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�6�D�å�H�W�D�N�� 
Ljudska dipeptidil�±peptidaza III (hDPP III) je metalopeptidaza koja cijepa dipeptide sa N-
kraja oligopeptida, te posjeduje ETGE vezni motiv kao i transkripcijski faktor Nrf2. Nrf2 
je odgovoran za aktivaciju ekspresije gena vezanih za antioksidativnu obranu stanice. Kada 
nema oksidativnog stresa, Nrf2 je vezan na protein �.�H�D�S���� �þ�L�P�H�� �V�H�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�D��
ubikvitinacija. Pojavom oksidativnog stresa, Nrf2 se oslob�D�ÿ�D���L�]���N�R�P�S�O�H�N�V�D���L���W�U�D�Q�V�O�R�F�L�U�D���X��
jezgru gdje aktivira ekspresiju gena. Kompetativnim vezanjem proteina hDPP III na Keap1 
�R�Q�H�P�R�J�X�ü�D�Y�D���V�H���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D�F�L�M�D���1�U�I�����þ�L�P�H���V�H���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���Q�M�H�J�R�Y�D���D�N�X�P�X�O�D�F�L�M�D���X���V�W�D�Q�L�F�L���� 
U ovom radu, u bakterijama su proizvedeni �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �P�X�W�D�Q�W�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �K�'�3�3�3�� �,�,�,�� �V��
�P�X�W�D�F�L�M�D�P�D���G�Y�L�M�X���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�����7�������0���L���(�������4�����þ�L�M�H���V�X���J�H�Q�R�P�V�N�H���V�H�N�Y�H�Q�F�H���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H��
na cBio portalu za genomiku raka. Biokemijskom karakterizacijom i usporedbom afiniteta 
vezanja divljeg tipa i mutiranih proteina ispitana je interakcija hDPP III s domenom Kelch 
proteina Keap1. Na temelju rezultata ovog ispitivanja mogu se donijeti pretpostavke o 
doprinosu mutacija na otpornost stanica raka na oksidativni stres.  
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Abstract 

Human dipeptidyl-peptidase III (hDPP III) is a metallopeptidase that cleaves dipeptides 
from the N-terminus of the oligopeptide and has an ETGE binding motif as well as the 
transcription factor Nrf2. Nrf2 is responsible for activating the expression of genes 
associated with antioxidant cell defense. When there is no oxidative stress, Nrf2 is bound 
to Keap1 protein and thus allowing the ubiquitination of Nrf2. With the appearance of 
oxidative stress, Nrf2 is released from the complex and translocated into the nucleus where 
it triggers gene expression. Competitive binding of the hDPP III protein to Keap1 prevents 
the ubiquitination of Nrf2, which in turn increases the accumulation of Nrf2 in the cell.  

In this thesis, mutants of the hDPPP III protein with mutations of two amino acids 
(T481M and E480Q), whose genomic sequences were found on the cBio portal for cancer 
genomics, were produced in bacteria and purified. The interaction of hDPP III with the 
Keap1 protein was examined by biochemical characterization and by comparison of the 
binding affinity of wild-type and mutated proteins. Based on the results of this study, 
assumptions can be made about the contribution of the mutations to cancer cell resistance 
to oxidative stress. 
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1. Uvod 1 

�0�R�Q�L�N�D���0�D�U�W�L�Q�þ�L�ü Diplomski rad 

1.  UVOD 

�3�H�S�W�L�G�D�]�H�� �L�O�L�� �S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�L�� �H�Q�]�L�P�L�� �V�X�� �H�Q�]�L�P�L�� �N�R�M�L�� �K�L�G�U�R�O�L�]�L�U�D�M�X�� �S�H�S�W�L�G�Q�X�� �Y�H�]�X���� �3�U�H�P�D�� �P�M�H�V�W�X��

cijepanja peptidne veze razlikujemo endopeptidaze koje cijepaju unutar polipeptidnog lanca i 

egzopeptidaze koje cijepaju na N- ili C- kraju polipeptidnog lanca [1]. Ukoliko se u aktivnom 

mjestu peptidaze nalazi metalni ion onda govorimo o metalopeptidazama. Peptidaze i 

metalopeptidaze esencijalne su za normalno funkcioniranje organizma. Njihovom 

�G�H�U�H�J�X�O�D�F�L�M�R�P���M�D�Y�O�M�D�M�X���V�H���U�D�]�Q�L���Q�H�X�U�R�O�R�ã�N�L���L���N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�L�����W�H���G�R�O�D�]�L���G�R���S�R�M�D�Y�H��

raka [2].  

Ljudska dipeptidil peptidaza III (hDPP III) je o cinku ovisna metalopeptidaza koja djeluje 

�N�D�R�� �H�J�]�R�S�H�S�W�L�G�D�]�D�� �R�G�F�L�M�H�S�O�M�X�M�X�ü�L�� �G�L�S�H�S�W�L�G�H�� �V�D�� �1- kraja supstrata koji se sastoje od 3 - 10 

aminokiselina [3]�����3�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�D���X�O�R�J�D���R�Y�R�J���H�Q�]�L�P�D���Q�L�M�H���M�R�ã���G�R�Y�R�O�M�Q�R���L�V�W�U�D�å�H�Q�D���P�H�ÿ�X�W�L�P���N�R�G��

�W�X�P�R�U�D�� �M�D�M�Q�L�N�D�� �S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�D�� �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �ã�W�R�� �V�H�� �S�R�Y�H�]�X�M�H�� �V�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P��

ekspresijom enzima. �6�P�D�W�U�D�� �V�H�� �G�D�� �E�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �P�R�J�O�D�� �E�L�W�L�� �L�Q�G�L�N�D�W�R�U��

malignosti jajnika i endometrija [4]. 

Dipeptidil peptidaza III sudjeluje u signalnom putu transkripcijskog faktora Nrf2 (engl. 

nuclear factor erythroid 2�±related factor 2) i proteina Keap1 (engl. Kelch Like ECH 

Associated Protein 1). U uvjetima oksidativnog stresa, Nrf2 se translocira u jezgru i aktivira 

gene bitne za antioksidativnu obranu stanice. Kada nema oksidativnog stresa, Nrf2 je preko 

ETGE motiva vezan �Q�D�� �.�H�O�F�K�� �G�R�P�H�Q�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �.�H�D�S���� �þ�L�P�H�� �V�H�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D�F�L�M�D��

faktora Nrf2. [5]�����0�R�J�X�ü�L���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���]�D���R�Q�H�P�R�J�X�ü�D�Y�D�Q�M�H���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D�F�L�M�H���1�U�I�����M�H��kompetitivno 

�Y�H�]�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���L�V�W�L���L�O�L���V�O�L�þ�D�Q���P�R�W�Lv kao i Nrf2. Jedan od takvih proteina je hDPP 

�,�,�,���N�R�M�L���V�D�G�U�å�L���(�7�*�(���P�R�W�L�Y���X���V�Y�R�M�R�M���I�O�H�N�V�L�E�L�O�Q�R�M���S�H�W�O�M�L���L��kompetitivno �Y�H�å�H��protein Keap1 [6]. 

�8���F�%�L�R���S�R�U�W�D�O�X���]�D���J�H�Q�R�P�L�N�X���U�D�N�D���Q�D�ÿ�H�Q�H���V�X���J�H�Q�R�P�V�N�H���V�H�N�Y�H�Q�F�H���P�X�W�D�Q�D�W�D���'�3�3���,�,�,���N�R�M�H���E�L��

�P�R�J�O�H���E�L�W�L���X�N�O�M�X�þ�H�Q�H���X���V�D�P���U�D�]�Y�R�M���U�D�N�D��[7]�����=�D���S�R�W�U�H�E�H���R�Y�R�J���G�L�S�O�R�P�V�N�R�J���U�D�G�D���L�V�W�U�D�å�H�Q�D���V�X���G�Y�D��

mutanta hDPP III kojima je uvedena mutacija aminokiselina na 480. i 481. mjestu odnosno 

E480Q i T481M. Obje mutacije nalaze se blizu aktivnog mjesta enzima koji se nalazi u obliku  

�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�R�J���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R�J���P�R�W�L�Y�D (HEXXGH i EECRAE) na poziciji 450-455 [8].  

Za ciljanu in vitro �P�X�W�D�J�H�Q�H�]�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���Y�H�N�W�R�U���S�/�$�7�(�������N�R�M�L���X���V�H�E�L���L�P�D���X�J�U�D�ÿ�H�Q���J�H�Q���]�D��

hDPP III s histidinskim privjeskom i unaprijed dizajniran�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H��za mutagenezu koje 

imaju supstituiranu jednu bazu. Kemijskom transformacijom vektor je unesen u 



1. Uvod 2 

�0�R�Q�L�N�D���0�D�U�W�L�Q�þ�L�ü Diplomski rad 

ultrakompetentne bakterijske stanice Escherichie coli (E. coli). Nakon uzgoja bakterijskih 

kultura izolirani su rekombinantni plazmidi. �8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �P�X�W�D�F�L�M�H�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�D�� �M�H��

sekvenciranjem. Nakon toga su rekombinantni plazmidi metodom elektroporacije 

transformirani u elektrokompetentne stanice bakterije E. coli. Dobivene bakterijske kulture s 

proteinom od interesa podvrgnute su lizi i sonikaciji. Eksprimirani proteini �V�D�G�U�å�H���ã�H�V�W��

uzastopnih histidina na C-�N�U�D�M�X�� �O�D�Q�F�D�� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �R�P�R�J�X�ü�H�Q�R�� �Q�M�H�J�R�Y�R�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H 

afinitetnom kromatografijom s imobiliziranim metalnim ionom nikla. N�D�N�R�Q���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���Q�D���1�L-

NTA kolonama �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H���D�Q�D�O�L�]�D���þ�L�V�W�R�ü�H���X�]�R�U�Dka SDS-poliakrilamid gel elektroforezom poslije 

�þ�H�J�D���V�X���S�U�R�W�H�L�Q�L���R�G�V�R�O�M�H�Q�L���Q�D���3�'-10 koloni metodom gel-filtracije. Odsoljeni proteini podvrgnuti 

�V�X�� �Q�D�W�L�Y�Q�R�M�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�L�� �V�D�� �L�� �E�H�]�� �.�H�O�F�K�� �G�R�P�H�Q�H�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�W�Y�U�G�L�O�D�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �Y�H�]�D�Q�M�D����

Biokemijska karakterizacija enzima provedena �M�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �S�U�H�P�D��

sintetskom supstratu diarginil-2-�Q�D�I�W�L�O�D�P�L�G�X���� �.�L�Q�H�W�L�þ�N�L�� �S�D�U�D�P�H�W�U�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �V�X�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P��

fluorescencije 2-naftilamida koji nastaje djelovanjem enzima s diarginil-2-naftilamidom. 

Metodom dinami�þ�N�R�J�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D�� �V�Y�L�M�H�W�O�R�V�W�L�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �P�X�W�D�Q�D�W�D��

hDPP III s Kelch domenom proteina Keap1. Kako bismo mogli usporediti rezultate mjerenja, sva 

�P�M�H�U�H�Q�M�D���Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���V�X���S�D�U�D�O�H�O�Q�R���L���]�D���Ä�G�L�Y�O�M�L�³���W�L�S���K�'�3�3���,�,�,���N�D�R���L���]�D���P�X�W�D�Q�W�H���(�������4���L���7��81M.  
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2. TEORIJSKI DIO  

2.1. �3�H�S�W�L�G�D�]�H��-���S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�L���H�Q�]�L�P�L 

Prema vrsti reakcije koju kataliziraju, enzimi se dijele na 6 skupina, a to su hidrolaze, 

izomeraze, ligaze, liaze, oksidoreduktaze i transferaze. Enzimske skupine dalje se dijele na 

podskupine ovisno o vrsti veze na kojoj se odvija enzimska reakcija. Pomo�ü�X�� �(�&�� �R�]�Q�D�N�H��

(engl. Enzyme Commision���� �N�R�M�D�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �þ�H�W�L�U�L�� �M�H�G�L�Q�V�W�Y�H�Q�D�� �E�U�R�M�D��razlikuju se pojedini 

enzimi���� �3�U�Y�L�� �E�U�R�M�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �J�O�D�Y�Q�X�� �V�N�X�S�L�Q�X�� �H�Q�]�L�P�D���� �G�U�X�J�L�� �E�U�R�M�� �S�R�G�V�N�X�S�L�Q�X���� �W�U�H�ü�L�� �S�R�G-

�S�R�G�V�N�X�S�L�Q�X�����D���þ�H�W�Y�U�W�L���V�H�U�L�M�V�N�L���E�U�R�M��[9].  

U hidrolaznu skupinu enzima pripadaju peptidaze (EC 3) koje hidroliziraju peptidnu vezu 

�]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �V�H�� �V�Y�U�V�W�D�Y�D�M�X�� �X�� �S�R�G�V�N�X�S�L�Q�X�� �(�&�� ���������� �%�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �S�R�V�W�R�M�L�� �Y�L�ã�H�� �Y�U�V�W�D�� �S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�L�K��

enzima, oni se dalje mogu podijeliti prema mjestu djelovanja [10]. Ukoliko peptidaza cijepa 

�S�H�S�W�L�G�Q�X���Y�H�]�X���X���X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�R�V�W�L���S�H�S�W�L�G�Q�R�J���O�D�Q�F�D���R�Q�G�D��se naziva endopeptidaza, a ukoliko cijepa 

pri kraju peptidnog lanca onda je to egzopeptidaza. Egzopeptidaze se dalje dijele prema 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �1- ili C-kraj polipeptinog lanca odnosno na aminopeptidaze i 

karboksipeptidaze (Slika 1). Dodatno se dijele i prema broju aminokiselina koje odcijepljuju s 

N-�N�U�D�M�D�� �S�H�S�W�L�G�Q�R�J�� �O�D�Q�F�D�� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �U�D�]�O�L�N�X�M�H�P�R�� �D�P�L�Q�R�S�H�S�W�L�G�D�]�H�� �N�R�M�H�� �R�G�F�L�M�H�S�O�M�X�M�X�� �M�H�G�Q�X��

aminokiselinu, dipeptidil peptidaze dvije aminokiseline i tripeptidil-peptidaze tri 

aminokiseline [1]. 

Rawlings i Barrett [11] su �S�U�H�G�O�R�å�L�O�L���K�L�M�H�U�Drhijski sustav podjele peptidaza koji se koristi u 

bazi podataka MEROPS [12]���� �3�H�S�W�L�G�D�]�H���N�R�M�H���L�P�D�M�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���V�O�L�þ�Q�R�V�W�L���X���S�U�L�P�D�U�Q�R�M��

�V�W�U�X�N�W�X�U�L���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H���G�R�P�H�Q�H���V�Y�U�V�W�D�Y�D�M�X���V�H���X���L�V�W�H���R�E�L�W�H�O�M�L�����D���K�R�P�R�O�R�J�Q�H���S�R�U�R�G�L�F�H���V�Y�U�V�W�D�Y�D�M�X���V�H���X��

�N�O�D�Q�����$�N�R���Q�L�V�X���S�R�]�Q�D�W�L���K�R�P�R�O�R�]�L�����R�E�L�W�H�O�M���P�R�å�H���V�D�G�U�å�D�Y�D�W�L���V�D�P�R���M�H�G�D�Q���H�Q�]�L�P���N�R�M�L���V�H���R�]�Q�D�þ�D�Y�D��

�V�O�R�Y�R�P���N�R�M�H���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�L���W�L�S���S�H�S�W�L�G�D�]�H�����X�]�� �M�H�G�L�Q�V�W�Y�H�Q�L���E�U�R�M���W�R�J���H�Q�]�L�P�D���� �.�O�D�Q���V�D�G�U�å�L��

�S�H�S�W�L�G�D�]�H���N�R�M�H���V�X���V�H���U�D�]�Y�L�O�H���L�]���M�H�G�Q�R�J���H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�R�J���L�]�Y�R�U�D���S�H�S�W�L�G�D�]�D���L���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���M�H�G�Q�X���L�O�L���Y�L�ã�H��

�R�E�L�W�H�O�M�L�� �N�R�M�H�� �V�X�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�H�� �S�U�H�P�D�� �V�O�L�þ�Q�R�V�W�L�P�D�� �W�H�U�F�L�M�D�U�Q�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D���� �8�N�R�O�L�N�R��

tercijarna struktura nije poznata, evolucijska povezanost se dokazuje prema aminokiselinskim 

�V�O�M�H�G�R�Y�L�P�D�� �X�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�L�P�� �P�M�H�V�W�L�P�D���� �6�Y�D�N�L�� �V�H�� �N�O�D�Q�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �V dva slova od kojih prvi 

�R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�L�� �W�L�S�� �R�E�L�W�H�O�M�L��[13]. �3�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�L�� �S�H�S�W�L�G�D�]�D�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�H�� �V�Y�U�V�W�D�Y�D�M�X�� �X��

obitelji, odnosno klanove [14]. 
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Slika 1. Podjela peptidaza prema mjestu cijepanja peptidne veze���� �3�U�H�X�]�H�W�R�� �L�� �S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R�� �L�]��

[1]. 

 

2.1.1.  Metalopeptidaze 

Metalopeptidaze (kratica MP) su enzimi koji s�X���H�V�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L���]�D���å�L�Y�R�W���M�H�U���F�L�M�H�S�D�Q�M�H�P���S�H�S�W�L�G�Q�L�K��

�Y�H�]�D�� �V�X�G�M�H�O�X�M�X�� �X�� �V�Y�L�P�� �J�O�D�Y�Q�L�P�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �S�U�R�F�H�V�L�P�D���� �'�H�U�H�J�X�O�D�F�L�M�R�P�� �H�Q�]�L�P�D�� �P�R�å�H�� �G�R�ü�L�� �G�R��

�U�D�]�Y�R�M�D���P�Q�R�J�L�K���E�R�O�H�V�W�L���S�R�S�X�W���U�D�N�D�����N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�K���L���Q�H�X�U�R�O�R�ã�N�L�K���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D��[2]. 

�8�� �D�N�W�L�Y�Q�R�P�� �P�M�H�V�W�X�� �H�Q�]�L�P�D�� �M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �E�R�þ�Q�L�K�� �O�D�Q�D�F�D�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�L��

�P�H�W�D�O�Q�L�� �L�R�Q���� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �M�H�� �W�R�� �L�R�Q�� �F�L�Q�N�D�� ���=�Q2+������ �D�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �L�� �N�R�E�D�O�W�� ���&�R2+), mangan (Mn2+) ili 

nikal (Ni2+) [15]�����1�H�N�H���P�H�W�D�O�R�S�H�S�W�L�G�D�]�H���V�D�G�U�å�H���G�Y�D���P�H�W�D�O�Q�D���L�R�Q�D��koji djeluju �Ä�N�R-�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�L�³����

te one imaju egzopeptidnu aktivnost dok one k�R�M�H���V�D�G�U�å�H���M�H�G�D�Q���P�H�W�D�O�Q�L���L�R�Q���P�R�J�X���L�P�D�W�L���H�J�]�R- 

ili endopeptidnu aktivnost [16]. 

Zbog velike fleksibilnosti koordinacijske geometrije kao i njegove sposobnosti 

koordinacije s �Y�L�ã�H���O�L�J�D�Qa�G�D�����P�H�W�D�O���F�L�Q�N�D���M�H���Q�D�M�þ�H�ã�ü�L���N�R�I�D�N�W�R�U���P�H�W�D�O�R�S�H�S�W�L�G�D�]�D��[17]. Takve MP 

�S�R�V�M�H�G�X�M�X�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�� �P�R�W�L�Y�� �+�(�;�;�+�� �R�G�Q�R�V�Q�R��His-Glu-Xaa-Xaa-His koji je dio 

veznog mjesta Zn2+  �S�U�L���þ�H�P�X���M�H���R�Q���Y�H�]�D�Q���Q�D���K�L�V�W�L�G�L�Q�V�N�H���R�V�W�D�W�N�H��[11]. 
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2.2. �'�L�S�H�S�W�L�G�L�O-�S�H�S�W�L�G�D�]�D���,�,�, 

U tkivu sisa�Y�D�F�D�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D�� �V�X�� �þ�H�W�L�U�L�� �W�L�S�D�� �G�L�S�H�S�W�L�G�L�O-peptidaze (DPP I-IV) dok je DPP III 

otkrivena �W�U�H�ü�D���S�R���U�H�G�X���]�E�R�J���þ�H�J�D���L���Q�R�V�L���E�U�R�M���,�,�,����[18]. Dipeptidil-peptidaza III ( EC 3.4.14.4) 

je o cinku ovisna metalopeptidaza koja djeluje kao egzopeptidaza. U bazi podataka MEROPS 

�V�Y�U�V�W�D�Q�D�� �M�H�� �X�� �R�E�L�W�H�O�M���0�������� �W�H���M�H�� �X�M�H�G�Q�R�� �L�� �Q�M�H�]�L�Q�� �M�H�G�L�Q�L�� �þ�O�D�Q��[12]. Katalizira reakciju hidrolize 

peptidne veze odcjepljivanjem dipeptida s N-�N�U�D�M�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� ���� �L�O�L�� �Y�L�ã�H��

aminokiselina [3]. 

�3�U�Y�L���S�X�W�D���M�H���L�]�R�O�L�U�D�Q�D���L�]���J�R�Y�H�ÿ�H���K�L�S�R�I�L�]�H���������������J�R�G�L�Q�H���K�L�G�U�R�O�L�]�R�P���V�L�Q�W�H�W�V�N�R�J���V�X�S�V�W�U�D�W�D���$�U�J-

Arg-2-naftilamid (Arg2-2NA) i nazvana dipeptidil-arilamidaza III [19].  Naknadno je DPP III 

izolirana i iz drugih tkiva poput ljudske posteljice [20]�����P�L�ã�L�ü�D���Vvinje [21], eritrocita [22], jetre 

�ã�W�D�N�R�U�D��[23], kvasca (lat. Saccharomyces cerevisae) [24], sluzave plijesni (lat. Dictyostelium 

discoideum) [25] �L�� �P�Q�R�J�L�K�� �G�U�X�J�L�K���� �3�U�H�W�H�å�Q�R�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�L�� �N�D�R�� �P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q��

molekulske mase 80-85 kDa i izoele�N�W�U�L�þ�Q�H���W�R�þ�N�H���S�,���a����������[20]. 

�'�3�3�� �,�,�,�� �V�X�G�M�H�O�X�M�H�� �X�� �]�D�Y�U�ã�Q�R�M�� �I�D�]�L�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�L���� �L�P�D�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X��

endogenom sustavu regulacije boli i regulaciji krvnog tlaka. �3�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�D���X�O�R�J�D���O�M�X�G�V�N�H���'�3�3��

�,�,�,�� ���K�'�3�3�� �,�,�,���� �M�H�� �L�� �G�D�O�M�H�� �Q�H�G�R�Y�R�O�M�Q�R�� �L�V�W�U�D�å�H�Q�D���� �D�O�L�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�H�� �G�D�� �V�X�G�M�H�O�X�M�H�� �X�� �P�D�O�L�J�Q�R�P��

rastu i zarazi virusom gripe [26]. �8�� �P�D�O�L�J�Q�L�P�� �W�N�L�Y�L�P�D�� �M�D�M�Q�L�N�D�� �L�]�P�M�H�U�H�Q�D�� �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3���,�,�,�� �ã�W�R�� �V�H�� �S�R�Y�H�]�X�M�H�� �V�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�R�P�� �H�Q�]�L�P�D�� �3�R�Y�H�ü�D�Q�D��

�H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �'�3�3�� �,�,�,�� �S�U�L�P�M�H�ü�H�Q�D�� �M�H�� �X�� �U�D�N�X�� �S�O�X�ü�D�� �L�� �U�D�N�X�� �G�R�M�N�H���� �W�H�� �V�H�� �S�R�Y�H�]�X�M�H�� �V�� �1�U�I��-Keap1 

signalnim putem [27, 28] �1�H�G�D�Y�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �R�W�N�U�L�O�D�� �V�X�� �G�D�� �M�H�� �'�3�3�� �,�,�,�� �M�H�G�D�Q�� �R�G�� �D�N�W�L�Y�D�W�R�U�D��

antioksidacijskog elementa (eng. antioxidant response element���� �$�5�(���� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �E�L�� �P�R�J�D�R��

�G�R�S�U�L�Q�R�V�L�W�L���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���R�E�U�D�Q�L���R�G���R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�R�J���V�W�U�H�V�D��[29]. �8�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���M�H���G�D���M�H���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���S�X�W�H�P��

�N�R�M�H�J���G�R�O�D�]�L���G�R���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���$�5�(���S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q���Y�H�]�D�Q�M�H�P���'�3�3���,�,�,���Q�D���S�U�R�W�H�L�Q���.�H�D�S�������X�V�O�L�M�H�G���þ�H�J�D��

�G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D��transkripcijskog faktora Nrf2 iz kompleksa s Keap1, njegove 

�W�U�D�Q�V�O�R�N�D�F�L�M�H���X���M�H�]�J�U�X���L���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���S�U�R�P�R�W�R�U�D���N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���$�5�(��[28]. 

Optimalna temperatura za aktivnost enzima je 37 �ƒ�&���G�R�N���S�U�L���W�H�Pperaturi od 55 �ƒ�&���G�R�O�D�]�L��

�G�R�� �S�R�W�S�X�Q�R�J�� �J�X�E�L�W�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���� �9�H�ü�L�Q�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K�� �H�Q�]�L�P�D�� �M�H�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�D�� �Q�D�� �V�P�U�]�D�Y�D�Q�M�H�� �S�U�L��

�þ�H�P�X�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �J�X�E�L�W�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �L�� �G�R�� �������� �G�R�N�� �þ�X�Y�D�Q�M�H�P�� �H�Q�]�L�P�D�� �X�� �J�O�L�F�H�U�R�O�X�� ���3�� � �� ����������- 

0,50) na temperaturi do -20 �ƒ�& �Q�H���G�R�O�D�]�L���G�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�H�J���J�X�E�L�W�N�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L��[19, 22].  

�3�U�L�� �E�O�D�J�R�� �O�X�å�Q�D�W�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� ���S�+�� ���������± ���������� �'�3�3�� �,�,�,�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �P�D�N�V�L�P�D�O�Q�X�� �K�L�G�U�R�O�L�W�L�þ�N�X��

aktivnost prema supstratu Arg-Arg-���1�$���� �(�Q�]�L�P�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �ã�L�U�R�N�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �S�U�H�P�D��

�R�O�L�J�R�S�H�S�W�L�G�L�P�D���G�X�å�L�Q�H����-10 aminokiselina kojima pripadaju i razni neuropeptidi [30].  
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�0�R�Q�L�N�D���0�D�U�W�L�Q�þ�L�ü Diplomski rad 

�2�G���S�U�L�M�H���M�H���S�R�]�Q�D�W�R���G�D���N�H�O�L�U�D�M�X�ü�L�����W�L�R�O�Q�L���L���U�H�G�X�F�L�U�D�M�X�ü�L���U�H�D�J�H�Q�V�L���X�W�M�H�þ�X���L�Q�K�L�E�Ltorno na aktivnost 

�'�3�3�� �,�,�,�� �G�R�N�� �V�X�� �Q�R�Y�L�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �G�L�S�H�S�W�L�G�Q�L�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�� �K�L�G�U�R�N�V�D�P�V�N�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H��

�L�P�D�M�X���N�R�P�S�H�W�L�W�L�Y�Q�R���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V�N�L���X�þ�L�Q�D�N���Q�D���H�Q�]�L�P��[31]. 

 

2.2.1.  Struktura i katali�W�L�þ�N�L���P�H�K�D�Q�L�]�D�P 
Kristalna str�X�N�W�X�U�D�� �'�3�3�� �,�,�,�� �M�H�� �S�U�Y�L�� �S�X�W�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �L�]�� �N�Y�D�V�F�D�� ���3�'�%�� �N�R�G���� ���&�6�.����[32], a s 

�O�M�X�G�V�N�R�P���'�3�3���,�,�,�����3�'�%���N�R�G�������)�9�<�����G�L�M�H�O�L���R�N�R�����������V�O�L�þ�Q�R�V�W�L���S�R���U�H�G�R�V�O�L�M�H�G�X���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�K��

ostataka dok su im tercijarne �V�W�U�X�N�W�X�U�H���J�R�W�R�Y�R���L�G�H�Q�W�L�þ�Q�H���� 

DPP �,�,�,�� �M�H�� �P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �N�R�M�L�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �G�Y�L�M�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �N�R�M�L�K�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L��

�Y�H�O�L�N�D�� �S�X�N�R�W�L�Q�D���� �1�D�� �G�Q�X�� �W�]�Y�� �����J�R�U�Q�M�H�³�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �V�H�� �L�R�Q�� �F�L�Q�N�D�� �N�R�M�H�J��

koordiniraju dva histidinska ogranka (His450 i His455), glutamat (Glu508) i molekula vode. 

�.�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�� �P�R�W�L�Y�� �]�D�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �P�H�W�D�O�Q�R�J�� �L�R�Q�D�� �L�� �K�L�G�U�R�O�L�]�X�� �S�H�S�W�L�G�Q�H�� �Y�H�]�H�� �M�H��450-

HELLGH-455 odnosno His-Glu-Leu-Leu-Gly-His [23]. Drugi strukturni motiv koji pridonosi 

vezanju iona cinka je 507-EECRAE-512 odnosno Glu-Glu-Cys-Arg-Ala-Glu. Poznate su 

dvije strukture enzima, otvorena i zatvorena koje su prikazane na slici 2.  

Slika 2. Struktura hDPP III: a) zatvorena (PDB kod: 5EGY) [33] b) otvorena (PDB kod: 

3FVY) [34]���� �*�R�U�Q�M�D�� �G�R�P�H�Q�D�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�D�� �M�H�� �V�L�Y�R�P�� �E�R�M�R�P���� �G�R�Q�M�D�� �G�R�P�H�Q�D�� �å�X�W�R�P�� �E�R�M�R�P���� �D�� �L�R�Q��

�F�L�Q�N�D���N�D�R���U�X�å�L�þ�D�V�W�D���N�X�J�O�L�F�D.  
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�0�R�Q�L�N�D���0�D�U�W�L�Q�þ�L�ü Diplomski rad 

�$�N�W�L�Y�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �H�Q�]�L�P�D�� �Q�D�O�D�]�L�� �V�H�� �X�� �J�R�U�Q�M�R�M�� �G�R�P�H�Q�L�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�H�W�H�å�Q�R�� �J�U�D�ÿ�H�Q�D�� �R�G�� �.-

uzvojnica. Ion cinka je tetraedarski koordiniran s dva histidinska ogranka (His450 i His455), 

glutamatom (Glu508) i molekulom vode koji su dio ka�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K motiva.  

�'�R�Q�M�D�� �G�R�P�H�Q�D�� �J�U�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �R�G�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�H�� �.-�X�]�Y�R�M�Q�L�F�D�� �L�� ��-�S�O�R�þ�D�� �N�R�M�H�� �I�R�U�P�L�U�D�M�X�� ��-�E�D�þ�Y�H����

Domene su �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���S�R�Y�H�]�D�Q�H���E�U�R�M�Q�L�P���I�O�H�N�V�L�E�L�O�Q�L�P���S�H�W�O�M�D�P�D��[8]. 

�*�O�X���������L�]���P�R�W�L�Y�D���+�(�/�/�*�+���E�L�W�D�Q���M�H���]�D���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���H�Q�]�L�P�D���M�H�U���D�N�W�L�Y�L�U�D���P�R�O�H�N�X�O�X��

�Y�R�G�H���R�G�J�R�Y�R�U�Q�X���]�D���K�L�G�U�R�O�L�]�X���S�H�S�W�L�G�Q�H���Y�H�]�H���W�D�N�R���G�D���V�H���S�R�Q�D�ã�D���N�D�R���R�S�ü�D���E�D�]�D��[35]�����1�D���S�R�þ�H�W�N�X��

reakcijskog mehanizma Zn2+ �]�D�S�R�þ�L�Q�M�H���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���V���N�D�U�E�R�Q�L�O�Q�L�P���X�J�O�M�L�N�R�P���V�X�S�V�W�U�D�W�D����

a Glu451 stvara vodikove veze sa vodom koja se nalazi u blizini karbonilnog ugljika 

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�ü�L�� �Q�X�N�O�H�R�I�L�O�Q�R�V�W�� �Y�R�G�H���� �=�E�R�J�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D�� �Q�X�N�O�H�R�I�L�O�Q�R�V�W�L���� �Y�R�G�D�� �Q�D�S�D�G�D�� �N�D�U�E�R�Q�L�O�Q�L��

ugljik te dolazi do pucanja peptidne veze i odcjepljivanja dipeptida (Slika 4). Za vrijeme 

nukleofilnog napada, karbonilni kisik je stabiliziran ionom cinka i His568 d�R�N�� �M�H�� �G�X�ã�L�N��

peptidne veze supstrata stabiliziran s Glu451 i Tyr318 [32].  

Slika 3. �0�H�K�D�Q�L�]�D�P���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�J���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���K�'�3�3���,�,�,���S�U�L���K�L�G�U�R�O�L�]�L���S�H�S�W�L�G�Q�H���Y�H�]�H��[32]. 
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�0�R�Q�L�N�D���0�D�U�W�L�Q�þ�L�ü Diplomski rad 

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �Y�H�]�D�Q�M�H�P�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �$�U�J-Arg-2NA dolazi do reorganizacije 

�Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���L���Q�M�H�J�R�Y�R�J���G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R�J���]�D�W�Y�D�U�D�Q�M�D�����6�O�L�N�D�����������1�D�L�P�H�����Y�H�]�D�Q�M�H�P���V�X�S�V�W�U�D�W�D���G�R�O�D�]�L��

�G�R�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �G�H�V�H�W�D�N�D�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �Y�R�G�H�� �L�]�� �ã�X�S�O�M�L�Q�H �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�R�P�H�Q�D���� �'�R��

�N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�V�N�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �G�R�O�D�]�L�� �]�E�R�J�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D�� �H�Q�W�U�R�S�L�M�H�� �ã�W�R�� �R�E�M�D�ã�Q�M�D�Y�D�� �ã�L�U�R�N�X�� �V�X�S�V�W�U�D�W�Q�X��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �'�3�3�� �,�,�,��[36]���� �,�]�U�D�þ�X�Q�R�P�� �V�O�R�Eodne energije vezanja pokazano je da se supstrat 

�þ�Y�U�ã�ü�H���Y�H�å�H���X���]�D�W�Y�R�U�H�Q�L���Q�H�J�R���R�W�Y�R�U�H�Q�L���R�E�O�L�N���H�Q�]�L�P�D���G�R�N���V�X���U�H�]�X�O�W�D�W�L���V�L�P�X�O�D�F�L�M�D���S�U�L�N�D�]�D�O�L���G�D���V�X��

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���7�U�S�����������7�\�U�����������$�V�S�����������$�V�Q�����������$�U�J�����������3�K�H�����������/�\�V���������L���$�V�Q���������Y�D�å�Q�H���]�D��

zatvaranje proteina kao i za stabilizaciju supstrata [37]. 

Slika 4. Prikaz vezanja supstrata i zatvaranja dviju domena kod enzima hDPP III. Preuzeto i 

�S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]��[36]. 

 

Pojedini ioni metala mogu utjecati na konformaciju aminokiselinskih lanaca unutar 

�H�Q�]�L�P�D�� �þ�L�P�H�� �'�3�3�� �,�,�,�� �G�R�Y�R�G�H�� �X�� �S�R�Y�R�O�M�D�Q�� �S�R�O�R�å�D�M�� �]�D�� �Natalizu. Smatra se da ioni poput Ba2+, 

Ca2+, Co2+ , Mg2+ i Sr2+ �U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P�� �H�Q�]�L�P�D�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �Q�M�H�J�R�Y�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���� �0�H�W�D�O�Q�L��

�G�Y�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�L�� �L�R�Q�L�� �E�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�J�O�L�� �]�D�P�L�M�H�Q�L�W�L�� �L�R�Q�� �F�L�Q�N�D�� �X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�P�� �P�M�H�V�W�X���� �)�X�N�D�V�D�Z�D�� �L��

�V�X�U�D�G�Q�L�F�L���V�X���S�U�R�Y�H�O�L���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���X���N�R�M�H�P���V�X���]�D�P�Ljenili ion cinka sa Co2+, Ni2+ i Cu2+ kod DPP 

�,�,�,�� �ã�W�D�N�R�U�D���� �6�Y�D�� �W�U�L�� �H�Q�]�L�P�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �V�X�� �M�H�G�Q�D�N�X�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �N�D�R�� �L�� �=�Q2+-DPP III. 

�3�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�H�� �G�D�� �]�D�P�M�H�Q�R�P�� �P�H�W�D�O�Q�R�J�� �L�R�Q�D�� �R�Q�L�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�M�X�� �W�H�W�U�D�H�G�D�U�V�N�X�� �N�R�R�U�G�L�Q�D�F�L�M�X�� �ã�W�R�� �E�L��

moglo biti povezano s fleksib�L�O�Q�R�ã�ü�X���P�R�W�L�Y�D���]�D���Y�H�]�D�Q�M�H���P�H�W�D�O�D��[17]. 
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2.2.2.  Signalni put Nrf2-Keap1 
�(�X�N�D�U�L�R�W�V�N�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�R�V�M�H�G�X�M�X�� �R�E�U�D�P�E�H�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �]�D�� �V�X�R�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �V�� �R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�L�P�� �V�W�U�H�V�R�P��

�N�R�M�L�� �M�H�� �Q�D�V�W�D�R�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P�� �W�R�N�V�L�Q�D�� �L�O�L�� �N�D�Q�F�H�U�R�J�H�Q�L�P�D���� �-�H�G�D�Q�� �R�G�� �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�L�K�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K��

obrambenih mehanizama �X�N�O�M�X�þ�X�Me djelovanje transkripcijskog faktora Nrf2 [38]. Signalni put 

Nrf2 - Ke�D�S�����M�H�G�D�Q���M�H���R�G���Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�L�K���S�X�W�H�Y�D���R�E�U�D�Q�H���L���S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�D���V�W�D�Q�L�F�D���� 

Transkripcijski nuklearni faktor Nrf2 pripada CNC obitelji (engl. �&�D�S�� �µ�1�¶�� �&�R�O�O�D�U����koja 

�V�D�G�U�å�L���R�þ�X�Y�D�Q�X �V�W�U�X�N�W�X�U�X�� �R�V�Q�R�Y�Q�R�J�� �O�H�X�F�L�Q�� �]�D�W�Y�D�U�D�þ�D�� ���E�=�,�3������ �6�D�V�W�R�M�L�� �V�H�� �R�G�� ���� �G�R�P�H�Q�D�� �1�H�K��-7 

(engl. Nrf2-ECH homology domains) od kojih se Neh2 sastoji od dva degrona ETGE i DLG. 

�'�H�J�U�R�Q�L���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���G�L�R���S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�M�L���M�H���Y�D�å�D�Q���]�D���U�H�J�X�O�D�F�L�M�X���E�U�]�L�Q�H���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D��[39]. 

Glavna funkcija Nrf2 je aktivacija transkripcije gena koji su odgovorni za obranu stanice od 

�R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�R�J�� �V�W�U�H�V�D���� �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �V�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P�� �R�E�U�D�P�E�H�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �1�U�I����

�R�U�J�D�Q�L�]�D�P�� �ã�W�L�W�L�� �R�G�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L�� �S�R�S�X�W�� �Q�H�X�U�R�G�H�J�H�Q�H�U�D�W�L�Y�Q�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L���� �G�L�M�D�E�H�W�H�V�D���� �U�D�N�D����

kardiovaskularnih bolesti i mnogih drugih [5, 40]. 

Keap1 �Y�H�å�H �(���� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�� �O�L�J�D�]�X�� �N�R�M�D�� �V�D�G�U�å�L�� �&�X�O���� ���&�X�O�O�L�Q�� ������ �L�� �J�O�D�Y�Q�L�� �M�H�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U��

transkripcijskog faktora Nrf2. Sastoji se od tri domene, BTB domene (engl. broad 

complex/tramtrack/bric-a-brac�������,�9�5���G�R�P�H�Q�H�����L�Q�W�H�U�Y�H�Q�L�U�D�M�X�ü�D���G�R�P�H�Q�D�����L���.�H�O�F�K���G�R�P�H�Q�H���N�R�M�D��

�V�H�� �M�R�ã�� �Q�D�]�L�Y�D�� �L�� �'�*�5�� �G�R�P�H�Q�D�� ���H�Q�J�O����double glycine repeat). Kelch domena je bitna za 

interakciju sa Nrf2 [41]. 

Kada nema oksidativnog stresa, Nrf2 je vezan u kompleksu s Keap1 preko protein-protein 

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �.�H�O�F�K��domene (Keap1) i ETGE i DLG motiva (Neh2 domene faktora 

Nrf2). Protein Keap1 �I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�U�D�� �N�D�R�� �G�L�P�H�U�� �W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�G�D�Q�� �P�R�Q�R�P�H�U�� �Y�H�å�H��motiv ETGE, a 

�G�U�X�J�L�� �P�R�Q�R�P�H�U�� �Y�H�å�H��motiv DLG na istom monomeru Nrf2. Motiv ETGE �V�H�� �Y�H�å�H�� �M�D�þ�H od 

motiva �'�/�*���� �1�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �W�L�K�� �R�S�D�å�D�Q�M�D�� Tong i sur. �V�X�� ������������ �J�R�G�L�Q�H�� �U�D�]�Y�L�O�L�� �P�R�G�H�O�� �����ã�D�U�N�D�� �L��

�]�D�V�X�Q�D�³�� ���H�Q�J�O����hinge and latch) za prepoznavanje supstrata na dva mjesta koji opisuje 

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X���L�]�P�H�ÿ�X���1�U�I�����L���.�H�D�S����[42]. 

�0�R�G�H�O���S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D���G�D���.�H�D�S�����Y�H�å�H���1�U�I�����S�U�H�N�R��motiva �(�7�*�(�����ã�D�U�N�D�������D���Q�D�N�R�Q���W�R�J�D��motiv 

DLG (zasun) sjeda na susjednu domenu Kelch. Dvije molekule proteina �.�H�D�S���� �V�P�M�H�ã�W�D�M�X��

�V�H�G�D�P�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�K�� �R�V�W�D�W�D�N�D�� �O�L�]�L�Q�D���� �N�R�M�L�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �L�]�P�H�ÿ�X��motiva ETGE i DLG, u 

�S�R�Y�R�O�M�D�Q�� �S�R�O�R�å�D�M�� �]�D�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D�F�L�M�X�� �L�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�V�N�X�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X��Nrf2. Prema tome, kompleks 

Keap1-Cul3-�(���� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�� �O�L�J�D�]�H�� �þ�Y�U�V�W�R�� �U�H�J�X�O�L�U�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �1�U�I���� �L�� �R�G�U�å�D�Ya ga na niskoj razini 

[42]. 
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Slika 5. �0�R�G�H�O�������ã�D�U�N�D���L���]�D�V�X�Q�D�³�����L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���1�U�I�����± Keap1. U homeostatskim uvjetima, vezni 

motiv ETGE transkr�L�S�F�L�M�V�N�R�J���I�D�N�W�R�U�D���1�U�I�������ã�D�U�N�D�����R�]�Q�D�þ�H�Q���S�O�D�Y�R�P���E�R�M�R�P���L���V�O�R�Y�R�P���(�����Y�H�å�H���V�H��

za protein Keap1. Nakon toga vezni motiv DLG transkripcijskog faktora Nrf2 (zasun, 

�R�]�Q�D�þ�H�Q���V�P�H�ÿ�R�P���E�R�M�R�P���L���V�O�R�Y�R�P���'�����V�M�H�G�D���Q�D���V�X�V�M�H�G�Q�X���G�R�P�H�Q�X���.�H�O�F�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���.�H�D�S�������7�D�N�Y�R��

�Y�H�]�D�Q�M�H�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �V�P�M�H�ã�W�D�Q�M�H�� �R�V�W�D�W�D�N�D�� �O�L�]�L�Q�D�� �Q�D��Nrf2 �L�]�P�H�ÿ�X�� �P�R�W�L�Y�D�� �(�7�*�(�� �L�� �'�/�*�� �X��

�S�R�Y�R�O�M�D�Q���S�R�O�R�å�D�M���]�D���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D�F�L�M�X ���R�]�Q�D�þ�H�Q�R���V�D���8�E��. �3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R iz [43]. 

 

�6�Y�H���Y�H�ü�L���E�U�R�M���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�R�N�D�]�X�M�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�X���U�D�]�L�Q�X���1�U�I�����N�R�G���W�X�P�R�U�D���N�D�R���U�H�]�X�O�W�D�W���Y�H�]�D�Q�M�D��

�.�H�D�S�����Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�H���N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���L�V�W�L���L�O�L���V�O�L�þ�D�Q���P�R�W�L�Y�����'�R���V�D�G�D���M�H���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q���ã�L�U�R�N�L���V�S�H�N�W�D�U���S�U�R�W�Hina 

koji mogu deregulirati put Nrf2-Keap1 vezanjem na Keap1 i o�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�H�P���1�U�I�����L�]���N�R�P�S�O�H�N�V��

s proteinom Keap1 [43].  

Jedan od proteina koji dovodi do deregulacije signalnog puta Nrf2-Keap1 je DPP III. 

Motiv �(�7�*�(�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �'�3�3�� �,�,�,�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�� �M�H��na fleksibilnoj petlji i kompetitivno �Y�H�å�H�� �S�U�R�W�H�L�Q��

Keap1. �8�� �Q�H�G�D�Y�Q�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �Srilikom i �]�Y�R�ÿ�H�Q�M�D�� �0�'�� �V�L�P�X�O�D�F�Lja, ETGE motiv bio je 

povezan s �'�3�3�� �,�,�,�� �X�]�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H�� �M�D�N�L�K�� �Y�R�G�L�N�R�Y�L�K�� �Y�H�]�D�� �V�D�� �$�U�J�������� �L�� �$�U�J�������� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �V�H��

pretpostavlja da je vezanje DPP III-Kelch mehanizam u dva koraka. U prvom koraku dolazi 

�G�R�� �H�Q�G�H�U�J�R�Q�L�þ�Q�H�� �W�U�D�Q�V�O�R�N�D�F�L�M�H�� �S�H�W�O�M�H�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�O�L�M�H�G�L���H�J�]�H�U�J�R�Q�L�þ�Q�D��interakcija DPP III i 

Kelch domene [44].  
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�*�H�Q�R�P�V�N�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �P�X�W�D�Q�D�W�D�� �'�3�3�� �,�,�,�� �Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �U�D�N�D���� �W�H�� �E�L�� �R�Q�H�� �P�R�J�O�H�� �E�L�W�L��

�X�N�O�M�X�þ�H�Q�H���X���V�D�P���U�D�]�Y�R�M���U�D�N�D���]�E�R�J���V�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���X���V�L�J�Q�D�O�Q�R�P���S�X�W�X���1�U�I��-Keap1. Kod raka dojke 

prim�L�M�H�ü�H�Q�D je prekomjerna ekspresija DPP III povezana s aktivacijom gena koji su 

kontrolirani proteinom Nrf2. Prema tome, identifikacija prekomjerne ekspresije DPP III i 

transkripcijskog faktora Nrf2 mogla bi predstavljati potencijalne biomarkere za prognozu raka 

dojke [27].  

2.3. �(�Q�]�L�P�V�N�D���N�L�Q�H�W�L�N�D 

�(�Q�]�L�P�V�N�D�� �N�L�Q�H�W�L�N�D�� �V�H�� �E�D�Y�L�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�P�� �E�U�]�L�Q�H�� �H�Q�]�L�P�V�N�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �L�� �S�R�P�D�å�H�� �Q�D�P�� �V�K�Y�D�W�L�W�L��

�N�D�N�R�� �H�Q�]�L�P�L�� �G�M�H�O�X�M�X���� �%�L�R�N�H�P�L�þ�D�U�� �/���� �0�L�F�K�D�H�O�L�V�� �L�� �E�L�R�N�H�P�L�þ�D�U�N�D�� �0���� �0�H�Q�W�H�Q�� �������������� �J�R�G�L�Q�H����

�S�U�H�G�O�R�å�L�O�L���V�X���M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�L���P�R�G�H�O���N�R�M�L���R�E�M�D�ã�Q�M�D�Y�D���N�L�Q�H�W�L�þ�N�D���V�Y�R�M�V�W�Y�D�����W�H���M�H���S�U�H�P�D���Q�M�L�P�D���Q�D�]�Y�D�Q��

Michaelis-Menten model koji se koristi i danas [45]. 

Model se temelji na nastanku kompleksa enzim-�V�X�S�V�W�U�D�W�����M�H�G�Q�D�G�å�E�D�������� 

  

    (1) 

 

Kao rezultat mjerenja brzine reakcije za svaku koncentraciju supstrata konstruira se graf 

�R�Y�L�V�Q�R�V�W�L�� �E�U�]�L�Q�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �R�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �X�� �N�R�M�H�P�� �V�H�� �Y�L�G�L�� �G�D�� �V�H�� �E�U�]�L�Q�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �V��

�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��supstrata (Slika 6).  

Slika 6. Michaelis-Menten dijagram ovisnosti brzine enzimske reakcije (v) o koncentraciji 

supstrata ([S]) [46]. 
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�%�L�W�Q�L���S�D�U�D�P�H�W�U�L���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D���H�Q�]�L�P�D���L���V�X�S�V�W�U�D�W�D���V�X���0�L�F�K�D�H�O�L�V�R�Y�D���N�R�Q�V�W�D�Q�W�D��

(KM), maksimalna brzina (Vmax) i obrtni broj enzima (kcat). Michaelisova konstanta jednaka je 

koncentraciji supstrata kod koje se po�V�W�L�å�H���E�U�]�L�Q�D��Vmax/2���� �W�H���R�Q�D���L�P�D���G�Y�D�� �]�Q�D�þ�H�Q�M�D�����3�U�Y�R����KM 

predstavlja koncentraciju supstrata pri kojoj je popunjena polovica aktivnih mjesta odnosno 

�J�R�Y�R�U�L�� �R�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�D�� �G�D�� �V�H�� �S�R�V�W�L�J�Q�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �N�D�W�D�O�L�]�D���� �'�U�X�J�R����

�P�M�H�U�D�� �M�H�� �þ�Y�U�V�W�R�ü�H��kompleksa ES, visoki KM �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �V�O�D�E�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �G�R�N�� �Q�L�V�N�L��KM �þ�Y�U�V�W�R��

vezanje. Maksimalna brzina (Vmax���� �S�R�V�W�L�å�H�� �V�H�� �N�D�G�D�� �V�X�� �V�Y�D�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�D�� �P�M�H�V�W�D�� �Q�D�� �H�Q�]�L�P�X��

�]�D�V�L�ü�H�Q�D���V�X�S�V�W�U�D�W�R�P�����W�H���X�N�R�O�L�N�R���M�H���S�R�]�Q�D�W�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���D�N�W�L�Y�Q�L�K���P�M�H�V�W�D���>�(�@T �P�R�å�H���V�H���R�G�U�H�G�L�W�L��

kcat dijeljenjem brzine s koncentracijom. Obrtni broj enzima (kcat) predstavlja broj molekula 

supstrata koji molekula enzima pretvori u produkt u jedinici vremena. Parametar koji 

�S�U�H�G�R�þ�X�M�H���P�M�H�U�X���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H���H�I�L�N�D�V�Q�R�V�W�L���M�H���R�P�M�H�U��kcat/KM ���N�R�Q�V�W�D�Q�W�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�L�����M�H�U���X�N�O�M�X�þ�X�M�H��

�E�U�]�L�Q�X�� �N�D�W�D�O�L�]�H�� �V�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P�� �V�X�S�V�W�U�D�W�R�P�� ��kcat���� �L�� �M�D�þ�L�Q�X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �H�Q�]�L�P-supstrat (KM). 

�8�V�S�R�U�H�G�E�D�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�L��kcat/ KM �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�H�� �P�R�å�H�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �N�D�R�� �P�M�H�U�D�� �V�N�O�R�Q�R�V�W�L��

�H�Q�]�L�P�D���S�U�H�P�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���V�X�S�V�W�U�D�W�L�P�D[45].  

�1�H�G�D�Y�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�R�N�D�]�D�O�D���V�X���G�D���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���R�P�M�H�U�D��kcat/ KM �Q�H�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���]�D���R�S�L�V��

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L�� �E�L�R�N�D�W�D�O�L�]�D�W�R�U�D�� �R�V�R�E�L�W�R�� �N�D�G�D�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �N�D�R�� �N�U�L�W�H�U�L�M�� �]�D�� �L�]�E�R�U�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�L��

�H�Q�]�L�P�D�� �X�� �L�Q�G�X�V�W�U�L�M�V�N�H�� �V�Y�U�K�H���� �*�O�D�Y�Q�L�� �S�U�R�E�O�H�P�� �M�H�� �ã�W�R�� �R�Y�D�M�� �S�D�U�D�P�H�W�D�U�� �]�D�Q�H�P�D�U�X�M�H�� �G�R�S�U�L�Q�R�V��

�Y�D�å�Q�L�K�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�� �N�R�M�L�� �G�M�H�O�X�M�X�� �X stvarnim uvjetima katalize poput koncentracije supstrata i 

�L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H���H�Q�]�L�P�D�� �ã�W�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �Q�H�V�W�Y�D�U�Q�L�K�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�M�D�� �R�� �X�þ�L�Q�N�X�� �H�Q�]�L�P�D�� �L�� �S�R�J�U�H�ã�Q�R�J�� �R�G�D�E�L�U�D��

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J���E�L�R�N�D�W�D�O�L�]�D�W�R�U�D��[47]. 

�3�U�H�P�D�� �V�W�D�U�L�M�R�M�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�L�� �V�P�D�W�U�D�O�R�� �V�H�� �G�D�� �V�H�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �H�Q�]�L�P�D�� �L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �Y�U�ã�L�� �S�U�H�P�D�� �P�R�G�H�O�X��

�����N�O�M�X�þ�D�� �L�� �E�U�D�Y�H�³�� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �G�D�� �M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �H�Q�]�L�P�D�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�R�� �V�X�S�V�W�U�D�W�X���� �'�D�O�M�Q�M�D��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�R�N�D�]�D�O�D���V�X���G�D���M�H���S�U�R�F�H�V���N�D�W�D�O�L�]�H���Y�L�ã�H���S�R�S�X�W���R�G�Q�R�V�D�������U�X�N�H���L���U�X�N�D�Y�L�F�H�³���R�G�Q�R�V�Q�R���G�D��

se konformacija enzima mijenja tijekom interakcije sa supstratom. Vezanjem supstrata na 

aktivno mjesto enzima dolazi do njihovih konformacijskih promjena i stvaranja idealnih 

uvjeta za katalizu. Takav model naziva se �P�R�G�H�O�� �S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�H�� �S�U�L�O�D�J�R�G�E�H�� ���H�Q�J�O. induced fit) 

[48]���� �.�R�G�� �S�H�S�W�L�G�D�]�D�� �M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �S�U�H�P�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�X�� �Y�H�R�P�D�� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�D���� �W�H�� �M�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��

uvjetovana aminokiselinskim slijedom kao i prostornom orijentacijom aminokiselina u 

aktivnom mjestu [49]. 
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�1�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �S�R�]�Q�D�W�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �H�Q�]�L�P�D�� �P�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �S�U�R�P�R�W�U�L�W�L�� �Q�D�þ�L�Q�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �]�D��

vrijeme katalize i saznati koje aminokiseline sudjeluju u samom mehanizmu. Kod nekih 

enzimskih reakcija, enzimi mogu promijeniti svoj oblik za vrijeme reakcije. U tim 

�V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���N�R�U�L�V�Q�R���M�H���R�G�U�H�G�L�W�L���H�Q�]�L�P�V�N�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X���V�D���L���E�H�]���Y�H�]�D�Q�R�J���V�X�S�V�W�U�D�W�D���� 

�.�R�G�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�D�� �H�Q�]�L�P�V�N�H�� �N�L�Q�H�W�L�N�H�� �O�M�X�G�V�N�H��DPP III koristi se komercijalno dostupan 

supstrat diarginin-2-naftilamid (Arg2-2NA) jer kao produkt hidrolize nastaje 2-naftilamin koji 

fluorescira.  

Slika 7. Reakcija hidrolize Arg2-2NA katalizirana sa hDPP III.  

 

 

Slika 8. Prikaz vezanja supstrata Arg2-���1�$�� ���S�O�D�Y�L�� �ã�W�D�S�L�ü�L���� �X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �K�'�3�3�� �,�,�,�� ���V�L�Y�R����

gdje je ion Zn2+ �R�]�Q�D�þ�H�Q���N�D�R���S�O�D�Y�R-siva kuglica [50]. 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO  

3.1. �0�D�W�H�U�L�M�D�O�L 

3.1.1.  Kemikalije 
��-merkaptoetanol, 20% glukoza, magnezijev klorid (MgCl2), Luria-Bertani medij (LB medij), 

ampicilin (Amp), tris(hidroksimetil)-aminometan (Tris), natrijev klorid (NaCl), imidazol, 

�N�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� ���+�&�O������ �L�]�R�S�U�R�S�L�O- �� -tiogalaktopiranozid (IPTG), akrilamid/bisakrilamid, 

N,N,N',N-tetrametiletilendiamin (TEMED), amonijev persulfat (APS), natrijev dodecilsulfat 

(SDS), kobaltov (II) klorid (CoCl2), Fast Blue B sol (FBB). 

 

3.1.2.  �0�D�U�N�H�U�L���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���L���E�R�M�H 
Za SDS-poliakrilamid �J�H�O�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X�� �E�R�M�H�� �E�U�R�P�I�H�Q�R�O-plavo, Coomassie 

Brilliant Blue G-250 (CBB) i marker PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher 

Scientific). 

�=�D���Q�D�W�L�Y�Q�X���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���P�D�U�N�H�U��Invitrogen Nativemark. 

 

3.1.3.  Enzimi 
PfuUltra DNA polimeraza, restrikcijski enzim Dpn I, deoksiribonukleaza I (DnazaI) 

 

3.1.4.  Sintetski supstrati 

Arginin-arginin-2-naftilamid (Arg2-2NA) 

 

3.1.5.  Plazmidi i bakterijski sojevi 
Plazmidni vektor pLATE31, bakterije XL10-Ultrakompetentna E. coli, BL21-CodonPlus 

(DE3)-RI E. coli 

 

3.1.6.  Komercijalni kompleti 
Za ciljanu in vitro mutagenezu �N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H�� �4�X�L�N�&�K�D�Q�J�H�� �,�,�� �;�/�� �6ite-Directed Mutagenesis Kit 

(Agilent). �=�D�� �L�]�R�O�D�F�L�M�X�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �L�]�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H��GeneJET Plasmid 

Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific). 
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3.2. ���0�H�W�R�G�H���U�D�G�D���V���Q�X�N�O�H�L�Q�V�N�L�P���N�L�V�H�O�L�Q�D�P�D 

3.2.1.  In vitro mutageneza 
Ciljana in vitro mutageneza je postu�S�D�N���X�Y�R�ÿ�H�Q�M�D���P�X�W�D�F�L�M�D���X���O�D�Q�D�F���'�1�$���]�D�P�M�H�Q�R�P���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K��

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�����W�H���E�U�L�V�D�Q�M�H�P���L�O�L���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P���M�H�G�Q�H���L�O�L���Y�L�ã�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�����.�D�R���N�D�O�X�S���N�R�U�L�V�W�L�P�R��

�S�O�D�]�P�L�G�Q�L�� �Y�H�N�W�R�U�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �F�L�O�M�Q�L�� �J�H�Q���� �=�D �O�D�Q�þ�D�Q�X�� �U�H�D�N�F�L�M�X�� �S�R�O�L�P�H�U�D�]�H�� ���3�&�5���� �H�Q�J�O����

polymerase chain reaction)  �S�R�W�U�H�E�Q�H���V�X���G�Y�L�M�H���R�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���N�R�M�H���V�D�G�U�å�H���å�H�O�M�H�Q�X��

mutaciju X. �3�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �V�H�� �V�O�M�H�S�O�M�X�M�X�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�R�� �Q�D�� �O�D�Q�D�F�� �L�� �S�U�R�G�X�å�X�M�X�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �'�1�$��

polimeraze. Prilikom PCR reakcije, u jednom koraku dolazi do produljenja �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���S�R�P�R�ü�X��

plazmida kao kalupa �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �Q�D�V�W�D�M�X�� �G�Y�L�M�H�� �Q�R�Y�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �'�1�$�� �N�R�M�H�� �V�D�G�U�å�H�� �X�U�H�]�H���� �3�U�L�Q�R�V��

�S�U�R�G�X�N�D�W�D�� �Q�L�M�H�� �H�N�V�S�R�Q�H�Q�F�L�M�D�O�D�Q�� �Y�H�ü�� �O�L�Q�H�D�U�D�Q�� �]�D�W�R�� �ã�W�R�� �Q�R�Y�R�Q�D�V�W�D�O�L�� �O�D�Q�F�L zbog ureza ne mogu 

�S�R�V�O�X�å�L�W�L���N�D�R���N�D�O�X�S���]�D���V�O�M�H�G�H�ü�L���F�L�N�O�X�V�����%�X�G�X�ü�L���G�D���M�H���S�O�D�]�P�L�G�Q�D���'�1�$���L�]�R�O�L�U�D�Q�D���L�]��bakterija, ona 

�M�H�� �P�H�W�L�O�L�U�D�Q�D�� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �V�H�� �V�P�M�H�V�D�� �W�U�H�W�L�U�D�� �H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�R�P��Dpn I koja prepoznaje slijed 5'-

Gm6ATC-���
���� �(�Q�]�L�P�R�P�� �ü�H�� �V�H�� �S�R�F�L�M�H�S�D�W�L�� �P�H�W�L�O�L�U�D�Q�D�� �L�� �K�H�P�L�P�H�W�L�O�L�U�D�Q�D�� �'�1�$�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �ü�H�� �X��

smjesi ostati samo mutirana DNA. Dobiveni DNA vektor sa urezima se zatim transformira u 

bakterije E. coli (ultrakompetentni soj iz kita XL 10) u kojoj bakterijske ligaze prepoznaje 

ureze na DNA i sljepljuju krajeve. Kao rezultat nastaje plazmid s �X�E�D�þ�H�Q�L�P�� �S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�L�P��

genima (Slika 9). 

Slika 9. Postupak ciljane in vitro mutageneze. �2�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �V�X�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�H��

strjelicom, mutacija oznakom X, deblja linija predstavlja originalnu nepromijenjenu DNA, a 

�W�D�Q�N�D���O�L�Q�L�M�D���Q�R�Y�X���'�1�$���V�D���å�H�O�M�H�Q�R�P���P�X�W�D�F�L�M�R�P�����3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]��[51]. 

 

�=�D�� �S�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �K�'�3�3�� �,�,�,�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �Y�H�N�W�R�U�� �S�/�$�7�(������ ���6�O�L�N�D�� ����������

Glavne karakteristike vektora pLATE su visoki prinosi eksprimiranih proteina pod kontrolom 

�7���� �S�U�R�P�R�W�R�U�D�� �L�� �O�D�F�� �R�S�H�U�D�W�R�U�D���� �Y�L�V�R�N�D�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�D�� �L�� �V�W�U�R�J�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� �H�N�Vpresije 

kloniranih gena. pLATE ekspresijski vektor je utemeljen na elementima iz bakteriofaga T7 
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koji kontroliraju ekspresiju heterolognih gena u E. coli���� �7���� �5�1�$�� �S�R�O�L�P�H�U�D�]�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R��

prepoznaje T7 promotor. Za ekspresiju se koriste bakterije E. coli soj BL21(DE3) ili  

HMS 174 (DE3) jer je u njima ekspresija T7 RNA polimeraze pod kontrolom lac operatora 

poput lacUV5 [52]. Lac represor vezanjem na lac operator potiskuje ekspresiju gena za T7 

�5�1�$���S�R�O�L�P�H�U�D�]�X���Q�D�� �J�H�Q�R�P�X���L���J�H�Q�D���X�J�U�D�ÿ�H�Q�R�J���X���S�/�$�7�(���Y�H�N�W�R�U���W�H���W�D�G�D���G�R�O�D�]�L���G�R���Y�U�O�R���Q�L�V�N�H��

razine ekspresije proteina. Dodatkom IPTG-a (izopropil- �� �±tiogalaktopiranozid) dolazi do 

�N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�V�N�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �U�H�S�U�H�V�R�U�D�� �W�H�� �R�Q�� �G�L�V�R�F�L�U�D�� �V�� �O�D�F�� �R�S�H�U�D�W�R�U�D�� �þ�L�P�H�� �V�H�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H��

transkripcija. Bakterijska polimeraza prepoznaje disocijaciju represora���� �W�H�� �]�D�S�R�þ�L�Q�M�H��

transkripciju gena za T7-polimerazu. Nastankom T7-polimeraze, ona prepoznaje T7-promotor 

�S�R�U�H�G���N�R�M�H�J���V�H���Q�D�O�D�]�L���F�L�O�M�Q�L���J�H�Q�����X�J�U�D�ÿ�H�Q���X���Y�H�N�W�R�U���S�/�$�7�(�������G�R�O�D�]�L���G�R���Q�M�H�J�R�Y�H���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�H�����D��

nakon toga i translacije i ekspresije. Nakon nekog vremena bakterijske stanice su bogate 

�å�H�O�M�H�Q�L�P���S�U�R�W�H�L�Q�R�P���L���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���M�H���R�P�R�J�X�ü�H�Q�D���S�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���� 

Ekspresija bilo kojeg rekombinantnog proteina u E. coli �P�R�å�H���R�P�H�W�D�W�L���Q�R�U�P�D�O�Q�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�X��

�I�X�Q�N�F�L�M�X���E�D�N�W�H�U�L�M�H�����W�H���E�L�W�L���W�R�N�V�L�þ�Q�D���]�D���V�D�P�X���E�D�N�W�H�U�L�M�X�����,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���V�X���S�R�N�D�]�D�O�D���G�D���M�H���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D��

T7 RNA polimeraze iz promotora lacUV5 �X�� �O�L�]�R�J�H�Q�X�� ���'�(���� �F�X�U�H�ü�D���� �W�H�� �V�D�P�L�P�� �W�L�P�H�� �P�R�å�H��

uzrokovati smrt bakterije. Kako bi se smanjila bazalna ekspresija T7 RNA polimeraze, u 

�Y�H�N�W�R�U���S�/�$�7�(���V�X���X�J�U�D�ÿ�H�Q�L���G�R�G�D�W�Q�L���H�O�H�P�H�Q�W�L���� �7�L���H�O�H�P�H�Q�W�L���X�N�O�M�X�þ�X�M�X���G�Y�D���O�D�F���R�S�H�U�D�W�R�U�D���N�R�M�L���V�H��

�Q�D�O�D�]�H�� �X�]�� �7���� �S�U�R�P�R�W�R�U�� �L�� �V�O�X�å�H�� �N�D�R�� �P�M�H�V�W�D�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �]�D�� �O�D�F�� �U�H�S�U�H�V�R�U�� ���N�R�G�L�U�D�Q�� �J�H�Q�R�P��lacI), 

terminator rrnBT1-T2 (uzvodno od mjesta kloniranja) i slabi Tet promotor (Ptet) koji djeluje 

suprotno od smjera T7 promotora [52].  
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Slika 10�����.�R�Q�V�W�U�X�N�F�L�M�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�R�J���Y�H�N�W�R�U�D���S�/�$�7�(���������3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]��[52].  
 
 

Slika 11. �3�U�L�N�D�]���S�/�$�7�(�������Y�H�N�W�R�U�D���V�D���X�J�U�D�ÿ�H�Q�L�P���J�H�Q�R�P���]�D���K�'�3�3���,�,�,��[53].  
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�.�R�U�L�V�W�H�ü�L��QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis komplet ���$�J�L�O�H�Q�W���� �L�]�Y�U�ã�H�Q�D�� �M�H��

mutageneza za mutante E480Q i T481M. Kod mutanta E480Q je kodon za glutamat (GAG) 

na poziciji 480 zamijenjen sa glutaminom (CAG) dok je kod mutanta T481M kodon za 

treonin (ACG) na poziciji 481 zamjenjen metioninom (ATG) [54]. Za potrebe ovog 

diplomskog rada �R�G���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D��Macrogen su �Q�D�U�X�þ�H�Q�H���S�R�V�H�E�Q�R���G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���S�U�H�P�D��

�S�U�H�S�R�U�X�N�D�P�D�� �L�]�� �N�R�P�S�O�H�W�D���� �1�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�� �V�O�L�M�H�G�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�� �M�H�� �X�� �W�D�E�O�L�F�L�� ������ �.�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H��

PfuUltra HF (engl. high fidelty) DNA polimeraza z�E�R�J���V�Y�R�M�H���Y�H�O�L�N�H���W�R�þ�Q�R�V�W�L���S�U�L�O�L�N�R�P���V�L�Q�W�H�]�H����

�3�R�V�M�H�G�X�M�H�� ���
�:���
�� �H�J�]�R�Q�X�N�O�H�D�]�Q�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���R�G�Q�R�V�Q�R�� �L�]�U�H�]�X�M�H���N�U�L�Y�R�� �X�J�U�D�ÿ�H�Q�H�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�H�� �Q�D�� ���
-

�N�U�D�M�X���O�D�Q�F�D���N�ü�H�U�L���W�L�M�H�N�R�P���L�]�Y�R�ÿ�H�Q�M�D���H�O�R�Q�J�D�F�L�M�H���� 
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Tablica 1. �1�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�� �V�O�L�M�H�G�� �G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�L�K�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �]�D�� �F�L�O�M�D�Q�X��in vitro mutagenezu. 

�3�R�G�H�E�O�M�D�Q�D���L���S�R�G�F�U�W�D�Q�D���V�O�R�Y�D���R�]�Q�D�þ�X�M�X���S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�H���N�R�G�R�Q�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� 

E480Q 

Nemutirani slijed 5'-ACAGTGATCAACCCAGAGACGGGCGAGCAG-3' 

Tm �����ƒ�&������������������������ % GC        63,0 

�6�H�N�Y�H�Q�F�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H 5'-GTGATCAACCCACAGACGGGCGAGCAG-3' 

Komplementarna 5-CTGCTCGCCCGTCTGTGGGTTGATCAC-3' 

T481M 

Nemutirani slijed 5'-ACAGTGATCAACCCAGAGACGGGCGAGCAG-3' 

Tm �����ƒ�&������������������������ % GC        55,2 

�6�H�N�Y�H�Q�F�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H 5'-GATCAACCCAGAGATGGGCGAGCAGATTC-3' 

Komplementarna 5'-GAATCTGCTCGCCCATCTCTGGGTTGATC-3' 

 

Slij�H�G�H�ü�L�� �X�S�X�W�H�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�D�� �M�H�� �S�R�þ�H�W�Q�D�� �R�W�R�S�L�Q�D�� �X�� �N�R�M�R�M�� �M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �L�]�Q�R�V�L�O�D�� �������� �—�P�R�O���/���� �=�D�W�L�P�� �M�H�� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�R�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�� �V�Y�D�N�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �����[�� �X�� ��������

�—�/�����3�U�H�P�D���W�D�E�O�L�F�L�������Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q���M�H��,,mastermix�³�� u kojeg su dodani svi sastojci osim p�R�þ�H�W�Q�L�F�D����

plazmida i PfuUltra �S�R�O�L�P�H�U�D�]�H���� �W�H�� �M�H�� �V�P�M�H�V�D�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�D���� �2�V�Q�R�Y�Q�L�� �Y�R�O�X�P�H�Q�� �M�H�� �P�Q�R�å�H�Q��

faktorom 2,1 jer su potrebne 2 smjese za 2 mutacije. Dobiveni mastermix je zatim podijeljen 

�X�� �G�Y�L�M�H�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�H�� �V�P�M�H�V�H�� �L�� �G�R�G�D�Q�H�� �V�X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� ���H�Q�J�O. forward �����)�Ý�� �L�� ��reverse 

�����5�Ý�������]�D�W�L�P���S�O�D�]�P�L�G���L���Q�D���N�U�D�M�X���H�Q�]�L�P��PfuUltra. Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 

������ �—�/���� �5�H�D�N�F�L�M�V�N�D�� �V�P�M�H�V�D�� �V�W�D�Y�O�M�H�Q�D�� �M�H�� �X�� �3�&�5�� �X�U�H�ÿ�D�M�� �L�� �S�U�H�P�D�� �S�U�R�J�U�D�P�X�� �L�]�� �W�D�E�O�L�F�H�� ���� �M�H��

provedena amplifikacija (t ~ 3h).  

 

Tablica 2. Sastav mastermix otopine za provedbu PCR reakcije, Vuk� �������—�/�� 

Reagens 
Mutageneza/ 

�—�/ 
Mater mix (x 2,1)/ 

�—�/ 
Negativna 

kontrola 
mQ H2O 14,1 28,8 14,6 

10x rxn buffer 2,5 5,25 2,5 
dNTP mix 0,5 1,05 0,5 

QuikSolution 1,5 3,15 1,5 
�������—�0���S�U�L�P�H�U-F 0,7 - 0,7 
�������—�0���S�U�L�P�H�U-R 0,7 - 0,7 

�������Q�J���—�O��
plazmid 

5 10,5 5 

PfuUltra 0,5 - - 
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Tablica 3. �&�L�N�O�L�þ�N�L���S�D�U�D�P�H�W�U�L���3�&�5���U�H�D�N�F�L�M�H 

Korak  Broj 
ciklusa �7�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�������ƒ�& Vrijeme 

1 1 95 1' 

2 18 
95 50'' 
60 50'' 
68 8' 

3 1 68 7' 
4 1 4 �’  

 

�1�D�N�R�Q���]�D�Y�U�ã�H�W�N�D���3�&�5���U�H�D�N�F�L�M�H�����V�P�M�H�V�D���M�H���S�U�H�E�D�þ�H�Q�D���X���S�O�D�V�W�L�þ�Q�H���H�S�U�X�Y�H�W�H���R�G�����������P�/�����G�R�G�D�Q�R��

�M�H�����������—�/���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�J���H�Q�]�L�P�D��Dpn �,���L���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�R�������V�D�W���S�U�L���������ƒ�&���Q�D���W�H�U�P�R�E�O�R�N�X���� 

 

3.3. �0�H�W�R�G�H���U�D�G�D���V���E�D�N�W�H�U�L�M�D�P�D 

3.3.1. Kemijska transformacija bakterija XL-10 Gold 
Transformacija bakterija je postupak unosa plazmidne DNA u bakteriju. Prema 

�S�U�H�S�R�U�X�N�D�P�D�� �L�]�� �S�U�L�U�X�þ�Q�L�N�D���� �]�D�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�X�� �V�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �;�/-10 Gold ultrakompetentne 

bakterije E. coli���� �7�L�� �V�R�M�H�Y�L�� �S�R�V�M�H�G�X�M�X�� �I�H�Q�R�W�L�S�� �+�W�H�� �N�R�M�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�H��

DNA. Kako bi �V�H�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �S�R�E�R�O�M�ã�D�O�D�� �N�Y�D�O�L�W�H�W�D�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�H�� �
�
�P�L�Q�L�S�U�H�S�
�
�� �'�1�$���� �;�/����-Gold 

stanice ne posjeduju endonukleaze (endA1) i rekombinantno su onesposobljene (recA). 

Mutacija endA1 �S�R�E�R�O�M�ã�D�Y�D���N�Y�D�O�L�W�H�W�X���S�O�D�]�P�L�G�Q�H���
�
�P�L�Q�L�S�U�H�S�
�
���'�1�$���G�R�N���P�X�W�D�F�L�M�D��recA �S�R�P�D�å�H��

osigurati stabilnost umetnute DNA [55]. 

�%�X�G�X�ü�L���G�D���L�P�D�P�R���G�Y�D��mutanta, bilo je potrebno �����[���������—�/���E�D�N�W�H�U�L�M�D���;�/-10 Gold. U svaki 

alikvot XL10-�*�R�O�G�� �G�R�G�D�Q�R�� �M�H�� �������� �—�/�� ��-�P�H�U�N�D�S�W�R�H�W�D�Q�R�O�D�� ����-�0�(������ �O�D�J�D�Q�R�� �S�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q�R�� �L��

�L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�R�� �Q�D�� �O�H�G�X�� ������ �P�L�Q�X�W�D���� �=�D�W�L�P�� �M�H�� �G�R�G�D�Q�R�� �S�R�� �������� �—�/��Dpn I-tretiranih amplifikacijskih 

reakcija, lagano p�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q�R�� �L�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�R�� �Q�D�� �O�H�G�X�� ������ �P�L�Q�X�W�D���� �=�D�� �U�D�V�W�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �N�R�U�L�V�W�L�� �V�H��

nutritivno bogat LB medij (Luria Bertani medium) koji se priprema dodatkom 10 g triptona, 

10 g NaCl i 5 g ekstrakta kvasca u 1 L dH2�2���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�H���R�W�R�S�L�Q�D���D�X�W�R�N�O�D�Y�L�U�D�����8�N�R�O�L�N�R���V�H��

kori�V�W�L�� �þ�Y�U�V�W�L�� �/�%�� �P�H�G�L�M���� �X�� �R�W�R�S�L�Q�X�� �V�H�� �G�R�G�D�M�H�� �M�R�ã�� ������ �J�� �D�J�D�U�D��[56]. Za svaku reakciju 

�S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�R���M�H���S�R�����������P�/�� �/�%�����P�H�G�L�M�D�������������P�/�� �/�%�������������—�/���������� �J�O�X�N�R�]�H�����������������—�/�����������0��

MgCl2�����L���]�D�J�U�L�M�D�Q�R���Q�D���������ƒ�&���Q�D���W�H�U�P�R�E�O�R�N�X����Suspenzije bakterijskih stanica su inkubirane 30 

sekundi na 42 �ƒ�&���þ�L�P�H���V�X���V�W�D�Q�L�F�H���S�R�G�Y�U�J�Q�X�W�H���W�R�S�O�L�Q�V�N�R�P���ã�R�N�X����engl. heat-puls�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X��

�S�U�H�E�D�þ�H�Q�H�� �Q�D�� �O�H�G�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G�� ���� �P�L�Q�X�W�H. �,�Q�N�X�E�D�F�L�M�D�� �Q�D�� �O�H�G�X�� �V�H�� �Y�U�ã�L�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �V�W�D�Q�L�F�H��



3. Eksperimentalni dio 21 

�0�R�Q�L�N�D���0�D�U�W�L�Q�þ�L�ü Diplomski rad 

�U�H�J�H�Q�H�U�L�U�D�O�H�����1�D�N�R�Q���W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J���ã�R�N�D���Q�D���V�W�D�Q�L�F�H���M�H���G�R�G�D�Q���/�%�����P�H�G�L�M���L���]atim su inkubirane 1h 

na 37 �ƒ�&���X���W�H�U�P�R�E�O�R�N�X���S�U�L�����������U�S�P�����H�Q�J�O����rotation per minute - rpm) (Slika 12).  

 
Slika 12. Kemijska transformacija XL-10 Gold ultrakompetentne bakterija E. coli. Preuzeto i 

�S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]��[57]. 

 

Nakon �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���� �������� �—�/�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H�� �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �Q�D�� �K�U�D�Q�M�L�Y�H�� �/�%�� �S�O�R�þ�H�� �N�R�M�H�� �V�D�G�U�å�H��

�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�� �D�P�S�L�F�L�O�L�Q�� ���$�P�S���� �L�� �R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�H�� �V�X�� �S�U�H�N�R�� �Q�R�ü�L�� �Q�D�� ���� �ƒ�&�� �N�D�N�R�� �E�L�� �Q�D�U�D�V�O�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H��

kolonije. Antibiotik ampicilin koristi se za selekciju transformiranih stanica jer se gen za 

�U�H�]�L�V�W�H�Q�F�L�M�X�� �Q�D�� �D�P�S�L�F�L�O�L�Q�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�J�U�D�ÿ�H�Q�� �X�� �Y�H�N�W�R�U�� �S�/�$�7�(�������� �=�E�R�J�� �U�H�]�L�V�W�H�Q�F�L�M�H�� �S�U�H�å�L�Y�M�H�W�L�� �ü�H��

samo one bakterijske kolonije koje su transformirane s pLATE31 plazmidom.  

 

3.3.2. �3�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H 
S hranjivih podloga izabrane su zasebne kolonije, te su vrhom nastavka mikropipete 

�S�U�H�Q�H�ã�H�Q�H���X���S�U�H�W�K�R�G�Q�R���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L���/�%���P�H�G�L�M���$�P�S�����7�D�N�D�Y���S�U�R�F�H�V���Q�D�]�L�Ya �V�H���L�Q�R�N�X�O�D�F�L�M�D���L���Y�U�ã�L��

�V�H���X�]���V�W�H�U�L�O�Q�H���X�Y�M�H�W�H���W�R���M�H�V�W���ã�W�R���E�O�L�å�H���S�O�D�P�H�Q�L�N�X�����/�%���P�H�G�L�M���]�D���X�]�J�R�M���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q���M�H���X���S�O�D�V�W�L�þ�Q�R�M��

epruveti od 50 mL tako da j�H���G�R�G�D�Q�R���������P�/���/�%���P�H�G�L�M�D���L���������—�/���D�P�S�L�F�L�O�L�Q�D�����3�O�D�V�W�L�þ�Q�H���H�S�U�X�Y�H�W�H��

stavljene su u tresilicu na 37 �ƒ�&���L�����������U�S�P���]�D���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�L���X�]�J�R�M�� 

 

3.3.3. �,�]�R�O�D�F�L�M�D���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�O�D�]�P�L�G�D 
�3�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�D�� �N�X�O�W�X�U�D�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �������� x g u vremenu od 4 minute, te je supernatant 

o�G�O�L�Y�H�Q�����=�D���G�D�O�M�Q�M�L���S�R�V�X�S�D�N���L�]�R�O�D�F�L�M�H���S�O�D�]�P�L�G�D���S�U�D�ü�H�Q���M�H���S�U�R�W�R�N�R�O��GeneJET Plasmid Miniprep 

Kit �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D���7�K�H�U�P�R���6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�����3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���M�H���R�G�U�D�ÿ�H�Q�R���Q�D���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�����D���E�U�]�L�Q�D��

centrifuge iznosila je 13000 rpm.  

�7�D�O�R�J���N�R�M�L���V�D�G�U�å�L���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���V�W�D�Q�L�F�H���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q���M�H���X�����������—�/���R�W�R�S�L�Q�H���]�D���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q�M�H��

(engl. resuspension solution������ �]�D�W�L�P�� �M�H�� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�� �X�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�H�� �H�S�U�X�Y�H�W�H�� �R�G�� ���� �P�/�� �L�� �N�U�D�W�N�R��
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�Y�R�U�W�H�N�V�L�U�D�Q�����'�R�G�D�Q�R���M�H�����������—�/���R�W�R�S�L�Q�H���]�D���O�L�]�X���V�W�D�Q�L�F�D�����H�Q�J�O����lysis solution�������W�H���M�H���S�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q�R��

�R�N�U�H�W�D�Q�M�H�P�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�H epruvete 5-6 puta dok otopina nije postala bistra. U ovom koraku, 

�V�W�D�Q�L�F�H���V�X���S�R�G�Y�U�J�Q�X�W�H���D�O�N�D�O�Q�R�M���O�L�]�L���X�]���S�R�P�R�ü���6�'�6���G�H�W�H�U�J�H�Q�W�D���N�R�M�L���Q�D�U�X�ã�D�Y�D���V�W�U�X�N�W�X�U�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

membrane kako bi se oslobodila plazmidna DNA. Liza stanica ne smije trajati dulje od 5 

minuta. N�D�V�W�D�O�L�� �O�L�]�D�W�� �M�H�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �������� �—�/�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�]�D�F�L�M�V�N�H�� �R�W�R�S�L�Q�H�� ���H�Q�J�O����

neutralization solution������ �W�H�� �S�R�Q�R�Y�Q�R�� �O�D�J�D�Q�R�� �S�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q�� �R�N�U�H�W�D�Q�M�H�P�� ��-6 puta. Neutralizirani 

�E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�� �O�L�]�D�W�L�� �R�G�Y�D�M�D�M�X�� �V�H�� �X�� �]�D�P�X�ü�H�Q�R�P�� �R�E�O�L�N�X���� �6�W�D�Q�L�F�H�� �L�� �6�'�6�� �S�U�H�F�L�S�L�W�D�W�� �R�G�Y�R�M�H�Q�L�� �V�X 

centrifugiranjem �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G�� ���� �P�L�Q���� �W�H�� �M�H�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�� �X�� �N�R�O�R�Q�L�F�H��GeneJET i 

�F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�� ���� �P�L�Q���� �.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �D�G�V�R�U�E�L�U�D�Q�D�� �'�1�$�� �R�þ�L�V�W�L�O�D�� �R�G�� �N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�D���� �L�V�S�U�D�Q�D�� �M�H��

�G�R�G�D�W�N�R�P�� �������� �—�/�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �]�D�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�H�� ���H�Q�J�O����wash solution) i centrifugirana 1 minutu. 

�2�W�R�S�L�Q�D���N�R�M�D���M�H���S�U�R�ã�O�D���N�U�R�]�� �N�R�O�R�Q�L�F�H�����H�Q�J�O����flow-through�����M�H���E�D�þ�H�Q�D���L���S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q���M�H���S�U�H�W�K�R�G�Q�L��

�S�R�V�W�X�S�D�N�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �������� �—�/�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �]�D�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�H����Flow-through �M�H�� �S�R�Q�R�Y�Q�R�� �E�D�þ�H�Q���� �W�H�� �M�H��

kolonica centrifugirana dodatnih 1 minutu kako bi se uklonili ostaci otopine za ispiranje. 

GeneJET Spin �N�R�O�R�Q�L�F�D���S�U�H�E�D�þ�H�Q�D���M�H���X���Q�R�Y�X���S�O�D�V�W�L�þ�Q�X���H�S�U�X�Y�H�W�X���R�G�����������P�/�����W�H���M�H���G�R�G�D�Q�R���������—�/��

eluacijskog pufera (engl. eluation buffer; 10 mM Tris-�+�&�O���� �S�+�� ���������� �W�R�þ�Q�R�� �Q�D�� �V�U�H�G�L�Q�X��

membrane kako bi se eluirala plazmidna DNA. Smjesa je inkubirana 2 min na sobnoj 

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�D�������P�L�Q����Slika 13).  

 

Slika 13. �3�R�V�W�X�S�D�N���L�]�R�O�D�F�L�M�H���U�H�N�R�P�E�L�Q�D�Q�W�Q�R�J���S�O�D�]�P�L�G�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P��TS Miniprep kit. Preuzeto 

�L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]��[58]. 

 

�3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D���S�O�D�]�P�L�Gna DNA eluirana je u epruvetu od 1,5 mL, te je njezina koncentracija 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �P�L�N�U�R�Y�R�O�X�P�Q�R�J�� �V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�D��BioDrop. Kako bi se provjerila 

�X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �P�X�W�D�J�H�Q�H�]�H���� �S�R�� �������� �—�/�� �V�Y�D�N�R�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �X�]�� �G�R�G�D�W�D�N�� �������� �—�/�� �/�L�F�5�� �S�U�L�P�H�U�D�� �M�H��

poslano na sekvenciranje (Macrogen������ �3�U�H�R�V�W�D�O�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�D�� �'�1�$�� �X�V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H��

na -20 �ƒ�&�����5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�D���S�R�W�Y�U�G�L�O�L���V�X���X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���R�E�M�H���P�X�W�D�F�L�M�H�� 
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3.3.4. Fizikalna transformacija bakterija BL21-CodonPlus (DE3)-RIL 
�1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D�� �X�V�S�M�H�ã�Q�D�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� �S�O�D�]�P�L�G�D���� �L�]�Y�U�ãena je fizikalna transformacija 

elektrokompetentnih BL21-CodonPlus (DE3)-RIL bakterija E. coli�����0�H�W�R�G�D���N�R�M�D���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D��

�M�H�� �H�O�H�N�W�U�R�S�R�U�D�F�L�M�D�� �X�� �N�R�M�R�M�� �V�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�R�G�Y�U�J�D�Y�D�M�X�� �H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R�P�� �S�R�O�M�X�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �S�R�Y�H�ü�D�O�D��

�S�U�R�S�X�V�Q�R�V�W���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���L���R�P�R�J�X�ü�L�R���X�Q�R�V���S�Oazmida. 

�3�R�V�W�X�S�D�N�� �H�O�H�N�W�U�R�S�R�U�D�F�L�M�H�� �L�]�Y�U�ã�H�Q�� �M�H�� �Q�D�� �O�H�G�X���� �W�H�� �M�H�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�� �����G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S�� �K�'�3�3�� �,�,�,�� �L��

mutanti hDPP III-E480Q i hDPP III-T481M. S -80 �ƒ�& uzeta su tri alikvota bakterijskih 

stanica BL21-CodonPlus (DE3)-RIL �R�G�� ������ �—�/���� �8�� �V�Y�D�N�X�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�X�� �H�S�U�X�Y�H�W�X�� �G�R�G�D�Q�� �M�H�� ���� �—�/��

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D���� �S�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q�R�� �Q�D�V�W�D�Y�N�R�P�� �P�L�N�U�R�S�L�S�H�W�H���� �W�H�� �M�H�� �V�P�M�H�V�D�� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�D�� �X��

�N�L�Y�H�W�X�� �]�D�� �H�O�H�N�W�U�R�S�R�U�D�F�L�M�X���� �(�O�H�N�W�U�R�S�R�U�D�F�L�M�D�� �M�H�� �L�]�Y�U�ã�H�Q�D�� �S�R�G�Y�U�J�D�Y�D�Q�M�H�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�U�D�W�N�L�P��

�H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�L�P���ã�R�N�R�Y�L�P�D���R�G�������—�V�����1�D���V�W�D�Q�L�F�H���M�H���R�G�P�D�K���Q�D�N�R�Q���H�O�H�N�W�U�R�S�R�U�D�F�L�M�H���G�R�Gan zagrijani LB 

medij na 37 �ƒ�&���L���V�P�M�H�V�D���M�H���S�U�R�Pi�M�H�ã�D�Q�D��(S�O�L�N�D�������������=�D�W�L�P���M�H���S�U�H�E�D�þ�H�Q�D���X���S�O�D�V�W�L�þ�Q�X���H�S�U�X�Y�H�W�X���R�G��

1,5 mL, te stavljena na inkubaciju na termoblok pri 37 �ƒ�&���X�]���W�U�H�ã�Q�M�X���R�G�����������U�S�P���X���Y�U�H�P�H�Q�X��

od 1 �K���� �1�D�N�R�Q�� �W�R�J�D���� �������� �—�/�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �Q�D�F�L�M�H�S�O�M�H�Q�R�� �M�H�� �Q�D�� �þ�Yrste hranjive podloge LB+Amp i 

�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�R���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���Q�D������ �ƒ�&���� 

 

Slika 14. Fizikalna transformacija bakterijskih stanica BL21-CodonPlus (DE3)-RIL 

�S�O�D�]�P�L�G�R�P���K�'�3�3���,�,�,�����3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]��[57]. 

 

3.3.5. �8�]�J�R�M���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H���L���N�X�O�W�X�U�H���]�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D 
Na hranjivim podlogama narasle su bakterijske kolonije, te su izabrane zasebne kolonije za 

�S�R�V�W�D�Y���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H���� �8���S�O�D�V�W�L�þ�Q�H��epruvete od 50 mL dodano je 12 mL LB 

�P�H�G�L�M�D�� �L�� ������ �—�/�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D�� �D�P�S�L�F�L�O�L�Q�D�� ��c � �� �������� �P�J���P�/������ �8�� �V�W�H�U�L�O�Q�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �ã�W�R��

�E�O�L�å�H�� �S�O�D�P�H�Q�L�N�X���� �Y�U�K�R�P�� �Q�D�V�W�D�Y�N�D�� �P�L�N�U�R�S�L�S�H�W�H�� �R�G�V�W�U�X�J�D�Q�H�� �V�X�� �S�R�� �G�Y�L�M�H�� �]�D�V�H�E�Q�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H��

�N�R�O�R�Q�L�M�H�� �L�� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�H�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�� �Q�D�V�W�D�Y�N�R�P�� �X���S�O�D�V�W�L�þ�Q�X�� �H�S�U�X�Y�H�W�X���� �ý�H�S�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�H�� �H�S�U�X�Y�H�W�H�� �Q�L�M�H��

�]�D�W�Y�R�U�H�Q���G�R���N�U�D�M�D���N�D�N�R���E�L���P�R�J�O�R���X�O�D�]�L�W�L���Q�H�ã�W�R���]�U�D�N�D���X���Q�M�X�����7�D�N�R���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�H���V�X���V�W�D�Y�O�M�H�Q�H���Q�D��

�W�U�H�V�L�O�L�F�X���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���X�]���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�X���R�G������ �ƒ�&���L���R�N�U�H�W�D�M�H�����������U�S�P���� 
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Za postav kulture za ekspresiju proteina pripremljena je Erlenmeyerova tikvica od 2 L u 

�N�R�M�X���M�H���G�R�G�D�Q�R�����������/���/�%���P�H�G�L�M�D���L�����������—�/���$�P�S�����W�H��10 mL �S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H��od 

�G�D�Q�D�� �S�U�L�M�H���� �(�U�O�H�Q�P�H�\�H�U�R�Y�D�� �W�L�N�Y�L�F�D�� �V�W�D�Y�O�M�H�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �W�U�H�V�L�O�L�F�X�� �Q�D�� �����ƒ�&�� �L�� �������� �U�S�P���� �.�X�O�W�X�U�D�� �]�D��

ekspresiju proteina uzgaja se do OD600 ~ �������� �]�D�� �ã�W�R�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� ������ �P�L�Q�X�W�D���� �2�'600 

�R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �R�S�W�L�þ�N�X�� �J�X�V�W�R�ü�X�� �X�]�R�U�N�D�� �S�U�L�� �Y�D�O�Q�R�M�� �G�X�O�M�L�Q�L�� �R�G�� �������� �Q�P���� �0�M�H�U�H�Q�M�H�� �V�H�� �Y�U�ã�L�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L��

mikrovolumni spektrofotometar BioDrop, te kada OD600 �G�R�V�W�L�J�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� �������� �W�R��

�R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �G�D�� �V�X�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�Ne stanice dosegle logaritamsku fazu rasta. Kao slijepa proba 

�S�U�L�O�L�N�R�P�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �/�%�� �P�H�G�L�M���$�P�S���� �1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �G�R�V�W�L�J�O�H�� �å�H�O�M�H�Q�X��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���R�K�O�D�ÿ�H�Q�H���V�X���������P�L�Q�X�W�D���Q�D������ �ƒ�&�����=�D�W�L�P���M�H���G�R�G�D�Q�R���X���V�Y�D�N�X���(�U�O�H�Q�P�H�\�H�U�R�Y�X���W�L�N�Y�L�F�X��

�S�R�����������—�/�����0���,�3�7�*-a za i�Q�G�X�N�F�L�M�X���L���V�W�D�Y�O�M�H�Q�H���V�X���Q�D���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���X���W�U�H�V�L�O�L�F�L���Q�D������ 

�ƒ�&���L�����������U�S�P�����'�R�G�D�W�N�R�P���,�3�7�*-�D���R�P�R�J�X�ü�X�M�H���V�H���S�R�þ�H�W�D�N���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���F�L�O�M�Q�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D����Slika 15). 

 

Slika 15. �,�3�7�*���L�Q�G�X�N�F�L�M�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D�����3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]��[59].  
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3.3.6. Liza i sonikacija bakterijskih stanica 
�3�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�H�� �N�X�O�W�X�U�H�� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�H�� �V�X�� �X�� �S�R�V�H�E�Q�H�� �S�U�R�]�L�U�Q�H�� �E�R�þ�L�F�H��od 250 mL do 2/3 

volumena i tarirane. Centrifugirane su u centrifugi Sorval RC-5B pri 6000 rpm u vremenu od 

�������P�L�Q�����6�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W���M�H���R�G�O�L�Y�H�Q�����D���W�D�O�R�J���M�H���S�U�H�E�D�þ�H�Q���X���S�O�D�V�W�L�þ�Q�H���H�S�U�X�Y�H�W�H���R�G���������P�/���L���V�P�U�]�Q�X�W��

na -20 �ƒ�&���� �(�S�U�X�Y�H�W�H�� �V�X�� �V�S�U�H�P�O�M�H�Q�H�� �Q�D�R�S�D�þ�N�H�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �L�V�F�M�H�G�L�R�� �Y�L�ã�D�N�� �W�H�N�X�ü�L�Q�H���� �'�R�E�L�Y�H�Q�L��

talog koristio se za daljnju analizu i izolaciju proteina.  

Prethodno odvojeni i smrznuti talog je resuspendiran u 20 mL pufera za lizu i stavljen na 

�O�H�G�����=�D�W�L�P���M�H���L�]�Y�U�ã�H�Q�D���V�R�Q�L�N�D�F�L�M�D�������[���� min s pulsevima od 3 s i amplitude 60%. Nakon prvih 

3 min dodano je 10 �—L enzima DNazaI, te je nastavljeno sa sonikacijom. Nakon sonikacije, 

smjesa poprima prljavo sivu boju, te je tarirana i centrifugirana u centrifugi Sorval RC-5B 45 

min na 11000 rpm pri temperaturi od 4 �ƒ�&���� �6�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� ��lizat) je profiltriran kroz filter sa 

promjerom pore 0,45 �—�P�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�N�O�R�Q�L�O�L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �R�V�W�D�F�L���� �D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �I�L�O�W�U�D�W���Q�D�Q�H�V�H�Q�� �M�H�� �Q�D��

�N�R�O�R�Q�X���]�D���G�D�O�M�Q�M�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H����Slika 16).  

Slika 16. �3�R�V�W�X�S�D�N���O�L�]�H���L���V�R�Q�L�N�D�F�L�M�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Qo iz [60, 61].  
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3.4. �0�H�W�R�G�H���U�D�G�D���V���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D 

3.4.1. Afinitetna kromatografija s imobiliziranim metalnim ionom 
�=�D�� �G�D�O�M�Q�M�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �P�H�W�R�G�D�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H�� �V 

imobiliziranim metalnim ionom (IMAC) koja se temelji na interakciji histidinskih ostataka s 

metalnim ionom koji je imobiliziran unutar punila za kromatografiju na stupcu. 

�.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�� �S�X�Q�L�O�R�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�� �X�� �R�Y�R�P�� �G�L�S�O�R�P�V�N�R�P�� �U�D�G�X�� �M�H�� �1�L-NTA u kojem 

nitrilotrioctena kiselina (NTA) okupira 4 od 6 koordinacijskih veznih mjesta iona nikla. Iza 

slijeda za ciljni protein nalazi se 5-6 uzastopnih histidina koji predstavljaju histidinski 

privjesak (His privjesak). Nakon ekspresije, histidini su dio proteina, te se takav protein koji 

�V�D�G�U�å�L�� �+�L�V�� �S�U�L�Y�M�H�V�D�N�� �Q�D�]�L�Y�D�� �I�X�]�L�M�V�N�L�� �S�U�R�W�H�L�Q����Histidinski privjesak se preko funkcionalne 

�V�N�X�S�L�Q�H�� �L�P�L�G�D�]�R�O�D�� �Y�H�å�H�� �]�D�� �G�Y�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�L�� �P�H�W�D�O�Q�L�� �L�R�Q�� �1�L2+ �S�U�L�O�L�N�R�P�� �þ�H�J�D�� �V�H�� �V�W�Y�D�U�D�� �N�R�P�S�O�H�N�V����

�'�R�G�D�W�N�R�P�� �S�X�I�H�U�D�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �Y�L�V�R�N�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�� �L�P�L�G�D�]�R�O�D�� �G�R�O�Dzi do �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��

zbog kompeticije slobodnog imidazola s imidazolnim skupinama histidina [51].  

�3�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L���V�X���S�R�W�U�H�E�Q�L���S�X�I�H�U�L���]�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���þ�L�M�L���V�H���V�D�V�W�D�Y���Q�D�O�D�]�L���X���W�D�E�O�L�F�L���������3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D��

su sva tri protein�D�� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �����G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S�� �K�'�3�3�� �,�,�,�� �L�� �P�X�W�D�Q�W�L�� �(�������4�� �L�� �7�������0����Prilikom 

�Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�D���X�]�R�U�N�D�� �W�U�H�E�D�� �S�D�]�L�W�L�� �G�D�� �V�H�� �Q�H�� �S�R�P�D�N�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�L�� �P�D�W�U�L�N�V�� �N�R�O�R�Q�H���� �L�V�W�R�� �W�D�N�R�� �N�R�O�R�Q�D��

�Q�H�� �V�P�L�M�H�� �R�V�W�D�W�L�� �V�X�K�D�� �L�� �V�O�M�H�G�H�ü�D�� �R�W�R�S�L�Q�D�� �P�R�U�D�� �E�L�W�L�� �G�R�G�D�Q�D�� �Q�D�� �Y�U�L�M�H�P�H���� �8�N�R�O�L�N�R�� �V�H�� �P�D�W�U�L�N�V�� �X��

koloni o�V�X�ã�L���Q�H�ü�H���Y�L�ã�H���P�R�ü�L���Y�H�]�D�W�L���K�L�V�W�L�G�L�Q�V�N�L���S�U�L�Y�M�H�V�D�N����Kolona je prvo isprana sa 2 x 5 mL 

�P�4�� �Y�R�G�H���� �W�H�� �H�N�Y�L�O�L�E�U�L�U�D�Q�D�� �V�D�� ���� �[�� ���� �P�/�� �S�X�I�H�U�D�� �]�D�� �O�L�]�X���� �=�D�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �S�U�R�W�R�N�D�� �N�R�U�L�ã�H�Q�D�� �M�H��

�S�H�U�L�V�W�D�O�W�L�þ�N�D�� �S�X�P�S�D�� �V�� �E�U�]�L�Q�R�P�� �S�U�R�W�R�N�D�� �R�G�� �������� �P�/���P�L�Q�� �]�D�� �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �X�]�R�U�N�D�� �L�� ���� �P�/���P�L�Q��za 

ispiranje i eluciju. Nakon toga nanesen je proteinski ekstrakt (lizat) dobiven liziranjem stanica 

u volumenima po ~ 3 mL pri najmanjoj brzini protoka, te je sakupljena frakcija nevezanih 

proteina (engl. flow through-FT). Zatim je kolona isprana sa 3 x 2 mL pufera za lizu i 

prikupljene su frakcije W1-3 (engl. wash, W) Fuzijski protein sa His privjeskom eluiran je 

dodatkom po 3 mL eluacijskog pufera �V�Y�H�� �G�R�N�� �Q�H�� �L�]�D�ÿ�H�� �V�D�Y�� �S�U�R�W�H�L�Q�� ���6lika 17). Frakcije su 

�S�U�L�N�X�S�O�M�H�Q�H�� �X�� �Y�R�O�X�P�H�Q�L�P�D�� �R�G�� �a�������� �P�/�� �L�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�H�� �N�D�R�� �(n gdje n predstavlja broj frakcije. 

�1�D�N�R�Q���R�Y�R�J���S�R�V�W�X�S�N�D���I�X�]�L�M�V�N�L���S�U�R�W�H�L�Q���M�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�����W�H���M�H���L�]�Y�U�ã�H�Q�R���N�R�Q�D�þ�Q�R���L�V�S�L�U�D�Q�M�H���G�R�G�D�W�N�R�P��

�����P�/���]�D�Y�U�ã�Q�R�J���S�X�I�H�U�D�����H�Q�J�O����EndWash buffer�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���N�R�O�R�Q�H���L�V�S�U�D�Q�H���M�R�ã���V�D���������P�/���P�4��

vode i 10 mL 20% etanola. Koncentracije f�U�D�N�F�L�M�D�� �L�]�P�M�H�U�H�Q�H�� �V�X�� �Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�X��BioDrop, a kao 

�V�O�L�M�H�S�D���S�U�R�E�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���H�O�X�D�F�L�M�V�N�L���S�X�I�H�U�� 

  



3. Eksperimentalni dio 27 

�0�R�Q�L�N�D���0�D�U�W�L�Q�þ�L�ü Diplomski rad 

 

Tablica 4. Sastav pufera za afinitetnu kromatografiju s imobiliziranim metalnim ionom 

Pufer za lizu 50 mM Tris HCl, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH=8.0 

Eluacijski pufer 50 mM Tris HCl, 300 mM NaCl, 300 mM imidazol, pH=8.0 

�=�D�Y�U�ã�Q�L���S�X�I�H�U 50 mM Tris HCl, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH=8.0 

 

 

 

Slika 17. �3�R�V�W�X�S�D�N�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �P�H�W�R�G�R�P�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H�� �V��

imobiliziranim metalnim ionom na Ni-�1�7�$���N�R�O�R�Q�L�����3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]��[62, 63]. 
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3.4.2. Analiza proteina SDS-poliakrilamid gel elektroforezom 
�.�D�N�R�� �E�L�V�P�R�� �X�W�Y�U�G�L�O�L�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�J�� �S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�V�N�R�J�� �S�R�V�W�X�S�N�D�� �L�]�Y�U�ã�H�Q�D�� �M�H��

elektroforeza u SDS-poliakrilamid gelu. Elektroforeza je proces gibanja molekula s neto 

�Q�D�E�R�M�H�P�� �X�� �H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R�P�� �S�R�O�M�X���� �3�R�O�L�D�N�U�L�O�D�P�L�G�Q�L�� �J�H�O�� �G�M�H�O�X�M�H�� �S�R�S�X�W�� �V�L�W�D�� �L�� �R�G�Y�D�M�D�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �Q�D��

�W�H�P�H�O�M�X�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�H�� �P�D�V�H���� �0�D�Q�M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �ü�H�� �V�H�� �N�U�H�W�D�W�L�� �E�U�å�H�� �G�R�N�� �ü�H�� �Y�H�ü�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �E�L�W�L��

sporije to jest njihova elektroforetska pokretljivost je manja. Smjer kretanja molekula je od 

vrha prema dolje odnosno od katode (-) prema anodi (+). Dodatkom natijeva dodecil-sulfata 

(SDS, engl. sodium dodecyl sulfate) u smjesu proteina razaraju se gotove sve nekovalentne 

interakcije u nativnom proteinu. Nastaje kompleks SDS-protein u omjeru jedan anion SDS-a 

�Q�D���G�Y�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�D���R�V�W�D�W�N�D���þ�L�M�L���M�H���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L���Q�D�E�R�M���S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�D�Q���P�D�V�L���S�U�R�W�H�L�Q�D�����8���V�P�M�H�V�X��

proteina dodaje s�H���L����-�P�H�U�N�D�S�W�R�H�W�D�Q�R�O���N�D�N�R���E�L���V�H���U�H�G�X�F�L�U�D�O�H���G�L�V�X�O�I�L�G�Q�H���Y�H�]�H�����1�D�N�R�Q���]�D�Y�U�ã�H�W�N�D��

elektroforeze, gel se oboja bojom poput Comassie blue kako bi se vizualizirali proteini 

nastankom vrpca. [45]  

Poliakriamidni gelovi su pogodni za elektroforezu jer su kemijski inertni, a lako se 

dobivaju polimerizacijom akrilamida. Gel za SDS elektroforezu sastoji se od dva gela, a to su 

gel za sabijanje i gel za razd�Y�D�M�D�Q�M�H�� �N�R�M�L�� �V�H�� �U�D�]�O�L�N�X�M�X�� �S�U�H�P�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�L�� �S�R�U�D�� �L�� �S�+�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L����

Sastav pripremljenih gelova nalazi se u tablici 5. 

 

Tablica 5. Sastav poliakrilamidnih gelova za SDS-gel-elektroforezu 

Gel za razdvajanje 10 % (pH=8,8) Gel za sabijanje 5% (pH=6,8) 

mQ H2O 6 mL mQ H2O 5,4 mL 
1,5 M Tris 
pH=8,8 3,76 mL 

0,5 M Tris 
pH=6,8 1 mL 

30% akrilamid 4,95 mL 30% akrilamid 1,34 mL 

10% SDS ���������—�/ 10% SDS �������—�/ 

10% APS ���������—�/ 10% APS �������—�/ 

TEMED �������—�/ TEMED �������—�/ 
 

Kako bi se osigurala optimalna reakcija proteina sa SDS-om uzorci se pripremaju 

�]�D�J�U�L�M�D�Y�D�Q�M�H�P���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P���S�X�I�H�U�X�����3�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L���V�X���W�D�N�R���G�D���M�H���]�D���V�Y�D�N�L���X�]�R�U�D�N���X�]�H�W�R����-2 

�—�/ proteinskog �X�]�R�U�N�D���� �W�H���G�R�G�D�Q�R�� �P�4�� �Y�R�G�H�� �G�R�� ���� �—�/���� �8�� �V�Y�D�N�L�� �X�]�R�U�D�N�� �]�D�W�L�P�� �M�H�� �G�R�G�D�Q�R�� ���� �—�/��

�S�X�I�H�U�D�� �]�D�� �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �Q�D�� �J�H�O (0,125 Tris-�+�&�O�� ���S�+�� ������������ ������ �6�'�6���� �������� �J�O�L�F�H�U�R�O���� ������ ��-
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�P�H�U�N�D�S�W�R�H�W�D�Q�R�O���� ���������� �P�0�� �E�U�R�P�I�H�Q�R�O�� �S�O�D�Y�R���� �W�D�N�R�� �G�D�� �X�N�X�S�Q�L�� �Y�R�O�X�P�H�Q�� �L�]�Q�R�V�L�� ������ �—�/���� �1�D�N�R�Q��

toga, uzorci su kratko centrifugirani i zagrijani u termobloku na 96 �ƒ�&���X���Y�U�H�P�H�Q�X���R�G���������P�L�Q���� 

�8�Q�D�S�U�L�M�H�G���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L���J�H�O�R�Y�L���Q�D�P�M�H�ã�W�H�Q�L���V�X���X���N�D�G�L�F�X���]�D���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X���L���G�R�G�D�Q���M�H��running 

buffer (u 1 L dH2�2�������������������J���7�U�L�V�����������������J���J�O�L�F�L�Q���L�����������J���6�'�6�������8���M�D�å�L�F�H���]�D���X�]�R�U�N�H���Q�D�Q�H�ã�H�Q�L���V�X��

pripremljeni uzorci u volumenu od 10 �—�/�� �L������ �—L markera PageRuler Prestained Protein 

Ladder. Pokrenuta je elektroforeza pri naponu od 100 V u vremenu od ~15 min odnosno dok 

uzorci �Q�L�V�X���V�W�L�J�O�L���G�R���O�L�Q�L�M�H���J�H�O�D���]�D���U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���S�R�M�D�þ�D�Q�R���Q�D 120 V na vrijeme od 

~1 h (Slika 18). �.�D�G�D���M�H���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�D���]�D�Y�U�ã�L�O�D�����J�H�O���M�H���R�E�R�M�D�Q���E�R�M�R�P��Coomassie Brilliant Blue 

G-250 (CBB) �W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�� �X�U�R�Q�M�H�Q�� �X�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�X�� �N�D�G�L�F�X�� �X�� �N�R�M�R�M�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �&�%�%�� te stavljen na 

vodenu kupelj pri 50 �ƒ�&�� �X�� �Y�U�H�P�H�Q�X�� �R�G�� ������ �P�L�Q���� �*�H�O�� �M�H�� �N�D�V�Q�L�M�H�� �L�V�S�U�D�Q�� �Y�R�G�R�P�� �L�� �R�G�E�R�M�D�Q��

�R�G�E�R�M�L�Y�D�þ�H�P�����0�H�2�+���+�$�F���+2O=3:1:6). 

Slika 18���� �3�U�L�Q�F�L�S�� �L�]�Y�R�ÿ�H�Q�M�D�� �6�'�6-poliakrilamid gel-�H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H���� �3�U�H�X�]�H�W�R�� �L�� �S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R�� �L�]��

[64]. 
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3.4.3. Odsoljavanje proteina na PD-10 koloni 
Kako bi se uklonila visoka koncentracija imidazola u uzorku proteina nakon purifikacije 

�L�]�Y�U�ã�H�Q�R�� �M�H�� �R�G�V�R�O�M�D�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �Q�D�� �3�'-10 koloni (GE Healthcare). Unutar PD-10 kolone 

nalazi se Sephadex G-������ �P�D�W�U�L�N�V�� �N�R�M�L�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �W�Y�D�U�L�� �Q�D�� �R�V�Q�R�Y�L�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X��

�P�R�O�H�N�X�O�V�N�R�M�� �P�D�V�L���� �7�D�N�Y�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�D�� �W�H�K�Q�L�N�D�� �Q�D�]�L�Y�D�� �V�H�� �J�H�O�� �I�L�O�W�U�D�F�L�M�D���� �0�R�O�H�N�X�O�H�� �Y�H�ü�H�� �R�G��

�S�R�U�D�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� �ü�H�� �V�H�� �H�O�X�L�U�D�W�L�� �S�U�Y�H�� �G�R�N�� �ü�H�� �P�D�Q�M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �]�Dostajati u porama matriksa. 

�2�G�V�R�O�M�D�Y�D�Q�M�H�� �V�H�� �P�R�å�H�� �L�]�Y�U�ã�L�W�L�� �Q�D�� �G�Y�D�� �Q�D�þ�L�Q�D�� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �X�S�R�W�U�H�E�R�P�� �J�U�D�Y�L�W�D�F�L�M�V�N�H�� �V�L�O�H�� �L�O�L��

centrifugalne sile [65].  

Kolone su prvo isprane sa 25 mL mQ vode, a zatim su ekvilibrirane dodatkom 25 mL 

pufera za odsoljavanje (50 mM Tris-�+�&�O���� �������� �P�0�� �1�D�&�O���� �S�+� ������������ �7�H�N�X�ü�L�Q�D�� �M�H�� �L�]�O�D�]�L�O�D�� �L�]��

kolone pod utjecajem gravitacijske sile���� �1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �L�]�D�ã�D�R�� �V�D�Y�� �S�X�I�H�U���� �Q�D�Q�H�V�H�Q�R�� �M�H�� �������� �P�/��

�S�U�R�W�H�L�Q�D���L���V�N�X�S�O�M�H�Q�D���M�H���I�U�D�N�F�L�M�D�������S�U�L�M�H�³�����H�Q�J�O����flow-through). Zatim je odsoljeni protein eluiran 

dodatkom 3,5 mL pufera za odsoljavanje i skupljena je frakcija odsoljenog proteina. Kolona 

je nakon toga �L�V�S�U�D�Q�D�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �M�R�ã�� �������� �P�/�� �S�X�I�H�U�D�� �]�D�� �R�G�V�R�O�M�D�Y�D�Q�M�H�� �L�� �V�N�X�Sljena je frakcija  

�����S�R�V�O�L�M�H�³�����6�O�L�N�D�������������%�X�G�X�ü�L���G�D���V�H���3�'-�������N�R�O�R�Q�H���P�R�J�X���N�R�U�L�V�W�L�W�L���Y�L�ã�H���S�X�W�D�����N�R�O�R�Q�H���V�X���L�V�S�U�D�Q�H���V�D��

25 mL mQ vode i 10 mL 20% etanola�����1�D���X�U�H�ÿ�D�M�X��BioDrop izmjerene su koncentracije svih 

frakcija.  

 

Slika 19. Princip odsoljavanja proteina na PD-�������N�R�O�R�Q�D�P�D�����3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]��[65]. 
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3.5. �%�L�R�N�H�P�L�M�V�N�D���N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D 

3.5.1. Nativna gel elektroforeza 
�8�N�R�O�L�N�R�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �V�D�þ�X�Y�D�W�L�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K�� �G�R�P�H�Q�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �Q�D�W�L�Y�Q�X��

�N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�X���N�R�U�L�V�W�L���V�H���Q�D�W�L�Y�Q�D���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�D�����0�R�J�X�ü�H���M�H���L�V�S�L�W�D�W�L���Y�H�å�X���O�L���V�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���S�U�Rteini i 

�W�D�N�R�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�W�L�� �E�L�R�O�R�ã�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �=�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �6�'�6�� �J�H�O�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H���� �X�� �Q�D�W�L�Y�Q�R�M��

�H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�L���V�H���Q�H���N�R�U�L�V�W�H���G�H�Q�D�W�X�U�L�U�D�M�X�ü�L���X�Y�M�H�W�L���R�G�Q�R�V�Q�R���G�H�W�H�U�J�H�Q�W���6�'�6���� �D���P�L�J�U�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D��

ovisi o njihovom naboju, masi i strukturi. Elektroforetska p�R�N�U�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �M�H�U�� �Y�H�ü�L�Q�D��

�S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�P�D�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L�� �Q�H�W�R�� �Q�D�E�R�M�� �X�� �D�O�N�D�O�Q�L�P�� �S�X�I�H�U�L�P�D���� �W�H�� �ü�H�� �R�Q�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �V�D�� �Y�H�ü�L�P��

�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L�P���Q�D�E�R�M�H�P���E�U�å�H���P�L�J�U�L�U�D�W�L�����6�L�O�D���W�U�H�Q�M�D���J�H�O�D���L�P�D���X�þ�L�Q�D�N���S�U�R�V�L�M�D�Y�D�Q�M�D���R�G�Q�R�V�Q�R���U�H�J�X�O�L�U�D��

�N�U�H�W�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���S�U�H�P�D���Q�M�L�K�R�Y�R�M���Y�H�O�L�þ�L�Q�L���L���W�U�R�Gimenzionalnom obliku [66].  

�$�Q�D�O�L�]�D�� �Q�D�W�L�Y�Q�R�P�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �N�D�N�R�� �E�L �V�H�� �L�V�S�L�W�D�O�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �����G�L�Y�O�M�H�J�³�� �W�L�S�D��

hDPP III kao i dobivenih mutanata E480Q i T481M s Kelch domenom proteina Keap1. 

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �X�U�H�ÿ�D�M��Pharmacia PhastSystem Separation and Control Unit �L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L��

poliakrilamidni gel PhastGel Homogeneous 20%. Na gel su �Q�D�Q�H�ã�H�Q�L�� �P�D�O�H�Q�L�� �Y�R�O�X�P�H�Q�L��

�X�]�R�U�D�N�D�����a�����—�/�����X���N�R�M�H���M�H���G�R�G�D�Q�D���E�R�M�D���E�U�R�P�I�H�Q�R�O���S�O�D�Y�R�����1�D�W�L�Y�Q�D���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�D���R�G�Y�L�M�D���V�H���X���W�U�L��

koraka, a vrijeme odvajanja mjeri se u volt-satima (Vh). Elektroforeza je pokrenuta pri 

naponu od 400 V, snazi 2 W i temperaturi od 15 �ƒ�& �G�R�N�� �V�X�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �L�� �M�D�N�R�V�W�� �V�W�U�X�M�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L��

�R�Y�L�V�Q�R���R���N�R�U�D�F�L�P�D�����8���S�U�Y�R�P���N�R�U�D�N�X���V�W�Y�D�U�D���V�H���S�R�N�U�H�W�Q�D���J�U�D�Q�L�F�D���N�R�M�D���]�D�S�R�þ�L�Q�M�H���P�L�J�U�L�U�D�W�L���N�U�R�]��

gel, a odvija se pri jakosti struje 10 mA u vremenu od 10 Vh. U drugom koraku smanjuje se 

�V�W�U�X�M�D�� �Q�D�� ���� �P�$�� �L�� �]�D�S�R�þ�L�Q�M�H�� �P�L�J�U�D�Fija uzoraka u �J�H�O���� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �M�H�� ���� �9�K���� �8�� �W�U�H�ü�H�P��

�N�R�U�D�N�X���S�R�G�L�å�H���V�H���V�W�U�X�M�D���Q�D���������P�$���L���S�U�R�W�H�L�Q�L���V�H���R�G�Y�D�M�D�M�X���S�U�H�P�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�L���L���Q�D�E�R�M�X���X���Y�U�H�P�H�Q�X���R�G��

���������9�K�����(�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�D���M�H���]�D�Y�U�ã�H�Q�D���N�D�G�D���E�U�R�P�I�H�Q�R�O���S�O�D�Y�R���G�R�G�L�U�Q�H���J�U�D�Q�L�F�X���D�Q�R�G�Q�R�J���S�X�I�H�U�D���� 

�1�D�Q�H�ã�H�Q�L���V�X���X�]�R�U�F�L���.�Hlch domene zasebno, svakog proteina zasebno te kombinacije Kelch 

domene i proteina. Na gel su uzorci naneseni u omjerima 1:1 i 1:2 (hDPP III:Kelch).  
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3.5.2. �'�L�Q�D�P�L�þ�N�R���U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�H���V�Y�L�M�H�W�O�R�V�W�L 
�'�L�Q�D�P�L�þ�N�R�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�H�� �V�Y�L�M�H�W�O�R�V�W�L�� ���'�/�6���� �H�Q�J�O����Dynamic Light Scattering) je fizikalna metoda 

�N�R�M�D�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�D�� �P�D�O�L�K�� �þ�H�V�W�L�F�D�� �X�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�L���� �8�S�R�W�U�H�E�R�P��

�P�H�W�R�G�H�� �P�R�å�H�� �V�H�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �G�L�I�X�]�L�M�H�� �N�D�R�� �L�� �K�L�G�U�R�G�L�Q�D�P�L�þ�N�L�� �U�D�G�L�M�X�V�� �N�R�M�L�� �R�Y�L�V�H�� �R��

�Y�H�O�L�þ�L�Q�L���L���R�E�O�L�N�X���P�D�N�U�R�P�R�O�H�N�X�O�D�����8�]�R�U�D�N���V�H���L�]�O�D�å�H���P�R�Q�R�N�U�R�P�D�W�V�N�R�P���Y�D�O�X���V�Y�M�H�W�O�R�V�W�L�����U�D�V�S�U�ã�H�Q�D��

svjetlost zatim prolazi kroz drugi polarizator gdje se skuplja fotomultiplier, a dobivena slika 

�S�U�R�M�L�F�L�U�D�� �V�H�� �Q�D�� �]�D�V�O�R�Q���� �.�D�G�D�� �P�R�Q�R�N�U�R�P�D�W�V�N�L�� �Y�D�O�� �V�Y�L�M�H�W�O�R�V�W�L�� �G�R�ÿ�H�� �G�R�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �N�R�M�D�� �V�D�G�U�å�L��

�P�D�N�U�R�P�R�O�H�N�X�O�H���� �V�Y�L�M�H�W�O�R�V�W�� �V�H�� �U�D�V�S�U�ã�X�M�H�� �X�� �V�Y�L�P�� �V�P�M�H�U�R�Y�L�P�D�� �N�D�R�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �L�� �R�E�O�L�N�D��

�P�D�N�U�R�P�R�O�H�N�X�O�D�����,�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W���U�D�V�S�U�ã�H�Q�R�J���V�Y�L�M�H�W�O�D���G�D�M�H���L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H���R���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�R�M���P�D�V�L���L���U�D�G�L�M�X�V�X��

makromolekule [67]. 

�2�Y�D�� �P�H�W�R�G�D�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �N�D�N�R�� �E�L�V�P�R�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �X�W�Y�U�G�L�O�L�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �V�� �.�H�O�F�K��

�G�R�P�H�Q�R�P���� �'�L�Q�D�P�L�þ�N�R�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�H�� �V�Y�L�M�H�W�O�R�V�W�L�� �P�M�H�U�H�Q�R�� �M�H�� �Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�X��Zetasizer Nano series u 

�Y�U�H�P�H�Q�X�� �R�G�� ������ �P�L�Q�X�W�D�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �X�]�R�U�D�N���� �9�R�O�X�P�H�Q�� �X�]�R�U�N�D�� �L�]�Q�R�V�L�R�� �M�H�� ������ �—�/���� �W�H�� �V�X�� �L�]�P�M�H�U�H�Q�L��

�X�]�R�U�F�L�� �H�Q�]�L�P�D�� �]�D�V�H�E�Q�R�� �������G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S�� �K�'�3�3�� �,�,�,���� �(�������4�� �L�� �7�������0���� �L�� �X�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�L�� �V�D�� �.�H�O�F�K��

domenom u omjeru 1:1.  

 

3.5.3. �7�H�V�W���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���H�Q�]�L�P�D 

�=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �H�Q�]�L�P�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �V�L�Q�W�H�W�V�N�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�� �G�L�D�U�J�L�Q�L�O-2-

�Q�D�I�W�L�O�D�P�L�Q���E�X�G�X�ü�L���G�D���G�L�S�H�S�W�L�G�L�O���S�H�S�W�L�G�D�]�D���,�,�,���S�R�N�D�]�X�M�H���Y�L�V�R�N�X���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W���S�U�H�P�D���Q�M�H�P�X�����7�H�V�W��

se bazira na nastanku fluorescentnog 2-naftilamina (2NA) nakon djelovanja enzima na 

supstrat. Budu�ü�L�� �G�D�� �M�H�� �Q�D�V�W�D�O�L�� �S�U�R�G�X�N�W�� �Kumani kancerogen uklanja se reakcijom 

diazokopulacije sa soli Fast Blue B (FBB). Diazokopulacija (engl. diazo coupling) je reakcija 

elektrofilne aromatske supstitucije aktiviranih derivata benzena sa diazonijevim elektrofilima 

pri �þ�H�P�X�� �Q�D�V�W�D�M�X�� �R�E�R�M�H�Q�L�� �D�U�R�P�D�W�V�N�L�� �D�]�R�� �V�S�R�M�H�Y�L��[68]. Nastali produkt nakon diazokopulacije 

�V�D���)�%�%���V�R�O�L���G�D�M�H���U�X�å�L�þ�D�V�W�R���R�E�R�M�H�Q�M�H���L���G�H�W�H�N�W�L�U�D���V�H���V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�L���� 

Reakcija je mjerena u triplikatima �]�D���V�Y�D���W�U�L���H�Q�]�L�P�D���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���Y�R�O�X�P�H�Q�H���H�Q�]�L�P�D���R�G�������L 10 

�—�/�� �ã�W�R�� �X�N�X�S�Q�R�� �þ�L�Q�L�� ������ �U�H�D�N�F�L�M�D�� �L�� �M�H�G�Q�D�� �V�O�L�M�H�S�D�� �S�U�R�E�D���� �8�� �V�O�L�M�H�S�X�� �S�U�R�E�X�� �Q�L�M�H�� �G�R�G�D�Q�� �H�Q�]�L�P����

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X�� �G�Y�L�M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �H�Q�]�L�P�D��c=0,01 mg/mL i c� ������������ �P�J���P�/���� �5�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �V�X��

�Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���S�X�I�H�U���������P�0���7�U�L�V�������������P�0���1�D�&�O�����S�+� �����������)�%�%���V�R�O���S�U�L�S�U�H�P�O�M�Hna je prije 

�S�R�þ�H�W�N�D�� �S�L�S�H�W�L�U�D�Q�M�D�� �R�W�D�S�D�Q�M�H�P�� ���������� �P�J�� �V�R�O�L�� �X�� ���������� �P�/�� �S�X�I�H�U�D�� �]�D�� �)�%�%�� �V�R�O�� �L�� �V�S�U�H�P�O�M�H�Q�D��na        

-20 �ƒ�&���G�R���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�����5�H�G�R�V�O�L�M�H�G���S�L�S�H�W�L�U�D�Q�M�D���N�D�R���L���Y�R�O�X�P�H�Q�L���U�H�D�J�H�Q�V�D���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���V�L���X���W�D�E�O�L�F�L������ 
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Tablica 6. Redoslijed, volumeni i koncentracije dodani�K�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H��

aktivnosti enzima. 

Reagens Slijepa proba 
c(enzim) = 0,01 

mg/mL 

c(enzim)=0,001 

mg/mL 

Pufer za test aktivnosti 

(0,1 M Tris, pH=8,6) / 

�—�/ 

500 500 500 

�P�4���+���2�������—�/ 435 432 425 

�����P�0���&�R�&�O���������—�/ 15 15 15 

�(�Q�]�L�P�������—�/ - 3 10 

�,�Q�N�X�E�D�F�L�M�D�������P�L�Q�X�W�H���Q�D���������ƒ�& 

0,3 mM Arg2-���1�$�������—�/ 50 50 50 

�9�U�L�M�H�P�H���U�H�D�N�F�L�M�H���������P�L�Q�X�W�D���Q�D���������ƒ�& 

�)�%�%���V�R�O�������—�/ 200 200 200 

 

�1�D�N�R�Q���G�R�G�D�W�N�D���H�Q�]�L�P�D�����V�P�M�H�V�D���M�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�D�������P�L�Q���Q�D���������ƒ�&���X���Y�R�G�H�Q�R�M���N�X�S�H�O�M�L�����'�R�G�D�W�N�R�P��

supstrata Arg2-���1�$���X���S�U�Y�X���H�S�U�X�Y�H�W�X���]�D�S�R�þ�H�W�R��je mjerenje vremena od 15 min, te se svakih 15 

�V�H�N�X�Q�G�L���G�R�G�D�R���V�X�S�V�W�U�D�W���X���V�O�M�H�G�H�ü�X���H�S�U�X�Y�H�W�X���N�D�N�R���E�L���X���V�Y�D�N�R�M���H�S�U�X�Y�H�W�L���U�H�D�N�F�L�M�D���W�U�D�M�D�O�D���W�R�þ�Q�R��������

min. Reakcija je prekinuta nakon isteka 15 min dodatkom FBB soli istim redoslijedom kao i 

�Q�D���S�R�þ�H�W�N�X���U�H�D�N�F�L�M�H, epr�X�Y�H�W�D���M�H���L�]�Y�D�ÿ�H�Q�D���L�]���Y�R�G�H�Q�H���N�X�S�H�O�M�L�����G�R�G�D�Q�D���M�H���)�%�%���V�R�O���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H��

�V�P�M�H�V�D�� �S�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q�D�� �L�� �R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D�� �Y�D�Q�L. Reakcijska smjesa ostavljena je na sobnoj temperaturi 

������ �P�L�Q�X�W�D�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �R�þ�L�W�D�Q�D�� �D�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�D�� �S�U�L�� �������� �Q�P�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L��BioDrop �X�U�H�ÿ�D�M�� �N�R�M�L�� �M�H��

najpri�M�H�� �D�Q�X�O�L�U�D�Q�� �V�O�L�M�H�S�R�P�� �S�U�R�E�R�P���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �M�H�G�Q�D�G�å�E�H�� ���� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �H�Q�]�L�P�D��

(�û�$530 min�±1 mg�±1 ���� �G�R�N�� �M�H�� �P�Q�R�å�H�Q�M�H�P�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�D�� ���������� ���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�� �L�]�� ��-NA 

�V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H���N�U�L�Y�X�O�M�H�����G�R�E�L�Y�H�Q�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���X���Q�P�R�O���P�L�Q�±1 mg�±1. 

 

�#�G�P�E�R�J�K�O�P�:�I�E�J�?�5�I�C�?�5�I�H�; 
L
�ñ�º�1�/�,�Û�5�4�4�4

�Ï �à�å�Ú�Ý�Ö�Ì�:�œ�Å�;�Û�ç�:�à�Ü�á�;�Û�Ö�@
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�Ø�½
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3. Eksperimentalni dio 34 

�0�R�Q�L�N�D���0�D�U�W�L�Q�þ�L�ü Diplomski rad 

3.5.4. Mjerenje enzimske kinetike 
�=�D�� �P�M�H�U�H�Q�M�H���H�Q�]�L�P�V�N�H�� �N�L�Q�H�W�L�N�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H�� �V�L�Q�W�H�W�V�N�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W���$�U�J2-2NA. Djelovanjem enzima 

hDPP III na supstrat nastaje produkt 2-naftilamin koji fluorescira. Primjenom Beer-

�/�D�P�E�H�U�W�R�Y�R�J�� �]�D�N�R�Q�D�� �P�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �S�U�D�W�L�W�L�� �S�U�R�P�M�H�Q�X�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �V�� �S�U�R�P�M�H�Q�R�P��

koncentracije produkta u vremenu.  

�.�L�Q�H�W�L�þ�N�D�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D su na fluorescentnom spektrofotometru Cary Eclipse 

(Varian), �W�H�� �V�X�� �S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �S�R�V�W�D�Y�N�H�� �]�D�� �P�M�H�U�H�Q�M�H���� �(�N�V�F�L�W�D�F�L�M�V�N�D�� �Y�D�O�Q�D�� �G�X�O�M�L�Q�D��

�L�]�Q�R�V�L�O�D�� �M�H�� �������� �Q�P�� �X�]�� �ã�L�U�L�Q�X�� �R�W�Y�R�U�D�� �S�X�N�R�W�L�Q�H�� ������ �Q�P���� �D�� �H�P�L�V�L�M�V�N�D�� �Y�D�O�Q�D�� �G�X�O�M�L�Q�D�� �������� �Q�P�� �X�]��

�ã�L�U�L�Q�X�� �R�W�Y�R�U�D�� �S�X�N�R�W�L�Q�H�� �����Q�P���� �7�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�� �L�]�Q�R�V�L�O�D�� �M�H�� ������ �ƒ�&���� �D�� �Y�U�L�M�H�P�H��

�P�M�H�U�H�Q�M�D�� ���� �P�L�Q���� �3�U�H�P�D�� �W�D�E�O�L�F�L�� ���� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�D�� �M�H�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�D�� �V�P�M�H�V�D�� �V�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���V�X�S�V�W�U�D�W�D�����9�R�O�X�P�H�Q���G�R�G�D�Q�R�J���H�Q�]�L�P�D���X���V�Y�D�N�R�P���P�M�H�U�H�Q�M�X���L�]�Q�R�V�L�R���M�H���������—�/�����W�H��

je dodan zadnji. Prije d�R�G�D�W�N�D���H�Q�]�L�P�D�����V�P�M�H�V�D���M�H���O�D�J�D�Q�R���S�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q�D���R�N�U�H�W�D�Q�M�H�P���L���W�H�P�S�H�U�L�U�D�Q�D��

�����P�L�Q���X���X�U�H�ÿ�D�M�X�����1�D�N�R�Q���L�V�W�H�N�D���Y�U�H�P�H�Q�D�����G�R�G�D�Q���M�H���H�Q�]�L�P�����N�L�Y�H�W�D���M�H�������S�X�W�D���R�N�U�H�Q�X�W�D���N�D�N�R���E�L���V�H��

�V�P�M�H�V�D�� �S�U�R�P�L�M�H�ã�D�O�D�� �L�� �]�D�S�R�þ�H�W�R�� �M�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�H����M�Q�R�å�L�Q�V�N�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �H�Q�]�L�P�D�� �]�D�� �����G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S��

hDPP III i mutant E480Q iznosile su ���������� �—�P�R�O�� �G�P-3���� �D�� �]�D�� �P�X�W�D�Q�W�� �7�������0�� ���������� �—�P�R�O�� �G�P-3. 

�5�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D���H�Q�]�L�P�D�� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D�� �V�X�� �X�� �S�X�I�H�U�X�� ������ �P�0�� �7�U�L�V���� �������� �P�0�� �1�D�&�O���� �S�+� ���������� �'�R�E�L�Y�H�Q�L��

�U�H�]�X�O�W�D�W�L���R�E�U�D�ÿ�H�Q�L���V�X���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���S�U�R�J�U�D�P�H��Microsoft Office Excel i GraphPad Prism. 

 

Tablica 7. Volumeni i koncentracije reaktanata dodanih u reakcijsku smjesu za mjerenje 

enzimske kinetike, VUK= 3 mL. 

 
[S] u reakciji / 

�—�0 
mQ H2�2�������—�/ 

0,1 M Tris HCl, 

�S�+� �������������—�/ 

5 mM 

CoCl2 �����—�/ 

0,8 mM Arg2-

���1�$�������—�/ 

1 2,5 1400,6 1500 30 9,4 

2 5 1441,25 1500 30 18,75 

3 10 1442,5 1500 30 37,5, 

4 15 1403,75 1500 30 56,25 

5 20 1385 1500 30 75 

6 25 1366,26 1500 30 93,75 

7 30 1347,5 1500 30 112,5 

8 35 1328,75 1500 30 131,25 

9 40 1310 1500 30 150 
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4. REZULTATI I RASPRAVA  

4.1. �$�Q�D�O�L�]�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D 

Rezultati ciljane mutageneze provjereni su sekvenciranjem (Macrogen) koje je potvrdilo 

�X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���P�X�W�D�F�L�M�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���� �1�D�N�R�Q�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �L�� �O�L�]�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K��

�V�W�D�Q�L�F�D���� �L�]�� �G�R�E�L�Y�H�Q�R�J�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�D�� �L�]�R�O�L�U�D�Q�L�� �V�X�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �H�Q�]�L�P�L�� �K�'�3�3�� �,�,�,���� �3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H��

�V�Y�D�� �W�U�L�� �H�Q�]�L�P�D�� �������G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S�� �L�� �G�Y�D�� �P�X�W�D�Q�W�D���� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �M�H�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P�� �V�D��

imobiliziranim metalnim ionom na koloni Ni-�1�7�$�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �H�I�L�N�D�V�Q�R�V�W�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D��

provjerena SDS-poliakrilamid gel elektroforezom.  

Na gelove su nano�ã�H�Q�L�� �X�]�R�U�F�L�� �W�D�O�R�J�D�� �Q�D�N�R�Q�� �V�R�Q�L�N�D�F�L�M�H���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �O�L�]�D�W���� �Q�H�Y�H�]�D�Q�D�� �I�U�D�N�F�L�M�D����

uzorci ispiranja te uzorci elucije. Rezultati SDS- poliakrilamid gel elektroforeze pokazuju da 

su ekspresi�M�D�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H��za sva tri ciljna �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �E�L�O�L�� �X�V�S�M�H�ã�Q�L���� �.�D�R�� �P�D�U�N�H�U�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q��

PageRuler Prestained Protein Ladder �V���U�D�V�S�R�Q�R�P���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���I�U�D�J�P�H�Q�W�D��������- 180 kDa. Kod svih 

�H�Q�]�L�P�D���Y�L�G�O�M�L�Y�R���M�H���G�D���V�H���Q�D�M�L�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�L�M�D���Y�U�S�F�D���Q�D�O�D�]�L���L�]�P�H�ÿ�X���F�U�Y�H�Q�H���Y�U�S�F�H���P�D�U�N�H�U�D���Noja iznosi 

72 kDa i plave vrpce markera koja iznosi 95 �N�'�D�� �ã�W�R�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�R�M�� �P�D�V�L�� �K�'�3�3�� �,�,�,��

koja iznosi 80 - 85 kDa.  

�1�D�� �V�O�L�F�L�� ������ �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �V�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H�� �����G�L�Y�O�M�H�J�³�� �W�L�S�D�� �K�'�3�3�� �,�,�,������

Analizom gela vidljivo je da je ciljni protein uspje�ã�Q�R�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q. Frakcije proteina E4-E8 

�S�R�N�D�]�D�O�H�� �V�X�� �Q�D�M�Y�H�ü�X�� �þ�L�V�W�R�ü�X�� �L�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �W�H�� �V�X�� �V�S�R�M�H�Q�H�� ���9UK� �������� �P�/���� �L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �]�D��

�G�D�O�M�Q�M�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���� 
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Slika 20. Rezultati SDS-poliakrilamid �J�H�O�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H�� �Q�D�N�R�Q�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �����G�L�Y�O�M�H�J�³�� �W�L�S�D��

hDPP III. M-marker molekulskih masa, T-talog nakon sonikacije, L-lizat, FT-nevezana 

frakcija, W1-W3- frakcije nakon ispiranja kolone, E1-E9- frakcije eluiranog proteina. 

 

Na slici 21 prikazani su rezultati SDS-poliakrilamid gel elektroforeze mutanta E480Q. 

�1�D�M�Y�H�ü�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�P�D�O�H�� �V�X�� �I�U�D�N�F�L�M�H�� �(��-E9, te su one spojene (VUK=2,6 mL) i 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���]�D���G�D�O�M�Q�M�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���� 

Slika 21. Rezultati SDS-poliakrilamid �J�H�O���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H���Q�D�N�R�Q���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���P�X�W�D�Q�W�D���(�������4���� 

M-marker molekulskih masa, T-talog nakon sonikacije, L-lizat, FT-nevezana frakcija, W1-

W3- frakcije nakon ispiranja kolone, E1-E10- frakcije eluiranog proteina. 
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Rezultati analize SDS-poliakrilamid gel elektroforeze mutanta T481M prikazani su na 

slici 22. Iz gela je �Y�L�G�O�M�L�Y�R���G�D���M�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���E�L�O�R���X�V�S�M�H�ã�Q�R�����D���Q�D�M�Y�H�ü�X���N�R�O�L�þ�L�Q�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���L�P�D�O�H��

su frakcije E6-�(���������1�D�Y�H�G�H�Q�H���I�U�D�N�F�L�M�H���V�X���V�S�R�M�H�Q�H���X���X�N�X�S�Q�L���Y�R�O�X�P�H�Q���R�G�����������P�/���L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���]�D��

�G�D�O�M�Q�M�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���� 

Slika 22. Rezultati SDS-poliakrilamid gel elektroforeze nakon �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���P�X�W�D�Q�W�D���7�������0���� 

M-marker molekulskih masa, T-talog nakon sonikacije, L-lizat, FT-nevezana frakcija, W1-

W3- frakcije nakon ispiranja kolone, E1-E12- frakcije eluiranog proteina. 

 

�2�G�D�E�U�D�Q�H�� �I�U�D�N�F�L�M�H�� �V�S�R�M�H�Q�H�� �V�X�� �X�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�X�� �H�S�U�X�Y�H�W�X��u volumenu od 2,6 mL. Spojene 

frakcije od sva tri proteina odsoljene su na PD-10 kolonama. Koncentracija prije i poslije 

�R�G�V�R�O�M�D�Y�D�Q�M�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �Q�D�� �P�L�N�U�R�Y�R�O�X�P�Q�R�P�� �V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�X��BioDrop, a 

dobivene vrijednosti su prikazane u tablici 8.  

 

Tablica 8. �2�G�U�H�ÿ�H�Q�H��koncentracije enzima hDPP III prije i nakon odsoljavanja izmjerene na 

�X�U�H�ÿ�D�M�X��BioDrop. 

Protein  �����G�L�Y�O�M�L�³���W�L�S��
hDPP III 

E480Q T481M 

Prije odsoljavanja 4,195 mg / mL 8,175 mg / mL 4,789 mg / mL 

Odsoljeni  3,583 mg / mL 4,212 mg / mL 3,898 mg / mL 
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4.2. �$�Q�D�O�L�]�D���Y�H�]�D�Q�M�D���K�'�3�3���,�,�,���V�D���.�H�D�S�� 

4.2.1. Nativna elektroforeza 
�.�R�G���Q�D�W�L�Y�Q�H���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H�����Q�D���J�H�O���V�X���Q�D�Q�H�ã�H�Q�L���X�]�R�U�F�L���V�Y�D�N�R�J���H�Q�]�L�P�D���]�D�V�H�E�Q�R�����.�H�O�F�K���G�R�P�H�Q�H��

�]�D�V�H�E�Q�R�� �N�D�R�� �L�� �X�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D�P�D�� �������� �L�� �������� ���K�'�3�3�� �,�,�,�� ���� �.�H�O�F�K������ �.�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �P�D�U�N�H�U��Invitrogen 

Native mark koji ima �U�D�V�S�R�Q���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D���������± 1200 kDa.  

Dobiveni rezultati prikazani su na slici 23. Analizom gela vidljivo je da enzim zasebno 

�L�P�D���M�H�G�D�Q���I�U�D�J�P�H�Q�W���N�R�M�L���V�H���Q�D�O�D�]�L���P�D�O�R���L�]�Q�D�G���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���R�G���������N�'�D�����ã�W�R���R�G�J�R�Y�D�U�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�R�M��

masi enzima od ~80 kDa. Domena Kelch pokazuje dvije vrpce, donja vrpca odgovara 

molekulskoj masi domene Kelch koja iznosi ~34 kDa, a druga vrpca je dimer molekulske 

mase ~70 kDa [69]. Vezanje hDPP III na domenu Kelch vidljivo je nastankom �W�U�H�ü�H�� �Y�U�S�F�H��

koja se nalazi iz�P�H�ÿ�X vrijednosti 66 i 146 kDa, a predstavlja nastali kompleks molekulske 

mase ~114 kDa. Kod mutanta T�������0�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�X�� �Y�L�G�O�M�L�Y�H�� �W�U�L�� �Y�U�S�F�H�� te je vrpca kompleksa 

podjednako velika kao i vrpca slobodne hDPP III �]�E�R�J���þ�H�J�D���M�H���]�D�N�O�M�X�þ�H�Q�R���G�D���P�X�W�D�Q�W���7�������0��

�Y�H�å�H���G�R�P�H�Q�X���.�H�O�F�K���V�O�D�E�L�M�H�����6�U�H�G�Q�M�D���Y�U�S�F�D���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���N�R�O�L�þ�L�Q�X���Q�H�Y�H�]�D�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D. Na gelu je 

�W�D�N�R�ÿ�H�U���Y�L�G�O�M�L�Y�R���G�D���M�H���R�P�M�H�U���Y�H�]�D�Q�L�K���L���Q�H�Y�H�]�D�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���S�X�Q�R���Y�H�ü�L���N�R�G�������G�L�Y�O�M�H�J�³�� �W�L�S�D���Q�H�J�R��

kod mutanta T481M �ã�W�R�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �V�O�D�E�L�M�H�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �.�H�O�F�K�� �G�R�P�H�Q�H�� �N�R�G�� �7�������0����Kod 

mutanta E480Q nije vidljiv a vrpca kompleksa �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �a�������� �N�'�D���þ�L�P�H�� �M�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�H�Q�R�� �G�D��

mutant E480Q �Q�H���Y�H�å�H���.�H�O�F�K���G�R�P�H�Q�X�� 

 

Slika 23. Rezultati nativne gel elektroforeze: M �± marker molekularne mase, K-Kelch 

domena, DT-�����G�L�Y�O�M�L�³���W�L�S���K�'�3�3���,�,�,�����(-mutant E480Q, T-mutant T481M.  
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4.2.2. �'�L�Q�D�P�L�þ�N�R���U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�H���V�Y�L�M�H�W�O�R�V�W�L 
�9�H�]�D�Q�M�H�������G�L�Y�O�M�H�J�³���W�L�S�D���K�'�3�3���,�,�, kao i mutanata E480Q i T481M s domenom Kelch proteina 

Keap1 u omjeru 1:1 izmjereno je DLS metodom���� �.�R�G�� �����G�L�Y�O�M�H�J�³�� �W�L�S�D�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�� �M�H�� �L�]�Y�U�ã�H�Q�R 

nakon mi�M�H�ã�D�Q�M�D��hDPP III i domene Kelch, te nakon proteka inkubacije od 30 min i 24h. Kod 

�P�X�W�L�U�D�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���P�M�H�U�H�Q�M�H���M�H���L�]�Y�U�ã�H�Q�R���Q�D�N�R�Q���P�L�M�H�ã�D�Q�M�D���P�X�W�D�Q�D�W�D���K�'�3�3���,�,�,���L���G�R�P�H�Q�H���.�H�O�F�K����

te nakon inkubacije od 60min. 

�8�R�þ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �R�E�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �������G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S�� �K�'�3�3�� �,�,�,�� �L�� �G�R�P�H�Q�D�� �.�H�O�F�K���� �]�D�V�H�E�Q�R�� �S�R�N�D�]�X�M�X��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �K�L�G�U�R�G�L�Q�D�P�L�þ�N�L�K���U�D�G�L�M�X�V�D�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� ������ �Q�P���� �W�H�� �G�D�� �V�H�� �Q�D�N�R�Q�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J�� �P�L�M�H�ã�D�Q�M�D��

smanjuje udio �D�J�U�H�J�L�U�D�Q�R�J�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �]�Q�D�W�Q�R�� �Y�H�ü�H�J�� �R�G�� �P�R�Q�R�P�H�U�Q�R�J�� �S�U�R�W�H�L�Q�D. Stvaranjem 

�N�R�P�S�O�H�N�V�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �S�R�M�D�Y�H�� �V�Y�H�� �Y�H�ü�H�J�� �X�G�M�H�O�D�� �þ�H�V�W�L�F�D���� �S�U�Y�R�� �U�D�G�L�M�X�V�D�� �a�������� �Q�P���� �D�� �]�D�W�L�P�� �L��

�U�D�G�L�M�X�V�D���a���������Q�P�����8���S�R�G�U�X�þ�Mu od 100 nm �X�R�þ�D�Y�D���V�H���Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�D���S�R�M�D�Y�D���G�L�P�H�U�D���G�R�P�H�Q�H���.�H�O�F�K. 

Z�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�� �þ�H�V�W�L�F�D�� �W�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H je �]�Q�D�W�Q�R�� �Y�H�ü�D u kompleksu nego u samom uzorku s 

domenom Kelch �ã�W�R�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �.�H�O�F�K�� �V�D�� �K�'�3�3�� �,�,�,���� �'�R�E�L�Y�H�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��

prikazane su u tablici 9 i na slici 24.  

 

Tablica 9. Raspodjela hidrodina�P�L�þ�N�L�K�� �U�D�G�L�M�X�V�D�� �S�U�H�P�D postotku intenzite�W�D�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�H��

�V�Y�M�H�W�O�R�V�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Qa DLS-om za �����G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S hDPP III i domenu Kelch zasebno te njihov 

�N�R�P�S�O�H�N�V���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���Q�D�N�R�Q���P�L�M�H�ã�D�Q�M�D���G�Y�D�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D�����Q�D�N�R�Q���������P�L�Q���L���Q�D�N�R�Q��24 h inkubacije. 

 
dh / nm Int. % dh / nm Int. % dh / nm Int. % 

Kelch �������“������ ���������“������ ���������“�������� �������“������ �������������“���������� ���������“�������� 

hDPP III �������“������ ���������“������ �������������“���������� �������“������ 
  

kompleks ���������“������ ���������“������ �����������“���������� �������“������ 
  

kompleks 30 

min 
���������“������ ���������“������ �����������“������ ���������“������ 

  

kompleks 24 h �������“������ ���������“������ ���������“������ ���������“������ 
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Slika 24. Grafikoni raspodjele hidrodina�P�L�þ�N�L�K���U�D�G�L�M�X�V�D���S�U�H�P�D postotku intenzite�W�D���U�D�V�S�U�ã�H�Q�H��

�V�Y�M�H�W�O�R�V�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Qa DLS-om za �����G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S hDPP III i domenu Kelch zasebno te njihov 

�N�R�P�S�O�H�N�V���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���Q�D�N�R�Q���P�L�M�H�ã�D�Q�M�D���G�Y�D�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D�����Q�D�N�R�Q���������P�L�Q���L���Q�D�N�R�Q���������K���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� 

 

Oba mutanta, E480Q i T481M u zasebnom mjerenju pokazala su vrijednosti 

�K�L�G�U�R�G�L�Q�D�P�L�þ�N�L�K���U�D�G�L�M�X�V�D��~10 nm �N�D�R���L�������G�L�Y�O�M�L�³���W�L�S���K�'�3�3���,�,�,�����0�L�M�H�ã�D�Q�M�H�P���S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�M�H���V�D�G�U�å�H��

�P�X�W�D�F�L�M�X�� �V�D�� �G�R�P�H�Q�R�P�� �.�H�O�F�K�� �Q�L�M�H�� �S�U�L�P�M�H�ü�H�Q�� �V�L�J�Q�D�O�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �a�������� �Q�P�� �N�D�R�� �N�R�G�� �����G�L�Y�O�M�H�J�³�� �W�L�S�D��

�K�'�3�3�� �,�,�,���� �1�D�N�R�Q�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �R�G�� ������ �P�L�Q�� �N�R�G�� �P�X�W�D�Q�W�D�� �7�������0�� �X�R�þ�H�Q�� �M�H�� �V�O�D�E�L�� �V�L�J�Q�D�O�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H��

�a���������Q�P���N�R�M�L���M�H���E�O�L�]�D�N���S�U�R�P�D�W�U�D�Q�R�P���V�L�J�Q�D�O�X���]�D�������G�L�Y�O�M�L�³���W�L�S���S�U�R�W�H�L�Q�D���G�Rk kod mutanta E480Q 

�Q�L�M�H���G�R�ã�O�R���G�R���S�R�M�D�Y�H���V�L�J�Q�D�O�D���Q�D�N�R�Q���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���R�G���������P�L�Q�����'�R�E�L�Y�H�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���V�X���X��

tablici 10 i na slici 25. 

�3�U�H�P�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�P���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D���P�R�å�H�P�R���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���M�H���Y�H�]�D�Q�M�H���G�R�P�H�Q�H���.�H�O�F�K���V���P�X�W�D�Q�W�R�P��

T481M vrlo slabo i da sporo dolaz�L���G�R���Q�M�H�Q�H���I�R�U�P�D�F�L�M�H���Q�D�N�R�Q���P�L�M�H�ã�D�Q�M�D navedenih proteina, te 

�G�D�� �V�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �(�������4�� �Q�H�� �Y�H�å�H�� �Q�D�� �G�R�P�H�Q�X�� �.�H�O�F�K���� �7�D�N�Y�R�� �R�S�D�å�D�Q�M�H�� �M�H�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V rezultatima 

dobivenim nativnom elektroforezom.  
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Tablica 10. Raspodjela hidrodina�P�L�þ�N�L�K�� �U�D�G�L�M�X�V�D�� �S�U�H�P�D postotku intenzite�W�D�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�H��

�V�Y�M�H�W�O�R�V�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Qa DLS-om za mutante E480Q i T481M zasebno te u kompleksu sa 

domenom Kelch �Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���Q�D�N�R�Q���P�L�M�H�ã�D�Q�M�D���G�Y�D�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���L���Q�D�N�R�Q��60 min inkubacije. 

 
dh / nm Int. % dh / nm Int. % dh / nm Int. % 

Kelch �������“������ ���������“������ ���������“�������� �������“������ �������������“���������� ���������“�������� 

hDPP III �������“������ ���������“������ �������������“���������� �������“������ 
  

hDPP III 

E480Q 

���������“��

0.1 
���������“���� 

    

hDPP III 

T481M 

���������“��

0.1 
�����������“�������� �����������“������ 

���������“��

0.5   

kompleks 

varijanta: 
dh / nm Int. % dh / nm Int. % dh / nm Int. % 

hDPP III 

E480Q 

���������“��

0.3 
�����������“�������� �����������“�������� 

���������“��

3.3   

hDPP III 

T481M 

���������“��

0.3 
�����������“�������� �������������“������������ 

���������“��

0.3 

���������������“��

429.6 
���������“�������� 

hDPP III 

E480Q 1h 

���������“��

0.3 
�����������“�������� �������������“������������ 

���������“��

1.3 
�����������“�������� ���������“�������� 

hDPP III 

T481M 1h 

���������“��

0.2 
�����������“ 2.5 �������������“���������� 

���������“��

0.8 
�����������“���������� ���������“�������� 
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Slika 25. Grafikoni raspodjele hidrodina�P�L�þ�N�L�K���U�D�G�L�M�X�V�D���S�U�H�P�D postotku intenzite�W�D���U�D�V�S�U�ã�H�Q�H��

�V�Y�M�H�W�O�R�V�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Qa DLS-om za mutante E480Q i T481M zasebno te u kompleksu sa 

domenom Kelch �Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���Q�D�N�R�Q���P�L�M�H�ã�D�Q�M�D���G�Y�D�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���L���Q�D�N�R�Q��60 min inkubacije. 
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4.3. �$�Q�D�O�L�]�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���H�Q�]�L�P�D 

4.3.1. �7�H�V�W���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L 
�.�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �V�L�Q�W�H�W�V�N�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�� �$�U�J2-���1�$�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �H�Q�]�L�P�D���� �'�R�E�L�Y�H�Q�H��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���R�E�U�D�ÿ�H�Q�H���V�X���N�R�U�L�V�W�H�ü�L��Microsoft Office Excel i prikazane su u tablici 11.  

 

Tablica 11�����$�N�W�L�Y�Q�R�V�W�������G�L�Y�O�M�H�J�³���W�L�S�D���L���P�X�W�D�Q�D�W�D���K�'�3�3���,�,�,���S�U�H�P�D���V�X�S�V�W�U�D�W�X���$�U�J2-2NA. 

 �����G�L�Y�O�M�L�³���W�L�S�� E480Q T481M 

Aktivnost 

���û�$530/min�±1 mg�±1) 
733 635 322 

�6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W����

nmol mg�±1 min�±1 
35 100,7 30 416,5 15 423,8 

 

�'�R�E�L�Y�H�Q�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �����G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S�� �K�'�3�3�� �,�,�,�� �Q�H�ã�W�R�� �M�H�� �Q�L�å�D�� �R�G��

literaturne vrijednosti koja iznosi 47������ �—mol mg�±1 min�±1[50]���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �D�N�W�Lvnost pri �û�$530 

�����G�L�Y�O�M�H�J�³�� �W�L�S�D�� �H�Q�]�L�P�D�� �X�� �G�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �L�]�Q�R�V�L�O�D�� �M�H�� �R�N�R�� ����������min�±1 mg�±1 �ã�W�R�� �M�H��

���������[�� �Y�H�ü�H�� �R�G�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �$�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �P�X�W�D�Q�W�D�� �(�������4�� �M�H�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�D dobivenoj 

vrijednosti �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �����G�L�Y�O�M�H�J�³�� �W�L�S�D���þ�L�P�H�� �P�R�å�H�P�R�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �V�H�� �X�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P�� �R�Y�H�� �P�X�W�D�F�L�M�H��

�D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �H�Q�]�L�P�D�� �Q�H�� �P�L�M�H�Q�M�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R���� �$�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �P�X�W�D�Q�W�D�� �7�������0�� �M�H�� �a�������[�� �P�D�Q�M�D�� �Q�H�J�R��kod 

�����G�L�Y�O�M�H�J�³�� �W�L�S�D�� �K�'�3�3�� �,�,�,���� �2�E�M�H�� �X�Y�H�G�H�Q�H�� �P�X�W�D�F�L�M�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �V�H�� �Q�D�� �Y�U�K�X�� �S�H�W�O�M�H�� �N�R�M�D�� �V�D�G�U�å�L�� �(�7�*�(��

motiv, te prema strukturi proteina nisu blizu aktivnog �P�M�H�V�W�D���H�Q�]�L�P�D���ã�W�R���M�H���Y�L�G�O�M�L�Y�R���Q�D���V�O�L�N�D�P�D��

26 i 27. �3�U�H�P�D�� �W�R�P�H���� �P�R�å�H�P�R�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �V�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �H�Q�]�L�P�D�� �Q�H�� �P�L�M�H�Q�M�D�� �]�Q�D�þ�D�Mno 

�X�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� Za navedene mutante vrijednosti aktivnosti su prvi put 

�L�]�P�M�H�U�H�Q�H���]�E�R�J���þ�H�J�D���L�K���Q�L�M�H���P�R�J�X�ü�H���X�V�S�R�U�H�G�L�W�L���V�D �S�U�L�M�D�ã�Q�M�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� 
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Slika 26. �3�R�O�R�å�D�M���D�N�W�L�Y�Q�R�J���P�M�H�V�W�D��proteina hDPP III (plavo-sivo) i uvedene mutacije T481M. 

�0�X�W�D�F�L�M�D�� ���å�X�W�R���� �Q�D�O�D�]�L�� �V�H�� �Q�D�� �Y�U�K�X�� �S�H�W�O�M�H�� �N�R�M�D�� �V�D�G�U�å�L�� �(�7�*�(�� �P�R�W�L�Y�� ���W�D�P�Q�R�� �F�U�Y�H�Q�R���� �G�R�N��je 

aktivno mjesto enzima strukturno udaljeno od mutacije, a sastoji od dva strukturna motiva 
450HELLGH455 (magenta) koji koordinira ion Zn (siva kuglica) i 507EECRAE512 ���Q�D�U�D�Q�þasto). 

�6�O�L�N�D���M�H���Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�J�U�D�P�D��PyMOL.  

 

Slika 27. �3�R�O�R�å�D�M���D�N�W�L�Y�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���K�'�3�3���,�,�,�����S�O�D�Y�R-sivo) i uvedene mutacije E480Q. 

�0�X�W�D�F�L�M�D�� ���å�X�W�R���� �Q�D�O�D�]�L�� �V�H�� �Q�D�� �Y�U�K�X�� �S�H�W�O�M�H�� �N�R�M�D�� �V�D�G�U�å�L�� �(�7�*�(�� �P�R�W�L�Y�� ���W�D�P�Q�R�� �F�U�Y�H�Q�R���� �G�R�N�� �M�H��

aktivno mjesto enzima strukturno udaljeno od mutacije, a sastoji od dva strukturna motiva 
450HELLGH455 (magenta) koji koordinira ion Zn (siva kuglica) i 507EECRAE512 ���Q�D�U�D�Q�þ�D�V�W�R������

�6�O�L�N�D���M�H���Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�J�U�D�P�D��PyMOL. 
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4.3.2. Kinetika enzimske reakcije 
�.�L�Q�H�W�L�þ�N�L�� �S�D�U�D�P�H�W�U�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �V�X�� �Q�D�� �I�O�X�R�U�L�P�H�W�U�X�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H�P�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �S�U�R�G�X�N�W�D�� ��-

naftilam�L�Q�D�����%�X�G�X�ü�L���G�D���V�X�������G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S���L���P�X�W�D�Q�W���(�������4���S�R�N�D�]�D�O�L���V�O�L�þ�Q�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���V�X��

�M�H�G�Q�D�N�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���R�G�Q�R�V�Q�R�������������—�P�R�O���G�P-3 �G�R�N���M�H���]�D���P�X�W�D�Q�W���7�������0���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���������[���Y�H�ü�D��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �R�G�Q�R�V�Q�R�� ���������� �—�P�R�O�� �G�P-3���� �'�R�E�L�Y�H�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �Q�D�M�S�U�L�M�H�� �V�X�� �R�E�U�D�ÿ�H�Q�L�� �S�U�R�J�U�D�P�R�P��

Microsoft Office Excel �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���L�]�Y�U�ã�H�Q�D���Q�H�O�L�Q�H�D�U�Q�D���U�H�J�U�H�V�L�M�D���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���V�R�I�W�Y�H�U��GraphPad 

Prism���� �'�R�E�L�Y�H�Q�L�� �N�L�Q�H�W�L�þ�N�L��parametri nalaze se u tablici 12, a Michaelis-Menten grafovi 

ovisnosti brzine o koncentraciji supstrata nalaze se na slikama 28 �± 30. 

 

Tablica 12. �.�L�Q�H�W�L�þ�N�L�� �S�D�U�D�P�H�W�U�L�� �����G�L�Y�O�M�H�J�³�� �W�L�S�D�� �L�� �P�X�W�D�Q�D�W�D�� �K�'�3�3�� �,�,�,�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �Q�H�O�L�Q�H�D�U�Q�R�P��

�U�H�J�U�H�V�L�M�R�P���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�J�U�D�P�D��GraphPad Prism 

 

�,�]�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �Y�L�G�O�M�L�Y�R�� �M�H�� �G�D�� �����G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S�� �K�'�3�3�� �,�,�,�� �L�P�D�� �Q�D�M�Y�H�ü�L�� �R�E�U�W�Q�L�� �E�U�R�M�� ��kcat) 

�R�G�Q�R�V�Q�R���Q�D�M�E�U�å�H���S�U�H�W�Y�D�U�D���V�X�S�V�W�U�D�W���X���S�U�R�G�X�N�W�����0�X�W�D�Q�W���(�������4���S�R�N�D�]�X�M�H���Q�H�ã�W�R���P�D�Q�M�L���R�E�U�W�Q�L���E�U�R�M��

�G�R�N�� �M�H�� �N�R�G�� �P�X�W�D�Q�W�D�� �7�������0�� �R�Q�� ���[�� �P�D�Q�M�L�� �ã�W�R�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���� �.�R�Q�V�W�D�Q�W�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�L�� ��kcat/KM ���� �N�R�U�L�V�W�L�� �V�H�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��afiniteta 

�H�Q�]�L�P�D�� �S�U�H�P�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���V�X�S�V�W�U�D�Wima, te je vidljivo da T481M ima 2,1x manji afinitet prema 

supstratu Arg2-���1�$�� �R�G�� �����G�L�Y�O�M�H�J�³�� �W�L�S�D�� �K�'�3�3�� �,�,�,���� �5�D�]�O�L�N�H�� �X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��KM nisu velike, te 

�P�R�å�H�P�R���U�H�ü�L���G�D���V�X���S�U�L�E�O�L�å�Q�H���]�D���V�Y�D���W�U�L���H�Q�]�L�P�D�����'�R�E�L�Y�H�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���N�L�Q�H�W�L�þ�N�L�K���S�D�U�D�P�H�W�D�U�D��KM  

i kcat za ,,di�Y�O�M�L�³���W�L�S���K�'�3�3���,�,�,���V�X���G�X�S�O�R���Y�H�ü�H���Q�H�J�R���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X��Matovina i sur. 2017 [50]. 

  

hDPP III KM �������P�R�O���G�P�±3 kcat / s
-1 

Vmax / 10�±3 ���P�R�O��

dm�±3 s�±1 

kcat/KM x 106 / dm3 

mol�±1s�±1 

�����G�L�Y�O�M�L�³���W�L�S �������������“������������ �������������“���������� 4,702 5,698 

E480Q �������������“������������ �������������“���������� 3,503 5,167 

T481M �������������“������������ �������������“���������� 4,416 2,680 
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Slika 28. Michaelis-Menten graf ovisnosti brzine enzimske reakcije o koncetraciji supstrata 
�]�D�������G�L�Y�O�M�L�³���W�L�S���K�'�3�3���,�,�,���G�R�E�L�Y�H�Q���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�J�U�D�P�D��GraphPad Prism. 
 

 

Slika 29. Michaelis-Menten graf ovisnosti brzine enzimske reakcije o koncetraciji supstrata 

za mutant hDPP III - �(�������4���G�R�E�L�Y�H�Q���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�J�U�D�P�D��GraphPad Prism. 
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Slika 30. Michaelis-Menten graf ovisnosti brzine enzimske reakcije o koncetraciji supstrata 

za mutant hDPP III �± �7�������0���G�R�E�L�Y�H�Q���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�J�U�D�P�D��GraphPad Prism.  
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5. �=�$�.�/�-�8�ý�$�.  

�x Metodo�P�� �F�L�O�M�D�Q�H�� �P�X�W�D�J�H�Q�H�]�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �V�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L��plazmidi za ekspresiju 

mutiranih varijanti E480Q i T481M proteina hDPP III u bakterijama 

�x �����G�L�Y�O�M�L�³�� �W�L�S�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �K�'�3�3�� �,�,�,���L�� �P�X�W�L�U�D�Q�H�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�H�� �(�������4�� �L�� �7�������0���V�X�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R��

eksprimirani u bakterijama i �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���D�I�L�Q�L�Wetnom kromatografijom. 

�x SDS-poliakrilamid g�H�O�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�D�� �P�D�V�D�� �K�'�3�3�� �,�,�,��

koja iznosi oko 83,5 kDa. 

�x Vezanje enzima hDPP III sa Kelch domenom proteina Keap1 ispitano je metodom 

nativne elektroforeze gdje je vidljivo da mutant T481M s�O�D�E�R���Y�H�å�H���.�H�O�F�K���G�R�P�H�Q�X����

a mutant E480Q se �X�R�S�ü�H���Q�H���Y�H�å�H�� 

�x Metodom �G�L�Q�D�P�L�þ�N�R�J�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D�� �V�Y�M�H�W�O�R�V�W�L �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �G�D�� �V�H�� �P�X�W�D�Q�W��

�7�������0���V�O�D�E�R���Y�H�å�H���Q�D���G�R�P�H�Q�X���.�H�O�F�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���.�H�D�S�����G�R�N���V�H���P�X�W�D�Q�W���(�������4���X�R�S�ü�H��

�Q�H���Y�H�å�H�� 

�x �'�R�E�L�Y�H�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�������G�L�Y�O�M�H�J�³��tipa hDPP III prema supstratu Arg2-2NA 

�M�H���a�������[���P�D�Q�M�D���Q�H�J�R���N�R�G���S�U�L�M�D�ã�Q�M�L�K���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���L���L�]�Q�R�V�L����������min�±1 mg�±1. 

�x Mutant E480Q pokazuje ~86,6% aktivnosti prema supstratu Arg2-2NA dok mutant 

�7�������0���L�P�D���X�S�R�O�D���P�D�Q�M�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���R�G�������G�L�Y�O�M�H�J�³���W�L�S�D���K�'�3�3���,�,�,���R�G�Q�R�V�Q�R��~43,9%. 

�x �'�R�E�L�Y�H�Q�L���N�L�Q�H�W�L�þ�N�L���S�D�U�D�P�H�W�U�L���]�D�������G�L�Y�O�M�L�³���W�L�S���K�'�3�3���,�,�,����KM � ���������������—�0����kcat = 70,18 

s-1�����V�X���G�X�S�O�R���Y�H�ü�L���R�G���G�R�V�D�G���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� 

�x �.�R�G�� �P�X�W�D�Q�W�D�� �(�������4�� �N�L�Q�H�W�L�þ�N�L�� �S�D�U�D�P�H�W�U�L�� ��KM � �� ������������ �—�0����kcat = 52,28 s-1) nisu 

�]�Q�D�W�Q�R���Q�L�å�L���R�G���R�Q�L�K���]�D�������G�L�Y�O�M�L�³���W�L�S �K�'�3�3���,�,�,���ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���W�R���G�D���V�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���Q�L�M�H��

�E�L�W�Q�R���S�U�R�P�M�H�Q�L�O�D���X�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P���R�Y�H���P�X�W�D�F�L�M�H�� 
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�x �0�X�W�D�Q�W�� �7�������0�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� �M�H�G�Q�D�N�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �0�L�F�K�D�H�O�L�V�R�Y�H�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�H�� 

(KM � ���������������—�0�����N�D�R���L���P�X�W�D�Q�W���(�������4�����P�H�ÿ�X�W�L�P���R�E�U�W�Q�L���E�U�R�M���M�H���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D�������G�L�Y�O�M�L�³��

tip hDPP III 3x manji (kcat = 26,45 s-1�����G�R�N���M�H���N�R�Q�V�W�D�Q�W�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W���X�S�R�O�D���P�D�Q�M�D�� 
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