46
N478 Y572 0,12 0
P479 Q530 0,69 0
E480 R415 1,62 0,44
E480 R483 1,64 0,28
E480 Q530 0,07 0
E480 S508 0,95 0,49
E480 S555 0,85 0,82
T481 S602 0,08 0,86
E483 R362 0 0,14
E483 S363 0 0,23
E483 R380 0,36 0,38
E483 N387 0,11 0
E483 N414 0,18 0
Q484 R380 0,32 0
1485 N387 0,39 0
Q486 N387 0,35 0

D472Q473E474NN478 P479 E480 E480E480 E480 E480 T481 E483 E483 E483 E483 E483 Q484 1485 Q486

....|H.HJ........

AKkceptor R336 Y572R336 Y572Q530R415 R483 Q530 S508 S555 8602 R362 S363 R380N387N414R380N387N387

= novi
kompleks

= stari
kompleks

Slika 27. Grafikon zastupljenosti vodikovih veza tijekom MD simulacija kompleksa Kelch —

DPP I11.
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Vezni motiv “°ETGE* DPP Ill, odgovoran za njeno vezanje na domenu Kelch proteina
KEAPI1, smjesten je u sredisnjem dijelu 24 ak duge petlje koja se nalazi na vrhu gornje domene
DPP 111 (slika 28). Tijekom simulacija slobodnog proteina DPP Il motiv ETGE tvori preko
E480 snazne interakcije sa strukturiranim dijelom proteina, tocnije argininskim ostacima R620,
R623 te R624, Sto sugerira da je njegovo otpustanje kljucan korak koji prethodi nastanku
kompleksa KEAP1 — DPP IlI.

Slika 28. Otvaranje petlje s motivom *®°ETGE*? (rozo) u gornjoj domeni DPP I11 prilikom
vezanja u kompleks s domenom Kelch (zeleno), ostaci (3 arginina) drze petlju “zaklju¢anom”

za tijelo gornje domene DPP I1I u nevezanoj konformaciji (Zuto).

4.5.1. Simulacije MD varijanti DPP 11l s mutacijama u strukturiranom dijelu
(R623W, R623A, R624W i R624A)

Hipoteza da je otpuStanje petlje ETGE s tijela proteina kljucan korak koji prethodi nastanku
kompleksa KEAP1 — DPP Ill ispitana je simulacijama divljeg tipa i mutiranih varijanti DPP I1I.
Za ovo ispitivanje provedene su mutacije argininskih ostataka na tijelu proteina koji
“zakljucavaju” petlju snaznim interakcijama s E480 iz ETGE motiva.

Utjecaj ostataka na polozajima 623 i 624 na odvajanje petlle ETGE proucavan je
simulacijama ASMD. Utvrdeno je da je u slu¢aju mutiranih inac¢ica DPP III R623W i R624W
rad potreban za oslobadanje petlje znatno manji (za 10,6 odnosno 7,4 kJ mol™?) od onog

odredenog za divlji tip DPP III koji iznosi 27,3 kJ mol™* (slika 29).
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Slika 29. Rad potreban za odvajanje petlje ETGE od strukturiranog dijela kod divljeg tipa DPP
I11 te mutiranih varijanti R623W i R624W. Konacne vrijednosti dobivene ASMD-om su 27,3,
16,7 i 19,9 kJ mol™.

Tijekom klasi¢nih MD simulacija DPP Il s dvostrukim mutacijama, R623A / R624A i R623W
/ R624A u vodi, otvaranje petlje uoceno je tijekom najmanje jednog od 3 neovisna ponavljanja
50 ns dugih simulacija (slika 30) dok se tijekom MD simulacija divljeg tipa DPP Ill to nije
dogodilo.

Slika 30. Otpustanje petlje ETGE DPP III uoceno tijekom MD simulacija S dvostrukim
mutacijama R623A / R624A (cijan) i R623W / R624A (ljubicasta).
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Ovim rezultatima potvrdena je pretpostavka da mutacije u argininskim ostacima strukturiranog
dijela DPP III, ukljucujuéi varijantu R623W pronadenu u tumorskom tkivu, mogu utjecati na
lakse otpustanje petlje ETGE s tijela DPP III i pospjesiti njeno vezanje na domenu Kelch
KEAP1.

4.5.2. Kompleksi Kelch — DPP III s varijantama DPP III pronadenim u bazi cBioPortal

U bazi cBioPortal za genetiku raka pronadene su mutacije u genu DPP III koje se pojavljuju u
tumorskim tkivima. Medu njima su za simulacije MD kompleksa DPP III s domenom Kelch
odabrane mutacije u motivu ETGE E480Q, T481M, G482C, te mutacije neposredno ispred
motiva ETGE, P479S.

Provedeno je ukupno 700 ns (2 neovisne simulacije s od 200 ns i jedna od 300 ns)
produktivnih MD simulacija za svaki sagradeni kompleks Kelch — DPP Ill. Relativni afinitet
procijenjen na temelju izraCunatih MM-GBSA energija (tablica 8) upucuje na vecu stabilnost
kompleksa divljeg tipa proteina u odnosu na komplekse domene Kelch s ostalim varijantama
pri ¢emu je najnepovoljnija energija vezanja za varijantu E480Q.

Tijekom simulacija kompleksa Kelch — DPP III E480Q uocava se znacajnija promjena u
intermolekularnim interakcijama. Zastupljenost vodikovih veza prikazana je u tablici 9 i na slici
31.
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Tablica 8. Relativne vezne energije dvaju proteina interaktora u kompleksu Kelch — DPP I
izracunate metodom MM-GBSA u intervalima od 20 ns. Navedene su minimalne vrijednosti za

svako od neovisnih ponavljanja, a standardna devijacija iznosi priblizno 8 kcal/mol.

MM-GBSA-min
DPP Ill-varijanta | Simulacije vrijeme/ns (kcal/mol)
DT 1 300 -51
2 200 -80
3 200 -73
ukupno 700 -80
P479S 1 300 -51
2 200 -41
3 200 -48
ukupno 700 -51
E480Q 1 300 -42
2 200 -36
3 200 -42
ukupno 700 -42
T481M 1 300 -63
2 200 -52
3 200 -63
ukupno 700 -63
G482C 1 300 -55
2 200 -56
3 200 -45
ukupno 700 -56
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Tablica 9. Zastupljenost vodikovih veza uspostavljenih tijekom simulacija MD kompleksa
Kelch — DPP 111 DT i mutiranih varijanti.

Akceptor | Donor

(DPP I11) | (Kelch) | DT | P479S | E480Q | T481M | G482C
N470 Q337 0 0 0,10 0,07 0,04
D472 R336 0,16 | 0,26 0 0 0
Q473 Q530 0 0 0 0 0,10
Q473 Y572 0,20 | 0,15 0,06 0,20 0,20
N478 R483 0 0,06 0 0,10 0
N478 Y572 012 | 0 0 0 0
P/S479 Q530 0,69 | 0,61 0,50 0,70 0,58
P/S479 Y525 0 0,03 0 0,95 0,09
E/Q480 R415 162 | 1,71 0 1,75 1,80
E/Q480 R483 1,64 | 1,40 0,05 1,59 1,62
E/Q480 Q530 0,07 | 0 0,14 0 0
E/Q480 S508 0,95 | 0,96 0,46 0,92 0,88
E/Q480 S555 0,85 | 0,97 0,93 0 0,96
T/M481 S602 0,08 | 0,17 0,52 0 0,16
E483 R380 0,36 | 0,73 0,33 0,79 0,60
E483 N387 0,11 | 0,04 0 0,35 0,21
E483 N414 018 | 0 0 0 0
E483 R415 0 0 1,45 0 0
E483 S363 0 0,51 0,39 0,10 0,33
Q484 Y334 0 0 0,05 0,07 0,05
Q484 R336 0 0 0,03 0,09 0
Q484 R380 03210 0 0 0
1485 N387 039 |0 0 0 0
Q486 R380 0 0 0,19 0,16 0,33
Q486 N387 0,35 | 0,30 0,02 0,42 0,26
Q486 S338 0 0 0,28 0 0
E581 R459 0 0,37 0,06 0,10 0
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Slika 31. Grafikoni raspodjele vodikovih veza u kompleksima DPP I11-Kelch, za DT DPP 11 i

mutirane varijante.

Mutacija P479S u proteinu DPP III ne pokazuje vrlo znaCajan utjecaj u smislu gubitka
interakcija s domenom Kelch u odnosu na divlji tip proteina (slika 32 A). Zamjetno je da dolazi
do promjena u konformaciji petlje koja je izraZenija u podrucju ostataka T481 1 E483 Sto dovodi
do odredenog povecanja u interakcijama tih ostataka sa S602, odnosno R380 i S363 u odnosu
na DT.

Najznacajnija je promjena uocena u slucaju mutacije E480Q gdje gubitak interakcije Q480
s R415 dovodi do reorijentacije R415 prema E483, drugom glutamatu u motivu ETGE (slika
32 B). Uz to, Q483 ove mutirane varijante ostvaruje tek zanemarive interakcije s R483 u domeni
Kelch u odnosu na DT, pa tijekom simulacija dolazi do udaljavanja R483 od veznog mjesta za
motiv ETGE. Jedine interakcije koje ostaju o¢uvane izmedu Q480, u odnosu na E480, i domene
Kelch su one sa serinskim ostacima S555 1 tek djelomi¢no S508. To je u skladu s
najnepovoljnijom energijom vezanja dobivenom MM-GBSA ra¢unom za kompleks s ovom
varijantom.

Medutim, kod ove varijante uocava se nesto veca zastupljenost interakcija T481 sa S602, te

vrlo velika zastupljenost interakcija E483 s R419 i sa S363. Prema racunu MM-GBSA moze se
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zakljuciti da te interakcije nisu jednako povoljne i da ne mogu nadoknaditi utjecaj supstitucije
E480Q na opisane interakcije.

Moguée pojasnjenje je kompeticija interakcija E483 - R380 i E483 - R415 $to unosi
nestabilnost u konformaciju petlje ETGE. Ovaj trend moZe se uo€iti tijekom prvih 100 ns
simulacija, ako se promatraju periodi od 20 ns (tablica 10, slika 33). Naime, vidljivo je da dolazi
do snazne interakcije E483 s R415, nakon ¢ega ona brzo pada i nakon 60 ns uspostavlja se
ravnoteza interakcija E483 - R415 i E483 - R380, zbog ¢ega je ukupna zastupljenost interakcije
E483 s R380 priblizno 2 puta manja nego kod DT ili ostalih mutiranih varijanti.

Slika 32. Interakcije motiva ETGE DPP 111 s domenom Kelch uspostavljene tijekom simulacija
MD kompleksa Kelch — DPP 111 s DT DPP Il i mutiranim varijantama A) P479S, B) E480Q,
C) T481M, D) G482C. Struktura kompleksa s divljim tipom DPP Il (siva) preklopljena je s
kompleksima u kojima je DPP Ill mutiran (roza), s mutiranim ostatkom (crvena) prikazanim u

odnosu prema izvornom (cijan).
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Interakcija mutiranog ostatka iz veznog motiva DPP 111, Q480, s R483 u domeni Kelch prac¢ena
je analizom RMSF motiva ETGE i petlje DPP III u kompleksu. Pove¢ana RMSF je posljedica
udaljavanja R483, koji se nalazi na rubu veznog mjesta domene Kelch, kod ove varijante gdje
nema interakcije velikog afiniteta kao s E480. Stoga ova interakcija postaje nestabilna i vidljivo

je da dolazi do njenog formiranja i otpustanja tijekom simulacija.

Tablica 10. Zastupljenost vodikovih veza tijekom prvih 100 ns simulacija MD kompleksa Kelch
— DPP 111 E480Q u intervalima od po 20 ns.

Akceptor | Donor | 0-20ns | 20-40 ns | 40-60 ns | 60-80 ns | 80-100 ns
(DPP 111) | (Kelch)

P479 Q530 0,71 0,72 0,76 0,80 0,79
Q480 S555 0,96 0,96 0,96 0,97 0,96
Q480 S508 0,67 0,82 0,59 0,84 0,73
Q480 R483 0 0 0,48 0 0,23
T481 S602 0,78 0,78 0,11 0,36 0,28
E483 R415 1,81 1,39 0,77 0,92 0,89
E483 S363 0,89 0,91 0 0 0
E483 R380 0 0,42 0 0,78 0,65
Q484 R380 0,49 0,35 0 0 0
Q486 R380 0,30 0 0 0 0
Q486 T388 0,18 0,19 0 0 0
Q486 N387 0 0 0 0 0,24
E581 R459 0,10 0 0,10 0 0
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Slika 33. (gore) Grafikon raspodjele vodikovih veza u kompleksu DPP I1I varijante E480Q s
domenom Kelch, u periodima od 20 ns tijekom 100 ns produktivnih simulacija MD, (dolje)
RMSF u petlji ETGE DPP IlI tijekom istih perioda.

Zamjena T481M pokazuje manji ucinak na vezne interakcije (slika 32 C), sto je donekle
ocekivano obzirom da je u dosadaSnjim istrazivanjima pokazano da se proteini s motivom
ESGE takoder mogu vezati na domenu Kelch proteina KEAP1. Dok DT DPP 111 ostatkom T481
ostvaruje vrlo prolazne interakcije sa S602 domene Kelch, ta interakcija nije stabilna s M481.
Najveca razlika u interakcijama tijekom simulacija s mutiranom ina¢icom T481M je povecanje
interakcija P479 s Y525, te E483 s R380 i N387.

Unatoc slabijem afinitetu vezanja predvidenom racunom MM-GBSA mutacija G482C nije
pokazala znacajniju promjenu u interakcijama petlje ETGE s veznim mjestom domene Kelch
(slika 32 D).
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Za razliku od DPP 1ll, NRF2 ima umjesto prolina na poziciji neposredno ispred motiva
ETGE glutamat, dakle umjesto PETGE slijeda kod DPP I1l, NRF2 ima slijed EETGE. Ta je
razlika znatno veca nego mutacija P479S 1 moze vise doprinositi razlici u afinitetima ova dva
proteina prema domeni Kelch.

Najveci ucinak supstitucije E480Q je ocekivan jer taj ostatak ostvaruje velik broj interakcija
u veznom mjestu domene Kelch. Medutim, postoji vjerojatnost da ovom metodom nije moguce
utvrditi je i izraCunata razlika u veznom afinitetu znak da se DPP III s ovom supstitucijom ne
veze na protein KEAP1, buduci da nije moguce za sustav ove veli¢ine simulirati dovoljno dugo

da bi se uocilo odmicanje veznih partnera.

4.5.3. Proucavanje utjecaja mutacija domene Kelch na vezanje peptida ETGE

Na temelju strukture kompleksa divljeg tipa domene Kelch s DPP III izgradene su strukture
kompleksa u kojima je jedan aminokiselinski ostatak domene Kelch mutiran, pri ¢emu su
odabrane mutacije iz baze cBioPortal R326D, G333C, R415C, R470C, G480W te Y525C (slika
34). Neke od tih mutacija nalaze se blizu veznog mjesta domene Kelch te je za njih moguce
pretpostaviti utjecaj na vezanje, dok su druge mutacije odabrane kao zanimljive zbog dostupnih

podataka iz drugih tipova analiza o njihovoj onkogenosti.

Slika 34. Polozaji odabranih mutacija u domeni Kelch proteina KEAP1 (siva) prikazani na

kompleksu domene s peptidom ETGE DPP Il (roza) u veznom mjestu.
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Simulacije MD za mutirane varijante domene Kelch u kompleksu s peptidom od 24 ak, kao i
analiza MM-PBSA provedene su kako je prethodno opisano za DT (potpoglavlje 4.2.2.) te su
racuni 4,G dani u tablici 11.

Analizirana je zastupljenost vodikovih veza tijekom simulacija kompleksa peptida s DT
domene Kelch i njenim varijantama s tockastim mutacijama, kako bi se bolje razumjela razlika
u veznim energijama (slika 35). Utvrdeno je da mutacija G333C dovodi do nestabilnosti
srediSnjeg dijela prstenaste strukture domene Kelch, dok mutacija R326D dovodi do promjene
u interakcijama s C-terminalnim dijelom, $to takoder moze destabilizirati strukturu (slika 36).
Najnepovoljnijom se pokazala mutacija R415C koja se nalazi u veznom mjestu zbog koje dolazi
do gubitka znacajne interakcije R415 s E12 u peptidu, koji odgovara E480 u strukturi DPP III
(slike 35 i 36).

Tablica 11. Racun relativnih energija vezanja (4,G) peptida na DT domene Kelch i njene
mutirane varijante metodom MM-PBSA. Za pojedinu prosje¢nu energiju kompleksa i receptora
koriSten je prosjek vrijednosti izraCunatih za 3 neovisne simulacije kompleksa, dok je za
energiju liganda koriSten prosjek svih neovisnih simulacija, budu¢i da se u svim simulacijama

radi o istom ligandu, odnosno peptidu ETGE DPP III.

Kompleks Kelch - peptid DT R326D G333C R415C R470C G480W Y525C
1 -7625 -7498 -7582 -7452 -7451 -7606 -7635
AG 2 -7687 -7506 -7628 -7429 -7455 -7609 -7618
(kompleks)/ 3 -7627 -7526 -7561 -7463 -7476 -7610 -7645
kcal/mol prosjek(3) | -7646 -7510 -7590 -7448 -7461 -7608 -7633
1 -6840 -6744 -6824 -6710 -6673 -6850 -6858
AG 2 -6896 -6740 -6861 -6701 -6678 -6820 -6841
(receptor)/ 3 -6858 -6757 -6793 -6707 -6693 -6827 -6851
kcal/mol prosjek(3) | -6865 -6747 -6826 -6706 -6681 -6832 -6850
1 -758 -758 -760 -757 -774 -763 =772
AG 2 -771 -746 =772 -741 -765 -766 =775
(ligand)/ 3 -752 -767 -761 -758 -770 -758 -778
kcal/mol prosjek(21) | -763
ArG (K-R-L)/ keal/mol -19 -16 -1 21 -16 -13 -20




§ 4. Rezultati i rasprava 79

2.0

1.6

1.4
. uDT

= R326D
: mY525C
A u R470C
G480W

. ER415C
) G333C

I |

0.0 I Is

Akceptor P11 E12 EI2 EI2 EI2 TI3 EI5 E15 EI5S EI5S EI5 EI5 Ql6 Ql6 QIl6
Donor Q530 R415 R483 S508 S555 S602 R/C415R380 N414 N382 N387 S363 R380 N387 Y334

Zastupljenost
(=] (=] o —
(=2 oo (=] [3%]

(=]
—

Slika 35. Grafikon raspodjele vodikovih veza u kompleksu Kelch — peptid ETGE DPP lII.
Histogrami prikazuju zastupljenost interakcija u kompleksima razli¢itih varijanti domene Kelch

S peptidom.

R326D

Slika 36. Usporedba interakcija koje uspostavljaju ostaci domene Kelch divljeg tipa i mutiranih
varijanti s peptidom. Prikazane su interakcije u kompleksima s varijantama za koje se MM-
PBSA energije najviSe razlikuju u odnosu na DT. Dijelovi strukture mutiranih varijanti
oznaceni crvenom bojom istaknuti su zbog najveéeg utjecaja na promjene u interakcijama koje

uspostavljaju s vezanim peptidom (R326D i R415C) ili znatno utjecu na stabilnost domene
Kelch (G333C).
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4.5.4. Proucavanje utjecaja mutacija domene Kelch na vezanje DPP II1

Kompleksi gore opisanih varijanti domene Kelch s DPP Ill su optimizirani te su, nakon
zagrijavanja i ekvilibracije gustoc¢e otapala (vode), provedene po 3 nezavisne produktivne MD
simulacije za svaki kompleks. Kompleks s mutacijama G333 i G480W, smjeStenim izvan
veznog mjesta, simulirani su ukupno 500 ns, a kompleksi s mutacijama ostataka R415 i Y525,
koje se nalaze u samom veznom mjestu, 300 ns. Energije MM-GBSA izraCunate su na
strukturama sakupljenim tijekom zadnjih 30 ns simulacija za svako od neovisnih ponavljanja
(tablica 12). Relativni afiniteti navedenih kompleksa mogu se procijeniti usporedbom
dobivenih energija s rezultatima prethodno odredene vezne energije za kompleks divljeg tipa
koja je iznosila -80 kcal/mol.

Kao i u kompleksu Kelch R415C — peptid, u kompleksu s DPP III takoder se uoc¢ava potpuni
gubitak interakcije ostatka na poziciji 415 s E480 DPP 11l nakon uvedene supstitucije (tablica
13, slika 37). Moze se zakljuéiti da mutacija R415C ima najnepovoljniji u¢inak na vezanje
domene Kelch s DPP 111, odnosno njenom petljom ETGE.

Za varijantu G480W vezanje je nepovoljno u odnosu na divlji tip, ali od svih proucavanih
mutacija ova ima najmanji u¢inak na promjenu afiniteta zbog dodatne interakcije koju W480
uspostavlja s argininima u strukturiranom dijelu gornje domene DPP |11 koji u slobodnoj DPP
III vezu motiv ETGE, posebice R620 (slika 38), a §to nije uoc¢eno ni u jednom drugom
kompleksu. Takoder, moZe se uociti da je za simulacije s DT domene Kelch niZa vezna energija
postignuta samo u jednoj od neovisnih simulacija, dok su u preostale dvije te energije

nepovoljnije.
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Tablica 12. MM-GBSA aproksimacija slobodnih energija vezanja u kcal/mol za mutirane
varijante kompleksa Kelch — DPP III, izracunatih u intervalima od 20 ns. Navedene su
minimalne vrijednosti za svako od neovisnih ponavljanja, a standardna devijacija iznosi

priblizno 8 kcal/mol.

DPP I111- MM-GBSA-
varijanta Simulacija vrijeme/ns minimum
KEAP1 (kcal/mol)
1 300 -51
100 -80
bT 3 100 -44
ukupno 500 -80
300 -51
100 -40
G333C 3 100 -40
ukupno 500 -51
1 300 -65
100 -61
GABOW 3 100 -60
ukupno 500 -65
100 -30
100 -35
RA15C 3 100 -51
ukupno 300 -51
1 100 -59
100 -49
Y525€ 3 100 -42
ukupno 300 -59
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Tablica 13. Zastupljenost vodikovih veza tijekom simulacija MD kompleksa Kelch — DPP 111 s

domenom Kelch divljeg tipa i mutiranim varijantama.

Zastupljenost

0.8

0.6

04

02

0.0

Akceptor  P479
Donor Q530 R415 R483  S508

Akceptor Donor | DT G333C | G480W | R415C | Y525C
(DPP 111) (Kelch)

P479 Q530 0,69 0,72 0,71 0,52 0,82
E480 R415 1,62 1,66 1,80 0 1,78
E480 R483 1,64 1,54 1,61 1,66 1,63
E480 S508 0,95 0,94 0,86 0,83 0,91
E480 S555 0,85 0,95 0,97 0,93 0,98
T481 S602 0,08 0,07 0,12 0 0
E483 R380 0,36 0,81 0,58 0,78 0,82
E483 N387 0,11 0,30 0,20 0,25 0
E483 S363 0 0 0,51 0,33 0,57
Q484 Y334 0 0 0 0,06 0
Q484 R380 0,32 0 0 0 0
1485 N387 0,39 0 0 0 0
Q486 R380 0 0,25 0,35 0,11 0,04
Q486 N387 0,35 0,42 0,17 0,31 0,25
E581 R459 0 0,10 0 0,37 0,53
R620 W480 0 0 0,07 0 0
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Slika 37. Grafikon zastupljenosti vodikovih veza u kompleksu DPP I11 s domenom Kelch DT

I mutiranim varijantama.
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Slika 38. Interakcije koje uspostavlja ostatak W480 u mutiranoj varijanti domene Kelch G480W
s DPP III. Mutirani ostatak obojen je crveno te je oznacena udaljenost dusikovog atoma

triptofana od okosnice R620 u DPP 1.

Interakcija uoc¢ena medu udaljenijim elementima struktura DPP 111 i mutirane varijante Kelch
R480W potencijalno daje novi strukturni uvid u mehanizme kojima mutacije pronadene u
tumorima mogu povecati afinitet proteina KEAP1 za vezanje DPP IIL

Kako bi se ispitali rezultati molekulskog modeliranja na kompleksima Kelch — DPP IlI,

postavljene hipoteze testirane su eksperimentalnim metodama.

4.6. Priprema proteina za eksperimentalna istrazivanja

Za eksperimentalne studije prvo je bilo potrebno procistiti proteine, ispitati njthovu uniformnost

I stabilnost, te zatim testirati koja je metoda povoljna za pracenje interakcija Kelch — DPP IlI.

4.6.1. Ekspresija, procis¢avanje i analiza proteina

Zasebne kolonije transformiranih bakterija selektiranih na ampicilinskim plo¢ama odabrane su
za uzgoj prekono¢nih kultura te su potom uzgojene u velikom volumenu za indukciju i
ekspresiju proteina. 1z bakterijskih taloga dobivenih centrifugiranjem i uklanjanjem medija

prociscéeni su proteini.
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Procis¢avanje proteina s His-privjeskom provedeno je afinitetnom kromatografijom na Ni-
NTA agaroznim kolonama. Proteini obiljezeni His-privjeskom eluirani su zatim s kolone
puferom s 300 mM imidazolom i prikupljeno je 10-15 frakcija od 0,5 ml, ovisno o koli¢ini
proteina. Frakcije prikupljene u koracima proc¢is¢avanja te pro¢is¢enih proteina su analizirane
SDS-PAGE elektroforezom (slika 39). Vrpce za pojedine proteine nalaze se na o¢ekivanom
polozaju, ~34,5 kDa za domenu Kelch i ~83,5 kDa za DPP IIL

kba MT L NViiii 1 23 4 56 7 8 M T LNVi 11 1 2 3 45 6 7 8 9
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Slika 39. Analiza frakcija prikupljenih tijekom procis¢avanja Kelch (lijevo) i DPP III (desno)
na SDS-PAGE (10%-tni gel), M-marker, T- stani¢ni talog, L- lizat, NV-nevezana frakcija,
I,ii,iii-ispiranje, 1-8/9 frakcije pro¢is¢enog proteina (2 pL). Dan je prikaz proteinskog markera

S oznacenim veli¢inama proteina.

Odredivanje koncentracije proteina provedeno je BioDropom te su koncentracije proteina
usporedene s aktivno$c¢u proteina DPP III. Napravljen je test aktivnosti za glavne frakcije 2-8.
Izmjerene aktivnosti u pojedinim frakcijama, detektirane kao promjena apsorbancije (AAszo)
uslijed nastanka produkta, podudaraju se s vrijednostima koncentracija izmjerenih BioDrop-om

(slika 40).
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Slika 40. Koncentracije frakcija odredene BioDrop-om (mass ext.) i aktivnost (AAszo) proteina

DPP 111 DT, u frakcijama 1-10.
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Nakon odsoljavanja glavnih frakcija, onih s najviSom koncentracijom 1 aktivnoscu, i
ugusc¢ivanja proteina do koncentracija potrebnih za eksperimente, proteini DT DPP III i Kelch
su ponovno analizirani SDS-PAGE elektroforezom (slika 41). Cistoéa proteina zadovoljavajuéa

je za eksperimente.

kDa
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1 pug 1 g 5pg 5 pg
~100 - - )

FRRY

~55 —

~40 —

<36

05—

Slika 41. Konaéni uzorci proteina za analize interakcija, na gel za analizu SDS-PAGE je
naneSeno po 1 pg (lijevo od markera M) 1 5 ng (desno od markera M) uzorka. Lijevo je prikazan

marker za odredivanje veli€ina proteina (PageRuler™ Prestained Protein Ladder).

4.6.2. Utjecaj reducensa na oligomerizacijsko stanje Kelch-a

Zasebna domena Kelch koristi se za eksperimente vezanja proteina s motivima ETGE na
protein KEAP1* zbog povoljnije ekspresije u bakterijama. Medutim, kao $to je poznato i iz
prijasnjih radova, domena Kelch u otopini stvara dimere ili oligomere®. Buduéi da to nije
povoljno za neke eksperimentalne metode ispitano je na koji nacin se moze utjecati na
oligomerizacijsko stanje Kelch-a.

Utvrdeno je da dodatak reducensa DTT utjece na oligomerizacijsko stanje Kelch-a na nacin
da, za razliku od uzorka bez DTT-a gdje prevladava dimerni oblik proteina, nakon dodatka
DTT-a prevladava monomerni oblik. U nastavku istrazivanja koriSten je reducens s duljom
stabilnosti u otopini, TCEP. Dodatak ovog reducensa u pufer za odsoljavanje proteina nakon
prociS¢avanja sprjecava dimerizaciju Kelch-a, a dodatni korak proc¢is¢avanja gel filtracijskom

kromatografijom omogucuje razdvajanje monomernog oblika proteina (slika 42).
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Slika 42. Nativna gel elektroforeza domene Kelch (lijevo, prikazan je marker NativeMark™
Unstained Protein Standard) bez dodatka reducensa, zatim nakon dodatka DTT-a i u frakcijama
(24-26) prikupljenim na gel filtracijskoj kromatografiji u puferu s dodatkom TCEP-a, za koje
je odredena najvisa apsorpcija UV (mAU)(desno).

U frakcijama prociS¢enim gel filtracijskom kromatografijom postignuta je vrlo visoka ¢istoca
proteina te je potvrdeno da nakon dodatka reducensa veli¢ina proteina odgovara uglavnom
monomeru Kelch-a. To je bilo posebno vazno za kristalizacijske eksperimente. Medutim,
uoceno je i da stajanjem proteina na 4 °C dolazi do ponovne dimerizacije i nakon pro¢iséavanja,

moguce uspostavljanjem ravnoteze izmedu monomerne i dimerne forme.

4.6.3. Ispitivanje vezanja domene Kelch DT s DPP |11 DT i njenim varijantama, s
mutacijama u motivu ETGE, nativhom PAGE

Budu¢i da je poznato da je motiv ETGE odgovoran za vezanje DPP III na domenu Kelch, ispitan
je utjecaj mutacija u tom motivu na vezanje Kelch — DPP I11. Vezanje proteina Kelch s DT DPP
I11 te varijantama DPP I11 E480Q i T481M provjereno je nativnom gel elektroforezom (slika
43).
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Slika 43. Analiza vezanja DPP 111 DT i varijanti E480Q i T481M s domenom Kelch nativhom
PAGE. Na dva gela analizirani su istodobno zasebni protein Kelch i DT DPP Il te varijante
E480Q i T480M, zatim njihovi kompleksi u omjeru DPP Ill:Kelch 1:1 i 1:2. M — marker
NativeMark, MW — molekulska masa (kDa).

Uoceno je da prilikom mijeSanja DT DPP III (85 kDa) i domene Kelch (34 kDa) nastaje
kompleks koji se prepoznaje kao vrpca molekulske mase ~120 kDa. Za T481M uoceno je
djelomic¢no nastajanje kompleksa, dok za E480Q nije uo¢ena vrpca koja bi ukazivala na vezanje
s domenom Kelch.

Ovakav rezultat u skladu je s predvidanjima na temelju strukturnih analiza za interakcije
Kelch — DPP III, koje pokazuju da E480 ostvaruje velik broj interakcija svojim bo¢nim
ogrankom, dok su te interakcije naruSene nakon supstitucije E480Q i dolazi do znatnijeg
povecanja vezne energije. Za razliku od toga T481 ostvaruje interakcije s domenom Kelch
uglavnom preko okosnice te supstitucija ne naruSava dominantne interakcije motiva ETGE s

veznim mjestom Kelch-a i nema toliko znac¢ajan u¢inak na energiju vezanja.

4.7. Ispitivanje struktura proteina i njihovih kompleksa DLS-om

Vezanje DT domene Kelch s DPP 11l mjereno je DLS-om i uoceno je da svaki protein zasebno
pokazuje vrijednost hidrodinamickog radijusa priblizno 10 nm, a da se nakon njthovog
mijeSanja, u ovisnosti o vremenu smanjuje udio agregiranog proteina znatno veceg od
monomernog proteina. Nakon kompleksacije, pojavljuje se sve veci udio Cestica prvo radijusa
priblizno 600 nm a zatim i radijusa priblizno 100 nm. U tom podrucju uocava se vjerojatna

pojava dimera domene Kelch, ali nakon mijeSanja dvaju proteina vjerojatno je da dolazi do
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njihovog vezanja u kompleks jer je zastupljenost Cestica te veli¢ine znatno veéa nego u samom

uzorku s domenom Kelch (tablica 14, slika 44).

Tablica 14. Raspodjela hidrodinamickih radijusa definirana postotkom intenziteta rasprene
svjetlosti odredena DLS-om, za DT Kelch i DPP Il te njihov kompleks neposredno nakon

mijesanja dvaju proteina, nakon 30 min i nakon 24 h inkubacije.

dn/nm Int. % dn/nm Int. % dn/nm Int. %
Kelch 9,9+1,1 59,7+7.4 | 86,9+32,1 6,0£1,1 4201,2+143,8 | 34,3+10,4
DPP 111 8,3+0,2 96,1+2,9 | 3913,0+985,8 | 3,9+2,9
kompleks 10,7+0,1 91,0+0,6 | 640,5+310,4 9,0£0,6
kompleks 30 min 10,5+0,1 81,9+1,1 | 126,2+8.4 18,1+1,1
kompleks 24 h 9,7+0,2 68,7+1,8 | 86,9+1,8 31,3+1,8
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Slika 44. Grafikoni raspodjele hidrodinamickih radijusa odredenih DLS-om za DT domenu
Kelch (34,5 kDa), protein DPP III (83,5 kDa) te njihove smjese odmah nakon mijeSanja, nakon
30 min, te nakon 24 h. Prikazana je raspodjela intenziteta rasprSene svjetlosti (izrazena u %),
prilikom vezanja u kompleks. Za izmjerene vrijednosti hidrodinamickih radijusa intenzitet

rasprsene svjetlosti proporcionalan je broju Cestica odredenog hidrodinamickor radijusa.

U svrhu ispitivanja strukture i stabilnosti varijanti domene Kelch s mutacijama koje
potencijalno utje¢u na vezno mjesto za DPP III, provedena je njihova analiza DLS-om. Kao i
kod divljeg tipa izolirane domene Kelch, uocava se dimerizacija ili multimerizacija (tablice 15
I 16, slika 45).

Za varijante G333C i G480W izmjeren je znatno veéi hidrodinamicki radijus nego za DT
Kelch. To moze ukazivati na veci stupanj multimerizacije, ali isto tako i1 na nestabilnost
strukture koja uzrokuje agregaciju proteina u oOtopini, $§to moze biti posljedica uvedene

supstitucije.




§ 4. Rezultati i rasprava 89

Za varijante R415C i Y525C hidrodinamicki radijus priblizno odgovara onom divljeg tipa
domene Kelch kada se promatra raspodjela po volumnom postotku, no raspodjela radijusa po
postotku intenziteta pokazuje takoder i pojavu vecih cCestica. Raspodjele su vrlo slicne u
uzorcima zasebnih varijanti Kelcha, kao i u uzorcima u kojima su pomijeSane s DPP III. Uz
mogucénost da ne dolazi do vezanja ovih varijanti domene Kelch na DPP III, mogu¢i razlog je
sli¢na veli¢ina dimera Kelcha i proteina DPP III.

Zbog nedovoljno preciznog razlu¢ivanja vrsta ¢estica u otopini ova metoda nije se pokazala

kao povoljna za proucavanje vezanja varijanti Kelcha i DPP III.

Tablica 15. Raspodjela hidrodinamickih radijusa odredenih DLS-om za DT i mutirane varijante
domene Kelch. Dan je postotak intenziteta rasprSene svjetlosti za razlicite vrijednosti

hidrodinamickih radijusa.

Varijanta Kelch | dn/ nm Int. % dn/nm Int. % dn/nm Int. %
Kelch DT 9,9+1,1 59,774 86,9+32,1 | 6,0+1,1 4201,2+143,8 | 34,3+104
Kelch G333C 73,4+2,64 100,0+0,0

Kelch R415C 7,620,3 7,7+£0,3 82,75+1,0 | 92,3+0,3

Kelch G480W 103,8+1,7 99.6+0.9
Kelch Y525C 8,9+0,44 16,7+5,0 96,8+79,2 | 18,0+38,8 | 370,3£58,4 64,6+36,3

Tablica 16. Raspodjela hidrodinamickih radijusa odredenih DLS-om za DT i mutirane varijante
domene Kelch s DT DPP III. Dan je postotak intenziteta rasprSene svjetlosti za razliite

vrijednosti hidrodinamickih radijusa.

Varijanta u kompleksu | dn/nm Int. % dn/nm Int. %
Kelch DT 10,7+0,1 91,0+0,6 640,5+310,4 | 9,0+0,6
Kelch G333C 64,8+0,7 100,0+0,0

Kelch R415C 8,9+0,4 16,7+0,8 81,3%1,5 83,30,8
Kelch G480W 101,4+1,1 98,9+2.5

Kelch Y525C 9,8+0,3 56,9+1,0 90,1+8,9 42.5+1,1
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Slika 45. Grafikoni raspodjele zastupljenosti hidrodinamic¢kih radijusa odredenih DLS-om za

varijante domene Kelch zasebno (gore) i uz dodatak proteina DPP 111 u molarnom omjeru 1:1,

mjerenih neposredno nakon mijeSanja (dolje). Prikazan je postotak intenziteta rasprSene
svjetlosti za razlicite vrijednosti hidrodinamickih radijusa.

Hidrodinamicka svojstva i vezanje dvaju varijanti DPP 111, E480Q i T481M, s mutacijama u
motivu ETGE, na domenu Kelch takoder su ispitana DLS-om.

Oba proteina s mutacijama zasebno pokazuju vrijednosti hidrodinamickih radijusa priblizno
10 nm u analizi rapodjele veli€ine Cestica prema intenzitetu rasprSene svjetlosti, analogno DT
DPP III. No snimanjem DLS spektara nakon mijesanja domene Kelch s varijantama proteina
DPP III ne uocava se signal veli¢ine ~100 nm kao kod DT proteina. Odgovarajuci signal ne
pojavljuje se kod varijante E480Q niti nakon perioda inkubacije od 60 min, dok se za varijantu

T481M nakon 60 min uocava pojava slabog signala koji je blizak promatranom za DT proteina
(tablica 17 i slika 46).

Iz toga bi se moglo zakljuciti da se varijanta E480Q ne veze na domenu Kelch proteina

KEAPI, te da je zapaZena potencijalna interakcija varijante T481M vrlo slaba 1 sporo dolazi do

njene formacije nakon mijesanja dvaju proteina. To zapaZzanje odgovara prethodno uoc¢enom u
analizi nativnom PAGE te strukturnim analizama.
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Tablica 17. Raspodjela hidrodinamic¢kih radijusa odredenih DLS-om za DT i mutirane varijante
DPP I1II zasebno i nakon mijeSanja s DT DPP 111 u molarnom omjeru 1:1 Prikazan je postotak
intenziteta rasprsene svjetlosti za razli¢ite vrijednosti hidrodinamickih radijusa na temelju kojih

se uocio nastanak kompleksa kod DT proteina.

dn/nm Int. % dn/nm Int. % dn/nm Int. %
Kelch 9,9+1,1 59,7+7,4 86,9+32,1 6,0+1,1 4201,2+143,8 34,3+10,4
DPP 111 8,3+0,2 96,1+2,9 3913,0+985,8 3,9+2.9
8,3+0,1 100+ 0
DPP 111 E480Q
DPP 111 T481M 9,2+0,1 97,4+0,5 4181 £43 2,605
kompleks varijanta:
DPP 111 E480Q 75+0,3 944 +42 4253 + 395 5,6 £33
DPP 111 T481M 8,8+0,3 90,0 5,0 460,5 +338,7 3,1£0,3 4375,4 £429,6 6,2+27
DPP 111 E480Q 60 min 7,1+0,3 91,2+ 1,9 634,9 +£162,2 2,0£1,3 4500 + 780 6,8 £2,4
DPP 111 T481M 60 min 8,8+0,2 93,8+2,5 206,0 £ 56,0 1,6 £0,8 4232 + 1236 45+23
DPP III E480Q DPP III T481M
- © T
R
dp/mm ) 1 dp/mm b - -
Kompleksi s domenom Kelch
i G T A
d;;/nm N 1 ’ d/,/nrn h " o

Slika 46. Grafikoni raspodjele hidrodinamickih radijusa odredenih DLS-om za vezanje DT i
mutiranih varijanti DPP III s domenom Kelch. Prikazana je raspodjela intenziteta rasprSene

svjetlosti za razliCite vrijednosti hidrodinamickog radijusa.
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4.8. Cirkularni dikroizam

Cirkularnim dikroizmom odreden je udio strukturiranih i neuredenih elemenata u proteinima
DT DPP Il i Kelch te u kompleksu koji nastaje njihovim vezanjem (tablica 18). Sukladno
predvidanjima na temelju strukturnih podataka (slika 47), za DPP 11l je odredeno da vecéinu
strukture ¢ine a-zavojnice, dok je domena Kelch gradena od B-ploca s okretima 1 neuredenim
regijama na vanjskim dijelovima strukture, ukljucuju¢i vezno mjesto za motiv ETGE.
Formiranjem kompleksa smanjuje se neuredenost i udio okreta u strukturama, koje se
potencijalno stabiliziraju u a-zavojnice.

Uocava se vrlo dobro poklapanje eksperimentalnih i raunskih krivulja, dok je najvece

odstupanje dobiveno za domenu Kelch.

Tablica 18. Udio a-zavojnica i B-ploca, te okreta i neuredenih regija u strukturama DPP III,
Kelch, te smjesi tih dvaju proteina, odnosno kompleksu koji nastaje njihovim vezanjem.

Rezultati su dobiveni programom Dichroweb® sa standardnim referentnim vrijednostima’.

a-1 a-2 B-1 B-2 Okret Neuredeno | Ukupno

DPP 111 0,24 0,13 0,16 0,08 0,17 0,22 1

Kelch 0,01 0,06 0,23 0,14 0,22 0,33 0,99

Kompleks | 0,37 0,08 0,16 0,11 0,07 0,21 1
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Slika 47. Mjerenja cirkularnog dikroizma, tj. elipticne polarizacije zra¢enja u ovisnosti o valnoj
duljini, u uzorcima DPP 111, Kelch i smjesi dvaju proteina, odnosno kompleksu koji nastaje.
Prikazani su eksperimentalni rezultati i ra¢unsko predvidanje na temelju zastupljenosti
elemenata sekundarnih struktura u dostupnim kristalografskim strukturama obaju proteina te

modelnoj strukturi kompleksa.
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4.9. Peptidazna aktivnost mutiranih varijanti DPP |11

U prethodno objavljenom istrazivanju identificirane su mutirane varijante DPP III koje utjecu
na njenu peptidaznu aktivnost®. Stoga je, prije ispitivanja relativnih afiniteta vezanja novo-
konstruiranih mutiranih varijanti DPP III na Kelch, provedena kineticka analiza njihove
peptidazne aktivnosti prema sintetskom supstratu Arg>-2NA, te su odredeni kineticki parametri
(tablica 19).

Tablica 19. Kineticki parametri za Michaelis-Menten kinetiku odredeni nelinearnom

regresijskom analizom podataka u programu GraphPad Prism 57°.

DT P479S | E480Q | T481M | G482C | Q484H | R620C | R623W | R623L
53,0+1,

keat (s) | 70,243,6 ) 523+1,6 | 264409 | 62,4+1,0 | 45118 | 63,0£1,6 | 41,1£0,6 | 55,7+1,8

KmuM) | 12,7£1,8 | 8,3+0,8 | 104=£1,0 | 10,0+1,1 | 8.840,4 | 6,6£1,0 | 112408 | 7,604 | 9,8+1,0

Keat/Km 5,5 6,5 5,0 2,6 7,1 6,8 5,6 5,4 5,7

(sYuM)

Sve ispitane varijante DPP Ill imaju ne$to niZu vrijednost Kcat za hidrolizu sintetskog supstrata
Arg,-2NA od one divljeg tipa proteina, koja iznosi priblizno 70 s?, a najniza vrijednost
izmjerena je za varijantu s mutacijom T481M, priblizno 26 s™.

Kako su i vrijednosti Ku takoder nize za DPP III s to¢kastim mutacijama, (iako varijante
R620C te E480Q i T481M (~10-11 uM) imaju priblizno jednaku vrijednost Km kao divlji tip,
(~13 uM), a najnize su vrijednosti izmjerene za varijante DPP 111 Q484H i R623W (~7 uM)),
konstanta specifi¢nosti Keat/Km je za vecinu varijanti priblizno jednaka kao i za DT. Najniza

vrijednost izmjerena je za varijantu T481M (~2,6 s'Y/uM).

4.10. ITC mjerenja vezanja Kelch — peptid ETGE DPP 111

U svrhu proucavanja vezanja DPP III na Kelch fleksibilnom petljom s motivom ETGE,
koristeni su peptidi krace, 11 ak, i duze, 24 ak, sekvence koji oponasaju petlju. Izotermnom
titracijskom kalorimetrijom (ITC) na uredaju PEAQ-ITC su odredene vrijednosti Kq za vezanje
peptida od 11 i 24 ak na domenu Kelch i one iznose 57 i 33 nM (slika 48). Imajuc¢i na umu
relativno veliku pogresku kod mjerenja Kq za vezanje duljeg peptida, mozemo zakljuciti da je

afinitet domene Kelch za vezanje oba peptida priblizno jednak.
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Vrijednost Kq izmjerena je preciznije s peptidom 11 ak, te se vrijednosti s kra¢im i duljim
peptidom ne razlikuju znacajno, uzimajuci u obzir pogresku kod rezultata mjerenja s duljim
peptidom.

Entalpijski doprinos vezanja peptida (ArH) je vrlo povoljan, a entropijski doprinos (-TArS)
je pozitivan. S duljim peptidom izmjeren je povoljniji entalpijski doprinos, §to sugerira veci
broj interakcija i s ostacima udaljenijim od motiva ETGE. Smanjenje entropije nakon vezanja
na domenu Kelch vece je za peptid od 24 ak nego za peptid od 11 ak, vjerojatno kao rezultat

smanjenja konformacijske slobode.
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Slika 48. Sirovi titracijski podaci (gore) i reprezentativne titracijske krivulje (dolje) za vezanje
A) Kelch — peptid ETGE DPP 11l s 11 ak i B) Kelch — peptid ETGE DPP |11 s 24 ak. Prikazane

su vrijednosti termodinamickih parametara za vezanje svakog od peptida.

Termodinami¢ki parametri za vezanje peptida ETGE na domenu Kelch odredeni ITC-om i
usporedeni s izraCunatim na temelju MD simulacija, odgovaraju podacima dostupnim u
literaturi za ITC mjerenja s peptidima NRF2 s motivima DLG i ETGE*? i peptidima drugih
proteina koji se vezu na KEAP1%,

Izracunate vrijednosti termodinamickih parametara ukazuju na znacajan doprinos

elektrostatskih interakcija u vezanju peptida na domenu Kelch, $to je u skladu sa strukturnim
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analizama koje pokazuju velik broj veza medu argininskim ostacima domene Kelch i
glutamatima iz motiva ETGE.

Uocena je znacajna razliku u stehiometriji (N) od ~50 % prilikom vezanja kraceg i duljeg
peptida, §to moze biti posljedica razlike u odredivanju koncentracije peptida. Za kraci peptid,
koji ne sadrzi triptofanske ostatke, nije bilo moguée odrediti koncentraciju mjerenjem
apsorbancije BioDropom kao za protein i dulji peptid, te je koriStena koncentracija prema
izraCunu proizvodaca za otopinu liofiliziranog peptida. S obzirom da sekundarno mjesto
vezanja peptida nije uoceno u kristalografskoj strukturi, malo je vjerojatno da ova razlika u
stehiometriji ukazuje na specificnu interakciju peptida s drugim veznim mjestom na domeni

Kelch.

4.11. ITC mjerenja vezanja Kelch — DPP 111

Termodinamicka analiza vezanja DT Kelch — DPP 111 provedena je mjerenjima ITC tako da su
uzorci proteina s His-privjescima proc¢isc¢eni afinitetnom kromatografijom i odsoljeni u pufer
istog sastava, 20 mM Tris, pH=7,5, te ukoncentrirani do Zeljenih koncentracija za eksperimente.
Mjerenja su izvedena na uredaju VP-ITC na nacin da je u prvom slu¢aju domena Kelch u ¢eliji
(koncentracije ~ 20 uM) titrirana proteinom DPP |1l (koncentracije ~ 200 uM), a u drugom
slucaju DPP III u ¢eliji (koncentracije ~ 20 uM) titrirana domenom Kelch (koncentracije ~ 200
uM).

Reprezentativni rezultati (slika 49), izmjereni su u duplikatu te se na temelju njih moze
zakljuéiti da je vrijednost Kq za vezanje Kelch — DPP 111 reda veli¢ine 10® M. Kada se usporede
termodinamicki parametri za titraciju domene Kelch proteinom DPP III s onima za titraciju
zasebnom petljom ETGE, uocava se da su u slucaju protein-protein interakcija entalpijski i
entropijski doprinosi negativni, §to sugerira odvajanje motiva ETGE od tijela DPP III tijekom
njenog vezanja na Kelch (slika 49). Odvajanje petlje ETGE od tijela DPP Il1, te istiskivanje
vode prilikom njenog umetanja u vezno mjesto domene Kelch poveéavaju entropiju vezanja.
Dok je prvi korak entalpijski nepovoljan, doprinos drugog koraka znatno je povoljniji. Obrnuto,
kada se DPP III u ¢eliji titrira domenom Kelch, entalpijski doprinos je znac¢ajno povoljniji, a

entropijski je doprinos zanemariv.
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Slika 49. Titracijski podaci i izoterme vezanja najuspjes$nijih mjerenja titracije domene Kelch

u ¢eliji proteinom DPP III (gore), te DPP III u ¢eliji domenom Kelch (dolje).

Ispitani su razli¢iti uvjeti mjerenja interakcija, no nismo uspjeli replicirati rezultate mjerenja
ITC za vezanje Kelch — DPP 11l u triplikatima, zbog velikih promjena u baznoj liniji tijekom
titracija. To je pripisano moguénosti da domena Kelch stvara dimere ili multimere te da proteini
agregiraju tijekom dugotrajnog mjerenja uz mijesanje u celiji. No moguce je i da postoji vise
koraka u procesu vezanja, za koje nije moguce odrediti pojedinacne termodinamicke parametre.
Zbog nemogucnosti da se sa sigurno$c¢u utvrdi razlika u vezanju razli¢itih varijanti proteina,

ovom metodom nisu mjerene interakcije s mutiranim varijantama.

4.12. Proucavanje utjecaja mutacija domene Kelch na vezanje peptida
ETGE ITC-om

Mijerenja vezanja peptida na varijante Kelch s mutacijama R326D i R470C, u kojima su

mutacije na povrsini proteina suprotnoj od veznog mjesta, su provedena na uredaju PEAQ-ITC

s peptidom od 24 ak (slika 50).
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Slika 50. Sirovi titracijski podaci (gore) i titracijske krivulje (dolje) za vezanje Kelch — peptid
ETGE DPP |1l 24 ak za varijante Kelch A)R326D i B)R470C.

Za varijantu R470C nije uo€ena razlika u afinitetu vezanja u odnosu na DT domene Kelch, dok

se varijanta R326D veZe za red veli¢ine slabije od DT proteina (tablica 20).

Tablica 20. Srednje vrijednosti termodinamickih parametara sa standardnim devijacijama,
odredenim na uredaju PEAQ-ITC za 3 mjerenja ITC, titracijom proteina Kelch divljeg tipa i
varijanti s mutacijama R326D i R470C peptidom ETGE DPP III od 24 ak. KoriSten je model

za jedno vezno mjesto.

DT R326D R470C
K¢ (mol dm®)  |(3,3£2,5)x10®  [(1,3£0,2)x10” (1,2+0,1)x10®
N 1,05 0,98 0,91
AH (kJ mol)  [-72,5+6,2 -76,8+0,9 -67,2+0,6
AG (kJ mol?)  |-43,4+1,9 -39,4+0,4 -45,3+0,2
-TAS (kJ mol?) 29,146,0 37,4+0,4 22,0+1,3

Mjerenja s varijantama domene Kelch s mutacijama G333C, R415C, G480W i Y525C, u
kojima se mutacije nalaze blizu veznog mjesta, su provedena ITC-om s peptidom ETGE-DPP
Il od 11 ak (slika 51).
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Za varijantu G333C nije bilo moguce odrediti titracijsku krivulju i termodinamicke
parametre, te se moze zakljuciti da ne dolazi do vezanja ili je ono vrlo slabo. Mutacije R415C
1 Y525 takoder znatno povecavaju Kg, za priblizno dva reda veli¢ine, dok je najmanji utjecaj

mutacije G480W, koja povecava Kq za red veli¢ine u odnosu na DT domene Kelch (tablica 21).

A B
0
s s
= 005 z .
& 5
0.1 A
-
L R L L L I L T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Vrijeme (min) Vrijeme (min)

L UL L L R
0 0.5 1 1.5 2 25

Molarni omjer

C 02 D o,y
~ 0 —~ oJ
= -02 = e
~ 04—
-0.4 =9 ]

E O 05
06 08
-0.8 71—7

1 1.2+

LI LI LI L L L IR L L B |

T T T T T T rTTd
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Vrijeme (min) Vrijeme (min)

5] .

AH /kJ/mol
AH /kJ/mol

T T 1
0 02040608 1 12141618 2 0 05 1 15 2 25

Molarni omjer Molarni omjer

Slika 51. Rezultati ITC mjerenja vezanja peptida ETGE DPP 11 za varijante Kelch A) G333C,
B) R415C, C) G480W i D)Y525C. Za varijantu G333C nije izmjereno vezanje te su prikazani
sirovi titracijski podaci, dok su za ostale varijante, za koje je izmjereno vezanje, dane krivulje
vezanja.
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Tablica 21. Vrijednosti Kg sa standardnom devijacijom odredene iz 3 mjerenja na PEAQ ITC-
u, titracijom proteina Kelch divljeg tipa i mutiranih varijanti peptidom ETGE DPP 111 od 11 ak.

Koristen je model za jedno vezno mjesto. (NV-nema vezanja)

DT G333C |R415C G480W Y525C
Ko (moldm?)  [(5,7+0,8)x10® [NV  [(3,4+3,4)x10° |(1,8+0,6)x107 [(1,2 +0,3)x10%

Za 3 mutirane varijante Kelch u blizini aktivnog mjesta koje imaju najveci utjecaj na Kqg
izraCunati su termodinamicki doprinosi za proces vezanja peptida ETGE DPP III (tablica 22) i

histogrami su usporedeni s histogramom za DT proteina (slika 52).

Tablica 22. Vrijednosti termodinamickih parametara za vezanje peptida ETGE DPP III od 11

ak na varijante domene Kelch s tockastim mutacijama.

R415C G480W Y525C
ArH/kJ mol* -29,1+10,3 | -322+03 | -31,5+4,2
ArG/kJ mol? -332+47 -38,7+1,0 | -33,9+0,7
-TArS/kJ mol? 4.0+ 14,6 -6,5+0,6 -23+49

Moze se uociti da sve 3 mutacije imaju entalpijski nepovoljan u¢inak na vezanje (povecanje
entalpije vezanja ~10 kJ mol™u odnosu na DT), dok je entropijski u¢inak mutacija na vezanje
Kelch — peptid ETGE potencijalno blago pozitivan. To se najvise uo¢ava kod mutacije G480W,
dok je za varijante s mutacijama R415C i Y525C, koje se nalaze u samom veznom mjestu za
petlju ETGE te sudjeluju u interakcijama s njom, dobivena vrlo velika vrijednost pogreske te

nije moguce ustanoviti razliku u odnosu na DT.
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Slika 52. Histogrami termodinamickih parametara za A)DT i mutirane varijante domene Kelch

B)R415C, C)G480W i D)Y525C.

4.13. Proucavanje utjecaja mutacija domene Kelch na afinitet vezanja
Kelch — DPP 11l MST-om

Metodom MST ispitani su afiniteti vezanja DT 1 mutiranih varijanti domene Kelch na obiljezeni

protein DPP III odredivanjem vrijednosti Kq. Rezultati su prikazani u tablici 23.

Tablica 23. Vrijednosti konstante disocijacije, K4, za vezanje DT i varijanti domene Kelch na
obiljezeni protein DPP III DT. Naveden je interval pouzdanosti K, gdje je bilo moguce

usporediti rezultate 3 mjerenja.

Kelch Kd (mol dm3)
DT (1+0,3)x105
G333C ~2x10*
G480W | (4+1,3)x10°
R415C ~4x108
Y525C ~6x10°

Za varijantu G480W uoceno je nesto povoljnije vezanje nego za domenu Kelch divljeg tipau 3
ponavljanja. To je u skladu je s pretpostavkom na temelju simulacija MD da dodatna interakcija
koju uspostavlja supstituirani ostatak W480 u domeni Kelch s argininskim ostacima u

strukturiranom dijelu DPP III moze doprinijeti vezanju Kelch — DPP II1.
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Za varijantu G333C izmjerena je znatno visa vrijednost Kg, U odnosu na DT, odnosno
uoceno je vrlo slabo vezanje na protein DPP III. Za varijantu Y525C takoder je izmjereno
priblizno 6 puta slabije vezanje na DPP III nego za DT domene Kelch. Zbog slabog vezanja
priblizne vrijednosti Kq su se mogle zakljuciti samo iz jednog od 3 nezavisna mjerenja, dok je
termoforetska promjena u ostalim ponavljanjima bila nedovoljna da se odredi vezna krivulja.
Moze se zakljuciti da je interakcija preslaba da bi se pratila ovom metodom.

Vrijednost K¢ za R415C odredena u 2 ponavljanja znatno je niza od DT proteina, ali je
prac¢ena visokim omjerom Suma i signala, te se ne moze tvrditi da je pouzdano procijenjena.
Moguce je da nestabilnost ovih varijanti domene Kelch uocena DLS-om utjeCe na mjerenje

interakcija MST-om.

4.14. Proucavanje utjecaja mutacija DPP III na afinitet vezanja Kelch —
DPP 11l MST-om

Vezanje DT kao i mutiranih varijanti proteina DPP III na DT domene Kelch obiljezene
fluorescentnom bojom proucavano je fluorescencijskom promjenom uslijed vezanja na uredaju

za MST, te su odredene konstante disocijacije Kq (tablica 24).
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Tablica 24. Vrijednosti Kq za vezanje DPP 111 (DT i mutiranih varijanti)—Kelch izmjerene na
temelju fluorescencijske promjene uslijed vezanja na uredaju Monolith NT.115. Mjerenja su
provedena u triplikatima, te je takoder provedeno kontrolno mjerenje s varijantom DPP III s

delecijom motiva ETGE. Prikazan je interval pouzdanosti K.

DPP 111 Kd (mol dm®)

DT (8,3 1,1)x107
E451K (4,0 £0,5)x107
P479S (4,5 +4,9)x10®
G482C (1,0 £ 0,4)x10®
Q484H 3,9+ 1,1)x107
R620C (7,5 + 1,9)x107
R623L (3.9 + 1,4)x107
R623W | (4,7 +18)x10°
R638L (4,1 £0,6)x107
R638W [ (4,1 +0,5)x107
R703C (4,8 0,8)x107
R703H (1,0 £0,1)x10®
AETGE | (1,0£0,3)x10®

Nakon ponovljenog obiljezavanja domene Kelch 1 mjerenja promjene pocetne fluorescencije
uslijed vezanja, vrijednost Kq za divlji tip DPP III bila je 4 puta niza, te su podaci mjerenja s
novoobiljeZenim proteinom Kelch i DT te preostalim mutiranim varijantama DPP III dana u
tablici 25. Iz navedenog razloga diskutiran je relativni utjecaj svih proucavanih mutacija na

afinitet vezanja, prikazan u obliku omjera veli¢ina Kq(DT)/ Kga(mut) (slika 53).
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Tablica 25. Vrijednosti Kq za vezanje DPP 111 (DT i mutiranih varijanti)—Kelch izmjerene na
temelju fluorescencijske promjene uslijed vezanja na uredaju Monolith NT.115. Mjerenja su

provedena u triplikatima. Prikazan je interval pouzdanosti Kg.

DPP Il | Kg (mol dm)

DT (1,9 £ 0,7)x107
E480Q | (1,6 +0,4)x10°
T481M | (2,3 £0,4)x10°®
R510W | (6,3 £2,0)x10”7
V514M | (2,3 +0,9)x107
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Slika 53. Histogramski prikaz omjera Kq odredenih promjenom fluorescencije uslijed vezanja
obiljeZzene domene Kelch DT s DPP III DT i ispitivanim varijantama DPP III s tockastim
mutacijama. Unutarnji histogram prikazuje izdvojenu regiju s omjerom 0-20 unutar kojeg su

smjestene vrijednosti vecine varijanata.

Najveca razlika u odnosu na divlji tip uocena je za varijantu DPP 11l s mutacijom R623W, koja
pokazuje preko 100 puta veci afinitet vezanja prema domeni Kelch u odnosu na divlji tip DPP
III. Takav rezultat ocekivan je na temelju pretpostavke da je R623 jedan od ostataka koji drze
petlju ETGE DPP Ill, vezanom za tijelo proteina u slobodnom obliku, te da odvajanje petlje

koje prethodi njenom vezanju na Kelch predstavlja klju¢an korak u ovom procesu.
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Mutacija R623L, kao i R620C u drugom argininskom ostatku u blizini mjesta vezanja petlje
ETGE na tijelo DPP III u slobodnom obliku, nije pokazala znac¢ajan u¢inak na Kq Kelch — DPP
III. To se mozZe objasniti redundancijom u argininskim ostacima koji mogu drzati petlju
vezanom, te pritom dolazi, kako je uoceno 1 u simulacijama MD, do zamjene argininskih
ostataka koji ostvaruju interakcije kada je jedan od njih supstituiran. Stoga je u simulacijama
spontano odvajanje petlje uoCeno tek supstitucijom dvaju argininskih ostataka. U slucaju
supstitucije R623W, kao §to je uoceno tijekom simulacija MD, dolazi do sterickog ometanja
primicanja ostalih arginina koji mogu interagirati s E480, te je utjecaj na odvajanje petlje, a
time i povisenje afiniteta, izrazeniji nego kod varijanti R623L i R620C.

Zamjetan je i utjecaj mutacije P479S, u prolinskom ostatku neposredno ispred motiva ETGE
u petlji DPP III, na smanjenje Kg, priblizno za red veli¢ine. U radu Cino i sur. 2013.43
proucavano je kako razli¢iti motivi mijenjaju afinitet vezanja proteina interaktora na KEAPL.
Iako povoljnije vezanje nije predvideno rezultatima molekulskog modeliranja, poznato je da
protein NRF2, s najvi§im poznatim afinitetom prema protein KEAP1 na polozaju neposredno
ispred motiva ETGE ima glutamat. Stoga bi ova supstitucija mogla djelovati na blago povecanje
afiniteta zbog povoljne interakcije S479 s domenom Kelch na nacin sli¢an onom koji ostvaruje
glutamatski ostatak na tom poloZaju kod proteina NRF2.

Izmjereni afinitet vezanja varijanti DPP III E480Q i T481M na Kelch za red veli¢ine je
slabije od onog divljeg tipa proteina. U usporedbi s rezultatom za varijantu DPP 111 s delecijom
motiva ETGE, dobiveni afiniteti su ipak neSto veci, §to ukazuje na nastajanje specifi¢nog
kompleksa, ali sa znatno slabijim vezanjem, $to je u skladu s prethodnim rezultatima nativne
PAGE i DLS-a, kao i predvidanjima na temelju strukturnih analiza.

Ostale ispitivane mutacije ne pokazuju znacajan u¢inak na promjenu afiniteta vezanja DPP
Il prema domeni Kelch proteina KEAP1. Medu njima G482C, supstitucija unutar motiva
ETGE, te R703H znatno udaljena od petlje ETGE DPP III, imaju neSto viSu vrijednost Kq U
odnosu na DT DPP III. Za supstituciju G482C moze se pretpostaviti da bo¢ni ogranak cisteina
u odnosu na glicin negativno utjece na pozicioniranje motiva ETGE u veznom mjestu.

Osim R703H, mutacije koje se ne nalaze blizu petlje ETGE imaju nesto niZe vrijednosti K.
Medu njima i varijanta E451K sa supstitucijom u katalitickom mjestu DPP III koja dovodi do
inaktivacije peptidazne aktivnosti. Stoga se moze zakljuciti da udaljeni elementi strukture, kao
ni peptidaznog mjesta ne utjeCu znacajno na vezanje DPP III na domenu Kelch proteina

KEAPI.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Kombinacijom racunalnih i eksperimentalnih metoda istrazena je uloga mutacija DPP III 1
proteina KEAP1 na njihov medusobni afinitet (ili stabilnost njihovih kompleksa, to¢nije
kompleksa DPP 111 i domene Kelch proteina KEAPL).

Vezanje DPP 111 za domenu Kelch ostvaruje se putem motiva “°ETGE*? koji se nalazi na
petlji smjeStenoj na vrhu gornje domene DPP III. Struktura kompleksa domene Kelch s
peptidom koji odgovara toj petlji odredena je kristalografski (PDB ID: 6TG8) 1 molekulskim
modeliranjem te je sluzila kao predlozak za modeliranje kompleksa Kelch — DPP 111 u kojem
domena Kelch sadrzi potpunu sekvencu C-kraja.

Termodinamicki parametri odredeni za vezanje 11 i 24 ak dugih peptida ETGE na domenu
Kelch, kao i Kg vrijednosti, 57 i 33 nM, odgovaraju podacima dostupnim u literaturi za ITC
mjerenja s peptidom ETGE Nrf2 i peptidima drugih proteina s motivom ETGE/STGE.

Pomoc¢u ubrzanih 1 klasiénth MD simulacija provedenih za divlji tip DPP III i njezine
mutirane varijante, a u kombinaciji s eksperimentalnim mjerenjima afiniteta vezanja navedenih
varijanti za domenu Kelch, pokazano je da je konformacijska promjena odvajanja petlje ETGE
DPP 111 od tijela proteina klju¢na u procesu nastajanja kompleksa Kelch — DPP I1l. Naime da
bi glutamati iz motiva ETGE uspostavili potrebne vodikove veze i elektrostatske interakcije s
argininskim i serinskim ostacima domene Kelch nuzno je odvajanje motiva ETGE od tijela
proteina DPP III za koje se drzi jakim intramolekularnim vodikovim vezama s argininskim
ostacima R620, R623 te R624. Mutacije tih argininskih ostaka, ukljucujuéi varijantu pronadenu
u tumorskom tkivu, R623W, rezultiraju lakSim otpustanjem petlje ETGE i time pospjesuju
nastajanje kompleksa Kelch — DPP lII.

U kompleksu, E480 iz motiva ETGE ostvaruje velik broj interakcija s aminokiselinama
domene Kelch putem svog bo¢nog ogranka, pa supstitucijom E480Q one bivaju narusene. Za
razliku, T481 ostvaruje interakcije s domenom Kelch uglavnom preko okosnice te supstitucija
T481M ne narusava dominantne interakcije motiva ETGE s veznim mjestom Kelch-a. Time se
mogu objasniti eksperimentalni rezultati koji su pokazali da se varijanta E480Q ne veZe se na

domenu Kelch proteina KEAP1, a da je interakcija varijante T481M vrlo slaba.
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Mutacija P479S, u prolinskom ostatku neposredno ispred motiva ETGE u petlji DPP |11, u
eksperimentalnim mjerenjima blago povecava afinitet vezanja prema domeni Kelch, a udaljeni
elementi strukture, kao ni peptidaznog mjesta ne utjecu znacajno na vezanje.

Varijante Kelch-a G333C, te R415C i Y525C koji se nalaze u veznom mjestu za petlju
ETGE, vrlo se slabo vezu na protein DPP III, dok je za varijantu G480W odredeno nesto
povoljnije vezanje nego za domenu Kelch divljeg tipa. Modeliranje je pokazalo da W480
interagira s argininskim ostacima u strukturiranom dijelu DPP 111 te tako dodatno stabilizira
kompleks Kelch — DPP 1ll. Ovo saznanje daje novi strukturalni uvid u mehanizme kojima

mutacije pronadene u tumorima mogu povecati specifi¢ni afinitet DPP III za vezanje na protein

KEAP1.
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§ 6. POPIS KRATICA

DPP 11 - dipeptidil-peptidaza Il

KEAPL - Kelch-like ECH associated protein 1

NRF2 - Nuclear factor [erythroid-derived 2]-like 2 protein

MD - molekulska dinamika

ASMD - ubrzana usmjerena molekulska dinamika (engl. adaptive steered)

MM-PBSA - Poisson-Boltzmanov model za racunanje slobodne energije vezanja (engl.
molecular mechanics - Poisson-Boltzman surface area)

SAXS - rasprsenje X-zraka pod malim kutevima na molekulama u otopini (engl. small angle
X-ray scattering)

ITC - izotermna titracijska kalorimetrija

MST - termoforeza na mikroskali (engl. microscale thermophoresis)

MM - molekularna mehanika

QM — kvantna mehanika

PDB - proteinska baza podataka (engl. Protein Data Bank)

ARE - elementi antioksidacijskog odgovora (engl. antioxidant response elements)
MM-GBSA poopceni Bornov model za ra¢unanje slobodne energije vezanja (engl. molecular
mechanics - Generalized Born surface area)

DT - divlji tip

DLS - dinamicko rasprsenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering)

DTT - ditiotreitol

TCEP - tris(2-karboksietil)fosfin

SDS - natrijev dodecilsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE - poliakrilamidna gel-elektroforeza u prisutnosti natrijeva dodecil-sulfata
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