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Popis kratica

RNA - ribonukleinska kiselina, eng. ribonucleic
acid

tRNA — transfer RNA

aaRS — aminoacil-tRNA-sintetaza
AA — aminokiselina

AMP - adenozin-monofosfat
ATP — adenozin-trifosfat
AA-AMP — aminoacil-adenilat

Gly — glicin
Ala — alanin
Val — valin

Leu — leucin

Ile — izoleucin
Ser — serin

Thr — treonin
Asp — aspartat
Glu — glutamat
Asn — asparagin
Gln — glutamin
Pro — prolin

Phe — fenilalanin
Tyr — tirozin

Trp — triptofan
Lys — lizin

Arg — arginin
His — histidin
Cys — cistein
Met — metionin
B-HNV — B-hidroksinorvalin

Kwm — Michaelisova konstanta, odgovara
koncentraciji supstrata pri kojoj je brzina
reakcije (Vo) jednaka 2 maksimalne brzine
reakcije (Vmax)

kcat — obrtni broj, odgovara broju molekula
supstrata koju jedno aktivno mjesto enzima

moze pretvoriti u produkt u jedinici vremena
kad je enzim u potpunosti zasic¢en
supstratom

D — faktor diskriminacije,
D = (kcat/KM)pripadni supstrat

(kcat/KM)nepripadni supstrat

CP1, CP2 — povezujuci peptid 112, eng.
connecting peptide 1, connecting peptide 2

ES — kompleks enzima i supstrata
EX — kompleks enzima i prijelaznog stanja
E, — energija aktivacije

Pn — AA polipeptidnog supstrata serinske
proteaze, n-ta po redu od veze koja se cijepa
prema C-terminalnom kraju enzima, eng.
peptide substrate

Pn' — AA polipeptidnog supstrata serinske
proteaze, n-ta po redu od veze koja se cijepa
prema N-terminalnom kraju enzima, eng.
peptide substrate

Sn — poddzep serinske proteaze koji stupa u
interakciju s Pn, eng. subpocket

Sn' — poddzep serinske proteaze koji stupa u
interakciju s Pn', eng. subpocket

L1, L2 — povrsinske omce, eng. loop 1, loop 2
Tr—Ch — tripsin mutiran da ima kimotripsinsku

specificnost

C3bB - kompleks komponente komplementa
C3b (nastalog cijepanjem komponente C3
na C3a i C3b) i faktora B

pNA — p-nitroanilid

HIGH — motiv unutar HUP domene sa
strukturom Rossmanovog tipa ocuvane
sekvence His-Ile-Gly-His

KMSKS — motiv unutar HUP domene sa
strukturom Rossmanovog tipa ocuvane
sekvence Lys-Met-Ser-Lys-Ser

INS — domena ProRS umetnuta izmedu motiva 2
i3, eng. insertion
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1. UVOD

Enzimi su bioloski katalizatori. U velikoj vecini slucajeva je rije¢ o proteinima, ali postoje
i kataliticke molekule RNA. Aktivnost enzima je nezamjenjiva za sve poznate oblike Zivota. Brzina
vecine nekataliziranih reakcija u fizioloskim uvjetima — neutralni pH, relativno niske temperature,
vodeno okruzenje — nije dovoljna za odrzavanje zivota. Stanice ovise o enzimima za katalizu
gotovo svih biokemijskih procesa, uklju¢ujué¢i dobivanje energije, sintezu makromolekula,
detoksifikaciju, prijenos signala i mnoge druge. KatalitiCke sposobnosti enzima su goleme, do
nekoliko redova veli¢ine vece u usporedbi s kemijskim katalizatorima. Enzimi su takoder, za
razliku od kemijskih katalizatora, u principu specificni u katalizi tocno odredenih reakcija na to¢no
odredenim supstratima te postoje puno ve¢e mogucnosti regulacije njihove aktivnosti ovisno o
potrebama organizma. Prakti¢ne primjene spoznaja o enzimima su mnogobrojne — od moguénosti
dijagnoze bolesti, razvoja antibiotika i drugih lijekova, do primjene enzima kao alata u

istrazivanjima i industriji (Voet 1 Voet 2010; Nelson 1 Cox 2012; Berg i sur. 2015).

KoriStenje pojmova specifi¢nost i selektivnost u literaturi o enzimima nije u potpunosti
uskladeno (Fersht 1985; Hedstrom 2002; Perona i sur. 1995; Peracchi 2018; Gomez i Ibba 2020,
Tawfik i Grui¢-Sovulj 2020). Zbog veée jasnoce teksta, u ovom radu se ti pojmovi koriste za
obiljezavanje dva povezana, ali razliCita svojstva enzima. Specificnost oznacava sposobnost
enzima da veze pripadni supstrat, odnosno pripadne supstrate, i efikasno katalizira njihovu
pretvorbu u odredene produkte. Ona ovisi o specifi¢nim interakcijama koje enzim uspostavlja s
osnovnim i prijelaznim stanjem pripadnog supstrata (Voet i Voet 2010; Nelson i Cox 2012; Berg i
sur. 2015), a kineti¢ki se moZe opisati kao konstanta specificnosti kcat/Km za pripadne supstrate
enzima. Selektivnost ozna¢ava mogucnost enzima da diskriminira razli€ite potencijalne supstrate
— najznacajnije, da diskriminira pripadne i nepripadne supstrate. Moze se posti¢i zbog razlike u
interakcijama koje enzim uspostavlja s pripadnim i nepripadnim supstratima ili njihovim
prijelaznim stanjima (Tawfik 2014), a kineticki se moZe opisati faktorom diskriminacije,

D _ (kcat/KM)pripadnisupstrat

. Medu razli¢itim enzimima, specifi¢nost 1 selektivnost mogu jako
(kcat/KM)nepripadni supstrat

varirati ovisno o njihovoj funkciji (Hedstrom 2002; Voet i Voet 2010; Berg i sur. 2015).

Serinske proteaze su medu prvim enzimima koji su detaljno istrazeni te zbog toga

predstavljaju temelj razumijevanja mehanizama enzimske katalize i prepoznavanja supstrata



(Perona i Craik 1995; Ma i sur. 2005). Proteaze su enzimi koji kataliziraju hidroliticko cijepanje
peptidnih veza, a u serinskim proteazama je za mehanizam te reakcije kljucna takozvana kataliticka
trijada, odnosno boc¢ni ogranci Ser, His 1 Asp u aktivnom myjestu enzima. Serinske proteaze
obuhvacaju porodice kimotripsinskih, suptilizinskih, karboksipeptidaza Y i Clp proteaza.
Kimotripsinske serinske proteaze sudjeluju u Sirokom rasponu fizioloskih procesa ukljucujuci
probavu, hemostazu i imunosni odgovor. Specifi¢nost 1 selektivnost razli¢itih enzima iz ove
porodice se moze jako razlikovati ovisno o njihovoj funkciji. Specifi¢nost probavnih proteaza je
obic¢no relativno Siroka jer im je zadatak razgraditi velik broj razlicitih supstrata, dok su proteaze
uklju¢ene u imunosni odgovor i hemostazu Cesto izrazito specificne i imaju visoku razinu

selektivnosti (Hedstrom 2002; Waldner i sur. 2018; Berg i sur. 2015).

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su enzimi koji omogucuju Citanje genetickog koda
povezivanjem molekula tRNA s odgovaraju¢im AA. Ta reakcija se odvija u dva koraka. AA se
prvo aktivira reakcijom s ATP-om pri ¢emu nastaje aminoacil-adenilat (AA-AMP). U drugom
koraku dolazi do prijenosa aminoacilne skupine na tRNA. AaRS se dijele u dva razreda koja su
evolucijski odvojena i1 imaju karakteristicnu gradu aktivnih mjesta. Imaju izrazito visoku
specificnost (Guo 1 Schimmel 2012; Gomez 1 Ibba 2020) — svaka aaRS povezuje samo jednu AA s
pripadnim tRNA — te, za razliku od mnogih ostalih enzima (Peracchi 2018), uspostavljaju
maksimalni broj specifi¢nih interakcija sa supstratima, $to im omogucuje iznadprosjecne razine
selektivnosti. Smanjena selektivnost aaRS rezultira povecanjem stope pogreSaka u translaciji
(Tawfik 1 Grui¢-Sovulj 2020), §to je u bakterijama letalno, a u sisavcima uzrokuje
neurodegenerativne bolesti (Martinis i Boniecki 2010; Perona i Grui¢-Sovulj 2013). Diskriminacija
AA je posebno zahtjevna jer se te molekule razlikuju samo po bo¢nom lancu, tako da je broj
specifi¢nih interakcija koje se s njima mogu uspostaviti jako ograni¢en (Iverson 2016; Gomez 1
Ibba 2020). Stroga i teSko postignuta selektivnost, kao i dobro definirani nepripadni supstrati,
mjerljivi utjecaji na fitnes i Sirok raspon kemijskih svojstava bo¢nih ogranaka AA ¢ine interakcije
aaRS i AA pogodnima za istrazivanje mehanizama enzimske selektivnosti (Tawfik i Grui¢-Sovulj

2020).



2. OSNOVNI MEHANIZMI SELEKTIVNOSTI

2.1. Pozitivne interakcije

Enzimska selektivnost se temelji na razlikama u interakcijama koje enzim uspostavlja s
pripadnim supstratima 1 interakcijama koje uspostavlja s nepripadnim supstratima. Odnosno,
diskriminacija supstrata se moze posti¢i uspostavljanjem pozitivnih interakcija (vodikove veze,
elektrostatsko privlacenje, van der Waalsove sile) s pripadnim supstratima i uspostavljanjem

negativnih interakcija (stericka i elektrostatska odbijanja) s nepripadnim supstratima (Tawfik

2014).

Specifi¢ne van der Waalsove interakcije koje enzim uspostavlja s pripadnim supstratom, te
izostanak tih interakcija s nepripadnim supstratima, omogucuju relativno slabu selektivnost. Na
primjer, nepripadne supstrate koji su za jednu metilensku skupinu manji od pripadne
aminokiseline, aaRS diskriminiraju faktorima od 100 do 300, uz iznimku ThrRS koji diskriminira
Ser faktorom 1067. Veca selektivnost ThrRS u odnosu na ostale aaRS se mozda ostvaruje
modulacijom interakcija sa supstratima pomocu iona cinka u aktivnom mjestu. Glavna uloga cinka
u ThrRS je diskriminacija Val, ali mogao bi doprinositi i diskriminaciji Ser tako da s njim ostvaruje
manje povoljne interakcije nego s Thr. Ve¢im brojem van der Waalsovih interakcija s pripadnim
supstratom, odnosno gubitkom tih interakcija s nepripadnim supstratom, moZze se posti¢i visa
razina selektivnosti. AaRS mogu adekvatno diskriminirati nepripadne aminokiseline koje su za
dvije metilenske skupine manje od pripadne (na primjer diskriminacija Ala od strane ValRS), pri
¢emu je prosjecni faktor diskriminacije po metilenskoj skupini oko 87. Znacajno je da je energija
van der Waalsovih interakcija aaRS s metilenskim skupinama AA dvostruko veca od prosjecne
energije sli¢nih interakcija u drugim proteinima, §to aaRS omogucuje viSu razinu selektivnosti.
Konkretno, prosjecni faktor diskriminacije supstrata koji su za jednu metilensku skupinu manji od
pripadnog je 49 puta veci u aaRS nego u ostalim enzimima kojima su supstrati AA (Tawfik i Gruié-

Sovulj 2020).

Polarne interakcije su vazne za vezanje i pravilno pozicioniranje pripadnih supstrata u
aktivnom mjestu enzima. Jate su od van der Waalsovih interakcija, Sto omogucuje bolju
diskriminaciju nepripadnih supstrata kojima nedostaje polarna skupina prisutna u pripadnom
supstratu. AaRS adekvatno diskriminiraju AA koje su za jednu hidroksilnu skupinu manje od

pripadne, u prosjeku faktorom 8 x 10*. Vodikove veze izmedu enzima i pripadnog supstrata mogu



u vecoj mjeri doprinijeti selektivnosti ako je donor vodikove veze nabijena aminokiselina — pri
vezanju supstrata kojem nedostaje recipijent veze ¢e u aktivnom mjestu ostati neuparen pozitivan
naboj. Tu ulogu kod nekih aaRS ima o€uvani Asp u sintetskom mjestu. AaRS takoder mogu
efikasno razlikovati hidroksilnu skupinu pripadnog supstrata od izosteri¢nih skupina u
nepripadnim supstratima. SerRS efikasno (faktorom 3,4 x 10°) razlikuje cistein od serina
zahvaljuju¢i manjoj polarnosti, manjem kapacitetu stvaranja vodikovih veza i1 vecoj velicini
tiolatne skupine u odnosu na hidroksilnu. Hidroksilna skupina u pripadnom supstratu i drugim
enzimima pruza veée mogucnosti diskriminacije nepripadnih supstrata, ali u zna¢ajno manjoj mjeri
nego aaRS. Prosjecan faktor diskriminacije supstrata koji su za jednu hidroksilnu skupinu manju
od pripadnog je 2,4 x 10° puta veéi kod aaRS nego kod ostalih enzima kojima su supstrati AA
(Tawfik i Grui¢-Sovulj 2020).

Van der Waalsove 1 interakcije 1 vodikove veze ovise o preciznoj konformaciji molekula,
zbog Cega njihovo uspostavljanje znacajno ovisi o komplementarnosti enzima i supstrata. Za
razliku od toga, elektrostatske interakcije zbog svog daljeg dosega, i kontinuirane ovisnosti jacine
o udaljenosti izmedu molekula, manje ovise o preciznoj konformaciji mjesta za prepoznavanje
supstrata. Fleksibilnost mjesta za prepoznavanje supstrata, koja inace uzrokuje Siru specifi¢nost 1
nizu selektivnost enzima, manje utjeCe na elektrostatske interakcije u usporedbi s van der
Waalsovim i polarnim interakcijama (Waldner i sur. 2018). Elektrostatske interakcije omogucéuju
jos vecu selektivnost aaRS od polarnih interakcija (Tawfik i1 Grui¢-Sovulj 2020). Mjesto vezanja
AA u GIuRS sadrzi bo¢ne ogranke dva Arg koji uspostavljaju specifi¢ne elektrostatske interakcije
s Glu i omoguéuju produktivno vezanje isklju¢ivo te AA. Zanimljivo je da su pozitivne
elektrostatske interakcije Glu i Arg iskoriStene i za diskriminaciju Glu u GInRS — u ovom slucaju
iste interakcije uzrokuju neproduktivno vezanje nepripadnog Glu (Tawfik 1 Grui¢-Sovulj 2020).
Elektrostatske interakcije omogucuju visoku selektivnost i tripsina, §to se odrazava i kroz
smanjenje Kwm vrijednosti za pripadne supstrate koji imaju Arg ili Lys uz peptidnu vezu koja se
cijepa izravno zbog elektrostatskog privlacenja, i kroz poveéanje kcat za te supstrate tako §to
elektrostatska interakcija Arg ili Lys s oCuvanim Asp u veznom mjestu mijenja konformaciju

Gly216 $to je nuzno za produktivno pozicioniranje peptidne veze za hidrolizu (Perona i sur. 1995).



2.2. Negativne interakcije

AaRS efikasno diskriminiraju hidrofobne nepripadne AA koje su vece ili drugacije
razgranate od pripadne AA. Na primjer, Ile je za jednu metilensku skupinu vec¢i od Val, a jednako
je velik kao 1 drugacije razgranati Leu. ValRS u koraku aktivacije diskriminira Ile faktorom 7,4 X
10%, dok LeuRS diskriminira Ile faktorom 3,1 x 10*. Mehanizam navedene diskriminacije obuhvaéa
stericke smetnje na koje takve nepripadne AA nailaze u veznom mjestu, a koje ¢ine vezanje 1
aktivaciju izuzetno energetski nepovoljnima (Siddiq i sur. 2018, Tawfik i Grui¢-Sovulj 2020).
Stericke smetnje mogu znacajno doprinijeti i diskriminaciji manjih AA koje su razgranate na
mjestu na kojem pripadna AA nije — LeuRS diskriminira Val faktorom 3,2 x 10°. (Tawfik i Grui¢-
Sovulj 2020). Aktivno mjesto elastaza, za razliku od aaRS, nije specifi¢no za samo odredenu AA,
ve¢ za sve manje hidrofobne AA. Zbog toga je razumljivo da ljudska granulocitna elastaza
diskriminira Ile u odnosu na Val faktorom 5 (Zimmerman i Ashe 1977), a elastaza iz svinjske
gusterace diskriminira Ile u odnosu na Leu faktorom 4,5 (Harper 1 sur. 1984). Medutim, i enzimi
kojima supstrat jest odredena AA, prema AA koje su za jednu metilensku skupinu vecée od pripadne
imaju faktor diskriminacije u prosjeku > 500 puta manji od onog prisutnog u aaRS. Niza
selektivnost prema AA vecoj za jednu metilensku skupinu je prisutna i kod aaRS u nekim
sluc¢ejevima — ThrRS diskriminira B-hidroksinorvalin (B-HNV) faktorom 29. HNV, za razliku od
ostalih AA usporedenih u ovom odlomku, nije prisutan u stanicama u normalnim uvjetima
(Minajigi 1 sur. 2011), tako da nije stvarao selekcijski pritisak na ThrRS da razvije metode
diskriminacije. Ovaj primjer ukazuje na to da je selektivnost aaRS eksplicitno selektirana s obzirom

na fizioloski relevantne nepripadne supstrate (Minajigi 1 sur. 2011; Tawfik 1 Grui¢-Sovulj 2020).

Elektrostatsko odbijanje takoder sluzi enzimima u diskriminaciji nepripadnih supstrata
(Tawfik 2014; Peracchi 2018). Podaci o diskriminaciji supstrata s nabojem suprotnim od naboja
pripadnog supstrata (primjerice za diskriminaciju Glu od strane ArgRS) nisu dostupni ni za aaRS
ni za tripsin. Moguc¢ razlog ovog je velik domet elektrostatskih interakcija koji vjerojatno gotovo
u potpunosti sprjeCava vezanje i pretvorbu ovakvih nepripadnih supstrata. Izrazito slab afinitet
enzima prema odredenim nepripadnim supstratima otezava mjerenja te moze onemoguditi

kvantitativnu analizu.



2.3. Paradoks hidroksilne skupine

Dok dodatna metilenska skupina u nepripadnom supstratu pruza mogucnost diskriminacije
na temelju sterickih smetnji, diskriminacija nepripadnih supstrata s dodatnom hidroksilnom
skupinom je ograni¢ena. Konkretno, prosjecni faktor diskriminacije nepripadnog supstrata s
dodatnom hidroksilnom skupinom je 560 u usporedbi s faktorom 1,9 x 10* za dodatnu metilensku
skupinu. Ovaj problem je ve¢ naveden na primjeru AlaRS koji pri aktivaciji diskriminira Ser samo
faktorom 500, a s njim se suocava i PheRS koja diskriminira Tyr takoder nedovoljnim faktorima
120-2600. Hidroksilna skupina je nesto manja od metilenske pa nailazi na manje sterickih smetnji,
ali glavni uzrok ove ogranicene mogucnosti diskriminacije je polarnost hidroksilne skupine.
Aktivno mjesto i mjesto vezanja AA u aaRS imaju velik broj polarnih i nabijenih AA koje su nuzne
za vezanje 1 aktivaciju pripadnih supstrata, a i proteinska okosnica je sama po sebi polarna — sve
ove funkcionalne skupine stvaraju moguénost promiskuitetnog vezanja hidroksilne skupine
vodikovim vezama. Adekvatna selektivnost AlaRS i PheRS je postignuta dodatkom domene za
popravak pogreske koja, u slu¢aju oba enzima, specificno prepoznaje hidroksilnu skupinu pogresno
aminoaciliranih Ser i Tyr te hidrolizira nastale Ser-tRNAA® i Tyr-tRNAP (Tawfik i Grui¢-Sovulj
2020).

Prikaz interakcija AlaRS s analozima Ala-AMP i Ser-AMP se nalaze na Slici 1. Naznacene
su vodikove veze koje karboksilni kisik ocuvanog Asp uspostavlja s a-amino skupinama Ala i Ser
te dodatna vodikova veza koju drugi karboksilni kisik Asp uspostavlja s hidroksilnom skupinom
Ser. Ta dodatna vodikova veza koju Ser uspostavlja s AlaRS mu omogucuje ¢vrsée vezanje i
smanjuje faktor diskriminacije u odnosu na Ala. U nekim PheRS, oCuvani Ala u veznom mjestu
stvara steriCke smetnje za hidroksilnu skupinu Tyr. Medutim, karbonilni kisik tog Ala uspostavlja
vodikovu vezu s hidroksilnom skupinom Tyr, §to smanjuje njegov doprinos selektivnosti (Guo i

Schimmel 2012).
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Slika 1. Interakcije sintetskog aktivnog mjesta AlaRS s Ala-AMS (alanil-adenilat sulfamoil, analog Ala-
AMP) i Ser-AMS (seril-adenilat sulfamoil, analog Ser-AMP). Bo¢ni ogranak Trp uspostavlja interakcije s
okosnicom supstrata. Vodikove veze koje Asp235 uspostavlja s a-amino skupinama supstrata i

hidroksilnom skupinom Ser-AMS su prikazane isprekidanim crvenim linijama. Preuzeto i prilagodeno
prema Guo i Schimmel 2012.

AaRS koja uspjesno diskriminira strukturno slicnu AA s hidroksilnom skupinom je CysRS.
Cys na B-C atom ima vezanu tiolatnu skupinu koja uspostavlja direktnu interakciju s ionom cinka
u veznom mjestu, koji ima veci afinitet prema tiolatnoj nego prema hidroksilnoj skupini — zbog
ovog CysRS moze diskriminirati Ser faktorom 1,1 x 10% unato¢ tome §to je Ser polarniji i moZe

uspostavljati ¢vr§ée vodikove veze (Tawfik 1 Grui¢-Sovulj 2020).

Paradoks hidroksilne skupine nije univerzalan medu svim enzimima. Naprotiv,
diskriminacija supstrata koji su za jednu hidroksilnu skupinu veci od pripadnog je uspjesnija u
drugim enzimima u odnosu na aaRS, i to oko 20 puta za druge enzime kojima su supstrati AA.
Visoka razina diskriminacije supstrata s dodatnom hidroksilnom skupinom se moze posti¢i
sterickim smetnjama 1 formiranjem veznog mjesta bez polarnih skupina (Tawfik 1 Grui¢-Sovulj

2020).

3. SUPSTRATNA I KATALITICKA DISKRIMINACIJA — UTJECAIJ
NA KATALITICKU EFIKASNOST

Enzimi mogu biti selektivni za pripadne supstrate tako da s njima uspostavljaju vise
povoljnih interakcija u odnosu na nepripadne supstrate u osnovnom (supstratna diskriminacija) ili
u prijelaznom stanju (kataliticka diskriminacija). U pravilu bi supstratna diskriminacija trebala

povecavati Km, a kataliticka smanjivati kcat nepripadnog supstrata u odnosu na pripadni, ali obje



vrste diskriminacije mogu utjecati na vise parametara jer su kineticke konstante enzimskih reakcija

medusobno povezane (Tawtik 2014).

Efikasnost katalize se temelji na smanjenju razlike u slobodnoj energiji izmedu osnovnog i
prijelaznog stanja molekule. Uspostavljanje pozitivnih interakcija sa supstratom u osnovnom stanju
stabilizira kompleks enzim-supstrat (ES) 1 smanjuje mu slobodnu energiju, dok uspostavljanje
pozitivnih interakcija s prijelaznim stanjem stabilizira i smanjuje slobodnu energiju kompleksa
enzim-prijelazno stanje (EX). Zbog toga povecanje selektivnosti na temelju supstratne
diskriminacije moZe imati negativan utjecaj na efikasnost katalize i brzinu kemijske reakcije —
smanjenje slobodne energije osnovnog stanja pripadnog supstrata povecava razliku u slobodnoj
energiji kompleksa ES i EX, odnosno povecava energiju aktivacije. Ovo smanjenje efikasnosti
katalize se ocCituje u uvjetima u kojima je enzim zasi¢en supstratom, dok u uvjetima nizih
koncentracija supstrata bolje vezanje osnovnog stanja moze znacajno povecati broj reakcija u
jedinici vremena povecanjem udjela produktivnih sudara enzima i supstrata. Pri visokim
koncentracijama pripadnog supstrata (¢ > Km), kcat je smanjen jednakim faktorom kao i Km, tako
da kcat/ Km pripadnog supstrata, a time 1 faktor diskriminacije nepripadnog supstrata, ostaju jednaki
unato¢ poboljSanom vezanju pripadnog supstrata. Prema tome se supstratna diskriminacija moze
postici tako da se Km pripadnog supstrata povecéa na vrijednost vecu od fizioloske koncentracije, a
Kwm nepripadnog supstrata na vrijednost znacajno ve¢u od Kwm pripadnog supstrata. Dakle,
supstratna diskriminacija nije temeljno optimizirana poboljSanjem vezanja i smanjenjem Kwm
pripadnog supstrata, nego otezavanjem vezanja i pove¢anjem Km nepripadnog supstrata (Tawfik
2014). Velik broj aaRS diskriminira nepripadne AA primarno mehanizmima supstratne
diskriminacije (Tawfik i Grui¢-Sovulj 2020), primjerice TyrRS, LeuRS, IleRS i ValRS (de Prat
Gay i sur. 1993; Cvetesi¢ i sur. 2014; Zivkovi¢ i sur. 2020).

U slucaju kataliticke diskriminacije, povecanje selektivnosti pozitivno utjece na efikasnost
katalize 1 brzinu kemijske reakcije jer uspostavljanje dodatnih povoljnih interakcija s prijelaznim
stanjem pripadnog supstrata stabilizira prijelazno stanje i smanjuje energiju aktivacije. Vizualni
prikaz utjecaja stabilizacije ES 1/ili EX se nalazi na Slici 2. I kataliticka diskriminacija ima znacajnu
ulogu u TyrRS, za diskriminaciju D-Tyr €iji je Km ¢ak manji nego za pripadni L-Tyr (Calendar i
Berg 1967). Kataliticka diskriminacija je takoder primarni nacin iskljuc¢ivanja nepripadnih
supstrata na temelju identiteta AA uz peptidnu vezu koja se hidrolizira u kimotripsinskim serinskim

proteazama (Perona i sur. 1995; Hedstrom 2002).
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Slika 2. Promjene slobodne energije u (a) nekataliziranoj reakciji, (b) reakciji u kojoj enzim stabilizira
osnovno stanje supstrata i (¢) reakciji u kojoj enzim stabilizira prijelazno stanje. S oznacava osnovno stanje
supstrata, ES kompleks enzima i supstrata, X prijelazno stanje, P produkt, E enzim, a E, energiju aktivacije.
Preuzeto i prilagodeno prema Nelson i Cox (2012).

4. PREPOZNAVANIJE I POZICIONIRANJE SUPSTRATA U
SERINSKIM PROTEAZAMA I AARS

4.1. Prepoznavanje 1 pozicioniranje supstrata u serinskim proteazama
Enzimi koji pripadaju kimotripsinskoj porodici serinskih proteaza imaju karakteristi¢an
motiv — dvije B-bacvaste ploCe, povezane s dvije povrSinske omce i1 disulfidnom vezom
Cys191-Cys220, na ¢ijem se sucelju nalazi kataliticka trijada Ser-His-Asp. Tri lanca B-bacvastih
ploca formiraju dzep koji veze AA supstrata najvazniju za specificnost kimotripsinskih serinskih
proteaza — AA na acilnoj strani peptidne veze koja ¢e biti hidrolizirana. Ove o¢uvane strukture su
vazne za produktivno pozicioniranje supstrata kako bi moglo do¢i do hidrolize peptidne veze.
Strukture kimotripsinskih serinskih proteaza distalne u odnosu na kataliticko aktivno mjesto,

primjerice povrSinske omce, imaju puno vecu varijabilnost. Ovakva divergencija distalnih dijelova



enzima omogucéuje puno brze promjene u specifi¢nosti bez narusavanja strukture i funkcije

aktivnog mjesta (Perona i1 Craik 1997).

Aminokiselinama supstrata serinskih proteaza su prema nomenklaturi Schechter 1 Berger
(1967) pripisane oznake Pn (za AA na strani acilne skupine) i Pn' (za AA na strani izlazne skupine),
pri ¢emu n predstavlja broj koji odgovara udaljenosti od peptidne veze koja ¢e biti hidrolizirana
(veze P1-P1'). Odredene aminokiseline supstrata sjedaju u poddzepove Supljine za vezanje
supstrata. Poddzepovima su pripisane oznake analogne aminokiselinskima, Sn i Sn'. Slika 3

prikazuje skicu interakcije supstrata i enzima s navedenim oznakama P 1 S.

poddZepovi proteaze mjesto cijepanja

Slika 3. Nomenklatura aminokiselina peptidnog supstrata (P1-P4, P1'-P4') i poddZepova veznog mjesta
serinskih proteaza (S1-S4, S1'-S4"). N-terminalni kraj supstrata se nalazi na lijevoj, a C-terminalni na desnoj
strani. Preuzeto i prilagodeno prema Waldner i sur. 2018.

4.1.1. Tripsin, kimotripsin i elastaza

Medu najbolje istrazenim kimotripsinskim serinskim proteazama su tripsin, kimotripsin 1
elastaza. Njihove funkcije variraju medu razli¢itim tipovima organizama i tkiva. U sisavaca, tripsin,
kimotripsin 1 izozim elastaze proizveden u gusteraci su probavni enzimi (Owen 2006; Stool
elastase n.d.), dok neutrofilna elastaza ima ulogu u imunosnom odgovoru (Cotten 2020).
Specificnost ovih enzima je definirana prema AA supstrata na P1 poziciji — tripsin cijepa peptidnu
vezu iza pozitivno nabijenih AA, kimotripsin iza velikih hidrofobnih AA, a elastaza iza malih
hidrofobnih AA (Perona i Craik 1997). Kimotripsin vrlo efikasno diskriminira supstrate s manjim
AA na mjestu P1 — faktor diskriminacije supstrata s P1-Ala u odnosu na P1-Phe je 5 x 10*. Tripsin
takoder ima visoku razinu selektivnosti prema supstratima s odgovaraju¢om AA na P1 poziciji,
tocnije, faktor diskriminacije supstrata s P1-Tyr u odnosu na P1-Arg je 4,3 x 10°. Kimotripsin
pokazuje i1 odredenu selektivnost prema supstratima koji na P1' poziciji imaju pozitivno nabijene
AA. Za razliku od S1, poddzepovi S2 i S3 u kimotripsinu su niskoselektivni, S3 toliko da moze
akomodirati i D-AA (Hedstrom 2002). Niska selektivnost poddzepova S2 1 S3 nije karakteristika
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svih kimotripsinskih serinskih proteaza. Elastaza primjerice pokazuje preferenciju prema cijepanju
supstrata s Ala na P3 poziciji u odnosu na supstrate s Lys na P3, te jo§ vecu preferenciju prema

cijepanju supstrata s aromatskom skupinom na toj poziciji (Bode i sur. 1989).

Jo§ jedna karakteristika kimotripsinskih serinskih proteaza je vezanje supstrata tako da
interakcije enzima s P1-P3 dijelom supstrata rezultiraju strukturom antiparalelne B-ploce (B-ploca
je struktura u kojoj su okosnice polipeptida povezane vodikovim vezama izmedu karbonilnog
kisika 1 amino skupine; u antiparalelnoj B-plo¢i su amino i karboksilni krajevi polipeptida u
suprotnoj orijentaciji). Ove interakcije uzrokuju naizmjeni¢no suprotnu orijentaciju boc¢nih
ogranaka u peptidnom supstratu. AA enzima koja stvara vodikove veze s P3 je Gly216 u tripsinu i
kimotripsinu te Val216 u elastazi, pri ¢emu je vazno napomenuti da je konformacija Gly216 u
tripsinu drugacija od one u kimotripsinu (Perona i Craik 1995; Perona 1 Craik 1997; Hedstrom
2002). Interakcije tripsina s P1-P3 dijelom supstrata su prikazane na Slici 4. Ove interakcije su

vazne za komunikaciju mjesta za vezanje supstrata s katalitickom trijadom (Hedstrom 2002).

Pl-Arg
Ser214

Aspl89

Slika 4. Interakcije tripsina s P1-P3 dijelom peptidnog supstrata. Vodikove veze (prikazane isprekidanim
crtama) izmedu okosnice peptidnog supstrata i okosnice enzima formiraju strukturu antiparalelne p-ploce.
Preuzeto i prilagodeno prema Perona i Craik (1997).
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Interakcija kimotripsinskih serinskih proteaza s P2-P4 je klju¢na za produktivno
pozicioniranje peptidne veze P1-P1'. Ve¢i broj Sn-Pn 1 Sn'-Pn' interakcija pozitivno utjeCe na
efikasnost katalize, tako da serinske proteaze preferencijalno cijepaju polipeptide u odnosu na

kratke peptide (Perona i sur. 1995; Hedstrom 2002).

U elastazi je poddzep S1 plitka hidrofobna udubina, dok su kod tripsina i kimotripsina to
duboke Supljine, pri ¢emu se na dnu tripsinskog S1 nalazi pozitivno nabijeni Asp. lako su samo
AA poddzepa S1 u neposrednoj interakciji s P1 (AA supstrata prema kojoj je kategorizirana
specificnost kimotripsinskih serinskih proteaza), supstitucija svih AA koje grade tripsinski S1 s
odgovaraju¢im kimotripsinskim AA ne mijenja specifi¢nost tripsina u specificnost kimotripsina.
Za ovu zamjenu specifi¢nosti su potrebne i mutacije povrsinskih om¢i enzima — omce L1 (gradene
od AA na pozicijama 185-188) i om¢e L2 (gradene od AA na pozicijama 221-224). Dodatna
supstitucija Tyrl72Trp povecava afinitet Tr—Ch prema kimotripsinskim supstratima tako Sto

mijenja strukturu baze poddzepa S1 (Perona i Craik 1997; Hedstrom 2002).

Jednostavna supstitucija Asp189 u dnu tripsinskog S1 sa Ser koji se nalazi na tom mjestu u
kimotripsinu rezultira neefikasnom i neselektivnom proteazom jer ova supstitucija deformira S1
tripsina. Duboke Supljine poput tripsinske i kimotripsinske S1 su inherentno nestabilne strukture.
Uz to, ova mutacija pomice ravnotezu konformacija tripsinskog S1 prema inaktivnoj konformaciji
kakva je prisutna u tripsinogenu (zimogenu tripsina, odnosno obliku tripsina prije proteoliticke

aktivacije) (Hedstrom 2002). Strukture tripsina 1 kimotripsina su prikazane na Slici 5.

Povrsinske omce utjeCu na selektivnost enzima odredivanjem specifi¢ne konformacije AA
koje stupaju u interakcije sa supstratom i modulacijom fleksibilnosti mjesta vezanja supstrata.
Omce L1 i L2 u tripsinu i kimotripsinu stabiliziraju strukturu S1, odreduju konformaciju Gly216 i
posreduju u iskoriStavanju energije vezanja u mjestima S2-S4 u visoke stope acilacije. Vodikove
veze koje Gly216 uspostavlja s P3 imaju ulogu u pozicioniranju PI-P1' peptidne veze
odgovarajucih supstrata. Orijentacija Gly216 karakteristicna za tripsin uzrokuje neproduktivnu
orijentaciju supstrata. Da bi se ,,popravilo“ ovakvo pozicioniranje i postigla produktivna
orijentacija supstrata u tripsinu, potrebne su elektrostatske interakcije P1-Lys ili P1-Arg s Asp189
u poddzepu S1 (Perona i sur. 1995).

Mutacije S1, L1, L2 i AA 172 mogu unijeti kimotripsinsku specifi¢nost u tripsin, ali ne

mogu unijeti elastaznu specifi¢nost u tripsin ni tripsinsku specifi¢cnost u kimotripsin. Za ove
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konverzije su potrebne druge strukturne promjene (Hedstrom 2002; Perona i sur. 1995), ali
transformacija Tr—Ch unato¢ tome pruza vazan uvid u vaznost distalnih elemenata za specificnost

1 selektivnost enzima.

Slika 5. Preklopljene strukture tripsina (zelena) i kimotripsina (plava) s istaknutim povrsinskim om¢ama L1
i L2 (ljubicasta za tripsinske, tirkizna za kimotripsinske) i poddZzepom S1 (crvena) s oznacenim
aminokiselinama kataliti¢ke trijade. Preuzeto i prilagodeno prema Ma i sur. 2005.

4.1.2. Faktor D, a-liticka proteaza 1 uloge konformacijske promjene
Tripsin, kimotripsin 1 elastaza imaju relativno rigidno aktivno mjesto, ali to nije slucaj za
sve kimotripsinske serinske proteaze. Faktor D, proteaza u sastavu komplementa (dio imunosnog
sustava), 1 a-liticka proteaza (bakterijski enzim) postizu selektivnost mehanizmima induciranog
pristajanja. Inducirano pristajanje doprinosi selektivnosti ako je konformacijska promjena enzima
najsporiji korak reakcije koji posljedi¢no odreduje njezinu brzinu. U tom sluc¢aju vezanje pripadnog
supstrata moze ubrzati konformacijsku promjenu enzima, a time i itavu reakciju, dok ¢e reakcija
s nepripadnim supstratom biti znacajno sporija. Za razliku od veéine proteaza koje cirkuliraju
krvlju u obliku zimogena, faktor D cirkulira u svom zrelom obliku. Njegova visoka razina
specifi¢nosti 1 selektivnosti omogucuju da pri tome ne oStecuje tkiva; on ima samo jedan prirodni
supstrat — kompleks komplementa C3bB. Bez vezanog supstrata, poddZepovi S1-S4 i kataliticka
trijada faktora D su deformirani. Vezanje C3bB inducira poprimanje aktivne konformacije

(Hedstrom 2002).

Mehanizam induciranog pristajanja takoder moze omoguciti enzimu specifi¢nost za veci
broj razli¢itth supstrata na nacin da razliiti supstrati induciraju razli¢ite odgovarajuce

konformacije koje specifi¢no akomodiraju njihovo prijelazno stanje. Slican mehanizam je prisutan
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u Metl192Ala mutantu a-liticke proteaze. Supstrati divljeg tipa a-liticke proteaze su polipeptidi s
malim AA na poziciji P1. PoddZep S1 je relativno rigidan i smanjen s Met192. Mutacija Met192A
povecava fleksibilnost poddZepa S1 time $to narusava interakcije njegovih nasuprotnih strana. To
omogucuje neovisno pomicanje dvije strane S1 i akomodaciju AA razlicitih veli¢ina. Ovakav
mutirani enzim pokazuje puno slabiju selektivnost od divljeg tipa — divlji tip diskriminira supstrate
s P1-Phe faktorom 5,5 x 10* u odnosu na P1-Ala, dok mutant Met192Ala ima usporedive kca/Ku
vrijednosti za obje AA (Hedstrom 2002). Vrijednosti kca/ KM divljeg tipa 1 mutanta Met192Ala a-

liticke proteaze prema supstratima s P1-Ala i P1-Phe su prikazane u Tablici 1.

Tablica 1. Specificnosti divljeg tipa i mutanta Met192Ala a-liticke proteaze. Podatci preuzeti iz

Hedstrom (2002).

kcat/KM (dm3 mOl_l S_l)

supstrat
divlji tip Met192Ala
Suc-Ala-Ala-Pro-Ala-pNA 2,1 x 10* 1 x 10*
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 0,38 3,1 x10°

4.2. Prepoznavanje 1 pozicioniranje AA u aaRS

AaRS su podijeljene u dva razreda na temelju strukture aktivnog mjesta. Svaka aaRS ima
predstavnike iskljucivo unutar jednog razreda, osim LysRS, koja se razvilaiurazreduI (LysI)iu
razredu II). Podjela aaRS u razrede prikazana je u Tablici 2. Razred I aaRS sadrzi o¢uvanu HUP
domenu sa strukturom Rossmanovog tipa koja je gradena od motiva HIGH 1 KMSKS, nazvanima
po slijedovima aminokiselina. HIGH i KMSKS imaju ulogu u stabilizaciji aminoacil-adenilata.
HUP domena moze sadrzavati i jedan ili dva povezujucéa peptida (CP1 i CP2) koji su ukljuceni u
popravak pogreske u aaRS razreda I. AaRS razreda II imaju aktivno mjesto koje se sastoji od
antiparalelne B-ploce i tri manje oCuvana motiva (Arnez 1 Moras 1997; Ibba 1 S6ll 2000; Iverson
2016; Gomez i Ibba 2020). Motiv 1 je vaZan za dimerizaciju (aaRS razreda II su uglavnom dimeri,
dok su razred I uglavnom monomeri), a motivi 2 i 3 za prepoznavanje ATP-a i AA (Ibba i Soll
2000; Iverson 2016). Razredi I 1 IT se razlikuju i po na¢inu vezanja svih supstrata (ATP-a, tRNA 1
AA) 1 po kinetici aminoacilacije. Kod aaRS razreda I, najsporiji korak reakcije je otpustanje

aminoacilirane tRNA, dok je u razredu II najsporiji korak aktivacija AA (Gomez i Ibba 2020).
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Tablica 2. Podjela aminoacil-tRNA-sintetaza na razrede

razred I razred I1
ValRS GlyRS
LeuRS SerRS
[leRS ThrRS
MetRS HisRS
CysRS ProRS
ArgRS LysRS I

LysRS I AspRS
GIluRS AsnRS
GInRS AlaRS
TyrRS PheRS
TrpRS

Dok su tRNA velike molekule sa specificnim identitetnim elementima koji mogu
uspostaviti velik broj interakcija s aaRS, AA su znacajno manje molekule medu kojima mnoge
imaju slicna kemijska svojstva (Iverson 2016; Gomez i Ibba 2020). Stoga je diskriminacija AA
zahtjevniji zadatak za aaRS. Inicijalna selektivnost (razina selektivnosti prije djelovanja
mehanizama popravka pogreske) aaRS prema AA je velinskim dijelom odredena korakom
aktivacije AA. Neke aaRS su dodatno selektivne u koraku aminoacilacije tRNA. Na primjer,
selektivnost GInRS se poveéava 10° puta tijekom prijenosa aminoacilne skupine na tRNA, ali ovo

nije Siroko rasprostranjeno medu aaRS (Tawfik 1 Grui¢-Sovulj 2020).

Stopa pogresne aminoacilacije je oko 10 (Ibba i S6ll 2000; Iverson 2016), pri ¢emu u
odredenim organizmima (uglavnom parazitskim), organelima ili uvjetima stani¢nog stresa moze
biti 1 znacajno viSa (Gomez 1 Ibba 2020; Tawfik 1 Grui¢-Sovulj 2020). U nekim aaRS nije moguce
posti¢i ovako nisku stopu pogreske tijekom same aminoacilacije zbog slicnosti u strukturi i
kemijskim svojstvima nekih nepripadnih aminokiselina s pripadnom te posljedi¢nim ograni¢enim
moguénostima diskriminacije. Primjerice, IleRS diskriminira Val faktorom 200 tijekom
aminoacilacije, $to nije dostatna razina selektivnosti za odrzavanje zivota (Tawfik 1 Grui¢-Sovulj
2020). U ovakvim slucajevima aaRS imaju razvijenu aktivnost popravka pogreske koja selektivno

hidrolizira produkte pogresne aktivacije ili pogreSne aminoacilacije (Ibba i So6ll 2000; Iverson
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2016). Mjesta prepoznavanja AA su razliCito gradena u razli¢itim aaRS zbog potrebe za

specificnoscu 1 selektivnosScu, ali postoje zajednicke karakteristike unutar svakog razreda.

4.2.1. AaRS razreda |

Mjesta prepoznavanja AA u aaRS razreda I su relativno otvorena i fleksibilna (Arnez i
Moras 1997). Aktivacija AA je u aaRS razreda I katalizirana energijom vezanja ATP-a koja
omogucuje motivu KMSKS stabilizaciju prijelaznog stanja. KMSKS se, zajedno s motivom HIGH,
nalazi na pokretnoj om¢i koja prilikom vezanja i aktivacije AA mijenja strukturu i uzrokuje
konformacijske promjene u nekim aaRS (Ibba i Soll 2000). Vodikova veza izmedu a-amino
skupine AA supstrata i proteinske okosnice veznog mjesta je oCuvana medu aaRS razreda I.
Interakcije s karboksilnom skupinom supstrata su manje ocuvane te se podjednakom frekvencijom
ostvaruju vodikovim vezama i elektrostatskim interakcijama. Nacin vezanja bo¢nih ogranaka
supstrata ovisi o njihovim kemijskim svojstvima — nepolarni ogranci su vezani van der Waalsovim
interakcijama, nabijeni ogranci su dodatno vezani elektrostatskim interakcijama, ogranci s
amidnom skupinom vodikovim vezama, a aromatski ogranci n-slaganjem. CysRS koristi ion cinka

za specificno prepoznavanje sumpora u bo¢nom ogranku (Kaiser i sur. 2020).

Posebna karakteristika nekih aaRS razreda I je ovisnost aktivacije AA o tRNA. To su
GInRS, ArgRS, GIuRS i LysRS I. U tim enzimima dolazi i do povecanja afiniteta prema pripadnoj
AA nakon vezanja odgovarajuée tRNA, primjerice tako da terminalni adenozin tRNAS" mijenja
orijentaciju aromatskih bo¢nih ogranaka u veznom mjestu GInRS (Ibba i S611 2000; Tawfik i Grui¢-

Sovulj 2020).

Specificnost 1 selektivnost aaRS ne ovisi samo o AA u neposrednoj interakciji sa
supstratom. Sli¢no kao Sto se specificnost tripsina ne moZe promijeniti u kimotripsinsku mutacijom
samo AA u SI, tako se ni specificnost GInRS ne moze zamijeniti za specificnost GluRS samo
mutacijom AA u aktivnom mjestu (Kaiser i sur. 2020). Determinante specifi¢nosti za Gln postoje
1 izvan samog veznog mjesta GInRS (Tawfik 1 Grui¢-Sovulj 2020). Mjesta za vezanje supstrata u
enzimima ne postoje neovisno o okolini, ve¢ su uklopljena u ukupnu strukturu proteina s kojom
stupaju u brojne interakcije. Te interakcije mogu imati znacajan utjecaj na strukturu i funkciju

veznog mjesta (McBride i sur. 2022).
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4.2.2. AaRS razreda Il

U kontrastu s fleksibilnim i otvorenim veznim mjestima razreda I, mjesta vezanja AA u
aaRS razreda II su znac¢ajno manja (Kaiser i sur. 2020) i rigidnija (Arnez i Moras 1997; Ibba i Soll
2000). Konformacija AA-veznog mjesta pozicionira pripadnu AA optimalno za formiranje
prijelaznog stanja. Znacajna iznimka u vidu rigidnosti je AlaRS, koji ima relativno fleksibilno
mjesto vezanja AA. Zbog toga AlaRS mozZe vezati i Gly, koji je manji od pripadnog Ala, i Ser, koji
je veci od Ala, pri ¢emu sve tri AA pozicionira na gotovo isti nacin (Guo i Schimmel 2012).
Interakcije aaRS s a-amino skupinom i karboksilnom skupinom pripadnih AA su ocuvanije u
razredu II nego u razredu I, a rije¢ je o istom tipu interakcija — a-amino skupina je vezana
vodikovim vezama, a karboksilna vodikovim vezama i elektrostatskim interakcijama. Interakcije s
bo¢nim ograncima supstrata su ovisne o kemijskim svojstvima pojedinih ogranaka, na sli¢an nacin
kao kod aaRS razreda I. Posebna je ThrRS koja koristi ion cinka za prepoznavanje hidroksilne
skupine u bo¢nom ogranku, ali i za vezanje a-amino skupine. U razred II spada i GlyRS koja ne
moze uspostaviti interakcije s bo¢nim ogrankom Gly jer ta AA nema bo¢ni ogranak (Kaiser i sur.

2020).

Interakcije analoga Ala s veznim mjestom u AlaRS su prikazane na Slici 6. Neke od
ocuvanih AA u veznom mjestu AlaRS su Arg 1 Asp ¢iji bo¢ni ogranci uspostavljaju vodikove veze
s karboksilnom, odnosno a-amino skupinom Ala te hidrofobne AA (Val i Ala/Gly) koje van der
Waalsovim interakcijama prepoznaju -C atom supstrata (Guo i Schimmel 2012; Kaiser i sur.
2020). Asp u veznom mjestu predstavlja posebni problem za AlaRS. Uz vodikovu vezu s a-amino
skupinom, on moze stvoriti dodatnu vodikovu vezu s hidroksilnom skupinom Ser, §to oteZava
njegovu diskriminaciju. Ovaj fenomen je detaljnije objaSnjen u potpoglavlju 2.3. Paradoks
hidroksilne skupine. AlaRS tijekom evolucije nije mogla izgubiti taj Asp jer je on nuZan za vezanje
i aktivaciju Ala. Njegova supstitucija s Ala je letalna, a ¢ak i zamjena s drugom negativno
nabijenom AA, Glu, znac¢ajno smanjuje efikasnost aktivacije Ala i koeficijent diskriminacije Ser i
Gly (koji s 300-500 pada na 19). Stoga je taj Asp univerzalno o¢uvan u AlaRS (Guo i Schimmel
2012; Gomez i Ibba 2020; Tawfik i Grui¢-Sovulj 2020).
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Slika 6. Interakcije AlaRS iz bakterije Escherichia coli s analogom alanina. Vodikove veze su oznacene
punim plavim linijama, a van der Waalsove interakcije isprekidanim sivim linijama. Preuzeto i prilagodeno
prema Kaiser i sur. 2020.

5. MEHANIZMI POPRAVKA POGRESKE AARS

AaRS koje u inicijalnoj aktivaciji AA 1 aminoacilaciji tRNA ne postizu fizioloski
zadovoljavajucu razinu selektivnosti imaju dodatne mehanizme za hidrolizu aktivirane nepripadne
AA (popravak pogreske prije prijenosa aminoacilne skupine na tRNA, eng. pre-transfer editing)
ili tRNA aminoacilirane s nepripadnom AA (popravak pogreske nakon prijenosa aminoacilne
skupine na tRNA, eng. post-transfer editing). Pojedine aaRS mogu imati vise mehanizama
popravka pogreske, ali je jedan u pravilu dominantan (Duli¢ i sur. 2010; Martinis i Boniecki 2010;

Perona i Grui¢-Sovulj 2013; Zivkovi¢ i sur. 2022).

Postojanje aktivnosti popravka pogreske u aaRS je prvi predlozio Fersht (1977) na temelju
selektivnosti [leRS prema Val. Prema modelu dvostrukog sita, aaRS prvo u sintetskom aktivnom
mjestu (grublje sito) iskljucuje AA vece od pripadne, a zatim u aktivnom mjestu za popravak
pogreske (finije sito) uklanja AA koje su manje ili izostericne u odnosu na pripadnu (Fersht i
Dingwall 1979). Ovaj model je previse reduktivan zbog oslanjanja isklju¢ivo na iskljucivanje
steriCkim smetnjama u oba koraka, ali je primjenjiv na aaRS kojima najve¢i problem u smislu
diskriminacije predstavljaju AA koje su za jednu metilensku skupinu manje od pripadne, na primjer
Val-1leRS 1 Ser-ThrRS (Guo i Schimmel 2012; Perona i Grui¢-Sovulj 2013). Revidirani model
(Fersht 1985) ukljucuje i koristenje aktivnog mjesta za popravak pogreske za uklanjanje AA koje
imaju dodatnu hidroksilnu skupinu u odnosu na pripadnu, na primjer Ser-AlaRS i Tyr-PheRS.

AlaRS u mjestu za popravak pogreske prepoznaje Ser pomocu polarnih interakcija te potencijalno

18



interakcijama sa Zn>*. Mjesto za popravak pogreske PheRS prepoznaje Tyr specifi¢nim vodikovim
vezama s njegovom hidroksilnom skupinom (Perona i Gruié-Sovulj 2013; Zivkovi¢ i sur. 2022).
Opcenito, vrijedi pravilo: nepripadna AA koju je zbog odredenog svojstva tesko iskljuciti u
sintetskom aktivnom mjestu bit ¢e uklonjena u aktivnom mjestu za popravak pogreske (Tawfik i

Gruié-Sovulj 2020).

5.1. Popravak pogreske poslije prijenosa aminoacilne skupine na tRNA
Hidroliticko cijepanje pogreSno aminoacilirane tRNA se odvija u zasebnoj domeni
odvojenoj od sintetskog aktivnog mjesta (Martinis i Boniecki 2010, Perona i Grui¢-Sovulj 2013).
U aaRS razreda I koje imaju ovu aktivnost (ValRS, LeuRS i IleRS) (Zivkovié i sur. 2022) se ta
domena nalazi na CP1 umetnutom u HUP domenu, te je od sintetskog mjesta udaljena 30-40 A. U
aaRS razreda II koje posjeduju tu aktivnost (AlaRS, ThrRS, ProRS, PheRS) (Grui¢-Sovulj i sur.
2007), popravak pogreske poslije prijenosa aminoacilne skupine na tRNA se odvija u domenama

koje su specificne za pojedini enzim (Perona i Grui¢-Sovulj 2013; Gomez i Ibba 2020).

Dva su osnovna mehanizma prijenosa pogresno aminoaciliranog 3'-kraja tRNA u aktivno
mjesto za popravak pogreske. AA-tRNA mozZe disocirati s enzima i potom se vezati u mjesto za
popravak pogreske ili moze doéi do translokacije aminoaciliranog 3'-kraja tRNA unutar same
aaRS, bez disocijacije. Mehanizam koji ukljucuje disocijaciju je znacajniji za aaRS razreda II, ali
ima znacajan doprinos i u IleRS. Ova razlika medu razredima aaRS je konzistentna s razlikama u
njihovoj kinetici — u aaRS razreda II je disocijacija AA-tRNA relativno brza, dok je u aaRS razreda

I to najsporiji korak katalize (Ling i sur. 2009; Perona i Grui¢-Sovulj 2013; Zivkovié i sur. 2022).

Selektivnost domena za popravak pogreSke prema nepripadnim AA moze biti visoka 1
dobro definirana, kao §to je slucaj u ProRS i AlaRS, ¢ija mjesta za popravak pogreske specificno
vezu AA koje je najteze diskriminirati u sintetskom mjestu. Za razliku od toga, selektivnost mjesta
za popravak pogreske IleRS se pokazala izrazito niskom — IleRS moze hidrolizirati sve pogresno
aminoacilirane tRNA" podjednakom efikasnoséu. Niska efikasnost hidrolize ispravno
aminoacilirane Ile-tRNA" je postignuta katalitickom diskriminacijom koja je razvijena
negativnom selekcijom — I1eRS specifi¢no destabilizira prijelazno stanje i time sprje¢ava hidrolizu

Ile-tRNA'™ (Zivkovi¢ i sur. 2022).
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5.2. Popravak pogreske prije prijenosa aminoacilne skupine na tRNA
Hidroliza aminoacil-adenilata (AA-AMP) nastalog aktivacijom nepripadne AA obuhvaca
tri osnovna mehanizma — enzimsku hidrolizu neovisnu o tRNA, enzimsku hidrolizu ovisnu o tRNA
te selektivno otpuStanje AA-AMP u otopinu i1 neenzimska hidroliza. Popravak pogreske prije
prijenosa aminoacilne skupine na tRNA je vrlo zahtjevno okarakterizirati, a jedan od razloga za to
je nestabilnost AA-AMP-a. Zbog toga postoje rasprave o tome odvija li se ta aktivnost u sintetskom
aktivnom mjestu ili u posebnoj domeni za popravak pogreske (Martinis i Boniecki 2010), pri ¢emu
viSe dokaza upucuje na to da se popravak pogreske prije prijenosa aminoacilne skupine na tRNA

odvija u sintetskom aktivnom mjestu (Duli¢ i sur. 2010; Perona i Grui¢-Sovulj 2013).

Enzimska hidroliza AA-AMP neovisna o tRNA je prisutna i u aaRS razreda I i u aaRS
razreda II, ali nije sigurno da je ta aktivnost znacajna u aaRS koje posjeduju i domenu za popravak
pogreske nakon prijenosa aminoacilne skupine na tRNA — ona obuhvaé¢a samo 3% ukupne
aktivnosti popravka pogreske ValRS, LeuRS i IleRS. Ni selektivno otpuStanje AA-AMP nije
znacajno u ta tri enzima. Medutim, ThrRS i ProRS pokazuju vecu aktivnost ovog puta — ThrRS za
uklanjanje Ser, a ProRS za uklanjanje Ala. SerRS, MetRS i LysRS II nemaju domene za popravak
pogreske nakon prenosenja, pa su ograni¢ene na popravak pogreske prije prijenosa aminoacilne
skupine na tRNA. SerRS koristi 1 selektivno otpusStanje i tRNA-neovisnu hidrolizu AA-AMP za
uklanjanje nepripadnih AA. Mehanizmi uklanjanja nepripadnih AA u MetRS i LysRS II ukljucuju
ciklizaciju. Konkretno, MetRS katalizira ciklizaciju aktiviranog homocisteina pri ¢emu nastaje
homocistein tiolakton, a LysRS II katalizira ciklizaciju aktiviranih homoserina i ornitina pri cemu

nastaju lakton i laktam (Grui¢-Sovulj i sur 2007; Perona 1 Grui¢-Sovulj 2013).

Enzimska hidroliza AA-AMP ovisna o tRNA je dokazano znacajna samo u IleRS, gdje je
njezin doprinos 10 puta veéi u odnosu na tRNA-neovisnu reakciju. Ono §to omogucuje ovaj
mehanizam u [leRS je spori prijenos aktivirane AA na tRNA. Kad je tRNA vezana u sintetskom
mjestu aaRS, reakcija prijenosa aminoacilne skupine na tRNA kompetira s hidrolizom AA-AMP.
U ValRS se prijenos aminoacilne skupine na tRNA odvija 200 puta brZe od hidrolize, tako da se
hidroliza AA-AMP ne mozZe dogadati u znacajnom udjelu. Brza prijenos aminoacilne skupine na
tRNA je Siroko rasprostranjen medu aaRS. Medutim, prijenos aminoacilne skupine na tRNA i
hidroliza nepripadnih AA-AMP se odvijaju podjednakom brzinom u IleRS. Ovi omjeri brzina su

odreduju¢i faktor u tome hoce li popravak pogreske prije prijenosa aminoacilne skupine na tRNA
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imati znac¢ajnu ulogu u aaRS koje posjeduju i zasebnu domenu za popravak pogreske. Nastavljajuci
se na usporedbu ValRS i IleRS, popravak pogreske se u ValRS odvija gotovo isklju¢ivo nakon
aminoacilacije tRNA, dok se u I[leRS znacajan dio popravaka pogreSke odvija prije prijenosa

aminoacilne skupine na tRNA (Duli¢ i sur. 2010; Perona i Grui¢-Sovulj 2013).

5.3. Samostojeci proteini za hidrolizu AA-tRNA

Osim mehanizmima samih aaRS, vjernost aminoacilacije se dodatno povecava zasebnim
proteinima koji su homologni domenama za popravak pogreske aaRS razreda II. Homologija s tim
domenama, ali ne i s CP1, konzistentna je s tim da je disocijacija i ponovno vezanje AA-tRNA
mehanizam koji je znacajniji u aaRS razreda II nego u aaRS razreda I — u oba slucaja te domene

efikasno vezu pogre$no aminoacilirane tRNA iz otopine (Perona 1 Grui¢-Sovulj 2013; Gomez i

Ibba 2020).

Proteini AlaX su homolozi domene za popravak pogreske AlaRS prisutni i u bakterijama,
1u arhejama i u eukariotima. Za razliku od domene za popravak pogreske AlaRS koja hidrolizira i
Gly-tRNA”? i Ser-tRNAA, neki AlaX specifi¢no hidroliziraju samo Ser-tRNA”!, Proteini INS su
homolozi domene za popravak pogreske INS koja je karakteristi¢na za ProRS. Medu njih spadaju,
izmedu ostalih, proteini PrdX i Ybak. Proteini PrdX, poput domene INS u ProRS, specifi¢no
hidroliziraju Ala-tRNAP™. PrdX su prisutni u organizmima ¢iji ProRS ne posjeduju domenu INS.
Proteini Ybak specifi¢no hidroliziraju Cys-tRNAP™ reakcijom ciklizacije kakva se ne odvija u
domeni INS ProRS. Za Ybak je zanimljivo i to da je za njegovo djelovanje potrebno vezanje na
ProRS te da katalizira hidrolizu Cys-tRNAP™ prije disocijacije s ProRS (Perona i Grui¢-Sovulj
2013; Gomez i Ibba 2020).

6. RAZVOJ SELEKTIVNOSTI

Smatra se da je vecina enzima evoluirala iz predaka sa Sirom supstratnom specifi¢nosti.
Nakon duplikacije gena predackog proteina, mutacijama i horizontalnim prijenosom dolazi do
diverzifikacije te nastaje viSe enzima koji, u najc¢es¢em slucaju, istim mehanizmom kataliziraju isti
tip reakcije, ali imaju viSu supstratnu specifi¢nost, visu razinu selektivnosti i ve¢u efikasnost
(Konnyti 1 Czaran 2011; Nam i sur. 2012; Noda-Garcia i sur. 2018; Siddiq i sur 2018). Aktivnosti
proteina (ukljucujuci vezanje supstrata) su cesto prisutne u predackom proteinu prije duplikacije,

iako su se neke razvile i1 de novo. Siddiq i sur. (2018) navode da bi razlog tome mogao biti taj da
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geni prisutni u jednoj kopiji imaju viSe vremena za akumulaciju mutacija i time stjecanje novih
funkcija. Duplicirani geni koji ne doprinose fitnesu podlozni su gubitku dijelova ili cijele sekvence
mutacijama i nasumicnim otklonom (eng. random drift). Kako bi se korisna funkcija u proteinu
razvila de novo, to se mora dogoditi relativno brzo, te se funkcija mora uklopiti u postojeci stani¢ni
metabolizam, prije nego Sto dode do gubitka sekvence. Kod podjele funkcija predackog proteina,

obje funkcije su ve¢ u nekoj mjeri prisutne i uklopljene u metabolizam stanice (Siddiq i sur. 2018).

McBride i1 sur. (2022) su preko termodinami¢nih modela pokazali da veci proteini mogu
bolje diskriminirati slicne supstrate te da mogu podnijeti ve¢i broj mutacija, a da i dalje imaju
pozitivan utjecaj na fitnes, Sto im daje vise moguénosti za evoluciju. U skladu s tom povezanosti
veli¢ine i selektivnosti proteina, aaRS su statisticki znacajno veée od drugih enzima kojima su
supstrati AA, kao $to je prikazano na Slici 7. Takoder, medu samim aaRS, one koje moraju
diskriminirati supstrate koji su za jednu metilensku skupinu manji ili jednu hidroksilnu skupinu
veci od pripadnog su u tri od Cetiri slucaja bile vece od aaRS kojima su ti teSko-iskljucivi supstrati
pripadni (McBride i sur. 2022). Veli¢ina doprinosi selektivnosti enzima i mogucnosti evolucije
odnosno promjene specificnosti pove¢anjem broja distalnih interakcija. Naime, AA koje se nalaze
blizu ili unutar aktivhog mjesta imaju velik utjecaj na njegov oblik i funkciju te su zbog toga
podlozne najstrozem evolucijskom pritisku (Konnyti i Czaran 2011; McBride i sur. 2022) $to im
usporava evoluciju (Wu i sur. 2022). Mutacije u distalnim dijelovima enzima, na primjer u
povrSinskim omcama kimotripsinskih serinskih proteaza, ne naruSavaju osnovnu strukturu
aktivnog mjesta, §to ovim elementima omogucuje brzu evoluciju. Interakcijama koje distalni
elementi uspostavljaju s ostatkom enzima, oni mogu na vrlo precizan nacin utjecati na specifi¢nost
i selektivnost, $to s jedne strane omogucuje brzu divergenciju supstratne specificnosti, a s druge

brze povecanje selektivnosti (Perona i Craik 1997; Hedstrom 2002; McBride 2022).
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Slika 7. Distribucija duljina sekvenci enzima kojima su supstrati aminokiseline. Plavom bojom su prikazane
vrijednosti za aminoacil-tRNA-sintetaze, a naranCastom ostali enzimi. Preuzeto i prilagodeno prema
McBride i sur. 2022.

Unato¢ milijardama godina evolucije, enzimi nisu razvili potpunu selektivnost prema
pripadnim supstratima. Ta razina selektivnosti nije ni moguca, jer je selektivnost enzima
ograni¢ena njihovim fizikalnim i kemijskim svojstvima, kao i svojstvima supstrata. Proteini su
relativno fleksibilni jer je vecina interakcija koje odreduju njihovu tercijarnu i kvaternu strukturu
nekovalentna, a fleksibilnost se pokazala kao svojstvo koje korelira s manjom selektivnosti. Osim
toga, energija vezanja supstrata je ograni¢ena brojem i ja¢inom interakcija koju uspostavljaju s
enzimom (Peracchi 2018; McBride i1 sur. 2022). Medutim, to Sto apsolutnu selektivnost nije
moguce posti¢i zbog fizikalno-kemijskih ogranicenja ne objasnjava ¢injenicu da vecéina enzima ne
ostvaruje ni maksimalnu mogucu selektivnost (Perrachi 2018). Nam i sur. (2012) procjenjuju da
37% enzima u E. coli katalizira reakcije s ve¢im brojem supstrata ili katalizira vise razli¢itih tipova
reakcija. Je li niza selektivnost eksplicitno selektirano svojstvo enzima? lako pogreske koje enzimi
rade mogu dovesti do inovacija, pogotovo kad je rije¢ o enzimima koji repliciraju i popravljaju
geneticku informaciju, nema dobrih dokaza da postoji pozitivna selekcija niske razine selektivnosti
enzima. Iznimka su RNA-polimeraze RNA virusa koje izravno pozitivno utjecu na fitnes tih
bioloskih entiteta. Vjerojatnije objasnjenje za nizu (u usporedbi s moguc¢om) selektivnost enzima
je da selekcijski pritisak za maksimalnu selektivnost nije dovoljno jak da bi se iz populacije uklonili

enzimi s nizom razinom selektivnosti (Tawfik 2014).
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Iako je selektivnost enzima niZa od one koja je maksimalno teoretski moguca, enzimi imaju
izrazito veliku selektivnost u usporedbi s nebioloskim katalizatorima (Nelson i Cox 2012). Ova
visoka razina selektivnosti je rezultat pozitivne i negativne selekcije. Pozitivna selekcija usmjerava
enzime prema razvoju maksimalnog broja pozitivnih interakcija s prijelaznim stanjem pripadnog
supstrata. Ovaj tip selekcije je primarno usmjeren prema optimizaciji kataliticke efikasnosti, ali
rezultira 1 veCom selektivnosti jer smanjuje vjerojatnost da ¢e enzim moci posti¢i jednaku veznu
energiju s nepripadnim supstratom. Pozitivna selekcija relativno sporo povecava selektivnost te
sama po sebi nije dovoljna za razvoj visokih razina selektivnosti. Negativna selekcija usmjerava
enzime prema razvoju mehanizama za iskljuc¢ivanje odredenih nepripadnih supstrata, te je kao
takva, za razliku od pozitivne selekcije, izravno usmjerena prema povecanju selektivnosti i u tome

djeluje znacajno brze (Tawfik 2014).

6.1. Evolucija aaRS

Velik problem s hipotezom da se suvremeni geneticki kod razvio prije bilo kakvih aaRS je
to da molekule RNA, koje bi u tom scenariju trebale specifi¢no katalizirati aminoacilaciju 20 AA
s pripadnim tRNA, imaju ograni¢enu raznolikost konformacija i katalitickih aktivnosti.
Vjerojatnije je da su ancestralne aaRS postojale tijekom ekspanzije i smanjenja viSezna¢nosti ranog
genetickog koda, te da su uvodenje novih AA u geneticki kod, suzavanje specifi¢nosti i povecanje
selektivnosti aaRS paralelni procesi koji su medusobno utjecali jedni na druge (Iverson 2016;
Kaiser i sur. 2020). Predacke aaRS vjerojatno nisu specificno aminoacilirale to¢no odredene AA,
nego su implementirale binarni kod — razli¢ite aaRS su prepoznavale hidrofobne i polarne AA §to
bi omogucilo kodiranje hidrofobne srzi i polarne povrSine ranih globularnih proteina (Iverson
2016; Gomez i Ibba 2020). Diverzifikacija i povecanje selektivnosti aaRS su bili postupni procesi.
Uvodenje novih AA u geneticki kod je ovisilo o gradi veznih mjesta ranih aaRS (koja su pruzala
puno Sire moguénosti prepoznavanja nego ribozimi), tako da su aaRS vrlo vjerojatno utjecale na

strukturu danaSnjeg genetickog koda (Iverson 2016; Kaiser i sur. 2020).

Suvremene aaRS su specificne za samo jednu AA te imaju izrazito visoku razinu
selektivnosti. U procesu usavr$avanja tih svojstava je veliku ulogu imala negativna selekcija ¢iji
su tragovi mnogobrojni. Jedan od njih je sama visoka razina selektivnosti aaRS u odnosu na druge
enzime &iji su supstrati aaRS. TyrRS diskriminira Phe faktorom 1,3 x 10°, dok ostali enzimi kojima

je Tyr supstrat imaju faktor diskriminacije Tyr izmedu 2,6 1 273. CysRS diskriminira Ser 1 Ala
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faktorima reda veli¢ine 10°, §to je takoder nekoliko redova veli¢ine vise u odnosu na druge enzime.
I sam mehanizam kojim CysRS diskriminira Ser je jedinstven i1 ukazuje na negativnu selekciju. Uz
to, CysRS je pod izrazito velikim pritiskom da razvije visoku razinu selektivnosti jer je Cys druga
najc¢e$¢a AA u aktivnim mjestima enzima, ima izrazito vazne regulatorne funkcije (Tawfik i Gruié-
Sovulj 2020), te su mu svojstva jedinstvena i ne mogu biti zamijenjena drugom proteinogenom AA
(Leluk n.d.) pa postoji velika vjerojatnost da bi pogresna translacija inaktivirala protein. Na
djelovanje negativne selekcije na razvoj selektivnosti ukazuje 1 visoka stopa kojom aaRS
aminoaciliraju neprirodne AA — TyrRS diskriminira B-HNV faktorom 29 (Tawfik i Grui¢-Sovulj

2020). Ovaj primjer je nesto opSirnije opisan u potpoglavlju 2.2. Negativne interakcije.
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7. ZAKLJUCAK

Specifi¢nost i selektivnost enzima se postizu na temelju interakcija koje supstrati u
osnovnom i prijelzanom stanju uspostavljaju s enzimom. Te interakcije mogu biti pozitivne (van
der Waalsove, polarne 1 elektrostatske) ili negativne (stericko i elektrostatsko odbijanje). Medu
pozitivnim interakcijama s pripadnim supstratom najvecu mogucnost selektivnosti pruzaju
elektrostatske, zatim polarne, a najmanju van der Waalsove interakcije. Utjecaj selektivnosti na
kataliticku efikasnost ovisi o na¢inu postizanja selektivnosti — optimizacija interakcija s pripadnim
supstratom u osnovnom stanju povecava energiju aktivacije i moze usporavati reakciju, dok
optimizacija interakcija s prijelaznim stanjem smanjuje energiju aktivacije i uglavnom ubrzava
reakciju. U prepoznavanju supstrata ne sudjeluju samo dijelovi enzima koji sa supstratom
uspostavljaju neposredne interakcije, ve¢ i distalni dijelovi koji moduliraju fleksibilnost i preciznu
strukturu veznog mjesta, primjerice povrSinske omce kimotripsinskih serinskih proteaza. Ovu
ulogu distalnih dijelova enzima je vazno uzeti u obzir tijekom laboratorijskog dizajna enzima.
Modulacija selektivnosti se moze posti¢i i mehanizmom induciranog pristajanja koji s jedne strane
omogucuje da vezanje pripadnog supstrata dodatno ubrzava reakciju, a s druge strane moze

dopustiti enzimu da produktivno pozicionira razlicite supstrate.

Selektivnost aaRS je znacajno visa nego kod ostalih enzima te predstavlja fizikalno-
kemijske granice diskriminacije. AaRS su od ostalih enzima manje diskriminatorne jedino prema
supstratima s dodatnom hidroksilnom skupinom zbog velikog broja polarnih skupina u aktivhom
mjestu aaRS. AaRS koje ne mogu postici fizioloski potrebnu razinu selektivnosti u sintetskoj
reakciji povecavaju svoju to€nost razli¢itim mehanizmima popravka pogreske. Mehanizmi
selektivnosti pojedinih aaRS, a jo§ viSe njihovi mehanizmi popravka pogreske i svojstva te
mehanizmi selektivnosti drugih enzima i dalje predstavljaju puno nepoznanica ¢ije bi otkrivanje

poboljsalo dizajn inhibitora i samih enzima za primjenu u medicini, znanosti i industriji.

Povecanje razine specificnosti 1 selektivnosti su cesti trendovi u evoluciji enzima.
Selektivnost se u enzimima moze razviti kao posljedica optimizacije kataliticke efikasnosti
povecanjem broja interakcija s prijelaznim stanja pripadnog supstrata (pozitivna selekcija) ili
izravno iskljuc¢ivanjem nepripadnih supstrata (negativna selekcija). Rane aaRS su vjerojatno
takoder imale Siroku specifi¢nost te je njihova postepena specijalizacija bila klju¢na za ekspanziju

1 smanjenje viSeznac¢nosti genetickog koda.
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