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1. Uvod

1.1. Biosinteza norvalina

Norvalin (Nva) pripada grupi neproteinogenih aminokiselina koje se sintetiziraju u
stanici pod odredenim uvjetima (Soini et al., 2008; Sycheva et al., 2007) kao nusprodukt
reakcija kataliziranih enzimima za sintezu razgranatih aminokiselina (Kisumi et al., 1976).
Sinteza ove nekanonske aminokiseline (Slika 1.) pocinje s a-ketobutiratom te je omogucéena
slabom specificno$éu enzima za sintezu razgranatih aminokiselina (produkti gena ilv i leu) za
a-keto kiseline (Soini et al., 2008). a-ketobutirat je sintetiziran iz oksaloacetata preko
meduprodukata koji ukljucuju: L-aspartat, homoserin i treonin. Kao kradi, alternativni put za

akumulaciju a-ketobutirata predlozeno je direktno produzivanje ugljikovodi¢nog lanca od

piruvata pomocu enzima kodiranih leu operonom.
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Slika 1. Shematski prikaz biosintetskog puta razgranatih aminokiselina s predlozenim putom za sintezu
norvalina u korelaciji s glikolizom i ciklusom limunske kiseline u E. coli. Zbog jednostavnosti neki

koraci su preskoCeni $to je naznaCeno isprekidanim linijama, brojevi se odnose na broj enzimskih
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Kako bi se ispitao biosintetski put nastanka norvalina, istrazivani su regulacijski mutanti
biosinteze leucina u bakteriji Serratia marcescens (Kisumi et al., 1976). Prvi enzim na
biosintetskom putu razgranatih aminokiselina je a-izopropilmalat sintaza (IPMS) koja je
inhibirana krajnjim produktom, leucinom. Kako bi dokazali da taj enzim moze Katalizirati
kondenzaciju acetil CoA s drugim a-keto kiselinama osim s o-ketoizovaleratom (prekursor
leucina) napravljena su kineti¢ka istraZivanja s razli¢itim a-keto kiselinama. Dobiveni kineti¢ki
parametri (Tablica 1.) pokazuju da je afinitet za a-ketobutirat manji nego za primarni supstrat,

stoga je za odvijanje ove reakcije nuzna akumulacija a-ketobutirata u stanici.

Tablica 1. Kineticki parametri za razlicite a-keto Kiseline u reakciji koju katalizira a-izopropilmalat

sintaza u soju Ar 130-1 Serratia marcecsens. Preuzeto i prilagodeno iz Kisumi et al., 1976.

a-keto kiselina Km (mol dm-3) Vmax (Nmol CoA/min/mg proteina)
a-ketoizovalerat 7,7%10* 49
piruvat 3,4*10°3 33
a-ketobutirat 4,7%10°3 64
a-ketovalerat 9,010 16
a-keto-p-metilvalerat - 1

Sposobnost enzima kodiranih leuABCD operonom da koriste druge supstrate omogucuje
izravno produzivanje lanca piruvata, preko o-ketobutirata i a-ketovalerata do a-ketokaproata.
(Soini et al., 2008). Ovu hipotezu podupiru i eksperimentalni podaci od Apostol i suradnika
koji su pokazali kako je pad koncentracije leucina pra¢en porastom koncentracije piruvata za
kojim je slijedila akumulacija norvalina. Biosintetski put norvalina je tako razjasnjen u
regulatornim mutantama Seratia marcescens (Kisumi et al., 1976). No, takoder je otkrivena
akumulacija norvalina i u nerekombinantnom soju E. coli K-12 W3130 u uvjetima smanjene
koncentracije kisika (Soini et al., 2008) i u E. coli s inaktiviranim prvim enzimom u
biosintetskom putu razgranatih aminokiselina (Sycheva et al., 2007). Nakon prebacivanja na
anaerobni metabolizam, uz smanjeni stanicni rast uocena je i akumulacija piruvata pri ¢emu se
norvalin znatno nakupio u stanici (ImM) (Soini et al., 2008). Rezultati istrazivanja u E. coli
podupiru model direktne konverzije piruvata u a-ketobutirat, odnosno daju manju vaznost
protoku metabolita duzim putem preko oksaloacetata i treonina. Uvjeti za koje je pokazano da
rezultiraju akumulacijom norvalina su relevantni kada je u velikim bioreaktorima zbog
nesavrSenog mijeSanja moguc nastanak zona bez kisika, a to su uvjeti dovoljni da potaknu

biosintezu norvalina, a zatim i njegovu ugradnju u proteine tj. mistranslaciju. Ovi rezultati su



od prakti¢ne vaznosti posebice u farmaceutskoj industriji prilikom osiguravanja proizvodnje

nemodificiranih rekombinantnih proteina.

1.2. Norvalin- prebioticka aminokiselina

Saznanja da smanjenje koncentracije slobodnog kisika dovodi do akumulacije piruvata
i posljedi¢no biosinteze norvalina (Soini et al.,, 2008) sugeriraju moguce biokemijske i
metabolicke posljedice razvoja visoko oksidiraju¢eg okolisa tijekom evolucije Zivota na Zemlji.
Jedno od glavnih nerijeSenih pitanja porijekla Zivota je priroda evolucijskog procesa koji je
doveo do selekcije L-aminokiselina koje danas pronalazimo u proteinima izmedu mnostva
prebioti¢kih analoga. Jednostavnost nastanka takvih prebiotickih spojeva u pokusima Miller-
Urey tipa (Miller, 1953) sugerira da su bili prisutni na primitivnoj Zemlji. Takve pretpostavke
su poduprte kemijskom karakterizacijom gotovo 80 razli¢itih aminokiselina u uglji¢nim
kondritima (vrsta meteorita) (Burton et al., 2012). U svom radu iz 1981. Weber i Miller
diskutiraju odabir 20 proteinogenih aminokiselina. Naglasili su kako je poprili¢no iznenadujuca
C¢injenica da se neki od glavnih prebiotickih produkata (Slika 2.) ne pojavljuju u danasnjim
proteinima. Posebno su izdvojili pitanje izostanka hidrofobnih aminokiselina norvalina i
norleucina (Nle). Kao objasnjenje je predlozeno da je izostanak Nva iz danaSnjeg seta
proteinogenih aminokiselina posljedica povecane rotacijske slobode norvalina oko proteinske
okosnice u usporedbi s valinom. Hidrofobnost i elektri¢ni naboj imaju klju¢nu ulogu u smatanju
proteina i stabilnosti (Lu & Freeland, 2008). lako su naboji leucina i norvalina usporedivi,

norvalin je ne samo zna¢ajno manji, nego i manje hidrofoban (Tablica 2.).
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Slika 2. Neke od prebioti¢kih aminokiselina, prilagodeno prema Weber & Miller, 1981.



Tablica 2. Hidrofobnost (log P), van der Waalsov volumen i izoelektri¢na tocka (pI) hidrofobnih

aminokiselina. Preuzeto iz Alvarez-Carrefio et al., 2013.

aminokiselina logP van der Waalsov pl

volumen (A%)

leucin -1,59 138,27 6,195
norvalin -2,01 120,98 6,27
metionin -2,41 139,49 5,77
norleucin -1,52 138,27 6,15

Posto je stvaranje hidrofobne srzi proteina jedan od procesa koji navodi smatanje (Gnanakaran
et al., 2003), pretpostavlja se da bi tijekom razvoja sve kompleksnijih enzima, zamjena Leu s
manjim Nva utjecala na pakiranje sekundarnih elemenata potrebnih za pravilno formiranje srzi.
Takoder bi utjecalo 1 na vezanje liganda te protein-protein interakcije te bi ogranicilo
sposobnost stvaranja stabilizirajué¢ih struktura poput leucinom-bogatih ponavljanja ili
leucinskih zatvaraca koji su znac¢ajan motiv brojnih DNA i RNA- vezujucih proteina (Alvarez-
Carrefio et al., 2013). Vjerojatno je da su najraniji enzimi kodirani genomom bili mali
polipeptidi s relativno jednostavnom strukturom. lako leucin, kao i ostale hidrofobne
aminokiseline , doprinosi nastanku hidrofobne srzi proteina te njegovom ispravnom smatanju,
ipak je poprili¢éno odsutan iz aktivnih mjesta ve¢ine enzima (Holliday et al., 2009). Taj podatak
sugerira kako su kataliticke aktivnosti leucina poprili¢no ograni¢ene te da bi njegova zamjena
manje hidrofobnim norvalinom primarno utjecala na svojstva smatanja malih, strukturno

jednostavnih polipeptida tijekom rane biokemijske evolucije (Alvarez-Carreno et al., 2013).

1.3. Nacini ugradnje norvalina u proteine

Ugradnja norvalina, primarno na leucinske pozicije u proteinima, je ishod kombinacije
supstratnog promiskuiteta i multifunkcionalnosti  biosintetskih enzima razgranatih
aminokiselina i leucil-tRNA sintetaze (LeuRS) (Alvarez-Carrefio et al., 2013). In vivo i in vitro
pokusi pokazuju da nedostatak savrsene specifi¢nosti elongacijskog faktora Tu i ribosoma moze
dovesti do ugradnje nekanonskih aminokiselina (Liu & Schultz, 2010). Ova saznanja potvrduju
da je primitivna sinteza proteina bila podlozna greskama, a kao rezultat su se proizvodili mali
kataliti¢ki peptidi heterogeni u to¢nosti i specificnosti (Woese, 1987). Prirodna pojava Nva u
proteinima je posljedica pogresne aminoacilacije tRNA"* norvalinom (Apostol et al., 1997).

Tocnost sinteze proteina ovisi 0 specificnosti aminoacil-tRNA sintetaza (aaRS), koje



kataliziraju prvi korak biosinteze proteina, prema pripadnim aminokiselinama. Svaka aaRS
prepoznaje jednu pripadnu aminokiselinu i kovalentno je veze na ispravnu tRNA (Perona &
Hadd, 2012). Ipak, preciznost aaRS nije potpuna, stoga brojne aaRS mogu dovesti do ugradnje
nepripadne, strukturno sli¢éne aminokiseline (Cvetesic et al., 2014; Yadavalli & Ibba, 2012;
Young et al., 2011). Ovo je slu¢aj s razgranatim aminokiselinama pa tako LeuRS, ValRS i
IleRS, koje su c¢lanovi razreda I aaRS imaju dodatne aktivnosti za popravak (engl.
proofreading) koje hidroliziraju pogresno nabijene tRNA (Brown & Doolittle, 1995). Dokaz
da su leucil-, valil- i izoleucil-tRNA sintetaze ishod serijskih duplikacija gena, implicira da
poticu od poprili¢no nespecificnog enzima (Zhu et al., 2007) ¢ija je supstratna nespecifi¢nost
mogla dovesti do povecane ugradnje norvalina u evolucijski prve proteine. Njihove homologne
domene za popravak (engl. editing) imaju isti nacin smatanja (engl. fold) koji se vjerojatno
razvio nakon §to se utvrdilo primarno kataliticko mjesto, ali prije duplikacije i divergencije koja
je dovela do tri razli¢ite sintetaze (Zhu et al., 2007). Za ciljanu ugradnju norvalina u peptide
¢esto se koristi sinteza na ¢vrstom nosacu . Razvoj metode je zahtijevao pronalazenje prikladnih
mehanicki stabilnih, ¢vrstih faza i blage, ali djelotvorne kemikalije kako bi se sprijecile
negativne popratne reakcije (Amblard et al., 2006). Tako je 1970. uvedena zastita reaktivnih
skupina aminokiselina pomocu 9-fluorenilmetoksikarbonila (Fmoc) koja je omogucila
1zvodenje cijelog procesa sinteze uz koristenje blaze kemije. Metoda je znacajno uznapredovala
od vremena kada je nastala. Uvodenjem razli€itih ¢vrstih faza, zastitnih grupa za bo¢ne ogranke
i boljim razumijevanjem uvjeta solvatacije standardna metoda je unaprijedena, automatizirana

te se danas sinteza peptida od 30 do 50 aminokiselina moze vrlo lako posti¢i (Coin et al., 2007).
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Slika 3. Ugradnja nekanonske aminokiseline u proteine pomocu selektivnog pritiska. Prirodna mRNA
sadrzi kodone za 20 proteinogenih aminokiselina (sivo). Metionin (plave sfere i pripadni plavi kodoni
na mRNA\) je zamijenjen s nekanonskom aminokiselinom (crvena zvjezdica). Promjena medija za uzgoj
uklanja metionin, u auksotrofnom soju, i uvodi nekanonsku aminokiselinu zajedno s ostalin 19
proteinogenih aminokiselina. Neprirodna aminokiselina se nabija na tRNAM® i ugraduje u proteine

umjesto metionina. Preuzeto i prilagodeno iz Lang & Chin, 2014.

U zadnjih 15 godina rapidno se razvijala i kotranslacijska ugradnja nekanonskih aminokiselina
u proteine koji se proizvode u stanici (Lang & Chin, 2014). Postoje dvije inacice ove metode;
u prvoj se nekanonska aminokiselina natjece s proteinogenom kako bi postala supstrat za aaRS
te se tako ugradila Sirom proteoma procesom statisti¢ke ugradnje (Slika 3.), a drugi pristup
omogucava mjesno specificnu ugradnju neproteinogenih aminokiselina razvojem novog
aaRS/tRNA para (Slika 4.). Moguénost specificne ugradnje neproteinogenih aminokiselina je

veoma pogodna za eksperimentalne analize s modelnim polipeptidima.
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Slika 4. Prosirivanje genetickog koda mjesno specificnom ugradnjom nekanonskih aminokiselina.
Ortogonalna tRNA sintetaza specifi¢no prepoznaje nekanonsku aminokiselinu (plava zvjezdica) dodanu
u medij za uzgoj i nabija je na ortogonalnu supresijsku tRNA. Ribosom zatim na mjestu amber stop
kodona (UAG) u genu od interesa ugraduje neprirodnu aminokiselinu i tako omogucava sintezu proteina

s nekanonskom aminokiselinom na specifi¢nom mjestu. Preuzeto i prilagodeno iz Lang & Chin, 2014.



2. Norvalin u prirodnim spojevima, peptidima i proteinima

2.1. Norvalin u prirodnim spojevima

U ovom dijelu opisani su prirodni produkti bakterija i gljiva u kojima se prirodno
pojavljuje norvalin ili je on umjetno dodan u njihovu strukturu kako bi se istrazile funkcionalne

promjene nastale uvodenjem nekanonske aminokiseline.

Prvi opisani primjer peptida u kojem se norvalin prirodno pojavljuje je antifungalni
peptid kojeg proizvodi Bacillus subtilis (Nandi & Sen, 1953). Struktura ovog peptida nije
odredena, ali je tankoslojnom kromatografijom utvrdeno da se sastoji od: Asp, Glu, Ser, Thr,
Ala, Tyr, Nva i Phe. Najintezivnija toCka na kromatogramu je upucivala na najveéu
zastupljenost serina. Utvrdeno je da se radi o veoma hemolitickoj supstanci koja se razlikuje
od ostalih poznatih anti-gljivi¢nih peptida B. subtilis po svojim antibiotskim aktivnostima te

izrazito niskim sadrzajem glutamata i prisustvu nekanonske aminokiseline norvalina.

Poliketidi predstavljaju jednu od najvecih obitelji sekundarnih metabolita koji se nalaze
u prirodi 1 Cesto posjeduju zanimljive bioloSke aktivnosti. Zanimljivi ¢lanovi te porodice
spojeva su jadomicini ¢ija je jedinstvena znaCajka biosinteze promiskuitetnost koraka
inkorporacije aminokiselina (Fan et al., 2012) (Slika 5.). To omogucuje formiranje razliitih
derivata jadomicina jednostavnim dodavanjem razli¢itih aminokiselina u medij za uzgoj.

Ugradnja razli¢itih aminokiselina rezultira produktima razli¢itih bioloskih aktivnosti.

HN - OH Streptomyces venezuelae
ISP5230
H -
n=0,1
/(CHQ)n

Slika 5. Ne-enzimska ugradnja aminokiselina (plavo) u oksazolonski prsten jadomicina (crno) u

Streptomyces venezuelae 1ISP5230. Preuzeto iz Dupuis et al., 2011.



Kako bi prosirili saznanja o povezanosti strukture i aktivnosti jadomicina, Dupuis i suradnici
su odlucili analizirati kulture Streptomices venezuelae 1ISP5230 uzgajanih s D-norvalinom (D-
Nva), L-norvalinom (L-Nva), D-norleucinom (D-Nle) i L-norleucinom (L-Nle). Prethodno je
pokazano da se oba enantiomera valina, metionina i fenilalanina ugraduju i formiraju o¢ekivane
jadomicine (Borissow et al., 2007). Medutim, kulture uzgajane na L-Nva i L-Nle nisu uspjele
proizvesti jadomicine, dok su kulture s dodatkom D-Nva i D-Nle dale dobre prihode jadomicina.
Nisu poznati razlozi zasto je preferiran D-enantiomer, no jedna od mogucénosti je da S.
venezuelae ISP5230 ne moze unijeti L-aminokiseline iz medija. Citotoksi¢nost jadomicina s D-
Nva (DNV) i D-Nle (DNL) je evaluirana koristenjem 59 vrsta kancerogenih stani¢nih linija.
Obje komponente su inhibirale rast veéine stani¢nih linija koje su testirane (Tablica 3.).
Potvrdeno je da ovi jadomicini pokazuju antibakterijsku aktivnost protiv Gram-pozitivnih
bakterija. Ni jadomicin DNV, ni DNL nisu pokazali aktivnost protiv Gram-negativnih sojeva,
ali su zato bili aktivni protiv Staphylococcus epidermidis C960 i klinickog soja MRSA-e. 1z
dobivenih podataka je zakljuceno da dodatak metilenske skupine koja razlikuje DNV i DNL ne

utjece na antimikrobna svojstva ova dva jadomicina.

Tablica 3. Glsg, TGl i LCsp vrijednosti za jadomicine DNV i DNL prilikom screeninga u 59

kancerogenih stani¢nih linija. # Preuzeto iz Dupuis et al., 2011.

jadomicin raspon Glso (uM) TGl (uM) LCso (uM)
koncentracija
n n n
(NM-pM)
DNV 3,2-32 4,9 59 10 57 19 41
DNL 3,2-32 4,2 59 8,7 56 18 44

4 Glso-koncentracija potrebna za inhibiciju stani¢nog rasta za 50%; TGl-koncentracija potrebna za
inhibiciju stani¢nog rasta za 100%; LCso-koncentracija potrebna da uzrokuje smrt 50% stanica. Sve
vrijednosti su izrazene kao medijan, n je jednak broju kancerogenih stani¢nih linija od kojih je

maksimum 59.

Jos§ jedna skupina prirodnih spojeva koji imaju nezamjenjive uloge u razvoju lijekova i
istrazivanjima u podru¢ju biomedicine su ribosomalno sintetizirani i posttranslacijski
modificirani peptidi (RiPP). Svi RiPP prirodni produkti su prvo sintetizirani kao prekursorski
peptidi na ribosomu, a zatim se posttranslacijski doraduju (Arnison et al., 2013). Ustiloksini su
prvi pronadeni prirodni produkti koji se sintetiziraju RiPP putem u filamentoznim gljivama.
Ustiloksin B (Slika 6.) je otkriven u biljnoj patogenoj gljivi Ustilaginoidea vireus. Struktura
ustiloksina B se sastoji od tetrapeptida Tyr-Ala-lle-Gly (YAIG) i sadrzi neobi¢nu modifikaciju

norvalinom na hidroksiliranom tirozinskom ostatku. Tetrapeptid potjeCe od proteinskog
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prekursora koji se nakon opsezne enzimske dorade pretvara u ustiloksin B. Istrazivanjem
biosintetskog puta je primijeceno da do ove neobi¢ne modifikacije norvalinom dolazi nakon
ciklizacije tetrapeptida djelovanjem flavoprotein monooksigenaze (FMO) i piridoksal 5'-fosfat-
ovisnog enzima. Jo$ jedna posebnost ovog peptida ukljucuje prisutnost atoma sumpora (koji ne
dolazi od Met ili Cys) koja se podudara s prisutnos¢u GST, cistein desulfuraze i y-glutamil

transpeptidaze u susjednom genskom klasteru (Keller et al., 2017).

prekursorski protein UstA

( signalni peptid N c ]
N 16
MKLILTLLVSGLCALAAPAAKRIDGVEDYAIGIDKR
INSVEDYAIGIDKR
INSVEDYAIGIDKR
INSVEDYAIGIDKR
YAIGx16 INSVEDYAIGIDKR
iINTVEDYAIGIDKR
INSVEDYAIGIDKR

e, § A o INTVEDYAIGIDKR
O NAASAN T Q INSVEDYAIGIDKR
%Norvalin o ‘ - Nx*w“»/"o 7 gNSVED\'AlGIDKR
2\ N8 Gly(G)  GGSVEDYAIGIDKR

" O lle() INSVEDYAIGIDKR

A 'NSVEDYAIGIDKR

IGSVEDYAIGIDKKR
\GTVEDYAIGIDKR
GGSVEDYAIGIDKRHGGH

Slika 6. Struktura ustiloksina B i njegovog prekursorskog proteina UstA. Ustiloksin B se sastoji od
ciklickog tetrapeptida Tyr-Ala-lle-Gly (YAIG) ¢iji je tirozin modificiran neproteinogenom
aminokiselinom norvalinom. Ciklicki tetrapeptid je direktno kodiran genom za prekursorski protein

UstA. Preuzeto i prilagodeno iz Keller et al., 2017.

2.2 Norvalin u peptidima

U ovom odjeljku je napravljen pregled svih peptida iz baze podataka PDB (Protein Data
Bank) koji sadrZe norvalin te im je odredena struktura. Norvalin se nalazi u sastavu peptida koji
sluze pri istrazivanju modelnih sustava (Trp-cage i oligopeptid-vezujuéi protein) te u kemijski
modificiranim peptidnim ligandima koji su osnova za razvoj peptidnih cjepiva. Osim peptida s
rijeSenom strukturom, norvalin je koriSten 1 prilikom istrazivanja razli€itih varijanti

antimikrobnih peptida.
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2.2.1. Modelni peptidi

Trp-cage (Neidigh et al., 2002), peptid od 18 do 20 aminokiselina, je nastao kao primarni
testni sustav za evaluaciju ra¢unalnih simulacija smatanja proteina (Day et al., 2010; Snow et
al., 2002). Brojne stabilizirajuce interakcije u smotanom stanju Trp-cage-a su jako ovisne o pH.
Jedna od znacajnijih interakcija je ionski most izmedu Asp9 i Argl6 (Barua et al., 2008). U
istrazivanju Graham et al. (2019) su dizajnirane vrste ovog modelnog peptida koje su znacajno
stabilnije pri pH 2,5 nego 7, a da su pri tom zadrzale nativnu strukturu. lako su ve¢ postojala
istrazivanja koja su istrazivala stabilnost ovog peptida u u ovisnosti o pH (Barua et al., 2008)
ovo je prva studija koja je koristila norvalin kao nepolarnu zamjenu za arginin. S obzirom na to
da je stabilnost solnog mosta (Asp9-Argl6) ocito ovisna o pH, za pronalazenje stabilne
strukture neovisne o pH je bilo nuzno minimizirati utjecaj te interakcije. Zbog toga je uveden
Nva na poziciju 16. OpaZena destabilizacija u mutiranom peptidu R16Nva je veca i od one u

mutaciji DON i R16Cit (Cit-citrulin, Slika 7.) pri pH 7 (Tablica 4.).

)i I
HN N/\/\])LOH
H

NH»

Slika 7. Struktura citrulina. Izvor https://www.sigmaaldrich.com/catalog/
substance/Icitrulline1751937275811?lang=en&region=HR

Zamjena R16 s citrulinom rezultirala je manjom destabilizacijom na oba pH (Tablica 4.).
Moguce je da R16Cit doprinosi vecoj stabilnosti u odnosu na R16Nva zbog povoljnijeg
smjeStaja bocnog ogranka na poziciji 16. Jedna strana tog bo¢nog ogranka je u potpunosti
povrsinski izlozena otapalu pa je nepolarni norvalin nepovoljniji na toj poziciji. Analozi R16Cit
I R16Nva su pokazali znacajan doprinos stabilizaciji prilikom zakiseljavanja, a povecanje

stabilnosti pri pH 2,5 je izraZenije s povecanjem temperature.
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Tablica 4. Promjene u stabilnosti (AAGy) inducirane mutacijama u Trp-cage-u i promjenama pH na

300K. Preuzeto i prilagodeno iz Graham et al., 2019.

Peptid AAGs pripH 7 AAGs pri pH 2,5
R16Nva 4,58 1,47
R16Cit 3,65 0,58

D9SN 3,65 1,60

Zbog opseznosti mutacija potrebnih za generiranje Trp-cage peptida s ve¢om stabilnosti na pH
2,5 postavilo se pitanje je li struktura nativnhog motiva ostala saCuvana. Usporedivanjem
strukture R16Nva (Slika 8.) pri pH 2,5 s prethodnim NMR strukturama Trp-cage peptida divljeg
tipa na pH 6,5-7, u kojima je solni most ocuvan, vidi se da se strukture podudaraju te da se
R16Nva varijanta peptida pravilno smotala (Slika 9.). Jedina primije¢ena devijacija izmedu
struktura je bila u serinskom bo¢nom ogranku na poziciji 14. Primije¢eno je da bo¢ni ogranak
Ser ulazi duboko u srz Trp-cage-a kad je Arg zamijenjen Nva, dok se u prisutnosti Arg

hidroksilna skupina Ser moze povezati vodikovom vezom S g-amino skupinom Arg.

Slika 8. Obitelj NMR struktura mutante R16Nva pri pH 2,5. Prikazani bo¢ni ogranci su Y3, W6, Nval6,
i P19. Preuzeto i prilagodeno iz Graham et al., 2019.
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Slika 9. Preklopljene NMR strukture Trp-cage peptida divljeg tipa (bez) s mutantom R16Nva (plavo)

na kojem je norvalin oznacen crveno. Preuzeto i prilagodeno iz Graham et al., 2019.

Jo§ jedan modelni sustav koji se proucavao koriste¢i neproteinogene aminokiseline je
oligopeptid-vezujuci protein OppA. Ovaj protein, prvi put pronaden u periplazmi Gram-
negativnih bakterija, veZe Siroki spektar peptida veli¢ine od dvije do pet aminokiselina te sluzi
kao inicijalni receptor za transport peptida preko stanicne membrane (Guyer et al., 1986). OppA
predstavlja pogodan sustav za istraZivanje nekovalentnih interakcija te veze izmedu strukture 1
energije. OppA u potpunosti obuhvaca svoje ligande i tako ih razdvoji od sloja otapala (Tame
et al., 1994). Okosnica tripeptida stvara vodikove veze s proteinom, a bo¢ni lanci peptida su
smjesteni u velikim hidratiziranim Supljinama proteina. U istrazivanju Davies et al. (1999) su
koristili peptide s neproteinogenim aminokiselinama koji su im omogudili sistematicnije
istrazivanje manjih, suptilnijih promjena nego $to je moguce kad se koristi ograniceni set 20
proteinogenih aminokiselina. U dijelu istraZivanja u kojem su proucavali utjecaj duZine
hidrofobnog bo¢nog lanca koristili su tripeptide Lys-Nle-Lys (KNIeK), Lys-Nva-Lys (KNvaK)
(Slika 10.) i prirodni ligand Lys-Ala-Lys (KAK).
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Slika 10. Struktura OppA proteina u kompleksu s tripeptidom Lys-Nva-Lys dobivena pomoéu
rendgenske kristalografije. Protein je oznacen plavo, tripeptid crveno, a norvalin na drugoj poziciji u
ligandu rozo. PDB ID: 1B6H.

Metodama izotermalne titracijske kalorimetrije i difrakcijom X-zraka na Kristalu
okarakterizirane su interakcije izmedu OppA 1 peptidnih liganda. Svi kompleksi
OppA::mutirani ligand su pokazali identi¢nu poziciju C, atoma i sli¢nu konformaciju bo¢nih
ogranaka proteina OppA. Jedina iznimka su bili bo¢ni ogranci koji stvaraju dzep za drugu
aminokiselinu u tripeptidu koja je varijabilna. Oba tripeptida, KNvaK i KNIeK (Slika 11.) se
vezu sa slicnim afinitetima, ali s razli¢itim promjenama entalpije. KNvaK se ¢vrsto veze
zahvaljujuéi maloj, relativno povoljnoj entalpiji (AH=7.9 kJ mol™?), dok se KNIeK veze s
relativno velikom promjenom entropije (AS=220 J mol-! K-1). Izmjereno poveéanje entropije za
KNIeK u odnosu na KNvaK dolazi od poveéanog broja istisnutih molekula vode prilikom
desolvatacije dodatne metilne skupine. Kako bi se objasnio nepovoljan utjecaj dodatne
metilenske skupine na entalpiju, treba uzeti u obzir proteinske bo¢ne ogranke Arg404 i Glu32.
Nva se smjesta u blizini nepolarnih metilenskih grupa Glu32, a ve¢i Nle dolazi blize karbonilu
glutamata i argininu. Stoga, prilikom vezanja KNleK dolazi do uvodenja nepolarne skupine u

nabijenu regiju dzepa proteina.
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His 405 Arg 404

Glu 32
Tyr 274

Slika 11. Preklopljene strukture tripeptida KNvaK (zeleno) i KNIeK (crveno) s naznac¢enim bo¢nim

ograncima proteina u veznom dzepu. Preuzeto i prilagodeno iz Davies et al., 1999.

Tijekom istrazivanja tripeptida s pozitivno nabijenom drugom aminokiselinom takoder nije
primijecena izravna korelacija izmedu afiniteta i AH i AS, ali je opazeno preferabilno vezanje

hidrofobnih u odnosu na pozitivno nabijene bo¢ne ogranke.

2.2.2. Peptidna cjepiva

Uz razvoj lijekova, i razvoj novih, poboljSanih cjepiva se moze istraZivati primjenom
kemijski modificiranih peptidnih liganda (engl. chemically enhanced altered peptide ligands-
CPLs) (Rosenberg et al., 2004). Peptidi koji se na taj na¢in unesu u pacijenta oponasaju epitope
ciljnih stanica koji su u kompleksu s MHC molekulama. Nakon prepoznavanja epitop-MHC,
stimuliraju se citotoksi¢ne T stanice i zapoCinje imunosni odgovor (Engels et al., 2013).
Vrijeme poluzivota peptid-MHC kompleksa direktno korelira s imunogenosti (van der Burg et
al., 1996) i produljeno trajanje te interakcije bi stoga moglo dovesti do u¢inkovitijih peptidnih
cjepiva preko indukcije veceg broja epitop-specifi¢nih limfocita T (Yu et al., 2004). MHC
molekule razreda I vezu peptide veli¢ine 8-10 aminokiselina ako oni sadrZe preferirane bo¢ne

ogranke na tzv. sidre¢im (engl. anchoring) pozicijama (Rammensee et al., 1995) (Slika 12.).
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Slika 12. Shematski prikaz epitopa koji se veZze na MHC molekulu HLA-A*0201, simbolom sidra su
oznacene sidrece (engl. anchoring) pozicije na N- i C-terminusu. Sidrece pozicije se ve¢inom nalaze
blizu N- i C-kraja peptida dok se interakcija s TCR receptorima limfocita T ostvaruje preko sredisnjeg

dijela peptida. Preuzeto i prilagodeno iz Hoppes et al., 2014.

Kako bi poboljsali i stabilizirali interakciju peptid-MHC Hoppes i suradnici su u svom
istrazivanju koristili ugradnju vise od 90 neproteinogenih a-aminokiselina medu kojima i
norvalin. Nakon opseznih pretrazivanja (engl. screeninga) CPL varijanti melanomskog epitopa
primije¢eno je da odredene zamjene neproteinogenim aminokiselinama pokazuju povecani
afinitet melanomskog epitopa Melan-A/Mart-1 za MHC molekulu HLA-A*0201. U slucaju
sidrece pozicije P2 (Slika 12.) to su bile ak: Nle, Nva i 2-aminooctena kiselina. Kako bi odredili
¢imbenike na molekularnoj razini koji doprinose pove¢anom afinitetu rijesili su kristalnu
strukturu HLA-A*0201 u kompleksu s modificiranim ligandom [am-phg] [Nva] AGIGILT
[Prg] (Slika 13.). Predlozeno je da Nva doprinosi stabilizaciji pomoc¢u van der Waalsovih
interakcija i takoder pomo¢u CH-n interakcije s Tyr7 MHC molekule. Za ovaj potonji tip
interakcije je pokazano da znacajno doprinosi stabilnosti kompleksa (Uchtenhagen et al., 2013).
Takav modificirani melanomski epitop je pokazao imunogenost i produljenu aktivaciju
citotoksi¢nih T stanica in vitro u odnosu na nativni epitop. Uvodenje neproteinogenih
aminokiselina u peptidna cjepiva tako otvara nove putove za dizajn epitopa koji ¢e poboljsati

terapeutske ishode cijepljenja.
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Slika 13. Kristalna struktura HLA-A*0201 u kompleksu s modificiranim melanomskim epitopom
[amphg][Nva]AGIGILT[Prg]. Lanci proteina HLA-A*0201 su oznaceni plavom, crvenom, Zutom i

naranc¢astom, a modificirani epitop je prikazan pomocu crne linije i na njemu je svijetloplavo oznacen

norvalin. PDB ID 4WJ5.

2.2.3. Antimikrobni peptidi

Gram-negativne bakterije su karakteristicne po prisustvu dodatne vanjske membrane
koja im pruza zastitu kao prva linija obrane protiv toksi¢nih agensa (Nikaido, 2003). Zbog
rastuce otpornosti na antibiotike i porasta smrtnosti uzrokovane otpornim patogenima razvijen
je alternativni pristup koji kombinira upotrebu antibiotika i antimikrobnih peptida ,,pomagaca‘“
(Lakshminarayanan et al., 2016). Metoda se temelji na narusavanju strukture vanjske membrane
koje je potaknuto ,,pomagac¢ima‘ kako bi se olak$ao brzi unos antibiotika u bakteriju. Pokazano
je da razgranati peptid B2088 formira ¢vrsti kompleks s lipopolisaharidima vanjske membrane
(Slika 14.) te da ima antibakterijsko djelovanje protiv razli¢itih Gram-negativnih patogena (Bai
etal., 2012). Kako bi se dobio bolji uvid u povezanost strukture i funkcije, dva valina iz peptidne
sekvence (RGRKVVRR)2KK su supstituirana nekolicinom proteinogenih i neproteinogenih ak
(Lakshminarayanan et al., 2016). Modifikacije s alaninom i norvalinom su pokazale porast
minimalne inhibitorne koncentracije $to upucuje na vaznost hidrofobnosti izopropilnih bo¢nih
lanaca valina. Ispitivanjem sinergistickog ucinka s antibioticima je pokazano da modifikacije
peptida B2088 s norvalinom imaju najbolji aditivni efekt s aminoglikozidima i

kloramfenikolom.
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Slika 14. Prikaz MD simulacije interakcija antimikrobnog peptida ,,pomagaca“ B2088 i dvosloja lipida
A koji gradi vanjsku membranu bakterija. a) 0 ns b) 100 ns ¢) 200 ns d) 300 ns. Peptid je oznacen plavim
Stapi¢ima, lipidni dvosloj svijetloplavim linijama, a kalcijevi ioni zelenim sferama. Preuzeto iz

Lakshminarayanan et al., 2016.

Istrazivanje aktivnosti antimikrobnih peptida i njihovih modificiranih verzija nije
ogranic¢eno samo na bakterijske vrste ve¢ se ispituje 1 njithova djelotvornost protiv patogenih
gljivica (Burrows et al., 2006; Stark et al., 2002). Vrste roda Candida su najc¢es¢i uzro¢nici
oportunisti¢kih gljivi¢nih infekcija sisavaca (Pittet et al., 1997). Zato je razvijena nova vrsta
antifungalnih peptida koju su dizajnirani tako da oponaSaju transmembranske dijelove
integralnin membranskih proteina (Stark et al., 2002). Takvi peptidi, prozvani kaksini zbog
svoje primarne strukture KKAAAXAAAAAXAAWAAX-AAAKKKK-amid (X oznacava bilo
koju aminokiselinu) , se razlikuju od prirodnih kationskih antimikrobnih peptida (CAP, Slika
15.) po tome Sto imaju ne-amfipatski hidrofobni segment za razliku od tipi¢ne amfipatske o-
zavojnice. Kao nastavak istrazivanja kaksina testirano je antifungalno djelovanje nekoliko
derivata modificiranih neproteinogenim aminokiselinama protiv 8 patogenih vrsta Candida
(Burrows et al., 2006). Jedan od peptida dwl7-Nva-6K sadrzi norvalin na mjestu alanina.
Peptidna modifikacija s norvalinom je pokazala najbolju antifungalnu aktivnost (Tablica 5.) u
usporedbi s prirodnim CAP. Unato¢ obecavajucoj djelotvornosti protiv razlicitih sojeva, kaksin
s norvalinom je pokazao znatnu hemoliti¢ku aktivnost. Zbog povecane toksi¢nosti za stanice
sisavaca, ova modifikacija peptida nije prikladna kao terapeutik usprkos dobroj MIC

vrijednosti.
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Tablica 5. Kationski peptidi koriSteni u istrazivanju Burrows et al., 2006. MIC-minimalna inhibitorna

koncentracija.
Peptid Sekvenca @ Hemoliticka MIC MIC (mg/L)
. os\b (mg/L) Versus
aktivnost (%) protiv Staphylococcus
Pseudomo aureus
nas ATCC 25923
aeruginosa
ATCC
27853
F18 KAFKKWAKFAAKAA 7,0 16 >128
KAAA-NH2
dF21-10K kkkkkkkkkkaafaawaafaa-NH2 1,0 32 32
dW17-6K kkkkkkaawaawaawaa-NH2 0,8 16 128
5W17-6K KKKKKKAWWAAWAAW 52,4 64 32
WA-NH2
dW17-Nva- | kkkkkka(Nva)wa(Nva)w(Nva) 44,0 64 32
6K aw(Nva)a-NH2
Referentni
peptid
Magainin 11 GIGKFLHAAKKFAKAFVA 106,7 64 16
. EIMNS-NH2
amid
Cecropin P1 | SWLSKTAKKLENSAKKRIS 1,6 16 >128
EGIAIQGGPR-NH2

2 peptidne sekvence velikim slovom oznacavaju L-enantiomere, ona malim slovima su D-enantiomeri

bHemoliti¢ka aktivnost usporedena s Triton X-100 (100%) i samim puferom (0%)
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Slika 15. Mehanizam djelovanja kationskih antimikrobnih peptida. Preuzeto i prilagodeno iz Osman &
Sitohy, 2015. (Osman & Sitohy, 2015)

2.3. Norvalin u proteinima

Prvi slucaj statisticke ugradnje norvalina na leucinske pozicije u proteinu je bio prije
viSe od 20 godina kad je opisan rekombinantni hemoglobin proizveden u E. coli. Napretkom
kemijske sinteze, ugradnja nekanonskih aminokiselina vi$e nije ograni¢ena na kratke peptide

te je omogucena sinteza Citavih proteina koji u svom sastavu imaju neproteinogene
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aminokiseline. Tako je zabiljeZena ugradnja norvalina u inzulin- jedan od klju¢nih proteinskih
hormona ljudskog metabolizma. Osim u proteinima koji su iznimno vazni za funkcioniranje
ljudskog organizma opisane su i inacice proteina koje su koriStene za istrazivanje

fundamentalnih kemijsko-fizikalnih svojstava (ribonukleaza S i superzavojnica 1CW).

2.3.1. Kljucni proteini ljudskog metabolizma

Osim ugradnje norvalina u peptide, zabiljezena je i ugradnja u Citave proteine. Prvi
opisani slucaj prirodne ugradnje norvalina na leucinske pozicije bio je prilikom ekspresije
rekombinantnog hemoglobina u E. coli (Apostol et al., 1997). Rekombinantni hemoglobin
(rHbl1.1) je ljudski hemoglobin stabiliziran fuzijom dva a-globinska lanca (di-a-globin) te
sadrzi 72 leucina od ukupno 575 aminokiselina sto je 12,5%. Naspram tome, tipi¢an protein
E.coli sadrzi prosjecno 8,4% leucina (Schaechter, 2001), stoga rHb1.1 spada u leucinom-bogate
proteine. Visoki stupanj ekspresije leucinom-bogatih proteina moze dovesti do nedostatka
leucina 1 na taj nacin stimulirati derepresiju leucinskog operona uz posljedicnu proizvodnju
norvalina (Bogosian et al., 1989). Analizom aminokiselina je odreden ukupni postotak ugradnje
Nva (Tablica 6.).

Tablica 6. Ukupna razina zamjene norvalinom odredena OPA (orto-ftalaldehid) aminokiselinskom

analizom u kontrolnom uzorku A i uzorku B. Preuzeto iz Apostol et al., 1997.

Uzorak rHbl.1 Leu (mM) Nva (mM) % zamjene
uzorak A 4,96 BD? <0,05
uzorak B 5,04 0,037 0,73

2 BD (below detection)-ispod razine detekcije
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Tablica 7. Postotak misinkorporacije norvalina na leucinska mjesta pomoc¢u LC/MS. Preuzeto iz
Apostol et al., 1997.

Pozicija supstitucije Uzorak A (%) Uzorak B (%)
Leuf3 ND? 0,6
LeuP ND 0,7
LeuP® ND 0,6
LeuP% ND 34,

LeuP!4! 0,2 3,0
LeuP!10gyPti4b ND 1,6
Leydi-«29 ND 0,5
Leyde34 ND 0,9
Leuydi-e#8 ND 0,6
Leydi-al44 ND 0,5

2 ND- nije detektirano

b u ovom peptidu su dva leucina;postotak supstitucije je prosjek na ove dvije pozicije

Za odredivanje distribucije Nva u rekombinantnom hemoglobinu uzeto je 8 tripti¢kih peptida
koji sadrZe po jedan Leu i u Tablici 7. je prikazan postotak pogreSne ugradnje Nva. Podaci za
uzorak B upucuju na to da postoji varijacija u mjestima ugradnje kroz di-a i B-globinske lance.
Kontrolni uzorak A je pokazao mjerljivu supstituciju isklju¢ivo na poziciji 141 u B-lancu
(Tablica 7.) sto je jedna od najfrekventnijih pozicija u uzorku B. Dvije pozicije s najvecom
ugradnjom Nva u uzorku B (Tablica 7.) se poklapaju s pojavom CUA, najrjede koriStenim
leucinskim kodonom u E. coli (Sharp et al., 1988). Ova pojava sugerira da bi misinkorporacija
mogla biti tRNA-specifi¢na, odnosno vjerojatnija na rijetko koristenim kodonima. Kako bi se
ispitala ta hipoteza, konstruirana je nova verzija -globinskog gena u kojem su dva CUA
kodona zamijenjena s CUG, naj¢eS¢e koriStenim Leu kodonom u E. coli. Ova promjena je
rezultirala jednakom koli¢inom proizvedenog rHb1.1 i identicnom razinom ugradnje Nva. Tako
je pokazano da kodon-dirigirana ugradnja norvalina ne igra znacajnu ulogu u ukupnoj razini
misinkorporacije. Moguce je da niske razine na pojedinim pozicijama odrazavaju strukturne
zahtjeve za ispravno smatanje, ugradnju hema i slaganje funkcionalnog trimernog rHb1.1. Nivo
leucina izmjeren u stani¢nom ekstraktu je padao tijekom prvih 5h te se onda zadrzao relativno
konstantan tijekom fermentacije. Pracen je i nivo piruvata, primarnog supstrata za biosintezu

Nva (Sycheva et al., 2007) te je primije¢eno da je on naglo porastao nakon stabilizacije razine
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leucina. Akumulacija piruvata je zatim brzo prac¢ena pojavom norvalina (Slika 16.). Posto
endogena sinteza Nva sama nije dovoljna da proizvede mjerljive razine pogre$ne ugradnje Nva
u proteine, predlozeno je da je za misinkorporaciju bitan omjer Nva i Leu. Relativna
koncentracija Leu je u normalnim stanicama visa od Nva pa je omjer Nva/Leu mali. Takav

omjer omogucava da se tRNA® ispravno nabije §to sprje¢ava zna¢ajnu ugradnju Nva.
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Slika 16. Akumulacija odabranih aminokiselina i piruvata te postotak misinkorporacije norvalina u
stani¢nom lizatu E. coli nakon fermentacije A) akumulacija Leu, Nva i Nle B) akumulacija piruvata C)

postotak pogre$ne ugradnje norvalina u rekombinantni hemoglobin. Preuzeto iz Apostol et al., 1997.

Nadalje, norvalin je koristen i prilikom istrazivanja klju¢nog hormona ljudskog
metabolizma inzulina (Vikova et al., 2016). Inzulin je mali proteinski hormon koji se sastoji od
A-lanca (21 aminokiselina) i B-lanca (30 aminokiselina) te svoj bioloski utjecaj vrsi prilikom
vezanja na tirozin-kinazni receptor (IR) (Taniguchi et al., 2006). Postoje dvije izoforme IR: IR-
A1 IR-B ¢ija je raspodjela tkivno specificna (Moller et al., 1989). Nakon nedavno otkrivene 3D
strukture kompleksa inzulina s IR (Menting et al., 2013) primije¢eno je da dio inzulinskog B-
lanca (B22-B30) mora promijeniti konformaciju prilikom vezanja na receptor. Kako bi postigli
stabilizaciju te aktivne konformacije, u radu iz 2016. (Vikova et al., 2016) su Koristili Cu'-
kataliziranu cikloadiciju da povezu odredene aminokiseline C-terminalnog dijela B-lanca. Kao

prekursori su koriSteni bo¢ni ogranci s azido i alkinil bo¢nim ograncima. Sintetizirano je 11

23



inzulinskih analoga koji su podijeljeni u dva razreda na temelju korelacije izmedu afiniteta
analoga za receptor i vrste kovalentne poveznice (engl. crosslinkinga) (Slika 17.). Osim
smanjene udaljenosti izmedu kovalentno povezanih bo¢nih ogranaka, u drugoj skupini analoga
je azidonorleucinski prekusor zamijenjen s kra¢im azidonorvalinom kako bi se omogucilo

¢vrice povezivanje te su ti analozi pokazali znatno bolju aktivnost.

relativni afiniteti
\éezanja za IR-A/IR-

. (% od prirodnog
analozi-razred | NN humanog inzulina)

1,2,4 DOI ¢ ¢ 0.1-0.3/nd
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24 29
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WN#H'
| ; .1-0.
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b—&/!\l—.—k
9 DOI e P 62/73
N:N
[~
10 DOI T 25 61/nd
!\I:N
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11 DOI o G 30 103 /nd

Slika 17. Shematski prikaz kovalentnog povezivanja unutar oktapeptida B-lanca inzulina (engl.
crosslinking). Prva grupa se sastojala od i+5/i+4 povezanih analoga koji su bili neaktivni. Za razliku od
tih prvih sedam analoga, druga grupa je imala krace, i+3/i+2 ciklizacije te su pokazivali visoku aktivnost.
Crne tocke predstavljaju C, atome proteinske okosnice, a plave predstavljaju CH, skupine linker-
aminokiselina s azido i alkinil bo¢nim ograncima. Isprekidane linije oznaCuju alternativne kiralnosti.
Crveno slovo G oznacava mutaciju glicinom. Desno su prikazani afiniteti vezanja u odnosu na nativni
inzulin. DOI-des(B23-B30) oktapeptid-inzulin. nd-nije odredeno. Preuzeto i prilagodeno iz Vikova et
al., 2016.

Znacaj najaktivnijeg analoga 8 s azidonorvalinskim prekursorom u kovalentnoj poveznici
(Slika 18.) koji je pokazao zeljeni afinitet je utoliko veéi $to je njegovo vezanje za receptor
hormona rasta bilo 4 puta slabije u odnosu na prirodni inzulin. NMR strukture analoga 8 su
veoma sli¢ne i homologne nativnom inzulinu sve do dijela B-lanca gdje je uvedena poveznica

(B26-B29), a sam kraj B-lanca odgovara strukturi pri aktivnoj konformaciji.
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Slika 18. NMR struktura inzulinskog analoga s triazolskom poveznicom izmedu B16 i B29 (analog 8)

pri pH 1.9. A-lanac je oznacen zeleno, B-lanac naranc¢asto s norvalinom u ruzicastoj. PDB ID: 2N2V

2.3.2. Istrazivanja fizikalno-kemijskih svojstava

Smatra se da je hidrofobni efekt jedna od glavnih determinanti stabilnosti proteina (Dill,
1990). Kako bi kvantificirali doprinos hidrofobnog efekta slobodnoj energiji smatanja AAG®s
Das i suradnici su odlucili provesti seriju termodinamickih i strukturnih istrazivanja na
mutantima proteinskog kompleksa ribonukleaze S (RNaza S). Goveda ribonukleaza A (RNaza
A) se moze subtilizinom pocijepati na dva fragmenta: S peptid i S protein (Richards & Wyckoff,
1971). Ovi fragmenti se mogu odvojiti i zatim rekonstituirati da formiraju nekovalentni S
peptid::S protein kompleks, odnosno RNazu S. Phe8 i Met13 su dvije hidrofobne aminokiseline
u S-peptidu koje su smjestene u unutrasnjost RNaze S. Ove pozicije su bitne prilikom vezanja
peptida na protein (Hearn et al., 1971) te su zamijenjene manjim, takoder hidrofobnim
aminokiselinama. Tako su nastale mutante: 8Nle, 8Nva (Slika 19.a.), 13Nva (Slika 19.b.).
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Slika 19. Kristalna struktura mutirane ribonukleaze S. a) mutanta 8Nva, PDB 1D:1Z3M b) mutanta

13Nva, PDB ID: 1Z3P. Crveno oznaceno je S protein, plavo S peptid s norvalinskom zamjenom

oznaéenom Sivo.

Ovakvim mutacijama dolazi do formiranja Supljina u unutra$njosti proteina (Eriksson et al.,
1992) sto dovodi do gubitka van der Waalsovih interakcija. Iz kristalnih struktura odredeni su
volumeni Supljina oko bo¢nih ogranaka na pozicijama 8 i 13. U mutantu 8Nva je opaZena manja
Supljina u odnosu na ocekivanu $to je zbog pretpostavke da se bocni ogranak s pozicije 13

dijelom smjestio u tu Supljinu.

Tablica 8. Termodinamicki parametri za interakcije S-peptidnih analoga sa S-proteinima (u odnosu na

divlji tip) u funkciji koncentracije metanola na 25°C. Preuzeto iz Das et al., 2005.

Peptid pufer % metanola AAH® TAAS AAG®
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
13Nva acetatni 0 0,4+0,9 0,5+1,0 -0,1+0,03
pH 6,0 10 -0,1+0,5 -0,2+0,6 0,1+0,04
20 4,4+1,2 4,5+1,2 -0,1£0,0
30 6,8+0,6 6,9+0,6 0,0+0,05
8Nva fosfatni 0 2,4+1,4 0,2+1,4 2,3£0,1
pH 7.0 10 3,1+1,8 1,0£3,4 2,1+0,1
20 13,9+4,0 11,543,9 2,5+0,2




Norvalinski bo¢ni ogranak mutante 13Nva pokazuje naizmjeni¢ne konformacije, a uoceni
volumen Supljine te mutante je bio blizu ocekivane vrijednosti. CD spektar mutante 13Nva je
pokazao blagi porast u zavojitosti. Titracijom mutiranih peptida sa S-proteinom bez i s
dodatkom razli¢itih koncentracija metanola odredeni su termodinamicki parametri (Tablica 8.).
Supstitucija aminokiselina na poziciji 8 i 13 manjim aminokiselinama destabilizira kompleks
Sto pokazuju pozitivne vrijednosti AAG®s (Tablica 8.). Razlika u slobodnoj energiji prilikom
mutacija iz ve¢e u manju aminokiselinu prvenstveno dolazi od gubitka interakcija pakiranja

(Das et al., 2005).

Superzavojnica a-zavojnica (engl. a-helical coiled coil) je Cesti strukturni motiv
tercijarne strukture proteina (Burkhard et al., 2001). Primarna sekvenca ovakve skupine
zavojnica (engl. helix-bundle) se sastoji od nekoliko heptamera abcdefg (McLachlan & Stewart,
1975). Nepolarni bo¢ni ogranci najces¢e zauzimaju a- i d-pozicije i formiranje sekundarne
strukture a-zavojnice smjesta ove boc¢ne ogranke na istu stranu amfipatske zavojnice. Stern i
suradnici su objavili rad u prvoj polovici 2020.godine koji se bavi prou¢avanjem stabilizirajuce
interakcije trimerne superzavojnice 1CW (Ogihara et al., 2008) te je pritom koriSten norvalin.
Smatra se da stabiliziraju¢a interakcija dugog dosega (engl. long-range) izmedu GlulO (i-4 u
odnosu na poziciju 14) i Lys18 (i+4) ovisi o identitetu bo¢nog ogranka na poziciji 14. Kako bi
istrazili strukturalne osnove ove sinergisticke stabilizacije napravljene su varijante
superzavojnice 1 CW mijenjanjem Cetrnaeste aminokiseline. Prethodno je pokazano da varijanta
Trp14 doprinosi pojacanoj interakciji Glu10-Lys18 (Smith et al., 2017) pa su uvodenjem vecih,
nepolarnih bo¢nih lanaca htjeli provjeriti vaznost hidrofobnosti aminokiseline na poziciji 14.
Varijanta s norvalinom je smanjila stabilizaciju superzavojnice. Iz rijeSene kristalne strukture
(Slika 20.) je odredeno da RMSD vrijednost inacice s norvalinom dobro odgovara originalnoj
superzavojnici LCW i da se alifatski lanci na poziciji 14 pojavljuju u nekoliko rotamera. Zbog
smanjenja stabiliziraju¢e interakcije u verziji superzavojnice s norvalinom primijecena je
povecana slobodna energija u odnosu na Trpl4 varijantu. Povecani hidrofobni karakter
omogucava bocnom ogranku 14 da poboljSa sinergisticku stabilizaciju, no ipak je za
stabilizaciju najbitnije da aminokiselina 14 bude donor vodikove veze, a kako to nije slucaj s
norvalinom njegovo prisustvo u superzavojnici nepovoljno utjee na i/i+8 interakciju dugog

dosega.
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Slika 20. Kristalna struktura trimerne zavojnice 1CW s norvalinom (ljubi¢asto). PDB ID:6V57
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4. Sazetak

Neobicne (ili rijetko kori$tene) aminokiseline su prisutne u nekolicini stani¢nih peptida.
Cesto su uklju¢ene u peptidne antibiotike proizvedene ne-ribosomalnom sintezom, a u drugim
slu¢ajevima do njihove ribosomalne ugradnje dolazi prilikom ekspresije heterolognih proteina
u bakterijskim stanicama. Norvalin je jedna od takvih, nekanonskih aminokiselina koji moze
biti ugraden u proteine na leucinske pozicije. Razvijene su i metode koje omogucuju ciljanu
ugradnju nekanonskih aminokiselina u proteine te tako povecavaju strukturalnu razli¢itost
proteinskih bo¢nih ogranaka. ProSirivanjem seta od 20 aminokiselina uporabom nekanonskih
analoga, omoguceno je sustavnije istrazivanje razlicitih fizikalno-kemijskih fenomena. Osim
koristenja u fundamentalnim istrazivanjima, veliki je interes i za ugradnju neproteinogenih
aminokiselina u prirodne spojeve i peptide za terapeutsku uporabu kako bi se poboljsala njihova
svojstva 1 ucinkovitost. KoriStenjem ovakvog prosirenog genetickog koda pruzaju se
moguénosti za stvaranje modelnih proteina te proteina s poboljSanim ili potpuno novim

svojstvima.

5. Summary

Unusual (or infrequently occurring) amino acids are present in a number of cellular
peptides. They are often included in peptide antibiotics produced by nonribosomal synthesis, in
other cases, misincorporation of these amino acids into proteins by the ribosomes occurs when
heterologous proteins are expressed in bacterial cells. Norvaline is one of those noncanonical
amino acids that can be incorporated in proteins on leucine positions. Methods that allow site-
specific incorporation of noncanonical amino acids were developed; thereby increasing the
structural diversity of amino acid residues used in proteins. By expanding the natural ocurring
set of 20 proteinogenic amino acids, more systematic research of different physicochemical
phenomena is enabled. Except for its use in fundamental research, there is a great interest in
incorporation of nonproteinogenic amino acids in natural products and peptides for therapeutic
use. Usage of this expanded genetic code offers possibilities for designing model peptides and

proteins with enhanced or novel properties.
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