Sveuciliste u Splitu

Prirodoslovni-matematicki fakultet

Doktorski studij Biofizika

Doktorski rad

Ucinak oksidacije na protein-protein interakcije 1 analiza
oksidativnog osteCenja proteina detekcijom karboniliranih

proteina u ljudskoj plazmi

Sanda Raié

Split, prosinac 2025.



University of Split

Faculty of Science

Doctoral Study of Biophysics

Doctoral thesis

The effect of oxidation on protein-protein interactions and
the analysis of oxidative protein damage by detecting

carbonylated proteins in human plasma

Sanda Raié

Split, December 2025



Sveuciliste u Splitu, Prirodoslovno-matematicki fakultet
Odjel za fiziku, Doktorski studij Biofizika

UCINAK OKSIDACIJE NA PROTEIN-PROTEIN INTERAKCIJE I ANALIZA
OKSIDATIVNOG OSTECENJA PROTEINA DETEKCIJOM KARBONILIRANIH
PROTEINA U LJUDSKOJ PLAZMI

Doktorski rad Sande Raié, mag. chem., izraden je kao dio obaveza potrebnih za stjecanje
akademskog stupnja doktora znanosti, pod vodstvom mentora prof. dr. sc. Igora Stagljara i
komentorice izv. prof. dr. sc. Viljemke Bucevi¢ Popovié.

SteCeni akademski stupanj: doktorica znanosti iz znastvenog podrucja prirodnih znanosti.
Povjerenstvo za ocjenu i obranu doktorskog rada u sastavu:

1.

izv. prof. dr. sc. Stjepan Orhanovi¢
(Prirodoslovno-matematicki fakultet, SveuciliSte u Splitu - predsjednik)

2.

prof. dr. sc. Mila Radan

(Kemijsko-tehnoloski fakultet u Splitu, Sveuciliste u Splitu — Clan)

3.

dr. sc. Maja Katalini¢, znanstvena savjetnica

(Institut za medicinska istraZivanja i medicinu rada, Zagreb - ¢lan)

Potvrduje da je disertacija obranjena dana 8. sije¢nja 2026. godine.

Voditelj doktorskog studija: izv. prof. dr. sc. Damir Kovaci¢

Dekanica: prof. dr. sc. Ana Maravié¢




TEMELJINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

SveuciliSte u Splitu

Prirodoslovno-matematicki fakultet Doktorski rad

UCINAK OKSIDACIJE NA PROTEIN-PROTEIN INTERAKCIJE I ANALIZA OKSIDATIVNOG
OSTECENJA PROTEINA DETEKCIJOM KARBONILIRANIH PROTEINA U LJUDSKOJ PLAZMI

Sanda Raié

Rad je izraden na Mediteranskom institutu za istrazivanje Zivota u Splitu.

Sazetak

Oksidativni stres definira se kao stanje neravnoteZe izmedu proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta i
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protein interakcije te razvija i optimizira metodu kvantifikacije oksidativnog oStecenja proteina u ljudskoj
plazmi, s ciljem identifikacije biomarkera starenja. U prvom dijelu rada ispitan je utjecaj oksidativhog
oSteenja na afinitet vezanja KRAS proteina za Ras-binding domenu (RBD) c-RAF kinaze. UV-
inducirana karbonilacija KRAS-a rezultirala je smanjenjem sposobnosti vezanja za RBD, §to ukazuje na
osjetljivost KRAS kompleksa pod oksidativnim uvjetima. U drugom dijelu rada optimizirana je 2D-
OxiDIGE metoda za kvantifikaciju karboniliranih proteina u ljudskoj plazmi, s moguéno$éu buduée
identifikacije spektrometrijom masa. Metoda je validirana za osjetljivost, selektivnost i reproducibilnost, s
posebnim naglaskom na detekciju nisko zastupljenih proteina plazme koji mogu sluziti kao potencijalni
biomarkeri oksidativnog stresa i starenja. Rezultati integriraju molekularne, funkcionalne i metodoloske
pristupe za razumijevanje karbonilacije proteina te naglaSavaju njezinu ulogu u regulaciji stani¢nog
signaliziranja, uz potencijalne primjene u dijagnostici bolesti i starenja povezanih s oksidativnim stresom.
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Popis kratica

1D-Oxi jednodimenzionalna elektroforeza za odredivanje ukupne karbonilacije
2D-DIGE dvodimenzionalna diferencijalna gel-elektroforeza

2D-OxiDIGE 2D-DIGE za odredivanje karbonilacije

ALA alanin

ALY alizin

ARG arginin

ASA o-aminoadipat-semialdehid

COov koeficijent varijacije

DNPH 2 4-dinitrofenilhidrazin

GAP protein koji aktivira GTP-azu

GDP gvanozin-difosfat

GEF faktor za izmjenu gvaninskog nukleotida
GSA glutamil-semialdehid

GTP gvanozin-trifosfat

HSA albumin

IC C-terminalni fragment inteina

IEF izoelektricno fokusiranje

IGG imunoglobulin G

IN N-terminalni fragment inteina

ILE izoleucin

KRAS engl. Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog
LEU leucin

LYS lizin

MEK MAPK/ERK kinaza

pl izoelektri¢na tocka proteina

PPI protein-protein interakcije

PRO prolin

PSM podudaranje peptida i spektra

RAF engl. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

RBD Ras-vezuju¢a domena RAF kinaze
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SIMPL metoda Split Intein-Mediated Protein Ligation
UV ultraljubicasto
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I. Uvod

1. 1 Oksidativni stres: definicija, uzroci i bioloSke posljedice

Oksidativni stres oznaCava stanje naruSene ravnoteZze izmedu stvaranja reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS, engl. Reactive Oxygen Species) 1 sposobnosti organizma da ih
neutralizira ili popravi oSte¢enja koja one uzrokuju (Sies 1997). ROS obuhvacaju
razli¢ite kemijske spojeve, poput superoksidnog aniona (O, ), vodikova peroksida
(H,05) i hidroksilnog radikala (*OH). Ove se molekule u stanici neprekidno stvaraju
kao nusprodukti normalnih metaboli¢kih procesa. To se osobito odnosi na
mitohondrijsku respiraciju 1 druge povezane metaboliCcke putove. Iako se ROS
najceSe povezuju s oksidativnim oSte€enjima, imaju 1 vaznu ulogu u regulaciji
signalnih puteva, ekspresiji gena, imunoloSkom odgovoru te obrani od patogena
(Finkel 1 Holbrook 2000).

Glavni izvori endogenog ROS-a ukljuCuju mitohondrije, NADPH-oksidaze, enzime
citokroma P450 i peroksisome (Reuter i sur. 2010). Osim endogenih izvora, postoje i
vanjski ¢imbenici koji mogu povecati stvaranje ROS-a u tkivima. Medu njima se
nalaze ultraljubicasto (UV, engl. ultraviolet) 1 ionizirajuCe zraCenje, zagadenje okolisa,
duhanski dim, teSki metali, odredeni lijekovi 1 razliciti patoloski upalni procesi (de
Jager 1 sur. 2017).

Kako bi odrzale redoks ravnotezu, stanice raspolazu sloZenim antioksidativnim
sustavom koji ukljuCuje enzime poput superoksid-dismutaze, katalaze 1 glutation-
peroksidaze, te niskomolekularne antioksidanse kao Sto su glutation, vitamin C i
vitamin E. Ove komponente neutraliziraju ROS 1 tako Stite stanice od oksidativnih
oStecenja (Shacter 2000).

Klju¢na osobina oksidativnog stresa je njegova dvojaka priroda. U niskim
koncentracijama, ROS djeluje korisno jer sudjeluje u razli¢itim fizioloSkim procesima,
dok visoke koncentracije ROS-a uzrokuju oStecenja biomolekula. Kada koli¢ina ROS-
a premasi antioksidativni kapacitet stanice, dolazi do nakupljanja oksidativnih
oSteCenja lipida, nukleinskih kiselina, ugljikohidrata te osobito proteina (Dalle-Donne i
sur. 2006; Levine 1 Stadtman 2001; Shacter 2000; Stadtman 2006). Takve visoko
reaktivne vrste mogu narusSiti strukturu i funkciju biomolekula, Sto ozbiljno ugrozava

stani¢nu funkciju 1 prezivljenje (Slika 1).
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Endogeni izvori
Direktna i indirektna zastita Cimbenici okolisa
Zivotni stil
Antioksidativna zastita Prekomjerna proizvodnja ROS-a

OKSIDATIVNI STRES
l

Proteini
Lipidi — Ostecenja stanice
DNK |
Bolest
Starenje

Slika 1. Prikaz gubitka ravnoteZe izmedu antioksidativne zastite i proizvodnje ROS-a. Prekomjerna
proizvodnja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS), potaknuta endogenim procesima, ¢cimbenicima okolisa i
na¢inom Zivota, nadmasuje kapacitet antioksidativnih obrambenih sustava katalaza (CAT), superoksid-
dismutaza (SOD), i glutationa (GTX). Ilustracija izradena pomo¢u programa BioRender.

Oksidativni stres moze biti akutan ili kroni¢an. Akutni oblik najce$ée nastaje kao
odgovor na okoliSne ¢imbenike, poput UV-zracenja ili toksina. Kronicni stres razvija
se postupno, zbog dugotrajne neravnoteze u antioksidativnoj obrani, 1 povezuje se sa
starenjem te s bolestima poput kardiovaskularnih i neurodegenerativnih poremecaja,
raka, dijabetesa, kroni¢nih upala i metabolickih disfunkcija (Dalle-Donne i sur. 2006;
Levine i Stadtman 2001; Stadtman 2006).

Ovo je istraZzivanje usmjereno na oksidativna oSteCenja proteina, buduci da upravo ta
vrsta modifikacija znacajno narusava stani¢ne funkcije i sudjeluje u nastanku i razvoju
brojnih oboljenja (Baraibar i sur. 2012;Dalle-Donne i sur. 2006; Nystrom 2005).
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1. 2. Karbonilacija proteina kao posljedica oksidativnog stresa

Zbog svoje visoke zastupljenosti i rasprostranjenosti u razli¢itim dijelovima stanice,
proteini predstavljaju najéeSce mete oksidativnih oSte¢enja. Procjenjuje se da izmedu
50 % 1 75 % svih oSteenja izazvanih oksidativnim stresom u stanicama pogada
upravo proteine (Dean 1 sur. 1997). Medu razli¢itim oblicima oksidativnih
modifikacija, karbonilacija se istiCe svojom ucestaloSCu, ireverzibilnoS¢u i
funkcionalnim posljedicama. Karbonilacija proteina je nepovratna oksidativna
modifikacija koja nastaje uvodenjem karbonilnih skupina (aldehida ili ketona) u bo¢ne
lance odredenih aminokiselina, pri ¢emu njihova kemijska struktura odreduje
osjetljivost na oksidaciju i posljedicne promjene u funkciji proteina (Dalle-Donne i
sur.. 2003; Levine 1 sur,. 1990; Stadtman i1 Levine 2003). Za razliku od reverzibilnih
modifikacija, poput formiranja disulfidnih veza ili sulfenilacije, karbonilacija ostaje
trajna jer stanice nemaju specificne enzime za njezino uklanjanje (Fedorova 2017).
Ovisno o strukturi bocnog lanca, aminokiseline se razlikuju obzirom na razliitu
osjetljivost prema oksidaciji i posljedicama koje te modifikacije ostavljaju na protein.
NajpodloZnijima karbonilaciji smatraju se aminokiseline poput lizina (Lys), arginina
(Arg), prolina (Pro) i treonina (Thr), koje tijekom oksidativnog stresa izravno
podlijeZu uvodenju karbonilnih skupina (aldehidne ili ketonske) (Slika 2) (Stadtman i
Levine 2003).

Ove aminokiseline posebno su osjetljive na oksidaciju induciranu reaktivnim
kisikovim vrstama u prisutnosti prijelaznih metala, pri ¢emu dolazi do stvaranja
specificnih karbonilnih derivata. Oksidacijom Lys nastaje o-aminoadipat-semialdehid
(Asa), oksidacijom Pro i Arg nastaje glutamil-semialdehid (Gsa), dok oksidacija Thr
rezultira stvaranjem 2-amino-3-ketobutirata (Tox) (Dalle-Donne i sur. 2003; Requena i
sur. 2001).

Karbonilne skupine se mogu na proteinima pojaviti i sekundarno, kroz reakcije s
lipidnim peroksidima ili krajnjim produktima glikacije (engl. Advanced glycation end-
products), umjesto izravnom oksidacijom aminokiselina (Dalle-Donne i sur. 2003;
Levine 1 sur. 1990). Ipak, takve se modifikacije klasificiraju zasebno, dok se izravna
karbonilacija smatra primarnim oblikom oksidativnog oSte¢enja, specificnim za
navedene aminokiseline (Stadtman 1 Levine 2000). DosadasSnja istraZivanja ne ukazuju
na druge aminokiseline kao znaCajne mete izravne karbonilacije u fizioloSkim
uvjetima.

Karbonilirani proteini najéesce zauzimaju nepravilne, denaturirane konformacije koje

ih Cine teSko prepoznatljivima za proteoliticke sustave (Dalle-Donne 1 sur. 2006,
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Nystrom 2005). Osim toga, gubitak pravilnog savijanja (engl. folding) povecava
njihovu sklonost agregaciji. Nastali agregati su Cesto netopljivi i veliki, zbog ¢ega ne
mogu uéi u proteasome (Nystrom 2005). U uvjetima jakog oksidativnog stresa ili
tijekom starenja, dolazi do ubrzanog nakupljanja karboniliranih proteina koji mogu
zagusiti sustave razgradnje, dodatno pogorSavajuci stanje u stanici (Krisko i Radman
2010). Stovie, karbonilacija moZe zahvatiti i komponente samih razgradnih sustava,
Sto dodatno smanjuje njihovu funkcionalnost i ubrzava nakupljanje oSte¢enih proteina.
Posljedi¢no, karbonilacija moze dovesti do gubitka ili stjecanja enzimske funkcije,
poremecaja u interakcijama izmedu proteina, smanjene inhibicije proteaza, promjena u
genskoj ekspresiji te povecanja imunogenosti endogenih proteina (Fedorova 2017).
Takve promjene narusavaju stani¢ne signalne putove i homeostatske mehanizme, §to u

konacnici moZe rezultirati funkcionalnim kolapsom i stani¢nom smréu.
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Slika 2. Shematski prikaz oksidativne modifikacije bo¢nih lanaca aminokiselina uslijed karbonilacije
proteina. Pod utjecajem ROS-a, aminokiseline lizin (LYS), prolin (PRO), arginin (ARG) i treonin
(THR) oksidiraju se u odgovarajuce karbonilne derivate: a-aminoadipat-semialdehid (ASA), glutamil-
semialdehid (GSA) i 2-amino-3-ketobutirat (TOX). Ilustracija izradena pomocu programa BioRender.
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Nakupljanje karboniliranih proteina povezano je s razvojem brojnih bolesti. U
neurodegenerativnim poremecajima, poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti,
zabiljeZene su poviSene razine karboniliranih proteina u regijama mozga pogodenima
neurodegeneracijom, S$to upucuje na moguéu uzro¢nu povezanost s gubitkom
neuronske funkcije (Stadtman 2006). U kardiovaskularnim bolestima, karbonilacija
mijenja strukturu i funkciju kontraktilnih proteina miokarda, dok u dijabetesu i
kroni¢nim upalnim stanjima pridonosi oS$teenju endotela i1 potiCe aktivaciju
imunoloskog odgovora (Levine 2002; Tramutola i sur. 2020). Osim toga, kroni¢na
izloZenost oksidativnom stresu rezultira postupnim porastom karboniliranih proteina s
dobi, §to ih Cini pouzdanim biomarkerom stani¢nog starenja i kumulativnog

oksidacijskog opterecenja (Baraibar i sur. 2013).

Na razini stani¢nih procesa, karbonilacija mozZe sluziti kao sredstvo deaktivacije
funkcionalno kompromitiranih proteina i signal za njihovu degradaciju (Dalle-Donne i
sur. 2003; Nystrom 2005). Medutim, kada kapacitet stanicnih sustava postane
nedostatan za njihovo ucinkovito uklanjanje, disfunkcionalni proteini se nakupljaju,
¢ime se aktiviraju upalni putevi poput signalizacije NF-»B i ekspresije proupalnih
citokina, kao 1 sustavi za prepoznavanje oSteCenih molekula (Nowotny i sur. 2015).
Zbog svega navedenog, karbonilacija proteina nije samo pasivna posljedica
oksidativnog stresa, ve¢ i aktivan ¢imbenik u progresiji bolesti i starenju. Upravo zbog
toga, detekcija, kvantifikacija i razumijevanje funkcionalnih posljedica karbonilacije
proteina predstavljaju kljuéne korake u bioloSkom i biomedicinskom istraZivanju

oksidativnog stresa.

1. 3. Proteostaza - homeostaza proteina

Odrzavanje funkcionalnog proteoma, poznato kao proteostaza, kljuéno je za stani¢nu
homeostazu i ople zdravlje organizma (Balch i sur. 2008; Hipp i sur. 2019).
Proteostaza obuhvaca niz medusobno povezanih procesa, ukljuCujuci sintezu, pravilno
savijanje, lokalizaciju, funkcionalnu regulaciju i degradaciju proteina (Balch i sur.
2008). Ti procesi ovise o sloZenoj mreZi molekularnih mehanizama u koje se ubrajaju
Saperoni, sustavi kontrole kvalitete proteina, ubikvitin-proteasomski sustav i

autofagija.

Poremecaj proteostaze smatra se jednim od temeljnih obiljeZja starenja i znaCajno
doprinosi razvoju brojnih bolesti. Gubitak ucinkovitosti u odrZavanju funkcionalnog

proteoma povezan je s nakupljanjem proteinskih agregata, Sto je karakteristino za
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neurodegenerativne bolesti poput Alzheimerove, Parkinsonove i Huntingtonove bolesti
(Labbadia i Morimoto 2015). Osim toga, disfunkcija proteostatske mreze doprinosi

razvoju metaboli¢kih poremecaja, dijabetesa tipa 2 i razlicitih oblika raka.

NaruSena proteostaza povecava osjetljivost stanica na oksidativna oStecenja,
ukljucujuéi karbonilaciju, S§to dodatno destabilizira funkcionalni proteom i ugroZava
stanicnu homeostazu. U zdravim stanicama koje nisu izloZene stresu, potrebe za savi-
janjem i razgradnjom proteina su uravnoteZene s kapacitetom stani¢ne proteostatske
mreZe (Slika 3). Vecina proteina pravilno se savija u svoje nativno stanje, dok se
njihov viSak ili pogre$no savijeni proteini ucinkovito uklanjaju putem proteasomskog
sustava i autofagije. U uvjetima akutnog stresa, stanica aktivira adaptivni odgovor
kojim povecdava ekspresiju molekularnih Saperona i drugih ¢imbenika ukljucenih u
odrzavanje proteostaze (Hipp i sur. 2019.). Time se pojacava kapacitet za pravilno
savijanje proteina i ubrzava razgradnja oSte¢enih molekula, dok se istovremeno
smanjuje sinteza novih proteina kroz inhibiciju opée translacije (Balch i sur. 2008).
Iako se u uvjetima stresa povecava potreba za savijanjem i razgradnjom proteina,
zdrava stanica zadrzava sposobnost uc¢inkovite prilagodbe i odrZzavanja proteostatske

ravnoteze (Kaushik i Cuervo 2015).

Zdrava stanica Zdrava stanica Bolesna/stara stanica
bez stresa pod stresom pod stresom

P b %@% P
Sinteza R @ \ ; K

Stresni
odgovor
~ Razgradnja e ~ A
=g v =P &
' G A %: <3 f'-,'..' .
Potrebe savijanja/ Kapacitet savijanja/ Potrebe savijanja/  Kapacitet savijanja/
razgradnje proteina razgradnje proteina razgradnje proteina razgradnje proteina

Slika 3. Dinamika proteostaze u zdravoj i stresom pogodenoj stanici. Lijevo: U zdravoj stanici bez
stresa, sinteza, savijanje i razgradnja proteina su uravnoteZeni, $to odrzava proteom stabilnim.
Sredina: Tijekom stresa (npr. oksidativnog), povecava se optereenje na proteinski sustav, ali
aktivacija stresnog odgovora (npr. putem Saperona) omogucuje odrZavanje ravnoteze. Desno: U
bolesnoj ili starijoj stanici, dolazi do smanjenja kapaciteta za savijanje i razgradnju proteina, dok se
potrebe povecavaju. Ucinkovitost stresnog odgovora je smanjena, $to rezultira nakupljanjem oStecenih
proteina i naruSenom proteostazom. Ilustracija izradena pomocéu programa BioRender.
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Nasuprot tome, u stanju kroni¢nog stresa te u bolesnim ili ostarjelim stanicama, dolazi
do naruSavanja ravnoteZe izmedu sve vecih potreba za savijanjem i razgradnjom
proteina i sve slabijeg kapaciteta proteostatske mreZe. Nedostatak funkcionalnih
Saperona smanjuje sposobnost savijanja novonastalih proteina, dok oslabljen protea-
somski sustav dodatno onemogucuje razgradnju ostecenih struktura (Kim i sur. 2013).
Ucinkovitost tih sustava postupno opada, Sto dovodi do nakupljanja oStecenih,
oksidiranih i karboniliranih proteina koji mogu narusiti stani¢ne funkcije. Posljedi¢no,
dolazi do progresivnog nakupljanja pogreSno savijenih proteina i gubitka sposobnosti
stanice da obnovi ravnoteZu, $to u konacnici dovodi do stani¢ne disfunkcije i doprinosi
razvoju razli¢itih bolesti (Hipp i sur. 2019; Labbadia i Morimoto 2015).

1. 4. Protein-protein interakcije - temelj stani¢ne organizacije i signalizacije

Protein-protein interakcije (PPI) cine osnovu gotovo svih bioloSkih procesa u
eukariotskim 1 prokariotskim organizmima. Selektivnim povezivanjem proteina u
funkcionalne komplekse, ove interakcije omogucéuju preciznu regulaciju stani¢nih
funkcija, ukljucujuci replikaciju i ekspresiju gena, stani¢ni ciklus, metabolizam,
transport, imunoloski odgovor i apoptozu (Nooren i Thornton 2003). Vecina proteina
ne djeluje samostalno, ve¢ unutar dinami¢nih mreza medusobnih interakcija koje su

kljucne za pravilno odvijanje stani¢nih procesa (Slika 4) (Rizzolo i sur. 2017).

Na molekularnoj razini, PPI ukljucuju Sirok spektar nekovalentnih interakcija, poput
vodikovih veza, hidrofobnih kontakata, ionskih veza i Van der Waalsovih sila. Njihovo
uspostavljanje ovisi 0 to¢noj prostornoj orijentaciji i kemijskim svojstvima ukljuc¢enih
aminokiselinskih ostataka. Zbog toga svaka strukturna promjena proteina, uzrokovana
mutacijama, denaturacijom ili posttranslacijskim modifikacijama, moZe narusiti

interakcijsku povrSinu i dovesti do gubitka funkcije (Nooren i Thornton 2003).

PPI mogu biti stabilne, primjerice unutar strukturnih kompleksa poput ribosoma ili
proteasoma, ili privremene, kao u sluCaju signalnih kaskada, gdje brzina i
reverzibilnost interakcije odreduju kinetiku stani¢nog odgovora (Snider i sur. 2015). U
kontekstu stani¢ne signalizacije, PPI omogucuju prijenos, pojacavanje i modulaciju
signala, a visoka specificnost i afinitet izmedu partnerskih molekula osiguravaju
preciznost odgovora (Yao i sur. 2017).
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Slika 4. Apstraktna vizualizacija mreZe protein—protein interakcija (PPI) u obliku gustog,
visebojnog ,,svemira“ medusobno povezanih ¢voriSta. Svaki ¢vor predstavlja protein, a linije
izmedu njih prikazuju fizicke ili funkcionalne interakcije. Slika preuzeta s NDEx Project 2024.

Disfunkcija PPI moze nastati kao posljedica mutacija, posttranslacijskih modifikacija
ili djelovanja vanjskih cimbenika, Sto ima dalekoseZzne funkcionalne posljedice.
Promjene u afinitetu, stabilnosti ili vremenskom trajanju interakcija mogu dovesti do
deregulacije signalnih puteva, naruSavanja epigenetske kontrole i patoloSke aktivacije
transkripcijskih faktora. Takvi poremecaji Cesto su povezani s nastankom i progresijom
bolesti, ukljucujuéi karcinome, neurodegenerativne poremecaje, metabolicke bolesti i
infekcije (Lopes i sur. 2015; Scott i sur. 2016).

Posebno je vazno razumjeti kako oksidativne modifikacije, poput karbonilacije, utjecu
na PPI. Karbonilacija mijenja kemijska svojstva boc¢nih lanaca aminokiselina,
ukljucujuéi naboj, polarnost i hidrofobnost, §to moZe naruSiti komplementarnost
interakcijskih povrSina izmedu proteina (Petrov i Zagrovic 2011). Karbonilacija moZe
uzrokovati promjene u afinitetu vezanja, destabilizaciju proteinskih kompleksa i prekid
klju¢nih regulatornih interakcija, $to u patoloSkim i kroni¢no stresnim stanjima dovodi
do fragmentacije signalnih puteva, gubitka regulacijskih funkcija, poremecaja
transkripcijske kontrole i razvoja stani¢ne disfunkcije (Nooren i Thornton 2003; Snider
1 sur. 2015; Rizzolo i sur. 2017; Dalle-Donne i sur. 2006).
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Fokus ove disertacije je analiza interakcije izmedu proteina KRAS i Ras-vezajuce
domene (RBD) proteina c-RAF. Sljedece poglavlje donosi detaljniji prikaz strukture i
funkcije ovih proteina. U ovom modelnom sustavu istraZit ¢u kako oksidativne
modifikacije utjeCcu na interakciju KRAS-c-RAF, s naglaskom na karbonilaciju,
promjene stabilnosti kompleksa i promjene afiniteta vezanja. Cilj istraZivanja je
razjasniti mehanizme putem kojih oksidativni stres moZe naruSiti prijenos signala
destabilizacijom molekularnih veza koje sudjeluju u regulaciji KRAS-RAF signalnog

puta.

1.4. 1. Interakcija KRAS — c-RAF
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Slika 5. Prikaz signalnog puta RAS-RAF-MAPK(MEK)-ERK koji ilustrira sekvencijalnu aktivaciju
kinaza kroz fosforilaciju. Fosforilirani oblici MEK-a i ERK-a oznaceni su plavim krugovima. ERK se
fosforilacijom aktivira, translocira u jezgru i regulira transkripciju te posreduje u rastu, migraciji i
diferencijaciji stanice. Slika izradena pomocu programa BioRender.
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Signalni put RAS-RAF-MAPK(MEK)-ERK jedan je od glavnih signalnih mehani-
zama u eukariotskim stanicama, odgovoran za regulaciju stani¢ne proliferacije, dife-
rencijacije, migracije i preZivljenja (Slika 5) (Lavoie i Therrien 2015). Aktivacija ovog
signalnog puta zapocinje djelovanjem malog GTP-vezujuéeg proteina KRAS (engl.
Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog), koji u svom aktivnom obliku veze
RAS-vezujuéu domenu (RBD, engl. Ras-Binding Domain) serin/treonin-specificne
proteinske kinaze RAF (engl. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma). To pokrece kaskadu
fosforilacija: RAF fosforilira MAPK/ERK kinazu (MEK), MEK fosforilira ERK
(izvanstanicnim signalima regulirana kinaza, engl. Extracellular signal-Regulated
Kinase). ERK potom postaje aktivna, dimerizira i translocira u jezgru, gdje fosforilira
razliite transkripcijske faktore, regulatorne proteine stani¢nog ciklusa i enzime
povezane s preZzivljavanjem stanice. Uz to, fosforilirani ERK u citoplazmi modulira
brojne signalne proteine, utjeCuéi na reorganizaciju citoskeleta, metabolicke procese i
intracelularni transport, ¢ime koordinira odgovore stanice na vanjske signale poput

proliferacije, diferencijacije i preZivljavanja (Guo i sur. 2020).

Na slici 6 prikazan je regulatorni ciklus aktivacije RAS proteina koji €ini temeljni
mehanizam ukljucivanja i isklju¢ivanja ovog signalnog puta. U neaktivhom (,,OFF")
stanju RAS je vezan za gvanozin-difosfat (GDP) i ne prenosi signal dalje. Aktivaciju
omogudéuje faktor za izmjenu gvaninskog nukleotida GEF (engl. Guanine nucleotide
Exchange Factor), koji katalizira otpuStanje GDP-a i vezanje guanozin-trifosfata
(GTP). Time RAS prelazi u aktivno (,,ON") stanje, sposobno za vezanje i aktivaciju
efektorskih proteina poput RAF-a. Povratak u neaktivno stanje regulira protein koji
aktivira GTP-azu (GAP, engl. GTPase-activating protein), GAP stimulira hidrolizu
GTP-a u GDP uz oslobadanje anorganskog fosfata (PO42), ¢ime se prekida

signalizacija (Wennerberg 1 sur. 2005).

Ciklicka regulacija vezanja i hidrolize gvaninskih nukleotida omogucuje prostorno i
vremenski preciznu kontrolu aktivnosti KRAS-a i ostalih ¢lanova RAS obitelji, ¢ime
se osigurava pravilna regulacija stani¢nih procesa 1 sprijeCava nekontrolirani stani¢ni

rast.
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Slika 6. Prikaz regulatornog ciklusa Ras proteina koji djeluje kao molekulski prekida¢ u prijenosu sta-
ni¢nih signala. U neaktivnom (,,OFF”) stanju Ras je vezan za GDP, dok aktivaciju (,,ON”) omogucuje
GEF potic¢uéi zamjenu GDP-a u GTP. Prilagodeno prema Baines i sur. 2021.

U tumorskoj biologiji, RAS proteini, osobito KRAS, prepoznati su kao jedni od
najceS€e mutiranih onkogena. Mutacije u KRAS genu rezultiraju konstitutivno
aktivnim KRAS proteinom, koji ostaje trajno u GTP-vezanom stanju (McCormick
2016). Posljedi¢no dolazi do trajne aktivacije signalnih puteva, Sto poti¢e neko-
ntrolirani stani¢ni rast i proliferaciju. Aktivirajuée mutacije KRAS-a pronadene su u
viSe od 20 % svih humanih karcinoma, osobito u adenokarcinomima pluéa, gusterace i
debelog crijeva (Moore i sur. 2020). Interakcija KRAS-a s c-RAF proteinom
predstavlja kljuéni korak u aktivaciji MAPK/ERK signalnog puta, koji regulira
stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i preZivljenje (Cseh i sur. 2014). Konkretnije, c-
RAF (RAF1) prepoznaje aktivirani, GTP-vezujuéi oblik KRAS-a putem svoje RBD
domene. Kristalografske i NMR studije pokazale su da se inte-rakcija izmedu KRAS-a
i RBD domene c-RAF-a odvija kroz specificne inte-rakcijske povrSine koje
obuhvacaju kombinaciju vodikovih veza, elektrostatskih i hidrofobnih sila (Nassar i
sur. 1995; Rajakulendran i sur. 2009) (Slika 7 A).

Strukturno gledano, humana RBD domena c-RAF-a prepoznaje aktivni oblik KRAS-a
prvenstveno putem specificnih interakcija s aminokiselinama smjeStenima unutar
wswitch I” regije KRAS-a (ostaci 30-38), ali i dodatnim kontaktima izvan tog
segmenta (Slika 7 B). Detaljna analiza kristalnih struktura pokazuje da su za vezanje
kljucne interakcije izmedu negativno nabijenih ostataka humanog KRAS-a (Asp33,
Glu31, Glu37, Asp38) i pozitivno nabijenih ostataka RBD domene (Lys84, Lys87,
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Arg89), Sto rezultira stabilnim elektrostatskim interakcijama (Slika 7 C). Uz to,
hidrofilne i hidrofobne interakcije doprinose dodatnoj stabilizaciji kompleksa, na
primjer Ile36 i Leu56 iz KRAS-a sudjeluju u interakcijama s Val88 i Arg67 iz c-RAF-a
(Slika 7 D).

Interakcija se dodatno stabilizira putem vodikovih veza koje ukljucuju, izmedu ostalih,
Tyr40 i Ser39 iz KRAS-a te GIn66 i Asn64 iz RBD domene. Posebno je znacajna
pozicija Arg41, koja putem boc¢nog lanca ostvaruje kontakt s Asn64 i GIn66, dopri-
noseci preciznom pozicioniranju KRAS-a unutar veznog dZzepa c-RAF-a (Tran i sur.
2021).
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Slika 7. Molekularna interakcija izmedu humanog KRAS-a i RBD domene c-RAF-a. (A) Interakcijska
matrica kontaktnih ostataka izmedu KRAS-a (ruZicasto) i RBD domene c-RAF-a (plavo), prema
analizi PDBSum (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/). Linije prikazuju specificne kontakte (vodikove veze
- pune plave linije; ionske veze (solne mostove) - pune crvene linije; nekovalentni kontakti -
isprekidane narancaste linije). (B) Shematski prikaz domena KRAS proteina (izoforma KRAS-4B, 1-
185). Prikazane su funkcionalne regije vazne za interakcije i regulaciju: ,,switch I” regija (ostaci 30—
38, ljubicasto) i ,,switch II” regija (ostaci 60-76, narancasto), povezane meduregijom (,,inter-switch”,
38-60). C-terminalno se nalazi hiperpromjenjiva regija (HVR, 166-185, sivo). (C) Detaljan prikaz
elektrostatskih i vodikovih veza izmedu negativno nabijenih ostataka KRAS-a (Asp33, Glu31, Glu37,
Asp38) i pozitivno nabijenih ostataka c-RAF-a (Lys84, Lys87, Arg89). Interakcije ostataka KRAS-a
136, S39 i R41 s ostatcima RBD domene ukljucuju¢i GIn66, Asn64, Arg89 i Val69. (D) Prostorni
odnosi vazni za stabilizaciju kompleksa. Struktura prikazuje kako kombinacija ionskih i hidrofobnih
interakcija osigurava specifiénost i afinitet vezanja izmedu KRAS-a i c-RAF-a. Slika preuzeta iz Tran i
sur. 2021.
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Specificnost i afinitet ovog kompleksa ovise o konformaciji ,,switch” regija humanog
KRAS-a, koje mijenjaju prostorni raspored ovisno o vezanom nukleotidu (GDP ili
GTP). GTP-vezujuéi oblik omogucuje izlaganje klju¢nih interakcijskih povrSina, Sto
omogucuje visokoafinitetno vezanje RBD domene. Eksperimentalni podaci pokazuju
da mutacije aminokiselina poput Asp33, Glu37 ili Arg4l, kao i u Lys84 ili Arg89 na
strani c-RAF-a, znaCajno smanjuju stabilnost kompleksa i mogu dovesti do pore-
mecaja prijenosa signala kroz put MAPK/ERK (Smith i Ikura 2014; Nassar i sur.
1995).

S obzirom na finu prostornu organizaciju, prirodu aminokiselina ukljucenih u kontakte
izmedu dvaju proteina te osjetljivost na promjene u mikrookoliSu, interakcija c-RAF/
KRAS podloZna je naruSavanju uslijed oksidativnih modifikacija. Karbonilacija, kao
nepovratna oksidativna modifikacija proteinskih boc¢nih lanaca, moze se dogoditi
upravo na klju¢nim aminokiselinama uklju¢enima u interakciju, poput lizinskih i
argininskih ostataka ili onima vaznim za strukturnu stabilnost proteina. U tom slucaju
moguce je da ¢e doci do naruSavanja afiniteta vezanja c-RAF-a i KRAS-a, i ¢ime se
funkcionalnost cijelog signalnog puta dovodi u pitanje (Petrov i Zagrovic 2011; Sta-
dtman i Levine 2003).

U okviru ovog istraZivanja, interakcija RBD/KRAS koristi se kao model za ispitivanje
ucinka oksidacije na protein-protein interakcije u visoko reguliranom signalnom
sustavu. Cilj je razumjeti kako oksidacija inducirana UV-zraenjem odnosno karbo-
nilacija specificnih aminokiselinskih ostataka u c-RAF-u i KRAS-u, utje¢e na njihovu
sposobnost medusobnog vezanja. Osim eksperimentalne analize, dodatnu dimenziju
istrazivanja ¢ini molekularno modeliranje interakcijske povrSine s ciljem identificira-

nja strukturnih promjena koje uzrokuju gubitak funkcionalne interakcije.

1.4.2. Metoda Split Intein-Mediated Protein Ligation (SIMPL)

Za analizu utjecaja oksidativnog stresa na protein-protein interakcije u ovom radu
koriStena je biokemijska tehnika razvijena za kvantitativno pracenje fizicke interakcije
izmedu dva proteina u stanicama tj. metoda Split Intein-Mediated Protein Ligation
(SIMPL) (Yao i sur. 2020). Metoda uz kvantitativno praéenje, omogucuje i vrlo
specificnu validaciju interakcija izmedu ciljanih proteina, ¢ak i kada su one slabe ili

prolazne. Osim toga, SIMPL se pokazala otpornom na varijabilnosti eksperimentalnih
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uvjeta, Sto je ¢ini prikladnom za pouzdanu usporedbu interakcijskih profila u razli¢itim

stanjima, ukljucujudi i uvjete oksidativnog stresa.

SIMPL metoda temelji se na upotrebi cijepajucih inteina. Inteini su proteinski
segmenti koji imaju moguénost samoizrezivanja i rekonstrukcije peptidne veze, pri
¢emu nisu potrebni dodatni kofaktori ili enzimi (Noren i sur. 2000; Paulus 2001). Ovo
svojstvo inteina koristi se u SIMPL sustavu, na nacin da je protein od interesa tzv.
,mamac” spojen na N-terminalni fragment inteina (IN), dok je partnerski protein
,»plijen” spojen na C-terminalni fragment inteina (IC). Kada ,,mamac” i ,,plijen” stupe
u fiziCku interakciju, IN i IC fragmenti inteina dolaze u bliski kontakt, Sto omogucuje
njihovo spajanje i formiranje funkcionalnog inteina. Nakon toga dolazi do samoizre-
zivanja rekonstruiranog inteina i direktnog kovalentnog povezivanja proteina
,mamca” i ,,plijena” u jedinstveni fuzijski produkt (Slika 8). Ovaj produkt se zatim
moze detektirati standardnim metodama, poput Western blot analize, koriStenjem
epitopskih biljega (npr. FLAG, V5) specifi¢nih za svaki od uklju¢enih proteina (Yao i
sur. 2020). Prednosti SIMPL metode ukljucuju visoku osjetljivost, moguénost primje-
ne u stanicnim uvjetima te kompatibilnost s drugim biokemijskim tehnikama, poput

imunoprecipitacije i spektrometrije masa.

U ovom radu koriStena je SIMPL metoda za analizu protein-protein interakcije izmedu
RBD domene c-RAF proteina i KRAS-a kako bi se ispitao utjecaj oksidacije
inducirane UV-zracenjem. SIMPL metoda uobicajeno ukljucuje kotransfekciju stanica
plazmidima za ekspresiju proteina od interesa, kako bi se formirao fuzijski protein
,mamac-plijen* (Yao i sur. 2020). Buduéi da je nakon uspostavljanja interakcije i
nastanka fuzijskog proteina taj proces funkcionalno ireverzibilan, primjena standardne
metode u intaktnim stanicama zapravo bi odrazavala oSteenje ve¢ formiranog
fuzijskog proteina, a ne sam proces interakcije izmedu proteina od interesa. Navedena
stavka je zahtjevala izmjenu standarne metode koja bi omogucila specifi¢no ispitivanje
izravnog ucinka oksidativnog stresa na protein—protein interakcije. Metoda je
koriStena za kvantifikaciju gubitka interakcije izmedu c-RAF i KRAS uslijed UV-
zraCenja, pri ¢emu je moguce povezati razinu karbonilacije s promjenama u afinitetu i
stabilnosti kompleksa. Ovaj pristup omogucio je detaljno proucavanje kako oksi-
dativne modifikacije utjecCu na funkcionalnost specificnih PPI u fizioloski relevantnim

modelima.
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Slika 8. Shema prikazuje eksperimentalni princip za detekciju PPI koriStenjem metode zasnovane na
proteinskom spajanju uz pomo¢ inteina metodom SIMPL. Proteini ,,mamac” i ,,plijen” pojedinacno su
povezani s fragmentima inteina (IN i IC), kao i s oznakama V5 (za mamac) i FLAG (za plijen). Kada
»-mamac” i ,plijen” stupe u medusobnu interakciju, dolazi do pribliZavanja fragmenata inteina i
rekonstrukcije funkcionalnog inteina Sto pokrede reakciju izrezivanja. Rezultat tog dogadaja je
stvaranje fuzijskog proteina ,,mamac-plijen”. Detekcija fuzijskog proteina provodi se Western blot
metodom koriStenjem protutijela na V5 i FLAG oznake. Pojava dodatne vrpce viSe molekulske mase
na oba blota potvrduje interakciju izmedu ispitivanih proteina. CrteZ izraden pomocu programa
Biorender.

1.5. Karbonilirani proteini kao biomarkeri oksidativnog stresa i starenja

U kontekstu biomedicinskih istraZivanja, sve veéi interes usmjeren je na identifikaciju
pouzdanih biomolekularnih markera kroni¢ne izloZenosti oksidativnom stresu. Medu
najperspektivnijim kandidatima isticu se karbonilirani proteini, Cija se razina s
vremenom povecava u razli¢itim stanjima fizioloSkog i patoloskog starenja (Dalle-
Donne 1 sur. 2003; Levine i Stadtman 2021; Stadtman i Levine 2000). Kako je ranije
opisano, karbonilacija je ireverzibilna, neenzimska modifikacija proteina koja ne

podlijeze povratnom kemijskom uklanjanju karbonilne skupine niti stani¢nim

15



Ucinak oksidacije na protein-protein interakcije
i analiza oksidativnog ostecenja proteina detekcijom karboniliranih proteina u ljudskoj plazmi

mehanizmima popravka koji bi omogudili selektivno uklanjanje oSteenja i obnovu
izvorne strukture proteina. Umjesto toga, karbonilirani proteini akumuliraju se tijekom
Zivota u organizmu i uklanjaju isklju¢ivo putem proteolitiCke razgradnje (Stadtman i
Levine 2003; Suzuki i sur. 2010). Zbog svoje kemijske stabilnosti, karbonilne skupine
se zadrzavaju i u izvanstanicnim teku¢inama poput plazme, Sto omogucuje njihovu
detekciju i kvantifikaciju u uzorcima krvi (Levine 2002; Weber i sur. 2015). Zbog tih
svojstava, karbonilirani proteini predstavljaju potencijalne biomarkere ukupnog oksi-
dativnog statusa organizma, osobito u kontekstu starenja te kroni¢nih i degenerativnih

bolesti.

Brojna istraZivanja pokazala su poviSene razine karboniliranih proteina u plazmi osoba
starije dobi, kao i u bolesnika s neurodegenerativnim i kardiovaskularnim bolestima,
dijabetesom tipa 2, kroni¢nim upalnim stanjima i malignim bolestima (Dalle-Donne i
sur. 2006; Radman 2020). Skup svih karboniliranih proteina u organizmu, poznat kao
,karbonilom”, sve se ¢eSCe prepoznaje kao vrijedan izvor klinicki relevantnih info-
rmacija (Delobel i sur 2016). Posebno je vazna njegova prisutnost u plazmi, jer pla-
zmatski karbonilom odrazava globalno stanje oksidativnog stresa u organizmu i moze

se relativno jednostavno analizirati zbog dostupnosti uzoraka u klinickoj praksi.

Unato¢ navedenim prednostima, Sira primjena karboniliranih proteina kao biomarkera
jos je uvijek ograniCena zbog brojnih metodoloskih izazova. Zbog toga je razvoj no-
vih, visokoosjetljivih i robusnih metoda za detekciju karbonilacije, osobito u plazmi,

kljucan korak prema standardizaciji mjerenja i mogucoj translaciji u klinicku praksu.

1.5.1. Problemi u postoje¢im metodama detekcije karbonilacije

Unato€ rastuem interesu za karbonilirane proteine kao biomarkere oksidativnog stre-
sa, njihova pouzdana detekcija u sloZenim bioloSkim uzorcima i dalje predstavlja
znacajan tehnicki izazov. Tradicionalne metode detekcije karbonilnih skupina temelje
se na njihovoj derivatizaciji 24-dinitrofenilhidrazinom (DNPH), nakon cega slijedi
spektrofotometrijska, Western blot ili ELISA analiza (Dalle-Donne 1 sur. 2003). Iako
su ove metode relativno jednostavne i Siroko dostupne, imaju brojna ogranicenja,
ukljuCujuc¢i nisku osjetljivost, slabiju specificnost, nemoguénost razlucivanja
pojedinac¢nih karboniliranih proteina te visoku varijabilnost medu eksperimentima
(Rogowska-Wrzesinska 1 sur. 2014; Weber i1 sur. 2015). Dodatna poteSkoca metoda
baziranih na koriStenju DNPH javlja se pri analizi sloZenih uzoraka, poput plazme

(Cadenas-Garrido 1 sur. 2024; Yan i sur. 2011). Visoka zastupljenost pojedinih
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proteina, kao i prisutnost drugih karboniliranih metabolita, mogu interferirati s
derivatizacijom i dovesti do lazno pozitivnih ili nepreciznih rezultata ( Dalle-Donne i
sur. 2003; Levine i sur. 1990). Osim toga, derivatizacija DNPH-om nije kompatibilna s
kasnijom primjenom spektrometrije masa, ¢ime se ograni¢ava mogucnost

identifikacije specifi¢nih karboniliranih proteina (Madian i Regnier 2010).

Zbog navedenih nedostataka, razvijene su alternativne metode koje se temelje na dete-
kciji karbonilnih skupina pomodu fluorescentno obiljezenih aminooksidnih sondi
(Levine i sur 2000; Yan i sur. 2011). Ove sonde selektivno reagiraju s karbonilnim
skupinama formirajuci stabilne oksime, pri ¢emu fluorescentna oznaka omoguduje
osjetljivu i kvantitativnu detekciju karboniliranih proteina pomocu fluorescentne ele-
ktroforeze, konfokalne mikroskopije ili spektrofluorimetrije (Bhattacharya i sur. 2011).
U usporedbi s DNPH metodom, pristupi temeljeni na aminooksidnim sondama
pokazuju vecu osjetljivost i bolju kompatibilnost sa spektrometrijom masa (Ladouce i
sur. 2023).

Ipak, njihova primjena jo$ nije u potpunosti standardizirana, a protokoli Cesto zahtije-
vaju dodatne korake optimizacije, ovisno o vrsti bioloSkog uzorka. Stoga i dalje
postoji izrazena potreba za razvojem visoko osjetljive, reproduktivne i analiticki ko-
mpatibilne metode za kvantitativnu analizu karboniliranih proteina, osobito u sloZe-

nim uzorcima poput plazme.

1.5.2. Specificnosti plazme kao bioloskog uzorka

Ljudska krvna plazma jedna je od najceSce koriStenih bioloskih tekuéina u dijagnostici
1 istrazivaCkom radu, ponajviSe zbog jednostavnosti 1 neinvazivnosti prikupljanja.
Osim toga, omogucuje serijsku analizu, Sto znaci da se od istog ispitanika mogu
uzimati viSestruki uzorci tijekom vremena kako bi se pratila dinamika biokemijskih
markera, procjena terapijskog ucinka ili progresije bolesti, bez potrebe za invazivnim
zahvatima. Takav pristup pruZa vrijedne informacije o promjenama u stanju organizma
1 osigurava vecu preciznost u kvantitativnim i kvalitativnim studijama. Komponete
plazme potjecu iz razlicitih tkiva 1 organa te time odraZavaju homeostatsko stanje
organizma (Malmstrom 1 sur. 2016). Upravo zbog toga, plazma je klju¢na za analizu
potencijalnih biomarkera koji odraZavaju promjene u cijelom organizmu, ukljucujuci i
one povezane s oksidativnim stresom i starenjem (Anderson i Anderson 2002; Tu 1 sur.
2010).
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Krvna plazma je kompleksna bioloska tekucina koja Cini priblizno 55 % ukupnog
volumena krvi (Guyton i Hall 2021; Kumar i sur. 2017). Sastoji se pretezno od vode
(oko 91 %), dok preostalih 9 % Cine otopljeni elektroliti, metaboliti, plinovi (uglavnom
kisik, uglji¢ni dioksid i duSik), hormoni i proteini (oko 7 %), medu kojima su i brojni
enzimi te proteinski hormoni. Nadalje, studije su pokazale da oko 99 % ukupne
proteinske mase u plazmi otpada na 22 najzastupljenija proteina, dok stotine ostalih,
prisutnih u znatno manjim koncentracijama (ispod 1 pg/mL), Cine preostalih ~1 %
(Slika 9) (Geyer i sur. 2016; Geyer i sur. 2019). Niskozastupljeni (engl. low-
abundance) proteini ukljucuju citokine, peptide, hormone, enzime te druge signalne
molekule, koje su unato¢ niskoj koncentraciji iznimno vaZne za patofiziologiju jer

predstavljaju potencijalne biomarkere za ranu dijagnostiku bolesti.
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45 % Crvene krvne stanice
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Slika 9. Graficki prikaz sastava krvi s naglaskom na plazmatske proteine. Lijeva strana prikazuje udio
glavnih komponenti krvi. Desno je prikazan sastav plazmatskih proteina u obliku kruznog dijagrama.
Prilagodeno prema Tu i sur. 2010.
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Analiza proteinskog sastava plazme tehnicki je izazovna zbog izrazito Sirokog
dinamickog raspona koncentracija, jer proteini poput albumina (HSA) i
imunoglobulina G (IgG) ¢ine vise od 90 % ukupnog proteinskog sadrZaja i time ma-
skiraju prisutnost bioloski znacajnih, ali nisko zastupljenih komponenti (Metatla i sur.
2024). Zbog toga se u analitickom pristupu Cesto primjenjuju strategije deplecije i
frakcioniranja visoko zastupljenih proteina (Tu i sur. 2010; Lee i sur. 2020). Posebno
je vazno istaknuti da se razlike u razini oksidativnih modifikacija, poput karbonilacije,
Cesto skrivaju upravo unutar nisko zastupljenih proteina, Sto dodatno naglaSava

potrebu za osjetljivim i ciljanim metodama detekcije (Geyer i sur. 2019).

Uoceno je da karbonilacija specificnih plazmatskih proteina, poput haptoglobina, HSA
ili fibrinogena, moze odraZavati oksidativni status organizma i potencijalno posluZziti
kao biomarker bolesti (Dalle-Donne i sur. 2006; Levine i sur. 1994). Osim patoloSkih
stanja, promjene u razini karboniliranih proteina zabiljezene su i u kontekstu
fizioloSkih izazova, poput intenzivne tjelesne aktivnosti ili starenja, Sto dodatno
potvrduje osjetljivost plazmatskog proteoma na oksidativna oSteenja (Stadtman i
Levine 2003). Sustavna identifikacija karboniliranih proteina u plazmi otvara
moguénost razumijevanja mehanizama oSteéenja u cirkulaciji, kao i1 razvoja

neinvazivnih dijagnostickih alata za detekciju oksidativnog stresa.

Plazma ostaje klju¢ni bioloski uzorak za translacijsku primjenu analitickih metoda
razvijenih u istrazZivackom okruZenju, unato¢ izazovima povezanima s njenom Kko-
mpleksnoscu. UspjeSno kvantificiranje karboniliranih proteina u plazmi, uz odgova-
rajuce uklanjanje ometajué¢ih komponenti i optimizaciju derivatizacijskih protokola,
otvara mogucénost dugoro¢nog pracenja oksidativnih promjena u populacijskim i klini-

¢kim studijama, ukljucujuci biobanke i kohorte usmjerene na starenje.

1.5.3. Biobanka ,,10 001 Dalmatinac”

Za pouzdanu analizu bioloskih markera, osobito onih koji se istrazuju u kompleksnim
uzorcima poput ljudske plazme, od iznimne je vaznosti osigurati visokokvalitetne,
standardizirano prikupljene i klinicki karakterizirane uzorke. U tom kontekstu, bio-
banka predstavlja iznimno vrijedan infrastrukturni resurs koji omogucuje provodenje
populacijski utemeljenih translacijskih istraZivanja s visokim stupnjem znanstvene i

klini¢ke relevantnosti.

Projekt ,,10 001 Dalmatinac” pokrenut je kao nacionalna biobanka s ciljem priku-
pljanja i dugorocne pohrane bioloSkih uzoraka te pripadajucih fenotipskih podataka
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viSe tisu¢a dobrovoljaca iz podru¢ja Dalmacije (Rudan i sur. 2009). Biobanka
obuhvaca genetski izolirane otocne i priobalne populacije, ¢ija manja genetska
heterogenost povecava statisticku snagu za otkrivanje povezanosti izmedu genotipskih
varijanti i fenotipskih obiljezja, ukljuujuc¢i biomarkere starenja (Rudan i sur. 2009;
Vitart i sur. 2006). Sudionici projekta prosli su detaljnu klinicku karakterizaciju koja je
ukljucivala kompletnu krvnu sliku, biokemijske parametre, elektro-kardiografiju
(EKG), spirometriju, mjerenje arterijskog tlaka te procjenu vaskularne funkcije.
Uzorci plazme i seruma prikupljeni su pod strogo standardiziranim protokolima,
procesirani unutar definiranog vremenskog okvira, i pohranjeni na -80 °C u obliku
viSestrukih alikvota, ¢ime je omogucéena jednokratna serijska analiza bez dodatnih
ciklusa smrzavanja i otapanja. Zahvaljuju¢i tom visokom standardu obrade i pohrane,
projekt osigurava kontrolu interindividualne varijabilnosti, visoku pouzdanost i
ponovljivost mjerenja, te potencijal za buduce longitudinalno pradenje biomarkera

starenja.

U ovoj disertaciji materijal iz biobanke ,,10 001 Dalmatinac” koristi se za optimizaciju
metode dvodimenzionalne diferecijalne gel-elektroforeze (2D-DIGE) u detekciji ka-
rbonilacije proteina u plazmi. Razvoj takve metode poveéava reproducibilnost i pou-
zdanost dobivenih rezultata u analizi plazme. Takav pristup moZe doprinijeti boljem
razumijevanju procesa starenja te posluziti kao osnova za daljnja istraZivanja

biomarkera povezanih s oksidativnim stresom.

1.54. Eksperimentalni pristup kvantifikaciji karbonilacije u ljudskoj
plazmi: razvoj i optimizacija 2D-OxiDIGE metode

U sklopu ove disertacije razvijat ¢e se i1 optimizirati metoda analize proteoma
temeljena na kombinaciji selektivnog oznacCavanja karbonilnih skupina fluorescentnim
aminooksidnim reagensom 1 dvodimenzionalne diferencijalne gel-elektroforeze (2D-
OxiDIGE) (Alban i sur. 2003). Ova metoda omogucuje istodobno odvajanje i kva-
ntitativnu usporedbu viSe proteina unutar istog gela koriStenjem razliCitih fluo-
rescentnih boja, ¢ime se znacajno smanjuje tehnicka varijabilnost 1 povecava osjetlji-
vost detekcije (Unlii i sur. 1997).

U klasi¢noj 2D-DIGE metodi za oznaCavanja proteina Cesto se koriste fluoroscentne
boje poput Cy2, Cy3 i Cy5, kao i boje Alexa Fluor®, zbog njihove visoke foto-
stabilnosti 1 kompatibilnosti s laserskim skenerima (Wheelock i sur. 2006). Te boje su

prilagodene za selektivnu reakciju s primarnim aminima u proteinima, i omogucuju

20



Ucinak oksidacije na protein-protein interakcije
i analiza oksidativnog ostecenja proteina detekcijom karboniliranih proteina u ljudskoj plazmi

ucinkovito oznaCavanje bez potrebe za redukcijom disulfidnih veza i bez povecanja
pozadinske fluorescencije zbog nespecifi¢nih elektrostatskih interakcija (Baraibar i sur.
2014; Mackintosh i sur. 2003; Tamarit i sur. 2012).

Kako bi se dodatno poboljsala specificnost oznacavanja i kvaliteta fluorescentne ana-
lize u sloZenim bioloskim uzorcima, razvijene su CF® boje nove generacije, medu ko-
jima se nalazi i CF647DI aminooksi boja (Biotium 2021). Ove boje zadrzavaju visoku
fotostabilnost i fluorescentnu osjetljivost, ali su kemijski dizajnirane bez polarnih
nabijenih skupina poput sulfonata, Sto rezultira smanjenom nespecificnom inte-
rakcijom s proteinima i niZzom pozadinskom fluorescencijom (Biotium 2021). Takav
sastav omogucuje bolji omjer signal/Sum u sloZenim uzorcima poput stani¢nih ekstra-

kata i krvne plazme.

U ovom istrazivanju, Cy5 boja koja se koristi u standarnoj 2D-DIGE metodi
zamijenjena je CF647DI aminooksi bojom kako bi se omogudéilo selektivno
oznaCavanje karboniliranih proteina. CF647DI aminooksi boja sadrzi aminooksi
funkcijsku skupinu koja selektivno reagira s karbonilnim skupinama (aldehidima i
ketonima) stvarajuéi stabilnu oksimsku vezu (Slika 10). Ovaj pristup omogucuje vrlo
specifino i osjetljivo oznaCavanje oksidiranih proteina, uz minimalno oznacavanje

nativnih, nekarboniliranih molekula (Baraibar i sur. 2012; Biotium 2021).

CF647DI
aminooksi boja

0
@
oksimska veza
+

pH 4,5
= 5
&RT < 10h

karbonilirani protein

Slika 10. Kemijska reakcija vezanja CF647DI aminooksidne boje na karbonilirani protein putem
formiranja oksimske veze. [lustracija izradena pomocu programa Biorender.
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Za razliku od tradicionalnih DNPH-baziranih metoda, koje su ¢esto nekompatibilne sa
spektrometrijom masa, CF647DI aminooksi boja omoguduje izravnu identifikaciju

oznacenih karboniliranih proteina u kasnijim fazama analize.

Osim CF647DI aminooksi boje, koja se koristi za selektivnu detekciju karboniliranih
proteina, koristit ée se i boje Cy3 i Cy2 koje se standardno upotrebljavaju u metodi
2D-DIGE. Obje boje kovalentno se vezu za €-amino skupine lizinskih ostataka (Slika
11), a zbog svoje identi¢ne veliCine i jednakog pozitivnhog naboja (+1), ne utjecCu na
migraciju proteina tijekom elektroforeze. Osim toga, Cy3 i Cy2 boje stabilne su u
Sirokom rasponu pH vrijednosti, §to je vaZzno za oCuvanje intenziteta fluorescentnog
signala tijekom elektroforetskih i naknadnih analiza (Mujumdar i sur. 1993). Cy3 i
Cy2 fluoresciraju pri razli¢itim valnim duljinama, §to omogucuje njihovu paralelnu de-
tekciju bez medusobnog preklapanja signala. Visoka fotostabilnost ovih boja dodatno
osigurava pouzdano skeniranje i analizu fluorescentnog signala (Minden 2007;
Lumiprobe 2024).

R?
H 8,5 R’
N pacTsomn
S
Boja sk?];lirrrllzl;nl(jys Kompleks boja-protein

Slika 11. Reakcija vezanja Cy boje na €-amino skupinu lizinskog ostatka putem NHS-estera.
Ilustracija izradena pomocu programa Biorender.

Boja Cy3 koristi se za obiljeZavanje ukupnih proteina u svakom pojedinacnom uzorku,
Sto omogucuje analizu promjena u njihovoj ukupnoj ekspresiji (Foth i sur. 2008). U
ovom radu koristit ée se termin ,,ekspresija proteina” u kontekstu 2D-OxiDIGE analize
plazme. Iako se ne radi o genskoj ekspresiji, ve¢ o relativnoj zastupljenosti proteina u

plazmi, uobicajena praksa u proteomskim studijama koristi upravo taj termin za opis
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promjena u intenzitetu tocaka (Kakisaka i sur. 2007, Clement i sur. 2012, Kolialexi i
sur. 2011, Zhou i sur. 2024). S druge strane, Cy?2 se koristi za oznaavanje unutarnjeg
standarda, koji se sastoji od jednakih koli€ina proteina iz svih usporedivanih uzoraka
(Foth i sur. 2008). Taj zajednicki standard se aplicira na svaki gel paralelno s uzorcima,
Sto omogucuje normalizaciju podataka i korekciju tehnicke varijabilnosti izmedu

gelova.

Nakon razdvajanja proteina u prvoj dimenziji koristeci izoelektri¢no fokusiranje (IEF),
te drugoj dimenziji gdje se razdvajaju prema relativnoj molekularnoj masi primjenom
SDS-poliakrilamidne gel-elektroforeze (SDS-PAGE), gelovi se skeniraju na
odgovaraju¢im valnim duljinama $to omogucuje istodobnu analizu razina ekspresije i

karbonilacije proteina (Tannu i sur. 2006; Marouga i sur. 2005).

Dobiveni fluorescentni signali kvantificiraju se pomodu programskih alata za
denzitometrijsku analizu, ¢ime se identificiraju proteini s diferencijalnom ekspresijom

i/ili promjenama u razini karbonilacije izmedu usporedivanih uzoraka.
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1.6. Cilj i temeljne hipoteze istraZivanja

Cilj ovog doktorskog istrazZivanja je ispitati u¢inak karbonilacije proteina, na strukturu
1 funkciju proteina kroz dva komplementarna eksperimentalna pristupa. Prvi dio rada
usmjeren je na analizu utjecaja karbonilacije na stabilnost i afinitet interakcija c-RAF/
KRAS.

Drugi dio rada fokusiran je na optimizaciju i validaciju pouzdane proteomske metode
za kvantitativno odredivanje karboniliranih proteina u ljudskoj plazmi, s ciljem
identifikacije fizioloSkog stanja organizma. U tu svrhu koristit ¢e se uzorci iz biobanke
,,10 001 Dalmatinac™.

Temeljne hipoteze:

o Hipoteza 1: Oksidativni stres, induciran UV-zracenjem, dovodi do karbonilacije
specificnih aminokiselinskih ostataka u proteinima c-RAF (RBD) i KRAS, S§to

naru$ava njihovu medusobnu interakciju.

o Hipoteza 2: Razvijena metoda 2D-OxiDIGE temeljena na 2D-DIGE i
aminooksidnom oznaCavanju omogucuje preciznu 1 ponovljivu kvantifikaciju

specifi¢nih karboniliranih proteina u ljudskoj plazmi.
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I1. Metode

2.1. Ispitivanje utjecaja oksidacijskog stresa na interakciju RBD/c-RAF i
KRAS proteina

Ucinak oksidacijskog stresa istraZzen je na modelu interakcije RBD/c-RAF i KRAS
pomocéu modificirane metode SIMPL. Standardna SIMPL metoda ukljucuje
kotransfekciju stanica plazmidima za ekspresiju oba proteina od interesa, ¢ime se
formira funkcionalno ireverzibilan fuzijski protein ,,mamac-plijen* (Yao i sur. 2020).
Primjena standardne metode u uvjetima oksidacijskog stresa u intaktnim stanicama bi
odrazavala oStecenje ve¢ formiranog fuzijskog proteina, a ne sam ucinak oksidacije na
interakciju. Osim toga, stani¢ni antioksidativni mehanizmi mogli bi zamaskirati
specifi¢ni odgovor protein-proten interakcije na oksidacijski stres. Da bi se to izbjeglo,
mijeSali smo stani¢ne lizate HEK293FT stanica nakon transfekcije samo jednim
plazmidom, ¢ime je omogucena protein-protein interakcija, koju smo u naSim uvjetima
nazvali ,,vanstani¢na®“ interakcija. Ovaj pristup omoguduje preciznije razluCivanje

ucinka oksidacije na dinamiku protein-protein interakcija.

Da bismo dobili odgovor na pitanje kako oksidacijsko oSteCenje utjeCe na protein-
protein interakciju RBD i KRAS, ispitane su sve relevantne kombinacije, odnosno
njihovih oksidacijom oStecenih varijanti (RBD ox i KRAS ox):

» RBD + KRAS (kontrola za proteinsku interakciju u uvjetima eksperimenta)

» RBD ox + KRAS (ispituje utjecaj oksidacijskog oSteCenja RBD na proteinsku
interakciju)

» RBD + KRAS ox (ispituje utjecaj oksidacijskog oSte¢enja KRAS na proteinsku
interakciju)

» RBD ox + KRAS ox (ispituje proteinsku interakciju u uvjetima oksidacijskog
oStecenja oba proteina)

Kao dodatna pozitivna kontrola za interakciju RBD i KRAS unutar stanice, sluZio je
uzorak ukupnih stani¢nih proteina HEK293FT kotransfektiranih s oba plazmidna
konstrukta. Za RBD protein ocekuje se detekcija vrpce na molekularnoj masi od
priblizno 30 kDa, dok se za fuzijski produkt RBD-KRAS predvida veli¢ina oko 73
kDa (Slika 12).
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Slika 12. Eksperimentalni dizajn ispitivanja utjecaja oksidacijskog osteenja izazvanog UV-zraCenjem
na interakciju RBD-KRAS. Slika je izradena u programu BioRender.

Kako bismo istrazili utjecaj UV-zraCenja na oksidativno oStecenje proteina RBD i
KRAS, koriStena je metoda Oxime blot, koja omogucuje detekciju karbonilacije

proteina kao pokazatelja oksidativnog stresa (Ladouce i sur., 2023).

Stanicni lizati su derivatizirani s aminooksi-biotinom, a zatim je provedena western
blot analiza u kojem je biotinski biljeg detektiran uz pomo¢ streptavidina-HRP-a
(Slika 13).

Detekcija oksidativnih oStecenja RBD 1 KRAS proteina provedena je sljedecim
korakom eksperimenta, primjenom imunoprecipitacije i spektrometrije masa, Sto je
omogucilo preciznu identifikaciju modificiranih rezidua na KRAS proteinu. ZavrSni
korak ukljucivao je primjenu molekulskog modeliranja kako bi se identificirao utjecaj

oksidativnih promjena na KRAS proteinu na interakciju RBD-KRAS.
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Slika 13. Eksperimentalni postupak detekcije karboniliranih proteina u stani¢nim lizatima Oxime blot
analizom, izraden pomocu programa BioRender.

2.1.1. Transfekcija stanica

Za ispitivanje interakcije izmedu proteina RBD i KRAS koriSten je sustav temeljen na
pocijepanom inteinu GP41-1. Plazmidi koriSteni u ovom eksperimentu su donirani od
laboratorija prof. Stagljara (University of Toronto, Toronto, Kanda) te su konstruirani
tako da omogucuju rekonstrukciju inteina iskljucivo u slu¢aju medusobne interakcije
fuzijskih partnera. Jedan plazmid kodira KRAS protein s FLAG biljegom i C-
terminalnim fragmentom inteina, dok drugi plazmid kodira RBD protein s V5
biljegom i N-terminalnim fragmentom inteina (Slika 8). Stanice HEK293FT donirane
su od grupe dr. sc. Katarine Trajkovi¢ (Mediteranski institut za istraZivanje Zivota,
Split, Hrvatska) te su zasadene u Sesterodijelne plocCe. Stanice su izbrojene uz pomoé
Luna-IIl automatskog brojaca stanica (Labtech,Inc. SAD) te je zasadeno 500 000
stanica po jazZici koje su uzgajane u DMEM mediju (Capricorn, Njemacka)
obogacenom s 10 % fetalnog govedeg seruma (FBS; Capricorn, Njemacka) i 1 %
penicilin-streptomicina (Thermo Scientific, SAD) pri 37 °C i1 5 % CO; sve dok se nije

postigla konfluencija od priblizno 70 %, koja je odredena subjektivnom procjenom
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pod mikroskopom. Stanice su zatim transfektirane s 1 pg plazmida po jaZici koristeci
polietilenimin (PEI; Sigma, SAD) i inkubirane 48 sati. Nakon toga, stanicni lizat
pripremljen je pomocu pufera za liziranje stanica (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 0,5 % Triton X-100, Roth, Njemacka) obogacenog inhibitorima proteaza
(Thermo Scientific,SAD). Stanice su prvo oprane PBS puferom (Capricorn,
Njemacka) dva puta, te je dodano 200 pL pufera za liziranje stanica. Stanice su zatim
sonicirane u ledenoj kupelji (Elmasonic, Njemacka) 1 minutu, te centrifugirane
(Eppendorf Centrifuge 5424R, Njemacka) 10 minuta pri 16 000 x g na 4 °C.
Koncentracija proteina odredena je metodom po Bradfordu (Bradford reagens, Sigma)
kako je opisano od strane Ernst i Zor (2010), a uzorci su zatim dovedeni na istu

koncentraciju proteina dodatkom pufera za liziranje.

2.1.2. Oksidacija UV-zracenjem

Dio liziranih uzoraka tretiran je razli¢itim dozama UV-zraCenja u komori za UV-
zracenje BS-02 (Opsytec Dr. Grobel GmbH, Ettlingen, Njemacka) koriste¢i omjer
UVC (254 nm):UVB (280-315 nm) = 1:2. Tijekom zracenja, uzorci su bili izloZeni
kisiku iz zraka i drZani na ledu u 96-jaZi¢noj ploci bez poklopca do postizanje doze,
dok je kontrolna skupina bila inkubirana na ledu, bez UV-zracenja.

2.1.3. Oksidacija s H20:

Uzorci su tretirani razliitim koncentracijama H2O> (Sigma, SAD). Pripremljena je
ishodna otopina koncentracije 200 mM u PBS puferu, koja je zatim dodana lizatima
stanica kako bi se postigle koncentracije od 10, 20, 30 1 40 mM. Uzorci su inkubirani

10 minuta na sobnoj temperaturi.

2.1.4. SIMPL (Split Intein-Mediated Protein Ligation) metoda

Jednaki volumeni oksidiranih i kontrolnih uzoraka pomijeSani su i inkubirane na
termomikseru (Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka) pri 800 rpm, 30 °C tijekom 20
minuta kako bi doSlo do interakcije izmedu RBD-a i KRAS-a. Uzorci su denaturirani
dodatkom Laemmli pufera (40 % glicerol, 280 mM SDS, 5 % 2-merkaptoetanol, 0,5
mM Bromfenol Blue, 250 mM Tris-HCI, Roth, Njemacka), nakon ¢ega su inkubirani 5

minuta na 95 °C (Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka). Proteini su zatim razdvojeni
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SDS-PAGE elektroforezom koriste¢i Bio-rad vertikalni sustav za gel-elektroforezu
(Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-rad, SAD), te su preneseni na nitroceluloznu
membranu (Cytiva) pomocu Trans-Blot® Turbo sustava za prijenos (Bio-Rad, SAD)
uz korisStenje pufera sustava (Anodni pufer I: 1,8 M Tris, pH 10,4; Anodni pufer II:
0,150 M Tris, pH 10,4; Katodni pufer: 0,15 M Tris, 0, 24 M 6-ACA, pH 94, Roth,
Njemacka). Membrane su blokirane u 2 % BSA (Roth, Njemacka) pripremljenom u
PBS-T puferu (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPOy,, 0,05 % Tween20,
Roth, Njemacka) sat vremena na sobnoj temperaturi, a zatim inkubirane preko noci na
4 °C s primarnim protutijelima: zecje anti-V5 (1:5000; #13202 Cell Signaling, SAD)
za uzorke RBD 1 anti-FLAG (1:10.000; #F7425 Sigma, SAD) za KRAS uzorke.
Sljedeceg dana membrane su isprane triput s PBS-T, a zatim inkubirane dva sata na
sobnoj temperaturi sa sekundarnim HRP-konjugiranim protutijelima (1:10.000;
#111-035-144 Jackson ImmunoResearch, SAD). Nakon ponovnog ispiranja, signal je
razvijen pomocu ECL-supstrata (Santa Cruz Biotechnology, SAD) i vizualiziran na
rendgenskom filmu (Fuji, Japan) pomoc¢u sustava Fuji Medical Film Processor
FPM-100A (Fuji, Japan). Signali su kvatificirani uz pomo¢ programa Image Lab
(Biorad, SAD) za tri neovisna eksperimenta, a statisticka analiza provedena je u
programu R primjenom jednofaktorske ANOVE, nakon koje su napravljeni Tukey
HSD post hoc testovi uz korekciju p-vrijednosti metodom lazno otkrivenih rezultata
(FDR, engl. False Discovery Rate).

2.1.5. Oznacavanje karbonilnih skupina Oxime blot metodom

Nakon UV-zralenja, polovica uzoraka bila je izdvojena za oznaCavanje karbonilnih
skupina primjenom metode Oxime blot, uz manje modifikacije prema Ladouce i
suradnicima (2023). U ovom postupku koriStena je specificna kemijska sonda, 100
mM alkoksiamin-PEG4-biotin (Thermo Scientific, SAD) otopljena u DMSO-u
(Merck, SAD). Alkoksiaminski dio sonde reagira s karbonilima i stvara stabilnu
oksimsku vezu, dok se biotinski dio koristi za naknadnu detekciju. Uzorci su
derivatizirani s 10 mM sonde razrijedene u PBS-u, u prisutnosti 20 mM p-
fenilendiamina kao katalizatora (Sigma, SAD), te su inkubirani preko no¢i pri 25 °C
uz mijeSanje pri 600 rpm (Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka). Nakon toga dodan
je Laemmli pufer, a uzorci su zagrijani na 95 °C tijekom 5 minuta (Eppendorf

ThermoMixer C, Njemacka).

Proteini su potom razdvojeni SDS-PAGE elektroforezom kako je ve¢ opisano u

poglavlju 2.1.4. Membrane su blokirane u 2 % BSA pripremljenom u PBS-T puferom
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preko noci. SljedeCeg dana membrane su isprane triput s PBS-T, a zatim inkubirane
dva sata na sobnoj temperaturi sa sekundarnim protutijelom Streptavidin-HRP
konjugat (1:10.000; #S5512 Sigma, SAD) koji je koriSten za prepoznavanje biotinom
oznacenih karboniliranih proteina. Streptavidin se snaZzno veze za biotin, a HRP
omoguéuje razvoj signala kroz kemiluminiscentnu reakciju ¢ime se omoguluje
vizualizacija karboniliranih proteina na membrani koriste¢i isti postupak opisan u

poglavlju 2.1.4.

2.1.6. Imunoprecipitacija

Postupak opisan u poglavlju 2.1.1. proSiren je na veéu razinu (engl. scale up), pri cemu
je na 36 Petrijevih posuda (15 cm?) zasadeno po 10 milijuna HEK293FT stanica.
Sljedeceg dana polovica posuda transfektirana je s plazmidom FLAG-KRAS (25 pg
DNA + 50 pL Lipofectamine 2000; ThermoFisher, SAD), a druga polovica plazmidom
V5-RBD u Opti-MEM mediju (Thermo-Fisher, SAD) i inkubirana 48 h. Stanice su
lizirane u puferu s inhibitorima proteaza, sonificirane i centrifugirane, a koncentracija
proteina odredena je Bradford metodom kako je ve¢ opisano u poglavlju 2.1.1.
Imunoprecipitacija je provedena s Anti-FLAG M2 afinitetnim kuglicama na bazi
agaroze (Sigma, SAD) 1 Anti-V35 afinitetnim kuglicama na bazi agaroze (Sigma, SAD)
prema uputama proizvodaca. Proteini su eluirani s 0,1 M glicinom (pH 3,5) (Roth,
Njemacka) i1 neutralizirani s 1 M Tris-om (pH 8,0) (Roth, Njemacka). Uzorci su potom
vizualizirani pomocu FLAG 1 V5 protutijela, prema postupku opisanom u poglavlju
2.1.4., kako bi se potvrdila uspjeSna izolacija proteina RBD-a i KRAS-a iz stani¢nih
lizata. ObiljeZavanje karbonilnih skupina provedeno je prema postupku opisanom u
poglavlju 2.1.5., a dio uzoraka namijenjenih za analizu spektrometrijom masa

pohranjen je na —80 °C.

2.1.7. Eksperiment spektrometrije masa

Eksperimentalni rad opisan u ovom poglavlju proveden je u suradnji sa Zavodom za
biokemiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu, pod vodstvom doc. dr. sc.
Marka Mociboba. Nakon razdvajanja imunoprecipitacijom, proteini su iz uzorka
istaloZzeni dodatkom trikolorooctenom kiselinom (TCA) do konacne koncentracije od
20 % (w/v) 1 inkubacijom na ledu dva sata. Uzorci su centrifugirani 30 minuta pri 16
000 x g na 4 °C. Dobiveni talozi su isprani tri puta 80 % etanolom, osuSeni u vakuumu

1 otopljeni u denaturiraju¢em puferu (6 M urea, 2 M tiourea u 10 mM Tris puferu, pH
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8,0). ZnaCajan gubitak proteina dogodio se tijekom pripreme uzoraka, vjerojatno

tijekom koraka ispiranja.

Denaturirani uzorci su reducirani 5 mM DTT jedan sat na 25 °C, nakon dega je
slijedila alkilacija 16,5 mM jodoacetamidom jedan sata na 25 °C u mraku. Uzorci su
zatim razrijedeni s Cetiri volumena 20 mM amonij-bikarbonata i razgradeni tripsinom
preko nodi. Reakcija je zaustavljena dodatkom 1 % trifluoroctene kiseline, a nastali

peptidi su odsoljeni metodom krute faze na Stage Tips kolonama.

Peptidi u 0,2 % mravljoj kiselini i 0,2 % acetonitrilu su naneseni na EASY-nLC™
1200 sustav (Thermo Fisher , SAD) opremljen pretkolonom (75 um x 2 cm, Cestice 3
um) i analitickom kolonom (EASY-Spray™ kolona, 50 wm x 15 cm, Cestice 2 um)
ispunjenom C18 stacionarnom fazom za reverzno-faznu kromatografiju. Peptidi su
eluirani brzinom protoka od 200 nL/min tijekom 60-minutnog gradijenta acetonitrila u
0,1 % mravljoj kiselini. NanoLLC sustav je bio spojen na Q Exactive Plus maseni
spektrometar (Thermo Fisher Scientific, SAD) u pozitivnom ionskom nacinu rada
prikupljanjem podataka ovisnom o intenzitetu iona. Cjelokupni ionski sken (MS1) je
sniman pri rezoluciji od 70 000, nakon Cega je slijedila fragmentacija 12 najsnaznijih
prekursorskih iona i MS/MS akvizicija pri rezoluciji od 17 500 (Top12) s dinami¢kom
ekskluzijom od 15 sekundi.

Maseni spektrometar prvo detektira ione u MS1 analizi, a zatim fragmentira do 12
najintenzivnijih peptida, generiraju¢i MS/MS (MS2) spektralne podatke. MS2 spektri
koriste se za identifikaciju peptida, ¢ime se odreduje prisutnost proteina. Dobiveni
MS1 i MS2 spektri pretrazuju se u in silico bazi podataka, a podudaranje ekspe-
rimentalnog spektra s predvidenim peptidom naziva se podudaranje peptida i spektra
(PSM, engl. Peptide-Spectrum Match). Pojedini protein moZe generirati viSe PSM-ova
razli¢itih naboja, a njihov broj omogucuje grubu procjenu relativne zastu-pljenosti
proteina (spektralno brojanje). Buduéi da su modifikacije poput karbonilacije rijetke i
niske ucestalosti, rezultati triplikata su objedinjeni, a ukupan broj detektiranih
karbonilacija normaliziran je prema ukupnom broju PSM-ova za KRAS u kontrolnim i

UV-tretiranim uzorcima.

Dobiveni podaci analizirani su pomocu programaa Proteome Discoverer 2.4 (Thermo
Fisher Scientific) koriste¢i Sequest HT traZilicu. Podaci su pretraZeni prema ljudskim
proteinskim sekvencama preuzetim iz UniProt baze, izdanja 2023_05. Tijekom
pretrazivanja peptida definirane su sljedeée varijabilne modifikacije: oksidacija
metionina / +15,995 Da (M), Arg—GIluSA / —43,053 Da (R), Lys—Alizin / —=1,032 Da
(K), Pro—piro-Glu / +13,979 Da (P), Met—AspSA / =32,008 Da (M), karbonilacija /
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+13,979 Da (A I, L, R, V), dok je alkilacija cisteina (karbamidometilacija) / +57,021
Da bila definirana kao fiksna modifikacija. Uzorci su analizirani u triplikatu.

Podaci masene spektrometrije spremljeni su u ProteomeXchange Consortium putem
PRIDE repozitorija (Perez-Riverol i sur. 2022) pod identifikatorom skupa podataka
PXD055047 i DOI:10.6019/PXD055047.

2.1.8. Molekularno modeliranje

Molekularno modeliranje u ovom dijelu rada provedeno je u sklopu suradnje s
Odjelom za fiziku Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Splitu, pod vodstvom izv.
prof. dr. sc. Zeljke Sanader Margi¢. Za analize je koristena po¢etna struktura humanog
KRAS-a (ostatci 1-169) u kompleksu s RAF1 (RBDCRD) domenom (ostatci 56—185)
u kristalnom obliku I (PDB: 6XI7, rezolucija 1,95 A) (Tran 1 sur. 2021). UVC-
inducirane oksidativne modifikacije uvedene su u strukturu KRAS-a pomocu
programa Chimera (Pettersen 1 sur. 2004) 1 njegovog alata za uredivanje strukture. Na
temelju oksidiranih aminokiselinskih ostataka identificiranih uz pomo¢ masene
spektrometrije istrazeno je koji od njih se nalaze na sucelju s RBD domenom 1 mogu
utjecati na njihove interakcije. Identificirani su ostatci K42, 146 i R149. Oni su
zamijenjeni odgovaraju¢im oksidativnim produktima (Lys u Asa, karbonilirani Ile, Arg
u Gsa), a njihove interakcije s RBD domenom analizirane su pomocu Arpeggio web-
posluzitelja (Jubb 1 sur. 2017). Arpeggio se koristi za izraCun interakcija unutar
proteina te izmedu proteina, DNA ili malih molekula. Interakcije su klasificirane u 15
razliCitih kategorija temeljenih na tipu atoma, udaljenosti 1 kutnim parametrima (npr.
van der Waalsovi kontakti, ionske, karbonilne, metalne, hidrofobne 1 halogene veze,
vodikove veze te interakcije specificnih atoma s aromatskim prstenom 1 interakcije
aromatski prsten—aromatski prsten). Analizirane su iskljucivo interakcije boc¢nih

lanaca, dok su atomi glavnog lanca ostali nepromijenjeni.

2.1.9. Testiranje SIMPL konstrukata u ,,vanstani¢cnim uvjetima”

Stanice HEK293FT su transfektirane s tri razli¢ita para SIMPL plazmida konstruiranih
od strane laboratorija prof. Igora Stagljara kako je ve¢ opisano u poglavlju 2.1.1. Svaki
par plazmida kodira razliCite fuzijske proteinske parove: JUNB/BATF, CDK6/CCND3
i DR1/DRAPI1. Plazmidi s FLAG biljezima i C-terminlanim fragmentom inteina
uklju¢uju BATF, CCND3 i DRAPI1, dok plazmidi s V5 biljezima i N-terminalnim
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fragmentom inteina kodiraju JUNB, CDK6 i DR1. Protokol za SIMPL metodu izveden

je sukladno s opisom u poglavlju 2.1.3.

2.2. Razvoj i validacija metode za kvantifikaciju karboniliranih proteina u

ljudskoj plazmi temeljem proteomske metode

U ovom dijelu istraZivanja optimizirane su metode za odredivanje karbonilnih skupina
na proteinima ljudske plazme, koriStene na uzorcima prikupljenim iz biobanke ,,10 001
Dalmatinac (Rudan i sur. 2009). Ukupna karbonilacija proteina kvantificirana je
primjenom metode 1-D Oxi, dok je za detekciju 1 usporedbu karbonilacije
pojedinacnih proteina koriStena optimizirana metoda 2-D OxiDIGE.

Prvi korak u optimizaciji metode za detekciju karbonilacije u plazmi bilo je uklanjanje
visoko zastupljenih proteina HSA 1 IgG pomoc¢u HPLC sustava te primjenom afinitetne
kromatografije. Ova tehnika koristi kolonu sa stacionarnom fazom na koju su
imobilizirana afinitetna sredstva specificna za HSA 1 1gG. Tijekom kromatografije,
visoko zastupljeni proteini selektivno se veZu za afinitetni matriks, dok ostali proteini,
ukljucujuéi one manje zastupljene, prolaze kroz kolonu i1 sakupljaju se u protoku.
Frakcija protoka od 1,25 do 9 minuta, koja sadrZi slabije zastupljene proteine,

prikupljena je za daljnju analizu (Slika 14).

Uklanjanje albumina i imunoglobulina G uz pomo¢ afinitetne kolone
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Albilge

proteini
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Kromatogram afinitetne kolone za uklanjanje Alb/IgG

Slika 14. Uklanjanje HSA i IgG iz uzorka plazme primjenom afinitetne kromatografije putem HPLC
sustava. CrteZ izraden pomocu programa BioRender.
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Nakon uklanjanja visoko zastupljenih proteina iz uzoraka plazme, pristupilo se
optimizaciji metode za oznaCavanje karboniliranih proteina. U tom je procesu
optimizirana koli¢ina boje za detekciju karbonilacije te ispitan optimalan postotak gela
kako bi se postiglo najbolje razdvajanje proteina. Zadnji korak optimizacije obuhvatio
je ispitivanje optimalnog pufera za oznaCavanje proteina aminooksi i Cy bojama kako
bi se postigla stabilna i pouzdana detekcija karboniliranih proteina. Na temelju
optimiziranih uvjeta, analiza je provedena na 100 uzoraka zdravih ispitanika,
omogucujuéi odredivanje ukupne karbonilacije proteina te karbonilacije pojedinacnih

proteina primjenom optimizirane 2-D OxiDIGE metode (Slika 15).

...'\ / N
\\:’?
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> f
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IPG trakice
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R\\x Eimn i ll.
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|
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Obiljezavanje proteina 2D-OxiDIGE Analiza slika

Slika 15. Shematski prikaz pripreme uzoraka za 2D-OxiDIGE analizu. Pojedinacni proteinski uzorci
obiljeZavaju se razli¢itim fluorescentnim bojama (Cy3 i CF647DI), dok se unutarnji standard priprema
obiljezava dodatnim fluoroforom (Cy2). ObiljeZeni uzorci zatim se kombiniraju i nanose na IPG
trakice za izoelektricno fokusiranje, a potom se proteini razdvajaju drugom dimenzijom SDS-PAGE.

2.2.1 Odabir sudionika i prikupljanje uzoraka plazme

Uzorci ljudske plazme koriSteni u ovom istrazivanju prethodno su prikupljeni u sklopu
znanstvenog projekta ,,10 001 Dalmatinac”. U ovu analizu ukljuceni su iskljucivo uzo-
rci zdravih osoba bez povijesti kroni¢nih bolesti i koje u trenutku prikupljanja uzoraka
nisu koristile terapiju lijekovima. Baza sadrzi za svakog ispitanika zdravstveni status
ukljucujuéi kompletnu krvnu sliku, osnovne biokemijske parametre, elektrokardio-
gram (EKGQG), spirometriju, mjerenje krvnog tlaka, Doppler analizu perifernih krvnih
zila (indeks glezanj-nadlaktica) te odredivanje centralnog arterijskog tlaka i augme-
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ntacijskog indeksa koriStenjem uredaja SphygmoCor (AtCor Medical, Australija)
(Pleic i sur. 2022).

Uzorci su prikupljeni iz periferne venske krvi ujutro nataste. Za plazmu su koriStene
EDTA-epruvete (10 mL Monovette, Sarstedt, SAD), a za serum iste vrste epruveta bez
antikoagulansa. Nakon centrifugiranja pri 2000 x g na 4 °C tijekom 10 minuta,
supernatanti su ponovno centrifugirani, a dobiveni uzorci plazme podijeljeni u alikvote
(200-500 pL) i odmah pohranjeni na —80 °C do daljnje obrade. Prikupljanje i pocetna
obrada uzoraka su provedeni od strane istrazivacke skupine navedenog projekta, te je

dobivena dozvola za koriStenje uzoraka iz biobanke od Medicinskog fakulteta u Splitu.

2.2.2. Uklanjanje visoko zastupljenih proteina iz uzoraka plazme

Prije analize plazme, dva najzastupljenija proteina, HSA 1 IgG, uklonjena su
afinitetnom kromatografijom pomocu kolone Multiple Affinity Removal HSA/IgG, 4.6
x 50 mm (Agilent Technologies, SAD), spojene na HPLC sustav Shimadzu Nexera X2
(Shimadzu, Japan). Kako bi se uklonili eventualni organski ostaci i necistoce, sustav i
kolona prvo su kondicionirani prema uputama proizvodaca. Kolona je najprije isprana
mobilnim fazama koje su dio kompleta reagensa oznaCenih kao Pufer A i1 Pufer B
(Agilent Technologies, SAD) pri protoku od 1,0 mL/min. Nakon toga je sustav
uravnoteZen s puferom A tijekom nekoliko minuta. Prije injektiranja, uzorci plazme
razrijedeni su u omjeru 1:4 Puferom A te profiltrirani kroz membrane veliine pora
0,22 wm kako bi se uklonile Cestice koje bi mogle oStetiti kolonu ili naruSiti kroma-
tografski zapis.

Po 100 pL razrijedenog uzorka je injektirano na kolonu pri protoku od 0,25 mL/min.
Tijekom prolaska kroz kolonu, HSA i IgG selektivho se veZu za imobilizirana
protutijela, dok ostali proteini prolaze kroz kolonu i prikupljenaju su kao flow-through
frakcija. Frakcija se prikupljala u intervalu od 1,25 do 9 minuta nakon injekcije
uzorka. Neposredno nakon prikupljanja, frakcije su privremeno pohranjene na -20 °C.

Nakon svakog uzorka, kolona je isprana puferom B pri viSem protoku otapala (1,0 mL/
min) kako bi se uklonili HSA i IgG. Potom je ponovno kondicionirana puferom A,
¢ime se uspostavilo pocetno stanje kolone za iduci uzorak. Tijekom cijelog postupka,

temperatura kolone odrzZavala se na sobnoj temperaturi.

Kako bi se uklonio viSak soli i kromatografskih pufera provedena je zamjena pufera u
prikupljenim uzorcima. Zamjena je provedena u PBS puferu (Biotium, SAD) koji je
sadrzavao koktel inhibitora proteaza (GE Healthcare, SAD), koriStenjem
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centrifugalnih 4 ml filter epruveta Amicon Ultra s molekularnim odsje¢kom od 3 kDa
(Merck Millipore, SAD). Uzorci su centrifugirani na 4 °C pri 4000 x g, 40 minuta.
Dobiveni koncentrat je prenesen u 0,5 mL filter epruvetu Amicon Ultra s
molekularnim odsjeckom od 3 kDa (Merck Millipore, SAD), dodan je PBS do
volumena od 500 pL, te se ponovio postupak centrifugiranja, ali na 14 000 x g, 30
minuta. Taj je korak ponovljen tri puta. Nakon filtracije, koncentrirani uzorci su

prikupljeni te su pohranjeni na —80 °C do daljnje analize.

2.2.3. Obiljezavanje karbonilnih skupina u uzorcima plazme i analiza
signala SDS-PAGE elektroforezom (1D-Oxi)

Ishodna otopina CF647DI aminooksi boje (CF, Biotium, Fremont, CA, SAD)
koncentracije 5 mM pripremljena je dodavanjem 322,2 uL. DMSO-a (Sigma, SAD) u
1 mg boje. Koncentracija proteina u uzorcima odredena je pomocu Bradford reagensa
(Sigma, SAD) kako je ve¢ opisano u poglavlju 2.1.1., nakon ¢ega su uzorci razrijedeni
PBS puferom do odgovarajuce koncentracije.

Provedena je optimizacija metode obiljeZavanja kako bi se odredila potrebna koli¢ina
boje za ucinkovito oznacavanje karbonilnih skupina. Kao kontrolni uzorak koriSten je
onaj kojem je dodan ekvivalent 50 uM CF647DI aminooksi boje. Ostalim uzorcima
dodano je 95 %, 80 %, 50 %, 20 %, 10 %,5 % 1 1 % volumena CF647DI aminooksi

boje u odnosu na kontrolni uzorak.

Reakcija ligacije pokrenuta je dodatkom 1/10 volumena 10x anilina u acetatnom pufer.
Uzorci su inkubirani preko noci na 4 °C uz potresanje pri 600 rpm (Eppendorf
ThermoMixer C, Njemacka) kako bi se osigurala potpuna derivatizacija svih
aldehidnih i ketonskih skupina.

Nakon oznaCavanja, uzorci su nanoSeni na poliakrilamidni gel za 1D-Oxi
elektroforezu, pri ¢emu je razdvajajuéi sloj sadrzavao 12,5 % (v/v) akrilamida, a
sabijaju¢i 5 % (v/v), Sto omogucuje ucinkovitu separaciju proteina prema njihovoj
molekulskoj masi. Elektroforeza je provedena na Bio-rad vertikalnom sustav za gel-
elektroforezu (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-rad, SAD) pri 75 V tijekom 30 minuta,
nakon cega je napon povecan na 150 V do zavrSetka razdvajanja. Za detekciju
fluorescentog signala CF647DI aminooksi gelovi su skenirani pomocu skenera
Typhoon (GE Healthcare, Chicago, IL, SAD) pri valnim duljinama Aexc = 650 nm,
Aem = 665 nm. Dobivene slike su analizirane programom TotalLab Quant (verzija 13.2,
TotalLab, UK).
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2.24. Utjecaj postotka akrilamida na razdvajanje plazmatskih proteina 1D-
Oxi metodom

Za optimizaciju elektroforetskog razdvajanja pripremljeni su gelovi s razlitim
postotkom akrilamida od 10 %, 12,5 % 1 15 %, pri C¢emu je uz svaki koriSten sloj gela
za sabijanje od 5 %. Priprema SDS-PAGE gelova provedena je prema uputama
proizvodaca (SERVA 2025). Prije nanoSenja bioloSkih replika plazme na gelove,
uzorcima je dodan Laemmli pufer (35 % glicerol, 280 mM SDS, 4 % 2-
merkaptoetanol, 1 mM Bromphenol Blue, 150 mM Tris-HCI, pH 6.8).

Devet uzoraka plazme obojeno je CF647DI aminooksi bojom kako je ve¢ opisano u
poglavalju 2.2.3. Elektroforeza je zapoceta pri 75 V tijekom 30 minuta, nakon Cega je
napon povecan na 150 V i nastavljen do kraja razdvajanja. Za odredivanje ukupne
ekspresije proteina, gelovi su bojani bojom SERVA Purple. Prvi korak ukljucivao je
fiksaciju gelova u 25-50 mL fiksacijske otopine (1 % limunska kiselina, 15 % etanol)
tijekom 15 minuta uz lagano njihanje na orbitalnom mijeSacu (Heidolph Rotamax 120,
Njemacka). Nakon toga, gelovi su inkubirani uz lagano njihanje na orbitalnom
mijeSaCu (Heidolph Rotamax 120, Njemacka) tijekom 10 minuta u svjeZe
pripremljenoj otopini za bojenje koja je sadrZavala boju SERVA Purple u omjeru 1
volumni dio SERVA Purple boje na 250 volumnih dijelova otopine za bojanje (0,1 M
borna kiselina, 0,1 M NaOH; Serva, Njemacka). SERVA Purple se veze na ostatke
lizina, arginina i histidina, te daje informaciju o ukupnoj koli¢ini proteina na gelu.
Gelovi su zatim isprani u otopini za ispiranje (15 % etanol) uz lagano njihanje na
orbitalnom mijeSacu (Heidolph Rotamax 120, Njemacka) tijekom 10 minuta, a na
kraju su zakiseljeni inkubacijom u fiksacijskoj otopini takoder uz lagano njihanje, u
trajanju od 10 minuta. Nakon bojenja, gelovi su skenirani pomoc¢u Typhoon skenera
pri valnim duljinama Aexc = 550 nm, Aem = 570 nm za SERVA Purple, te hexe = 650 nm,
Aem = 665 nm za CF647DI aminooksi boju, a dobivene slike analizirane su programom
TotalLab Quant (verzija 13.2, TotalLab).

2.2.5. Optimizacija uvjeta za reakciju oznacavanja karbonilnih skupina u
2D-OxiDIGE analizi: usporedba PBS i UTC pufera

Koncentracija proteina prikupljenih uz pomo¢ afinitetne kolone odredena je Bradford
metodom (Ernst i Zor 2010), te su uzorci pripremljeni tako da je svaki sadrZzavao 70
ug proteina u volumenu od 30 pL, pri ¢emu je dodan PBS pufer za ujednacavanje

koncentracije proteina. U svrhu ispitivanja utjecaja pufera na ucinkovitost ozna¢avanja
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karbonilnih i €-amino skupina, uzorci su za 2D-OxiDIGE analizu oznaceni fluo-
rescentnim bojama: CF647DI aminooksi bojom za obiljeZavanje karbonilnih skupina i
Cy3 bojom za obiljeZavanje e-amino skupina Lys (Lumiprobe, Hannover, Njemacka),
pri ¢emu je reakcija obiljezavanja provedena u dva razli¢ita pufera, PBS-u i UTC
puferu (7 M urea, 2 M tiourea, 2 % CHAPS, 40 mM ditiotreitol (DTT), 0,5 % IPG-
pufer, Sigma, SAD). Za oznaCavanje karbonilnih skupina u proteinima svakom uzorku
dodano je 1,2 uL. 5 mM CF647DI aminooksi boje (Biotium, SAD), prethodno oto-
pljene u DMSO-u (Sigma, SAD), te 3,1 pL 10x anilina u acetatnom puferu (Biotium,
SAD), koji je sluZio kao katalizator reakcije ligacije. Uzorci su zatim inkubirani preko
noci u mraku na termobloku TS-100C (Biosan, Latvija) pri 4 °C i 600 rpm kako bi se

osiguralo potpuno obiljeZavanje svih karbonilnih skupina.

Sljedeéeg dana, uzorci su dodatno oznaceni bojom Cy3 prema uputama proizvodaca
(Lumiprobe, Njemacka). Iz svakog uzorka oznacenog CF647DI aminooksi bojom
odvojeno je 40 pg proteina, a pH je podesen na 8,5 dodatkom 1,5 M Tris pufera, pH
8,8. Uzorci su potom oznaceni s 0,8 pL 3,3 nmol-a Cy3 boje, otopljene u dimeti-
Iformamidu. Reakcija je provedena na ledu, u mraku, tijekom 30 minuta. Nakon toga
je dodano 1 pLL 10 mM lizina (Sigma, SAD) radi zaustavljanja reakcije, a uzorak je

ponovno spojen s ostatkom CF647DI-oznacenog uzorka.

Za oznacavanje 50 ug internog standarda, koriSten je isti uzorak plazme, te je bojan s 1
uL 3.3 nmol-a Cy2 boja u PBS-u ili UTC puferu. Reakcija je pratila iste uvjete kao za
bojanje s Cy3 bojom. Uzorak internog standarda je spojen s uzorkom oznacenim s
CF647DI i Cy3 bojom te je dodan rehidracijski pufer A (7 M urea, 2 M tiourea, 2 %
CHAPS, 60 mM DTT, 0,5 % IPG pufera, 0,002 % Bromfenol Blue, Sigma SAD) do
ukupnog volumena od 450 pL po traci s imobiliziranim pH-gradijentom (IPG, GE
Healthcare, SAD). Uzorak je zatim prenesen u IPG-kutiju (GE Healthcare, SAD).

2.2.6. 2D-OxiDIGE metoda

Dvanaest uzoraka plazme pripremljenih kako je opisano u poglavlju 2.2.2. bojani su
fluorescentim bojama za 2D-OxiDIGE u PBS puferu (poglavlje 2.2.5.). Uzorak bojan
CF647DI aminooksi i Cy3 bojom spojen je s internim standarom (mjeSavina 12
testiranih uzoraka) bojanim Cy2 bojom u PBS-u te je dodan izmjeneni rehidracijski
pufer B (7 M urea, 2 M tiourea, 4 % CHAPS, 40 mM DTT, 1 % IPG pufera pH 4-7 i
0,002 % Bromfenol Blue, Sigma, SAD) do konacnog volumena od 450 pL. IPG trake
duljine 24 cm s pH-gradijentom 4-7 (GE Healthcare, SAD) paZljivo su postavljene u
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IPG-kutiju (GE Healthcare, SAD) tako da je strana s gelom bila okrenuta prema dolje,
a uzorak je ravnomjerno rasporeden ispod trake. Poklopac je zatvoren, a trake su
ostavljene na rehidraciju preko noci na sobnoj temperaturi. Ovaj korak rehidracije
omogucuje da se proteini iz uzorka ravnomjerno rasporede unutar gela na IPG-

trakama, ¢ime se osigurava njihovo u€inkovito fokusiranje tijekom IEF.

Nakon rehidracije, IPG-trake su paZljivo premjeStene u uredaj Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare, SAD). IEF je provedeno pri 20 °C u pet koraka (Tablica 1). Napon se
primjenjivao u pet uzastopnih koraka s razli¢itim nacinima primjene (profilima).

Ukupna naponska doza izrazena je u kilovolta-satima (kVh).

Tablica 1. Parametri IEF-a tijekom razdvajanja proteina na uredaju Ettan IPGphor 3 u prvoj dimenziji.

Temperatura 20 °C
Struja po traci 50 pA
Tip napona Napon Trajanje Ukupan napon (kVh)

Korak 1 Konstantan 30V 12h 0.4 kVh

Korak 2 Gradijent 500 V l1h 0.3 kVh

Korak 3 Gradijent 1000V | 1h 0.8 kVh

Korak 4 Gradijent 8000V ' 1h 4.5 kVh

Korak 5 Konstantan 8000V | 7:30h 60.0 kVh

Ukupno vrijeme 22:30 h 65.9 kVh

Nakon IEF-a, trake su prenesene u IPG-kutiju i1 inkubirane 15 minuta na sobnoj
temperaturi u ekvilibracijskom puferu (6 M urea, 2 % SDS, 20 % glicerol, 20 mM Tris,
pH 8.,8; GE Healthcare, SAD) s dodatkom 1,5 % DTT radi redukcije proteinskih
disulfidnih veza. Potom su proteini alkilirani u istom puferu koji je sadrzavao 2,5 %
jodoacetamida (IAA, GE Healthcare, SAD) i tragove Bromfenol blue-a (GE
Healthcare, SAD), takoder 15 minuta na sobnoj temperaturi.

Druga dimenzija elektroforeze provedena je pomocu sustava Ettan DALTsix (GE
Healthcare, SAD). IPG trake su postavljene na vrh poliakrilamidnog gela
koncentracije 10 % SDS-PAGE 1 prekrivene agaroznom zapecacuju¢om otopinom
(25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1 % SDS, 0,5 % agaroza, 0,002 % Bromfenol Blue,
Sigma, SAD). Elektroforeza je provedena pri 25 °C u dvije faze: 10 mA po gelu
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tijekom 1 h, zatim 40 mA po gelu do izlaska boje za pradenje iz gela, Sto je trajalo
pribliZno 6 h.

Gelovi su skenirani pomocu skenera Typhoon pri tri valne duljine, gdje svaka valna
duljina odgovara jednom signalu: CF647DI aminooksi (Aexc = 650 nm, Aem = 665 nm),
Cy3 (hexc = 550 nm, Aem = 570 nm) ili Cy2 (hexc = 490 nm, Aem = 510 nm), a slike su

analizirane programom SameSpots (TotalLab).

2.2.7. Validacija metode pomocu statisticke analize

Analiticki dio ovog istrazivanja odraden je u suradnji s voditeljem projekta ,,10 001
Dalmatinac* prof.dr.sc. Ozrenom Polasekom koji je temeljen na analizi ponovljivosti,
koji je proveden kroz tri metode. Prvo su izraCunati koeficijenti varijacije (CoV) ili
relativna standardna devijacija, definirani kao omjer standardne devijacije 1 srednje
vrijednosti za bilo koji skup ponovljenih mjerenja. Nakon izraCuna CoV za svaki
proteinski spot, izraCunata je njihova prosjecna vrijednosti kako bi se dobio prosjecni
individualni CoV. Drugo korak bio je izraCunati intraklasni koeficijenti korelacije
(ICC) koriStenjem dvostruko slucajnog modela s fokusom na srednje vrijednosti i
apsolutnu suglasnost, koji je usmjeren na analizu pouzdanosti (Koo and Li 2016).
Kako bi rezultati bili usporedivi sa sli¢nim istrazivanjima, prikazani su 1 Cronbachovi
a koeficijenti. Koeficijenti varijabilnosti 1 volumeni proteinskih spotova povezani su
Spearmanovim rang-korelacijskim testom. Podaci su analizirani u programu SPSS,
verzija 21 (IBM, Armonk, NY, SAD), pri ¢emu je razina statisticke znacajnosti

postavljena na p < 0,05.

2.3. Analiza uzoraka plazmatskih proteina dvodimenzionalnom
elektroforezom (2D-OxiDIGE)

Deplecija HSA 1 IgG odradena je prema opisu u poglavlju 2.2.2 za 100 uzoraka
plazme iz biobanke ,,10 001 Dalmatinac”. Analiza uzoraka provedena je prema
postupku opisanom u poglavlju 2.2.6. Interni standard pripremljen je kao zajednicki
spoj jednakih volumena uzoraka deset ispitanika (pet muSkaraca i pet Zena),
ravnomjerno rasporedenih prema dobi. Svakom uzorku oznacenom CF647DI
aminooksi i Cy3 bojama dodano je 40 pg internog standarda oznacenog Cy2 bojom te
rehidracijskih pufer B do kona¢nog volumena od 450 pL. Nakon toga provedeni su
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veC opisani koraci, a gelovi su skenirani pri tri valne duljine. Dobivene slike gelova

ucitane su u programom SameSpots, gdje je automatski provedena provjera kvalitete.

Program SameSpots analizira skenirane slike 2D gelova tako da automatski
prepoznaje, poravnava i kvantificira proteinske tocke na svim gelovima. Zatim
program koristi algoritme za detekciju tocaka u skenovima koji prikazuju ukupne
eksprimirane i karboniliriane proteine, te odreduje intenzitet fluorescencije za svaku od
njih. Intenzitet fluorescencije proporcionalan je ekspresiji proteina odnosno stupnju
karbonilacije. Nakon toga se provodi normalizacija podataka radi korekcije tehnic¢kih
varijacija izmedu gelova, ¢ime se osigurava da su razlike u intenzitetima bioloski

relevantne.

Kod 89 skeniranih gelova uzoraka nisu uo¢eni problemi s kvalitetom. Referentna slika
odabrana je automatski, a ostale slike poravnate su s pripadajuim internim
standardom. Nakon filtriranja premalih tocaka, za daljnju statistiCku analizu preostalo
je 813 proteinskih toCaka, pri Cemu je svaka toCka dobila svoj jedinstveni

identifikacijski broj.

Statisticka analiza provedena je radi procjene znalajnosti razlika u razinama
karbonilacije i ekspresije izmedu uzoraka. Za usporedbu intenziteta pojedinacnih
tocaka medu uzorcima koriSten je t-test, dok je Z-vrijednost primijenjena kao dodatni

kriterij. Izracun se temelji na sljedecoj formuli:

Z = (vrijednost tocke - medijan svih vrijednosti) / standardna devijacija svih

vrijednosti

Z-vrijednost je koriStena za procjenu odstupanja od medijana i identifikaciju znacajno

promijenjenih proteina.
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III. Rezultati i rasprava

3.1. Interakcija KRAS i RBD/c-RAF pod oksidacijskim stresom

Kako bismo istraZili utjecaj oksidacije na interakciju proteina RBD i KRAS, koristili
smo metodu SIMPL u kojoj se medusobno reagirajui proteini povezuju pomocu
autokatalickog inteina (Yao i sur. 2020).

U ovom istraZivanju koriStena je modificirana SIMPL metoda za ispitivanje
,vanstanicne* interakcije medu proteinima. Analizirana je interakcija proteina u

lizatima stanica koje su eksprimirale RBD-a i KRAS-a, svaki s pripadaju¢im biljegom.

3.1.1. Oksidacija izazvana UV-zraCenjem narusava interakciju RBD-KRAS

Za potrebe eksperimenta koriStene su HEK293FT stanice, transfektirane vektorima za
ekspresiju RBD-a ili KRAS-a. Nakon transfekcije, stani¢ni lizati su bili izloZeni
razli¢itim dozama UV-zralenja kako bi se odredila doza pri kojoj dolazi do gubitka
interakcije izmedu RBD 1 KRAS-a. Nakon zraCenja, lizat RBD 1 lizat KRAS-a su
pomijeSani u jednakim koli¢inama i inkubirani kako bi se uspostavila interakcija, te

analizirani Western blot metodom (Slika 12).

Fuzijski produkt RBD-KRAS, koji nastaje kao rezultat medusobne interakcije
proteina, jasno je detektiran u kontrolnim uvjetima (bez oksidacije), kao 1 pri niZim
dozama UV-zraCenja (Slika 16). S porastom doze UV-zraCenja opaza se postupan
gubitak signala fuzijskog proteina, Sto upucuje na smanjenu interakciju izmedu RBD-a
1 KRAS-a. Ovaj ucinak je osobito izrazen u uzorcima u kojima su oba proteina
podvrgnuta UV-zracenju (RBD ox 1 KRAS ox), a najjace dolazi do izraZaja pri dozama
od 0,510,6 JJem?, gdje je signal fuzijskog proteinskog kompleksa gotovo u potpunosti
izgubljen.
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Slika 16. SIMPL analiza interakcije RBD i KRAS u stani¢nim lizatima izloZenima razli¢itim dozama
UV-zraCenja (0,1 — 0,6 J/cm?) koriste¢i Western blot. Za analizu je koriSteno o-V5 protutijelo koje
detektira biljeg na proteinu RDB, te na fuzijskom produktu RBD-KRAS. Kao pozitivna kontrola

interakcije koriSten je lizat kotransfektiranih stanica.
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Na temelju dobivenih rezultata odabrane su dvije reprezentativne doze UV-zraCenja
(0,3 J/em? 1 0,6 J/cm?) za daljnje eksperimente. Kako bi se potvrdilo da su odabrane
doze prikladne za kvantitativnu analizu, provedena su tri neovisna eksperimenta u
kojem su stani¢ni lizati zraCeni iskljuCivo s ove dvije doze. Intenzitet signala koji
potjeCe od fuzijskog proteina kvantificiran je pomoc¢u progama Image Lab za sva tri
neovisna eksperimenta (Slika 17).

Slika 17 B je prikazuje relativni gubitak interakcije izmedu proteina RBD 1 KRAS
nakon izlaganja dvjema UV-dozama 0,3 J/cm? 1 0,6 J/cm?. U oba slucaja, kontrolna
skupina (RBD + KRAS) pokazuje najviSu razinu interakcije, Sto je postavljeno kao

referentna vrijednost.

Oksidacija jednog od dvaju proteina rezultira statisticki znacajnim smanjenjem njihove
medusobne interakcije. Pri dozi od 0,3 J/cm?, oksidacija RBD-a (RBD ox + KRAS) ili
KRAS-a (RBD + KRAS ox) dovodi do umjerenog, ali zna¢ajnog smanjenja interakcije
u usporedbi s kontrolom. Dalo b1 se naslutiti da oksidativno oStecenje RBD-a (RBD ox
+ KRAS) snaZnije naruSava interakciju nego oksidacija KRAS-a (RBD + KRAS ox).
NajizraZeniji gubitak interakcije uocen je kada su oba proteina bila oksidirana (RBD
ox + KRAS o0x), iako s ve€om varijabilnoS¢u rezultata, Sto je vidljivo iz statistickih
devijacija. StatistiCka analiza pokazala je znaCajne razlike izmedu kontrolne skupine i

svih oksidiranih varijanti (p < 0,05).

Pri viSoj dozi UV-zraenja (0,6 J/cm?), razlike su joS izrazenije. Oksidacija poje-
dina¢nih proteina ponovno dovodi do znacajnog smanjenja interakcije RBD s KRAS-
om, a kod oksidacije oba proteina (RBD ox + KRAS ox) interakcija gotovo potpuno
izostaje. U ovoj skupini gubitak interakcije bio je najsnazniji 1 statistiCki visoko
znacajan u usporedbi s kontrolom (p < 0,001), ali 1 u odnosu na interakciju ostvarenu

kod pojedinacno oksidiranih proteina.
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Fuzijski produkt
RBD-KRAS

<— RBD
RBD + - + - + - + - * kotransfekcija
RBD ox - + - + - + - +
KRAS + + - - + + - -
KRAS ox - - + + - - + +
0,3 J/cm? 0,6 J/cm?
1 r 1
1
— 1

RBD + KRAS
RBD ox + KRAS
RBD + KRAS ox
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Slika 17. Analiza interakcije RBD i KRAS nakon tretmana UV-zracenjem pri dozama od 0,3 i 0,6 J/
cm? (A) Interakcija je analizirana uz pomo¢ SIMPL metode te vizualizirana koriste¢i Western blot uz
pomo¢ a-V5 protutijela. (B) Kvantifikacija rezultata je provedena pomocu Image Lab programa (n =
3). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija. StatistiCka znacajnost odredena

je t-testom (p < 0,05 *,p < 0,01 **, p <0,001 **%*),

Gubitak interakcije RBD-KRAS
—_
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3.1.2. Usporedna metoda oksidacije: djelovanje H,O, na protein-protein

interakciju

Kako bi se usporedila ucinkovitost razli€itih oksidacijskih modela, ispitana je
mogucénost induciranja oksidativnog oSte¢enja interakcije izmedu RBD i1 KRAS

proteina pomocu vodikovog peroksida (H;O5,).

Nakon transfekcije s konstruktima RBD 1 KRAS, stanice su lizirane te su tretirane
razli¢itim koncentracijama H,O; (10, 20, 30 1 40 mM), s ciljem induciranja oksidacije.
Potom su lizati pojedina¢nih uzoraka mijeSani u jednakim omjerima kako bi se ispitala
stabilnost PPI izmedu RBD 1 KRAS proteina u uvjetima oksidativnog stresa. Proteini
su analizirani Western blot metodom s ciljem detekcije njihovog interakcijskog
produkata.

Rezultati pokazuju da porast koncentracije H,O, dovodi do postepenog gubitka
interakcije izmedu RBD 1 KRAS proteina, s osobito izrazenim slabljenjem signala
fuzijskog produkta pri koncentracijama H,0O, od 30 1 40 mM (Slika 18). To ukazuje na
strukturna oSteCenja proteina i destabilizaciju njihovih interakcija uslijed jakog
oksidativnog stresa, pri ¢emu blotovi sugeriraju da je RBD osobito osjetljiv 1 ima veci
utjecaj na gubitak interakcije.

Iako je ova metoda jasno pokazala ucinak na gubitak interakcije izmedu RBD i KRAS
proteina, nije se pokazala pogodnom za nastavak istraZivanja jer nije bila kompatibilna

s daljnjim eksperimentalnim koracima.
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Slika 18. SIMPL analiza interakcije RBD i KRAS u stani¢nim lizatima izloZenima razli¢itim dozama
H,0, (10 - 40 mM), koriste¢i Western blot (n = 3). Za analizu je koriSteno a-V5 protutijelo koje
detektira biljeg na proteinu RDB, te na fuzijskom produktu RBD-KRAS. Kao pozitivna kontrola
interakcije koriSten je lizat kotransfektiranih stanica.
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3.1.3. UV-zracenje inducira oksidativno oStecenje RBD i KRAS proteina u

obliku karbonilacije

Kako bismo istrazili utjecaj UV-zraCenja na oksidativno oSteCenje proteina RBD i
KRAS, koriStena je metoda Oxime blot, koja omogucuje detekciju karbonilacije
proteina kao pokazatelja oksidativnog stresa (Ladouce i sur., 2023).

Metoda je primijenjena na stanicne lizate HEK293FT stanica s eksprimiranim RBD ili
KRAS proteinima, koji su nakon transfekcije izloZeni razli¢itim dozama UV-zracenja
(0,0,310,6 J/cm?) kako je opisano u poglavlju2.1.1.12.1.2.

Uzorci su derivatizirani s aminooksi-biotinom, a zatim je provedena western blot

analiza u kojem je biotinski biljeg detektiran uz pomo¢ streptavidin-HRP-a (Slika 13).

Karbonilacija je kvantificirana uz pomo¢ programa ImageJ, a rezultati su izraZeni
relativno u odnosu na kontrolnu skupinu (0 J/cm?), Cija je vrijednost postavljena na 1.
Podaci na slici 19 B prikazuju srednje vrijednosti + standardna devijacija dobivene iz
tri neovisno provedena eksperimenta.

Za lizate s eksprimiranim proteinom RBD, ve¢ nakon izlaganja UV-zracenju od 0,3
J/em? dolazi do znacajnog povecanja karbonilacije u odnosu na kontrolu (p < 0,05),
dok je povecanje pri 0,6 J/cm? statisticki joS izrazenije (p < 0,01). Nema statisticki
znacajne razlike izmedu doza 0,3 1 0,6 J/cm? (Slika 19 B).

Sli¢an trend opaZen je i u lizatima s ekprimiranim proteinom KRAS, gdje UV-doze od
0,3 1 0,6 J/em? takoder rezultiraju znaCajnim povecanjem karbonilacije u usporedbi s
kontrolom (p < 0,051 p < 0,1, redom), dok medusobna razlika izmedu dviju UV-doza
nije statisticki znacajna (ns) (Slika 19 B).

Ovi rezultati ukazuju na to da UV-zraCenje inducira oksidativno oStecenje proteina u
obliku karbonilacije u lizatima, s izraZzenim ucinkom ve¢ pri niZim dozama, bez

daljnjeg linearnog povecanja iznad 0,3 J/cm?.
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Slika 19. Analiza karbonilacije proteina u HEK293FT stanicama transfektiranim konstruktima za
ekspresiju RBD ili KRAS proteina. (A) Stanice su lizirane te izloZene razli¢itim dozama UV-zralenja,
a karbonilacija je analizirana metodom Oxime blot. (B) Kvantifikacija je provedena analizom blotova
triju nezavisnih eksperimenata. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Statisticka znaCajnost odredena je t-testom (p < 0,05 *,p < 0,01 ** p < 0,05, ns).

Kako bi se potvrdilo da su medu ostalim karbonilirim proteinima, oksidativno oSteceni
RBD i KRAS proteini, oni su izolirani iz stani¢nih lizata. Za njihovu selektivnu
izolaciju koriStena je imunoprecipitacija s anti-V5 afinitetnim kuglicama na bazi
agaroze za RBD protein oznacen V5 biljegom, te anti-Flag M2 afinitetne kuglice na
bazi agaroze za KRAS protein oznacen Flag biljegom. Stani¢ni lizati dobiveni iz
stanica koje eksprimiraju navedene proteine prethodno su bili izloZeni razli¢itim doza-
ma UV-zracenja (0, 0,3 10,6 J/cm?), pri ¢emu je neozraceni uzorak sluzio kao kontrola.
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Proteini eluirani s afinitetnim kuglicama su analizirani Western blot-om koriStenjem
anti-V5 odnosno anti-Flag protutijela, kako bi se potvrdilo da je imuno-precipetacija
uspjeSno provedena te da je koliCina izoliranih proteina izmedu razliCitih uzoraka
uyjednacena. Time se osigurava da eventualne promjene u signalima karbo-nilacije
proizlaze iz razlika u stupnju oksidativnog oSteCenja, a ne iz varijacija u kolicini
proteina (Slika 20 A). Potom su eluati analizirani metodom Oxime blot kako bi
detektirala i kvantificirala karbonilacija proteina RBD i KRAS (Slika 20 B).

Na slici 20 C prikazana je relativna promjena (engl. fold change) razine karbonilacije
izoliranih RBD i KRAS proteina nakon izlaganja razli¢itim dozama UV-zracenja (0,
0,3 1 0,6 J/cm?). Dobivene vrijednosti izrazene su relativno u odnosu na neozraenu

kontrolu (0 J/cm?), ¢ija je vrijednost postavljena na 1.

Za RBD protein opaZeno je postepeno povecanje karbonilacije, koja je bila 1,5 puta
veca pri 0,3 J/cm? te 2 puta veca pri 0,6 J/cm? u odnosu na kontrolu. Sli¢no,
karbonilacija KRAS proteina porasla je za 1,6 puta pri 0,3 J/cm? te ¢ak 3,1 puta pri 0,6
J/cm?, Sto ukazuje na vecu osjetljivost KRAS proteina na oksidaciju induciranu UV-

zraCenjem.
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Slika 20. Analiza karbonilacije imunoprecipitiranih RBD i KRAS proteina nakon UV-zracenja pri
dozama od 0,3 i 0,6 J/cm? (A) HEK293FT stanice su transfektirane, lizirane, izloZzene UV-zracenju, a
zatim je provedena imunoprecipitacija (IP), te analiza Western blotingom uz pomo¢ a-V5 i a-FLAG
protutijela. TL predstavlja teski lanac protutijela. (B) Razina karbonilacije odredena je metodom
Oxime blot. (C) Na slici je prikazana relativna promjena razine karbonilacije izoliranih RBD i KRAS
proteina nakon izlaganja razli¢itim dozama UV-zracenja (0, 0,3 i 0,6 J/cm?). Dobivene vrijednosti
izraZene su relativno u odnosu na neozracenu kontrolu (0 J/cm?) (n = 3).
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3.1.4. Spektrometrija masa KRAS proteina otkriva povec¢anje oksidativnih
modifikacija nakon UV zracenje

U suradnji sa Zavodom za biokemiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu
(doc. dr. sc. Marko Mocibob), dodatnim analizama masenom spektrometrijom ide-
ntificirane su specificne modifikacije povezane s karbonilacijom KRAS proteina.
Kompleksna mjeSavina peptida dobivena tripsinskom digestijom analizirana je
nanoUHPLC-MS/MS pristupom.

Medu identificiranim modifikacijama utvrdene su pretvorbe Arg u Gsa kiselinu, Lys u
Aly, Met u Asa kiselinu, kao i karbonilacija Ala, Ile, Leu, Val i Pro. Identificirana su
2321 proteina, s ukupno 44 404 PSM-ova. KRAS (Uniprot: PO1116) je protein s
najveéim brojem PSM-ova (2370), uz pokrivenost sekvence od 85 % (Slika 21 A). Od
toga je 1343 PSM-ova pripadalo kontrolnim, a 1027 uzorcima tretiranim UV-
zraCenjem. Sva mjesta modifikacija unutar KRAS proteina prikazana su na slici 21 B,
dok se detalji o modifikacijama nalaze u prilogu 1 za ne ozraceni i ozraceni uzorak
(Prilog 2).

(A)
1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 188

(B)
1 1" 21 31 41 51
MTEYKLVVVG AGGVGKSALT IQLIQNHFVD EYDPTIEDSY RKQVVIDGET CLLDILDTAG

LWSwitch I’ regija

61 71 81 91 101 111
QEEYSAMRDQ YMRTGEGFLC VFAINNTKSF EDIHHYREQI KRVKDSEDVP MVLVGNKCDL
121 131 141 151 161 171
PSRTVDTKQA QDLARSYGIP FIETSAKTRQ GVDDAFYTLV REIRKHKEKM SKDGKKKKKK
bt I Mjesta modifikacije na KRAS proteinu tretiranim s UV-om
SKTKCVIM

I Vjesta modifikacije na KRAS proteinu u kotrolnomi uzorku

Slika 21. (A) Shematski prikaz pokrivenosti proteinske sekvence KRAS proteina detektirane
nanoUHPLC-MS/MS pristupom (B) Primarna struktura proteina KRAS s naznacenim mjestima mo-
difikacije aminokiselina.
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Zabiljezena je povecana karbonilacija specifi¢nih aminokiselina u tretiranim uzorcima,
ukljucujuéi ucestalije modifikacije poput: karbonilacije Ala, Ile, Leu, Val i Pro, Arg u
Gsa, Met u Aas i Lys u Aly (Tablica 2). Uz navedene modifikacije identificirana je i
karbamidometilacija cisteina, standardna modifikacija koja se uvrStava u analizu kako
bi se eliminirala oksidacija cisteina koja se moZe dogoditi tijekom pripreme uzoraka te
se pri analizi podataka zanemaruje (Prilog 11 2).

Tablica 2. Broj PSM-ova s karbonilacijskim modifikacijama

Broj PMS-ova s modifikacijama

KRAS KRAS ox
Karbonilacija Ala, Ile, Leu, Val i Pro 25 57
Arg -> Gsa kiselinu 0 3
Met -> Asa kiselinu 5 7
Lys -> Aly 3 5
Ukupno 33 72

Ukupan broj detektiranih modifikacija na aminokiselinskim ostacima iznosio je 72 u
UV-tretiranim uzorcima, naspram 33 u kontrolnim. Nakon normalizacije prema broju
PSM-ova (1027 za kontrolni uzorak, te 1343 za ozraceni uzorak) procijenjen je omjer
karbonilacije od priblizno 2,9, Sto upucuje na izraZzeno povecanje oksidativnih

modifikacija izazvanih UV-zraenjem (Slika 22).

Ukupna modifikacija aminokiselina _ 2.8
Karbonilacija Ala, lle, Leu, Val i Pro _ 2.98

Fold Change

o
-
N
w

Slika 22. Shematski prikaz relativne promjene (engl. fold change) PSM-ova koji sadrZze modifikacije
karakteristicne za karbonilaciju KRAS proteina.
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U uzorcima koji su sadrzavali RBD domenu detektirano je 1306 PSM-ova koji su
pripadali RBD-u. Iako taj broj ukazuje na uspje$nu identifikaciju, koli¢ina RBD-a u
uzorku bila je znatno manja u odnosu na KRAS. Istodobno, detektirani su brojni drugi
proteini u uzorcima, najvjerojatnije kontaminanti iz imunopurifikacije, te su imali veci
broj PSM-ova od samog RBD-a (Slika 23). Kvaliteta MS-podataka ne odstupa zna-
¢ajno od one za KRAS, §to upuduje da je vjerojatno doSlo do gubitka dijela uzorka
tijekom imunoprecipitacije ili pripreme za MS analizu. U skladu s tim, uoceno je tek
nekoliko karboniliranih peptida koji pripadaju RBD-u, pri ¢emu veéina pripada ko-
ntrolnim uzorcima (Prilog 3). Sveukupno, analiza RBD-a dala je ogranicene i

varijabilne rezultate, te podaci nisu dalje analizirani.

1 101 201 301 401 501 601 648

Slika 23. Shematski prikaz pokrivenosti proteinske sekvence RBD proteina detektirane nanoUHPLC-
MS/MS pristupom

54



Ucinak oksidacije na protein-protein interakcije
i analiza oksidativnog ostecenja proteina detekcijom karboniliranih proteina u ljudskoj plazmi

3.1.5. Molekularno modeliranje interakcija izmedu RBD i KRAS proteina

U sklopu suradnje s Odjelom za fiziku Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Splitu
(izv. prof. dr. sc. Zeljka Sanader Mar3i¢), provedeno je molekularno modeliranje te
analiziran utjecaj karbonilacije na ostatke K42, 146 1 R149 unutar KRAS proteina koje
su detektirane uz pomo¢ masene spektrometrije te njihov uc¢inak na interakciju s RBD
domenom. Rezultati su saZeti u tablici 3, koja kvantitativno prikazuje gubitak

interakcija, dok slika 24 prikazuje interakcije na molekularnom modelu.

Uoceno je da oksidativne modifikacije navedenih ostataka na KRAS-u rezultiraju
smanjenjem broja meduproteinskih kontakata izmedu RBD-a i KRAS-a. Ukupno je
detektirano sedam atomskih kontakata manje, ukljucujuci gubitak tri vodikove veze
(K42 1 R149), tri polarne interakcije (K42 i R149) te jedne nevezujuée (engl.
nonbonding) interakcije (R149).

Tablica 3. Broj interakcija izmedu humanog KRAS ostataka K42, R149 i 146 (u obliku divljeg
tipa i nakon oksidacije) i ostataka RBD domene. Interakcije za oksidirani oblik 146 oCuvane su
bez obzira na poloZaj karbonilacije (na atomima CD1, CG1 i CG2), te su stoga prikazane u
jedinstvenom stupcu.

K42 R149 146
Divlji .. Divlji  piwji Oksidirani
. Oksidirani . Oksidirani . (CG1,cG2
tip tip tip .
ili CD1)

Vodikove veze 2 0 1 0 0 0
Polarni kontakti 2 0 1 0 0 0
Nevezujuce interakcije 6 6 ) 1 1 I
Hidrofobne veze 1 1 0 0 0 0

Sto se ti¢e ostatka 146, oksidacija uvodi karbonilnu skupinu u boé¢ni lanac, a to se
moZe dogoditi na atomima ugljika CD1, CG1 ili CG2. Kako bi se procijenio utjecaj
lokacije karbonilacije, modelirana je prisutnost karbonilne skupine na svim navedenim

poloZzajima. Analiza preklapanja interakcija pokazala je da razli¢ite lokacije
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karbonilacije na 146 nisu utjecale na njegove kontakte s RBD-om, jer se radilo o

nevezanim interakcijama koje su se ocuvale i nakon karbonilacije.

Slika 24. Molekularno modeliranje interakcije izmedu ljudskog RBD i KRAS wuz specificne
modifikacije nastale karbonilacijom (PDB: 6XI7). Interakcije izmedu RBD-a (Zuto; ostaci E174, S177,
T178, K179, V180, P181 i T182 prikazani Stapiastim prikazom) i KRAS-a (plavo; ostaci K42, 146 i
R149 prikazani S$tapicasti prikazom). Linije prikazuju interakcije: isprekidane linije oznacavaju
gubitak interakcije u oksidiranom obliku, dok pune linije oznacavaju oCuvane interakcije. Plave linije
predstavljaju vodikove veze, zelene polarne kontakte, naranCaste nevezujuce (engl. nonbonding)

interakcije, dok crvena linija prikazuje hidrofobnu vezu.

3.1.6. Testiranje SIMPL konstrukata za interakcije u ,,vanstani¢nim‘ uvjetima

U ovom radu dodatno su ispitani veé dizajnirani SIMPL konstrukti kao potencijalni
kandidati za analizu drugih relevantnih protein-protein interakcija. Kako bi se
identificirali konstrukti pogodni za proSirenje istrazivanja, proveden je probir njihovog
medusobnog vezanja primjenom prethodno opisane modificirane SIMPL metode. Cilj
je bio identificirati one parove proteina Cija je interakcija dovoljno snazna da se moze
detektirati ne samo unutar stanice, ve¢ i u ,,vanstanicnim‘ uvjetima, gdje se koriste

stanicni lizati s eksprimiranim SIMPL konstruktima.
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Eksperimentalni postupak slijedio je istu metodologiju kao u prethodnim analizama:
HEK?293FT stanice bile su transfektirane razli¢itim parovima SIMPL konstrukata,
nakon ¢ega su pripremljeni stani¢ni lizati. Ti su lizati potom bili podvrgnuti interakciji
pod istim uvjetima kao S$to su ranije opisani za koriStenu SIMPL metodu. Cilj je bio
potvrditi da se ista interakcija koja se uo€ava u Zivim stanicama tijekom kotransfekcije

moZe reproducirati i u reakcijskom sustavu izvan stanice.

Ukupno su testirana tri razli¢ita para SIMPL konstrukata. Za par JUNB i BATF,
molekularna masa JUNB proteina iznosi priblizno 38 kDa, a fuzijski produkt
interakcije JUNB-BATF ocekuje se kao vrpca oko 50 kDa (Slika 25 A). Detekcija
ovog interakcijskog para nije bila uspjesSna, jer su vrpce prisutne u svim uvjetima,
neovisno o razli¢itim transfekcijskim uvjetima. Za interakciju CDK6 i CCND3
oCekuje se vrpca oko 70 kDa. U lizatima kotransfekcije i u ,,vanstanicnim‘ uvjetima
detektirana je vrpca pribliZzno te mase, no ista vrpca pojavljuje se i u uzorku s

ekspresijom CDK6 proteina, $to oteZava interpretaciju (Slika 25 B).

Medu testiranim parovima, jedino je interakcija DR1 i DRAP1 pokazala dovoljno
snaznu vezu da se moZe pouzdano detektirati i u ,,vanstanicnim‘ uvjetima. Fuzijski
produkt DR1-DRAPI detektiran je kao vrpca oko 75 kDa u kotransfekciji stanica kao
pozitivnoj kontroli te u ,,vanstani¢nim* uvjetima, bez prisutnosti nespecifi¢nih vrpci u
drugim uvjetima (Slika 25 C). Stoga bi interakcija DR1I-DRAP1 mogla biti zanimljiva
za daljnja istraZivanja u kontekstu pracenja ucinaka oksidativnih oSte¢enja na PPI,
gdje bi taj interacijski par bio koriSten za provedenje ve¢ opisanih eksperimenalnih

uvjeta.
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Slika 25. Analiza novih potencijalnih interakcijskih partnera pomoéu metode SIMPL. Za tri razlicita
para proteina (A) JUNB/BATF, (B) CDK6/CCND3 i (C) DR1/DRAPI testirana je moguénost njihove
medusobne interakcije kroz tri eksperimentalna uvjeta: pojedinacna ekspresija svakog partnera (linije
11 2), kotransfekcija u stanicama HEK293FT (linija 3), te ,,vanstani¢na“ interakcija stani¢nih lizata
(linija 4). Za analizu je koriSteno a-VS5 protutijelo koje detektira biljeg na proteinu JUNB, CDKG6 i
DR1, te na fuzijskom produktu interakcije. Crveni okvir oznafava vrpce karakteristicne za nastanak
fuzijskog proteina u ,,vanstani¢nim” uvjetima.
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3.1.7. Rasprava rezultata utjecaja oksidacije na protein-protein interakcije i
perspektive daljnjih istrazivanja

Oksidativni stres predstavlja jedan od klju¢nih ¢imbenika koji utjeCu na funkcionalni
integritet proteina unutar stanice. ROS nastaje kao nusprodukt normalnih metaboli¢kih
procesa, a njihova prekomjerna akumulacija moZe dovesti do oksidativnih
modifikacija proteina koje naruSavaju njihovu funkciju. Mehanizmi kojima ROS
moduliraju protein-protein interakcije joS uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni, iako je
jasno da takve modifikacije mogu imati posljedice na staniCnu signalizaciju i
homeostazu. U ovom radu fokus je bio na modelni sustav RBD-KRAS, gdje KRAS,
kao centralni regulator MAPK/ERK puta, ovisi o preciznoj interakciji s RBD
domenom c-RAF kinaze za prijenos signala. Razumijevanje kako oksidativni stres
utjeCe na ovu interakciju pruza vrijedan uvid u molekularne mehanizme oksidativnog

oStecenja i potencijalne puteve za terapijsku intervenciju.

Rezultati ovog istraZivanja jasno ukazuju na znacajan utjecaj oksidativnog stresa na
interakciju izmedu KRAS proteina 1 njegove vezuju¢e domene RBD, vjerojatno zbog
strukturnih promjena uzrokovanih oksidacijom koje naruSavaju njihovu
konformacijsku kompatibilnost. Intenzitet gubitka interakcije ovisi o dozi UV-
zracenja, Sto potvrduje da oksidacijsko oSte¢enje u ovom modelu raste s poveCanjem
doze. Oksidativna oStecenja inducirana UV-zraCenjem dovela su do gubitka RBD-
KRAS interakcije, Sto implicira strukturnu i funkcionalnu destabilizaciju KRAS
proteina. Uoceni ucinci u skladu su s ranijim izvjeS¢ima koja upucuju na to da
oksidativni stres moZe utjecati na GTP-vezanje, membransku lokalizaciju i signalnu
aktivaciju RAS proteina (Heo 1 Campbell 2005).

Rezultati dobiveni u ovom radu potvrduju da oksidacija, osobito kada zahvaéa oba
proteina istovremeno, znacajno naruSava njihovu sposobnost medusobnog vezanja, Sto
moze imati vazne funkcionalne posljedice za signalne puteve u kojima sudjeluje
KRAS. KRAS je kljucni regulator brojnih stani¢nih procesa, ukljucujuci proliferaciju,
diferencijaciju i prezivljavanje, kroz aktivaciju MAPK/ERK signalnog puta (Cox i sur.
2014), pri ¢emu njegova funkcionalna aktivnost ovisi o pravilnoj konformaciji i

sposobnosti interakcije s neposrednim faktorima poput RAF kinaza.

Provedena analiza metodom Oxim blot pokazala je znaajan porast karbonilacije
KRAS-a, a uz pomo¢ spektrometrije masa detektirana je promjena na ostacima K42,
R149 1 146, koji se nalaze u neposrednoj blizini interakcijske povrSine s RBD-om.
Molekularno modeliranje tih promjena pokazalo je gubitak kritinih vodikovih i
polarnih veza koje stabiliziraju kompleks.
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Dobiveni rezultati dodatno proSiruju strukturna saznanja o RBD-KRAS interakciji
ukljucivanjem perspektive oksidativnih oSteenja na ostatcima koji do sada nisu bili
prepoznati kao klju¢ni u veznom sucelju. Karbonilacija ostataka K42 i R149,
potvrdena spektrometrijom masa i analizirana molekulskim modeliranjem, rezultirala
je gubitkom ukupno sedam meduproteinskih kontakata, ukljucujuci tri vodikove i tri
polarne interakcije. lako se K42 i R149 ne nalaze unutar ,switch I” regije koja
tradicionalno dominira u veznim interakcijama, njihova uloga u stabilizaciji
kompleksa jasno se ocituje kroz gubitak kontaktnih povrSina. S druge strane,
oksidacija 146 - aminokiseline koja sudjeluje u hidrofobnim, nevezanim interakcijama

- nije dovela do znaCajnog gubitka kontakata.

Funkcionalno gledano, smanjenje afiniteta RBD-KRAS interakcije kao posljedica
karbonilacije moZe imati izravne posljedice na MAPK/ERK signalni put. MAPK
signalizacija je osjetljiva na oksidativni stres, Sto moZe dovesti do disfunkcije
aktivacije ERK1/2 (Rezatabar i sur. 2019). U kontekstu starenja, regulacija RAS/
MAPK puta igra vaznu ulogu u stanicnom homeostatskom odgovoru (Deschénes-
Simard i sur. 2013), a smanjen signal moZe predstavljati oblik negativne regulacije
proliferacijskih signala u uvjetima povedanog oksidativnog stresa. Gubitak stabilne
interakcije s c-RAF-om moZe rezultirati zaustavljanjem stani¢nog ciklusa,
diferencijacije ili apoptoze. NasSe opazanje da karbonilacija smanjuje kontakt izmedu
RBD domene i KRAS-a moze predstavljati molekularni pokazatelj smanjenog
proliferativnog kapaciteta stanica izloZenih oksidativnom stresu. Ovi rezultati takoder

otvaraju moguénost eksperimentalnog dizajna mutanata KRAS-a.

Prema istraZivanju Petrova i Zagrovica (2011), karbonilacija hidrofilnih ostataka lizina
i arginina funkcionalno je ekvivalentna uvodenju hidrofobnih, elektri¢ki neutralnih
supstitucija na tim pozicijama. Takva promjena boc¢nih lanaca mijenja povrSinsku
hidrofobnost i raspodjelu naboja, Sto moZe utjecati na organizaciju i stabilnost vezanja
s RBD domenom c-RAF-a. U tom kontekstu, zanimljivo bi bilo eksperimentalno
ispitati moze li se ucinak karbonilacije oponasati ciljanim toCkastim mutacijama na
hidrofilnim ostatcima lizina i arginina. Prvi korak bio bi uvodenje supstitucija koje
oponaSaju gubitak naboja i poveéanje hidrofobnosti te analiza njihova ucinka na
interakciju RBD-KRAS, kako bi se utvrdilo pokazuju li sliCan obrazac smanjena
interakcije kao i nakon izlaganja UV-zraCenju. Nakon toga, fokus bi se mogao
usmjeriti na mutacije aminokiselina koje su u ovom radu definirane kao posebno
osjetljive na oksidaciju, poput K42 i R149, radi ispitivanja njihovog pojedinacnog
doprinosa stabilnosti kompleksa.
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Osim toga, zanimljivo bi bilo ispitati i osjetljivost dobivenih mutanata na UV-zracenje,
kako bi se procijenilo u kojoj mjeri promjene u naboju i hidrofobnosti utjeCu na
njihovu osjetljivost na takvu vrstu oksidacije. Ovaj koncept je u skladu s klasi¢nim
pristupima ciljane mutogeneze, koja je ve¢ pokazala da ciljane zamjene aminokiselina
mogu modificirati osjetljivost proteina na oksidaciju i stabilnost interakcija (Estell,
Brinton, and Russell 1985). Takav pristup omogucio bi razlikovanje izmedu ucinaka
samih kemijskih modifikacija i strukturnih posljedica koje one uzrokuju, ¢ime bi se

dodatno razjasnio mehanizam redoks-osjetljivosti RBD-KRAS interakcije.

Poveznica s ranijim strukturnim istraZivanjima dodatno podupire opravdanost ovakvog
pristupa. Fabian i sur. (1994) pokazali su da male promjene u veznom sucelju RAS-
RAF kompleksa mogu drasticno promijeniti afinitet interakcije, ¢ak i bez izravnog
zahvacdanja ,switch® regija. Huynh i sur. (2020) su pak kvantificirali utjecaj
membranske dinamike i prostorne orijentacije KRAS-a na sposobnost vezanja RAFI,
pri ¢emu su male promjene u naboju i hidrofobnosti rezultirale preusmjeravanjem
interakcijskih mreza. Nedavno istrazivanje Trana i sur. (2023) dodatno je pokazalo da
mutacije koje naruSavaju lokalnu konformacijsku fleksibilnost KRAS-a mogu
modulirati njegovu afinitetnu selektivnost prema razli¢itim efektorima. Ciljane
tockaste mutacije na aminokiselinama koje su se pokazale osjetljivima na oksidacijski
stres mogle bi otkriti kako promjene u strukturnoj fleksibilnosti KRAS-a utjeCu na
stabilnost i afinitet njegove interakcije s RBD domenom c-RAF-a, te time rasvijetliti
mehanizme kojima oksidativno oSteCenje trajno mijenja funkciju komponenti

signalnog puta.

Osim $§to bi takva analiza doprinijela razumijevanju mehanizama oksidacijske
regulacije KRAS funkcije, otvaraju se i potencijalne terapijske perspektive, poput
dizajna KRAS varijanti s mutacijama koje Stite klju¢ne ostatke od karbonilacije. Takve
,otpornije* KRAS molekule mogle bi biti korisne u modelnim sustavima za testiranje
lijekova u kontekstu tumora s visokim razinama ROS signalizacije (Liou i Storz 2010),

gdje oksidativni stres igra ulogu u regulaciji proliferacije i preZivljenja stanica.

U ovom dijelu istrazivanja oksidativni stres induciran je primarno UV-zraenjem, koje
moze djelovati izravno i neizravno na proteinske strukture. Izravno, UV fotoni
uzrokuju pobudivanje aromatskih aminokiselina poput triptofana i tirozina, S$to
rezultira stvaranjem ROS-a. Neizravno, UV-zracenje moZe aktivirati foto-
senzibilizatore prisutne u uzorku, koji potom generiraju ROS i posreduju oksidaciju

boc¢nih lanaca proteina (Rastogi i sur. 2010; Cabiscol i sur. 2000).
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Kako bi se ispitalo moZe li oksidacija izazvana kemijskim oksidansom proizvesti
slican ucinak, u sljedeCem koraku primijenjen je vodikov peroksid (H,O,) kao
alternativni pristup. Rezultati su pokazali da porast koncentracije H,O, dovodi do
postupnog gubitka interakcije izmedu RBD i KRAS proteina, s izraZenim slabljenjem
signala fuzijskog produkta pri viSim koncentracijama. Ovaj rezultat upuduje na
strukturno oStecenje 1 destabilizaciju interakcija, vjerojatno kao posljedicu oksidacije
osjetljivih aminokiselinskih ostataka (Dalle-Donne i sur. 2003). Za razliku od
oksidacije UV-zracenjem, koja Cesto zahvaca lokalizirana mjesta unutar proteina,
H,0, djeluje difuznije i moZe inducirati stvaranje hidroksilnih radikala (*OH) putem
Fentonove reakcije, osobito u prisutnosti prijelaznih metala (Stadtman i Levine 2003).
Ti radikali reagiraju s visokom nespecificnos¢u te mogu uzrokovati karbonilaciju
ostataka prolina, arginina, lizina i1 treonina, ¢ime se trajno mijenja konformacija i
stabilnost proteina (Levine i sur. 1999). Ipak, H,O, nije koriSten u daljnjem tijeku
istrazivanja zbog moguce nekompatibilnosti s imunoprecipitacijom 1 rizika od
nespecifinih interakcija koje zaostali oksidans moze uzrokovati (Han 1 sur. 2019;

Rogowska-Wrzesinska i sur. 2014).

S obzirom na sloZenost oksidacijskih procesa i raznolikost moguéih mehanizama, u
buduéim bi istrazivanjima bilo relevantno ispitati i druge oksidanse, poput
kombinacije Zeljeza i askorbata ili klasicne Fentonove reakcije, koje stvaraju visoko
reaktivne slobodne radikale s razliitim kemijskim selektivnostima (Duarte i sur.
2007). Takvi pristupi mogli bi proizvesti specificne obrasce oksidacije ovisno o tipu
oksidansa i reaktivnosti prema pojedinim aminokiselinama. Time bi se moglo utvrditi
stvara li svaki oksidans prepoznatljiv ,,otisak* oksidacije na KRAS proteinu i ima li taj

obrazac razli€it uCinak na njegov afinitet vezanja za RBD domenu.

U ovom radu karbonilacija je izazvana UV-zraCenjem kako bih se ispitao ucinak
oksidacije na interakciju KRAS-a s RBD domenom c-RAF-a. Gubitak interakcije je
detektiran koriStenjem ,,starije” SIMPL metode. SIMPL metoda pouzdano pokazuje
prisutnost interakcije, ali ima ograni¢enu osjetljivost i ne omogudéuje kvantitativnu
procjenu promjena interakcije nakon oksidacije. Nedavno razvijena SIMPL2 metoda,
koja koristi luminescenciju podijeljene luciferaze (Yao i sur. 2024), omogudila bi
precizniju 1 kvantitativhu analizu smanjenja interakcije uzrokovanog oksidacijom.
Karbonilacija postignuta UV-zraenjem sluzi kao praktican nalin za generiranje
snaznog oksidativnog stanja i1 dobivanje jasne razlike izmedu tretiranih i netretiranih
uzoraka, ali ne omogucuje kontrolu nad vrstom i intenzitetom modifikacija te ne

odrazava kemijsku sloZenost in vivo oksidativnog stresa. Zbog toga ovaj model prve-
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nstveno pokazuje da je KRAS osjetljiv na oksidaciju i da oksidativne modifikacije
mogu destabilizirati njegovu interakciju s c-RAF-om. Taj zakljucak vrijedi u opéem
smislu i potvrduje da je KRAS strukturalno ranjiv na karbonilaciju, osobito u
dijelovima uklju¢enima u interakcijsku povrSinu. Medutim, potrebna su dodatna
istraZzivanja za povezivanjem dobivenih rezultata s fizioloSkim ili patofizioloSkim
procesima. Potvrda bi zahtijevala stanicne modele u kojima su razine ROS-a
modulirane farmakoloski ili genetski, kao i primjenu drugih izvora oksidativnog stresa
koji bolje oponaSaju uvjete u tumorskom mikrookruZenju ili tijekom kroni¢ne upale.
Ogranicenja UV pristupa zato ne umanjuju vrijednost dobivenih podataka, ali odreduju
njihovu interpretaciju. Rezultati jasno pokazuju da KRAS moze podnijeti samo
ograni¢eni stupanj oksidativnih modifikacija prije gubitka interakcijske funkcije, dok
je procjena fizioloSke ucestalosti takvih dogadaja moguéa tek u bioloski relevantnijim

sustavima.

Na temelju dobivenih rezultata, logi¢an sljedeci korak bio bi proSiriti istraZivanje na
druge protein-protein interakcije i njihovu osjetljivost na oksidativne modifikacije. U
ovom radu, kao potencijalni dodatni par identificirana je interakcija DR1/DRAPI, za
koju je poznato da ima klju¢nu ulogu u represiji transkipcije. S obzirom na njezinu
funkcionalnu vaznost i nuklearnu lokalizaciju, bilo bi zanimljivo ispitati pokazuje li

sli¢nu osjetljivost na oksidacijski stres kao RBD-KRAS interakcija.

Ovakav pristup ne bi bio ograni¢en samo na DR1/DRAPI, ve¢ bi se mogao primijeniti
i na druge poznate interakcijske parove koji sudjeluju u stani¢noj regulaciji.
Ispitivanjem viSe razliCitih interakcija pod kontroliranim oksidativnim uvjetima mogli

bismo identificirati Siri obrazac oksidacijski ranjivih kompleksa.

Dosadasnja literatura pokazuje da oksidacija specifinih proteina moZe dovesti do
disocijacije funkcionalnih kompleksa, ¢ime se remeti regulacija gena, signalna
transdukcija i odrZavanje imunosne homeostaze (Dalle-Donne i sur. 2006; Go i Jones
2013), Sto istiCe vaZnost ispitivanja osjetljivosti proteina na oksidaciju i njezinog

utjecaja na stani¢nu regulaciju.
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3.2. Kvantifikacija karboniliranih proteina u ljudskoj plazmi: razvoj
metode i primjena

U ovom dijelu istrazivanja optimizirana je metoda za odredivanje karbonilnih skupina
na proteinima u ljudskoj plazmi. IstraZivanje je provedeno na uzorcima plazme iz
biobanke ,,10 001 Dalmatinac* (Rudan 1 sur. 2009). Za odredivanje ukupne
karbonilacije proteina koriStena je metoda 1-D Oxi, dok je za detekciju karbonilacije
pojedinacnih proteina koriStena optimizirana 2-D OxiDIGE metoda.

3.2.1. Uklanjanje visoko zastupljenih proteina za poboljSanje proteomske
analize

Kako bi se omogucila analiza manje zastupljenih karboniliranih proteina u
kompleksnim uzorcima poput plazme, iz uzoraka su prethodno uklonjeni HSA i IgG

primjenom afinitetne kromatografije.

U uzorcima plazme prije uklanjanja visoko zastupljenih proteina, jasno su vidljivi

dominanti signali koji pripadaju HSA 1 IgG u uzorcima (Slika 26 A).

Analiza frakcije pokazuje da uklanjanje HSA 1 IgG, pra¢eno koncentriranjem pomocu
centrifugalnih ultrafiltracijskih jedinica s molekularnim grani¢nim pragom 3 kDa
(Slika 26 B), dovodi do ,,otvaranja“ proteinskog profila. Frakcije slabije zastupljenih
proteina postaju bolje razluCive, Sto omogucuje precizniju detekciju karbonilacije 1
povecava osjetljivost metode. Time se znatno poboljSava mogucnost razlikovanja
suptilnih promjena medu uzorcima, Sto je kljuCno za istraZivanja usmjerena na

identifikaciju biomarkera oksidativnog stresa 1 procesa starenja.
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(A)

Slika 26. 1D-Oxi analiza deset razliCitih uzoraka plazme prikazuje profil ukupnih proteina
obojenih SERVA Purple bojom (A) prije i (B) nakon uklanjanja albumina (HSA) i imunoglobulina
G (IgG) afinitetnom kromatografijom.
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3.2.2 Optimizacija fluorescentnog oznacavanja karboniliranih proteina u
plazmi pomocu CF647DI aminooksi boje

U ovom istrazivanju, umjesto standardne Cy5 boje, primjenjena je modificirana Cy5
boja koriStena s aminooksi skupinom za detekciju karbonila - CF647DI aminooksi.
Reakciju aminooksi skupine s karbonilima preporuduje se provoditi na sobnoj
temperaturi u trajanju od dva sata za aldehide i 5-10 sati za ketone, no kako bismo
osigurali potpunu oznacenost svih karbonila, obiljezavanje je provodeno preko no¢i na

4 °C uz potresanje pri 600 rpm i dodatak anilin-acetata kao katalizatora.

Standardni postupak podrazumijeva koriStenje 50-molarnog viska CF647DI aminooksi
boje u odnosu na koli¢inu proteina u uzorku. Medutim, obzirom na ¢injenicu da nisu
svi proteini u plazmi podlozni karbonilaciji, pristupilo se optimizaciji koli¢ine fluo-
rescentne boje. Cilj optimizacije bio je izbjeéi nespecificno vezanje boje na
nekarbonilirane proteine i time smanjiti pozadinski signal, poboljSati specifi¢nost
oznacavanja te osigurati kvantitativno pouzdano oznacavanje iskljucivo karboniliranih
ostataka. U svrhu optimizacije koli¢ine CF647DI aminooksi boje koriStene za
oznacavanje karboniliranih proteina, provedeno je testiranje razli¢itih volumnih udjela
boje u odnosu na koli¢inu koriStenu u kontrolnom uzorku. Kontrolni uzorak je
sadrzavao koli¢inu boje prema preporuci proizvodaca, koja odgovara 50-molarnom
viSku u odnosu na koli¢inu proteina (100 %). Taj je uzorak usporeden s uzorcima u
koje je dodano 95 %, 80 %, 50 %, 20 %, 10 %, 5 % i 1 % volumena boje u odnosu na
kontrolni. Ucinkovitost oznacavanja pri svakom od navedenih uvjeta prikazana je na
slici 27.

Rezultati optimizacije pokazali su da se koriStenjem 20 % preporucene koli¢ine boje
postize oznacavanje 98 % karbonilnih skupina u odnosu na kontrolni uzorak, dok se i
pri 10 % preporucene koli¢ine moZe oznaciti 87 % karbonila, Sto se takoder smatra
prihvatljivim u odredenim eksperimentalnim uvjetima. Na temelju tih rezultata
definirane su prikladne koli¢ine boje za pojedine metode: za 1-D Oxi koristilo se 0,2
uL CF647DI boje na 15 pg proteina (Sto odgovara 13 % preporucene kolicine), dok se
za 2D-OxiDIGE koristilo 1,2 puL boje na 70 pg proteina, Sto odgovara 17 %
preporucene koli¢ine. Ovim pristupom postignuto je ucinkovito i ekonomicno
oznaCavanje karboniliranih proteina uz ocuvanje kvantitativne pouzdanosti i

specifinosti metode.
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Slika 27. Optimizacija postupka obiljeZavanja karboniliranih proteina CF647DI aminooksi bojom
(n = 3). (A) Kontrolni uzorak (100 %) usporeden je s uzorcima u koje je dodano 95 %, 80 %, 50 %, 20
%, 10 %,5 % i 1 % volumena CF647DI aminooksi boje u odnosu na koli¢inu koriStenu u kontrolnom
uzorku. (B) Prikaz kvantifikacije signala prikaznog gela.
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3.2.3. Ucinkovitost razdvajanja proteina pri razlicitim postocima
akrilamidnog gela

Kako bi se ispitao utjecaj razliCitih postotaka razdvajajueg gela na razluivost
proteinskih vrpci u SDS-PAGE analizi, istih devet bioloskih replikata plazmatskih
uzoraka, nakon uklanjanja visoko zastupljenih proteina te oznacCavanja CF647DI
aminooksi bojom, naneseno je na gelove koji su sadrzavali 8 %, 10 % 1 12,5 %
poliakrilamida u razdvajajuem sloju gela. Nakon elektroforeze, ukupni proteini su
vizualizirani bojanjem bojom SERVA Purple. Kao $to je prikazano na slici 28, najbolja
razlu€ivost proteinskih vrpci postigunta je s 10 %-tnim razdvajajuim slojem gela.
Takav gel primijenjen je i u kasnijim 2-D analizama, gdje je takoder pokazao dobru
razlu€ivost proteinskih tocaka. Dobiveni rezultati u skladu su s ranije objavljenim

podacima iz literature (Desrosiers i sur. 2007; Laborde 1 sur. 2014).
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Slika 28. Prikaz 1-D Oxi gelova bojanih CF64DI aminooksi bojom (lijevo) za ukupnu karbonilaciju
proteina i SERVA Purple bojom (desno) za vizulizaciju ukupnih proteina na gelovima s razlic¢itim
postocima razdvajajuceg sloja.
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3.2.4. Ulinkovitost razlic¢itih puferskih sustava u fluorescentnom oznacavanju
proteina

Prema uputama proizvodaCa za CyDye DIGE Fluor boje preporucuje se koriStenje
UTC pufera za pripremu uzoraka, u koje se zatim dodaju odgovarajuce fluorescentne
boje (GE Healthcare 2005). Budu¢i da su u ovom istrazivanju uzorci plazme, nakon
uklanjanja HSA 1 IgG, prevedeni u PBS pufer radi bojanja CF647DI bojom, ispitana je
kompatibilnost PBS pufera s postupkom obiljezavanja CyDye DIGE Fluor bojama. Isti
uzorak je, prije oznacavanja CF647DI aminooksi i Cy3 bojama, pripremljen u dvama
uvjetima: jednom u PBS, a drugi put u UTC puferu. Na taj je naCin dodatno ispitana i
kompatibilnost CF647DI aminooksi boje s UTC puferom.

Na svaki gel nanesen je isti uzorak plazme oznacen s CF657DI aminooksi bojom za
detekciju karbonilacije proteina, dok je ekspresija proteina detektirana pomocu
obiljezavanja s Cy3 bojom. Uzorci su zajedno s internim standardom kojim je u ovom
slucaju bio isti uzorak plazme obiljezen Cy2 bojom, naneseni na IPG traku. Gelovi su

analizirani prateci protokol za 2D-OxiDIGE metodu.

Analizom slika pomocu programa SameSpots usporeden je broj detektiranih tocaka.
Na temelju internog standarda detektirano je 868 toCaka na slikama uzoraka u PBS
puferu, dok je u uzorcima u UTC puferu detektirano 779 toCaka. UocCeno je slabije
oznacavanje karbonilnih skupina u uzorcima koji su sadrzavali UTC pufer u usporedbi
s onima u PBS puferu (Slika 29). Rezultati prikazani na slici 30 pokazuju da je 1
oznacCavanje proteina Cy3 bojom bilo ucCinkovitije u uzorku koji je sadrzavao PBS

nego u onom koji je sadrzavao UTC pufer.
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Slika 29. 2D-DIGE analiza proteina iz istog uzorka plazme oznaCenih CF647DI aminooksi bojom u
razli¢itim puferima. (A) Uzorak obojen CF647DI aminooksi bojom u PBS pufer, dok slika (B)
prikazuje isti uzorak bojan CF647DI aminooksi bojom u UTC puferu.
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Slika 30. 2D-DIGE analiza proteina iz istog uzorka plazme oznacenih Cy3 bojom u razli¢itim
puferima. (A) Uzorak obojen Cy3 bojom u PBS puferu. (B) Uzorak obojen Cy3 bojom u UTC
puferu.

3.2.5. Procjena ponovljivosti optimizirane 2-D OxiDIGE metode

Ovaj dio istrazivanja proveden je u suradnji s istrazivaCkom grupom projekta ,,10 001
Dalmatinac” s Medicinskog fakulteta u Splitu (prof. dr. sc. Ozren Polasek) s ciljem
ispitivanja ponovljivosti i pouzdanosti novo optimizirane metode 2D-OxiDIGE za
kvantifikaciju karbonilacije 1 ekspresije proteina u ljudskoj plazmi. Iz uzoraka krvne
plazme dvanaest zdravih dobrovoljaca, uz pomo¢ programa SameSpots za analizu
gelova, detektirano je ukupno 813 proteinskih toCaka, pri ¢emu je svakoj tocCki
dodijeljen jedinstveni broj. Signal ocitan uz pomo¢ CF647DI aminooksi boje ukazuje
na razinu karbonilacije u pojedinoj tocki, odnosno proteinu, dok signal ocitan Cy3

bojom oznacava razinu ekspresije.

Dobiveni podaci su zatim statisticki obradeni za procjenu tehnicke ponovljivosti koja
se temeljila se na izraCunu koeficijenta varijacije, intraklasnog korelacijskog
koeficijenta 1 Cronbachove alfe dobivenih normaliziranih podataka, a dobiveni podaci

prikazani su u Tablici 4.

Koeficijent varijacije (CoV) definira se kao odnos standardne devijacije 1 aritmetiCke
sredine izraZzen u postocima 1 koristi se kao mjera relativne varijabilnosti unutar
ponovljenih mjerenja. NiZe vrijednosti upucuju na bolju ponovljivost. Dobiveni
rezultati pokazali su da je koeficijent varijacije za podatke o ekspresiji proteina bio
vrlo nizak, u vecini sluCajeva manji od deset posto. CoV za karbonilaciju bili su nesto

viSi (Tablica 4), Sto se moZe objasniti ovisnoS¢u stupnja karbonilacije o koli¢ini
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proteina u uzorku. Budu¢i da manja ili veca koli¢ina proteina moZe proporcionalno
utjecati na signal, razliCiti izvori varijabilnosti se naknadno zbrajaju, $to rezultira

vec¢im ukupnim CoV-om.

Tablica 4. Koeficijenti varijacije (CoV), intraklasni korelacijski koeficijenti (ICC; dvosmjerni
mjeSoviti model, mjera konzistentnosti) i Cronbachova alfa za ekspresiju i karbonilaciju proteina u

plazmi kod 12 analiziranih ispitanika.

Karbonilacija proteina

Bheplesia proteing (s eleminiranom toCkom 355)

- Koeficijent varijacije; ICC(95% Koeficijent varijacije; ICC (95%
Godine, spol srednja vrijednost # std. dev interval srednja vrijednost * std. dev interval
(min-max) pouzdanosti) a* (min-max) pouzdanosti) g
o 11079 0938 0938 M1+75 0.760 0.812
(0.3-50.0) (0.931-0.945) (0.5-73.0) (0.621-0.836)
v 82465 0972 0972 82+76 0.862 0.866
ik (0.1-109.6) (0.968-0975) (0.2-164.9) (0.843-0.879)
: 6.8+48 0982 0982 92+58 0.819 0.866
32, muskarac (01-397) (0980-0.984) (01-47.0) (0.684-0.884)
G 84+50 0979 0979 8149 0.880 0.886
’ (0.3-47.) (0977-0.982) (0.7-50.4) (0.863-0.895)
. 86+58 0976 0976 92454 0.806 0.820
: (0.7-62.8) (0.974-0979) (0.5-814) (0.773-0.834)
o 91457 0977 0977 93457 0.760 0764
’ (0.6-84.4) (0.975-0.980) (0.7-93.0) (0.732-0.786)
. 78446 0983 0983 72+48 0906 0907
il (0.3-294) (0.980-0.984) (0.7-43.9) (0.895-0.916)
i 92465 0975 0976 81462 0.893 0.894
, muskarac
(0.7-101.8) (0971-0978) (0.8-114.4) (0.880-0.904)
i 84+56 0979 0981 80+54 0.893 0.897
30, muskarac
(0.7-49.7) (0.975-0.983) (0.3-66.0) (0.879-0.906)
o 84+57 0980 0981 744511 0.897 0.898
, muskarac
(0.9-42.0) (0977-0.982) (0.6-68.3) (0.885-0.908)
26 e 94+63 0977 0981 79+54 0.888 0.897
(0.8-95.1) (0.966-0983) (0.3-787) (0.867-0.905)
. 7346.5 0986 0986 70+118 0914 0916
i (05-1417) (0985-0.988) (0.4-322.8) (0.904-0.924)

*Cronbachova alfa

Daljnjom analizom prepoznata je tocka broj 355 koja je pokazivala znaCajno
odstupanje u vrijednostima izmedu ponovljenih mjerenja. Nakon Sto je ta tocka
uklonjena iz analize, vrijednosti intraklasnog korelacijskog koeficijenta, koji izrazava
stupanj podudarnosti izmedu mjerenja iste varijable, dodatno su porasle.

Cronbachova alfa koriStena je kao dodatna mjera unutarnje konzistencije, odnosno

povezanosti izmedu toCaka unutar pojedinog uzorka ispitanika, koja dodatno mjeri
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unutarnju konzistenciju rezultata unutar svakog uzorka ispitanika. Visoke vrijednosti
Cronbachove alfe za ekspresiju proteina su se kretale izmedu 0,938 i 0,986. Za
karbonilaciju su vrijednosti bile nesto nize, u rasponu od 0,764 do 0,916, Sto je u
skladu s dodatnom bioloSkom varijabilno$¢u povezanom s oksidativnim oSte¢enjima
proteina. Sveukupno gledano, dobivene vrijednosti upucuju na to da je koriStena
metoda robusna i da daje konzistentne rezultate za oba analizirana parametra. Uz to,
analizirana je povezanost izmedu volumena tocke, koji odgovara ukupnoj koliCini
pojedinog proteina, i koeficijenta varijacije (Tablica 5). Utvrdena je snaZna negativna
korelacija, pri ¢emu se pokazalo da je varijabilnost veéa kod toCaka s manjim
volumenom. Primjerice, kada su u analizu ukljuceni svi proteini (n = 813), prosjecni
individualni koeficijent varijacije iznosio je 8,39 + 4,42. Uvodenjem pragova (engl.
cut-off) vrijednosti volumena tocke, broj proteina koji ulaze u analizu se smanjuje, a
paralelno se smanjuje i prosjec¢ni CoV. Tako je pri pragu od 50 preostalo 799 proteina s
prosje¢nim CoV-om od 8,12 + 2,75, dok je pri pragu od 200 broj proteina smanjen na
606, uz CoV od 7,05 + 1,87. Daljnjim poveCanjem praga vrijednosti (cut-off),
primjerice na 500 (420 proteina), prosjecni CoV se smanjuje na 6,35 + 1,57, a kod
najviSeg praga od 2000, u kojem ostaje samo 86 proteina, postiZze se najniza
varijabilnost (5,07 = 1,37). Ovi rezultati jasno pokazuju da je kvantifikacija proteina
niskog intenziteta zahtjevnija i podloZnija veCim odstupanjima, dok se pouzdanost

mjerenja povecava s rastom intenziteta proteina.

Tablica 5. Usporedba praga vrijednosti volumena to¢aka 2D Oxi-DIGE analize i broja ukljucenih
tocaka u analizu te njihovih koeficijenata varijacije.

Prosjecni individualni koeficijent

Volumen tocaka Broj detektiranih to¢aka o .
varijacije (CoV) % standardna devijacija

Svi proteini 813 8,39+442
50 799 8,12 +2,75

100 732 7,66+ 1,11
150 667 7,32 +2,04
200 606 7,05+ 1,87
250 562 6,89 £1,79
500 420 6,35 1,57
1000 220 5,66 1,37
2000 86 507 1,37
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Na temelju svih prikupljenih podataka mozZe se zakljuciti da metoda 2D-OxiDIGE
pokazuje visoku ponovljivost i pouzdanost, osobito kod proteina viSeg udjela u plazmi,
te da je primjenjiva za detekciju razlika u karbonilaciji i ekspresiji proteina u razli¢itim

bioloSkim uzorcima.
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3.3. Identifikacija potencijalnih biomarkera starenja temeljenih na
karbonilaciji proteina

Nakon Sto je optimizirana metoda za detekciju karboniliranih proteina u ljudskoj
plazmi, sljedeci korak u istraZivanju bio je primijeniti razvijeni pristup na vecu
skupinu zdravih ispitanika s ciljem identifikacije potencijalnih biomarkera starenja.
Kao Sto je ranije navedeno, u ovom dijelu istraZivanju koristili su se uzorci krvne
plazme 100 unaprijed odabranih zdravih osoba pohranjeni u biobanci ,,10 001
Dalmatinac*. Konkretno, odabrani su bioloski uzorci ispitanika iz kohorte Korcula, pri
¢emu populacija obuhvada osobe u dobi od 18 do 83 godine. Ispitanici su bili
podijeljeni po spolu: 40 muskaraca (20 - 83 godine) 1 60 Zena (18 - 75 godina) (Prilog
4).

Kriteriji odabira uzoraka bio je: odsutnost kroni¢nih bolesti povezanih s dobi
(potvrdena medicinskom dokumentacijom i pregledima), dostupnost opseznih
genetskih podataka (ukljucuju¢i SNP genotipizaciju, egzomsku i cjelogenomsku
sekvencu). Ovaj podskup ispitanika, temeljen na uzorcima prikupljenima izmedu
2007. 1 2013. godine, Cini reprezentativan model za istraZivanje utjecaja oksidativnih

oStecenja, posebice karbonilacije proteina.

Primarni cilj bio je ispitati povezanost izmedu karbonilacije proteina i1 zdrave
kronoloske dobi te istraZiti mogucu upotrebu razine karbonilacije proteina kao

biomarkera bioloske dobi.

3.3.1. Ukupna razina karbonilacije proteina u zdravih ispitanika razlicite
dobi i spola

Kao pocetni korak u analizi uzoraka krvne plazme stotinu zdravih ispitanika
provedeno je kvantitativno odredivanje ukupne karbonilacije proteina metodom 1D-
Oxi kako je opisano u poglavljima 2.2.3. 1 2.2.4., uz primjenu optimiziranog udjela
CF647Di1 aminooksi boje 1 odgovarajuceg postotka SDS-gela. Cilj ove analize bio je
ispitati postoji li povezanost izmedu ukupne razine karbonilacije 1 kronoloske dobi 1/ili

spola ispitanika.

Prije elektroforeze, uzorci plazme su pripremljeni uklanjanjem visoko zastupljenih
proteina HSA 1 IgG, prevedeni u PBS pufer te im je odredena koncentracija proteina
kako je opisano u poglavlju 2.2.2. Za svaku analizu koriSteno je 15 pg proteina koji su
oznaceni CF647DI aminooksi bojom (Slika 31 A). Elektroforeza je provedena na 10 %
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poliakrilamidnom gelu. Nakon razdvajanja, gel je obojan SERVA Purple bojom radi
provjere koli¢ine proteina u uzorcima i normalizacije signala karbonilacije (Slika 31
B). Ovaj korak je kljuc¢an kako bi se iskljuCio utjecaj varijacija u ukupnom sadrZaju
proteina izmedu uzoraka, te je fluorescentni signal karbonilacije normaliziran na
ukupnu koli¢inu proteina detektiranu SERVA Purple bojom. Na taj naCin osigurano je
da prikazani rezultati odraZavaju stvarne razlike u stupnju karbonilacije, a ne razlike u
kolicini proteina medu ispitanicima.
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Slika 31. Prikaz reprezentativnog 1D-Oxi gela s 14 razliCitih plazmatskih uzoraka. (A) Ukupna
karbonilacija proteina vizualizirana koriste¢i CF647DI aminooksi boju. (B) Prikaz ukupne koli¢ine
proteina koriste¢i SERVA Purple boju.
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Rezultati skeniranja i kvantifikacije pokazali su neSto vecu karbonilaciju proteina u
skupini ispitanika starijih od 50 godina u odnosu na one mlade od 50 godina, kao i
viSu razinu karbonilacije kod muskaraca u usporedbi sa Zenama (Slika 32). Medutim,
nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u karbonilaciji ni izmedu razli¢itih dobnih

skupina, niti izmedu spolova.

A

0,4

Karbonilacija/Ekspresija

<50 >50
Dobna skupina

®)

Karbonilacija/Ekspresija

Muski Zenski
Spol

Slika 32. Ukupna karbonilacija proteina u ljudskoj plazmi izmedu razlicitih (A) dobnih skupina (< 50,
n = 63 i > 50 godina, n = 35) te izmedu (B) spolova (muski, n = 39 i Zenski, n = 59), odredene
metodom 1D-Oxi elektroforeze.

Ovi rezultati upuéuju na to da ukupna razina karbonilacije, iako moZe pokazati
odredene trendove, nije dostatan pokazatelj za razlikovanje pojedinaca prema dobi ili
spolu unutar zdrave populacije. Stoga je fokus istraZivanja preusmjeren na dublju
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analizu na razini pojedinacnih proteina primjenom metode 2D-OxiDIGE, kako bi se
identificirali specificni proteini ¢ija karbonilacija potencijalno pokazuje povezanost s
dobi.

3.3.2. Identifikacija proteina povezanih s dobi primjenom 2D-OxiDIGE
metode

Za detaljniju analizu specificnih promjena u karbonilaciji 1 ekspresiji proteina u
ljudskoj plazmi primijenjena je metoda 2D-OxiDIGE na istih 100 uzoraka plazme.
Svaki gel sadrZzavao je jedan uzorak, oznaCen fluorescentnim bojama: CF647DI
aminooksi za karbonilaciju proteina i Cy3 za ekspresiju, te Cy2 za interni standard.
Interni standard je ¢inio klju¢ni element analize jer je omogucavao to¢nu medusobnu
usporedbu gelova i kvantifikaciju rezultata. Sastojao se od mjeSavine ukupnih proteina
iz 10 pojedinacnih plazmatskih uzoraka, odabranih tako da predstavljaju Sirok dobni
raspon ispitanih uzoraka (18 - 75 godina) 1 podjednaki broj muskaraca i Zena unutar
ispitanika, ¢ime je osigurana bioloSka raznolikost i tehni¢ka konzistentnost kroz cijelo

ispitivanje (Prilog 4).

Proteini su prvo proSli razdvajanje u prvoj dimenziji na temelju svoje pl tocke uz
pomo¢ IEF. Nakon fokusiranja, trake su postavljene na vrh 10 % poliakrilamidnog
gela, nakon Cega je provedena elektroforeza u drugoj dimenziji gdje su se proteini
razdvojili na temelju svoje molekularne veli¢ine. Potom su gelovi skenirani na
zadanim valjnim duljinama, te analizirani uz pomo¢ SameSpots programa kako je ve¢
opisano u poglavlju 2.2.6. Analiza skeniranih gelova pokazala je zadovoljavajucu
kvalitetu za 89 uzoraka, a ukupno je detektirano 813 tocaka prisutnih u svim uzorcima
(Slika 33).

Statisticku analizu dobivenih rezultata provela je istraZivacka grupa s Medicinskog
fakulteta u Splitu (prof. dr. sc. Ozren Polasek), s ciljem utvrdivanja znacajnih razlika u
razinama karbonilacije i1 ekspresije proteina izmedu mladih i starijih ispitanika,

zasebno za ukupnu populaciju te za Zensku 1 musku podskupinu.

Za izraCun p-vrijednosti koriSten je t-test. Dobivena p-vrijednost pokazuje kolika je
vjerojatnost da je uoCena razlika rezultat sluCajnosti - Sto je p-vrijednost manja, to je
veca vjerojatnost da je razlika stvarna, tj. bioloSki znaCajna. P-vrijednosti koriStene u
analizi bile su p<0,001 1 p<0,01. (Tablica 6).
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Slika 33. Reprezentativni prikaz jednog uzorka dobiven metodom 2D-Oxi DIGE. Slika prikazuje
preklapanje triju valnih duljina: zeleno oznaCava ekspresiju proteina obojenih Cy3 bojom, crveno
karbonilaciju proteina obojenih CF647DI aminooksi bojom, Zuto interni standard oznac¢en Cy2 bojom,
a narancasto je preklapanje pojedinih tocaka.

Rezultati statistiCke analize pokazali su znaCajne razlike u razinama karbonilacije i
ekspresije proteina medu razli¢itim dobnim skupinama. U ukupnoj populaciji (< 25 i
> 65 godina), detektirane su statistiCki znacajne razlike u karbonilaciji kod 3 proteina
na razini znacajnosti p < 0,001 te kod dodatnih 15 proteina na razini p < 0,01. Kada se
analizira ekspresija proteina u istoj skupini, uoCene su razlike kod 4 proteina gdje je p
< 0,001 1 kod 27 proteina (p <0,01).

Kod Zenske populacije (< 25 i = 65 godina), utvrdene su promjene u karbonilaciji kod
2 proteina na razini p < 0,001 1 kod 17 proteina na p < 0,01. Istovremeno, ekspresija
proteina pokazala je razlike kod 3 proteina na razini p < 0,001 1 kod 29 proteina na p <
0,01.

U muskoj populaciji (< 28 1 = 60 godina), nije bilo znacajnih razlika u karbonilaciji na

razini p < 0,001, ali su uoene razlike kod 12 proteina na p < 0,01. Sto se tie
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ekspresije, zabiljeZzena su dva proteina s razlikama pri p < 0,001, dok su pri p < 0,01

zabiljeZene razlike kod deset proteina.

Ukupno je detektirano 79 proteinskih toCaka koje su pokazale statisticki znaCajne
razlike, obzirom da se neke toCke preklapaju izmedu razlicitih skupina i vrsta analize

(karbonilacija i ekspresija).

Tablica 6. Broj plazmatskih proteina za koje je opaZena statisticki znaCajna razlika u karbonilaciji i
ekspresiji izmedu mladih i starijih dobnih skupina (< 25 i = 65 godina za Zene i ukupnu populaciju; <
33 i = 55 godina za muskarce), dobiven 2D-OxiDIGE analizom. Prikazane su razlike pri razinama
znacajnosti p<0,001ip=<0,01.

KARBONILACIJA EKSPRESIJA
# proteina s p <0.01 # proteina s p<0.01
(p=0.001) (p=0.001)
Ukupna populacija 15 3) 27 4)
<25i=65
Zenska populacija
<25i=65 172) 290
Muska populacija
<28i=60 12(0) 102)

Iako je pocetna statisticka analiza temeljena na t-testu posluzila za identifikaciju
toCaka sa znaCajnim razlikama u karbonilaciji 1 ekspresiji izmedu dobnih skupina, ovaj
pristup sam po sebi nije bio dovoljan za konacan odabir toCaka za identifikaciju. T-test,
naime, informira o statistickoj znaCajnosti razlike izmedu dviju skupina, ali ne nuzno i
o veli¢ini promjene niti o tome koliko je odredena tocka specificno istaknuta u
kontekstu ukupne varijabilnosti populacije. Kako bi se dodatno kvantificirao intenzitet
odstupanja svake pojedine tocke od populacijskog medijana, primijenjena je analiza
tzv. Z-vrijednosti (engl. Z-score). Z-vrijednost je standardizirana metrika koja
pokazuje koliko se neka vrijednost razlikuje od centralne vrijednosti distribucije (u

ovom slucaju, medijana svih ispitanika), izraZzeno u jedinicama standardne devijacije.

U ovom radu Z-vrijednosti su se izracunavale posebno za omjere karbonilacije 1 za

omjere ekspresije. Time se za svaku toCku dobila mjera koja pokazuje koliko je
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promjena izraZzena u odnosu na tipi¢nu varijaciju medu svim uzorcima. Visoke Z-
vrijednosti oznaCavaju izrazita odstupanja, odnosno tocke koje se isti¢u kao bioloski
najrelevantnije jer predstavljaju iznimno izrazene promjene, a ne samo statisticki

znacajne.

Za analiticku selekciju tocaka karbonilacije i ekspresije proteina koje najvise razlikuju
mlade i stare ispitanike, koriSten je prag Z-vrijednosti od = 4,0 ili = 4,5. Ovaj prag
odgovara tockama koje su viSe od Cetiri standardne devijacije udaljene od medijana,
Sto se statisticki nalazi medu samo 0,0063 % svih vrijednosti u normalnoj distribuciji.
Time se znatno povecava selektivnost - oznacCene su isklju¢ivo one tocke koje se
najviSe razlikuju izmedu skupina, i koje samim time najvjerojatnije predstavljaju
kljucne proteine ukljuene u proces oksidativnog stresa ili starenja. Primjenom ove
metode identificirano je ukupno 62 toCaka karbonilacije sa Z-vrijednoS¢u vecom ili
jednakom 4, te 19 tocaka sa Z-vrijednoS¢u vecom ili jednakom 4 za ekspresiju
proteina. Ove toCke predstavljaju kandidate za buducu identifikaciju pomocu masene

spektrometrije (Prilog 5).

Takoder je zanimljivo za istaknuti da tri pojedinca medu uzorcima imaju Sest ili viSe

karboniliranih proteina s odstupanjem od medijana veéim od 4.

3.3.3. Rasprava o razvoju metode i primjeni kvantifikacija karboniliranih
proteina u ljudskoj plazmi

U ovoj liniji istraZivanja razvijen je i validiran osjetljiv metodoloSki pristup za
detekciju 1 kvantifikaciju karboniliranih proteina u ljudskoj plazmi, koji se temelji na
2D-OxiDIGE tehnici u kombinaciji s fluorescentnim oznacavanjem CF647DI
aminooksi bojom. S obzirom na visoku kompleksnost plazmatskog proteoma, posebno
u kontekstu znacajnog udjela visoko zastupljenih proteina (HSA 1 IgG) koji maskiraju
slabije zastupljene proteine, prvi korak bio je uklanjanje tih dominantnih proteina.
KoriStenje afinitetne kromatografske kolone specificne za HSA/IgG omogudilo je
njihovu selektivhu depleciju bez gubitka manje zastupljenih proteina, ¢ime je
postignuto ,,otvaranje proteinskog profila i omoguéena detekcija bioloski vaznih
proteina niZe zastupljenosti (Slika 26) (Bellei 1 sur. 2011).

Sljedeéi vaZzan aspekt bio je odabir prikladne fluorescentne sonde i optimizacija
njezine koncentracije. Proizvodac istice da je CF647DI aminooksidna boja izuzetno
ucinkovita i selektivna za oznacavanje karbonilnih skupina, a optimizacijom njezine

koli¢ine postignuto je znacajno smanjenje pozadinskog signala uz zadrzavanje visoke
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efikasnosti oznaCavanja, $to je u skladu s podacima o kinetici reakcije aminooksidne
boje (Slika 27) (Baraibar i sur. 2014).

Posebna paznja posvecena je elektroforetskoj separaciji. Rezultati pokazuju da gel s
10 % poliakrilamida daje najbolju razlucivost, Sto je u skladu s prethodnim opti-
mizacijama elektroforetskih sustava za plazmatske proteine (Slika 28) (Desrosiers i
sur. 2007; Laborde i sur. 2014).

Takoder, ustanovljeno je da je oznaCavanje u PBS puferu ucinkovitije s CF647DI
(Slika 29) i Cy3 bojama (Slika 30) u usporedbi s UTC puferom, $to je vazno za

stabilnost i u¢inkovitost oznacavanja u budué¢im primjenama.

S ciljem ispitivanja ponovoljivosti optimiziranih uvjeta 2D-OxiDIGE metode,
analizirani su gelovi s uzoracima dvanaest zdravih pojedinaca. Pomocdu programa
SameSpots detektirano je ukupno 813 tocaka koje su bile zajedni¢ke u svim uzorcima.
Statistickom analizom koeficijenta varijacije, intraklasnog korelacijskog koeficijenta i
Cronbachove alfe pokazala je visoku tehni¢ku pouzdanost metode, dok su nesto vece
varijacije kod karbonilacije. Dobiveni rezultati potvrduju da je optimizirani 2D-
OxiDIGE protokol robustan i ponovljiv, osobito za proteine srednje i visoke

zastupljenosti u plazmi.

SnaZna negativna korelacija izmedu volumena proteinskih tocaka i varijabilnosti
potvrduje da manja koliCina proteina povecava tehnicku osjetljivost i zahtijeva
posebnu paznju pri kvantifikaciji. Ipak, metoda je omogucila pouzdanu detekciju i
kvantifikaciju karboniliranih proteina, $to potvrduje njezinu primjenjivost u bioloskim

1 klini¢kim uzorcima.

Nakon §to je metoda validirana u tehni¢kom smislu, primijenjena je na analizu 100
uzoraka ljudske plazme iz biobanke ,,10 001 Dalmatinac®, specificno iz populacije
otoka Korcule (Radman i sur. 2020). Cilj je bio istraZiti utjecaj kronoloSke dobi na
karbonilaciju proteina i identificirati moguée biomarkere oksidativnog oSte¢nja te ih
povezati s fizoloSkim stanjem organizma, odnosno starenjem. lako ukupna
karbonilacija nije pokazala statisticki znacajnu povezanost s dobi, detaljna 2D-
OxiDIGE analiza detektirala je ukupno 84 tocaka s izraZenim razlikama u karbonilaciji

i/ili ekspresiji izmedu mladih i starijih ispitanika.

Ovakav nalaz podupire sve Siru hipotezu da se bioloSko starenje ne ogleda nuzno u
globalnim razinama oksidativnog oSteCenja, ve¢ u selektivnim modifikacijama
odredenih ciljanih proteina (Go i Jones 2013; Stadtman i Levine 2003). U tom smislu,

razina karbonilacije pojedinog proteina mogla bi bolje odrazavati bioloSku, a ne samo
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kronolosku dob, Sto ih ¢ini potencijalnim biomarkerima starenja (Gonos i sur. 2018).
Identifikacija proteina s izraZzenim razlikama u karbonilaciji temeljena je na Z-
vrijednosti ve¢oj od 4 ili 4,5, ¢ime je dodatno naglasena bioloSka vaZnost tih

promjena.

Medu analiziranim uzorcima, tri pojedinca istiCu se po veem broju znacajno
karboniliranih proteina, pri ¢emu svaki od njih pokazuje Sest ili viSe proteina s
odstupanjem od medijana vedim od 4. Ova pojava upuluje na mogule
interindividualne razlike u osjetljivosti na oksidativno oSteCenje ili u ucinkovitosti
mehanizama za uklanjanje oSteCenih proteina. Takvi uzorci predstavljaju zanimljivu
podskupinu za dodatnu analizu, jer mogu otkriti specificne obrasce selektivne
karbonilacije povezane s brzim bioloSkim starenjem ili s individualnim fenotipovima
stani¢ne otpornosti. Proucavanje ovih pojedinaca moglo bi doprinijeti identifikaciji
kljuénih proteina ¢ija karbonilacija ima najveci potencijal kao biomarker bioloske

dobi, ali i razumijevanju varijabilnosti unutar populacije.

Posebno zanimljiv je pojedinac kod kojeg je zabiljeZena tocka odstupanja 355, koja
ima najveCu Z-vrijednost medu svim analiziranim uzorcima. Promatranje ovog
ekstremnog uzorka moZe pruZiti uvid u mehanizme koji dovode do izrazito poveéane
karbonilacije odredenih proteina te pomoci u identifikaciji specificnih proteina s

najvecom osjetljivoS¢u na oksidativna oStecenja.

Rezultati ovog istraZivanja prvenstveno postavljaju optimiziranu metodu za analizu
karbonilacije proteina u ljudskoj plazmi. Dobiveni rezultati omoguéuju prepoznavanje
proteina koji pokazuju razlike u koli¢ini karbonilacije i ekspresije izmedu mladih i
starih ispitanika, ali ne ukljucuju identifikaciju pojedinacnih proteina uz pomod
spektrometrije masa. Spektrometrija masa omogucila bi preciznu identifikaciju
proteina i njihovih modifikacija, ¢ime bi se potvrdila njihova uloga u procesu starenja,

te procjenu njihove bioloske ili klinicke relevantnosti (Rabbani i sur. 2016).

Pri tumacenju razlika u karbonilaciji izmedu dobnih skupina potrebno je uzeti u obzir
da razine oksidativnog stresa mogu varirati i zbog Cimbenika koji nisu izravno
povezani sa starenjem. Zivotne navike poput puSenja, prehrane i tjelesne aktivnosti,
mogu modulirati redoks ravnotezu i time utjecati na razine oksidativno oStecenih
proteina u plazmi (Dalle-Donne i sur. 2006; Dossena i Marino 2024; Fedorova i sur.
2014). Iako ovi ¢imbenici nisu bili u fokusu ovog istraZivanja, vrijedi ih spomenuti

kao moguce izvore dodatne varijabilnosti u opaZenim uzorcima.
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Nastavno na dobivene rezultate, postoji viSe smjerova za proSirenje istraZzivanja:

1. Longitudinalna validacija dobivenih biomarkera: Jo§ jedan moguéi pravac
ukljuCuje longitudinalno pradenje pojedinaca kroz viSe godina kako bi se
ispitalo moze li promjena karbonilacije istih proteina u vremenu predvidjeti
funkcionalno starenje, razvoj bolesti ili smanjenje otpornosti. Time bi se
dodatno potvrdila prediktivna vrijednost karbonilacijskih biomarkera za
biolosko starenje (Jones 2006). Idealno bi bilo analizirati iste osobe kroz viSe
vremenskih tocaka, kako bi se utvrdilo raste li karbonilacija tih proteina s
vremenom i u kojoj mjeri korelira s drugim bioloSkim pokazateljima starenja,
poput epigenetskih satova, telomera ili fizioloSkih parametara (krvni tlak, BMI,
upalni markeri i dr.) (Englelfriet i sur. 2013., Hartmann i sur. 2021, Vaiserman i
Krasnienkov 2020.).

2. Identifikacija pojedinacnih odstupanja u karbonilaciji i njihova mogucéa genetska
podloga: Jo$§ jedan aspekt buduceg istrazivanja bio bi pokuSaj pronalaska
potencijalnih izuzetaka (engl. outlier) na razini pojedinacnih proteina po
ispitaniku, unutar ukupne populacije. Takvi proteini s neuobiajno visokom
karbonilacijom mogli bi ukazivati na prisutnost mutacija koje uzrokuju
nestabilnost proteinske strukture (Dalle-Donne i sur. 2006). Osnovna ideja
pristupa bila bi najprije detektirati pojedinacne proteine s neuobiCajeno visokom
razinom karbonilacije kod odredenog ispitanika, zatim ih identificirati. Buduci
da su svi analizirani uzorci popradeni sekvenciranim genomima, moguée je za
svaki identificirani protein pronaéi pripadaju¢i gen te provjeriti postoji li
mutacija u tom genu kod ispitanika kod kojeg je zabiljeZena iznimna
karbonilacija. Ako se potvrdi da je mutacija prisutna isklju¢ivo kod te osobe i
izostaje u ostalim uzorcima, to bi moglo predstavljati dokaz da odredena
mutacija moZe rezultirati funkcionalnim, ali strukturno nestabilnim proteinom

sklonim oksidativhom oSte¢enju putem karbonilacije (Go i Jones 2013).

3. In vitro validacija oksidativne osjetljivosti identificiranih proteina: Jednom kada
se proteini identificiraju, mogu se rekombinantno eksprimirati i in vitro
podvrgnuti oksidacijskim uvjetima kako bi se ispitala njihova specifi¢na
osjetljivost na karbonilaciju. Kombinacijom tockaste mutageneze i oksidacijskih
tretmana moguce je mapirati oksidacijski najosjetljivije ostatke i utvrditi koje

strukturne karakteristike odreduju njihovu ranjivost.

4. Razvoj prediktivnih modela bioloSke dobi: Dobivene podatke moguce je ugraditi

u racunalne modele strojnog ucenja koji, temeljem proteomsko-oksidativnih
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profila, predvidaju fizioloSko stanje organizma. Modeli predstavljaju
dijagnosticki alat u procjeni starenja i ranom otkrivanju degenerativnih bolesti,

¢ime bi se omogucila personalizirana preventivna medicina.

U konacnici, kombinacija visoko osjetljive proteomske metode (2D-OxiDIGE),
precizne kvantifikacije, statistiCke selekcije i funkcionalne validacije proteina otvara
realnu moguénost razvoja pouzdanih biomarkera oksidativnog oSteenja povezanih sa
starenjem i raznim drugim oboljenjima koji nisu samo deskriptivni, ve¢ imaju i

prediktivnu vrijednost.

Razvoj metode za kvantifikaciju karbonilnih skupina na proteinima u ljudskoj plazmi
imao bi vaznu znanstvenu i translacijsku vrijednost jer bi omogucilo pouzdano,
reproducibilno i osjetljivo pradenje oksidativnih modifikacija u bioloskom sustavu koji
odrazava cjelokupno fizioloSko stanje organizma. Plazma predstavlja dinami¢an odraz
stani¢nih 1 tkivnih procesa te je iznimno prikladna za identifikaciju biomarkera

povezanih s oksidativnim stresom, starenjem i razvojem bolesti.

KoriStenje karboniliranih proteina kao bioloSkih biljega omogucilo bi procjenu
bioloSke dobi, koja preciznije opisuje funkcionalno stanje organizma od kronoloske
dobi. Male, ali specificne promjene u karbonilaciji odredenih proteina mogu
odrazavati selektivne bioloSke procese povezane s oksidativnim stresom,
metabolickim optereCenjem ili ranim stadijima patoloSkih stanja. Stoga je razvoj

robusne i standardizirane metode kljucan za detekciju takvih suptilnih promjena.

Identificirani biomarkeri karbonilacije proteina mogli bi posluziti kao temelj za razvoj
dijagnostic¢kih i prognostickih testova koji bi omogudili ranu detekciju oksidativnog
oSteCenja, pracenje napredovanja bolesti ili procjenu ucinkovitosti terapijskih
intervencija usmjerenih na smanjenje oksidativnog stresa. Osim toga, standardizirana
metoda kvantifikacije karbonilacije u plazmi omogucila bi usporedivost rezultata medu
razli¢itim modelima, ¢ime bi se unaprijedilo razumijevanje mehanizama oksidativnih

oStecenja i njihovih ucinaka na ljudsko zdravlje.

Multidimenzionalna i nelinearna priroda starenja zahtijeva koriStenje viSe vrsta
biomarkera koji mogu obuhvatiti razliite (patoloSke i bioloske) aspekte procesa
starenja kroz razli¢ite Zivotne faze. Kombiniranjem razli¢itih biomarkera moguce je
dobiti uvid u njihovu potencijalnu sinergiju i zajednicku varijancu, S$to mozZe
unaprijediti razumijevanje mehanizama starenja i poboljSati njihovu prediktivnu
vrijednost. Dugoro¢ne kohortne biobanke u tom su kontekstu posebno vrijedan resurs,

jer omogucuju brzi pristup podacima prikupljanim kroz cijeli Zivotni vijek ispitanika.
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II1. Zakljudak

Oksidativna oSteCenja proteina poznata su po svojim Stetnim ucincima na proteinsku
funkciju. U ovom istrazivanju je pokazano da oksidativna modifikacija, karbonilacija,
KRAS-a dovodi do poremecaja u formiranju stabilnog kompleksa s RBD domenom c-
RAF-a. Rezultati jasno pokazuju da UV-zraCenje, putem oksidacije, znaCajno narusava
ovu interakciju. KoriStenjem SIMPL metode vizualiziran je gubitak fuzijskog
proteinskog kompleksa nakon izlaganja razli¢itim dozama UV-zracenja, Sto upucuje na

osjetljivost ovog signalnog para na oksidativne modifikacije.

Na temelju dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da oksidacija ima potencijal
djelovati na KRAS na slican nacin kao i patoloSke tockaste mutacije, mijenjajuci
afinitet prema partnerima 1 time naruSavajuci signalne funkcije. Ovaj rad predstavlja
prvi eksperimentalni dokaz da karbonilacija specificnih ostataka u KRAS-u moze
dovesti do destabilizacije njegove interakcije s c-RAF-om, ¢ime se dodatno potvrduje

vaznost redoks ravnoteze u regulaciji stani¢ne signalizacije.

Ireverzibilna karbonilacija povezuje se s procesima starenja 1 kra¢im Zivotnim vijekom
razliCitih organizama, te sa stani¢nim posljedicama poput smanjenja vitalnosti i1
programirane smrti stanica, od bakterijskih do ljudskih sustava. Smatra se da takva
oStecenja doprinose gubitku stabilnosti proteoma, ¢ime se povecava funkcionalni Sum
u starenju. Rezultati dobiveni u ovom radu podupiru takav mehanizam jer pokazuju da
oksidacijski stres naruSava specificne proteinske interakcije i time moZe destabilizirati
signalne puteve ukljucCene u proliferaciji, diferencijaciju 1 odrzavanje homeostaze. Ovi
rezultati potvrduju postavljenu hipotezu kako oksidativni stres uzrokovan UV-
zraCenjem uzrokuje karbonilaciju KRAS-a 1 RBD domene c-RAF-a, te smanjuje

njihovu protein-protein interakciju.

U drugoj liniji istraZivanja optimizirana je metoda za kvantifikaciju karbonilacije
proteina u ljudskoj plazmi, temeljena na 2D-OxiDIGE metodi. Pokazalo se da metoda
ima vrlo dobru ponovljivost, nesto niZzu kada se analizira ekspresija proteina, pri cemu
je niska zastupljenost proteina ogranicavajuci ¢imbenik zbog blizine granici detekcije.
Unato¢ tome, metoda omogudluje Siru pokrivenost proteoma 1 pouzdaniju

kvantifikaciju u odnosu na prethodno opisane pristupe u literaturi.

Volumen proteinske toCke pokazao se kao glavni ¢imbenik koji utjeCe na ponovljivost

procjene karbonilacije. Iako metoda ne omogucuje identifikaciju pojedinih proteina u
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trenutnoj fazi, njezina integracija sa spektrometrijom masa predstavlja sljedeci korak u

razvoju, s ciljem bioloske validacije i otkrivanja potencijalnih biomarkera.

Ovi rezultati potvrduju drugu postavljene hipotezu u ovom radu, pokazujuci da
razvijena metoda 2D-OxiDIGE, temeljena na 2D-DIGE i aminooksidnom
oznacavanju, omogucuje preciznu i ponovljivu kvantifikaciju specificnih

karboniliranih proteina u ljudskoj plazmi.

Primjenom razvijene metode na 100 uzoraka plazme iz populacije otoka Korcule
detektirane su izraZene razlike u karbonilaciji i/ili ekspresiji u ukupno 84 proteinske
tocke izmedu mladih i starijih ispitanika. Te su to¢ke odabrane na temelju visokih Z-
vrijednosti, Sto ih ¢ini kandidatima za potencijalne biomarkere starenja. Premda
ukupna razina karbonilacija nije bila statisticki povezana s kronoloskom dobi,
selektivne promjene podupiru hipotezu da se bioloSko starenje ne ogleda nuzno u
globalnim razinama oksidativnog oStecenja, ve¢ u ciljanom naruSavanju specifi¢nih
proteina. Ovakav nalaz potvrduje da razina karbonilacije pojedinih proteina moZe
bolje odrazavati bioloSku, a ne samo kronolosku dob, ¢ime se istice njihov potencijal
kao funkcionalnih biomarkera starenja. Sljede¢i korak ukljucuje identifikaciju tih
toCaka pomocu spektrometrije masa, Sto bi omogucilo preciznu validaciju njihove
uloge u procesu starenja i dodatno osnazilo primjenjivost ove metodologije u
biogerontoloSkim istraZivanjima. Razvijena metoda kvantifikacije karbonilnih skupina
u plazmi predstavlja vaZzan korak prema standardiziranom, pouzdanom i osjetljivom
pradenju oksidativnih modifikacija u bioloSkim uzorcima, otvaraju¢i moguénost
otkrivanja specifi¢nih proteina c¢ija karbonilacija odraZava bioloSku dob i rane
promjene povezane sa starenjem ili razvojem bolesti. Takav pristup moze posluZiti kao
temelj za razvoj dijagnostickih i prognostickih alata te produbiti razumijevanje

mehanizama oksidativnih oStecenja u ljudskom organizmu.
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V. Prilozi

Prilog 1. Pregled modifikacija s pozicijom i metom identificiranih uz pomo¢ MS
analize KRAS proteina.

Ne tretiran KRAS protein
Pozicija Aminokiselina Modifikacija Sekvencijski motiv

34 P Karbonilacija FVDEYDpTIEDSY

36 I Karbonilacija DEYDPTIiEDSYRK
51 C Karbamidometil VIDGETcLLDILD
52 L Karbonilacija IDGETCILDILDT
53 L Karbonilacija DGETCLIDILDTA
67 M Met->Asa QEEYSAmRDQYMR
80 C Karbamidometil TGEGFLcVFAINN
97 R Karbonilacija EDIHHYrEQIKRV
104 K Lys->Aly EQIKRVKDSEDVP
110 P Karbonilacija KDSEDVpMVLVGN
111 M Met->Asa DSEDVPmVLVGNK
117 K Lys->Aly MVLVGNKCDLPSR
118 C Karbamidometil VLVGNKcDLPSRT
139 I Karbonilacija LARSYGIPFIETS
140 P Karbonilacija ARSYGIpFIETSA
155 A Karbonilacija RQGVDDaFYTLVR
159 L Karbonilacija DDAFYTIVREIRK
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Prilog 2. Pregled modifikacija s pozicijom i metom identificiranih uz pomoé MS
analize UV-tretiranog KRAS protein.

UV-tretiran KRAS protein

Pozicija Aminokiselina Modifikacija Sekvencijski motiv
36 I Karbonilacija DEYDPTiEDSYRK
42 K Lys->Aly IEDSYRKQVVIDG
46 I Karbonilacija YRKQVVIDGETCL
51 C Karbamidometil VIDGETcLLDILD
55 I Karbonilacija ETCLLDILDTAGQ
80 C Karbamidometil TGEGFLcVFAINN
93 I Karbonilacija TKSFEDiHHYREQ
97 R Karbonilacija EDIHHYrEQIKRV
103 A% Karbonilacija REQIKRvVKDSEDV
104 K Lys->Aly EQIKRVKDSEDVP
109 \" Karbonilacija =~ VKDSEDvVPMVLVG
110 P Karbonilacija = KDSEDVpMVLVGN
111 M Met->Asa DSEDVPmVLVGNK
112 \Y% Karbonilacija =~ SEDVPMVLVGNKC
114 \Y% Karbonilacija = DVPMVLvGNKCDL
118 C Karbamidometil VLVGNKcDLPSRT
133 L Karbonilacija TKQAQDIARSYGI
135 R Karbonilacija QAQDLArSYGIPF
139 I Karbonilacija LARSYGIiPFIETS
149 R Arg->Gsa ETSAKTrQGVDDA
155 A Karbonilacija RQGVDDaFYTLVR
159 L Karbonilacija DDAFYTIVREIRK
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Prilog 3. Broj PSM-ova s PMS modifikacijama na neozratenom RBD proteinu.

Broj PMS-ova s modifikacijama

RBD
Karbonilacija Ala, Ile, Leu, Val i Pro 10
Arg -> Gsa kiselinu 2
Met -> Asa kiselinu 0
Lys -> Aly 0

Ukupno 12
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Prilog 4. Popis uzoraka plazme s pripadaju¢im demografskim podacima. Uzorak
oznacen Zutom bojom predstavlja unutarnji standard, dok su sivo oznaceni uzorci kod
kojih rezolucija gelova nije bila uspjeSna za daljni nastavak analize.

Uzorak |Godine| Spol Uzorak | Godine | Spol Uzorak | Godine Spol
HS 1 53|Musko HS 36 42 [Musko HS 71 39|Musko
HS 2 56 |Zensko HS 37 36 |Zensko HS 72 65 |Musko
HS 3 66 |Musko HS 38 32 |Zensko HS 73 63 |Zensko
HS 4 60| Zensko HS 39 35 [Musko HS 74 38 |Zensko
HS 5 67 |Musko HS 40 29 |Zensko HS 75 46 |Zensko
HS 6 83| Musko HS 41 54 |Zensko HS 76 45|Zensko
HS 7 83| Musko HS 42 49 |Zensko HS 77 40 | Zensko
HS 8 67 |Zensko HS 43 61 |Zensko HS 78 29 |Musko
HS 9 69 |Musko HS 44 49 |Zensko HS 79 60 [Musko
HS 10 38| Musko HS 45 38 |Musko HS 80 61|Zensko
HS 11 41 |Musko HS 46 64 |Zensko HS 81 46 |Musko
HS 12 46|Zensko HS 47 36 |Musko HS 82 32|Musko
HS 13 37|Zensko HS 48 62 [Musko HS 83 22 |Zensko
HS 14 66|Zensko HS 49 56 |Zensko HS 84 38 [Musko
HS 15 37|Zensko HS 50 39 |Zensko HS 85 45|Zensko
HS 16 39|Zensko HS 51 51 |Musko HS 86 57 |Musko
HS 17 31|Musko HS 52 24 |Zensko HS 87 19 |Zensko
HS 18 18|Zensko HS 53 24 |Zensko HS 88 64 | Zensko
HS 19 35|Musko HS 54 32 [Musko HS 89 64 | Zensko
HS 20 67|Zensko HS 55 26 |Musko HS 90 40 |Musko
HS 21 66| Zensko HS 56 43 |Zensko HS 91 19 |Zensko
HS 22 49|Zensko HS 57 61 [Musko HS 92 32|Zensko
HS 23 67|Zensko HS 58 54 |Zensko HS 93 37 [Musko
HS 24 67|Zensko HS 59 44 |Musko HS 94 29 |Zensko
HS 25 28|Musko HS 60 31|Zensko HS 95 40 | Zensko
HS 26 64 |Zensko HS 61 73 |Musko HS 96 49 [Musko
HS 27 36|Zensko HS 62 28 [Musko HS 97 19 |Zensko
HS 28 32|Zensko HS 63 43 |Zensko HS 98 75 |Zensko
HS 29 30|Zensko HS 64 56 |Zensko HS 99 60 [Musko
HS 30 36|Zensko HS 65 20 [Musko HS 100 28 |Musko
HS 31 34|Musko HS 66 45|Zensko

HS 32 38|Zensko HS 67 65 |Zensko

HS 33 44|Zensko HS 68 54 [Mugko

HS 34 29|Musko HS 69 44 |Zensko

HS 35 44|Zensko HS 70 24 |Zensko
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Prilog 5. Prikazane su tocke detektirane 2D-OxiDIGE analizom, ¢ije Z-vrijednosti
prelaze prag od 4. Sivo su oznaCene one tocke koje predstavljaju karbonilaciju.

7 Uzorci sa 7 Uzorci sa
Tocka vrijednost prago’l.n 4ili | Godine | Spol Tocka vrijednost pragoEl 4ili | Godine | Spol
vedim vedim
503 4,1 201 42
522 46 697 50
537 45 703 43
540 5.2 ity 50
566 4.1 HS7 83 musko 728 42
eis a4 p a1 HS32 38 zensko
640 48 764 45
740 44 776 4,1
817 6,1 778 42
236 4,1 HS9 69 musko 796 4,1
406 42 HS10 38 musko 86 43
HS34 29 musko
49 44 HS11 41 musko 476 45
92 477 HS16 39 Zensko 6 6.4
80 477 HS18 18 Zensko 183 44
465 40 HS21 66 Zensko 185 48 HS35 44 Zensko
735 5,1 HS25 28 musko 467 48
77 44 613 50
HS26 64 Zensko
109 45 354 47 HS36 42 musko
599 6,2 HS27 36 Zensko 116 4.1 HS48 62 musko
355 94 HS29 30 Zensko 190 45 HS51 51 musko
707 50 HS54 32 musko
808 43 HS55 26 musko
840 49 HS58 54 Zensko
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7 Uzorci sa 7 Uzorci sa
Tocka vrijednost prago'l.n 4ili | Godine | Spol Tocka vrijednost prago’l.n 4ili | Godine | Spol
vedim vedim
140 40 338 53 HS60 31 Zensko
198 43 350 48
206 49 454 5,1 HS61 73 musko
227 43 752 4,1
246 48 410 42 HS62 28 musko
260 40 487 44 HS64 56 Zensko
276 42 668 42 HS65 20 musko
271 4.6 68 4.1
279 50 269 477 HS71 39 musko
288 45 HS59 44 musko 346 44
294 43 405 42 HS72 65 musko
298 48 597 4,1 HS74 38 Zensko
300 4,7 54 40
302 52 58 4.1 HS79 60 musko
312 6,1 62 43
317 59 666 40 HS87 19 Zensko
330 4.6 500 43 HS90 40 musko
347 43 241 4.1
361 477 2 52 HS93 37 musko
779 438
124 477 HS9%4 29 Zensko
400 43 HS95 40 Zensko
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