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1. UVOD

1.1. Sto su interakcije izmedu proteina (PP1)?

Proteini su klju¢ni dio svakog zivog organizma. Sastoje se od jednog ili vise dugih lanaca
aminokiselina te su vazni za brojne funkcije u organizmu poput katalize metabolickih reakcija,
replikacije DNA, transporta molekula, itd. Funkcije i molekularna svojstva pojedinih proteina
prilicno su opS$irno opisana u velikim proteinskim bazama kao S§to je UniProt (UniProt, 2010).
Proteini, medutim, rijetko djeluju sami. Brojne molekularne procese u stanici obavljaju tzv.
molekularni strojevi sastavljeni od brojnih proteinskih komponenti organiziranih uz pomo¢
interakcija izmedu proteina, eng. protein-protein interaction (PPI). Cjelokupna mapa PPI koje se
mogu dogoditi u zivom organizmu naziva se interaktom (Cusick i sur., 2005). Interakcijama izmedu
proteina smatraju se fizicki kontakti, uz odredenu orijentaciju, izmedu proteina u zivoj stanici ili
organizmu. Fizicki kontakt kod PPI mora biti specifi¢an, a ne slu¢ajan te se ne uzimaju u obzir
interakcije nastale za vrijeme nastanka, smatanja, provjere kvalitete 1 razgradnje proteina (De Las

Rivas 1 Fontanillo, 2010).

Interakcije izmedu proteina ne moraju biti stati¢ne ni trajne. Neke proteinske grupacije su
stabilne zbog toga Sto Cine makromolekularne proteinske komplekse i stanicne strojeve, poput
adenozin trifosfat (ATP) sintaze i citokrom oksidaze, ¢iji se sastavni proteini nazivaju podjedinice.
Ostale proteinske skupine nastaju zbog prolaznih radnji kao $to je aktivacija genske ekspresije
vezanjem transkripcijskih faktora i1 aktivatora na promotorsku regiju DNA (De Las Rivas i
Fontanillo, 2010). Kako bi se PPI definirale u bioloSkom kontekstu vazno je razumjeti da se nece
sve moguce interakcije dogoditi u svakoj stanici u bilo koje vrijeme. Koje PPI ¢e se dogoditi ovisi o
vrsti  stanice, fazi staninog ciklusa, razvojnom stadiju, okoliSnim uvjetima, proteinskim

modifikacijama, prisutnosti kofaktora i ostalih veznih partnera (De Las Rivas 1 Fontanillo, 2010).

Proteini se vezu jedni s drugima kombinacijom hidrofobnih veza, van der Waals-ovih veza,
vodikovih veza 1 elektrostatskih interakcija, na specificnim veznim domenama proteina u
interakciji. Jedna vrsta takvih veznih domena su leucinski zatvaraci koji, zbog gustog pakiranja
molekula, omogucavaju nastanak stabilnih multiproteinskih kompleksa. Dvije Src homologne (SH)
domene, SH2 i SH3, su najces¢i primjeri prolaznih veznih domena koje vezu kratke peptidne
sekvence, najcesc¢e signalnih proteina. SH2 domena prepoznaje peptidne sekvence s fosforiliranim
tirozinima, S$to je Cest indikator proteinske aktivacije. SH3 domena obi¢no prepoznaje prolinom
bogate peptide i Cesto je koriste kinaze, fosforilaze 1 GTPaze kako bi identificirale ciljne proteine

(www.termofisher.com).



Proteini se mogu povezivati u homo-oligomere i1 hetero-oligomere. Homo-oligomeri se
sastoje od samo jedne vrste proteinskih podjedinica koje se mogu rastaviti jedino denaturacijom
kompleksa. Nekoliko enzima, proteinskih nosaca i transkripcijskih regulatornih faktora izvrSavaju
svoje funkcije kao homo-oligomeri. Hetero-oligomeri su kompleksi viSe razli¢itih proteinskih
podjedinica. Vazni su za regulaciju raznih funkcija stanica poput signalizacije (Jones 1 Thornton,
1996).

Neki od mjerljivih u€inaka protein-protein interakcija mogu se sazeti u sljedece tocke:

e mijenjanje kinetickih svojstava enzima

e generalni mehanizam za kanaliziranje supstrata

e stvaranje novog veznog mjesta, karakteristicno za male efektorske molekule

e inaktivacija ili supresija proteina

e promjena specifiCnosti proteina za njegov supstrat preko interakcija s razli¢itim veznim
partnerima

e regulatorna uloga na uzvodnom ili nizvodnom nivou (Rao 1 sur., 2014)

Istrazivanjem PPI znatno su se proSirile moguénosti razvoja lijekova koji ne ciljaju samo
pojedinacne proteine. Prema podatcima iz 2013. godine, za samo 266 ljudskih proteina postoje
odobreni lijekovi koji djeluju na upravo te proteine, a procjena je da bi se moglo napraviti takve
lijekove za oko njih 1500 (Ottman, 2013). Obzirom da se veli¢ina interaktoma procjenjuje na 130
000 — 650 000 (Venkatesan i sur., 2009; Stumpf i sur., 2008) to otvara puno Sire moguénosti za
razvoj novih lijekova. To je od posebno velike vaznosti pri istrazivanju pogodnih terapija za tumore.
Tako se recimo otkrila vaznost PPI u pronalasku aktivnog mjesta inhibitora koji ciljaju onkogenu
kinazu B-Raf, koja pod odredenim okolnostima aktivira,umjesto da inhibira, mitogen-aktivirani
protein kinazni (MAPK) put. Ovo je samo jedan od brojnih primjera koji ukazuje na to da se u
vecini slucajeva funkcioniranje organizama zasniva na regulaciji proteina putem PPI (Ottman,

2013).

1.2. Metode istrazivanja interakcija izmedu proteina (PPI)

Metode detekcije PPI dijele se na one in vitro, in vivo i in silico.

1.2.1. Metode in vitro

In vitro tehnike se provode u kontroliranim uvjetima izvan zivog organizma. Jedna od takvih
tehnika je oznacavanje TAP proteinom (eng. Transporter Associated with Antigen Processing), a to

je protein bitan za prijenos antigenih proteina kroz membranu endoplazmatskog retikuluma. Metoda
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se zasniva na dvostrukom oznacavanju proteina od interesa na njegovom kromosomalnom lokusu,
nakon cega slijedi proces prociS¢avanja u dva koraka. Proteini koji ostanu povezani s ciljnim
proteinom se onda mogu proucavati i identificirati pomo¢u SDS-PAGE 1 spektrometrije masa te se
tako otkriju PPI s ciljnim proteinom i proteinski kompleksi (Pitre 1 sur., 2008). Koristi se 1 afinitetna
kromatografija, koja se takoder moze kombinirati s SDS-PAGE 1 spektrometrijom masa. Takoder je
vazno spomenuti i koimunopercipitaciju u kojoj se koristi cijeli stani¢ni izolat u kojem se proteini
nalaze u prirodnom obliku i u kombinaciji s ostalim stani¢nim komponentama koje mogu biti vazne
za ostvarivanje uspjesnih interakcija. Ukoliko se koriste eukariotski ekspresijski organizmi moguce
su 1 posttranslacijske modifikacije bez kojih se neke PPI ne bi mogle dogoditi (Rao 1 sur., 2014).
Sve brze se razvijaju i proteinski mikroc¢ipovi koji omogucéavaju istovremenu analizu na tisuce
parametara u sklopu jednog eksperimenta. Protein-fragment komplementacijska analiza (eng.
protein-fragment complementation assay) koristi se za detekciju PPI izmedu proteina bilo koje
molekulske mase, eksprimiranih na njthovom endogenom nivou (Michnick 1 sur., 2011). Treba jo$
spomenuti i1 kristalografiju X-zrakama i spektroskopiju nuklearne magnetske rezonance (NMR),

kojom se mogu detektirati i slabe PPI (Rao 1 sur., 2014).

1.2.1.1. Fluorescencijska spektroskopija

Jedan od nacina provjere dobivenih rezultata je fluorescencijska spektroskopija (Fisher 1 Arnold,
2013). Ova metoda ovisi jedino o promjeni u okolisu fluorofora, a ne o veliCini i tipu molekula pa je
pogodna za detekciju i kvantifikaciju PPI i interakcija izmedu peptida (Stambuk i sur., 2014;
Stambuk i sur., 2019). Fluorescencija proteina okarakterizirana je njegovim ekscitacijskim i
emisijskim spektrom, odgovaraju¢im emisijskim maksimumom (Amax), kvantnim poljem (postotak
apsorbiranih fotona koji rezultiraju emitiraju¢im fotonima) 1 anizotropijom (doseg fluorescencijskog
intenziteta koji varira kada se mjeri u razli¢itim smjerovima). Ti parametri ovise o lokalnom okolisu
fluorofora i zbog toga se mijenjaju uslijed interakcije proteina s drugim proteinom ili ligandom.
Izvor fluorescencije moze biti intrizicni fluorofor, poput triptofana ili tirozina, kovalentno ili
nekovalentno pri¢vrS¢ena fluorescentna boja ili fluorescentni vezni partner (kofaktor, poput NADH
ili nukleotida) koji se specificno veze na kompleks (Groemping i Hellmann, 2005).

Vazno je voditi raCuna o intrizicnim fluoroforima kod akceptorskih proteina, kako ne bi
interferirali s fluorescencijom koju zelimo myjeriti. Autofluorescenciju pretezno uzrokuju aromatske
aminokiseline poput triptofana te je shodno tome potrebno prilagoditi pokus (Ghisaidoobe 1 Chung,
2014). Takve intrizi¢ne fluorofore moguce je spektralno definirati i tretirati ih kao dodatni signal.
Fluorescentni signali mogu se opisati kao linearna kombinacija fluorofora prisutnih u promatranom

volumenu, a njihova koncentracija u promatranoj tocki pridonosi ukupnom signalu:



S (A) =A; x Fluol (A) + Ay X Fluo2 (A) + Az x Fluo3 (A)...,

gdje S predstavlja ukupni detektirani signal za svaki kanal A, FluoX(A) predstavlja spektralni
doprinos fluorofora svakom kanalu, a Ax predstavlja koncentraciju fluorofora na mjerenom mjestu.
Linearno razdvajanje je metoda koja rjeSava tu linearnu jednadzbi uz pomo¢ metode najmanjih
kvadrata 1 takozvane SVD metode (eng. singular value decomposition) te kao rezultat daju
razdvojene signale fluorofora koji se mogu zasebno prikazati neovisno jedan o drugome bez da se

promjeni njihov intenzitet (Zimmerman i sur., 2014).

1.2.2. Metode in vivo

Najpoznatija in vivo tehnika je eng. yeast two-hybrid assay (Y2H). Potrebne su dvije proteinske
domene koje imaju dvije specificne funkcije: DNA vezna domena, koja pomaze u vezanju DNA, i
aktivacijska domena, odgovorna za aktivaciju transkripcije DNA. Obje domene potrebne su za
aktivaciju transkripcije reporter gena, ¢ime se onda otkrivaju PPI kod proteinskih parova (Ito 1 sur.,
2001). Novija verzija ove metode je eng. mammalian two-hybrid assay (M2H). Koristenje stanica
sisavaca omogucava proucavanje proteina u prirodnijem obliku, stvaranjem sli¢nih
posttranslacijskih modifikacija te je lokalizacija proteina preciznija u usporedbi s odredivanjem
lokalizacije u stanicama kvasca. Ovom metodom mogu se otkriti samo interakcije proteina koje se
odvijaju u jezgri stanice. U Sirokoj upotrebi su bioluminiscentni rezonantni prijenos energije
(BRET), fluorescentni rezonantni prijenos energije (FRET) i bimolekularna fluorescentna

komplementacija (BiFC) (Rao i sur., 2014).

1.2.3. Usporedba in vitro s in vivo metodama

Sve prethodno navedene metode imaju 1 svoje nedostatke. Za vecinu metoda potrebno je
nadeksprimirati proteine, kako bi se otkrile slabe i prolazne PPI, §to moZe dovesti do umjetno
stvorenih rezultata. Vazni su i1 okoli$ni uvjeti u kojima se eksperiment provodi. Tako naprimjer
neurodeni organizmi, poput kvasca, mogu utjecati na ekspresiju, translaciju, substani¢nu
lokalizaciju, posttranslacijske modifikacije, itd. Medutim, dva mozda najveca nedostatka su visoki

troskovi i sporost ovih metoda.

1.2.4. Metode in silico

Kako bi se smanjili troSkovi 1 ubrzala analiza PPI, doslo je do sve brzeg razvoja in silico, odnosno
racunalnih metoda. Ovi postupci temelje se na razli¢itim pristupima, koji mogu biti zasnovani na:
sekvencama, strukturi, kromosomskoj udaljenosti, fuziji gena, in silico dvostrukim hibridima,

filogenetskim stablima, genskoj ontologiji i genskoj ekspresiji (Rao i sur., 2014).



Predikcije PPI rade se na osnovi poznatih interakcija, temeljenih na homologiji sekvenci.
Smatra se da interakcije pronadene u jednoj vrsti mogu posluziti za predvidanje interakcija u drugoj
vrsti. Postoje dvije osnovne vrste pristupa. Prvi se zasniva na ortologiji. Cilj je prenijeti anotaciju s
funkcionalno definirane proteinske sekvence na sekvencu od interesa, za Sto se Kkoristi eng.
»pairwise local sequence® algoritam. Drugi pristup koristi proteinske domene za predvidanje PPI. S
obzirom na to da su domene evolucijski visoko ocuvane smatra se da se interakcije izmedu domena

mogu koristiti za uspjeSnije predvidanje PPI (Rao i sur., 2014).

Strukturalne metode temelje se na pretpostavci da dva proteina sli¢ne strukture tvore slicne
PPI. To¢nije, ako protein X 1 protein Y tvore PPI, onda ¢e to biti slucaj i za X' 1 Y'. Problem ove
metode leZi u tome §to nisu poznate strukture svih proteina pa ih je prvo potrebno predvidjeti (Rao 1
sur., 2014). Jedan od poznatijih algoritama, koji predikciju PPI temelji na strukturi proteina, je
Coev2Net. Temelji se na tri koraka: predikcija veznog sucelja, provjera kompatibilnosti veznog
sucelja s veznim suceljem koevolucijski baziranog modela i provjera pouzdanosti te interakcije

(Hosur i sur., 2011).

U prokariotskim organizmima, geni za funkcionalno povezane proteine ¢esto se nalaze vrlo
blizu u organiziranim regijama u genomu kao $to su operoni te se transkribiraju zajedno. Metoda
kromosomske udaljenosti zasniva se na pretpostavci da ukoliko su takvi geni ocuvani u razli¢itim
genomima, onda je puno veca vjerojatnost da ¢e proteini koje kodiraju biti funkcionalno povezani.
Ova metoda ogranicena je samo na bakterijske genome, obzirom da je udaljenost gena (eng. gene

neighboring) o¢uvana samo u bakterijama (Rao 1 sur., 2014).

Fuzija gena zasniva se na tome da se proteini s jednom domenom, iz jednog organizma,
mogu medusobno spajati i tvoriti protein s viSe domena u drugom organizmu (Enright i sur., 1999).
Ovo svojstvo posebno je izrazeno kod proteina koji sudjeluju u metabolickom putu. Ova metoda
predikcije PPI koristi informacije o razmjesStaju domena u razli¢itim genomima, za proteine za koje

isti uopce postoji (Rao 1 sur., 2014).

Metoda dvostrukih hibrida (eng. In Silico Two Hybrid) za glavnu pretpostavku ima da
proteini koji imaju medusobnu interakciju koevoluiraju kako bi ocuvali funkcionalnost. Drugim
rije¢ima, ukoliko neke klju¢ne aminokiseline u jednom proteinu mutiraju, onda ¢e do¢i i do
mutacija u aminokiselinama njegovog proteina partnera. Genomi koji sadrze gene za ta dva proteina
identificiraju se pomocu visestrukog poravnavanja sekvenci te se racunaju korelacijski koeficijenti
za svaki par aminokiselina unutar jednog proteina i izmedu dva proteina. PPI se odreduje preko
razlike raspodjela korelacijskih koeficijenata interakcijskih partnera 1 unutar samog proteina (Pazos

isur., 2002; Rao i sur., 2014).



Metode koje koriste filogenetska stabla temelje se na pretpostavei da funkcionalno povezani
proteini koevoluiraju. Te metode su uspjesne kada su u pitanju prokariotski organizmi, ali ne daju

zadovoljavajuce rezultate kod eukariotskih organizama (Lin i sur., 2013; Rao i sur., 2014).

Genskom ekspresijom smatra se kvantifikacija razine ekspresije gena u stanici, tkivu ili
organizmu u razli¢itim eksperimentalnim uvjetima i1 vremenskim intervalima. Predvidanje PPI
pomocu genske ekspresije radi se upotrebom algoritama za klasteriranje, koji grupiraju gene ovisno
o njihovoj razini ekspresije. Glavna pretpostavka je da ¢e proteini €iji su geni u istom klasteru imati

cesce interakcije medusobno nego s onima iz drugog klastera (Rao i sur., 2014).

Glavni problem svih navedenih metoda je to Sto su nepouzdane i razliciti algoritmi mogu
dati potpuno razli¢ite rezultate. Svakako je pozeljno koristiti kombinaciju viSe razli¢itih metoda

kako bi dobiveni rezultati bili §to vjerodostojniji.

1.2.5. Heuristicke metode

Heuristicki algoritmi su u sustini metode pokuSaja i pogreSaka. Provode pametno pretrazivanje
prostora rjeSenja (Laubenbacher i sur., 2013). Umjesto da pretrazuju sva moguca rjesenja,
fokusiraju se na jedan aspekt problema ili aktualiziraju metode pretrazivanja s obzirom na
prethodno dobivena rjeSenja. Algoritmi zapocinju izborom kontrolnih ulaznih vrijednosti, odnosno
parcijalnih ili cijelih rjeSenja, koje se potom uz pomo¢ razli¢itih metoda variraju kako bi se smanjila
vrijednost pridruzene funkcije, sve dok se ne nade bolje rjeSenje. lako ova metoda ne garantira
pronalazak optimalnog rjeSenja, omogucava analizu kada ostale metode zakazu. Ukoliko se
algoritmi pametno i tocno konstruiraju, predstavljaju ogroman napredak u odnosu na nasumicno

pretrazivanje prostora rjeSenja. (Laubenbacher i sur., 2013).

1.3. Trazenje bioaktivhog mjesta

Bioaktivna mjesta, eng. hot spots, su u opcenitom smislu mjesta veéeg interesa, aktivnosti ili
popularnosti (www.blopig.com). Kada je rije¢ o PPI hot spots su mjesta na proteinu gdje ¢e se s
najvec¢om vjerojatnoséu dogoditi vezanje zbog minimizacije slobodne energije. Eksperimentalne
predikcije su financijski 1 vremenski i1 dalje jako zahtjevne pa se stoga viSe oslanja na racunalne

metode (Young, 2009).

1.3.1. Hidrofobni profil

Informaciju o tome gdje se nalaze bioaktivna mjesta moze dati hidrofobni profil proteina. Ova je
metoda naroc€ito vazna pri izradi vakcina (Tong i sur., 2013). Hidrofobnost se racuna uz pomo¢

kliznog prozora, eng. sliding window, s fiksiranim neparnim brojem aminokiselina, uzduz
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proteinske sekvence (Stambuk i sur., 2014, Stambuk i sur., 2019). Ne postoji egzaktna metoda za
odredivanje Sirine prozora, ve¢ se to mora raditi metodom pokusaja i pogreske. Na srediSnjoj
poziciji tog prozora, na grafu se crta prosjecna hidrofobnost svih aminokiselina unutar prozora
(Stambuk i sur., 2014, Stambuk i sur, 2019). Objavljeno je nekoliko ljestvica hidrofobnosti
razli¢itih autora, a najpoznatija je Kyte-Doolittle ljestvica. Medu poznatijima ljestvicama su jos:

Engelmanova, Eisenbergova, Hopp-Woods, Cornettova, Roseova i Janinova (Tablica 1).

Tablica 1. Usporedni prikaz razli¢itih ljestvica hidrofobnosti koje se koriste za predikciju

transmembranskih regija i antigenosti (preuzeto sa www.resources.qiagenbioinformatics.com).

‘a_a.‘aminokiselina |Kyte-Doolittle ‘Hopp-Woods ‘Cornette |Eisenberg |Rose ‘Janin |Engelman

‘A |Alanin | 1,80 | 050 020  062]0,74] 030] 1,60
'c [cistein | 2,50 1,00 4100 029]091] 090 2,00
D |Asparaginska kiselina | 3,50 | 3000 30 090 0,62]-0,60 | 9,20
E |Glutaminska kiselina | 3,50 | 3000 -180]  -0,74] 062]-0,70 | 8,20
F |Fenilalanin | 2,80 250 440  1,19]088] 0,50 3,70
G |Glicin | 20,40 | 000 000 048 072] 030] 1,00
H [Histidin | 320 | 050 050  -0400,78]-0,10] 3,00
1 [Izoleucin | 4,50 | 1,80 480  1,38/0:88 0,70 3,10
K [Lizin | -3,90 | 3000 3,10]  -1,50]0,52]-1,80 | 8,80
L |Leucin | 3,80 1,80 570 1,06/ 085 0,50 2,80
M [Metionin | 1,90 | 130 420 0,64/ 0385 040 3,40
N |Asparagin | 3,50 | 020 -050|  -0,78]0,63]-0,50 | 4,80
P |Prolin | -1,60 | 000 220  0,12]064]-030] 20,20
|Q |Glutamin | 3,50 | 020/ 280 085 062]-0,70] 4,10
R |Arginin | 4,50 | 300 140 2,53] 064 -1,40| 1123
'S |Serin | 0,80 | 030/ 050  -0,18] 0,66/ -0,10] 0,60
T |Treonin | 0,70 | 040 -1,90|  -0,05/0,70]-0,20| 1,20
V[ Valin | 4,20 | 1,50 470 1,08] 086 0,60 2,60
'W | Triptofan | -0,90 | 340 1,000 081]085] 030] 1,90
Y [Tirozin | -1,30 | 230 320  026/0,76]-0,40]| 0,70

Ova se ljestvica koristi za detekciju hidrofobnih regija proteina. One regije koje imaju pozitivhu
vrijednost su hidrofobne. Ta se ljestvica moze koristiti 1 za povrSinske regije, kao 1 za
transmembranske regije, ovisno o veli€ini prozora koji se koristi. Kraci prozori, veli¢ine izmedu pet
1 sedam, koriste za povrSinski izlozene regije, a veliki prozori, veli¢ine 19-21 su pogodni za

transmembranske domene, ukoliko su izra¢unate vrijednosti iznad 1,6 (Tong i sur., 2013).




1.3.2. Rezonancijski model prepoznavanja

Jedna od popularnijih heuristickih metoda za odredivanje bioaktivnih mjesta je rezonancijski model
prepoznavanja, eng. Resonant Recognition Model (RRM). Metoda se temelji na spoznaji da su
odredene frekvencije, unutar distribucije delokaliziranih elektrona duz proteina, klju¢ne za bioloSku
funkciju proteina te za njegovu interakciju s drugim proteinima ili molekulama (Veljkovi¢ i1 Slavi¢,

1972).

RRM omogucéava izracunavanje spektralnih karakteristika koje odgovaraju distribuciji
energije duz proteina (Cosié, 1997). RRM je zapravo fizikalni i matemati¢ki model koji koristi
signalnu analizu za interpretaciju linearne informacije sadrzane u makromolekulskim sekvencama.
Svi proteini mogu se smatrati linearnim sekvencama njihovih gradivnih elemenata, odnosno
aminokiselina. RRM metoda interpretira tu linearnu informaciju transformiranjem proteinske
sekvence u broj¢anu te zatim u frekvencije, uz pomo¢ metoda za digitalno procesuiranje signala. To

se odvija u dva koraka.

Prvi je korak metoda informacijskog spektra, eng. Information Spectrum Method (ISM), 1
ukljucuje transformaciju aminokiselinske sekvence proteina u broj¢ane serije. Svaka aminokiselina
se opisuje uz pomoc¢ elektron-ion interakcijske vrijednosti pseudopotencijala (Tablica 2), eng.
electron-ion interaction pseudopotential value (EIIP). Rezultiraju¢a broj¢ana sekvenca predstavlja

prosjecno energetsko stanje svih valentnih elektrona uzduz proteinske molekule.

Tablica 2. EIIP vrijednosti pojedinacnih aminokiselina koje se koriste u rezonantnom

rekognicijskom modelu (Cosi¢, 1997).

aa | aminokiseline EIIP (Ry) | aa | aminoKkiseline | EITP (Ry)
A | Alanin 0,0373 M | Metionin 0,0823
C | Cistein 0,0829 N | Asparagin 0,0036
D | Asparaginska kiselina | 0,1263 P | Prolin 0,0198
E | Glutaminska kiselina | 0,0058 Q | Glutamin 0,0761
F | Fenilalanin 0,0946 R | Arginin 0,0959
G | Glicin 0,0050 S | Serin 0,0829
H | Histidin 0,0242 T | Treonin 0,0941
I | Izoleucin 0,0000 V | Valin 0,0057
K | Lizin 0,0371 W | Triptofan 0,0548
L | Leucin 0,0000 Y | Tirozin 0,0516




Drugi korak je spektralna analiza dobivenih broj¢anih serija uz pomo¢ Fourierove
transformacije, eng. Fast Fourier Transform (Cosic’ i sur.,, 1997; Stambuk i sur., 2014). Na Slici 1

prikazan je primjer Fourierove analize eritropoetina nakon dodjele EIIP svakoj aminokiselini.
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o
0.010 ra

(123

0.005
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Slika 1. Jednospektralna (Fourierova) analiza eritropoetina nakon dodjeljivanja EIIP svakoj
aminokiselini. Frekvencija je broj ciklusa po opzervaciji, a periodogramska vrijednost se racuna
prema formuli navedenoj u radu. Pet dominantnih frekvencijskih pikova odgovara imunogeni¢nim

djelovima P1-P5 molekule eritropoetina (Stambuk i sur., 2014).

1.4. Teorija molekularnog prepoznavanja

Izrada komplementarnih peptida, to jest peptida koji ¢e se vezati na bioaktivno mjesto na selektivan
nacin i s dovoljno visokim afinitetom, moguca je uporabom razlicitih racunalnih metoda. Jedan od
heuristickih algoritama koji to omogucavaju je teorija molekularnog prepoznavanja, eng. Molecular
Recognition Theory (MRT). Ona se zasniva na tome da se peptidi kodirani komplementarnim RNA
kodonima medusobno vezuju specificnije 1 efikasnije nego s peptidima koji nisu kodirani
komplementarnim kodonom (Blalock i1 Bost, 1986; Blalock, 1995; Root-Bernstein, 2005). Do sada

je ta teorija provjerena na vise od pedeset razlicitih sustava liganda i akceptora.
Dvije glavne karakteristike modeliranja antisens peptida temeljenog na standardnom
genetickom kodu su:

(1) teznja za suprotnim obrascem polarnosti antisens peptida u odnosu na strukturu sens

peptida



(2) razli¢iti broj antisens peptida ovisno o smjeru transkripcije mRNA (3'—5'/5'—3")

(Tablica 3) (Stambuk i sur., 2014).

Tablica 3. Znatno viSe antisens aminokiselina se dobiva transkripcijom mRNA kodona u 5'—3'

nego u 3'—5' smjeru (Stambuk i sur., 2014).

Aminokiselina Antisens 3'—5' Antisens 5'—3'

F K K E
L D,E,N E,Q,K
I Y N,D,Y
M Y H
\Y% H,Q H,D,N,Y
S S, R GR,T,A
P G G, W, R
T W, C G,S,C,R
A R R,GS,C
Y M, I LV
H A% V, M
Q L
N L LV
K F F L
D L LV
E L L F
C T T, A
W T P
R A, S A, S, P T
G P P, S, T, A

Koristenjem Tablice 3 moguce je konstruirati razlicite peptidne ligande koji pokazuju afinitet prema
peptidnom akceptoru. Uporabom fluorescentne spektroskopije moguce je brzo, jednostavno i jeftino
provjeriti u¢inkovitost vezanja liganda na akceptor. Jedan od vaznih tehnickih detalja u konstrukciji
liganda jest njegov hidrofobni profil jer pretjerano hidrofobne molekule zbog slabe topljivosti esto

pokazuju i slabu bioaktivnost.

1.5. Met-enkefalin

Met-enkefalin evolucijski je ocuvan endogeni opioidni pentapeptid aminokiselinskog slijeda
YGGFM (Plotnikoff i sur., 1997, Zagon 1 sur., 2002). Njegov prirodni L-enantiomer (Slika 2a)
pokazuje protektivna svojstva u tkivima i organima u razli¢itim in vivo modelima: eksperimentalni
alergijski encefalomijelitis, histaminom inducirana bronhokonstrikcija, anafilakticki Sok,

hepatotoksic¢nost inducirana acetaminofenom te brojni drugi (Plotnikoff i sur., 1997, Zagon i sur.,
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2002). Njegov D-enantiomer karakteriziran je kiralnom inverzijom na pozicijama 1, 4 i 5 L-

aminokiselinske sekvence (Slika 2b).

O (o]
1 FeN \)J\ H\)J\ H\)J\
(a) L-Met-enkefalin . N/\[( N - OH

(0] O = (0]
. H2N “\)J\ : s
(b) D-Met-enkefalin H/Y ”/ﬁ( OH
o

HO P

Slika 2. Struktura L-Met-enkefalina (a) i D-Met-enkefalina (b).

Met—enkefalin nastaje cijepanjem dviju peptidnih molekula: proopiomelanokortina (POMC) i
proenkefalina (Barrett i sur., 2019). Cijepanjem POMC-a nastaje jedna molekula met—enkefalina,
dok cijepanjem proenkefalina nastaju Cetiri molekule met—enkefalina. Ova se molekula definira kao
opioidni peptid sa sposobnos¢u modulacije nocicepcije (Barrett 1 sur., 2019). Razliita istrazivanja

uglavnom povezuju met-enkefalin s 6-opioidnim receptorima (Zagon i sur., 2002).

Takoder, met-enkefalin se po nekim autorima moze definirati i kao citokin s nizom ucinaka
na imunosni sustav (Plotnikoff 1 sur., 1997; Scharrer i sur., 1994; Stambuk i sur., 1998).
Imunomodulatorni uc¢inci met-enkefalina su istrazivani na razli¢itim modelima, pri ¢emu je uoceno
zna€ajno smanjenje migracije upalnih stanica (limfociti i polimorfonuklearni leukociti) u upalno
podrugje i posljedi¢no smanjenje oslobadanja medijatora upale te stani¢ne apoptoze (Moore, 1984;

Ficher i sur., 1990).

Istrazivan je 1 utjecaj met-enkefalina na proliferaciju Citavog niza tkiva i stanica u in vivo i in
vitro modelima. Tako je istrazivan u€inak na neurone i glija stanice, retinu, miokardne i epikardne
stanice, i ¢itav niz neoplazmi (Plotnikoff i sur., 1997; Scharrer i sur., 1994; Stambuk i sur., 1998:;
Moore, 1984; Ficher i sur., 1990; Zagon i sur., 2002). Budu¢i da bi met-enkefalin mogao biti

regulator rasta ¢itavog niza normalnih i neoplasti¢nih tkiva za njega se sve CeS¢e koristi naziv
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opioidni faktor rasta (Zagon i sur., 2002). Stovise, izoliran je i kloniran receptor preko kojeg bi met-

enkefalin/opioidni faktor rasta ostvarivao svoj u¢inak na rast tkiva (Zagon i sur., 2002).

Visoki terapeutski indeks met-enkefalina, njegova ucinkovitost u veéem broju
eksperimentalnih modela upale te detaljno istrazena farmakokinetika i toksikologija Cine ga
pogodnim kandidatom za humana klinicka ispitivanja kod razli¢itih upalnih 1 imunoloskih oboljenja

(Plotnikoff i sur., 1997; Scharrer i sur., 1994).

1.6. OStecéenje jetre paracetamolom

Protektivni u¢inak D-Met-enkefalina, te poniStavanje njegovog ucinka antisens peptidom, ispitivani
su na modelu hepatotoksi¢nosti inducirane paracetamolom. Ovo je klasi¢ni model za probir
hepatoprotektivnih spojeva, vrlo pogodan zbog relativne jednostavnosti i reproducibilnosti. Model
je takoder pogodan za istrazivanje spojeva s potencijalnim protuupalnim ucinkom, jer je nekroza

jetre uzrokovana paracetamolom prac¢ena jakim sterilnim upalnim odgovorom.

Paracetamol je aktivni metabolit fenacetina 1 acetanilida, a pripada skupini
paraaminofenolskih spojeva (McEvoy i sur., 2008). Uvrsten je u nesteroidne protuupalne lijekove te

posjeduje snazno antipiretsko, analgetsko i vrlo slabo protuupalno djelovanje.

Metabolizam paracetamola primarno se odvija u jetri gdje se 90-95% paracetamola prevodi
u netoksiéne metabolite. Ostatak paracetamola (5-10%) se oksidira uz pomo¢ citokrom P450

enzima u reaktivne, toksi¢ne, metabolite (Brunton i sur., 2008).

Glavni toksi¢ni metabolit koji tako nastaje je N-acetil-p-benzokinonimin (NAPQI). Koli¢ine
NAPQI koje nastaju pri pravilnom doziranju paracetamola su niske pa se uspjesno detoksicira
ireverzibilnom konjugacijom sa sulfhidrilnim skupinama ili glutationom (Slika 3 1 Slika 4), uz

stvaranje netoksi¢nih konjugata s cisteinom i merkapturnom kiselinom (Nelson i Bruschi, 2007).

O NH
N O MNH:
w % ! o
- |
R-CX S—CHy~CH —> R-C—S—CH,~CH
' I NH | 2
H\_/ HN\ | 2 //O H HN\ NH2 )
C—CH,—CH,—CH-C, C—CH,—CH,—CH-C]
O glutation OH o OH

Slika 3. Tripeptid glutation predstavlja glavnu obranu od napada elektrofilnih spojeva, a njegovo

iscrpljenje je klju¢an dogadaj u oStecenju jetre paracetamolom (Timbrell, 2009).
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Slika 4. Kemijska struktura paracetamola i njegovih glavnih metabolita kod predoziranja (Nelson i

Bruschi, 2007).

Kada koli¢ina NAPQI nadmasi koli¢inu u jetri raspolozivog glutationa, ostatak se kovalentno veze
na bitne intracelularne molekule, uzrokuju¢i smrt hepatocita (Slika 5). OsteCenje jetre
paracetamolom je najceS¢e oStecenje jetre lijekovima, te predstavlja znacajan klinicko medicinski

problem (McEvoy i sur., 2008).

Osnovna histoloska jedinica jetre jest jetreni acinus, koji je organiziran oko terminalnih
ogranaka portalne vene 1 hepatalne arterije (Slika 6). Unutar acinusa postoje tri zone: zona I koja se
nalazi uz terminalne ogranke hepatalne arterije, zona III uz terminalne ogranke hepatalne vene i
intermedijalna zona II izmedu njih. Karakteristika otrovanja paracetamolom je nekroza u zoni III
koja ima najvecu koncentraciju citokroma P2E1 i najmanju koncentraciju glutationa. (Lee i sur.,

2007).
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Slika 5. Glavni mehanizmi toksi¢nosti u paracetamolnom modelu ostecenja tkiva jetre. Preuzeto i

prilagodeno prema Timbrell, 2009.
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Slika 6. Osnovni elementi grade jetrenog acinusa. Preuzeto i prilagodeno prema Lee 1 sur., 2007.
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2. CILJEVI RADA

Nase spoznaje o PPI relativno su ograniCene, a eksperimentalne metode za njihovo proucavanje
kompleksne, spore i skupe. Zbog toga je cilj rada prikazati takozvane heuristicke raCunalne metode
za odredivanje bioaktivnih podrucja u proteinima, te heuristicke metode za odredivanje interakcije
determiniranih podrugja s drugim proteinima (Root-Bernstein, 2005; Stambuk i sur., 2014). Jedna
od metoda, teorija molekularnog prepoznavanja bit ¢e prakticno primijenjena, tako da ¢e uporabom
komplementarnoga peptida IPPKY (Stambuk i sur., 2014), konstruiranog njenom primjenom, u

bioloSkom eksperimentalnom modelu biti poniSten u¢inak peptida D-met-enkefalina.

2.1. Hipoteze

1. Metodom fluorescentne spektroskopije moguce je brzo i jednostavno utvrditi da li se
antisens peptid IPPKY, izraden uporabom teorije molekularnog prepoznavanja, veZe uz
akceptorski protein (D enantiomer met-enkefalina), te kvantificirati afinitet vezanja.

2. U in vivo pokusu moguce je utvrditi poniStava li antisens peptid IPPKY bioloSke ucinke

akceptorskog proteina.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalne zivotinje

Za pokus su koriSteni muzjaci miSeva soja CBA, uzgoj Institutu Ruder Boskovi¢. Tjelesna masa
zivotinja bila je u rasponu 20-25 g, a starost 12 tjedana. Istrazivanja su provedena u skladu s
odredbama ,,Zakona o zastiti Zivotinja*“ (Narodne novine 135/2006) uz odobrenja Bioetickog
povjerenstva Instituta Ruder BoSkovi¢, Ministarstva poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja RH
(Uprava za veterinarstvo) i Ministarstva znanosti, tehnologije i $porta RH. Zivotinje su drZane u
kavezima od po 8 jedinki, postivajuéi standardne laboratorijske uvjete koji ukljucuju osvjetljenje u

ciklusu svjetlo-tama od po 12 sati te konstantnu temperaturu prostora (22 + 1 °C).

3.2. Materijali

U pokusu su koristene sljedece kemikalije:
e fenobarbital (Pliva, Zagreb, Hrvatska).
e paracetamol Cistoce > 99% (Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA).
e 0,9% NaCl (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb, Hrvatska).
e [-met enkefalin, mase 573,66 i Cistoce vise od 99% (GenScript, USA).
e D-met-enkefalin, molekularne mase 573,66 i Cistoce vise od 99% (GenScript, USA).
e Antisens peptid [IPPKY, molekularne mase 802,96 i ¢istoce vise od 99% (GenScript, USA).
e Heparin 5000 IU/mL (Belupo, Koprivnica, Hrvatska).

3.3. Spektroskopska analiza

Strukture L- i D-enantiomera met-enkefalina usporedene su uporabom cirkularne dikroizmatske
(CD) spektroskopije (Fisher i Arnold, 2013). KoriSteni uredaj je bio Jasco J-815 CD
spektropolarimetar (Jasco Inc., Easton, MD, USA). Koncentracija oba peptida prilikom mjerenja
bila je 1 mg na 0,5 mL. Za otapanje peptida koriSten je fosfatni pufer pH vrijednosti 7,4, a mjerenja
su obavljena pri temperaturi od 25 °C.

Interakcija komplementarnog peptida IPPKY s L- i D- enantiomerima met-enkefalina
analizirana je uporabom fluorescentne spektroskopije (FS) (Fisher 1 Arnold, 2013). Koristeni aparat
je OLIS RSM 1000F spektrofluorimetar (Bogart, Georgia, USA). Mjerenja su obavljena pri
temperaturi od 25 °C, te uz ekscitacijsku valnu duljinu od 290 nm. Koristeno je osam koncentracija
D enantiomera met-enkefalina: 2,5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM, 300 uM. Koncentracija
IPPKY peptida bila je 2,5 uM. Dobiveni podatci analizirani su uporabom Specfir programa. FS
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opisuje vezanje antisens-sens peptida izraCunavanjem konstante disocijacije (Kg4). Iz konstante
disocijacije se potom izracunava afinitet, s time da je afinitet recipro¢na vrijednost konstante

disocijacije.
3.4. Mjerenje razine hepatotoksi¢nosti

Razina hepatotoksi¢nosti mjerena je pomocu tri skupine parametara: (1) biokemijski parametri, to
jest aktivnost jetrenih enzima alanin aminotransferaza (ALT) i aspartat aminotransferaza (AST); (2)

patohistoloSko bodovanje stupnja nekroze jetre; (3) broj uginulih zivotinja.

Aktivnost jetrenih enzima ALT 1 AST odredivana je pomoc¢u Olympus AU® 400 analizatora
(http://www.clearchemdiagnostics.com/au-series.html), uporabom standardnih AST-OSR6109 i
ALT-OSR6107 reagensa (Blagai¢ i sur., 2010). Petnaest minuta prije zrtvovanja misevima je
intraperitonealno dat heparin (250 I), a krv je prikupljena iz vratnih krvnih zila u heparinizirane
tube. Poslije centrifugiranja (5 minuta na 8000 g), plazma je odvojena i pohranjena na -20 °C do

odredivanja (Blagai¢ i sur., 2010).

Uzorci tkiva jetre fiksirani su u 10% formalinu s fosfatnim puferom te uklopljeni u parafin.
Za svaku jetru napravljena su tri uzorka, koja su narezana na Sest presjeka debljine 3 pm, te obojana
s hemalaun-eozinom (HE). Obojani presjeci su potom pregledavani na svjetlosnom mikroskopu
(x100). Stupanj nekroze je bodovan na ljestvici od 0-5: 0 = nema nekroze; 1 = minimalne lezije
(pojedinacne nekroti¢ne stanice); 2 = manje lezije (10% do 25% nekroticnih stanica ili blaze
difuzne degenerativne promjene; 3 = umjerene lezije (25% do 40% nekroticnih stanica); 4 = jake
lezije (40% do 50% nekrotic¢nih lezija); 5 = teske lezije (viSe od 50% nekroti€nih lezija). Prakti¢ni
primjeri bodovanja oSteéenja tkiva jetre prikazani su na slici 7. ZavrSni bod za svaku jetru je

izracunat kao konsenzus bod svih pregledanih presjeka (Silva i sur., 2001) .

Slika 7. Prakti¢ni primjeri bodovanja oStecenja tkiva jetre na ljestvici od 0 do 5 (Silva i sur., 2001).
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Bodovi nekroze jetre prikazani su tabelarno kao minimum, prva kvartila (Q1), medijan, treca
kvartila (Q3), te maksimum. Podaci na grafikonima izraZeni su kao medijan i interkvartilni raspon

(IQR) koji je izracunat po formuli: IQR = Q3 — Q1.

3.5. Eksperimentalni protokol

Tijekom 7 dana miSevima se, umjesto vode za pice, davala otopina fenobarbitala u koncentraciji
300 mg/L vode. Svrha fenobarbitala je inducirati jetrene metabolicke enzime kako bi se postigao
snazniji i ujedna¢eniji odgovor na paracetamol (Culo i sur., 1995). Prije indukcije otecenja jetre
paracetamolom, kako bi se izbjegao utjecaj hrane na apsorpciju, misevi su 24 h bili stavljeni na
gladovanje, uz slobodan pristup vodi za pice. Paracetamol je administriran intragastricki (i.g.), u
dozi od 150 mg/kg, otopljen u 0,9 % NaCl, temperature 37 °C, putem intragastricke sonde, u
volumenu od 0,5 mL (Guarner i sur., 1988). MiSevi su dobili pristup hrani 4 h poslije administracije
paracetamola. Zivotinje spontano uginule prije uzimanja uzoraka krvi i tkiva jetre bile su iskljuene
iz analize. Ispitivani spojevi (D-met enkefalin i antisens peptid IPPKY), otopljeni u fizioloSkoj
otopini, su administrirani intraperitonealno (i.p.) 60 minuta prije paracetamola. MiSevi su Zrtvovani
24 sata poslije aplikacije paracetamola. 15 minuta prije Zrtvovanja Zivotinjama je dat heparin (250
IU) intraperitonealno, a krv je prikupljana u heparinizirane tube. Tvari koristene u pokusu, njihove

doze, nacin administracije, kao 1 vremenski aspekti, navedeni su u Tablici 4.

Tablica 4. Ispitivani spojevi, njihove doze, broj zivotinja u eksperimentalnoj skupini (n), nacin

administracije, i vremenski raspored postupaka.

-7 dana, svakodnevno -60 minuta Oh +24 h
fenobarbital u vodi za | kontrola (n = 8) paracetamol zrtvovanje
pice (300 mg/L vode) (0,9% NaCl i.p.) (150 mg/kgi.g.)

fenobarbital u vodi za | D-met-enkefalin (n = 8) paracetamol Zrtvovanje
pice (300 mg/L vode) (0,5 mg/kg i.p.) (150 mg/kg1.g.)

fenobarbital u vodi za | D-met-enkefalin (n = 8) paracetamol zrtvovanje
pice (300 mg/L vode) (5 mg/kg i.p.) (150 mg/kgi.g.)

fenobarbital u vodi za | D-met-enkefalin (n = 8) paracetamol Zrtvovanje
pice (300 mg/L vode) (20 mg/kg i.p.) (150 mg/kg1.g.)

fenobarbital u vodi za | D-met-enkefalin (n = 8) paracetamol zrtvovanje
pice (300 mg/L vode) (50 mg/kg i.p.) (150 mg/kg1.g.)

fenobarbital u vodi za | antisens peptid IPPKY (n = 8) paracetamol Zrtvovanje
pice (300 mg/L vode) (15 mg/kg i.p.) (150 mg/kgi.g.)
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3.6. Statisticka analiza

Statisticka analiza i izrada grafikona nacinjeni su uporabom statistickih programa GraphPad Prism
verzija 6 (https://www.graphpad.com/), te Kyplot verzija 6,02 (https://www.kyenslab.com/en-us/).
Aktivnosti enzima ALT 1 AST su prikazane kao aritmeti¢ka sredina, medijan 1 standardna devijacija.
Usporedba s kontrolnom skupinom obavljena je pomocu Steelova testa (Rowe, 2007). Steelov test
je neparametrijski test viSestruke usporedbe, vrlo robustan na odstupanja od Gaussove raspodjele.
Test posjeduje veliku snagu, to jest sposobnost da otkrije razliku izmedu skupina ako ona postoji,
istodobno umanjujuéi vjerojatnost lazno pozitivnih rezultata jer usporeduje testne skupine samo s
kontrolom, a ne 1 testne skupine medusobno. Ne zahtijeva prethodnu uporabu Kruskall-Wallis testa.
Broj spontano uginulih Zivotinja analiziran je uporabom Fisherovog testa (Rowe, 2007). P
vrijednosti su smatrane statisticki signifikantnima ukoliko im je vrijednost bila < 0,05 (Rowe,

2007).

19



4. REZULTATI

4.1. Rezultati spektroskopskih analiza
4.1.1. Cirkularna dikroizmatska (CD) spektroskopija

Slika 8 prikazuje rezultate CD spektroskopije, pri cemu se uocava zrcalna slika. To upucuje da L 1
D- enantiomeri met-enkefalina imaju iste strukture, ali zakrecu polariziranu svjetlost u razli¢itom

smjeru.

Vazan dio strukture oba enantiomera je dipeptid G-G (pozicije 2 i 3), pri cemu treba uzeti u
obzir da je glicin akiralna aminokiselina. Rezultati CD spektroskopije upucuju da funkcionale
skupine aminokiselina na pozicijama 1 (Y) te 4 i 5 (FM) imaju slian prostorni raspored u oba
enantiomera, s time da su rotirane u odnosu na glicin-glicin par. Zbog toga se moze ocekivati i

slicnost u vezanju oba enantiomera.
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Slika 8. Analiza L- i D-met-enkefalina pomocu cirkularne dikroizmatske spektroskopije.

4.1.2. Fluorescentna spektroskopija (FS)

Najvazniji rezultat FS jest podatak da se komplementarni peptid IPPKY veze uz L- i D-met-
enkefalin u omjeru 1:1.

FS omogucava izracunavanje disocijacijske konstante (Ky), koja za L- enantiomer iznosi 19
+ 3 uM, dok je za D-enantiomer odredena Ky od 3,7 + 0,8 uM. lako je vrijednost K; D-
enantiomera niza, $to upucuje na nesto veci afinitet vezanja za komplementarni peptid, obje su

vrijednosti u vrlo slicnim mikromolarnim vrijednostima.
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Slika 9. Analiza vezanja komplementarnog peptida L-IPPKY za L- 1 D-met-enkefalin pomocu

fluorescentne spektroskopije.

4.2. Jetreni enzimi

421. ALT

Tablica 5 1 Slika 10 prikazuju izmjerene vrijednosti aktivnosti enzima ALT (U/L) 24 sata po

aplikaciji paracetamola.

Tablica 5. Deskriptivna statistika aktivnosti enzima ALT (U/L)

Skupina Aritmeticka sredina | Standardna devijacija | Medijan
Kontrola (0,9% NacCl) 3606,0 2221,0 4091
D-met-enkefalin (0,5 mg/kg) | 458,44 107,0 436
D-met-enkefalin (5,0 mg/kg) | 158,3 50,7 124
D-met-enkefalin (20,0 mg/kg) | 196,6 81,69 169
D-met-enkefalin (50,0 mg/kg) | 5406,0 3113,0 6020

Na slici 10 uoc€ljiva je U-krivulja, tipi¢na za peptide. Naime, s porastom doze peptida raste i u¢inak
peptida, ali samo do odredene mjere, kada njegov ucinak pocinje opadati ili ¢ak prelaziti u suprotni
smjer. Pretpostavlja se da pri velikim dozama dolazi do nespecificnog vezanja na druge receptore,
Sto moze dovesti do Stetnoga ucinka. Iz U-krivulje je uocljivo da je najsnazniji protektivni u¢inak
bio pri dozi od 5 mg/kg, §to je usporedivo s optimalnom dozom L-met-enkefalina (7,5 mg/kg) u

istom eksperimentalnom modelu (Martini€ i sur., 2014).
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Slika 10. Vrijednosti ALT-a (U/L) za primijenjene doze D-izomera met-enkefalina, usporedene s

kontrolnom skupinom (0,9% NaCl). Podaci na grafu izraZeni su kao medijan i interkvartilni raspon.

Slika 11 pokazuje rezultate poniStavanja ucinka optimale doze D-met-enkefalina s antisens
peptidom (IPPKY). 1z slike je uocljivo da antisens peptid potpuno ponistava u¢inak doze D-met-
enkefalina od 5 mg/kg, Sto se oCituje enormnim porastom aktivnosti enzima ALT. Antisens peptid,
sam po sebi, pokazuje poviSene razine aktivnosti enzima ALT, $to se moZe pripisati poniStavanju

ucinka endogenog met-enkefalina.
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Slika 11. Vrijednosti ALT-a (U/L) pri poniStavanju protektivnog ucinka najucinkovitije doze D-
izomera met-enkefalina od 5,0 mg/kg s antisens peptidom IPPKY (15,0 mg/kg). Podaci na grafu

izrazeni su kao medijan i interkvartilni raspon.
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4.2.2. AST

Tablica 6 i1 Slika 12 prikazuju izmjerene vrijednosti aktivnosti enzima AST (U/L) 24 sata po

aplikaciji paracetamola. Kao i kod enzima ALT, i ovdje se uocava U-krivulja, s time da se doza D-

met-enkefalina od 5 mg/kg pokazala optimalnom. Obrazlozenje oblika ove krivulje je isto kao 1 kod

enzima ALT.

Tablica 6. Deskriptivna statistika aktivnosti enzima AST (U/L)

Skupina Aritmeticka sredina | Standardna devijacija | Medijan
Kontrola (0,9% NaCl) 7500,0 4284,00 7770
D-met-enkefalin (0,5 mg/kg) | 486,3 77,18 435
D-met-enkefalin (5,0 mg/kg) | 285,0 119,30 282
D-met-enkefalin (20,0 mg/kg) | 430,7 50,21 413
D-met-enkefalin (50,0 mg/kg) | 11884,0 2611,00 11180

PonisStavanje protektivnog u¢inka doze od 5 mg/kg s antisens peptidom prikazano je na Slici 13. Iz

nje se jasno uocava da antisens peptid IPPKY u potpunosti ponistava protektivni ucinak navedene

doze D-Met-enkefalina, $to se oCituje kao enormni porast izmjerenih aktivnosti AST-a. I ovdje je

uocljivo da antisens peptid sam po sebi dovodi do porasta aktivnosti AST-a, Sto se, kao i kod ALT-a,

moze obrazloziti blokadom endogenog met-enkefalina.
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Slika 12. Vrijednosti AST-a (U/L) za primijenjene doze D-izomera met-enkefalina, usporedene s

kontrolnom skupinom (0,9% NaCl). Podaci na grafu izraZeni su kao medijan 1 interkvartilni raspon.
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Slika 13. Vrijednosti AST-a (U/L) pri poniStavanju protektivnog ucinka najucinkovitije doze D-
izomera met-enkefalina od 5,0 mg/kg antisens peptidom IPPKY (15,0 mg/kg). Podaci na grafu

izrazeni su kao medijan i interkvartilni raspon.

4.3. Patohistoloska analiza hepatotoksi¢nosti

Patohistoloska procjena stupnja nekroze tkiva jetre smatra se najboljim pokazateljem ucinka neke
tvari u paracetamolnom modelu. Stupanj nekroze jetre je odredivan semikvantitativno na ljestvici

od 0-5, a dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 7 1 na Slici 14.

Tablica 7. Deskriptivna statistika bodova nekroze jetre (ljestvica od 0 do 5).

Skupina Minimum | Q1 | Medijan | Q3 | Maksimum
Kontrola (0,9% NaCl) 3 3 3,5 42515
D-met-enkefalin (0,5 mg/kg) | 1 I |2 2
D-met-enkefalin (5,0 mg/kg) |1 1 1,5 2 2
D-met-enkefalin (20,0 mg/kg) | 1 I |2 3 3
D-met-enkefalin (50,0 mg/kg) | 3 4 |4 5 5

Kao i kod aktivnosti enzima ALT i AST, i ovdje se uocava U-krivulja, s optimalnom dozom D-met-
enkefalina od 5 mg/kg. Kod primjene ove doze medijan bodova nekroze je bio 1,5, s interkvartilnim
rasponom od 1 do 2, dok je u kontrolnoj skupini medijan bodova nekroze bio 3,5 s interkvartilnim
rasponom od 3 do 4,25. Budu¢i da se bodovi nekroze veéi od 3 smatraju teZim oblikom nekroze,
jasno je da doza D-met-enkefalina ima vrlo snazan protektivni ucinak jer vecina Zivotinja u ovoj

skupini ima manje od 3 boda, dok u kontrolnoj skupni vecina zivotinja ima vise od 3 boda.
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Slika 15 pokazuje rezultate poniStavanja protektivnog uc¢inka s IPPKY peptidom. 1z slike je

jasno da ovaj antisens peptid u potpunosti poniStava protektivni uc¢inak optimalne doze od 5 mg/kg.

5-
*p<0.05 :[
4- .
-|- prema kontroli

I

Nekroza jetre
(ljestvica 0-5)

“@G\ ) \\(&) VR C) @‘{9\
gt 6% 0 0 o a®
“o\o \0\\“ \0\\“\ ¢ a\-\‘\\ ¢ 0\\‘\\ e""’\\(\
o o T e e o
W xS e PV &°
0 (v} o’ 0'6\ WV

Slika 14. Bodovi nekroze jetre (ljestvica 0-5) za primijenjene doze D-izomera met-enkefalina,
usporedene s kontrolnom skupinom (0,9% NaCl). Podaci na grafu izrazeni su kao medijan i

interkvartilni raspon.
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Slika 15. Bodovi nekroze jetre (ljestvica 0-5) pri ponistavanju protektivnog ucinka najucinkovitije
doze D-izomera met-enkefalina od 5,0 mg/kg antisens peptidom IPPKY (15,0 mg/kg). Podaci na

grafu izraZeni su kao medijan i interkvartilni raspon.
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4.4. Prezivljenje eksperimentalnih zivotinja

Rezultati prezivljenja eksperimentalnih zivotinja prikazani su u Tablici 8. Oni pokazuju koliko je
zivotinja spontano uginulo unutar 24 sata od aplikacije paracetamola. Iz tablice je uocljivo da je
najbolje prezivljenje imala skupina zivotinja tretirana s D-met-enkefalinom (5 mg/kg). Skupine
tretirana s antisens peptidom, te skupina tretirana s kombinacijom antisens peptida 1 D-met-
enkefalinom nisu se razlikovale od kontrolne skupine. Navedene dvije skupine su imale slabije

prezivljenje u odnosu na skupinu tretiranu s D-met-enkefalinom.

Tablica 8. Smrtnost eksperimentalnih Zivotinja pri blokadi protektivnog ucinka D-izomera

met-enkefalina s antisens peptidom IPPKY.

Eksperimentalna skupina Smrtnost P vrijednost P vrijednost vs
vs. kontrola D-met-enkefalinu
Kontrola (0,9% NaCl) 3/8
D-met-enkefalin (5 mg/kg) 0/8 0,080
antisens peptid (15 mg/kg) 5/8 1,000 0,026
antisens peptid (15 mg/kg) +
D-met-e:k:falir(l (5 mgg/kgg)) 618 0.610 0.007

4.5. Sazetak rezultata

D-met-enkefalin pokazuje protektivni u¢inak u paracetamolnom modelu oStecenja jetre. Rezultat je
bio statisticki signifikantan (P < 0,05) po tri kriterija: (1) aktivnost enzima ALT (U/L); (2) aktivnost
enzima AST (U/L); (3) bodovi nekroze jetre (ljestvica 0-5). Cetvrti parametar, preZivljenje

zivotinja, nije bio signifikantan (P = 0.08).

Ucinak D-met enkefalina, pokazuje U-krivulju, s time da je optimalna protektivnha doza

iznosila 5 mg/kg.

Antisens peptid IPPKY u potpunosti ponistava protektivni ucinak optimalne doze D-met-

enkefalina.
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5. RASPRAVA

Teorija molekularnoga prepoznavanja je testirana u ovome radu tako da je njenim KkoriStenjem
izraden antisens (komplementarni) peptid IPPKY, koji je u bioloSkom pokusu ponistio protektivni

ucinak D-enantiomera met-enkefalina (D-YGGFM) u paracetamolnom modelu oSte¢enja tkiva jetre.

Za konstrukciju antisens peptida koriStena je Tablica 3, pri ¢emu su aminokiseline iz peptida
YGGFM transformirane u antisens peptid IPPKY, tako da je uzet u obzir konsenzus antisens 3'—5' 1
antisens 5'—3 smjerova. Na primjer, amino kiselina Y se moze transformirati u M i I (3'—5' smjer),
odnosno I 1 V (5§'=3). Po tome kriteriju odabrane su aminokiseline PPK kao komplementarne za
aminokiseline GGF na pozicijama 2, 3 i 4. Za amino kiselinu M (pozicija 5) odabrana je amino

kiselina Y kao komplementarna, jer po profilu hidrofobnosti vise odgovara.

Strukturu IPPKY peptida moguce je vrlo brzo i jednostavno provjeriti uporabom cirkularne
dikroizmatske spektroskopije. Doista, Slika 8 upucuje da se L- i D-enantiomeri met-enkefalina
ponasaju kao zrcalne slike. Pri tome je bitno uociti da se u sens peptidu (YGGFM) na pozicijama 2 i

3 nalazi aminokiselina G, koja je akiralna (Slika 16).

H T o
L
N—C—C//
|-|/ I!I \O—H

Slika 16. Aminokiselina glicin nije kiralna jer posjeduje dva vodikova atoma vezana za srediSnji

ugljikov atom (Patrick, 2001).

Zbog toga se javlja zanimljiv fenomen, a to je da funkcionalne skupine u antisens peptidu mogu
stupiti u interakciju i s L- i D-enantiomerom met-enkefalina zbog slicnog prostornog rasporeda. To
je dokazano uporabom fluorescentne spektroskopije, pri ¢emu su uocene slicne konstante
disocijacije, odnosno afiniteta, za vezanje antisens peptida IPPKY na oba enantiomera met-

enkefalina (Slika 9).

U bioloskom pokusu utvrdeno je da D-enantiomer met-enkefalina ima isto ponasanje kao 1
L-enantiomer, §to se o€ituje kao protektivni uc¢inak. Krivulja meduodnosa doze i u¢inka pokazuje
U-oblik koji je tipican za peptidne agense. Naime, ako peptid posjeduje bioloski, odnosno
farmakoloski ucinak, onda ucinak raste s porastom doze, ali samo do odredene mjere. Kada se

prijede odredena doza peptida, dolazi do nespecificnoga vezanja za druge akceptore Sto moze
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umanjiti protektivni u¢inak peptida ili ¢ak dovesti do Stetnih uc¢inaka. Uocena U-krivulja upucéuje na

to da D-met-enkefalin ima upravo takav obrazac odnosa doze i uc¢inka.

Optimalna doza D-enantiomera met-enkefalina u modelu ostecenja jetre paracetamolom jest
5 mg/kg, Sto je usporedivo s dozom od 7,5 mg/kg za L-enantiomer, dostupnom iz literature
(Martini¢ 1 sur., 2014). Pri tome D-enantiomer ima Cak neSto vec¢i potencijal, vjerojatno zbog
smanjene osjetljivosti na razgradnju zbog prisustva D-aminokiselina koje otezavaju ucinak
aminopeptidaze (cijepanje Y-G peptidnog veza), te enkefalinaze A (cijepanje G-F peptidnog veza)
(Slika 17). Zbog toga D-enantiomer vjerojatno ima duze vrijeme poluzivota, te protrahirani u¢inak

(Barrett 1 sur., 2019).

Tirozin Glicin Glicin Fenilalanin Metionin

aminopeptidaza
enkefalinaza B

enkefalinaza A

Slika 17. Enzimi koji cijepaju met-enkefalin. Preuzeto i prilagodeno prema Barrett i sur., 2019.

Dobiveni rezultati spektroskopskih metoda i1 bioloSkoga pokusa pokazuju da je uporabom teorije
molekularnoga prepoznavanja moguce brzo i jednostavno konstruirati antisens peptid koji ¢e se
specificno i s dovoljnim afinitetom vezati za svoj akceptor. Postupak ne zahtijeva posjedovanje
skupih racunalnih informacijskih sustava, ve¢ se moze s minimalnom informatickom
infrastrukturom modelirati PPI. Pri tome treba uzeti tri osnovna ogranicenja: (1) broj mogucih

antisens peptida; (2) njihova topljivost; (3) farmakokinetska svojstva.

Prilikom konstrukcije antisens peptida moguce je dobiti viSe varijanti antisens peptida, ¢iji
broj naglo raste s duzinom peptida 1 ovisno o aminokiselinskom sastavu. U takvim situacijama bilo
bi idealno izraditi veci broj peptida te napraviti njihov probir po afinitetu, uporabom fluorescentne
spektroskopije, i bioloskom ucinku s ciljem utvrdivanja odnosa strukture prema aktivnosti (Patrick,

2001).

Topljivost peptida bitno je podrucje jer nema smisla razvijati spoj sa slabom topljivoscu.
Naime, slabo topivi peptidi u principu pokazuju nisku biolosku aktivnost. U probiru peptida
pomazu razliiti racunalni programi koji vrlo precizno upucuju na topljivost peptida. Topljivost
peptida bitna je i za postupak njegove sinteze jer je sinteza slabo topivih peptida spora i skupa.

Prilikom izrade antisens peptida treba misliti 1 na njegovu farmakokinetiku. Slabo topivi lijekovi
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teSko se apsorbiraju i raspodjeljuju po tijelu (Patrick, 2001), tako da aminokiseline s vecom

topljivoséu u vodenom mediju imaju prednost pred slabo topivim aminokiselinama.

Brzina razgradnje peptida Cesto je ¢imbenik koji limitira njihov ucinak. Jedna od strategija
za usporavanje razgradnje je koriStenje aminokiselina koje su povezane peptidnim vezama otpornim
na razgradnju. Jedan od primjera je lispro inzulin, koji ima zamijenjene dvije aminokiseline (lizin 1
prolin na C-terminalnom kraju B-lanca), i duze vrijeme poluzivota (Koivisto, 1998). Uporaba D-

aminokiselina takoder spada u strategije za usporavanje razgradnje peptida (Domhan i sur., 2019).

Potvrdivanje ligand-akceptor sustava opisanim postupkom koji kombinira racunalne i
eksperimentalne postupke, nema samo teoretsko znacenje ve¢ se moze iskoristiti za izradu cijelog
niza materijala. Na primjer, peptidni ligand moZe posluziti za izradu nepeptidnog liganda koji
oponasa peptid, i kojeg nazivamo peptidomimetik (Tamamura i sur., 2018). Konstruirani
peptidomimetik moze posluziti kao startna osnovica za izradu novoga lijeka. Identificirani peptidi

mogu posluziti i za izradu vakcina, te kao nosaci za radiofarmaceutike.

Takoder je moguéa i izrada razli¢itih eksperimentalnih i dijagnostickih testova (Stambuk i
sur., 2019). Izrada dijagnostickih testova u kojima se koriste sintetski peptidi umjesto monoklonskih
protutijela ima potencijalno veliki znacaj u dijagnostici tropskih bolesti jer se sintetski peptidi teze

kvare 1 lakSe pohranjuju u tropskim uvjetima, gdje su laboratorijski uvjeti ¢esto skromni.

Koristenje sintetskih peptida umjesto protutijela ima i eticko znacenje jer proizvodnja
protutijela zahtijeva Zivotinje i njihovo Zrtvovanje, a sam postupak nasadivanja i rasta tumorskih

stanica koje proizvode protutijelo vrlo je bolan za Zivotinju (Stambuk i sur., 2019).

Znacajan ¢imbenik u istrazivanjima je znatan pad cijene sintetskih peptida u posljednja dva
desetljeca, tako da je s relativno malenim utroskom novca mogucée dobiti ve¢i broj peptidnih
analoga od interesa. Osnovna svojstva analoga moguce je istraziti spektroskopskim metodama,
poput CD 1 FS, i svesti njihov broj na prihvatljivu mjeru za bioloski pokus, koji naglo podize cijenu
istrazivanja (Young, 2009). Procjenjuje se da je cijena racunalno dobivenog spoja svega 10 US
dolara po molekuli, dok je cijena bioloSkog pokusa na zivotinjama u kojem se utvrduje efikasnost

spoja oko 300.000 US dolara (Young, 2009).

Iz navedenog se moze zakljuciti da heuristicke metode za analizu proteinskih interakcija

posjeduju znacajan potencijal u bioloskim 1 farmakoloskim istrazivanjima.
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6. ZAKLJUCAK

1. Uporabom teorije molekularnoga prepoznavanja moguce je izraditi ligand-akceptor peptidni
sustav na jednostavan i ucinkovit nacin, koji ne zahtijeva koriStenje kompleksnih

informacijskih racunalnih sustava.

2. Prilikom izrade peptidnog liganda bitno je paziti na njegovu topljivost, odnosno njegov
hidrofobni profil, jer to moZe imati znacajan utjecaj na njegov farmakokinetski profil i,

posljedic¢no, bioloske ucinke.
3. Uporabom fluorescentne spektroskopije moguce je brzo, jednostavno i jeftino utvrditi

afinitet vezanja liganda za akceptor.

4. Postojanje prirodnog fluorofora moze otezati ili onemoguciti izvodenje fluorescentne

spektroskopije.

5. U bioloskom pokusu moguce je utvrditi ucinak liganda na akceptor. U modelu osStecenja
jetre paracetamolom, antisens peptid IPPKY, izraden uporabom teorije molekularnog
prepoznavanja, u potpunosti je ponistio protektivni uc¢inak D-enantiomera met-enkefalina

(YGGFM).

6. Uporabom D-izomera amino kiselina Y, F 1 M moguce je umanjiti razgradnju met-enkefalina

enzimima aminopeptidaza i enkefalinaza A.
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