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2. POVZETEK

Protein period 2 (PER2) je eden izmed kljucnih akterjev tvorbe cirkadianih ritmov v sesalskih
celicah, medtem ko je konstitutivni androstanski receptor (CAR) eden klju¢nih elementov
metabolizma lipofilnih molekul, saj z njimi interagira, kar sprozi izrazanje citokromov P450,
ki so odgovorni za oksidacijo teh lipofilnih molekul.

Cilj diplomske naloge je bil ugotoviti, ali obstaja interakcija med proteinoma PER2 in CAR, ki
bi povezala metabolizem in cirkadiani ritem. Za dosego cilja smo izvedli kotransfekcije misjih
hepatokarcinomskih Hepa 1-6 celic s plazmidoma, ki kodirata PER2 in CAR, in spremljali
spremembe Vv izrazanju izbranega gena cirkadianega ritma — Bmall. Sprememba izrazanja tega
gena pomeni spremembo v cirkadianem ritmu.

Bmall smo sklopili z genom za luciferazo. Encimska aktivnost luciferaze nam je sluzila kot
merilo izrazanja Bmall. Izrazanje Bmall se je po kotransfekciji celic s Per2 in Car povecalo.
Moznost neposredne interakcije med period 2 in konstitutivnim androstanskim receptorjem
smo preverili tudi in silico z iskanjem zaporedij, prek katerih bi lahko proteina interagirala.
Ker je PER2 koaktivator jedrnih receptorjev, smo analizirali njegovi LXXLL zaporediji,
pregledali in analizirali pa smo tudi LXXLL zaporedja znanih koaktivatorjev CAR. Ugotovili
smo, da obstaja podobnost med drugim LXXLL zaporedjem PER2 in LXXLL zaporedji
znanih koaktivatorjev CAR. Na podlagi tega pregleda in analize smo s pomo¢jo upostevanja
strukturnih podobnosti LXXLL zaporedij in silico ustvarili LXXLL zaporedje PER2. Ob
upostevanju znanih kristalnih struktur jedrnih receptorjev in koaktivatorjev smo predlagali
nac¢in neposredne interakcije med proteinoma, predlog pa smo podkrepili tudi z molekulsko
dinamiko.

Predlagali smo metode za izdelavo in silico modela kompleksa CAR in vecjega strukturnega
dela PER2 okrog drugega LXXLL zaporedja. Taksne strukture PER2 $e ni na voljo. Omenjen
model bi lahko tudi dodatno potrdil naso predlagano neposredno interakcijo med PER2 in
CAR.
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3. ABSTRACT

Period 2 (PER2) is one of the key proteins in circadian rhythms in mammalian cells while the
constitutive androstane receptor (CAR) as one of the key elements in metabolism of lipophilic
molecules interacts with these. This causes expression of cytochromes P450 and oxidation of
lipophilic molecules.

Our goal was to find whether PER2 and CAR interact as this would establish a new
connection between the circadian rhythm and metabolism. To achieve this we cotransfected
mouse hepatocarcinoma Hepa 1-6 cells with plasmids which code PER2 and CAR and
monitored changes in expression of a chosen circadian gene — Bmall. A change in expression
of this gene means that there is a change in the circadian rhytm.

Bmall was fused with a luciferase gene. The enzyme activity of luciferase served as a measure
of expression of Bmall. The expression was upregulated after the cotransfection with Per2
and Car.

The possibility of a direct interaction between PER2 and CAR was examined with in silico
methods. We searched for potential structural elements that could explain a protein-protein
interaction. Because PER2 is a cofactor of nuclear receptors we analysed PER2's LXXLL
motifs. We also analysed LXXLL motifs of known CAR coactivators. A similarity was found
between the second LXXLL motif of PER2 and LXXLL motifs of know coactivators of CAR.
On the basis of this similarity we created a LXXLL motif of PER2 in silico. After searching
through known crystal structures of nuclear receptors and their cofactors we suggested a direct
interaction between PER2 and CAR. This model was favoured by molecular dynamics.

We also suggested methods for making an in silico model of the complex of CAR and a bigger
portion of PER2 that contains the second LXXLL motif. Such a crystal structure of PER2 has
not been published yet. This model could also additionally back our suggestion of the
interaction between PER2 and CAR.
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4. OKRAJSAVE

Bgal
BGAL
Bmal
Bmall
BMAL1
Car
CAR
Clock
CLOCK
Cryl
CRY1
Cry2
CRY2

DMEM

DMSO
FBS

HBS

PDB ID
LB

MQ (voda)

gen, ki kodira betagalaktozidazo

betagalaktozidaza

tekom diplomskega dela Bmall sklopljen z genom za luciferazo
gen, ki kodira BMAL1 (drugo ime ARNTL)

protein BMALL (drugo ime ARNTL)

gen Nrli3, ki kodira konstitutivni androstanski receptor (CAR)
konstitutivni androstanski receptor

gen, ki kodira CLOCK

protein CLOCK

gen, ki kodira protein kriptokrom 1

protein kriptokrom 1

gen, ki kodira protein kriptokrom 2

protein kriptokrom 2

ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium; medij za gojenje celic,

vsebuje aminokisline, soli, glukozo, vitamine
dimetilsulfoksid
serum govejega fetusa, ang. fetal bovine serum

pufer soli 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetanesulfonske kisline, ang.
HEPES-buffered saline

prepoznavna (identifikacijska) oznaka posameznega proteina
Luria-Bertani (bakterijsko gojisée)

Milli-Q (registrirano ime podjetja Millipore Corporation) visoko
preciscena voda, pri kateri se z zaporednimi filtracijami in ionskimi

izmenjavami doseze specificna upornost > 18,2 MQ-cm in je v



PBS

Perl

PER1

Per2

PER2
Ppara
PPARa
Rxr

RXR

T25 (flask)
T75 (flask)

TBE
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skladu s standardom ISO 3696

fosfatni pufer, ang. phosphate buffer solution

gen, ki kodira protein period 1

protein period 1

gen, ki kodira protein period 2

protein period 2

gen, ki kodira peroksisomski proliferativni receptor alfa (PPARa)
peroksisomski proliferativni receptor alfa

gen, ki kodira retinoidni X receptor

retinoidni X receptor

stekleni¢ka za gojenje celi¢nih kultur s povr§ino 25 cm?
steklenicka za gojenje celi¢nih kultur s povrs§ino 75 cm?

tris, borat, EDTA,; pufer za elektroforezo, ki vsebuje tris bazo (2-

amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol), borovo kislino in EDTA
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5. UvoD

5.1. Cirkadiani ritem

Cirkadiani (circa lat. priblizno, diem lat. dan) oz. dnevni ritem je endogen oscilirajo¢ bioloski
proces, ki je bil dokumentiran pri rastlinah, glivah, zivalih in cianobakterijah. Pri sesalcih gre
za vecplasten sistem, ki je pod nadzorom suprakiazmati¢nega jedra, dela hipotalamusa nad
sistema in humoralnih dejavnikov fino uravnava sicer grobo samouravnavano povratno zanko,
v kateri imajo glavno vlogo geni Clock (na periferiji; v centralnem zivCevju njegov analog
Npas2), Bmall, Perl, Per2, Cryl in Cry2.}?

Vloga cirkadianega ritma je vzdrZzevanje homeostaze in usklajevanje prilagajanja zunanjim
drazljajem. Suprakiazmati¢no jedro prek paraventrikularnega jedra vpliva na biosintezo
melatonina iz triptofana v epifizi®** in s tem na regulacijo spanca in budnosti. Znotraj dneva se
z dolo¢enim vzorcem Spreminjata tudi telesna temperatura, ki je najnizja v zgodnjih jutranjih
urah, in krvni tlak, ki je najvisji sredi dneva. Produkcija hormonov je ne le infradiana
(ponavljanje v daljsih ciklih, kot npr. pri menstrualnem ciklu) ampak tudi cirkadiana, dneven
ritem pa imajo Se nekateri drugi humoralni dejavniki. Od cirkadianega ritma so odvisni tudi
metabolizem ksenobiotikov, homeostaza ogljikovih hidratov in lipidov,® vnetje in delovanje
imunskega sistema, tumorogeneza. Veliko raziskovalnih skupin se ukvarja prav s slednjo, saj
motnje cirkadianega ritma povecajo tveganje za pojav rakavih obolenj debelega Crevesa, prsi,
prostate, jajénikov, pljué in jeter.®®

Poskusi na glodalcih so pokazali, da spremenjen rezim hranjenja, torej podnevi namesto
ponodi, spremeni cirkadiane ritme v organih, udelezenih v metabolizmu.® To dokazuje mo&no
povezanost med metabolizmom in cirkadianimi ritmi. Ravno povezava med dnevnim ritmom
in metabolizmom je izjemno pomembna z vidika aplikacije zdravilnih ucinkovin, saj
metabolizem slednjih dolo¢a njihov koncentracijski profil v krvi in drugih tkivih. Casovno
nacrtovana aplikacija lahko zato zviSa ucinkovitost in zmanjSa pogostost ter intenzivnost

nezelenih u¢inkov. Ravno zato bi bila izjemno primerna pri farmakoloskih intervencijah z

veliko kolateralno Skodo, npr. pri aplikaciji citostatikov.
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Poleg metabolizma cirkadiani procesi vplivajo tudi na procese absorpcije, distribucije in
eliminacije, s ¢imer dolo¢ajo farmakokinetiko ucinkovine. Razlog lezi v ¢asovno odvisnem
spreminjanju permeabilnosti bioloskih membran in od cirkadianega ritma odvisnega izrazanja
receptorjev, encimov, transportnih proteinov.'®** Cirkadianost biologkih procesov se zato Ze
pricenja upostevati pri odmerjanju zdravil. Primer so statini. Ker zmanjSajo biosintezo
holesterola, njihov nezelen ucinek pa je miopatija, se aplicirajo pred spanjem. S tem se zvisa
njihova ucinkovitost, saj je biosinteza holesterola najbolj intenzivna pono¢i, hkrati pa
dosezemo njihovo najvisjo koncentracijo v ¢asu miSi¢nega mirovanja.

Molekulski nivo cirkadianega ritma sestavljajo s pozitivnimi in negativnimi povratnimi
zankami regulirani procesi (slika 1). Pri osnovni zanki proteina CLOCK in BMAL1
heterodimerizirata in kot transaktivacijski heterodimerni kompleks z vezavo na regulatorne
regije DNA pozitivno regulirata izrazanje genov Perl, Per2, Per3, Cryl in Cry2. Posledi¢no
nastali proteini se potem akumulirajo in dimerizirajo ter prenesejo v jedro, kjer z interakcijo s
CLOCK-BMAL1 heterodimerom slednjemu zmanjs$ajo sposobnost pozitivne regulacije genov
Per in Cry. PER in CRY na takSen nacin zavirajo svoje lastno prepisovanje. Za zaviranje
kompleksa CLOCK-BMAL1 je najpomembnejsi heterodimer CRY-PER. 2

cLOCK CRY
BMAL1 \\\

E-box-Cry1/2 E-box-Per1/Per2/Per3 NEGATIVNA

\‘ REGULACIJA

POZITIVNA
REGULACIJA PE
’V

RRE-Bmal1

BMAL1
R

Slika 1: Shematski prikaz poenostavljenega cirkadianega ritma — homologi PER in CRY vzpodbujajo

prepisovanje Bmall, hkrati pa zavirajo kompleks BMAL1-CLOCK in s tem tudi lastno prepisovanje
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Taksna regulacija koncentracije proteinov cirkadianega ritma, ki so pomembni transkripcijski
regulatorji, je v perifernih tkivih klju¢na za cirkadiano izrazanje 5%-10% transkriptoma.18
Osnovna regulacija cirkadianega ritma tako vpliva npr. na koncentracijo antidiuretskega
hormona, Na+/H+ NHE3 ¢rpalke, P-glikoproteina, Na+/glukozne ¢rpalke SGLT1 idr. "

Da regulacija na molekulskem nivoju ni tako preprosta, kazejo novejsa dognanja. CRY1 in
CRY?2 sta klju¢na v negativni povratni zanki, saj mocno zavirata s strani kompleksa CLOCK-

1416 endar hkrati

BMALL inducirano transkripcijo razli¢nih genov (tudi Cry in Per),
spodbuijata prepisovanje Bmall.!” Glede na rezultate Takahashija in sodelavcev so imele misi
z izbitima genoma Cry1 in Cry2 povisano izraZanje Perl, a hkrati normalno izrazanje Per2.**
Na podoben nacin s CLOCK-BMALL1 inducirano transkripcijo zavirajo tudi homologi PER.
Homo- in heterodimeri homologov PER $ibko zavirajo aktivacijski potencial dimerov
CLOCK-BMALL, verjetno z interakcijo s CLOCK. Kot heterodimer s CRY imajo PER
zviano moznost zaviranja CLOCK-BMAL1,% taksna interakcija pa je najbrz tudi kljuéna pri
zaviranju transaktivacijskega potenciala CLOCK-BMALL. PER2 je poleg tega na regulatornih
vezavnih mestih Bmall imunoprecipitiral z REV-ERBo, supresorjem Bmall,™ kljub temu pa
obstajajo eksperimentalno potrjena dognanja, da v sploSnem PER2 spodbuja izraZanje
Bmall.)” Celice, transfecirane s Per2 in Ppara, kaZejo povetano izrazanje Bmall,™ na
pozitivno regulacijo s strani PER2 pa kaze tudi eksperiment z miSmi z izbitim genom Per2. Te
so imele niZje nivoje PER1 in CRY1,% katerih prepisovanje vzpodbudi CLOCK-BMALL.
Nenavadno je tudi, da heterodimer CLOCK-BMALL, ki je transaktivator, zavira prepisovanje
Bmall.” Morda zaradi negativne povratne zanke, s katero CLOCK-BMAL1 prek PER-CRY
zavre sam sebe. Velik vpliv na izrazanje Bmall imata tudi REV-ERBa in RORa. Prvi je
moden transkripcijski represor, drugi pa aktivator transkripcije Bmal1."

Zapleten mehanizem uravnavanja cirkadianega ritma je kljucen za vzpostavitev robustnejSega
ravnoteZznega stanja. Kompleksnej$a vloga CRY in PER homologov v cirkadianem ritmu je
posledica tega, da imajo nekateri homologi veéje Stevilo LXXLL zaporedij. To so zaporedja,
ki dolo¢ajo specifi¢no interakcijo z jedrnimi receptorji. Veéje Stevilo LXXLL zaporedij
posameznega homologa CRY oz. PER pomeni, da lahko ta interagira z ve¢jim Stevilom
jedrnih receptorjev, ki se povezujejo specifi¢no s proteini z LXXLL zaporedji posameznega

razreda.
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Za interakcije med dolo¢enimi proteini cirkadianega ritma, kot so npr. homo- in
heterodimerizacija sesalskih PER homologov, so klju¢ne ti. PAS domene (PER-ARNT-SIM),
ki so udeleZene v zaznavanju, signaliziranju in proteinskih interakcijah. Obi¢ajno so dolZine
100-120 aminokislin in so s stalis¢a aminokislinskega zaporedja zelo razli¢ne. Kljub temu
imajo dolo¢ene skupne strukturne elemente. Sestavljene so iz osrednje beta-ploskve iz petih
peptidnih verig, poleg tega pa vsebujejo veé alfa-heliksov. Ceprav so kljuéne za funkcijo
proteinov, niso del efektorskih domen, z njimi so povezane prek njihovih N-terminalnih oz.
redkeje C-terminalnih delov.?? PAS domeno imajo npr. PER, BMALL in CLOCK.?® To, da so
omenjene domene kljuéne za dimerizacijo in posledi¢no funcionalnost proteinov cirkadianega
ritma, dokazuje eksperiment, pri katerem so misi z mutacijo v omenjeni domeni gena Per2 v

temi izgubile cirkadiani ritem.?

5.2. Zaporedje LXXLL pri koaktivatorjih jedrnih receptorjev

LXXLL je znacilno zaporedje koaktivatorjev jedrnih receptorjev (L predstavlja levcin, X pa
poljubno aminokislino). S tem zaporedjem koaktivatorji interagirajo z jedrnimi receptorji. Ob
vezavi receptorja na DNA so koaktivatorji pogosto kljuéni za transkripcijsko regulacijo.

Zaporedje LXXLL se veze na jedrni receptor v obmoc¢je vezave ligandov (LBD, ang. ligand
binding domain), Kjer interagira s heliksi 3-5 in 12 0z. 3-6 in 12 jedrnih receptorjev (slika
2).24% Heliks 12 je gibljiv in se lahko po vezavi liganda postavi v ustrezen poloZaj za pomo¢&
vezave koaktivatorja. Njegov poloZaj in moznost interakcije pri vezavi koaktivatorja sta
odvisna od predhodno vezanega. Agonist poveéa moznost interakcije heliksa 12 jedrnega

receptorja s koaktivatorjem, medtem ko jo antagonisti zmanjéajo.25

Slika 2: LBD jedrnega receptorja CAR (siva) z vezanim koaktivatorjem NCoA2 (zelena) in prikazanimi
heliksi 3,4in 5
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Zacetni in koncni levcin zaporedja LXXLL, torej levcina na mestih 1 in 5, se usidrata v
hidrofobni Zzep LBD, levcin na mestu 4 pa s stransko verigo interagira s hidrofobno povrsino
domene (LBD). Vmesni aminokislini na mestih 2 in 3 sta izpostavljeni topilu oz. vodi in ne
vstopata v direktno interakcijo z vezavnim mestom na jedrnem receptorju (slika 3). To razlozi
razlikovanje vmesnih aminokislin med razli¢nimi LXXLL zapored;ji.?**> Aminokislini na
mestih 2 in 3 sta torej relativno nepomembni za vezavo koaktivatorja na jedrni receptor.
Posebej pomemben za interakcijo z zaporedjem je lizin v heliksu 3 LBD jedrnih receptorjev,
prav tako tudi glutaminska kislina heliksa 12 receptorjev. Ta dva tvorita vodikove vezi z
aminokislinami okrog LXXLL zaporedja koaktivatorja.

Od aminokislin okrog LXXLL zaporedja sta najbolj pomembni aminokislini na mestih -2 in -
1. Ob vezavi LXXLL na LBD receptorja sta postavljeni v blizino receptorjevega heliksa 5 in
sta kljucni za specificnost vezave posameznega LXXLL zaporedja na tocno dolo¢en jedrni

receptor.

levcini interagirajo s hidrofobnimi deli LBD

2N\
XXLXXLL

aminokislini na mestih -2 in -1 sta klju¢ni, saj ~ aminokislini na mestih 2 in 3 sta
specifi¢no interagirata z jedrnimi receptorji ~ nepomembni, saj interagirata s topilom

Slika 3: Shematski prikaz zaporedja LXXLL —aminokislini na mestih -2 in -1 sta klju¢ni za interakcijo

LXXLL zaporedja z jedrnim receptorjem

Aminokisline okrog LXXLL zaporedja dolo¢ajo specifi¢nost interakcij s posameznimi
receptorji. To pomeni, da so pomembne za razpoznavo posameznih jedrnih receptorjev. Zato
so se LXXLL zaporedja razdelila v 4 skupine oz. razrede (pri tem + predstavlja pozitivno
nabito aminokislino, p polarno aminokislino, S serin, T treonin, ¢ pa aminokislino brez
polarne stranske verige):%

» razred 1: +LXXLL

» razred 2: p¢LXXLL

= razred 3: (S/T)¢LXXLL

» razred 4: +¢LXXLL
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Klasifikacija je pomembna za razumevanje in predvidevanje moZnosti vezave
koaktivatorjev na posamezne jedrne receptorje. Na posamezne receptorje se veZejo samo
koaktivatorji, Ki imajo zaporedja posameznega razreda.

Doloceni koaktivatorji imajo v svoji strukturi ve¢ LXXLL zaporedij razli¢nih razredov, kar
jim omogoca interakcijo z ve¢ razli¢nimi jedrnimi receptorji. TakSen primer je NCoALl. Spada
v skupino koaktivatorjev jedrnih receptorjev (ang. nuclear receptor coactivator(s), NCoA).
NCOA imajo zaradi interakcij z velikim naborom proteinov razlicne bioloSke funkcije, ki
pogosto sovpadajo s funkcijami jedrnih receptorjev, s katerimi interagirajo. NCoA so med
seboj strukturno razli¢ni. Primer koaktivatorja s samo enim LXXLL zaporedjem je koaktivator
1 alfa peroksisomskega proliferativnega receptorja gama (PGCla), ki je udeleZen predvsem v
metabolnih procesih.

Primer koaktivatorja z dvema LXXLL zaporedjema je PER2. Dve LXXLL zaporedji mu
omogocata interakcijo z ve¢jim S$tevilom jedrnih receptorjev, zato je njegova vloga v

cirkadianih ritmih kompleksnejsa.

5.3. Period 2

Period 2 (PER2) je protein dolZine 1255 (Sloveski) oz. 1257 (migji) aminokislin.?®*” Nahaja se
predvsem v celicnem jedru in tudi v citoplazmi celic centralnega Ziv€evja, srca, skeletnih
misic, vranice, pljué in jeter z najvi§jo izraZenostjo v migicah in jetrih.?** Nastaja cirkadiano
z najvisjo koncentracijo ob ¢asu 12 h in najnizjo ob ¢asu 0 h, pri ¢emer je ¢as 0 priziganje luci
v okolju z 12 urami svetlobe in 12 urami teme.*® Njegova koncentracija se zniza po interakciji
s kazeinskimi kinazami in fosforilaciji, saj to vodi v razgradnjo. PER2 se nahaja pretezno v
dimeriziranem stanju, kot homo- ali heterodimer.

Njegovi glavni vlogi sta sodelovanje v bioloskih ritmih in transkripcijska regulacija. V
cirkadianem ritmu kot dimer interagira s kompleksom CLOCK-BMAL1 (ki spodbuja
izrazanje Per2) in zavira njegovo transkripcijsko aktivacijo. Na taksen nacin PER2 zavira
svoje lastno nastajanje. Dimeriziran PER2 hkrati spodbuja izrazanje dolocenih genov, med

drugim Bmal1.">?

Tako je Albrecht s sodelavci dokazal poviSano izrazanje Bmall v celicah
transfeciranih s Ppara in Per2.”> Omenjena korelacija nam je pri eksperimentalnem delu

sluzila kot pozitivna kontrola (za povecano izrazanje Bmall).
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Poleg vloge v cirkadianem ritmu so dokazali tudi vpletenost v necirkadiane procese.
Dokazano je bilo, da je Per pri Drosophili melanogaster pomemben za dolgoro&en spomin,*
misi z izbitim ali mutiranim genom za sesalski homolog Per2 pa kazejo hitrejSo rast tumorjev
in zmanj$anje apoptoze ter ve¢jo dovzetnost za pojav neoplazem. Per2 je tumor supresorski

gen 8,32

Motnje izrazanja Per2 vodijo tudi v vecjo dovzetnost za pojav neoplazem pri
izpostavljenosti y-radiaciji.*

Vpleten je v regulacijo budnosti in spanca, saj mutacija v genu Per2 povzro¢i ti. sindrom
prezgodnjega spanca, za katerega je znacilen prezgoden nastop spanca in budnosti. Pacienti
imajo zamaknjen celoten cikel spros¢anja melatonina in nihanja telesne temperature.

Zaradi interakcije s PPARY, ki je odgovoren za adipogenezo in inzulinsko obcutljivost ter
sodeluje pri vnetnih procesih, pomembno vpliva tudi na omenjene procese.*>**%

Gre za velik protein z znanim aminokislinskim zaporedjem in nekaj znanimi naravnimi
variacijami ter dvema isoformama pri ¢loveSskem proteinu; PER2S je krajsa, dolga cca. 400
aminokislin. PER2 vsebuje 3 pomembne domene za dimerizacijo, in sicer 2 PAS domeni in 1
PAC domeno (PAS-associated C-terminal).?%%’

Kristalna struktura z oznako 3GDI prikazuje del homodimera in izhaja iz misjega proteina.
Predstavlja del, ki je kljuen za dimerizacijo s homologi PER (PAS domena; aminokisline
170-473), medtem ko s CRY vstopa v interakcijo s C-terminalno domeno (aminokisline 1155-
1255), ki v strukturo ni Vkljuéena.23’26

Pomen PAS domene pri mi§jem PER2 dokazujejo mutacije fenialalanina na mestu 415,
triptofana na mestu 419 in izolevcina na mestu 427 v glutaminsko kislino, ki onemogoc¢ijo
sposobnost dimerizacije.?®

Na mestih 306-310 in 1056-1060 ima PER2 ti. LXXLL zaporedje (misji 306-310 LCCLL in
1050-1054 LLNLL, ¢loveski 308-312 LCCLL in 1056-1060 LLNLL).>**" To je znacilno za
koaktivatorje jedrnih receptorjev, med Kkatere torej spada tudi PER2. Albrecht s sodelavci je
ugotovil, da zamenjava levcinov z alanini pri LCCLL povzro¢i nezmoznost interakcije PER2 s
PPARo. Enaka sprememba na mestih 1056-1060 ne povzro¢i spremembe v dimerizaciji s
PPARG. Enako velja tudi za interakcijo z REV-ERBa.*> Omenjene spremembe naj ne bi imele
vpliva na interakcijo s CRY1.

Specifi¢nost interakcij med LXXLL in jedrnimi receptorji naj bi bila med drugim posledica

lizina v heliksu 3 LBD (ligand binding domain) jedrnih receptorjev.™>% Albrecht s sodelavci
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je ugotovil, da zamenjava tega lizina z alaninom pri REV-ERBa zmanj$a sposobnost vezave s
PER2 za priblizno 60%, izbris celotne LBD pa za priblizno 90%. Podobna mutacija pri
PPARa je imela manjSo posledico, enako je veljalo tudi ob izbrisu celotnega heliksa 12 oz.
aktivacijskega heliksa, ki pomembno vpliva na vezavo LXXL.*

Na mestih 462-470 ima PER2 korepresorsko zaporedje LXXXIXXXL (v tem primeru
LTEQIHRLL).?® To zaporedje se usidra v isto mesto kot LXXLL, vendar dodaten zavoj
daljsega zaporedja preprecuje, da bi C-terminalni aktivacijski heliks AF2 jedrnega receptorja
prisSel v poloZaj, ki povzroci aktivno konformacijo. Vezava agonista stabilizira AF2 heliks in
promovira koaktivatorsko interakcijo z LXXLL. Antagonist prepre¢i AF2 heliksu aktivno

postavitev in promovira vezavo korepresorskega zaporedja.®®

5.4. Konstitutivni androstanski receptor

Konstitutivni androstanski receptor (CAR, NR113, konstitutivni aktivator retinoidnega odziva,
jedrni receptor sirota MB67) je protein dolzine 352 (€loveski) oz. 358 (misji) aminokislin.
Spada v poddruzino NR1 jedrnih receptorjev. Nahaja se v citoplazmi in jedru celic
gastrointestinalnega trakta, ledvic, testisov, nadledvi¢nih zlez, jeter in delov centralnega
Zivievja z najvi§jo izraZenostjo v tankem &revesu in jetrih.***° V neinduciranem stanju je
pretezno v citoplazmi, ob vezavi induktorjev pa se razmerje premakne Vv korist translokacije v
jedro.**? Zaradi povezanosti s cirkadianim ritmom, morda prek vezave [REV-ERBa]-ROR
heterodimera na vezavno mesto v promotorski regiji Car, njegova koncentracija niha
cirkadiano in je najvi§ja ob ¢asu 20 h. REV-ERBa, ki je transkripcijski represor, je namre¢
transaktiviran s strani kompleksa CLOCK-BMALL in zaviran s strani CRY-PER.*

Podobnost cloveskega proteina z misjim je 74%,* obstajo pa dolodene razlike pri odzivih na
ligande. Tako je aktivnost CAR ob odzivu na progesteron, glede na referencni ksenobiotik,
skoraj trikrat niZja pri migjem kot pri ¢loveskem receptorju.**

Njegovi endogeni agonisti so npr. bilirubin in estrogeni, eksogeni agonisti pa so npr.
fenobarbital, paracetamol in nekateri flavonoidi.* Androstani so inverzni agonisti
konstitutivnega androstanskega receptorja. Tudi brez vezave liganda je aktiven, torej ima
konstitutivno aktivnost, iz &esar izhaja njegovo ime.**®

Vloga NR1I poddruzine jedrnih receptorjev je transkripcijska aktivacija genov, udelezenih v

metabolizmu in transportu.”**® CAR tako po heterodimerizaciji z RXR vzpodbudi
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transkripcijo genov, ki vodijo v nastanek proteinov CYP3A, CYP2B, UGT1A, MRP2.%
CAR prav tako zvisa klirens zol¢nih kislin in bilirubina,™ s &imer zmanj$a potencialen
toksiCen efekt slednjih, poleg tega pa njegova aktivacija dvigne nivo $¢itni¢nih hormonov, kar
vpliva na homeostazo in metabolizem.>* Pomembno funkcijo ima tudi pri spremembi
metabolizma ob stradanju. Njegova aktivacija zavira pojav debelosti in prepreuje nastanek
diabetesa tipa 2.* CAR tudi transkripcijsko aktivira gene, ki kodirajo nastanek ALAS1, ki
omejuje hitrost nastanka hema.*®

Za omenjeno funkcionalnost CAR je vecinoma potrebna dimerizacija z RXR. CAR vstopa v
interakcijo z RXR s heliksi 7, 9 in 10, hkrati pa v interakcijo vstopa tudi zanka med heliksoma
8 in 9. N-terminalna dela heliksov 10 obeh receptorjev tvorita hidrofobno interakcijo, okrog
nje pa so vodikove vezi. Za aktivnost jedrnih receptorjev je kljucen tudi oz. predvsem C-
terminalen aktivacijski heliks AF2, ki zapre LBD in povzroci aktivnost, hkrati pa njegovo
zapiranje omogoc¢i vezavo koaktivatorjev, saj prispeva pozitiven naboj (ang. charge clamp), ki
stabilizira kompleks s koaktivatorji. Pri CAR je distan¢nik med heliksom 10 in AF2 krajsi kot
obic¢ajno, hkrati je tudi heliks 10 krajSi za en zavoj oz. 4 aminokisline. Eksperimentalni
rezultati so pokazali, da je to klju¢ konstitutivne aktivnosti CAR in da podaljSanje distancnika
med heliksoma 10 in AF2 zmoti njegovo konstitutivno aktivnost, ne pa tudi njegove aktivnosti
po vezavi agonista.*®*°

CAR ima sposobnost vezave na DNA. Vezavha mesta (ang. response elements) so pogosto
sestavljena iz ponovljenih zaporedij Sestih nukleotidov. Ponovitve, na katere se CAR veze, so
ali enake (ang. direct repeat, kratko DR) ali pa obratne, ponovitev ima torej komplementarne
nukleotide v nasprotni smeri (ang. everted repeat, kratko ER). V kolikor je v blizini ve¢ med
seboj funkcionalno povezanih vezavnih mest za CAR, govorimo o ti. PBREM (ang.
phenobarbital response enhancer module).>®’

Pogosto je za vezavo CAR-RXR heterodimera na DNA odgovorna DR ponovitev zaporedja
AGTTCA (ali podobnega heksamera) z distanénikom 4 nukleotide med heksameroma (tj.
DR4), torej AGTTCANNNNAGTTCA. V nekoliko manjs$i meri se heterodimer veze na
ponovitev heksamernega zaporedja z distanénikom 5 nukleotidov (tj. DR5). Poleg tega se
CAR-RXR pogosto veze tudi na mesto ER ponovitve zaporedja z distan¢nikom dolzine 8
nukleotidov (tj. ER8), pa tudi na tiste z distan¢niki dolzine 7, 6, 9, 10 in 5 nukleotidov (ER?7,
ER6, ER9, ER10 in ERD5), zapisane po padajo¢i verjetnosti. CAR je, sicer v manj$i meri,
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sposoben vezave na DNA tudi v monomerni obliki, na to pa vpliva samo heksamerno
zaporedje, ki se ponovi, in aminokisline v okolici vezavnih mest za CAR. Tako se, ce
vzamemo Vv obzir pomembne aminokisline v okolici heksamernega zaporedja, v najvecji meri

veze na AGAGTTCA oktamerno zapored; e.%0

5.5. BMAL1

BMALI je protein dolzine 626 (¢loveski) oz. 632 (misji) aminokislin. Nahaja se pretezno v
jedru celic z najvi§jo izrazenostjo v mozganih, skeletnih miSicah in srcu. Njegova
koncentracija niha cirkadiano in je najvisja ob ¢asu 20-24 h in postopno pada do ¢asa 12 h
naslednjega cikla.®

Je transkripcijski faktor s funkcijo uravnavanja cirkadianih ritmov, udelezen pa je tudi v
homeostazi krvnega tlaka in glukoze. Verjetno je vpleten v pojav diabetesa tipa 2. Za misi
z izbitim genom Bmall so ugotovili, da imajo reproduktivne teZave, so manj$e, imajo tezave s
sklepi, miSicami, osteoporozo, kazejo zmanjSanje organov, zmanj$anje masc¢obnega tkiva,
manjSo poraScenost z dlakami, katarakte, kroni¢na vnetja roZenice in spremembe v sestavi krvi
ter se starajo hitro. Misi z izbitim Bmall so bile ob poginu stare v povprecju 37 tednov +/- 12
tednov, »wild-type« misi pa 120 tednov. V misih brez BMALI proteina so opazili poviSane
nivoje reaktivnih kisikovih spojin.®®

Kot pozitiven transkripcijski faktor deluje po heterodimerizaciji s CLOCK (oz. v centralnem
Ziv€evju njegovim analogom NPAS2). Ima eno »basic-helix-loop-helix« domeno, dve PAS
(PER-ARNT-SIM) domenti, ki sta klju¢ni za interakcijo z represorji CRY in PER ter cirkadian
ritem (v kolikor PER z BMALL1 direktno interagira), in eno PAC (PAS-associated C-terminal)

domeno.®?

5.6. Peroksisomski proliferativni receptor alfa

Peroksisomski proliferativni receptor alfa (PPARa, NR1C1) je protein dolzine 486 (¢loveski
in misji) aminokislin.®*** Tako kot CAR spada v poddruzino NR1 jedmih receptorjev. Nahaja
se pretezno v jedru celic z najvisjo koncentracijo v jetrih, ledvicah, srcu in skeletnih miSicah.

Funkcijsko je eden glavnih regulatorjev metabolizma lipidov. Regulira pB-oksidacijo

mascobnih kislin v peroksisomih, poleg tega je transkripcijski aktivator za dolocene citokrome
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in acil-koencim A oksidazo 1. Za transkripcijsko aktivacijo je potrebna dimerizacija, obic¢ajno

dimerizira z retinoidnim X receptorjem o.%> %

5.7. Peroksisomski proliferativni receptor gama

Peroksisomski proliferativni receptor gama (PPARy, NR1C3) je protein dolzine 505 (¢loveski
in migji) aminokislin.®*®® Prav tako spada v poddruzino NR1 jedrnih receptorjev. Najbolj je
izraZen v ma$éevju, manj v skeletnih misicah, vranici, srcu in jetrih.”

Funkcijsko je eden glavnih regulatorjev metabolizma lipidov. Ker je tako kot PPARa
transkripcijski aktivator acil-koencim A oksidaze, regulira B-oksidacijo masc¢obnih kislin v
peroksisomih. Je klju¢ni regulator diferenciacije adipocitov in homeostaze glukoze, poleg tega
je udelezen v regulaciji vnetnih procesov. Tudi PPARY dimerizira z retinoidnim X receptorjem

70-72
.

5.8. Retinoidni X receptor a,

Retinoidni X receptor o (receptor retinojske kisline, retinojski receptor o, NR2B1) je protein
dolzine 462 (¢loveski) oz. 467 (misji) aminokislin. Spada v druzino jedrnih receptorjev,
poddruzino NR2. Najbolj je izrazen v jetrih. Je heterodimerizacijski partner Stevilnih
proteinskin makromolekul, kot so CAR, PPARa, PPARYy idr., s katerimi kot heterodimer

deluje kot transkripcijski faktor.”™
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6. NAMEN DELA, NACRT IN HIPOTEZE

Namen dela je preveriti, ali se spremeni izrazanje Bmall ob kotransfekciji sesalskih celic s
Per2 in Car. Namen naloge je tudi preuciti zaporedja in strukturne elemente proteinov PER2

in CAR ter z in silico metodami predpostaviti njuno interakcijo.

6.1. Hipoteze:

= PER2 in CAR posredno ali neposredno interagirata, kar vodi do spremenjenega
izrazanja Bmall in predstavlja novo povezavo med metabolizmom in cirkadianim
ritmom.

= PER2 in CAR imata strukturne elemente, prek katerih bi lahko neposredno interagirala,

kar lahko prikazemo z in silico metodami.

6.2. Predhodni rezultati

Osnovo za delo so nam predstavljali neobjavljeni eksperimentalni rezultati dr. UrSule Prosenc
Zmrzljak, ki je ugotovila moznost vpliva CAR in PER2 na izrazanje Bmall. Pri svojem delu
se je oprla na dognanja Albrechta in sodelavcev, ki so dokazali, da PER2 interagira z
doloCenimi jedrnimi receptorji in z interakcijo vpliva na izrazanje Bmall. Med drugim so
ugotovili, da je njegovo izrazanje pove&ano pri kotransfekciji s Ppara in Per2.®

Takahashi in sodelavci so z metodo sekvenciranja po kromatinski imunoprecipitaciji ugotovili,
da je bil PER2 pogosto vezan na mestih DNA, ki veljajo za vezavna mesta za hormonske

jedrne receptorje, kar ponovno nakazuje na interakcijo PER2 z jedrnimi receptorji.”

6.3. Nacrt dela

Izvajali bomo transfekcije misjih hepatokarcinomskih Hepa 1-6 celic. Sesalske celice bomo
transfecirali z Bmall sklopljenim z genom za luciferazo in s plazmidoma, ki prekomerno
izrazata gena Per2 in Car. Rezultate bomo ovrednotili tudi s pomo¢jo pozitivnih in negativnih
kontrol.

Sklopitev Bmall z genom za luciferazo bo omogocila meritev izrazanja Bmall. Nastala

luciferaza bo po lizi celic in dodatku substrata ta substrat encimsko razgradila, kar bo vodilo
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do oddaje energije v obliki svetlobe, ki bo sorazmerna izrazenemu Bmall. Oddano svetlobo
bomo kvantificirali z luminometrom.

Nastanek encima betagalaktozidaze bo sluzil za ugotavljanje uspes$nosti transfekcij. Ob
uspesni transfekciji bo po lizi celic in dodatku substrata prislo do rumenega obarvanja,
zaznavnega ze ad oculum. Nastanek rumene barve bomo kvantificirali z UV/VIS
spektrofotometrijo. Na nastanek obarvanja ne bomo vplivali z drugimi vstavljenimi geni, zato
obarvanje predstavlja merilo uspesSnosti transfekcije. Z merjenjem obarvanosti bomo
normalizirali rezultate aktivnosti luciferaze.

Ob potrditvi spremenjenega izrazanja Bmall ob kotransfekciji sesalskih celic s Per2 in Car
bomo podrobno analizirali aminokislinska zaporedja proteinov PER2 in CAR, njune
strukturne domene in znane interakcije. Na podlagi tega bomo izdelali predlog interakcije med
PER2 in CAR. Za dosego cilja bomo uporabili prostorski pregled strukturnih delov proteinov,
manipulacijo datotek kristalnih slik proteinov, 3D poravnavo, molekulsko prileganje in
molekulsko dinamiko.
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7. METODE IN MATERIALLI

7.1. Raztopine

V kolikor ni drugace navedeno, smo pri svojem delu uporabljali reagente in surovine

proizvajalcev Merck, Biolife in Sigma-Aldrich.

2 x HBS (HEPES-buffered saline, ang. HEPES pufer)

HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetanesulfonska kislina) 2,50 g
D-glukoza 0,50 g
kalijev klorid 0,18 ¢
natrijev klorid 4,009
dinatrijev hidrogenfosfat (brezvodni) 0,059
MQ voda do 1,001

NaOH do pH 7,1

PBS (phosphate buffered saline, ang. fosfatni pufer)

tableta PBS proizvajalca Sigma-Aldrich, kataloska st. P4417-50TAB 1 tableta
MQ voda 200 ml

Po raztapljanju tablete v vodi smo raztopino avtoklavirali.

Fosfatni pufer

dinatrijev hidrogenfosfat (brezvodni) 2,330
natrijev dihidrogenfosfat dihidrat 0,509
MQ voda do 0,501

2 M kalcijev klorid

kalcijev klorid 2899
MQ voda do 0,201

ONPG zalozna raztopina

ortonitrofenil B-galaktozid 0,10g
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fosfatni pufer do

Ma?** zalozna raztopina z merkaptoetanolom

1 M magnezijev klorid
2-merkaptoetanol
MQ voda

ONPG raztopina za test betagalaktozidazne aktivnosti

ONPG zalozna raztopina
fosfatni pufer

Mg?* zalozna raztopina z merkaptoetanolom

5 x TBE (tris/borat/EDTA)

tris baza (2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol)

borova kislina

0,5 M EDTA

MQ voda do

7.2. Delo z bakterijami

7.2.1. Priprava tekocega LB (Luria-Bertani) gojiSca

tripton
kvasni ekstrakt
natrijev klorid

voda do

Dodali smo 1000 mg ampicilina na 1,00 1 gojisca.

7.2.2. Priprava trdnega LB (Luria-Bertani) gojis¢a

tripton
kvasni ekstrakt

natrijev Klorid
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2759
20,0 ml
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1009
1,001

10,0¢g
509
10,0 ¢
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agaroza 20,09
voda do 1,00 I

Dodali smo 1000 mg ampicilina na 1,00 1 gojis¢a. Raztopino smo vlili v petrijeve plosce

premera 100 mm do viSine 3 mm oz. 25 ml goji§¢a na posamezno plosco.

7.2.3. Priprava kompetentnih bakterij

Uporabili smo bakterijske celice E. coli Library efficiency DH5a Competent Cells
proizvajalca Invitrogen, kataloska Stevilka 18263-012. 300 ul prekonoc¢ne kulture teh celic
smo prenesli v 25 ml tekocega LB gojisc€a ter inkubirali na 37° C na stresalniku pri 220 obratih
na minuto do opti¢ne gostote 0,4-0,6. Centrifugirko z bakterijami smo nato ohladili pod tekoco
vodo in inkubirali na ledu 10 min. Sledilo je 10 min centrifugiranja pri 4000 obratih na minuto
in 4° C. Po tem, ko smo odlili supernatant, smo pelet resuspendirali v 7 ml na ledu ohlajenega
0,1 M CacCly; in ponovili inkubacijo 10 min na ledu in centrifugiranje 10 min pri 4000 obratih
na minuto in 4° C. Po odlitju supernatanta smo pelet resuspendirali v 1,4 ml na ledu
ohlajenega 0,1 M CaCl, in suspenzijo razdelili v epice po 100 pl ter temu dodali 23 pl 87%

glicerola. Alikvote smo zmrznili v teko¢em dusiku in shranili na -80° C.

7.2.4. Plazmidi

Uporabili smo plazmide raziskovalne skupine Albrechta in sodelavcev, navedene v prilogi
Clanka The mammalian clock component PERIOD 2 coordinates circadian output by
interaction with nuclear receptors.®

Reporterski plazmid je imel osnovni vektor pGL3-Basic podjetja Promega, kataloska Stevilka
E1751, vanj pa je bil vstavljen Bmall. S tem je bila dosezena sklopitev Bmall in gena za
luciferazo, kar je pomenilo so€asno izrazanje obeh genov.

Uporabili smo plazmide s sledecimi geni:

Bmall sklopljen z genom za luciferazo (reporterski plazmid — v nadaljevanju besedila: Bmal)
gen za betagalaktozidazo

Per2

Car

Ppara

25



INTERAKCIJA MED PERIOD 2 IN KONSTITUTIVNIM ANDROSTANSKIM RECEPTORJEM

Uporabili smo tudi »prazen« plazmidni vektor. Vektorji so vsebovali gen za penicilinsko

rezistenco.

7.2.5. Transformacija kompetentnih bakterij s plazmidi in inokulacija bakterij

Alikvote kompetentnih celic, shranjene na -80° C, smo odtalili na ledu in jim dodali priblizno
10 ng plazmidne DNA ter inkubirali na ledu 30 min. Po tem casu smo celice v termobloku
izpostavili 42° C za 45 s, nato pa smo jih dali najprej za 2 min na led ter nato dodali 300 pl
SOC medija, ogretega na 37° C. Sledila je inkubacija s stresanjem 1 h na 37°, po kateri smo
bakterije prenesli na trdno agarno gojis€e z ampicilinom, s ¢imer smo zagotovili, da so zrasle
le celice, ki so plazmid sprejele. Uporabljeni plazmidni vektorji so namre¢ vsebovali gen za

penicilinsko rezistenco in gene interesa.

7.2.6. Priprava prekono¢nih kultur bakterijskih celic

Prekono¢ne kulture bakterijskih celic smo pripravili tako, da smo dali v 15 ml centrifugirke 7
ml tekoCega LB gojisca ter inokulirali z eno bakterijsko kolonijo s trdnega gojis¢a. Tako
pripravljene centrifugirke smo postavili na stresalnik in stresali pri 37° C in 250 rpm preko

noci.

7.3. lzolacija plazmidov iz prekono¢nih kultur bakterijskih celic in

njihovo vrednotenje

Prekono¢ne kulture smo centrifugirali 10 min pri 12.000 G, odlili tekoce gojis€e in
centrifugirke postavili na papirnate brisace, da je preostanek gojisca odtekel.
Za izolacijo smo uporabili GenElute HP Plasmid Miniprep Kit proizvajalca Sigma-Aldrich,

kataloska Stevilka NA0160-1KT. Izolacijo smo izvedli skladno z navodili proizvajalca.

7.3.1. Spektrofotometri¢no vrednotenje koncentracije in Cistote plazmidov

Meritve smo izvajali z aparaturo Nanodrop ND 1000 proizvajalca Thermo Scientific. Sistem
je omogocal UV/VIS spektrofotometricno merjenje koncentracije plazmidov v 2 ul vzorcu.

Koncentracijo smo doloc¢ili s priloZzeno programsko opremo na podlagi izracuna iz absorbance
pri 260 nm in uporabo ustrezne funkcije na podlagi zakona Beer Lambert ter ekstinkcijskega

koeficienta dvoverizne DNA.
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Cistoto smo ocenili na podlagi razmerja absorbanc pri 260 nm in 280 nm. Koli¢nik, katerega
zelena vrednost je 1,8, se zvisa pri kontaminaciji z RNA (Cista RNA ima koli¢nik okrog 2) in
zniza pri kontaminaciji s proteini (€isti proteini imajo koli¢nik okrog 0,6).

Za svoje nadaljnje delo smo uporabili plazmide, pri katerih je bil koli¢nih 260 nm/280 nm 1,8
+/-0,2.

7.3.2. Gelska elektroforeza

Gel

agaroza 0,709

TBE 100 ml
etidijev bromid 7,0 ul

Izvedba

Za izvajanje gelske elektroforeze smo uporabili gel z 0,7% agaroze. Na strjen gel smo nanesli
vzorce plazmidov koncentracije 100 ng/u, katere smo predhodno zmesali z barvilom Vv
razmerju 6 : 1.

Elektroforezo smo izvajali pri 100 V do ad oculum ustrezno prepotovane razdalje plazmidov.
Gel smo analizirali s pomocjo sistema za dokumentacijo gela Uvitec Uvipro Platinum in
programske opreme UviPro Platinum 1.1. Gelska elektroforeza je sluzila pregledu ustreznosti
plazmidov. V kolikor bi se na gelu pojavilo karkoli nepri€akovanega, bi takSen plazmid

zavrnili.
7.4. Delo s sesalskimi celicami

7.4.1. Priprava medija DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Uporabili smo DMEM z visoko vsebnostjo glukoze proizvajalca Sigma-Aldrich, kataloska
Stevilka D7777-10X1L. Prasek za pripravo litra medija smo raztopili v 1,00 I MQ vode,
uravnali pH in v LAF komori sterilno filtrirali skozi 0,2 um filter. K 450 ml tako
pripravljenega medija smo dodali 50 ml sterilnega FBS. DMEM z 10% FBS nam je sluzil kot

medij za gojenje sesalskih celic (v nadaljevanju besedila: medij).

27



INTERAKCIJA MED PERIOD 2 IN KONSTITUTIVNIM ANDROSTANSKIM RECEPTORJEM

7.4.2. Priprava celic

Uporabili smo Hepa 1-6 celice Evropske zbirke celi¢nih kultur (ECACC, ang. European
Collection of Cell Cultures), ki so bile po Sesti pasazi zamrznjene v teko¢em dusiku v
raztopini 90% FBS in 10% DMSO. Celice smo odtajali na sobni temperaturi in iz krioviale
prenesli v T25 flask ter dodali 10 ml medija.

Hepa 1-6 so misje adherentne epitelijske celice hepatocelularnega karcinoma. Osnovni medij
za celice je DMEM z 10% FBS, pogoji za rast pa 95% zrak in 5% CO2 ter temperatura 37° C.
Obicajno se predlaga zamenjava medija 2-3-krat tedensko in red¢enje celic v razmerjih od 1 :
3 do 1 : 8 ob dosegu 70-80% konfluentnosti. Celice se zamrznejo v 95% medija in 5%
dimetilsulfoksida. Rastejo v enem sloju, njihovo Stevilo pa se ob ustreznih pogojih podvoji v
18 h.

7.4.3. Precepljanje celic

Celice smo precepili, ko so dosegle navidezno konfluentnost (preras¢enost povrsine flaska)
80-90%. Celice so se pri tem red¢ile v razmerjih 1 : 2, 1 : 3 ali 1 : 6, odvisno od
eksperimentalnih potreb po celicah in navidezne konfluentnosti celic.

Na dno flaska prilepljenim celicam smo z aspiracijo odstranili medij, jih sprali s PBS in
slednjega aspirirali. Odlepljanje celic smo dosegli z dodatkom tripsina. Za T25 flask smo
uporabili 1 ml tripsina, za T75 flask pa 2 ml tripsina. Ko so se celice po nekaj minutah
odlepile, smo tripsin nevtralizirali z 8 ml medija, celice resuspendirali in v ustreznih red¢itvah
prenesli v nove flaske ter jim dodali 10-30 ml medija, odvisno od redc¢itve in nacrtovanih

sledecih precepljanj.

7.4.4. Stetje celic

Celice smo Steli z aparaturo ADAM MC proizvajalca Digital Bio. K 50 ul celic smo dodali 50
ul barvila AccuStain proizvajalca Digital Bio, kataloska Stevilka AccuStain ADR-1000. Po
dodatku barvila smo zmes vorteksirali in razpipetirali po 12 pl v posamezno okence Cipa
AccuChip 4x proizvalca Digital Bio, kataloska stevilka AccuChip 4X Kit AD4K-200, vstavili

¢ip v aparaturo in pomerili koncentracijo celic v posameznem okencu.
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7.4.5. Transfekcija Hepa 1-6 celic

Celice smo po §tetju ustrezno redéili na koncentracijo 5 x 10° ml™ ter jih razpipetirali na
mikrotitrsko plos¢ico s 96 okenci, 100 ul na okence. Uporabili smo plosée proizvajalca
Greiner s prozornim dnom in belimi stenami, kataloska Stevilka 655098. Celice na mikrotitrski
plos¢i sSmo nato inkubirali preko noc¢i oz. do 90-100% navidezne konfluentnosti. Ob dosegu
ustrezne konfluentnosti smo jih tretirali s transfekcijsko raztopino.

Za tranfekcije celic smo uporabili reagent X-tremeGene HP DNA Transfection Reagent
proizvajalca Roche Applied Science, kataloska Stevilka 06366236001.

DMEM (brez seruma), transfekcijski reagent X-tremeGene in plazmide koncentracije 100
ng/ul smo ogreli na sobno temperaturo ter predhodno izolirane plazmide in reagent pred
uporabo povorteksirali. V epice smo za vsakih 10 okenc mikrotitrske plosce odpipetirali 177
ul DMEM (brez seruma), dodali 2000 ng plazmidov v enakih deleZih (razli¢ni plazmidi z
razli¢nimi geni) in povorteksirali. Dodali smo $e 3 pl X-tremeGene (brez dotikanja sten epic)
in vse skupaj premesali s pipetiranjem ter inkubirali 30 min. Po inkubaciji smo tako
pripravljeno transfekcijsko raztopino razpipetirali po 20 pl na okence mikrotitrske plosce. Po
tem smo v vsako okence dodali $e po 50 ul DMEM (brez seruma). Po transfekciji smo celice

celice inkubirali 48 ur in nato izvedli analizo.

7.4.6. Liza celic in priprava na analizo

Pred lizo smo s plosce s 96 okenci odstranili gojisce, in sicer tako, da smo ga s plosce stresli in
nato plosco odprto obrnili okrog in postavili na papirnato brisaco ter pocakali nekaj minut, da
je odteklo vso gojis¢e. Ko je odteklo, smo v vsako okence napipetirali po 20 ul (5 x
razred¢enega) liznega pufra Passive Lysis Buffer 5 x proizvajalca Promega, kataloska Stevilka

E1941, in dali plos¢o na stresalnik za 45 min.

7.4.7. Analiza betagalaktozidazne aktivnosti

Na posamezno okence smo napipetirali 135 ul ONPG raztopine =za analizo
betagalaktozidazdne aktivnosti, pripravljene tik pred uporabo. Plos¢ico smo nato inkubirali pri
37° C do rumenega obarvanja (priblizno 20-60 min) in pomerili absorbanco pri 420 nm z

aparaturo Synergy H4 proizvajalca BioTek.
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7.4.8. Analiza luciferazne aktivnosti

Uporabili smo ONE-Glo Luciferase Assay System proizvajalca Promega, kataloska Stevilka
E6120.

Nas$ reporterski plazmid je imel vstavljen gen Bmall, ki je bil (zaradi uporabe osnovnega
vektorja pGL3) sklopljen z genom za luciferazo. V posamezno okence smo dodali 25 pl
vnaprej pripravljenega in alikvotiranega ONE-Glo luciferaznega substrata in takoj pomerili
luminiscenco z aparaturo Synergy H4 proizvajalca BioTek. Integracijski ¢as smo nastavili na

2 s, ojacanje signala pa na avtomatsko.

7.5. Studij sprememb izrazanja Bmall v celicah, Kotransfeciranih s Per2

in Car

Zanimalo nas je, ali CAR in PER2 skupaj vplivata na izrazanje Bmall. Uporabili smo
reporterski plazmid, Kjer je bil Bmall sklopljen z genom za luciferazo, tako da smo lahko
glede na luciferazno aktivnost sklepali na izrazanje Bmall.

S plazmidnimi vektorji smo v celice vnasali sledeCe gene: gen za betagalaktozidazo (Bgal),
Bmall sklopljen z genom za luciferazo (v nadaljevanju besedila: Bmal), Period 2 (Per2), gen
za CAR (Car), gen za PPARo (Ppara), in »prazen« plazmidni vektor (v nadaljevanju besedila:
basic).

»Prazen« plazmidni vektor smo uporabljali za dopolnjevanje koli¢ine plazmidne DNA do 200
ng na okence, medtem ko so bile koli¢ine ostalih plazmidov vedno enake.

Pri $tudiju izraZzanja Bmall smo za ni¢elno kontrolo transfecirali celice z Bgal, Bmal in basic,
za pozitivno kontrolo smo uporabili Bgal, Bmal, Per2 in Ppare.”® Pri $tudiju vpliva
kotransfekcije celic s Per2 in Car na izrazanje Bmall so bili vkljuceni Bgal, Bmal, Per2 in
Car, potem smo pa dodali Se preizkus odziva pri dodanem Per2 brez Car (Bgal, Bmal, Per2 in
basic) ter Car brez Per (Bgal, Bmal, Car in basic). Transfekcijski reagent izbire je bil X-

tremeGene.
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Tabela 1: Koli¢ina plazmidov v ng za posamezno transfekcijo (na okence mikrotitrske plosce)

genv ni¢elna pozitivha  izraZanje izrazanje izraZzanje

plazmidu  kontrola kontrola Bmalls: Bmalls: Bmalls:
(Bmall) (Bmall) PER2 PER2 CAR
CAR

Bgal 50 50 50 50 50

Bmal 50 50 50 50 50

Ppara 50

Per2 50 50 50

Car 50 50

basic 100 50 50

7.6. Insilico metode

7.6.1. lIzbirain priprava ustreznih kristalnih struktur proteinov za nadaljnje delo

Pri svojem Studiju interakcije med PER2 in CAR smo uporabili kristalno strukturo PAS

domene misjega proteina PER2 (PDB ID 3GDI) in kristalne strukture misjega in ¢loveskega
receptorja CAR (PDB ID 1XNX, 1XV9, 1XVP, 1XLS). Izbira je temeljila na dostopnosti (v
casu dela edina kristalna struktura sesalskega PER?2) in velikosti kristaliziranega dela CAR
(PDB ID 1XNX) ter prisotnosti koaktivatorjev ter ligandov v kristalnih strukturah s CAR

(PDB ID 1XV9, 1XVP, 1XLS).

7.6.2. Pregled sorodnosti LXXLL zaporedij PER2 z zaporedji LXXLL koaktivatorjev

CAR

PER2 smo najprej primerjali s koaktivatorji, ki so kristalizirani s CAR, nato pa $e s tistimi

koaktivatorji, za katere kristalna struktura s CAR ne obstaja.
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V primeru, da imajo koaktivatorji ve¢ LXXLL zaporedij, Smo poskusali iz literature ugotoviti,
s katerim izmed njih najverjetneje interagirajo s CAR.

Obravnavane koaktivatorje smo nato poiskali v podatkovni bazi UniProtKB in si ogledali
njihovo aminokislinsko zaporedje, v katerem smo poiskali vsa LXXLL zaporedja, te

klasificirali in jih primerjali z obema LXXLL zaporedjema PER2.

7.6.3. Postavljanje drugega LXXLL zaporedja PER2 na CAR in pregled ter

vrednotenje rezultatov

Ker podro¢je PER2, ki vsebuje drugo zaporedje LXXLL, ni kristalizirano, smo poskusali s
spletnim orodjem BLAST® taksno zaporedje najti v kak3ni drugi strukturi. Iskano zaporedje
ni del nobene 3D strukture, zato smo se odlocili poiskati predlogo, torej sorodno zaporedje,
katerega bi spremenili v zaporedje SGLLNLL. Obstajajo zaporedja s po eno drugacno
aminokislino ali pa taksna, ki imajo dodatno aminokislino vrinjeno v zaporedje, vendar so to
nekoaktivatorska zaporedja, torej zaporedja pri proteinih, ki nimajo vloge koaktivatorjev
jedrnih receptorjev.

Za predlogo smo zato izbrali zaporedji LXXLL pri ¢loveskem PGCla (ID 3B1M) in
podganjem NCoA2 (ID 1XLS). Najprej smo iz struktur 1XLS in 3B1M z urejevalnikom
besedila ro¢no izbrisali vso vsebino razen vrstic z informacijami za atome obeh zaporedij
interesa. Zaporedju iz PGCla smo nato najprej spremenili koordinate s pomo¢jo programa
Hex 6.12.”° Zaporedje ALLRYLL (NCoA2), ki je del kompleksa s CAR in ima torej pravilne
koordinate, smo odprli kot »receptor«, zaporedje SLLKKLL pa kot »ligand«. Obe zaporediji
smo priblizno ro¢no poravnali in nato v programu izbrali moznost »matching«, Ki odprti
molekuli 3D poravna. Dobljeno resitev smo shranili kot koordinatno datoteko.

Tako 3D poravnanemu zaporedju SLLKKLL (PGCla) smo s programom Swiss PDB
Viewer’” spremenili aminokisline na mestih -1, 2 in 3 v aminokisline, ki jih najdemo pri
PER2. To smo naredili v programu z moznostjo »mutate«, izborom aminokisline interesa v
graficnem vmesniku in izborom ciljne aminokisline ter potrditvijo energijsko najugodnejSega
rotamera. Enako smo naredili tudi z zaporedjem ALLRYLL. V obeh primerih smo s

spremembami vecinoma uvedli aminokisline z manjsimi stranskimi verigami.
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Dobljeno strukturo smo dodali eksperimentalnemu modelu misjega CAR (PDB ID 1XLYS).
Tako so bile zacetne aminokisline izdelanega zaporedja SGLLNLL (drugo LXXLL zaporedje
PER?2) v stiku s koncem heliksa 5 proteina CAR, konéne pa s koncem heliksa 3.

Po kon¢anem modeliranju smo kompleks CAR z zaporedjem LXXLL solvatirali in elektricno

nevtralizirali. S pomogjo spletnega orodja CHARMM GUI1™®"

smo ga postavili v kocko iz
6561 molekul vode, 36 natrijevih kationov in 27 kloridnih anionov. Sistem smo nato
relaksirali s 150 koraki optimizacije: po 50 korakov s.d., ABNR (ang. adopted basis Newton-
Raphson method), d.I. (ang. descent lattice). Temu je sledilo 100 ps CPT (ang. constant
pressure and temperature) simulacije dinamike (300 K, 1 bar, korak 1 fs), ki uporablja
EWALD-ovo sumacijo za izracun elektrostatskih interakcij, in sicer z uporabo omejene
restrikcije proteinskih delov kompleksa (ang. cons harm force 1.0). Ko je struktura postala
stabilna s sprejemljivim strukturnim rezultatom v PROCHECK-u, smo modeliranje nadaljevali
do 5 ns CPT molekulske dinamike, tokrat brez vsakrSnih restrikcij. Vseskozi smo pri
optimizacijah in dinamiki uporabljali program CHARMM in njegove strukturne parametre

(ang. force fields).”>

33



INTERAKCIJA MED PERIOD 2 IN KONSTITUTIVNIM ANDROSTANSKIM RECEPTORJEM

8. REZULTATI

8.1. PoviSanje izrazanja Bmall po kotransfekciji misjih

hepatokarcinomskih celic s Per2 in Car

Meritve smo izvedli na ve¢ plo$¢ah, pri vsaki plo$¢i pa smo imeli 5 razli¢nih transfekcijskih
mesanic (negativna kontrola, pozitivna kontrola s Ppara in Per2, eksperiment, kontrola s Per2
in kontrola s Car).

Zaradi razlik v vrednostih med posameznimi plos¢ami smo za dosego primerljivosti rezultatov
med plos€ami izvedli normalizacijo glede na posamezno plos€o, in sicer na podlagi
absorbance, pomerjene v okencih z dodanim substratom za betagalaktozidazo.

Luciferazno aktivnost smo nato za posamezno transfekcijsko mesanico normalizirali glede na
povprec¢no absorbanco pri betagalaktozidazni meritvi iste transfekcijske mesanice.

Luciferazne aktivnosti na posamezni plo$¢i smo normalizirali glede na povprec¢no luciferazno
aktivnost pozitivne kontrole. Za dosego homogenosti varianc je bilo potrebno logaritmiranje
rezultatov.

Normalizirane vrednosti relativne luciferazne aktivnosti (RLU) so pokazale primerljiv odziv
med pozitivno kontrolo in kotransfekcijo celic s Per in Car (sliki 4 in 5). Med obema
tretiranjema celic ne obstaja signifikatnih razlik (p < 0,01).

Signifikantnih razlik prav tako ni bilo med negativno kontrolo in kontrolo s Per2 (p < 0,01), se
je pa signifikantno od njiju in od eksperimenta s Per2 in Car razlikovala kontrola s Car (p <
0,01).

Rezultati so pokazali, da kotransfekcija celic s Per2 in Car mo¢no povisa izrazanje Bmall,
povisanje pa je enako kot pri kotransfekciji s Pparo in Per2. Za PPARa in PER2 je znano, da

interagirata.’
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Slika 4: Prikaz normaliziranih vrednosti relativne luciferazne aktivnosti (RLU) pokaze primerljiv odziv (p
< 0,01) pri pozitivni kontroli in eksperimentu s Per2 in Car in primerljiv odziv (p < 0,01) pri negativni
kontroli in kontroli s Per2; * — signifikantna razlika med kontrolo in eksperimentom s Per2 in Car
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Slika 5: Prikaz deseti$kih logaritmov normaliziranih vrednosti relativne luciferazne aktivnosti (RLU)
pokaze primerljiv odziv (p < 0,01) pri pozitivni kontroli in eksperimentu s Per2 in Car in primerljiv odziv
(p <0,01) pri negativni kontroli in kontroli s Per2; * — signifikantna razlika med kontrolo in

eksperimentom s Per2 in Car
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8.2. Sorodnost LXXLL zaporedij PER2 z zaporedji LXXLL znanih
koaktivatorjev CAR

Namen pregleda sorodnosti LXXLL zaporedij PER2 z znanimi koaktivatorji CAR je bil najti
koaktivatorju PER2 podobne znacilnosti pri znanih koaktivatorjih receptorja CAR. To bi
nakazalo na verjetnost, da PER2 neposredno interagira s CAR. Pomagali smo si z razdelitvijo
zaporedij LXXLL v 4 skupine oz. razrede (pri tem + predstavlja pozitivno nabito
aminokislino, p polarno aminokislino, S serin, T treonin, ¢ pa aminokislino brez polarne
stranske verige):*®

= razred 1: +LXXLL

»  razred 2: poLXXLL

» razred 3: (S/T)¢LXXLL

» razred 4: +oLXXLL

8.2.1. Negativni rezultati pregleda koaktivatorjev, za katere je znana Kkristalna
struktura s CAR

Podobnost koaktivatorskih zaporedij PER2 in NCoA1l

Misji PER2 ima na mestih 304-310 SQLCCLL in na mestih 1049-1055 SDLLNLL,?’ ¢loveski
pa ima na mestih 1055-1061 SGLLNLL namesto SDLLNLL.?® Primerjava teh zaporedij z
drugimi XXLXXLL zaporedji je pokazala ujemanje s koaktivatorjem NCoAL.

NCoA1 ima 7 XXLXXLL zaporedij in interagira s CAR (PDB ID 1XVP in 1XV9). Cloveski
NCoA1 ima na mestih 911-917 SQLDELL in na mestih 1433-1439 SLLQQLL.%

Zaporedja LXXLL smo Kklasificirali glede na razred. Zaporedji SGLLNLL (PER2) in
SLLQQLL (NCoA1) spadata v razred 3 ((S/T)¢LXXLL), medtem ko sta zaporedji SQLCCLL
(PER2) in SQLDELL (NCoA1l) podobni razredu 3, a imata na mestu - 1 aminokislino s
polarno stransko verigo.

Zaradi podobnosti zaporedij nas je zanimalo, ali NCoAl s temi zaporedji interagira s CAR, saj
bi potem podobno interakcijo pri¢akovali tudi med PER2 in CAR. Ob pregledu kristalnih
struktur kompleksa ¢loveskih receptorjev CAR-RXR (PDB ID 1XVP in 1XV9), v katerih je
del NCoA1, smo ugotovili, da omenjeni koaktivator v interakcijo s CAR ne vstopa z LXXLL
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zaporedjema na mestih 911-917 in 1433-1439, ki sta podobna zaporedjema pri PERZ2.
Interakcijo s CAR tvori z zaporedjem KILHRLL. Gre za zaporedje razreda 4 (+¢LXXLL).

Podobnost koaktivatorskih zaporedij PER2 in NCoA2 (TIF2)

Podganji NCoA2 (TIF2) ne vstopa v interakcijo z misjim CAR (PDB ID 1XLS) z zaporedjem
XXLXXLL sorodnim tistima pri PER2. S CAR interagira z zaporedjem ALLRYLL. Gre za
zaporedje s hidrofobnimi aminokislinami na mestih - 2 in - 1, ki ne spada v noben razred

uporabljene klasifikacije.

S pregledom kristalnih struktur 1XLS (mi§ji CAR) in 1XV9 (¢loveski CAR), kjer CAR
interagira s koaktivatorjema NCoA2 in NCoAl, smo ugotovili, kakSen polozaj pri vezavi na
CAR zasedeta levcina na mestih + 1 in + 5 zaporedja LXXLL.

Oba koaktivatorja (NCoA1 in NCoA?2) se veZzeta na mesti na CAR, ki sta eden blizu drugega.
V obeh primerih je levcin na mestu + 1 v blizini konca heliksa 5 CAR, medtem ko je levcin na
mestu +5 v blizini konca heliksa 3 (slika 6). Na podlagi te ugotovitve smo lahko sklepali, na
kateri del CAR se zaporedja LXXLL vezejo.

Slika 6: A (ID 1XLS) — Primerjava vezave LXXLL zaporedja NCoA2 na CAR in B (ID 1XV9) — LXXLL
zaporedja NCoAl na CAR; CAR je prikazan v sivi, LXXLL pa v zeleni barvi.
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8.2.2. Pozitivni rezultati pregleda koaktivatorjev, za katere ni znana kristalna struktura
s CAR

Pregledali smo koaktivatorje, za katere kristalna struktura s CAR ni bila na voljo, obstajajo pa
eksperimentalni podatki o interakcijah teh koaktivatorjev s CAR. Tako smo si podrobneje
ogledali NCoA3, PGCla in NCoA®6.

Podobnost koaktivatorskih zaporedij PER2 in NCoA3

Koaktivator NCoA3 ima zaporedja KKLLQLL (razred 1), RILHKLL (razred 4) in ALLRYLL
(ne ustreza nobenemu razredu uporabljene Klasifikacije, gre pa za enako zaporedje kot pri
NCoAZ2, s katerim ta vstopa v interakcijo s CAR) in DQLHTLL.® Noben od teh ni podoben
tistima pri PER2.

Podobnost koaktivatorskih zaporedij PER2 in PGCla (PPARYCIA)

PGCla (PPARYC1A) v interakcijo s CAR vstopa z zaporedjem SLLKKLL,* ki je zaporedje
razreda 3 ((S/T)¢LXXLL) tako kot drugo LXXLL zaporedje cloveskega PER2 SGLLNLL.

Tako mis§ji kot ¢loveski PGCla imata zaporedje SLLKKLL. PGCla ima samo eno zaporedje
LXXLL, zato zagotovo vstopa v interakcijo s CAR s tem zaporedjem.

Podobnost koaktivatorskih zaporedij PER2 in NCoA6

NCoA6 ima dve LXXLL zaporedji, s CAR pa interagira s prvim,® to je SPLLVNLL, ki je
podobno zaporedjem razreda 3, med katera spadata zaporedji SLLKKLL PGCla in
SGLLNLL ¢loveskega PER2.

Obstaja torej vsaj en koaktivator z zaporedjem LXXLL razreda 3, za katerega se ve, da s tem
zaporedjem interagira s CAR. Hkrati pa je to zaporedje istega razreda kot drugo LXXLL
zaporedje Cloveskega PERZ2. Zaradi podobnosti drugega LXXLL zaporedja PER2 z
zaporedjem pri koaktivatorju CAR (PGCla) je zelo verjetno, da PER2 in CAR neposredno
interagirata z zaporedjem SGLLNLL (1056-1060).%

Na podlagi podobnosti lahko sklepamo, da je drugo zaporedje LXXLL verjetnejsi kandidat za
morebitno interakcijo s CAR od prvega zaporedja.
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Ker ni kristalne strukture CAR s koaktivatorjem PGCla, pri nadaljnjem delu nismo mogli
izhajati iz takSne strukture in si pomagati s 3D poravnavo. Obstaja pa nekaj kristalnih struktur
PGCla, npr. s ¢loveskim PPARy (PDB ID 3B1M).

Prvo LXXLL zaporedje PER2

Albrecht je s sodelavci z mutacijami obeh zaporedij PER2 pokazal, da prvo zaporedje
interagira s PPARa in REV-ERBuo, lahko pa bi bilo odgovorno tudi za interakcijo z drugimi
receptorji.*> Zato smo pregledali tudi podobnost interakcijskih zaporedij znanih koaktivatorjev
CAR s prvim zaporedjem PER2, vendar pri tem nismo naleteli na nobenega taks$nega, ki bi bil
podoben prvemu LXXLL zaporedju PER2.

Iz pregleda koaktivatorjev je razvidno, da je za interakcijo s CAR ugodno, da je na mestu -2
LXXLL zaporedja serin, kot je pri prvem in drugem LXXLL zaporedju PER2.

Moznost vezave PER2 na CAR s prvim LXXLL zaporedjem smo nato dodatno preverili tudi s
proteinskim prileganjem dela misjega PER2 (PDB ID 3GDI) s prvim LXXLL zaporedjem na
mi§ji CAR (PDB ID 1XLS). S programom Hex 6.12"° smo odprli CAR kot »receptor« in
PER2 kot »ligand« ter izbrali moznost proteinskega sidranja. Ro¢no smo pregledali 500
energijsko najugodnejSih struktur proteinskega sidranja S programom Hex 6.12"° in z
razli¢nimi stopnjami pregleda izbrali 14 potencialno ugodnih struktur, ki pa ne izgledajo kot

ustrezne resitve.

8.3. Rezultat pregleda drugemu LXXLL zaporedju PER2 sorodnega

zaporedja pri PGCla in njegovega vezavnega mesta na PPARy

PGCla ima LXXLL zaporedje razreda 3 ((S/T)¢LXXLL) tako kot Cloveski PER2. S tem
zaporedjem interagira s CAR in PPARy. Tudi PER?2 interagira s PPARy.*

Lahko sklepamo, da obstaja precejS$nja verjetnost, da PER2 interagira s CAR podobno kot
interagira s PPARy. Hkrati lahko zaradi podobnosti LXXLL zaporedij sklepamo, da PER2
interagira s CAR tako kot PGCla interagira s CAR.

Primerjava kristalnih struktur CAR in PPARy s koaktivatorji (CAR in NCoA2, PPARy in
PGCla) nemudoma pokaze podobnost med misjim CAR (PDB ID 1XLS) in ¢loveskim
PPARy (3B1M), posebej pri heliksih 3-5, kamor se veze LXXLL zaporedje (slika 7).
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Poleg tega v obeh primerih LXXLL obeh koaktivatorjev poteka od skrajnega konca heliksa 5
(levcin zaporedja na mestu +1) do konca heliksa 3 (levcin zaporedja na mestu +5) in je nekako

pre¢no usidran v hidrofoben zep, ki ga tvorita oba heliksa.

Slika 7: Primerjava vezave A (ID 1XLS) — LXXLL NCo0A2 (zelena) na CAR (siva) in B (ID 3B1M) -
LXXLL PGCla (zelena) na PPARY (siva) je pokazala veliko podobnost med CAR in PPARy na podroc¢ju
heliksov 3-5, hkrati pa se vidi, da se v obeh primerih levcin na mestu +1 zaporedja LXXLL postavi v

bliZino heliksa 5 LBD jedrnega receptorja

Na koncu heliksa 3 je v obeh primerih skladno z literaturnimi podatki lizin, ki je kljucen za
interakcijo z aminokislinami po LXXLL.*?*? Lizin je prav tako v obeh primerih prisoten v
heliksu 5, kamor se usidra zacetni del LXXLL. V primeru PGCla je na tistem mestu serin in v
primeru NCoA2 asparagin. Tako serin kot asparagin bi lahko interagirala z lizinom v heliksu 5
receptorja. Lizin v heliksu 5 je na enakovrednem mestu pri CAR in PPARYy in ni zabelezen v

pregledani literaturi.

Podobnosti v heliksih 3-5 CAR in PPARYy

|86

S programom RasMol™ smo izmerili dolo¢ene razdalje in kote, ki opisujejo predvideno
vezavno mesto za LXXLL in primerjali obe koaktivatorski zapored;ji in njun poloZaj glede na
helikse 3-5 obeh receptorjev.

Obstaja velika podobnost v dimenzijah obeh receptorjev na obmocju heliksov 3-5. Pri CAR je

razdalja od konca heliksa 3 do zacetka heliksa 5 v kristalni strukturi 14,8 A (merjena od a-C-
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atoma asparaginske kisline 188 do a-C-atoma metionina 197), pri PPARY pa je ta razdalja
14,7 A (merjena od a-C-atoma serina 302 do a-C-atoma levcina 311).

Podobnost se nadaljuje pri kotih, ki dolo¢ajo medsebojen polozaj heliksov 3-5. Tako je kot
med heliksoma 3 in 4 (ki ga pri CAR omejujejo treonin 196, asparaginska kislina 188 in
glutamin 181) 99,4°, medtem ko je ekvivalenten kot pri PPARy (ki ga omejujejo asparaginska
kislina 310, serin 302 in glutaminska kislina 295) 99,6°. Kot med heliksoma 4 in 5 pri CAR
(med asparaginsko kislino 188, treoninom 196 in serinom 202) je 83,3°, pri PPARy (med
serinom 302, asparaginsko kislino 310 in treoninom 316) pa 78,6°.

Razdalja med lizinoma na heliksih 3 in 5 je pri CAR (med lizinoma 187 in 205) 14,5 A, pri
PPARYy (med lizinoma 301 in 319) pa 14,8 A.

Levcina +1 in +5 sta pri koaktivatorju CAR (NCoA2, zaporedje ALLRYLL) oddaljena 6,2 A,
pri koaktivatorju PPARy (PGClo, zaporedje SLLKKLL) pa 6,1 A.

Zaradi podobnosti smo primerjali aminokislinski zaporedji obeh receptorjev na obmodcju
vezave LXXLL zaporedij. Primerjava zaporedja med -25 in +25 glede na lizin v heliksu 3 ni

pokazala podobnosti.

Podobnosti CAR in PPARy s PPARa

Zeleli smo preveriti, ali obstaja strukturna podobnost tudi z receptorji, za katere se ve, da
vezejo LXXLL zaporedja preostalih razredov. Idealen receptor za primerjavo je tako PPARa,
saj je Albrecht s sodelavci ugotovil, da se nanj veze PER2 s prvim LXXLL in ne z drugim.™
Cloveski PPARa (PDB ID 4BCR) ima razdaljo od konca heliksa 3 do za¢etka heliksa 5 14,7 A
(med alaninom 293 in levcinom 302), med lizinoma 292 in 310 (v heliksih 3 in 5) pa 14,1 A.
Prva meritev se tako ujema s CAR in PPARYy, druga pa ne. Lizin iz heliksa 3, ki je potrjeno
pomemben za specifi¢no interakcijo z LXXLL zaporedji, in lizin iz heliksa 5, ki se
pojavlja na zanimivem mestu v heliksu 5, sta pri PPARa bolj skupaj kot pri CAR in
PPARYy.

Lizin v heliksu 5 je na mestu receptorjev  CAR in PPARy, kamor se usidrajo
aminokisline -2 in -1 zaporedja LXXLL, ki so kljune za specifino interakcijo z
jedrnimi receptorji.

Podobnost med receptorji PPARa, CAR in PPARYy je tudi v kotih. Kot med heliksoma 3 in 4

PPARa (med glutaminom 286, alaninom 293 in asparaginom 301) je z 99,2° razmeroma
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podoben enakovrednima kotoma pri CAR in PPARYy, kot med heliksoma 4 in 5 (med alaninom

293, asparaginom 301 in treoninom 307) pa je 78,7°, kar je prakti¢no identi¢no kot pri PPARYy.

8.4. lzdelava drugega LXXLL zaporedja PER2 in njegova postavitev v

vezavno mesto CAR

Pri iskanju podobnih zaporedij drugemu LXXLL zaporedju PER2 smo nasli zaporedja s po
eno druga¢no aminokislino ali pa tak$na, ki imajo dodatno aminokislino vrinjeno v zaporedje.
Ta zaporedja se ponujajo kot smiselne predloge, vendar se izkaze, da je pri njih prostorska
razporeditev aminokislin povsem druga¢na od pri¢akovane, saj gre za nekoaktivatorska
zaporedja, torej zaporedja, ki niso del koaktivatorjev jedrnih receptorjev in nimajo funkcije
vezave na receptor. Obstajajo torej velike konformacijske razlike med LXXLL zaporedji

koaktivatorjev jedrnih receptorjev in nekoaktivatorskimi LXXLL zaporedji (slika 8).

Slika 8: Prikaz osnovnih verig zaporedij LXXLL in razdalj med aminokislinama -2 in 5: A -
koaktivatorsko zaporedje ALLRYLL koaktivatorja NCoA2 (ID 1XLS); B — koaktivatorsko zaporedje
SLLKKLL koaktivatorja PGCla (ID 3B1M); C — nekoaktivatorsko zaporedje SGLLSLL (ID 4DOY).

Vidijo se velike konformacijske razlike med koaktivatorskimi in nekoaktivatorskimi zaporedji, kar

nakazuje, da je morda oblika osnovne verige LXXLL zaporedij posledica njihove funkcije
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Kot predlogi smo vzeli koaktivatorja NCoA2 (ID 1XLS) in PGCla (ID 3B1M). NCoAZ2 je v
strukturi 1XLS vezan na CAR in ima ustrezne koordinate za interakcijo z receptorjem, zato
smo s programom Hex 6.12"® LXXLL zaporedje PGCla 3D poravnali z LXXLL zaporedjem
NCoA2.

S programom Swiss PDB Viewer’’ smo obema koaktivatorjema spremenili aminokisline
XXLXXLL zaporedij v SGLLNLL. Na taksen nac¢in smo dobili dve zelo podobni peptidni
verigi, ki predstavljata drugo LXXLL zaporedje PER2 (slika 9).

Zaporedje SGLLNLL, narejeno iz PGCla, smo nato kopirali v isto .pdb datoteko kot CAR iz
strukture 1XLS. Na takSen nacin smo naredili kompleks drugega LXXLL zaporedja PER2 in
CAR (slika 10).

Slika 9: Prikaz XXLXXLL zaporedij: A —NCoA2 (ID 1XLS); B-PGCla (ID 3B1M); C-izAinB
narejen SGLLNLL (v zeleni iz NCoA2, v oranZni iz PGCla), ki predstavlja drugo XXLXXLL zaporedje
PER2
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Slika 10: Rezultat postavljanja drugega LXXLL zaporedja (zelena) na CAR (siva)

8.5. Preverjanje kompleksa drugega LXXLL zaporedja PER2 in CAR z
molekulsko dinamiko

Kompleks peptida SGLLNLL in mi§jega receptorja CAR, ki smo ga ro¢no pripravili in
podvrgli solvataciji s spletnim orodjem CHARMM GUI,"®™ smo preverili z metodo
molekulskega modeliranja, in sicer z molekulsko dinamiko, s pomo¢jo programa
CHARMM.®" Simulacijo smo izvajali 5 ns.

V obdobju po cca. 2,5 ns se je pricela vrednost RMS (slika 12), ki je pri oscilirajo¢i funkciji
konstantna, stabilizirati, kar kaze, da je peptid SGLLNLL zavzel na receptorju polozaj, okrog
katerega se je gibal.
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Slika 11: Primerjava zadetne strukture (A) in strukture po 5 ns (B); RMS je priblizno 2,5 A
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Slika 12: Sprememba RMS v odvisnosti od ¢asa

Primerjava zacetnega polozaja in polozaja po 5 nanosekundah (slika 11) nam je pokazala, da
aminokisline peptida na mestih -2 in -1, ki predstavljajo del, odgovoren za specifi¢nost
interakcije, ostanejo na predvidenem mestu. Levcina na mestih +4 in +5 se premakneta in
globlje zasidrata v hidrofoben zep LBD domene CAR. Molekulska dinamika je dala rezultat,
ki je v skladu s predvidevanjem, da drugo LXXLL zaporedje PER2 interagira s CAR.
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9. RAZPRAVA

Namen nasega dela je bil preveriti, ali obstaja kakSna povezava med PER2 in CAR ter ali ta
povezava vpliva na izrazanje Bmall. V primeru potrditve povezave med PER2 in CAR smo
zeleli preveriti, ali pride do neposredne interakcije med omenjenima proteinoma, hkrati pa
smo zeleli preveriti, ali lahko tak$no interakcijo razlozimo.

Pokazali smo, da kotransfekcija misjih hepatokarcinomskih celis s Per2 in Car povisa
izrazanje Bmall (sliki 4 in 5) do enake mere kot kotransfekcija celic s Pparo in Per2
(pozitivno kontrolo).® Ugotovili smo tudi, da imata tako PER2 kot CAR strukturne elemente,
prek katerih bi lahko interagirala. Predpostavili smo, da se PER2 veze na CAR kot koaktivator
jedrnega receptorja s svojim LXXLL zaporedjem, za katerega smo ugotovili, da je enak
LXXLL zaporedjem znanih koaktivatorjev CAR.?’ Na podlagi teh ugotovitev smo in silico
ustvarili model vezave LXXLL zaporedja na CAR in z molekulsko dinamiko pokazali, da se
tak$no zaporedje res lahko obdrzi na CAR.

CAR se izraza cirkadiano z maksimumom pri 20 h. Vpliva na transkripcijsko aktivacijo
genov, ki kodirajo v metabolizem udelezene encime in preostale proteine, npr. citokrome
P450, glikoprotein P-2 (MDRZ2, ang. multridrug resistance protein 2), glukuronoziltransferazo
1A1 (UGT1A1) idr.*® To bi lahko nakazalo, da je primarni metabolizem uginkovin, ki
interagirajo s CAR ali pa se metabolizirajo s proteini, katerih nastanek aktivira CAR, najvecji
po ¢asu 20 h oz. da obstaja cirkadiana odvisnost metabolizma z zamikom faze glede na
izrazanje CAR. Takrat bi bil razpolovni ¢as krajsi in eliminacija hitrejsa. UpoStevati pa
moramo tudi druge farmakokineti¢ne in farmakodinami¢ne parametre posamezne u¢inkovine.
Poleg tega je lahko transkripcija Car spodbujena s ksenobiotiki, kot so barbiturati,
paracetamol, steroidne u¢inkovine ali u¢inkovine, ki imitirajo steroiden skelet. Transkripcijo
Car inducirajo tudi flavonoidi in katehini ter sorodni polifenoli.*****®8” Ker smo ugotovili, da
CAR vpliva na izrazanje Bmall, se postavlja vpraSanje, ali indukcija transkripcije Car s strani
ksenobiotikov vpliva na transkripcijo Bmall in tudi na cirkadiani ritem celic.

Pri in silico delu nam glavno oviro predstavljalo dejstvo, da je kristaliziran zelo majhen del
PER2. V nobeno strukturo tudi ni vkljuc¢eno drugo LXXLL zaporedje, ki je istega razreda, kot
je zaporedje pri PGCla, znanem koaktivatorju CAR. Ker je bila ta ugotovitev o sorodnosti

omenjenih zaporedij mocen pokazatelj moznosti interakcije PER2 s CAR in ker kristalne
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strukture drugega LXXLL zaporedja PER2 ni na voljo, smo iskali alternativne nacine pregleda
interakcije drugega LXXLL zaporedja PER2 s CAR, pri tem pa smo morali spoznati tudi
znacilnosti vezavnega mesta na CAR.

Primerjava strukturnih znacilnosti jedrnih receptorjev je dala smiselne rezultate, saj smo
pokazali strukturno podobnost podrocja heliksov 3-5. Ti heliksi so kljuc¢ni za vezavo LXXLL
zaporedij, ki se v prostorski razporeditvi med seboj bistveno ne razlikujejo. Variabilnost je
vidna pri stranskih verigah aminokislin na mestih elektrostatskih interakcij, torej tam, kjer
receptor interagira z aminokislinami -2 in -1 LXXLL zaporedij koaktivatorjev. Zaradi teh
ugotovitev smo morali pri pregledu interakcij drugega LXXLL zaporedja PER2 s CAR
upostevati predvsem polozaj elektrondonorskega elementa aminokisline na polozaju -2
LXXLL in ne toliko sam polozaj aminokislin 1-5 LXXLL zaporedja.

Poskusili smo s spremembo podobnih LXXLL koaktivatorskih zaporedij istega razreda v
drugo LXXLL zaporedje PER2. Pri tem smo podrobno upostevali tudi obliko verig
koaktivatorskih LXXLL zaporedij. Dobili smo peptid, ki se je strukturno zelo dobro prilegal
CAR. Molekulska dinamika je pokazala, da se ta peptid obdrzi na predvidenem mestu CAR.
Taksna interakcija je torej ne le moZzna, ampak je tudi zelo verjetna.

Pri molekulski dinamiki se je novo ustvarjen peptid obdrzal na CAR vseh 5 nanosekund
simulacije, pri eksperimentu pa se je videla tudi razlika med elektrostatskimi interakcijami
(specifi¢na interakcija XXLXXLL zaporedij, ki dolo¢a razred zaporedja in s tem specificnost
vezave na samo dolocene jedrne receptorje) in hidrofobnimi interakcijami. Aminokislini na
mestih -2 in -1 zaporedja sta ostali povsem fiksno na svojih mestih, medtem ko so se
aminokisline na mestih 1-5 malce premaknile proti notranjosti hidrofobnega Zepa.

Rezultat molekulske dinamike, ki je sluzil kot dodatna indikacija sposobnosti neposredne
interakcije med PER2 in CAR, bi lahko pojasnil povisano izrazanje Bmall pri kotransfekciji
sesalskih celic s Per2 in Car.

Razlika v drugem LXXLL zaporedju PER2 med mi§jim in ¢loveskim proteinom, na mestu -1,
ko je pri ¢loveskem glicin in pri mi§jem asparaginska kislina, morda ne igra funkcionalne
vloge, saj so LXXLL zaporedja koaktivatorjev jedrnih receptorjev med sesalci zelo ohranjena.
Pri rezultatu molekulske dinamike se postavi vprasanje, ali pri interakciji jedrnega receptorja
in koaktivatorja dejansko pride do premika aminokislin 1-5 LXXLL zaporedja proti

notranjosti hidrofobnega zepa ali pa je do njega prislo samo v nasem primeru, ker peptid ni bil
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vezan na vecjo strukturo koaktivatorja. Vezava zaporedja LXXLL kot dela ve¢je strukture bi
prispevala k rigidnosti in s tem k zmanjSanju moci interakcije. To bi lahko bilo pomembno
tudi za disociacijo, saj sta za signaliziranje pomembna tako interakcija med dvema proteinoma
kot tudi moznost disociacije.

Ker drugo LXXLL zaporedje pri PER2 ni del katere izmed kristalnih struktur, smo poleg
rigidnosti oz. fleksibilnosti LXXLL zaporedja tudi tezko ovrednotili dostopnost do tega
zaporedja samega kot dela ve¢jega proteina in ustreznost okoliskih struktur za interakcijo s
CAR. Ko bo na voljo primerna kristalna struktura PER2, bi bilo vredno ponovno in silico
preveriti omenjeno interakcijo.

To, da molekulska dinamika sluzi kot dodatna indikacija sposobnosti neposredne interakcije
med drugim LXXLL zaporedjem PER2 in CAR, Se ne izkljuuje moZnosti, da PER2 interagira
s CAR s prvim LXXLL zaporedjem.

V kolikor PER2 in CAR res neposredno interagirata na taksen nacin, bi to pojasnilo povisano
izrazanje Bmall pri kotransfekciji z omenjenima proteinoma. Te ugotovitve so torej postavile
dobre temelje za nadaljnje raziskovanje proteinske interakcije med PER2 in CAR in tudi za
raziskovanje interakcij med drugimi koaktivatorskimi zaporedji in jedrnimi receptorji. Zaradi
podobnosti med koaktivatorskimi zaporedji in ker so si LBD mesta dolofenih jedrnih
receptorjev zelo podobna, bi lahko te metode direktno prenesli na Studij drugih proteinskih
interakcij med koaktivatorji in jedrnimi receptorji. Ne glede na velikost kristalne strukture
koaktivatorja in receptorja bi lahko koaktivator postavili na receptor na podlagi polozaja
vezave znanega koaktivatorja ali pa na podlagi ponavljajo¢ih se znalilnosti vezave
koaktivatorskih LXXLL zaporedij. Potem bi ali z molekulsko dinamiko ali pa z molekulskim
prileganjem lahko z doloceno verjetnostjo ze in silico sklepali, ali pride do interakcije med
koaktivatorjem in receptorjem. S tem bi se prihranila sredstva in cas, pregled moznih
interakcij med koaktivatorji in receptorji pa bi bil lahko zelo obSiren. Potencialnih kombinacij
in moznih interkacij je Se veliko.

Na podlagi ugotovitve, da PER2 najverjetneje s CAR interagira kot koaktivator, lahko
sklepamo, da s svojo vezavo na CAR povisa aktivnost tega jedrnega receptorja.

Nadaljnje delo bi bilo potrebno usmeriti v naslednje smeri:

A) Preveriti bi bilo potrebno, ali ima lizin v heliksu 5 LBD jedrnih receptorjev CAR in PPARy

funkcijo stabilizacije vezave LXXLL zaporedja. Aminokisline na mestih -2 in -1 LXXLL
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zaporedja so namre¢ kljucne za specifi¢no interakcijo z jedrnimi receptorji, postavijo pa se v
blizino tega lizina v heliksu 5. Prvi korak bi lahko predstavljal natancen in silico pregled
postavitve drugega LXXLL zaporedja PER2 na CAR po molekulski dinamiki. Pregledali bi,
ali je iz postavitve lizina v heliksu 5 in atomov aminokislin -2 in -1 LXXLL zaporedja mozno
sklepati, da pride na tej relaciji do kaksne interakcije. V kolikor bi se nam zdela postavitev
atomov zanimiva, bi lahko in silico mutirali lizin v heliksu 5 CAR v alanin in ponovili
molekulsko dinamiko z mutiranim receptorjem ter primerjali rezultat dinamike z naSim
rezultatom molekulske dinamike, ki bi nam v tem primeru predstavljal kontrolo. Enako bi
lahko ponovili za PGCla in PPARy (ID 3B1M), kjer bi nam nemutiran PPARy predstavljal
kontrolo, PPARY s spremenjenim lizinom v alanin pa eksperiment. Za potrditev pomena lizina
v heliksu 5 bi izvedli eksperiment z mutagenezo in vitro, s ¢imer bi lizin v heliksu 5 zamenjali
z drugo aminokislino.

B) Primerjati bi bilo potrebno strukturne znacilnosti jedrnih receptorjev, predvsem razdalje in
kote, ki jih omejujejo heliksi 3-5 v LBD. Preveriti bi bilo potrebno prisotnost lizina v heliksu 5
(na mestu vezave LXXLL zaporedja) pri ostalih jedrnih receptorjih. VV primeru prisotnosti tega
lizina bi bilo vredno primerjati, kako se njegov polozaj spreminja med receptorji. V primeru
spreminjanja polozaja bi morali hkrati vpogledati tudi v to, Kkater razred LXXLL
koaktivatorskega zaporedja se veze v LBD posameznega receptorja.

C) Smiselno bi bilo poskuSati pregledati, ali obstaja kakrSenkoli vzorec v strukturnih
znacilnosti heliksov 3-5 jedrnih receptorjev glede na to, katere razrede LXXLL sprejmejo,
hkrati pa v obzir vzeti lizin iz heliksa 5, ¢e je ta prisoten in ¢e se ta ponovi pri drugih
receptorjih.

C) Neposredno interakcijo med PER2 in CAR bi bilo potrebno preveriti tudi eksperimentalno,
in sicer s povrSinsko plazmonsko resonanco.

Rezultati nasega dela nakazujejo eno pomembnih povezav med cirkadianim ritmom in
metabolizmom ter predstavljajo novo moznost razumevanja in razlaganja empiri¢nih dognanj,
Se posebej na nivoju razumevanja povezave med cirkadianim ritmom in metaboli¢nimi
procesi. Pri tem lahko izpostavimo metaboli¢ne procese v jetrih. CAR je namre¢ izjemno
pomemben v primarnem metabolizmu lipofilnih spojin, med drugim tudi zdravilnih u¢inkovin,
saj aktivira za primarni metabolizem klju¢ne citokrome P450, vklju¢no s CYP3A4, katerega je

najve¢ ravno v jetrih. Vloga citokromov je oksidacija lipofilnih molekul (primarni
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metabolizem), ki se lahko potem konjugirajo s hidrofilnimi molekulami (sekundarni
metabolizem) in izloCijo iz organizma. CYP3A4 spada med citokrome P450 in je izmed vsech
encimov najpogosteje udelezen v metabolizem zdravilnih ucinkovin. S tem doloca
farmakokinetiko uéinkovin, Ki jih presnavlja, hkrati pa zaradi metabolizma $tevilnih zdravilnih
u¢inkovin s tem encimov ravno na nivoju primarnega metabolizma prihaja do interakcij med
zdravili. V kolikor ena ucinkovina mo¢no inducira nastaneck CYP3A4, se lahko druga
ucinkovina, ki se jemlje socasno, prehitro metabolizira, kar vodi v prenizke koncentracije v
plazmi. Do povecanega nastajanja CYP3A4 lahko pride v primeru, ko se uéinkovina kot
ligand veze v jedrni receptor, med drugim tudi CAR, kar poveca moznost vezave
koaktivatorja, npr. PER2, na ta jedrni receptor. To vodi v nastanek transaktivacijskega
kompleksa, ki spodbudi nastajanje citokromov. Ker povecan vnos dolocenih zdravilnih
u¢inkovin ali lipidov poveca aktivnost CAR in ker povecana koncentracija CAR vpliva na
povecano izrazanje Bmall, smo predstavili tudi moznost, da tak$no zviSanje aktivnosti CAR

vpliva na cirkadiani ritem.
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10. SKLEPI

» Kotransfekcija celic s PER2 in CAR povzroci povisano izrazanje Bmall. To nakazuje
na moznost, da PER2 in CAR v miSjih hepatocitih ali posredno ali neposredno
interagirata.

= Obstaja vsaj en koaktivator, ki s CAR interagira prek LXXLL zaporedja istega razreda,
kot je drugo LXXLL zaporedje ¢loveskega PER2. To je mocen indic za obstoj
neposredne interakcije med PER2 in CAR. CAR in PER2 imata torej strukturne
elemente, prek katerih bi lahko neposredno interagirala.

= Zinsilico metodami, natan¢neje s Studijem nacina vezave koaktivatorskih zaporedij na
LBD jedrnih receptorjev, smo predvideli, na kakSen nain bi lahko PER2 in CAR
interagirala. Molekulska dinamika je podkrepila moznost neposredne interakcije med
PER2 in CAR.
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