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KEAP1-NRF2
SIGNALNI PUT

e Ukljucen u zastitu stanica od
oksidacijskog ostecenja
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* Vezanjem na Keap1-Cul3 kompleks,
Nrf2 se razgraduje

proteasom

e Razina Nrf2 se odrzava niskom u
bazalnim uvjetima

* DPP Il se natjeCe s Nrf2 za interakciju
s Keap1 tako sprjecava razgradnju
Nrf2




IZOTERMALNA
KALORIMETRIJA

Metoda karakterizacije interakcije
proteina na temelju oslobodene
topline

Otopine se mijesaju diskretnim
injekcijama koncentriranog proteina
partnera u otopinu proteina

Pocetna mjerenja nisu davala
rezultate, te je metoda optimizirana

(koncentracije proteina, temperatura,

brzina mijesanja, protokol...)
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REZULTATI



REZULTATI
ENZIMSKE KINETIKA

K./ s? Ky / pmol L k.../Ky, / 108

* Dobivene vrijednosti za WT DPP Il su mol L s

istog reda velicine kao literaturni WT 13,09 + 1,19 6,26 + 2,94 2,09 + 1,02
izvori (Matovina et al. 2017.)

* Divlji tip ima najveci obrtni broj i
konstantu specificnosti, te najmanju
Michaelisinu konstantu

* Oba mutanta pokazuju nizu konstantu P358L 7,12+0,21 8,61 12,20 0,83 +£0,27
specificnosti, vece K,, i nize k_,

TS 9,12 £ 0,24 13,11+ 1,22 0,70 £ 0,05




INTERAKCIJE DPP Il SA
KELCH DOMENOM
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Promjena topline (pcal)

* Konstante disocijacije za WT i mutante P358L i
P360S su odredene iz titracijskih krivulja
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. Zb . t " t k i . Zeleni kruzi¢i — WT
og precipitacije tijekom mjerenja, Plavi kvadrati — P360S

termodinamicki parametri uz interakciju Crjent krugpl ~ Pa38
prikazuju i precipitaciju

o
o

In;ekcua

N e G

* Precipitat je analiziran sa SDS-PAGE-om te je
pokazano da precipitira viSe DPP Ill nego

0,587 -7,25
WT/Kelch

domene Kelch 0,445 -14,43
0,567 -18,67

P360S/Kelch
0,427 -12,8
0,572 -22,92

P358L/Kelch

0,638 -24,06




SIMULACIE MOLEKULSKE DINAMIKE

* Provedene su simulacije u trajanju od 150 ns 3 —\rn T I
* Analizom RMSD-a fleksibilne petlje <3
(aminokiseline od 460 do 486) nadeno je da a p3ssL
mutant P358L pokazuje vecu fleksibilnost Z . P360S
= LTIV —WT
* Natemelju analiza R,, RMSF i RMSD bez )
fleksibilne petlje zakljucujemo da nema
znacajnih globalnih promjena u strukturi 2
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ANALIZA VODIKOVIH
VEZA

Analiza vodikovih veza daje uvid u
kljuCne interakcije aminokiselina za
stabilizaciju petlje

Analiziran je svaki 100. simulirani
okvir

Mutant P358L pokazuje nizu stopu
pojavljivanja Glu483-1le477 i GIn484-
Thrd75 veze

Donorska

aminokiselina

Akceptorska

aminokiselina

Glu483 led477
GIn484 Thrd75
lle477 Arg623

WT / %

P360S /
%

P358L /
%




ZAKLJUCAK

Mutanti P358L i P360S, te divlji tip (WT) DPP Ill su uspjesno
eksprimirani i prociséeni

Kineticki parametri pokazuju da WT najbrze i najefikasnije
katalizira enzimsku reakciju

Simulacije molekulske dinamike pokazuju da mutant P358L ima
vecu fleksibilnost regije fleksibilne petlje od WT i mutanta P360S.

Ponovljeni rezultati mjerenja interakcije pokazuju jace vezanje
oba mutanta od WT. Daljnji pokusi su potrebni za stabilnije
podatke.

Zbog znacajnih utjecaja mutacije, daljnja istrazivanja na mutantu
P358L su potrebna da bi se odredio utjecaj mutacije na biolosku
ulogu
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