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Dipeptidil-peptidaze 11l (DPP IlIl) su enzimi ukieni u intracelularni katabolizam
proteina, acine zasebnu porodicu cink-metalopeptidaza (M49)hadyj katalitcki mehanizam i
strukturna svojstva jos su nedovoljno istrazene B¥P Il inhibirane su tiolnim reagensima.

S ciliem doprinosa poznavanju katalitih svojstava i prostorne gta metalopeptidaza
porodice M49, kloniran je i prekomjerno eksprimirgen za DPP IIl kvasc&accharomyces
cerevisiag a protein préiscen i biokemijski okarakteriziran. Nadalje, ciljanomutagenezom
pojedingno je zamijenjeno svih 5 ostataka cisteina, te Dlusyski visoko @uvanih
aminokiselinskih ostataka. Usporedbom katiéiti svojstava "divljeg tipa" i mutiranih proteina
ustanovljeno je da su Cys639 i Cys518 odgovornink#iciju sulfhidrilnim reagensima, a Cys130
za dimerizaciju enzima. U vezanju peptidnog supstsadjeluju Glu461, Asp381 i Arg582, dok
Tyr327 i His578 doprinose stabilizaciji prijelaznsianja.

Najveti pad katalittke efikasnosti K../Ky), od ¢ak 25 000 puta, wen je za mutant
E461Q, Sto ukazuje na esencijalnu ulogu Glu461talikékom mehanizmu.

Kroz interdisciplinarnu suradnju, mutant C130S festlliziran i razjaSnjena mu je 3-D
struktura.

Klju éne rijeéi: dipeptidil-peptidaza Ill; porodica M49Saccharomyces cerevisjae
reaktivni cisteinski ostaci; usmjerena mutageneza.
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Glu461, Asp381 and Arg582 were found to be involiedinding of peptide substrate, while
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The lowest catalytic efficiency (25 000-fold degeank../K) was observed for E461Q
mutant, indicating essential role of Glu461 in DRRatalytic mechanism.

Through interdisciplinary collaboration, C130S mmitavas crystallized and its 3-D
structure was solved.

Key words: dipeptidyl-peptidase 1ll; M49 familySaccharomyces cerevisjageactive
cysteine residues; site-directed mutagenesis.

(128 + Xl pages, 49 figures, 15 tables, 162 refees, original in Croatian)

Thesis deposited in The Library of &r BoSkové Institute, Bijenéka c. 54, Zagreb and in The
Central Chemical Library, Horvatovac 102A, Zagreb.

Supervisor: Dr. Marija Abranyj Sen. Scientist, Rier BoSkovt Institute
Reviewers: Dr. Ita GrudiSovulj, Asst. Prof., Faculty of Science
Dr. Marija Abrargj Sen. Scientist, Rier BoSkowvt Institute

Dr. Branka Salopek Sondi, Sees.RAssoc., Rier BoSkové Institute

Thesis accepted: Marci’22011.



1. UVOD



1. Uvod

Proteolitcka razgradnja proteina i peptida temeljni je bikigdroces prisutan u
svim oblicima zivota. Hidroliza peptidnih veza vivo katalizirana je proteolitkim
enzimima (peptidaze, proteaze). Oko 2% svih polngénoma kodira za peptidaZe
DosadasSnja istrazivanja ove raznolike grupe prateflovela su do saznanja o njihovim
mnogobrojnim fizioloSkim ulogama. Osim sudjelovanja probavi proteina unesenih
hranom i u intracelularnom katabolizmu proteinaptmaze kontroliranom razgradnjom
aktiviraju prekursore enzima, hormona i drugih enod, ¢ime sudjeluju u regulaciji
brojnih procesa poput proliferacije, diferencijacijapoptoze stanica, morfogeneze tkiva,
zgrusavanja krvi, autofagije i imunolokih proceséekontrolirani proteolitiki procesi za
posljedicu imaju brojna patoloSka stanja, te suau@rbrojne peptidaze prepoznate kao
terapeutski cilievi Obzirom na mehanizam katalize peptidaze dijelimao serinske (S),
metalopeptidaze (M), cisteinske (C), treoninske @Bpartatne (A) i glutamatne (G), dok
ih na osnovi stinosti primarne i trodimenzionalne strukture (evgbka srodnost)

svrstavamo u porodice i klandve

Razred metalopeptidaza odlikuje naaeaznolikost primarnih strukturacini ga
viSe od 50 evolucijskih porodica. Porodica dipeptpeptidaza Il (DPP 1), nazvana joS i
porodicom M49, prepoznata je po jedinstvenom stmuidm motivu aktivnog mjesta
"HEXXGH". Ova porodica peptidaza evolucijski jsako s&uvana i njene predstavnike
nalazimo kodtovjeka, zivotinja, biljaka, gljiva, protista i batja. Dipeptidil-peptidaza Il
(DPP 1lI; 3.4.14.4) za sada je jedina poznata pept porodice M49. Mnoge druge
porodice metalopeptidaza okupljaju viSe enzima .(qgmrodica M1 ukljduje oko 20
razlicitih tipova aminopeptidaZa Biokemijski su izolirani i okarakterizirani ofti
porodice M49 iz ljudske placente i eritrocita, mazZgetre Stakora, mozga zamorca i koze,
goveie hipofize i I€e, te iz nekoliko viSih eukariota. Kod nizih eukda, prisutnost DPP
[l je dokazana u kvasc8accharomyces cerevisja@i je kvagev enzim tek djelontho
prociséen i okarakterizirah DPP Il je citosolni enzim Siroke speéifiosti koji odcjepljuje
dipeptide sa N-kraja peptidnih supstrata. Osim Sto sudjeluje u tanstanénom
katabolizmu proteina, fizioloSke uloge ove peptelgasS uvijek nisu razjasnjene. Visoki
afinitet humane i Stakorske DPP Ill prema biolcgkiivnim peptidiman vitro ukazuje na
moguwu ulogu u regulaciji neuropeptitia® Unata brojnim biokemijskim studijama,
nedostaju podaci o0 mehanizmu katalize kao i trodzmmalnoj grdi ovog tipa
metalopeptidaza. Inhibicija tiolnim reagensimacemma je kod svih eksperimentalno



1. Uvod

izucavanih DPP I, pa se pretpostavlja da se reakti@hegrupe nalaze vrlo blizu
aktivnog mjesta

Izrada ove doktorske disertacije bila je usmjeneaa@stvarivanje nekoliko ciljeva.
Po prvi puta se kloniralo gen i detaljno okaraktieaio biokemijske i katalitke zn&ajke
DPP 1l nizeg eukariota, kvasc&. cerevisiae. Prekomjerna ekspresija funkcionalne
rekombinantne DPP IIl kvasca omdga je nadalje pripravu & kolicine prais¢enog
proteina za potrebe njegove kristalizacije (intecgilinarna suradnja). Time se doprinjelo
rjeSavanju trodimenzionalne strukture DPP Il keagoja predstavlja prototip za cijelu
porodicu metalopeptidaza M49. Nadalje, mutacijorakeg od ukupno 5 ostataka cisteina
u molekuli kvagdeve DPP IIl (711 aminokiselina), identificiralo seaktivne ostatke
cisteina, Sto je, zajedno s uvidom u kristalnu ldtriu proteina, omodulo razjasnjenje
molekularne osnove osjetljivosti ove metalopeptdazna tiolne reagense.
Bioinformatickom analizom primarnih struktura metalopeptidazgarodice M49, kao i
analizom kristalne strukture kwa/e DPP Il odabrani su¢avani aminokiselinski ostaci
koje se zamijenilo ciljanom mutagenezom. Usporedraoalizom katalitikin svojstava
"divljeg tipa" i priréenih mutiranih oblika, omodgen je uvid u interakciju enzima s

ligandom (supstrat ili inhibitor) i u katakdi mehanizam.

U radu su koriStene metode molekularne biolodijer(ranje gena, rad s DNA,
cillana mutageneza, prekomjerna ekspresija u bakem i kvagevom sustavu),
biokemijske metode (metode za §Bdavanje i analizu proteina), zatim biofizikalne
metode (UV/VIS spektroskopija, cirkularni dikroizarfiuorimetrija), te bioinformatke

metode (za sravnjenje primarnih struktura protésaalizu trodimenzionalne strukture).
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2. Literaturni pregled

2.1. Peptidaze

2.1.1. Podjela peptidaza

Peptidaze, poznate i kao protedkti enzimi ili proteaze, zasigurno su jedna od
najvise prodavanih skupina u podéju istraZivanja proteina. Pripadaju u razred hiazal
i imaju ulogu u gotovo svim vaznim bioloSkim proitea stanice, a kataliziraju reakcije

cijepanja peptidne veze kod peptidnih odnosno prsiéh supstrata (slika 2.1).

F,‘ 9 F.| 9 H,0 ron @ ﬁ' 9
e = G = C=N=C = C=Nwnrnmnr S "“"""""""""N-C—C‘OGJ + HaN=C=C=Nwnrann
H o O H H | y H
H H PEPTIDAZE H H
kiselina amin

Slika 2.1. Shematski prikaz hidrolitickog cijepanja peptidne vezgozna&ena crvenom bojom).

Peptidaze danas dijelimo na tri osnovnaima s obzirom na: funkcionalne grupe
odgovorne za katalizu, polozaj peptidne veze kggpaju, te na osnovi sinosti primarnih
struktura.

S obzirom na kemijsku prirodu katatitibg mjesta peptidaze mogu biti: serinske
(S), metalopeptidaze (M), cisteinske (C), treonin§k), aspartatne (A) i glutamatne (G).
Za metalopeptidaze, kao i aspartatne i glutamaemigaze, karakteristan je katalittki
mehanizam u kojem se za nukleofilni napad Kkorisktivaana molekula vode
(nekovalentna kataliza), dok kod ostalih peptidalagu nukleofila ima aminokiselinski
ostatak (kovalentna kataliza).

Klasifikacija peptidaza s obzirom na mjesto cijgpaprikazana je na slici 2.2.
Endopeptidaze cijepaju peptidne veze u unutarnji@lodima peptidnih supstrata, dok
egzopeptidaze cijepaju veze pri slobodiNm C-krajevima peptidnog supstrata.

Na osnovi slinosti primarnih struktura peptidaze su svrstanenodgice, koje se
dalje s obzirom na sgihost trodimenzionalnih struktura, svrstavaju u khkan Ova
klasifikacija osnova je baze podataka MER®RSja sistematski prikazuje sve poznate

peptidaze, a omogana je zahvaljujti sve véem broju sekvencioniranih genoma.
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EGZOPEPTIDAZE
Aminopeptidaze Karboksipeptidaze
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Slika 2.2. Klasifikacija peptidaza.Preuzeto iz (10) i predano.

Speciftnost hidrolittkog djelovanja peptidaza odnosi se na slijed amssdikskih

ostataka supstrata kojeg cijepa. Kako bi se Stogstdvnije prikazalo aktivho mjesto, te

opisala supstratna speciibst peptidaza, Schechter i Berger su 1967. goedIqoili

model i terminologiju (slika 2.3) koja je jos i dasu upotrebi.

“““““ \‘)J\ /k ~ \)J}'éN/'\ \)J\ =immsd
\_/ \/\ \./

S; S, peptidna veza S,
koja se cijepa

Slika 2.3. Shematski prikaz vezanja supstrata u akino mjesto peptidaze. Bo¢ni
aminokiselinski ostaci peptidnog supstrata éenasu kao Pdo R, (brojeti od veze koja se cijepa

premaN-kraju peptida) odnosno,'Pdo R' (premaC-kraju peptida). Analogno tome, podmjesta

enzima u koja se smjeStajudnd ostaci peptidnog supstrata oZeaa su kao Sdo S, odnosno §
do §'. Slika preuzeta iz (12).
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2.1.2. FizioloSke uloge peptidaza

lako su dugo istrazivane prvenstveno zbog svojée oploge u probavi i
intracelularnom katabolizmu proteina, danas sedege djelovanje peptidaza neophodno
u regulaciji gotovo svih vaznijih bioloSkih proceddloge peptidaza su mnogobrojne.
Aktivacija odnosno inaktivacija brojnih regulatdnnproteina, enzima, hormona, faktora
rasta ovisi o djelovanju peptidaza, koje time kolaju vazne bioloSke procese poput
stantnog ciklusa, stagne diferencijacije, morfogeneze tkiva, imunoloSkirupalnih
procesa, autofagije i apoptoze. No, pogresno usmgerili nekontrolirano djelovanje
peptidaza osnhova je mnogih patoloskih procesa pomastanka tumora,
neurodegenerativnih, upalnih i kardiovaskularniHebt. Nadalje, kod nekih oboljenja
uzrokovanih virusima, bakterijama i parazitima, fig¢awze djeluju kao faktori virulencife

O fizioloSkoj vaznosti i ulogama peptidaza govatinjenica da otprilike 2 % svih
do sada sekvencioniranih genottiae geni koji kodiraju za peptidaze Peptidaze nekog
organizma, njihovi supstrati i inhibitori promawage u odréenom periodu ili tijekom
nekog procesa kao dio tzv. degraddita Najnoviji podaci bazeDEGRADOME

(http://degradome.uniovi.yenavode ukupni broj i raspodjelu peptidazavjeka, misa i

Stakora. Tako od 570 poznatih peptidéoajeka, cak 191 pripadaju nekoj od porodica
metalopeptidaza, 178 je serinskih, 153 cisteinsklf, treoninskih i 21 aspartatnih

peptidaza (http://degradome.uniov)8e Page i sur. analizirali su poznate genome svih

oblika stanénog zivota i u njima identificirali 16 sveprisutn{eng. ubiquitug porodica
peptidaza (7 porodica metalopeptidaza, 6 porodecamskih, 2 cisteinske i 1 treoninske)
nazvavsi ih "bazalnim degradomdm"

Glavnina razgradnje proteina u eukariotskoj sianmdvija se putem
lizosoma/endosoma i proteasoma. Peptidaze koje isusdstava lizosom/endosom
sudjeluju u regulaciji velikog broja osnovnih filsdkih procesa. Razgradnjom i
prezentacijom antigena, regulacijom citokina i i@davWNK T stanica (engNatural Killer),
aktivacijom serinskih peptidaza i integrina, te ukdijom apoptoze i signalnog puta
posredovanog TL receptorima (efiall-like), peptidaze lizosoma/endosoma imaju glavnu
ulogu u regulaciji procesa pritene i stéene imunostf. Tu spadaju primjerice aspartatna
endopeptidaza, katepsin D, te endosomalne cisteipsgtidaze katepsini B, C, H, Si X,
Cija je ekspresija dokazana u svim antigen prezgoéim stanicama imunoloSkog

sustavd.
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Otkricem i istraZivanjem procesa razgradnje proteina rputATP-ovisnog
proteolittkog kompleksa 26S-proteasoma, koja je posredovanadifikacijom
supstrata/proteina ubikvitinom, postalo je jasnojelantracelularna razgradnja proteina
iznimno sloZen, vremenski i prostorno reguliran ges’. Proteasomalna proteoliza
obuva&a razgradnju proteina do peptida vigle 3-22 ostatkd, koji se dalje cijepaju
djelovanjem citosolnih endo- i aminopeptidaza popimet-oligopeptidaze (TOP),
tripeptidil-peptidaze Il (TPP 1), te leucin-amingptidaze (LAP) i puromicin osjetljive
aminopeptidaze (PS-AP) Regulatori stahog ciklusa - ciklini, inhibitori ciklin-ovisnih
kinaza, proteini ukljgeni u razdvajanje sestrinskin kromatida, tumor s,
transkripcijski aktivatori i njihovi inhibitori, siniéni receptori, proteini endoplazmatskog
retikuluma, samo su neki od mnogobrojnih supstiatateasoma koji su klfumi za
temeljne stane procesg. Osim toga nepravilno sintetizirani, proteini keji nastali
nepravilnim smatanjem (enguisfolding, te proteini koji su modificirani uslijed patolig
stanja poput oksidativhog stresa, mogu biti ttrkisza stanicu, te je nuzna njihova brza
razgradnja kako bi se sprja daljnja oStéenja staninog sustava. Novija istrazivanja
upuwuju da peptidi nastali djelovanjem proteasoma sugjeu regulaciji procesa poput
stantnog signaliziranja, i to direktnim utjecajem na fein-protein interakcije, ili
indirektno, reguliranjem aktivnosti enzima timetgolpeptidaz&. Upravo citosolna
oligopeptidaza TOP ima jednu od glavnih uloga yndgihidrolizi unutarstarinih peptida
nastalih djelovanjem proteasoffia

Istrazivanja mehanizama stamé regulacije i signalizacije otkrila su novi,
evolucijski @&uvan mehanizam intramembranske proteolize. Neke nmaminbranskih
peptidaza poput serinskih romboid peptidaza i ropggitidaza S2P tipa (enite-2
proteasg, imaju kljucne uloge u statnim procesima poput signalnog puta EGF (eng.
epidermal growth factdr odnosno regulaciji biosinteze kolesterola i nifagdaselina kod
Zivotinja. Nadalje, aspartatne peptidaze iz grumsegnilina PS-1 i PS-2 odgovorne su za
regulaciju iznimno vaznog, evolucijski @aanog signalnog puta Nofcff’ a njihova
uloga u nastanky-amiloidnih peptida (4), svrstava ih u vazn&imbenike patogeneze
Alzheimerove bolestr.

Do danas je poznato oko 86 nasljednih bolastjeka, koje su posljedica mutacije
gena koji kodiraju za peptidaZeVes iz navedenih primjera, koji tek daju uvid u slodsn
proteolitékih procesa, jasno je da su istrazivanja ulogenkdije peptidaza, njihovih

fizioloSkih supstrata i inhibitora te &iaa regulacije, od izuzetne vaznosti za razumijgvan
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brojnih fizioloSkih procesa, te su upravo peptidaz@ velikog interesa kao ciljne

terapeutske skupine enzifna

2.2. Proteoliticki sustav kvascaSaccharomyces cerevisiae

2.2.1. KvasacSaccharomyces cerevisiae

Kvasac S. cerevisiaeprvi je eukariotski organizantiji je genom potpuno
sekvencioniraff, acini ga oko 6000 gena, koji su raspdeei na 16 linearnih kromosoma.
Jedna od mnogih prednosti kvasca kao modelnog @mman osim izrazito jednostavnog
natina uzgoja te brzine rasta, jest i relativno visgkat@éa gena u odnosu na njihov broj,
Sto je posljedica jako malog broja introna. Kldsfiija kvasca u taksonomske skupine

(prema NCBI Taxonomy) prikazana je u tablici 2.1.

Tablica 2.1. Klasifikacija kvascaS. cerevisiae u taksonomske skupine

Sistematska kategorija Taksonomska skupina
Carstvo Fungi

Koljeno Ascomycota

Razred Saccharomycetes

Red Saccharomycetales
Porodica Saccharomycetaceae

Rod Saccharomyces

Vrsta Saccharomyces cerevisiae

Kvasac je odavno prepoznat kao najjednostavijigstanini eukariotski modelni
organizam na kojem se provode istrazivanja sighapmiteva, mehanizama regulacije
stantnog ciklusa, transkripcije i transporta protein@oki ostalih temeljnih stadmih
procesa koji su evolucijski ¢cavani u viSim eukariotima. Vrlocesto su usmjerena
istrazivanja funkcije samo jednog gena odnosnoepratkvasca, dovela do saznanja o
mehanizmima regulacije viSih eukariota. Tako jenperice ispitivanje kva%®vog SGS1
gena, homologa humano@/RN gena, ¢ije mutacije uzrokuju bolest prijevremenog
starenja, poznatu kao Wernerov sindrom, ukazaloulogu SGS1gena u staihom
mehanizmu starenja kvasca, povezanog sa strukfjezgre .
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2.2.2. Proteolit€ki sustav kvasca

J0S81917. god. Dernby je izavao autolizu stanica kvasca, te je po prvi putaamp
dvije vrste peptidaza koje je nazvao "pepsirttiptaza®®. Proteolitiki sustav, funkcija i
regulacija peptidaza, te njihova uloga u regulasigntnih procesa, u novije vrijeme
intezivno su protavani upravo u kvascu. Prema posljednjim podacimze bpodataka
MEROPS (rujan 2010), broj poznatih i navodnih (emgtative peptidaza kvasca je 119,
od kojih su 42 iz porodica metalopeptidaza (httpetops.sanger.ac)fk S obzirom na

lokalizaciju u stanici, peptidaze kvasca svrstavamwakuolarne, peptidaze sekretornog
puta, mitohondrijske i citosolne peptidaZ&,

Proteolittki sustav kvasca, posebno je istrazivan u uvjetstnasa uzrokovanog
reaktivnim i tokstnim molekulama, nedovoljnim kdinama hranjivih tvari,
temperaturnim promjenama i ¥I°2 Marques i sur. analizirali su globalne promjene
transkriptoma kvasca nakon oksidativhog stresakaxemog sa bD,. Rezultati pokazuju
da su u fazi oporavka stanica najviSe induciramawp geni koji kodiraju za peptidaze,
tocnije, podjedinice 20S proteasoma, te peptidazealakaspartatnu Pep4p (proteinaza A
ili yscA) i leucin-aminopeptidazu Lap

Osim spomenutih, kvadve vakuole sadrze joS nekoliko peptidaza, tunestalih i
proteinazu B (yscB), karboksipeptidaze yscY i ystieptidil-aminopeptidazu V, te dvije
aminopeptidaze yscl i ysc€o Teichert i sur. pokazali su da u uvjetima striesavanog
nedostatkom hranjivih tvari, glavnu ulogu u razgwadoroteina, procesu oporavka i
sporulacije stanice imaju upravo endopeptidaze y&&p4p) i yscB, te da nedostatak gena
(eng.knock oux za yscA dovodi do stafrie smrti°.

Peptidaze sekretornog puta: signalna peptidaza2 Kendopeptidaza, Kexl
karboksipeptidaza, dipeptidil aminopeptidaza A (BFPA), sudjeluju u postranslacijskoj
modifikaciji odcjepljivanja signalnog peptida, odmm procesiranja prekursétaTako
djelovanjem Kex2 endopeptidaze nastaju dva biolegkivna peptida: hormon-faktor
(vazan za konjugaciju a stanici i mejottku sporulaciju) i toksin na koji su osjetljivi neki
sojevi kvasca (engkiller toxin)***" Signalna peptidaza SEC11, esencijalna je za
vijabilnost stanica kvasta

Mitohondrijske peptidaze uglavhom imaju uloge ogasiranju proteina, za koje
kodiraju geni smjeSteni u jezgri, i koji su postiskacijski transportirani u mitohondrij.
Mitohondrijska procesirajia peptidaza (MPP), koja odcjepljuje signalne sekgen
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proteina matriksd, zajedno sa peptidazom unutra3nje membrane (IMf@),
mitohondrijskom posredufom (eng. intermediat¢ peptidazom (MIP), strukturno i
funkcionalno su <savani proteini. Njihovi ljudski homolozi prepoznatsu zbog
potencijalne uloge u tzv. mitohondrijskim oboljeni®. Membranska ATP-ovisna
proteaza mAAA sudjeluje u razgradnji c&aih proteina, a novija istraZivanja su pokazala
da zajedno sa romboid signalnom peptidazom Pcpdielsie u procesiranju citokrora
peroksidaze (Ccpdy

Od citosolnih peptidaza, upravo je proteasom kwygyscE) jako dobro preéen
susta¥**, dok su ostale peptidaze nesto manje istraZivdmezetak su metionil
aminopeptidaze (MetAP ili MAP) koje sudjeluju u pasislacijskoj modifikaciji proteina.
Kvasac posjeduje dvije vrste MetAP, te je post@arhiju formi nuzno za optimalni rast i
vijabilnost kvasc&*?

Na osnoviin vivo studija, predloZena je uloga u zadnjim stupnjeviazgradnje
stantnih proteina za kva@&&vu citosolnu metalopeptidazu - proteinazu yscD
(oligopeptidaza) ¢iji je ljudski ortolog timet-oligopeptidaZd Primjenom modernih
pristupa, poput analize proteatite razgradnje proteina masenom spektrometrijomn $he
sur. pokazali su da se razgradnja proteina (ribgkdm regulatornih, enzima i proteina
koji sudjeluju u odgovoru na stres) najwe dijelom odvija upravo u citoplazmi stanice

kvascd’, $to daje osnovu za detaljnije istraZivanje uloggulacije citosolnih peptidaza.

2.3. Metalopeptidaze

2.3.1. Oge karakteristike i podjela

Metalopeptidaze su proteaze kojima je za aktivmesiphodan divalentni metalni
ion. S obzirom na broj metalnih iona potrebnih zéakticku aktivnost, metalopeptidaze
dijelimo na dvije grupe. Aktivho mjesto éee metalopeptidaza sadrzi samo jedan metalni
ion i to nafe&e cink (Zrf"), riede kobalt (C&"), mangan (Mf"), nikal (N ili bakar
(CU?"). Ostale metalopeptidaze, &@e one kojima je za aktivnost neophodan mangan ili
kobalt, posjeduju dva metalna iona koja djelujw-Katalitcki". Sve do sada opisane
metalopeptidaze s "ko-katatkim" metalnim ionima su egzopeptidaze, dok u pyipi
nalazimo endo- i egzopeptid4Zeligandi metalnih iona u metalopeptidazama u puasii

aminokiselinski ostaci (né&&e tri), i to His, Glu, Asp ili Lys. S obzirom nakjast
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interakcije metalnog iona i proteina, metaloenzidiglimo na one kojicvrsto vezu
metalni ion, te je njihova konstanta disocijacfe manja od 18 mol L%, i one koji
metalne ione veZu slabije, #z od 10° do 10° mol L* .

U usporedbi s drugim klasama peptidaza, metalojsege odlikuje najvéa
raznolikost primarnih struktura. Prema najnovijimdacima baze MEROPS, podijeljne su
u 15 klanova, unutar kojih je raspdemo 56 porodica One porodice metalopeptidaza
koje posjeduju jedan katalitii metalni ion, naje&e zrf*, pripadaju klanovima MA, MC,
MD, ME, MK, MM, MO i MP; "ko-kataliteki" metalni ioni cinka karakterigtni su za
porodice koje pripadaju klanovima MF, MH, MJ i MNMpk su peptidazama porodica
klanova MG i MQ potrebni "ko-kataliki" ioni Co™* ili Mn?".

Vecina metalopeptidaza sadrzi karaktedististrukturni motiv aktivnog mjesta His-
Glu-Xak-Xak-His (skréeno "HEXXH"), gdje su dva ostatka histidina ligaZn®*, dok
glutaminska kiselina ima glavnu ulogu u kataktm mehanizmtf. Klan MA koji
trenutno broji najviSe porodica, s obzirom na mhrdreeg liganda moze se podijeliti na
dva podklana; kod prvog podklana MA(E) (egtu-zincing kao treéi ligand iona cinka je
glutaminska kiselina koja je smjeStena 18-72 oatatkzvodno od "HEXXH" motiva
("HEXXH+E"). Metalopeptidaze koje pripadaju paaiki MA(M) (eng.metzincing kao
tre¢i ligand metalnog iona posjeduju histidin ili aspginsku kiselinu, koje su dio
prosirenog "HEXXHXXGXXH[D]" motivd®.

2.3.2. FizioloSke uloge metalopeptidaza

Jedan od Kljgnih procesa koji se odvija u stanici je sinteza tqira.
Novosintetizirani proteini podlozni su raznim maokiiciiama koje se odvijaju
kotranslacijski ili posttranslacijski. Ovakve pramg u strukturi proteina direktno ufie
na smjestaj proteina u stanici, aktivaciju, regigla&ao i na njegovu razgradnju.

Upravo je (slobodni) aminbl)-kraj proteina podloZzan modifikacijama poput
odcjepljivanja jednog ili viSe aminokiselinskih attka. Glavnu ulogu u tim procesima
imaju  (metalo)aminopeptidaze poput metionil-amirmmaze (MetAP), leucil-
aminopeptidaze (LAP), te aminopeptidaze N (AF’N)

Metionil-aminopeptidaza (EC 3.4.11.18; MetAP ili NN\ sveprisutna je peptidaza
citoplazme, koja kotranslacijski odcjepljuje meiimisaN-kraja proteina (pozicijaf i to
samo u sléaju kada se u poziciji ;Pnalazi manji, nenabijeni aminokiselinski ost&tak

Ovaj proces odvija se u svim stamim oblicima Zivota, te je neophodan za daljnje

10
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modifikacije proteina. Prokarioti imaju samo jedablik MAP (MetAP1), koja je
neophodna za Zivot stantiéedok kod arheja pak nalazimo samo MetAP2. Kod &&as
Saccharomyces cerevisja@iSih eukariota icovjeka nalazimo obje forme MetAP.
Gubitkom genanaplili map2kvasac zadrzava sposobnost rasta (nesto sporgagaju
mapJ), dok gubitak oba gena za posliedicu ima smrt istdh Bakterijska MAP,
monomerni je protein (29,3 kDajija je spljoStena struktura (engita-bread fold
karakteristina za metalopeptidaze klana MG. Dva iona metald jGmordinirana su s

dva ostatka Asp i Glu, te jednim His, a aktivno stgesmjeSteno je iznda dvije 3-vrpce,

koje su pak okruZene gatiri a-zavojnice (slika 2.48)°2

Slika 2.4. Kristalna struktura MetAP. a) Escherichia coli MetAP1 (PDB ID: 2mat).
b) Pyrococcus furiosis MetAP2a (PDB ID: 1xgs). c)Homo sapiens MetAP2b (PDB ID: 1bn5).
a-zavojnice prikazane su plavoifysvrpce zelenom bojom, a metalni ioni ljaastim kuglicama.
Dodatnaa-zavojnica MetAP 2 prikazana je natasto, a dodatna domena Nekraju MetAP2b
Zuto. Preuzeto iz (49).

MetAP tip 1 i 2 razlikuju se u dodatnajzavojnici (oko 60 ostataka) koja je smjeStena
unutar katalittke domene, na povrsinskoj énpremaC-kraju MetAP2, Sto bi moglo imati
utjecaja na supstratnu spedifost enzima. Nadalje, eukariotske i prokariotsketA®e
mogu posjedovati dodatnu domenu M&raju proteina (oko 120 ostataka). Kod kvasca
(MetAP1b) ta domena sadrzi vezna mjesta iona dkakakteristéna za tzv.'zinc finger',
te se pretpostavlja da sudjeluje u vezanju na oimpsdok dodatnu domenu ljudske
MetAP2b (slika 2.4c) koja ostvaruje interakcije tsanslacijskim faktorom elFe2 ¢ine
kiseli i bazéni ostact®.

Razvoj krvnih zila ili angiogeneza, kijan je proces u embriogenezi ali i razvoju
patoloskih stanja poput tumora. Zaustavljanje aggyi@ze postalo je jedan od glavnih
cilieva u anti-tumorskoj terapiji. IstraZivanja su pokazala da bi upravo aminopepéd

poput MetAP2, AP N i puromicin-neosjetljive leustecifcne aminopeptidaze (eng.

11
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puromycin insensitive leucyl-specific aminopepteaBILSAP), mogle imati zr@jnu
ulogu u angiogeneZi Ustanovljeno je da su fumagilin i ovalicin, &eapoznati prirodni
inhibitori angiogeneze, ireverzibilni inhibitori NKeP2>>, ali ne i MetAP1. Ispitivanje
uloge i regulacije MetAP2 zanimljivo je zato i zbpdmjene u terapiji tumora,

Jedna od najviSe préavanih grupa metalopeptidaza s ulogom u nastardzvbju
tumora jesu i matriks metalopeptidaze (MMP). Ovekaivisne endopeptidaze odgovorne
su za razgradnju proteina vanstaaog matriksa (kolagen, elastin, fibronektin), i gifu
molekula poput faktora rasta i stamih receptora.Cak 23 tipa MMP nalazimo kod
covjeka, a imaju kljanu fizioloSku ulogu u razvoju tkiva i organa, entgenezi, te
regulaciji upalnih procesa Osim veé spomenute uloge u nastanku i razvoju tumora/raka,
krivo usmjerno djelovanje MMP dovodi do oboljenj@ppt artritisa, osteoporoze, te
kardiovaskularnih i neurologkih oboljeffa

Bioloski aktivni peptidi, primjerice neuropeptidiastaju proteolitkim cijepanjem
visokomolekulskog (prekursora) proteingsto kaskadnim djelovanjem viSe peptidaza.
Vecina peptidaza koje sudjeluju u metabolizmu i/ili aifdkaciji (neuro)peptida jesu cink
ovisne metalopeptidaze karaktetisbg "HEXXH" motiva poput neprilizina (NEP),
njegovog homologa endotelin-konvertirégg enzima (engndothelin-converting enzyme;
ECE), angiotenzin-konvertirajeg enzima (engangiotensin-converting enzymACE),
neurolizina te timet-oligopeptidaze (TOPY® Odavno je poznata uloga membranskih
metalopeptidaza ACE, NEP i ECE u renin-angiotemszistavu za regulaciju krvnog tlaka.
ACE koji ima kljuenu ulogu u tom sustavu, pripada "gluzincin" pab#lana MA, a
odcjepljuje dipeptide sa C-kraja peptidnih supatraflako cijepanjem angiotenzina I,
nastaje angiotenzin Il koji uzorkuje suZenje krvniila (vazokonstrikcija), dok se
bradikinin, peptid koji uzokuje proSirenje krvnihlaz djelovanjem ACE inaktivira.
Inhibitori ACE koji se koriste wedugi niz godina u lijgenju visokog krvnog tlaka, primjer
su uspjesdnog razvoja ciljanih lijekdVa>

Nakupljanje S~amiloidnih peptida (4), koji nastaju cijepanjem od amiloidnog
prekursorskog proteina (APP), temeljni je procepaiogenezi Alzheimerove bolesti.
Istrazivanja u ovom pod&ju usmjerena su u dva pravca: nastangaptida i razgradnju
njihovih nakupinaCini se da glavnu ulogu u oba procesa imaju upraetalopeptidaze.
Istrazivanja pokazuju da regulacija koncentram@nosno razgradnja/Apeptida ovisi 0
djelovanju NEP, ECE, ACE, zatim inzulizina (engsulin degrading enzymdDE), te
matriks metaloproteinaze-9 (MMP®%) Kristalne strukture NEP koja jdlan porodice

M13, te IDE i mitohondrijske peptidaze PreP (epmesequence peptidasBreP§* koje
12
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pripadaju M16 porodici metalopeptidaza, ukazalensusltnost u strukturi njihovog
aktivnog mjesta. Ove metalopeptidaze nazvane su kogtidaze (engcryptidase-crypt
containing peptidasgsjer posjeduju specifinu katalittku Supljinu u koju se selektivho
smjestaju, a potom cijepaju manji peptidi popyf-peptida (Slika 2.5f. za sada je
poznata samo struktura kompleksa IDE & 4peptidon®. Jedan od dokaza o ulozi NEP
u razgradnji AG-peptida dali su lwata i sur. koji su pokazali @aked miSeva koji nemaju
NEP (NEF), poveavaju endogene koncentracijeBwo i ABi4 peptidd’. Najnovija
istrazivanja Wang-a i sur. idu u prilog tome daipravo NEP mogla imati kljinu ulogu u
razgradnji A3 plakova, a time biti i glavni cilj u terapiji Alzimerove bolestf.

Neprilizin (EC 3.4.24.11; NEP) je cink-ovisna endppdaza sisavaca poznata jos i
kao neutralna endopeptidaza i enkefalinaza A. OQuambranski glikoprotein tipa Il,
monomer je vetiine 90-110 kDa, koji se sastoji od kratkog citopta@tskogN-terminalnog
dijela, transmembranskog dijela te namg, ekstracelularnog dijela (ostaci 52-749) kojeg
¢ine dvije domene. U @) domeni je smjeSteno aktivno mjesto koje sadeziap ion
cinka. Na véu, katalittku domenu se nastavlja manja domena. Domene gusoleno
povezane sdaetiri a-zavojnice (slika 2.5). NEP posjeduje 12 cistekwj tvore disulfidne

mostove te su neophodni za aktivnost en2irfra

Slika 2.5. Kristalna struktura NEP. Prikazan je izvanstatnii dio proteinaKataliticka Supljina
ispunjena je crvenom bojom; katalka domena (D1) obojana je plavom, manja domena (D2)
sivom, te vezna domena Zutom. Preuzeto iz (65rapeno.

13
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NEP hidrolizira unutradnje veze u oligopeptidu, [grkraju hidrofobnog ostatka. Undto
razlici primarnih struktura, u pogledu katalkbog mehanizma naj¢e slicnost pokazuje s
bakterijskom endopeptidazom iz porodice M4, termobm (TLN). Da NEP i TLN imaju
slicna katalittka svojstva, pokazala je i kristalna struktura kbtekea izvanstatne
domene NEP i fosforamidona [M-{-ramnopiranozil-oksihidroksifosfinil)-L-leucil-L-
triptofan], poznatog inhibitora termoliziffa Inhibitor se veZe u aktivno mjesto kajime
motivi "HEXXH" i "EXXXD" koji sadrze ligande nka, a ion cinka vezan je u
tetraedarskoj geometriji, kao i kod TLMNo, in vivo supstrati NEP za razliku od TLN
manji su polipeptidi vetine do 3000 Da. Razlika u supstratnoj spéoidsti ova dva
enzima, objasnjena je upravo na temelju struktarkoje je vidljivo da domena 2 NEP,
koju ne nalazimo kod TLN, ografava ulaz u aktivno mjesto ove oligopeptidaze. NER |
tkivima sisavaca Siroko rasprostranjena. Visoke ckotracije neprilizina nalazimo u
membranama bubrega, crijeva, posteljice, te n&ulatinim stanicama. U membrani
bubrega primarna funkcija NEP je inaktivacija pdatiz porodice atrijskih natriuretika
(vazodilatatord). U Zivtanom sustavu, NEP ima ulogu u inaktivaciji fizidbgktivnih
peptida kao enkefalina, neurotenzina, oksitocisapstance P. Razgradnjom bradikinina i

endotelina NEP utj@ na regulaciju krvnog tlaRa’?

2.3.3. Kataliticki mehanizam metalopeptidaza
2.3.3.1. Karboksipeptidaza A

Cink-ovisne peptidaze najbrojnije su u grupi matalptidaza. Karboksipeptidaza A
(EC 3.4.17.1; CPAl)iz guSterge goveda prva je okarakterizirana metalopeptidaza,
odnosno cink-ovisna peptidd?aOva egzopeptidaza koja pripada porodici M14 (klan
MC), molekulske mase 34,5 kDa, hidrolizira aminekize sa C-kraja polipeptida.
Preferira supstrate koji posjeduju aromatske ilikee alifatske ogranke u poziciji 1P
Izluc¢uje se u inaktivnoj formi proenzima. U kristalndjukturi prokarboksipeptidaze A
zapazaju se 2 regijd-terminalni polipeptid - aktivacijski segment (9éiaokiseline) i
veca, enzimska, domena (308 aminokiselina). Aktivnestg enzima smjesteno je wog
domeni, dok je manja domena (aktivacijska) odgoaaa aktivaciju proenzima tripsinom
I za smatanje (endold) proteina. Véa, katalittka domena prikazana je na slici 2.6. lon
cinka vezan je u tetraedarskoj geometriji sa Hi#88,196 i Glu72, te vodom koja je s

katalitickim ostatkom Glu270 vezana vodikovom vezom.
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Slika 2.6. Kristalna struktura kompleksa karboksipeptidaze A iz pankreasa goveda i
inhibitora  O-[[(1R)-[[N-(fenilmetoksikarbonil)-L-alanillamino]e til]  hidroksifosfinil]-L-3-
fenilacetat [ZAAP(O)F] (PDB ulaz: 6cpa).lon cinka prikazan je Zutom kuglom. Ligandi iona
cinka prikazani su Stagastim modelima: His69, His196 i Glu72 plavom; GlQ2@rvenom, a
Argl27 Zutom bojom. Inhibitor je prikazan taley modelom Stapa pri ¢emu je duSik ozrign
plavom, kisik crvenom a fosfat natastom bojom. Za prikaz strukture koriSten je PyMOL
program (www.pymol.org*.

Kataliticki mehanizam ove metalopeptidaze do danas je jeddnnajvisSe
istrazivanih. Na osnovi brojnih kristalografskiludija karboksipeptidaze A u kompleksu s
fosfonatnim inhibitorima koji su analozi prijelazncstanjd® (slika 2.7) ili ketonskog
analoga supstrafa predloZen je katalitki mehanizam ofe bazne katalize prikazan na
slici 2.7. Fenilna grupa u poziciji;Ppeptidnog susptrata smjeSta se u nepolarni dzep
enzima, a Argl45, Asnl44 i Tyr248 sudjeluju u véazakarboksilne odnosno amidne
grupe peptida, i na taj tia pridonose pozicioniranju supstrata za katal@w270 djeluje
kao oga baza aktivirajéi molekulu vode vezanu na Zn pri &emu nastali hidroksidni ion
vrSi nukleofilni napad na karbonilni ugljik peptieinveze koja se cijepa (slika 2.7a).
Argl27 polarizira karbonilni kisik peptidne vezeto SolakSava nukleofilni napad
aktiviranom molekulom vode. Negativni naboj prigtag stanja (tetraedarski
intermedijer, oksianion) (slika 2.7b) stabilizirga elektrostatskim interakcijama sa?Zn
no zn&ajnoj stabilizaciji doprinosi i elektrostatska irdkcija s Argl27. U nastavku
reakcije (slika 2.7c), Glu270 djeluje kaodapkiselina pricemu predaje proton odlaxg

amino grupi, a tetraedarski intermedijer prelaprodukté’"®"®

15



2. Literaturni pregled

CH, L H;N—Asni44 CH, _H,N—Asn144
s + Ll i -
o HC—CO; = === Arg14s HC—CO; = = == Arg145
Il h
L "'T Ho—Tyraus e Ho—Tyr24s
Glu270 0" n ; i |~ ;
Hgo ._;C= o] & C_D'
SN TN OH Ser1e7. O TTHOT Nt M
co 2 CH;—N—C r \ - - CH,—N—C
| In ‘., g co Ini* L il
NH His/GLI\Hia Arotl ILH SN, A °
Tfrlﬂﬂ’/ 196 72 69 IA‘ 1 / His gju His
g Tyriss 196 72 68 ArgT
CH, _H N—Asn144
| e

o HC—CO; == = = Arg45

I . T

CR - H;N HO'—Tyr‘Z-i-B

Glu270” o7 _ P
Ser197 o_—c\: ° W
er S
AN ., CH,—N—C
co Znt \ I
| /\  Amgizr O
/”“ His gly His \
Tyr198 196 72 69 A;g‘?‘l

Slika 2.7. PredloZeni kataliticki mehanizam karboksipeptidaze A. a) Michaelis-ov &mpleks
enzima i ketonskog analoga supstrata; b) stabilizani tetraedarski intermedijer; c) produkt.
Slika preuzeta iz (78).

Kao drugi mogti mehanizam spominje se obrnuta protonacija (sik@). U
odnosu na prethodno opisani mehanizara" (5trana), nukleofilni napad u ovom &hju
odvija se sa suprotnesi” strane peptidne veze koja se cijepa. lon metaka ulogu u
polarizaciji karbonilne grupe supstrata, no ne sl u deprotonaciji nukleofila. Naime,
molekula vode aktivirana je karboksilnom grupomGi&raju supstrata (@@ baza), koju
pozicioniraju ostaci Argl45 i Asnl44. Osim aktijachukleofila, pretpostavka je da
karboksilna grupa ima ulogu proton donora tijekaspada tetraedarskog intermedijera.
Zanimljivo, uloga Glu270 u ovom mehanizmu je paaivne sudjeluje u katalizi ¥esamo

u elektrostatskoj stabilizaciji metalnog iona itxanila'""®
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Slika 2.8. Drugi predloZeni mehanizam obrnute protaacije karboksipeptidaze A.Preuzeto iz
(79).

2.3.3.2. Leucil-aminopeptidaza

Leucil ili leucin-aminopeptidaze (LAP) Siroko sasprostranjene u bakterijskim,
biljnim i zivotinjskim organizimima. One katalizijta hidrolizu aminokiselinskih ostatka s
N-kraja peptidnog supstrata. K@édvjeka LAP sudjeluje u odgradnji antigenskih peptid
koji sudjeluju u imunoloSkom odgovoru, a pretpojtavse i da ima ulogu u
patofiziolodkim stanjima poput infekcije virusom\H&, raka i kataraktogené2f®

Leucil-aminopeptidaza (EC 3.4.11.1; LAP) izdegoveda, heksamerni je enzim
molekularne mase 324 kDa koji se sastoji od 6 ideifit podjedinica (slika 2.9a), i
odcjepljuje L-aminokiselinske ostatke N-kraja di- i tripeptidnih supstrata. Ovaj enzim
preferira Leu ostatak u;FAnjestu susptrata, dok peptide koji imaju ProjurRjestu ne
cijepa®. Na slici 2.9b prikazana je kristalna strukturanmmera LAP koja se sastoji od
gornje,N-terminalne domene (160 aminokiselina) i katéti#i C-terminalne domene (327
aminokiselina). Aktivno mjesto svake od 6 podjedinimonomera) heksamera LAP sadrZi
dva zrf*, $to ovu aminopeptidazu porodice M17 svrstava ptigaze s "ko-katalitkim"
metalnim ionima (klan MF). Geometrijska koordinacimnetalnih iona opisana je kao
nepravilna trigonalno-piramidalfta loni cinka udaljeni su ~ 3,0 A, nilesobno su
povezani molekulom vode te ostacima Glu334 i Asp2lak u koordinaciji Znl (metalni
ion u prvom mjestu) joS sudjeluje i Asp332 (kartomii karboksilna grupa), a Zn2 je
dodatno koordiniran s Lys250 i Asp273. Mjesto uekojse nalazi Znl, omogava brzu
izmjenu s nekim drugim ionom metala (MhCd* i Mg®"). Drugo mjesto, znatno je
veZe ion metala, a zamjena je mégwsamo s CO. Monomeri LAP su raspodeni
(organizirani) u dva sloja trimera, a 6 aktivnih esta locirano je u unutrasnjosti

heksamera.
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Slika 2.9. Kristalna struktura leucil-aminopeptidaze (PDB ID: llam). a) heksamer LAPje
sastavljen od dva sloja trimefreuzeto iz (49)b) monomer LAP. Gornja domena 8l-krajem
prikazana je svijetlo ruZastom bojom, dok je katakita domena prikazana sivom bojou).
aktivno mjesto LAP. loni cinka prikazani su kuglama: Znl Zutom, a Zpdic¢astom bojom.
Ligandi iona cinka prikazani su Stéastim modelima: Asp255 plavom; Asp332 Zutom; Glu334
crvenom; Lys250 i Asp273 ljubastom bojom. Molekula bikarbonata prikazana je rade
Stapta gdje je kisik ozn&n crvenom bojom. Za prikaz strukture koriSten y@BL program
(www.pymol.org™.

Kristalografske studije kompleksa LAHFiganda poput bestatina, amastatina,
leucil-fosfontne kiseline iL-leucinala koji predstavljaju analoge prijelaznotanga,
omoguiile su razumijevanje Kkataktkog mehanizma ove, ali i drugih
aminopeptidaZ8®®? Slika 2.10 prikazuje predloZeni katalki mehanizam LAP.
Pretpostavlja se da je vezanje susptrata u aktijesto dvostepen proces; naime, tijekom
ulaska u aktivho mjesto, supstrat se moze na knakati na Znl, nako¥ega se smjesta u
konaan polozaj u kojem je terminalna amino-grupa sapstvezana na Zn2, a karbonilna

grupa peptidne veze na Znl (slika 2.10a). Ovakvirjestanjem supstrata, molekula vode
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koja povezuje Znl i Zn2 u idealnom je poloZaju z&kleofilni napad na peptidnu vezu.
Oba iona cinka, zajedno s Lys262 sudjeluju u podaiji peptidne veze koja se cijepa.
Bikarbonatni ion koji je vezan na Arg336, ima ulagpte baze poput glutaminske kiseline
ostalih cink-peptidaza (s 1 ili 2 iona cinka), teSivdeprotonaciju molekule vode, koja
zatim vrSi nukleofilni napad. Nastali "gem-dioldtnintermedijer stabiliziran je

elektrostatskim interakcijama s oba iona cinka ¢statkom Lys262 (slika 2.10b). Prijenos
protona na odlaze amidnu skupinu odvija se preko molekule bikarbansto dovodi do

stvaranja produkta (slika 2.10c). Vazno je naportieshas ion metala u prvom mjestu ima
zn&ajnu ulogu u vezanju supstrata i stabilizaciji gldgnog stanja, a supstratna

specifitnost ovisi, izméu ostalog, upravo o vrsti metalnog iona u ovom mfés
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Slika 2.10. PredloZeni katalittki mehanizam leucil-aminopeptidaze (LAP). a) Michaks-ov
kompleks enzima i supstrata; b) stabilizirani tetraedarski intermedijer; ¢) produkt. Preuzeto
iz (82) i prerdeno.
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2.4. Porodica metalopeptidaza M49

Nekoliko porodica metalopeptidaza, zbog nedovoigtazenih ili pak specifnih
karakteristika poput mehanizma djelovanja, strukiunotiva aktivnog mjesta, svrstane su
u klan M=%, Tom klanu pripada i porodica dipeptidil-peptidatie(skraceno: porodica
DPP Ill ili porodica M49).Clanovima ove porodice zajedki je jedinstveni strukturni
motiv aktivnog mjesta "HEXXXH", odgovoran za vepa iona cinka i katalitku
aktivnost, a izrazito nalikuje motivu "HEXXH" kge karakterisitan za peptidaze klana
MA. Prema zadnjim podacima baze MEROPS (rujan 20ifrodica M49 broji 173
metalopeptidaze, uz ljudsku DPP Il uldjye predstavnike iz bakterija, protista, gljiva,

biljaka i zivotinja.

2.4.1. Dipeptidil-peptidaza Il
2.4.1.1. Biokemijske zn&ajke

Dipeptidil-peptidaze spadaju u skupinu egzopepad&oje odcjepljuju dipeptidne
ostatke od amino-kraja peptidnih supstrata. Digldgpeptidaza 11l (DPP Ill; EC 3.4.14.4)
poznata je joS i kao dipeptidil-arilamidaza Ill,pdptidil-aminopeptidaza Ill, te kao
enkefalinaza B i angiotenzinazaéDva peptidaza jedini jlan porodice metalopeptidaza
M49, a po prvi puta je otkrivena u ekstraktu prednjeznja hipofize goveda, kao enzim
koji specificno cijepa sintetski supstrat Arg-Arg-2-naftilamidrg>-2NA)%%. DPP Il je
izolirana i biokemijski okarakterizirana kao citérsioprotein najvéim dijelom iz tkiva
sisavaca i to iz ljudske placefiteeritrocitd'®, dok je tek djelonino praiscena iz
ljudskih leta s kataraktoffi. Nadalje, izolirana je iz vespomenute govde hipofizé® i
le¢e®”, Stakorskog mozdai jetre® svinjskih mi&a®®, te mozga zamordai koze™.
Analizom Stakorskih tkiva, u@na je Siroka rasprostranjenost DPP Ill u nekotikgana:
jetri, bubrezima i nadbubreznoj Zlije2Yidok su Abrami i sur. dokazali DPP Ill u mozgu,
srcu, pldima, jetri, bubrezima i tankom crijevu $takSraMazzocco i sur. izolirali su
dipeptidil-peptidazu Ill kao membranski protein aody, dok je neSto kasnije DPP Ili
vinske musice opisana i kao membranski, i kao cltoproteirn'>??

Biokemijskom karakterizacijom pokazano je da jepegtidil-peptidaza Il
monomerni protein, s prosjeom molekulskom masom oko 80 kDa i pl kod pH ~ 4,5.
Kloniranjem i sekvenciranjem gena za DPP Il iZ«étake jetre, po prvi puta je odiena
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primarna struktura DPP Il proteina 1998 §8d* dok je potpuno sekvencirana kodiragu
DNA (cDNA) za ljudsku DPP Il postala dostupna 20@@dine u bazi podataka NCBI
("The National Center for Biotechnology Informatipn

Fukasawa i sur. atomskom apsorpcijom odredili dio tona cinka (ZA") za
nativnu DPP Il iz ljudske placente i rekombinanBP 11l Stakora, koji je iznosio jedan
ion cinka po molekuli proteiria Odrefivanjem konstante disocijacije cinkdj od 2,5x%
10% mol L? nedvojbeno je dokazano da je dipeptidil-peptiddttametaloprotein.
Nadalje, ope zn&ajke svih opisanih dipeptidil-peptidaza Il jesutmana inhibicija
kelirajucim agensima (reaktivacija apo-enzima ionim&‘ZNi**, CU** te C3™) i aktivacija
ionima CG" °.

Usporedba primarnih struktura Stakorske, ljudskePP Il iz drugih izvorf,
otkrila je karakteristini s&uvani motiv "HELLGH" (ostaci 450-455 u DPP llksavaca)
slican "HEXXH" motivu véine poznatih metalopeptidaza. Studije usmjereneaganteze
koje su Fukasawa i sur. proveli na Stakorskoj DRFpdtvrdili su da ostaci His450 i
His455 sudjeluju u koordinaciji iona cinka, dokza ostatak Glu451 pretpostavljeno da
ima glavnu ulogu u katalitkom mehanizm®. Ovi autori takder su dokazali da je
heksapeptid "HELLGH", a ne "HELGH" motiv neoghn za aktivhost DPP Il
Dokazivanjem ostatka Glu508, koji je smjeSten ngnw od "HELLGH" motiva i udaljen
cak 52 ostatka, kao teg liganda cinka, DPP Il je izdvojena kao zasepoeodica
metalopeptidaza s novim "HEXXXH-52-E" motivom igkbg mjesta. Hirose i sur.
pokazali su da je koordinacija iona cinka DPP lii¢rsa tetraedarskoj geometriji cinka u
termolizinu i karboksipeptidazi A, gdje je ion cakezan s dva histidina, glutaminskom
kiselinom i molekulom vod&,

Izraziti inhibitorni utjecaj na aktivhost DPP ithaju sulfhidrilni reagensi popuysk
HMB-a, DTDP-a i NEM-a, Sto ukazuje na vaznost SHpgr enzima (ili viSe njih) za
kataliticki mehanizam DPP lll. Li i sur. ciljanom mutagenezaamijenili su svih sedam
cisteinskih ostatka Stakorske DPP IIl i pokazali jdaostatak Cys176 odgovoran za
inaktivaciju sulfhidrilnim reagensima, ali i vaZama regulaciju enzimske aktivnoSti
Usporedbom inaktivacije Stakorske i ljudske DPPsulfhidrilnim reagensormp-HMB-om,
uoceno je da je Stakorska DPP Ill znatno osjetljiigagda posjeduje dvije vrste SH-grupa s
obzirom na njihovu reaktivnost, dok je reaktivhdSH-grupa ljudske DPP Il bila
podjednak®. Sravnjivanjem primarnih sekvenci eukariotskin DPIP autori dolaze do
zakljutka da je samo jedan cisteinski ostatak potpurdoveen, i to Cys508, dok je za
Cys176 pokazano da nijecsaan. Nadalje, peptidni supstrati DPP IIl pokasalizngajnu

21



2. Literaturni pregled

zastitu oba enzima od inaktivacije navedenim resger Sto ukazuje da su reaktivne SH-
grupe dio, i/ili u blizini aktivhog, odnosno mjestazanja supstrata. Ispitivanje osjetljivosti
Stakorske i ljudske DPP IIl na neke fizioloSke &wej poput glutationa i #D,, zajedno s
prethodim saznanjima o reaktivnim SH-grupama, inalida bi aktivhost DPP Il mogla
biti regulirana oksido-redukcijskim procesima unit&®.

Vedina istrazivanja do sada bila je usmjerena na dig&peptidaze 11l iz viSih
eukariota, pretezno sisavaca, dok su ispitivanj®@ DIPiz nizih eukariota znatno we.
Chan i sur. prvi su djelorémo praistili i opisali DPP Il iz sluzave plijesrDictyostelium
discoideur’, dok Hunag i sur. detaljnije opisuju njenu supstia specifénost®.
Aktivnost DPP 1ll dokazana je u ekstraktu staniadraglih shizostomaSchistosoma
japonicumi S. mansori®™. Watanabe i sur. jedini su do sada djetomi praistili i
biokemijski okarakterizirali DPP Il iz kvasc®accharomyces cerevista&vagieva DPP
[l hidrolizirala je Arg-2NA supstrat u nesto nizem pH po&w (pH 8,0) nego li ljudska
DPP lll, te je za razliku od DPP Il sisavaca, imahanju speciginu aktivnost prema
naftilamidnim supstratima. Poput ostalih, i DPPKWlasca pokazala je visoku osjetljivost
na EDTA i 1,10-fenantrolin, te tiolne reagemselMB i DTDP.

2.4.1.2. Supstratna speci#nost

Siroka tkivna rasprostranjenost kod sisavaoayitro hidroliza oligopeptidnih
supstrata, te prisutstvo u citosolu, ukazuju da OFPFAmMa opiu ulogu u zavrsnim
stupnjevima katabolizma st&nih proteina. lako su precizne fizioloSke ulogeeghifdil-
peptidaze 1l joS uvijek nepoznate, istraZivanja makazala da bi ovaj enzim mogao
sudjelovati u odgradnji bioloski aktivnih peptidavivo, pogotovo neuropeptida, a time i
regulaciji staninih procesa. NajvisSa aktivnost DPP Il prema njersantetskom supstratu
Arg,-2NA postize se pri blago luznatim uvjetima (pH-8,0) no to ujedno ovisi i 0 izvoru
DPP 11, dok pri fiziolodkim uvjetima (pH 7,4) zatava 46-60 % aktivnostiShimamori i
sur. pokazali su da je za DPP lll iz ljudske pldeeoptimalni pH za razgradnju Leu-
enkefalina u neutralnom pH podju (~ 7,5)%.

Istrazivanja Stakorske DPP Il izolirane iz mozpgakazala su visoki afinitet DPP
Il prema enkefalinima i angiotenzinima, koje je BRI hidrolizirala in vitro®, dok je
eritrocitna DPP 1l pokazala visoki afinitet za piep renin-angiotenzin sustava,
angiotenzin Il (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe)ngiotenzin 1l (Arg-Val-Tyr-lle-His-
Pro-Phe), kao i Leu-enkefalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Léwa isti enzim, na osnovi ispitivanja

veceqg broja peptida, navodi se Siroka supstratna Bpeast, te hidrofobne aminokiseline
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kao preferirani ostatak u poziciji;'P Ispitivanje DPP 1l iz mozga zamorca uz razne
peptide, potvrdilo je afinitet i hidrolitku aktivnost enzima prema peptidima od najmanje
cetiri 1 najviSe osam aminokiselinskih ostataka, ggvetim afinitetom za enkefaline i
angiotenzin®. Nadalje, za DPP Ill izoliranu iz mozga koze pak@z je da hidrolizira
angiotenzin Il i Ill, Leu-enkefalin, ali i adenokikotropni hormon (ACTH)®®. Jedan od
zakljuaka provedenih studija je i taj da DPP Il ne hidica one peptide koji na;H Py’
pozicijama imaju ostatak prolina. No, novijavitro istrazivanja BarSun i sur. otkrivaju da
eritrocitna DPP 1l ima izrazito visoki afinitet zgpioidne peptide endomorfine, hemorfine
i egzorfine, a detektiranjem produkata hidrolizetanovljeno je da DPP llI hidrolizira
endomorfin-1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-N#i pritom oslobdajui dipeptid Tyr-Pr8. Time je po
prvi puta dokazano da ljudska DPP Il cijepa i e supstrate koji u.Fpoziciji imaju
ostatak prolina. Visoki nivo DPP Il u mozgu $ta&8r kao i znatna prisutnost u
povrsinskim slojevima neurona (enguperficial laminag kicmene mozdine Stakora
ukazuju na potencijalnu ulogu ove metalopeptidareetabolizmu neuropeptida, odnosno
u mehanizmu regulacije bdlf. U prilog tome idu i rezultaiin vitro istraZivanja DPP IlI
zohara i vinske musSice, kojima je dokazano da osazim sudjeluje u odgradniji
miotropnog neuropeptida proktolina (Arg-Tyr-Leu-Prbr)*.

Potencijalna uloga DPP Il opisana je i u patolosktanjima. Tako je navedena
moguta uloga DPP 1l u razgradnji proteinacde tijekom nastajanja ¢cae mrene
(kataraktogenez&¥. Ispitivanja na malignim tkivima endometrija i ija Simage i sur.
navode ljudsku DPP Il kao mogbiomarker malignitet2®°’

Moderni pristupi istraZivanju poput analize utjecakspresije velikog broja gena
(eng.genome-wide scregndovela su do novih saznanja o méigu ulogama dipeptidil-
peptidaze Ill. Prekomjerna ekspresija DPP 1l gengudskim stanicama neuroblastoma
aktivirala je regulatorni pofavacki antioksidacijski element (en@ntioxidantresponse
element ARE), putem transkripcijskog faktora NRF&2me je aktiviran endogeni sustav

stannog mehanizma obrane protiv oksidativnog stfésa
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije i oprema

Standardne kemikalije koriStene u izradi ovog rada agaroza i agaroza niske
tocke taljenja (engl.low-melting point agaroge (Invitrogen Carlsbad, CA, SAD);
akrilamid/bis-akrilamid (29:1), glicin is-merkaptoetanol (2-ME) GE Healthcare
Amersham Biosciences AB Uppsala, Svedska); ampicilin, izoprogibp-1-
tiogalaktopiranozid (IPTG) i kloramfenikolFérmentas St. Leon-Rot, Njem&ka); 1,4-
ditiotreitol (DTT), 3,4-dikloroizokumarin (DCI), 5;-ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina)
(DTNB), etidijev bromid,N-etilmaleimid (NEM), glicerol, imidazol, jodoacetamn(lAA),
litjev acetat dihidrat (LiOAc), natrijev dodecildat (SDS), fenilmetansulfonil fluorid
(PMSF), polietilenglikol 3350 (PEG 3350), srebratrat (AgNGs), trikloroctena kiselina
(TCA), Tris-baza, Tween 80S{gma-Aldrich St. Louis, MO, SAD); amonijev persulfat
(APS), 4,4'-ditiodipiridin (DTDP), 1,10-fenantrolineducirani glutation (GSH), oksidirani
glutation (GSSG), para-hidroksi-merkuribenzoat p(HMB), Snaftilamin (-NA),
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED(Serva Heidelberg, Njem&a); dinatrijeva sol
etilendiaminotetraoctene kiseline (EDTA-Nadimetilsulfoksid (DMSO), etanol, kalijev
bikromat (KCr,0O;), natrijev karbonat (N&OsxH,0), natrijeva luzina, klorovodna,
fosfatna i octena kiselina, vodikov peroksid,@d), kobalt klorid (CoC), cink klorid
(ZnCl), natrij klorid, i druge koriStene kemikalije biku cistoce p.a. Kemika, Zagreb,
Hrvatska).

Supstrati: dipeptidil-2-naftilamidi (dipeptidil-2NA): Arg-Arg2NA, Ala-Ala-2NA,
Ala-Phe-2NA, Gly-Phe-2NA, His-Ser-2NA; peptidi: GGly-Phe-Leu, Tyr-Gly-Gly-Phe,
Tyr-Pro-Phe-Phe-NH (endomorfin-2), Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu (Leu-enkefglinTyr-Gly-
Gly-Phe-Met  (Met-enkefalin), Val-Val-Tyr-Pro-Trp-T&In  (valorfin) Bachem
BubendorfSvicarska); Azocoll$igma-Aldrich.

Inhibitori: hidroksamske kiseline sintetizirala je dr. sc. jdaMakarevé iz
Laboratorija za supramolekularnu i nukleozidnu kamnstituta Rder BoSkovt. L-Tyr-
L-Phe-NHOH+CRECOOH sintetiziran je prema modificiranoj metodi dsri sur'®®, a L-
Tyr-Gly-NHOH+CR,COOH prema modificiranoj metodi Odake i Stit.
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Proteinski i DNA standardi: standardi proteina za odireanje molekularne mase
i izoelektréne tatke (GE Healthcarg; biljezi molekularne mase za odieanje veltine
odsje&aka DNA u agaroznom gelu (100 bp DNA Laddé®@rfnentas

Boje: Coomassie Brilliant Blue G-25@E Healthcarg Coomassie Brilliant Blue
R-250 Gervg; Fast Blue BN sol (FBB) Sigma-Aldrich; 6x DNA Loading Dye
(Fermenta}

Sastojci hranjivih podloga: agar Difco Laboratories Detroit, MI, SAD); bakto
tripton, pepton i ekstrakt kvascB Becton Dickinson and Cg Sparks, MD, SAD); izvor
dusSika iz kvasca (bez aminokiselina) (eMgast nitrogen bayeaminokiseline, galaktoza i
D-glukoza Sigma-Aldrich.

Enzimi, proteini i DNA: lizozim iz bjelanjka jajeta (48 800 j rigproteina) i
DNAaza | (deoksiribonukleaza | iz gaie gusterse tip IV, 2150 Kunitz-ovih j mg
proteina) Sigma-Aldrich; Phusion High-Fidelit}! DNA polimeraza (2 j pt) s
komponentamaHinnzymes Espoo, Finska); T4 DNA ligaza s puferofRe(mentay
GoTaqg® DNA polimeraza (2,5 j 1) s puferom Promega Madison, WI, SAD); albumin
iz goveieg seruma (BSA)Servg; jednolagana DNA iz sperme lososagDNA) (Sigma-
Aldrich).

Restrikcijske endonukleaze s puferima: Ndd, Xhd, Hindlll, BamH
(Invitrogen).

TrziSni kompleti: za laganu reakciju polimerazom (PCRPhusion High-
Fidelity™ DNA Polymerase(Finnzymes i GoTaqg® DNA Polymeras¢Promegd; za
izolaciju DNA iz otopine i gelaNucleoSpin Extract jlza izolaciju plazimidaNucleoBond
plasmid purification Midi (Macherey-Nagel Diren, Njem&ka) i GenElute Plasmid
Miniprep Kit (Sigma-Aldrich; za usmjerenu mutagenezQuickChange® Il XL Site-
Directed Mutagenesis K(Stratagenel.aJolla, CA, SAD).

Kolone i punila za kromatografiju: Ni-NTA agaroza Qiagen Hilden,
Njemaka); Sephacryl S-200 Superfine, Sephadex G-25 (@D{GE Healthcarg
anionski izmjenjiva Mono Q HR 5/5 Pharmacia Upssala, Svedska).

Oprema za ugusivanje i filtriranje: centrifugalni sistemi za koncentriranje:
CentriPrep YM-10 Amicon, Millipore Corporation Bedford, MA, SAD) i Vivaspin
(Sartorius Stedim BioteglGoettingen, Njemika) s granicom prolaza Mr ~ 10 000 Da;
nitrocelulozne membrane za filtriranje Wahie pora 0,45um (Schleicher & Schuell
Dassel, Njeméa i Whatman Maidstone, Engleska); filter papir (stupnja fieoF1)

(Pharmacig; sterilni nastavci za filtriranje velne pora 0,4%m (Millipore Corporation).
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3.1.2. Sojevi bakterijeEscherichia coli

TOP10 (F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139A(ara-leu)7697galU galK rpsL (Sff) endAl nupG). Bakterijski soj TOP10
(Invitroger) omoguuje visoki stupanj transformacije stanica, kacab8ho umnozavanje
velikog broja kopija plazmida.

BL21-CodonPlusDE3)RIL (F, ompT, hsdSg mg), dcm’, Tef, gal A(DE3),
endA, Hte [argU ileY leuw Cal}). Bakterijski soj BL21-Codon PIUBE3)RIL
(Stratagengomogutava ekspresiju gena koji kodiraju molekule tRNAripetke kodone za
arginin AGA i AGG, kodon AUA za izoleucin i kodonU& za leucin, te je prikladan za
ekspresiju gena eukariotskih proteina.

XL10-Gold (Teft, A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44, thi-
1, recAl, gyrA96, relAl, lac Hte [F' proAB I42AM15Tn10 (Tef) Amy Canf])
(Stratageng

3.1.3. Sojevi kvasc&accharomyces cerevisiae

Y00000 BY4741MATa; his34l; leu240; metl0; ura340), koriSten u ovom
radu nabavljen je od Euroscarf arhive (englJROpean SaccharomycesCerevisiae
ARchive forFunctional analysig™.

3.1.4. Plazmidna DNA (vektori)

pET-21a(+)plazmidni vektor Novagen Darmstadt, Njem#ka); glavne znéajke
ovog ekspresijskog vektora su jaki T7 promotor, t€#minator,lac-represor, geneiki
biljeg za otpornost na antibiotik ampicilin, te tedtidni slijed koji kodira za Sest histidina
naC-kraju proteina (endHis Tag;Hisg) (slika 3.1).

pYESZInvitrogen nefuzijski je plazmidni vektor pogodan za ekspuegena za
rekombinantne proteine u kvas8&u cerevisiaeNeke od osnovnih zgajki ovog vektora
jesuGALL promotor koji pod utjecajem galaktoze omémya indukciju ekspresije gena,
dok glukoza djeluje represivno. Geritibiljeg za rezistenciju na ampicilin omaogava
umnozavanje vektora pYES2 u bakterijskim stanicamalk URA3 genetéki biljeg

omoguiava selekciju transformiranih kvasaca genotipaEB840 (slika 3.2).
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SET- Eagl Aval .
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Meth loSerMet

ArGlyGlyGInGInMetGlyArgGlySerGluPheGluleudrghrgGind laCysGlyArgThrirgdlcProProProProProleu

_ pET-21b
pET-21d
Neol
.. TACCATGGCTAGC. .. pET-21c.d . GGTCGGATCCGAA
Metdlober. . .. Glyhrg Argl
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GATCCGGLTGC TAAC AAAGCCCGAMAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGL CACCGLTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGECCTCTAAACGGETCTTGAGGGET
-

Bpu102 |

TT7 terminator

Slika 3.1. Mapa ekspresijskog vektora pET-21a.
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Slika 3.2. Mapa ekspresijskog vektora pYES2.
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3.2. Metode rada s mikroorganizmima

3.2.1. Uzgoj bakterijskih kultura
Hranjive podloge

Tekuwa hranjiva podloga LB (Luria-Bertani) sadrZi bakigion (10 g '), ekstrakt
kvasca (5 g ) i NaCl (5 g ). Za pripremanije krute hranjive podloge LB potrele
dodati jos i 15 g *agara. Za pripremu podloga koristi se destilirandav

Priraienu hranjivu podlogu potrebno je sterilizirati ddé&viranjem 20 minuta pri
120 °C i 1,5 atm. Podloge za selekciju bakterijgelsadrze plazmidnu DNA s geriiim
billegom za otpornost na antibiotike poput ampiali(LB/Amp), pripremaju se na opisan
nain, a nakon autoklaviranja u oldlenu podlogu dodaje se antibiotik ampicilin u
konatnoj koncentraciji 100 pg mbt Otopina antibiotika prethodno se sterilizira
filtriranjem kroz filtar veltine pora 0,23um (Millipore). Sterilizirana otopina antibiotika

éuva se na -20 °C.
Uzgoj

Uzgoj bakterijskih kultura na krutoj hranjivoj godi u Petrijevoj zdjelici izvodi se
nacjepljivanjem bakterija iz smrznute ili tedaukulture razmazivanjem sterilnim staklenim
Staptem, nakortega slijedi inkubacija preko thiona 37 °C u termostatu.

Uzgoj u tekdoj hranjivoj podlozi izvodi se nacjepljivanjem pdjeatne kolonije s
krute podloge ili iz tekée bakterijske kulture. Inkubacija se provodi na 7 na
rotacijskoj platformi-tresilici, uz mijeSanje prb@ okretaja po minuti, ili na 22 °C pri 160

okretaja po minuti, ovisno o svrsi uzgoja.

3.2.2. Transformacija bakterija plazmidnom DNA

Transformacija je postupak unoSenja strane DNAzfpidna DNA) u bakterijsku
stanicu. Unos DNA u stanicu provodi se na dvéimea metodom temperaturnog Soka ili

elektrotransformacijom.
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Postupak transformacije temperaturnim Sokom

Alikvotu od 40 do 100uL odmrznute suspenzije prethodno pierih kemijski
kompetentnih stanick. coli, soj TOP10 {uvanih na -80 °C) dodano je|2 plazmidne
DNA ili 10 pL ligacijske smjese, nakotega je uslijedila inkubacija suspenzije stanica i
DNA, 30 minuta na ledu. Nakon inkubacije, baktémyjs stanice podvrgnute su
temperaturnom Soku na 42 °C u trajanju od 2 mirtetgg neposredno nakon toga dodano
0,9 ml tekde LB podloge. Transformirana bakterijska kulturkulirana je 30 minuta na
37 °C uz mijeSanje, nakatega se 10QL kulture nacijepilo na krutu LB/Amp podlogu, a

uzgoj provodilo u standardnim uvjetima kako je apis.
Postupak elektrotransformacije

Ova metoda koriStena je za transformaciju pretbodmprireienih
elektrokompetentnilstanicak. coli, soj BL21-CodonPIudDEJ3)RIL (¢uvanih na -80 °C).
Suspenziji stanica odmrznutih na ledu, volumenal40dodano je JuL plazmidne DNA,
te je prireglena smjesa pazljivo prenesena u prethodnadehlakivetu za elektroporaciju
(Gene Pulser Cuvetteza E. col) s razmakom elektroda od 0,2 cm. Postupak
elektroporacije vrSi se na apart@ene Pulser Xcel(Bio-Rad Hercules, CA, SAD) pri
naponu od 2500 V u trajanju do 5 ms. Neposrednmmaikektroporacije u kivetu je
dodano 0,9 ml tekie LB podloge, te je cijeli sadrzaj kivete préba u sterilnu epruvetu i
inkubiran 1 sat na 37 °C uz mijeSanje. Kao i kodtippdnog postupka 1Q0L kulture

nacijepilo se na LB/Amp krutu podlogu i uzgoj proio kako je opisano.

3.2.3. Uzgoj kvagevih kultura
Hranjive podloge

Bogata hranjiva podloga (YPD) sadrzi ekstrakt kaad 0 g '), pepton (20 g L) i
glukozu (20 g [). Hranjiva podloga (bez glukoze) sterilizira setoklaviranjem 20
minuta na 120 °C, nako¥ega se dodaje glukoza prethodno steriliziranaréltjem kroz
filtar velicine pora 0,22um, ili autoklaviranjem.

Minimalna hranjiva podloga (engsynthetic dropoutSD) sadrzi izvor duSika iz
kvasca bez aminokiselina (6,7 &)L(engl.yeast nitrogen ba3eglukozu (SD-glukoza) ili
galaktozu (SD-galaktoza) (20 gL Za krutu YPD i SD podlogu potrebno je dodatic20
L™ agara. Glukoza i galaktoza posebno se sterilizifdjriranjem ili autoklaviranjem.
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Minimalna hranjiva podloga pored navedenih sastojaidrzi i aminokiseline: arginin,
cistein, leucin, lizin, treonin i triptofan (0,1 §7); asparaginsku kiselinu, histidin,
izoleucin, metionin, fenilalanin, prolin, serintdkin i valin (0,05 g [*) i nukleinsku bazu
adenin (0,1 g ). Kod pripreme selektivne hranjive podloge za yig@sca koji sadrzi

plazmid pYES?2 izostavlja se dodatak nukleinske haaeila.
Uzgoj

Nacjepljivanje kva&evih kultura izvodi se siho kao kod bakterijskih kultura, a
osnovna razlika je u uvjetima uzgoja. Kulture kwadslo na YPD ili SD podlogama,
uzgajaju se na 28 °C do 30 °C, uz intezivho mijgSan 300 (véi volumen kulture) ili
350 (volumen kulture< 10 mL) okretaja po minuti. Vrijeme uzgoja, oOvisimo vrsti

hranjivog medija, je 24 do 96 sati.

3.2.4. Tranformacija kvasca poméu litijevog acetata

Unos DNA u kva&evu stanicu odnosno transformacija kvasca, proveden
pomau litjevog acetata metodom Gietz-a i $tft. Sve koristene otopine prethodno su
sterilizirane. Pojedinaa kolonija s krute YPD podloge, nacjepljenja j&@mL tekude
YPD podloge te je inkubirana prekodanama 30 °C u tresilici. Guséa kulture (stanica)
odraiena je spektrofotometrijski pri 600 nm, te su gsa@banciji od 0,7 stanice sabrane
centrifugiranjem 10 min na 4 °C i pri brzini od 408 g, potom isprane s 25 ml destilirane
sterilne (ds) vode, te ponovno centrifugirane. Stantalog resuspendiran je u 1 mL
otopine LIOAc (100 mmol 1), potom centrifugiran 15 s pri maksimalnoj brz{stolna
centrifuga Eppendorf AG,Hamburg, Njeméka), te ponovno resuspendiran u 0,4 mL
LiOAc (100 mmol ') snaZnim mijeSanjem, a suspenzija podijeljenadkvate od 50pL
koji su stavljeni na led. U suspenzije stanicamagé dodano: 24QL PEG 3350 ¢ = 0,5),

36 L otopine LIOAc (1 mol [Y), 25 pL otopine ssDNA (10 mg mL*) (prethodno
prokuhane 5 min, zatim naglo otitme) te ug plazmidne DNA. Ovako pridene smjese
shazno su mijeSane 1 min na vrtloznoj mjeSalicgugotom inkubirane 30 min na 30 °C
uz lagano mijeSanje. Nakon inkubacije, transforjglei smjese podvrgnute su
temperaturnom Soku na 42 °C u trajanju od 20 natinzsabrane centrifugiranjem 15 s na
6000 x g. Supernatant je uklonjen pipetom, a zaostatigtaksuspendiran u 1Q@L ds

vode, a suspenzija transformiranih stanica nagepljna selektivhu krutu podlogu i
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uzgajana kako je opisano. Uzgojem na SD-Ura podglghikozom ili galaktozom, rasie

samo oni kvasci koji su uspjesno transformiranzpimom pYES2.

3.3. Metode rada s DNA

3.3.1. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

Molekule DNA razdvajane su i analizirane metodelektroforeze u agaroznom
gelu ¢ = 0,01). Gelovi se pripremaju otapanjem (u mikroeglmetnici) 1 g agaroze u 100
mL pufera & TAE sastava: 40 mmol L Tris-acetat pH 8,5, 1 mmolLEDTA, 0,5 mg
etidijevog bromida. Uzorcima koji se nanose na ovakpremljeni gel, prethodno se doda
1/6 volumena boje ¢6 DNA Loading Dye) kako bi se pratio tijek elektrodae. Za
usporedbu i oddvanje veltine odsjgéaka DNA koristi se smjesa DNA standarda siak
100-3000 parova baza (100 bp DNA Ladder). Elekterfa se izvodi na udaju za
horizontalnu elektroforez&ub-Cell GT Cel(Bio-Rad,Hercules, CA, USA), u 06 TAE
puferu pri 120 V u trajanju do 30 minuta, nakiega se odsfei DNA vizualiziraju pod
UV svjetlom pomdéu uretaja za snimanje gelovemage Master

U svrhu izolacije i préiS¢cavanja DNA odsjéaka i plazmidne DNA iz agaroznog
gela, provodi se preparativna elektroforeza. Zgrpmu gelova o = 0,01) koristi se
agaroza nize tike taljenja (~ 65C), dok se elektroforeza provodi pri nizem napodi66
V, Sto osigurava bolje razdvajanje, kao i boljin@ms i oporavak DNA nakon pfidcavanja
iz gela. lIzolacija i préis¢cavanje Zeljenih odsjeka i plazmidne DNA, provodi se
izrezivanjem trake DNA iz agaroznog gela, iz kaezatim izolira DNA poméu kompleta
za pr@is¢avanje prema uputama proidasa (NucleoSpin Extract )I Prais¢eni odsjéci
DNA i plazmidna DNA pohranjeni su u destiliranagsinoj vodi na -20°C.

Provjera velline i koncentracije izoliranih produkata digestijprovodi se
elektroforezom u agaroznom gelu< 0,01) poméu DNA standarda. Koncentracija DNA
produkata odrduje se mjerenjem apsorbancije pri 260 nm na spiektnmetruUV/Visible
SpectrophotometdGE Healthcarg.
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3.3.2. Kloniranje gena za kva&vu DPP lll u plazmidne vektore pET-21a i
pYES2

3.3.2.1. Umnazanje gena za DPP lll ponéol lan¢ane reakcije polimerazom (PCR)

Kromosomska DNA izolirana iz kvas& cerevisiasoja BY4741' koristena je
kao kalup za latanu reakciju polimerazom (endPolymerase Chain ReactiofCR),
kojom se umnozio geMOL057W velicine 2136 pb (parova baza), koji kodira za DPP III.
UmnozZeni gen za DPP Il ukloniran je u plazmidné&toee pET-21a i pYES2 s ciljem
postizanja prekomjerne ekspresije proteina u bgdker, odnosno stanici kvasca.
Konstrukcijom p@éetnica komplementarnih s 5' odnosno 3' krajem gen®PP I, koje
sadrzavaju slijed za cijepanje restrikcijskim enmi@ Ndd i Hindlll, odnosno Xhd i
BamH i stop kodona na tmo odreienim mjestima, omodena je ekspresija proteina sa i
bez dodatnog privjeska od 6 histidinskih ostataagl. hexa histidine tagHiss) na C-
kraju proteina. P&etnica DPP IlIHindlll za umnazanje gena kaje se uklonirati u vektor
PYES2, sadrzi neposredno ispred start kodona Kseakencu (ACC), kojage osigurati
pravilan pa@etak procesa translacifé dok pa@etnica DPP lllBamH sadrZi dodatne
kodone za Hig(tablica 3.1). Sve p®tnice koriStene u ovom radu servisno su sintetiar
(MWG Biotech AGEbersberg, Njent&a ili Invitrogen, Velika Britanija). Pd@etnice su

otopljene u sterilnoj destiliranoj vodi, te pohramg na -20 °C.

Tablica 3.1. Pd&etnice za umnaZanje gena za DPP L.

Strelicom su nazrii@na mjesta cijepanja restrikcijskim enzimima. Stodon ozn#&en je crvenim,
start kodon zelenim, Kozak slijed plavim, dok jaior podebljanim slovima ozgan nukleotidni
slijed koji kodira za Higprivjesak.

Pocetnica Nukleotidni slijed pocetnice

DPP llI-Ndd 5-GGAATTCCA'T AGCCACTTTTTCGCCGATCATG-3'

DPP llI-Xhad 5-CCGC TCGAGCGGTAATTCTCTATCAAGGAAAGATTGGAGCATAC-3'

DPP IllI-Hindlll  5-CCCA'AGCTTGGCGACC AGCCACTTTTTCGCCGATCATG-3'

5-CGG' GATCCCGICAATGATGATGATGATGATG TAATTCTCTATCAAGG

DPPIl-BamH )\ ) A GATTGGAGCATAC-3
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Umnazanje gena za DPP Il Emom reakcijom polimeraze provedeno je koéiste
Phusion High-Fidelity (PhuHF) DNA Polymeras®mplet za PCR. Reakcijska smjesa
prikazana je u tablici 3.2. U slaju umnazanja gena za DPP lll, kég se uklonirati u
plazmid pYES2, reakcijska smjesa je istog sastavaatetnice DPP IlIHindlll i DPP llI-
BamH.

Tablica 3.2. Sastav reakcijske smjese za umnazaripiNA za DPP Il
lanéanom reakcijom polimeraze.

Otopine (oncantiacia Volumen (D)
Destilirana sterilna k0 - 29,5
PCR pufer bx 10
dNTP 2 mmol L* 5
Paetnica DPP IlINdd 10pumol L* 2
Pacetnica DPP IlIXhd 10pmol L* 2
Kromosomska DNA kvasca 20 nguL™ 1
PhuHF DNA polimeraza 2jpuLt 0,5

2 50

Reakcija je provedena na degu PCR Applied BiosystenfApplied Biosystems Inc
Carlsbad, CA, USA), koji je programiran na¢mada kontrolirano mijenja temperaturu
kroz cikluse kako je navedeno u tablici 3.3. Prddelakcije umnazanja gena provjeren je

elektroforezom u agaroznom gelu, te izoliran n& wpisan n&n (poglavlje 3.3.1).

Tablica 3.3. Uvjeti lanane reakcije polimerazom za umnazanje DNA za DPPII

Stupanj reakcije Broj ciklusa Temperatura  Vrijeme
Poatetna denaturacija kalupa 1 98°C 30s
Denaturacija kalupa 98°C 10s
Sparivanje p&etnica i kalupa 30 60°C 25s
Produljivanje lanca DNA 72°C 60 s*
Zavrsno produljivanje lanca DNA 1 72°C 7 min

* 30 s po kb odsjgka DNA
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3.3.2.2. Razgradnja DNA restrikcijskim endonukleazena

Praiis¢eni produkti PCR (odsjei DNA koji nose gen za DPP lll) i plazmidni
vektori pET-21a i pYES2 obdani su restrikcijskim enzimima. Ove endonukleaze
prepoznaju specifne nukleotidne slijedove dvol&ane DNA molekule, koju zatim

cijepaju na mjestima kako je navedeno:

Ndel Xhol Hindlll BamHI

v v
5'—6ATATG—3' 5 -CTCGAG-3 5-AAGCTT-3 5-GGATCC-3
3'—GTATAAC-5' 3-GAGCTC-% 3'—TTCG,ﬁ\A-5' 3-CCTAGG-%

Razgradnja odsf@aka DNA enzimimaNdd i Xhd provedena je u reakcijskoj smjesi
ukupnog volumena 20 pL sastava: 10 pLé@@nog produkta PCR koncentracije 115 ng
uL™, 2 pL 10« pufera za razgradnju (0,5 mot*Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mol & NaCl, 100
mmol L' MgCl,), 1 pL enzimaNdd (10 j uL%), 1 uL enzimaxhd (10 j pLY), 2 pL
albumina iz govéeg seruma (BSA) koncentracije 1 mg L4 pL sterilne destilirane
vode. Prirdena reakcijska smjesa inkubirana je preké na 37 °C.

Razgradnja plazmidnog vektora pET-2l1a restrikoijslenzimimaNdd i Xha
provedena je na isti tig, u reakcijskoj smjesi koja je sadrzavala 14 [dzmidne DNA
koncentracije 77 ng |il, bez dodatka vode.

Reakcijska smjesa u kojoj su odsje DNA podvrgnuti razgradnji enzimima
Hindlll i BamH sadrzavala je: 16 uL pE@cenog produkta PCR koncentracije 100 ng
uL™, 2 pL 10¢ pufera za razgradnju (0,5 mot*LTris-HCI pH 8,0, 1 mol ! NaCl, 100
mmol L* MgCl,), 1 puL enzimaHindill (10 j pL™Y), 1 uL enzimaBamH (10 j pL%) i 2 pL
BSA (1 mg mLY). Pripremljena reakcijska smjesa ukupnog volunZhal inkubirana je
preko nai na 37 °C.

Razgradnja plazmidnog vektora pYES2 restrikcijskinzimimaHindill i BamH
provedena je na isti i@, u reakcijskoj smjesi koja je sadrzavala 3 pazphidne DNA
koncentracije 300 ng Pt Do kon&nog volumena dodano je 11 pL sterilne destilirane
vode.

Produkti digestije odsaka DNA i plazmidnih vektora analizirani su i pi&geni
metodom preparativne elektroforeze, kao Sto jehpd#to opisano. Valina izoliranih
produkata digestije DNA provjerena je elektrofonezo agaroznom gely € 0,01), dok je

njihova koncentracija oddena spektrofotometrijski.
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3.3.2.3. Spajanje (ligacija) odsjgaka DNA i plazmidnih vektora

T, DNA ligaza meéusobno spaja ljepljive krajeve od&ka DNA i plazmidne
DNA koji su nastali djelovanjem restrikcijskih emdtkleaza. Reakcija ugradnje DNA za
DPP Il u restrikcijsko mjestoXhd/Ndd plazmida pET-21a ili u restrikcijsko mjesto
Hindlll/ BamH plazmida pYES2 provedena je u reakcijskoj smjesieienoj mijeSanjem
2 UL pufera za reakciju ligacije i 1 pL otoping DNA ligaze. Do kon&nog volumena
reakcijske smjese od 20 pL dodano je: 4 pL otoplaemida pET-21a (25 ng (1), 5 pL
otopine DNA (30 ng pl) i 8 pL vode. Za ligaciju plazmida pYES2 i oddja DNA
dodano je 1 pL otopine plazmida pYES2 (90 ng'u [l pL otopine DNA (30 ng it) i 15
uL vode. Prirdena reakcijska smjesa za plazmid pET-21a inkubijaria sat na 22 °C,

dok je za plazmid pYESZ2 inkubirana prekcinea 16 °C.
3.3.2.4. Transformacija bakterijskih stanica i PCRna bakterijskim kolonijama

Transformacija stanic&. coli, soj TOP10 ligacijskom smjesom provodi se
metodom transformacije temperaturnim Sokom kakopgeano (poglavlje 3.2.2). Nakon
Sto su bakterijske kulture uzgojene na krutoj LBfApodlozi, metodom lamane reakcije
polimerazom na bakterijskim kolonijama ustanagtse koje su kolonije transformirane
rekombinantnim plazmidom, odnosno koje kolonijejedsju plazmide pET-21a i pYES2
sa ukloniranom DNA za DPP lll-HjsSterilnim nastavkom dotakne se Zeljena kolonija,
potom resuspendira u 20 pL sterilne destiliraneev@&@YVaka suspenzija kulture nacjepljena
je zatim na krutu LB/Amp podlogu i inkubirana nekol sati, kako bi kolonije narasle.
Preostale suspenzije stanica inkubirane su 10 mi85n°C u termobloku, nakaiega su
kratko centrifugirane i potom stavljene na led. igaka smjesa sadrzavala je: 2 pk 5
Green GoTacufera, 2 pL dNTP (2 mmol}), 2 pL p@etnice komplementarne 5' kraju
(10 pmol LY, 2 pL paetnice komplementarne 3' kraju (16nol L) (odgovarajde
pocetnice za plazmid pET-21a i pYESZ2; vidi tablicu)3.2,8 pL destilirane sterilne vode,
2 pL pojedingne resuspendirane bakterijske kolonije kao kalepndposljetku 0,2 pL
GoTaq DNApolimeraze. Kao pozitivha kontrola piena je smjesa u koju je dodan 1 pL
procis¢cene umnozene DNA za DPP Il (produkt PCR) kao kaldgk je u negativnu
kontrolu umjesto kalupa dodano 2 pL destiliraneevddvjeti PCR postavljeni su ide&tio
kao u sldaju v& opisanog umnazanja DNA za DPP Il (tablica 3.3pdRkti reakcije

analizirani su elektroforezom u agaroznom geka Q,01).
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3.3.2.5. Umnazanje i izolacija rekombinantne plaznine DNA

Bakterijske kolonije za koje se prethodno opisamogtodom pokazalo da sadrze
rekombinantne plazmide od interesa pET-21a(DPP#)Hii pYES2(DPPIIIHig),
nacijeplijene su u 30 mL teke LB/Amp podloge i uzgajane pri standardnim uvjetim
Postupak izolacije plazmida iz prek@ndh bakterijskin kultura provodi se upotrebom
trziSnog kompleta za izolaciju DNAucleoBond plasmid purification Midi GenElute
Plasmid Miniprep Kitprema uputama proizdeta. Postupak izolacije temelji se na
modificiranoj alkalnoj lizi bakterijskih stanica pwéu pufera s jakim anionskim
detergentom, nakofiega se plazmidna DNA veze na siliciisku membranprisustvu
visoke koncentracije soli. Nakon ispiranja membragslazmidna DNA eluira se s 50 do
100 pL sterilne destilirane J@. UspjeSnost izolacije plazmidne DNA analizira se
elektroforezom u agaroznom gelu.

Rekombinantni plazmid pET-21a(DPPIIl) kég se upotrijebiti za ekspresiju DPP
Il bez Hiss privjeska, pripravila je Haidemarie Ehammer (TechhUniversity, Graz,
Austrija).

Kako bi se potvrdilo da je DNA ugtana u plazmidni vektor u ispravnom okviru
¢itanja, proveden je postupak sekvencioniranjgI\WG Biotech AGservisu (Ebersberg,
Njemaika) ili servisu za sekvencioniranje Institutad®uBoskove (Zagreb, Hrvatska). Za
sekvencioniranje u MWG servisu pieno je 1,5 pg liofiliziranog rekombinantnog pET-
21a(DPPIlIHig) ili pYES2(DPPIIIHis) plazmida koji su otoplieni i pomijeSani s
odgovarajdim komercijalnim pdetnicama (napravljeno u servisu): T7 48" i T7
(3'-5") za plazmid pET-21a; te GAL1 (63) i CYC1 (3-5") za plazmid pYES2. Za
sekvencioniranje u servisu Instituta pdieee smjese ukupnog volumena 13 uL sadrzavale
su: 0,5-1 pg rekombinantnog plazmida i 8 pmol kanjenih ili servisno sintetiziranih
unutarnjih pdetnica za DNA za DPP lllifvitrogeng. Unutarnje podetnice za DPP Il
imaju slijedéi nukleotidni slijed: DPPIII 869: 5-CATCAACCACTTTBCACTGG-3';
DPPIlII  890: 5'CCAGTGACAAAGTGGT TGATG-3; DPPII 129 5-
GCATCCGCCAAGTTTTATATCG-3 DPPIII 1314 5'-
CGATATAAAACTTGGCGGATGC-3.
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3.3.3. Usmjerena mutageneza kloniranog gena za DPIP

Uvodenje t@kaste mutacije u DNA za DPP lll provedeno je metodssmijerene
mutagenezén vitro, koristeti komplet QuickChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit
(slika 3.3). Ova metoda temelji se na damoj reakciji polimerazom, prtemu je
upotrijebljena termostabilna DNA polimeraza visokéocnosti replikacije te
komplementarne petnice koje sadrze Zeljenu mutaciju. Kao kalup &RForisten je

prociséeni plazmidni vektor s ukloniranom DNA za DPP llissi pET-21a(DPPIIIHisg).

1. Denaturacija plazmidne DNA (kalupa),
nakon ¢ega slijedi sparivanje getnica koje
4 sadrze ciljanu mutaciju (oznaka x)
2. Sinteza komplementarnog lane&uUltra
DNA polimerazom

{

T 3. Razgradnja metilirane i polumetilirane
Ry % plazmidne DNA (kalupa) enzimopnl, pri
5 ] ¢emu novosintetizirani plazmid koji nije
ue?! metiliran i koji sadrzi ciljanu mutaciju ostaje
nepocijepan.

© 4. Transformacija bakterijskih stanica

novosintetiziranim plazmidom

Slika 3.3. Shematski prikaz metode ciljane mutagernze.

Sve pdetnice za reakciju usmjerene mutageneze servisrsingetizirang(MWG Biotech
AG ili Invitrogen), otopljene u sterilnoj destiliranoj vodi i pohjane na -20 °C (tablica
3.4).
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Tablica 3.4. Nukleotidni slijed pdietnica koje su upotrijebljene za uvdenje
tockastih mutacija u DNA za DPP Il usmjerenom mutag&ezomin vitro.
Kodoni za mutirane aminokiselinske ostatke prikagarcrvenim slovima.

Mutirani oblik Nukleotidni slijed pocetnica
DPP Il
C113S 5-GACACTAAGTTTATTCCTCGTTCTGAGGTAAAATTCTTCAAACAG-3'

5-CTGTTTGAAGAATTTTACCTCAGAACGAGGAATAAACTTAGTGTC-3'
5-GGCCAAGATTAATCCGTCTTCTTCTCCGCTCAC-3'

C130S 5-GTGAGCGGAGAAGAAGACGGATTAATCTTGGCC-3'

C518S 5-TGGCCCATTTGAAGAATCTCGTGCGGAAGTAATTG-3'
5'-CAATTACTTCCGCACCAGATTCTTCAAATGGGCCA-3'

C626S 5'-TAAAACAGCGGGACATGAATCTGTGAAAGACTATTTAAAGC-3'
5-GCTTTAAATAGTCTTTCACAGATTCATGTCCCGCTGTTTTA-3'

C639S 5-CATTTGCATGTTTACAAATCTTCAGGCGATGTGGAACAG-3'
5-CTGTTCCACATCGCCTGAGATTTGTAAACATGCAAATG-3'

Y327A 5-CGGTTTTATCGAAACAGCTAGAGAACCCTCGGGC-3'
5'-GCCCGAGGGTTCTCRGCTGTTTCGATAAAACCG-3'

Y327F 5-CGGTTTTATCGAAACATTTAGAGAACCCTCGGGC-3
5'-GCCCGAGGGTTCTCRAATGTTTCGATAAAACCG-3'

D381N 5-CCGATTTTCAATCCACCAAATTTCACCTCTCTAGAAG-3'
5-CTTCTAGAGAGGTGAMATTTGGTGGATTGAAAATCGG-3'

E461Q 5'-CCAAGTAGGCATCCATCAATTATTAGGACATGGTTCAGG-3'
5'-CCTGAACCATGTCCTAATAATTGATGGATGCCTACTTGG-3'

H578N 5'-GGTAAGTGGGGACAACCAAACATGCAAGCAAGATTTTC-3'
5'-GAAAATCTTGCTTGCATGTTTGGTTGTCCCCACTTACC-3'

M579L 5'-GTGGGGACAACCACACCTGCAAGCAAGATTTTCTATC-3'
5'-GATAGAAAATCTTGCTTGCAGGTGTGGTTGTCCCCAC-3'

R582Q 5'-GGGGACAACCACACATGCAAGCACAATTTTCTATCATGAAAAC-3
5-GTTTTCATGATAGAAAATTGTGCTTGCATGTGTGGTTGTCCCC-3'

K638L 5-GCATTTGCATGTTTACITATGTTCAGGCGATGTGGAACAG-3'

5-CTGTTCCACATCGCCTGAACAAAGTAAACATGCAAATGC-3'

U tablici 3.5prikazan je sastav reakcijske smjese, dok tabli6gpBkazuje uvjete PCR za

ciljanu mutagenezin vitro.
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Tablica 3.5. Sastav reakcijske smjese za pro@tenje ciljane mutagenezein vitro
lan¢anom reakcijom polimeraze.

Otopine konE:r?trr]:cija Vo(lslr_r;en
Destilirana sterilna k0 - 35,4
Reakcijski pufer 10x 5
Plazmid pET-21a(DPPIII-Hi 5 nguL™ 2
Paetnica | 0,1pg pL*t 1,3
Paetnica Il 0,1ug puL* 1,3
Smjesa dNTP 10 mmol L** 1
QuikSolution - 3
PfuTurboDNA polimeraza 2,5juL™ 1

2 50

Tablica 3.6. Uvjeti lantane reakcije polimerazom za provdenje ciljane mutagenezen vitro.

Uvjeti reakcije Broj ciklusa  Temperatura Vrijeme
Pcatetna denaturacija plazmida 1 95°C 60 s
Denaturacija plazmida 95°C 50s
Sparivanje p&etnica i plazmida 18 60°C 50 s
Produljivanje lanca DNA 68°C 8 min*
Zavrsno produljivanje lanca DNA 1 68°C 7 min

* 1 min po kb plazmida

Po zavrSetku reakcije, u smjesu se doda 1 pLikeigtke endonukleazBpnl (10 |
uL™), nakongega slijedi inkubacija 1 sat na 3. Tijekom inkubacije, enzi®pnl cijepa
potpuno ili djeloméno metilirane slijedove dvolgane DNA. Metilacija molekule DNA
(5-G™ATC-3) odvijla se samoin vivo, dok je rezultat mutagenezén vitro
novosintetizirana nemetilirana plazmidna DNA, palgdovanjem enzim®pnl iz smjese
PCR uklanja samo plazmid koji je posluzio kao kahgpreakciju mutagenezi vitro
sintetizirani plazmid koji nosi DNA sa Zeljenom radijom nije razgréden enzimonDpnl,

te se dalje koristi za transformaciju kompetenstdmicak. coli. KompetentneXL10-Gold
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stanice transformirane su sa 2 pL PCR smjeseanetienzimonDpnl, prema uputama
proizvaiaca. Pojedinéne kolonije transformanata sa krute LB/Amp podlawgsijepljene
su u 5 ili 100 mL tekée LB/Amp podloge i uzgojene u standarnim uvjetinha.
prekon@nih kultura izolirani su rekombinantni plazmidi k&tenjem trziSnih kompleta
NucleoBond plasmid purification MidiGenElute Plasmid Miniprep Kiprema uputama
proizvadaca. UspjesSnost udnja ciljanih mutacija provjerena je sekvencionjeamn kako

je opisano (poglavlje 3.3.2.5).

3.4. Metode rada s proteinima

3.4.1. Prekomjerna ekspresija rekombinantne DPP Il
3.4.1.1. Heterologna ekspresija

Za prekomjernu heterolognu ekspresiju rekombirakirageve DPP Il koriStena
je bakterijak. coli, soj BL21-CodonPIu§{E3)RIL. Ovaj soj u genomu sadrzi gen za T7-
RNA polimerazuija je ekspresija pod kontrolom inducibilndgc-promotora. T7 RNA
polimeraza speciéno prepoznaje, te se veze na T7 promotor ekspkegijeektora pET-
21a Sto omogtuje ekspresiju gena od interesa ukloniranih u wektdmnoZeni gen
YOLO57Wkoji kodira za DPP lll ugren je izméu restrikcijskih mjestaNdd/Xha
vektora pET-21a, Sto ekspresiju gena za DPP Mjstaod kontrolu jakog T7 promotora.

Transformacija kompetentnih stanica rekombinantpii@zmidom pET-21a koji
nosi gen za DPP Il provedena je metodom temperagusoka ili elektrotransformacije
kako je opisano (poglavlje 3.2.2). Pojedina kolonija s krute LB/Amp podloge
nacijepliena je u 100 mL teke LB/Amp podloge, i uzgajana prekodna standardnim
uvjetima. 10 mL prekonime kulture potom je nadano u 500 mL tekie LB/Amp
podloge, te je nastavljen uzgoj u standardnim uagepri 37 °C. Tijekom uzgoja pian je
rast bakterijske kulture mjerenjem apsorbancije 80 nm. Ekspresija gena za
rekombinantni protein zapmje dodatkom 0,3 mmol t IPTG-a u bakterijsku kulturu u
trenutku kada je vrijednost apsorbancije kulturé @p 0,8. Dodatak IPTG-a p&éi
ekspresiju T7 RNA polimeraze, koja pak @etiekspresiju gena za DPP lll. Inkubacija
bakterijske kulture nakon dodatka IPTG-a odvijgreko ndai, pri 19-20 °C i uz mijeSanje

od 160 okretaja po minuti. Prekaima kultura centrifugirana je 10 min pri 408Qy na 4
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°C (centrifugaSorvall GLC-1, Norwalk, CT, SAD), nakokega su talozi bakterijskih

stanica pohranjeni na -20 °C.
3.4.1.2. Homologna ekspresija

Transformacija stanica kvasc8&. cerevisiaesoja BY4741 rekombinantnim
plazmidom pYES2 u koji je ugdan gen za DPP lll, provedena je metodom pamo
litjevog acetata kako je opisano (poglavlje 3.2.8uspenzija transformiranih stanica
nacjeplijena je na SD-Ura krutu podlogu sa glukozoozgajana 48-96 sati pri 30 °C, pri
¢emu rastu kvasci transformirani rekombinantnim plEiom pYES2, a ekspresija gena
DPP lIl plazmida je pod kontrolom GAL1 promotorg, dupresirana glukozom. Nakon
inkubacije, kolonije su predane na nén da se sterilnim nastavkom za pipetu p@u
preko pl@e sa kolonijama, koje se nasade na novu SD-Urai lpatllogu s glukozom, i
uzgajaju u istim uvjetima. Pojediraa kolonija s plde nacijepljena je u 100 mL SD-Ura
podloge sa glukozom, te inkubirana 48 sati u stadrdian uvjetima. Mjerenjem apsorbacije
pri 600 nm, odréena je gustea kulture, na osnovidega je izréunato koliki volumen
kulture je potrebno alikvotirati, kako bi nakon kutacije u podlogu sa galaktozom,
gust@da stanica odgovarala apsorbanciji od 0,4. Tako ¢umrati volumen kulture
centrifugiran je 5 min pri 1508 g i 4 °C. Talog stanica potom je paZzljivo resusjpem u
sterlinoj destiliranoj vodi i ponovno centrifugirgri istim uvjetima. Sakupljene stanice
resuspendirane su u odemom volumenu telie SD-Ura podloge s galaktozom, te je
priredena suspenzija stanica inokulirana u preostalinelu iste tekée podlogegime je
zapaela ekspresija gena za DPP Il koja je pod kontrolBAL1 promotora. Uzgoj je
nastavljen preko o na 30°C i 300 okretaja po minuti. Prekodra kultura centrifugirana
je 10 min pri 4000 g i 4 °C. Talog je zatim ispran u destiliranojrBtej vodi i ponovno

centrifugiran. Sakupljeni talog stanica pohrang® sata na -80 °C, a zatim na -20 °C.

3.4.2. Liza stanica
Liza bakterijskih stanica

Talozi bakterijskih stanica postepeno su odmrzmai ledu, zatim paZljivo
resuspendirani u puferu za lizu (2-5 mL pufera pg hakterijske biomase) sastava: 50
mmol L' NaH,PQ,, 300 mmol [* NaCl, 10 mmol [} imidazol, pH 8,0. U prirgenu
suspenziju stanica dodano je 100 pg’mizozima, koja je zatim inkubirana 15 min na

ledu uz lagano mijeSanje. Stanice su potom razgoensxu ultrazviénog dezintegratora
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(sonda promjera 3 i 4 mm) i to u ciklusima oa & min, sa prekidima od 1 min. Tijekom
¢itavog postupka stanice su drzane u ledu. Susp@nzgtim dodana DNAza | do kofrze
koncentracije od 10 pg mi. nakoncega je smjesa inkubirana 20 minuta na sobnoj
temperaturi uz lagano ljuljanje. Stani lizat centrifugiran je 20 min pri 14 000g i 4 °C,
a dobiveni supernatant filtriran je kroz filtar papOvako pripremljeni bakterijski lizat
podvrgnut je préiS¢avanju na afinitetnoj koloni Ni-NTA agaroze.

Bakterijski lizati iz kojih su préis¢avani prekomjerno eksprimirani proteini bez
Hiss privjeska naC-kraju, obra@eni su na prethodno opisanc¢ma uz modifikaciju
resuspendiranja taloga. U tu svrhu, talozi su igsudirani u puferu za lizu (10 mL pufera
po 1 g bakterijske biomase) sastava: 10 mmblITtis-HCI pH 8,0, 1 mmol X EDTA,

kojemu je neposredno prije upotrebe dodano 100 g limozima.
Liza kvas¢evih stanica

Talozi kvagevih stanica koji su postepeno odmrznuti na ledsyspendirani su u
puferu za lizu (2 mL pufera po 1 g biomase kvasestava: 50 mmolt. NaH,PQ,, 300
mmol L NaCl, 10 mmol ! imidazol, pH 8,0. U prirgenu smjesu dodan je inhibitor
PMSF u konanoj koncentraciji od 1 mmol t, te staklene kuglice promjera 0,4-0,6 mm
(Sigma-Aldrich volumena jednakog volumenu smjese. Kako bi seorilaz stanéna
stijenka kvasca, sadrzaj suspenzije i kuglica smgmijeSan u ciklusima od»1 min na
vrtloznoj mjesalici, sa prekidima od 1 min kakoskisadrzaj ohladio u ledu. Pdemi lizat
potom je centrifugiran 3 min pri 1500g i 4 °C, nakor€ega je odvojen supernatant (lizat),
a sakupljene kuglice isprane su puferom za lizentrafugiranje je ponovljeno. Sakupljeni
lizati spojeni su i izbistreni centrifugiranjem 2%n pri 17 000x g i 4 °C, nakortega je

supernatant filtriran. Prigeni lizat pr@iS¢en je na stupcu Ni-NTA agaroze.

3.4.3. Odralivanje aktivnosti kvas¢eve DPP lli

Tijekom postupka pkasScavanja i izolacije DPP llI, aktivhost enzima ¢gaa je
kolorimetrijskom metodom prema Nagatsu-u i SdrKao supstrat za DPP Il koristen je
Arg,-2NA, a metoda se zasniva na mjerenju intenzitgt&asto-crvene boje, koja nastaje
diazokopulacijom produkta hidrolize supstrata 2dteahina i tetrazonijeve solio-
dianisidina, Fast Blue sol BN (FBB).

Kvantitativno odrdivanje aktivnosti DPP 1l provodi se spektrofotomjekim

mjerenjem intenziteta razvijene boje reakcijskeesmajpri 530 nmGamSpec M-501 Single
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Beam scanning UV/VIS Spectrophotometer Cambridge, Engleska) uz duZinu puta
svjetlosti od 1 cm. Reakcija smjesa volumena 1 adrA: 17-20 mmol L Tris-HCI pufer

pH 8,0, 50-100 pmol £LCoChi enzim DPP IlI koji se u pricenoj smjesi predinkubira 2
min na 37 °C. Reakcija zagioje dodatkom otopine suspstrata AGNA kona&ne
koncentracije 40 umol 1, te se nastavlja inkubacija u trajanju od 15 men37 °C uz
lagano mijeSanje u vodenoj kupelji. Reakcija s&iplieedodatkom 0,2 mL svjezZe priene
otopine boje FBB (1,5 mg u 1 mL) u 2 mof Na-acetatnom puferu pH 4,2 s Tweenom 80
(¢ = 0,10). Nakon prekida reakcije, boja se razvijaniii nakoncega se mijeri intezitet
kako je opisano.

Bazdarni pravac konstruiran je na osnovi mjergm@aedenih u istim uvjetima s
otopinama poznatih odvaga 2-naftilamina suSeno@sik&oru uz natrijevu luzinu. Kao
jedna enzimska jedinica (j) uzeta je ona &ok enzima koja razgradi 1 pmol supstrata u
minuti.

Odrativanje susptratne spedifiosti za kva&evu DPP Il provodilo se na &ia
prethodno opisan u istim uvjetima, uz razne dipip®-naftiiamide: Ala-2NA, Ala-Phe-
2NA i His-Ser-2NA koncentracije 100 umot*Li vrijeme reakcije do 2 sata.

Drugi n&in odrativanja, semikvantitativni postupak, primjenjuje lsgd praenja
aktivnosti DPP Il u frakcijama nakon gtiécavanja na koloni. Reakcijska smjesa ukupnog
volumena 0,1 mL, priredi se u porculanskim jazicamantenzitet boje procjenjuje se

vizualno i oznaava gradacijom od 1 do 4.

3.4.4. Odralivanje koncentracije proteina

U ovom radu koriStene su dvije metode za didenje koncentracije proteina:
mjerenje apsorbancije pri 280 nm, i metoda po Rrahlf.

Za izr&un koncentracije proteina mjerenjem apsorbancije2f® nm Kkoristi se
ekstincijski koeficijent za kvagvu DPP IlI-Hig (71 740 M' cmib).

Metoda po Bradfordd® temelji se na promjeni maksimuma apsorbancije boje
Coomassie Brilliant Blue G-250 sa 465 na 595 nmkaje dolazi uslijed vezanja boje na
protein u kiseloj otopini. Kako bi se odredila kentracija proteina potrebno je diriti
bazdarnu krivulju korist®8 nekoliko koncentracija proteinskog standarda wmlima iz
govaeleg seruma. Pripremljenim uzorcima nepoznate koraeijg volumena 10QuL,
standardima i slijepoj probi (uzorak bez proteig@daje se 1 mL Bradford reagensa

sastava: Coomassie Brilliant Blue G-250 boja (L x 10%, etanol ¢ = 0,047) i fosfatna
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kiselina ¢ = 0,085). Nakon snaznog mijeSanja na vrtloZznoj ralje§ prireiene smjese
inkubiraju se 45 min na sobnoj temperaturi, te peksofotometrijski ¢ita intezitet

razvijene boje pri 595 nm.

3.4.5. Kromatografske metode
3.4.5.1. Afinitetna kromatografija na Ni-NTA agaroz

Kloniranjem DPP Il proteina u vektor pET-21a ngisani n&in omoguena je
ekspresija rekombinantnog proteina s afinitetnimj@skom od Sest histidina (HRjsnaC-
kraju proteina. Hig privijesak se veze reverzibilnim interakcijama mgand afinitetnog
kromatografskog noga Ni-NTA agaroze, Sto omogava izolaciju proteina iz stamog
lizata (slika 3.4)"°.
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Slika 3.4.Shematski prikaz interakcija izmedu susjednih ostataka u Hig-privjesku i Ni-NTA.
Ni-NTA agaroza sastoji se od Sepharose CL-6B na j@ojezana nitrilotrioctena kiselina (NTA).
NTA je tetradentatni kelirajti agens koji zauzimaetiri od Sest veznih mjesta u koordinacijskoj
sferi niklovog(ll)-iona (crveno), ostavljaju dva mjesta slobodna na koja se spé&odi veze
imidazolni prsten histidinskog ostatka privjeskaggroteina (plavo). Preuzeto iz (116).

Kapacitet vezanja proteina sa kwivjeskom na Ni-NTA nosaje 5-10 mg proteina po
mL nos&a. Lizat koji je prethodno filtriran, naneSen jeMaNTA kolonu volumena 3 ili
15 mL, prethodno uravnoteZenu puferom za lizu sast80 mmol [* NaH,PQ, 300
mmol L* NaCl, 10 mmol ! imidazol, pH 8,0. Niska koncentracija imidazolauferu za
lizu sprijecava nespecitne interakcije tijekom nanoSenja uzorka na kolalupe utje€e
na vezanje proteina sa afinitetnim privjeskom. NakanosSenja staimog lizata, kolona se

ispire sa minimalno 3 volumena stupca, puferom smiranje sastava50 mmol L*
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NaH,PO,, 300 mmol [* NaCl, 20 mmol L[} imidazol, pH 8,0. Pov@nje koncentracije
imidazola u puferu za ispiranje omdgwa eluiranje nespeatfio vezanih proteina sa
kolone. Hig-protein vezan na kolonu eluira se puferom Kkoji readnantno véu
koncentraciju imidazola: 50 mmol LNaH,PQ,, 300 mmol ! NaCl, 150 mmol [
imidazol, pH 8,0, i sakuplja u frakcije volumendi2,5 mL ovisno o volumenu stupca Ni-
NTA agaroze. Postupak kromatografije izvodi se atansj temperaturi, a eluirane frakcije
pohranjuju se u led. UspjesSnost @igdavanja proteina provjerava se SDS-elektroforezom
u denaturirajdim uvjetima, odrdivanjem koncentracije proteina i enzimske aktivhost
standardnim testom. Frakcije koje sadrze DPP Wjespe su i prevedene u 20 mmot L
Tris-HCI pH 7,4 pufer. 1zmjena pufera u uzorcimavyedena je gel-filtracijom na koloni
PD-10 (Sephadex G-25), a postupak izmjene izvedgnwgma uputama proiz#ata (GE
Healthcarg.

3.4.5.2. Gel-filtracija

Metoda gel-filtracije kojom se razdvajaju proteima osnovi razlike u velini
odnosno molekularnoj masi, koriStena je kao slijed@mrak u pr@iS¢avanju proteina
nakon kromatografije na Ni-NTA agarozi, te kao pkerak u izolaciji proteina bez His
privieska. Gel-filtracija izvdena je pri 4°C, na koloni punjenoj Sephacryl S-200
Superfine nosgem, koji je prikladan za razdvajanje proteina made5 do 250 kDa.
Kolona (1,5x 80 cm) je uravnoteZena puferom sastava: 50 mildiris-HCI, 0,2 mol L*
NaCl, pH 7,4, a volumen uzorka nije bio¢ved 2 % volumena stupca gela. Kako bi se
regulirao i odrzao stalan protok (6 mMhpufera kroz kolonu, koristena je peristia
pumpa P-1Rharmacig. Frakcije volumena 2,3 mL sakupljane su pémprogramiranog
sakupljga frakcija (KB, Bomma, Svedska). DPP Ill je u frakcijama detektir

odeiivanjem aktivnosti, nakodega su aktivne frakcije sakupljene i pohranjene.
3.4.5.3. Kromatografija na anionskom izmjenjivau

PraiiS¢cavanje proteina na anionskom izmjenfivaMonoQ provedeno je brzom
tekwinskom kromatografijom proteina (engkast Protein Liquid Chromatography
FPLC), na automatiziranom sustavu proidata Pharmacia pri sobnoj temperaturi
(25 °C). Kolona anionskog izmjenji¢a Mono Q HR 5/5 uravnoteZena je 50 mmdi L
Tris-HCI pH 7,4 puferom koji sadrzi 1 mmol*LNaCl. Prije nano$enja na kolonu bilo je
potrebno odsoliti uzorak i prevesti ga u pufer kailéraciju brzom gel-filtracijom na PD-

10. Vezani proteini eluiraju se linearnim gradigmt NaCl koncentracije 1 do 1000 mmol
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L™* u 50 mmol [* Tris-HCI puferu pH 7,4, te su sakupljani u frakcijolumena 0,5 mL.
Tijekom cijelog postupka protok pufera iznosio j& thL miri™.

Proteinske otopine su nakon provedene kromatggyrado potrebi ugusvane u
centrifugalnim sistemima za koncentriranfévaspini CentriPrep s gornjom granicom
prolaza molekula 10 000 Da. Udgignje je provdeno centrifugiranjem uz ~ 6000g pri
4 °C. Svi prgis¢eni uzorci DPP Ill pohranjeni su na -10 °C uz ded#aglicerola ¢ =
0,22).

3.4.6. Elektroforetske metode

U svrhu analize proteinskih frakcija nakon @8davanja kromatografskim
metodama, te provjeréistoce preparata DPP Ill, koriStene su metode elekteai®r
proteina u poliakrilamidnom gelu (PAGE) u nativnimdenaturirajéim uvjetima. Nakon

provedene PAGE proteini su u gelovima vizualizifaojanjem.
3.4.6.1. Elektroforeza proteina u SDS-poliakrilamichom gelu

Postupak pripreme gela i elektroforeze izvedem@odom po Laemmli-fd” na
aparturiMini Protean Il Electrophoresis Ce(Bio-Rad. Gelovi dimenzija 8 70 x 0,75
mm, pripremljeni su izm# dviju staklenih pléa u uspravnom polozaju, nacivada se
prvo izlije gel za razdjeljivanje sastava: akrildnbisakrilamid kon&nog udjelag = 0,075,
0,10 ili 0,12 (koncentrirana otopinga= 0,30), 2,5 mL 1,5 mol £ Tris-HCI pH 8,8, 5QuL
SDS @ = 0,10), 50uL APS (@ = 0,10), 2uL TEMED (¢ = 0,05) i deionizirane vode do
konatnog volumena gela (5 mL). Pripremljeni gel nads\ws®ldestiliranom vodom. Nakon
Sto je gel polimeriziran (oko 30 min), voda se jadla povrh gela za razdvajanje izlije se
gel za sabijanje sastava: akrilamid:bisakrilamBD0,mL 0,5 mol [* Tris-HCI pH 6,8 ¢ =
0,04), 20uL SDS @ = 0,10), 10puL APS (@ = 0,10), 1yuL TEMED (¢ = 0,05) i
deionizirana voda do kotwaog volumena 2,0 mL. U izliveni gel postavlja &Salj za
oblikovanje jaZica.

Uzorci su prije hanoSenja na gel ateai zagrijavanjem 5 min na 10C, u puferu
sastava: SDSy(= 0,10), 2-ME ¢ = 0,05), glicerol ¢ = 0,10), bromfenol modriloy(=
0,01), 0,5 mol [* Tris-HCI pufer pH 6,8. Nakon zagrijavanja uzorai ratko
centrifugirani pri maksimalnoj brzini (oko 30 s, $u naneSeni u jazice gela. Elektroforeza
se provodi u puferu sastava: 0,025 mdlTris-HCI, 0,192 mol L* glicin, SDS ¢ = 0,001),
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pH 8,3, pri stalnom naponu struje od 130 V do 15&& sabijanje uzorka u gelu, dok je
razdvajanje u gelu prodeno uz stalni napon od 180 V do 200 V.

Kako bi se detektirale vrpce proteina, gelovi sjahi u otopini sastava: boja
Coomassie Brilliant Blue R-250@ € 0,001), metanolg = 0,40), octena kiselina & 0,10),

u trajanju do 10 min. Odbojavanje gelova vrsi setapini sastava: metanaop € 0,20) i
octena kiselinag = 0,07), ili u kiputoj destiliranoj vodi dok se viSak boje potpuno ne
ukloni.

Osim na opisani @, SDS-elektroforeza u poliakrilamidnom gelu ideoa je i na
aparaturiPhastSystema gotovim pléicama poliakrilamidnog gela gradijenta gust®-
25 %, dimenzija % 4,5 cm i debljine 0,45 mm, prema uputama praiaia (PhastSystem
Separation Techniquiile No. 110). Uzorci su prije nanoSenja tdgoobraeni kuhanjem
5 min na 100C u denaturirajéem puferu sastava: 10 mmof ris-HCI pH 8,0, SDSy(=
0,125), 2-ME ¢ = 0,05), 1 mmol [! EDTA i bromfenol plavilo(¢ = 0,001), nakortega su
kratko centrifugirani. NanoSenje uzoraka na powsSgela izvrSeno je automatskim
spustanjem posebnih aplikatora. Elektroforeza y@dena 30 min pri pH 8,5, uz jakost
struje od 10 mA i napon 250 V, te pri stalnoj tenaperi od 15°C.

Uzorci koje se analiziralo u denaturir@ju, ali ne i reducirajéim uvjetima SDS-
elektroforeze, pripremljeni su nadwa kako je navedeno, ali koriStenjem pufera za dbra
uzorka koji ne sadrzi 2-ME.

Po zavrSetku elektroforeze, gelovi su bojani prempautama proizvdeca
(PhastSystem Development Technigue No. 200) u otopini sastava: boja PhastGekBlu
R (» = 0,001), metanol« = 0,30), octena kiselinap(= 0,10), u trajanju do 10 min.
Odbojavanje gelova vrSi se u otopini sastava: noété@n= 0,30) i octena kiselinap(=
0,10).

Kako bi se detektirale vrpce s manjom kmlom proteina (0,01-0,0ag), gelovi su
bojani srebrom metodom prema Hempelmann-u i Karramsk® Ovaj postupak bojanja
obuhvéa: fiksiranje gela 30 min u TCAp(= 0,10) a zatim 30 min u smjesi etanofa<
0,20) i octene kiseliney(= 0,05) uz DTT ¢ = 0,00002). Slijedi namakanje gela 5 min u 17
mmol L* K,Cr,0;, nakonéega se gel ispire u deioniziranoj vodi 5 min uz aliédo
izmjena. Slijed& korak je namakanje gela 10 min u 6 mmot BgNO; uz lagano
potresivanje, nakotega slijedi kratko ispiranje gela vodom. Razvijagga provodi se u
vodenoj otopini NgCOs (¢ = 0,03) koja sadrzi formaldehid = 0,0002). Nakon pojave
proteinskih vrpci, reakcija se prekida ispiranjeatagu octenoj kiselinig = 0,01).
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Kako bi se séuvali, gelovi su namakani u otopini glicerola< 0,05) i octene kiselines(=

0,10) preko néi, nakon¢egu su suSeni na zraku pri sobnoj temperaturi.
3.4.6.2. Elektroforeza proteina u nativnim uvjetima

Elektroforeza u nativnim uvjetima iz&#tena je na aparatufPhastSystemna
gotovim plaiicama poliakrilamidnog gela gradijenta gu&o08-25 %, takder prema
uputama proizvdeca (PhastSystenBSeparation Technigué-ile No. 120 i 121). Uzorci su
bez prethodne obrade obojani bromfenol plavilomm=(0,01) kako bi se pratio tijek
elektroforeze. Elektroforeza je praiena u trajanju od ~ 60 min uz jakost struje 10 mA i
napon 400 V uz stalnu temperaturu od°C5 Nakon zavrSetka, gelovi su bojani sa bojom

PhastGel Blue R kako je opisano.
3.4.6.3. Izoelektréno fokusiranje (IEF)

Izoelektrino fokusiranje provedeno je na aparatBhastSystenprema propisu
PhastSystem Separation Technidtie No. 100. U tu svrhu upotrijebljene su gotove
plocice s 5 %-tnim homogenim poliakrilamidinim gelonmeénzija 5% 4,3 cm i debljine
0,43 mm, raspona pH 3,0-9,0. Fokusiranje je pdewno pri 15°C, uz struju od 2,5 mA i
napon od 2000 V u trajanju od 30 min. Kao standemtesena je smjesa proteina poznate
izoelektrcne tatke. Nakon fokusiranja proteini su bojani bojom RiBisie R po propisu
PhastSystem Separation Technigile No. 100.

3.4.7. Ispitivanje optimalnih uvjeta za aktivhost kvaZeve DPP Il

Optimalni pH djelovanja kv&gve DPP IIl odréen je opisanom (standardnom)
kvantitativnom metodom spektrofotometrijskog ativanja enzimske aktivnosti ptemu
su ispitani puferi pH vrijednosti: 7,0, 7,4, 8,0689, 10, i 11, ionskih jakosti: 0,01, 0,05 i
0,1. Puferi su prirgeni prema Long-t°.

Utjecaj iona metala na aktivhost DPP Il ispitanvariraj¢i koncentracije CoGli
ZnCl. Prasiséeni enzimski preparat koncentracije ~ AggmL* je predinkubiran u smjesi
sa CoCJ (10-1000umol L™ ili ZnCl, (0,01-500umol LY, te je nakon dodatka supstrata

aktivnost odrdena standardnim testom kako je opisano.
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3.4.8. Ispitivanje utjecaja efektora peptidaza

Ispitivanje efektora poput EDTA i 1,10-fenantr@jrprovedeno je predinkubacijom
enzima (~ 24 nmol £) uz EDTA (1 i 5 mmol [) ili 1,10-fenantrolina (0,1 mmol 1) pri
pH 8,0 u trajanju od 5 min pri 37C. Preostala enzimska aktivhost alinea je
standardnim testom uz 40nol L™ Arg,-2NA, ali bez CoGl u reakcijskoj smijesi.

Enzimski preparat koncentracije ~ 20 nmd! firedinkubiran je u 20 mmol'LNa-
PO, pH 7,4 puferu uz DCI u rasponu koncentracija 5-@0®| L. Nakon predinkubacije
u trajanju od 10 min pri sobnoj temperaturi (256), odrelena je preostala enzimska
aktivnost standardnim testom.

Predinkubacija enzima koncentracije 10 nmdlgrovedena je u smjesi 20 mmol
L™ Tris HCI pH 7,4 pufera uz PMSF (2 mmol*Lu trajanju od 20 min pri sobnoj
temperaturi (25°C), nakoncéega je odréena preostala enzimska aktivnost standardnim

testom.

3.4.9. Ispitivanje utjecaja tiolnih reagenasa na DP Il

Prasi¢éena DPP I, divlji tip ili mutirani oblici (u korentraciji 18-25 nmol L)
dodani su u reakcijsku smjesu koja je sadrzavalen@®!| L™ Tris-HCI pH 8,0 pufer, 50
umol L* CoCh i tiolni reagens para-hidroksi-merkuribenzoat p(HMB) u rasponu
koncentracija od 0,05 do 1@@nol L™, nakoncega je uslijedila predinkubacija 10 min na
sobnoj temperaturi (28C). Standardnim testom aktivnosti zatim je deérea preostala
aktivnost DPP Il pri 37C.

Ispitivanje utjecaja 4,4'-ditiodipiridina (DTDP)yaraktivhost DPP Il provedeno je
inkubacijom DPP Il u koncentraciji 3,0-4mol L™ sa 0,9 mmol ! DTDP pri pH 8,0 i
sobnoj temperaturi (28C) u kvarcnoj kiveti volumena 1 mL. Reakcijom DTRPsa
tiolnom grupom cisteina dolazi do osldlamja 4-tiopiridona, Sto se mijeri
spektrofotometrijski pri 324 ntf’. Ekstincijski koeficijent odréen je mijerenjem
apsorbancije navedenog produkta u reakcijskoj sngesnate koncentracije slobodnog
cisteina i DTDP, te iznosi = 19 500 M* cm*. Broj modificiranih sulfhidrilnih grupa
cisteina po molekuli proteina odien je mjerenjem osloldenog 4-tiopiridona kroz

odreiene vremenske periode. Paralelno sa tim, u istiemenskim intervalima, iz
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priredene smjese uzimani su alikvoti () za odr@ivanje preostale aktivnosti enzima
standardnim testom.

Modifikacija sulfhidrilnih grupa cistenaN-etilmaleimidom (NEM), odréena je
predinkubacijom DPP IIl (2,gmol L™Y) sa NEM-om koncentracije 1-20 mmotLu 100
mmol L' Na-PQ puferu pH 6,9, pri sobnoj temperaturi (Z€). Nakon 10 min
predinkubacije, alikvoti od 1QlL uzimani su za oddvanje preostale aktivnosti enzima
standardnim testom.

Predinkubacija DPP Ill (~ 1,@mol L) provedena je u smjesi 17 mmof [Tris
HCI pH 8,0 pufera koji je sadrzavao jodoacetamiiAjl koncentracije 1-20 mmol £
odnosno 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojevu kiselinT(NB) koncentracije 0,1-2 mmol L
Predinkubacija s DTNB odvijala se 10 min na sobiemneperaturi (25C), dok je u
slieaju 1AA 30-minutna predinkubacija provedena u mra@b °C), nakoncega je
odreiena preostala enzimska aktivnost.

Utjecaj vodikovog peroksida ¢&,) istrazivan je predinkubacijom DPP 1l u
koncentraciji 2,3-2,51mol L uz 0,5 i 2 mmol ! H,O,, u odréenom vremenskom
periodu, tijekom kojega su uzimani alikvoti kako & standardnim testom odredila
preostala aktivnost enzima. Predinkubacija,®Hodvijala se na sobnoj temperaturi (25
°C) u mraku.

Utjecaj glutationa (oksidirani i reducirani obliigSSG i GSH) te 1,4-ditiotreitola
(DTT) odretivan je mjerenjem petnih brzina enzimske hidrolize. Reakcijska smjesa
sadrzavala je 20 mmolLTris pH 7,4, 4Qumol L™ Arg,-2NA, te GSH ili GSSG ili DTT u
koncentraciji od 0,01-3 mmol L Reakcija je zapfinjana dodatkom enzima u
koncentraciji ~ 50 nmol £ u smjesu, nakotega je mjerena getna brzina hidrolize Aeg

2NA kako je opisano.

3.4.10. Temperaturna stabilnost

Kako bi se ispitao utjecaj temperature na stabtlridPP 11l i mutiranih oblika
ovoga enzima, prdséeni preparati DPP 11l koncentracije 0,pg&ol L™ inkubirani su 15
min u 20 mmol [* Tris-HCI pH 7,4 puferu pri razlitim temperaturama (4, 20, 35, 40, 45,
50 ili 55 °C) u termobloku. Nakon inkubacije, uslijedilo jereeriranje uzoraka 2 min na
ledu, nakon¢ega je odréena preostala aktivnost enzima standardnim testar87fC,

kako je opisano.
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3.4.11. Odrdlivanje kineti¢kih parametara

Kineticki parametrikes: i K, za kvagevu DPP 1l odréeni su na osnovi mjerenja
pocetne brzine hidrolize supstrata A/BNA, mjerenjem fluorescencije nastalog produkta
2-naftilamind®.. U tu svrhu prirdena je reakcijska smjesa volumena 2,5 mL sastaa: 1
mmol L* Tris-HCI pH 8,0 ionske jakosti 0,01 i 100 pmof ICoCh, u kojoj je enzim
predinkubiran 2 min. Reakcija se odvijala na solianojperaturi (25C), a zapdinjana je
dodatkom supstrata u rasponu koncentracija od 0082850 umol [X. Hidroliza Arg-
2NA praena je kontinuiranim mjerenjem fluorescencije nastgrodukta kroz 3 min
(Apobutenja= 332 NM iAemisie = 420 nm). U svrhu kvantitativnog odiieanja, konstruiran je
bazdarni pravac mjerenjem fluorescencije otopinaaftiamina poznate koncentracije.
Kataliticki parametriKp, i kear0dreieni su iz vrijednosti pgetnih brzina hidrolize supstrata
linearizacijom jednadZbe Michaelis-Menten premadtan (s/v prema &Y.

Odrativanje K; provedeno je mjerenjem ¢etne brzine hidrolize Apg2NA
fluorimetrijski kako je vé opisano, u odsustvu ili prisustvu inhibitora. Rapka smjesa
sadrzavala je: 17 mmol™LTris-HCI pH 8,0, 15 pmol T Arg,-2NA (posebno navedeno
ako je koriStena druga koncentracija) i réishi koncentracije inhibitora, odnosno peptida.
Priredena smjesa predinkubirana je 2 min na sobnoj temyer(25 °C), a reakcija
zapainjana dodatkom enzima. Izmjerena brzina uspema je sa brzinom hidrolize
supstrata u istim uvjetima ali bez dodatka inhitaitdi peptida.K; vrijednost izrgunata je

prema Chu-u i Orlowsk-otf®, koristéi slijedetu jednadzbu:
Ki = [I/(vo/vi = 1) % Kn/(Km + [S]);

gdje su y i v; patetne brzine hidrolize supstrata u odsustvu, odngsisoistvu inhibitora,
Km konstanta oddena za enzim uz AseNA, te [S] i [I] koncentracije supstrata i
inhibitora.

Razlika u promjeni slobodne energijedAG, kao posljedica zamjene
aminokiselinskih ostataka koji su utjecali na kiaitéku efikasnost enzima, izfanata je
prema izrazu:

) mutant

AAG =-RTxIn ( m :

Keat) ,. ... ..
— | divlji ti
(ij i tip

52



3. Materijali i metode

gdje jeAAG — promjena Gibbsove slobodne energije, R éaqginska konstanta i iznosi
1,987 cal K mol*, T — temperatura 298,15 K (28).

3.4.12. Cirkularni dikroizam

Snimanjem spektara cirkularnog dikroizma (CD) maena je analiza sekundarne
strukture divljeg tipa DPP Il i mutiranih oblikeSnimanje CD spektara pfi@cenih
proteina provedeno je na spektropolarimeirdl5 (JASCQ Tokyo, Japan), Kkoriste
kvarcnu kivetu optikog puta 0,02 cm. P&@éeni enzimski preparati (u 20 mmot' [Tris-
HCI pH 7,4 puferu) bili su koncentracije 0,300-@4fhg mL*. Uvjeti snimanja CD
spektara za proteine u dalekom UV pagiu(eng. far UV) (190-250 nm), pri sobnoj
temperaturi (20-25°C) bili su: rezolucija 0,2 nm, Sirina puta zraké I)m, vrijeme
mjerenja u jednoj i 1 s (engresponsg brzina snimanja 50 nm nitn Konasni spektri
prosjek su minimalno 3 snimanja. Analiza sekundastrakture proteina provedena je
upotrebom programa CDSSTR servera DICHROWEB (IpiypiAic-
1.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/htynt*.

Termalna denaturacija DPP Il proteina td#o0je prgéena mjerenjem cirkularnog

dikroizma. Koristéi cilindricnu kivetu termostatiranu u vodenoj kupelji, denatija
proteina préena je u temperaturnom intervalu od 20°@5 na valnoj duljini (208 nm)
koja je odrdena obzirom na udio elemenata sekundarne struktateina, pricemu je
brzina zagrijavanja bila C min® a rezolucija 0,2°C. Obrada krivulja termalne
denaturacije proteina izvrSena je u programu Origid. Primjenom Boltzmanove
jednadzbe, oddena je srednja temperatura denaturacije proteipa(ehgl. melting
temperaturg

Tijekom izrade ovog rada CD mjerenja vrSena swa iungiaju J-815 (JASCQ
Essex, UK). U sléaju mjerenja spektara u dalekom UV pag postavke mjerenja su
bile nepromijenjene, osim Sto je koriStena kivefdidkog puta 0,01 cm. Za prenje
termalne denaturacije koriStena je kiveta &mg puta 0,01 cm Peltier termostatirani
drza& za kivete, uz iste postavke mjerenja, osim rez@umja je u ovom skaju bila
1°C.

3.4.13. Bioinformatikka analiza

ViSestruko sravnjivanje (englmultiple sequence alignménaminokiselinskih

slijedova DPP Il iz raznih eukariotskih organizganrinjeno je pomoéu programa
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ClustalW2?°. Za sravnjivanje je koristena stati& matrica Pam250, uz parametre: kazna
za otvaranje praznine 10 i kazna za proSirivargzmine 0,05. Za bioinformaku analizu
koriStene su proteinske sekvencije dobivene pretafem pomoéu BLASTP
programa®®, preuzete iz baze podataka UniProtKB (http://wwhiptot.org*?’. Koristene

su sekvencije DPP lll iz slijeddn organizama (sa pripadg&pm pristupnom oznakom u
bazi UniProtKB): Homo sapiens(Q9NY33), Danio rerio (Q6DI20), Xenopus laevis
(Q6PA12), Drosophila melanogaste(Q9VHRS), Dictyostelium discoideunfQ557H1),
Aspergillus orzyae(Q2UG48) Saccharomyces cerevisia@Q08225), te sekvencije
navodnih (eng. putativg DPP Il iz organizama:Leishmania major (Q4QJA6),
Caenorhabditis elegan®2XMY9) i Neurospora crasséQ7SH28).

Za dordivanje sravnjivanja kao i graki prikaz koriSten je program BioEdit
(http://www.mbio.nscu.edu/BioEdit/page2.hf.
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4.1. Heterologna ekspresija kvafeve DPP Il

4.1.1. Kloniranje DNA za kvagevu DPP Il u ekspresijski vektor pET-21a

Gen YOLO57W koji kodira za kvadvu DPP Il umnozen je metodom PCR na
nain da se na 5' i 3' kraju umnozenog gena nadodajakkeristéni nukleotidni slijedovi
koje speciféno cijepaju restrikcijske endonukleakield odnosnoXhd. Umnozeni PCR
produkt (slika4.1) pra@isc¢en je metodom preparativne elektroforeze u gelucagaiz
kojeg je izoliran poméu kompleta za pkdScavanje DNA.

S 1
pb Slika 4.1. Elektroforeza DNA kvageve DPP IlI,
3000 umnozene metodom PCR, u gelu agaroz8. - standard za
2000 duljinu odsj€éaka DNA; 1 - gen za DPP Il (2136 pb) nakon
1500 PCR. Gel je bojan u etidijevom bromidu, a vrpce DNA
vizualizirane su pod UV svjetlom.
500

Izolirani PCR produkt kao i prethodiolirani plazmidni vektor pET-21a,
podvrgnuti su cijepanju restrikcijskim enzimimdd i Xhd, nakoncega su préasceni i
izolirani iz gela (slika 4.2).

S 1 2
pb Slika 4.2. Elektroforeza pratiséenog odsjéka DNA i
plazmida pET2la u gelu agaroze, nakon cijepanja
3000 restrikcijskim endonukleazamaNdel i Xhol. S - standard
2000 za duljinu odsjéaka DNA; 1 - umnoZeni gen za k¢a¥u
1500 DPP lll; 2 - pET21a plazmid. Gel je bojan u etidjen
500 bromidu, a vrpce DNA vizualizirane su pod UV swetl.

Ligacijom odsji&ka DNA za DPP Il u restrikcijsko mjestddd/Xhd vektora
PET21a omogéena je ekspresija DPP Ill sa privieskom od 6 hisskih ostataka (eng.
hexa histidine-tag, Hig naC-kraju proteina (DPP llI-Hig. Kao posljedica ugradnje gena
za DPP 1l u navedeno restrikcijsko mjesto, ekspam protein osim Higprivjeska ima

jos tri dodatne aminokiseline n@-kraju, prolin, leucin i glutaminsku kiselinu, koje
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aminokiselinskom slijedu proteina dolaze neposregiije Hiss. Metodom temperaturnog
Soka, ligacijskom smjesom su transformirane bgkteri staniceE. coli soj TOP10
Metodom PCR na odabranim bakterijskim kolonijamaBsAmp krute podloge nakon
transformacije, provjereno je da li je gen za DRRigpjeSno ukloniran u vektor pET-21a
(slika4.3).

S 123 45 6 78 91011 1213 1415 16 17 18 19 20 21 2i

Slika 4.3 Elektroforeza produkata PCR na bakterijskim kolonijama u gelu agarozeS —
standard za duljinu odsjgka DNA; 1-20 - produkti PCR na naswumd odabranim bakterijskim
kolonijama; 21 - pozitivna kontrola (DNA za DPP, lUimnoZena s PCR); 22 - negativna kontrola
(ds HO). Crvenim strelicama ozt:ani su PCR produkti onih kolonija koje su koriStezre
izolaciju plazmida pET-21a sa ukloniranim genonD&P 1ll. Gel je bojan u etidijevom bromidu,
a vrpce DNA vizualizirane su pod UV svjetlom.

Na osnovi rezultata dobivenih metodom PCR na bigditen kolonijama, odabrane
su tri kolonije iz kojih je potom izoliran plazmgh ukloniranim Zeljenim genom za DPP
[ll: pET21a(DPPIIIHig) (slika4.4). Servisnim sekvenciranjem plazmida, pdévio je da

je u sva tri izolirana plazmida ispravno uklonizaijeni gen za DPP Il

pb

3000

500

Slika 4.4. Elektroforeza prcatiSéenih i izoliranih plazmidnih vektora pET2la s ugraienim
genom za kva&evu DPP lll, u gelu agaroze.S — standard za duljinu DNA od&gka; 1-3 —
procidéeni i izolirani plazmidi pET21a(DPPIIIHs koncentracije 50 ngiL™. Gel je bojan u
etidijevom bromidu, a vrpce DNA vizualizirane suwpgdV svjetlom.
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4.1.2. Prekomjerna ekspresija i préis¢avanje DPP lll-Hisg

Kva&eva DPP lll-Hig prekomjerno je eksprimirana u stanicabaoli, soj BL21-
CodonPIludDEJ)RIl. U svrhu transformacije stanica koriSten jelge od tri izolirana
plazmida s ugkenim genom za DPP Ill. Stanice su transformiranetoduen
temperaturnog Soka ili elektrotransformacijom. Brajerna ekspresija DPP Ill gena,
inducirana je dodatkom IPTG-a pri¢cto odreienoj gustoéi stanica kako je opisano u
Metodama.

Kako je u ovom radu po prvi puta provedena hetgroh prekomjerna ekspresija
DPP 1l nizeg eukariota, s ciliem maksimalnog psagroteina u topivoj frakciji stanica
ispitani su optimalni uvjeti ekspresije. Nagvautjecaj na ukupni prinos proteina topive
frakcije imala je temperatura. Ekspresija pri 32 ve& nakon 3 sata rezultirala je
zna&ajnim prinosom proteina, ali gotovo potpuno u netopfrakciji stanica (inkluzijska
tijela). Medutim ekspresijom pri temperaturi od 2Q postignuto je zr@jno povéanje
prinosa proteina u topivoj frakciji, ~ 42 mg iz 1kulture. U oba sltaja ekspresija je bila
inducirana dodatkom 0,5 mmol'UPTG. Izvatenjem ekspresije pri 20C, ali uz nizu
koncentraciju IPTG-a od 0,3 mmol* postignuto je pov&nje prinosa proteina topive
frakcije nacak ~ 100 mg iz 1 L kulture, dok nije bilo Zfagnijeg utjecaja na prinos
proteina u netopivoj frakciji. Pri navedenim (stardhim) uvjetima providena je
ekspresija svinh DPP llI-Higroteina, kako "divljeg tipa" tako i mutantnihligh. Nakon
prekon@ne ekspresije, pri 200C uz 0,3 mmol ! IPTG, stanice su sakupljene

centrifugiranjem kako je opisano i pohranjene ra°Q.

Afinitetna kromatografija

Talozi bakterijskih stanica~(7 g biomase iz 1 L kulture) pohranjeni na -20 °C,
postepeno su odmrznuti na ledu i potom paZzljivagpsendirani u puferu za lizu. Stemi
lizat pripremljen je permeabilizacijom stane stijenke djelovanjem lizozima i ultrazvuka,
razgradnjom DNA, centrifugiranjem i naposljetkutrflanjem, te je préis¢en na stupcu
Ni-NTA agaroze volumena 15 mL, prethodno uravnategepuferom za lizu. Priprema
lizata detaljno je opisana u Metodama, kao i pastupanoSenja uzorka na stupac,
ispiranja i elucije. Glavnina proteina DPP lll-klsluirana je puferom koji je sadrzavao 15
puta véu koncentraciju imidazola od pufera za lizu, pemu su sakupljane frakcije

volumena 3 mL. UspjeSnost afinitethog §savanja DPP Il iz stathog lizata
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transformiranih bakterija provjerena je SDS-elekirezom, koja je potvrdila da je

rekombinantna DPP IlI-HikvascaS. cerevisiaézolirana u visokom stupnjgistoce (slika
4.5).

S 9S 10 11 12 1314 15
kDa J A

w % .—-. Lh"

“ 66

w45

= 201 b .|

- 14,4

Slika 4.5. Tijek proc¢iSéavanja kvaXeve DPP Ill-His; afinitethom kromatografijom na Ni-
NTA agarozi ilustriran sa SDS-PAGE u 10 % geluS — niskomolekularni proteinski standardi; 1
— stanéni lizat-netopiva frakcija; 2 — stafii lizat-topiva frakcija, p&etni uzorak nanesen na
kolonu Ni-NTA; 3 — nevezana frakcija; 41 5 — pivaeca frakcija ispiranja kolone; 6-15 — frakcije
(1-10) eluirane s kolone puferom s 150 mma! imidazola. Proteinske vrpce detektirane su
bojanjem Coomassie blue R-250.

Budwi da je vé treca frakcija ispiranja kolone sadrzavala viigtu DPP Illl-Hig, ta je
frakcija pripojena frakcijama elucije 1-8 u kojieabila prisutna vé@na prais¢cenog DPP
[l proteina. Sakupljenim frakcijama~(39 mL) izmijenjen je pufer prekotoim
dijaliziranjem na 4 °C prema 20 mmot'[Tris puferu pH 7.4, ili gel-filtracijom na koloni
PD-10. Zatim je mjerenjem apsorbancije pri 280 rkorist&i ekstinkcijski koeficijent za
DPP lIl-Hiss koji iznosi 71 740 M cm?, izratunata koncentracija proteina od 2,54 mg
mL?, dok je metodom po Bradfordu izmmata koncentracija proteina u preparatu
prociséene DPP Ill-Hig iznosila 2,63 mg mt. Specifiéna aktivnost izolirane DPP I1I-His
odretena standardnim testom iznosila je 1160,0 mj'mBrasiséena DPP IlI-Hig
pohranjena je na -10 °C uz prethodni dodatak gllagg = 0,22).

Ako se uzme u obzir da je ukupna Kola DPP lll-Hig proteina vezana na Ni-
NTA nosa iznosila 103,4 mg, a teoretski kapacitet kolorgdymena 15 mL) 75-150 mg,
te da je kolona viSe puta koriStena za izolacipigina, moze se pretpostaviti da je elucija
DPP IlI-Hiss ve¢ u postupku ispiranja, posljedica zasija kolone.

Nakon odrdivanja aktivnosti i koncentracije proteina, figgeni uzorak DPP IlI-
Hisg analiziran je elektroforezom u nativnim uvjetinpai, cemu je udeno postojanje dvije

proteinske vrpce (slikat.6). Na osnovi usporedbe duljina putovanja pratdam vrpci
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standarda i uzorka, odiena je priblizna molekularna masa DPP lll{4di&a proteinsku
vrpcu koja je putovala dalje, odiena je priblizna masa od 83 200 Da, Sto je u jako
dobrom slaganju s teoretskom masom kgas DPP lll-Hig (81 673 Da). Izréunata
molekulska masa od 158 500 Da za proteinsku vrpgaijk prema anodi putovala sporije,
odgovara dvostrukoj masi DPP llI-HjsSto upéuje da kvaseva DPP llI-Hig osim kao
monomer dolazi i u dimernoj formi. lzrezivanjem finskih vrpci iz nativhog gela koje
odgovaraju monomeru odnosno dimeru, te inkubacijamreakcijskoj smjesi uz
semikvantitativno odidvanje aktivnosti pokazano je da obje forme praenmdroliziraju

standardni supstrat DPP III.

kDa

67

AN <4— monomer

140 [
s ¢— dimer
232 1

440

669

Slika 4.6. Nativna elektroforeza afinitetno pr@&iséene DPP llI-Hiss u gradijentu gustoée
polikrilamidnog gela od 8-25 % (PhastSystem)S — visokomolekularni proteinski standardi; 1 —
DPP lll-His; pratiSéena na Ni-NTA agarozi (naneseno 1.8 proteina). Proteinske vrpce
detektirane su bojanjem Coomassie blue R-250.

S cillem detaljnijeg izéavanja biokemijskih svojstava DPP lll-Hisnonomera i
dimera, uzorak koji je ptascen afinitetnom kromatografijom, iako gotovo u patpsti
cist (> 99 %), dodatno je podvrgnut gel-filtraciji kakod® odvojili monomer i dimer DPP
[l-Hise.

Gel-filtracija

Razdvajanje smjese DPP Ill monomera i dimera mene je na stupcu Sephacryl-
a S-200, a profil te gel-filtracije prikazan je shci 4.7a. Gel-filtracijom je postignuto
razdvajanje afinitetno pttscene DPP llI-His u dva proteinska pika. Nakon analize

uzoraka elektroforezom u nativnim uvjetimaceno je da monomer u potpunosti nije
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odvojen od dimera, Sto bi moglo wati na spontanu i brzu dimerizaciju monomera
(slika 4.7b).
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Slika 4.7. Gel-filtracija DPP IlI-His ¢ nakon kromatografije na Ni-NTA agarozi. a) Profil gel-
filtracije . Na stupac Sephacryl-a S-200 (%390 cm), uravnotezenog s 50 mmot Iris-HCI
pufera s 0,2 mol £ NaCl pH 7,4, nane$eno je ukupno 4,3 mg proteiBamL uzorka. Protok je
bio 6 mL h', a volumen frakcija 2,3 mlb) Nativna elektroforeza frakcija DPP Ill nakon gel-
filtracije provedena u gradijentu gustoée poliakrilamidnog gela od 8-25% (PhastSystem}p —
visokomolekularni proteinski standardi; 1 —¢pti uzorak (nanesene 1 pg proteina); 2 —
ugu&ene frakcije (28-30): dimer (naneseno 0P proteina); 3 — ugugne frakcije (34-36):
monomer (naneseno 0,4y proteina). Proteinske vrpce bojane su srebrom.

Frakcije 28-30 u kojima je eluiran dimer, i frakciB4-36 u kojima je eluiran monomer,
sakupljene su i ugasne. O prirodi dimerizacije, kao i detaljnijem béokijskom opisu

monomera i dimera bitie viSe réeno kasnije u rezultatima.
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4.1.3. Prekomjerna ekspresija i préiscavanje DPP Il bez His privjeska

Kako bi se ispitao utjecaj Higrivjeska na aktivnost i strukturu DPP Il prot@jn
eksprimiran je protein koji ne sadrzi Hliprivjesak kao ni dodatne tri aminokiseline na
svom C-kraju. Plazmidni vektor sa ukloniranim genom zaPFDRI: pET21a(DPPIII)
koncentracije 100 nglL™, priredila je Haidemarie Ehammer sa Instituta iskémiju u
Grazu (Austrija). Transformacija stania coli, soj BL21-CodonPIu§{E3)Ril, provedena
je metodom temperaturnog $oka. Ekspresija protgiatgknuta dodatkom 0,2 mmol*L
IPTG-a, provedena je pri 20 °C u trajanju od 4 .s#akon ekspresije, stanice su
sakupljene centrifugiranjem i pohranjene na -20 °C.

Gelfiltracija

Talozi stanica ukupne biomase 3,4 g (iz 0,5 Lukelf resuspendirani su u puferu
za lizu, a lizat pripremljen kako je opisano u Mima. Od ukupnog volumena
bakterijskog lizata (27 mL) spedifie aktivnosti 966,3 mj my na stupac Sephacryl-a S-
200 naneSeno je 2 mL. Profil te gel-filtracije pokge da je DPP Il naj\@n dijelom
eluirana u frakcijama 33-37, sa najeen speciftnom aktivnosu u frakcijama 34 i 35
(2992,6 mj mg odnosno 2927,1 mj Yy (slika 4.8a). Elektroforezom u denaturiréju,
ali nereducirajéim uvjetima (bez 2-ME) je ustanovljeno da je DPPéeluirana u formi
monomera molekularne mase ~ 82 000 Da (slika 4t8bjla enzimske frakcije sadrze i

viSe proteinskih traka manje molekularne mase.
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Slika 4.8. Gel-filtracija prekomjerno eksprimirane DPP Il iz stani¢nog lizata bakterije
E.coli. a) Profil gel-filtracije iz staniénog lizata E. coli s eksprimiranom kva¥evom DPP llI.

Na stupac Sephacryl-a S-200 (%590 cm), uravnoteZenog s 50 mmot Tris-HCI pufera s 0,2
mol L™ NaCl, pH 7,4, naneSeno je ~ 7,8 mg proteinaami@iog lizata (2 mL). Protok je bio 6 mL
h*, a volumen frakcija 2,3 mLb) SDS-elektroforeza (nereducirajuéi uvjeti) frakcija koje su
sadrzavale DPP Il nakon gel-filtracije provedena u poliakrilamidnom gelu gradijenta
gustaée 8-25 % (PhastSystem)S — niskomolekularni proteinski standardi; 1 — DPP Hibg
izolirana afinitetnom kromatografijom na koloni NifA; 2 — paetni uzorak stakinog lizata; 3-7

— aktivne frakcije (33-37) iza gel-filtracije. Na&lge naneseno oko 100 ng proteina svakog uzorka.
Proteini su detektirani bojanjem srebrom.

Kromatografija na stupcu Mono Q

Sakupljenim frakcijama (33-37) s glavninom aktisidPP IIl (2364,2 mj mg),
izmijenjen je pufer gel-filtracijom na koloni PD-1&ako bi se uzorak pripremio za

prociScavanje ionsko-izmjenjiwkom kromatografijom. Detalji kromatografije na kolo
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anionskog izmjenjivéa Mono Q HR 5/5 opisani su u Metodama. Vezana DPé&uirana
je linearnim gradijentom NaCl od 1 mmol*ldo 150 mmol [} (slika 4.9a).Cistoca
eluirane DPP Il provjerena je SDS-elektroforezastiké 4.9b) iz koje je vidljiva samo
jedna proteinska vrpca molekularne mase ~ 82 000 Da
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Slika 4.9. Protis¢avanje preparata DPP Il (0,67 mg mL") dobivenog gel-filtracijom na
Sephacryl-u S-200, brzom tekéinskom kromatografijom na stupcu MonoQ. a) Profil FPLC

na stupcu Mono Q 5/5Gradijent NaCl u puferu za eluciju (1-1000 mmal .50 mmol [* Tris-
HCI pH 7,4) ozné&en je plavom linijjom. Crvena linija odgovaragheluata. Na stupac je naneSeno
~ 2,2 mg odsoljenog proteina, volumen frakcija je ®5 mL, a protok 0,5 mL mih b) SDS-
elektroforeza prociSéene DPP 1l u poliakrilamidnom gelu gradijenta gusibée 8-25 %
(PhastSystem).S — niskomolekularni proteinski standardi; 1 —¢ptni uzorak proteina pé@&cen
gel-filtracijom; 2-7 — aktivne frakcije DPP Il (327) iza Mono Q. Na gel je naneseno oko 300 ng
proteina (poetni uzorak), 100 ng (frakcija 32), 200 ng (frakcy3 i 34), 150 ng (frakcija 35) te 50
ng (frakcija 36 i 37) po traci. Proteinske vrpcéan@ su srebrom.

Aktivne frakcije DPP Ill sa sthom speciithom aktivno8u spojene su i pohranjene s
glicerolom @ = 0,223 na -10 °C. Najaktivnije frakcije DPP IIl 33 i 34nale su specinu
aktivnost 3003,9 mj myjodnosno 2600,7 mj mMg i sadrzavale su od 70 mmotf*ldo 90
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mmol L! NaCl, a spojenim frakcijama nakon dodatka glicerotirgiena je specifina
aktivnost uz Co (2266,7 mj mg) i bez CS" (589,3 mj mg). Tako je kombinacijom
metoda gel-filtracije i ionsko-izmjenji¢de kromatografije DPP Il bez Hisprivjeska
prociS¢ena u potpunosti, a ukupni prinos rekombinantnagemma bio je ~ 12,5 mg iz 0,5
L kulture.

Tijekom izrade ove radnje, prekomjerno eksprimaraDdPP I1ll, osim kako je
opisano, préiséena je i kombinacijom kromatografije na DEAE-cekiloFPLC na Mono
Q. Nakon prvog koraka izolacije na DEAE-celulozgkicije sa enzimom (visoki stupan]
cistoce) pohranjene su na -EC na period od oko 40 dana. Kao Sto je kasnije cave,
tijekom vremena, a uslijed oksidacije, dolazi daneliizacije DPP Ill proteina. Kao
posljedica dimerizacije naboji na povrSini protemagu biti zaklonjeni, Sto je omoglo
jako dobro odvajanje monomerne i dimerne forme DIPRJzorak je dalje prsis¢en na
Mono Q, te je analizom aktivnosti i SDS-elektrofoyen u nereducirafim uvjetima
utvrdeno kako je DPP Il eluirana u dva "pika". Reatilhisu prikazani, no na ovaj ¢ia
uspjeSno su izolirangiste forme monomera i dimera, za koje su neposrethaimn

izolacije odréeni kinettki parametri.

4.2. Homologna ekspresija kvageve DPP Il

4.2.1. Kloniranje DNA za kvagevu DPP Il u ekspresijski vektor pYES2

Umnazanje gena YOLO57W za DPP Ill metodom PCR guewo je korist@
pocetnice nacijem se 5' i 3' kraju nalaze karakterisii nukleotidni slijedovi koje
specifécno cijepaju restrikcijske endonukleattndlll odnosno BamH. Produkti PCR
prociséeni su kako je opisano, te metodom ligacije dgrna u restrikcijsko mjesto
Hindlll/BamH plazmida pYES2 koji je We pocijepan navedenim endonukleazama.
Ligacijskim smjesama, metodom temperaturnog sokastormirane su stani¢e colisoj
TOP10. U cilju detekcije kolonija koje sadrze pladra ukloniranim odsjgkom DNA za
DPP I, provedena je metoda PCR na bakterijskinorkigama, te su tako odabrane
kolonije iz kojih je potom izoliran plazmid s ugenim genom za DPP Il
pYES2(DPPIIIHig) (slika 4.10). Servisnim sekvenciranjem plazmjpiatyrdeno je da je u
oba izolirana plazmida ispravno ukloniran gen z& DiP
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pb Slika 4.10. Elektroforeza praiséenih i izoliranih
plazmidnih vektora pYES2 s ugralenim genom za
10000 kvastevu DPP lII, u gelu agaroze.S — standard za
duljinu DNA odsje€aka; 1-2 —préiscéeni i izolirani
plazmidi pYES2(DPPIIIHig koncentracije 115 (1) i
2000 140 (2) nguL™. Gel je bojan u etidijevom bromidu, a
1000 vrpce DNA vizualizirane su pod UV svjetlom.
500

Kloniranjem gena za DPP Il u vektor pYES2 korstpocetnicu koja sadrzi
dodatne kodone, homologno eksprimirana DPP Il wams C-kraju imati ¢e His
priviesak, ali za razliku od DPP llI uklonirane aklberijski ekspresijski vektor pET-21a,

nete sadrzavati tri dodatne aminokiseline.

4.2.2. Prekomjerna ekspresija i préiséavanje DPP llI-Hisg

Transformacija stanica kvascés. cerevisiae soja BY4741 plazmidom
pYES2(DPPIIIHig) provedena je ponta litijevog acetata kako je opisano u Metodama.
Kolonije s krute SD-Ura podloge s glukozom, risee su na tekw podlogu istoga
sastava i uzgajane 48 sati na°®8) Kada je optika gustéa stanica pri 600 nm iznosila
0,7, 80 mL kulture odvojeno je i centrifugiranoprano u sterilnoj destiliranoj vodi i
ponovno centrifugirano. Tako dobiveni talog resusiy@n je u 2 mL tekée SD-Ura
podloge s galaktozom, te je pdema suspenzija stanica ndsaa na ostatak podloge
volumena 500 mL. Na ovaj &ia priredena je kulturagija gustda stanica odgovara
apsorbanciji od 0,4. Ekspresija DPP III proteinatanuta dodatkom galaktoze (20 g)L
odvijala se preko i kako je opisano, u ukupnom volumenu kulture dd 2

Sabrani talozi kvagvih stanica s prekomjerno eksprimiranom DPP IHsHi
ukupne biomase 9,2 g (iz 2 L kulture), pohranjanna -20 °C. Statni lizat prireien je
mehanékim razbijanjem odmrznutih stanica staklenim kught@, u puferu za lizu uz
inhibitor proteaza. Prideni lizat je filtriran, a DPP lll-Hig pratiS¢éena afinitetnom
kromatografijom na koloni Ni-NTA, kako je opisanGel-filtracijom uzorak je zatim
preveden u 20 mmol 't Tris pH 7,4 pufer, i pohranjen na -10 uz dodatak glicerolag(=
0,22). Prinos pré&is¢enog proteina iz 2 L kulture iznosio je 1,9 mgpadficha aktivnost

je iznosila 1653,3 mj miy
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DPP lll-His; analizirana je SDS-elektroforezom; u reduciéaju uvjetima ugena
je jedna proteinska vrpca molekulske mase ~ 82M&0koja odgovara masi monomera
DPP lllI-Hiss (slika 4.11), dok je u nereducirgm uvjetima u@eno postojanje dviju
proteinskih vrpci, monomerne i dimerne forme pnodei kao i kod heterologno
eksprimirane DPP llI-Hignije pokazano).

S 1 2
kDa S Slika 4.11. SDS-elektroforeza DPP IlI-Hig nakon
2; W W izolacije na koloni Ni-NTA u 12% poliakrilamidnom
45 gelu. S —niskomolekularni proteinski standardi-IDPP
llI-His¢ prekomjerno eksprimirana u bakterijskoj stanici
30 (naneseno 3,75ug proteina); 2 — DPP llI-His
prekomjerno eksprimirana u kvwa¥oj stanici (naneseno
20,1 2,8 ug proteina). Proteinske vrpce bojane su s Coomassie
14.4 blue R-250.

4.3. Fizikalno - kemijske zn#ajke kvasteve DPP IlI

Dimerizacija kvas¢eve DPP Il

Elektroforezom u nativnim nereduciréion uvjetima DPP llI-Hig heterologno
eksprimirane i izolirane kromatografijom na koldiiNTA, uo¢eno je postojanje dodatne
proteinske vrpcegija relativna masa odgovara masi dimerne forme DPBlika 4.6).
Kao Sto je opisano (poglavlje 4.2), razdvajanje aroara i dimera provedeno je gel-
filtracijom. Neposredno nakon odvajanja dviju fo@®P llI-Hiss;, odreiena je hidrolittka
aktivnost za oba uzorka. Na osnovi vrlatsih specifénih aktivnosti monomera (1761,2
mj mg) i dimera (1651,7 mj m moZe se zakljtiti kako dimerizacija DPP IIl ne utje
zna&ajnije na enzimsku aktivnost proteina. Dodatnomliaoa proteinskih uzoraka DPP
llI-His g elektroforezom u nativnim uvjetima, ufieno je kako n&n pohrane uzoraka bitno
utjece na omjer dimera i monomera u proteinskoj otopidio dimernog oblika DPP llI-
Hiss najvei je nakon pohrane na -2, uz prethodno brzo smrzavanje u tekua duSiku
na -196°C, dok je omjer monomera i dimera u uzorcitn@anim na £C, odnosno -10

°C (uz glicerol) podjednak (slika 4.12; linija 132,
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Na osnovi zapazanja da se provddeDS-elektroforezu u reducirdjm uvjetima
uotava proteinska vrpca monomera, ali ne i dimeraraizmji su pohranjeni kako je
opisano, dodatno su inkubirani uz 4 mm3dIDTT, 10 min na sobnoj temperaturi. Kod sva
tri uzorka, nakon obrade s DTT-om zapazeno jecgna povéanje udjela forme

monomera kada ih se analiziralo nativnom elektexfom (slika 4.12; linija 4,5,6).

S 1 2 3 4 5 6
kDa
67 =
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Slika 4.12. Nativna elektroforeza u gradijentu gusiée poliakrilamidnog gela 8-25 %
(PhastSystem) uzoraka DPP IIl pohranjenih pri raznim uvjetima. S — visokomolekularni
proteinski standardi; uzorci DPP Ill pohranjeni ha 4°C (naneseno 1,2%g proteina); 2 — na -10
°C (naneseno 0,98g proteina); 3 — na -28C (naneseno 1,059 proteina). Na pozicijama 4,51 6
naneseni su uzorci DPP llI-Hiseducirani DTT-om, a po &mu prikaza odgovaraju uzorcima na
pozicijama 1, 2 i 3. Proteinske vrpce bojane swsnassie blue R-250.

Inkubacija DPP Il proteina u denaturiréijtn i nereducirajaim uvjetima (SDS i
termicka obrada na 108C, ali bezBmerkaptoetanola (2-ME)) nije utjecala na p&ge
udjela monomera. Mieitim, obrada uzorka u reducirgjm uvjetima (s 2-ME) imala je za
posljedicu da je nakon SDS-elektroforeze vidljiean® proteinska vrpca monomera, Sto
govori u prilog tome da je dimerizacija DPP Il fgima vjerovatno posljedica stvaranja

intermolekularne disulfidne veze (slika 4.13).

wa ° 1 ? slka 413 SDS-elektroforeza u  gradijentu
14,4 poliakrilamidnog gela gust&e 8-25 % (PhastSystem).
20,1 S — niskomolekularni proteinski standardi; 1 — uzoraRMD
30 lll-Hisg obraten sa SDS-om i 2-ME (hanesno 200 ng
proteina); 2 — uzorak DPP lllI-Hi®braien samo SDS-om
43 . L
67 (naneseno 400 ng). Proteini su bojani srebrom.
94
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Opisane forme monomera i dimera opisane su i kodohmgno eksprimirane DPP llI-
Hiss. Tijekom izolacije DPP Il proteina bez Hiprivjeska, i neposredno nakon izolacije
nije primjecena dodatna proteinska vrpca dimera. Analizom iEIB& Il proteina koji je
bio pohranjen 2 mjeseca na -4D, SDS-elektroforezom u nereduciréju uvjetima, jasno

su vidljive proteinske vrpce monomera i dimeragmipkazano).

Sekundarna struktura

S ciljiem odrdivanja elemenata sekundarne strukture DPP Ill prajekao i
utjecaja Hig privjeska, proiS¢eni proteini analizirani su spektrometrijski cir&uhim
dikroizmom (CD). Analiziranjem spektara proteinajikeu snimani u dalekom UV
podriju od 190-250 nm korisée program CDSSTR, dostupan na internetskoj stranici
navedenoj u Metodama, odeni su elementi sekundarne strukture DPP Il i DIRPlisg
proteina. Elemente sekundarne strukture &as DPP 11l bez Hisprivjeska preteznoine
a-zavojnice (~ 47 %), uz maniji udi@-ploca (~ 13 %) i zavoja (~ 17 %). Kao Sto je
vidljivo iz CD spektara (sliked.14) dodatak His privieska nije zn&ajnije utjecao na
promjenu u sekundarnoj strukturi, te je udiavojnica (~ 54 %)p-plo¢a (~ 10 %) i

zavoja (~ 14 %) gotovo nepromijenjen.

30000 —DPPIIl
—DPP lll-His,

-10000

Molarni elipticitet / deg cm’dmol”

-20000 T T T T T T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250

Valna duljina / nm

Slika 4.14. Usporedba CD spektara rekombinantne ku&eve DPP Il i DPP lll-Hise.
Koncentracija DPP Il (pras¢ene frakcije iza Mono Q) i DPP lll-HigprogiScene frakcije iza Ni-
NTA) iznosila je ~ 0,320 mg mbt CD spektar DPP Ill ozian je crnom, a DPP Il sa His

privieskom crvenom bojom. Uvjeti snimanja CD spektde postavke mjerenja opisani su u
Metodama.
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Termostabilnost

Termalna denaturacija proteina ¢®aa je najprije mjerenjem cirkularnog
dikroizma. Analizom sekundarne strukture alineo je da DPP Ill preteznone elementi
a-zavojnice, pa je s obzirom na to promjena sigr@@la tijekom termalne denaturacije
praéena na valnoj duljni od 208 nm karaktetigbj za a-zavojnicu. Obradom krivulja
termalne denaturacije proteina, atkro je da temperatura mekSanja protdipaza DPP
lll iznosi 56,86 = 0,12°C, a za DPP IllI-His 54,29 = 0,13°C (slika 4.15). Nadalje,
analizom denaturiranog proteina pamdCD, prilikom snizavanja temperature sa°@5na
20 °C nije primijeéen povrat nativhe konformacije proteina. 1z sliké34vidljivo je da se
denaturacija DPP 1l i DPP IlI-Hgsodvija izmetu 50 i 60°C. To je potvdeno i drugim
nainom ispitivanja temperaturne stabilnosti koji jeoyeden mjerenjem preostale
aktivnosti proteina nakon inkubacije pri r&#im temperaturama. Preostala enzimska
aktivnost DPP Il pri 50°C iznosila je 56,6 %, a za DPP IlI-Hi47,8 %, Sto je u jako

dobrom slaganju sa rezultatima mjerenja CD (slik®4 4.15).

4

-5000

2

Molarni elipticitet / deg cm” dmol

-10000

-15000

DPP Il

20000 ] DPP lll-His,

25001 T T T 1
20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura / °C

Slika 4.15. Termalna denaturacija DPP IIl i DPP llI-Hiss. Tockama su prikazane vrijednosti
signala CD snimljeni na valnoj duljini od 208 nm, kaivulje predstavljaju gratki prikaz
Boltzmanove funkcije. Crno obojanetke i krivulja odnose se na DPP lll, a crveno na DiPBa
Hisg privieskom. Koncentracija DPP Il (frakcije iza Mo Q) i DPP llI-Hig (frakcije iza Ni-NTA)
iznosila je ~ 0,320 mg niL Uvjeti snimanja CD spektra te postavke mjerenjésami su u
Metodama.
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Slika 4.16. Utjecaj temperature na stabilnost rekorhinantnog proteina DPP Il proteina sa i
bez His privjeska. Preparat DPP Ill (monomer iza MonoQ) i DPP lll-Higonomer iza gel-
filtracije) koncentracije proteina ~ 0,003 mg ilpredinkubiran je 15 min pri ra#lim
temperaturama pri pH 7,4. Odieanje preostale aktivnosti u alikvotima predinkaipgke smjese
provedeno je uz Aeg2NA kako je opisano u Metodama.

Izoelektriéna tocka

Izoelektrina taka rekombinantne kvadve DPP lll-Hig odreiena je
izoelektrenim fokusiranjem (IEF) na PhastGel @ilcama raspona pH od 3,0 do 9,0.
Bojanjem s Phast Blue R bojom,d@ne su dvije bliske vrpce proteina (nije pokazano).
Gradijent pH odréen je istovremenim IEF standardnih proteina pohngaiti a iz dobivene

krivulje ocitane su dvije vrijednosti pl za DPP lll-Hikod pH 5,70 odnosno 5,75.

Optimalni uvjeti za aktivnost hidrolize Arg »-2NA

Istrazivanjem ovisnosti aktivnosti kwae DPP Ill o pH ustanovljeno je da taj
enzim hidrolizira supstrat Age2NA u podriju pH 7,0-8,6. Najvéu aktivnost ispoljio je
kod pH 8,0. Zn&jan utjecaj na enzimsku hidrolizu imala je i ioagkkost Tris-HCI
pufera: povéanje ionske jakosti od optimalne=10,01 do I= 0,2, imalo je za posljedicu
smanjenje hidrolize supstrata od oko 50 %. Utj@thj ionske jakosti pufera ispitan je na
DPP 1l (monomer iza MonoQ) i DPP lll-Higmonomer iza gel-filtracije) pdemu nisu
uocene razlike.

Ispitivanjem utjecaja iona metala €ao zZn**, pokazana je zwajna aktivacija

kvageve DPP lll-Hig Cc** ionima. Aktivacija je postignuta u rasponu koncadija 10-
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500 pmol L™ CoCh. Uz optimalnu koncentraciju CoCbd 100umol L™ enzim je bio
aktiviran i do 5 puta. Nasuprot tome, Za@ ve u koncentraciji od 1@mol L™ znatajno
inhibirao DPP IlI-Hig (~ 40 %), dok je uz 10@mol L™ inhibicija iznosilagak ~ 90 %.

Supstratna specifénost kvaseve DPP Il

Supstratna specifnost kvageve DPP llI-Hig odreiena je uz nekoliko sintékih
supstrata, dipeptidil-naftilamida. Pri uvjetima key opisani u Metodama, dakle kod pH
8,0 i koncentracije supstrata 1p@nol L™, najvéa speciféna aktivnost postignuta je uz
Arg>-2NA i iznosila je 1485,1 mj my Za Ala-2NA i Ala-Phe-2NA specifina aktivnost
je bila manja i iznosila ~ 67 % odnosno 10,1 % wmazdi na aktivhost uz Asg2NA.
Znatno manja specifina aktivnost postignuta je uz supstrat His-Ser-Zl2& % u odnosu

na aktivnost uz Arg2NA).

Utjecaj efektora peptidaza na aktivhost DPP IlI

Kelatori metala poput EDTA i 1,10-fenantrolina 2na inhibiraju DPP IlI-His u
kratkom vremenu predinkubacije. Predinkubacija m®@z{24,2 nmol [}) uz 0,1 mmol [*
1,10-fenantrolin nakon 5 min pri 37 °C rezultira &tnom inhibicijom, dok EDTA u
koncentraciji od 1 mmol £gotovo u potpunosti inhibira enzim (~ 99 %).

Inhibitori serinskih peptidaza 3,4-dikloroizokunrar(DCI) i fenilmetansulfonil
fluorid (PMSF) nisu imali zn&jniji utjecaj na aktivhost DPP lll-His Predinkubacija
enzima (~ 20 nmol ) 10 min pri pH 7,4 uz 20@mol L™ DCI uzrokovala je gubitak
enzimske aktivnosti od 18,6 %ak 10 puta véa koncentracija PMSF (2 mmol™)
predinkubirana 20 min s DPP 11I-Hig,8 nmol %) pri pH 8,0, nije inhibirala enzim.

Ispitivanjem utjecaja tiolnih reagenasa na aktstrioPP IlI-Hig pokazana je brza
inaktivacija enzima pri sobnoj temperaturi. Predidcijom enzima (3,2mol L) uz 0,9
mmol L 4,4'-ditiodipiridin (DTDP) 5 min, te zatim prodenjem standardnog testa,
utvrdena je ~ 57 % manja aktivnost enzima, dok je nal®min inaktivacija bila gotovo
potpuna (~ 89 %). Osobito brza inaktivacija enzrapazena je uz dodatpkra-hidroksi-
merkuribenzoataptHMB): 10-minutna predinkubacija DPP I1I-Hi$19,6 nmol [') s 0,1
umol L™ p-HMB rezultirala je inhibicijom od ~ 41 %, dok jeSjumol L™ p-HMB u istom
vremenu potpuno inaktivirao enzim (~ 93 %). Zaniwolj 10-minutna predinkubacija DPP
ll-Hisg (~ 1,2 pmol L% s 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzojevom kiselinom) (NB)
koncentracije 2 mmol £, nije imala utjecaj na enzimsku aktivnost. Nada}@-minutna
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predinkubacija DPP Ill-Hisuz ¢ak 20 mmol [! jodoacetamid (IAA), nije uzrokovala

smanjenje aktivnosti enzima.

4.4. Kataliti¢ka svojstva DPP llI

U cilju daljnje karakterizacije hidrolitke aktivnosti kvag&eve DPP Ill, te
ispitivanja utjecaja Hisprivjeska kao i dimerizacije na enzimsku aktivhasireieni su
kineticki parametri toga enzima za hidrolizu spetibg supstrata Apg2NA.
Michaelisova konstant, i kataliticka konstant#.:(obrtni broj) odreiene su mjerenjem
pocetnih brzina reakcije hidrolize AsNA u uvjetima kako je opisano u Metodama. Kao
mjera enzimske efikasnosti iztmat je omjer navedenih konstakgiyKn.

Najprije smo provjerili da li postoje razlike u letitkim parametrima monomernog
i dimernog oblika DPP Il bez Hisprivjeska. U tu svrhu koriSteni su uzorci DPP Il
izolirani kromatografijom na DEAE-celulozi te ior@k izmjenjiva&u Mono Q. Kinetiki

parametri prikazani su u tabliéil.

Tablica 4.1. Rezultati kinettke analize monomera i dimera DPP 11l uz Arg-2NA.

Oblik DPP IlI Kn(mol L™ ke (S KeadKm (Mol L sh)
monomer 12,15 0,373 30 657,13
dimer 15,13 0,364 24 029,32

Reakcijska smjesa sadrzavala je 17 mmiblITkis-HCI pH 8,0, 10Qumol L™ CoC}, te supstrat Arg2NA u
rasponu koncentracije 2,5-1@@nol L. Koncentracija enzima u reakcijskoj smjesi bilafjgs7 nmol [* za
monomer te 1,32 nmoltza dimer DPP lII. Kinetiki parametri odréeni su iz vrijednosti p&etnih brzina
hidrolize supstrata pri 28, obradom podataka jedne serije mjerenja, kakpigano u Metodama.

U tablici 4.2 prikazani su kingki parametri odréeni s ciliem da se ispita utjecaj
Hiss privjeska, kao i mogiih posttranslacijskin modifikacija proteina na Kidka svojstva
kvageve DPP Ky, brzinu katalize i katalitku efikasnost.
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Tablica 4.2. Rezultati kinetiécke analize DPP Il proteina sa i bez privjeska Hig,
prekomjerno eksprimiranog u stanicamak. coli ili S. cerevisiae.

Tip enzima Km (umol L™ Keat (81 Keal K (Mol L™ s%)
DPP Il 10,42 +1,06 0,334 + 0,022 32 583,86 + 3320,32
DPPIIl-HIss 15,18 3,03 0,249 +0,056 16 743,17 + 3143,79
eksprimirana u E. coli

DPP llI-His ¢

- - 18,54+ 1,65 0,267 +0,014 14 471,69 + 2029,63
eksprimirana u S. cerevisiae

Reakcijska smjesa sadrzavala je 17 mmidlITkis-HCI pH 8,0, 10Qumol L™ CoC}, te supstrat Arg2NA u
rasponu koncentracije 2,5-1@fnol L. Koncentracija enzima (monomerni oblik) u reakajssmijesi bila
je: 1,57 nmol [* za DPP IlI (frakcije iza MonoQ); 3,92 nmol‘lza DPP lll-Hig E. coli (frakcije iza gel-
filtracije); 1,72 nmol [* za DPP Ill-Hig S. cerevisiae(frakcije iza gel-filtracije). Kinetiki parametri
odraleni su iz vrijednosti pietnih brzina hidrolize supstrata pri 2&, kako je opisano u Metodama.
Prikazane su srednje vrijednosti + standardna @égred najmanje dva odiiganja.

Uvodenjem Hig privjeska naC-kraj DPP Il proteina, neznatno je pdamakKy, i
smanjena katalitka konstanta ki), Sto rezultira smanjenjem katalke efikasnosti
enzima za manje od 2 puta. Homologna ekspresija DIRAiss nije rezultirala
poveanjem katalittke efikasnosti enzima. S obzirom na neznatne proenjekatalittkoj
efikasnosti, a izuzetno veliki prinos topive frgkcproteina sa Hisprivieskom prilikom
heterologne ekspresije te efikasnodgséavanje na afnitetnoj koloni Ni-NTA, sva daljna
ispitivanja provedena su na proteinu DPP lll¢tisterologno eksprimiranom E. coli,
koji ¢e od sada pa nadalje biti ozea kao "divlji tip" DPP 1l enzima.

Iz vrijednosti p&etnih brzina hidrolize Arg2NA u 17 mmol [* pH 8,0 puferu pri
25 °C ali bez prisustva Coglodreteni su kinettki parametri za kvag&vu DPP llI-Hisg.
Kn odrelena u uvjetima bez CogCgotovo je nepromijenjena (15,50 + 1,@fol L) u
odnosu n&, odraienu u uvjetima sa Cog(tablica 4.2). Razlika je vidljiva u katalikoj
konstanti koja je u uvjetima bez Ce@®hanja oko 8,5 puta (0,028 + 0,0009% s odnosu
nakea: odreienu uz CoGl
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4.5. ldentifikacija reaktivnih cisteina

4.5.1. Priprema mutiranih oblika DPP IlI-His ¢ usmjerenom mutagenezom

S ciliem razjasnjenja molekularne osnove dimeijeddPP Il i njene osjetljivosti
na sulfhidrilne reagense, ispitivanje je nastadjersmjeru detekcije reaktivnih cisteinskih
ostataka u DPP Il proteinu. Usmjerenom mutagenegoitedeni su mutirani oblici
kvageve DPP llI-Hig u kojoj je svih pet ostataka cisteina na pozicgarhl3, 130, 518,
626 i 639 bilo pojedinao zamijenjeno aminokiselinom serin.

Prekomjerna heterologna ekpresija kao i afinitggr@iS¢avanje mutiranih oblika
proteina provedeni su kako je opisano za "diyyi DPP lll. Tijek pra@&iS¢avanja bio je
pracen SDS-elektroforezom kao i odreanjem aktivnosti standardnim testom. Frakcije s
prociséenim aktivnim proteinom, sakupljene su, te pohna@ja 20 mmol L[ Tris puferu
pH 7,4 uz dodatak glicerolag(= 0,22 na -10°C. U svrhu Sto preciznije kinéke
karakterizacije uzorci su dodatno piggeni gel-filtracijom na koloni Sephacryl-a S-200.

Zamjena cisteinskih ostataka DPP Il enzima unsemije utjecala na aktivnost
enzima, Sto je vidljivo iz usporedbe spami aktivnosti "divljeg tipa" enzima i mutiranih
oblika (tablica4.3). Tako je specifna aktivnost "divljeg tipa" iznosila 1160,0 mj thdok
je aktivnost mutiranih oblika bila od 944,0-117&2mg™.

Tablica 4.3. Speciféna aktivnost divljeg tipa DPP Il i mutiranih oblik a uz Arg,-2NA.

Tip enzima Aktivnost /mj mg™
"divlji tip" DPP 111 1160,0 + 163,0
C113S 1176,2 £ 60,5
C130S 1112,4 + 130,9
C518S 944,0 = 36,2
C626S 1056,0 + 216,6
C639S 1143,4 + 87,1

Specifina aktivnost odréena je standardnim testom kako je opisano, pri fH @& 50pmol L™ CoCl, i
koncentraciju supstrata 4@mol L™. Koncentracija enzima u reakcijskoj smjesi bila2j&-6,0 nmol L.
Prikazane su srednje vrijednosti + standardna [dgred najmanje tri oddevanja.
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Nakon SDS-elektroforeze pii8cenih mutiranih oblika DPP IllI-His proteina
vidljiva je samo jedna proteinska vrpca koja odgavaonomeru (slikd.17a). Analizom
istih uzoraka nativhom elektroforezom ili pak SD8ké&oforezom u nereducirajim
uvjetima (slika 4.17b), ustanovljeno je da se sutimni oblici nalaze u formi monomera i
dimera, osim jednog. Mutirani oblik DPP Il protai©€130S u svim uvjetima postoji samo
u obliku monomera, na osnovega zakljdujemo kako je upravo cistein u poziciji 130

odgovoran za stvaranje intermolekularne disulfidege a time i dimerizacije kvésve
DPP Ill.

a) kDa s 1 2 3 45 6
97
— ey e e —
66 -
30
20,1
S ——
b) kDa S 1 2 3 45 6
220
170 W T - -
116
76 -
p— ——— -
53
Slika 4.17. SDS-elektroforeza afinitetno préiséenog "divljeg tipa" DPP Ill i mutiranih

oblika. a) reducirajuéi uvjeti, 12% poliakrilamidni gel. b) nereduciraju ¢éi uvjeti (bez 2-ME),
7,5% gel.S — niskomolekularni odnosno visokomolekularni pnaski standardi; 1 — "divlji tip"; 2

— C113S; 3 - C130S; 4 — C518S; 5 — C626S; 6 — Casagel je nanesenopy svakog uzorka.
Proteinske vrpce bojane su s Coomassie blue R-250.

Usporedbom CD spektara svih mutiranih proteindigljim tipom" DPP lll, nisu
uocene razlike koje bi ukazivale na zage promjene u sekundarnoj strukturi (slika 4.18).

U prilog toga da dimerna struktura ne tgena stabilnost DPP IIl proteina govore i
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rezultati temperaturne stabilnosti "divljeg tip&PP Il i C130S mutanta, dobiveni
metodom cirkularnog dikroizma. Obradom krivulja ni@ine denaturacije proteina,
odraiena je temperatura mekSanja proteipgoja je gotovo ista za "divlji tip" DPP Il i
C130S, te iznosi 54,29 + 0,28 odnosno 54,51 + 0,0€. Mjerenjem preostale aktivnosti
proteina nakon inkubacije pri raglim temperaturama, pokazan je Zamn gubitak
aktivnosti za oba proteina pri temperaturi od®60Q pri ¢emu je preostala aktivnost "divljeg
tipa" DPP Il iznosila 47,8 %, a C130S mutiranddjla 51,8 %.

40000 —— "divlji tip" DPP Il
] Cc1138
30000 -} ——C130S
C518S
——C626S

Molarni elipticitet / deg. cm’dmol”

-20000 T T T T T T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250
Valna duljina / nm

Slika 4.18. CD spektri "divljeg tipa" i cisteinskih mutanata DPP lIl. Koncentracija proteina
svih uzoraka (préiséene frakcije iza Ni-NTA) iznosila je ~ 0,300 mg thLUvjeti snimanja CD
spektara i postavke mjerenja opisani su u Metodama.

U svrhu preciznijeg oddévanja potencijalne vaznosti ostataka cisteina u
mehanizmu katalize kvésve DPP llI, odréeni su kinettki parametri mutiranih oblika i
usporgeni s vrijednostima za "divlji tip". "Divlji tip DPP 1l i mutanti koji nakon
afinitetnog praiScavanja sadrze obje forme (monomer i dimer), dodamgodvrgnuti
gel-filtraciji na koloni Sephacryl-a S-200, kakods forma monomera odvojila od dimera.
Mjerenje p@etnih brzina hidrolize supstratademo je neposredno nakon izolacije, kako bi
se izbjegla ponovna dimerizacija proteina zbogmepohrane uzoraka. lako samo u formi
monomera, C130S DPP Il taker je podvrgnut gel-filtraciji.

Kineti¢ki parametri ukazuju na neznatno smanjdfjeC130S DPP Il enzima u
odnosu na "divlji tip", dok je katak#a konstantaki,) mutiranog oblika bila manja 2,8
puta. Katalittka efikasnost C130S DPP Il enzimig{(K,) smanjena je u odnosu na
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"divlji tip™ 1,7 puta. Niti zamjena ostalih cigtekih ostataka nije z&ajnije utjecala na
kataliticku efikasnost ostalih DPP Ill mutanata: katéké konstantakgy) C639S mutanta
je nepromijenjenja u odnosu na "divlji tip", dgkza C518S mutant manja oko 1,9 puta
(tablica 4.4).

Tablica 4.4. Rezultati kinetiéke analize "divljeg tipa" DPP Il i mutiranih
oblika C130S, C518S i C639S uz ApePNA.

Tip enzima Km (umol L™ Keat (S KealKm (Mol L™ s%)
DPP 11l "divlji tip" 15,18 + 3,03 0,249 + 0,056 16 743,17 + 3143,79
C130S 8,80+0,64 0,090 + 0,004 10 213,10 + 653,99
C518S 11,91+1,41 0,131 +0,023 10 861,22 + 728,98
C639S 10,97 + 0,96 0,256 + 0,022 23 878,98 + 2576,25

Reakcijska smjesa sadrzavala je 17 mmiblTkis-HCI pH 8,0, 10Qumol L™ CoClb, te supstrat Arg2NA u
rasponu koncentracije 2,5-1@fnol L™, Koncentracija enzima (monomerni oblici DPP llisHhakon gel-
filtracije) u reakcijskoj smjesi bila je: 3,9 nmbi* za "divlji tip"; 9,2 nmol [* za C130S; 6,0 nmol't.za
C518S i 2,4 nmol 1 za C639S DPP IIl. Kinatki parametri odréeni su iz vrijednosti pgtnih brzina
hidrolize supstrata pri 25C, kako je opisano u Metodama. Prikazane su sredijggnosti = standardna
pogreSka od najmanje dva odireanja.

4.5.2. Utjecaj sulfhidrilnih reagenasa na aktivnost'divljeg tipa" i mutiranih
oblika DPP Il

Predinkubacija sa sulfhidrilnim reagensgrara-hidroksi-merkuribenzoatomp{

HMB) u koncentraciji 0,3umol L, pri pH 8,0, vé nakon 10 min uzrokovala 40 do 50 %-
tnu inhibiciju "divljeg tipa" DPP Il te C113S,180S i C626S mutanta. Manja inhibicija
(25 %) u navedenim uvjetima pokazana je za mut&i#8S, dok je mutant C639S bio
potpuno neosjetljiv. Povanje koncentracije reagensa rezultiralo je znatméom
inhibicijom, pa je uz 0,fimol L™ p-HMB preostala aktivnost "divljeg tipa", C113S,3DS

I C626S DPP Il bila ~ 10 %, C518S mutant zadraogznatno @ aktivnost (20 %),
dok je mutant C639S i dalje pokazivao gmau otpornost na inhibiciju (slika 4.19). Tek
znatno vée koncentracijep-HMB-a od 10 pmol L i 100 pmol L uzrokovale su
zn&ajniji gubitak aktivnosti mutanta C639S koji je @10 50 % odnosno 80 % {®&ine

aktivnosti. Na temelju ovih rezultata mozemo zaltjkako je snazna inhibicija DPP Ill s
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koncentracijomp-HMB reagensa manjom odiimol L*, rezultat modifikacije cisteina na

poziciji 639.
100-\
. —n—"divlji tip" DPP Il
T —e—C113S
B 60- —a—C130S
S —v—C518S
= —e—C626S
0} .
s ¥ C639S
[723
8
o
20 -
0 T T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

pHMB / pmol L

Slika 4.19. Inaktivacija "divljeg tipa" i cistein skih mutanata DPP IlI-Hiss s p-HMB-om.
Enzim (18-25 nmol L) je predinkubiran 10 min s reagensom kod pH 835 i°C, a zatim je
odreiena preostala aktivnost kako je opisano u Metoddmikazane su srednje vrijednosti od
najmanje dva mjerenja.

Rezultati ispitivanja utjecajp-HMB na aktivnost "divljeg tipa" i mutiranih okh

DPP lll-Hiss u kojima su pojedinmi ostaci cisteina zamijenjeni serinom, ukazivalida
bi inaktivacija DPP Il ovim reagensom mogla bitbgljedica strukturne nestabilnosti
uzrokovane modifikacijom jednog ili viSe cisteinskbstataka. Da bi se ispitalo tu
pretpostavku, provedeno je mjerenje cirkularnogaizma. CD spektri "divljeg tipa" DPP
Il (4,4 umol L) u neutralnom puferu, i DPP Il koja je bila prekiibirana 10 min s&ak
50 pmol L™ p-HMB spojem (odréena inhibicija ~ 96 %), bili su potpuno idemt $to
ukazuje da nije doSlo do zfagnije promjene u sekundarnoj strukturi nakon mkddije
(nije pokazano). Ptenjem temperaturne stabilnosti pokazano je da dmalee
denaturacije DPP Il proteina modificiranogr-$iMB-om dolazi pri temperaturi 50-6TC
(slika 4.20). Ty, vrijednost za kontrolni uzorak DPP Il iznosi 52,6 0,31°C, dok je za
DPP 11l koja je modificirangp-HMB-om T, vrijednost kod 50,53 + 0,38C. Kako je
razlika u temperaturi mekSanja samo *C2¢ini se da inaktivacija DPP lll proteina uslijed
modifikacije cisteinskih ostataka (Cys639 i vjert@m Cys518) nije posljedica ztggnije

konformacijske promjene proteina.
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Slika 4.20. Termalna denaturacija "divljeg tipa" DPP Il prije i nakon modifikacije sa p-
HMB-om. To¢kama su prikazane vrijednosti signala CD snimljgivalnoj duljini od 208 nm, a
krivulje predstavljaju gra#ki prikaz Boltzmanove funkcije. Crno obojanehe i krivulja odnose
se na kontrolni uzorak, a crveno na modificiranbnak "divljeg tipa" DPP Ill. Koncentracija
proteina u uzorku iznosila je ~ 0,360 mg flUvjeti snimanja CD spektara i postavke mjerenja
opisani su u Metodama.

Kako je p-HMB reagens velika molekula (engulky) provjerili smo da li manji
spojevi popuiN-etilmaleimida (NEM) takder imaju inhibitorno djelovanje na DPP Ill. U
ovom sl@aju ispitan je samo "divlji tip" te dva mutant®18S i C639S. Za 50 %-tnu
inaktivaciju "divljeg tipa" i C518S DPP Il bilge potrebna znatno va koncentracija
NEM-a u odnosu n@-HMB, ¢ak 10 mmol [}. Mutant C639S je pokazao otpornost na
inhibiciju ovim reagensom (nije pokazano).

Nadalje je ispitan utjecaj aromatskog disulfidd&'-jtiodipiridina (DTDP). Ovaj je
sulthidrilni reagens takier inhibirao "divlji tip" DPP Il tek u znatno &en
koncentracijama. 50 %-tna inhibicija enzima postignje predinkubacijom uz 0,9 mmol
L™* DTDP kod pH 8,0 nakon 10 min. DPP Il oblici savignjenim ostacima cisteina na
pozicijama 113, 130 i 626 pokazivali suslil osjetljivost na DTDP kao i "divlji tip" te su
bili gotovo potpuno inhibirani nakon 30 mir @0 %). Istovremenim oddésanjem broja
modificiranih cisteinskih sulfhidrilnih grupa pokazo je da je 50 %-tna inhibicija "divljeg
tipa" DPP IIl nakon 10 min posljedica modifikacij€l,6 ostataka cisteina, dok je nakon 30
min modifikacija ukupno ~ 2,4 ostatka dovela do %®&ne inhibicije. Nasuprot tome,
nakon 10 min, znatno maniji gubitak aktivnhosti ~ 41 %3 % za C518S i C639S mutant,

posljedica je manjeg broja modificiranih cisteind., 2 odnosno ~ 0,7. Nakon 30 min oba
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mutanta i dalje pokazuju viSe od 60 % preostalevaésti, uz ~ 1,5 i ~ 1,0 ukupno
modificiranih cisteina u C518S odnosno C639S mut&®RP Il (slika 4.21).
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Slika 4.21. Vremenski tijek enzimske inaktivacije i modifikacije slobodnih cisteinskih
ostataka "divljeg tipa" DPP 1l i cisteinskih mu tanata C518S i C639S s DTDP-onEnzim
(3,6 pmol L™ je predinkubiran s 4,4'-ditiodipiridinom (0,9 mmb™) pri pH 8,0 i 25°C.
Oslobateni 4-tiopiridon préen je spektrofotometrijski pri 324 nm. Udio modifanih cisteina i
odreiivanje preostale aktivnosti enzima opisano je uddema. Isprekidana linija ozéava broj
modificiranih cisteina; puna linijja preostalu aktbst. Prikazane su srednje vrijednosti +
standardna pogreSka od najmanje dvadidagja.

Tijekom izrade ove radnje uspjesSno je kristalizirautirani oblik C130S DPP Il
proteina, na temeljdega je razrjeSena 3D struktura (PDB ulaz: 3csk)jeTomogdilo
detaljniju analizu okoline cisteinskog ostatka wipji 639, s cillem objasSnjenja njegove
visoke reaktivnosti. U tu svrhu pripremljen je mmatii oblik DPP Il sa zamijenjenim
ostatkom lizina na poziciji 638 u leucin (odabirsbB8 bitice objasnjen u poglavlju 4.6.1).
Priprema mutanta K638L DPP lll-Hiprovedena je kao i u slaju "divljeg tipa" DPP lI,
a sama mutacija nije imala utjecaja na enzimskuohml Arg,-2NA (vidi tablicu 4.5).
Ispitivanjem inaktivacije K638L mutanta DPP IlipsHMB reagensom, u@na je znatno
veca osjetljivost. Naime, \e0,05pmol L™ p-HMB inaktivirao je enzimsak 95 %, dok je
"divlji tip" kod te koncentracije reagensa zadriaSe od 60 % svoje aktivnosti (slika
4.19).
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4.5.3. Utjecaj vodikovog peroksida i glutationa

S ciljlem istrazivanja potencijalne fizioloSke uéogeaktivnih cisteinskih ostataka

"divljeg tipa" DPP Il uz 2 mmol t vodikov peroksid (i0,) nakon 30 min gubi se ~ 53
% enzimske aktivnosti. Dodatnom 10-minutnom inkijoac uz 3 mmol [* reducirani
glutation (GSH) primjéen je povrat aktivnosti do ~ 88 % (slika 4.22). G8Hovoj
koncentraciji ne utj@ na aktivnost netretiranog enzima. Duljom inkujoeci DPP 11l uz
istu koncentraciju kD, (16 sati) preostala aktivhost enzima iznosila j20~%, no u tom
slweaju dodatkom GSH nije bilo moge reaktivirati DPP IlI.

1001 moy Slika 4.22. Inaktivacija "divljeg tipa" DPP Il s a H,0,,

—I— te reaktivacija sa GSH.Predinkubacija enzima (2}6nol

L™ uz 2 mmol ! H,O, odvijala se 30 min (25C, u
mraku), nakortega je dodan GSH (3 mmoi*L.a nakon
10 min odréena preostala aktivnost kako je opisano u
Metodama. Prikazane su srednje vrijednosti *+ staimda
pogreska od najmanje tri mjerenja.

80

60

40

Preostala aktivnost! %

20

kontrola +H,0, +GSH

Ispitivanjem utjecaja D, na mutirane oblike DPP lll, ¢eno je da svi ispitani
mutanti sa zamijenjenim cisteinom na pozicijama, 113, 518, 626 ili 639 pokazuju istu
osjetljivost na HO,: nakon 30 min predinkubacije preostala aktivhasbsila od 41,3 do
50,7 % dok se dodatnom inkubacijom sa GSH postizaktivacija za sve mutirane forme
od 83,6 do 93,4 % preostale aktivnosti.

Mjerenjem pdetnih brzina hidrolize Arg2NA uz dodatak glutationa u
reduciranom ili oksidiranom obliku u rasponu koricadija od 0,1 do 2,0 mmol 1,
ispitan je utjecaj na aktivhost DPP lll. 1z gtkdog prikaza (slikat.23) vidljivo je da vé
0,1 mmol * GSH aktivira "divlji tip" DPP Il 3,3 puta, dgk uz istu koncentraciju GSSG
postignuta aktivacija iznosila 1,6 puta. No, &jaa razlika opazena je pri &im
koncentracijama: 2 mmoltGSH i dalje aktivira DPP IlI, dok 2 mmol'tGSSG inhibira
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enzim ~ 90 %. Ispitani mutanti DPP Ill sa zamjemjemisteinskim ostacima, pokazivali
su istu osjetljivost na GSH | GSSG kao i "divijg"t

350 -

. —m—GSH
] —eo— GSSG
300 -
. 250
S
g 204 [
= ] .
= [
8 E .
[72}
g 100 =
n- -
50

0

02 00 02 04 06 08 10 1,4 16 18 20
Koncennacua/nnnoIL

Slika 4.23. Utjecaj GSH i GSSG na aktivnost "divlgg tipa" DPP Ill. U reakcijsku smjesu koja
je sadrzavala 20 mmol™LTris-HCI pH 7,4, 4Qumol L™ Arg,-2NA, GSH ili GSSG (0,01-2 mmol
L™ dodan je enzim (~ 50 nmol™), nakoncega je izmjerena getna brzina hidrolize Apg2NA
kako je opisano u Metodama.

Gotovo jednaka aktivacija odnosno inaktivacijavljdg tipa" i cisteinskh mutanata
DPP Il postignuta je uz 1,4-ditiotreitol (DTT): 0mmol L* DTT u reakcijskoj smjesi
aktivira "divlji tip" DPP Ill do 3,5 puta, a muéine oblike do 3,8 puta, dok koncentracije

DTT-a vee od 3,0 mmol L inhibiraju enzimsku aktivnost.

4.6. Ispitivanje uloge s@uvanih aminokiselinskin ostataka

4.6.1. Odabir kandidata za ciljanu mutagenezu

Jedan od cilleva ovog rada bio je i identificir@minokiseline - nepoznate
konstituente aktivhog mjesta DPP IlI, te utvrdiihovu potencijalnu ulogu u katakitom
mehanizmu. U p&etku izrade ovog rada, pristup odabiru potencifakandidata temeljio
se na bioinformatkim analizama primarnih struktura, putem kojih dentificiralo visoko
sa&uvane aminokiselinske ostatke proteina porodice .M&ko je v€ navedeno, tijekom

izrade ovog rada i u vezi s njim, kristaliziran jeutant DPP Il C130%° Kristalna
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struktura proteina kvééve DPP Ill predstavlja prototip strukture Z#éavu porodicu
metalopeptidaza M49 (porodica DPP IIl). RazjasSnj&natalna struktura odnosi se na
"prazni enzim", pa nedostaju podaci ocima vezanja supstrata kao i1 katakibm
mehanizmu. No, upravo je uvid u prvu poznatu traghmonalnu strukturu, s detaljno
okarakteriziranim mjestom za vezanje cinka, zajesine@zultatima bioinformatke analize
omoguio ciljani odabir onih aminokiselinskih ostatakakage se pretpostavlja da bi mogli
biti vazni za supstratnu spec¢ifiost (vezanje supstrata) ili stabilizaciju prijelag stanja.

Odabrani aminokiselinski ostaci, bili su potpuhwisoko s&uvani u porodici DPP
[ll, a zamijenjeni su metodom ciljane mutageneze.

Abrami¢ i sur. su 2004. god. sravnjivanjem 14 tada pohnatimarnih struktura
proteina porodice M49 ustanovili Swvanih regij@®®. Danas je brojlanova porodice
M49 (DPP Ill) znatno vé&: 173 prema MEROPS bazi podatdkdo su proteinske
sekvencije iz organizama koji pripadaju u 5 camstawota Eubacteria, Protista, Fungi,
Plantae, Animalia Na slici 4.24 prikazan je rezultat sravnjivamgamarnih struktura

odabranih eukariotskih predstavnika porodice M49.

H  Sapi NS = s -mmmmmmem e MADTQ 5
(D = I s B e e L MDSQ 5
O - 1=V - R e MAAPSQ 6
D. nel anogaster MW.RGLORSRQQLNRLCHFRSRLNYGTSPSI RSVQPSI SRSLGFCSSLVRYSCSTNLPQPAEVASKTAH 70
C. elegans = ---------oioooaoooooon MNGQVSLLLRRAI SVKTFHLKRFVSTSTFSFSNSLPYKVPVDRSL 45
L. IMBj OF s m e oo VBHNTL 6
D. diSCOi deUM - - -om oo oo oo MBVPSSVI EN 10
N crassa = =  ----c--ccmecmcmcimeee e eeene e eeemememeee e MDACELSQ 8

F oo AL T R R R G VDEKVKQH 8
S, GBI eVI Si @8 - - - m oo oo MBH 3
H. sapiens Y! LPNDI GVSSLDCREAFRLLSP- TERLYAYHL SRAAWYGGLAVL LQTSPEAPYI YALLSRLFRAQDPDQ 74
D. rerio YYLPNDI G SALDCREAFKLLSP- KEKLYAHYL SRAAWYGGL VLI QTSPESAKI YVLLOKMFRAQTPLQ 74
X laevis YVLPNDLPVALLDCSEAFLLLSA- EEKLYTHYLSRASFYGGLI VLFQTSPESPAI YI LENRLFRTQEPAE 75
D. nel anogaster FVLPNTQPI ADLDCKSAFENLTE- KEKL YAHHFSQASWDGGLI ALI QSSPEAPLI FSLLHRI FLAEKI PV 139
C. elegans YI | PNETPVCQL DAADAFKTLSE- KEKKYSHYVAKASFDGAL AVFLQVSPESAPI FYVLYRLFKSESVEQ 114
L. ngjor YI TPRAVPYCI LSI ANAFKDL TP- KQRHYAHHVWAAGWCGAPVWAEQL SPESL PLLRLFFKVLSAQPLDT 75
D. discoi deum HLVPKEI PVYRLNARESENLLTE- KEQL YAHHI SVACWAGSKI CLGQTSI ESGPI ENLFONLFSI QN-- - 76
N. crassa YLADAPPSVVRL EVEKHFDAL TDKQKR- YAHFI SKASFAGNRI VLRQVSPESESI YDFI | ALHKASGGDW 77
A orzyae YLADSPPTVVRLEI KHHEDNLKDAKL RRYAHYI SRAAFEGTRVTLRQVSPESEPI YDLI | ALYHACDGNW 78
S. cerevisiae FFADHDAPL SMLSVKTEYFPQL TDKEQKYAHFMSKASHAGSRVVIVRQVSHESEPI FDLI LAl HSKLNG- - 71

Slika 4.24. Rezultat sravnjivanja (eng.multiple sequence alignment) primarnih struktura
proteina porodice M49.

Sravnjivanje je provedeno korigtgrogram ClustalW2 uz parametre kako je opisaietodama.
Sravnjene su primarne strukture DPP Il slijgevrsta: Homo sapiens, Danio rerio, Xenopus
laevis, Drosophila melanogaster, Caenorhabditisgales, Leishmania major, Dictyostelium
discoideum, Neurospora crassa, Aspergillus orzygsgcharomyces cerevisia@minokiselinski
ostaci koji su sauvani u barem 9 od 10 sravnjenih proteina éegnasu plavom bojom, dok su
slicni ostaci osjetani sivo. Karakteristhe s&uvane regije u porodici M49 uokvirene su
naraastom bojom, a aminokiselinski ostaci koji su odabrza zamjenu usmjerenom
mutagenezom ozmani su crnom t&kom ispod zadnje sekvencije (DPP lll iz kvas&caerevisiag

83



4, Rezultati

WPrZOrNOXOT wWPrZOrNoOXoxT

WPrZOrNOX0OT WPrZOrNOXOT

WPZOrNOXOTI

WPrZOrNOXOT

sapi ens
rerio

| aevis

mel anogast er
el egans
maj or

di scoi deum
crassa
orzyae
cerevisi ae

sapi ens
rerio

| aevi s

mel anogast er
el egans
maj or

di scoi deum
crassa
orzyae
cerevisi ae

sapi ens
rerio

| aevis

mel anogast er
el egans
maj or

di scoi deum
crassa
orzyae
cerevisiae

sapi ens
rerio

| aevi s

nmel anogast er
el egans
maj or

di scoi deum
crassa
orzyae
cerevisi ae

sapi ens
rerio

| aevi s

mel anogast er
el egans
maj or

di scoi deum
crassa
orzyae
cerevisiae

sapi ens
rerio

| aevi s

mel anogast er
el egans
maj or

di scoi deum
crassa
orzyae
cerevisi ae

LRQHALAEGL TEEEYQAFL VYAAGVYSNMGNYKSFGDTKFVPNL PKEKLERVI L GSEAAQQHPEEVRGLW 144
MQETATAAGL SAEEYQAFL VYAAGL FANMGNYKSFGDTKFI PNL PKEKFKALVWESL AFKEDPSGTEVLW 144
LQSVAL GQGLKEEEYQAL L VYAAGFFANMGNYKSFCDTKFVPNVPKEKLEKL| RASNAFLKDPEGVESLW 145

L RAKAL EAGVSADDFTAFL VYACGVFANAGNYKGMEDSKI VPNLSEKQFETI VKASAAYSDEPR- V&KI F

208

LKEKAL SVGFTDAEWQAFL VYAAAFYSNSGNYKGFGDTKI VPGVEQTKI RALLEKSAVG- - TDEKVMKTW 182

FKANSVNAGVDPDEVDQFL EYFAMVYSNMGNYI SEFGDTKFVPSI PKERFAKI VAS- - - - - - - ADGSPAVD

138

LKSTWWPNI VSEEEYSDLL SYAATFYGNMGNYL SFGDSKFI PRI SKEKLQLI | NKVN- - - - - DNKVNEYW 141

KALAEKAG- VDEAGLNAFL QYAAQFL GNSGNYKSFGDSKFI PRCDENVFASLASTSPEAEKHYKATN- - -

TDLAKRTN- VSDEHL RYFLEYSAQFL GNCANYKGFGDSKFI PRLPVEAFQALASSTSETKATFEKANTTG
- KYPEDDI - TQKQQTGL YLEYVSQFL SNL GNFKSFGDTKFI PRCEVKFEKQLLELAKI NPCSSPLTLSPV
QICCGELMFS---------------- LEPRLRHLGLGKEG TTYFSGQ\- - - CTVMEDAKLAQDFLDSQNLSA
NSCCEPLYS---------------- LEEKQKQLGLGEKG TAYFSGQ\- - - CCLEDAEFAQKFLDSKNLSA
RTVADQWS- - - ------------- LEPAERQLGLGDQA TTYFSGQ\- - - CTLEDAEL AQKFLDSKSLSA
EKVKNLI YA- - - -----mmmm oo LESRNEI LGFAPDA TTYWSDIN- - - CTKEDSEI VNAW.TSKRI EP
ESVEKVIGS---------------- LESNEL QL GFGDKGVTCYHSSN- - - VTKADAEKI DRFFKQRNVES
AQLLDAI YN- - - - - === - - oo oo - - LDDDKLTLDFPPKGLTRYYSPN- - - VTREDAAVANDFL ASKKIVDG
GKCSELMYS- - -------mmmmm-- LDKQVRELG DGNG STYYSPN- - - | TKVEI EKVQKFVDSKS| SP
GAIFSTD------------m e - - - - - KPGLLHLGFTDQGHLTTYYPDSPDI TKDEI DAVAKWMQKAGLLP
G YETK---------mmmmm oo o - - EQALVHLGYTDNGHMITYYPDSPSI TKDEI TAI GDLVEKKGLPL

DVNHEFTSHHLFSTI NELI DI G YHVEEKAALLGFPSQGYTSAYYLG.PVTPEDVALLKEQLFAELAI LP

YNTRLFKEVDGEGKPYYEVRLASVL GSE- PSLDSEVTSKLKSYEFRGSPFQVTRGDYAPI L QKVVEQLEK
YNTRLFKTEVDGKRCYEVRLASAKTEDC- CAEEGEGKT CCGRFEFEDAVFCVKRGEDYSFLIVEKVCONL EK

YNTRLFKTLDESGKSL YEVRLASVNREERAASPSDIVBE! LGSFEHEGHQ RVTRGDYSPLLRRVRDNLEN
YMCRTFKI VENGQTVYDVKLGS- - - - - - - VAESTQDG TLPLEEYNGNKFRVTRGDYQKLLQRVNQHLLQ
WNSRLFKEVGSDGKTTYTI KLAS- - - - - - - - - - SEEG VSEAVEFEGDVWQ VRGDYAL | IMKRTHEW.DK
VNTRVFKEEDGSLVI RVAAATER- - - - = == = == = = - - - TVPAEKFNGRTI Al YYGDYKEENMARVVAELRK
YNTRLFKVSENNYNLLI ASASTS-------------- TPTVSHQFDGYTI NI VYGDWNKNL TKVVDNLKL
ENTRLRKTKDG FELLI ASAVTSI PSEG GDI GKDSEYKI TEGPLEGKTVKLVYGDYAAEMKAI TEYTKK
ENTRLKKL SSGDFEL LI ASGVASPPVRD- RDLG- EVDAL DL DGNL TGKKL RLVFGDHI EEVAKI AHSI KQ
ENTRI NKVGENSFQ W/ASENVKN- - - - - - Q TETYPSGQ TLSNAVTKVEFI FGDHSRENMRLVASYLKE
Regija 1

GFl ESYRDPFGSRGEFEGFVAV
GFl ESYRDPFGSRGEFEGFVAV
GFl ESYRDPFGSRGEFEGFVAV

AKAYAANSHQGOVLAQY! ESFTQGSI EAHKRGSRFW QDKGPI VESY
AKVNAADENQRRMLEEY| RSETYGSVEAHKEGSRFW KDKGPI VESY]
AKAYASNDNQRQWL EEYGRSFQEGS| KAHKEGSKYW/QDKGPI VESY
AQKYAANENESKM EHYVRSFEQGSL DEHKNGSRWAY KDKGPVI ETY)
Al PTAANKNQEEM_RKYVEHEKKGDI AL HKDGSRYW KDVGPAVESY
AQPYAENETEVRMLNHY| EHFQYGDVEAHKESQKEWRDVGPTVETN
ALPYAANENQTNMLKKY! DSFYSGS| DDHKDSQRWAY KDI SPAVETN
AAENAENETQOKIVHT AYAKSFEEGSL EAFKDSQRYW RDQGPMVECN
AG_NAANDNQKRM_DAYAL SEGAGS| EAFKESQRI WKDQKPSLETN
AQKFAANDTQKAMLQEY! NHEVTGSSQAHKEAKLW/KDI SPVI ETN

GFl ENYRDPAGTRSEFEGFVAA
GFl ESYRDPSGVRAEVIEEGFVAV

GFl ETYRDPAGVRGEVEEGFAAV

GFVET YRDPHGVRGEVEEGFVAL

GFl ETYREPSG | GEFESLVAI
[ ]

Regija 2

VNKAVBAKFERL VASAEQL LKEL PWPPTFEKDKFL TPDETSLDVL TFAGSGE PAG NI PNYDDL RQTEGE
VNKAVBARFAQLVSSAEVL L PEL PWPPAFEKDREL KPDETSLDVL TFAGEG PAG NI PNYDDI ROTEGE
VNKSVSARFAQLVSAAEKL VSSL PWPAYYEKDSFL RPDETSLDWTESGEG PAG NI PNYDDI ROTVGE
VNKESSAKFSEL VNRAEKL | EYLPWEPYEKDSYL KPDFTSLDVL TFAGSGVPAG NI PNYDElI RODEGE
VNKETSKKFQTLVANAENI LKRLPWGTDYEKDTFLKPDETALDVI AFGSSG PAG NI PNYDDI RONEGE
VNKEQSKMY GAL VAQGEKFI AQL PWGKAFEKDVESSPDETSLDVLGEASSGE PAG NI PNYDDI ROTVGE
VNKEVBL KEGKL TDNATTFL SKL PWDKSFEKEKENKPDETSLEVLTEATTG PAG NLSNYDDI ROTEGE
VNQERTRAFGELVRSAPSLI PLLPWSKEFEKDKFL SPDFTSLEVLTFCGSG PAG NI PNYDDI RQQEGE
VNL ERTRAFGKLVDSAESM PKLPWCEDFEKDKEL SPDFTSLEVLSFQSSG PAG NLPNYDDI RONLGF

NKERTAKFESSLVNNAEEF| SLLPWSKDYEKPI ENPPDETSLEVLTETGSG PAG NI PNYDDVRLKI G=
[ ]

Regija 2, nastavak Regija 3
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244
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334
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GF| ETYRDPAGGRAEFEGFVAM 392

363
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GFl ESYRDPYGVRGEVEEGFV5M 318

333
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404
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384
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413

KNVSL (5 NVLAVAYATQREKL TFLEEDDKDL Yl LVWKGPSFDVQVG.HEL L GHGSCGKL I-VQDEKGAFNFDQ 473
KNVSL (- NVLAVAYATQKDKL TELEEKDKDL YI KWKGPSFEVQVG_HEL L GHGSGKL I-VQDDKGKFNFDQ 473

KNVSL (- NVLSVGSATEREKL TFLREEDKDL FI KFRGPSFEVQVG. HEL L GHGSGKL I-VQDEKGT L NFDK
KNVSL (5- NVLAN- - | NRKDPI PEL TEEDQT L MKEYKVKAFEVQVG. HEL L GHGSCGKLI-RI DENGVYNFDK
KNVSL (G- NVI SAQ- - - PKQKIVNFL DEHDEEL MFKYHKDSFEVQVGL HEL L GHGSGKL I-QKNL DGT FNFDT
KNVYL - NVVSAMT - - FKDKLNYI TEADWEL YKASI LAATSVNVG HEL L GHGTGKL |- SENSDGT FNFD-
KNVSL (G- NVI AAR- - - KDEYVTEI QESDQKLFNEL STEAFEL QVGE HEL YGHGSGKLI=TTDANGNVNFEKYV
KNVSL (GNVL SAKAPDE- - - KI PFI ADSDL EVYKKYRDAAFEVQVG. HEL TGHGCCGKL |. QETSPGEYNFDH
KNVSL GNVL SAKAPNE- - - PVPFI AKKDL DVYRRCRDPAFEVQVG HEL L GHGTGKLI.QETAPCGEYNFDI
KNVSLGNI LSAAAKSSSKHPPSFEI SQEDRPI FEKYQSDSFEVQVGE HELL GHGSCGKLI. TEFTDG- FNFDK
[

Slika 4.24.(nastavak s prethodne stranice)
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Regija 4
H. sapiens ETVI NPETGE- - - Q QSWYRSGETWDSKFESTI ASSYZECRAESVGEL YLCLHPQVLEI FGFE- - - - - GAD- 534
D. rerio TAVRNPETGE- - - LI SSWYKGSETWDSKESTI ASSY =ECRAECVGEL YLCLSKQVLSI FGHE- - - - - GED- 534
X laevis ETVI NPETGE- - - LVKSWYKTGETVWDSKFESTI ASSYZECRAECVGE YLCl NQEVLRI FGHE- - - - - AQE- 536
D. nel anogaster ENTKNLVTGE- - - Pl TKWYLPGETYDTKFGAI GSSY/ZECRAEAVGL YLSLQRDI LEI FGFK- - - - - DKAE 591
C. el egans NKVKDI | TGA- - - PI ATWEPGETWSSKFGPLASAY ZECRAEAVGYVLCCDADI LEI FGYT- - - - - GDL- 560
L. major EKTVDPLSGK- - - PVATWYKPGDT YSSVFGGLGSSY = ECRAEAVSL YLCLLPELLEI ENI Q- - - - - TAKE 512
D. di scoi deum GEVI NPLTNKPI DPKTEVYKFGET YDSVFEKSLGSPM=ECRAECCG  YLSPDEKI LELFGFT- - - - - DPKK 519
N. crassa TNPPI SPVTCKP- - VTTWKPGOTWESVECELAGAY ZECRAE _VAVHL SCEFQALKI FGFCGDGT VDVDCGE 538
A. orzyae SNPPVSPVTGKP- - VSTWYKPGQTWESVEGAI ASSYIZECRAE CVAMVL SCDFSI LKI FGFGNGQEDLTNE 541
S. cerevisiae ENPPLG- LDGKP- - VSTYYKVGETWGSKFGQLAGPF ZECRAEVI AMFLLTNKKI LDl FGFHDVESQDK- - 547
Regija 5
H. sapiens AEDVI YVNVWLNWR- AGLLALEFYTPEAF- - - - NWRQAHMQARFVI _.RVLLEACGEGLVTI TPTTGSDCGRP 599
D. rerio AEEVLYVNWLNWR- AGLLGLEFYTPESK- - - - SWRQAHMQARFVI |_.RVLLEACGEGLVCVKECTGTDCGRP 599
X laevis AQDVLYVNWLNWR- AGLMELEYYTPETG - - - RARQAHMQARFVI (_.RVLLEAGENFVTI SQTTGADGRP 601
D. nel anogaster  QDNI | YWVNWLSLI WVNGVIGVALEMFNPKSK- - - - LWL (QAHSRARFVI WKVLLEAGEGLVKVEETEKGK- - - 654
C. el egans AQEVKYVNWLSEI R- AGLLALEFYQAECK:- - - - KWGAHCYARYVL TKVVLEAGQGFVKI EETKGEDCKP 625
L. major QRDVI YVCWENWR- AGLVGLEFYTPEKQ - - - QARQAHVRARFCI LQALARAPNPI VQI TEN- - - - AKE 573
D. di scoi deum AEDVYYVNWLI VAR- AGVCAL EF YSPPSEGAPGKWRAHMOQARYCI L TTFLRS- - - - - - - G VTLDKTAD 581
N. crassa AGDVLYASYLSVAR- AGL TSVEFWDPKSQ- - - - KWGPHCQARFAI (. KSFLQAEDDFCKLEYEK- - EDLS 601
A. orzyae AGDVLFAAYLQVAR- AGLVALEFWDPKTQ- - - - KWGAHMQARYSI |.RTFLDACGDDFVKLFYTK- - EDLS 604
S. cerevisiae - - - VI YAGYLQVAR- AGLLALEYWNPKTG- - - - KWE PHMQARFSI IVKTFMKHSTDKNFLKLEMN- STND 608
oo ©
H. sapiens DARVRLDRSKI RSVGKPAL ERFL RRLQVL KSTGDVAGGRAL YEGYATVTDAPPECFLTLRDTVLLRKESR 669
D. rerio DAVI TLDRSKI NTVGKSAI QRFLCKLQVYKSTADVEGGRAL YEGYSAVTSDGAHDFLRLRETVLLRKEAR 669
X laevis DAQVTLDREKI VSVGHPAI RRFLLRLQVYKSTADVERARKMYDGYSAVTDADPHRFLTLRDI | | LRKEER 671
D. nel anogaster NLLLTVDRSKI DTVGRKALGDFLTKLQVYKSTADI EAASKMYEHYSKVDESGSHPWAKWRDI CLAHKKPR 724
C. el egans DLHFKLDRNLI DSVGRPAVNTFLAKL QAYKSTGDFEGEKRLFESYGWVG- - - - DTELHWRDI Cl ARRKPR 691
L. major GVL| TLDRERI ATDGRQAI GDLLVNLNVNKATADAKRGSAYFENMI'WS- - - - DQYVHYRDI | MARRKPR 639
D. di scoi deum DVI VKLDKSKI RG GVKAVGDFLNRLMVYKATANI DASI KLEDEYTHVN- - - - EEFLAI RDI VLAKKKPR 647
N. crassa DLKI KLDRSKI LTSGRKAVGDFLQKI HI YKSTADVENGTKFFT- - DVBGVGL EYWGTKVRDVVLKNKQPR 669
A. orzyae DLEI HLDRSKI L THGRPAVEKYLQKLHVYKSTADYEAGKKLYD- - DI T- SVDEWAGSKVREVVLONKVPR 671
S. cerevisiae DFAI KLDKSL| KTAGHECVKDYLKHLHVYKCSGDVEQGSKYFI - - DRSTVTPDLAS- - LRDI VLSKRLPR 674
[ ]
H. sapiens KLI VOQPNTRLEGSD- - VQLLEYEASAAGL| RSFSERFPEDGPEL EEI LTQLATADARFWKGPSEAPSGQA 737
D. rerio KVFVQANTFI KDDA- - VEL| EYEGSAEGLI QSFI ERFPDDSEEVDAQLLEMIRKDSLOWG- - - - - - - - - - 727
X. laevis KSFVQ NTRI VGDS- - VDI VQYDSSPCGLI RSVL QRFPDDEEEL EREM. EL SCADSHFWGEQQCR:- - - - - - 733
D. mel anogaster M LVQANTAI GQDQK- VQLKTYEPTHEGYI QGBW/ERYPN- - TDI DDLLESI VEKDKKYFPTAFNN- - - - - 786
C. el egans RLFVQPNTVEKNGE- - | SLVTYSSDVSGVI QSFVERYEKSAVEDL YACWKDDQKWF- - - - - - - - - - - - - - 745
L. major KQYVQPHTFI SCDT- - VEVLEFAGSVEGWESFVTRHREI PL- - - - - - - - - oo e o e - 679
D. di scoi deum KVFVQAHT YLNSNGK- VCLQDFDDSTQGM DSM TRFGKDDSDML- - - - - = === = - == - e e oo - - 691
N. crassa KVFVQANT YLDEATGKVSLKHYDATPEG | QBWADRE- - - - - - - ----------mmmmm e o - - 706
A. orzyae KVFVQGNT! LDEDQ - VTLKEYEPTLEGM QSFVERNV- - - - - = = - == - oo - - - 707
S. cerevisiae RQFI QSNSYI DDNN- KVTLKEYDETPQGVLQSFLDREL- - - - - - - - - - - oo e e e e m o - 711

Slika 4.24.(nastavak s prethodne stranice)

Uvidom u kristalnu strukturu kvagve DPP Il utvéeno je da su potpunodevani
ostaci glutaminske kiseline 461 (regija 3), histali578 te arginina 582 (oba u regiji 5)
smjesteni vrlo blizu metala aktivnog centra DPP(slika 4.25). Kako bi se po prvi puta
razjasnila njihova potencijalna uloga u katédktm mehanizmu DPP lll, navedeni ostaci
zamijenjeni su ciljanom mutagenezom kako bi se [datitirani oblici E461Q, H578N i
R582Q.

Visoko s&uvani ostatak koji se talder nalazi blizu aktivhog mjesta kvwaeve DPP
Il je metionin 579 (regija 5), koji je zamijenjeheucinom (mutant M579L).
Na osnovi preliminarnih rezultata modeliranja wg§assupstratg® kao kandidat za
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zamjenu odabrana je asparaginska kiselina 381j&gamijenjenja asparaginom (mutant
D381N).

Iz rezultata sravnjenja sekvencijaceno je da je lizin 638 visoko @&a/ani ostatak
van navedenih regija. Taj ostatak se u kristaltraksuri kvageve DPP 1l nalazi relativho
blizu Cys639 za koji je u ovom radu pokazano dadigovoran za brzu inaktivaciju enzima
sp-HMB. Zato je odldeno supstituirati i ovaj ostatak te ispitati mut@638L).

Ispitivanja na humanom DPP Il proteinu doveladsusaznanja o ulozi tirozina
318 (regija 1) u stabilizaciji prijelaznog statfa Obzirom na visoku savanost tog
tirozinskog ostatka, a s ciljem ispitivanja usptreditjecaja zamjene idefiiog ostatka na
kataliticki mehanizam kva®ve i humane DPP lll, ciljanom mutagenezom su ¢eina
dva mutirana oblika kvagéve DPP Il (Y327A i Y327F).

Slika 4.25. Prikaz strukture aktivnog mjesta kvageve DPP Il (PDB ulaz: 3csk) Ligandi iona
cinka histidin 450 i 455, koji su dio motiva HELLGH glutaminska kiselina 517 koja je dio
motiva EECRAE, prikazani su plavom bojom; ion cinké&azan je plavom kuglom. Posebno su
ozna&eni oni ostaci koji su odabrani za zamjenu ciljanoratagenezom. Za prikaz strukture
koristen je PyMOL program (www.pymol.or§

Mutageneza je provedena n&ingkako je opisano u Metodama, te su svi (dere
mutirani oblici DPP IIl eksprimirani sa Higprivieskom naC-kraju proteina. Metodom
DNA sekvenciranja potdene su pravilno uvedene ciljane mutacije. cB@avanje i
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izolacija priregienih mutanata provedena je afinitethom kromatogmafina koloni Ni-
NTA, te je elektroforezom u nativnim ili denatujiréim uvjetima provjerenaistoca
uzoraka. Préis¢avanjem mutiranih oblika DPP Il u jednom korakzglirani su proteini u
visokom stupnjistoce. Cirkularnim dikroizmom potdeno je da nije doSlo do promjena

u sekundarnoj strukturi pridenih mutiranih oblika DPP Il proteina.

4.6.2. Kataliticka svojstva mutiranih oblika DPP 11|

Mjerenjem pdetnih brzina hidrolize Arg2NA u standardnim uvjetima, kako je
opisano, odrdeni su kinettki parametriK, i keor za "divlji tip" te prirdene mutirane oblike
DPP Il i uspordeni s katalittkim svojstvima "divljeg tipa". Rezultati su priéani u
tablici 4.5.

Tablica 4.5. Rezultati kinetiéke analize "divljeg tipa" i mutiranih oblika
DPP Il uz Arg »-2NA.

DPP Il Km (umol L™ Keat (1) KeadKm (Mol L sh)
“divlji tip" 15,18 + 3,03 0,2486 + 0,056 16 403,16
Y327A 33,54+2,25  0,0012 + 0,0002 35,78
Y327F 19,23+0,11  0,0018 + 6,410° 93,60
D381N 17,77+4,13  0,0102 *7,510* 574,00
E461Q 42,13+ 4,05 0,000027 + 6,910° 0,641
H578N 25,11+2,54  0,0034 + 0,0003 135,40
M579L 8,36 + 0,45 0,0036 + 0,0005 430,62
R5820 2,55 + 0,20 0,9540 + 0,164 374 117,65
K638L 5,09 + 0,44 0,1632 + 0,005 32 062,87

Reakcijska smjesa sadrzavala je 17 mmol Tris-HCI&®8{ 100pmol L™ CoCl i supstrat Arg2NA u
rasponu koncentracije 0,625-1ffhol L. Koncentracija enzima u reakcijskoj smjesi bilazge "diviji tip"

3,9 nmol L% Y327A 140 nmol [*; Y327F 96 nmol [*; D381N 66 nmol [}; E461Q 9umol L™ H578N 140
nmol L' M579L 94 nmol [} R582Q 0,6 nmol t; K638L 2 nmol L%, Kineticki parametri odréeni su iz
vrijednosti p@etnih brzina hidrolize supstrata pri 286, kako je opisano u Metodama. Prikazane su srednje
vrijednosti + standardna pogreSka od najmanje dvaiovanja
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Najveti utjecaj na katalitiku efikasnost imala je zamjena glutaminske kisefhiae
poziciji 461 u glutamin. Zbog izuzetno niske aktgti mutiranog oblika E461Q, za
mjerenje poetne brzine koncentracija mutanta je bila 2300 p&s negoli u sltaju
"divljeg tipa". Posljedica zamjene ovog ostatkovala se u pou&anjuK,, (oko 2,8 puta)

u odnosu na "divlji tip". No, naj¢a razlika bila je u bitho smanjenkyj,;, koja je bilacak
oko 9200 puta manja, dok je katalka efikasnost DPP Ill enzima ovom mutacijom
smanjena z#&ak 25 000 puta u odnosu na "divlji tip".

Unata velikom utjecaju supstitucije Glu461 s GIn na emzku aktivhost, spektar
cirkularnog dikroizma pokazuje da ovom zamjenone mpsSlo do znsjne promjene u
sekundarnoj strukturi proteina (slika26).

30000 -
25000-
20000
15000
10000 -
5000
0
5000
10000
-15000-

— "divlji tip" DPP Il
— E461Q

Molarni elipticitet / deg cm’ dmol”

190 200 210 220 230 240 250
Valna duljina/ nm

Slika 4.26. CD spektri "divljeg tipa" i E461Q mutanta DPP IlI-Hisg proteina. Koncentracija
proteina uzoraka (pt@éene frakcije iza Ni-NTA) iznosila je ~ 0,300 mg LUvjeti snimanja
CD spektara te postavke mjerenja opisani su u Mebad

Zamjena tirozina na poziciji 327 u alanin péaka jeK,, vrijednost za oko 2 puta.
Medutim, zamjena ovog ostatka s Phe ili Ala znatnaifjeanjila katalittku konstantu
enzimak.; mutanta Y327F bila je manja oko 140, dok je za #82nutant bila manja oko
207 puta u odnosu na "divlji tip". Katatita efikasnost Y327A mutanta bila je smanjena
cak oko 458 puta, a Y327F oko 175 puta u odnosldivgi'tip".

Znaajan efekt na katalizu DPP 1l imala je i zamjenstilinskog ostatka 578 u

asparaginKy, vrijednost bila je nesto ¢a (oko 1,7 puta), nk.o¢je u odnosu na "divlji tip"
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bila umanjena oko 73 puta. Katalka efikasnost bila je umanjena oko 120 puta u agnos
na "divlji tip" Sto takder govori u prilog uloge H578 u katatikiom mehanizmu DPP IlI.
Zamjena metionina 579 u leucin, imala je za pdgije manju vrijednosk:,: 0d oko
70 puta, stino kao i zamjena susjednog histidina 578. ObziranjalK,, vrijednost
mutanta M579L smanjena 1,8 puta, i katéltii efikasnost mu je bila neSto éaeu
usporedbi s mutantom H578N, odnosno manja oko & yodnosu na "divlji tip".
Priredeni mutant R582Q pokazao je poboljSanje kat#lii svojstava za hidrolizu
Arg,-2NA: K, je bila manja gotovo 6 puta, dok kg: poveala oko 3,8 putagime je
kataliticka efikasnost ovog mutanta DPP Il u odnosu naljidip" povecana otprilike 23

puta.

4.6.3. Ispitivanje uloge aminokiselinskih ostataka vezanju liganda

Znaajno umanjena katalitka efikasnost mutanta E461Q ¢dk 25 000 puta,
ukazuje na esencijalnu ulogu ovog ostatka u katitim mehanizmu. S obzirom na nesto
vecu Kn, vrijednost u sltaju supstrata Arg2NA, kako bi podrobnije ispitali da li ova
glutaminska kiselina sudjeluje u vezanju supstragdredili smo K; vrijednost za
heptapeptid valorfin (Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-Glnna n&in kako je opisano u
Metodama. Zbog jako niske aktivnhosti mutanta E46f8@kcijska smjesa je sadrzavala i
CoCk. Da bi glutaminska kiselina 461 mogla sudjelovatvezanju supstrata potije

poveanje vrijednostK; od 25 puta u odnosu na "divlji tip" (tabli¢).

Tablica 4.6. Inhibicija "divljeg tipa" i E461Q mu tiranog oblika DPP Il valorfinom.

DPP Il K; (umol L™)
"divlji tip" 0,34 +0,03
E461Q 8,36 + 1,52

Reakcijska smjesa sadrzavala je 17 mmol Tris-HCBgH 50 pmol [* Arg,-2NA, valorfin u koncentraciji 2
pmol L™ za "divlji tip" odnosno 2@mol L™ za mutant E461Q, te 1@6nol L™ CoCh. Koncentracija "divljeg
tipa" DPP Ill iznosila je 2,8 nmoll, a mutanta E461Q 8;8mol L™. Odralivanje K; provedeno je kako je
opisano u Metodama. Prikazane su srednje vrijedfigsandardna pogreSka od tri odikanja.

Kako bi se ispitala uloga u vezanju supstratgydkazali koji su aminokiselinski
ostaci dio Sili S, podmjesta DPP IIl enzima, préeni mutanti kao i "divlji tip" ispitivani
su uz analoge supstrata Tyr-Phe-NHOH i Tyr-Gly-NH@Hrivati hidroksamske kiseline
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su poznati kao snazni inhibitori metalopeptidazehjdroksamska kiselina tvori "dvozube™
(eng.bidentat¢ komplekse sa metalnim ionom aktivhog mjesta enzidok se dipeptidni
dio veze u §i S, podmjesto enzima. Rezultati nedavnih ispitivargaadnih inhibitora na
humanom ortolognom enzimu pokazali su da je injiicvim spojevima kompetitivhog
tipa*>2 Ispitivanjem utjecaja Tyr-Phe-NHOH na aktivndgivijeg tipa" kvageve DPP I
pri pH 8,0 ali bez prisutnosti Co£lpokazano je snazno inhibitorno djelovanje (tablic
4.7) te je konstanta inhibicijé() iznosila 0,04umol L. Dodatak Tyr-Gly-NHOH imao je
znatno slabiji efekti; = 4,11pmol L™).

Rezultati ispitivanja inhibicije pridenih mutanata DPP Il sa Tyr-Phe-NHOH i
Tyr-Gly-NHOH hidroksamatnim inhibitorima ukazuju patencijalnu ulogu zamijenjenih
aminokiselinskih ostataka u vezanju liganda (komipabg inhibitora) (tablica 4.7).

Tablica 4.7. Inhibicija "divljeg tipa" i mutirani h oblika DPP Il
dipeptidil-hidroksamatnim inhibitorima.

K; (umol L™)
DPP Il Tyr-Phe-NHOH Tyr-Gly-NHOH
"divlji tip" 0,04 £ 0,00 4,11 +0,25
D381N 0,55+0,01 n.o.
H578N 0,49 £ 0,03 n.o.
M579L 1,23 +£0,19 n.o.
K638L 2,26 £ 0,20 191,50 £17,92

Reakcijska smjesa sadrzavala je 17 mmol Tris-HCBpH 15 umol [* Arg,-2NA, inhibitor Tyr-Phe-NHOH
u koncentraciji 0,1-15umol L™, odnosno Tyr-Gly-NHOH u koncentraciji 5-8Q@mol L*, bez CoGCl.
Koncentracija "divljeg tipa" iznosila je 24 nmot; D381N 0,4umol L™ H578N 0,9umol L™; M579L 0,3
umol L™ i K638L 37 nmol L. Odrefivanje K; provedeno je kako je opisano u Metodama. Prikazane
srednje vrijednosti + standardna pogreSka od tédtidanja; n.o. nije odid@eno.

Zamjena asparaginske kiseline u asparagin naip@&8a rezultirala je smanjenim
afinitetom za Tyr-Phe-NHOHK = 0,55pmol L) i to za oko 14 puta u odnosu na "divlji
tip". Slicna vrijednost inhibicije K; = 0,49 pmol LY, tj. takaler smanjeni afinitet za

navedeni inhibitor od oko 12 puta, dobivena jeudau zamjene histidina 578 u asparagin.

NeSto veéi utjecaj na afinitet prema hidroksamatnom inhihitoimala je mutacija
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metionina 579 u leucingime je vrijednost konstante inhibicijé&i(= 1,23 pmol L) u
odnosu na "divlji tip" pouwanacak oko 30 puta. Najée utjecaj na afinitet vezanja Tyr-
Phe-NHOH inhibitora imala je zamjena visok@waanog lizina 638 u leucin (tabli¢a7).
Naime vrijednost konstante inhibicij&i(= 2,26 pmol L) povetana jecak 56 puta, 5to
upuiuje da ovaj lizinski ostatak, koji nije dio aktivipanjesta enzima, ima direktnu ili
indirektnu ulogu u vezanju liganda. Nadalje, inbija mutanta K638L hidroksamatnim
inhibitorom Tyr-Gly-NHOH K; = 191,50pmol L™) ¢ak je 85 puta slabija nego uz Tyr-
Phe-NHOH.

Dipeptidil-peptidaze tipa Il pokazuju afinitet zaeptide raztiite duljine, od
najmanje tri do najviSe deset aminokiselinskih tasi@ Kako bi ispitali da li visoko
sauvani aminokiselinski ostatak arginina 582, kojid® aktivhog mjesta, sudjeluje u
vezanjuC-kraja peptidnog supstrata odema je konstanta inhibicije za mutant R582Q uz

nekoliko peptida (tablica 4.8).

Tablica 4.8. Inhibicija "divljeg tipa" i R582Q mu tiranog oblika DPP I
hidroksamatnim inhibitorom i peptidima.

K; (umol L) za DPP I
Inhibitor / peptid

"divlji tip" R582Q
Tyr-Phe-NHOH 0,04 + 0,00 0,10 £ 0,01
Leu-Trp-Met-Arg 5,96 £ 0,26 2,74 £ 0,45
Gly-Gly-Phe-Leu 187,51 + 6,27 372,68 + 2,52
Tyr-Pro-Phe-Phe-NH, 4,96 + 0,46 3,86 £ 0,43

Tyr-G|y-G|y-Phe-Met 14,95 + 1,04 128,12 + 15,02

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 10,82 + 0,94 >113,52*

Reakcijska smjesa sadrzavala je 17 mmol Tris-HCIBp# 15 pmol [* Arg,-2NA, bez CoCli inhibitor tj.
peptid. Koncentracija "divljeg tipa" iznosila 2¢ nmol ' a mutanta R582Q 1,5 nmol'LOdretivanje K;
provedeno je kako je opisano u Metodama. Prikazanerednje vrijednosti = standardna pogreska od tri
odredivanja.

*K; odreiena je za onu koncentraciju peptida koja je uzrakn@0 %-tnu inhibiciju.

Inhibicija mutanta R582Q hidroksamatnim dipeptidnimhibitorom Tyr-Phe-NHOHK; =

0,10 umol LY bila je neznatno slabija u odnosu na "divlji‘t{pko 2,4 puta). Razlika u
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afinitetu "divljeg tipa" i mutanta R582Q nije dama ni u sloaju dvaju ispitanih
tetrapeptida Leu-Trp-Met-Arg i Gly-Gly-Phe-Leu, Z@je je razlika u konstantama
inhibicije bila manja od 2 puta. Isto tako, tetrppe endomorfin-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-MNH
koji na C-kraju ne sadrzi slobodnu COOH skupnu eH,, imao je gotovo jednak
inhibitorni efekt na obje forme DPP IIK( = 4,96 umol L™ za "divlji tip" odnosnd; =
3,86pumol L™ za mutant R582Q). Mieitim zamjena arginina u poziciji 582 s glutaminom,
odrazila se na inhibitorni efekt dva pentapeptidgknaC-kraju imaju COOH skupinu.
Tako je afinitet mutanta R582Q za Tyr-Gly-Gly-PhetM(Met-enkefalin) K; = 128,12
umol LY u odnosu na "diviji tip"K; = 14,95pmol L) smanjen oko 8,5 puta. Utjecaj
zamjene Arg582 na konstantu inhibicije bio j&ive slwaju Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu (Leu-
enkefalina): konstanta inhibicije za mutant R582Q ¥ 113,52pmol L) u odnosu na

"divlji tip" (K; = 10,82umol L) bila je povéana za najmanje 10,5 puta.
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5. Rasprava

Prekomjerna ekspresija i zn&ajke kvasteve DPP llI

Dipeptidil-peptidaze 1ll do sada su izolirane iokemijski okarakterizirane iz
nekoliko prirodnih izvora, pretezno viSih eukariolo, iako porodica DPP Il (porodica
M49) ima predstavnike u nizim eukariotima kao i teaskim vrstama, gotovo niSta nije

poznato upravo o ziiajkama njihovih predstavnika.

U ovom radu po prvi puta provedeno je kloniramgeprekomjerna ekspresija gena
za DPP Il nizeg eukariota. DPP lll kvas8a cerevisiaeneterologno je eksprimirana s
privieskom od 6 histidinskih ostataka @ekraju proteina (Hig ili bez njega. Postizanjem
optimalnih uvjeta ekspresije (temperatura i koI &), postignut je prinos DPP Ill od 25
mg po 1 L bakterijske kulture, odnosno 100 mg pnateu sléaju DPP IlI-His.
Usporedbom s podacima za rekombinantnu Stakorski DR ¢iji je prinos 0,5 mg
proteina iz 1 L kultur&, te oko 3 mg za humanu DPP Ill odnosno 4 mg za MRfisg™
mozemo zakljtiti da je u sldaju rekombinantne DPP Il kvasca postignut do sejes’i

prinos prekomjerno eksprimiranog proteina DPP Iblakterijskom sustavu.

Hiss privjesak omogéava visoko speciéno praiscavanje proteina afinitetnom
kromatografijom, a zbog svoje prirode uglavnom tjeca na strukturu i funkciju proteina
kojem je dodan. Obzirom da je katalka efikasnost K../Km) nekih metalopeptidaza
dodatkom His privjeska na N- ili C-kraju molekule, poput puromicin-osjetljive
aminopeptidaze odnosno leukotrien A4 hidrolazéa Bnatno umanjena u odnosu na
proteine bez privjeska (35 i 55 putd)™> ispitan je utjecaj Hisna hidrolitiku aktivnost
kvageve DPP lll. Prekomjernom ekspresijom DPP Il sklHis, pokazali smo da je
uvodenje privjeska rezultiralo smanjenjem katékg efikasnosti u odnosu na nativni
enzim za svega 1,9 puta (tablica 4.2), dok je westima sekundarnih struktura (slika 4.14)
kao i temperaturne stabilnosti (slika 4.15 i 4.@62ima, dokazala kako udenje privjeska
od 6 ostataka histidina na-kraj molekule ne dovodi do ¢# strukturalninh promjena i
nema znéajniji utjecaj na stabilnost kvéasve DPP Ill, te smo daljnja istrazivanja
provodili upravo na DPP IlI-His

Molekulska masa monomerne forme kiag& DPP lll-Hig, slicha je onim
odretenim za DPP Il iz tkiva sisavaca (82-85 kD¥)?***°od kojih je precizno oddena
masa za DPP Il iz ljudskih eritrocita (82 500 + B&)° te za DPP Il iz citosola
Stakorske jetre (82 845,6 D33)Vrijednost izoelekttine take (pl) odréene za DPP IlI-
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Hiss je ~ 5,7, dok je teoretska ~ 6,0, Sto ukazuje el&vjagev ortolog nesto basiji
protein nego DPP Ill sisavaca, za koje su dene pl ~ 4,5"8859 Temperaturna
stabilnost kvafeve DPP Il moze se usporediti s vrijednostima debim za
rekombinantu ljudsku DPP IlI; denaturacija ké&#og proteina zagmje na 50°C, pri
c¢emu aktivnost enzima opada za ~ 52 %, dok je gkibik#vnosti ljudskog enzima u istim

uvjetima gotovo jednak (50 %Y.

Optimalni uvjeti za aktivhost rekombinantne ki@g DPP Il i DPP IlI-Hig su pri
pH 8,0 (kod niskih ionskih jakosti puferske smjekes 0,01) Sto je u skladu s ranije
objavljenim radom Watanabe-a i surkoji su djeloméno izolirali i biokemijski opisali
nativhu DPP Il iz kvasc&®. cerevisiaeDosadasnja istrazivanja DPP Ill sisavaca pokazala
su veéu aktivnost u nesto luznatijem podju (pH 8,5-9§24%8%° Kvageva DPP III-Hig
najbolje hidrolizira supstrat AgeNA kao i ve&ina dosada ispitanin DPP 1ll, a nesto
slabije Ala-2NA (relativna aktivnost ~ 67 %) Sto je taley u skladu s rezultatima
Watanabe-a i surHidroliticka aktivnost kvafeve DPP lll-Hig za Ala-2NA i Ala-Phe-
2NA znatno je véa nego li u slsaju DPP Il sisavada

Usporeujuci aktivnosti DPP Il izoliranih iz prirodnih izvora prekomjerno
eksprimiranih, udli smo da je specifina aktivhost kva%®ve rekombinantne DPP Il
(~ 2267 mj mg uz CS", te ~ 589 mj mg bez CS") u odnosu na DPP III iz humanih
eritrocita manja za oko 9 putadok je za pr&iséenu rekombinantnu humanu DPP IlI
pokazanasak 20 puta véa speciféna aktivnost (45,6 j md**. Aktivnost rekombinantne
kvageve DPP lll usporediva je s literaturnim podatkoanrativnu kva&evu DPP 1lI. U
uvjetima bez iona kobalta spe¢iia aktivhost DPP Ill v& je za oko 6 puta u odnosu na
nativu DPP 1l (97 mj mg), no valja napomenuti da manja aktivnost nativieDIl moze
biti posljedica inhibcije supstratom (1 mmot' i reakcijskoj smjesi), ali i nepotpunog
prociséavanja enzinta Usporedbom kinetkih parametarako, i kea za hidrolizu Arg-
2NA pri optimalnim uvjetima, primjetili smo kako jen, vrijednost kvageve DPP Il bez
Hiss (10,42 + 1,06umol LY jako sliénaK, vrijednostima DPP Il iz eritrocita (7,7 + 0,53
umol L), rekombinantne humane DPP 11l (11,6 + fimtol L)**? te enzima iz hipofize
goveda (8,3tmol L™, Nesto véaK,, opaZena je za kvésvu DPP IlI-Hig (15,18 + 3,03
pmol L) u odnosu na rekombinantnu DPP IlI-k®vjeka (6,51 + 1,umol L)' Vece
vrijednosti u odnosu nK,, kvagZeve DPP Il opisane su za DPP lll iz ljudske plaeen

(38,2pmol L'H)®* i mozga koze (3gmol L)%, dok je znaajno vea vrijednost objavljena
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za DPP Il iz jetre Stakora (371 + B@nol L™)®. No, usporéujuéi ke vrijednosti,
uotavamo kako kva®v enzim ima znatno slabiju katatku aktivnost od DPP Il drugih
izvora. Tako jekea: za rekombinantnu DPP kbvjeka (21,8 + 2,8 §'?cak ~ 65 puta via

u odnosu na DPP Il kvasca (0,334 + 0,029, &odnosno ~ 41 puta %@ kada se
usporguje humana i kvagva DPP IlI-Hig (10,15 + 1,2 'S, odnosno 0,249 + 0,056'8>3
Budwi da je aktivnost homologno eksprimirane DPP lisHjotovo nepromijenjena u
odnosu na heterologno eksprimirani enzim (tablic,4nozemo zaklgiti da u sl&aju
kvazeve DPP Il uzrok slabije katalikte aktivnosti ne dolazi zbog odsustva
posttranslacijskin modifikacija proteina, koje saophodne za pravilno funkcioniranje

enzima.

Svojstvo svih metaloenzima, pa tako i DPP lll,Braje inhibicija spojevima koji
kompleksiraju metalni ion aktivnog mjesta. Reziiiahibicije DPP IlI-Hig uz 1 mmol [*
EDTA (~99 %) i 100pmol L™ 1,10-fenantrolin (~70 %) u jako dobrom su slagasju
literaturnim podacima inhibicije nativne DPP Illdsca (50 % inhibicije uz 2@mol L™
EDTA, odnosno uz 8fimol L* 1,10-fenantrolim). Slicne rezultate inhibicije s 1,10-
fenantrolinom za DPP IBovjeka i Stakora pokazali su Abramisur., no u sléaju EDTA
tak ni veée koncentracije (10 mmol 1) nisu inhibirale oba enzima u potpun&sti
Zanimljivo je da inhibitori serinskih peptidaza migmali zn&ajniji utjecaj na aktivnost
kvaZeve DPP lll. lako su humana i Stakorska DPP lllbitane oko 40 % odnosno 30 %
uz 1 mmol ' PMSFE®, kvageva DPP Il nije bila inhibirana ni uz duplo &

koncentraciju ovog inhibitora serinskih proteaza.

Rekombinantna kvé@sva DPP llI-Hig zn&ajno je aktivirana ionima kobalta.
Naime, specifina aktivnost DPP llI-Hisuz prisustvo CoGIl(10-500pmol L) povetana
je i do 5 puta, Sto je u skladu s rezultatima Waltena i sur. za djelogno praiséenu
nativnu DPP Il iz kvasc&. cerevisiag€4,3 puta véa aktivnost uz 50pmol L* C&**)>.
Aktivacija ionima kobalta osim za kwa&/u DPP lll, zn&ajna je i za DPP Il iz drugih
izvord>®. Poznato je da drugi metalni ioni poput cinka,aikkadmija snazno inhibiraju
ove enzime. Za kvagvu DPP Il u ovom doktorskom radu pokazano daQjguthol L™
ZnCl, inhibirao njenu aktivnost ~ 40 %, Sto jecald rezultatima inhibicije za ljudsku
eritrocitnu DPP 1Il (~ 30umol L™ Zn-acetat uzrokuje 50 % inhibicije), dok se DPP II
Stakora pokazala znatno osjetljivijom, te je inbijai od 50 % postignuta ¥euz 1,8umol

L™ Zn-acetat®. Holand i sur. na primjeru termolizina daju obje#ie aktivacije, odnosno
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inhibicije Zn-metalopeptidaza odienim metalnim ionima. Naime, paisna aktivnost
termolizina kojemu je Zfi aktivnog mjesta zamijenjen s €pposljedica je pentaedarske
koordinacije C6" &to dovodi do pov@ne stabilizacije prijelaznog stahja Nadalje, u
uvjetima suviSka iona cinka, iz kristalne struktwetili su da se cink veze na ostatak
His231, koji je dio aktivnog mjest&jme je naruSena njegova struktura te onenmegoa

pravilno pozicioniranje vode odnosno supstrata.

Zajedntka karakteristika svih DPP Il je snaZna inhibictjalnim reagensima.
Watanabe i sut.pokazali su da je kvasva DPP Il izuzetno osjetljiva npara-kloro-
merkuribenzoatg-CMB) koji ve¢ u submikromolarnim koncentracijama (0,@thol L™)
uzrokuje 50 %-tnu inhibiciju. Rekombinantna k¥aga DPP Ill-Hig u istom iznosu
inhibirana je uz 0,1umol L* p-HMB, &to je u jako dobrom slaganju s navedenim
literaturnim rezultatom. Zanimljiv je podatak daljedska eritrocitha DPP IIl u usporedbi
s kvagevom DPP-His neSto manje osjetljiva (10 putac¢eekoncentracija potrebna za 50
% inhibicije), dok je Stakorska DPP Il inhibirarva¢ nanomolarnim koncentracijanm
HMB-a®. Nasuprot tome, V& koncentracija DTDP reagensa (0,9 mmd) bila je
potrebna za 50 %-tnu inhibiciju kwaese DPP llI-Hig u odnosu na ljudsku DPP III, dok
se Stakorska DPP Il i u ovom 8hju pokazala znatno osjetljivijom. Za razliku oddgke i
Stakorske DPP I, te nativne DPP Il izolirane kzasca, DTNB i IAA nisu uofe
inhibirali kvag&evu DPP Ill-Hig ¢ak ni u znatno vém koncentracijama-. Zanimljivo je
da u porodici M49 ne nalazimo nijedan potpunéusani ostatak cisteina da bi se njegovoj

modifikaciji mogla pripisati inaktivacija ovih mdapeptidaza sulfhidrilnim reagensima.

Sve do sada opisane peptidaze porodice M49 &kfjusu monomerni proteini.
Analizom kvageve DPP sa i bez Hisu nativhoj-PAGE kao i SDS-PAGE u
nereducirajéim uvjetima, udeno je postojanje dviju proteinskih vrpca koje odaaju
monomernoj i dimernoj formi proteina (slika 4.6)ini2rni oblik kvageve DPP IlI-Hig
postojan je samo u nereducirdja uvjetma, na temeljiega smo zaklgili kako je
intermolekularna veza izndea monomera DPP 1l disulfidne prirode. Pristupormjesene
mutageneze, ustanovili smo da se dimerizacija dexas DPP IlI-Hig odvija stvaranjem
disulfidnog mosta preko cisteinskog ostataka u @pi30 jer je elektroforetska analiza u
nativnim uvjetima pokazala da mutant C130S postajno u monomernoj formi, a svi
ostali mutanti sa pojediiao zamijenjenim cisteinima na poziciji 113, 518,662639,

postojali su u monomernom i dimernom obliku.
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Cink-ovisna peptidaza, endotelin-konvertikajuenzim (ECE-1, a izoforma)
Stakora, takéer postoji u dimernoj formi koja je ostvarena digliom vezom preko
ostatka Cys412. lako dimerizacija nije esencijaaaktivnost, monomerni oblik ECEx1
C412S ima 8,3 puta manju katalki efikasnost od "divljeg tip&”. Znatno manje razlike
u katalitickoj efikasnosti udene su za kvasv mutant C130S u odnosu na "divlji tip" (1,6
puta) (tablica 4.4). Ljudski ECE-1 postoji u 4 iaohe od kojih ECE-1a i 1b nalazimo na
plazmatskoj membrani endotelijalnih stanica, a laiu unutrasnjosti stanice. Dimerni
oblik ECE-1 lokaliziran je samo na plazmatskoj meanip no fizioloSka uloga
dimerizacije joS uvijek nije potpuno jasna. Muller sur. pretpostavili su da bi
heterodimerizacija raziitih izoformi mogla potaknuti translokaciju membs&e izoforme

u unutarstarne odjeljke, i time regulirati ekstracelularnu akitvst ECE-1*®

Poznato je da formiranje disulfidne veze, odnosnmeda moze biti n&n
regulacije fizioloSkih stadnih procesa kao i patoloSkih procesa uzrokovanimjprice
oksidativnim stresom. Dimerizacija DPP 1l (sa zldis; privjeska) moze biti posljedica
oksidacije proteina tijekom procesa §igdavanja enzima, kao i uvjeta pohranjivanja
uzorka bez prisustva reducirégg sredstva, no ne Wwge zn&ajnije na aktivnost enzima
Sto pokazuju i kinetki parametri odréeni za monomerni i dimerni oblik (tablica 4.1).
Osim togaginjenica da je dimerni oblik za DPP 11l bez Kmimjeten nesto kasnije nakon
prociScavanja, dok je dimer DPP lll-Hjs utvrden neposredno nakon postupka
prociS¢avanja govori u prilog tome da bi ulenje Hig privjeska moglo utjecati na proces
dimerizacije. lako dimerni oblik kvasve DPP Ill ne mora imati fizioloSki zéa,
potencijalnun vivo ulogu dimerizacije kva&vog enzima valja istraziti ispitivanjem oblika
DPP Il koji nalazimo u kvasc®. cerevisiagri normalnim i primjerice uvjetima stresa,

kao i prova@enjem studija interakcije monomera i dimera DPP Il

Kristalna struktura kvas éeve DPP Il

Prve poznate primarne strukture dipeptidil-pe@altl bile su za enzime sisavaca.
Studije Fukasawa-e i sur. pokazale su da konstitnestiva HELLGH Stakorske DPP il
sudjeluju u koordinaciji iona cinka, odnosno danstini za katalitiku aktivnost enzinta.
Abrami¢. i sur 2004 god. analizirali su primarne strukttada poznatilktlanova porodice
M49, te su uz HEXXGH usli i satuvani motiv EEXR(K)AE(D}*°. Isti autori nesto
kasnije studijama usmjerene mutageneze definirnaggeudvaju visoko savanih ostataka

u katalittkom mehanizmu humane DPP'{**2 No, o samoj prostornoj strukturi DPP Il|
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nije bilo nikakvih saznanja. Osim toga, zbog iztaznale sknosti primarne strukture DPP
[ll s proteinima poznatih 3-D struktura, nije bilmoglee provesti homolosko modeliranje.
Nedostatak infomacije o strukturi proteina odnostktivnog mjesta, onemogavalo je
potpuno razumijevanje katatikog mehanizma ovih metalopeptidaza.

Jedan od glavnih ciljeva ove doktorske radnjgrasiom dovoljne kodiine aktivne
kvageve DPP lll, upravo je bilo omogiti postavljanje kristalizacije. Tijekom izrade ove
radnje kristaliziran je mutirani oblik C130S DPP proteina, na temeljdega je po prvi
puta razrjeSena 3-D struktura jedne metalopeptigazedice M49 (PDB ulaz: 3csKy.
Ocekivano, prototipska struktura DPP IIl predstadj@ potpuno novi rEn smatanja
proteina (engfold) odnosno trodimenzionalnu strukturu, te se nijéilacslicnost sa 3-D
strukturom ni jedne do tada poznate (metalo)peptid&vageva DPP Il je izduzena
molekula dimenzija 75 60 x 50 A koja se sastoji od dvije domene: gornjedivem
sastavljenje odu-zavojnica (ostaci 429-670), te donje domene kejagjaiena oda-
zavojnica ip-ploca (slika 5.1). Donja domena ima produzetak u obilikiavojnice i duge
petlje (ostaci 346-383) koji se nastavlja na goradgumenu.C-kraj proteina (ostaci 671-
711) zavrSava u donjoj domeni tvérealvije kratke 3-ploce te a-zavojnicu. Domene su
odvojene "rascijepom” tijem je gornjem dijelu smjeSteno aktivno mjesto ajekn se
nalazi ion cinka. Ligandi koji sudjeluju u koordmj metalnog iona su: His460, His465,
Glu517 i molekula vode. Savani motivi H**ELLGH*® i E***ECRAF*%, dio su

zavojniceal4 odnosnml16 (slika 5.2).
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Slika 5.1. Kristalna struktura kvaS¢eve DPP Ill (PDB ulaz: 3csk). a) pogled na struktum
sprijeda. b) pogled na strukturu sa strane.Gornja domena DPP IIl koju preteZzriine a-
zavojnice, obojana je plavom, dok je donja domebejana ruziastom (-zavojnice), odnosno
ljubicastom bojom [{-plo¢e). Sa straznje strane nalazi se zavojnitd koja povezuje gornju i
donju domenu. S prednje strane, domene su razdvgjescjepom Sirine 40 A i visine 25 A.
Kataliticki ion cinka oznéen je Zutom kuglom. Naztiani suN- i C-kraj polipeptidnog lanca, kao i
zavojnice sa saivanim motivima ¢14 i a16). Preuzeto iz (129).

Slika 5.2. Koordinacija iona cinka aktivhog mjestaDPP Ill kvasca. Preuzeto iz (129).
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Molekularna osnova tiolne osjetljivosti kvageve DPP Il

Ispitivanje utjecaja sulfhidrilnih reagenasa naialdst DPP llI-Hig dovelo je do
zakljutka da je modifikacija cisteinskog ostatka u pozi@B9 odgovorna za brzu
inaktivaciju enzima niskim koncentracijanpeHMB (slika 4.19).Cak je 100 puta @&
koncentracija reagensa u odnosu na "divlji tigl potrebna za inhibiciju mutanta C639S.
No, opaZzanje da je mutant C518S neSto otpornijinhiiciju p-HMB-om u odnosu na
"divlji tip" i mutante C113S, C130S i C626S (ali4.19) ukazuje da i modifkacija Cys518
takader dopridonosi inaktivaciji kv&evog enzima. Nadalje, rezultati ispitivanja
aromatskog disulfida DTDP pokazali su da su ostagtieina u pozicijama 518 i 639
reaktivniji nego ostali, te da je njihova modifiacodgovorna za inaktivaciju "divljeg
tipa". Inhibicija "divljeg tipa" od 62 % nakorb Inin inkubacije s DTDP posljedica je
modifikacije oko 2 SH-grupe (slika 4.21). U istimjetima, mutirani oblici C639S i C518S
gube manje od 10 % aktivnosti, Sto je posljedicdoseatka reaktivnih cisteinskih ostataka

u tim proteinima.

Ispitivanje brzine inaktivacije humane DPP Il kiim koncentracijamgp-HMB
reagensa pokazalo je jednaku reaktivnost osjétljivbH skupina. Nasuprot tome, za
Stakorsku DPP 1l pokazano je da posjeduje dvigev—SH reaktivnih skupina: brze i
sporije reagirajée®®. Zanimljivo, Li i sur. studijama usmjerene mutagee pokazali su da
je, od ukupno 7 cisteina Stakorske DPP Ill, jediisteinski ostatak u poziciji 176
odgovoran za inhibiciju sa tiolnim reagensimpeCMB-om i NEM-on?’. U strukturi
kvageve DPP Ill ne nalazimo cisteinski ostatak kojiobdigovarao Cys176 u Stakorskoj.
Nadalje, iz kristalne strukture kwa/e DPP Il (slika 5.3) vidljivo je kako nijedan &d
cisteinskih ostataka nije dio aktivhog mjesta, aekitka karakterizacija mutiranih oblika
za zamijenjenim reaktivnim cisteinima Cys518 i C386potvdila je kako ova dva ostatka
nemaju ulogu u kataltkom mehanizmu (tablica 4.4).

Ipak, uvidom u kristalnu strukturu kws&se DPP Il postalo je jasno kako
modifikacija tiolnih grupa Cys518 i Cys639 moZeeagti na aktivhost kvagve DPP IlI.
Tako je Cys518 smjeSten atzavojnici odmah uz Glu517016), ostatak koji direktno
sudjeluje u koordinaciji iona cinka aktivnog mjedislika 5.4). Modifikacijom ovog
cisteina moze se naruSiti sekundarna strukturzavojnice, a time i struktura aktivhog

mjesta proteina.
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Slika 5.3. Kristalna struktura kvas¢eve DPP lll. lon cinka je ozn&n kao plava kugla, dok su
cisteinski ostaci prikazani modelom crvenih StapiZza prikaz strukture, kao i svih ostalih strultur
u ovom dijelu radnje koristen je PyMOL program (wysymol.org™

Slika 5.4. Prikaz okoline Cys518 u kristalnoj strukturi kvaséeve DPP |ll. lon cinka je ozngn
kao plava kugla, dok su aminokiselinski ostaci gzéni modelom Staga. Crnim isprekidnim
linijama ozn&ene su udaljenosti izrde ostataka.
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Ostatak cisteina 639 smjeSten je u gornjoj dorpesiieina, izvan aktivhog mjesta.
Ovaj cistein udaljen je 5,7 A od Arg519, visokoé&wseanog ostatka iz motiva
E>®ECRAP? koji ostvaruje ionsku vezu sa Glu516. Iz kristakteukture vidimo da
Glu516 ostvaruje vodikovu vezu sa ligandom cinka48b, Sto vjerovatno stabilizira
koordinaciju metalnog iona. Nadalje, Cys639 nalsegi na udaljenosti od 6,13 A od
Lys638, koji takder ostvaruje ionsku vezu sa Glu516 (slika 5.5a4ito brza inaktivacija
DPP Ill enzima uslijed modifikacije voluminoznimn@ bulky) reagensom popytHMB-
a moze se objasniti naruSavanjem veza kojima Arg338638 stabiliziraju Glu516ime
je direktno naruSena struktura aktivhog mjestaraaziDa naruSavanje strukture aktivhog
mjesta modifikacijom Cys639 nije ztgnije utjecalo na cjelokupnu strukturu proteina
dokazano je i eksperimentalno mjerenjem CD spelkacal temperaturne stabilnosti DPP
1l (slika 4.20).

Slika 5.5. Prikaz okoline Cys639 u kristalnoj strukturi kvaséeve DPP lll. lon cinka je ozngn
kao plava kugla, dok su aminokiselinski ostaci gzéni modelom Staga. Crnim isprekidnim
linijama ozn&ene su udaljenosti iznde ostataka, a crvenom isprekidanom linjjom came su
ionske interakcije.

Vecu reaktivnost Cys639 u odnosu na Cys518 objasmié analizirajdi okolinu
navedenih cisteinskih ostataka. Naime, jedan odngiafaktora koji odréuju reaktivnost
cisteina je i disocijacija -SH grupe u tiolatni @ami Prema Britto-u i sur. disocijacija, kao i

nastali reaktivniji tiolatni anion, stabiliziranusinterakcijama s potpuno ili djelotmo

102



5. Rasprava

pozitivno nabijenim ostacima koji se od cisteindama na udaljenosti unutar 6,54 1z
slike 5.5 vidimo da je Cys639 unutar navedene adalti okruzen s Arg519, Lys638 i
His635 ¢iji bi pozitivniji naboj mogao stabilizirati tiolai anion. Nasuprot tome Cys518
okruzen je ostacima Ser584, Tyr630 i Phe650 (stkd). Zanimljivo, mutirani oblik
enzim c¢ak 95 %. Osim stabilizacije tiolatnog iona, na teadost cisteinskih ostataka u
proteinima openito utj€e i njihova izlozenost otapalu. | u tom pogledudgs639 u
povoljnijoj poziciji od Cys518 jer se nalazi jakdizn povrSine proteina, zaddn samo
ostatkom Tyr372 (slika 5.5).

Novija istrazivanja pokazala su vaznost modifil@aaisteina (engthiol-based
redox switch za reguliranje funkcija proteina ukfjenih u esencijalne bioloSke procese i
signalne puteve. Reaktivni tiolatni anion (R$odlozan je brojnim oksidativnim
modifikacijama pa tako mogu nastati sultarda (SOH), sulfinina (SQH) i sulfonicna
kiselina (S@H), od kojih je samo prvi oblik moge reducirati uz GSH ili DT

Ispitujuéi utjecaj DTT-a na aktivnost kvésve DPP llI-Hig, pokazali smo da niske
koncentracije aktiviraju "divlji tip" enzima, r@animljivo je da smo istu razinu aktivacije
primjetili i za sve cisteinske mutante DPP Ill. Rato je da su neke metalopeptidaze poput
timet-oligopeptidaze (TOP) aktivirane do 8 putarisygstvu reducirajéeg sredstva DTT-a
ili 2-ME. Naime, cisteinski ostaci tvore intermolg&rne disulfidne veze, a posljedica je
nastajanje multimernih formi. Upravo suprotno ndgml veine proteina, redukcijom
multimera u monomer postize se aktivacija TRako smo uvidom u strukturu kvase
DPP 1l zakljili da za to postoji mala vjerovatnost, ipak ne b potpuno iskljéiti
moguenost nastajanja intramolekularne disulfidne végem bi se redukcijom povala
aktivnost enzima. & koncentracije DTT-a inaktivirale su "divlji tikao i mutirane
cisteinske oblike DPP Il vjerovatno zbog stvarasjabog kompleksa DTT-a i Zh

metalnog iona izrazito tiofilne prirod&.

Ispitivanjem fizioloSkih tiolnih spojeva poput medranog (GSH) i oksidiranog
glutationa (GSSG) nismo tid razlike izmeiu "divljeg tipa" i mutiranih oblika DPP Il
nize koncentracije GSH i GSSG aktivirale su enziok je povéanje koncentracije GSSG
dovelo do gotovo potpune inhibicije enzima (slik23). GSH {-Glu-Cys-Gly) je glavni
niskomolekularni reducens u citosolu eukariotskipamizamacgija je koncentracija (1-10

mmol L) pri normalnim uvjetima gotovo oko 3000 putaé@eu odnosu na GSSE
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Glavna uloga GSH je da tvori mijeSane disulfideislim grupama proteina kako bi ih
zastitio od ireverzibilnih modifikacija. Obzirom naaktivne cisteine kvédve DPP I,
pretpostavljamo da bi aktivacija reducirdm sredstvima DTT ili GSH mogla biti zbog
redukcije reverzibilno oksidiranih cisteina. ReaktiSOH oblik moze reagirati daljgme
nastaju stabilne, taker reverzibilne modifikacije poput S-glutationilgcidjelovanjem
GSSG ili S-nitrozilacije djelovanjem NO (SN 5to bi moglo objasniti inaktivaciju DPP
lIl. Ipak, potrebno je naglasiti da su koncentmdgSSG (2 mmol 1) koristene u ovom
radu daleko vé&e nego fizioloSke in vivo sustavima. Vodikov peroksid taker je gotovo
jednako inhibirao "divlji tip" kao i mutirane aké ukljucujuéi i C518S i C639S. Kao i u
slutaju Stakorske DPP Hf reaktivacija kvaSeve DPP Il do gotovo 90 % petne
aktivnosti, postignuta je dodatkom GSH,daem nakon dulje oksidacije sa@, viSe nije
bila mogua reaktivacija enzima. Mode je da je upravo dulja oksidacija kvaege DPP
[l sa H,O, uzrokovala ireverzibilne modifikacije cisteinskdststaka u poziciji 518 i/ili
639.

Opazanje da "divlji tip" DPP Illl-Hiskao i pojedinani cisteinski mutanti na
pozicijama 113, 130, 518, 626 i 639 pokazuju gotmsta osjetljivost na ispitane tiolne
spojeve, upéuje da bi aktivacija odnosno inhibicija ispitaninpogevima mogla biti
rezultat istovremene modifikacije dvaju ili viSestginskih ostataka. U prilog tome idu i
rezultati ispitivanja osjetljivosti DPP Ill na shifiriine reagense-HMB i DTDP, koji su
jasno ukazali na uloge Cys518 i Cys639 u inaktjvarizima. Nadalje, primjer inzulin-
degradirajgeg enzima (IDE), ubikvitarne cink-metalopeptidaz@kazuje sloZenost
regulacije aktivnosti (metalo)enzima putem modififa cisteinskih ostataka. lako se
prvobitno smatralo da je Cys178 odgovoran za iradiju tiolnim reagensimia’,
pokazano je upravo suprotno: modifikacija ovog tadta ima za cilj zastitu Cys110, koji je
kljutan za inaktivaciju enzim&. U cilju razjadnjenja utjecaja fizioloskih tiolngpojeva
na aktivnost, slijed@ korak svakako bi bio priprema dvostrukih cistéihs mutanata
kvageve DPP lII.

Mutacijska analiza i mehanizam katalize kvageve DPP Il

Kristalna struktura kvagve DPP Ill predstavlja prototipsku strukturu pdana
porodice M49%° no treba naglasiti da je razjasnjena struktym@zhog" enzima (eng.
ligand freg (slika 5.1). U nedostatku strukturnih podatakavexanju supstrata i/ili

inhibitora, pristup odabira aminokiselinskih oskat&iju smo ulogu u vezanju supstrata i
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mehanizmu katalize htjeli ispitati, temeljili sm@ mezultatima bioinformatke analize
(slika 4.24) i kristalne strukture kvssse DPP l1I (slika 4.25).

DPP Il kvasca strukturno ne nalikuje ni jednojzpatoj cink-peptidazi. No,
superpozicijom aktivnog mjesta DPP 1l (slika 5s3) aktivnim mjestom termolizina (EC
3.4.24.27) i neprilizina (EC 3.4.24.11) koje odj&iHEXXH motiv aktivnog mjesta (slika
5.6a), udena je gotovo idenina koordinacija iona cinka, kao i nekoliko dodatpdtpuno
ocuvanih aminokiselinskih ostataka: Glu461, His578Ang582 (slika 5.6b). Upravo
slicnost u strukturi aktivnog mjesta ukazuje da bi nm&ream hidrolize peptida s DPP 1l
mogao biti skan mehanizmu de bazne katalize cink-peptidaza poput termolizina,
neprilizina i karboksipeptidaze A, za koju je dgtgé opisan mehanizam u Literaturnom

pregledu ove radn}é&’.

Slika 5.6. Kristalne strukture cink metalopeptidaza a) kva&eva DPP IIl (PDB ulaz: 3csk)
prikazana sivotermolizin (PDB ulaz: 1tmn) Zuto; neprilizin (PDB ulaz: 1dmt) ruZicasto b)
Superpozicija ostataka aktivnog mjesta DPP Ill, temolizina i neprilizina.
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Kod kiselo-bazne (aj@ bazne) katalize primjerice termoliziia supstrat se smjesta u
aktivno mjesto enzima na ¢ia da istiskuje molekulu vode vezanu na ion cinkemjeru
Glul43. Pri tome se povava nukleofilnost molekule vode, koja zatim napkdebonilni
ugljik peptidne veze koja se cijepa. Iz kristalneulgure kvaseve DPP Il (slika 5.2)
vidljivo je da je molekula vode vodikovom vezom paana sa Glu46l, koja upravo
odgovara Glul143 termolizina odnosno Glu584 nepmiislika 5.6b). Kristalna struktura
termolizina u kompleksu sa izuzetno snaznim fosfudatnim inhibitorom ZFLA (Z-
Phé-L-Leu+-Ala, K; = 0,068 nmol [) otkriva udaljenosti koje potkrijepljuju predlioien
mehanizam u kojem Glul43 preuzima proton s molekole, te ga kasnije prenosi na
odlazéu amino skupinu peptidne veze koja se cifépaEsencijalna uloga ostatka
glutaminske kiseline u katalizi pottena je kod mnogih metalopeptidaza: tako zamjena
glutaminske kiseline (Glu584) u valin ili asparagko kiselinu uzrokuje potpuni gubitak
aktivnosti kod neprilizind®, aminopeptidaze A (Glu386§ i astacina (Glu93y:
Posljedica zamjene Glu451 Stakorske DPP lll, dakoje bila potpuna inaktivacija
enzimd". lako je ovaj rezultat govorio u prilog tome dauGma esencijalnu ulogu u
katalititkom mehanizmu dipeptidil-peptidaza 11l (kao i kodtalih navedenih enzima),
nedostajali su podaci o iznosu preostale aktivniokinetickim parametrima mutanta sa
zamijenjenim Glu iz HEXXGH motiva enzima porodice4® Upravo su u ovom
doktorskom radu, zahvaljuyuvisokim prinosima rekombinantnog proteina, poiguta
odreieni kinettki parametri za mutirani oblik kvagve DPP IIl sa zamijenjenim Glu u
poziciji 461. Zn&ajno smanjena katalka efikasnost k../Ky) mutanta E461Q odak
25 000 puta, prvenstveno zbog smanjégja(tablica 4.5), potduje vaznost ovog ostatka
glutaminske kiseline za katatiki mehanizm. Nadalje, promjena slobodne energiz
uzrokovana mutacijom Glu 461 u GIn od 6,01 kcal gbvori u prilog postojanja
odnosno gubitka izrazito jake vodikove veze. Obmirda nismo opazili zriajnije
promjene u sekundarnoj strukturi (slika 4.26), modezakljEiti da dramatino smanjena
hidroliticka aktivnost mutanta E461Q nije uzrokovana naru§awa strukture aktivhog
mjesta vé vaznom ulogom (nedosté@ glutaminske kiseline iz HEXXGH motiva u
mehanizmu enzimske katalize metalopeptidaza poeodiel9. Pretpostavljamo da je
Glu461 bitna za aktivaciju molekule vode za nukleohapad. Vazno je napomenuti da
karboksiamidna grupa GIn u koji je zamijenjena Gdd, uvijek moze olakSati polarizaciju
molekule vode, te se joSdéaerazlika u katalitikim parametrima mozetekivati zamjenom
Glu461l u pimjerice Ala, kako je to pokazano u cagju puromicin-osjetljive
aminopeptidaze®
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Prijelazno stanje koje nastaje nakon nukleofilnagada vode na karbonilni ugljik
peptidne veze, karakterizira negativni naboj. Upr@ stabilizacija tog naboja jedan od
klju¢nih faktora mehanizma katalize metalopeptidazeerhtlizinu, osim iona cinka, dva
ostatka aktivnog mjesta His231 i Tyrl57, imaju wiagstabilizaciji prijelaznog starija.
Kod kvageve DPP Ill nalazimo His578, potpunagaani ostatak porodice M49 (5 regija,
slika 4.24), koji se nalazi vrlo blizu metalnog @aktivhog centra. Iz usporedbe struktura
(slika 5.6b) udeno je da His231 termolizina, odnosno His711 neprd odgovara upravo
His kvageve DPP Il u poziciji 578. Zamjenom His578 u asgg@am smanjena je katalika
efikasnost DPP Il (oko 120 puta), $to odgovaranemi AG od 2,84 kcal mét (tablica
4.5). Za termolizinu stnu neutralnu proteazu B. stearothermophilugNPr), pokazano je
da mutirani oblici H231F i H231A imaju smanjenu&dicku efikasnost od oko 420 puta
odnosno 500 puta, $to odgovaMAG od 3,7-3,8 kcal mdl *2 Zamjena His711 u
neprilizinu (H711Q) uzrokovala je smanjenje kat&hieé efikasnosti od oko 40 puta, te
promjenuAG od 2,2 kcal mot **3 a kristalna struktura neprilizina u kompleksu sa
snaznim inhibitorom fosforamidonom pokazala je pmstje vodikove veze His711 sa
kisikom inhibitora vezanim na cifk Cinjenica da su opaZene promjene u katdj
efikasnosti kva®vog enzima prvenstveno posljedica smanj&gjate da je za strukturno
ekvivalentni ostatak histidina u termolizinu i ndpmu dokazana uloga u stabilizaciji
prijelaznog stanja, navode nas na pretpostavkuHisbi78 u mehanizmu kvésve DPP Il
sudjeluje u stabilizaciji tetraedarskog prijelaznstgnja formiranjem vodikove veze. U
prilog tome idu i tek nedavno objavljeni rezult&tikasawa-e i sur. o utjecaju zamjene
His568 u Stakorskoj DPP 1l (H568Y), koja je za ukat imala oko 245 puta manju
kataliticku efikasnost ZAG od 3,26 kcal mah)™* Najnovija istraZivanja iz naseg
laboratorija, koja su provedena na ljudskoj DPPdtdkazala su do sada najveegativni
utjecaj zamjene tog histidinskog ostatka -capao smanjenje katalitke mai u slwaju
mutacije H568N ¥ 1900 puta) prvenstveno zbog promjenk:44 odgovaralo je gubitku
vezne energijdG od 4,48 kcal mét to bi moglo odraZavati gubitak jake vodikove veze

koja stabilizira prijelazno starfjg.

Kako je vé spomenuto, osim His231, u stabilizaciji prijelagrsianja termolizina
sudjeluje i Tyrl57. Obzirom da joS nije bila poam&:-D struktura kvagve DPP Ill, a
rezultati su govorili u prilog uloge Tyr318 u katatkkom mehanizmu humane DPPfi}
zanimao nas je utjecaj zamjene tog evolucijskiuganog tirozinskog ostataka kod
kva&evog ortologa. Nesto ¥e smanjenje katalitke efikasnosti Y327F kvasve DPP Il
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(oko 175 puta) opazili smo u odnosu na istovjetrutatiju kod humanog enzima (125
puta smanjena vrijednogt./Km). JOS izrazeniji negativni efekk(/K, manja oko 460
puta) dobiven je potpunim uklanjanjem aromatskognakiselinskog ostatka u poziciji
327 kvagevog enzima (Y327A), §to je dovelo do promjéy@ od 3,63 kcal mat, dok je
zamjena u fenilalanin rezultirala ne$to manjom gesrmm u iznosu od 3,06 kcal niol
Nasi rezultati u skladu su sa podacima autorasoflokazali ili pretpostavili ulogu Tyr u
stabilizaciji prijelaznog stanja nekih cink-peptida Tako je utjecaj mutacije Y157F na
kealKm (210 puta manja) AAG (3,17 kcal mot) termolizind®® gotovo jednak onome za
Y327F kvageve DPP Ill.

Za razliku od termolizina, u neurolizinu i timeigmpeptidazi ne nalazimo ostatak
histidina koji bi odgovarao His231 termolizina. Noaralelna studija ova dva enzima,
pokazala je da bi visoko &aani ostaci tirozina smjeSteni u blizini metalnama
(odgovaraju poziciji His231 termolizina) mogli inmatlogu u stabilizaciji prijelaznog
stanja”’. Tako je zamjenom ostatka tirozina u fenilalani poziciji 613 odnosno 612,
smanjenje katalitke mgi bilo slicno kao u slaaju kvageve DPP Ill (oko 140 odnosno
170 puta). Zanimljivo, kada su ostaci tirozina Zemjeni alaninom, katalitka efikasnost
ovih dvaju enzima drastio je umanjenaiak do 10 000 putd’. lako ne tako zrajno, i
kod kvageve DPP Il smanjenjk../Kyza Y327A mutirani oblik bilo je w& u odnosu na
Y327F, sto bi ukazivalo da je, osim hidroksilne ggu za katalizu vazna i aromatska
skupina u toj poziciji primarne strukture. Talew, aktivno mjesto aminopeptidaze A i
leukotrien A hidrolaze, karakterizira 8avani ostatak tirozina koji je ekvivalent His231
termolizina, a njegovu ulogu u stabilizaciji prgeghog stanja potdiuje smanjenje
kataliticke mai (850 odnosno 100 puta) kao i smanjeni afinitetarga mutiranih oblika

ovih enzima za analoge prijelaznog staij&®

lako iz ovih usporedbi mozemo pretpostaviti dacisHis578 1 Tyr327 sudjeluju u
stabilizaciji prijelaznog stanja kvé&ve DPP 11, zanimljivo je da za razliku od struktog
ekvivalenta histidinskog ostataka (His578) u stuakaktivnog mjesta kvagve DPP Il ne
nalazimo ostatak koji bi odgovarao Tyr157 termolizi StoviSe, iz kristalne strukture DPP
[l vidljivo je kako se ostatak Tyr327 nalazi ndnti" donje domene proteina, udaljgk
21,4 A od iona cinka aktivnog mjesta. Ova udaljérdzseko je véa od udaljenosti kod
nekih prethodno navedenih primjera u kojima je apés uloga tirozina. No, ¥eprvim

promatranjem novootkrivene 3-D strukture DPP lIBld@mo do zakljoka da se radi o
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relativno otvorenoj strukturi enzima (slika 5.1).addlje, tzv. TLS analizom (eng.
Translation Libration Screw-motion; TLPJedviiena je velika fleksibilnost gornje i donje
domene proteirtd’, koja bi mogla dovesti do otvaranja i zatvarargvaog mjesta, a time
I priblizavanja tirozina 327 aktivnom centru. &ln primjer nalazimo i kod serinske
peptidaze, prolil-endopeptidaze. Prilikom vezanjapstrata dolazi do zwnajne
konformacijske promjene proteina iz "otvorené'zatvorenu” strukturu, Sto za posljedicu
ima formiranje kon&nog oblika aktivnog mjesta te hidrolizu supsttataVazno je
napomenuti da bi tek ispitivanje inhibitora - amgoprijelaznog stanja, kao i kristalna
struktura njihovog kompleksa s DPP lll, uz navedeerultate, nedvojbeno potvrdilo

ulogu ispitanih ostataka u stabilizaciji prijelagngtanija.

Slicnost strukture aktivhog mjesta k¢ase DPP Il s termolizinom i neprilizinom,
omoguila je modeliranje vezanja peptidnog supstrata tiva& mjesto (slika 5.7° U
dobivenom modelu karbonilni kisik veze koja se ggesezan je za ion cinka, a pozitivho
nabijena amino-grupa reckraju peptidnog supstrata stabilizirana je karbom grupama

Glu461 i Asp381l iz glavnog lanca, kao i negativabifenim b@&nim lancem Glu461.

\
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Slika 5.7. Shematski prikaz vezanja supstrataPreuzeto iz (129) i modificirano.

Kinetickim mjerenjima pokazali smo da Glu461 ima glavnwgul u Kkatalittkom
mehanizmu kva®vog, a pretpostavljamo i svih ostalih DPP Il emai Osim drastne
promjene katalitike efikasnosti E461Q mutiranog oblika koja je psteeno posljedica

smanjenjak.s (tablica 4.5), zamij@no je i povéanje K, vrijednosti oko 2,8 puta Sto
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upuuje na potencijalnu ulogu Glu461 u vezanju supstriEkoK, ne mozemo uzeti kao
pravu mjeru afiniteta prema supstratu, smanjé&qjenutiranog oblika E461Q za peptidni
supstrat valorfin od oko 25 puta u odnosu na Jidig" DPP Il (tablica 4.6), ipak govori u
prilog tome da ova glutaminska kiselina sudjelujeviezanju supstrata.

Dipeptidni hidroksamatni inhibitori koji predstgju analoge supstrata, do sada su
pokazali veliki afinitet kao i visoku selektivnogrema DPP Il enzimima. Slobodna
amino-grupa, interakcija oih aromatskih skupina sa pretpostavljenim hidrafob$ i
S, veznim podmjestima enzima, kao i keliranje metglmmna hidroksamatnom grupom,
&ine Tyr-Phe-NHOH jednim od najjtn do sada ispitanih inhibitora DPP % U
slwcaju kvageve DPP I, inhibitorni potencijal hidroksamatnithibitora Tyr-Phe-NHOH
i Tyr-Gly-NHOH bio je nesto w& negoli za humani enzitif. Zamjenom Phe u Gly u;P
poziciji inhibitora, konstanta inhibicij&; za "divlji tip" kvageve DPP lll povéana je za
¢ak 103 puta, Sto kao i kod humane DPP Il ukazajgaznost aminokiselinskog ostatka u

P1 poziciji za vezanje ovog tipa inhibitora (tablit&).

Zamjenom asparaginske kiseline u poziciji 381kam je modeliranje ukazalo da
sudjeluje u vezanjiN-kraja supstrata, u asparagin smanjena je kataitm@ enzima za
oko 29 puta, s tim da nije &ena znd&ajnija promjena konstant,, (tablica 4.5). No,
poveanje K; vrijednosti za Tyr-Phe-NHOH od oko 14 puta u odnos "divlji tip", u
slaganju je s rezultatom modeliranja koji tpje da ovaj ostatak taller sudjeluje u
vezanju (amino-kraja) liganda (inhibitora, odnossupstrata). Méutim, naSi rezultati
upwuju na vaznost kmog lanca, a ne karbonilne grupe iz glavnog laksp381 u

ostvarivanju te interakcije.

Iz usporedbe aktivnih mjesta DPP I, termolizimeeprilizina (slika 5.6b), vidljivo
je da Arg582 iz DPP lll po poziciji najviSe odgoaakrg203 termolizina odnosno Arg717
neprilizina, za koje je pretpostavljeno da sudjeluj vezanju P ostatka supstrat3d.
Medutim, modeliranje kompleksa kug&/e DPP 1l i supstrata Adauputuje da ovaj
visoko s&uvani ostatak arginina sudjeluje u vezanju Kkarlmnilgrupe cetvrtog
aminokiselinskog ostatka ili pak karboksilne grufekraja tetrapeptidnog supstrata
(pozicija R, no nije iskljitena mogunost da sudjelujgak i u vezanju istih grupa
pentapeptidnih supstrata (pozicijas)P(slika 5.7}%°. Obzirom na tu pretpostavku,
iznenaiuju¢i je rezultat hidrolize sintetskog supstrata ABINA mutiranim oblikom

R582Q. Naime, afinitet za ovaj analog tripeptidavgéan je oko 6 puta, a katatika
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efikasnost R582Q mutanta DPP IIl za oko 23 puthliffa 4.5). Nasuprot tome, zamjena
navedenih arginina u termolizinu i neprilizinu zasfedicu je imala znatno smanjenje
kataliticke efikasnosti prvenstveno zbog promjené.ad®, iz ¢ega bi se dalo zakkiti
kako ovi ostaci osim u vezanju, ulogu imaju i ubdtaaciji prijelaznog stanja. Osim toga,
Arg717 neprilizina i Arg203 termolizina udaljeni sa.ko 6 A od iona cinka, dok je
udaljenost Arg582 DPP Il nesto éa skoro 11 A. Iz dostupnih literaturnih podataka
nismo pronasli primjer sinog efekta, a jedno od magh objasnjenja je da se uklanjanjem
pozitivno nabijene skupine arginina naprosto ola&Sgristup aktivnom mjestu DPP Il
Neznatne promjene afiniteta R582Q prema tetrapemidnavode nas na zakipk kako
Arg582 ipak ne sudjeluje u vezanjy' Bstatka peptida. No, z&&no smanjenje afiniteta
(Ki) mutanta R582Q za pentapeptide (najmanje 8 paltéica 4.8) u odnosu na "divlji tip",
govori upravo u prilog tome da arginin 582 sudjelujvezanju karbonilne ili karboksilne
grupe C-kraja pentapeptidnih supstrata, te je vrlo vjetnwgjedan od konstituenatg'S
veznog podmjesta DPP Ill kvasca. No, za razlikunegrilizina i termolizina Arg582
kvazeve DPP Ill nema zgajniju ulogu u samoj katalizi. 1z literaturnih pddka
saznajemo za ostatak Argl102 neprilizina, za kopre¢postavlja da zajedno s Asn54a2i
vedi dio S veznog podmijesté. Zanimljivo, ni u sld¢aju R102M mutacije nije zamijeno
smanjenje Kkatalitke efikasnosti neprilizina, ¥e samo povéanje afiniteta prema
dipeptidnim inhibitorima®% Nadalje, ovaj ostatak nalazi se narsdj udaljenosti od iona
cinka kao i u sléaju DPP Il (oko 12 A). Obzirom na navedeno mozerakljwiti kako je
uloga Arg582 bliza ulozi Argl02 nego Arg717 nepiilia, a to je da je jedan od ostataka

koje tvore nesto "udaljenije” vezno podmjestareazDPP I, u ovom skaju S'.

Najveti utjecaj na vezanje hidroksamatnog inhibitora eng zamjena visoko
sauvanog ostatka lizina u poziciji 638, gemu je mutirani oblik K638L pokazao oko 56
puta maniji afinitet prema Tyr-Phe-NHOH u usporesii"divljim tipom" kvageve DPP
[ll. Zanimljivo, zamjena aromatskog ostatka u g®ziciji ovog kompetitivhog inhibitora
glicinom nije utjecala na smanjenje afiniteta mta#ak638L (oko 46 puta, tablica 4.7). Na
osnovu zapazenog, kao i toga da zamjena Lys638ntmucnije zn&ajnije utjecala na
kataliticku konstantu enzimekd;) ve¢ samo na vezanje inhibitora, zakiyyemo kako bi
ovaj visoko sauvani lizin mogao biti dio Sveznog podmjesta u DPP Ill. U prilog tome,
govore i rezultati ispitivanja molekularne osnoiane osjetljivosti kva&eve DPP lll, na
osnovi kojih smo zaklgili da se modifikacijom Cys639 vjerovatno naruSasteuktura

aktivnog mjesta upravo zbog naruSavanja lokalnierakcija u kojima sudjeluje i Lys638
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(slika 5.5). Zanimljivo je da su Spoljari sur!® pretpostavili da potpunoaovani ostatak
Trp300 humane DPP Il sudjeluje &uvanju integriteta Sveznog podmjesta enzima.
Uvidom u kristalnu strukturu DPP Ill kvasca opazadaose ostatak Trp309, ekvivalentan
Trp300 humanom enzimu, nalazi na suprotnoj strdniLys639 (slika 5.8). Kao Sto je &e
spomenuto, vrlo je vjerovatno da vezanje supsunagktivno mjesto dovodi do zéane
promjene ili "zatvaranja" strukture enzima, Sitddw i u sl@aju tirozinskog ostatka 327,
dovelo do znatnog pomaka Trp309 koji bi zajednoLgs638 mogao biti dio veznog
podmjesta gkvageve DPP III.

Slika 5.8. Slika aktivnog mjesta kva&eve DPP Il sa ostacima K638 i W309 koji bi mogli i
konstituenti S, veznog podmjesta DPP I1ll lon cinka prikazan je ljubastom kuglom, njegovi
ligandi ruzgasto.

Na osnovi rezultata ovog doktorskog rada i postbjditeraturnih podataka moga je

predloziti mehanizam katalize DPP Il (slika 5.9).

Peptidni supstrat smjesSta se u aktivno mjestonesmziricemu vezanje amino-kraja
stabiliziraju Asp381 i Glu461. Pozicioniranjem swpt u aktivho mjesto enzima
pretpostavljamo da dolazi do pomicanja molekuleevkdja jecetvrti ligand cinka, prema
ostatku Glu461l. Na taj fm, glutaminska kiselina aktivira molekulu vode &oyrSi
nukleofilni napad na karbonilni ugljik peptidne eekoja se cijepa. Negativni naboj
nastalog tetraedarskog prijelaznog stanja, stataifizje elektrostatskim interakcijama s
ionom cinka, 1 vrlo vjerovatno vodikovim vezama gr327 i His578. Arginin u poziciji

582 sudjeluje u vezanfo-kraja pentapeptidnih supstrata.
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Slika 5.9. Shematski prikaz katalittkog mehanizma kvageve DPP ll1.

Ovaj doktorski rad doprinos je poznavanju mehanizmtalize i prostorne gia
metalopeptidaza porodice M49 (porodica DPP Ill), nmlekularne osnove njihove
osjetljivosti na tiolne reagense. Po prvi puta lgnkan gen za dipeptidil-peptidazu Il iz
kvascaS. cerevisiaga rekombinantni protein okarakteriziran. Istrafide odnosa strukture
I aktivnosti mutacijskom analizom, pruzilo je ekepeentalni dokaz o, za katalizu vaznim,
ostacima glutaminske kiseline (Glu461), histidin&lis678), tirozina (Tyr327) i
asparaginske kiseline (Asp381), i identificiralsteine odgovorne za inaktivaciju enzima
sulfhidrilnim reagensima (Cys 639 i Cys518), tenpegovu dimerizaciju (Cys130). Kroz
interdisciplinarnu suradnju, rekombinantna kiea& DPP Il je kristalizirana i razjaSnjena
joj je 3-D struktura, koja predstavlja prototip zgelu porodicu metalopeptidaza M49
(DPP 11I).
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6. Zakljucci

Dipeptidil-peptidaza Il kvasc&. cerevisiagprekomjerno je eksprimirana u stanicama
bakterijeE. coli s privjeskom Hisili bez njega. DPP Ill bez Higrivjeska prois¢ena
je u dva koraka, dok je enzim s HKisprivieskom prgis¢en afinitetnom

kromatografijom u jednom koraku.

Pratis¢enoj rekombinantnoj DPP Il i DPP lll-Hjsdetaljno su ispitana fizikalno-
kemijska i biokemijska svojstva, te je ustanovljeda afinitetni privjesak nema

zna&ajniji utjecaj na strukturu i aktivnost enzima.

Cillanom mutagenezom priteno je 13 mutiranih oblika kvégve DPP IlI-His.
Mutirani oblici proteina prekomjerno su eksprimirarprociséeni, te su im odidena

kataliticka svojstva.

Pojedingnom zamjenom 5 ostataka Cys u Ser pokazano je d430ysudjeluje u
nastajanju intermolekularne disulfidne veze i dixemiji proteina, a da su reaktivni
ostaci Cys u pozicijama 639 i 518 odgovorni za fiivakiju kvageve DPP lli

sulfhidrilnim reagensima.

Zamjena Tyr327 s Ala uzrokovala je smanjenje kit&k aktivnosti K.o) od 207
puta, u usporedbi s "divljim tipom" enzima, dekzp mutirani oblik H578N wen pad
ovog parametra od 73 puta, Sto ukazuje da bi oba, g@otpuno &uvana
aminokiselinska ostatka u porodici DPP Ill, mogkmati ulogu u stabilizaciji

prijelaznog stanja.

Usporedbom katalitkih svojstava "divljeg tipa" i mutiranih oblikagieina (E461Q,
D381N i Arg582Q) ustanovljena je vaznost vrikueanih aminokiselinskih ostataka
Glu461, Asp381 i Arg582 za vezanje peptidnog liga(glipstrat ili inhibitor).

Mutacijska analiza ugwje na ulogu Met579 i Lys638 u katalizi, odnosn@argu
liganda na kva&vu DPP 1l (70 puta smanjelkg,; mutanta M579L; 56 puta pos@na
Ki mutiranog oblika K638L za peptidni inhibitor).

Najveti pad katalittke efikasnosti Ko/Km), od ¢ak 25 000 puta, éen je za mutant
E461Q, Sto ukazuje na esencijalnu ulogu ovog patpxinvanog ostatka glutaminske
kiseline, konstituenta motiva "HEXXGH", u katalkom mehanizmu peptidaza

porodice M49.
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2-ME

2NA

AA

Amp

APS
Bisakrilamid
BSA

CBB R-250
DCI

DEAE-
DMSO
DNA

dNTP

ds HO
DTDP
DTNB

DTT
EDTA-N&
FBB

FPLC

GSH, GSSG
IAA

IEF

IPTG

Mili Q

NEM
NTA
PAGE

PCR
PEG

2-merkaptoetangb-merkaptoetanol

2-naftilamid @-naftilamid)

akrilamid

ampicilin

amonijev persulfat

N,N'-metilenbisakrilamid

albumin iz govéeg seruma (endpovine serum albumjn
Coomassie Brilliant Blue R-250

3,4-dikloroizokumarin

dietilaminoetil-

dimetilsulfoksid

deoksiribonukleinska kiselina

deoksinukleozidtrifosfat

destilirana sterilna voda

4,4'-ditiodipiridin

5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina)

ditiotreitol

dinatrijeva sol etilendiaminotetraoctene kiseline

"Fast Blue B" sol — tetrazonijexdianisidin x ZnCj

brza tekéinska kromatografija proteina (erfgst protein liquid
chromatography

glutation (reducirani, oksidirani)
jodoacetamid

izoelektréno fokusiranje

izopropilg-D-1-tiogalaktopiranozid
deionizirana voda niske vodljivosti (< 1B proizvedena na sustavu za
proizvodnju deionizirane vode Millipore

N-etilmaleimid

nitrilotrioctena kiselina (enqitrilotriacetic acid)

elektroforeza u poliakrilamidnom gelu (epglyacrylamide gel
electrophoresis

laana reakcija polimerazom (en@plymerase chain reactipn

polietilenglikol
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p-HMB p-hidroksimerkuribenzoat

pl izoelektréna taka

PMSF fenilmetilsulfonil-fluorid

SDS natrijev-dodecilsulfat (engodium dodecyl sulphgte
TCA trikloroctena kiselina (engdrichloroacetic acid

TEMED N,N,N',N'-tetrametilendiamin
Tris tris-(hidroksimetil)-aminometan
Tween 80 polioksietilensorbitan monooleat — "Potigate 80 - Polyoxyethylene

Sorbitan Monooleate"

Aminokiseline i njihovi simboli

glicin Gly (G)
alanin Ala (A)
valin Val (V)
leucin Leu (L)
izoleucin lle (1)
metionin Met (M)
prolin Pro (P)
fenilalanin Phe (F)
triptofan Trp (W)
serin Ser (S)
treonin Thr (T)
asparagin Asn (N)
glutamin GIn (Q)
tirozin Tyr (Y)
cistein Cys (C)
lizin Lys (K)
arginin Arg (R)
histidin His (H)
asparaginska kiselina (aspartat) Asp (D)
glutaminska kiselina (glutamat) Glu (E)
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