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SAZETAK

VEZANJE IONA PRIJELAZNIH METALA U LJUDSKOJ DIPEPTIDIL-PEPTIDAZI 1l

Antonia Mati¢
Institut Ruder Boskovi¢, Bijenicka cesta 54, Zagreb

Cilj istrazivanja bio je odrediti u¢inak vezanja razli¢itih dvovalentnih iona metala: Zn?*
Mn?2*, Co?*, Cu?*, u razli¢itim koncentracijama, na aktivnost ljudske dipeptidil-peptidaze 111
(hDPP I11), istraziti pretpostavku postojanja inhibitornog veznog mjesta metala i ukoliko je
to¢na, identificirati ga. Istrazivanja su provedena kombiniranjem razli¢itih eksperimentalnih i
raCunalnih metoda. Za potrebe eksperimentalnog istrazivanja pripremljeni su holoenzimi s
ionima Zn?*, Mn?*, Co?" i Cu?*. U tim uzorcima stehiometrija metal-protein odredena je
spektrometrijom masa s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) i izotermalnom
titracijskom kalorimetrijom (ITC). Koriste¢i metodu spektroskopije zaustavljenog protoka,
pratilo se smanjenje enzimske aktivnosti hDPP III uzrokovano viskom iona metala.
Racunalnim metodama, kvantno mehanickim izra¢unima 1 molekulsko dinamickim
simulacijama, odredeni su afiniteti razli¢itih kationa metala prema aktivnom mjestu hDPP II1,
identificirana su inhibitorna vezna mjesta za ione bakra i cinka i odreden je mehanizam
izmjene metalnih iona vezanih u inhibitorno 1 kataliticko vezno mjesto.
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The aim of the study was to determine the binding effect of various divalent ionic metals:
Zn?*, Mn?*, Co?*, Cu?*, in different concentrations, on the activity of human dipeptidyl
peptidase 111 (hDPP I1I), to verify our assumption of the existence of an inhibitory metal
binding site and, if correct, to identify this site. The investigations were carried out by
combining different experimental and computational methods. For the experimental studies,
holoenzymes with Zn?*, Mn?*, Co?*, and Cu?* ions were prepared. In these samples, the
metal-protein stoichiometry was determined by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) and isothermal titration calorimetry (ITC). Stopped flow spectroscopy
was used to monitor the decrease in hDPP-11l enzyme activity due to an excess of metal ions.
Computational methods, quantum mechanical calculations and molecular dynamics
simulations were used to determine the affinities of different metal dications to the active site
of hDPP ll11, to identify the inhibitory binding site for copper and zinc ions and to determine
the mechanism of exchange of metal ions bound to the inhibitory and catalytic binding sites.
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§ 1. UVOD

Enzim dipeptidil-peptidaza Il (EC 3.4.14.4) pripada grupi egzopeptidaza, a katalizira
odcjepljivanje dipeptida s N-terminalnog dijela peptidnog supstrata. Prisutna je u gotovo svim
tkivima sisavaca i ima vrlo Siroku supstratnu specifi¢nost zbog ¢ega se smatra da sudjeluje u
zavr$nim koracima stani¢nog katabolizma proteina. Zbog moguénosti da efikasno katalizira
hidrolizu pojedinih endomorfina i angiotenzina [1, 2] posljednjih je godina pokrenuto niz
istrazivanja vezanih za njezinu ukljuéenost u regulaciju boli i tlaka [3, 4].

DPP 1II je prepoznata kao protein koji utjeCe na povecanje ekspresije gena za anti-
oksidativni odgovor [5], najvjerojatnije svojim djelovanjem na Keap1-Nrf2 signalni put [6, 7].
Sve navedeno upucéuje na vaznost poznavanja stani¢ne funkcije DPP 1lIl u svrhu
razumijevanja nekih bolesti kod ljudi. Tako je npr. utvrdeno da nedostatak DPP III potencira
gubitak koStane mase uzrokovan nedostatkom estrogena u miSevima kojima su odstranjeni
jajnici 1 koji su koristeni kao model za proucavanje osteoporoze u postmenopauzi [8]. Gen za
DPP 11l dio je genskog potpisa za koji su He i sur. (2010.) ustanovili da moze predvidjeti
ishod izljecenja od raka dojke kod ljudi, a Chou i sur. (2013.) identificirali su ga kao jedan od
21 gena blisko povezanih s ponovnim javljanjem raka dojke.

Karakteristicni motivi DPP III, "HEXXGH" 1 "EEXR(K)AE(D)", odgovorni su za
vezanje iona metala u aktivno mjesto enzima. lako je ion cinka bitan za peptidaznu aktivnost
ljudske dipeptidil-peptidaze Ill, Fukasawa i sur. su pokazali da njegov suviSak inhibira
aktivnost enzima [9]. U aktivno mjesto DPP III veze se jedan ion cinka, no dosadasnja
istrazivanja jasno upucuju na moguénost vezanja jo$ jednog iona metala koji svojim vezanjem
inhibira enzimsku aktivnost DPP 1ll. Vezanje drugog iona metala u tzv. inhibitorno vezno
mjesto metala smjesSteno neposredno uz kataliticki aktivho mjesto enzima, opaZeno je u
kristalografskim strukturama triju o cinku ovisnih enzima, kod kojih je, kao i kod DPP llII,
kataliticki cink koordiniran s dva histidina 1 karboksilnom skupinom aminokiselina Glu ili
Asp: karboksipeptidazi A, termolizinu i LpxC (PDB kodovi odgovaraju¢ih struktura su
1CPX, 5EGY i 1P42). Young i Siemann pokazali su da kod izmjene metala u letalnom
faktoru (LF) antraksa vezanje metala u inhibitorno vezno mjesto prethodi oslobadanju

kataliti¢kog cinka [10]. Buduci da ioni metala imaju znac¢ajnu ulogu u zdravlju ¢ovjeka, vazno
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je razumjeti proces izmjene metala u razli¢itim bioloSkim fenomenima kao §to su homeostaza
cinka, medu-proteinska izmjena metala, detoksifikacija i sprecavanje vezanja pogresnih iona
metala za enzime. Primjenom iste logike kojom su Young i Siemann pretpostavili moguce
mjesto vezanja inhibirajué¢eg iona Zn?* u LF-u, moZemo pretpostaviti postojanje inhibitornog
veznog mjesta metala u DPP III. Medutim, ni jedna od dostupnih kristalnih struktura DPP III,
ne sadrzi dva iona cinka.

Jedan od ciljeva istrazivanja je eksperimentalno pokuSati potvrditi postojanje
inhibitornog veznog mijesta, to jest, to¢no kvantificirati vezanje i afinitet u odnosu metal-
protein.

Racunalnim pristupom mogu se proucavati sustavi koji eksperimentalno nisu lako
dostupni. U ranije provedenim simulacijama molekulske dinamike (MD) za DPP Il koristili
su se ranije razvijeni nevezni parametri za ion cinka za metalo proteine [14, 15], a koji su
opisivali interakcije metal-ligand samo kao elektrostatsku i van der Waalsovu interakciju.
lako su rezultati navedenih MD simulacija u skladu s eksperimentalnim rezultatima (daju
to¢ne informacije o strukturi i fleksibilnosti proteina), u njima je cink pretezno koordiniran sa
Sest liganada dok je u strukturama DPP Il odredenim difrakcijom X-zraka cink tetra-
koordiniran, s histidinima iz motiva “°HEXXGH*®, glutamatom iz motiva **’EECRAE®? i
molekulom vode (npr. 3FVY). Oktaedarska koordinacija iona cinka tijekom MD simulacija
postignuta je ulaskom dodatne molekule vode i karboksilnog kisika glutamata E451 iz
HEXXGH motiva. Kvantno mehanic¢ki/molekulsko mehanicki (QM/MM) racuni kojima je
odreden mehanizam reakcije hidrolize peptida u aktivnom mjestu ljudske DPP 1ll [16]
takoder upuéuju na tetraedarsku koordinaciju Zn?*. Zbog svega navedenog, a kako bi se
detaljno proucilo vezanje iona cinka za DPP Ill, odlucili smo razviti nove nevezne parametre
koji ¢e odrazavati saznanja dobivena proucavanjem enzimske katalize i postoje¢ih kristalnih
struktura DPP 11l. Dobiveni parametri omogucili bi nam identifikaciju inihibitornog veznog
mjesta cinka i pracenje ulaska i izmjene dodatnog iona cinka u aktivno mjesto DPP IlI.

Cilj istrazivanja je utvrditi u¢inke razli¢itih koncentracija metala: Zn?*, Mn?*, Co?",
Cu?* na aktivnost ljudske dipeptidil-peptidaze 111 (hDPP 111) i identificirati inhibitorno vezno
mjesto metala. Inhibicija hDPP III metalnim dikationima istrazivat ¢e se razli¢itim
eksperimentalnim 1 racunalnim metodama. Za potrebe eksperimentalnog istrazivanja
pripremit ¢e se holoenzimi s ionima Zn?*, Mn?*, Co?*, Cu?*. U tim uzorcima stehiometrija

metal-protein odredivat ¢e se spektrometrijom mase visoke rezolucije s induktivno
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spregnutom plazmom (HR-ICP-MS) i izotermalnom titracijskom kalorimetrijom (ITC).
Koriste¢i metodu zaustavljenog protoka, pratit ¢e se smanjenje enzimske aktivnosti hDPP IlI
uzrokovano viSkom metalnih kationa. Racunalnim metodama, kvantno mehani¢kim
izraCunima 1 molekulsko dinamickim simulacijama, odredit ¢e se afinitet razliitih metalnih
kationa prema aktivnom mjestu hDPP I, identificirati inhibitorno vezno mjesto metala i
odrediti mehanizam izmjene metala u enzimu.

Na temelju sli¢nosti aktivnog mjesta DPP III s drugim cink-ovisnim enzimima i
rezultata do sada provedenih kinetickih mjerenja pri razliitim koncentracijama metala,
pretpostavljeno je vezanje inhibitornog iona metala u blizini katalitickog centra. U sklopu
0vog znanstveno-istrazivackog rada na doktorskom studiju proucavana je interakcija proteina
hDPP 11l s metalnim ionima, te su eksperimentalni rezultati potkrijepljeni ra¢unalnim

rezultatima.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Enzimi

2.1.1. Klasifikacija peptidaza

Prema IUBMB (eng. International Union of Biochemistry and Molecular Biology) enzimi se
dijele u 6 osnovnih skupina, ovisno o vrsti reakcije koju kataliziraju: oksidoreduktaze,
transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze i ligaze. Skupine se dijele na podskupine ili podklase
koje se razlikuju po vrsti veze na kojoj se odvija reakcija. Podklase se mogu dalje podijeliti u
pod-podklase i pripisuju im se serijski brojevi (slika 1). Peptidaze spadaju u podklasu
hidrolaza, a osnovna funkcija im je kataliza hidrolize peptidne veze u proteinima ili peptidima
(slika 2) [17]. Peptidaze se nalaze u svim zivim organizmima i sudjeluju u izvanstani¢noj i
unutarstani¢noj razgradnji proteina i peptida.

Svi enzimi imaju zasebnu oznaku vije¢a za enzime EC (engl. Enzyme Commision), pa
tako peptidaze nose oznaku EC 3.4, gdje prvi broj 3 predstavlja klasu, hidrolaze, a broj 4
podklasu, peptidaze [18].

3.4.14.4
ﬂ::> Hidrolaze

Peptidaze (djeluju na peptidne veze)
Dipeptidil-peptidaze i tripeptidil-peptidaze
Dipeptidil-peptidaza Il

3.4.24.7
ﬂ::> Hidrolaze

Peptidaze (djeluju na peptidne veze)
Metaloendopeptidaze
Intersticijska kolagenaza (sinonim matriks-metaloproteinaza 1)

Slika 1. Primjer EC oznake za dvije metalopeptidaze prema vrsti reakcije, podklasi, pod-
podklasi i serijskom broju.
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Peptidna veza

R | T O R (0]
} N\/U\ Enzim: peptidaza O— H N+\)J\ )
&N/H]/ : o + H,O —m8M» &N + 3 ; 0
H H H B
@) R' (@) R'

Karboksilna

Komponenta Amino-komponenta

Slika 2. Shematski prikaz reakcije hidrolize peptidne veze, gdje su s R i R' oznaceni boc¢ni
aminokiselinski ogranci koji su kovalentno vezani za Co atom, a razlikuju se ovisno o

aminokiselinama.

Peptidna veza se moze cijepati pri kraju ili unutar peptidnog lanca, te se tako peptidaze dijele
na egzopeptidaze i endopeptidaze. Egzopeptidaze se dijele prema specifi¢nosti koju pokazuju
prema N-kraju ili C-kraju peptidnog lanca i prema broju aminokiselina koje odcjepljuju.
Egzopeptidaze koje odcjepljuju aminokiseline s N-kraja peptidnog lanca zovu se
aminopeptidaze (odcjepljuju jednu aminokiselinu), dipeptidil-peptidaze (odcjepljuju dvije
aminokiseline, to jest dipeptid) i tripeptidil-peptidaze (odcjepljuju tri aminokiseline).
Egzopeptidaze koje odcjepljuju aminokiseline sa slobodnog C-kraja peptidnog lanca zovu se
karboksipeptidaze  (odcjepljuju  jednu  aminokiselinu),  peptidil-dipeptidaze  (dvije
aminokiseline) i peptidil-tripeptidaze (tri aminokiseline).

Sistematizirane informacije o peptidazama mogu se nac¢i i u MEROPS bazi podataka.
Enzimi su razvrstani prema sli¢nosti slijeda aminokiselina ¢lanova obitelji, a homologne
obitelji grupirane su u klan. Obitelj moze sadrzavati jedan enzim ako nisu poznati homolozi
tog proteina, a oznaCava se slovom koje predstavlja kataliticki tip peptidaze i jedinstvenim
brojem tog enzima. Kataliticki tipovi peptidaza su: aspartatne (A), cisteinske (C), glutamatne
(G), metalopeptidaze (M), asparaginske (N), peptidaze mijeSanog tipa (P), serinske (S),
treoninske (T) i peptidaze kojima je tip nepoznat (U) [19].

2.1.2. Funkcija peptidaza

Proteini imaju esencijalnu ulogu u strukturi i funkciji svih zivih organizama, a gradeni su od
aminokiselina. Peptidaze su bioloski katalizatori koji razgraduju molekule proteina i peptida

kako bi osigurali slobodne aminokiseline potrebne za sintezu novih proteina. Peptidaze su
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evoluirale za obavljanje vitalnih funkcija unutar i izvan stanica. Vazna funkcija je obrada
proteina cijepanjem jedne ili viSe peptidnih veza unutar jednog proteina. Vaznost peptidazne
reakcije ukazuje i postojanje najmanje 8 (prema MEROPSu) kataliti¢kih tipova peptidaza, $to
sugerira da su peptidaze evoluirale viSe puta i na viSe nacina. Kao takve organizmu daju
mogucnost fine regulacije proteolitickog aparata, jer na razlicite tipove peptidaza djeluju
razli€iti tipovi inhibitora.

Aminokiselinski ostaci koji ¢ine vezno mjesto peptidaze odreduju koji se
aminokiselinski ostaci supstrata mogu vezati na specificna vezna mjesta enzima. Supstratna
specifi¢nost peptidaza opisuje se modelom i terminologijom prikazanim na slici 3. Od P1 do
Pn oznaceni su aminokiselinski ostaci peptidnog supstrata prema N-kraju od peptidne veze
koja se cijepa. Od P1' do Pn' oznaceni su aminokiselinski ostaci peptidnog supstrata prema C-
kraju od peptidne veze koja se cijepa. Podmjesta u aktivnom mjestu enzima, u koja se
smjestaju odgovarajuc¢i aminokiselinski ostaci supstrata, nose oznake S1 do Sn, odnosno od
S1'do Sn'[20].

mjesto cijepanja

WD DD~ -coor o
'

S2 S1 st sS2' s3' R

Slika 3. Shematski prikaz vezanja supstrata u aktivno mjesto peptidaze. Aminokiselinski
ostaci supstrata smjesteni u aktivno mjesto proteina numerirani su od P1 do Pn prema N-kraju
i od P1' do Pn' prema C-kraju supstrata. Polozaji u aktivnom mjestu peptidaza u koje se
smjestaju aminokiselinski ostaci supstrata na N-kraju su numerirani sa S1 do Sn, a poloZaji u
koje se vezu aminokiseline supstrata prema njegovom C-kraju sa S1' do Sn'. Slika preuzeta iz
literature [21].

Peptidaze kod viSih organizama utjeCu na replikaciju 1 transkripciju DNA, rast 1
diferencijaciju stanice, reorganizaciju stanicnog skeleta, angiogenezu, neurogenezu, sudionici
su u procesima zgrusavanja krvi, fibrinolize, ovulacije, fertilizacije, embrionalnog razvoja,

zacjeljivanja rana, upalnih procesa, imunog odgovora, kontrole krvnog tlaka, starenja,
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programirane smrti stanice (apoptoze) i nekroze. Zbog vaznosti uloge peptidaza u funkciji
stanica, promjene u peptidaznim sustavima rezultiraju mnogobrojnim patoloskim stanjima
kao $to su rast i metastaze malignih tumora, neurodegenerativni poremecaji, te upalne i
kardiovaskularne bolesti. Neke peptidaze mogu djelovati kao egzogeni faktor virulencije koji
dovodi do slabljenja imunoloskog sustava i unistavanja tkiva. Takve peptidaze su opazene
tijekom mikrobnih infekcija koje uzrokuju tetanus, upalu pluéa, tuberkulozu, AIDS, malariju,
botulizam i bakterijski meningitis, i nakon trovanja uzrokovanog ugrizom zmije. Detaljno
poznavanje molekularnih znacajki peptidaza i1 njihovih katalitickih domena pomaze nam u

razumijevanju njihovih radnih mehanizama i ¢ini osnovu za dizajn novih lijekova [20,22].

2.1.3. Metalopeptidaze

Metalopeptidaze (MP) ¢ine skupinu proteolitickih enzima koji u kataliticki aktivnom mjestu
imaju dvovalentni ion metala. Sekvenciranjem ljudskog genoma ustanovljeno je da 194 gena
kodira metalopeptidaze i da su one najveca skupina enzima proteolitiCkog sustava [23].
Kation metala u aktivnom mjestu metalopeptidaza odgovoran je za kataliticku aktivnost
proteina i obi¢no omogucuje nukleofilni napad molekule vode na peptidnu vezu. Najceséi ioni
metala prisutni u metaloenzimima su cink, kobalt, mangan, nikal i bakar. lon metala
uglavnom je koordiniran bo¢nim ograncima triju aminokiselina 1 molekulom vode.
Aminokiseline ¢iji ostaci koordiniraju ion metala najcesce su histidin, asparaginska kiselina i
glutaminska kiselina. Velik broj poznatih metalopeptidaza sadrzi motiv His-Glu-Xaa-Xaa-His
(HEXXH) koji ¢ini dio veznog mjesta iona metala. Ovaj motiv osigurava dva histidinska
ostatka od tri aminokiseline koje sluze kao ligandi u koordinaciji iona metala [24].

Cink je najzastupljeniji ion metala u enzimski kataliziranim reakcijama hidrolize
peptidne veze zbog fleksibilne koordinacijske geometrije i koordinacijskog broja (Cetiri do
Sest), fizioloSke dostupnosti, mogucénosti polarizacije intermedijera, brze izmjene liganada,
¢vrstog vezanja za enzim, nedostatka redoks aktivnosti 1 nemogucénosti stvaranja reaktivnih
radikala. MP su prema MEROPSu svrstane u 67 obitelji i 16 klanova. Mogu se podijeliti u
dvije glavne skupine na temelju broja iona metala koji su potrebni za kataliticku aktivnost.
Prva skupina su one s jednim ionom metala (mononuklearne metalopeptidaze), a druga s dva
iona Kkoji djeluju udruzeno (binuklearne metalopeptidaze). Gotovo sve do sada opisane
binuklearne metalopeptidaze su egzopeptidaze, dok metalopeptidaze s jednim katalitickim

ionom metala mogu biti egzopeptidaze ili endopeptidaze [25].
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Klasifikacija MP koju su utemeljili Cerda — Costa i sur. hijerarhijskog je tipa, a
temeljena je na evoluciji i sli¢nosti struktura MP. MP se dijele na podklasu, pleme, klan i
obitelji. Unutar skupine mononuklearnih metalopeptidaza su podklase koje su podijeljene na
plemena, koja su svrstana prema strukturnoj formi na: ,Inverzincins“, ,,Zincins®, srodnici
faktora sazrijevanja hidrogenaze (HybD), LAS MP i afa-egzopeptidaze. Plemena se dijele na
klanove, koji se dalje dijele na obitelji. Cijela klasifikacija prikazana je slikom 4.

Mononuciear
Podklasa melaliopeptidases
I
[ 1 2| I | —
Inverzincing Zincing HybD LAS metallopeptidases 4
Pleme (“XKEY) e [ee7oe| [AXsedsHXMEXXH)) ofa-Exopeptdases
[ T 1 I 1 |
Metzincins S2P-zncins || FisH-like AAAMPs Gluzincins Aspzinons Funnelins
Klan (HEXXHXXGXX 1 Dt (HEXX teDeR) K- EXX o E4ND#H O EXXHE X (EXX XXY‘N'D}II(‘XX.’R'NR""Y’E}
Obitelj | Astacing |d_| Adamalysins/ Bactenal cola 2 Thermolysins
: =1 ADAMS (EENEN) [T e oo aYoH)
aansadednnine bt | o Minigluzincins
Archaemetzinons 1] Sarralvsine 4 Cownns
T Ty Yoy (HEXXTHIXXEXXE)] [ (HEXX-SEXXS GoHeYR#Y)
Snasalvsing b : MABIMSE IMMPs || ~
Matrixins ; Anthrax lethal factor
- Pdr' SNS = : — LA‘H"!"'APS
ppa’y (HEXXH+EXXA+Y) J(: EXXHoNEXXT/A+GXMEN+Y)
Choieniysins =1 £, oo cin Dipepidy! pepbdase Il *** Neoil
rraguysns A Mg A bt epnlysing
v ( EM‘E-XWK ED) (HEXX 'Y‘WXX'D‘R)
Igalysins = _{ roxiysins

Slika 4. Klasifikacija mononuklearnih MP. Zeleno su oznaceni ostaci / ligandi koji se vezu za
metal, ljubicasto opce baze ili kiseline koje imaju kataliti¢ku ulogu, naran¢aste su boje ligandi
koji zauzimaju polozaj Met-okreta (eng. Met-turn) ili Ser / Gly-okreta ispod metalnog mjesta,
X je oznaka za bilo koju aminokiselinu i ovdje prikazuje razmak unutar motiva, crnom su
oznafeni aminokiselinski ostaci enzima koji doprinose stabilizaciji reakcijskog

meduprodukta. Slika preuredena prema slici iz literature [20].

Za metaloenzime plemena ,,Zincins® je karakteristicno da enzimi u aktivnom mjestu sadrze
ion cinka koordiniran s dva histidinska ostatka iz pentapeptidnog motiva HEXXH. Na
drugom mjestu u motivu je uvijek glutaminska kiselina koja ima kataliticku funkciju. Za

nekoliko obitelji iz plemena rijeSena je barem jedna kristalna struktura proteina, to jest
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strukturni prototip. Strukturni prototipi svih obitelji sadrze dvije strukturne domene s aktivnim
mjestom izmedu njih. N-terminalna domena je ista u svim ¢lanovima, a sadrzi o-zavojnice i
B-nabranu ploc¢u gradenu od 6 B-vrpci. C-terminalne domene kod nekih ¢lanova, kao §to su
npr. termolizin i leishmanolizin ¢ine kompleksne sekundarne strukture, a kod nekih, kao Sto je
snapalizin, jednostavne.

S obzirom na tre¢i ligand vezan na ion cinka, pleme ,,Zincins* se dijeli u dva klana.
Prvi klan je ,,Gluzincins* u kojem je tre¢i ligand ostatak glutaminske kiseline udaljene od
HEXXH motiva 18 do 72 aminokiseline. Drugi klan je ,,Metzincins“ gdje je tre¢i ligand
histidin ili asparaginska kiselina koji se nalaze u prosirenom motivu HEXXHXXGXX(HD).
Ocuvani glicin u prosirenom motivu je neophodan za B-okret (engl. S-turn) koji primice sve
tri aminokiseline u koordinacijsku sferu cinka. Za peptidaze iz ovog klana je karakteristican
specifi¢an B-okret ispod aktivnog myjesta koji sadrzi oCuvani metioninski ostatak, Met-okret

[20,25]. Mehanizam katalize monometalnih MP i detaljni opis prikazani su slikom 5.
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Slika 5. Opceprihvaceni kataliticki mehanizam monometalnih MP. U odsutnosti peptidnog
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supstrata (I) molekula katalitickog otapala se veZze na kataliticki ion metala (bijela sfera) i
opéu bazu / kiselinu u aktivnom mjestu. Nakon smjeStanja supstrata u medu-domensku
pukotinu i nastajanja Michaelisovog kompleksa (11), polarizirana molekula otapala napada
karbonilnu skupinu, S§to rezultira tetraedarskim reakcijskim intermedijerom (III). Slijedi
pucanje veza unutar nastalog intermedijera uz dvostruki prijenos protona u novoformiranu o-

amino skupinu i nastajanje produkta (V). Slika preuzeta iz literature [20].
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2.1.4. Dipeptidil-peptidaza Ill

Dipeptidil-peptidaza III (DPP III) je obitelj metalopeptidaza ovisna o cinku ¢iji su motivi
"HEXXGH" i "EEXR(K)AE(D)" odgovorni za vezanje iona metala u aktivno mjesto enzima
[9]. U bazi podataka MEROPS obitelj dipeptil-peptidaza Il imenovana je i kao obitelj
peptidaza M49.

DPP III (EC 3.4.14.4; M49) je proteoliticki enzim ¢ija je aktivnost ovisna o ionu
cinka, a katalizira odcjepljivanje dipeptida s N-terminalnog dijela peptidnog supstrata veli¢ine
3 do 10 aminokiselina [23]. Prvi put je izolirana iz prednjeg reznja govede hipofize 1967.
godine i identificirana reakcijom hidrolize nesupstituiranih dipeptidil-2-naftilamida kao treca
po redu od dipeptidil-peptidaza, koja selektivno hidrolizira Arg-Arg-2-naftilamid. Postojece
kristalne strukture DPP III mogu se pronaci U banci podataka Protein Data Bank (PDB). Do
sada su poznate strukture ljudske DPP Ill (PDB: 3FVY, 5EGY, 3T6B, 3T6J, 5E2Q, 5E33,
5E3A, 5E3C, 5EHH) [11, 21], kvasc¢eve (PDB: 3CSK), iz gljive (PDB: 5YFB, 5YFC, 5YFD)
[12] i bakterijske (PDBI: 5NAG, 6NA7, 5SNAS) [13].

DPP 1Il se nalazi u tkivima sisavaca, te se pretpostavlja da sudjeluje u zavr$nim
koracima stani¢nog katabolizma proteina, a buduc¢i da cijepa niz endogenih neuropeptida i u
ve¢im koncentracijama nadena je u povrSinskim neuronima straZnjeg roga ledne moZzdine
Stakora, gdje se ujedno nalaze i1 enkefalin i endomorfin, smatra se da je ukljucena u
modulaciju boli kod sisavaca [1].

Humana dipeptidil-peptidaza Il (hDPP 111) ima znac¢ajnu ulogu u razvoju ljudskih
bolesti. Gen za hDPP III dio je genskog potpisa za koji je ustanovljeno da mozZe predvidjeti
ishod lijeCenja raka u ljudi [26] te je identificiran kao jedan od 21 gena blisko povezanih s
ponovnim javljanjem raka dojke [27].

Molekula DPP III gradena je od gornje i donje domene koje su odvojene Sirokim
procjepom. Donji dio procjepa omeden je dvjema paralelnim [-nabranim plo¢ama
sastavljenim od po pet B-vrpci i okruzenim a-uzvojnicama. U gornjoj domeni uz sam procjep
nalazi se aktivno mjesto s vezanim katalitickim ionom cinka. Dva histidina, His450 i His455
iz motiva HEXXGH te Glu508 iz ve¢ spomenutog ocuvanog motiva EEXR(K)AE(D),
koordiniraju cink u aktivnom mjestu. Glu451, koji se takoder nalazi u prvom heksapeptidnom
motivu, direktan je sudionik reakcije buduc¢i da prenosi vodike s molekule vode koja zauzima
¢etvrto koordinacijsko mjesto cinka u tetraedarskoj koordinaciji na dusiku peptidne veze koja

se cijepa.
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DPP 11l dolazi u dvije konformacije: otvorenoj i zatvorenoj. Prva kristalografski
odredena struktura DPP III bila je u otvorenoj konformaciji (slika 6a). Velika konformacijska
promjena koja je dovela do zatvaranja medudomenske pukotine primijeéena je tijekom
molekulsko-dinamickih simulacija proteina u vodenoj otopini pri ¢emu je zatvaranje
entropijski potaknuto. Izbacivanjem molekula vode iz medudomenske pukotine, entropija
sustava se povecava. Priblizavanje dviju domena endoterman je proces, ali zbog entropijskog
doprinosa otpustanja velikog broja molekula vode iz procjepa prilikom zatvaranja, ukupna
promjena Gibbsove energije je negativhna [21]. Prva eksperimentalno odredena struktura
potpuno zatvorenog proteina bila je ona ljudske DPP 111 u kompleksu sa sintetskim opioidnim
peptidom tinorfinom (VVYPW, slika 6b). Pokazalo se da vezanje peptida za f-nabranu ploc¢u
donje domene DPP III dodatno poti¢e zatvaranje proteina 1 osigurava pravilno pozicioniranje
supstrata za enzimsku katalizu. Izmedu supstrata i gornje domene proteina Stvaraju se

vodikove veze ¢ime nastaje aktivan kompleks enzima i supstrata.

Slika 6. Struktura ljudske dipeptidil-peptidaze Ill. Gornje domene prikazane su zlatnom
bojom, donje domene sivom, a B-jezgra s pet vrpci tamnozelenom bojom. Kataliti¢ki cinkov
ion prikazan je kao ljubicasta kugla. (a) Prikaz strukture otvorene konformacije hDPP
I1l. (b) Prikaz zatvorene konformacije hDPP Ill. Vezani peptid prikazan je crvenom bojom.
Preuzeto iz literature [11].
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2.2. Pregled koriStenih eksperimentalnih metoda

2.2.1. Afinitetna kromatografija

Afinitetna kromatografija je metoda odjeljivanja koja se temelji na vezanju makromolekula s
makromolekulama ili makromolekula s ligandima male molekulske mase, a vezivanje je
specificno za odredenu molekulu ili grupu molekula. Punilo kolone sadrzi kuglice s
kovalentno vezanim molekulama liganda na koje se reverzibilno vezu proteini. Ligandi mogu
biti enzimski supstrati, specificno antitijelo ili druge male molekule koje se vezu za odredene
proteine. Pro¢i§¢avanjem smjese proteina na punilu kolone zaostaju samo proteini koji vezu
ligand pri¢vrséen na kuglice, a preostali proteini, bez obzira na njihov naboj ili masu, proci ¢e
kroz kolonu. Afinitetno vezani proteini na koloni eluiraju se dodatkom suviska liganda,
promjenom koncentracije soli ili mijenjanjem pH vrijednosti [28]. Osim vezanja za prirodne
ligande, mogu se Koristiti i rekombinantni proteini koji sadrze afinitetni privjesak (eng. tag), s
kojim se vezu na kolonu. Primjer takvog privjeska je histidinski privjesak koji se sastoji od 6
(ili vise) histidinskih ostataka vezanih za amino ili karboksilni kraj proteina. His privjesak
specifi¢no se veze na metalni nosac, ione nikla ili kobalta, ovisno o punilu, dok drugi proteini

protjeCu kroz stupac. Protein se potom eluira sa stupca dodatkom suviska imidazola [29].

2.2.2. Gel-filtracijska kromatografija

Gel filtracija je tekuc¢inska kromatografija kojom se mogu odvojiti proteini razli¢itih masa i
veli¢ina. Stacionarna faza je u obliku kuglica gela (poliakrilamida, dekstrana ili agaroze), a
mobilna faza je tekuca, najceS¢e pufer. Gel je heterogeni sustav u kojem je tekuca faza
sadrzana unutar pora ¢vrste faze tj. matriksa. U gelovima za filtraciju se nalaze pore strogo
kontrolirane veli¢ine, a matriks bi trebao odrzavati kemijsku i fizikalnu stabilnost i inertnost
[30]. Proteini, ovisno o veli¢ini, prolaze izmedu kuglica ili zaostaju u porama. Buduéi da
manji proteini mogu uci u pore oni putuju sporije kroz kolonu i izlaze postupno, za razliku od
vecih proteina koji izlaze prvi. Ukupni volumen tekucine potreban za eluiranje proteina iz

kolone ovisi 0 njegovoj masi - §to je masa manja, to je potreban veci volumen elucije.
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2.2.3. Elektroforeza

Elektroforeza je tehnika za razdvajanje molekula u smjesi pod utjecajem elektricnog polja.
Bazira se na migraciji nabijenih proteina u elektricnom polju. Elektroforetsko razdvajanje
proteina najces¢e se izvodi u poliakrilamidnim gelovima. NajceS¢i koriSteni tipovi
elektroforeze su nativna elektroforeza za razdvajanje nativnih proteina i SDS-PAGE
(poliakrilamidna gel-elektroforeza u prisutnosti natrijeva dodecil-sulfata), za razdvajanje
proteina denaturiranih ionskim deterdzentom natrijevim dodecil-sulfatom, koji disocira
multimerne proteine na podjedinice, a polipeptidnim lancima daje izduzenu konformaciju sa
slicnim omjerom naboja i mase. Molekulska masa proteina na SDS-PAGE gelu moze se
procijeniti usporedbom polozaja migracije proteina na gelu, s poloZzajem proteina poznate
molekulske mase. Elektroforeza je naj¢esce koristena metoda za odredivanje Cistoce proteina,

specifi¢ne aktivnosti proteina i koli¢ine proteina dobivene tijekom procesa pro¢is¢avanja [31].

2.2.4. Spektroskopija zaustavljenog protoka

Spektroskopija zaustavljenog protoka (eng. Stopped flow spectroscopy) najéesce proucava
brze reakcije u otopini u vremenskim razmacima u rasponu od 1 milisekunde do sto sekundi.
Najcesce se koristi za odredivanje reakcijskih mehanizama, procesa vezanja lijeka ili pracenje
strukturnih promjena proteina, na primjer interakcije protein-protein, vezanje liganda, prijenos
elektrona, prijenos energije fluorescentne rezonancije, smatanje proteina i enzimske, kemijske
ili koordinacijske reakcije. Radi na principu brzog mijeSanja dva reagensa koji potom
ispunjavaju celiju za promatranje gdje se 'zaustavljaju' i pocinje prikupljanje podataka.
Vrijeme izmedu kraja mijeSanja dviju otopina i pocetka promatranja kinetike reakcije
nazivamo ,,mrtvo vrijeme“. Celija s uzorkom Se osvjetljava monokromatskim svjetlom.
Napredovanje reakcije prati se promjenom snimljenog signala, fluorescencije ili apsorbancije,
na odredenoj valnoj duljini, u ovisnosti o vremenu. Metoda se mozZe koristiti za pokazivanje
ucinka parametara kao $to su temperatura, pH i koncentracija reagensa na kinetiku reakcije
[32].
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Lampa :
Fotomultiplikator
pogonske celija za
Celije zaustavljanje

pogonski cilindar [ S |‘ zapis spektra
Mikroprekidac

Slika 7. Shematski dijagram komponenata spektroskopije zaustavljenog protoka. Slika

preuzeta i doradena iz literature [32].

Fluorimetrijsko pracenje reakcije koristi kinetike nultog reda u kojima je brzina stvaranja

produkta tijekom reakcije stalna. Jednadzba za brzinu reakcije:

Vo = = ko 1)

gdje je [P]t koncentracija produkta u trenutku t, a ko konstanta brzine reakcije nultog reda. U
pocetku reakcije, t = 0, ko je jednaka pocetnoj brzini vo (jedinice mol dm=s7).
Fotomultiplikator zapravo mjeri napon, koji je dan jednadzbom:

U[P]t=f aup [Pl + Uo= frpkot + Uo=kot + Uo )

gdje je U[P]t napon izmjeren na fotomultiplikatoru u trenutku t, proporcionalan intenzitetu
fluorescencije, U, napon na pocetku reakcije, fiup faktor proporcionalnosti izmedu

izmjerenog napona i koncentracije produkta (ovisi o pobudnoj valnoj duljini A, naponu, U, na
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fotomultiplikatoru i kemijskoj vrsti, P, (jedinice V dm® mol™)), k. je konstanta brzine reakcije

nultog reda dobivena iz linearne ovisnosti U[P]: 0 vremenu (jedinice V s).

2.2.5. Spektrometrija mase s induktivno spregnutom plazmom

Spektrometrija mase s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) je suvremena metoda koja
se koristi za mjerenje metala i metaloida u bioloskim uzorcima. Kao ionizacijski izvor Koristi
se induktivno spregnuta plazma, a detekcija se odvija masenom spektrometrijom. Najcesce se
koristi u poljima biomedicine, ekologije i geologije, a prednost joj je brzina analize, nizak
limit detekcije 1 sposobnosti mjerenja izotopa. ICP-MS metodom mogu se provoditi
kvalitativne i kvantitativne analize. Slika 8. prikazuje elemente ¢ije je koncentracije u uzorku

moguce kvantitativno analizirati pomoc¢u ICP-MS metode [33].
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Slika 8. Grupe elemenata koje se odreduju pomo¢u metode ICP-MS, oznacene bojama.
ZnaCenje boja: svijetlo plava - alkalijski i zemno alkalijski metali; zuta - prijelazni
metali; narancasta - ostali metali; roza - metaloidi; tamno plava - halogeni elementi; crvena -

plemeniti plinovi; zelena - rijetki elementi lantanoidi i aktinoidi [34].
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Uredaj se sastoji od sustava za uvodenje uzorka, ionizatora, induktivno spregnute plazme,
optickih le¢a, masenog spektrometra (analizator) i detektora. ICP-MS radi na principu
uvodenja tekuceg uzorka kroz pumpe do komore u kojoj se putem rasprsivaca i visokotlaénog
argona pretvara u aerosol. Tekuci uzorak prelazi iz stanja aerosola u plinovito stanje i ionizira
se §to je bitno za daljnji tijek analize. Nastali ioni koji se nalaze u plazmi (na atmosferskom
tlaku) se putem ionskih le¢a ubrzavaju i usmjeravaju u maseni spektrometar. U masenom
spektrometru se ioni razdvajaju na temelju omjera mase i naboja. Detektor detektira ione Koji
izlaze iz spektrometra te izraunom svakog pojedinog omjera mase i naboja daje konacan

rezultat u vidu masenog spektra.

Plazma Pumpa

\ Uzorak

= \ o ___
) ——

Maseni spektrometar / ‘: \

Odpad

Komora za raspriivaje

Slika 9. Shematski prikaz ICP-MS instrumenta. Preuzeto iz literature i preuredeno [35].

2.2.6. lzotermalna titracijska kalorimetrija

Izotermalna titracijska kalorimetrija (ITC) temelji se na fizikalnoj metodi mjerenja topline
koja se oslobada ili trosi tijekom reakcije. To je analiticka metoda u kojoj se pri konstantnoj
temperaturi (izotermalni postupak), poznate koli¢ine liganda postepeno dodaju (titracija) u
otopinu receptora (proteina), ili obrnuto, pri ¢emu dolazi do njihovog vezanja koje pak
rezultira promjenom topline Aq u sustavu [36]. U slucaju kad se toplina oslobada govorimo o
egzotermnoj reakciji, a kad se apsorbira o endotermnoj [37].

U mikrokalorimetru se nalaze dvije ¢elije, od kojih jedna sadrzi vodu i djeluje kao
referentna Celija, a druga koja sadrzi jako razrijeden uzorak, radna ili reakcijska celija (slika
10). Uz ¢elije se nalaze grijaci kojima se razlika temperatura u ¢elijama nastoji svesti na

najmanju mogucu vrijednost. Kada uslijed reakcije dode do promjene temperature u


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/titrimetry
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/titrimetry
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/titrimetry
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/titrimetry
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reakcijskoj celiji senzor daje povratnu informaciju grija¢ima koji kompenziraju nastalu
razliku. Kada je reakcija egzotermna, potrebno je zagrijati referentnu celiju kako bi se
temperature u ¢elijama izjednacile. Navedeni postupak daje silazni signal koji traje dok se ne
kompenzira razlika u temperaturama nastala zbog povecanja topline u reakcijskoj celiji. Za

razliku od egzotermnih, endotermne reakcije daju uzlazni signal [38].

Sprica sa
uzorkom

=

M
U

referentna radna
celija celija

Slika 10. Shematski prikaz instrumenta za izotermalnu titracijsku kalorimetriju. Preuzeto iz

literature i preuredeno [39].

Promjena topline (dg/dt) u ¢elijama moze se prikazati preko snage (P) grijalica koje se uz njih
nalaze, a razlika snaga utroSenith na grijalicama uz reakcijsku 1 kompenzacijsku celiju
odgovara entalpiji reakcije (jednadzba 3). Ukupna promjena entalpije, odnosno toplina koja se
oslobada ili trosi tijekom kalorimetrijske reakcije (od vremena ti do t) dobiva se
integriranjem izraza 3 po vremenu (jednadzba 4). Promjena topline proporcionalna je udjelu
koncentracije proteina s vezanim ligandom, a povecana koncentracija liganda dovodi do

zasicenja receptora i na kraju se oslobada ili tro$i manje topline.

Aqreakc _ quef —

dt dt reakc ~ Pref (3)
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AH = ftt12 Preac(t) — Pres (t)dt (4)

Entalpija zatvorenog sustava kakav predstavlja reakcijska ¢elija, moze se pisati kao funkcija

triju varijabli [40]:

H=H(p,T,$), (%)

pri ¢emu se p odnosi na tlak, T na temperaturu, a & na molekularnu organizaciju sistema
(odnosno udio tvari koja se tijekom reakcije transformira). Pri izobarnim uvjetima, totalni

diferencijal te funkcije moze se prikazati jednadzbom:
OH oH
dH, = dq = (GPpdT + GDprd§ (6)

(a—H)p,g je izobarni toplinski kapacitet Cp otopine u ¢eliji, a derivacija entalpije zbog promjene
organizacije u molekularnom sustavu odgovara reakcijskoj entalpiji ArH.

Deriviranjem jednadzbe (6) po vremenu dobivamo jednadzbu kojom se opisuje rad

kalorimetra zatvorenog tipa:

dq _ . dT(t) 0 df
” =Cp—— ~” +AH @)
gdje —‘Z opisuje dinamiku promjene topline u reakcijskoj celiji, C oplsu1e dinamiku

promjene temperature u sustavu, a A, H0 f termokinetiku promatrane reakcije (— je udio

proteina, u molima, za koji se vezao ligand u Jed|n|C| vremena).
Budu¢i da celija sadrzi jako razrijedenu otopinu reaktanta u nj mola otapala, Cp smjese moze
se aproksimirati s toplinskim kapacitetom otapala niC*p, pri ¢emu je C*p molarni izobarni

dT(t) ar(t)

dt ’

toplinski kapacitet otapala . Dakle, moze se pisati C,, =n; Cpy
Pomocu izotermalnog kalorimetra moze se pored reakcijske entalpije A,.H® odrediti
konstanta vezanja (Ka) odnosno disocijacije (K¢ = 1/ Ka), entropija (AS)

I stehiometrija reakcije (N). Time se dobiva potpuni termodinamicki profil molekularne
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interakcije. Vrijednost konstante disocijacije (K¢ = 1/ Ka) odreduje se indirektno, analizom
krivulje koja prikazuje kako se koli¢ina oslobodene topline tijekom titracije mijenja s

koncentracijom liganda. 1z Kq izraCunava se promjena slobodne energije vezanja, 4G (K; =

- A6 _AG0 . .
e k8T odnosno K,;™°! = e &7, gdje je AG® slobodna energija vezanja odredena za nastanak 1

mola kompleksa). Promjena standardne entropije vezanja tada se moze dobiti iz jednadZbe:

AG°® —AH°

- ®)

45°=

gdje AH® oznacava standardnu entalpiju vezanja jednaku oslobodenoj toplini kada je jedan

mol proteina vezan na jedan mol liganda. Promjenu reakcijske entalpije moze se direktno

mol . .

povezati s brzinom kemijske reakcije, vy (m).

AHOSE = A HOvY 9)

V je volumen ¢elije u dm?.

Izraz na lijevoj strani gornje jednadZzbe odgovara toplinskoj snazi, Pr.

dH. dg
Po=—L=AH'Z = AHOvV (10)

Iz gore navedenog vidi se da je izotermalna titracijska kalorimetrija pogodna metoda za

mjerenje kinetickih parametara.

2.3. Pregled koriStenih racunalnih metoda

Racunalna kemija je podruéje istrazivanja utemeljeno na kvantnoj kemiji [41] i usko je
povezana s razvojem raCunala. Racunalna kemija pruza mogucénost racunanja 1 predvidanja
niza svojstava molekula kao §to su struktura, fleksibilnost, polarnost, itd. Metodama
racunalne kemije mogu se pratiti kemijske reakcije, kovalentno i ne-kovalentno udruzivanje
molekula, te simulirati njihovo ponaSanje u prirodnom okruzenju. Ovisno o veliini sustava i
svojstvima koja se zele istraziti koriste se metode molekulskog modeliranja razlicitog stupnja

sloZenosti, a dijele se na: empirijske (metode molekulske mehanike (MM) i molekulske
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dinamike (MD), Monte Carlo metode, metode uklapanja itd.), semiempirijske i kvantno
mehanicke (QM). Pocevsi od kraja dvadesetog stoljeCa sve se vise radi na razvoju
viseskalarnih metoda molekulskog modeliranja od kojih su vjerojatno najpoznatije metode

koje kombiniraju kvantnu i molekulsku mehaniku, hibridne QM/MM metode [42, 43].

2.3.1. Molekulska mehanika

Molekulska mehanika (MM) je empirijska metoda u kojoj se zanemaruje subatomska
struktura molekula. Ukupna potencijalna (konformacijska) energija sustava ovisi o poloZajima
atoma i dana je jednadzbom (11) ili nekom njezinom sloZenijom ina¢icom, ovisno o polju sila
i slozenosti sustava koji se promatra. Osnovni doprinosi potencijalnoj energiji sustava (vidi
jednadzbu 11) su ¢lanovi koji opisuju vezne interakcije, odstupanja od ravnoteznih vrijednosti
za duljine veza, i valentnih i torzijskih kuteva, te nevezne, elektrostatske i van der Waalsove
interakcije. Svaki od tih doprinosa dan je matematickom funkcijom koja priblizno opisuje
stvarnu ovisnost energije o promjeni odredene varijable i ovisi o parametrima [44, 45] koji su
svojstveni polju sila unutar kojega se sistem promatra, a dijele se na strukturne parametre i

parametre sila.

i torzijski kut.veza
Uukupno — Z Uiveza + Z U]Valentnl kut. + Z Uk ] + Z Uvdw + z Uele
i j k nm nm

(11)

U prikazanoj jednadzbi i se odnosi na kovalentne veze u sustavu, j na valentne kuteve, a k na
torzijske kuteve. Indeksi n i m oznacavaju medudjelovanje atoma u sustavu ¢ija interakcija
nije opisana s predhodna tri vezna €lana, a odnose se na van der Waalsove i elektrostatske
interakcije.

Clanovi koji opisuju odstupanje kovalentnih veza i valentnih kuteva od ravnoteznih

vrijednosti najcesce su dani u obliku harmonicke funkcije (jednadzba 12):
U(T) = Zveze k(ri - rO,i)z (12)

gdje je k konstanta sile, ri duljina kovalentne veze i, a ro,i idealna duljina te veze.
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U velikim biomakromolekularnim sustavima najviSe racunalnog vremena tro$i se upravo na
izraCunavanje neveznih interakcija, pa se one nastoje opisati $to jednostavnijim funkcijama.
Tako se van der Waalsov ¢lan naj¢eSc¢e prikazuje u obliku Lennard — Jonesovog (LJ) izraza za

potencijalnu energiju dvaju elektricki neutralnih atoma (jednadzba 13).

Ur)==-= (13)

rlz 6

gdje je prvi ¢lan, (1/r)* posljedica odbojne sile medu atomima, a drugi, (1/r)® privlacne sile. A
1 B su konstante specificne za promatrane atome i polje sila unutar koga se racun provodi,
odnosno ukoliko A i B izrazimo kao funkcije r,; (udaljenost minimuma krivulje za
potencijalnu energiju para LJ Cestica od ishodista koordinatnog sustava) i &ij (minimuma

energije), van der Waalsov ¢lan mozemo napisati u obliku:

Tij

12 6
T 0 T 0,ij
EvdW,(L])ij = Z] Z] Eij [(%’]]) -2 ( 0 ]) ] (14)

gdje je rij udaljenost atoma i i j, roj referentna tj. ‘idealna’ van der Waalsova udaljenost atoma

i i j priblizno jednaka zbroju van der Waalsovih radijusa, a konstanta &= (&ii+ &;)".
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vawLD).if | \

Slika 11. Graficki prikaz ovisnosti energije van der Waalsove interakcije atoma i i j (Evdw(Ly,ij),
opisane Lennard — Jonesovim izrazom, o njihovoj medusobnoj udaljenosti r. Krivulja (plava)
koja prikazuje LJ potencijalnu energiju para neutralnih atoma sijece x-os na udaljenosti ¢ od

ishodista, dok je rojj tocka minimuma energija van der Waalsove interakcije, sij.

Opisivanje elektrostatickih interakcija u racunalnoj kemiji najjednostavnije je bilo uvodenjem

novih parametara tzv. parcijalnih naboja koji su suma stvarnog naboja nekog atoma i

polarizacijskog naboja koji je posljedica kemijskog okruzenja u kojem se atom nalazi.
Elektrostatska energija neveznog ¢lana polja sile raCuna se kao potencijalna energija

dvaju tockastih naboja:

V(rz) = A2q2 (15)

41‘[801‘12 !

gdje su gl i g2 parcijalni naboji atoma 1 i 2, g je dielektri¢na konstanta sredstva, a ri»

udaljenost izmedu naboja 11 2.

2.3.2. Molekulska dinamika

Molekulska dinamika je metoda koja nam omogucuje da zagrijavanjem molekularnog sustava
pratimo promjenu njegove strukture u vremenu. Zagrijavanjem sustava koji se sastoji od N

atoma od apsolutne nule do neke temperature T njegova kineti¢ka energija raste od 0 do N -

3 k”TT pri ¢emu je k; Boltzmanova konstanta, a T temperatura u kelvinima. Eksperimentalno
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gledano, ukupna kineticka energija koju posjeduju Cestice u nekom sustavu iskazuje se
pomoc¢u termodinamicke temperature. Temperatura pri kojoj Cestice odredene tvari imaju
dovoljnu kineticku energiju da nadvladaju privla¢ne sile izmedu njih 1 odvoje se jedne od
drugih je temperatura vreliSta tvari [42]. Ovisno o temperaturi na kojoj Zelimo simulirati,
molekulskom sustavu se dodaje odredena energija i to tako da se atomima u sustavu pridruze
odgovarajuce brzine, naj¢esce koristenjem Maxwell-Boltzmannove raspodjele prema kojoj je

vjerojatnost da ¢e atom mase m; imati brzinu vi dana izrazom:

2

Pv) = [T (16)

Energija dodana sustavu zagrijavanjem se uslijed interakcije medu atomima raspodjeljuje

izmedu potencijalne i kineticke, a gibanje atoma prati se rjeSavanjem jednadzbi gibanja,
najces¢e Newtonovih (jednadzba 17), te se u kratkim vremenskim razmacima (At) za svaku
Cesticu sustava (i) racuna sila F; koja u tom trenutku na nju djeluje i brzina kojom se ona giba.
Uzastopnim ponavljanjem tog postupka prati se promjena sustava, npr. oblika nekog proteina,

kroz vrijeme.

0%r
Latz

mia; = m = Fi = —VU (17)

Molekulska dinamika daje nam uvid u vremenski ovisna dogadanja na nivou atoma 1 koristi
se za modeliranje Sirokog spektra sustava.

Kako bi molekule proucavali u uvjetima §to blizim realnim, simulacije se mogu
provoditi na tri nac¢ina. Metode koje eksplicitno uzimaju u obzir pojedine molekule otapala
oko otopljene vrste (metode eksplicitnog otapala), metode koje otapalo tretiraju kao
kontinuum (implicitno otapalo) i metode u kojima se ta dva pristupa kombiniraju. Prisutnost
otapala moze promijeniti polozaj kemijske ravnoteze promatranog sustava, ovisno o tome
koju formu viSe stabilizira, $to ovisi o polarnosti otopljene tvari i otapala, a Sto pak moze
utjecati na brzinu kemijskih reakcija.

Postupak otapanja molekula, odnosno kompleksa, provodi se smjeStanjem u kutiju,
obi¢no oblika krnjeg oktaedra, ispunjenu molekulama otapala. U slucaju bioloskih

makromolekula kao otapalo se najceS¢e koristi voda. Sustav se moZze i1 neutralizirati
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dodavanjem protuiona (obi¢no iona Na* ili CI"). Cesto koristeni modeli molekula vode su
TIPnP (eng. transferable intermolecular potential with n points), gdje n oznacava broj
tockastih naboja u molekuli pridruZzenih polozajima kisika i vodika u molekuli vode, uz
varijacije duljine veza i kuta medu atomima [46].

Kako bi se izbjegli nezeljeni rubni efekti koriste se periodi¢ni rubni uvjeti (engl.
periodic boundary condition, PBC), pri ¢emu se simulirani sustav smatra jedini¢cnom ¢elijom
trodimenzionalne reSetke [47]. Ako tijekom simulacije Cestica (atom) izade iz osnovne

simulacijske kutije, njezina periodicka slika tzv. ,,imaginarna® Cestica, ¢e je zamijeniti.
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Slika 12. Shematski prikaz sustava koji se simulira koriStenjem periodic¢kih rubnih uvjeta, u
slu¢aju kad cestica izide iz simulacijske Celije (u srediSnjem dijelu skice) njezina slika iz
susjedne Celije ulazi i postane realnom. Tako broj €estica u simulacijskoj ¢eliji ostaje saCuvan.

Preuzeto iz literature [48].

Kako bi se osigurali odgovarajuci termodinamicki uvjeti, kao §to su konstantnost prosjecne
temperature i gustoca sustava (otapala), a time i tlak, koriste se regulatori temperature i tlaka
(termostati i barostati) [49]. Na taj nadin postizu se uvjeti koji odgovaraju izobarno-
izotermnom ansamblu (konstantni broj ¢estica N, konstantni tlak, P i temperatura, T), a koji su
ujedno najbliZi eksperimentalnim u slucaju kad se ovi provode u termostatiranim uvjetima i

pri konstantnom, najces¢e atmosferskom tlaku.
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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 1014
sekundi, pa se u simulacijama Kkoriste za red veli¢ine manji vremenski koraci (1 fs). Uvodenje
restrikcija na vibracije C-H veza omogucéuje povecanje vremenskog koraka 2-5 puta.
Algoritmi koji se najceS¢e koriste za restrikciju navedenih kovalentnih veza tijekom

simulacije makromolekula su SHAKE i LINCS [50].

2.3.3. Kvantno mehanicke metode

Kvantno mehanicke metode (QM) omogucuju proucavanje molekularnih sustava na
subatomskom nivou, $to zbog dodatnih stupnjeva slobode znacajno povecava vrijeme
potrebno za provodenje racuna. Gotovo uvijek se koriste za modeliranje manjih molekula ili
molekulskih sustava, uglavhom do nekoliko stotina atoma. Koristenjem kvantno mehanickih
metoda mozemo proucavati elektronska stanja pojedinih molekula, osnovna i pobudena,
kemijske i enzimske reakcije, spektroskopska svojstva molekula te utjecaj vanjskih uvjeta,
kao $§to su npr. promjena elektromagnetskog polja u kome se nalaze i utjecaj
elektromagnetskog zracenja na ta svojstva [51]. Polazna tocka za kvantno mehanic¢ke racune

je Schrodingerova jednadzba koja u svom vremenski ovisnom obliku glasi:

¥ (r,0)

H¥(r) = - i

(18)
H je Hamiltonov operator ukupne energije, W(r,t) je ukupna valna funkcija sustava, #
reducirana Planckova konstanta (7=h/2m), a masu kvantne (subatomske) Cestice oznacavaju
koordinate u prostoru i vremenu 7 i t.

W(r,t) mozemo napisati kao produkt dviju valnih funkcija pri ¢emu jedna ovisi samo o
prostornim koordinatama, a druga samo o vremenu, W(r) i Y(t). Vremenski neovisna

Schrodingerova jednadzba moZe se napisati kao:
h? 2
{—-v2+V }9() = E¥(r) (19)

gdje je 7 reducirana Planckova konstanta (#=h/2x), m je masa elektrona, odnosno jezgre, V2 je

Laplaceov operator, a \¥(r) je ukupna valna funkcija sustava.
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Schrodingerova jednadzba egzaktno je rjeSiva samo za nekoliko jednostavnih
problema poput Cestice u kutiji, harmonijskog titrala ili vodikovog atoma. Kako bi mogli
proucavati kvantno mehanicka svojstva vecih sustava uvodi se niz raznih aproksimacija, a
jedna od naj¢esce koriStenih kod proucavanja molekularnih sustava je Born-Oppenheimerova
aproksimacija koja omogucuje odjeljivanje gibanja elektrona od gibanja jezgri. Primjenom
Born-Oppenheimerove aproksimacije ukupna valna funkcija rastavlja se na nuklearnu i
elektronsku valnu funkciju, S$to je opravdano Cinjenicom da jezgre atoma imaju puno vecu
masu od elektrona pa su time bitno tromije od elektrona, tj. elektroni se gotovo trenutacno
prilagodavaju novom rasporedu jezgara. Dakle predmet racuna je elektronska valna funkcija

za dani raspored jezgri, pri ¢emu je Hamiltonijan dan izrazom: 7

e?

(20)

T Ameg |7~ Tq ¢i4n£0|ri—rj|

AR A W AR )
Elektronska valna funkcija odreduje se metodom varijacije. Prema varijacijskom principu bilo
koja priblizna valna funkcija, @, dati ¢e viSu energiju od 'prave' energije sustava. Priblizna
valna funkcija dobije se linearnom kombinacijom osnovnih funkcija.

Slijedi optimizacija koeficijenata s ciljem minimiziranja energije koja je rezultat
uvrStavanja priblizne valne funkcije u Schrodingerovu jednadzbu i njenim rjeSavanjem. Tako
dobivena priblizna valna funkcija najbolji je opis sistema uz upotrijebljeni skup osnovnih
funkcija.

Jedna od najstarijih i najpoznatijih ab initio metoda jest Hatree-Fock (HF), koja je
nastala razvojem teorije molekulskih orbitala. HF je aproksimativna metoda za utvrdivanje
valne funkcije sustava s viSe elektrona, pri ¢emu se elektroni koji medusobno ne interagiraju
promatraju u srednjem polju ostalih elektrona i jezgri, a ukupna valna funkcija dana je kao
produkt jednoelektronskih valnih funkcija. Jednoelektronske valne funkcije koje opisuju
polozaj u prostoru i spin elektrona (o odnosno ) nazivamo spinorbitalama, npr. spinorbitala

za elektron i u tocki prostora ri sa spinom a je: [52]

x(ry w) = Y(r)a(w) (21)
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U svrhu smanjenja raCunalnog vremena atomske orbitale se zamjenjuju jednostavnijim

funkcijama koje nazivamo osnovnim skupom:

K

Y = Z Cui®Pi (22)

u=1

Kao osnovne funkcije koriste se tzv. Slaterove orbitale (STO) i Gaussove orbitale (GTO).
Suma nekoliko GTO vrlo dobro aproksimira STO, a zbog svojih matematickih svojstava
znatno pojednostavljuju racun, pa se zato u praksi najcesce koriste.

Za razliku od ab initio metoda kvantne mehanike ¢iji je cilj odrediti elektronsku valnu
funkciju sustava, metoda funkcionala gustoce (eng. density functional theory, DFT) bavi se
elektroskom gusto¢om (p(r)), a temelji se na Hohenberg-Kohnovom teoremu prema kojem je
energija osnovnog stanja promatranog sustava u potpunosti odredena elektronskom gustocom.
Cilj te metode je pronaéi funkcional koji najbolje opisuje ovisnost energije sustava o
elektronskoj gusto¢i. DFT metoda je s obzirom na racunalno vrijeme koje zahtijeva
usporediva s Hartree-Fock metodom, a rezultati koje daje bolji su jer u obzir uzima i
elektronsku korelaciju. DFT metode razlikuju se po tome koji se funkcional koristi za izraGun
energije izmjene, a koji za energiju korelacije. U izradi ove doktorske disertacije koristen je
funkcional B3LYP. Navedeni B3LYP funkcional predstavlja kombinaciju Becketovog
funkcionala izmjene iz 1988. god. (oznaceno B) i Lee, Yang i Parr korelacijskog funkcionala
(oznaceno LYP) te udjela HF funkcionala u elektronskoj izmjeni [53].

Kvantno mehanicki racuni mogu se izvoditi za sustav koji se nalazi u plinskoj fazi,
odnosno u vakuumu ili u otapalu. U slucaju kada se racuni izvode za sustav otapalo-otopljena
tvar, zbog jednostavnosti rauna otapalo se promatra kao polarizabilni kontinuum (eng.
Polarisable Continuum Model, PCM), tj. zanemaruju se eksplicitne molekule otapala.
Najces¢e se koristi model D-PCM (eng. Dielectric PCM) koji otapalo opisuje kao
polarizabilni dielektrik ili C-PCM (eng. Conductor-like PCM) koji otapalo opisuje kao

sredstvo konstantne permitivnosti €.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Kemikalije:

amonijev peroksid, glicerol, glicin, imidazol, izopropil-3-D-1-tiogalakto-piranozid (IPTG),
kanamicin, LB medij, metanol, mlijeko u prahu, natrijev dodecilsulfat (SDS), natrijev
kakodilat, natrijev Kklorid, Ni-NTA agarozno punilo, N,N,N',N' - tetrametiletilendiamin
(TEMED), octena kiselina, otopina akrilamida/bisakrilamida 29:1 i tris baza (Carl Roth);
amonijev acetat, amonijev persulfat (APS), B-merkaptoetanol, bromfenol plavo, Fast Blue BN
sol (FBB), MOPS, piridin-2,6-dikarboksilna kiselina (DPA) i Tween 20 (Sigma-Aldrich);
Arg2-2-naftilamid (Arg-Arg-2NA), (Bachem); PhastGel Blue R tablete (Pharmacia); EDTA
(Kemika); 2-naftilamin (2-NA), 2-merkaptoetanol, standardne otopine nitrata metala (cink,
bakar, kobalt, mangan) (Merck), standardi za ICP-MS (CLinCHek, Seronorm).

Stanice:

Escherichia coli, bakterijski soj: BL21-CodonPlus(DE3) — RIL (Stratagene)

Enzimi:

Lizozim iz bjelanjka (Carl Roth)

Nukleaze: DNazal iz govede gusterace (Merck)

TEV proteaza (proc¢is¢ena u LBPMM, IRB)

Komercijalni setovi:

Amersham ECL Prime Western Blot Detection reagens

CLinCHek, Seronorm (za ICP-MS)

QuikChange Il XL Site-directed mutagenesis (Agilent);

Plazmidni vektori:

pPET28MHL-hDPP3 s genom za ekspresiju divljeg tipa hDPP 111 (1-726 aminokiselina prema
UniProt sekvenci QINY33) uz dodatni N-terminalni slijed MHHHHHHSSGRENLYFQ/G,
gdje je HHHHHH N-terminalni His-tag afinitetni privjesak a ENLYFQ/G mjesto
prepoznavanja TEV proteaze koja cijepa na mjestu oznacenom / (originalni plazmid je dar

Karla Grubera)
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plazmid pDZ2087 iz repozitorija addgene, za ekspresiju TEV proteaze (originalno iz
laboratorija Davida Waugha)

Insterumenti i aparature:

Aparature za elektroforezu: Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad) i Mini Trans-Blot sustav,
PhastSystem (Pharmacia)

ITC: PEAQ-ITC (MicroCal)

Spektrofotometar: BioDrop Duo (Biochrom)

Fluorimetar: Cary Eclipse Fluorescence (Agilent Technologies)

Sustav za kromatografiju proteina: FPLC Akta (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.)

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

Kolone za odsoljavanje: PD-10 (Pharmacia), Zeba Micro Spin (Thermo Scientific),
Peristalti¢ka pumpa P-1 (GE Healthcare)

Vrtlozna mijesalica Mini shaker (Fisher Scientific)

Vodena kupelj Labortechnik (Kottermann)

Elektroporator Gene Pulser XCell (Biorad)

Tresilica Innova™ 44 Incubator Shaker (Ependorf)

Kolona HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade (GE Healthcare)

Instrument za spektroskopiju zaustavljenog protoka (SX20 spektrometar zaustavljenog
protoka Applied Photophysics)

ICP-MS instrument Agilent 8800 (Agilent Technologies)

Programi:

PyMol, Graph Pad Prism 5.0, Gaussian, moduli programskog paketa AMBER16/20 (sander,
pmemd.cuda, MMPBSA, cpptraj), Imagel, ProData Viewer, Microcal PEAQ - ITC.


https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.fishersci.fi%2Fshop%2Fproducts%2Finnova-44-incubator-shaker%2F11325964&psig=AOvVaw2DCSE2WjDVi_VuU7kdn4U8&ust=1704983011738000&source=images&cd=vfe&ved=0CBQQjhxqFwoTCIj1temC04MDFQAAAAAdAAAAABAE
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3.2. Eksperimentalne metode

3.2.1. Transformacija bakterijskih stanica

Transformacija bakterija s plazmidom izvedena je elektro-transformacijom 50 pL elektro-
kompetentnih stanica E. coli, soja BL21-CodonPlus(DE3)-RIL+. U stanice je dodan 1 pL
plazmida pET28MHL-hDPP III. Cijeli sadrzaj je prenesen u sterilnu ohladenu kivetu za
elektroporaciju. Elektroporacija je izvedena u elektroporatoru primjenom napona od 2500 V u
trajanju od oko 5 ms. Nakon uspjesne elektroporacije u kivetu je dodan 1 mL Luria Bertani
(LB) medija zagrijanog na 37 °C i suspenzija je inkubirana u termobloku 1h na 37 °C i 300
okretaja u minuti (rpm). LB medij sastoji se od smjese 10 g L "* triptona, 5g L * NaCl te 5 g
L " ekstrakta kvasca u destiliranoj vodi. Medij je steriliziran 20 minuta pri temperaturi od
121°C i tlaku od 1 bar te ohladen prije uporabe. Nakon inkubacije sadrZaj je nanesen na krute
hranjive podloge (LB medij s 1,5% agara) s kanamicinom za selekciju, kona¢ne koncentracije
100 pg mL™. Podloga s nanesenim bakterijama je potom inkubirana na 37 °C preko noéi.

Nakon uspjesne transformacije stanice su sutradan spremne za ekspresiju.

3.2.2. Ekspresija proteina

Kolonije s pripremljene hranjive podloge su sterilnim Stapi¢em prenesene u LB/kanamicinski
tekuci medij 1 inkubirane preko no¢i na 37 °C i 250 okretaja u minuti (rpm). Tako inkubirane
Kulture koristene su za ekspresiju. 10 mL prekonoéne kulture dodano je u 500 mL tekuceg LB
medija, u tikvama s dodanim kanamicinom (kona¢ne koncentracije 100 pg mL™).
Ekspresijske kulture su uzgajane u tresilicic na 37 °C 1 250 rpm, te pracene
spektrofotometrijski do vrijednosti opticke gusto¢e (OD, eng. optical density) izmedu 0,6 i
0,8, pri 600 nm. Nakon hladenja na 20 °C tijekom 30 minuta, ekspresija proteina je inducirana
dodatkom IPTG u konacnoj koncentraciji od 0,25 mM. Ekspresija je nastavljena tijekom
narednih 20 h na 18 °C i 130 rpm. ZavrSetkom ekspresije uslijedilo je centrifugiranje Kultura
pri 4 °C na 3354 xg tijekom 20 minuta ¢ime su bakterijske stanice odvojene od medija u

obliku taloga, te pripremljene za proc¢is¢avanje.

3.2.3. Razaranje stanica (liza stanica)

Bakterijski talog resuspendiran je na ledu u 5 puta ve¢em volumenu pufera za lizu (50 mM

Tris-HCI, 300 mM NacCl, 10 mM imidazola, pH 8,0), potom mu je dodan lizozim konac¢ne
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koncentracije 1 mg mL™. Smjesa je sonicirana 3 x 2 min uz 60 % amplitudu i 2 s pulsiranje,
kako bi se razbile bakterijske stanice. Kako bi se razgradila DNA iz razorenih stanica,
pripremljenom lizatu je dodana DNaza kona¢ne koncentracije 5 pg mL™ i otopina je
inkubirana na sobnoj temperaturi uz mijeSanje na mijeSalici 20 min. Lizat je potom
centrifugiran 45 min na 4 °C i 14500 xg kako bi se odvojili topljivi proteini od precipitata
stani¢nih ostataka. Izbistreni lizat je potom profiltriran kroz filter s porama promjera 0,45 um

1 pohranjen za prociS¢avanje na koloni.

3.2.4. Procis¢avanje proteina

Dobiveni rekombinantni protein ima histidinski privjesak na N-kraju, te je prociséen
koristenjem dviju kromatografskih metoda: afinitetne kromatografije i gel-filtracije. Nakon
svake kromatografske metode, Cisto¢a proteina provjerena je elektroforezom na

poliakrilamidnom gelu i odredivanjem enzimske aktivnosti standardnim testom.

3.2.5. Afinitetna kromatografija

Pro¢iS¢avanje proteina zapocelo je afinitetnom kromatografijom na koloni sa Ni-NTA
agarozom. Koristen je volumen kolone 6 mL za oko 50 mL lizata bakterijskih stanica. Lizat je
nanesen na Ni-NTA kolonu, koja je predhodno ekvilibrirana u puferu za lizu (50 mM Tris-
HCI, 300 mM NaCl, 10 mM imidazola, pH 8,0), pri brzini protoka od 0,5 mL min*
reguliranoj peristaltickom pumpom, nakon ¢ega je uslijedila elucija pri brzini protoka pufera
za ispiranje (50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, 20 mM imidazola, pH 8,0) od 1,0 mL min?, a
dobiveni proteini su eluirani u puferu sa smanjenim udjelom soli (50 mM Tris-HCI, 300 mM
NaCl, 300 mM imidazola, pH 8,0). Sve frakcije su skupljane u epruvete po 1 mL, a
koncentracija proteina odredena mjerenjem apsorbancije proteina na 280 nm, pri
ekstincijskom koeficijentu, e= 1,226 L g (prema ProtParam); 83,7 kDa, na mikrovolumnom
spektrofotometru BioDrop. Sakupljene proteinske frakcije su analizirane pomocu SDS-

PAGE, na 10 %-tnom gelu na aparaturi za elektroforezu.

3.2.6. Gelfiltracija
His privjesak s N-kraja hDPP III uklonjen je dodatkom TEV proteaze kona¢ne koncentracije
0,01 mg mLi sve dijalizirano preko no¢i u puferu za digestiju (200 mM Tris-HCI, 2,5 mM
EDTA, 5 mM DTT, pH 8,0). Reakcijska smjesa je inkubirana 20 h na 4 °C. Daljnje



§ 3. Eksperimentalni dio 48

pro¢is¢avanje provedeno je gel-filtracijskom kromatografijom na FPLC Akta protein-
kromatografskom sustavu (Pharmacia), koriStenjem kolone Superdex S200 16/60. Kolona je
uravnotezena i ispirana Tris puferom (50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, pH 7,4) u kojem su
zatim eluirane frakcije i skupljane u epruvete po 2 mL, protokom kolone 0,7 mL min™i pri 4
°C. Sakupljene proteinske frakcije su ponovo analizirane na poliakrilamidnom gelu i alikvoti
proteina pohranjeni su na -80 °C.

3.2.7. Analiza proteina elektroforezom

Gel kojim se analizira Cisto¢a prociS¢enih proteina sastoji se od dva dijela: gela za sabijanje i
gela za razdvajanje. Prilikom nanosenja uzoraka na gel uzorci su denaturirani te im je dodana
boja. Naneseni uzorak je sadrzavao 10 mg mL™? frakcije uzorka dobivenog pro¢is¢avanjem,
10 uL 2x tretirajuceg pufera (engl. treatment buffer) (0,125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4% SDS,
20% glicerol, 2% B-merkaptoetanol, 0,03 mM bromfenol plavo) te nadopunjen s mQ vodom
do volumena 20 pL. Potom su uzorci denaturirani inkubacijom u termobloku na 96°C, 10
minuta. Nakon S§to su se ohladili, cijeli volumen pripremljenog uzorka nanesen je na gel
pomocu automatske pipete. Sustav za elektroforezu spojen je na izvor struje Sto proteinima
omogucuje migraciju unutar elektricnog polja. Pocetni napon iznosio je 120 V, a nakon S$to bi
uzorci usli u gel za razdvajanje napon je povecan na 180 V. Nakon S§to bi boja migrirala do
kraja gela, gel se prebacivao u kadicu za bojenje. Gel je bojan bojom Coomassie Brilliant
Blue R-250 (CBB) (pripremljenom iz PhastGel Blue R tablete) u vodenoj kupelji pri 50°C, 10
min, te je potom ispiran vodom 1 stavljan u plasticnu kadicu s odbojivatem (MeOH
(Viv=30%), HAC (v/v =10%), H20 (v/v =60%)) na temperaturi 50°C, na oko 30 min. Nakon
odbojavanja gela, vizualno je utvrden polozaj vrpci i odredena je uspjeSnost procis¢avanja

proteina.

3.2.8. Analiza enzimske aktivnosti

Testiranje enzimske aktivnosti hDPP 11l bazira se na nastanku 2-naftilamina (2NA) nakon
djelovanja enzima hDPP Il na supstrat Argz-2NA. 2NA se detektira spektrofotometrijski
nakon reakcije diazokopulacije sa Fast Blue B (FBB) soli pri ¢emu dolazi do razvijanja
ruziCaste boje. Aktivnost je mjerena u reakcijskoj smjesi volumena 1 mL, u puferu 0,1 M
Tris, pH 8,6. Reakcijska smjesa (koja je sadrzavala protein, pufer i mQ vodu) inkubirana je 2
min na 37 °C, a potom je dodano 50 pL supstrata Argz-2NA, ¢ime je zapoceta reakcija.
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Prekidanje reakcije, nakon 15 min, postize se dodatkom 200 uL otopine FBB soli. Aktivnost
je odredena nakon 15 min inkubacije na sobnoj temperaturi, o¢itanjem apsorbancije pri 530

nm na BioDropu 1 racunom prema jednadzbi:

AszoV(mL)
t(min)c(mg mL~1)

Aktivnost =

(23)

3.2.9. Odsoljavanje i uguscivanje proteina

Za odsoljavanje proteina koristena je PD-10 kolona (GE Healthcare). Kolona je prvo isprana s
25 mL vode, a potom uravnotezena s 25 mL pufera (20 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, pH
7,5). Nakon §to bi iz kolone izaSao sav pufer nanoSeno je po 2,5 mL uzorka proteina. Kada bi
volumen proteina usao u kolonu dodavano je 3,5 mL pufera za odsoljavanje. Potom se
skupljala frakcija proteina i odredivala koncentracija proteina na uredaju BioDrop.
Uguscivanje proteina provodeno je na Amicon Ultra 15 (30 MWCO) koncentratoru
koji sadrzi membranu koja propusta molekule manje od 30 kDa, te je preko nje moguce
ugus¢ivanje zeljenog proteina. Epruvete su prvo ispirane puferom u kojem se nalaze proteini,
uz centrifugiranje na 2800 xg pri 4 °C u trajanju od 10 min. Potom su se epruvete praznile i u
njih se dodavao protein te opet centrifugirao na 2800 xg pri 4 °C. Postupak se ponavljao sve

do Zeljenog volumena.

3.2.10.Priprema apo hDPP I1I

Protein bez metala (apo protein) pripremljen je iz divljeg tipa (DT) hDPP I1I. DT hDPP IlI je
dijaliziran u crijevima za dijalizu (10 MWCO) 24 sata na sobnoj temperaturi u puferu sastava
25 mM amonijevog acetata, 10 mM etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA), 1 mM
dipikolinske kiseline (DPA), pH 7,4. Uklanjanje viska EDTA i DPA provedeno je
sekvencijalnim ispiranjem s 25 mM amonijevim acetatom, pH 7,4 u Amicon Ultra 15 (30
MWCO) kolonama u centrifugi na 4 °C i 2800 xg. Pripremljeni apo protein pohranjen je na --
80 °C.

3.2.11.Priprema holo proteina

Apo protein (priblizno 6 pM protein) inkubiran je 1 h s otopinama metalnih nitrata Zn?*, Cu?",

Co?* i Mn?* u 25 mM amonijevom acetatnom puferu, pH 7,4, nakon ¢ega je visak metala
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odmah uklonjen ispiranjem istim puferom na Amicon Ultra 15 (30 MWCO) kolonama.
Konac¢ne koncentracije proteinskog uzorka odredene su mjerenjem na BioDropu i razrijedene
do masene koncentracije od 0,05 mg mL™* u istom acetatnom puferu. Pripremljeni uzorci holo

proteina dalje su koristeni za ICP-MS mjerenja.

3.2.12.Usmjerena mutageneza

Usmjerena mutageneza provedena je koriste¢i komplet QuikChange II XL Site-Directed
Mutagenesis Kit prema uputama proizvodaca. PocCetnice koje sadrze Zeljenu mutaciju (tablica
1) su otopljene u sterilnoj mili Q vodi do koncentracije 100 uM i pohranjene na -20 °C do
upotrebe. Sekvence mutagenih pocetnica, s izmijenjenim bazama malim slovima i podcrtanim

izmijenjenim kodonima navedene su u tablici 1.

Tablica 1. Pocetnice koristene za pripremu mutanata hDPP 111

hDPP III_H455Y_F CACGAGCTGCTGGGTtAtGGCTCCGGCAAACTG

hDPP III_H455Y_R CAGTTTGCCGGAGCCaTaACCCAGCAGCTCGTG

hDPP III_H568Y_F CAACTGGCGCCAAGCCIAtATGCAGGCCCGTTTCG

hDPP III_H568Y_R CGAAACGGGCCTGCATaTaGGCTTGGCGCCAGTTG

hDPP III_E316A_F GTCTTACATTGGTTTCATCGcgTCTTACCGTGATCCTTTCG
hDPP III_E316A_R CGAAAGGATCACGGTAAGAcgCGATGAAACCAATGTAAGAC
hDPP III_E508D_F CGAGCTCCTACGAGGAtTGTCGTGCAGAGTCTG

hDPP III_E508D_R CAGACTCTGCACGACAaTCCTCGTAGGAGCTCG

Sekvenca pune duljine gena mutanata odredena je sekvenciranjem (Macrogen Europe).

Proteini su eksprimirani i prociS¢eni koriStenjem istog protokola kao i divlji tip.

3.2.13. Imunotestovi (western blot)

Kako bi se potvrdilo da je uklanjanje His privjeska iz hDPP III uspjesno obavljeno provedene
su western blot analize uzoraka proteina. Jedan do dva mikrograma proteina naneseno je na
12% gel i provedena je SDS-PAGE elektroforeza [54], a prijenos na PVDF membranu
izveden je prema Towbinu [55, 56], koriste¢i Bio-Rad Mini-Protean Tetra Cell i Mini Trans-
Blot sustav. Membrana je obojena amido crnilom i blokirana puferom za blokiranje (5% (w/v)
mlijeko u prahu u 20 mM Tris-HCI puferu sa 150 mM NaCl i 0,1% (v/v) Tween 20, pH 7,5).
Za detekciju je koriStena otopina razrijedenog (razrjedenje od 1:5000) miSjeg antitijela

Profinia anti-His (Biorad 620-0203) kao primarnog protutijela i razrijedenog kozjeg anti-
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misjeg antitijela IgG (H+L) HRP-konjugata (Proteintech SA00001-1) (razrjedenje od
1:20000) kao sekundarnog antitijela, pri cemu su antitijela razrijedena u puferu za blokiranje.
Slijedila je kemiluminiscencija provedena upotrebom Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagens-a (Cytiva) i detektirana na Alliance Q9 mini (Uvitec), s
vremenom izlaganja od 30 s do 5 min. Kako bi se kvantificirale detektirane vrpce,
upotrijebljena je interna kalibracijska krivulja s His privjeskom obiljezenim hDPP III i TEV

proteazom. Analiza je provedena pomocu programa Imagel.

3.2.14.Spektroskopija na spektrometru zaustavljenog protoka

Krivulje tijeka hidrolize Arg-Arg-2NA u prisutnosti razli¢itth iona metala generirane su
pracenjem intenziteta fluorescencije supstrata spektroskopijom na spektrometru zaustavljenog
protoka (SX20 spektrometar zaustavljenog protoka Applied Photophysics) s dvije Sprice.
Jedna $prica je bila napunjena hDPP Il proteinom kona¢ne koncentracije 10 nM i otopinom
metalnih nitrata (cinka, bakra, kobalta ili mangana) iz bazi¢ne otopine koncentracije 15 mM i
razrijedena u puferu (40 mM Tris-HCI, pH 7,5) do konaéne koncentracije 500 pM. Druga
Sprica je sadrzavala supstrat (200 pM Arg-Arg-2NA). Referentna reakcija sadrzavala je 200
nM protein i 200 UM supstrat. Sva mjerenja su provedena na sobnoj temperaturi na jednoj
valnoj duljini, 332 nm i 320 V.

3.2.15. Fluorimetrijsko odredivanje konstante disocijacije metala

Konstanta disocijacije proteina s cinkom, bakrom 1 kobaltom odredena je mjerenjem
aktivnosti enzima s metalnim nitratima u puferu (20 mM Tris-HCI, pH 7,4), s DPA kao
kelatorom. Eksperimenti su izvedeni na Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer
(Agilent Technology), koji mjeri otpustanje fluorescentnog B-naftilamina nakon cijepanja
sintetskog supstrata Arg-Arg-2NA. Svi eksperimenti izvedeni su pod istim uvjetima, na
sobnoj temperaturi, koristenjem elektromagnetskog zra¢enja valne duljine ekstinkcije 332 nm
dok je valna duljina emisije bila 420 nm, tijekom 60 s. Eksperimenti su izvodeni u volumenu
od 3 mL standardne otopine metalnih nitrata s 10 nM enzima hDPP IIl, 0,8 mM supstrata
Arg-Arg-2NA, 10 mM DPA Kkelatora. Za izracun koncentracije slobodnih iona metala
koriStene su konstante stabilnosti kompleksa metal-DPA koje se nalaze u literaturi, pri pH 7,4
za Zn?* (p1 =107, p2 = 10%3), Cu?* (B1 = 10%, p2 = 1,99 x 10%) [57], i za Co?* (B1 = 10, 52
= 3,2 x 10*?) [9], prema jednadzbama 27-29 [58]. Kqmoze biti izraZen kao:
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_ [apop][M]free
Ka = o (24)

gdje je [apoP] koncentracija proteina bez metala, [M]ee koncentracija slobodnih iona metala i
[MP] ravnotezna koncentracija holoproteina.
Ako je ion metala bitan za kataliticku funkciju proteina, tada se relativna aktivnost moze

izraziti kao:

[MP]

Relativna aktivnost = ————— (25)
[MP]+[apoP]
Umetanjem prve jednadzbe u drugu dobijemo:
i i M
Relativna aktivnost = —ree (26)
[M]free+ Kq

Prema tome, Kq se moze odrediti procjenom aktivnosti proteina kao funkcije koncentracije

slobodnog iona metala, koja se moze izraziti jednadzbom:

— [M]¢or
[Mfree = 1+ B1[DPA]+ B2[DPA]? 27)

odnosno

B2[DPAJ? + B1[DPA] + (1 _ %) —0 (28)

gdje je [M]:wt ukupna koncentracija metala, [DPA] koncentracija slobodnog kelatora, a f1 i 2
konstante stabilnosti kompleksa metal — DPA, M(DPA) i M(DPA).. Ukupna koncentracija
DPA, [DPA]iot izrazava se jednadzbom:

[DPA]Jiot = [DPA] + [M(DPA)] + 2[M(DPA)2]
= [DPA] + [M2+]ee(BL[DPA] + 2 B2[DPAJ?) (29)
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Prva aproksimacija konstante disocijacije, K qpp, odredena je u pomoéu GraphPad Prism 5
programa za analizu podataka, koristenjem sigmoidalne 4PL nelinearne regresije, te odgovara
koncentracijama slobodnih iona Zn?*, Cu®" i Co? potrebnih za postizanje polovice
maksimalne aktivnosti enzima. Nakon toga provedena je korekcija za interakciju metala s
puferom kori$tenjem literaturnih vrijednosti [59] afiniteta metala prema puferu 20 mM Tris-
HCI, kao §to su log Kms = 2,27 za Zn?*, 1,47 za Cu®" i 1,73 za Co?" pri pH 7,4, prema
jednadzbama 30 i 31.
Ka=Kdapp/ Qma (30)

Qwms =1+ Kms [pufer] (31)

Budu¢i da nisu bili dostupni podaci za konstante vezanja kompleksa mangana i DPA, nije

izmjerena konstanta disocijacije za mangan.

3.2.16. Spektrometrija mase s induktivno spregnutom plazmom

Apo 1 holo proteini pripremljeni su prema opisanom protokolu, a sadrZaj metala mjeren je
pomoc¢u ICP-MS instrumenta Agilent 8800 (Agilent Technologies, SAD) prema uvjetima

prikazanim u tablici 2.

Priprema uzoraka proteinskih pripravaka za mjerenje

Neposredno prije analize elemenata ICP-MS-om uzorci proteinskih pripravaka razrijedeni su
alkalnom otopinom (0,7 mM amonijaka, 0,01 mM EDTA i 0,07 % (v/v) Tritona X-100) 4
puta (0,6 mL uzorka i 1,8 mL alkalne otopine) te im je dodan unutarnji standard (Ge, Rh, Tbh,

Lu i Ir) u koncentraciji od 3 ug L™

Priprema standardnih otopina metala

Iz monoelementnih standardnih otopina Zn, Cu, Co, Mn i Ni (PlasmaCAL, SCP Science,
Kanada) pripremljena je smjesa elemenata u 5 % HNO3 (v/v). Tako pripremljene standardne
otopine sluzile su za pripremu radnih standarda koriStenih za izradu kalibracijskih krivulja.
Radni standardi pripremani su kao i sami uzorci neposredno prije analize u alkalnoj otopini.

Otopinama radnih standarda kao i uzorcima dodan je unutarnji standard u koncentraciji od 3

ng L™
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Optimiziranje uvjeta rada na ICP-MS

Mjerni parametri i osjetljivost instrumenta podeSavaju se prije svake ICP-MS analize.
Osijetljivost instrumenta podesava se pomoéu otopine koja sadrzi 1 pug L elemenata litija
(Li), magnezija (Mg), kobalta (Co), itrija (YY), cerija (Ce), talija (TI) i selenija (Se). Kako bi se
podesila odgovarajuca osjetljivost prati se odziv detektora na masama 7 (Li), 89 (Y) 1 205
(T1), koje pokrivaju mjerno podrucje detektora u podrucju niskih, srednjih 1 visokih masa te
istovremeno i omjeri dvostruko nabijenih iona (}4°Ce?*/ 14°Ce*) i oksida elemenata (**°Ce!®0Q"/
190Ce*) u odnosu na jednostruko nabijene ione. Optimalni uvjeti su kada se postigne
zadovoljavajuca osjetljivost uz minimalno nastajanje dvostruko nabijenih iona (<2,5 %) i iona
oksida (<1,8 %). Tipi¢ni optimirani uvjeti za analizu elemenata ICP-MS metodom prikazani

su u tablici 2.

Tablica 2. Uvjeti rada ICP-MS uredaja Agilent 8800.

Parametri

snaga radiofrekventnog generatora (RF) 1550 W

dubina uzorkovanja 8,0 mm

horizontalna os plamenika -0,4 mm

vertikalna os plamenika 0,2 mm

brzina peristalticke pumpe 0,1 rps

protok plazma plina 15 L mint

protok plina za oplahivanje 0,1 L min?

protok plina nosaca 1,05 L min!

rasprsivac MicroMuist (kvarc)

komora za rasprsenje Scott (kvarc), hladenje na 2°C

] ] ] Ni Sampling cone, promjer otvora 1 mm
konusi: vrsta i promjer otvora o )
Ni Skimmer cone, promjer otvora 0,4 mm

140Ce2+/140Ce+<2,2 %

granice za dvostruko nabijene ione i okside
140Ce16o+/140Ce+<1’4 %

kolizijski plin He

protok kolizijskog plina 8 mL min'?
napon na leéi 1 ov

napon na le¢i 2 -160 V

mjereni izotopi analita %Mn, *Co, %3Cu, ®8zn
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Za kontrolu tocnosti i preciznosti ICP-MS metode rabljeni su komercijalno dostupni
referentni materijali seruma (Recipe ClinChek® Serum Control lyophilised Level 1, II, i
Seronorm™ Trace Elements Serum Level I, I1,). Svi referentni materijali su rekonstituirani
dodatkom ultraciste vode prema propisanom protokolu i koriSteni su za potvrdu toc¢nosti i
preciznosti metode. Neposredno prije mjerenja referentni materijali seruma i plazme
razrijedeni su 20 puta sa spomenutom alkalnom otopinom te im je dodan unutarnji standard u
koncentraciji od 3 pug Lt Analizirani elementi u referentnim uzorcima bili su unutar +9% od

certificiranih vrijednosti.

3.2.17.1zotermalna titracijska kalorimetrija (ITC)

Mjerenja ITC izvedena su na mikrokalorimetru Malvern PEAQ-ITC (MicroCal).
Eksperimenti su provedeni u dva pufera: 50 mM natrijevom kakodilatu, pH 7,4 i 50 mM
MOPS-NaOH puferu, pH 7,4. Sve standardne otopine iona metala bile su nitrati. Protein je
dijaliziran i soli metala otopljene su u istoj puferskoj otopini koja je koriStena za daljnja
razrjedenja. Za izravnu titraciju, otopina proteina koncentracije 20-40 uM bila je u Celiji
volumena 200 pL, a otopina metala koncentracije 200-400 uM bila je u Sprici volumena 40
puL. Za reverzne titracije, otopina proteina koncentrirana je pomocu uredaja za koncentraciju,
Amicon Ultra 15 (30 MWCO) kolona, do koncentracije 120-500 uM i napunjena u $pricu,
dok je otopina metala koncentracije 10-60 uM bila u ¢eliji. Svi eksperimenti izvedeni su pri
istim uvjetima na temperaturi od 25°C. Referentna snaga, visoke povratne sprege bila je 30
uW, brzina mijesanja 500 rpm, a razmak izmedu injekcija 150 s, s po¢etnom odgodom od 60
s kako bi se omogucilo uspostavljanje ravnoteze. Eksperimenti za korekciju topline
razrjedivanja (pufer-pufer, peptid-pufer, pufer-protein) provedeni su za sve pokuse. Tijekom
analiza, svi signali dobiveni kontrolnim eksperimentima su oduzeti od signala dobivenih
eksperimentima vezanja. Za analizu podataka koriSten je softver za analizu MicroCal PEAQ —
ITC. Vrijednosti Ky odredene su racunalnim programom proizvodaca instrumenta, te
korigirane za poznate konstante interakcije metal-pufer [59] koriStenjem gore navedenih
jednadzbi (29) i (30). Kwmgs vrijednosti dobivene su iz prethodnih radova [59-61], a one koje
nisu izmjerene na pH 7,4 preracunate su koristenjem puferskih pKa vrijednosti, kao sto je

opisano u literaturi [60].
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3.3. Racéunalne metode

3.3.1. Modelirani sustavi

Kako bi istrazili mogu li drugi dvovalentni kationi metala kao $to su Cu?*, Co?* i Mn?*
zamijeniti nativni cink i kako prisutnost molekula vode i aminokiselinskih ostataka druge
koordinacijske sfere utjeCe na ovaj proces pripremljen je niz (12) modelnih struktura aktivnog
mjesta enzima hDPP 111 s vezanim ionom metala u aktivnom mjestu. To¢nije, po tri strukture
za svaki od promatranih iona metala, Zn?*, Cu?*, Co?* i Mn?*. Budu¢i da je eksperimentalno
utvrdeno da veée koncentracije ovih iona metala inhibiraju enzimatsku aktivnost hDPP IlI,
istrazivani su I moguci nacini vezanja drugog (tzv. inhibitornog) iona metala u blizini
katalitickog mjesta iona cinka, te kako vezanje dodatnog iona metala, Zn?* ili Cu®* utje¢e na
strukturu veznog mjesta i na vezanje supstrata. U tu svrhu pripremljene su modelne strukture
aktivnog mjesta hDPP 111 s dva iona cinka i s dva iona bakra.

Optimizacija modelnih struktura i racun frekvencija provedeni su programskim
paketom gaussian 09 primjenom teorije funkcionala gusto¢e (eng. Density functional theory,
DFT) u kombinaciji s modelom solvatacije temeljenim na gusto¢i (engl. Solvation Model
based on Density, SMD) [62]. Sve strukture, zbog usporedbe, su optimizirane i u vakuumu.
Detaljnije u nastavku.

3.3.1.1.  Modeli koristeni u kvantno mehanickim racunima
Zatvorena struktura hDPP III (PDB_id SEGY) sluZila je kao predloZak u izradi modela s
jednim ionom metala, a za izradu modela s dva iona metala, pored navedene strukture,
koriStena je struktura termolizina s dva iona cinka u aktivnom mjestu (PDB_id 1LND),
odredena difrakcijom X-zraka. Najjednostavniji model sastojao se od iona metala, jedne
molekule vode 1 bo¢nih lanaca aminokiselinskih ostataka iz prve koordinacijske sfere metala,
H450, H455 i E508 (slika 13a), pri ¢emu su histidini modelirani kao 4-metil-imidazoli, a
glutamat kao propionat. Slozeniji model ukljucivao je i dva dodatna aminokiselinska ostatka
iz druge koordinacijske sfere metala, E507 i E512 (slika 13b), a treci, najslozeniji model
sadrzavao je jo$ dodatno dvije molekule vode (slika 13c). Model s dva iona metala (slika 13d)
ukljucivao je aminokiselinske ostatke koji koordiniraju ione metala, kataliticki (H450, H455 i
E508) i inhibitorni (E508, H568, Y318, E316 i E451), te tri molekule vode, pri ¢emu je
polozaj inhibitornog iona metala odreden u Pymolu preklapanjem strukture hDPP 11 i

kristalne strukture termolizina s dva iona metala u aktivnom mjestu (PDB_id 5EGY i 1LND).
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Slika 13. Modeli koristeni u kvantno mehani¢kim ra¢unima. Modeli vezanja katalitickih iona
metala u hDPP 111 prikazani su na slikama (a-c), a model hDPP 11l s dva vezana iona metala
prikazan je na slici (d). U svim strukturama (a-c) polozaji iona metala M?* (M?* predstavlja
ione Zn?*, Cu?*, Co?" i Mn?*) oznaceni su sferom, a aminokiseline i molekule vode prikazane
su kao Stapi¢i. U modelu (d), kataliti¢ki aktivan ion metala oznacen je s MA, a inhibitorni ion

s MI. Udaljenosti su prikazane u A.
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3.3.1.2.  Strukture koristene u molekulsko dinamickim simulacijama

Osim na modelima aktivnog mjesta hDPP Ill, vezanje inhibitornog iona metala u hDPP Il
proucavano je koriStenjem strukture &itavog enzima u vodenoj otopini iona Na® i CI.
Kori$tenjem molekulsko dinamic¢kih simulacija ispitano je vezanje Cu?" i Zn?" u aktivno
mjesto hDPP 111 i izmjena iona metala vezanog u dodatno, inhibitorno vezno mjesto s ionom
vezanim u kataliticko vezno mjesto (slika 14a). Takoder, kako bi se istrazilo u¢inak vezanja
dodatnog iona metala u aktivno mjesto hDPP Il na vezanje peptidnih supstrata u hDPP llI,
pripremljene su i dvije modelne strukture kompleksa hDPP 1ll s dva iona metala i peptidom
sli¢nim hemorfinu, IVYPW, pri ¢emu je kao predlozak koriStena optimizirana struktura hDPP
III s dva iona cinka i eksperimentalno odredena struktura kompleksa hDPP Il — IVYPW
(PDB _id 5E3C). Tako priredene strukture kompleksa (CPLX1 i CPLX2, slika 14b,) koristene
su dalje u molekulsko dinamic¢kim simulacijama [63]. Razlike struktura CPLX1 i CPLX2,
detaljnije su opisane u poglavlju 4.2.2.2.
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Slika 14. Dio struktura aktivnog mjesta hDPP I1l. a) model aktivnog mjesta hDPP IlI s dva
iona cinka (S1), b) i c) modeli kompleksa aktivhog mjesta hDPP Il s dva iona cinka i
ligandom IVYPW, b) CPLX1 i c) CPLX2. Aminokiseline koje koordiniraju ione cinka i
molekule vode, prikazane su kao Stapic¢i. Kataliticki ion cinka (ZnA) 1 inhibitorni ion cinka

(Zn1) prikazani su kao sive sfere, a ligand IVYPW je prikazan $tapi¢ima obojen smede.

3.3.2. Kvantno mehanicki racuni

Geometrije konstruiranih modela optimizirane su koriStenjem DFT metode u kombinaciji s
modelom solvatacije temeljenim na kontinuumu gustoce (SMD) dielektri¢ne konstante € (g1 =

4) kako bi se simuliralo proteinsko okruZenje aktivhog mjesta. Pokazalo se da DFT izracuni
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mogu pouzdano reproducirati geometrije bioloskih sustava, kao i termodinamicke podatke
povezane uz njihovu transformaciju [64-66]. Izracuni su provedeni u programu Gaussian 09
[67] koristenjem B3LYP funkcionala i baznog skupa 6-31G(3d,p). B3LYP Koristi nelokalni
korelacijski funkcional prema Lee, Yang i Parr [68] i hibridni funkcional razmjene tri
parametra koji je predlozio Becke [69]. Na taj su nacin dobivene energije, optimiziranih
sustava. Prema prethodnim studijama, razina teorije B3LYP/6-31G(3d,p) predstavlja dobru
ravnotezu izmedu tocCnosti i utroSenog raCunalnog vremena za dobivanje vjerodostojnih
strukturnih parametara za sustave koji predstavljaju bioloske sustave s metalima, kao Sto su
Zn?*, Cu?*, Co%*" i Mn?* kao i za izraun termodinamickih veli¢ina vezanih za njihovu

transformaciju [64-66].

Izracuni frekvencije izvedeni su na istoj B3LYP/6-31G(3d,p) razini teorije kako bi se
potvrdilo da minimizirana struktura predstavlja pravi lokalni minimum na povrSini plohe
potencijalne energije metalnog kompleksa. Razlike u potencijalnoj energiji (Eel) i entropiji (S)
te korekcija za termalni doprinos (Ew) koriStene su za izracun razlika u Gibbsovoj energiji (G)
izmedu promatranih sustava s razli¢itim ionima metala u aktivnom mjestu enzima, prema

jednadzbi:

AG = AEq + AEn — TAS (32)

Relativni afinitet razli¢itih metala prema aktivnom mjestu hDPP |1l uz €1 = 4 izracunat je

pomocu jednadzbe 33, a za sustav u vakuumu jednadzbom 34.

AG = AGe1([M2+P]) - AGe1([M1+P]) - AGe1([M2+voda]) + AGe1([M1+voda]), (33)

AG = AGes e2([M1+P]) - AGese2([M2+P]) - AGe2([M1+voda]) + AGe2([M2+voda]) (34)

gdieje e1=4,e2="78ie3 =1, M1 Zn?*, a M2 je Cu?*, Co?* ili Mn?".

Za generiranje slika molekularnih struktura koristen je program PyMOL (PyMOL verzija
1.5.x Molecular Graphics System, Schrodinger, LLC, New York, NY, SAD).
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3.3.3. Metode polja sile

Za parametrizaciju proteina s cinkovim, odnosno bakrovim ionima koriStena su polja sila
ff14SB [70], odnosno ff19SB [71]. Parametrizacija i izrauni za modele sa cinkom, odnosno
bakrom provedeni su u sklopu programa AMBER16 [72] i AMBER20 [73]. Ranije je
utvrdeno da se koordinacija iona cinka u DPP Il iz razli¢itih organizama i tkiva, kao i u
drugim enzimima ovisnim o cinku sa sliénim mjestom vezanja metala, najpouzdanije
reproducira pomoc¢u novorazvijenih hibridnih vezno / neveznih modela [74]. Medutim, kako
bi se istrazila stabilnost hipotetskog inhibitornog iona metala i pratilo kretanje iona metala
unutar proteina, potrebno je koristiti nevezne parametre. U tu svrhu razvijeni su novi nevezni
parametri za ion cinka, a za bakar su koristeni standardni nevezni parametri dostupni unutar
programskog paketa AMBER20. Pocetne strukture otopljene su u kutiji oblika krnjeg
oktaedra ispunjenog molekulama vode TIP3P [75], dok su natrijevi ioni dodani kako bi se
postigla elektroneutralnost.

3.3.3.1.  Priprema struktura hDPP IlI s dva iona metala i njihovih kompleksa s peptidom

za molekulsko dinamicke simulacije

1. Strukture s cinkom

Minimizacija je provedena u 5 ciklusa s razli¢itim ograni¢enjima. U prvom ciklusu
optimizacije (1500 koraka), molekule vode su relaksirane, dok je gibanje ostatka sustava
ograni¢eno s harmoni¢kom konstantom sile od 64 kcal mol* A, U drugom ciklusu (2500
koraka), na ione cinka i aminokiselinske ostatke (Y318, H568, E508) koordinirane s ionima
cinka, primijenjena je konstanta sile 32 kcal mol* A U tre¢em ciklusu (1500 koraka),
konstanta sile na cinkov ion i okosnicu proteina smanjena je na 6 kcal mol™* A%, dok je sila na
ostatke smanjena na 12 kcal mol™* A, U ¢etvrtom ciklusu (1500 koraka) samo su kataliti¢ki
cinkov ion (ZnA) i njegovi koordinirajuéi ostaci bili ograni¢eni (cink sa 6 kcal mol™ Al j
njegovi ligandi s 12 kcal mol? A™?). U petom ciklusu (3000 koraka) cijeli sustav je
minimiziran bez dodatnih ograni¢enja.

Optimizirani sustav zagrijavan je od 0 do 300 K i uravnotezen kroz 5 faza. U prvoj
fazi, sustav je zagrijavan od 0 K do 300 K tijekom 10 ps koriste¢i NVT ansambl s korakom
integracije od 1 fs. Tijekom ove faze gibanje atoma proteinske okosnice ograni¢eno je
koristenjem harmonicke sile konstante 22 kcal mol® A, ioni cinka bili su ograni¢eni s 12

kcal mol* A i koordinirajuéi ostaci inhibitornog iona cinka (ZnI) s 12 kcal mol™ A, a E508
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s 64 kcal mol* A, Nakon toga je uslijedilo 70 ps simulacija NPT ansambla gdje su
ograni¢enja od 12 kcal mol™* A primijenjena samo na cinkove ione i aminokiselinske ostatke
koji ih koordiniraju. U trecoj fazi sustav je simuliran 140 ps, s ograni¢enjima smanjenim na 6
kcal molt A za cinkove ione i ostatke (osim za E508 gdje ostaje ograni¢enje od 12 kcal mol”
LA™Y, a u &etvrtoj fazi 100 ps uz ograni¢enje samo na ione cinka (6 kcal mol* A™?). U
zavr$noj fazi uravnotezenja sustav je simuliran 700 ps bez dodatnih ograni¢enja, osim $to je
za ogranicavanje kovalentnih veza koje ukljucuju vodikove atome vezane za ugljik, kao i
tijekom daljnjih simulacija, koriSten algoritam SHAKE. Tlak je odrZzavan Berendsenovim
barostatom [76] na 1 atm, dok je prosjecna temperatura sustava odrzavana na 300 K pomoc¢u
Langevinovog termostata [77].

2. Strukture s bakrom

Sustavi su optimizirani u tri ciklusa s razli¢itim ograni¢enjima. U prvom ciklusu minimizacije
(1500 koraka), usmjerenom na preraspodjelu molekula otapala, protein i cinkov ion bili su
ograni¢eni harmoni¢kim potencijalom s konstantom sile od 32 kcal mol* A, U drugom
ciklusu (3500 koraka), samo je okosnica proteina bila ograni¢ena konstantom sile od 12 kcal
mol A, dok je cijeli sustav minimiziran u treéem ciklusu (2500 koraka) bez dodatnih
ogranicenja. Sustavi su zagrijavani u ¢etiri koraka od 0 do 300 K, od 0-100 K, od 100-200 K i
od 200-300 K tijekom 50 ps. Nakon toga je uslijedilo ekvilibriranje od 3 ns na 300 K.
Vremenski korak od 0,5 fs koristen je za simulacije zagrijavanja i 1 fs za simulacije
ekvilibracije.

U MD simulacijama koristen je algoritam SHAKE [78] i vremenski korak od 2 fs.
Tijekom zagrijavanja koriSten je NVT skup, dok su ekvilibracija 1 proizvodni MD izvedeni s
NPT skupom, s grani¢nom vrijedno$éu od 11 A. Tijekom simulacija, temperatura je
kontrolirana pomocu Langevinovog termostata [77] s vremenskim intervalom izmedu
skaliranja temperature od 0,5 ps tijekom zagrijavanja i ekvilibracije gustoce i od 1 ps tijekom
MD simulacija. Tlak je kontroliran pomoc¢u Berendsenovog barostata [76] S vremenom
opustanja od 1,0 ps. Provedeno je ukupno 4 ps produktivnih klasiénih MD simulacija za

razli¢ite hDPP 11 strukture s dva bakra.
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Analiza podataka

Izra¢uni geometrijskih parametara (RMSD, Rgyra i RMSF) i analiza energija linearne
interakcije (LIE) provedeni su koriStenjem cpptraj modula [79] programskog paketa
AmberTools20. Slike su generirane pomo¢u PyMOL-a (PyMOL Molecular Graphics System,
verzija 1.5.0.4, Schrodinger LLC, New York, NY, SAD).

Slobodne energije vezanja iona cinka procijenjene su pomocu MMGBSA proracuna,
koristenjem GB modela Onufrieva i sur. [80]. Izrauni su izvedeni s MMPBSA.py modulom
[81] dostupnim unutar paketa programa AMBER16. Geometrija struktura uzorkovanih
tijekom MD simulacija analizirana je CPPTRAJ modulom programskog paketa AmberTools
[62].
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

Za eksperimentalne studije najprije je bilo potrebno prirediti pro¢iséene proteine, vrlo visoke
Cisto¢e i bez His-privjeska, kako bi se izbjegle sve kontaminacije i smetnje u daljnjim
ispitivanjima. Koristene eksperimentalne metode su vrlo osjetljive 1 kod vecine je nuzna
stabilnost proteina kako bi se mogla mjeriti njegova enzimska aktivnost. Za potrebe ove
doktorske disertacije provedene su racunalne metode: MD simulacije i kvantno mehanicki
izraCuni, te eksperimentalne metode: afinitetna i gel-filtracijska kromatografija, izotermalna
titracijska kalorimetrija (ITC), spektroskopija zaustavljenog protoka, mjerenja na instrumentu
spektrometrije mase s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) i fluorimetrijska
spektroskopija kako bi se odredila stehiometrija, izmjene i afinitet vezanja iona metala na
hDPP III.

4.1. Eksperimentalni pristup

4.1.1. Analiza procisé¢enih proteina

Frakcije prikupljene u koracima prociS¢avanja proteina su analizirane SDS-PAGE
elektroforezom. Slike gelova prikazuju uzorke nakon afinitetne kromatografije na koloni Ni-
NTA (slika 15) i gel-filtracije na koloni Superdex S200 na FPLC Akti (slika 16). Slika 15
prikazuje gel na kojem su uzorci nevezane frakcije, uzorci ispiranja i uzorci elucija. U svim
analizama koriSten je marker PageRuler Prestained Protein Ladder s rasponom veli¢ine
fragmenta 25-180 kDa. Crvena vrpca markera (jazica M, slika 15) oznacava 75 kDa, vrpca
koja odgovara hDPP III nalazi se malo iznad buduci da predvidena relativna molekulska masa
hDPP 111 iznosi ~83,5 kDa. Frakcije koje su koriStene za daljnje pro¢is¢avanje uzorka nalaze

se u jazicama oznacenim od 2 do 8.
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Slika 15. Analiza frakcija prikupljenih tijekom proc¢iS¢avanja hDPP III, afinitetnom
kromatografijom, na SDS-PAGE (10%-tni gel), M-marker, N-nevezana frakcija, 1 ispiranje,

2-8 elucija (frakcije procis¢enog proteina).

Frakcije s najvis$im koncentracijama Su spojene i odsoljene na PD-10 koloni, a proteinima u
uzorku odcijepljen je His-privjesak dodatkom TEV proteaze. Reakcijska smjesa je uguscena
do volumena 1,5 mL i procis¢ena gel-filtracijom (slika 16). Dobivene frakcije su ponovno

analizirane SDS-PAGE elektroforezom (slika 17).

UV / VIS [nm)

vrijeme (s)

Slika 16. Kromatogram gel-filtracije hDPP 1II prethodno prociséene afinitetnom

kromatografijom.
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Slika 17. Analiza frakcija hDPP Il prikupljenih nakon gel-filtracije, na SDS-PAGE (10%-tni

gel), P-pocetni uzorak proteina koji je nanosen na kolonu, M-marker, 18-23 frakcije

prociséenog proteina.

Koncentracije proteina odredene su na BioDropu, te su usporedene s oCitanjem A2go detektora

na FPLC-u. Mjerenja su pratila isti trend i medusobno su usporediva.

Koncentracija (mg mL1)
o = N
%) [N n N %)

o

15 17 19 21 23 25

broj frakcije

Slika 18. Graficki prikaz koncentracija frakcija (18-23) odredenih BioDropom.

Procis¢eni protein je nativni, divljeg tipa (eng. Wild type, WT) hDPP 11l s ionom metala cinka
u svom aktivnom mjestu. Za eksperimentalne studije bilo je potrebno pripremiti i apo protein,
tj. protein bez iona metala u aktivnom mjestu, kako bi se pratilo vezanje iona drugih metala.

To je ucinjeno nakon uklanjanja His-privjeska.
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41.1.1. Analiza prisutnosti His privjeska - western blot
Uspjesnost uklanjanja His privjeska iz proteina testirana je Western blotom. Budu¢i da je
poznato da His privjesak veZze ione metala [82] trebalo ga je ukloniti kako bi se §to preciznije
mogao odrediti broj kationa metala koji se vezu za enzim hDPP Ill. Za odcjepljivanje His
privjeska koristena je TEV proteaza. Uklanjanjanje His privjeska s hDPP III potvrdeno je
pomoc¢u imunokemijske metode ali je zapazena i kontaminacija s TEV proteazom (slika 19).
Za kvantificiranje preostale TEV proteaze u uzorku, upotrijebljena je kalibracijska krivulja s
10-200 ng TEV proteaze, snimljena na istoj membrani kao i ispitivani uzorak (slika 20).
Koli¢ina kontaminirajuéeg proteina izracunata je iz kalibracijske krivulje i utvrdeno je da
iznosi 67 ng TEV proteaze u uzorku od 1000 ng hDPP III. U slucaju da hDPP III i TEV
proteaza vezu dva iona metala [63, 82], ovi izraCuni sugeriraju da bi kontaminacija TEV
proteazom mogla promijeniti ocekivanu koli¢inu vezanog metala u uzorku proteina za najvise
13%, ali ne za cjelobrojnu vrijednost. Postupak je proveden za sve uzorke 1 dao je sli¢ne

rezultate.

kDa
180
130
95
72
55

43

hDPP 111 -

34

TEV protease » 26

A B

Slika 19. Reprezentativna analiza prisutnosti His privjeska western blot metodom. Trake: 1 -
2000 ng hDPP 111; 2 - 1000 ng hDPP 1l1; 3 - PageRuler proteinski marker sa 100 ng His -
oznatenog hDPP III kao referencom. Slike A-C prikazuju istu membranu. Prikaz (A)
membrana obojena amido crnom bojom, (B) rezultat detekcije kemiluminiscencije i (C) slika

preklapanja koja prikazuje poloZaj detektiranih traka s prethodno obojenim markerima.
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Slika 20. Reprezentativni western blot za kvantifikaciju TEV proteaze. Kemiluminescentna
detekcija nakon 1 minute i 15 sekundi izlaganja, preklopljena markerom. Trake: 1 - PageRuler
marker, 2 - 1000 ng hDPP 111, 3 - 10 ng TEV proteaze, 4 - 25 ng TEV proteaze, 5 - 50 ng
TEV proteaze, 6 - 1000 ng hDPP 1ll, 7 — 75 ng TEV proteaze, 8 — 100 ng TEV proteaze, 9 —
200 ng TEV proteaze, 10 - PageRuler marker sa 100 ng hDPP III oznafenog s His

privjeskom, kao referenca.

4.1.2. Odredivanje stehiometrije vezanja metala na hDPP III (ICP-MS)

Mjerenja su provedena u 25 mM amonijevom acetatu na pH 7,4, pri koncentraciji mase
proteina od 0,1 do 0,2 mg mL™. Holo proteini su pripremljeni dodatkom 6 mola iona metala
na jedan mol proteina, a potom ispirani puferom za uklanjanje nevezanih iona metala.
Rezultati su prikazani u tablici 3. Mjerenja pokazuju da nativni protein nije zasi¢en metalom
cinka, kao $to je bilo pretpostavljeno na temelju mjerenja aktivnosti. Rezultati pokazuju da su
koncentracije metala u nativnom proteinu vrlo slicne onima u apo proteinu. Nakon vezanja
metala u protein najvec¢i izmjereni omjer metala i proteina bio je 2:1 za bakar. Samo jedan
mol Zn?* bio je vezan na jedan mol proteina. Rezultati potvrduju da protein hDPP III ima
visok afinitet vezanja za Cu?" i Zn?*, §to prikazuju cjelobrojne vrijednosti odnosa metal-
protein, dok su za Co?* i Mn?* mjerene vrijednosti ispod 1, odnosno oko 0,3 za kobalt i 0,02 —
0,03 za mangan. Rezultati prisutosti dva iona bakra za protein potvrduju moguénost

postojanja dodatnog mjesta za vezanja iona metala u hDPP I11. Sva mjerenja su ponovljena pri

istim uvjetima s drugom serijom istog proteina.
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Tablica 3. Omjeri iona metala i molekula proteina (N) izmjereni ICP-MS uredajem za holo
enzime hDPP Il11. Rezultati su prikazani kao prosjek i standardna devijacija dvaju mjerenja.

hDPP I N(zn?) N(CuZ") N(Co?") N(MnZ")
nativna 0,07 + 0,04 001+0,00 | 001+000 | 0,00 0,00
apo 0,02 + 0,01 0,00+0,00 | 002+0,00 | 0,00 0,00
apo + Zn%* 1,07 0,16 002+001 | 001+001 | 0,01%0,02
apo + Cu?* 0,05 + 0,05 203+0,09 | 002+001 | 0,01%0,01
apo + Co?* 0,37 0,17 003+003 | 033+001 | 0,00+0,00
apo + MnZ* 0,32+ 0,03 004+002 | 005+004 | 0,03%0,01

Zanimljivo je da je vezan samo jedan ion cinka. To ukazuje na ve¢i afinitet vezanja bakra za
dodatno vezno mjesto (inhibitorno) ili kineticki labilnije vezanje cinka na inhibitorno mjesto
Sto dovodi do izmjene s ionom vezanim na aktivho mjesto pri ¢emu ion cinka iz aktivnog
mjesta napusta aktivno mjesto 1 migrira prema otvoru interdomenske pukotine, Sto je veé
ranije sugerirano molekularnim simulacijama. Mangan nije ostao vezan za enzim, $to ukazuje
na slabo vezanje tog metala za hDPP III. Kobalt je utvrden u samo 30% molekula proteina $to
je bilo neocekivano buduéi su ranija istrazivanja pokazala da kobalt aktivira hDPP 11l [57],
vjerojatno vezanjem na kataliticko mjesto metala. Obja$njenje bi moglo biti u ¢injenici da je
afinitet kobalta prema katalitiCkom mjestu bitno nizi od afiniteta cinka, a u proteinima
inkubiranim s manganom 1 kobaltom, izmjerena je znatna koli¢inu cinka u uzorcima, izmedu
20% 1 40%. Izvor cinka u tim uzorcima nije bilo mogucée utvrditi jer su svi uzorci tretirani
istim postupkom i nije pronaden dodatni cink u uzorcima apo 1 nativnih proteina.
Najjednostavnije objasnjenje prisutnosti cinka u tim uzorcima je da su male koli¢ine kelatora

DPA 1 EDTA zasi¢ene dodatkom viska metala ostale u tretiranim uzorcima.

4.1.3. Pracenje aktivnosti vezanja metala na hDPP 111 spektroskopijom zaustavljenog

protoka

Prva mjerenja su provedena inkubiranjem apo hDPP Ill s otopinom metala. Mjerenja su
provedena na pH 7,4 u razli¢itim puferima: 1. 25 mM natrij kakodilat, 2. 40 mM Tris-HCI, 3.
25 mM amonijev acetat. Rezultati nisu bili pozitivni, odnosno nije dobivena krivulja

aktivacije niti inhibicije s apo proteinom.
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Budu¢i da je metodom ICP-MS pokazano da je nativni protein vrlo slican apo
proteinu, odnosno da nije zasi¢en metalima, za daljnja mjerenja koristen je nativni protein.
Mijerenja su provedena u 40 mM Tris-HCI puferu, pH 7,4, pri koncentraciji proteina 20 nM.
Instrumentom za spektroskopiju zaustavljenog protoka prac¢ena je krivulja hidrolize Arg-Arg-
2NA u prisutnosti razli¢itih metalnih iona (cinka, bakra, kobalta i mangana). Nativni uzorak
hDPP 111 inkubiran je s otopinom nitrata cinka, bakra, kobalta i mangana. U svim mjerenjima
uocena je aktivacija do omjera metal:protein od 1:1, nakon c¢ega je doslo do postupne
inaktivacije. Sli¢ne krivulje aktivnosti dobivene su za sve metale (slika 21), s malim
razlikama u podrucjima gdje je omjer metala i proteina bio manji od 1:1 (slika 22). Jedini
metal koji je pokazao porast aktivnosti do ekvimolarnih koncentracija bio je Zn?*. Za ostale

metale, Cu?*, Co?* i Mn?*, aktivnost je bila stabilna do omjera 1:1, nakon &ega je nastupila

inhibicija.
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Slika 21. Relativna aktivnost enzima kao funkcija koncentracije metala, prac¢eno na 332 nm u
40 mM Tris-HCI puferu, pH 7,4.
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Slika 22. Relativna aktivnost enzima kao funkcija koncentracije metala pri ekvimolarnim

koncentracijama metala i proteina u 40 mM Tris-HCI puferu, pH 7,4 - uvecani prikaz.

Mijerenja su ponovljena u puferu 25 mM natrij kakodilatu, pH 7,4. Dobiveni rezultati su vrlo
sli¢ni prethodnima. Cink i kobalt pokazuju blagu aktivaciju do ekvimolarnog omjera proteina
prema metalu, nakon koje slijedi inhibicija, dok bakar i mangan odmah pokazuju blagu

inhibiciju bez prethodne postepene aktivacije proteina.
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Slika 23. Relativna aktivnost enzima kao funkcija koncentracije metala, pra¢eno na 332 nm u
puferu 25 mM natrij kakodilatu, pH 7,4.
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Slika 24. Relativna aktivnost enzima kao funkcija koncentracije metala pri ekvimolarnim

koncentracijama metala i proteina u 25 mM natrij kakodilatu, pH 7,4 - uvecani prikaz.

4.1.4. Konstante disocijacije mjerene fluorimetrijski

Na slici 25 dani su rezultati mjerenja konstante disocijacije metala mjerenjem enzimske
aktivnosti. Iz grafa su nelinearnom regresijom odredene konstante disocijacije, koje su zatim
korigirane za interakciju metala i pufera. Konac¢ne vrijednosti su: 6,7 x 10! M za Zn?*, 2,8 x
1012 M za Cu?" i 3,2 x 10° M za Co?*. Tako odredene konstante odnose se samo na vezanje

metala u aktivno mjesto enzima.
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Slika 25. Odredivanje konstante disocijacije nativne hDPP Il s metalima (Zn?*, Cu?*i Co?").
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Teoretski bi se na ovaj nacin mogle odrediti i konstante vezanja metala u dodatno vezno
mjesto, uz pretpostavku da njegovo vezanje utjece na aktivnost enzima (inhibicija), ali bilo bi
potrebno koristiti neki drugi ligand, koji bi omoguéio kontrolu koncentracije slobodnih
metalnih iona pri viSim koncentracijama. Stoga je bilo potrebno drugom metodom pokusati

opisati vezanje metala na eventualno dodatno vezno mjesto.

4.1.5. Odredivanje stehiometrije vezanja metala na hDPP 111 (ITC)

Mijerenja su provedena u dva pufera, 50 mM natrijevom kakodilatu, pH 7,4 i 50 mM MOPSu,
pH 7.4 pri koncentraciji proteina u rasponu od 5 x 10% M do 2 x 10* M i koncentracijama
metalnih otopina od 6 x 10° M do 1 x 10®° M. ITC metoda bi trebala dati opis svih
termodinamickih parametara interakcije i omoguciti kvantitativno odredivanje broja iona
metala koji se vezu za protein te jakost tih interakcija. Rezultati mjerenja titracija hDPP III s
ionima metala prikazani su kao prosje¢na vrijednost i standardna devijacija najmanje dva, a
uglavnom tri ili Cetiri mjerenja (slika 26). Osim direktnom, protein-metal interakcije ispitane

su i reverznim titracijama iona metala s proteinom.
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ionima metala. Izoterme vezanja (gornji red) i podaci s

prikladnim krivuljama (donji red) prikazani su (slijeva na desno) za izravnu (metal na

protein), odnosno obrnutu (protein na metal) titraciju za Zn?* (A), Cu?* (B), Co?" (C) i Mn?*

(D).

Za sve metale osim kobalta, rezultati stehiometrije i oblik izotermalne krivulje ukazuju na

postojanje dva vezna mjesta (tablica 4). Afinitet vezanja Zn?* i Cu?* u aktivno mjesto hDPP

Il bio je prevelik za mjerenje opisanom metodom. Stehiometrija vezanja odredena za Co%*

nije cjelobrojna, §to je u skladu s ICP-MS mjerenjima, a iznosi 0,63 iona metala po

proteinskoj molekuli. Reakcija vezanja je endotermna (slika 26C).
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Tablica 4. Vrijednosti termodinamickih parametara utvrdenih za interakcije metala i proteina
odredene pomocu ITC metode u 50 mM natrij kakodilatnom puferu pri pH 7,4, za izravne

titracije. Rezultati su prikazani kao prosjek i standardna devijacija triju mjerenja.

AH/K] A:G/K] —T A:S/K] | Pretpostavljeno
n KoM ) )
mol ! mol ™! mol ! mijesto vezanja
Zn*" 1,46 £ 0,07 1,0+ 0,8 18+2 -34 +1 52 +1 dodatno
Cu? | 12401 | 24407 | -498+03 | -322+07 | 17.6+05 dodatno
Co?" 0,63+0,04 | 0,13 +0,02 39+ 1 -36,7+0,5 78 £ 1 aktivno
Mn?* aktivno
0 0,22+0,01 | 0,23 +£0,05 —42 +1 —-38,0+0,5 442
Mn?* dodatno
@ 0,44 + 0,04 1,0+£0,1 47,0+0,5 | -343+0,4 | —81,2+0,5

Rezultati reverzne titracije u korelaciji su s rezultatima izravne titracije (tablice 4 i 5). Za
mangan, rezultati ukazuju na dva vezna mjesta po proteinu, ali s ukupnim sadrzajem metala
po proteinu manjim od 1. Za prvo, aktivno, vezno mjesto, vrijednost Kq bila je sli¢na onoj za
kobalt, ali za drugo, inhibitorno, vezno mjesto, bila je znacajno viSa. Vezanje mangana na
prvo mjesto je egzotermno, dok je na drugo mjesto endotermno (slika 27). Za cink, rezultati
upucuju da postoje dva vezna mjesta, ali nisu dobivene kvantitativne vrijednosti za vezanje
posebno prvog i posebno drugog veznog mjesta kao kod mangana. Stehiometrija vezanja je
1,5 iona cinka po molekuli proteina za izravnu titraciju i 2,5 iona cinka za obrnutu titraciju.
Rezultati su se mogli odrediti samo za vezanje na drugo, inhibitorno, mjesto, budu¢i da je
Zn?* u aktivno mjesto vezan znacajno veéim afinitetom.

Za bakar se izravna i reverzna titracija proteina nisu podudarale, §to se moze odmah
uociti na dijagramu (slika 26). U oba slucaja ukupna stehiometrija bila je n > 1, $to upucuje da
se bakar osim u aktivno veze i u inhibitorno mjesto, vezanje je egzotermno. Sumnja se da su
na dobivene rezultate utjecali neki drugi ¢imbenici koji su ometali vezanje metala na hDPP
I11, npr. vezanje iona bakra na pufer ili na zaostali histidinski privjesak. Drugi potencijalni
razlog za ovu razliku je osim vezanja Cu?* u inhibitorno vezno mjesto i visok afinitet Cu®* za

vezno mjesto u donju domenu hDPP I1I.
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Tablica 5. ITC rezultati reverznih titracija u 50 mM natrijevom kakodilatnom puferu pH 7,4.

n Kd/ uM AH [ kJ AG [ KJ -T A'S/kJ | Pretpostavljeno
mol* mol* mol* vezno mjesto
Zn?* 2,470 + dodatno
350199 | 146+45 -314+£1,6 -45,9+ 3,0
0,170
Cu?* 1,713 0,984 + ?
-235+3,1 | -344x0,8 -11,0£ 3,6
0,131 0,292
Co?" 0,616 + 0,720 _
445 +0,9 -35,2+0,6 -79,6 1,6 aktivno
0,042 0,193
Mn?*
1)
Mn? 0,442 + 0,945 + dodatno
52,2+15 -345+£0,2 -86,6 £1,2
() 0,013 0,091
A B | :
C

D N
] il
“ r
20 20+ "
of o o4
E 20 £ 20
<o o] w0
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Slika 27. Signature plot - Gibbsova energija plavo, entalpija zeleno i entropija crveno

prikazani su (slijeva na desno) za izravnu (metal na protein), odnosno obrnutu (protein na
metal) titraciju za Zn?* (A), Cu®* (B), Co?* (C) i Mn?* (D).
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Konacne vrijednosti Kq dane su u tablici 6. loni kobalta vezali su se samo u aktivno mjesto, a
nM vrijednost konstante disocijacije Kgq u skladu je s wvrijednostima dobivenim
fluorimetrijskom analizom. Vrijednosti Kq za vezanje cinka i bakra na inhibitorno vezno
mjesto su reda veli¢ine 107 M odnosno 10® M. Ti su afiniteti &etiri reda velidine nizi od

fluorimetrijski izmjerenih afiniteta za kataliticko mjesto.

Tablica 6. Konstante disocijacije vezanja iona metala na hDPP Il1, odredene ITC-om.

lon metala pufer Ka/M logKms | Qwms Kda/ M Vezno mjesto

Zn?* Na-kakodilat | 9,6 x 1077 2,14 8,0 1,2x 1077 dodatno
Zn** | MOPS-NaOH | 8,8x10° 3,22 84 1,0x 1077 dodatno
Cu? MOPS-NaOH | 55x10° 3,8 313 1,8x1078 dodatno
Co** | Na-kakodilat | 1,3x 10”7 227 | 104 | 13x10°% aktivno

Mijerenja izravne i reverzne titracije na ITC-u su ponovljena u 50 mM MOPS-NaOH puferu,
pH 7,4 za Zn?* i Cu?" (tablica 7). Rezultati za bakar se kao i u sluéaju mjerenja u
kakodilatnom puferu nisu slagali s rezultatima mjerenja direktnom-izravnom titracijom. U
reverznoj titraciji nije bilo mogucée odrediti stehiometrijski broj vezanja bakra na protein.
Medutim, parametri izmjereni u izravnoj titraciji u oba pufera su u skladu, s najve¢om
razlikom uocenom u stehiometriji (n = 1,2 u natrijevom kakodilatnom puferu i n = 0,8 u

MOPS-NaOH).
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Tablica 7. ITC rezultati - Zn?* i Cu** u 50 mM MOPS puferu pH 7,4, vrijednosti izravne i

reverzne titracije.

N Kd/ uM AH Tk AG K] -T A'S/kJ | Pretpostavljeno
mol* mol* mol* vezno mjesto

izravna

Zn** | 1,505+0,293 | 8,768 +4,213 | 19,9+6,9 | -29,0+1,5 | -49,0+5,8 dodatno

Cu®* 0,800 + 0,096 | 5,450 + 1,446 | -49,7+6,1 | -30,1+0,7 19,6 £5,6 dodatno
reverzna

Zn** | 2,663+0,153 | 1,750+ 0,827 | 6,2+2,0 | -33,0+1,1 | -39,7+0,3 dodatno

Cu®* 8,080 + 5,117 ?

4.15.1. Mutanti

ITC mjerenja provedena su i na tri mutanta hDPP I11: E508D, H455Y i dvostrukom mutantu

E316A H568Y kako bi se testirala predvidanja o aminokiselinskim ostacima koji tvore

dodatno vezno mjesto. Rezultati nisu pokazali znacajnu razliku u vezivanju iona cinka na

divlji tip i mutante hDPP 111, ni u stehiometriji, ni u Kq vrijednostima (tablica 8). Medutim, Kg

vrijednost se znacajno povecala za ione bakra (tablica 9) Sto sugerira da se rezultati izravnih

titracija s divljim tipom mogu protumaditi kao vezanje Cu®* na dodatno vezno mjesto (podaci

u tablici 4). U obrnutoj titraciji s Cu?*, vjerojatno je izmjerena nepoznata, kompetitivna

interakcija metala s puferom.
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Tablica 8. ITC rezultati — izravne titracije mutanti i Zn?*. Vrijednosti termodinamickih

parametara za interakcije Zn-protein s hDPP Ill mutantima pomocu ITC-a u 50 mM

natrijevog kakodilatnog pufera pH 7,4. Podaci za divlji tip dani su radi usporedbe.

N Kg/ uM AH/kImolt | AG/kImol? | -T AS/kJmol?

Divlji tip 1,46 £ 0,072 | 0,957 £ 0,829 179+23 -342+14 -52,1+1,0

ES08D 1,313+ 1,873 +£0,278 19,3+28 -32,7+04 -52,0+29
0,274

E316A H568Y 1817 £ 2,887 £ 1,654 16,148 -320+15 -48,1+ 3,3
0,131

H455Y 1,370 £ 2,147 + 0,455 189+3,3 -32,4+0,6 -51,4+ 3,8
0,056

Tablica 9. ITC rezultati — izravne titracije mutanti i Cu?'. Vrijednosti termodinamickih

parametara za interakcije Cu-protein s hDPP III mutantima pomo¢u ITC-a u 50 mM

natrijevog kakodilatnog pufera pH 7,4. Podaci za divlji tip dani su radi usporedbe.

N Ka/ uM ArH/kImol” | ArG/kImol? | -T ArS/kJ mol™
1

Divlji tip 1,23+ 2,393 + 0,663 -49,8 +0,3 -32,2+0,7 17605
0,095

ES08D 0,697 = 8,127 +4684 | -91,8+11,6 -29,3+14 62,6 +12,8
0,134

E316A H568Y 0,751 = 142+22 -87,5+ 15,2 -27,7+0,4 59,8 £ 15,5
0,507

H455Y 32,3+4,6

4.2. Racunalni pristup

4.2.1. Rezultati kvantno mehanickih racuna

Koristeni su QM izracuni na pojednostavljenim modelima metalnog centra hDPP III kako bi

se odredilo mogu 1i drugi dvovalentni kationi kao $to su Cu?*, Co?" i Mn?" zamijeniti nativni

cink i kako prisutnost molekula vode i aminokiselinskih ostataka druge koordinacijske sfere
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utjeCe na ovaj proces. Budué¢i da se pokazalo da vece koncentracije ovih iona metala
inhibiraju enzimatsku aktivnost hDPP III, proucavano je vezanje po dva metala iste vrste,
Zn?" i Cu?', u aktivno mjesto enzima, pri ¢emu je drugi ion metala vezan u dodatno
(pretpostavljeno inhibitorno) vezno mjesto smjeSteno u neposrednoj blizini veznog mjesta
katalitickog iona.

Odabrane udaljenosti u strukturama izmedu aminokiselina, metala i molekula vode
koje aproksimiraju aktivno mjesto hDPP I1I: model 1, model 2, model 3 i model 4 (slika 13) s
ionima metala (Zn, Cu, Co i Mn) prije (1) i nakon optimizacije geometrije dane su u tablicama

10-13, a prikazane su angstrémom, A.

Tablica 10. Odabrane udaljenosti u modelu 1 s ionima metala (Zn, Cu, Co i Mn) prije (I) i

nakon optimizacije.

Modell I Zn Cu Co Mn
M-H450 2,0 2,0 2,0 2,0 2,1
M-H455 2,1 2,0 2,0 2,0 2,1
M-E508 2,1 2,1 2,0 2,0 2,1

M-w1 2,0 2,0 2,3 2,1 2,1
E508-w1 3,6 1,6 3,0 1,7 1,6

Tablica 11. Odabrane udaljenosti u modelu 2 s ionima metala (Zn, Cu, Co i Mn) prije (I) i

nakon optimizacije.

Model2 I Zn Cu Co Mn
M-H450 2,0 2,0 2,0 2,0 21
M-H455 2,0 2,0 2,0 2,0 2,1
M-E508 2,0 2,0 2,1 2,0 2,1

M-w1l 2,1 2,0 2,3 2,0 21
E508-w1 1,6 1,6 2,9 1,6 1,6
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Tablica 12. Odabrane udaljenosti u modelu 3 s ionima metala (Zn, Cu, Co i Mn) prije (I) i

nakon optimizacije.

Model3 I Zn Cu Co Mn
M-H450 2,0 2,0 2,0 21 2,1
M-H455 2,1 2,0 2,0 2,1 2,1
M-E508 2,1 2,0 2,3 2,1 2,2

M-w1l 2,0 3,4 2,1 2,3 2,3

M-w2 2,5 3,1 2,8 2,2 2,2

M-w3 2,2 2,1 2,0 2,3 2,3
E508-w1l 3,6 4,5 3,5 1,8 1,6
E508-w3 1,2 1,6 1,5 1,8 1,6
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Tablica 13. Odabrane

optimizacije.
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udaljenosti u modelu 4 s ionima metala (Zn, Cu) prije (1) i nakon

Model4 I 2Zn 2Cu
MA-MI 4,2 5,5 52
MA-H450 2,0 2,1 2,0
MA-H455 2,1 2,1 2,0
MA-E508 2,0 2,0 1,9
MI-E508 2,1 3,6 3,8
MI-H568 2,1 2,0 1,9
MI-Y318 2,3 2,1 2,2
MA-w1l 2,0 1,9 21
MI-w2 2,3 2,0 2,0
MI-w3 2,2 1,9 1,8
E451-w1l 1,6 2,6 1,7
E316-w2 1,6 1,8 1,8
E316-w3 1,8 2,6 1,0

Kako bi odredili relativni afinitet iona metala Cu**, Co?* i Mn?* u odnosu na afinitet nativnog

iona metala Zn?* prema aktivnhom mjestu hDPP 111, izracunate su relativne Gibbsove slobodne

energije prema jednadzbi 35, uz €1 = 4 i SMD, a rezultati prikazani u tablici 14.

AG = AG ([M1+P]) — AG ([M2+P]) - AG ([M1+voda]) + AG([M2+voda])

gdje je M1 Cu?*, Co?* ili Mn?*, M2 Zn?*, a P protein.

(35)
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Tablica 14. Relativne Gibbsove slobodne energije (u usporedbi sa Zn?*) metala za mjesto
vezivanja hDPP III. Izracuni su izvedeni prema jednadzbi 35, koristenjem tri modela razlicite
slozenosti za aproksimaciju aktivnog mjesta proteina. A) prikaz izraCuna s € = 4, B)

optimizacija energije u vakuumu prac¢ena izraCunom energije s € = 78.

Ion metala (M?) Relativni afinitet / kcal mol™!
A
Model1 | Model2 | Model 3
Cu? -5,65 0,63 -2,51
Co* 3,77 4,39 -31,38
Mn?* 11,30 15,06 33,89
B
Cu? -10,67 -4,39 2,51
Co* 5,02 -1,26 9,41
Mn?* 12,55 13,18 25,1

Relativna Gibbsova slobodna energija za vezanje Cu na inhibitorno aktivno mjesto kada je

aktivno mjesto zauzeto, izra¢unata prema jednadzbi (36) je 28,68 kcal mol™:

AG = AG ([2M1+P]) — AG ([2M2+P]) - AG ([M1+P]) — AG ([M1+voda]) + AG ([M2+P]) +
AG([M2+vodal) (36)

gdje je M1 Cu?*, Co?* ili Mn?*, M2 Zn?*, a P protein.

4.2.2. Rezultati MD simulacije s dva iona cinka vezana u aktivno mjesto hDPP 11|

1. Modeli s cinkom
Za potrebe MD simulacija hDPP 111 s aktivnim mjestom u koji su vezana dva iona cinka [83]
koriSteni su ranije razvijeni 6-12 parametri za ione cinka [84] s modificiranim nabojima na
ionima metala i katalitickom glutamatu E451, te parametri koji koriste lazne atome na koje je
preraspodijeljen dio naboja iona metala, a temelji se na modelu laznog atoma (tzv. 'dummy

atom model") kojeg je razvila Duarte i sur. [85] (tablica 15), model D1. U modelu laznog
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atoma (model D2) cinkov ion zamijenjen je sa Sest kationskih laznih atoma (nevidljivi su za
van der Waalsove interakcije) kovalentno vezanih na sredi$nji atom kojem su pridruzeni van

der Waalsovi parametri cinka. [63] (tablica 15).

Tablica 15. Model iona metala koristen u ovom radu D2 usporeden sa predloskom modela
D1.

naboji
Model
Zn E451
srediSnja tocka | srediSnja tocka _ _
‘ _ tocke na x 1y osi
(nosi vdw (prenosi vdw
Ukupan oktaedra
parametre) parametre)
Dl 2 -1 0,5 0,5
D2 1,325 -0,475 0,1 0,4 -0,65

4.2.2.1. MD simulacije hDPP Ill s dva iona cinka u aktivnom mjestu
Provedene su MD simulacije s D1 1 D2 modelima na S1 sustavu koriStenjem razli¢itih
polja sile i solvatirani u vodenoj otopini s ionima Na*. Vrijednosti dobivene za strukture
najzastupljenije tijekom pojedine MD simulacije dane su u tablici 16. Podebljanim slovima
oznaceni su metalni ligandi prisutni u pocetnim strukturama. Energije MMGBSA izracunate

su na dijelovima trajektorije gdje koordinacija iona metala odgovara najzastupljenijoj
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Tablica 16. Simulacije izvedene pomoc¢u modela laznih atoma (D1 i D2) za ione cinka.
MMGBSA(kcal/mol)
. . Receptor: Receptor:
<ZnA-Znl> ZnAligand Znl ligand Rec: hDPP I1l +
Model hDPP I11 hDPP I11
(A) _ _ ZnA
Ligand: Ligand: )
Ligand: Znl
ZnA + Znl ZnA
H450, H455, H568, E3165,
S1 <Znp—Zn;>
E508M, E451M | E508M, Y315 -292+11 -164 + 6 -108 +7
ff14SB A)
D1
H450, H455, | E316M, E508M,
S1 5,4 +0,151%
E508M, E451M H568 -320+8 -187 +6 -121+6
ff03 5,1+0,149%
S1 35+0,2 E508M, H450,
E316M, E508M -144 + 6 -80+5 AT+ 7
ff03 H455
S1 E508M, H450, | E316M, E508M,
-166 + 8 -81+5 -50+ 10
ff03 49+0,5 H455 H568
S1 54+0,3 H450, H455,
E316M, E508M -122 +8 -67+5 48+ 7
ff14SB E508M
S2 H450, H455, E316M, E508M
4,7+£05 -116 £ 7 -68+5 -43+5
ff14SB E508M
S1 H450, H455, E508M
-102+9 -69 + 4 -23+6
D2 ff14SB 41+0,3 E508M
st H450, H455, H568, E508M,
47+0,1 E508M, E451M V730 -160 £ 7 -96+5 -57+5
ff14SB
H450, H455,
CPLX1 E508M
52+0,3 E508MB, E451 -114 £ 7 -93+5 -18+4
ff14SB
H450, H455, H568, E508MB
CPLX2
54+0,3 E508M8 *HM-02" -150+ 8 -85+5 -39+4
ff14SB
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4.2.2.2.  MD simulacije kompleksa hDPP |1l s dva iona cinka u aktivnom mjestu
s peptidom IVYPW

Simulirane su dvije pocetne strukture hDPP III (s dva cinka) — IVYPW kompleksa, CPLX1 i
CPLX2 [63] koristenjem D2 modela za ion cinka. U strukturi CPLX1, ZnA je koordiniran s
H450, H455 i E508, dok je Znl koordiniran s Y318, E508, H568 (slika 14). U CPLX2 ZnA je
koordiniran s H450, H455, E508, E451 i jednom molekulom vode, dok je Znl koordiniran s
H458 i E508 (monodentantno ili bidentantno) te s kisikom karbonilne skupine druge
aminokiseline peptidnog liganda i s dvije molekule vode (slika 28). Zanimljivo je da je E451
usao u ZnA koordinacijsku sferu ve¢ tijekom ekvilibracije CPLX1. S druge strane, u ranoj
fazi MD simulacija CPLX2, E451 je izaSao, a ES08 je usao u koordinacijsku sferu ZnA,
odnosno Znl. Bo¢ni lanac Y318 se zarotirao i udaljio od iona metala dok je ligand ostao blizu
svog pocetnog polozaja, vezan antiparalelno za peterolananu beta plo¢u iz donje

(nekataliticke) proteinske domene, i u vecini simulacija koordinira Znl.

Udaljenost [A]
i
Udaljenost [A

a b
I ( I t
| H
H2 '
p— - {
- 4 H4 =, il
- -
: £ §
o, <
< 3 :
@ =
) 3
°
3 2

100 200 300 400 500 ‘ 100

Vrijeme (ns)

300

Vrijeme (ns)

c d

Slika 28. Koordinacija iona cinka tijekom 500 ns MD simulacija CPLX1 (ai b) i CPLX2 (c i

d) u slucaju kad je za parametrizaciju (prikaz) iona cinkovih iona koriSten D2 model.



§ 4. Rezultati i rasprava 87

Srednje udaljenosti cinkovih iona ZnA i Znl, prevladavajuéi oblik koordinacije i srednje
energije vezanja oba i svakog pojedinog iona cinka u aktivno mjesto hDPP 11l tijekom MD
simulacija kompleksa hDPP |1l strukture s dva cinkova iona i peptida IVYPW dani su u
tablici 17, za strukture (koordinacija iona metala) koje su bile najviSe zastupljene tijekom MD

simulacije. MMGBSA energije takoder su izraCunate na dijelovima trajektorije gdje

Tablica 17. Simulacije izvedene pomoc¢u modela laznih atoma D2 za ione cinka.

MMGBSA (kcal/mol)
<ZnA- ) ) Receptor: Receptor: | Rec: hDPP
ZnA ligand Znl ligand
Model Znl> hDPP I11 hDPP 111 I+ ZnA
(A) Ligand: ZnA + | Ligand: Ligand:
Znl ZnA Znl
D2 H450, H455,
CPLX1 E508
5,2+0,3 E508,E451 -114+7 -93+5
H450, H455,
CPLX2 H568, E5S08
5,4+0,3 E508 -150+8 -85+5

Strukture proteina oba modela CPLX1 i CPLX2 vrlo su stabilne tijekom MD simulacija.
RMSD je uglavnom oko 1,5 A i Rgyr izmedu 25,0 A i 25,5 A (vidi slike u dodatku 42-45).
Mozemo zakljuciti da vezanje dodatnog iona cinka u¢vrSc¢uje strukturu proteina. Podebljanim

slovima oznacene su aminokiseline koje koordiniraju ione cinka u poc€etnoj konformaciji.

4.2.3. Rezultati MD simulacija hDPPP s dva iona bakra vezana u aktivno mjesto

Provedene su MD simulacije optimiziranih struktura proteina hDPP 11l s dva iona bakra kako
bi se istrazila relativna stabilnost razlicitth hDPP III struktura s dva iona metala 1 istrazilo
vezanje iona bakra na hDPP 1ll. Simulacije su provedene za tri razli¢ita nacina vezanja iona
bakra u aktivno mjesto, S1, S1° i S2 (slika 29). Ukupno je provedeno oko 4 us MD simulacija
s tri razlicite pocetne strukture hDPP III s po dva iona bakra (tablica 18 i slika 29) u aktivnom
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mjestu. U svima strukturama Cul (Cul oznacava ion bakra vezan na mjesto katalitickog iona
cinka, a Cu2 ion bakra u pretpostavljenom inhibitornom veznom mjestu) se nalazi na polozaju
katalitickog iona cinka i koordiniran je s H450, H455 i E508. U SMI1 strukturi Cu2 je
koordiniran s Y318, H568 i E508 ¢ija karboksilna skupina premosc¢uje Cul i Cu2, dok je u
strukturi SM2 Cu2 umjesto s Y318, koordiniran s E316. U strukturi SM1° Cu ioni su
koordinirani s istim aminokiselinskim ostacima kao u modelu 1, ali su Cul i Cu2 uz E508

premosteni i sa OH- (slika 29).

Tablica 18. Oznake za MD simulacija svake od navedenih struktura hDPP 111 s 2 iona bakra.

Oznaka simulacije (naziv Vrijeme

strukture + broj replike) (ns)
SM1-1 300
SM1-2 500
SM1-3 300
SM1°-1 300
SM1°-2 200
SM2-1 1200
SM2-2 300
SM2-3 1000
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E316
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Slika 29. Strukture hDPP 11l s dva iona Cu dobivene nakon optimizacije i koriStene u MD
simulacijama: a) SM1, b) SM1' i ¢) SM2. Cu ioni prikazani su kao kuglice, a OH- i

aminokiselinski ostaci koji koordiniraju ione metala kao $tapic.

Proteinska okosnica svih struktura ostala je stabilna tijekom MD simulacija (slika 30), §to ne
vrijedi za poCetne poloZaje iona metala. Najvece fluktuacije iona Cul utvrdene su u strukturi
SM1 (slika 31). U jednoj replici, SM1-3, Cul je napustio kataliticko mjesto (slika 31c¢),a u
jednoj od tri simulirane replike ove strukture, SM1-1, Cul i Cu2 izmijenili su polozaje (slika

32; ovo je bila jedina simulacija u kojoj je doslo do izmjene Cu iona).
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Slika 30. RMSD proteinske okosnice tijekom MD simulacija hDPP Ill s ionima bakra a)
SM1-1 (crveno), SM1-2 (crno) i SM1-3 (zeleno), b) SM1'-1 (crveno), SM1'-2 (crno) i c)
SM2-1 (crveno), SM2-2 (zeleno) i SM2-3 (crno).
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Cu2-H568 (4)

'\.'/rijeme (né—)
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Slika 31. Koordinacija Cul (a-c) i Cu2 (d-g) tijekom MD simulacija replika SM1, SM1-1
(crveno), SM1-2 (crno) i SM1-3 (zeleno).

-HAS0 (&)

Cul-H455 1 CulH455 (k)

Cul-H450 1 Cu?

Vrijeme (ns) Vrieme (ns)

A b

Slika 32. Izmjena polozaja Cul (crveno) i Cu2 (crno) tijekom simulacije replike SM1-1,
prikazano prema njihovoj udaljenosti od H450 (a) i H455 (b).

Izmjena Cu iona dogodila se tijekom prvih 15 ns MD simulacija (slika 32). Jo§ tijekom
ekvilibracije, aminokiseline Y318 i H568 izasle su iz koordinacijske sfere Cu2, a E316 je
usao u njegovu koordinacijsku sferu tako da premoscuje oba iona metala Cul i Cu2 (slika 33)
1 kao takav ostaje tijekom prvih 10 ns MD simulacija (slika 34). Tijekom sljedec¢ih 5 ns, Cu2
se udaljio od E316, dok se E508, koji je koordinirao oba iona metala tijekom simulacije (slika
34), zarotirao za oko 160° oko CB-Cy veze (kut Ca-CB-Cy-Cd se promijenio s 80° na -80°,
slika 35) 1 Cul 1 Cu2 su zamijenili polozaje (slika 36).
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Tablica 19. Prosje¢ne LIE energije (elektrostaticka + vdw) u kcal/mol tijekom naznacenog

vremena simulacije.

Prosjek SD Prosjek SD Prosjek SD
P-2Cu PCul-Cu?2 P-Cul
SM1-1 -121 6 -45 3 -60 4
0,3 us
SM1-2 -123 8 -46 5 -61 8
0,5 us
SM1-3 -94 14 -42 4 -40 12
0,3 us
SM1°-1 -95 8 -20 6 -53 3
0,3 us
SM1°-2 -112 7 -31 5 -55 3
0,2 us
SM2-1 -113 5 -58 6 -55 3
1,2 us
SM2-2 -115 15 -53 15 -61 3
0,3 us
SM2-3 -107 8 -52 13 -55 3
1,0 us




§ 4. Rezultati i rasprava 94

Slika 33. Koordinacija Cul (svijetlo rozo) s Cu2 (narancasta) u strukturi SM1: pocetna,

predstavljena kao bijeli Stapici, i nakon ekvilibracije (plavi Stapici).
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Vijeme (ns) Vrijeme (ns)
a b
Slika 34. Koordinacija Cul (crveno) i Cu2 (crno) s (a) E316 i (b) E508 tijekom MD

simulacija replike SM1-1.
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Slika 35. Vrijednosti kuta Ca-CB-Cy-Co u E508 tijekom MD simulacija SM1 replike SM1-1.

a b

Slika 36. Koordinacija Cul (svijetlo roza) i Cu2 (narancasta) s proteinskim ostacima u
strukturama dobivenim nakon (a) 3 ns i (b) 20 ns, MD simulacija strukture SM1 na sobnoj

temperaturi, replika SM1-1 (molekule vode nisu prikazane radi jasnoce).

Tijekom simulacije druge replike SM1-2 Cul je stalno ostao blizu svog pocetnog polozaja,
aminokiseline H455 i E508 su ga koordinirale tijekom cijele simulacije, ali H450 se zarotirao

priblizno 100° oko CB-Cy veze nakon oko 70 ns (kut Ca-CB-Cy-Cd se promijenio s priblizno
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-73° na 25°), 1 nije bio koordiniran s Cul tijekom sljede¢ih 250 ns. Medutim, nakon otprilike

330 ns MD simulacije, vratio se u svoj pocetni polozaj i tamo ostao do kraja simulacije (slike

311 37).
H568 E508 é H450
H455 ’:
E316

Slika 37. Koordinacija Cul (siva sfera) i Cu2 (narancasta sfera) u konacnoj strukturi

S

dobivenoj nakon 500 ns MD simulacija na sobnoj temperaturi, replika SM1-2.

U simulacijama struktura SM1' 1 SM2, Cul je ostao blizu svog pocetnog polozaja tijekom
simulacija, koordiniran s aminokiselinskim ostacima H450, H455 i E508 (slika 38) te
hidroksidnim ionom u replici strukture SM1’, odnosno molekulom vode u replici strukture

SM2.
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Slika 38. Koordinacija Cul tijekom MD simulacija SM1' replika (a-d; SM1'-1, crno obojeno i
SM1'-2, crveno) i SM2 replika (SM2-1, SM2-2 i SM2-3) (e-f; SM2-1 crvena, SM2-2 zelena,
SM2-3 crna).
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Fluktuacije u Cu2 bile su najvece u strukturi SM2. U sve tri replike ove strukture, Cu2 se
pomaknuo prema donjoj domeni u smjeru ulaza u medudomensku pukotinu i smjestio se
izmedu E316 1 E329 (slike 39, 40 i 41). Prema energijama interakcije PCul-Cu2 izraCunatim
metodom LIE ovo je najpovoljniji nafin vezanja drugog iona bakra (tablica 19). U
simulacijama replike SM2, ioni bakra uglavnom su bili tetra-koordinirani i, povremeno,
penta-koordinirani (treba napomenuti da je interakcija iona metala s karboksilnom skupinom
Glu ili monodentatna, m ili bidentatna, b). Cul je bio koordiniran s H450, H455, E508™ i
jednom molekulom vode (povremeno, dvije molekule vode), a Cu2 je bio koordiniran s
E316™, E329° i jednom molekulom vode u SM2-1 i SM2-2, a u replici SM2-3 s E316™,
E329™ i dvije molekule vode.

' Vrijeme (ns3)

Slika 39. Udaljenost izmedu Cul i Cu2 u simulacijama SM2 replika. Podaci koji se odnose na
razli¢ite simulacije SM2 predstavljeni su bojama SM2-1 crvena, SM2-2 zelena, SM2-3 crna.
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Slika 40. Koordinacija Cu2 tijekom MD simulacija replika SM1' (a-c; SM1'-1, crno i SM1'-2,
crveno) i replika SM2 (SM2-1, SM2-2 i SM2-3) (d - e; SM2-1 crvena i crna, SM2-2 zelena i

plava, SM2-3 zuta i siva).



§ 4. Rezultati i rasprava 100

H455
H450

E508

E31
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Slika 41. Koordinacija Cul (svijetlo roza) i Cu2 (narancasta) u konac¢nim strukturama
dobivenim MD simulacijama strukture SM2 na sobnoj temperaturi, replike SM2-1 (siva),
SM2-2 (zelena) i SM2-3 (narancasta).

U simulacijama obje replike strukture SM1', ioni bakra ostali su blizu svojih pocetnih
polozaja, kao $to je gore opisano. Cul u obje replike je koordiniran s H450, H455, E508™ i
hidroksidom, dok je Cu2 u replici SM1'-1 koordiniran s E316™, hidroksidom i dvije molekule
vode, a u replici SM1'-2 Cu2 je koordiniran s E316°, E508™ i hidroksidom (slika 40).
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§ 5. ZAKLJUCAK

Eksperimentalna istrazivanja spektroskopijom zaustavljenog protoka pokazala su da visak
svih testiranih metala u odnosu na ekvimolarnu koncentraciju proteina dovodi do inhibicije
enzima. Najveca aktivnost za sve metale izmjerena je neposredno prije ili u trenutku kada je
omjer broja iona metala prema molekulama proteina dosegao vrijednost 1:1. Daljnje
dodavanje iona metala rezultiralo je slicnim smanjenjem aktivnosti za sve ione metala.
Primijeena je mala razlika izmedu aktivacije proteina cinkom i drugim metalima: za Zn je
aktivnost rasla sve dok omjer Zn i proteina nije dosegao 1:1, a zatim je opadala. Za druge ione
metala, aktivnost je bila uglavnom konstantna (maksimalna) do omjera metala i proteina od
1:1, iznimka je Cu?* u &ijem slucaju je maksimum aktivnosti postignut pri omjeru Cu : protein
od1:10.

Rezultati Kq vrijednosti slazu se s prethodno objavljenim rezultatima, pri ¢emu je u
nasim istrazivanjima hDPP III najveéi afinitet, pikomolarni, pokazala prema Cu?*, §to je dva
reda veli¢ine veéi afinitet nego prema Zn?*, te tri reda veli¢ine veéi nego za Co?*, koji je
nanomolarni.

ICP-MS eksperimenti dali su jasne i ponovljive rezultate. Kada je hDPP Il bila
1zloZzena koncentracijama iona metala od Sest molarnih ekvivalenata, proteini su zadrzali 1,1
iona cinka, 2,0 iona bakra i 0,3 iona kobalta dok je vezanje iona mangana bilo zanemarivo.
Prisutnost dva iona bakra po molekuli proteina ukazuje na prisutnost drugog veznog mjesta
metala u proteinu. Vezanje samo jednog iona cinka u odnosu na vezanje dva iona bakra,
ukazuje na ve¢i afinitet vezanja bakra te kineticki labilnije vezanje cinka u inhibicijsko
mjesto. U ICP-MS mijerenjima nisu primijecene razlike izmedu nativnih i apo proteina u
odredivanju iona metala - rezultati pokazuju da je u nativnom proteinu sadrzaj iona metala
vrlo nizak (do 10%), a eksperimentima spektroskopije zaustavljenog protoka maksimum
aktivnosti enzima mjeren je pri ekvimolarnim koncentracijama iona metala. Ovo sugerira da
proizvodnja rekombinantnog proteina u E. coli, barem prema protokolu koji je koristen,
rezultira proteinom koji nije zasi¢en ionom metala.

ITC mjerenja otkrila su da se Co?* veze samo u jedno vezno mjesto na hDPP III,
vjerojatno u aktivno mjesto. Vrijednosti Kq dobivene na dva razli¢ita instrumenta, ITC

mjerenjem i fluorimetrijski, vrlo dobro se slazu. Stehiometrijske vrijednosti za Zn?* i Cu?
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ukazale su na vezanje najmanje dva iona metala po molekuli proteina, Sto je dodatno
potkrijepljeno slabim, ali mjerljivim vezanjem Mn?* na dva vezna mjesta (necijelobrojna
stehiometrijska vrijednost). Vezanje Zn?* bilo je ponovljivo u izravnoj i reverznoj titraciji, s
najvecom razlikom u stehiometriji, izmjerenoj kao n = 1,5 u izravnoj i n = 2,5 u reverznoj
titraciji. Rezultati imunotestova sugeriraju da je rezidualni His-privjesak TEV proteaze
vezanjem dva iona metala, mogao povecati izmjereni sadrzaj iona metala u obrnutoj titraciji
do 20% , §to je vrlo blizu izmjerenoj vrijednosti u obrnutoj titraciji ukoliko pretpostavimo da
su se na hDPP IIl vezala dva iona cinka. Za Cu?* obrnuta titracija nije potvrdila izravnu
titraciju, vjerojatno zbog interferirajucih reakcija s puferom ili His-privjeskom. Stoga te
podatke nismo smatrali pouzdanima. Medutim, rezultati dobiveni za vezanje Cu®* na mutant
E508D i dvostruki mutant E316A i H568Y tj. izmjerene promjene Kg sugeriraju da se
interakcija metala mjerena izravnom titracijom dogodila s proteinskom molekulom, u blizini
katalitickog mjesta vezivanja iona.

Fluorimetrijska mjerenja i kvantno mehanicki izra¢uni pokazali su da se Cu veze s
vec¢im afinitetom za hDPP Il nego Zn, a enzimska aktivnost Cu — hDPP III niza je od one za
Zn —hDPP II11.

Kalorimetrijska mjerenja otkrila su razli¢ite termodinamicke karakteristike za vezanje
iona metala na hDPP 111. Dok je vezanje iona bakra entalpijski kontrolirano, vezanje iona Zn i
Co je entropijski kontrolirano. S druge strane, vezanje iona mangana u aktivnom mjestu je
entalpijski kontrolirano, dok je vezanje na dodatno mjesto entropijski kontrolirano. Op¢enito,
razli¢iti doprinosi Gibbsovoj energiji u entalpiji i entropiji odgovaraju razli¢itim na¢inima
vezanja. Postoji nekoliko mogucih razloga za ove razlike, od kojih je jedan razlika u afinitetu
iona metala za molekule pufera. Drugi potencijalni razlog za ovu razliku je visok afinitet Cu?*
za vezno mjesto u donjoj domeni hDPP III, §to ¢ini protein kru¢im nego vezanje drugog
metala u blizini kataliti¢kog mjesta.

MD simulacije su takoder pokazale da ioni Cu i Zn vezani u kataliticko 1 inhibitorno
vezno mjesto u neposrednoj blizini katalitickog mogu zamijeniti svoje polozaje. Nadalje MD
simulacije su pokazale, a eksperimenti potvrdili da kada se dva iona cinka vezu, jedan od njih
napusta protein lakse nego S$to je to slu¢aj kada se dva iona Cu vezu na hDPP III .

Dodatno (inhibitorno) vezno mjesto potvrdeno je eksperimentalnim i racunalnim
metodama. Na kraju mozemo zakljuciti da provedena istrazivanja potvrduju nasu hipotezu da

hDPP Il ima dodatno mjesto za vezanje iona metala, ¢iji je afinitet za cink tri reda veliCine



§ 5. Zakljucak 103

manji od onog u aktivnom mjestu. Polozaj aktivnog mjesta slican je onom identificiranom u
drugim srodnim proteazama, Sto ukazuje na zajednicki mehanizam regulacije enzimske

aktivnosti viSkom iona metala.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

A &ngstrém, mjerna jedinica za duljinu; 1 A =10 m

Argo-2NA  komercijalno dostupni supstrat; diarginil-2-naftilamid

DNA deoksiribonukleinska kiselina

DFT teorija funkcionala gustoce (eng. Density functional theory)

SMD solvatacija temeljena na gustoci (engl. Solvation Model based on Density)

E451A inaktivni mutant hDPP 111

ff14SB oznaka za polje sila

HF metoda Hartree-Fock

FPLC eng. Fast protein liquid chromatography

hDPP |11 humana dipeptitil petidaza I1I; protein

ICP - MS eng. Inductively coupled plasma mass spectrometry

ITC izotermalna titracijska kalorimetrija

M mol dm™3; mjerna jedinica za mnoZzinsku koncentraciju

MD molekulska dinamika

MM molekulska mehanika

MM-PBSA  metoda za izraun slobodne energije (engl. molecular
mechanicsPoissonBoltzmann surface area)

NPT izotermno-izobarni ansambl

NVT kanonski ansambl

QM kvantna mehanika

PDB proteinska baza podataka (engl. Protein Data Bank)

SDS natrijev dodecilsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

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

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

rpm broj obrtaja; (engl. revolutions per minute)

SHAKE algoritam ogranicavanja gibanja vodikovih atoma tijekom MD simulacija

TIP3P modeli molekula vode u kojima su duljine veza i kutevi fiksirani, a

elektrostatske interakcije definirane preko 3 tockasta naboja (engl.

transferrable intermolecular potential 3 point)



§ 6. Popis oznaka, kratica i simbola 105

Tris-HCI Tris(hidroksimetil)aminometan hidrokloridni pufer

VMD program za vizualizaciju i analizu (engl. visual molecular dynamics)
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Slika 42. Prikaz RMSD za model CPLX1.
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Slika 43. Prikaz radijusa gibanja (Rgyr) za model CPLX1.
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Slika 45. Prikaz radijusa gibanja (Rgyr) za model CPLX2.
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