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ANOTACIJA

Promocijas darbs veltits taukskabju metabolisma iesaistito y-butirobetaina dioksigenazes
(BBOX), e-trimetil-L-lizina dioksigenazes (TMLD) un sirds taukska@bes saisto$a proteina
(FABP3) ligandu struktiiras-aktivitates likumsakaribu izpétei. Proteina-liganda saistibas
noteikSanai un raksturo$anai izmantotas izotermalas titréSanas kalorimetrijas (ITC), kodolu
magnétiskas spektroskopijas (KMR) un molekularas modelesanas metodes. Izveidots protokols
metalu saturo$o proteinu molekularas dinamikas simulacijai, un tas veiksmigi lietots BBOX un
TMLD mimétikiem. Noteikti BBOX un TMLD mimétiku substratu saistibai svarigie
strukturalie elementi, kas iesaistiti substrata asociacija/disociacija. Izstradatas divas jaunas ITC
metodologijas, kas lietotas TMLD un FABP3 ligandu saistibas termodinamikas raksturo$anai.
Pamatojoties uz eksperimentaliem datiem, izveidots TMLD potencialo inhibitoru
farmakoforais modelis. Atrasti jaunas savienojumu klases FABP3 substrati ar atskirigu saistibas
mehanismu, salidzinajuma ar taukskabem.

Atslegvardi: BBOX, TMLD, FABP3, KMR, ITC, MOLEKULARAIS DOKINGS,
MOLEKULARA DINAMIKA
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LIETOTIE SAISINAJUMI

1D viendimensiju

2D divdimensiju

3D trisdimensiju

aKG a-ketoglutarats

BBOX y-butirobetaina dioksigenaze

BSA versa seruma albumins (Bovine Serum Albumin)

CMC kritiska micellu veido$anas koncentracija

CoA koenzims A

CSP kimisko nobizu perturbacija (Chemical Shift Perturbation)

DLS dinamiska gaismas izkliede (Dynamic Light Scattering)

DMPC dimiristoilfosfatidilholins

DSBH dubultpavediena B-spirales (Double-Stranded p-Helix) motivs

E. Coli Escherichia Coli

EDTA etiléndiamintetraetikskabe

FABP3 taukskabes saistoSais proteins 3 (Fatty Acid Binding Protein 3)

GBB v-butirobetains

GroEL/ES molekularie Saperoni

HEPES 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il]etana sulfonskabe

HTML B-hidroksi-e-trimetil-L-lizins

ICso inhibgjosa koncentracija 50 (half maximal inhibitory concentration)

IIR iS€mijas/reperfuzijas

IFD inducétas atbilstibas dokings (Induced Fit Docking)

ITC izotermala titréSanas kalorimetrija (Isothermal Titration Calorimetry)

kDa kilodaltoni

KMR kodolu magnétiska rezonanse

KPi kalija fosfata buferis

LCso letala koncentracija 50 (half maximal lethal concentration)

MBP maltozi saistosais proteins (Maltose Binding Protein)

MD molekulara dinamika

MRNS matrices ribonukletnskabe

OGA N-oksalilglicins

PDB proteinu datubaze (Protein Data Bank)

PIPES 2,2'-(piperazin-1,4-diil)di(etan-1-sulfonskabe)

RMSD vidgja kvadratiska novirze (Root Mean Square Deviation)

RMSF vidgja kvadratiska fluktuacija (Root Mean Square Fluctuation)

S/H sukcinata/hidroksiléta produkta attieciba

SASA Skidinatajam pieejamais virsmas laukums (Solvent Accessible Surface Area)

SDS-PAGE natrija dodecilsulfata poliakrilamida ggla elektroforéze

SEC izméra izsléglanas jeb gélfiltracijas hromatografija (Size Exclusion
Chromatography)



TML
TMLD
TMLHE
TS

TSA
Tris

e-trimetil-L-lizins

e-trimetil-L-lizina dioksigenaze
e-trimetil-L-lizina dioksigenazi kodgjosais géns
taukskabe

termiskas nobides analize (Thermal Shift Assay)
2-amino-2-(hidroksimetil)-propan-1,3-diols



PROMOCIJAS DARBA VISPAREJS RAKSTUROJUMS

levads

Sirds un asinsvadu slimibas ir visizplatitakais naves c€lonis visa pasaulé. Kopuma tas bija
iemesls 31,4 % naves gadijumu 2016. gada, no kuriem 52,8 % gadijumu izraisija i§€miska sirds
slimiba [1]. Miokarda i$€mijai raksturiga nepietiekama skabekla piegade sirds muskulim, ko
vairuma gadijumu izraisa ateroskleroze. I§€miskas sirds slimibas Ipatsvaru starp visiem naves
iemesliem paaugstina pasaules populacijas novecosanas. Rezultata veidojas akiits pieprasijums
péc jauniem augsti efektiviem kardioprotektiviem medikamentiem, kas ievérojami palielinatu
dzives ilgumu un uzlabotu tas kvalitati. Savukart veiksmigai zalvielu izstradei nepiecieSama
detaliz&ta sirds metabolisma celu izpéte.

Lai nodrosinatu kontrakcijas funkcijas un asins cirkulaciju, sirds metabolisms darbojas ka
“visédajs” un ieglst energiju (adenozintrifosfata veida) no vairakiem energijas avotiem,
galvenokart izmantojot taukskabes (TS) un glikozi. IS€mijas/reperfuzijas (I/R) gadijumos, kad
normals sirds metabolisms ir traucets, mainas pieejamo substratu daudzumi un uzkrajas
reaktivas skabekla formas (Reactive Oxygen Species), toksiskie lipidu oksidéSanas
starpprodukti, TS-koenzima A (CoA) un karnitina esteri [2]. Garkézu acil-CoA ar augstu
afinitati spgj saistit acil-CoA saistoSais proteins, un ta rezultata $tinas tiek pasargatas no to
augstas reag€tspéjas un toksicitates. Savukart aizsargmehanismi pret garkézu acilkarnitinu
nev€lamu darbibu $tinas nav pétiti. Propong, ka taukskabes saistosais proteins 3 (FABP3), kas
transport€ TS no Stinas membranas mitohondrija, spgj saistit ne tikai TS, bet ar1 to karnitina
esterus [3, 4].

Samazinot garkézu TS un acilkarnitinu koncentraciju $tna I/R gadijuma, var butiski
samazinat miokarda bojajumus. Sis ir jauns virziens kardioprotektivo preparatu izstradé, kas
balstas uz acilkarnitinu veidoSanas kavéSanu mitohondrijos. Viens no efektiviem regulacijas
veidiem biitu samazinat L-karnitina pieejamibu, ietekm@&jot ta biosintézi un transportu. Sadi
darbojas Latvija izgudrotais meldonijs, kas ir y-butirobetaina dioksigenazes (BBOX) inhibitors.
Tacu arstniecibas efekta sasniegSanai ir nepiecieSamas augstas meldonija devas. Tapec definéts
jauns terapeitiskais mérkis potencialo kardioprotektivo preparatu izstradei — e-trimetil-L-lizina
dioksigenaze (TMLD). TMLD ir pirmais enzims L-karnitina biosintgze, kas, 1idzigi ka BBOX
(ceturtais enzims), katalizé stereospecifisko e-trimetil-L-lizina (TML) hidroksilésanu par
hidroksi-TML. Jaunakie p&tijumi paradija [5], ka “knock-out” pelés ar izslégtu TMLHE génu,
novéroja garkézu acilkarnitinu satura samazinasanos un paléninatu TS oksidaciju. Rezultata
novéroja arf ievérojamu samazinajumu infarkta lieluma (skarto $tnu apjoma). Sie atklajumi
izvirza TMLD ka jaunu terapeitisko merki kardioprotektivo preparatu dizainam. Tacu racionalo
inhibitoru izstradi apgriitina tas, ka TMLD 3D struktiira nav eksperimentali noteikta (Iidz §im
visi kristalizacijas méginajumi bijusi neveiksmigi).



Promocijas darba merki

Promocijas darba merki ir:

1. atrast ligandu saistibai svarigus farmakoforus un modelét TMLD aktiva centra strukttiru
ar noluku attistit de novo inhibitoru dizainu;

2. izpetit FABP3 spgju saistit garkeézu acilkarnitinus un noskaidrot saistibas mehanismu,
kas ir pamata ta sp&jai pasargat §iinas no acilkarnitinu izraisTtajiem bojajumiem.

Darba mérka isteno$anai noteiktie uzdevumi

1. Izveidot TMLD mimétikus uz BBOX bazes un parbaudit dabiska substrata un ta analogu
saistibu in silico un in vitro.

2. Izpéetit dabiska substrata un ta analogu saistibas termodinamiku un konversijas pakapes
enzimatiskaja reakcija ar TMLD.

3. Noteikt dazada garuma TS un to karnitina esteru saistibas ar FABP3 afinitati un
termodinamiku.

4. Noteikt FABP3 un acilkarnitinu saistibas mehanismu.

Zinatniska novitate un galvenie rezultati

Promocijas darba gaita pétitas L-karnitina biosint€zes un TS metabolisma regulacijas
iesp€jas jaunu zalvielu dizainam.

1. Izpétiti TMLD un potencialo inhibitoru saistibas termodinamiskie raksturlielumi un
konversijas pakapes enzimatiskaja reakcija.

2. Noteikti ligandu saistibai svarigie farmakofori un TMLD inhibiciju veicinosie
struktiirelementi.

3. Pieradita FABP3 lipoprotektiva iedarbiba un sp€ja pasargat Stnas no acilkarnitinu
toksiskas iedarbibas.

4. Izveidota jauna garkeézu TS mijiedarbibas ar FABP3 testéSanas metode idens buferos
ar izotermalo titréSanas kalorimetriju (ITC).

5. Noteikts acilkarnitinu un FABP3 saistibas mehanisms.

Praktiskais lietojums

Daudzpusigai un izsmelosai proteina-ligandu mijiedarbibas izp€tei un saistibas mehanisma
raksturoSanai ir liela nozime struktiiras-aktivitates likumsakaribu noteik3anai, ko savukart var
izmantot de novo inhibitoru dizainam. Papildu zinaSanas par proteinu dinamiku var palidz&t
jauno zalvielu lidersavienojumu (hit-to-lead) strukttiras optimizacija.
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Darba struktiira un apjoms

Promocijas darbs veltits TS metabolisma regulacija iesaistito proteinu, BBOX, TMLD un

FABP3 strukturaliem un funkcionaliem pétijumiem. Darbs uzrakstits latvieSu valoda ar apjomu
221 lappuse, ieskaitot pielikumus.
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1. LITERATURAS APSKATA KOPSAVILKUMS

Promocijas darba literatiiras apskata apkopota jaunaka literatira par darba p&tamiem
enzimiem, BBOX un TMLD, un TS transportproteinu, FABP3. Dots ieskats darba izmantotajas
fizikali kimiskajas metodes ka dinamiska gaismas izkliede (DLS), termiskas nobides analize
(TSA), ITC, protetnu KMR un molekulara dinamika (MD). Literatiiras kopsavilkuma apkopota
informacija par pétamiem proteiniem, kas ir svariga labakai rezultatu izpratnei.

1.1. BBOX un TMLD enzimi

Acilkarnitini organisma veidojas esterificeSanas reakcija starp acil-CoA un L-karnitinu ar
karnittna palmitoiltransferazes 1 starpniecibu. Tie ir TS transportforma un nodroS$ina TS
transportu no citosola uz mitohondriju matricu, kura tie paklaujas B-oksidacijai [6-8].
Acilkarnitinu sint€zi iesp&ams butiski paléninat, samazinot L-karnitina biopieejamibu.
L-karnitinu organisms spgj iegiit no uztura, ka ar1 biosintez&t endogeni Cetru secigo enzimatisko
reakciju rezultata (1.1.att.) [8, 9]. Divi svarigi enzimi $aja reakciju kaskadé ir TMLD
(EC 1.14.11.8) un BBOX (EC 1.14.11.1). Tie attiecigi katalizé pirmo un p&dg&jo reakciju, kuras
notiek atbilstosa substrata [TML vai y-butirobetaina (GBB)] stercospecifiska hidroksilé$ana
B-pozicija (1.1. att.). Turklat abu reakcijas produktu [B-hidroksi-g-trimetil-L-lizina (HTML) un
L-karnitina] jauna hirala centra konfiguracija ir identiska attieciba pret karboksil- un
trimetilamonija grupu izvietojumu [10, 11]. Abi enzimi pieder vienai no nehéma (non-heme)
Fe(Il) un no a-ketoglutarata (aKG) atkarigai oksigenazu gimenei [12-14]. Tiem novéro 23 %
pirmgjas struktiras identitati, kas padara BBOX un TMLD par tuvakajiem homologiem.

i ‘ TMLD | e} fo) ' |
N Fe(ll) N+ : ! HTMLA
N © N © ! ~
v o - (s) () /NMO
ey N NH" TMABA
M akG  sukcinats HTML 1 cly
e *02 . *CO2 NADH
TMABADH
j\ NAD*
oo 0 | OH O BBOX | o
O ' U G N G
N R o] ﬁ o
PR
‘ L-karnitins s GBB
Garkézu acilkarnitini sukcinats aKG
' +CO, +0,

1.1. att. L-Karnitina biosintéze.

TML: e-trimetil-L-lizins, TMLD: TML dioksigenaze, HTML: B-hidroksi-TML, HTMLA: HTML aldolaze,
TMABA: trimetilamina butiraldehids, TMABADH: TMABA dehidrogenaze, GBB: y-butirobetains,
BBOX: GBB dioksigenaze.
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Lidz $im ir iegutas vairakas BBOX kristalografiskas strukttiras gan apo-formai [15], gan ar1
kompleksos ar dazadiem ligandiem (holo-forma) [16-18]. Savukart visi m&ginajumi iegit
TMLD eksperimentalo telpisko struktiiru ar kristalizacijas palidzibu bijusi neveiksmigi, un
TMLD izmérs ir par lielu 3D strukttiras noteikSanai ar Skidrumu KMR. Rezultata TMLD aktiva
centra izpétei lietota alternativa metode — mutagengze.

Pateicoties 19 jaunizveidotiem cilvéku TMLD mutantiem [19], izdevas pieradit sekojoso
aminoskabju atlikumu svarigumu kofaktoru vai substrata saistiba:

1) Fe(Il) helat&josas aminoskabes, katalitiska triade: H242, D244 un H389;

2) aKG saisto$as aminoskabes: R391 un R398;

3) TML trimetilamonija grupas saisto$as aminoskabes [t. s. “aromatiskais buris” (aromatic

cage)]: Y217, W221 un Y234;

4) TML a-amino- un karboksilgrupu saistosas aminoskabes: D231, N334 un Y404.

Izmantojot iegiitos datus un homologisko modelésanu, izveidots TMLD aktiva centra
modelis (1.2. att.), kas loti labi atspogulo eksperimentalos datus [19].

R360
R398

1.2. att. BBOX kristala (PDB ID 4C5W) un TMLD homologiska modela aktivo centru
superpozicija [19].

BBOX (dzeltena krasa) un TMLD (tumsi zila krasa) aminoskabju atlikumi atspoguloti ka nijinas (tubes) ar
atbilstoso nosaukumu. Fe(Il) attélots ka bruna sfera, N-oksalilglicins (OGA) un oKG — attéloti ka gaisi zilas un
zilganzalas lodites un ndjinas (ball-and-stick). TML atspogulots ka tumsi zalas, GBB — ka gaisi zalas lodites un

ndjinas. l1zveidots PyMOL programma [20].

14



1.2. FABP3 transportproteins

Sirds FABP jeb H-FABP vai FABP3 (UniProt ID P05413 [21]) ir viens no izplatitakajiem
FABP parstavjiem, kas sastopams ne tikai sirds, bet arT nieru, skeleta muskulu, aortas, virsnieru
dziedzeru, placentas, smadzenu, s€klinieku, olnicu, plausu, piena dziedzera un kunga
audos [22]. Turklat tas ir vienigais FABP gimenes parstavis, kas sastopams sirds un sarkanajos
skeleta muskulaudos [23]. FABP3 ir mazs (14,9 kDa) globulars proteins, kas pieder lipidu
saisto$o proteinu supergimenei. To galvena funkcija ir augsti lipofilo TS transports citosola,
rezultata regul§jot tadas ieks$Stnu funkcijas ka membranu fosfolipidu sintéze, lipidu
metabolisms un mitohondriju B-oksidésana [22, 24]. Proteina struktiira sastav no pieckézu
antiparal€lo B-lapu pariem (pair of five stranded antiparallel S-sheets), kas veido mucu Ba—p.,
noslégtu ar divam Tsam a-spiralém: oy Un our. Rezultata veidojas liels iek$&jais dobums, kas spgj
saistit vienu gark&zu TS (1.3. att.). Blakus eso&as antiparal€las B-virknes, fp un fe atrodas talu
viena no otras un nespgj veidot starpkézu tidenraza saites, veidojot t. S. spraugu (gap, 1.3. att.,
tums$i dzeltens regions). Aktivaja centra garkézu TS ienem U veida konformaciju un ar
karboksilgrupu saistds ar R127 un Y129. Savukart TS alkilkede saistas ar lipofiliem
aminoskabes atlikumiem, kas veido aktiva centra atveri (portalu) — ou-spirale un cilpas starp
C-E un E-F B-virkném (1.3. att., roza regions) — un aktiva centra iedobi [25-27].

1.3. att. FABP3 proteina struktiira kompleksa ar palmitatu (C16:0) un ick$gjam tdens
molekulam (PDB 1D 3WVM).
Proteina struktiira lentes atspogulojuma (peleka krasa) kopa ar saistito ligandu (tumsi zilas lodites un nijinas) un
tdens molekulam (sarkanas sferas). Liganda ieejas portals aktivaja centra (roza) un spraugas regions starp fp un

Be B-virkneém (gap, tumsi dzeltena krasa). UdenraZa saites atspogulotas ka dzeltenas partrauktas Iinijas. Izveidots
PyMOL programma [20].
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2. REZULTATU UN TO IZVERTESANAS KOPSAVILKUMS

2.1. TMLD mimétiku izveide uz BBOX bazes

2.1.1. Insilico BBOX mutantu un MD simulaciju protokola izstrade

Analizgjot BBOX aktivo centru, noteiktas 18 aminoskabes, kas ir tiesa kontakta ar BBOX
substratu, GBB un kofaktoriem, Fe(Il)/aKG, un nodrosina t0 atpazisanu un saistibu: Y177,
W181, V183, N191, A193, Y194, L199, H202, D204, Y205, P206, N292, T295, H347, R349,
R360, L362 un Y366. Regions ap Fe(Il)/oKG saistiSanas vietu saglabajas par 89 %, savukart
substratu saistiSanas vieta saglabgjas tikai par 64 %. Visticamak, novérojamas aminoskabju
atlikumu atskiribas enzima aktivaja centra, N191D, Y205T, P206T un T295D, nodro§ina TML
a-aminogrupas atpazisanu.

Balstoties uz TMLD mutagenézes [19] un BBOX/TMLD sekvenéu analizi, izveidoti Cetri
in silico BBOX mutanti:

1) BBOX-2m: N191D, T295D;

2) BBOX-4m: N191D, Y205T, P206T, T295D;

3) BBOX-5m: V183F, N191D, Y205T, P206T, T295D;

4) BBOX-7m: Q182Y, V183F, Q184T, N191D, Y205T, P206T, T295D.

Jaunizveidoto BBOX mutantu stabilitati sakuma parbaudija in silico, izmantojot MD
simulacijas. Sim nolikam uz BBOX (PDB 1D 302G) bazes tika izstradats MD protokols. Gan
BBOX, gan ari TMLD abi ir metalproteini. Rezultata Fe(Il) tetragonalas bipiramidas
uzturéSanai simulacija ieviesa papildu spéka lauka potencialus (restraint potential), jo klasiska
molekulara mehanika nespgj atveidot ladinu sadalfjumu $adas sistemas. Vislabakie rezultati
sashiegti, iesaldgjot visus 12 bipiramidas divplaknu kakta lenkus. Enzima-ligandu kontaktu
tikla (network) analize paradija, ka tetragonaldas bipiramidas iesaldé$ana neietekméja
mijiedarbibu veidoSanos starp BBOX, aKG un GBB.

2.1.2. BBOX mutantu MD simulacijas

BBOX mutantu kompleksu ar GBB vai TML stabilitate tika parbaudita 100 ns garas MD
simulacijas, ka rezultativos raditajus izmantojot vidéjas kvadratiskas novirzes (Root Mean
Square Deviation, RMSD), vidgjas kvadratiskas fluktuacijas (Root Mean Square Fluctuation,
RMSF) un $kidinatajam pieejama virsmas laukuma (Solvent Accessible Surface Area, SASA)
analizi. Dazas simulacijas novéroja substrata (GBB vai TML) atsaistiSanos no enzima aktiva
centra. Nestabilakiem kompleksiem (piem&ram, BBOX-4m-GBB) 7 atsaistiSanas notika jau
pasa simulacijas sakuma (péc ~ 10-20ns). Rezultata pieradits, ka jaunizveidotie BBOX
mutanti daudz labak saistija TML neka GBB.

Balstoties uz ¢etru dazadu BBOX mutantu MD datu analizi, secinats, ka visstabilakie ir
TML kompleksi ar BBOX-2m un BBOX-4m. Rezultata tiesi $is divas enzima formas
turpinajuma parbauditas eksperimentali.
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2.1.3. Invitro BBOX-4m un 2m mutantu izveide un iegiiSana. Enzimatiskie testi

2.1.3.1. BBOX-4m iegtisana

IevieSot Cetras mutacijas (N191D, Y205T, P206T un T295D) BBOX aktivaja centra, tas
kluva tikpat nestabils ka TMLD enzims. Rezultata aktivo BBOX-4m enzimu izdevas iegit tikai
himériska (fusion') proteina veida ar maltozi saisto§o proteinu (Maltose Binding Protein,
MBP). Ekspresiju veica E. Coli BL21-Al §tnas molekularu Saperonu GroEL/ES klatbiitng,
lidzigi ka TMLD gadijuma [28]. Ekspresijas testi paradija, ka $kistosa MBP-BBOX-4m
veidoSanos var€ja uzlabot, samazinot kultivé$anas temperatiiru no 37 °C lidz 16 °C. Rezultata
iegiti $adi MBP-BBOX-4m beigu iznakumi:

1) 37°C:~0,3mg/L 2xYT barotnes;

2) 16 °C:~ 1,9 mg/L 2xYT barotnes.

2.1.3.2. BBOX-2m ieglisana

Savukart BBOX-2m ar N191D un T295D mutacijam izradijas daudz stabilaks neka
BBOX-4m. Tomér to arT izdevas iegiit tikai MBP-BBOX-2m himeériska proteina veida ar
sadiem beigu iznakumiem:

1) 37°C:~ 2,4 mg/L 2xYT barotnes;

2) 16 °C: ~ 6,6 mg/L 2xYT barotnes.

Ka redzams, ekspresgjot 37 °C temperatira iegiits lidz pat astonam reizém vairak, 16 °C
temperatira — 3,5 reizes vairak divkart€ja mutanta neka cetrkartgja mutanta. legitie
eksperimentalie dati liecina, ka mutacijas Y205T un P206T stipri destabilizé BBOX struktiiru,
un ta rezultata ievérojami samazinas enzima iznakumi. Iesp&jams, §o mutaciju ievieSanai butu
javeic papildu mutacijas otra ligandu koordinacijas sfera (> 4 A attaluma), lai kompensétu
palielinato kustigumu aktivaja centra. Tomér lielaks mutaciju skaits var stipri izmainit BBOX
struktiiru, padarot izveidoto mimétiki mazinformativu.

2.1.3.3. MBP-BBOX-4m un MBP-BBOX-2m enzimatiskie testi

legito BBOX mutantu aktivitate parbaudita enzimatiskajas reakcijas, ko noveroja,
izmantojot 1D 'H KMR spektroskopiju. Ka substratus izmantoja 200 uM TML, GBB vai
S-trimetil-L-ornitinu. Sakuma reakcijai izmantoja 3,0 uM enzimu. DiemZz&l neviena no
paraugiem ligandu kimisko nobizu vai stipru signalu intensitaSu izmainas nenoveroja. Tas
liecina, ka neviena no reakcijas maisijumiem Strauja substrata vai aKG konversija nenotika.

Savukart augstakas enzima koncentracijas novéroja sukcinata signala intensitates
pieaugumu 4-6 reizes, salidzinot ar references spektru. Turklat, palielinot koncentraciju lidz
19,8 uM, spektra (2.1. att.), novéroja ieverojamu (CHz)sN* signala Iiniju paplasinasanos (line

1 fusion (sapludinatais) jeb himériskais proteins — proteins, kas sastav no diviem vai vairakiem kovalenti
saistitiem proteIniem/proteTnu doméniem, kas daba nav sastopami.
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broadening). Sis efekts kliist arvien izteiktaks, palielinot enzima koncentraciju lidz 43,6 pM
(enzima-liganda attieciba 1 : 4,6). Signala platumu vértibas atkariba no enzima koncentracijas
apkopotas 2.1. tabula. Salidzinot enzimatiskas reakcijas spektrus visiem trim ligandiem un to
signalu platumu datus, var secinat, ka MBP-BBOX-2m veidojas preference pret a-aminogrupu
saturoSiem substratiem. Enzima mutantu funkcionalitates parbaudei biitu jamégina realizét
enzimatisko reakciju ar a-amino-GBB, kas ir BBOX no Pseudomonas sp. substrats [29].
Kopuma, neraugoties uz parliecinosiem MD datiem, izskatas, ka substrata selektivitates
mainai BBOX aktivaja centra biitu javeic vairak mutaciju, lai “iemacitu” to parstradat TML.
Visticamak, butu japalielina BI/BII1, BI/BIIT un BII/BIV cilpu garumi, kas dubultpavediena
[B-spirales (DSBH) motiva strukttra aptver aktivo centru un piedalas substrata saistiba.

43,6 yM MBP-BBOX-2m (16 °C)

35,0 yM MBP-BBOX-2m (16 °C)

B I

19,8 yM MBP-BBOX-2m (37 °C)

I y_J T

3,6 uM MBP-BBOX-2m (37 °C)

sukcinats
Y12

aKG reference

2.1. att. 1D *H KMR spektri MBP-BBOX-2m enzimatiskajai reakcijai ar TML.

Spektrs sarkana krasa — enzimatiska maisijuma references spektrs ar 200 uM TML, bez enzima pievienos$anas.
Spektrs dzeltena krasa — 200 pM TML kopa ar 3,6 uM MBP-BBOX-2m (ekspreséts 37 °C) péc 1 h inkubacijas
37 °C. Spektrs gaisi zila krasa — 200 uM TML kopa ar 19,8 uM MBP-BBOX-2m (ekspreséts 37 °C) péc 1 h
inkubacijas 37 °C. Spektrs tumsi zila krasa — 200 uM TML kopa ar 35,0 uM MBP-BBOX-2m (ekspreséts 16 °C)
péc 1 h inkubacijas 37 °C. Spektrs violeta krasa — 200 uM TML kopa ar 43,6 uM MBP-BBOX-2m (ekspreséts
37 °C) péc | h inkubacijas 37 °C.

2.1. tabula
(CH3)sN* grupas signala platuma izmainas atkariba no MBP-BBOX-2m koncentracijas
Enzima konc., pM TML, ppm GBB, ppm B-trlmet;)lr-)l;]-qorniﬁns,

0 1,80 1,64 2,0

3,6 1,84 1,71 n/d
19,8 5,56 2,67 n/d
35,0 12,11 n/d 13,08
43,6 17,27 4,46 n/d

n/d — nav datu.
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2.2. TMLD modela izveide ar maksligo intelektu (AlphaFold)

AlphaFold datubaze [30, 31] pieejama cilvéku pilna garuma TMLD struktiira kopa ar
modela ticamibas raditajiem, kas parada strukturala un katalitiska doména modela loti augstu
ticamibu. Izrekinatas poziciju kludas atspogulo ka 2D grafiku, kur poziciju klidas norada ar
krasu gradientu, sakot no tumsi zila lidz spilgti dzeltenam, kur tumsakie regioni atbilst
vismazakajai pozicijas kltidai. Analiz&jot sagaidamas poziciju kliidas TMLD modela aktiva
centra 15 aminoskabju atlikumiem, ar darba autores uzrakstita Python v.3 skripta palidzibu
izveidots jauns 2D grafiks (2.2. att.). Ka redzams, visticamakais regions ir ap Fe(Il)/aKG
saistiSanas vietu (attiecigi H242, D244, H389 un R391, R398). TML saistiSanas vieta izveidojas
divi regioni, viens — ar augstako (Y217, W221, T245, T269, N334, D337 un Y404), otrs — ar
zemako (F223, D231 un Y234) ticamibu. Tomér AlphaFold modelis MD simulacijas laika bija
daudz stabilaks neka TMLD enzima homologiskais modelis [32] (2.3. att.).

Kopuma TMLD modelis, kas iegiits ar maksligo neironu tikla palidzibu, izskatas daudz
stabilaks un ticamaks par iepriek$ izveidotajiem homologiskajiem modeliem un labi sakrit ar
eksperimentalajiem datiem no TMLD mutantiem [33]. Balstoties uz iegttajiem rezultatiem,
TMLD AlphaFold modeli turpmak izmantoja enzima-ligandu kompleksu modelé$anai ar
noliku racionaliz8t iegiitos eksperimentalos datus un izveidot struktiiras-aktivitates

likumsakaribas.

30
25
20
10
5
0

~ OO o

m m 0 O

m m m

217
221
223
231
234
242
244
245
269
334
337
389
391
398
404

klada, A

=
(8,]

ama pozicijas

Sagaid

Pieltdzinatais (aligned) aminoskabes atlikums

~ o
o~
~ N A

Nover‘tetals (Scored) amlnoskabes atllkums

2.2. att. Sagaidama pozicijas klida TMLD modela aktiva centra aminoskabju atlikumam X,
kas piedalas liganda saistiSana, kad aprekinata un eksperimentala struktiiras pielidzinatas
(aligned) uz aminoskabes atlikuma y, aprékinata ar AlphaFold. Tumsi zilie regioni — nav

kludas, dzeltenie — regioni ar lielu pozicijas kladu.

19



09 A. . 09 B_ -

08 — 08 —

£ 06 A ﬂ‘m‘v: J
N M "}"Mﬂﬂ"&vwwv“{é'*‘wh Nwhv\f‘-{‘ww : mj‘

AN 1 s
i .
Ay o Wl

sty

|

L L 00
) 5000 10000 15000 20000 0 20000 40000 80000

60000
Laiks (ps) Laiks (ps)

2.3. att. RMSD izmainas BBOX (PDB ID 302G) un TMLD modelu MD simulacijas.

A. 20 ns MD simulaciju RMSD salidzindjums BBOX (PDB ID 302G) un TMLD homologiskajam modelim, kas
sagatavots ar Prime [34] palidzibu [32]. B. 100 ns MD simulaciju RMSD salidzinagjums BBOX (PDB ID 302G)
un TMLD modelim no AlphaFold. BBOX RMSD k&dei A — sarkana krasa; BBOX RMSD kédei B — zila krasa;
TMLD RMSD kédei A — dzeltena krasa; TMLD RMSD kédei B — zala krasa.

2.3. Aktiva MBP-TMLD iegiiSanas optimizacija liela apjoma

-

2.3.1. EkKspresijas un attiriSanas apstaklu optimizacija

2.3.1.1. Ekspresijas barotnes testi

ietekme uz MBP-TMLD iznakumu un agregatu veido$anos:
1) LB (Lysogeny broth) — standarta bakteriju ekspresijas barotne;
2) 2XYT — bagatinata barotne, kura, salidzinot ar LB, divas reizes palielinats triptona un
rauga daudzums;
3) 2xYT barotne ar 100 uM Zn(II) piedevu, kas varétu uzlabot Zn(II) pirkstu motiva
veidoSanos N-terminala strukturalaja doména;
4) TB (Terrific broth) — augsti bagatinata barotne kopa ar pievienotiem mikroelementiem?.

2.2. tabula
MBP-TMLD iznakumi E. Coli kultivé$anas barotnés
LB 2XYT 2XYT + Zn(1l) B
Stinu daudzums 41g/L 6,0 g/L 6,2 g/L 5,5 g/L
Enzima kopigais daudzums péc 9,7 mg/L 16,5 mg/L 15,6 mg/L 14,2 mg/L
MBPTrap™ 2,4 mglg 2,8 mgl/g 2,5 mglg 2,6 mg/g
Diméra daudzums p&c SEC® 0,80 mg/g 1,16 mg/g 0,93 mg/g 0,57 mg/g

2 Mikroelementu piedevas sastavs: 50 uM FeCls, 20 uM CaCl,, 10 uM MnCl, un ZnSO4, 2 uM CoCl,, CuCly,

Niclz, Na28e03 un HaBO3.

3 SEC - izm@ra izslégsanas hromatografija (size exclusion chromatography) jeb gélfiltracija.
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2.4, att. MBP-TMLD enzima SEC hromatogrammu no Superdex™ 200 Increase 10/300 GL
kolonnas superpozicija.

MBP-TMLD ekspreséts: LB barotné — likne zala krasa; 2xYT barotn€ — likne tumsi zila krasa; 2xYT barotné ar
Zn(11) piedevu — likne sarkana krasa; TB barotné — likne dzeltena krasa. Roza regions parada piki, kas atbilst
enzima diméram (~ 174 kDa).

legiitie dati (2.2.tab. un 2.4.att.) liecina, ka bagataka TB barotne veicina agregatu
veidoSanos, visticamak, parak atras Stinu augSanas del, kas negativi ietekm&a MBP-TMLD
salociSanos. Rezultata pasliktingjas enzima $kidiba un pieauga agregatu daudzums. Zn(ll)
piedeva 2xYT barotné galaiznakumu neietekm&ja. Tomér SEC hromatografija MBP-TMLD
dimé@ra pikim novérojams papildu plecs (2.4. att., 12,5-13,5 mL), kas, iesp&jams, liecina par
jaunas diméra konformacijas veidoSanos. Savukart LB barotné enzima iznakumi bija daudz
zemaki neka 2xYT un TB barotné&s. Rezultata turpmaka enzima producéSana veikta klasiskaja
2XYT barotng.

2.3.1.2. Stabilizgjoso apstaklu meklgjumi, izmantojot TSA metodi

Izmantojot TSA metodi, tika atrasti vairaki stabilizgjosie apstakli, kas palielinaja MBP-
TMLD kusanas (denaturacijas) temperatiiru un stabiliz€ja enzimu. Enzims izradijas maksimali
stabils pie pH 7,0 un pH 7,5, kas ir par vismaz vienu vienibu augstak neka ta pl 6,08, un ir
vismazak stabils — pie pH 4,5 un pH 10,0, kas ir loti ekstrémi apstakli. Tris bufert pie pH 8,0
enzims ari uzradija pietiekami augstu stabilitati, salidzinot ar MES pH 6,0. Palielinot NaCl
daudzumu parauga, lielas izmainas nenoveroja, tomer enzimu stabiliz&josa sals koncentracija
bija 200-500 mM robezas, un sals pie 1000 mM koncentracijas nedaudz destabilizgja enzimu.
No stabilizgjosam piedevam vislabakos rezultatus uzradija 10 % glicerins, cukuri (D-trehaloze,
D-saharoze un L-arabinoze) un aminoskabju piedevas (L-Arg un L-Glu). Nemot v&ra ieprieks
teikto, eksperimentos bitu jaizmanto PIPES, HEPES vai Tris buferi pH 7,0-8,0 kopa ar NaCl
vai KCI < 1000 mM koncentracijas.

2.3.1.3. Stabiliz&joso piedevu testi §tinu sonifikacijas laika

Lidzigi ka BBOX mutantu gadijuma, ekspresijas temperatiiras samazinasana no 37 °C uz
20 °C uzlaboja MBP-TMLD salocisanos, un ta rezultata aptuveni divreiz picauga $kistoSa
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proteina ipatsvars (2.5. att., 1.—6. kontroles paraugs). Atbilstosi TSA analizei parbaudits atlasito
stabiliz§joso piedevu efekts sonifikacijas laika uz enzima aktivitati un galaiznakumu. Ka
redzams no SDS-PAGE ggla, 10 % (v/v) glicerina piedeva (2.5. att., 7, 8) minimali palielingja,
savukart 0,7 M D-trehalozes piedeva (2.5. att., 10, 11) ievérojami uzlaboja $kisto$a enzima
daudzumu enzima. Maksimalais iznakums iegiits paraugam, kas ekspreséts 20 °C. Salidzinot
agregatu un MBP-TMLD diméra daudzumu p&c attirisanas uz SEC kolonnas (2.6. att.),
redzams, ka parauga, kas ekspresets 20 °C un sonificets D-trehalozes klatbiitne, Skistosa enzima
daudzums ir par ~ 70 % lielaks neka parauga, kas sonificéts bez D-trehalozes piedevas. Turklat
paraugam, kas attirits D-trehalozes klatbtitn€, novéroja aktivitates uzlabosanos no 40-50 % lidz
80-85 % (noteikts ITC eksperimenta péc stehiometrijas vertibas). legttie dati aprakstiti autores
publikacija [35].

Mw,
kDa1 2 3 4567 8 9101112
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2.5. att. MBP-TMLD ekspresijas un attirisanas apstaklu optimizacijas 20 °C un 37 °C
SDS-PAGE analize.

1.-3. un 4.-12. kontroles paraugs atbilst enzima porcijam, kas ekspresétas attiecigi 20 °C un 37 °C. 1.—

6. kontroles paraugs — enzima paraugs sonificéts lizé$anas buferi bez piedevam; 7.-9. — enzima paraugs
sonificéts lizéSanas buferi ar 10 % (v/v) glicerinu; 10.—12. — enzima porcija sonificéta liz€sanas buferi ar 0,7 M
D-trehalozi. 1., 4., 7. un 10. kontroles paraugs — supernatants, kas satur §kisto$o enzimu; 3., 5., 8. un 11. — $tnu

nogulsnes, kas satur neskisto$o enzimu; 2., 6., 9. un 12. — caurpliide no HisTrap™ kolonnas mazgasanas.
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2.6. att. MBP-TMLD enzima normaliz&to SEC hromatogrammu no HiLoad 16/600
Superdex™ 200pg kolonnas superpozicija.

MBP-TMLD sonificéts bez (Ikne zila krasa) un ar (Iikne oranza krasa) 0,7 M D-trehalozes stabiliz&joso piedevu.
Roza regions parada piki, kas atbilst enzima diméram (~ 174 kDa). Liknes normaliz&tas péc absorbcijas pie
280 nm (A280).
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2.3.2. EDTA ietekme uz MBP-TMLD

Etilendiamintetraetikskabe (EDTA), kas ir spécigs helatgjosais agents metalu “iznemsanai”
no proteiniem, tika izmantota, lai parliecinatos, ka p&c attirisanas no E. Coli MBP-TMLD
aktivaja centra nav palikusi kadi metala joni, kas trauc€tu ta katalitiskai aktivitatei. Enzima
titréSana ar EDTA neuzradija véra nemamu siltumefektu. Lidzigu efektu novéroja art ITC
eksperimenta, kur MBP-TMLD bez kofaktoru pievienoSanas vai kompleksa tikai ar
N-oksalilglicinu (OGA*) titrgja ar TML (2.7. att., A). Turklat enzima inkubacija ar EDTA pirms
SEC hromatografijas neietekm&ja ne enzima konformaciju, ne ar1 ta aktivitati (noteikts 1TC
eksperimenta péc stehiometrijas vertibas, 2.7. att., B). Kopuma tas liecina, ka MBP-TMLD
aktivais centrs nav noblokéts ar citu metala jonu un efektiva substrata saistiba notiek tikai abu
kofaktoru Fe(Il)/aKG vai to izostéru klatbutné. legitie dati aprakstiti darba autores
publikacija [35].
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2.7. att. MBP-TMLD ITC titré$anas dati uznemti 25 °C temperatiira.

A. MBP-TMLD kompleksa ar OGA (divkartgja parakuma) titrésana ar TML. B. MBP-TMLD, kas attirits bez
EDTA (melna krasa) un ar EDTA (zala krasa), kompleksa ar Zn(I1)/OGA (divkartgja parakuma) titrésana ar
TML.

2.4. ITC metodikas izstrade MBP-TMLD enzimam

MBP-TMLD enzimatiskai aktivitatei nepiecieSsami tadi kofaktori ka Fe(Il) un aKG, kas
savukart nodro§ina momentanu enzimatisko reakciju. Rezultata liganda saistibas siltumefektu
noteikSanai dabiskie kofaktori jaaizvieto ar izost€riem, kas pilditu lidzigu strukturalo funkciju,
bet blok&tu enzimatisko reakciju. aKG izostérs, OGA, ir labi zinams, to plasi lietoja BBOX

4 OGA - aKG izostérs.
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kristalizacijas un ITC pétijumos [16, 36]. Savukart ka Fe(II) izosters var kalpot vairaku metalu
joni, kuru izméri ir 1idzigi dzelzij un kas var veidot seSas koordinacijas saites. Darba gaita
parbauditi $adi devini joni: Ni(Il), Zn(Il), Mn(II), Fe(Ill), Cr(Il), Co(Il), Cu(Il), Mg(Il) un
Ca(ll). Interesanti, ka MBP-TMLD gadijuma ITC titréSanas eksperimenta ar TML Ni(II)/OGA
kombinacija, kas deva vislabakos rezultatus BBOX gadijuma [36], izradijas neaktiva. Vienigie
metali, kas kombinacija ar OGA uzradija ieveérojamu siltumefekta izmainu titréSanas
eksperimenta ar TML, bija Co(Il) un Zn(II). Tomér Zn(II) gadijuma izdalitais siltums bija
vismaz Cetras reizes lielaks, tapéc turpmakajos eksperimentos ka Fe(II) izostérs izmantots
Zn(I1).

Papildus parbaudits nepiecieSamo kofaktoru daudzumus, lai pilniba piesatinatu MBP-
TMLD aktivo centru un nodro$inatu visaugstako stehiometriju, N. Iegitie dati redzami
2.8. attela. Jau ~ 20 % kofaktoru parakums lauj iegiit N ~ 0,92 (2.8. att., A). Savukart divkartgjs
parakums dod tikai minimalu uzlabojumu, N ~ 0,92 (2.8. att., B), ¢etrkart&js parakums negaiditi
izraisTja stehiometrijas samazina$anos lidz N ~ 0,24 (2.8. att., C). Iesp&jams, $ads stehiometrijas
samazinajums saistits ar Zn(II) jonu paaugstinatu sp&ju veicinat proteinu izgulsné$anu. Tapec
turpmakajos ITC eksperimentos ar MBP-TMLD enzimu ka kofaktori izmantoti Zn(II)/OGA,
kas divkartgja parakuma tika pielikti enzimam tie$i pirms eksperimenta.
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2.8. att. ITC titréSanas dati MBP-TMLD kompleksam ar Zn(I1)/OGA, mainot kofaktoru
koncentracijas, mijiedarbibai ar TML, 25 °C.

MBP-TMLD kompleksa ar Zn(II)/OGA A. 1,18-kartgja parakuma; B. divkartgja parakuma; C. etrkartgja
parakuma. Gaisi zilas bultinas parada ITC §lirces atkartotu uzpildi.

2.5. TMLD struktiiras-aktivitates likumsakaribu izpéte

2.5.1. TML analogu saistibas likumsakaribu izpéte

Izmantojot izstradato ITC metodiku, testéti TML un Latvijas Organiskas sintez&s institata
(LOSI) sintezeti 11 TML analogi (2.3. tab.). Ligandiem varigja alifatiskas k&des garumu
(savienojumi 2, 3), aizvietotajus pie &-N (savienojumi 4-7) vai pie a-N slapekla atoma
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(savienojums 8). Dazi D-izoméri (savienojumi 9-11) un savienojums bez a-aminogrupas (12)
bija sintez&ti ka negativas kontroles (2.9. att.). Savienojumu sintéze aprakstita darba autores
publikacija [35].

2.3. tabula

ITC termodinamiskie dati un KMR konversijas pakapes MBP-TMLD mijiedarbibai/reakcijai
ar TML un ta analogiem 25 °C temperatiira

H b
. . AG AH -TAS S/H®
a ) 3y )
# Savienojums Ko, pM keal'mol™? | kcal'mol? | kcal-mol™ dauc(i;)ums, attieciba
~| i 7,15 5,48
N i 7,15+ 548+ |
1| ~ W\H%o 5,78 + 0,06 0,01 0,08 1,66 + 0,08 97+ 1 1,3+0,3
NH;
[0}
2 )N*W%o- 7603 | 69+01 | 45+04 | -25+05 28+5 31+05
! NH,*
i 6,28
6,28 +
N+ . ' . —
3 /[\‘l Mo 25+1 0,03 1,4+0,2 49+0,2 30+2 29+0,2
NH3
~ i 7,12+ 6,37+
SN i -, —b, N
41 Et V\/ﬁ)%o 6,0+0,1 0,01 0,05 0,75+ 0,06 83+2 2,1+0,3
NH3
< 2
51| npr- Mo- 92+1,6 -6,9+0,1 -1,4+0,2 -5,5+0,3 25+6 34+04
NHz*
= i 6,75 +
6 ,'.pr/NV\/\‘)ko- 11,3+0,2 _0'701 -5,6+0,3 -12+0,3 51+3 24+0,1
NH3* !
(0]
e 6,52+
7| nBu o 16,4+0,2 0.03 -0,6+0,1 -59+0,1 30+3 24+0,1
NH;* !
< i
/NV\A‘)LO.
8 HN — — — - 12+3 3,9+0,8
o i

@ Savienojumi 9-15 (2.9. att.) neuzradija saistibu ITC un konversiju enzimatiskas reakcijas eksperimentos.
® H — hidroksil&ts substrats.
¢ S/H — sukcinata/hidroksiléta substrata attieciba.

Visi D-izoméri neatkarigi no kédes garuma [D-TML (9), d-trimetil-D-ornitins (10) un
C-trimetil-D-homolizins (11)], tapat ka e-trimetilaminoheksanoats (12), nesaistijas pie MBP-
TMLD. Lidzigi ITC eksperimenta saistibu neuzradija ari a-N-izobutiril-g-trimetil-L-lizins (8).
Iegiitie dati liecina, ka veiksmigai liganda saistibai enzimam nepiecieSama steriski
neapgratinata (unhindered) primara aminogrupa ar L-stereokimiju.

TML gadijuma noteikta Kp veértiba ir 5,78 uM (2.3. tab.). Termodinamiskais saistibas
profils parada saistibai labvéligas entalpijas, AH, un entropijas, —~TAS, komponentes (2.10. att.,
A). Turklat absolutas vertibas AH ir 3,3 reizes lielaks neka —TAS, kas liecina par domingjoso
entalpijas virzito (enthalpy-driven) saistibas mehanismu. Lidzigi saistijas ari savienojumi 4 un
6. Savukart savienojumiem 3, 5 un 7 nov@roja pret€jo saistibas termodinamisko profilu
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(2.10. att., C), kura domingja entropijas komponente, bet AH bija mazaks (absoltitos skaitlos).
Visticamak, tas atspogulo kontaktu sabruk$anu vai vajinasanos (weakening) starp enzimu un
ligandu un lielas saistibai labvéligas konformacionalas izmainas aktivaja centra. Sads saistibas
process ir entropijas virzits (entropy-driven).
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H
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2.9. att. TML analogi (9-12) un BBOX substrati (13-14) vai reakcijas produkts (15), kas
nesaistas un nehidroksil&jas ar TMLD.
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2.10. att. MBP-TMLD ITC titréSanas liknes (augsa) un termodinamisko saistibas parametru
grafiskais atspogulojums (apaksa).

A MBP-TMLD piesatinats ar Zn(II)/OGA titréts ar TML. B. MBP-TMLD piesatinats ar Zn(I11)/OGA titr&ts ar
D-TML. C. MBP-TMLD piesatinats ar Zn(I[)/OGA titréts ar {-trimetil-L-homolizinu. Visi titré$anas
eksperimenti veikti 25 °C temperatiira.

Savienojumi ar aizvietotajiem pie e-N-amonija grupas atkariba no saistibas afinitates veido
§adu rindu: Me ~ Et > n-Pr > i-Pr > n-Bu. Ka var redz&t, afinitate pasliktinas, palielinoties
aizvietotdja garumam. Interesanti, ka BBOX gadijuma y-dimetiletilamonija butirats (etil-GBB)
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uzradija Kp, kas ir par kartu sliktaks neka dabiskais substrats (2.4. tab.). Savukart TMLD
gadijuma etil-TML, e-dimetiletil-L-lizins (4) uzradija tikpat augstu afinitati ka TML (2.3. tab.).

2.4. tabula
Jauno TMLD substratu [35] un zinamo BBOX substratu [36] salidzinajums
BBOX BBOX BBOX
# TMLD BBOX PDB ID ICs0, pM Ko, pM
\Nw(i I 2
. Ny
1| - o /N\/\)I\o- 302G [16] X 49402
NH,*
| (0]
nav analogu SNy~ 3MS5 [16] 3462 2444
H
o : P (36
4 Et” Wo- SN 4C5W [36 33+1,8 46 =10
NH . Et/N\/\)I\O_
3
Pt i ' i /d /d
5 | ppr \/\/\‘)%- ~e n > 1000 n
i NH.* n—Pr’N\/\)I\O'
3
\'\“+ 2 | (0]
6 | ipr WO- NG n/d 57+1,6 n/d
a NH.* i-Pr’N\/\)LO'
3
‘ (0]
~J |
7 | n-BU” o \,NM n/d > 1000 n/d
NHg*

His389 ‘ F
d F
i nép24s Thr24s

\ Tyr217
/ LTrp2zt »

\ N\
;ﬁ;;\ w’*‘\ v //P:;\!
R — S

2.11. att. TMLD aktiva centra modeli, iegtiti ar IFD ar dazadiem ligandiem, paradot apkart
esoSos aminoskabju atlikumus un kofaktorus. A. TML (1) un B. e-dimetilbutil-L-lizins (7).

Aminoskabju atlikumi atspoguloti ka pelekas trubinas. Kofaktori: Fe(Il) atspogulots ka briina lode, aKG —ka
gaisi zilas trubinas. Ligands atspogulots ka zalas trubinas. UdenraZa saites paraditas ka dzeltenas, katjonu-r
mijiedarbibas — ka zalas partrauktas Iinijas, nepolarie Gidenrazi netiek atspoguloti.

27



legtito savienojumu modeli parada ar to, ka savienojumiem 1, 4 un 6 ir loti lidzigs
novietojums aktivaja centra (piem&ram, 2.11. att., A) un nav soda (penalty) par bioaktivas
konformacijas ienemsanu. Savukart savienojumi 5 un 7 uzradija AH tuvu nullei un entropijas
virzitu (entropy-driven) saistibas mehanismu, kas 1idzigs savienojumam 3. Iegttie dati parada,
ka garaka n-alkil aizvietotaja ievieSana e-N-amonija grupa, tapat ka alifatiskas kedes
pagarinaéana izjauc substratam lidzigo saistibas Veidu MBP-TMLD aktivaja centra.

“aromatiska bura” ammoskabju athkumu reorganizaciju. Redzamas parvertibas atspogulojas ka
afinitates samazinasanas un hidrofobo mijiedarbibu domingsana. Sie novérojumi loti labi korelé
ar I1Csp vértibam BBOX enzimam (2.4. tab.), kur Et- un i-Pr- aizvietotaji deva loti lidzigas un
mazas ICsp vertibas (darbojas ka konkurgjosie inhibitori), savukart n-Pr- un n-Bu- — loti lielas
(nav inhibitori, neietekmé hidroksilésanas reakciju). TMLD gadijuma ICso vertibas netiek
publicétas, jo planots Sos datus ieklaut patenta pieteikuma.

Talak, lai pilnigak raksturotu p&tamos savienojumus, tika noteiktas substratu 1-12
enzimatiskas konversijas pakapes. Enzimatisko reakciju novéroja izmantojot 1D H KMR
spektroskopiju péc analogiskas metodes ka Al Temimi et al. [37]. 2.12. att€la redzams piemérs
pilnigai izejvielas (TML) hidroksiléSanai Iidz 2S,3S-HTML, par ko liecina signalu nobide uz
vajakiem laukiem. Substrata izmainas enzimatiskas reakcijas rezultata kvantificgja péc
(CHa3)2-3sN* grupas, kas spektra paradas ka izol&ts singlets pie 3,0-3,1 ppm. Papildus novértéta
attieciba starp hidroksiléta produkta un sukcinata veidoSanos (S/H). Iegiitie dati apkopoti
2.3. tabula.
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2.12. att. 1D *H KMR spektri MBP-TMLD enzimatiskajai reakcijai ar TML.
Spektri sarkana un gaisi zila krasa atbilst enzimatiskas reakcijas maisijumiem bez un ar MBP-TMLD pé&c 30 min
inkubacijas 37 °C temperatiira.
Savienojumi 9-12, kas neuzradija saistibas siltumefektus ITC eksperimentos, nedarbojas

arT ka MBP-TMLD substrati un nestajas enzimatiskaja reakcija. Paaugstinato sukcinata
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veido$anos $ajos paraugos ari nenovéroja. Negaiditi enzimatiskaja reakcija ar savienojumu 8
novéroja 12 % hidroksiléta produkta un Cetras reizes lielaku sukcinata veido$anos, kas liecina
par atsaisti substrata un oKG patérina (turnover). Balstoties uz Siem novérojumiem, var
prognozet, ka savienojums 8 spgj ienemt MBP-TMLD aktivo centru, savukart enzimatiska
reakcija ir ievérojami pal€ninata a-amidu grupas dél, kas aizvietojusi a-aminogrupu. Visos
gadijumos, iznemot pasa TML hidroksilesanu, enzimatiskaja reakcija ar endogéna substrata
analogiem aKG patérins bija paaugstinats, un S/H attieciba ir 2,1-3,9 robezas. Tas var liecinat,
ka savienojumi 2—7 aiznem aktivo centru, bet retak pienem reagétspgjigu konformaciju, kas
izpauzas ari zemakos hidroksilé$anas reakcijas iznakumos.

Tapat ka ITC eksperimentos, veidojas divas savienojumu grupas, pamatojoties uz
hidroksileta produkta daudzumu. Vienu grupu veido savienojumi 2, 3, 5 un 7, kas hidroksilgjas
25-39 % intervala. Pie §Ts grupas var pieskaitit arT savienojumu 8 ar 12 % konversiju. Otra
grupa ietilpst TML un savienojumi 4, 6, kas atbilstosi noreaggja par 97 %, 83 % un 51 %. Sie
tris savienojumi bija vienigie, kam ITC eksperimentos noteica ievérojamu AH veértibu un kam
ir I1dzigs entalpijas virzits (enthalpy-driven) saistibas mehanisms. Rezultata var secinat, ka ITC
saistibas mehanisms atspogulo potencialo TMLD substratu tieksmi hidroksiléties un to var
izmantot konversijas paredzéSanai un vice versa. Turklat aKG reakcijas atsaiste no
hidroksilésanas reakcijas norada, ka $adi savienojumi ilgak uzturas enzima aktivaja centra,
neveidojot reakcijas produktu. Sadi savienojumi potenciali var tikt izmantoti de novo TMLD
inhibitoru dizaina, pateicoties ilgakiem uzturé$anas laikiem (residence times). Iegiitie dati
aprakstiti darba autores publikacija [35]. Visi ITC un enzimatiskas reakcijas attéli pieejami
promocijas darba pielikuma.

2.5.2. Farmakofora modela izveide

Farmakoforais modelis konstruéts, pamatojoties uz iegatajiem ITC un KMR
eksperimentalajiem datiem. Rezultata izveidoti geometriski ierobeZojumi, kas ietver tris
farmakoforus: divus pozitivus un vienu negativu centru. Pirmaja modeli (2.13. att., A)
neizmantoja papildu geometrijas ierobezojumus un pétamie ligandi tika pielagoti (fitted)
modelim, nemot véra tikai attalumus starp ladétiem centriem (2.13. att., B).

Savukart otraja model (2.14. att., A) ieviesti papildu steriskie trauc&jumi izslégto tilpumu
veida. Tas ir aizliegtas zonas, kurds nevar atrasties ligands. Pirmais modelis nevargja atlasit
L- un D-izomérus, pateicoties brivai rotacijai alifatiskaja k&de (2.13. att., C, D). Tomér, nemot
véra D-izoméru B-CH> grupas novietojumu, §1 nav reagétsp&jiga konformacija. Izslegtie tilpumi
otraja modeli veiksmigi atveidoja enzima aktiva centra telpiskus ierobezojumus un veiksmigi
atlasija visus D-izomérus. Aprékinato Phase Screen Score un eksperimentalo AG vértibu
salidzindjums abiem modeliem uzradija linearu korelaciju ar R? = 0,83 un 0,92 attiecigi
pirmajam un otrajam modelim. Otrais modelis (2.14. att.) deva labaku sakritibu starp
eksperimentalajiem un teorétiskajiem datiem, un taja nenovéroja klidaini pozitivu (false
positive) D-izomgru atlasi, ka tas ir pirmaja modeli. Tomér abi modeli trenéti konkr&ti uz TML
analogiem ar relativi augstu afinitati. Lai uzlabotu farmakoforo modeli, blitu nepiecieSams
plasaks ligandu klasts ar daudz atSkirigakam struktiiram un aktivitatem.
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2.13. att. Pirmais farmakoforais modelis bez izslégtiem tilpumiem, konstruéts uz TML un ta
analogu bazes, nemot véra ITC afinitates datus.

A. Farmakoforais modelis ar noraditiem geometriskiem ierobezojumiem. B. Ligandu parklajums (alignment) ar
farmakoforo modeli. TML — zala krasa un ta analogi (t. sk. HTML) — gaisi zila krasa. C. TML (zala krasa) un
D-TML (roza krasa) parklajums ar farmakoforo modeli, paradits no diviem skatpunktiem. Zilas sféras — pozitivi
ladeti centri; sarkana sfera — negativi 1ad@ts centrs. Pelekas sferas — tolerances radiuss ap ladéto centru.

90° : /)

90°

2.14. att. Otrais farmakoforais modelis ar izslégtiem tilpumiem, konstruéts uz TML un ta
analogu bazes, nemot véra ITC afinitates datus.
A. Farmakoforais modelis ar noraditiem geometriskiem ierobezojumiem no diviem skatpunktiem. B. Ligandu
parklajums (alignment) ar farmakoforo modeli. TML — zala krasa un ta analogi (t. sk. HTML) — gaisi zila krasa,

paradits no diviem skatpunktiem. Zilas sfeéras — pozitivi ladéti centri; sarkana sféra — negativi 1adéts centrs. Gaisi
zilas sferas — izslégtais tilpums. Pelekas sferas — tolerances radiuss ap 1adéto centru.
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2.5.3. TMLD enzimatiskas reakcijas izpéte

Lidzigi ka BBOX hidroskilé DL-karnitinu lidz 3-keto-GBB [29, 38], TMLD arT spgja
hidroksilét savu reakcijas produktu HTML. Iespgama reakcija paradita 2.15. attéla.
Enzimatiskaja reakcija MBP-TMLD un Fe(ll) parakuma (attiecigi > 15 un 500 uM) novéroja
2S,3S-HTML talako parvérsanos. Spektra jaunizveidota savienojuma signalu kimiskas nobides
pie 2,02 (m, 2H), 2,66 (t, 2H), 3,05 (s, 9H), 3,24 (m, 2H) un 3,99 (s, 1H) ppm atbilst (CH3)3-N-
CH.-CH>-CH»>-X-CH fragmentam, kas, visticamak, atbilst TML keto-produktam.

Savukart, veicot enzimatisko reakciju ar 2S,3RS-HTML diastereomeéru maisijumu,
novéroja, ka visstraujak ar enzimu reaggja 2S,3R-HTML, kas ir dabiskajam pret&jais
diastereomérs (neveidojas no TML enzimatiskaja reakcija). ITC eksperimentos arT izdevas
noteikt HTML diastereoméru maisijuma saistiSanos pie enzima ar afinitati (Kp 12,1 + 0,1 uM),
kas Iidziga e-dimetilizopropil-L-lizinam (6) un e-dimetilbutil-L-lizinam (7), bet p&c entropijas
virzita (entropy-driven) saistibas mehanisma. Tas ir pretéjs TML un lidzinas savienojumu 3, 5
un 7 saistibas mehanismam.

‘ OH O TMLD
NG : Fe(Il)
S,
_N (s)() ,,,,,,,,,,,
NH3* / v
akKG sukcinats
28,38-HTML +0, +CO, . HO QH 0o <, o O
/Nv\)\("s)ko_ T’ ON &,
‘ OH O TMLD NH;" Ho NH3*
SNt s, Fe(ll 2
AN (R)() o @ keto-TML
NH3* dihidroksi-TML
25 3R-HTML akKG sukcinats
el +0, +CO,

2.15. att. Atkartota HTML konversija ar MBP-TMLD enzimu.

2.6. FABP3 lipoprotektivas ipaSibas Siinu Iimeni. Hipotézes izveide

FABP3 spgj efektivi saistit dazada garuma TS un $adi pasargat Stinas no to toksicitates.
FABP3 potencials aizsargat §iinas no acilkarnitiniem parbaudits, titr&jot PANC-1° §tinas ar
palmitoilkarnitinu. 2.16. att€la redzams, ka palmitoilkarnitins ir toksisks Stnam ar LCsg
~ 25 uM. Savukart FABP3 pievienosana palielinaja §iinu dzivotsp&ju vidgji par 20 %. Lidzigi
palmitoilkarnitina citotoksiska iedarbiba tika efektivi samazinata, inicigjot FABP3
parekspresiju (overexpression) PANC-1 S$unas. Dati iegiiti sadarbiba ar Farmaceitiskas
farmakologijas laboratoriju (LOSI) un aprakstiti darba autores publikacija [39]. Rezultata tika
izvirzita hipotéze, ka FABP3 spgj saistit ne tikai TS, bet arT TS karnitina esterus un $§adi pasargat
§linas no to augstas toksicitates. Hipotézes parbaudei tika izstradata ITC metodika TS un to
karnitinu esteru test€Sanai, ka arT veikti protetlnu KMR peétijumi saistibas mehanisma
raksturoSanai.

S PANC-1 (ATCC® CRL-1469™) aizkunga dziedzera epitelija karcinomas $@inas.
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120 - m kontroles paraugi = ekstracelularais FABP3

PANC-1 $iinu izdzivo$ana,
% no kontroles

kontrole palmitoilkarnitins, pM

2.16. att. Palmitoilkarnitina (C16:0) toksicitate PANC-1 $tinas p&c 4 h inkubacijas bez un ar
60 uM FABP3, ko noteica pec MTT® kolorimetriskas metodes’.

Roza krasa — references paraugi, kur proteina vieta $anam pielikts buferis. Gaisi zila krasa — paraugi, kuros
pielikts rekombinantais FABP3. Pirma aile — kontroles paraugi, kuriem nav pielikts klat palmitoilkarnitins.
* liecina par butisku at8kiribu, salidzinot ar $tinam, kam nav pielikts klat FABP3.

2.7. Apstaklu mekléjumi FABP3 termodinamiskiem pétijumiem

2.7.1. TS skidibas un $kidumu stabilizéjoSo piedevu meklejumi

TS $kidibu idens buferos iesp&jams uzlabot, izmantojot DMPC8/TS liposomas [40], tacu
liposomu sagrauSanas/reorganizacijas siltumefekti nelauj precizi noteikt saistibas
termodinamiskus parametrus. Savukart plasi pieejama alternativa metode, kur TS $kidibu
uzlabo, pieliekot klat vérsa seruma albuminu (Bovine Serum Albumin, BSA) [41], $eit izmantot
nevargja, jo BSA afinitate pret TS vai to esteriem ir loti augsta un tas trauc€ eksperimentu ar
FABP3 realizaciju. Rezultata izm&ginats uzlabot TS $kidibu Gdens buferos, pielickot klat
dazadas piedevas, pieméram, glicerinu, Tween-20 vai Triton X-100. Katras piedevas efektivitati
novertgja ar DLS izkliedes intensitates raditaju, kas deva iesp&ju spriest par dalinas izméru
parauga. Izanaliz&jot DLS datus, konstatgja, ka vislabako stabilizgjoSo efektu izdevas panakt
0,1-0,5 % (v/v) Triton X-100 piedevas gadijuma, kas vargja stabilizet palmitatu (C16:0) lidz
pat 500 uM koncentracijai (izkliedes intensitate ~ 4537 + 149 kcps®). Acilkarnitinu gadijuma
DLS dati paradija, ka Triton X-100 koncentracija izkliedes intensitati neietekmgja, bet dalinu
izméri bija relativi mazi visos gadijumos. 500 uM palmitoilkarnitinam (C16:0-AC) izkliedes
intensitate sasniedza ~ 3812 + 351 kcps, kas ir samérojama ar 20 mM kalija fosfata un 50 mM
KCI bufera pie pH 7,6 (KPi) ar 0,50% (v/v) etanola piedevu izkliedes intensitati
3935 + 813 keps.

6 MTT — 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolija bromids. Metodes pamata ir MTT krasvielas krasas
maina no dzeltenas uz violetu, notiekot tetrazola cikla reducésanai, ko nodrosina dzivas $tinas metabolisms.

" Dati iegiiti sadarbiba ar Farmaceitiskas farmakologijas laboratoriju (LOSI). Izpilditaji: Karlis Vilks un
Melita Vidgja.

8 DMPC - dimiristoilfosfatidilholins.

% keps — fotonu skaits sekundg (kilo counts per second).
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2.7.2. Piedevu efekts uz FABP3 struktiiru

2D 'H-®N HSQC KMR spektri uznemti °N-iezim&tam FABP3, varigjot buferu sastavu
noliika parbaudit piedevu efektu uz ta struktiiru. Cetri spektri registréti apo-FABP3: (i) KPi
buferT bez piedevam, (ii) KPi bufert ar 10 % (v/v) glicerina, (iii) KPi bufert ar 0,10 % (v/v)
Triton X-100 un (iv) KPi buferi ar 0,25 % (v/v) Triton X-100 piedevam. legito spektru
superpozicija redzama 2.17. att€la (A). Ka redzams, visi Cetri spektri loti labi savstarpgji sakrft.
Minimalas izmainas ir noverojamas 10 krospikiem, no kuriem viens atbilst kustigam
C-terminalajam aminoskabju atlikumam, A133 (Seit un talak teksta — FABP3 aminoskabju
atlikumu numeracija péc UniProt ID P05413 [21]). Pargjie astoni aminoskabju atlikumi
(2.17. att., B) pieder aminoskabju atlikumiem liganda ieejas portala, savukart viens, F71, —
spraugas regionam (1.3. att.), kas visi ir loti kustigi FABP3 regioni, it ipasi apo-forma.
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2.17. att. 2D *H-15N HSQC apo-FABP3 spektru superpozicija, varigjot bufera piedevas, un
novérojamo kimisko nobizu izmainu atspogulojums FABP3 strukttira (PDB ID 4TKJ).

A. Spektrs KPi buferi bez piedevam — zila krasa; ar 10 % (v/v) glicerina — sarkana krasa; ar 0,10 % (v/v) Triton
X-100 — zala krasa; ar 0,25 % (v/v) Triton X-100 — dzeltena krasa. B. Kimisko nobizu izmainas atzimétas
proteina strukttira roza un oranza krasa (attiecigi liganda ieejas portals un spraugas regions); pelékie regioni —
kustigas cilpas, ko nevargja attiecinat pie pH 7,6.

Talak salidzinaja piedevu efektu uz FABP3-palmitata kompleksa strukttru. Sakuma
salidzinaja apo-FABP3 spektru ar kompleksa spektru un attiecinaja aminoskabju atlikumus ar
vislielakajam izmainam krospiku kimiskajas nobidés (2.18. att., A). Savstarpgji Salidzinot
cetrus FABP3-palmitata spektrus, kas uznemti vari€jot bufera piedevas, novéro loti augstu
lidzibu (2.18. att., B). Minimalas izmainas novéro astoniem aminoskabju atlikumiem, no
kuriem divi atrodas N-terminala un C-terminalaja gala, attiecigi V2 un A133. Pargjie sesi
aminoskabju atlikumi ir tie pasi, kas identificéti eksperimentd ar apo-FABP3 (2.17. att., A).
legiitie dati apstiprina, ka izmantotds piedevas neietekm& FABP3 struktiiru, netrauce TS
saistibu un nemaina FABP3-TS kompleksa konformaciju. Iegitie dati aprakstiti darba autores
publikacija [39].
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2.18. att. 2D *H-15N HSQC A. apo-FABP3 (zila krasa) un FABP3-palmitita kompleksa
(sarkana krasa) spektru superpozicija. B. FABP3-palmitata kompleksa spektru superpozicija
varigjot bufera piedevas.

A. Spektru superpozicija apo-FABP3 — zila krasa un FABP3-palmitata (C16:0) kompleksam — sarkana krasa KPi
bufer bez piedevam ar noraditiem aminoskabju atlikumiem, kam novéroja kimisko nobizu izmainas. Melnas
bultinas norada krospika nobides virzienu. B. Spektrs KPi buferT bez piedevam — zila krasa; ar 10 % (v/v)
glicerina — sarkana krasa; ar 0,10 % (v/v) Triton X-100 — zala krasa; ar 0,25 % (v/v) Triton X-100 — dzeltena
krasa.

2.7.3. StabilizéjoSo piedevu efekts uz termodinamiskajiem saistibas parametriem

Turpinajuma novertets iepriek§ minéto stabiliz&joso piedevu efekts uz FABP3-TS saistibas
termodinamiku un afinitati. ITC eksperimenti veikti KPi buferiar 10 % un 20 % (v/v) glicerina,
un 0,10 % un 0,25 % (v/v) Triton X-100 piedevam, ka arT parasta KPi buferi bez piedevam. Ka
testa savienojumi izmantoti laurinats (C12:0) un miristats (C14:0), attiecigi ar CMC = 25,12 un
6,92 mM [42] un skidibu — 55 un 20 mg/L H.0 20 °C [43].

Neviena no piedevam saistibas stehiometrijas N ~ 1 vértibu neietekméja. Tomér mainijas
saistibas stiprumi. Salidzinot C12:0 Kp vértibas visiem pieciem titréSanas eksperimentiem,
redzams, ka KPi buferT un glicerina (neatkarigi no koncentracijas) iegiitas vertibas loti labi
sakrit (vidgja vertiba 0,18 + 0,03 uM). Savukart paraugos ar 0,10 % un 0,25 % (v/v) Triton X-
100 piedevu Kp pasliktingjas attiecigi ~3 un 5,3 reizes. Papildus noveéro saistibas
termodinamiska profila izmainu. KPi buferi gan entalpijas, gan entropijas komponentes ir
negativas, proti, saistibai labveligas. Tomér —TAS komponentes vertiba tuva nullei un saistiba
ir entalpijas virzita (enthalpy-driven). Pielickot klat glicerinu, mainds vides viskozitate.
Rezultata pieaug nekovalento mijiedarbibu saistibas stiprums (palielinas AH absolaita vértiba),
bet, pateicoties entalpijas-entropijas kompensacijas mehanismam [44, 45], —~TAS klast pozitiva
jeb saistibai nelabveliga. Triton X-100 piedevas gadijuma novéro lidzigas, bet daudz izteiktakas
izmainas entalpijas un entropijas komponentgs, salidzinot ar glicerina pievienosanu.

Garako TS gadijuma, C14:0, glicerina piedeva izradijas neefektiva TS stabilizacijai,
savukart Triton X-100 piedeva labi stabiliz€ja garkézu TS gan 0,10 %, gan ari 0,25 %
koncentracija. Tomér abos gadijumos TS afinitate pret FABP3 parauga ar 0,10 % (v/v) Triton
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X-100 bija divas reizes stipraka neka parauga ar 0,25 % piedevu. Nemot véra iegtitos datus un
ITC eksperimenta praktisko norisi, 0,10 % (v/v) Triton X-100 tika uzskatita ka piedevas
optimala koncentracija talakam titréSanam.

2.7.4. FABP3-laurinata saistibas siltumkapacitates noteikSana

ITC metodikas validacijai noteikta laurinata (C12:0) saistibas pie FABP3 siltumkapacitates
izmaina, ACp atkariba no bufera sastava: KPi buferi bez un ar 0,10 % (v/v) Triton X-100
piedevas. TitréSanas eksperimenti veikti piecas dazadas temperataras: 16 °C, 20 °C, 25 °C,
30 °C un 37 °C. No iegitajiem entalpijas datiem konstruéti divi lineari grafiki un, izmantojot
linearas regresijas analizi, iegiitas ACp vértibas —0,33 = 0,01 un —0,22 + 0,02 kcal-K™t-mol™
(2.19. att.). Iegtto vertibu atkiriba ir minimala un labi saskan ar pasa fosfata bufera (pKa 7,198)
ACp =-0,23 kcal-K2mol* [46]. Kopuma termodinamisko parametru tendences abos buferos
nemainijas, kas lauj secinat, ka detergenta piedeva netraucé FABP3-TS saistibai un neietekmé
saistibas mehanismu. Savukart termodinamisko parametru variacijas saistitas ar solvatacijas
apvalku reorganizaciju un nekovalento mijiedarbibu energijas izmainam.
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- R = 0.996

S~o
-~
-
-

~~o
S
-
S~
~
-,

AH, kcal'mol?

-16 + y=—-0222x-8688 | o Tmw===al
18 + R2'=0.941

20 g b e e b b e b e e peaa

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

Temperatiira, °C

2.19. att. FABP3-laurinata (C12:0) saistibas AH atkariba no temperatiiras.

KPi buferT (bez piedevam) — sarkana taisne; KPi buferT ar 0,10 % (v/v) Triton X-100 piedevu — zila taisne. Punkti
uz taisném — eksperimentalas AH vértibas, noteiktas piecas dazadas temperatiiras. Liknes slipums nosaka
siltumkapacitates izmainu, ACp.

2.8. FABP3 termodinamiskie pétijumi

2.8.1. FABP3-TS saistibas termodinamika

Izmantojot iepriek$ izstradato un validéto ITC protokolu, noteiktas afinitates un
termodinamiskie parametri FABP3 saistibai ar dazada garuma un piesatinatibas pakapes TS (no
C8 lidz C20). Gadijumos, kad TS $kidiba to pielava (C8—-C12), ITC parametri tika noteikti ar
buferT bez detergenta. Iegttie dati apkopoti 2.5. tabula.
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2.5. tabula
ITC termodinamiskie dati FABP3 mijiedarbibai ar TS un to esteriem KPi bufert, 25 °C

0,10 %
. . Saisinata (VvIv) AG, AH, —TAS, u
Savienojums formula®® | Triton Ko, tM kcal-mol? kcal-‘mol? | Kkecal-mol™ N
X-100
~ | 1864005 | 7824002 | 80L* 019= 1 19
- _ 0,09 0,07
kaprilats Cc8:.0 1109%
+ 001 813+001 | -126+03 | 45+03 | ~1,0
0,252 = 11,09+ 208+ | _
- . - 0004 | 201001 0,08 0,08 10
kaprinats C10:0 8535+
+ 056002 | © 132403 | 47+03 | ~1,0
0,007
8,60+ 053+ | _
aurinats C12:0 0,20+£002 | -9,12+0,06 0,08 0,02 1.0
T 0,57+0,06 | —854=0,06 | 145+04 | 60+03 | ~1,0
Miristats C14:0 + 03+0,1 89+02 | 109+04 | 1,9402 | ~1,0
palmitats C16:0 + 014002 | 934+007 | 87+09 | 06208 | ~1,0
stearats C18:0 + 07:01 | —834+004 | 6404 | 20%04 | ~1,0
oledits CBLO 1 | 0204003 | 893+006 | 100+04 | 11205 | ~10
- Cisl
claidats . + 021+002 | -9,12+0,06 | -80+09 | -1,1+09 | ~1,0
trans-A
elk‘(’é*;"Ae;‘ats e 16402 | 7904007 | 17407 | 95+08 | ~10
o C16:0- 504+ 186+ | _
palmitoil-CoA CoA - 89+12 —6,90 + 0,08 0,09 0.01 1,0
20:5 cis-
EPA-kamitins | ASS11417. | _ | 14834008 | 661003 | ~243* 419 1 49
AC 0,09 0,06
miristoilkarnitins | C14:0-AC — 11,3 -6,7 -1,1 -57 ~05
oleoilkarnitis ClAgg:_lAgs' — | 221£007 | -7,724001 | -46+02 | -31+02 | ~05
Ci18:1
claidoilkarnitins | trans-A% | — | 2194004 | -7,72£002 | k29 | 343% 1 49
o 0,06 0,08

Visvajak ar FABP3 saistijas C8:0, visstiprak — C16:0. C18:0 un C14:0 saistas vismaz divas
reizes vajak neka C16:0. Visam izpé&titajam TS saistibas mehanisms bija entalpijas virzits
(enthalpy-driven) ar domingjo$o AH komponenti. Dazam vid&ja garuma un gark&zu TS (C8:0-
C14:0) entropijas komponente bija saistibai nelabveéliga, tuva nullei (C16:0) vai saistibai
labveliga (C18:0). Abas mononepiesatinatas TS (C18:1) deva loti tuvas saistibas afinitates un
termodinamiskos parametrus, kas norada, ka cis/trans dubultsaites konfiguracija neietekmé TS
saistibu FABP3 aktivaja centra. Savukart polinepiesatinata TS, EPA uzradija saméra vaju
saistibu, kas bija lidziga C8:0. Salidzinot ar C8:0, EPA gadijuma novéroja AH uzlabojumu par
~ 9,4 kcal'mol ™! un —TAS pasliktinasanos par lidzigu vértibu. Nemot véra to, ka EPA kustigums
ir ierobeZots ar piecam Cis dubultsaitém, ta, visticamak, ienem FABP3 aktivaja centra saliektu
konformaciju, papildus izraisot saistibas centra reorganizaciju stérisko trauc&jumu dél, par ko

10 Ogleklu skaits: nepiesatinato saisu skaits un to pozicijas.
1 ITC eksperimenta stehiometrija N atspogulo ne tikai proteina-liganda attiecibu, bet ar aktiva proteina
daudzumu parauga. Seit N noteikts, pienemot, ka proteins ir 100 % aktivs un pilniba delipidéts.
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liecina—TAS vértibas pieaugums. Savukart ierobeZotais kustigums labvéligi ietekméja proteina-
liganda nekovalentas mijiedarbibas. Iegiitie dati aprakstiti darba autores publikacija [39].

2.8.2. FABP3-acilkarnitinu un palmitoil-CoA saistibas termodinamika

Turpinot termodinamiskos pétljumus, izmé&ginats noteikt saistibas parametrus TS karnitina
un CoA esteriem. Interesanti, ka, salidzinot ar TS, kur detergenta piedeva netraucgja saistibai,
Seit Triton X-100 pat 0,10 % (v/v) koncentracija pilniba blokgja esteru saistibu. Iegitie rezultati
liecina, ka esteriem, visticamak, ir cits atpaziSanas mehanisms neka TS. Savukart, realizgjot
reakciju KPi bufer bez piedevam, saistibu uzradija tikai labi $kisto$as vielas — EPA-karnitins,
palmitoil-CoA un mononepiesatinati C18:1-cis/trans-A%-karnitini (2.5. tab.). Salidzinot ar
attiecigam TS, AH vértiba (absolitos skaitlos) samazindjas divas reizes, kas liecina par
Seit ir t1Ts reiz€s lielaka neka atbilstoSajam mononepiesatinatajam TS. Visi Cetri esteri saistijas
pie FABP3 ar saméra lidzigu termodinamisko profilu. Tomér C18:1-cis/trans-A%-karnitiniem
novéroja saistibas stehiometrijas, N, samazinajumu no 1,0 Iidz 0,5. Tas bija negaiditi, jo $ada
stehiometrija paredz, ka viena liganda molekula vienlaikus saistdas pie divam proteina
molekulam. Izmainas proteina-liganda koncentracijas un to attiecibas $o rezultatu neietekméja.
Sie dati liecina, ka tika novérots jauns mononepiesatinato acilkarnitinu saistibas mehanisms.
legitie dati aprakstiti darba autores publikacija [39].

2.8.3. Piesatinato TS karnitina esteru pétijumi

Nemot vera, ka mono- un polinepiesatinato TS karnitina esteri veiksmigi saistijas ar
FABP3, sagaidams, ka lidziga garuma piesatinato TS karnitina esteriem ar1 biitu jasaistas pie
FABP3, tomér eksperimenti ar tiem nebija tik veiksmigi. Neskatoties uz labaku $kidibu tidens
buferos (it 1pasi zema pH), salidzinot ar TS, garaku acilkarnitinu gadijjuma novero
micellizésanos [47, 48], kas traucé saistibai ar FABP3. Ipasi izteikts §is efekts ir
palmitoilkarnitinam, kam CMC ir tikai 15 pM [48]. Vienigais piesatinatas TS karnitina esteris,
kam izdevas noteikt saistibu ITC eksperimenta KPi buferi (bez piedevam), bija C14:0-AC, kas
saistijas tikpat vaji ka EPA-AC un ar lidzigiem termodinamiskajiem parametriem, bet ar
stehiometriju ~ 0,5 (2.5. tab.). Tas liecina, ka piesatinato un mononepiesatinato TS karnitina
esteriem biitu jasaistas ar FABP3 p&c lidziga mehanisma.

Palmitoilkarnitina $kidibas uzlaboSanai izm&ginats — p&c analogijas ar Matsuoka S. et al.
metodi [40] — uztaisit DMPC/acilkarnitinu liposomas. Kontrolei uztaisitas art DMPC/laurinata
un DMPC/miristata liposomas. Diemzgl, lietojot So metodi C12:0-AC, C14:0-AC un C16:0-
AC esteru termodinamisko parametru noteikSanai, saistibas siltumefektus ITC eksperimenta
detektét neizdevas. Savukart KMR eksperimenta divi paraugi (C12:0-AC un C14:0-AC)
spektrd uzradija minimalas izmainas, bet C16:0-AC spektra kimisko nobizu izmainas
nenoveroja.
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2.9. Palmitoilkarnitina efekts uz FABP3 pie zema pH

Acilkarnitini labi $kist un neveido micellas pie zema pH. Rezultata istenots FABP3-
palmitoilkarnitina saistibas pétfjums pie nefiziologiska pH: 5,4 un 3,6. lzmantojot
2D 'H-'°N HSQC spektrus, pieradits, ka apo-FABP3 saglaba struktiiru abu nefiziologisko pH
buferos. Talak parbaudita palmitata (C16:0) un palmitoilkarnitina (C16:0-AC) spgja saistities
pie FABP3 dazadu pH vide. Palmitata gadijuma proteina-liganda saistibu novéro pie pH 7,6 un
pH 5,4. Turklat spektra redzamajam kimisko nobizu izmainam ir lidzigas tendences. Savukart
pie pH 3,6 palmitata saistibu ar FABP3 vairs nenovéro. Visticamak, tas saistits ar aminoskabju
atlikumu protong€Sanas stavokla mainu liganda ieejas portala apkartn€ un palmitata
karboksilgrupas proton&sanos (pKa 4,75). Tas nelauj veidoties elektrostatiskam mijiedarbibam,
kas virza ligandu aktivaja centra [27]. Palmitoilkarnitina gadijuma izmainas spektra pie pH 7,6
ir daudz izteiktakas neka pie pH 5,4, tomér tas joprojam ir loti mazas, lai varétu viennozimigi
runat par kompleksa veidosanos. Savukart pie pH 3,6 spektra novéroja proteina signalu
izzu8anu, turklat parauga neveidojas nogulsnes. Visticamak, parauga veidojas lielmolekularie
kompleksi, kuru relaksacija ir parak atra KMR laika skala. Rezultata novero signalu pazusanu.
Hipotézes parbaudei KMR paraugi acetata bufert tika izpétiti ar DLS.

A. B.
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2.20. att. DLS mérijumi A. apo-FABP3, B. palmitoilkarnitinam, C. FABP3-palmitoilkarnitina
kompleksam un D. FABP3-palmitata kompleksam acetata buferi pie pH 3,6.

DLS dati rada, ka apo-FABP3 dalinu izmé&rs (2.20. att., A) acetata buferi pie pH 3,6 ir
~56d.nm (95,8%) un paraugs ir loti viendabigs. leglitais izmérs sakrit ar proteina
hidrodinamisko radiusu. Palmitoilkarnitina paraugs (2.20. att., B) pie zema pH arT izradijas loti
homogeéns. Taja visas dalinas bija ar izméru ~7,3d.nm (99,7 %). Savukart FABP3-
palmitoilkarnitina parauga novéroja dalinu izméra sadalijumu (2.20. att., C) ~80,5d. nm
(50 %) un ~ 8,6 d. nm (50 %). Kopuma tas liecina, ka uz proteina izveidojas palmitoilkarnitina
slanis. Proti, vienai FABP3 dalinai piesaistijas divas C16:0-AC dalinas (56 + 8,6 + 8,6 = 73,2
~ 80 d. nm). Turklat p&c §1 sadalfjuma var redz&t, ka tikai puse no pielikta palmitoilkarnitina
saistfjas pie proteina. Parauga ar FABP3-palmitatu (2.20. att., D) arT novéro divu izmeéru
dalinas, ~ 54 d. nm (56 %) un 1462 d. nm (48 %). Tas arT pamato faktu, kapec C16:0 nesaistijas
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ar FABP3, jo visas liganda molekulas izveidoja neregularus lielmolekularus agregatus.
Savukart protetna dalinas palika nemainigas un sakrit ar apo-FABP3 dalinu izm&riem.

Nemot véra iegiitos datus, var secinat, ka pie loti zema pH, kad TS karboksilgrupa tiek
protonéta, kompleksi ar FABP3 vairs neveidojas, jo $kiduma nav brivi pieejamu TS molekulu.
Turklat iesp&jams, ka FABP3 nespétu saistit TS pat tad, ja tas neagreggtos, jo aminoskabju
atlikumiem dalg&ji mainas protongSanas stavokli, kas nodrosina liganda atpaziSanu.

2.10.FABP3 saistibas validacija ar KMR

2.10.1. Kimisko nobiZu perturbaciju analizes pamatprincipi

Lai novertétu un kvantificétu KMR spektros redzamas izmainas, veikta kimisko nobizu
perturbaciju (Chemical Shift Perturbation, CSP) analize. Tas pamata ir 2D *H-*N HSQC
spektra augsts jutigums uz jebkuram izmainam parauga. Izmantojot attiecinatus apo-FABP3 un
FABP3-kompleksa spektrus un vienadojumu (1) ar mérogo$anas koeficientu o = 0,10 [49, 50],
izrekina spektra redzamas krospiku nobides, ko péc tam vizualizg ka stabinu diagrammu vai arT
grafiski, pieSkirot CSP veértibam krasu kodu gradienta veida, kas mainas no tumsi zilas uz
sarkanu. So krasojumu lieto proteina 3D struktiirai, kas dod iesp&ju detalizétak izprast redzamo
izmainu iemeslus un butibu, ka arT novertét proteina un dazadu ligandu saistibas atskiribas.

AS = /3[5,3 + (- 6y)2], €
kur A§ — CSP;

0H — protonu kimiskas nobides, ppm;
on — slapekla ktmiskas nobides, ppm;
a — mérogo$anas koeficients (0,10-0,45).

2.10.2. FABP3-ligandu kompleksu CSP analize

Ieprieks aprakstita CSP analizes metode lietota visiem FABP3-ligandu kompleksiem, kas
Ka liecina iegutie dati, TS saistiba (2.21. att., A) izraisa vairak izmainu proteina konformacija
neka atbilstoSo TS esteru saistiba (2.21. att., B). Turklat, palielinoties TS garumam, B-mucas
Ba—Ps virkngs (1.3. att.) aktiva centra dziluma novérojamas lielakas perturbacijas. Ka art visos
gadijumos, iznemot C8:0-AC un C16:0-AC, novero ievérojamas izmainas oy spirales dala, kas
tuvaka liganda ieejas portalam. DiemZz&l pasSas ieejas portalu veidojoSas cilpas netika
attiecinatas pie pH 7,6 (pel€kie regioni), tacu izmainas, ko izjut tam blakus eso$ie aminoskabju
atlikumi, potenciali liecina par 1 regiona lielam konformacionalam izmainam.

Analizgjot pozicijas ar vislielakajam izmainam, (CSP>0,2 ppm), identificéti $adi
20 aminoskabju atlikumi: K10, L11, Y20%, V26, G27. T30*, Q32, V33, A34*,  T41, T54, HSS,
S56*, T61, D77, L105*, L114, L116*, R127 un Y129 (2.21. att., A). Aminoskabju atlikumus,
atziméetus ar *, novero visam TS, iznemot visisako, C8:0. TS esteru gadijumos CSP uz fa—fBp
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lapas novéro mazak vai vispar nenovéro. Turklat, salidzinot redzamas izmainas, novéro, ka
C14:0-AC, C18:0-1-cis/trans-AS-AC un EPA-AC izraisa FABP3 struktiira izmainas, kas
visvairak Iidzinas CS8:0 saistibai. Turklat Bi—f; virknés noveéro vairak izmainu. Kopuma
ievérojamu CSP efektu acilkarnitiniem uzrada $§adi aminoskabju atlikumi: W9, K10, V12, D18,
Y20, K22, G27, Q32, V33, A34, T54, H55, L92, T117, T119, T128, Y129 un E130 (2.21. att.,
B).

2.21. att. CSP atspogulojums uz FABP3 struktiiras (PDB ID 3WVM) kompleksa ar

A. elaidatu (C18:1-trans-A®) un B. elaidoilkarnitinu (C18:1-trans-A%AC) ar noraditiem

mijiedarbiba iesaistitiem aminoskabju atlikumiem. Izveidots PyMOL programma [20].

Rezultata var secinat, ka acilkarnitini un palmitoil-CoA saistas pie FABP3 tikai viena
B-mucas pusg un, visticamak, neveido U veida konformaciju. R127, kas parasti veido sals tiltinu
ar negativi 1adeto karboksilgrupu, neuzrada CSP acilkarnitiniem. Visticamak, ka ligands tagad
ir estera forma un L-karnitins nespgj iekliit lipofilaja aktivaja centra un izveidot kontaktu ar savu
karboksilgrupu. Iegitie dati aprakstiti darba autores publikacija [39].

2.10.3. IFD aprekini FABP3-acilkarnitinu kompleksu izveidei

FABP3-acilkarnitinu kompleksu model&Sanai izmantoja IFD metodi, genergjot 200 liganda
konformacijas. Preciza acilkarnitinu saistibas konformacija nav zinama, tap&c nav iespgjams
pateikt, kads ir iidens molekulu skaits aktivaja centra. Sim noliikam ar in silico metodém tika
izveidoti vairaki proteina modeli, kas savstarpgji at$kiras tikai ar Gidens molekulu daudzumu.
Pieci FABP3 kompleksi (PDB ID 4TKJ) ar 30, 24, 12, 2 un 0 tdens molekulam talak tika
izmantoti IFD SP molekularaja dokinga [51, 52]. Labakos rezultatus izdevas sasniegt,
izmantojot strukttiras ar 0—12 Gidens molekulam, kas minimali ierobezo aktiva centra tilpumu
un neizmaina ta hidrofilicitati. Rezultata novéro hidrofobo TS esteru saistibu.

Lielaka dala kompleksos IFD ievietoja acilkarnitinus tadas konformacijas, kas atveido
garkezu TS U veida konformaciju (2.22. att., A, B) un novero kontaktu veidosanas ar R127 un
Y129. Otra konformacija L-karnittna dala novietojas tieSi liganda ieejas portala sakuma
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(2.22. att., C) un veido tdenraza saiti ar D77, ka arf sals tiltinu ar R79. Savukart lipofilas alkil-
kedes gals novietojas tiesi sprauga starp Pp un Pe virkném. Tresa konformacija ir viena no
visinteresantakajam. Seit L-karnitina dala ir vérsta uz arpusi caur spraugas regionu (gap) starp
Bo—Pe virkném un izveido Gidenraza saiti ar K59 (2.22. att., D). Savukart visa liganda lipofila
dala paliek iek$pus€ B-muca, pie kam tuvak Bi—; virkném, ka to arT paredz CSP eksperimentalie
dati.

TS lidzigas konformacijas izskatas mazticamas, jo eksperimentalie CSP dati neapstiprina
kontaktu veidosanos ar R127 un Y 129. No iegiito konformaciju Ipatsvara analizes redzams, ka
IFD parverté elektrostatisku kontaktu veidoSanos, jo lielakaja dala kompleksu L-karnitina
karboksilgrupa ir saistita ar kadu no pozitivi ladétiem aminoskabju atlikumiem FABP3 aktivaja
centra, tacu tas ir pretruna ar KMR eksperimentiem. Savukart maza dala kompleksu novéroja
t. s. apgriezto un atverto saistibas konformaciju (2.22. att., C un D), kas ievérojami labak saskan
ar eksperimentalajiem datiem.

2.22. att. FABP3-acilkarnitina kompleksi, iegiti ar IFD.

A. FABP3-oleoilkarnitins (C18:1-Cis-A°-AC) TS-lidziga konformacija; B. FABP3-EPA-AC TS-lidziga
konformacija; C. FABP3-oleoilkarnitins apgriezta konformacija; D. FABP3-oleoilkarnitins atvérta konformacija.
Proteins nokrasots atbilstosi CSP un atspogulots ka lentes. Ligands atspogulots ka gaisi zilas lodites un nijinas
(ball and stick). Aminoskabju atlikumi, kas veido idenraza saites ar ligandiem, atspoguloti ka lodites un nijinas
(krasojums péc CSP). Udenraza saites paraditas ka dzeltenas partrauktas Iinijas.

Izveidots PyMOL programma [20].

2.11. Mononepiesatinato acilkarnitinu saistibas mehanisma izpéte

ITC eksperimentos noveroja, ka mononepiesatinatie acilkarnitini saistas pie FABP3 péc cita
mehanisma, jo eksperimentos iegiita stehiometrija, N, samazinajas lidz ~ 0,5 (2.23. att., A).
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Viens no iesp&jamiem skaidrojumiem varétu bit tas, ka viena liganda molekula saista divas
proteina molekulas. Saistibas mehanisma labakai raksturo$anai veikti ITC un KMR izspieSanas
jeb konkurences eksperimenti, kuros parbaudita mononepiesatinato acilkarnitinu spé&ja
konkurét ar TS par saistibu FABP3 aktivaja centra.

Vispirms veikti ITC eksperimenti. IzspieSanu méginaja noverot starp trim dazada garuma
TS, kas skist idens buferos bez papildu piedevam. legitie dati apkopoti 2.23. att€la. Pirmaja
eksperimenta FABP3 piesatingja ar C8:0 un péc tam titr&ja ar elaidoilkarnitinu (C18:1-trans-
A®-AC) [2.23. att., B]. Eksperimenta rezultata C18:1-trans-A%-AC izkonkurgja C8:0 no FABP3
aktiva centra, turklat saglabajas saistibas mehanisms ar N~ 0,5. Nakamaja eksperimenta
(2.23. att., C) FABP3 vispirms piesatinagja ar C10:0, pé tam atkartoja titréSanu ar
elaidoilkarnitinu. Saja eksperimenta saistibas siltumefektus nenovéroja.

Apgriezta eksperimenta proteinu sakuma piesatinaja ar C18:1-trans-A%-AC, péc tam titr&ja
ar C10:0 (2.23. att., D). Saja eksperimenta novéroja TS saistibu pie proteina, tatu negaiditi tika
iegiits N ~ 0,5. Sads eksperiments ir iesp&jams, ja C10:0 izspiez elaidoilkarnitinu tikai no vienas
ta saistibas vietas un nekonkuré ar otro. Sis novérojums lauj proponét, ka viena no
mononepiesatinato acilkarnitinu saistiSanas vietam ir FABP3 aktivaja centra un C10:0 nespgj
to izkonkurét vajas afinitates dél. Savukart otra saistibas vieta vai nu nav saistita ar aktivo
centru, vai arT saistiba notiek taja ar citu konformaciju, kam ir vajaka afinitate. Ka pédgja
titresana $aja eksperimentu sérija veikta FABP3-C18:1-trans-A%-AC kompleksa titrésana ar
C12:0 (2.23. att., E). Seit ar novéroja TS saistibu pie FABP3 un elaidoil karnitina izspiesanu,
tacu atskiriba no C10:0 noveroja stehiometrijas atgrieSanos uz ~ 1,0. Tas nozimé, ka, salidzinot
ar C10:0, C12:0 spgj izkonkurét mononepiesatinatos acilkarnitinus no abam to saistiSanas
vietam.

Lai parliecinatos, kA mononepiesatinatie acilkarnitini konkuré ar TS par FABP3 aktivo
centru, veikti dazi proteinu KMR eksperimenti péc lidziga principa ka ITC eksperimenti.
Proteinu sakuma piesatinaja ar pirmo ligandu un registr&ja 2D *H-*N HSQC spektru. P&c tam
KMR stobrina pievieno otro ligandu un atkartoti uznem spektru. 2.24. att€la noraditi attiecinatie
krospiki ar vislielakajam CSP, p&c kuriem biitu javadas, analizgjot tr1s komponentu maisTjumu.
Vislielaka starpiba abos spektros saistita ar dazu krospiku pazu$anu no spektra (2.24. att., B,
atziméti ar *). Proti, analiz&jot spektrus C8:0 un elaidoilkarnitinu konkurences eksperimentos
(2.25. att., A), bijajavadas pec G27,R31, V33, S35, T61 un D77 krospiku pazu$anas no spektra.
Savukart, kad elaidoilkarnitins izspieda TS no FABP3 aktiva centra, novéro, ka dala signalu
atgriezas sakotngjas pozicijas, bet dala — pazud. Spektri labi saskan sava starpa, kas apstiprina
elaidoilkarnitina saistibu, izkonkurgjot C8:0. Sis eksperiments loti labi sakrit ar ITC izspieSanas
eksperimentu datiem. Turpmak realizeéti divi pret&ji eksperimenti starp FABP3-
elaidoilkarnitina kompleksu un C10:0 un C12:0 ka konkurgjosiem ligandiem. legitie rezultati
redzami 2.25. attéla (attiecigi B un C). Seit analize bija vienkariaka, jo elaidoilkarnitinam
saistoties spektra noveroja signalu pazuSanu. Turpreti, kad spécigi saistosa TS izspiez
acilkarnitinu no FABP3 saistiSanas centra, novero jaunu krospiku veidoSanos. No Siem datiem
redzams, ka abas TS, gan C10:0, gan ari C12:0, saistijas FABP3 aktivaja centra ar tadam pasam
izmainam ka FABP3-TS kompleksos.
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2.23. att. FABP3 ITC izspie$anas/konkurences eksperimenti starp elaidoilkarnitinu (C18:1-trans-A%-AC) un trim dazada garuma TS (C8:0 —
C12:0) KP1i bufert, 25 °C (augsa) un shematisks atspogulojums iesp&jamam saistibas/konkurences procesam (apaksa).

A. Elaidoilkarnitina saistiba pie apo-FABP3 (reference). Shéma acilkarnitins paradits ka oranzs aplitis, proteins — ka tumsi zils sektors. B. Elaidoilkarnitina saistiba pie
FABP3-C8:0 kompleksa. Shema TS paradita ka gaisi zils aplitis. C. Elaidoilkarnitina saistiba pie FABP3-C10:0 kompleksa. Izspie$anu/saistibu nenovéro. D. C10:0 saistiba
pie FABP3-elaidoilkarnitina kompleksa. Shema paradits, ka TS (gaisi zils aplitis) izspieZ acilkarnitinu (oranZais aplitis) tikai no vienas saistibas vietas, bet ne no otras.

E. C12:0 saistiba pie FABP3-elaidoilkarnitina kompleksa. Shéma paradits, ka TS (gaisi zils aplitis) izspiez acilkarnitinu (oranzais aplitis) no abam saistibas vietam. Zalas
bultinas norada sekmigu ligandu konkurenci/izspiesanu.
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2.24. att. 2D *H-*N HSQC spektru superpozicjias ar attiecinatiem aminoskabju atlikumiem:
A. FABP3-C8:0 un B. FABP3-C18:1-trans-A%-AC kompleksiem KPi buferi pH 7,6.

Spektru superpozicija: apo-FABP3 — zila krasa un FABP3-C8:0 (A) vai FABP3-C18:1-trans-A%-AC komplekss
(B) — sarkana krasa kopa ar noraditiem aminoskabju atlikumu numuriem, kam novéroja CSP. Melnas bultinas
norada krospika nobides virzienu. Acilkarnitina kompleksa gadijuma aminoskabju atlikumi, kas pazuda no
spektra, atzim@ti ar *.
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2.25. att. 2D *H-*N HSQC spektru superpozicjias FABP3 izspiesanas eksperimentiem
kompleksiem KPi bufert pH 7,6.

A. FABP3 kompleksa ar C8:0, kam pielikts klat elaidoilkarnitins (C18:1-trans-A°-AC). B. FABP3 kompleksa ar
C18:1-trans-A°-AC, kam pielikts klat C10:0. C. FABP3 kompleksa ar C18:1-trans-A°®-AC, kam pielikts klat
C12:0. Apo-FABP3 — zila krasa; komplekss ar pirmo ligandu — sarkana krasa; komplekss ar otro ligandu — zala
krasa.

Rezultata redzams, ka mononepiesatinatie acilkarnitini saistas FABP3 aktivaja centra, tacu
savas uzbiives d&| nespgj ienemt tadu pasu konformaciju ka TS. Paslaik Iidz galam nav skaidrs,
ka viena liganda molekula saista divas proteina molekulas. Iesp&jams, ka saistiba notiek caur
karnitina molekulu, tatu viens pats karnitins nesaistas pie FABP3 (saistibu nenovéroja ne ITC,
ne KMR eksperimentos). Tomér pastav varbiitiba, ka saistiba iesp&jama tikai karnitina esteriem
ar TS “astes” garumu > C14, kas darbojas ka “enkurs” un fiks€ acilkarnittnu FABP3 iekSpusg.
Iegtitie dati aprakstiti darba autores publikacija [39].
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2.12. FABP3 substratu klasta paplaSinasana

Apkopojot visus FABP3, TS un acilkarnitinu saistibas izp&tes datus, redzams, ka FABP3
spej saistit ne tikai dazada garuma TS, bet ar1 vidéja garuma un garkézu acilkarnitinus
(2.6. tab.). Izmantotas fizikali kimiskas metodes ar augstu ticamibu lava noteikt, ka pie FABP3
saistas mono- un polinepiesatinatie acilkarnittni, bet uzradot par vienu kartu zemaku afinitati

neka garkeézu TS.
2.6. tabula
Apkopojums FABP3-ligandu saistibas p&tijumiem
Savienojums Saisinata formula Saistiba ITC | Saistiba KMR Jauns S al‘sﬁbas
mehanisms

kaprilats C8:0 + + nav
kaprinats C10:0 A + nav
laurinats C12:0 + + nav
miristats C14:0 s + nav
palmitats C16:0 s + nav
stearats C18:0 + + nav
oledts C18:1 cis-A° + + nav
elaidats C18:1 trans-A°® + + nav
EPA 20:5 cis-A58.11.14.17 + + nav
palmitoil-CoA C16:0-CoA + + nav
kapriloilkarnitins C8:0-AC nesaistas nesaistas nav
laurioilkarnitins C12:0-AC nesaistas + nav

miristoilkarnitins C14:0-AC + + +

palmitoilkarnitins C16:0-AC nav nosakama tikai zema pH nav nosakama

oleoilkarnitins C18:1 cis-A°-AC + + +

elaidoilkarnitins C18:1 trans-A°-AC + + +
EPA-karnitins 20:5 cis-AS8L4IT.AC + + nav

Zala krasa — pozitivs, izteikts efekts, saistiba viennozimigi novérota. Dzeltena krasa — saistibas raditaji/efekti vaji

izteikti. Balta krasa — saistibu nenoveéro vai ari neizdevas noteikt konkrétos eksperimentalos apstaklos.
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10.

11.

12.

13.

14.

PROMOCIJAS DARBA GALVENIE REZULTATI

Ar divam vai Cetram mutacijam BBOX aktivaja centra nepietiek, lai izveidotu efektivu
TMLD mimétiki, kas sp&tu hidroksilét TML vai ta analogus, tacu ir iespgjama BBOX
mutantu un TML saistiba, kas nenoved pie katalitiskas reakcijas.

TMLD modelis, kas generéts ar maksliga intelekta palidzibu (AlphaFold), ir daudz stabilaks
par modeliem, kas gener&ti ar proteinu homologiskas model&Sanas programmam. Par to
liecina MD simulacijas RMSD, RMSF un statistiska analize.

AlphaFold ar relativi augstu precizitati atveido TMLD enzima aktivo centru, par ko liecina
pLDDT un sagaidama pozicijas kliidas analize, ka ar1 novérota laba sakritiba ar
eksperimentaliem datiem.

Rekombinanti iegita TMLD stabilitati un aktivitati iespgjams paaugstinat, ekspresgjot to
zemas temperatiiras un attirot, izmantojot cukuru piedevas augstas koncentracijas.

TMLD enzima Fe(II) vieta ka izostéros katjonus var izmantot tikai Co(ll) un Zn(ll), bet ne
Ni(I), kas savukart deva vislabakos rezultatus BBOX saistibas eksperimentos.

Izstradata metodika TMLD potencialu inhibitoru raksturosanai ar ITC.

Atrasta korelacija starp TMLD substrata konversiju, sukcinata/hidroksiléta produkta
attiecibu un saistibas mehanismu.

Pamatojoties uz ITC datiem, izveidots uz TMLD substrata analogiem balstits farmakoforais
modelis.

TMLD péc analogijas ar BBOX ir sp&jigs hidroksilét 2S5,3S-HTML un 2S,3R-HTML lidz
keto-TML, tomér dabiska reakcijas produkta, 2S,3S-HTML, hidroksilé$ana ir daudz 1énaka
un neizdevigaka, salidzinot ar 2S,3R-HTML konversiju.

Izstradata un valideéta dazada garuma piesatinato un nepiesatinato TS ITC metodika skidibu
uzlabojosa detergenta, Triton X-100, klatbatng, kas deva iesp&ju precizi noteikt saistibas
termodinamiskos parametrus un novertet afinitati.

Paplasinats FABP3 substratu klasts. Pieradits, ka FABP3 spgj saistit ne tikai TS, bet arT to
karnitina un CoA esterus. Mononepiesatinato acilkarnitinu gadijuma noverots jauns
saistibas mehanisms.

Garkézu acilkarnitinu un CoA esteru afinitate pret FABP3 ir vismaz par kartu zemaka neka
atbilstosajam TS. L-Karnitins un CoA traucé acilkarnitiniem ieiet dzili FABP3 saistibas
kabata, veidojot proteina-liganda konformacijas ar neoptimaliem kontaktiem un saistibai
nelabveligu solvataciju vai konformacionalam izmainam.

Attiecinatas apo-FABP3 un 14 FABP3-ligandu kompleksu pamatk&des kimiskas nobides,
kas izmantotas plasa CSP analizg. Izmantojot CSP datus un in silico molekularo dokingu,
uzmodel&tas iesp&jamas acilkarnitinu saistibas konformacijas.

Pieradita konkurence starp acilkarnittniem un TS par FABP3 saistibas kabatu.
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SECINAJUMI

Izstradata ITC metodika lauj veiksmigi raksturot substratam lidzigo savienojumu saistibu
ar TMLD. Kombinacija ar enzimatiskas reakcijas datiem tas dod iesp&u noteikt gan
termodinamiskus parametrus (saistibas afinitati, entalpiju un entropiju), gan ar1 ligandu
potencialu kalpot ka enzima substratiem.

Atklati divi atSkirigi substratu saistibas mehanismi: entalpijas un entropijas virziti, kas
atSkiras ar ligandu izraisttam izmaindm TMLD aktivaja centra. Atrasta korelacija starp
TMLD substrata konversiju un saistibas mehanismu. Substrati, kas saistas pie TMLD p&c
entropijas virzita mehanisma, hidroksiléjas mazaka méra.

Atklats, ka daziem TML analogiem aKG reakcija ir atsaistita no hidroksilésanas reakcijas.
Rezultata $adi savienojumi ilgak uzturas enzima akftivaja centra, neveidojot reakcijas
produktu, un var but izmantoti de novo TMLD inhibitoru dizaina, pateicoties ilgakiem
uzturéSanas laikiem.

Izveidotais farmakoforais modelis apstiprina tris funkcionalo elementu nepiecieSamibu
stiprai substratu saistibai un var tikt izmantots, lai noveértétu jauno TML-analogu afinitati
pret TMLD.

Izmantojot fizikali kimiskas metodes (ITC un KMR), pieradits, ka FABP3 spg;j saistit ne
tikai piesatinatas un nepiesatinatas garkézu TS, bet arT atbilstoSo garkézu TS karnitina vai
CoA esterus. Polinepiesatinatie acilkarnitini un CoA esteri saistas FABP3 aktivaja centra
lidzigi ka TS, savukart mononepiesatinatie — p&c atskirTga mehanisma, saistot divas proteina
molekulas ar vienu liganda molekulu.

Acilkarnitini spgj izkonkurét no FABP3 aktiva centra Tsas TS 1idz kaprinatam (C10:0), kas
savukart spgj izkonkurét acilkarnitinus no otras saistibas vietas. Garkézu TS, sakot ar
laurinatu, pilniba izspiez acilkarnitinus no FABP3.

legtitie dati nosaka, ka FABP3 ir spgjigs saistit acilkarnitinus, pasargat S$tinas no
acilkarnitinu izraisitiem bojajumiem un potenciali var darboties ka kardioprotektants. Viens
no terapijas veidiem biitu inici€t ta paaugstinatu ekspresiju mérktiecigi sirds muskuli,
izmantojot mRNS vakcinu pieeju.
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