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potvrdile aktivna mesta predlozena poravnanjem
sekvenci 1 otkrile rezidue koje ucestvuju u
vezivanju laktoze i1 galaktoze kao supstrata.
Obzirom da je objavljena samo jedna kristalna
struktura beta-galaktozidaze sa laktozom u
aktivnom mestu, analiza molekularnog dokinga
laktoze kao supstrata je sprovedena i sa beta-
galaktozidazama koje imaju odredenu
trodimenzionalnu strukturu. Na osnovu slu¢nosti
sekvenci moze se zakljuciti da je nukleofilna
rezidua beta-galaktozidaze B. thetaiotaomicron-a
GLU259. Analizom konzervativnih regiona, kao i
doking simulacije, moze se zakljuciti da ulogu
proton donora ima rezidua GLU182. Hemijski
sastav mleka za ispitivanje aktivnosti beta-
galaktozidaze Kluyveromyces lactis-a je u skladu
sa Pravilnikom o kvalitetu proizvoda od mleka i
starter  kultura Kkoji  izdaje  Ministarstvo
poljoprivrede i zaStite Zivotne sredine Republike
Srbije. Celokupna laktoza se razgradila u
permeatu na temperaturi od 40°C 1 pri
koncentraciji enzima od 0,1% nakon 60 minuta od
trenutka dodatka enzima. Maksimalna brzina
postize se toku prvih 10 minuta. 1z dobijenih
rezultata moze se zakljuciti da beta-galaktozidaza
K. lactis-a ima visoku efikasnost prilikom
razgradnje laktoze S$to je ¢ini pogodnom za
komercijalnu upotrebu u industriji mleka. U ovoj
disertaciji  predstavljen je  protokol za
modelovanje  komercijalno  vaznih  beta-
galaktozidaza i analiziranje njihovih interakcija sa
laktozom kao supstratom. Dobijeni rezultati treba
da pruze okvir za molekularna istrazivanja
vezivanja 1 razgradnje laktoze, kao 1 za buduce
dizajniranje  komercijalno interesantnih  beta-
galaktzidaza.
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Abstract: Proteins have an essential role in all life
AB processes. Therefore, investigation of their

structure diversity is one of the key focuses of
modern biological researches. The aim of this
PhD thesis is prediction of three-dimensional
structure of beta-galactosidases of selected
bacterial strains (Streptococcus thermophillus,
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium
animalis ssp. lactis), as well as characterization
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Bacteroides thetaiotaomicron and
Kluyveromyces lactis beta-galactosidases. Based
on sequence similarity analyzed sequences can
be clustered in two clusters. Members of cluster
1 belong to GH-2 subfamily, while members of
cluster 2 belong to GH-42 subfamily. Cluster
analysis and sequence alignment revealed
potential active residues: GLU458/GLU546 - S.
thermophillus, GLU148/GLU307 - L.
Acidophilus and GLU164/GLU324 - B.
animalis ssp. lactis. Homologous models of
beta-galactosidases from S. thermophilus, L.
acidophilus, B. animalis ssp. lactis are
constructed as a result of this PhD thesis.
Molecular docking simulations of all beta-
galactosidases revealed that substrate binds in
region with high electronegativity. Furthermore,
docking simulations confirmed active sites
suggested by sequence alignment. As only one
crystal structure with lactose in its active site
has been published, docking simulations with
lactose as a ligand were also performed with
experimentally determined beta-galactosidases
structures. Also, lactose and galactose binding
residues are predicted. Based on sequence
similarity GLU259 can be recognized as
nucleophile of B. thetaiotaomicron beta-
galactosidase. By analysis of conserved regions
and docking simulation, GLU182 is predicted as
a proton donor residue. Chemical composition
of milk used for Kluyveromyces lactis beta-
galactosidase research had appropriate quality
according to directions of Ministry of
agriculture and environmental protection of
Republic of Serbia. Total lactose content was
degraded in permeate after 60 min using
enzyme concentration of 0,1% at 40°C.
Maximal degradation was reached in the first 10
min. Based on the results, it can be concluded
that Kluyveromyces lactis beta-galactosidase has
high efficiency for lactose degradation, which
makes it commercially interesting for milk
industry. Protocol for modeling of commercially
important  beta-galactosidases and  their
interactions with lactose is developed as a result
of this PhD thesis. Obtained results should

vii



Doktorska disertacija

Viadimir Vukié

provide the frame for molecular investigation of
lactose binding and degradation, as well as for
designing of commercially suitable beta-
galactozidases.
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1. Uvod

Razvoj racunarskih tehnika uveo je revoluciju u molekularnom modelovanju. Molekularno
modelovanje predstavlja vazan aspekt fundamentalnih istrazivanja kako proteina tako i drugih
molekula. Do pocetka 2015. godine odredeno je 97946 trodimenzionalnih struktura proteina u
bazama podataka (PDB - http://www.rcsb.org). U isto vreme, poznato je oko 170 miliona
genskih sekvenci koje Cine preko 15 miliona gena (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov) i
kodiraju preko 40 miliona proteina (UNIPROT). Ova razlika izmedu broja sekvenci 1 odredenih
struktura nastavlja da raste uprkos sve uspesnijim metodama za odredivanje trodimenzionalne
strukture. Molekularno modelovanje predstavlja skup racunarskih tehnika i pretezno se koristi da
odgovori na neka od sledec¢ih pitanja: 1. kako izgledaju molekuli koje ispitujemo u prostoru; 2.
kako molekuli interaguju sa drugim molekulima; 3. kako izgleda okruzenje molekula; 4. kako se
molekuli 1 njihova okruZenja menjaju tokom vremena. Odredivanje trodimenzionalne strukture
molekula je kljuéna za analize kao §to su QSAR (Quantitative Structure—Activity Relationship),
3D analiza farmakofora, predvidanje enzimskih reakcija, itd. Sve veca ekspanzija farmaceutske
industrije ima za cilj proizvodnju lekova Cija se aktivnost u velukoj meri bazira na
efikasnojinhibiciji Zzeljenih enzima. Ispitivanje interakcija ligand-enzim svakako predstavlja
Klju¢ni korak u cilju inhibicije ili povecanja efikasnosti reakcije. Favorizovanjem ili blokiranjem
takve rekacije postiZze se Zeljena aktivnost faramceutskih sredstava. S toga, kod lekova molekul
inhibitor mora da ostvaruje jae veze sa enzimom od prirodnog supstrata. Sa druge strane,
stimulacijom promena aminokiselina u aktivnom mestu mogu se predvideti konformacije koje ¢e
ostvarivati jace interakcije sa ligandom i time potencijalno rezultirati povecanjem efikasnosti
reakcije. Molekularnim modelovanjem moguce je ispitivati i jedinjenja koja ne postoje u prirodi
ili ¢ak ni ne mogu postojati pod normalnim uslovima.

Analiza trodimenzionalne strukture proteina ¢ija struktura nije eksperimentalno utvrdena,
moguca je primenom molekularnog modelovanja i softverskih paketa za konstrukciju homologih
modela. U poslednje vreme, povecanjem razvoja bioinformatickih softvera, molekularno
modelovanje trodimenzionalnih struktura proteina pruza sve pouzdanije rezultate koji se sa
vecom sigurnoS¢u mogu koristiti za dalja ispitivanja. Kod homologog modelovanja, iako nije

moguce predvideti trodimenzionalnu strukturu samo na osnovu sekvence, moguce je dobiti

1
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precizne modele na osnovu homologije sekvenci proteina ¢ija je struktura eksperimentalno
utvrdena. Ovakvo modelovanje se bazira na ¢injenici da proteini sa slicnim sekvencama imaju
sli¢ne trodimenzionalne strukture.

Laktoza kao dominantni Se¢er u mleku predstavlja primarni supstrat u tehnologiji
fermentisanih mle¢nih proizvoda. Fermentacijom laktoze dobija se niz fermentisanh mle¢nih
proizvoda kao Sto su: jogurt, kefir, kumis, fermentisani napitak od surutke, pavlaka, itd. Starter
kulture su izolovani i sa zeljenim karakteristikama selekcionisani mikroorganizmi koji slozenim
biohemijskim procesima fermentiSu supstrat i produkuju zeljeni proizvod. Starter kulture u
tehnologiji fermentisanih mle¢nih proizvoda primarno razgraduju laktozu i1 dominantno
produkuju mle¢nu kiselinu (tipi¢no za jogurt i fermentisane mlecne proizvode u tipu jogurta —
homofermentacija) ili pored mle¢ne kiseline laktozu transformis$u i u druge produkte: etanol,
ugljen-dioksid (tipi¢no za kefir i kumis — heterofermentacija).

Veliki napredak u savremenoj tehnologiji fermentisanih mle¢nih proizvoda (prvenstveno
zbog zdravstvenih aspekata finalnih proizvoda) predstavljao je razvoj nove vrste starter kultura
koje sadrze probiotike, najces¢e iz rodova Lactobacillus i Bifidobacterium. Probiotske starter
kulture se(pored tradicionalnih starter kultura Streptococcus thermophilus i Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus) sve ¢esce koriste u mle¢noj industriji. Osnovna odlika sojeva koji se
koriste kao starter kulture je da poseduju enzim beta-galaktozidazu koji razlaze laktozu na
glukozu i galaktozu i time otvara moguc¢nost fermentacje mleka i dalje razgradnje navedenih
Secera. Beta-galaktozidaze spadaju medu najprimenjenije enzime u industriji i tehnologiji mleka.
Njihova glavna primena je u proizvodnji delaktoziranog mleka namenjenog osobama
netolerantnim na laktozu. Beta-galaktozidaze sa transacetilacionom aktivnosti nalaze primenu u
proizvodnji galakto-oligosaharida koji se koriste kao prebiotici koji stimuliSu rast korisnih
mikroorganizama u ljudskim crevima kao §to su laktobacili i bifidobakterije. Razumevanje
njihove strukture pruza bolji uvid u funkciju koju obavljaju, mehanizme razgradnje laktoze, kao i
njihove interakcije sa laktozom. Trodimenzionalna struktura enzima moze se koristiti za dalja
ispitivanja i njegova poboljsanja.

Da bi se razumeli osnovni bioloski procesi kao sto su ¢elijska deoba, rast, razvoj i ¢elijska
komunkacija, neophodno je poznavanje trodimenzionalne strukture aktivnih komponenata.
Proteini imaju klju¢nu ulogu u ovim procesima i isptivanje raznovrsnosti njihove strukture je

jedna od klju¢nih potreba modernih bioloskih istrazivanja. Trodimenzionalne strukture beta-
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galaktozidaza, sojevaStreptococcus thermophillus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
animalis ssp. lactis nisu ispitane u dosadaSnjoj literaturi. Takode, prema dostupnoj literaturi,
strukture aktivnih mesta sa aktvnim reziduamanavedenih i beta-galaktozidaze Bacteroides
thetaiotaomicron do sada nisu utvrdene. Shodno sve pouzdanijim metodama molekularnog
modelovanja javlja se mogu¢nost predvidanja njihovih struktura, odredivanja aktivnih rezidua i
ispitivanja kompleksa enzim — supstrat, §to je od izuzetne vaznosti za bolje razumevanje
delovanja enzima.

Cilj doktorske disertacije je predvidanje trodimenzionalne strukture beta-galaktozidaza
odabranih bakterijskih sojeva (Streptococcus thermophillus, Lactobacillus acidophilus i
Bifidobacterium animalis ssp. lactis) kao i karakterizacija njihovih aktivnih mesta i odredivanje
aktivnih rezidua. Takode, cilj disertacije obuhvata i ispitivanje beta-galaktozidaze Bacteroides
thetaiotaomicron-a, kao i ispitivanje aktivnosti beta-galaktozidaze Kluyveromyces lactis-a.

2. Opsti deo

2.1  Analiza sekvenci proteina

Molekularno modelovanje i mnoge njegove tehnike usko su vezane sa analizom sekvenci
proteina koji se Zele modelovati. Za molekularno modelovanje veoma vaznu ulogu imaju
homologe sekvence. Genske i aminokiselinske sekvence se u evolutivnim istrazivanjima
smatraju homologim ukoliko imaju zajednickog pretka. Njihova homologija ogleda se u sli¢nosti
njihovih sekvenci. Homologe sekvence Cesto (u zavisnosti od stepena sli¢nosti) imaju sli¢ne
funkcije. Ispitivanje sli¢nosti medu sekvencama se vr$i iz dva osnovna razloga: 1. evolutivna
istrazivanja, 2. ispitivanje funkcije homologih proteina. Pri ispitivanju slicnosti medu
sekvencama (dve ili viSe) vrsi se njohovo poravnanje.

Poravnanje sekvenci predstavlja Semu pisanja jedne sekvence iznad druge na taj nacin da
residue na istim pozicijama imaju zajednicko evolutivno poreklo(Jermin i sar. 1997). Ukoliko se
jedna rezidua nalazi na istoj poziciji kod obe sekvence smatra se da je ta pozicija konzervativna
tokom evolucije. Ipak, moguce je da su slucajno evoluirale nezavisnim mutacijama, ali takva

mogucénost se ne uzima u obzir tokom analize. Ukoliko se residue razlikuju na datoj poziciji,
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postoje tri opcije: 1) da je prva promenjena tokom evolucije; 2) da je druga promenjena tokom

evolucije; ili 3) da su obe promenjene tokom evolucije (slika 1).

Query 13 DPXIVSVNTVDAHS DEKYFESLEEF - SEGEMKLRG S LNGKWKIHYAQNTNGVLEDEYKTE 71
+F + 4N + AH ++ EE ++ + +5LNGHW+ + Vo4 o+ o+t
Shict 13 NPGVTQLNRLAAIPPFASWRNSEEART DRPSQOLRS LNGEWRFAWFPAPEAVEESWLECD 77

Query 72 FOETDLNFINVPGHLELQGFGSPQYVNVOVYPWDGKEF LRPPQVEQESNAVASYVEHFTLN 131
ED + VP + +4+ G+ +P Y NV YP + PP VP E N Y I ++
Sbhjct 78 LPEADT--VVVPSNWOMHGYDAPIVYTNVTYP----ITVNFPPFVPTE-NPTGCYSLTFNVD 130

Query 132 DA-LKDKKVFISFQGVATSIFVWVNGNFVGYSEDSFTPSEFELSDYLVEGDNKLAVAVYR 150
++ L++ + I F GV ++ +W NG +VGY +D5 PSEF++5 +L G+N+LAV V R
Shjct 131 ESWLQEGQTRIIFDGVNSAFHLWCHNGRWYGYGQDSRLPSEFDLSAFLRAGENRLAVMYLR 190

Query 191 YSTASWLEDQDFWRLYGIFRDVYLYAIPKVHVODLFVEGDYDYQTKAGQLDI DLEAVGDY 250
+3 S+LEDQD WR+ GIFRDV L P + D WV ++ Lt +++ G+
Sbjct 151 WSDGSYLEDYOMWEMSGIFRODVSLLHKP TTQI SDFHVATRFNDDFSRAVLEAEVOMCGEL 250

Slika 1. Primer poravnanja sekvenci uraden BLAST programom

Usled insercija i/ili delecija homologe sekvence mogu biti razli¢itih duzina. Na slici 1 su
delecije/insercije prikazane znakom “-“. Obzirom da sa stanoviSta poravnanja sekvenci nije
moguce utvrditi da li se radi o deleciji ili inserciji i da li se delecija u jednoj sekvenci moze
smatrati insercijom u drugoj, uveden je zajednicki termin “gap” ili prevedeno “razmak”. Na slici
1 su lako uocljiva poklapanja i razlike u sekvencama. Ukoliko se sekvence poklapaju, uobicajena
praksa je da se to prikaze oznakom rezidue izmedu sekvenci ili crticom koja povezuje rezidue.
Ukoliko se ne poklapaju ostavlja se praznina. Ukoliko se sekvence ne poklapaju, ali dele
zajedni¢ku osobinu (npr. obe su hidrofobne ili obe hidrofilne) mesto se obelezava plusom ili
tackama izmedu rezidua.

Za analizu sli¢nosti dve sekvence, nije dovoljno utvrditi stepen slicnosti samo na osnovu
broja promenjenih i ocuvanih rezidua. Eksperimentalno je utvrdeno da su neke rezidue
podloznije promenama i da ¢eS¢e mutiraju od drugih (Dayhoff i sar. 1983). Usled toga bilo je
neophodno uraditi skaliranje mogucih mutacija. Na osnovu zapazanja na evolutivno bliskim
proteinima Dayhoff i sar. konstruisali su seriju 20 x 20 matrica sa koeficjentima mutacija izmedu
rezidua. Za konstrukciju matrica koris¢ene su blisko srodne sekvence. Koeficijent mutacije
predstavlja logaritam vrednosti odnosa verovatnoc¢e da su dve rezidue na istoj poziciji homologe,
u odnosu na slu¢aj da su sluc¢ajno na istoj poziciji. Ove matrice se nazivaju PAM (Point Accepted
Mutation) matrice. PAM matrice koje se prave za sekvence koje imaju 1 mutaciju na 100 rezidua

1 nazivaju se PAM1. U PAM1 matrici su prokazane verovatnoce (log vrednosti) da jedna rezidua

4
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mutira u drugu u vremenu u kojem ¢e mutirati 1% rezidua te sekvence. Daljim interpolacijama
predvidaju se matrice koje imaju razli¢iti broj mutacija, na prmer 10, 50 ili 250 mutacija i tako
nastaju PAM10, PAM50 ili PAM 250 matrice.

Danas su mnogo zastupljenije BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) matrice (slika 2)
(Henikoff i Henikoff 1992). Kao i kod PAM matrica, utvrduje se koeficijent verovatnoce
mutacije jedne rezidue u drugu. Za razliku od PAM matrica BLOSUM matrice se racunaju
direktno iz podataka ispitivanih sekvenci. Takode, za razliku od PAM matrica koriS¢ene su
evolutivno udaljenije sekvence. Za raCunanje se Koriste sekvence sa razliCitim procentima
slicnosti, na primer u BLOSUMG62 (najcesce koriS¢en kriterijum) broj 62 znaci da je matrica
konstruisana na osnovu sekvenci koje imaju do 62% slicnosti. BLOSUM matrice su
podrazumevane u BLAST programu za pretrazivanje. Odnos PAM i BLOSUM matrica prikazan

je naslici 3.
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Slika 2. BLOSUM®62 matrica
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Slika 3. Odnos PAM i BLOSUM matrica
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BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) je jedan od najkori$¢enijih programa za
pretraZzivanje baza podataka (slika 4) (Altschul i sar. 1990; Altschul i sar. 1997). BLAST
algoritam poredi primarne bioloske sekvence traze¢i kratke lokalne slicnosti. Metod se sastoji u
trazenju istih kratkih nizova u sekvencama koje se porede (Word metod). Kada ih pronade,
program nastavlja da pretrazuje njihovu okolinu u potrazi za daljim slicnostima koristec¢i
BLOSUM matricu za vrednovanje slicnosti (slika 4). Navedeni metod ima prednost u odnosu na
poredenje celokupnih sekvenci jer je znacano brzi i skra¢uje vreme pri pretragama velikih baza
podataka. Takode, kao §to je ve¢ napomenuto, za pretragu sekvenci koriste se skalirane
vrednosti. BLOSUMG62 matrica je podrazumevana za BLAST program. BLAST program je
ukljucen u najvece i najsveobuhvatnije baze podataka za DNK i proteinske sekvence kao Sto su
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) i
European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk).

Ispitivana

sekvenca M RD PYN KLIS

Baza

5 0 2 20 -1 1-3-3

_ J

Y
Ukupna vrednost = 24

Slika 4. Pretrazivanje BLAST programa

Kada se Zeli napraviti viSestruko poravnanje sekvenci u bazi podataka, sa ciljem
utvrdivanja konzervativnih regiona i1 sekvenci, najces¢e se koristi model razvijen od strane
Krogha i Baldija(Baldi i sar. 1994; Krogh i sar. 1994). Njihov model predstavlja probabilisticki
model koji identifikuje klastere slicnih sekvenci u bazama podataka. Model ima “stanja”, i svako
stanje ¢e se projektovati u simbol (npr. slovo aminokiselinske sekvence) u zavisnosti od
distribucije vezane za dato stanje. Nakon projektovanja simbola, poc¢etno stanje prelazi u susedno
stanje u zavisnosti od verovatnoce prelaska. Navedeni prelasci se nazivaju Markovljevi jer ne

zavise od prethodnih stanja, ve¢ isklju¢ivo od sadasnjeg. Detaljno objaSnjenje modela dato je u


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/
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radu(Durbin i et al. 1998). Navedene metode su viSestruko i u potpunosti validovane(Brenner i
sar. 1998).

Klaster analiza sekvenci podrazumeva ispitivanje njihove evolutivne udaljenosti na
osnovu promena nastalih tokom vremena. Prilikom klaster analize konstruiSe se filogenestko
stablo koje se sastoji od terminalnih ¢vorova (lis¢e), intermedijalnih ¢vorova (hipoteticki preci),

grana i korena (slika 5).

. Terminalni &vor (list)

Intermedijalni &vor (predak)

“ Grana

Koren

Slika 5. Filogenetsko stablo

Metode Klaster analize se zasnivaju na principu maksimalne Stedljivosti (maximal
parsimony), sto podrazumeva da se traga za $to kra¢im stablom, odnosno za stablom koje
prikazuje udaljenost sekvenci sa Sto manje pretrpljenin mutacija. U tu svrhu konstruiSu se
matrice udaljenosti koje prikazuju udaljenost sekvenci na osnovu njihovih razlika. Metod
prisajedinjenja suseda (neighbor joining) polazi od matrice udaljenosti i grupiSe najblize
(susedne) sekvence sa zajednickim pretkom (intermedijalni ¢vor) i racuna njihovu udaljenost

(duzinu grana) od zajedni¢kog pretka. Najblize sekvence se racunaju preko formule:

. 2. Dj;
T (n-2)

gde je uj suma rastojanja odredene sekvence od svih ostalih sekvenci — XDjj, podeljena sa
brojem sekvenci — n minus dva. Grupisu se one sekvence gde je vrednost Djjod koje se oduzmu ui

I Uj najmanja. Duzina grana od zajednickog pretka racuna se prema:

V; = 0,5 Dl] + 0,5 (ul- - u])
Uj = 0,5 Dl] + 0,5 (u] - ui)
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Zatim se grupisane sekvence zamenjuju sa zajednickim ¢vorom i ponovo racuna matrica
udaljenosti ¢vora od ostalih sekvenci. Vrednost razdaljine grupisanih sekvenci od neke sekvence
racuna se prema dole navedenoj formuli i proces se nastavlja dok se sve sekvence ne grupisu u
drvo:

(Dix + Djx — Dyj)
2

Dijx =

2.2  Energija u molekularnom modelovanju proteina

Energetsko polje omogucuje brzo raCunanje potencijalne energije sistema U
molekularnom modelovanju. Energetsko polje predstavlja matematicku jednacinu koja uzimajuéi
u obzir duzinu intramoleulskih veza, njihovih uglova, torzionih uglova, rastojanje izmedu atoma
u koordinatnom sistemu i ostale relevantne parametre rauna potencijalnu energiju sistema.
Drugim recima energetsko polje je povrSina koju zahvata optimizovana potencijalna energija
molekula u okruzenju u kojem se nalazi. Na energiju intermolekulske interakcije proteina i
liganda najvise utiCu elektrostaticke, van der Valsove i hidrofobne sile, kao i vodoni¢ne veze
koje se grade u kompleksu. Elektrostaticke sile i vodoni¢ne veze odreduju specificnost liganda za
receptor, dok su hidrofobne sile uglavnhom odgovorne za jacinu veze. Ono §to je vazno
napomenuti jeste da ne postoji univerzalno energetsko polje koje ¢e tacno opisati svaki sistem,
jer se za raCunanje svakog energetskog polja uzimaju empirijska predvidanja koja variraju u
zavisnosti od uslova sredine. Dakle, ukoliko je jedna forma energetskog polja preciznija od druge
za neki sistem, ona treba da bude koriSc¢ena.

Zajednicki parametar koji se uzima u obzir za sve tipove energetskih polja jeste tip atoma.
Neophodno je uzeti u obzir tip atoma za svaki atom u sistemu koji se ispituje. Tip atoma
ukljuéuje informacije o njegovom hibridizacionom stanju (sp®, sp?ili sp za ugljenikove atome)
kao i uslove lokalnog okruzenja. Na primer, AMBER (Assisted Model Building with Energy
Refinement) energetsko polje ima definisano 40 tipova atoma. Ove informacije su vazne za
odredivanje uglova u vezama koje gradi dati molekul.

Postoje dva osnovna pristupa ra¢unanju energija u molekularnom modelovanju proteina:

- Metode molekularne mehanike koje ne ukljucuju racunanja kretanja elektrona, Sto ih

¢ini brzim i u razumnoj meri preciznim. Prilikom racunanja koristi se veliki broj
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predvidanja ¢ime se skracuje postupak i vreme racunanja, ali 1 preciznost same metode.
Koriste se za velike molekule (nekoliko desetina, pa i stotina hiljada atoma) i najcesce
za modelovanja i dokinge svih vrsta proteina.

- Metode kvantne mehanike koje uzimaju u obzir trodimenzionalni raspored elektrona
oko atomskog jezgra, Sto ih ¢ini izuzetno preciznim, ali sa druge strane veoma
kopjuterski zahtevnim. Koriste se za proste sisteme i male molekule, najées¢e do svega
nekoliko (naj¢esc¢e do 150) atoma. Takode, raCunanja metodama kvantne mehanike se
uglavnom rade na serverima super-racunara koji obezbeduju dovoljnu brzinu da se u
razumnom vremenu izvrsi analiza.

Obzirom da su predmet ove disertacije makromolekuli (proteini), njena sadrZina su

parametri i metode molekularne mehanike.

2.2.1 DuZina veze
Kriva potencijalne energije (Morzeov potencijal) tipi¢ne interatomske veze (slika 6)
(McMurry i Fay 2003) ima oblik prikazan na slici 7 i njen upro$éen oblik predstavljen je kroz

formulu Hukovog zakona:

1
Ve(D) = Skl = L)

Gde je:

Ve (1) = potencijalna energija
ki = konstanta elasti¢nosti

lo = ravnotezna duZina veze

| = trenutna duzina veze

HgC—KC H3

Slika 6. Duzina interatomske veze
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kHH,}(preblizu)

(predaleko)

| | \ |
Rastojanje —
atomskih jezgara

Slika 7. Promena energije veze u zavisnosti od interatomskog rastojanja; plava linija —

rarmonicna oscilacija, crvena linija — Morzeov potencijal

U navedenoj jednacini istezanje veze se tretira kao klasi¢ni harmonijski oscilator. Na slici
6 je uocljivo da energija molekulske veze opada sa smanjenjem rastojanja izmedu atomskoh
jezgara. Tom prilikom rastu odbijajuce sile, ali i privlacne, koje preovladuju u ovoj fazi. Energija
opada do ravnoteznog stanja kada je minimalna za datu interakciju. Sa daljim smanjenjem
rastojanja atomskih jezgara energija raste, odbijajuce sile nastavljaju da rastu usled interakcije
atoma (Paulijevo odbijanje), dok sa druge strane privlacne sile opadaju, Sto rezultira ukupnim
odbijanjem atoma.

2.2.2 Ugao veze
Odstupanje ugla veze od njegove referentne vrednosti (slika 8) se takode opisuje preko

harmonijskog potencijala formulom:
1 2
V4(0) = Eke (6 —6,)

Va (6) = potencijalna energija
ko = konstanta opruge za promenu ugla

Ho= ravnotezni ugao veze

10
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0= trenutni ugao veze

0

Slika 8. Ugao veze

Konstanta opruge i ravnotezni ugao veze zavise od tipa atoma koji grade vezu. Obzirom
da je manje energije potrebno da se narusi ugao veze nego da se veza istegne ili sabije, vrednosti

konstante je niZza nego u prethodnoj formuli.

2.2.3. Torzione veze
Torzioni okreti predstavljaju potencijalne funkcije torzionih uglova koje modeluju

prisustvo steri¢nih barijera izmedu atoma koji su odvojeni kovalentnim vezama (slika 9) i racuna

se formulom:

Vr (@) = %k@[l + cos(n® — 9)]

Vr (@) = potencijalna energija
Ko = grani¢na vrednost
n = periodi¢nost (N = 3 za etan, n = 2 za eten, itd.)

0 = fazni faktor — odreduje minimalni ugao

H; C\g‘!' é

Slika 9. Torzioni uglovi su definisani kao ugao @ izmedu ravni koje grade C atomi sa

jednom 1 drugom metil grupom pojedinacno

11
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2.2.4. Elektrostati¢ke interakcije

Interakcije izmedu atoma koje nastaju usled njihovih trajnh momemata, u molekularnoj
mehanici se opisuju smatrajuci naelektrisane delove kao idealna tackasta naelektrisanja. Molekul
Cije se naelektrisanje racuna se postavi u trodimenzionalnu reSetku 1 zatim izrauna
elektrostatiCki potencijal svake tacke u reSetci. Zatim se koristi Kulonov potencijal za idealna
tackasta naelektrisanja za procenu naelektrisanja samih atoma i izmedu njih. Kulonov potencijal

na slede¢i nacin opisuje interakciju izmedu dve naelektrisanje Cestice:

.. qiq;

Ve(i,j) = ———
£(0)) ATE(ELT )

VE (i,j) = potencijalna energija

gij = magniude naelektrisanja atoma

rij = rastojanje izmedu atoma

evo= elektri¢na provodljivost prostora

&= relativna dielektri¢na konstanta medijuma

2.2.5. Van der Valsove interakcije

Van der Valsove interakcije izmedu atoma proizilaze iz balansa izmedu privlaénih 1
odbijaju¢ih sila. Privlacne sile uglavnom nastalu usled fluktuacija u naelektrisanju unutar
elektronskog oblaka. Sa druge strane, odbijajuce sile nastaju usled prevelike blizine atoma, gde
dolazi do interakcije atoma (Paulijevo odbijanje). Najpoznatija i najcesce koriS¢ena funkcija van
der Valsovovog potencijala je Lenard-DZonsova 12-6 funkcija, koja opisuje interakciju izmedu

dva atoma na slede¢i nacin:

=l (32) ()]

Vv (r) = potencijalna energija
aij = rastojanje pri kojem dolazi do sudara atoma (energija je jednaka nuli)
rij = rastojanje izmedu atoma

€= dubina jame potencijalne energije

12
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Problem prilikom ra¢unanja nevezujuc¢ih energija (npr. van der Valsove i elektrostaticke)
predstavlja Cinjenica da se energija interakcije priblizava nuli u obliku logaritamske funkcije sa
poveéanjem rastojanja (slika 10). 1z ovoga sledi da je empirijski veoma zahtevno izraCunati
rastojanje gde prestaje interakcija, posebno ukoliko se racuna za veliki broj atoma u molekulu.
Ovaj problem se reSava postavljanjem granice iza koje uzima da je vrednost interakcije jednaka

nuli (cutoff vrednost). Najéesce se kao vrednost uzima rastojanje od 8 do 10A.

HEl ©
\ Odbijanje I"
0.02 - @
5
£
©
=
-0.02 -
-0.04 | : ‘ ‘ ‘
40 5.0 6.0 7.0 8.0

r (A)

Slika 10. Promena nevezujucih energija sa promenom rastojanja

Postoje i drugi parametri koji se koriste za definisanje energija u molekularnom

modelovanju, ali oni prevazilaze okvire ove doktorske disertacije.

Na kraju se racuna ukupna potencijalna energija sabiranjem svih parametara uzetih u

obzir:

1 1 1
Eporenc. = Z Sla(l=1)* + Z Sko(6 = 00)? + Z Skol1 + cos(nd - 8)]

veza uglova torz.uglovi
6
qlCI] Z de ( > (Gij>
€ij N\
47‘[60 E€rTyj = Ty

13
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2.2.6. Minimizacija energije molekula

Pri minimalnoj energiji biomolekuli se nalaze u svom prirodnom stanju (najstabilnija
konformacija). Zato je prilikom molekularnog modelovanja neophodno odrediti minimalnu
energiju molekula. Na slici 11 je prikazan plot potencijalne energije u zavisnosti od nekoliko
hipotetickih parametara. Minimalne vrednosti energije (lokalni minimum) nalaze se na onim
mestima gde ¢e se pomeranjem u bilo kom pravcu posti¢i veca energija od pocetne. Metode
minimizacije energije sadrze algoritme koji prihvataju nove konformacije ukoliko im je energija
manja od prethodne (metoda najostrijeg smanjenja energije). Medutim, usled broja i slozenosti
parametara koji utiCu na izgled plota, u mnogim slu¢ajevima neophodne su modifikacije
navedenih algoritama koje preskacu lokalne minimume u potrazi za globalnim minimumom — na
primer metode molekularne dinamike (slika 12). To se uglavnom postize ili pokretanjem viSe
minimizacija istovremeno ili nasumi¢nim preskakanjem konformacija u potrazi za

najoptimalnijom (Monte Karlo metode).
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Slika 11. Zavisnost potencijalne energije od nekoliko hipotetickih parametara
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Slika 12. Potraga za globalnim munimumom

2.3. Odredivanje strukture proteina

Do pocetka 2014. godine poznato je oko 90000 trodimenzionalnih struktura proteina u
bazama podataka (PDB). U isto vreme, poznato je oko 170 miliona genskih sekvenci koje ¢ine
preko 15 miliona gena (NCBI) i kodiraju preko 40 miliona proteina (UNIPROT). Ova razlika
izmedu broja sekvenci i odredenih struktura nastavlja da raste uprkos sve uspesnijim metodama
za odredivanje trodimenzionalne strukture. Usled toga, javlja se potreba za razvijanje metoda za
predvidanje trodimenzionalne strukture proteina.

Teoretski, trodimenzionalna struktura proteina mogla bi se predvideti pomoc¢u osnovhnih
zakona fizike samo iz sekvence proteina (Anfinsen 1973). Medutim, problem predstavljaju
razlike u energijama nativnog i nesavijenog proteina (oko 1 kcal/mol), kao i neodredenost
konstanti neophodnih za proracun. Danas postoje softveri koji mogu predvideti strukturu na
osnovu sekvence, medutim njihova pozdanost je ograni¢ena do odredenog nivoa strukture (to su
ab initio metode, dok je od softvera najpoznatiji Robetta server — http://robetta.bakerlab.org).
Odredivanje preciznog polozaja bo¢nih lanaca, rotamera i stepena protonacije, nije pouzdano ili
moguce navedenim metodama.

Iako nismo u moguénosti predvideti detaljnu strukturu proteina iz sekvence, postoje
metode homologog modelovanja koje pruZaju moguénost predvidanja strukture na osnovu

homologih sekvenci proteina ¢ija je struktura eksperimentalno utvrdena. Ovakvo modelovanje se
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zasniva na Cinjenici da proteini sa slicnom sekvencom imaju sli¢ne trodimenzionalne strukture
(Liu i Rost 2002).

Prvi koraci u predvidanju trodimenzionalne strukture proteina napravljeni su u
predvidanju njihove sekundarne strukture. Razvijene metode i dobijeni rezultati pokazali su se
kao vrlo pouzdani i korisni u mnogim bioloSkim istraZzivanjima. Razvijene metode su dalje
posluzile za razvi¢e drugih metoda za predvidanje proteinskih struktura (organizaciju domena,
kontakt sa rastvaracem, itd.). Sekundarna struktura proteina predstavlja lokalne konformacije
najcesce u vidu heliksa i/ili ploce. Sekundarna struktura nastaje usled delovanja vodoni¢nih veza
izmedu atoma polipeptidnog kostura. Takode, ulogu u stabilizaciji strukture ima i rastvarac, kao 1
ostali atomi u polipeptidu. Stvaranje sekundarne strukture predstavlja prvi korak u krajnjoj
konformaciji polipeptida, te s toga ima vaznu ulogu za njegovu krajnju strukturu i funkciju.

Zanimljivo je da je prvi pokusaj predvidanja sekundarne strukture proteina bio pre pojave
trodimenzionalnh eksperimentalnih podataka (Pauling i Corey 1951). Metod koji su razvili
Pauling 1 saradnici bazirao se na interakcijama vodoni¢nh veza unutar proteinskog kostura. U
Kasnije su razvijene metode zasnovane na neuronskim mrezama kao Sto su PSI-PRED, JPRED
ili Predict Protein, koje su dostupne na veb serverima (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred,
http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred, http://www.predictprotein.org). Takode,
razvijene su i metode koje prepoznaju sekundarne strukture, a baziraju na elektrostatiCkm
interakcijama (DSSP metoda), ¢—y torzionim uglovima (STRIDE metoda), Co koordinatama
(DEFINE metoda) ili geometrijskoj analizi proteinskog zakrivljenja (P-Curve metod) (Kabsch i
Sander 1983; Richards i Kundrot 1988; Sklenar i sar. 1989; Frishman i Argos 1995).

Sekundarna struktura struktura proteina ima osam razli¢itih formi: tri tipa heliksa (o
heliks - Cine je Cetiri rezidue, w heliks - ¢ine je pet rezidua i 310 heliks — ine je tri rezidue),
ploca, B most, okret, traka i neodredene strukture koje ne pripadaju ni jednoj navedenoj grupi,
Medutim, obzirom da o heliks i B plo¢a forme ¢ine u proseku 50% strukture proteina, metode
koje automatski odreduju sekundarnu strukturu proteina prilagodene su da predvide tri forme: o
heliks, B plocu i ostalo (slika 13). Pouzdanost svake razvijene metode se proverava i izrazava
kroz SOV vrednost (Segment OVerlap score). SOV predstavlja prose¢no preklapanje predvidene

1 eksperimentalno utvrdene strukture. Savremene metode postizu pouzdanost od oko 76% SOV.
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Slika 13. Sekundarna struktura proteina

Znacaj predvidanja sekundarne strukture ogleda se u pretrazi strukturalnih slicnosti
izmedu proteina Cije sekvence nisu homologe ili nemaju dovoljnu slicnost da bi se uzele u obzir
kao homologe (Rost 1995; Fischer i Eisenberg 1996; Russell i sar. 1996). Naime, utvrdeno je da
neki proteini mogu imati i do 70% razlicitu AK sekvencu, dok im je struktura sli¢na i funkcija
ista (Zvelebil i sar. 1987; Benner i Gerloff 1991; Abagyan i Batalov 1997; Park i sar. 1998).
Dakle, struktura proteina konzervativnija je od aminokiselinske sekvence, Sto ukazuje da funkcija
prvenstveno zavisi od strukture. Usled toga predvidanje sekundarne strukture moze biti
upotrebljeno za pretrazivanje proteina sa istom ili slicnom funkcijom. Razvijene metode daju
dovoljno precizne rezultate da se mogu koristiti dalje u predvidanju trodimenzionalne strukture
proteina, kao i njihove funkcije.

Razvijeni su mnogi softveri za predvidanje sekundarne strukture proteina. Prvi internet
servis za predvidanje sekundarne strukture proteina koji je postao dostupan online je
PredictProtein (Sen i sar. 2005; Schneider 1989). Postao je dostupan 1992. godine i sadrZi
PHD/PROF automatske metode predvidanja. Postoje 1 drugi javno dostupni servisi kao Sto su:
PROFsec, PHDsec, PHDpsi, PSIPRED, itd. (Rost i sar. 1994; Jones 1999; Przybylski i Rost
2002; Rost 2005).

Usled trodimenzionalne konformacije proteina, neke rezidue se nalaze na povrsini,
izlozenje su kontaktu sa rastvaratem i dostupne su za interakcije sa drugim molekulima. S toga je

njihova uloga u proteinu funkcionalna. Sa druge strane, rezidue koje nisu izloZene rastvaracu
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verovatnije imaju ulogu u njegovim intramolekulskim vezama i stabilnosti proteina.
Odredivanjem rezidua koje su dostupne rastvaracu i onih koje to nisu, mogu se odrediti
funkcionalno i strukturalno vazne rezidue, $§to u znacajnoj meri moze olakSati odredivanje
funkcije celog proteina.

Iako predvidanje sekundarne strukture predstavlja vaZan korak, ipak nije dovoljan za
predvidanje trodimenzionalne strukture proteina, neophodno je utvriditi i udaljenost izmedu
sekvenci, Sto se postize konstruisanjem 2D mapa udaljenosti. Za njihovu konstrukciju potrebne
su mape interakcije rezidua. Najve¢i problem u kontrukciji mapa interakcije predstavljaju
poteskoce u odredivanju razdaljine gde prestaje interakcija izmedu rezidua. Drugim recima,
neophodno je postaviti grani¢nu razdaljinu gde se smatra da rezidue viSe nemaju kontakta. Ta
granica se naziva razdaljina razgrani¢enja (cut-off distance — detaljnije u poglavlju 2.2.5). Ne
postoji sveopste prihvaéena granica razgraniéenja, ali je najéeiée prihvacena razdaljina 8-10A.

Veliki proteini se ¢esto (preko tri Cetvrtine) sastoje od subjedinica koje imaju kompaktnu
strukturu i uglavnom se savijaju nezavsno jedna od druge (Liu i Rost 2004). Veoma cesto,
odredeni domeni su povezani sa odredenim bioloSkim funkcijama. Poznavanje organizacije
domena u proteinu nepoznate trodimenzionalne strukture, znacajno moze pomoéi i1 u

eksperimentalnim i u raCunarskim postupcima za odredivanje njegove strukture.

2.4. Homologo modelovanje

JoS daleke 1960. godine nagoveSteno je da na trodimenzionalnu strukturu proteina
presudnu ulogu ima aminokiselinska sekvenca proteina. Sproveden je jednostavan eksperiment u
kojem je denaturiSuca supstanca dodata u proteinski rastvor, Sto je uslovilo narusavanje strukture
i funkcije proteina. Nakon uklanjanja supstance proteini su povratili svoju funkciju, na osnovu
Cega je zakljuCeno da su ponovo zauzeli aktivnu konformaciju u kojoj su bili pre tretmana
(Anfinsen i sar. 1961; Anfinsen 1973). Naravno, kasnije je utvrdeno da to nije uvek potpuno
vrac¢anje strukture proteina i da su mnogim proteinima potrebni jo§ neki faktori da bi povratili
strukturu, ali navedeni eksperiment je otvorio mogucnost ispitivanja mehanizama povezanosti
trodimenzionalne strukture i sekvence proteina. Medutim, mehanizmi koji dovode do savijanja

proteina nisu do danas u potpunosti poznati da bi mogli samostalno posluziti kao osnova za
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predvidanje trodimenzionalne strukture. S toga se upotrebljavaju metode koje Koriste
eksperimentalno utvrdene trodimenzionalne strukture CcCije sekvence Se poravnavaju Ssa
ispitivanim sekvencama prilikom modelovanja zeljenog proteina.

Homologi proteini nastaju evolucijom i1 imaju zajedni¢kog pretka. Razlike tokom
evolucije nastaju putem mutacija, insercija ili delecija. Ipak, navedene promene Cesto su vrlo
male, a time je i dugo evolutivno vreme potrebno da se znacajnije promeni struktura i funkcija
proteina (u zavisnosti od znacaja uloge proteina koju ima za organizam koji ga sintetiSe). Usled
toga, kroz filogenetsko stablo se javlja niz homologih sekvenci koje imaju slicnu strukturu i
mogu imati sli¢nu funkciju.

Cim je ustanovljeno da proteini mogu imati sliénu strukturu pocele su se razvijati
kompjuterske metode za predvidanje strukture proteina na osnovu sli¢nosti sa eksperimentalno
utvrdenim strukturama (Browne i sar. 1969). Ve¢na metoda za pravljenje homologih modela

sastoji se od sledecih koraka:

1. Identifikacija srodne strukture koja ¢e posluzit kao Sablon za pravljenje modela i
njeno poravnanje sa ispitivanom sekvencom

2. Na osnovu poravnanja sekvenci uzimaju se koordinate podudarajuc¢ih regiona kostura
strukture kao 1 podudarajucih sekundarnih struktura

3. Regioni koji se ne podudaraju sa Sablon sekvencom (usled delecija/insercija), Sto
uglavnom ¢ine petlje, konstruiSu se metodama de novo predvidanja strukture

4. KonstruiSu se bo¢ni lanci aminokiselina na osnovu podudaranja sa Sablon sekvencom
I konstruisanim petljama

5. Male popravke modela do dobijanja krajnje strukture

6. Validacija modela

Znacajan napredak predstavlja metod razvijen od strane Blundell i sar. (1987), koji su
predlozili da se kao Sablon sekvenca koristi prose¢na sekvenca nekoliko odabranih Sablon
sekvenci (Sutcliffe i sar. 1987; Sutcliffe i sar. 1987). Kasnije su razvijene i kompleksnije metode
koje se bazraju na rekonstrukciji struktura primenom minimizacije energije i molekularne
dinamike (Sali i Blundell 1993; Li i sar. 1997; Sanchez i Sali 1997; Sahasrabudhe i sar. 1998).

Vremenom su navedene metode usavrSavane i razvijen je veliki broj softverskih paketa kako za
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pojedinacne korake tako i za automatsko pravljenje kompletnih modela. Razvoj softvera
omogucen je i razvojem hardverskih komponenti kao S$to su veSejezgarni procesori i
superracunari, koje su neophodne za pokretanje visokozahtevnih aplikacija i izvrSavanje
proracuna.

Homologi modeli se koriste u sluajevima kada ekperimentalni podaci o
trodimenzionalnoj strukturi Zeljenog proteina nisu dostupni. Oni mogu dati i uvid u promene
strukture nastale tackastim mutacijama, bilo da su nastale prirodnim procesima ili laboratorijskim
manipulacijama. Takode, homologi modeli se mogu koristiti za predvidanje efekata potencijalnih
mutacija na strukturu, a time i funkciju proteina i za davanje smernica u kom pravcu manipulisati
proteinom sa ciljem dobijanja ili poboljSanja Zeljene funkcije. Homologi modeli imaju veoma
vaznu ulogu i u dizajniranju lekova. Da bi model bio pogodan za takva istrazivanja potrebno je
da sli¢nost izmedu sekenci bude veca od 30%(Chothia i Lesk 1986). Primer uspeSne primene
homologih modela u dizajniranju lekova je otkrivanje inhibitora za HIV proteazu (Weber i sar.
1989; Weber 1990).

Veliki znacaj za razvoj homologog modelovanja ima razvoj 1 napredak u
sekvencioniranju genoma Zivih organizama. Sto je veéi broj dostupnih sekvenci to je veéa
verovatnoc¢a da ¢e protein koji modelujemo imati poznatu sekvencu, a time i mogucénost da se
napravi homologi model njegove trodimenzionalne strukture. Takode, veoma vaznu ulogu ima
razvoj metoda 1 napredak u strukturalnoj genomic i eksperimentalnom odredivanju
trodimenzionale strukture proteina. Povec¢anjem rezolucije kristalografije rendgenskim zracima
povecava se preciznost dobijenh struktura, a time i homologih modela napravljenih na osnovu tih
struktura (slika 14) (Lowe 2013). Sve veci broj dostupnih eksperimentalno odredenih struktura
proteina povecava verovatno¢u za pronalazenje odgovarajuce Sablon sekvence koja ¢e posluziti
za modelovanje, §to predstavlja kljuéni momenat u homologom modelovanju. Ukoliko se sli¢nost
ispod 30%, u dobijenom modelu se mogu pojaviti znacajna odstupanja od realnosti (Chothia i
Lesk 1986). Ukoliko je sli¢nost oko 20%, odstupanja u kosturu modela i Sablon sekvence su
velika i daju nepozdane rezultate. Kao §to je ve¢ napomenuto, sli¢nost sekvenci preko 30% daje

pouzdane rezulltate za primenu za ispitivanje interakcija proteina i liganda (ligand doking).
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Slika 14. Primer primene razli¢itih rezolucija na istom uzorku

Nakon §to odaberemo protein ¢iji trodimenzionalni model Zelimo da napravimo, prvi
korak u konstrukciji modela je pretraZivanje genomskih i proteomickih baza podataka da
ustanovimo da li je njegova aminokiselinska sekvenca poznata. Pretrazivanje se vr§i pomocu
specijalizovanih programa. Najces¢e koris¢eni 1 do sada najprecizniji program je PSI-BLAST
(Altschul i sar. 1997). Program pretraZuje najsveobuhvatnije baze podataka kao $to su NCBI
baza podataka proteinskih sekvenci ili UniProt baza podataka (Bairoch i sar. 2005; Benson i sar.
2005).

Nakon odabira zeljene sekvence vrSi se pretraga baze trodimenzionalnih struktura
proteina — PDB database u potrazi za homologim sekvencama ¢ija je trodimenzionalna struktura
odredena. Ukoliko je viSe struktura homologo Zeljenoj sekvenci vrsi se odabir najpogodnije (ili
viSe njih) za konstrukciju modela. Odabir se vrSi na osnovu procenta sli¢nosti sekvenci i e
vrednosti (koja predstavlja verovatnocu da sekvence nisu homologe). Takode, pregledanjem
poravnanja uporedenih sekvenci oucavaju se delovi Zeljene sekvence koji su dobro o€uvani u
odnosu na pretrazivane. Moze se javiti slucaj da je Zeljena sekvenca u razli¢itim regionima slicna
sa razli¢itim sekvencama. U tom slucaju pravi se hibridna struktura (Sutcliffe i sar. 1987).

Ukoliko je struktura jednog proteina najpogodnija za pravljenje modela, vrsi se pretraga da li
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postoji vise eksperimentalno odredenih struktura datog proteina. U tom slu¢aju najpogodnija se
bira na osnovu najvece rezolucije ili najpogodnijeg liganda (u zavisnosti od cilja istrazivanja). Na
Kraju, uzimaju se u obzir i drugi eksperimentalni podaci koji mogu biti relevantni za zeljenu ili
Sablon sekvencu pri konstrukciji modela kao Sto su vezivna mesta sa ligandima ili supstratima,
inhibitori, metal ili drugi joni ukljuceni u strukturu, itd.

Tokom vremena razvijene su brojne metode za konstrukciju modela. Razlikuju se kako u
slozenosti tako i u preciznosti rezultata koje daju.

1. Jednostavan model — zadrzava se kostur i konzervirane bo¢ne lance Sablon sekvence u

¢ije koordinate se ubacuje zeljena sekvenca koriste¢i poravnanje sekvenci kao vodic€ i
grade preostali bo¢ni lanci koriste¢i odgovaraju¢i program za tu namenu, na primer
SCWRL (Bower i sar. 1997; Dunbrack 1999; Canutescu i Dunbrack 2003);

2. Stepenasti model — zadrzava srz kostura od Sablon sekvence, bez delova sa
insercijama 1 delecijama koje gradi iznova. Zatim gradi bo¢ne lance srzi, predvida
strukture regiona sa delecijama i insercijam primenom metoda za predvidanje petlji i
gradi bo¢ne lance predvidenih delova kostura. Na kraju se ceo molekul optimizuje
primenom minimizacije energije, Monte Karlo metoda ili metodom molekularne
dinamike;

3. Model slagalice (Jigsaw model) — zadrzava delove srzi kostura koji su zajednicki
zanekoliko strukturalno poravnatih Sablon sekvenci, koristeé¢i regione petlji od
razli¢itih $ablon sekvenci, zadrzavajuci one petlje gde ne postoje rupe u poravnatoj
sekvenci. Ukoliko ne postoje petlje bez rupa, one se moraju de novo modelovati;

4. Globalni model — gradi ceo protein iz prostorno fiksiranih delova preuzetih od
poznatih struktura i poravnanja sekvenci, na primer Modeller ili Rosetta (Sali i
Blundell 1993; Sanchez i Sali 1997).

Nije uvek sloZeniji metod i bolji metod. Ukoliko metod dozvoljava pomeranje sekundarne
strukture, nastaju velike promene strukture u poredenju sa pocetnom i povecava se verovatnoca
da model ima greske. Takode, postoje istrazivanja koja pokazuju da prekomerna upotreba
minimizacije energije i molekularne dinamike mogu udaljiti model od njegove prave strukture
(Koehl i Levitt 1999; Fan i Mark 2004).
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2.4.1. Modelovanje bo¢nih lanaca

Obzirom da struktura bo¢nih lanaca ima klju¢nu ulogu u gradenju aktivnih 1 vezivnh
mesta enzima i proteina njihovo modelovanje predstavlja veoma vazan korak u homologom
modelovanju proteina. Objavljeno je nekoliko metoda koje reSavaju problem modelovanja
boc¢nih lanaca (Levitt i sar. 1997; Liang i Grishin 2002; Peterson i sar. 2004).

Iako su metode za predvidanje konformacione strukture bo¢nih lanaca dobro opisane u
literaturi, mali broj programa je javno dostupan (tabela 1). Skoro svi programi pretpostavljaju da
je kostur proteina ¢iji se bo¢ni lanci modeluju fiksiran. Kostur protein moze biti kako homologi
model, tako i eksperimentalna struktura odredena rendgenskim zracima. Samo mali broj metoda

koristi koordinate neidenti¢nih boc¢nih lanaca iz Sablon sekvence.

Tabela 1. Javno dostupni programi za predvidanje konformacije bo¢nih lanaca proteina

Program Dostupnost  Internet adresa

SMD download http://condor.urbb.jussieu.fr/Smd.php

Confmat, Decorate  web http://lorentz.immstr.pasteur.fr/website/projects
CARA/GeneMine  download http://www.bioinformatics.ucla.edu/genemine

RAMP download http://www.ram.org/computing/ramp

SCAP download http://honiglab.cpmc.columbia.edu/programs/sidechain
SCWRL download http://dunbrack.fccc.edu/scwrl

Maxsprout/Torso web http://www.ebi.ac.uk/maxsprout

SCATD download http://www.bioinformatics.uwaterloo.ca/%7Ej3xu

PLOP download http://francisco.compbio.ucsf.edu/~jacobson/plop_manual

Skoro sve metode predvidanja bo¢nih lanaca zasnivaju se na konceptu rotamera bo¢nih
lanaca koji predstavljaju njihove niskoenergetske konformacije (Dunbrack 2002). Analizom
strukture organskih molekula i polipeptida, utvrdeno je da bi proteinski bo¢ni lanci trebalo da
imaju ograni¢en broj konformacija usled prostornih i torzionih sila interakcija unutar svakog
lanca i izmedu lanca i kostura proteina (Ramachandran i sar. 1963; Sasisekharan i Ponnuswamy
1970; 1971). Povecanjem broja eksperimentalno odredenih kristalnih struktura proteina, pojavila
se mogucnost pravljenja biblioteka rotamera, Cija se preciznost i pozdanost povecava sa razvojem
tehnika kristalografije (povecanje rezolucije utvrdenih struktura) (Bhat i sar. 1979; Benedetti i
sar. 1983; Dunbrack i Karplus 1994; Dunbrack i Cohen 1997; Lovell i sar. 2000). Novije
biblioteke imaju preko 850 struktura rezolucije od 1,7A.
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2.4.2. Modelovanje petlji

Prilikom stepenaste konstrukcije homologih modela, moraju se konstruisati delovi kostura
koji se razlikuju izmedu zeljene i1 Sablon sekvence (na osnovu poravnanja sekvenci). Prilikom
konstrukcije petlji u homologom modelu neophodno je resiti nekoliko pitanja: 1) koliki deo
Sablon sekvence se uklanja pre modelovanja petlji, 2) da li sve bo¢ne lance zadrzanog jezgra
modelovati pre modelovanja petlji i 3) da li spojene petlje modelovati zajedno ili pojedina¢no.
Koliki deo Sablon sekvence ¢e se ukloniti zavisi od rezultata poravnanja sekvenci. Ukoliko
postoje insercije 1 delecije, uobicajeno resenje je da se taj deo briSe i ponovo modeluje. Na
primer, algoritmi za poravnanje sekvenci daju poravnanja koja kao rezultat imaju najkracu

sekvencu. Stoga ¢e poravnanje slede¢ih sekvenci izgledati kao na slici 15a, a ne kao na slici 15b:

a) AGVEPMENYKLS b) AGVEPMEN - - - YKLS
SG - - - L DDFKLT SGL------ LDDFKLT

Slika 15. Poravnanje sekvenci

Medutim, poravnanje sa slike 15b je verovatnije, $to ¢e re¢i da je 5 rezidua iz prve
sekvence zamenjeno sa 3 rezidue u drugoj sekvenci (Alexandrov i Luethy 1998). Usled ovih
poteskoca u odredivanju realnog stanja, deo izmedu konzervativnih rezdua se ponovo modeluje.

I pored cenjenice da se petlje u proteinskoj strukturi cesto ne mogu odrediti ni
ekperimentalnim putem kristalografijom rendgenskim zracima, predvidanje njihove strukture
najcesce se bazira na podacima eksperimentalno odredenih struktura. Petlje se dele po veli¢ini na
kratke (1 — 4 rezidue), srednje (5 — 8 rezidua) i dugacke (9 i vise rezidua). Sibanda i Thornton
(1991) klasifikovali su beta okret konformacije u homologom modelovanju. One predstavljaju
kratke petlje koje povezuju dve anti paralelne beta ploce. Pojavljuju se u malom broju
konformacija u zavisnosti od sekvence same petlje, posebno od prisustva glicina i prolina na
odredenim mestima. Njihove strukture se razvrstavaju na osnovu polozaja aminokiselina u
Ramacandranovom plotu (detaljnije o Ramacandranovom plotu u poglavlju 2.4.4). Najcesce se
razvrstavaju kao aR, BP, BE, yR, oL i yL. Programi kao $to su BTPRED i BHAIRPRED
predvidaju polozaje specificnih tipova beta okreta na osnovu proteinske sekvence i sekundarne

strukture proteina (Kumar i sar. 2005; Shepherd i sar. 1999). Petlje srednje duZzine se takode
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klasifikuju po konformaciji rezidua u kosturu (aR, PP, BE, YR, aL i yL) (Donate i sar. 1996).
Dugacke petlje mogu povezivati susedne strukture, ali i one koje su prostorno udaljene. Dugacke
petlje se klasifikuju na trakaste (veoma dugacke), Q petlje, koje podsecaju na gré¢ko slovo omega
i { petlje, koje su nepolarne i imaju cik-cak strukturu.

Najcesce metode koje se koriste u modelovanju petlji koriste postoje¢e podatke od drugih
proteinskih struktura (Jones i Thirup 1986; Fechteler i sar. 1995; Bates i sar. 1997; Heuser i sar.
2004; Fernandez-Fuentes i sar. 2005). Program meri polozaj i orijentaciju delova kostura
neposredno pored dela koji treba da se modeluje i zatim pretrazuje PDB bazu podataka u potrazi
za segmentima iste duZine koji se proteZzu u istom rasponu i imaju istu orijentaciju (Jones i
Thirup 1986). Pored metoda koje se zasnivaju na bazama podataka postoje i metode koje
predvidaju strukturu petlji bez pocetne strukture (ab initio). Ukoliko je pocetna konformacija
slu¢ajno odabrana, program krece sa N ili C kraja lanca, tako da drugi kraj nije vezan za protein.
Zatim se petlja povezuje sa drugim krajem lanca (zatvara) primenom metoda minimizacije
energije ili metodama koje se zasnivaju na jednaCinama iz kinematike koje omogucavaju
odredivanje parametara koji obezbeduju krajnju poziciju petlje (Canutescu i Dunbrack 2003;
Boomsma i Hamelryck 2005). Takode, postoje i metode koje prave Ramacandranove plotove
nasumic¢nih konformacija petlje koja zeli da se modeluje 1 uzimaju one delove koji se uklapaju u
prostor koji imaju i tako zatvaraju petlju. MODELLER koristi metodu koja prvo zatvori petlju
nasumi¢nom konformacijom i onda je relaksira primenom minimizacije energije (Fiser i sar.
2000).

Prilikom razvoja metoda koje se baziraju na slucajno odabranim pocetnim
konformacijama vazan aspekt predstavlja funkcija koja racuna slobodnu energiju na osnovu koje
se biraju zadovoljavajuc¢e konformacije koje povezuju proteinske krajeve i grade petlju. Funkcije
slobodne energije koje racunaju potencijalnu energiju molekularnom mehanikom i odredivanjem
povrsine dostupne rastvaracu (primenom MM/PBSASA metode — Molecular Mechanics
energetsko polje / Poisson-Boltzmann Solvent Accessible Surface Area), imaju moguénost da

identifikuju lazne pozitive koji imaju strukturu vrlo sli¢nu nativnoj (Fogolari i Tosatto 2005).

2.4.3. Modelovanje kompletne strukture proteina

Programi koji automatski prave modele pocinju¢i sa proteinskom sekvencom i

zavrSavajuci sa kompletnim modelom imaju mogucnost greSke i njihove rezultate treba naknadno
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pazljivo i temeljno proveriti. Takode, ve¢ina takvih programa ima korake u kojima dopusta
manualnu intervenciju (na primer odabir Sablon sekvence ili metod poravnanja sekvenci). Takve
intervencije mogu imati vaznu ulogu u krajnjem rezultatu. Postoji nekoliko programa koji prave
komplentne modele iz pocetne sekvence. Najpoznatiji i najprimenjeniji sSu MODELLER i
MolIDE (Sali i Blundell 1993; Sanchez i Sali 1997; Canutescu i Dunbrack 2005). Takode,
postoji i nekoliko on-line programa koji pruzaju usluge homologog modelovanja. Najpoznatiji i
najéesée koris¢eni je SWISS-MODEL (Peitsch 1996; Guex i Peitsch 1997). Lista dostupnih

programa data je u tabeli 2.

Tabela 2. Javno dostupni programi za kompletno homologo modelovanje proteina

Program Dostupnost Internet adresa

3d-JIGSAW web http://www.bmm.icnet.uk/servers/3djigsaw
CPHmodels web http://www.cbs.dtu.dk/servicessf CPHmodels
EsyPred web http://www.fundp.ac.be/urbm/bioinfo/esypred
FAMS E-mail server  http://www.pharm.kitasato-u.ac.jp/fams

Geno3D web http://geno3d-pbil.ibcp.fr

MODELLER download http://salilab.org/modeller

ModWeb web http://salilab.org/modweb

Modzinger web http://peyo.ulb.ac.be/mz/index

Nest download http://honiglab.cpmc.columbia.edu/programs/nest
Parmodel web http://laboheme.df.ibilce.unesp.br/cluster/parmodel_mpi
Robetta web http://robetta.bakerlab.org

SDSC web http://cl.sdsc.edu/hm

SWISS-MODEL Web/download http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL

MODELLER koristi $ablon strukture za odredivanje grani¢ne vrednosti (udaljenosti
izmedu atoma, torzione uglove, itd.) koji se kombinuju sa statistiCkim vrednostima distribucije
atoma preuzetih od vise homologih struktura kombinovanih u pdb fajl. Kao rezultat dobija se
uslovna funkcija verovatnoce distribucije za stepene slobode datog proteina. Na primer, funkcija
verovatno¢e za torziju neke rezidue u kosturu pravi se na osnovu kombinovanih podataka iz
poznate strukture i informacija o Ramacandranovoj distribuciji date rezidue. Grani¢ne vrednosti
se kombinuju sa CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) energetskim
poljem i pravi se funkcija koja se optimizuje gradijentalnom minimizacijom i molekularnom
dinamikom (Brooks i sar. 2009).

SWISS-MODEL je pravljen da bude internet program za kompletno modelovanje od
sekvence do modela koji se e-mailom $alje poruciocu (Peitsch 1996; Guex i Peitsch 1997). Danas
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podtoji i instalaciona verzija pod nazivom Deep View. SWSS-MODEL prati standardni protokol
identifikacije homologih struktura, poravnanja sekvenci, pravljenja kostura, i modelovanja
bocnihg lanaca 1 petlji. Za pretragu baza podataka koristi BLAST program i prihvata homologu
strukturu za Sablon ukoliko je sli¢nost najmanje 30%. Postoji moguénost ru¢nog odabira Sablon
sekvence i poravnanja za pravljenje homologog modela. Ukoliko postoji vise pogodnih struktura,
program ih kombinuje tako da Sablon struktura bude Sto slicnija sekvenci koju zelimo da
modelujemo. Srz kostura se pravi na osnovu poravnanja sekvenci. Uzima se srednja vrednost
struktura na osnovu lokalnih sli¢nosti sa sekvencom koja se modeluje. Petlje se prave na osnovu
pretrage PDB baza podataka koriste¢i Co. atome na oba kraja kao pocetne pozicije. Obzirom da
se ova metoda koristi samo za Co atome, kostur se kompletira pretragom pentapeptidnih
segmenata u PDB bazi koji se uklapaju u Ca nit petlje. Zatim se konstruiSu boc¢ni lanci za one
rezidue koje se ne poklapaju sa Sablon sekvencom koristec¢i najcesc¢i rotamer date rezidue, uz
uslov da ne postoji prepolkapanja struktura. Na kraju se pomo¢u GROMOS programa vrsi

minimizacija energije (van Gunsteren i sar. 1995).

2.4.4. Znacaj homologog modelovanja

Kao Sto je ve¢ istaknuto, znac¢aj homologog modelovanja se prvenstveno ogleda u
predvidanju strukture, funkcije i evolucije proteina. U nedostatku eksperimentalnih podataka
homologi modeli u mnogim situacijama mogu zadovoljiti kriterijume potrebne za dobijanje
pouzdanih informacija o ispitivanom proteinu. Prilikom primene homologih modela mora se
voditi raduna o pouzdanosti modela koji se koristi. Sto je veéa evolutivna udaljenost $ablon i
ispitivane sekvence, raste verovatnoca da je pouzdanost modela manja.

Obzirom na postojanje velikog broja programa koji prave homologe modele, postavlja se
pitanje pouzndanosti pojedinih programa i koji daje najbolje rezultate. Izvrsena je studija koja je
poredila nekoliko programa koji prave homologe modele na osnovu 8ablon sekvenci i poravnanja
sa ispitivanom sekvencom (Wallner i Elofsson 2005). Ispitivanje je ukljucilo sledeé¢e programe:
MODELLER, SegMod/ENCAD, SWISS-MODEL, 3D-JIGSAW, Nest, Builder i SCWRL.
Rezultati su pokazali da MODELLER, Nest i SegMod/ENCAD daju pouzdanije rezultate od
ostalih ispitivanih programa.

Sa razvojem metoda za modelovanje strukture proteina, razvijale su se i metode koje

proveravaju pouzdanost dobijenih modela (validacija modela) u odsustvu eksperimentalnih
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podataka. One se zasnhivaju na proveri stereohemijskih parametara koji moraju zadovoljiti
odredene kriterijume. NajceS¢e koriS¢eni programi za ovu namenu su ProCheck i WhatCheck
(Vriend 1990). ProCheck proverava stereohemijski kvalitet proteina analizirajué¢i geometriju
rezidua jednu po jednu i zatim geometriju cele strukture. WhatCheck vrSi obimnu proveru
mnogih sterechemisjkih parametara rezidua koje grade model. Ovi i jo§ neki programi ukljuceni
su u veb server SAVES koji proverava pouzdanost modela dobijenih kako eksperimentalno tako i
primenom homologog modelovanja (http://services.mbi.ucla.edu/SAVES). MolProbity je takode
veb server Kkoji ima Siroku zastupljenost (Davis i sar. 2004). On traga za statisticki malo
verovatnim strukturama u poredenju sa setom veoma pouzdanih struktura visoke rezolucije.
Ispituju se loSe konformacije rotamera, rezidue koje su preblizu, losi bo¢ni lanci, vodoni¢ne veze
1 ostali moguéi nedostaci u ispitivanoj strukturi. MolProbity je takode server koji ispituje kako
eksperimentalne tako i homologe modele. Jedan od prvih metoda za proveru strukture proteina je
provera geometrije kostura koji mora da se uklapa u prihvatljive regione Ramacandranovog
plota. Ramacandranov plot je prikaz torzionih uglova koje grade veze N-Ca (ugao koji se naziva
Phi, ¢) i Ca-C (ugao koji se naziva Psi, y) u aminokiselinskim reziduama polipeptidnog kostura
(Ramachandran i sar. 1963). Ramacandran je utvrdio da pojedine strukture u kosturu proteina
zahvataju uglove u odredenom rasponu, kao $to je prikazano na slici 16. Ukoliko bi odstupile od
datog raspona (ukoliko je rastojanje izmedu nevezanih atoma manje od rastojanja pri van der
Valsovim interakcijama) doslo bi do sudara izmedu atoma u strukturi §to nije moguce. S toga,
delovi strukture koji su izvan preporucenih delova najverovatnije ne odgovaraju realnom stanju.
Ramacandranov plot meri rastojanja izmedu atoma i prikazuje njihov raspored u odnosu na
dozvoljene vrednosti. Kao §to se vidi na slici samo tri regiona na plotu su fizicki dozvoljena 1 svi
tipovi sekundarne strukture grade uglovi koj ipripadaju ovim regionima. Sa druge strane,
neophodno je naglasiti da geometrijski korektne strukture ne zna¢i da su i ispravne i da

odgovaraju realnom stanju, vec¢ je to potvrda da su fizicki moguce.
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Slika 16. Ramacandranov plot

2.5. De novo predvidanje strukture proteina

Dok se kod homologog modelovanja koristi struktura homologa ispitivanoj za
konstrukciju modela, de novo predvidanje strukture gradi model na osnovu same ispitivane
sekvence i poznatih pravila o savijanju proteina. Usled toga, ove metode su nepouzdanije od
homologog modelovanja, ali ukoliko ne postoji homologa struktura odgovarajuce sli¢nosti
(slicnost je manja od 30%) mogu biti upotrebljene za predvidanje zeljene strukture sa dozom
rezerve u pozdanost rezultata i ogranicenom primenom.

Najpoznatiji i najkorisc¢eniji program za de novo modelovanje strukture proteina je
Rosetta program (Simons i sar. 1997; Bonneau i sar. 2001; Rohl i sar. 2004). Rosetta je
prvenstveno razvijena kao program koji vrSi samo de novo predvidanje strukture, ali su kasnije
dodate 1 funkcije dokinga, odredivanja strukture na osnovu eksperimentalnih podataka, protein-
protein interakcija i protein-DNK interakcija.

Rosetta vrsi predvidanje strukture proteina u dve faze: 1. pravi model male rezolucije gde
pomocu statistickih metoda i uklapanja malih delova gradi opsti izgled proteina; 2. pravi detaljan

model proteina koriS¢enjem detaljnijih statistickih metoda za odredivanje polozaja rotamera i
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poboljsanja strukture kostura proteina. Navedene statisticke metode se zasnivaju na Monte Karlo
principu.

U prvoj fazi program Koristi podatke dostupne u PDB bazi podataka za odabir moguc¢ih
konformacija lokalnih delova sekvence. Pravi se biblioteka lokalnih delova sekvence preuzetih iz
PDB baze podataka na osnovu sli¢nosti sa sekvencom proteina koji se modeluje. Ovaj metod
daje zadovoljavaju¢e rezultate za sekvence koje nemaju homologe strukture sa dovoljnom
evoultivnom bliskosti u poznatim bazama podataka. Rosetta zatim sklapa lokalne strukture u
globalnu strukturu koriste¢i statisticke metode koje uzimaju u obzir hidrofobno pakovanje,
uparivanje lanca, kompaktnost i verovatno¢u uparivanja rezidua. U drugoj fazi boc¢ni lanci se
modeluju do nivoa atoma 1 rotameri se uzimaju u obzir. Statisticke metode ukljucene u ovu fazu
uzimaju u obzir rastvara¢, vodoni¢ne veze i ostale relevantne parametre za fizicke interakcije
izmedu atoma.

Sa povecanjem veliine proteina (duzine sekvence) produZuje se vreme potrebno za
konstrukciju de novo modela. Takode, sa povecanjem sloZzenosti proteina povecava se i
mogucnost greske u konstrukciji modela. Usled toga konstrukcija de novo modela je ograni¢ena
na mali broj rezidua, uglavnom do 150. Ipak, postoji moguc¢nost da se ovo ograni¢enje donekle
premosti zasebnim modelovanjem posebnih domena. Pored ograni¢enja u duZini lanca, jedan od
najvecih problema prilikom de novo konstrukcije modela predstavljaju stepeni slobode polozaja
bocnih lanaca proteina. Uspesno reSavanje polozaja bo¢nih lanaca je klju¢ni korak za ovaj tip

modelovanja.

2.6. Eksperimentalno odredivanje strukture proteina

Jedan od velikih nedostataka eksperimentalnog odredivanja strukture proteina je visoka
cena eksperimenata (40000€ do 80000€ po strukturi). Takode, problem predstavljaju izolacija
Cistog proteina u dovoljnoj koncentraciji kao i dobijanje kristala, koji su vremenski vrlo zahtevni.
S toga je prvenstveni cilj takvih eksperimenata sa fokusa na odredivanju strukture proteina koji
zelimo da ispitamo, pomeren na pokrivanje Sto Sireg dijapazona struktura koje ¢e omoguditi
modelovanje §to veéeg broja trodimenzionalnih struktura proteina (Brenner 2001; Vitkup i sar.
2001). Naravno, strukture nekih proteina se i dalje odreduju sa specifi¢nim ciljem kao $to je

povezanost sa bolestima i traganje za potencijalnim lekovima. Sve strukture koje se
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ekperimentalno odrede zajedno sa referencama koje ih prate, deponuju se u PDB bazu podataka

(tabela 3). Porast broja proteinskih struktura deponovanih u PDB baza podataka prikazan je na

slici 17 (Berman i sar. 2000).

Tabela 3. Strukture u PDB na dan 27.01.2015.

Experimentalni - Nukleinske  Protein/

meFt)hod Proteini kiseline NKkompleks Ostalo Ukupno

Rendgenskim 88186 1598 4343 4 94131

zracima

Nuklearna magnetna 9468 1104 222 7 10801

rezonanca

Elektronska 522 29 165 0 716

mikroskopija

Hibridna metoda 68 3 2 1 74

Ostalo 161 4 6 13 184

Ukupno 98405 2738 4738 25 105906
Broj struktura
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Slika 17. Unete strukture proteina u PDB do pocetka 2015. godine (www.rcsb.org)

U eksperimentalnom odredivanju trodimenzionalne strukture koristi se viSe metoda:

kristalografija rendgenskim zracima, nuklearna magnetna rezonanca (NMR), krio-elektronska

mikroskopija (krio-EM) i neutron difrakcija. Medutim, kristalografija rendgenskim zracima se

31


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=X-RAY&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=protein
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=X-RAY&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=nucleic
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=X-RAY&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=complex
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=X-RAY&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=other
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=X-RAY&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=ignore
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=NMR&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=protein
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=NMR&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=nucleic
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=NMR&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=complex
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=NMR&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=other
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=NMR&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=ignore
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=ELECTRON%20MICROSCOPY&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=protein
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=ELECTRON%20MICROSCOPY&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=nucleic
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=ELECTRON%20MICROSCOPY&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=complex
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=ELECTRON%20MICROSCOPY&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=other
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=ELECTRON%20MICROSCOPY&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=ignore
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=HYBRID&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=protein
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=HYBRID&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=nucleic
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=HYBRID&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=complex
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=HYBRID&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=other
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=HYBRID&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=ignore
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=other&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=protein
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=other&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=nucleic
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=other&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=complex
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=other&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=other
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=other&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=ignore
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=ignore&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=protein
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=ignore&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=nucleic
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=ignore&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=complex
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=ignore&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=other
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?experimentalMethod=ignore&smartSearchSubtype=HoldingsQuery&moleculeType=ignore

Doktorska disertacija Viadimir Vukié

pokazala kao optimalna uzimajuci u obzir metodu 1 rezultate koje pruza, na prvom mestu visoku
rezoluciju (primenjena u skoro 90% ispitivanja struktura u PDB bazi podataka). Pored
kristalografije koriste se i nuklearna magnetna rezonanca (Cija je prednost ispitivanje nativne
strukture molekula u rastvoru i mogucnost ispitivanja njegove dinamike, jer se kao rezultat
dobija 15-20 preklopljenih slika sli¢ne strukture) i u redim sluc¢ajevima krio-EM mikroskopija
(primenjuje se za velike molekule, organele, vlakna ili cele ¢elije), dok se ostale metode izuzetno
retko primenjuju.

Prilikom svakog posmatranja pod uveli¢anjem potrebno je imati socivo koje ¢e uvelicati
objekat koji posmatramo i time pojacati signal koji zelimo da detektujemo. Nazalost, ne postoji
so¢ivo za rendgenske zrake koji imaju veoma malu talasnu duzinu — izmedu 0.01 i 10
nanometara. S toga je detekcija pojedinacnog molekula njihovom promenom nemoguca, jer je
signal suviSe slab. Da bi se prevazisao ovaj problem Koristi se vise molekula koji moraju biti
orijentisani na isti nacin, ¢ime se signal pojacava. Tako orijentisani molekuli predstavljaju kristal.
Kristalografija rendgenskim zracima zasnovana je na difrakciji rendgenskih zraka i sadrzi Cetiri
glavna koraka: 1. Rekombinantna ekspresija i pre¢iS¢avanje proteina, 2. kristalizacija, 3.

prikupljanje podataka i 4. konstrukcija modela.

1. Rekombinantna ekspresija i pre¢is¢avanje proteina — prvi korak podrazumeva odabir,
kloniranje gena (ukoliko je potrebno) i izolaciju proteina koji se zeli ispitati;

2. Kiristalizacija — predstavlja kriticni korak jer je potrebno optimizovati metodu
kristalizacije koja je specifi¢na za svaki protein. Vreme potrebno za ovu fazu moze
varirati u intervalu od 1 do 12 meseci. Prilikom Kkristalizacije proteina javljaju se
brojne poteskoce. Jedna od njih je konformaciona fleksibilnost proteina usled ¢eka se
svega 25% molekula nalazi u istoj konformaciji. Obzirom da proteini imaju
nepravilan oblik, njihovo stavljanje u ravnomeran raspored u kristalnoj resetci (koji je
neophodan radi dobrog signala kao $to je gore napomenuto) predstavlja veliki izazov.
Veze koje odrzavaju proteinsku trodimenzionalnu strukturu su prilino slabe
(vodonic¢ne, hidrofobne i elektrostaticke). Proteinski kristali takode sadrze i rastvarac
u procentu oko 50%. Usled toga, njihovi kristali su meki, lako lomljivi i osetljivi na
najmanje promene u okolini, Sto znacajno otezava fazu kristalizacije 1 njihovu

manipulaciju. Najée$¢i postupak kristalizacije je primenom tehnike viseée kapljice
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(slika 18). Prilikom procesa kristalizacije, po¢inje se sa proteinskim rastvorom visoke
koncentracije (2-50mg/ml). U c¢aSu se sipa precipitirajuc¢i agens, dok se na stakleni
pokrov stavi kap proteinskog rastvora (v/v = 1/1) i poklopi. Obzirom da je
koncentracija agensa u kapljici manja u odnosu na rastvor u ¢asi (usled dodatka
precipitirajueg agensa), rastvara¢ isparava, raste koncentracija proteina i u uslovima
specificnim za dati protein poc¢inju da se pojavljuju kristali. Ovi uslovi predstavljaju
najveéi izazov u procesu kristalografije i potrebno je mnogo pokuSaja da bi se oni
postigli. U tu svrhu se koriste roboti koji pod mikroskopom fotografiSu uspesne
kristalizacije (veli¢ina kristala 10-100um) koje se vrSe u mnogo ponavljanja sa
razli¢itim uslovima i na taj nacin biraju optimalne uslove kristalizacije. Variranje
temperatura moze u znacajnoj meri olakSati kristalizaciju. Postoje i druge varijacije
tehnike kristalizacije kao §to su tehnika sedece ili sendvic¢ kapljice, tehnika mikro

gomila ili kristalizacija dijalizom (slika 19) (Drenth 2007).

Pokrovno staklo

Vakumska
mast

H:0

Slika 18. Tehnika visece kapljice
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a) Tehnika mikrogomila

Parafinsko ulje  Proteinski rastvor + precipitant
A
A

Mikrofilter tipa Terazaki

b) Difuziono isparljivujuée tehnike
Viseca kapljica Sendvi¢ kapljica Sedeca kapljica

Proteinski rastvor + precipitant  Pokrovno staklo Mikromost

Y

Vakumska -
mast

Precipitant

¢) Tehnika dijalizom

Kapilarna dijaliza Dijaliza u komori

Poklopac —» [

Vakumska
mast .
’ Kapilara

Proteinski rastvor —

Gumeni prsten @t
Precipitant

Membrana Komora

Slika 19. Razli¢ite tehnike kristalizacije proteina

3. Prikupljanje podataka — za izvodenje eksperimenta potreban je izvor rendgenskih
zraka (slika 20) (Drenth 2007). Najcesce je to rotirajuca anoda (Cu) koja proizvodi
rendgenske zrake velike energije (talasne duzine 1,5A, §to otprilike odgovara duZini
C-C veze — 1,2-15A). Fokusirajuéa ogledala ili monohromator se koriste za
izdvajanje zraka Zzeljene talasne duzine. Zrak dalje prolazi kroz uzorak koji je
postavljen na glavu igle gonoimetra koji omogucava precizno pozicioniranje uzorka.
Difraktovani zraci se beleze na detektoru (viSeslojni detektori ili CCD) i skladiSte za
dalju analizu. Primena sinhrotronskog zraenja znacajno unapreduje i olakSava
potupak. U svetu postoji nekoliko sinhrotrona, kao na primer u Trstu ili Grenoblu.
Kristalne strukture se postavljaju u sinhrotron u specijalno dizajnirane cilindri¢ne,

aluminijumske kasete u koje staje 96 kristala. Uzorci se automatski fiksiraju i
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propustaju se visokoenergetski rendgenski zraci. Detektor beleZi podatke i skladisti za

dalju analizu. Ceo proces je automatizovan i traje od 30 sekundi do nekoliko sati.

(0]

Detektor

Elektronski zrak
(50keV)

Monohromator

[ —

Primarni
rendgenski zrak

Rotirajuca
anoda (Cu)

Gonoimetar

Slika 20. Uopstena Sema kristalografije rendgenskim zracima

4. Konstrukcija modela — podaci se prikupljaju u vidu difrakcionih taaka nastalih
difrakcijom rendgenskih zraka prilikom prolaska kroz ravnomerno rasporeden uzorak
u kristalnoj reSetci (slika 21) (Drenth 2007). Pozicije i razmak izmedu tacaka su
definisane veli¢inom i tipom kristalne resetke. Medutim, intenzitet tacaka je funkcija
njihovih amplituda koje zavise od tipa atoma, dok se njihove faze baziraju na
polozaju atoma. Nedostatak faza na dobijenoj slici se u kristalografiji naziva fazni
problem. Ovaj problem se uglavnom reSava metodom primene teSkih atoma ili u
sinhrotronima uspostavljanjem pocetnog seta faza sa razliitim talasnim duzinama
koje imaju neravnomernu raspodelu (Hendrickson 1991). Prelamanje rendgenskog
zraka kroz oblak elektrona specifiénog atoma omogucuje dobijanje pocetnog seta faza
potrebnih da se odredi polozaj atoma u kristalnoj reSetci. Nedostatak ovog metoda je
Sto se podaci prikupljaju za svaku talasnu duzinu $to produZuje vreme eksperimenta.
Takode, moguce je koristiti i model Sablon strukture koji ima odredene polozaje
atoma od koga se uzima pocetni set faza (molecular replacement). Nakon utvrdivanja

faza pravi se mapa gustine elektrona koja dalje sluzi za konstrukciju modela (slika 22)
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(Leach 2001). Nedostatak kristalografije rendgenskim zracima moze predstavljati
Cinjenica da protein u kristalnoj reSetci nema uvek identicnu strukturu kao u
fizioloskim uslovima. Nakon kostrukcije modela sledi njegova optimizacija
postavljanjem kostura i bo¢nih lanaca u optimalni polozaj i finalnom minimizacijom
molekula. Krajnji modeli se konstruiSu i deponuju u baze podataka bez vodonikovih
atoma koji se usled male veli¢ine ne vide rendgenskom kristalografijom ukoliko je
rezolucija veéa od 1A. Naknadnim modelovanjem moguée ih je dodati Zeljenom
molekulu.

EEE ) L K] o Ll

Slika 22. Gustina elektrona i model proteina konstruisana osnovu gustine elektrona
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2.7. Predvidanje interakcija protein ligand (ligand doking)

Da bi se odredila i razumela ili ¢ak predvidela funkcija nekog proteina vazno je razumeti
ili predvideti njegove interakcije sa drugim molekulima (ligandima, inhibitorima, supstratima,
itd.). Prilikom ispitivanja interakcija odreduje se mogucnost pravljenja kompleksa, njegova
stabilnost i geometrija. Potrebno je odrediti gde se veze ligand i koju orijentaciju zauzima.
Interakcije se deSavaju izmedu svih tipova molekula, ali ova doktorska disertacija ¢e obraditi
prvenstveno interakcije proteina (enzima) sa malim molekulima koje su od posebnog interesa
kako za industrijsku enzimologiju tako i za farmaceutsku industriju u dizajniranju lekova (slika
23). Ispitivanje ovih interakcija daje vazan uvid u funkciju proteina (inhibicija ili aktivacija
funkcije proteina). Pretraga potencijalnih liganada virtuelnim pretrazivanjem baza podataka
putem dokinga, pored primene u ispitivanju ciljanog molekula, sluzi i za suzavanje izbora

jedinjenja za detaljnija eksperimentalna ispitivanja, ¢ime se Stedi vreme i novac.

Slika 23. Protein-ligand kompleks HIV proteaze sa XK263 inhibitorom

Racunarske metode za predvidanje interakcija protein-ligand sastoje se iz dva glavna
dela: algoritam koji predvida geometriju potencijalnog kompleksa i funkcija koja predvida
afinitet liganda za protein 1 jacinu veze koja utice na stabilnost kompleksa.

Predvidanje geometrije kompleksa podrazumeva uzimanje u obzir stepene slobode.

Najznacajniji su orijentacija molekula koji interaguju i konformacija liganda (koji moze
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interagovati u razli¢itim konformacijama sa proteinom). Usled mogucénosti razli¢itih
konformacija liganda, sama geometrija molekula nije dovoljna da bi se odredio niskoenergetski
kompleks sa proteinom koji predstavlja aktivnu konformaciju. Takode i konformacija proteina
moze varirati, molekuli vode mogu biti pozicionirani u aktivnom mestu i naelektrisanje molekula
se mozZe menjati u zavisnosti od sredine u kojoj se nalaze. 1 najmanje promene u navedenim
promenjivima mogu uticati na ceo kompleks i interakciju molekula kroz vodoni¢ne ili
elektrostaticke veze.

lako se radi 0 malim molekulima, njihova veli¢ina ima uticaja na odredivanje interakcije
sa proteinom, jer ne reaguje uvek ceo molekul liganda. Usled toga u nekim slucajevima postoji
mogucénost ispitivanja interakcije samo dela liganda. U tim slucajevima, prostor koji taj deo
zauzima je veoma mali i njegova konformacija ne utice znacajno na vezu sa proteinom. Tada se
primenjuju algoritmi koji uzimaju u obzir samo orijentaciju molekula (algoritmi rigidnih
konformacija). Postoje i algoritmi koji dozvoljavaju fleksibilnost liganda, kao i oni Koji
konstruisu ligand iz dostupnih baza podataka. U virtuelnom svetu nismo ograni¢eni na postojeca
jedinjnjenja, tako da se primenom dokinga mogu ispitati i konstruisati hipoteti¢ki molekuli koji

bi davali zeljene rezultate.

2.7.1. Funkcije za predvidanje afiniteta liganda za protein i ja¢inu veze

Funkcija ima zadatak da predvidi razliCite orijentacije liganda u aktivhom mestu
merenjem odredenih parametara i utvrdi koja je najverovatnije prisutna u realnom svetu.

Na osnovu zakona o dejstvu masa moze se izraCunati vezujuca slobodna energija iz
koncentracija i hemijske aktivnosti. Iz vrednosti vezujuée slobodne energije mozemo izracunati
da li ¢e se ligand vezati ili ostati u rastvoru. Odnos izmedu vezujuée slobodne energije AGvemijuca i

pojedinacnih koncentracija molekula dat je jednacinom:

[R—L]
AGvezivanja = AHvezivanja - TASvezivanja = _RTan
[R = L] — protein-ligand kompleks
P — protein
L —ligand

R — gasna konstanta

T — absolutna temperatura

38



Doktorska disertacija Viadimir Vukié

Slobodna vezujuca energija sardzi entalpijski 1 entropijski doprinos. Vezujuéa entropija
proizilazi iz promene stepena uredenosti formacija kompleksa usled promene u translatornim,
rotacionim i konformacionim stepenima slobode. Vezujuéa entalpija sumira promene u intra- i
intermolekulskim silama. U njih spadaju elektrostaticke sile, kao i indukcioni i disperzioni
efekat. Sa smanjenjem razdaljine izmedu atoma raste njihovo odbijanje usled sudaranja
elektronskih omotaca. Vodoni¢ne veze (koje pripadaju elektrostatickim) imaju vaznu ulogu u

vezivanju molekula (Bursulaya i sar. 2003).

Funkcije afinitetna na osnovu energetskih polja

Funkcije energetskih polja generalno imaju slede¢u formu:

1 1 1
Euupna = Z Sla(l = 1)? + z Sko(6 = 60)? + Z Skol1+ cos(nd - 8)]

veza uglova torz.uglovi
Aij By | qiq;
+ R..lz_R..6+eR..
i<j ij ij 3]

Kao §to se vidi u jednacini, ukupna energija se raCuna na osnovu unutrasnjih energija
istezanja i vezivanja (nekovalentnih). Energije duzine veza (leg) U uglova veze (feq) racunaju se
preko harmoni¢nih potencijalnih funkcija. Rotacije uglova se ukljuCuju primenom periodi¢ne
funkcije, dok se intramolekulske sile izmedu atoma i i j raCunaju Lenard-Dzonsonovom, kao i
Kulonovom jednafinom. Racunanje energetskog polja ukljuCuje mnogobrojne parametre
karakteristiéne za odredeni sistem. Za biomolekule naj¢eS¢e se koristi AMBER, zatim
CHARMM i GROMOS (Marsden i sar. 2004; Oostenbrink i sar. 2004; Crippen 2013).
Nedostatak ovoj jednacini je svakako doprinos entropije, kao i efekta rastvora. Zato se energetska
polja uglavnom koriste u molekularnoj dinamici ili Mote Karlo metodu. Tom prilikom se
slobodna energija 1 entropija ukljucuju primenom velikog broja stanja sistema (kroz Bolcmanovu

jednacinu) (Beveridge i DiCapua 1989).
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Empirijske funkcije afiniteta
Empirijske funkcije se baziraju na korelaciji geometrijskh parametara kompleksa protein
ligand sa izmerenim slobodnim energijama vezivanja. Bohm (1992) je prvi predstavio ovaj

metod. U de novo programu LUDI, primenio je slede¢u formulu na kompleks protein ligand:

AGvezivanja = AG

+ AGhb Z f(AR,AO()

H-veze

+ AGjon Z f(AR,Aq) + AGyipo|Asipo| + AGoNROT

jonske inter

Vezujuéa slobodna energija se izracunava kao suma vodoni¢nih veza, jonskih interakcija,
lipofilnih dodirnih povrsina i broja rotirajuc¢ih veza u ligandu. Pojedinacni parametri se dobijaju

iz multiple regresione analize 45 kompleksa receptor ligand iz PDB baze podataka.

2.7.2. Metode ligand dokinga

Metode dokinga su usko povezane sa alatima softverskog paketa koji se Kkoristi i u

znacajnoj meri zavise od njih.

Doking rigidnih konformacija

Algoritmi koji koriste rigidne konformacije su prvi koris¢eni za pretragu liganada koji se
uklapaju u ciljni protein. Metode rigidne konformacije podrazumevaju da molekuli koji
interaguju ne menjaju svoju konformaciju i baziraju se na poklapanju lokalnih karakteristika dva
molekula u prostoru, sprecavaju njihovo prepoklapanje i maksimizuju kompatibilnost oblika
molekula (Lazar i sar. 2004). Jednostavnost ovih metoda ¢ini ih brzim usled ¢ega su bile
prihvac¢ene u vreme kada rac¢unari nisu imali moguénost obrade veceg broja podataka. Jedan od
najstarijih programa koji je i dalje i najSiroj upotrebi je program DOCK. Algoritmi traze najveci
broj podudaranja trodimenzionalnih konformacija, u smislu da se ligand $to bolje postavi u
ciljanu proteinsku strukturu. Neki od algoritama se baziraju na traganju za kompatibilnostima u
rastojanjima. Prate¢i povrsinu proteina algoritmi traze pogodna mesta za aktivno mesto i grade

nekoliko sfera unutar njega. Date sfere predstavljaju prostor koji moze biti popunjen ligandom
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(koji je predstavljen ili sferama ili direktno atomima). U DOCK programu algoritmi traze Cetiri
kompatibilna mesta koja sluze za pocetno postavljanje liganda u protein. Zatim se pozicija dalje
optimizuje i izracunava afinitet vezivanja. Knegtel i sar. (1997) su dali model po kojem se doking
vr§i primenom nekoliko proteina istovremeno. KoriS¢enjem srednje vrednosti moguée je
predstaviti sve strukture istovremeno i time dobiti neku vrstu fleksibilnosti proteina. Za razliku
od DOCK-a neki programi koriste hemijske interakcije (vodoni¢ne veze) za doking liganda.
Postoje metode koje ugraduju rigidni ligand deo po deo u aktivno mesto (Friesner i sar.
2004). Takode primenjuje se i metoda (LUDI model) koja pravi klastere razli¢itih poza oko
atoma koji interaguju i traga za trouglima koji se prepoklapaju tako da grade vezu proteina i
liganda (Bohm 1992). Metode rigidnog dokinga su se pokazale neupotrebljive u nekim

slu¢ajevima, pa se sa razvojem racunara sve vise primenjuju metode fleksibilnog dokinga.

Algoritmi fleksibilnog dokinga

Najveci nedostatak rigidnog dokinga je Sto ne uzima u obzir fleksibilnst liganda. Mali
molekuli (¢ak 1 oni sa svega dve rotirajue veze) Cesto imaju vise niskoenergetskih konformacija
koje treba uzeti u obzir prilikom dokinga.

Prvi metod koji se pojavljuje logi¢ni je nastavak rigidnog dokinga pri kojem se Koristi
viSe rigidnih struktura jednog liganda i na taj nacin dobija uvid u doking razli¢itih konformacija
(Miller i sar. 1994). Lorber i Shoichet (1998) su razvili nesto drugaciji metod u kojem su koristili
oko 300 konformacija po molekulu koje imaju jedan rigidni deo (npr. aromati¢ni prsten)
zajednicki za sve konformacije. Preklapanjem rigidnog dela dobija se prikaz fleksibilnog liganda.
Za doking su koristili DOCK algoritam. Postoje i drugi programi koji koriste preklapanja kao Sto
su ¢esto koris¢eni GLIDE, FRED i EUDOC (Pang i sar. 2001; Merlitz i sar. 2003; Friesner i sar.
2004).

Drugdi tip fleksibilnog dokinga je primenom fragmentacije liganda. Ligand se deli na
nekoliko fragmenata koji se zatim rigidnim dokingom (ili sa malim brojem konformacija)
pozicioniraju u aktivno mesto. Razlikuju se dva tipa fleksibilnog dokinga fragmentaijom: u
prvom se doking fragmenata vrSi nezavisno jedan od drugoga, dok se u drugom tipu jedan
fragment postavi na predvideno mesto i na njega nadovezuju ostali fragmenti. Prilikom
nezavisnog dokinga fragmenata algoritmi traze atome koji se preklapaju i povezuju ih tako da

grade pocenti molekul (Sandak i sar. 1994). Algoritmi fragmentiSu molekul na nacin da se dobiju
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fragmeni srednje 1 male veli¢ine. Ukoliko su svi fragmenti mali, javi¢e se poteskoce u njihovom
nezavisnom pozicioniranju na odgovarajuc¢e mesto. Drugi tip algoritama pocinje pozicioniranjem
takozvanog baznog fragmenta u aktivno mesto. Odabira se mali broj potencijalnih baznih
fragmenata, i algoritam racuna najpogodniji na osnovu broja interagujucih grupa (Sto vise to
bolje) i niskoenergetskih konformacija (Sto manje to bolje). Zatim se dodaju preostali fragmenti i
medu njima odabiraju oni koji se mogu povezati sa baznim fragmentom. Dodavanje se nastavlja
dok se ne rekonstruiSe ceo pocetni molekul. Krajnje pozicije fragmenata se proveravaju i racuna
interakcija sa proteinom primenom metoda baziranih na energetskom polju. FlexX program
koristi MIMUMBA model za odredivanje konformacija liganda (Krammer i sar. 2005). Za svaku
rotirajuu vezu uzima se set niskoenergetskih torzionih uglova preuzetih iz baza podataka, dok se
za raCunanje afiniteta liganda za protein vrS$i primenom Bomovom empirijskom funkcijom
afiniteta (Bohm 1992). Za dodavanje vode i metalnih jona u aktivho mesto FlexX koristi
“koncept Cestica” Koji je razvijen za tu namenu (Rarey i sar. 1999). Za razliku od FlexX
programa koji ligand fragmentiSe na male delove (izmedu svake rotirajue veze), Surflex
program pravi mali broj velikih fragmenata (Jain 2003). Tokom rekonstrukcije liganda, dodaju se
oni fragmenti Ciji se atomi poklapaju sa baznim fragmentom i koji istrovremeno interaguju sa
proteinom. Usled moguc¢ih varijacija uglova veza, uzimaju se u obzir i visokoenergetske
konformacije 1 daje veci stepen slobode za oredivanje interakcija. Iako su fragmentiSuce metode
jednostavne i efikasne, mora se voditi racuna i o vremenu potrebnom za takvu analizu. Metode sa
baznim fragmentom su se pokazale kao optimalne uzimjuéi u obzir vreme trajanja i preciznost
rezultata koje daju.

Od sredine poslednje dekade dvadesetog veka u primeni su i geneticki algoritmi za
fleksibilni doking liganada u aktivno mesto proteina (Gehlhaar i sar. 1995; Jones i sar. 1997).
Geneticki algoritam je optimizaciona Sema koja imitira proces evolucije (Goldberg 1989). U
prostoru koji pretrazujemo, konfiguracije predstavljaju individue i takozvana funkcija fitnesa
odreduje koje ¢e konformacije preziveti i dati potomstvo. Prvo je potrebno opisati sve stepene
slobode problema koji ispitujemo i predstaviti ih linearnim zapisom, Sto predstavlja najtezi korak
u procesu modelovanja. Zatim se definiSe funkcija fitnesa koja pomenuti linearni zapis
interpretira na nacin da se moze primeniti funkcija afiniteta. Ovaj korak predstavlja analognu
radnju prevodenju genotipa u fenotip 1 zahteva najviSe vremena u opisanom procesu. Geneticki

algoritam koji se najcesc¢e koristi u molekularnom dokingu je implementiran u program GOLD i

42



Doktorska disertacija Viadimir Vukié

razvijen je od strane Jones i sar. (1997). Program radi u dva odvojena procesa. Prvi zapisuje
konformaciju liganda i odabranih bocnih lanaca proteina koji ucestvuju u vezivanju liganda
definisuc¢i torzione wuglove svih rotiraju¢ih veza. Drugi proces sakuplja podatke o
prepoklapanjima atoma koji ucestvuju u gradenju vodoni¢nih veza u proteinu i ligandu. Za
procenu fitnesa konstruiSe se trodimenzionalna struktura iz linearnog opisa stepena slobode. Na
osnovu prepoklapanja sakupljenog u drugom procesu, vodoni¢ne veze se poklapaju i postavljaju
na mesta predvidenim za njih u aktivhom mestu. Na kraju funkcija afiniteta racuna jacinu
vodoni¢nih veza i unutra$nju energiju molekula. Kao funkcija fitnesa koristi se Van der Vals-ova
energija nastala interakcijom proteina i liganda.

Geometrija rastojanja je joS jedna dobro poznata tehnika koja se koristi za odredivanje
strukture primenom Nuklearne Magnetne Rezonance (NMR) (Havel i sar. 1983; Havel i sar.
1983). Tehnika ne koristi Euklidov koordinatni sistem za opisivanje molekula, ve¢ primenjuje
matrice rastojanja koje sadrZe sve udaljenosti izmedu atoma sa odredenim odstupanjima.
Racunajuéi rastojanja za svaki par atoma detaljno se moze opisati set zeljenih konformacija.
Mana ovog postupka je Sto se usled ograniCavajuceg faktora intervala rastojanja atomskog para,
mali broj matrica moze prevesti u trodimenzionalnu strukturu.

Vecina navedenih programa u svojim novijim verzijama imaju dostupnu i mogucnost
primene fleksibilnih H atoma u receptoru. To zahteva intenzivnije raCunanje, ali daje preciznije
rezultate. Sledeéi stepen slozZenosti je fleksibilnost receptora. Metode koje dopustaju fleksibilnost

receptora uglavnom primenjuju simulacije za doking liganada.

Doking primenom simulacija

Za razliku od do sada prikazanih kombinatorickih algoritama optimizacije, postoje i
metode koje koriste tehnike simulacije za reSavanje postavljenog problema dokinga. Umesto
nabrajanja racunskih niskoenergetskih stanja, ove metode poc¢inju racunanje od startne pozicije i
lokalno se pomeraju ka konfiguracijama u niskoenergetskom stanju.

Najednostavniji oblik simulacije je simulacija takozvanim anilingom prilikom kojeg se
kompleks optimizuje bez fizicke interpretacije simulacije (Kirkpatrick i sar. 1983). Proces krece
od pocetne konfiguracije A koja ima odredenu energiju E(A). Nasumi¢nim lokalnim promenama
konformacije molekula dobijamo novu konformaciju B koja ima energiju E(B). Ukoliko je E(B)

< E(A) (Metropolis kriterijum) nova konformacija se prihvata i od nje proces krece ponovo.
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Program AUTODOCK koje je jedan od najprimenjenijih za doking malih molekula Koristi
ovakav tip algoritma (Goodsell i Olson 1990; Goodsell i sar. 1996). AUTODOCK dozvoljava
odabir boc¢nih lanaca amino kiselina kojima se dopusta fleksibilnost prilikom racunanja
interakcija sa ligandom.

Molekularna dinamika (MD) je prvi metod kojim se primenom racunara predvidela
interakcija proteina i liganda i koji se i danas primenjuje za doking liganada (Platzer i sar. 1972).
Metoda koristi energetsko polje za izraCunavanje energija svakog atoma u sistemu koji se
simulira. Zatim se racunaju njihove brzine i ubrzanja i atomi pomeraju u skladu sa izraCunatim
vrednostima 1 proteklim vremenom. Najveci nedostatak MD predstavlja izuzetno dugacko vreme
potrebno za analizu, posebno velikih molekula. Da bi se skratilo vreme potrebno za simulaciju
razvijene su metode koje preskacu lokalne minimume povecanjem temperature za odredene
stepene slobode (Di Nola i sar. 1994). Sli¢an efekat se dobija skupljanjem i Sirenjem liganda u
aktivnom mestu proteina.

Simulacije molekularne dinamike se baziraju na drugom Njutnovom zakonu prema

formuli:

Fomma=m g E
' ' bodt bodt?

Zakon opisuje kretanje Cestice koja se silom Fi kre¢e duz koordinate x i ima masu mi.
Navedena formula se koristi za racunanje odredenog broja atoma i molekula pod uticajem
energetskog polja (opisano u poglavlju 2.2) koje opisuje interakcije unutar sistema sa
potencijalnom energijom V(x), gde x odgovara koordinatama svih atoma u sistemu. Odnos

izmedu potencijalne energije i drugog Njutnovog zakona je:
F(x) = =VV (%)
gde je F(x) sila koja deluje na Cesticu usled potencijalne energije V(x). Kombinovanjem

jednacina dobija se jednacina koja govori da se potencijalna energija sistema menja Sa promenom

poloZaja atoma tokom vremena:
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dV(J?) - —m. dle'
dxl- ¢ dt?
Obzirom da je ubrzanje a = — dV/(m-dX) mozemo uzraunati promenu u sistemu tokom

vremena poznavajuéi potencijalnu energiju, pocetne koordinate i pocetne brzine atoma. Stoga,
ovaj sistem predstavlja deterministicki sistem, Sto zna¢i da mozemo predvideti njegovo stanje u
bilo kom proSlom ili budu¢em vremenu. Usled zavisnosti potencijalne energije od vise
kompleksnih faktora koje mozemo sve uzeti u obzir, njeno racunanje predstavlja numericko
predvidanje vrednosti uz izvesni stepen poverljivosti. Armen i sar. (2009) su ispitali uticaj
razli¢itih stepena slobode fleksibilnosti receptora (fleksibilnost petlji, segmenata kostura proteina
ili kompletnog proteina) primenom MD. Rezultat njihovog istrazivanja bio je da se fleksibilno$¢u
boc¢nih lanaca i delova kostura povecava preciznost dokinga, dok fleksibilnost celog proteina
vodi ka smanjenju pouzdanosti rezultata.

Za razliku od MD gde se lokalna pomeranja atoma vrSe na osnovu sila, u Monte Karlo
simulaciji (MC) lokalna pomeranja atoma se deSavaju po principu slucajnosti. Za MC simulaciju
stepeni slobode predstavljaju jedan od najvaznijih parametara i cilj je da se razviju metode koje
izbegavaju prihvatanje visokoenergetskih stanja. Metode se zasnivaju na promeni duzina i uglova
veza, kao 1 torzionih uglova. Obzirom da se energije molekula razli¢ito menjaju promenom
navedenih promenjivih, za svaku promenjivu pravi se posebna energetska skala. Primenom
internih koordinata i definisanjem promena za svaku skalu energija promenjivih, dolazi se do
niskoenergetskih stanja molekula i zeljene konformacije.

Pored navedenih, postoje i hibridne metode dokinga simulacijom, ¢iji je cilj da prevazidu
nedostatke pojedina¢nih metoda.

Postoje tri osnovna tipa simulacija (ne samo vezanih za doking, ve¢ uopSteno za
molekularno modelovanje) u zavisnosti od nivoa na kojem ra¢unaju parametre:

- Metode molekularne mehanike koje ne ukljucuju racunanja kretanja elektrona (npr.

program NAMD - Molecular Dynamics Simulator)

- Metode kvantne mehanike koje uzimaju u obzir trodimenzionalni raspored elektrona

oko atomskog jezgra (ne koriste se za simulacije celih proteina, ve¢ samo delova; npr.

program Jaguar koji racuna parcijalnu pK vrednost u molekulu)
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- Poluempirijske metode koriste metode kvantne mehanike, ali sa velikim brojem
predvidanja kao $to se deSava u metodama molekularne mehanike (npr. program
MOPAC — Molecular Orbital PACkage). Naelektrisanja molekula se uglavnom rac¢unaju
poluempirijskim metodama. Takode, postoje i poluempirijske metode koje kavntnom
mehanikom racunaju samo deo koji interaguje, dok ostale delove sistema racunaju po

metodama molekularne mehanike.

2.7.3. De novo sinteza liganda

Primenom savremenih tehnika i programskih paketa, moguée je konstruisati ligand na
osnovu parametara aktivnog mesta. Razlika u odnosu na doking pretrazivanjem baza je u tome
Sto su u ovom sucaju baze podataka sacinjene od velikih do malih delova, pa Cak i pojedicacnih
atoma. Svaki deo u bazi ima jedno ili nekoliko vezivnih mesta koja su uglavnom obeleZzena
nedostatkom atoma na mestu vezivanja. Povezivanjem fragmenata koja mogu graditi vezu sa
proteinom konstruiSu se molekuli tako da odgovaraju sferi aktivnog mesta i predstavljaju
potencijalne ligande. Na ovaj na¢in se mogu predvideti i ligandi koji ne postoje u prirodi, $to daje
veliki zna¢aj ovom tipu dokinga. Algoritmi koji se koriste za de novo konstrukciju liganada usko

su povezani sa algoritmina dokinga i razlikuju se samo u sitnim detaljima.

2.7.4. Validacija doking metoda

Svaka nova razvijena metoda, algoritam ili program za doking mora proc¢i validaciju
primenom eksperimentalnih podataka. Najces¢e se koriste podaci kristalografije rendgenskim
zracima i odabere se test uzorak. Nakon racunanja dokinga test uzorka, rezultati se porede sa
eksperimentalim 1 potvrduje ili opovrgava preciznost postupka. Da bi se doking algoritam
smatrao pouzdanim, mora da rekonstruiSe strukturu dobijenu kristlografijom rendgenskim
zracima. NajcCesS¢e se odabere nekoliko desetina uzoraka za test 1 vecina doking programa ima
uspesnost kod oko 70% struktura, sa odstupanjem od 2A RMSD.

U nekoliko radova dat je pregled najcesce koris¢enih progama za doking (Yuriev i sar.
2011; Sousa i sar. 2013). U zavisnosti od predmeta istrazivanja (molekuli koji interaguju i
metode koje se koriste) variraju i rezultati ispitivanja. Neki programi su se pokazali kao dobri za
odredena istrazivanja, dok za neka druga ne daju toliko precizne rezultate. Ipak, kao

najpouzdaniji najées¢e se navode Autodock (kao najzastupljeniji) i SurflexDock.
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2.7.5. lzazovi u ligand dokingu

Problem tautomera, sterecizomera i protonacije liganda predstavlja veliki izazov u
reSavanju dokinga. U zavisnosti od razlika u navedenim stanjima, ligand se moze vezati ili ne
vezati za receptor (Davis i sar. 2009). Kao reSenje autori su predlozili uzimanje u obzir svih
tautomera i stanja protonacije, ali se kao problem pojavljuje vreme potrebno za doking svih
oblika liganda. lako postoji problem sa duzinom trajanja analiza, tautomere, sterecizomere i
stanje protonacije bi trebalo uzimati u obzir dok se ne razviju metode koje ¢e biti u stanju da rese
navedeni problem (ten Brink i Exner 2009). Razvijeni su softveri koji generiSu tautomere
Zeljenog jedinjenja koji se mogu koristiti za doking (Kochev i sar. 2013). Mnogi softveri koji se
primenjuju za doking dozvoljavaju ru¢no podesavanje stanja protonacije.

U prirodi se interakcija liganda i receptora deSava u rastvoru. Usled toga neophodno je
uzeti u obzir 1 uticaj rastvaraca na doking molekula. Mnoga ispitivanja su pokazala da dodavanje
rastvaraca znac¢ajno utice na rezultat dokinga (Cincilla i sar. 2009; Fong i sar. 2009; Lang i sar.
2009). Usled toga, u mnoge programe (kao $to je npr. AutoDock) dodat je uticaj rastvaraca u
doking proceduru. Takode, u obzir se uzimaju i razlike izmedu polarnih i nepolarnih heteroatoma
u zavisnosti od hibridizacije i veza koje grade. Metode MD standardno uzimaju u obzir uticaj

rastvaraca na vezivanje liganda.

2.8. Tehnologija fermentisanih mle¢nih proizvoda

2.8.1. Starter kulture u fermentaciji mleka

Starter kulture u tehnologiji fermentisanih mle¢nih proizvoda su kombinacije razlicitih
vrsta i sojeva mikroorganizama, uglavnom bakterija mle¢ne kiseline. Prvi preduslov koji treba da
ispuni potencijalna starter kultura jeste da sadrzi mikroorganizme koji razgraduju laktozu
(poseduju enzim beta-galaktozidazu), Sto predstavlja osnovu za proizvodnju fermentisanih
mlecnih napitaka. Starter kulture su prirodni izolati selekcionisani na osnovu svojih fizioloskih
karakteristika tj. sposobnosti da stvaraju odredene koli¢ine pozeljnih komponenti (laktata,
acetata, diacetila, acetaldehida, etanola, ugljendioksida). Takode, selekcija se vr§i na osnovu
rezistencije na bakteriofage, sposobnosti da rastu u medusobnim kombinacijama, a u poslednjih

nekoliko godina naglasak je dat i njihovim probiotskim svojstvima (Curi¢ 1997).
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Bakterije mle¢ne Kiseline koje se koriste kao starter kulture generalno se dele na:
- Mezofilne — koriste se za proizvodnju maslaca, kisele pavlake, svezZih sireva, sirnih
namaza

- Termofilne — koriste se za proizvodnju fermentisanih napitaka tipa jogurta.

Veliki napredak u tehnologiji fermentisanih mle¢nih proizvoda postignut je razvojem
nove vrste proizvoda za specijalne namene, inkorporiranjem probiotskih mikroorganizama u
starter kulture ili u ve¢ fermentisano mleko (Milanovi¢ 1997).

Probiotici su vijabilni mikroorganizmi izolovani iz intestinalnog trakta coveka, koji
povoljno uticu na rad creva i celokupno ljudsko zdravlje preko metabolickih puteva varenja
hrane, sinteze enzima, smanjenja nivoa holesterola, smanjenja rizika od pojave raka, kao i
stimulacije imunog sistema (McDonough i sar. 1987; Fuller 1989; Holzapfel i sar. 1998; Sanders
1998; Klaenhammer i Kullen 1999; Holzapfel i sar. 2001). Mle¢ni proizvodi sa probiotskim
svojstvima su najces¢e proizvedeni koriS¢enjem kombinacije nekoliko sojeva kod kojih su
dominantno zastupljeni probiotici, kao Sto su Bifidobacterium spp., Lactobacillus acidophilus,itd.
Neka istrazivanja ukazuju na terapeutski efekat oralno konzumiranih bifidobakterija, cije
pozitivno dejstvo se ogleda u antitumorskoj aktivnosti, imunolodkoj stimulaciji regulisanju
balansa crevne flore, kao i smanjenju nivoa holesterola u krvi (Lee i sar. 1993; Reddy i Rivenson
1993; S.A. i Bezkorovainy 1993; Hamilton-Miller 1999). Takode, razvoj stabilne crevne flore je
neophodan za razvoj crevnog trakta kod novorodencadi (Stappenbeck i sar. 2002; Rakoff-
Nahoum i sar. 2004). Ubrzo nakon rodenja Iljudski gastrointestinalni trakt nastanjuju
mikroorganizmi koji do tre¢e godine Zivota uspostavljaju mikrofloru koja ostaje i kod odraslog
goveka (Morgan i sar. 2013). U crevnom traktu ima oko 10** mikroorganizama (preko 500 vrsta),
dok ljudsko telo ima 10 puta viSe bakterijskih nego eukariotskih ¢elija. Funkcionalna genomika
je pokazala da ljudski geni koji kodiraju metabolicke funkcije predstavljaju samo 20 posto
ukupnih gena, dok ostale funkcije kodiraju geni mikroorganizama (Candela i sar. 2010). Usled
navedenih ¢injenica neophodno je vrsiti ispitivanja funkcionalne genomike i metabolickih puteva
bakterija u ljudskom organizmu.

Aktivnost probiotika zavisi od pH sredine, sastava supstrata i temperature. U industriji
prerade mleka probiotici imaju prednost, s obzirom da zadrzavaju visoku vijabilnost ¢elija u

procesu fermentacije kao i tokom skladiStenja gotovih proizvoda (Milanovi¢ 1997).
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Novorazvijeni fermentisani mle¢ni napici pokazuju brojna profilakti¢na 1/ili terapeutska

svojstva, zahvaljuju¢i multifunkcionalnim karakteristikama intestinalnih bakterija (antimikrobna,

biohemijska, imunoloska, fizioloska) (Tamime i Robinson 1999; 2007; Tamime 2008).

2.8.2. Razgradnja laktoze starter kulturom

Laktoza je disaharid sastavljen od jednog molekula glukoze i jednog molekula galaktoze

(slika 24). Prva i najvaznija reakcija u proizvodnji fermentisanih mle¢nih proizvoda je razgradnja

molekula laktoze. Laktoza se razgraduje intracelularno od strane mikroorganizama prisutnih u

starter kulturi. Postoje dva puta ulaska laktoza u celiju koja se javljaju kod razlicitih

mikroorganizama:

1.

putem laktoza fosfotransferaznog sistema pri kojem se vrsi fosforilacija pomocu
fosfoenol piruvata i fosfotransferazni sistem. Navedeni sloZeni sistem translocira
laktozu iz spoljasnjeg u unutrasnji deo citoplazmine membrane i u ¢eliji se formira
laktoza-fosfat. Laktoza-6-fosfat se hidrolizuje pomocu p-fosfogalaktozidaze u
monosaharide ili mnogo ¢es¢i slucaj;

Putem proton gradijent permeaznog sistema koji prenosi laktozu kroz bakterijsku
¢elijsku membranu. Za ovu distribuciju od znacaja je permeazni sistem pri kojem
laktozu nakon ulaska u ¢eliju razgraduje enzim beta-galaktozidaza. Beta-
galaktozidaza razgraduje laktozu na jedan molekul glukoze i jedan molekul galaktoze.
Dalji put razgradnje ovih heksoza moze biti putem homofermentacije ili

heterofermentacije i prikazan je na slici 25 (Tamime i Robinson 2007).

CH,OH CH,OH

CH,OH CH,OH
OH 01 No < OOH o4 O. OH O. OH
OH OH OH OH
OR
OH OH 8 |6

Laktoza D-galaktoza D-glukoza

Slika 24. Molekuli laktoze, D-galaktoze i D-glukoze
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LAKTOZA U MLEKU
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Slika 25. Homofermentacija i heterofermentacija laktoze u jogurtu primenom jogurtne i

probiotske starter kulture nakon translokacije permeazom

Homoliticka fermentacija mleka koris¢enjem S. thermophilus i L. acidophilus odvija se
Embden-Meyerhof-Parnas-ovim putem (EMP put) katabolizma glukoze. Citoplazmati¢ni proteini
mikroorganizama transportuju laktozu bez hemijske modifikacije putem permeaze.
Nefosforilovani disaharid se hidrolizuje putem B-galaktozidaze na nefosforilovanu glukozu i
galaktozu. Glukoza se katabolickim putem transformiSe do piruvata, a galaktoza izlazi iz ¢elije.
Kada se glukoza potpuno istroSi od strane 3 navedena mikroorganizma, galaktoza se razlaze
Leloir putem.

Probiotske bakterije Bifidobacterium spp.fermentiSu laktozu i glukozu heterofermen-
tacijom. Katabolizmom glukoze produkuje se CO usled odvijanja procesa dekarboksilacije.
Laktoza se prvo transportuje u ¢eliju pomocu permeaze i hidrolizuje se na glukozu 1 galaktozu.
Navedene heksoze se katabolizuju preko fruktoza-1,6-bifosfata, koji se razgraduje pomocu
fruktoza-bifosfat aldolaze. Krajnji produkti fermentacije su laktati i acetati (fermentacijom 2
mola glukoze nastaju 3 mola acetata i 2 mola laktata).
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2.9. Beta-galaktozidaza

Laktoza se u zivim organizmima razgraduje enzimskim putem. Enzimi predstavljaju
katalizatore hemijskih reakcija koji skracuju njihovo vreme snizenjem energije aktivacije. Enzimi
imaju veoma visoku specifi¢nost za supstrat i deluju po principu klju¢a i brave (slika 26)

(Koolman i R6hm 2005). Enzim obezbeduje optimalnu orijentaciju molekula koji reaguju u

njegovom aktivnom mestu, ¢ime se povecava verovatnoc¢a interakcije u odnosu na slobodne

L a4

molekule u rastvoru.

<_’

Ve

<_)

Slika 26. Princip kljuca i brave prilikom enzimske reakcije — supstrat se specifi¢no veze

za enzim, nakon ¢ega dolazi do njegove razgradnje i otpusStanja produkata reakcije u medijum

Enzim beta-galaktozidaza (EC 3.2.1.23) kataliSe hidrolizu B(1-3) i B(1-4) glikozidne veze
i transglikozilaciju beta-D-glikopiranozida (kao Sto je galaktoza). Njena primena je Siroka u
industriji mleka jer pored vodece uloge u fermentaciji mleka olakSava njegovo varenje
razgradnjom laktoze koja izaziva probleme kod ljudi netolerantnih na laktozu. Takode, beta-
galaktozidaza se moze koristiti i za reSavanje problema kao Sto je kristalizacija laktoze (Juajun i
sar. 2011). Produkti razgradnje laktoze, glukoza i galaktoza, mogu se primenjivati kao
zasladivaci ili obogacivac¢i nutritivno siromasnih proizvoda (Ganzle i sar. 2008). U poslednje

vreme akcenat se daje na iskoriS¢enost produkata industrijskih procesa, ¢ime se povecava
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produktivnost procesa, njegova isplativost, kao i ekoloska efikasnost. Prilikom procesa
proizvodnje sira nastaju velike koli¢ine surutke koje predstavljaju veliki ekoloski problem.
Procenjuje se da se u Svetu godisnje proizvede oko 160 miliona tona surutke (Guimaraes i sar.
2010). Surutka je bogata laktozom i primena beta-galaktozidaze za njenu razgradnju Cini je
primenjivom u daljim procesima prehrambene industrije. Osobina beta-galakozidaze da vrsi
transglikozilaciju upotrebljava se i prilikom proizvodnje galaktooligosaharida (GOS). GOS imaju
Siroku primenu u prehrambenoj industriji zahvaljujué¢i njihovim prebiotickim osobinama

(Pivarnik i sar. 1995; Chen i sar. 2008).

2.9.1. Klasifikacija beta-galaktozidaza

Sve poznate beta-galaktozidaze pripadaju GH-A superfamiliji glikozidhidrolaza. Dalje se
dele u GH-2, GH-35, GH-42 i GH-59 subfamilije (Cantarel i sar. 2009). Ova Klasifikacija je
napravljena prema sli¢nosti sekvenci koje kodiraju enzim. Beta-galaktozidaze eukariota su
klasifikovane u subfamiliju 35 sa izuzecima beta-galaktozidaza Klyveromices lactis, K.
marxianus (99% identi¢ne) i Aspergillus nidulans koje pripadaju subfamiliji GH-2 zajedno sa
prokariotskim beta-galaktozidazama. Beta-galaktozidaza Streptococcus thermophillus-a pripada
subfamiliji GH-2, dok beta-galaktozidaze Lactobacillus acidophilus-a i Bifidobacterium animalis

ssp. lactis-a pripadaju GH-42 subfamiliji.

2.9.2. Ekspresija gena beta-galaktozidaze

Ekspresija beta-galaktozidaze je najbolje istrazena kod E. coli (Mduller-Hill 1996).
Ustanovljeno je da prisustvo laktoze ili nekih drugih galaktozida (npr. orto-nitrofenil-p-D-
galaktozid), indukuje ekspresiju beta-galaktozidaze koja hidrolizuje laktozu na glukozu i
galaktozu. Medutim, ustanovljeno je da stimulatori ekspresije nisu samo supstrati, niti su
supstrati i njihovi analozi uvek stimulatori. Studije primenom radioaktivnog obelezavanja su
pokazale da se beta-galaktozidaza sintetiSe de novo samo u prisustvu stimulatora ekspresije.
Detaljnija ispitivanja pokazala su da je produkcija beta-galaktozidaze kontrolisana negativhom
regulacijom, Sto je rezultat prisustva operona u njenoj ekspresiji (Pardee i sar. 1959; Jacob i
Monod 1961). Operon se sastoji iz dva dela: strukturni geni koji kodiraju enzime (LacZ — beta-
galaktozidazu, LacY - beta-galaktozid permeazu i LacA — beta-galaktozid transacetilazu), i

regulatorni geni (operator gen i regulator gen). Operator i regulator su regulatorni geni operona
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koji kontroliSu ekspresiju strukturalnih gena, s tim S$to regulatorni gen takode kodira protein.

Mehanizam regulacije Lac operona prikazan je na slici 27.

Odsustvo alolaktoze

(i p [ T 2 T v 1 a

Aktivan represor protein *

Nema ekspresije
strukturnih gena

Prisustvo alolaktoze

Li [ plel 2z T v 1] a

‘ |

Ekspresija strukturnih gena

Alolaktoza vezana
za represor protein

Slika 27. Ekspresija Lac operona; i — regulatorni gen (ekspresuje repressor protein), p —promotor,
0 — operator, z, y, a — strukturni geni

Represor protein se konstantno ekspresuje i vezuje za operator gen. Time se sprecava
vezivanje RNK polimeraze i ekspresija strukturalnih gena. U prisustvu alolaktoze, koja nastaje
delovanjem beta-galaktozidaze na laktozu, represor menja svoju konformaciju i gubi sposobnost
vezivanja za operator. Dakle, beta-galaktozidaza produkuje sopstveni stimulator ekspresije. Ovaj
naizgled paradoks je reSen otkrivanjem mogucnosti da se represor odvoji od operatora, ¢ak 1 u
odsustvu stimulatora ekspresije (Berg i sar. 1981; Wong i sar. 1997). Dakle, u ¢eliji je uvek
prisutna izvesna koli¢ina permeaze i beta-galaktozidaze potrebnih za transport i razgradnju
laktoze (po oko 10 molekula proteina). Medutim, nije dovoljno samo da laktoza bude prisutna da
bi doSlo do maksimalne ekspresije gena, ve¢ je potrebno i da glukoza ne bude prisutna u ¢eliji.
Niame, pored opisane negativne, postoji i pozitivna kontrola Lac operona. Da bi doslo do
njegove maksimalne ekspresije potrebno je da se za promotor veze CAP protein (Catabolite

Activator Protein), kome je za tu vezu neophodan cAMP molekul (cyclic Adenosine
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MonoPhosphate). Prilikom prisustva glukoze u ¢eliji koncentracija cAMP-a je niska, ¢ime se
onemogucava vezivanje CAP proteina za promotor, a time i ne postize maksimalna ekspresija
strukturalnih gena operona. Prilikom odsustva glukoze, CAMP se sintetiSe kao signalni molekul,
CAP se vezuje i u prisustvu laktoze maksimalno ekspresuju proteini potrenbi za njenu razgradnju
(slika 28).

a) b)
Odsustvo glukoze Prisustvo glukoze

“ ’ Adenil ciklaza “ Adeyil ciklaza
CAP cAMP ————— ATP -(;é ATP
CAP
IiIQIOI z | v T a ] [ilplel =2z T v T a |

. ) ‘ |

Maksimalna ekspresija strukturnih gena Smanjena ekspresija strukturnih gena
Alolaktoza vezana Alolaktoza vezana
za represor protein za represor protein

Slika 28. Ekspresija Lac operona u prisustvu i odsustvu glukoze; i — regulatorni gen (ekspresuje

repressor protein), p — promotor, o0 — operator, z, y, a — strukturni geni

2.9.3. Razgradnja laktoze

lako nije jedina reakcija koju kataliSe, razgradnja laktoze predstavlja dominantnu i sa
tehnoloske strane najinteresantniju osobinu beta-galaktozidaze. Kao S$to se vidi na slici 29,
laktoza se hidrolizuje na glukozu i galaktozu. Zatim postoje dva puta, glukoza disosuje iz
kompleksa (oznaceno kao ireverzibilna reakcija jer se pokazalo da se u alolaktozu ne mogu
ugraditi slobodni molekuli glukoze, ve¢ samo neposredno pre toga nastali razgradnjom laktoze)

ili nastaje alolaktoza koja se razgraduje na glukozu i galaktozu (Jobe i Bourgeois 1972).
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E-Alol =2 |+ Alol
k4 ll k4 HZO
Lak <5 _ <3 Kgal
E + Lak K: E-Laki» E—Galleu\\> E-Gal «H,0O Ko E+Gal =— E + Gal

Glu

Slika 29. Razgradnja laktoze; E + X oznacava odvojene molekule u rastvoru, EeX

oznacava nekovalentne veze, dok E-X oznacava kovalentno vezivanje molekula

Kinetika razgradnje supstrata enzimskim putem prati se kroz nekoliko parametara.
Michaelis-Menten model enzimske razgradnje opisuje njenu kinetiku kroz definisanje parametra
Km, koji predstavlja koncentraciju supstrata pri kojoj enzim postize polovinu svoje maksimalne
brzine (Murray i sar. 2006). Michaelis-Menten jednacina matematickim putem predstavlja odnos

izmedu pocetne brzine reakcije i koncentracije supstrata:

_ Viax[S]

Vi— pocetna brzina reakcije
Vmax — maksimalna brzina reakcije
Km — Michaelis-Mentenova konstanta

[S] — koncentracija supstrata

Paramentar Km je karakteristican za svaku reakciju 1 predstavlja koncentraciju supstrata
pri kojoj enzim postize polovinu maksimalne brzine razgradnje (v = Vmax / 2) (slika 30).
Maksimalna brzina reakcije se postiZze kada je sav enzim vezan u enzim-supstrat kompleksu,
odnosno kada dode do zasi¢enja enzima. Sto je vrednost Km manja to je afinitet enzima za
supstrat veci, 1 obrnuto, §to je vrednost veca, afinitet je manji. Ipak, iz ovoga ne sledi da ¢e
reakcija sa manjim K biti efikasnija od reakcije sa ve¢im K, jer reakcija sa ve¢im Km moze

imati i veéu Vmax. Usled toga, slede¢i parameter koji se koristi za karakterizaciju enzimske
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reakcije je Keat, koji predstavlja maksimalan broj molekula supstrata koje jedno aktivno mesto

enzima prevodi u produkt u jedinici vremena:

|74
kear = %

Vmax — maksimalna brzina reakcije
[E] — koncentracija enzima

Brzina reakcije

Vmax
1/2 Vmax T R
Km [S]

Slika 30. Michaelis-Menten model enzimske razgradnje

[S] — koncentracija supstrata

Prilikom katalize supstrata klju¢ni korak predstavlja njegova interakcija sa enzimom. Sve
do sada ispitane beta-galaktozidaze imaju (0/B)8 barrel (takozvani TIM barel) kataliticki domen,
sa dve aktivne glutaminske kiseline (Davies i Henrissat 1995). Beta-galatozidaze pripadaju
neinvertujuéim glikozidazama jer razgraduju laktozu na takav nacin da nakon razgradnje ne
dolazi do promene anomerne konfiguracije. Proces razgradnje laktoze se sastoji iz dva koraka
(slika 31). Reakcija se deSava uz prisustvo jedne kiselo/bazne (proton donor) i jedne nukleofilne
amino kiseline bocnog lanaca enzima. U beta-galaktozidazama to su dva molekula glutaminske
kiseline udaljena priblizno 5,5A(McCarter i Stephen Withers 1994; Wang i sar. 1994). Prvi korak
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je glikozilacija u kojoj jedna rezidua ima ulogu nukleofila napadaju¢i anomerni centar, pri cemu
se oslobada glukoza i gradi prelazni kompleks enzima i galaktoze. U isto vreme druga rezidua
protonuje slobodni kiseonik koji nastaje prilikom raskidanja veze. Drugi korak se naziva
deglikozilacija. Tom prilikom kompleks enzima i galaktozidaze se hidrolizuje vodom
posredstvom proton donor rezidue koja deprotonizuje vodu i raskida kompleks oslobadajuci

galaktozu.

Proton donor

.'o: ;o o
M | H_ O O
H . de
x h) oh
\_o 0 7R
‘,—-Q,.. OR _— U
{ H,0
0.0 0.0 /_~ROH IR
i ~0" o
A
. H
Nukleofil Prelazno stanje S
Of O~y
-
— - ~0__0
JA I
0o 0 %0 )
v . H Prelazni kompleks
N S
\_o o 2% enzima i galaktoze
\—2 oH = )
_Ofo °~°

Prelazno stanje

Slika 31. Neinvertujuéi put razgradnje laktoze

-----

galaktopiranozida (ONPG) i para-nitrofenil-B-D-galaktopiranozida (PNPG) na sobnoj
temperaturi iznosi 3,6 x 1011 i 2,2 x 107, 3,2 x 10° x s1. Medutim, prilikom enzimske razgradnje
beta-galaktozidazom iz E. coli (u optimalnim uslovima) vrednosti iznose 60, 1200 i 90 x s, §to
predstavlja poveéanje brzine razgradnje od 6 x 10!, 5 x 10! i 3 x 10'° puta. Biohemijske osobine

beta-galaktozidaza iz razli¢itih sojeva su detaljno ispitane u literaturi. Deo tih istrazivanja dat je u
tabeli 4.
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Tabela 4. Biohemijske osobine beta-galaktozidaza

Mikroorganizam Temp pH Km Vmax - keat Potrebr_li_ . Referenca
(°C) (mM) (U/mg) (s1)  metalni joni
S.thermophilus 25-40 6,5-75 1.1 464 234 Mn?", Mg®" (Rhimi i sar.
LMD9 2010)
Lactobacillus 35-50 5,0-55 098 725 457  Mn?, Co?** (Rhimii sar.
bulgaricus 2009)
Pseudoalteromonas 50 - 2,4 - 33 - (Hoyoux i
haloplanktis sar. 2001)
Lactobacillus 55 6,5-8,0 4,0 28,8 50,4 Mg** (Nguyen i
acidophilus sar. 2007)
A.psychrolactophilus 10 8,0 42,1 - - - (Nakagawa i
F2 sar. 2006)
Bifidobacterium 60 75 2,6 262 - Na*, K* (Hung i Lee
infantis 2002)
Lactobacillus reuteri 50 7,0 - - - - (Nguyen i
sar. 2007)
Thermus sp. A4 70 6,5 19 - 12,5  Zn?*, Mn?*, (Ohtsu i sar.
Co** 1998)
Bacillus 45 5,7 - - - - (Trani sar.
licheniformis 1998)
Klyveromyces lactis 40 7,0 20 570 - Mn?* (Kim i sar.
2003)
Thermus aquaticus 80 55 6,6 - 5,7 Ca?* (Berger i
YT1 sar. 1997)
Flavobacteriumsp. 42 7,5 0,65 62 - - (Sorensen i
sar. 2006)
E. coli 35 6,6-7,2 5,5 - 60 Na*, Mg®*  (Wallenfels
I Weil 1972)
Thermotoga 80 6,5 1,6 63,3 - Mn?* (Kim i sar.
maritima 2004)
Pseudoalteromonas 40 6,0-8,0 3.3 - 157  Na', K7, (Cieslinski i
sp. 22b Mg?*, Mn?*  sar. 2005)
Bacillus circulans - - 41,7 - - - (Nakanishi i
sar. 1983)

Medutim, sve navedene osobine beta-galaktozidaza treba uzeti sa velikom dozom opreza,
jer na njihovu aktivnost uticu brojni fizicki faktori kao Sto su pH vrednost sredine, temperatura i
pritisak (Kuby i Lardy 1953; Tenu i sar. 1971; Degraeve i Lemay 1997; Rhimi i sar. 2010). Usled
toga se u literaturi i bazama podataka mogu za isti soj na¢i znacakno razli¢iti rezultati. Pored
navedenih faktora vaznu ulogu ima i prisustvo metalnih jona u aktivnom mestu koji ucestvuju u

pozicioniranju proton donora prilikom reakcije katalize (Jacobson i sar. 1994; Maksimainen i sar.
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2012). Kod E. coli to su Mg?* i Na*joni, dok je kod Bacillus circulans to Zn* jon. lako su metalni

joni potrebni za maksimalnu aktivnost enzima, nisu neophodni za njegovo delovanje.

2.9.4. Struktura beta-galaktozidaze E.coli

Eksperimentalno je odredena kristalna struktura nekoliko beta-galaktozidaza c¢iji su

rezultati deponovani u PDB bazu podataka (tabela 5) (www.rcsb.org).

Tabela 5. Beta-galaktozidaze sa odredenom kristalnom strukturom

GH- PDB Rezolucija

Organizam subfamilija kod A) Referenca
Sulfolobulus solfataricus GH-1 1UWQ 2,02 (Aguilar i sar. 1997)
Escherichia coli GH-2 1DPO 1,70 (Juers i sar. 2000)
Arthrobacter sp. GH-2 1YQ2 1,90 (Skalova i sar. 2005)
Klyveromices lactis GH-2 30BA 2,75 (Pereira-Rodriguez i
sar. 2012)
Aspergilus oryzae GH-35 41UG 2,60 (Maksimainen i sar.
2013)
Penicillium sp. GH-35 1TG7 1,90 (Rojas i sar. 2004)
Bacteroides GH-35 3DEC 2,80 Neobjavljen
thetaiotaomicron
Trichoderma reesei GH-35 30G2 1,20 (Maksimainen i sar.
2011)
Homo sapiens GH-35 3THC 1,80 (Ohto i sar. 2012)
Thermus thermophilus GH-42 1IKWG 1,60 (Hidaka i sar. 2002)
Bacillus circulans ssp. GH-42 3TTS 2,40 (Maksimainen i sar.
alkalophilus 2012)

Aktivne rezidue beta-galaktozidaze iz E. coli su eksperimentalno odredene. Iako se
prvobitno smatralo da rezidua GLU461 deluje kao nukleofil, ispitivanja primenom dinitrofenil-2-
F-galaktozida je utvrdeno da se ipak GLU537 nukleofil, dok se GLU461 proton donor rezidua
(Gebler i sar. 1992). lako je kristalna strukura beta-galaktozidaze E. coli prvobitno utvrdena 1994
godine (Jacobson i sar. 1994), rezolucija modela (2,4A) nije zadovoljavala potrebe istraziva¢a, pa
je istrazivanje ponovljeno Sto je rezultiralo strukturom u rezoluciji od 1,7A (Juers i sar. 2000).
Beta-galaktozidaza E. coli se sastoji od Cetiri identicna monomera, dok se svaki sastoji od 1023

amino kiseline i podeljen je u pet strukturalnih domena: jelly-roll barel (Domen 1 sa oko 170

59



Doktorska disertacija Viadimir Vukié

rezidua), dva fibronektin 3 sli¢na domena (Domeni 2 i 4, oko 110 rezidua), jedan veliki beta
sendvi¢ domen (Domen 5, oko 300 reidua) i centralni TIM barel domen koji ima funcionalnu
ulogu u razgradnji supstrata (Domen 3, oko 300 rezidua) (slika 32) (Juers i sar. 2000). Prvih 50
rezidua polipeptidnog lanca ne pripadaju ni jednom navedenem domenu, ve¢ predstavlja
izduZenu nezavisnu konformaciju. Ovaj region interaguje sa prva tri domena svog i prva tri
domena susednog monomera, $to ukazuje na njegovu ulogu u stabilizaciji strukture kako

monomera, tako i celog enzima.

b)

Slika 32. Beta-galaktozidaza E. coli, a) struktura tetramera, domen 1 — svetlo plavo, domen 2 —
zeleno, domen 3 — zuto, domen 4 — tamno plavo, domen 5 — crveno, metalni katjoni su prikazani
sferiéno; joni u aktivnom mestu su Na* - zeleni krug i Mg?* - plavi krug; b) struktura monomera,

prikazani sudomeni 1,2, 3,415

Kao i kod svih enzima koji sadrze TIM barel domen, aktivno mesto beta-galaktozidaze E.
coli se nalazi na C-terminalnom kraju centralnog jezgra ovog domena. Aktivho mesto je
smesteno u jami koja duboko zalazi u centralni deo TIM barela. Medutim, pored ovog domena, u
aktivnom mestu se nalaze i delovi petlji prvog, drugog i petog domena datog monomera.

Tetramer beta-galaktozidaze E. coli ima elipsoidnu strukturu sa dimenzijama: 175 x 135 x
90A. Kroz tetramer se pruza kontinuirani sistem kanala (5-20A) koji omogucuje dostupnost
aktivnog mesta rastvaracu koji kroz njega prolazi. Postoje dva osnovna interfejsa subjedinice:

“dugacki” interfejs koji zauzima oko 4000AZ i “aktivacioni” interfejs koji zauzima oko 4600A2.
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Postoji i tre¢i interfejs, koji je znatno manji sa 230A2 (slika 33) (Juers i sar. 2000). Dugacki
interfejs grade domeni 3, 4 i 5 i ima dva razli¢ita regiona. Prvi region se nalazi u regionu
kontakta dva domena 3 iz dva monomera i ¢ini oko 40% interfejsa. U njemu se nalaze dve
ARG561 rezidue (od oba monomera po jedna). Drugi region gde dolazi do kontakta ukljucuje
domene 4 1 5. Aktivacioni interfejs ukljucuje uglavnom domene 2 i 3, kao 1 komplementirajuci
peptid. Oko polovina aktivacionog interfejsa je formirana od dve ekvivalentne interakcije izmedu
domena 3 i petlje koja ukljucuje rezidue 272-288 koje pripadaju domenu 2 susedne subjedinice.

Drugu polovinu grade interakcije domena 3 i komplementarne petlje.

Komplementimjuéi peprid

Aklivacioni interfejs

Aktivacioni interfejs
Fdd #— DOMEN 3

it

Dugacki interfcjs

o
Al Ry
o ARSI
N3
! Y,
* / el &) AN
( X

DOMEN 5 DOMEN 2

Y. pome

,"-f;/ Dugacki interfejs

7 F— DOMEN2

DOMEN 5

\

Konplementiajuéi peptid

Slika 33. Dva interfejsa beta-galaktozidaze E. coli

Ispitivani model beta-galaktoridaze E. coli (1DP0) imao je oko 4900 atoma rastvaraca
ukljuéujuéi vodu, dimetil-sulfoksid (DMSO), Na* i Mg?* jone. Oko 80% molekula vode nalazi se
na rastojanju manjem od 3,5A od polarnih atoma proteina. U modelu je prisutno 112 DMSO
molekula koji su posledica kori$¢enja velike koncentracije za kristalizaciju (30%).

Model sadrzi sedam cis-peptidnih veza u svakom monomeru koje se nalaze na PRO87,
PRO112, ASP164, HIS-391, PRO422, TRP-568 i PRO902 amino kiselinama. Sve navedene
rezidue se nalaze na okretima ili drugim prelomima sekundarne strukture. HIS-391 i TRP-568 se
nalaze u aktivnom mestu, dok se PRO112 i PRO422 nalaze u aktivhom interfejsu. Navedeni
rezultati pokazuju da su cisX-PRO veze retke, dok su cis X-HIS i cis X-TRP veze veoma retke u
ispitivanoj beta-galaktozidazi.

Svaki domen ima dobro izdefinisano hidrofobno jezgro. Medutim, unutar nekih domena
se nalaze soni mostovi. To je posebno izrazeno u domenu 3 (TIM barel) i domenu 5 (beta-

supersendvic). Domen 3 ima mreZu sonih mostova kroz spoljasnje jezgro (ARG 356-ARG 375-
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ARG611). Takode, kao sastavni deo domena 3, u aktivnom mestu je prisutna i mreza koju grade
Cetiri rezidue HIS 391, ASP412, ARG388 1 GLUS537. Sona mreza domena 5 ukljucuje Sest
rezidua (ARG-786, ASP-792, ARG-881, GLU-934, ASP-987 i HIS-990) ¢iji su boc¢ni lanci u
potpunosti uronjeni u unutraSnjost domena. Hidrofobnost domena se smanjuje od sredine ka
periferiji zajedno sa smanjenjem broja vodoni¢nih veza. Isti trend nastavlja se i ka periferiji
monomera. Ovakav raspored hidrofobnosti i vodoni¢nih veza ukazuje na vecu stabilnost
sredisnjih u odnosu na periferne delove domena i monomera.

Pokazano je da je beta-galaktozidaza u velikoj meri tolerantna na promene sekvenci pri
¢emu zadrzava svoju funkciju. Beta-galaktozidaza ostaje aktivna nakon hibridizacije sa drugim
polipeptidima do duzine od 26 rezidua (Ullmann 1992). Nakon delecija delova lanca 23-31 i 11-
41 amino kiselina enzim gubi aktivnost, koji se moZe dopuniti odredenim peptidom
(komplementarni peptid, alfa donor) nakon cega se ponovo uspostavlja njegova funkcija
(Ullmann i sar. 1967; Ullmann 1992). Deo N kraja lanca od prvih 50 rezidua ima nepravilnu
strukturu i prostire se po povrsini proteina (slika 34). Medutim, njegove rezidue 13 i 15 ucestvuju
u gradenju aktivacionog interfejsa $to ih ¢ini funkcionalno izuzetno vaznim. Takode, rezidue od
29 do 33 prolaze kroz tunel koji je formiran spajanjem 3 domena. Magnezijumovi joni (koji su na
slici 30 prikazani kao mali puni krugovi) povezuju komplementarni peptid sa ostatkom proteina.
Pozicija aktivnih mesta (obelezena zvezdicom) ukazuju na vaznost dimerne strukture u
tetrameru. Delovi 4a heliksa aktivacionog interfejsa (prostire se vertikalno po sredini slike) imaju
vaznu ulogu u spajanju dimera i formiranju aktivacionog interfejsa. 4a heliks stabiliSe rezidue
22-31. Rezultati istrazivanja Fowler i Zabin (1983) pokazala su da rezidue 27-31 imaju klju¢nu
ulogu u formiranju tetramera, Sto je u saglasnosti sa prikazanom skicom. Kada se formira
aktivacioni interfejs, Cetiri ekvivalentne petlje koje grade rezidue od 272 do 288 se pruzaju duz
interfejsa kompletiraju¢i aktivna mesta. Za funkcionisanje aktivnih mesta neophodna je
tetramerna struktura. Disocijacijom tetramera uklanja se GLU281 petlja iz aktivnog mesta $to

dovodi do inaktivacije enzima.
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Slika 34. Skica kljuénih delova beta-galaktozidaze E. coli (vidi objaSnjenje u tekstu)

Kristalografijom je utvrdeno da postoji 5 vezivnih mesta za Na*. Obzirom da se jedno
mesto nalazi blizu aktivnog mesta (vezuje se za ASP202 i ASN605), izostanak natrijuma dovodi
do smanjenja aktivnosti enzima, ali ne i do inaktivacije. Takode, i magnezijumovi joni su
otkriveni u aktivnom mestu (Douglas H Juers, Beatrice Rob, Megan L Dugdale, Nastaron
Rahimzadeh, Clarence Giang, Michelle Lee, Brian W Matthews, and Reuben E Huber 2009.).
Utvrdeno je da Mg?*joni imaju strukturalnu i funkcionalnu ulogu u enzimu. U aktivnom mestu se
nalaze dva Mg?* jona od kojih se jedan veze za GLU461, GLU416, HIS418 i tri molekula vode
koji obezbeduju interakcije 3-OH i 4-OH grupe. Njegova konstanta disocijacije je mala (Kd=10
"M). On je pozicioniran najblize mestu vezivanja supstrata i ima najveéi uticaj na aktivnost
enzima. Moguéa je njegova zamena sa Mn?* jonom bez znaéajnijeg gubitka enzimske aktivnosti.
Drugi Mg?*jon interaguje sa GLU797 i stabilizuje GLY794 — PRO803 petlju u aktivnom mestu.
Njegova konstanta disocijacije je Kd=10"*M i ima manji uticaj na aktivnost enzima.

2.9.5. Mehanizam razgradnje laktoze beta-galaktozidaze E. coli

Da bi doslo do razgradnje supstrata, on prvo mora dospeti u aktivno mesto. U beta-
galaktozidazi E. coli supstrat difunduje do aktivhog mesta (Fersht 1985). Kada se nade u
aktivnom mestu, supstrat se razgraduje brzinom od 15 ms. Da bi se postigao zadovoljavajuci
model razgradnje, potrebno je da Sto viSe molekula enzima u kristalnoj strukturi bude

sinhronizovan u procesu razgradnje supstrata. Da bi se to postiglo, ¢esto se koriste substituenti
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supstrata koji ¢e se ugraditi u aktivnho mesto, ali ne dolazi do reakcije, i supstrat ostaje
zaustavljen u aktivnom mestu. Time se obezbeduje da veliki broj molekula imaju supstrat vezan
za aktivno mesto, ¢ime se poboljSava signal za kristalografiju. Takode, da bi se odredilo mesto
vezivanja liganda uglavnom se primenjuje tehnika sa dva enzima, gde je u jednom vezan ligand
dok je drugi u nativnom stanju.

Utvrdeno je da se aktivnom mestu nalazi petlja sastavljena od rezidua GLY794 do
PRO803 koja ima dve razlicte konformacije u zavisnosti od faze vezivanja i vrste supstrata (Juers
I sar. 2000). Pokazano je da petlja ima otvorenu konformaciju prilikom vezivanja supstrata, dok
je zatvorena u nekim fazama vezivanja odredenih analoga supstrata. Nakon ulaska laktoze u
aktivno mesto petlja ima otvorenu konformaciju.

Sema razgradnje galaktozida beta-galaktozidazom prikazana je na slici 35. Galaktozid
(Gal-OR) se vezuje za enzim (E) na takozvanoj plitkoj poziciji u aktivnom mestu (E=Gal-OR).
Zatim, usled konformacionih promena prelazi na duboku poziciju aktivnog mesta (Ed=Gal-OR).
Prva reakcija je transgalaktozilacija koja pocinje dok je supstrat u dubokom mestu i nastavlja se
tokom tranzicionog stanja (Ed=TS1) koje vodi do nastanka intermedijeta (Ed-Gal), prilikom ¢ega
dolazi do otpustanja molekula glukoze. Intermedijet se otpusSta u vodeni rastvor preko drugog
tranzicionog stanja (Ed=TS2), pri ¢emu nastaje kompleks produkt-enzim, koji se dalje odvaja na
produkt i enzim. U slucaju sinteze alolaktoze, molekul glukoze se ne otpusta, ve¢ prima molekul

galaktoze i oslobada se disaharid alolaktoza.

Gal-O-R
E ——— E-Gal-O-R Ed-Gal-O-R

Gal \
/

Eq-TS2

Eg-TSI

Eq-TS2

Eg-Gal

Slika 35: reakciona Sema beta-galaktozidaze (objasnjenje u tekstu)

Vezivanje laktoze za beta-galaktozidazu je ispitano upotrebom inaktivne varijante enzima
(E537Q) koji nema sposobnost razgradnje (Juers i sar. 2012). Laktoza u pocenim fazama

vezivanja naleze na reziduu TRP999, dok njen galaktozilhidroksil gradi veze sa proteinom i
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rastvaraem (slika 36). 6-OH grupa se vezuje za Na‘joni HIS540. 3-OH i 4-OH grupe se vezuju
za protein (ASP201) i Mg?* jon, dok 2-OH ima jedan polarni kontakt sa GLU461. Glukozni deo
molekula koji se nalazi izvan aktivnhog mesta ne gradi polarne veze sa enzimom. C6 atom gradi
hidrofobnu vezu sa PHE601. U opisanoj pocetnoj fazi vezivanja C1 atom se nalazi na udaljenosti
od oko 6A od nukleofilnog GLU537 koji gradi vodoniénu vezu sa C3 atomom na udaljenosti od
3,1A. 04 takode udaljen oko 6A od proton donora GLU461, koji gradi vodoni¢nu vezu sa C2 na
udaljenosti od oko 2,6A.

TYR=503

Slika 36. Prikaz vezivanja laktoze u aktivno mesto beta-galaktozidaze E.coli

Iz gore opisanog pocetnog polozaja laktoze u aktivnom mestu beta-galaktozidaze sledi da
ona ne zauzima potrebnu konformaciju za kataliticko delovanje aktivnih rezidua GLU461 i
GLU537. Laktoza treba da se pomeri oko 3A dublje u aktivno mesto da bi doslo do katalize.
Vezivanje u toj poziciji je ispitano pomocu vezivanja galaktoze za slobodan enzim (slika 37)
(Juers i sar. 2001; Juers i sar. 2012). Galaktoza je pogodna za ovo ispitivanje jer pored toga Sto je
produkt razgradnje laktoze predstavlja i supstrat u reakcijama sinteze GOS-a (Huber i Hurlburt
1986). Galaktoza se vezuje za enzim na nacin kao i laktoza, $to potvrduje isti polozaj petlje i

rezidua koje uticu na njen polozaj (ARG559 1 PHE601).
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01

Na+ PHBE01

Slika 37. Prikaz vezivanja galaktoze u aktivno mesto beta-galaktozidaze E.coli

Da bi doslo do pomeranja laktoze dublje u aktivno mesto dolazi do rotacije oko ose koja
povezuje 4-OH i 6-OH (Juers i sar. 2012). Tom prilikom odrZavaju se interakcije 4-OH sa ASP
201 i Mg?*, dok 6-OH interaguje sa Na* jonom, HIS540 i ASN604. Sa druge strane 3-OH
dislocira molekul vode pri ¢emu on interaguje sa HIS391 i dva druga molekula vode - jednim
koji je povezan sa Mg?* jonom u aktivnom mestu i drugim koji je povezan sa HIS357. 2-OH
postaje dovoljno blizu ASN460, GLU461 i GLU537 (<3.2 A) usled ¢ega dolazi do interakcije.
Zatim 1-OH zauzima poziciju koju je imao 2-OH grade¢i vodoni¢nu vezu sa GLU461, §to
omogucuje proton donorsko delovanje GLU461 na 1-OH grupu.

Faza galaktozilacije pocinje kada GLU461 donira proton na glikozidnu vezu u dubokom
mestu. Veza se raskida izmedu C1 atoma galaktoznog dela molekula i kiseonika koji gradi beta
1—4 glikozidnu vezu (slika 38). Kiseonik postaje pozitivno naelektrisan, privlaci elektrone i
pozitivno elektriSe C1 atom. Uspostavljanjem ravnoteze dolazi do parcijalne dvostruke veze
izmedu OS5 1 C1 atoma. GLUS537 donira elektron ¢ime uspostavlja vezu sa C1 atomom 1 gradi
enzim-supstrat intermedijer, dok se glukozni deo oslobada. Tranziciono stanje je stabilisano

interakcijama izmedu 2-OH i GLU537 i ASN460.
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Slika 38. Razgradnja supstrata beta-galaktozidazom — prvi deo reakcije

Drugi deo reakcije prenosi galaktozilnu grupu od nukleofilnog GLU537 na receptorski

molekul (slika 39). Receptorski molekul moze biti voda ili glukoza u sluc¢aju sinteze alolaktoze.

GLU461 napada vezu GLU537 i galaktoze odvajajuc¢i proton ¢ime nadoknaduje svoj izgubljen u

prvom delu reakcije. U slucaju vode kao receptora, nakon raskidanja veze, preostala OH grupa se

vezuje za galaktozil i gradi galaktozu koja se oslubada i napusta enzim.
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Slika 39. Razgradnja supstrata beta-galaktozidazom — drugi deo reakcije
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2.9.6. Struktura beta-galaktozidaze Kluyveromyces lactis-a

Beta-galaktozidaza iz Kluyveromyces lactis-a je jedan od najprimenjenijih enzima u
industriji mle¢nih proizvoda. Obzirom da se procenjuje da oko 70% svetske populacije ima neki
oblik netolerancije na laktozu, nasla je Siroku primenu u prozvodnji delaktoziranog mleka
(Husain 2010). Iako potiCe iz eukariota ne pripada GH-35 subfamiliji, ve¢ zajedno sa beta-
galaktozidazama E.coli i mnogim drugim prokariota pripada GH-2 subfamiliji glikozidhidrolaza
(tabela 5). Njena trodimenzionalna struktura je odredena kako u nativnoj formi, tako i u
kompleksu sa galaktozom u rezoluciji 2,8A (Pereira-Rodriguez i sar. 2012). Struktura enzima sa
laktozom u aktivnom mestu nije odredena usled velike aktivnosti enzima u uslovima
kristalografije, Sto je rezultiralo razgradnjom laktoze i strukturom sa galaktozom u aktivnom
mestu. Kao i beta-galaktozidaza E. coli (sa kojom deli stepen homologije od 48%, RMSD =
6,0A), beta-galaktozidaza Kluyveromyces lactis-a se sastoji iz Getiri identine monomerne
subjedinice (A, B, C i D) od po 1024 amino kiseline sa molekulskom masom 119kDa.

Monomer beta-galaktozidaze Kluyveromyces lactis-a se sastoji iz pet domena od kojih
jedan (domen 3) ima kataliti¢ku funkciju (slika 40). Domen 1 sadrzi rezidue 32-204, ima formu
rolata i ulogu u vezivanju supstrata. Domen 2 (rezide 205-332) i domen 4 (rezidue 643-720)
grade beta sendvic domene slicne imunoglobulinu. Kao Sto je ve¢ pomenuto kod beta-
galaktozidaze E. coli, domen 3 (rezidue 333-642) je kataliticki TIM barel domen u kojem se
nalazi aktivno mesto. Domen 5 (741-1024) predstavlja mali lanac beta-galaktozidaze. Dva
regiona se ne mogu svrstati u postojece domene: N terminalni region (rezidue 2-31) i deo koji

povezuje domene 4 i 5 (rezidue 721-740).
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Slika 40. Struktura monomera beta-galaktozidaze Kluyveromyces lactis-a

Ispitivanja aktivnosti beta-galaktozidaze Kluyveromyces lactis-a pokazala su da postoje
dve forme aktivnog enzima. Nakon elektroforetske karakterizacije zakljuceno je da se enzim
moze nalaziti u formi dimera i tetramera (Becerra M i sar. 1998). Kristalografska i ispitivanja
energija disocijacija potvrdila su ove rezultate takozvanog dimera dimera. Naime, pokazano je da
je energija disocijacija tetramera u dva dimera (AG™ = 6kcal/mol) zna¢ajno manja od energije
disocijacije samog dimera (AG™ = 20kcal/mol).

Aktivna mesta monomera su u interfejsu dimera okrenuta jedno prema drugom (Pereira-
Rodriguez i sar. 2012). Dimeri nastaju interakcijama A i C, kao i B i D subjedinice (slika 41a).
Povrdine interakcija izmedu njih su identi¢ne i zahvataju povrsinu od 2521A2 (slika 41b).
Interakcije A i B subjedinice su klju¢ne za formiranje tertramera (2438A2), iako postoje i
interakcije izmedu subjedinica A i D, kao i B i C koje ucestvuju u stabilizaciji tertramerne
strukture (350 A?). Interakcije izmedu interfejsa su uglavnom nepolarne. Interakcije A-C i B-D
se dogadaju preko domena 1, 3 i 5, dok interakcije A-B monomera uklju¢uju domene 1, 2, 41 5,

kao 1 petlju 8 katalitickog domena 3.
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Slika 41. Struktura tetramera beta-galaktozidaze Kluyveromyces lactis-a; a) domeni, b) povrsine

interakcija izmedu domena

Aktivno mesto beta-galaktozidaze K. lactis-a nalazi se u TIM barel domenu. Zauzima
centralnu poziciju u svakom monomeru i okruzeno je reziduama iz domena 1, 3 i 5. Aktivne
rezidue su identifikovane na osnovu homologije sekvenci sa do sada poznatim beta-
galaktozidazama GH-2 subfamilije (GLU482 — proton donor i GLU551 — nukleofil). Stvaranjem
dimera aktivna mesta postaju joS zasti¢enija reziduama jer su okrenuta jedno ka drugom. I pored

fizicke bliskosti nisu zabeleZene interakcije medu njima koje bi uticale na aktivnost enzima.
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Ovakvom organizacijom aktivno mesto je pristupa¢no samo kroz uski kanal promera od oko
10A.

Ispitivanjem strukture beta-galaktozidaze K. lactis-a kristalografijom rendgenskim
zracima u nativhom enzimu nisu zabeleZzeni metalni joni, ve¢ samo molekuli vode (Pereira-
Rodriguez i sar. 2012). Sa druge strane u enzimu u kompleksu sa galaktozom nalaze se jedan
Mg*™ i 2 Na" jona. Magnezijumov i jedan natrijumov jon su nadeni u blizini galaktoze vezane za
enzim (slika 42), sto je takode homologo sa beta-galaktozidazom E. coli (Juers i sar. 2009).
Pored pomenutih metalnih jona u aktivnom mestu, pronadeni su jo§ po jedan Na* i Mn* jon za
koje se smatra da imaju strukturnu ulogu jer se nalaze u delovima koji grade interfejse interakcije
dimera. Obzirom da su metalni joni u aktivhom mestu konzervativni u odnosu na beta-

galaktozidazu E. coli, pretpostavlja se da im je i funkcija ista (Lo i sar. 2010).

Slika 42. Aktivno mesto beta-galaktozidaze Kluyveromyces lactis-a sa molekulom galaktoze i

metalnim Na* i Mg?* jonima

lako postoji visok stepen homologije sa beta-galaktozidazom iz E. coli, poredenjem
struktura utvrdeno je odstupanje od 3,2A, §to se prepisuje odstupanjima u orijentaciji domena.
Komplementarni peptid koji je otkriven kod beta-galaktozidaze E. coli nije pronaden kod beta-
galaktozidaze K. lactis-a, odnosno za taj region peptida nije pronadena funkcija. U domenu 2
beta-galaktozidaze K. lactis-a postoji insercija na poziciji 246-274 u odnosu na beta-
galaktozidazu E. coli, koja gradi ve¢i deo dodirne povrSine subjedinica A i B, odnosno ucestvuje

u stabilizaciji tertramera. Takode, pomenuta interakcija se dogada i izmedu C i D subjedinica. U
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katalitickom TIM barel domenu takode postoji insercija dela peptida (rezidue 420-443). Ona se
prostire preko ulaza u aktivno mesto skrivajuc¢i ga dublje u dZep u kojem se nalazi. Tokom
stvaranja dimera ona gradi kanal putem kojeg je aktivno mesto obe subjedinice dostupno
rastvaracu. Domen 4 je znacajno manji nego kod beta-galaktozidaze E. coli u kojem je vecina
petlji i beta ploca smanjena. Takode, dugacki lanac koji povezuje domene 4 i 5 je pomeren vise
ka domenu 5. Interesantan je podatak da male promene tipa insercija i delecija mogu imati
znacnajan uticaj na biohemijske karakteristike enzima koji globalno imaju sli¢no savijanje
peptida. Insercije i delecije dovode do malih promena u nekim petljama koje uslovljavaju
kompletno drugaciju oligomerizaciju peptida (Skalova i sar. 2005).

Pored hidrolize laktoze (beta-galaktozidaza E. coli), beta-galaktozidaza K. lactis-a je
sposobna da u vecoj meri sintetiSe i 6 galaktobiozu, kao i trisaharid 6 galaktozil laktozu
(Martinez-Villaluenga i sar. 2008). Globalno gledano struktura aktivnog mestabeta-galaktozidaze
K. lactis-ane razlikuje se znacajno od beta-galaktozidaze E. coli. Ipak, postoje neke promene koje
mogu uticati na vezivanje supstrata i aktivnost enzima. Aktivne rezidue zauzimaju gotovo
identi¢ne pozicije u oba enzima Sto ukazuje na istovetan mehanizam reakcije razgradnje
supstrata. Medutim, aktivno mesto galaktozidaze K. lactis-a pored domena 3 grade i neke rezidue
domena 1 (ASN88, VAL89, ASP187) i domena 5 (ALA1000, CYS1001) (slika 43). Posebnu
vaZnost ima uloga CYS1001, na ¢ijem mestu se kod E. coli nalazi TRP999. Ispitivanjem

mutacija kod E. coli pokazano je da ova promena pozitivno uti¢e na aktivnost enzima.
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Slika 43. Aktivno mesto beta-galaktozidaze K. lactis-a sa kljuénim reziduama zanjegovu

aktivnost
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Ispitivanja aktivnosti beta-galaktozidaze K. lactis-a pokazala su da je Km vrednost
20mM, dok je Vmax iznosila 570 U/mg (Rodriguez i sar. 2006). Kao optimalna pH vrednost
utvdena je 7,0 do 7,5. Sa smanjenjem pH opada i aktivnost enzima usled promena u
naelektrisanim reziduama. Optimalna temperatura je 30-35°C, iako je enzim pokazao stabilnost
na njenu promenu od 25°C do 41°C (slika 44).
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Slika 44. Aktivnost enzima beta-galaktozidaze K. lactis-a u zavisnosti od pH vrednosti i

temperature

2.9.7. Struktura beta-galaktozidaze Bacillus circulans-a

Struktura beta-galaktozidaze iz Bacillus circulans-a (predstavnika iz GH-42 podfamilije)
je eksperimentalno utvrdena primenom kristalografije rendgenskim zracima (Maksimainen i sar.
2012). Odredena je struktura nativnog enzima, kao i u kompleksu sa galaktozom u rezoluciji od
2,4A. Za razliku od beta-galaktozidaze E. coli (GH-2 subfamilija) koja je tertramerne strukture,
beta-galaktozidaza Bacillus circulans-a (GH-42) se sastoji od Sest monomera koji su izgradeni od
po 675 amino kiselina (slika 45 a, b). Monomeri su simetri¢no rasporedeni, tako da gornji i donji
deo predstavjaju dva trimera. Pojedinaéni monomeri su imali odstupanje strukture od 0,18A
(RMSD), dok je poredenjem celih heksamera zabeleZzeno odstupanje od 0,33A, §to ukazuje na

promene relativnog poloZaja monomera u kvarternoj strukturi.
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Slika 45. Struktura beta-galaktozidaze Bacillus circulans-a; a) i b) strukture heksamera iz

razli¢itih uglova, c) struktura monomera

Monomer beta-galaktozidaze iz Bacillus circulans-a se sastoji iz 3 domena (slika 45c).
Domen 1 je obelezen zelenom bojom i predstavlja kataliticki domen sa TIM barelom. Domen 1
je najkonzervativniji medu homologim sekvencama uz zabelezenu RMSD od svega 1,03A sa
beta-galaktozidazom iz Thermus thermophilus-a. Petlje koje povezuju C terminalne krajeve alfa
heliksa i N terminalne krajeve beta ploca su kratke ¢ine¢i N terminalne krajeve TIM barela
relativno glatkim. Petlje koje povezuju C terminalne krajeve beta ploca i N terminalne krajeve
alfa heliksa su duze i Cesto sadrze elemente sekundarne strukture. Petlja koju grade rezidue
THR80-ASN117 sadrzi vezivno mesto za Zn?" jone. Takode, u njihovom vezivanju uéestvuje i
petlja VAL147-PHE214 koja takode ima vaznu ulogu u formiranju kvarterne strukture jer
ucestvuje u interakcijama izmedu monomera. Domen 2 (GLU396-PRO609) ima strukturu
sastavljenu od centralno postavljenih sedam uspravnih beta ploCa i pet alfa heliksa. Njegova
funkcija je strukturna jer formira interfejs sa drugim monomerom stabiliSu¢i na taj nacin enzim.
Tre¢i domen (LEU610-ALAG675) je najmanji i ima antiparalelnu beta-sendvi¢ strukturu od dve
beta ploce koje grade strukturu slicnu rolatu. Pretpostavlja se daje i njegova uloga strukturna.

U aktivnom mestu monomera se nalazi vezivno mesto za metalni jon Zn?*. Njega grade
Cetiri cisteina CYS, CYS155, CYS157 i CYS160 (slika 46). Pretpostavlja se da cink nema

funkcionalnu ulogu u aktivnom mestu, ve¢ da mu je uloga strukturna (Maksimainen i sar. 2012).
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Slika 46. Vezivno mesto za Zn?*jon u aktivnom mestu beta-galaktozidaze B. circulans

Ispitivanja kristalografijom rendgenskim zracima (analizom gustine elektrona) i
primenom galaktoze kao liganda utvrdeno je da se u svakom katalitickom domenu nalazi po
jedan molekul galaktoze (slika 47a) (Maksimainen i sar. 2012). Medutim, svi molekuli galaktoze
su se nalazili u alfa anomernoj konfiguraciji. U vezivanju galaktoze ucestvuje sedam rezidua
(ARG111, ASN149, GLU150, GLU307, GLN313, GLU355 i HIS358). Takode, PHE345 se
nalazi u blizini C4 atoma galaktoze na kojem je hidroksilna grupa u poprecnom (aksijalnom)
polozaju, Sto objaSnjava vezivanje galaktoze, dok se glukoza nije favorizovana (slika 47b).
Mreza vodonic¢nih veza ukljucuje interakcije 1 sa okolnim molekulima vode. Na primer TRP187
gradi vodoni¢ne veze sa alfa-D-glalaktozom preko molekula vode. Na osnovu sli¢nosti sa ve¢
eksperimentalno utvrdenim osobinama beta-galaktozidaza od drugih organizama utvrdeno je da
su GLU150 i GLU307 aktivne residue (Hidaka i sar. 2002). Hidaka i sar. (2002) su odredili
aktivne rezidue (GLU141 and GLU312) superpozicioniranjem rezidua aktivnog mesta sa
reziduama iz beta-galaktozidaze E. coli, ¢ije osobine su diskutovane u prethodnim poglavljima.
GLU150 je proton donor, dok je GLU307 nukleofilna rezidua. ASP275 je identifikovana kao
vazna rezidua za kataliticke osobine obe aktivne rezidue jer se nalazi u njihovoj neposrednoj
blizini i sa njima gradi kratke vodoniéne veze (2,5A). lako ne postoje eksperimentalni podaci kao
ni doking studije, autori Maksimainen i sar. (2012) pretpostavljaju da je TYR277 najverovatnije

vezivno mesto za laktozu.
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Slika 47. Molekul alfa-D-galaktoze u aktivnom mestu beta-galaktozidaze B. circulans: a)
galaktoza u aktivnom mestu sa reziduama koje interaguju sa njom; b) pozicija PHE345 u blizini
C4 atoma galaktoze

Poredenjem struktura nativnog enzima i enzima u kompleksu sa alfa-D-glalaktozom
uocene su strukturalne promene kod dve petlje (slika 48). Prva promena je u petlji koja povezuje
C terminalni kraj beta ploce i N terminalni kraj alfa heliksa u regionu TYR277-THR282 (petlja
6). Tokom konformacione promene, njena pozicija se menja za 1-3A. Petlja 6 interaguje sa
petljiom 7 u kojoj se takode dogada konformaciona promena u regionu GLN313-GLN316.
Tokom promene TRP315 se pomera blize ka alfa-D-glalaktozi. Navedene konformacione
promene se dogadaju na istim lokacijama kao kod beta-galaktozidaze iz Trichoderma reesei

(Maksimainen i sar. 2011).

Slika 48. Konformaciona promena u aktivnom mestu nativnog (svetlo plavaboja) i enzima beta-

galaktozidaze B. circulans u kompleksu sa alfa-D-glalaktozom (zelena boja).
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2.9.8. Mehanizam razgradnje laktoze beta-galaktozidaze Bacillus circulans-a

Cinjenica da je galaktoza u aktivnom mestu zabeleZena u alfa anomernoj konformaciji
deluje interesantno na prvi pogled. Reakcija hidrolize zapocinje (kao i kod beta-galaktozidaze E.
coli) protonacijom glikozidnog kiseonika koju inicira proton donor GLU150 rezidua (slika 49).
Zatim dolazi do nukleofilne reakcije GLU307 usled ¢eka dolazi do raskidanja galaktozidne veze i
formira se kovalentna veza izmedu galaktoze i GLU307 (nastaje intermedijer), dok glukoza
napusta aktivno mesto. Nakon reakcije sa vodom koja nadoknaduje H atom GLU150 i OH grupu
galaktozi, beta-D-glalaktoza se otpusta u rastvor gde se procesom mutarotacije prevodi u alfa-D-
glalaktozu, koja se ponovo veze za aktivno mesto, usled ¢ega je u takvoj konformaciji zabeleZzena

u aktivnom mestu enzima.
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Slika 49. Razgradnja laktoze beta-galaktozidazom iz Bacillus circulans-a

Pored razgradnje laktoze beta-galaktozidaza Bacillus circulans-a je sposobna i da
sintetiSe galaktooligosaharide, $to je posebno znacajno za sintezu prebiotika (Li i sar. 2009).
Medutim, utvrdeno je da je nivo sinteze prilicno slab i ukoliko se koriste velike koncentracije

supstrata. Beta-galaktozidaza Bacillus circulans-a sintetiSe GOS putem reverzne hidrolize i
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proces se moze termodinamicki kontrolisati (Maksimainen i sar. 2012). Proces sinteze
podrazumeva promenu u reakciji hidrolize laktoze. Nakon nastanka intermedijera njegova
kovalentna veza se raskida molekulom receptora koji moze biti glukoza ili GOS (kod hidrolize je
taj molekul voda) i galaktoza se ugraduje u dati molekul grade¢i ponovo laktozu ili
nadograduju¢i GOS molekul. Medutim, vazno je napomenuti da je hidroliza laktoze egzotermna
reakcija, usled ¢ega je nastanak monosaharida favorizovan hemijskim ekvilibrijumom.

Obzirom da oblik beta-galaktozidaza moze znacajno varirati, posebno izmedu pripadnika
razli¢itih subfamilija enzima, neke beta-galaktozidaze mogu biti pogodnije od drugih za sintezu
GOS-a. Takode, uslovima se moze znac¢ajno menjati efikasnost odredenog enzima i kao najbolji
metod pokazao se uklanjanje produkta iz reakcione smesSe (Torres i sar. 2010).Nakanishi i sar.
(1983) su ispitali beta-galaktozu iz Bacilllus cirsulans-a i utvrdili da je Km = 41,7mM prilikom

razgradnje laktoze.

2.9.9. Beta-galaktozidaza Steptococcus thermophilus-a

Obzirom da pripada subfamiliji GH-2 i da ima visok stepen homologije sa beta-
galaktozidazom E. coli, beta-galaktozidaza S. thermophilus-a je takode tetramerni protein
sastavljen od 4 identi¢ne subjedinice. Svaka subjedinica se sastoji od 1026 amino kiselina i ima
molekularnu masu 117,04 kDa (Rhimi i sar. 2010).

Preciscen protein beta-galaktozidaze S. thermophilus-aje pokazao specificnu aktivnost od
Vmax = 464 1 126 U/mg sa OPNG i laktozom kao supstratima. Enzim je imao izvanrednu
aktivnost razgradnje laktoze sa brzinom od kea: = 234 s, dok je Km vrednost iznosila 1,1 mM.
Ispitivanja optimalne temperature za aktivnost enzima pokazala su Siroku temperaturnu valencu
(24°C do 40°C) u okviru koje je enzim pokazao maksimalnu aktivnost. Takode, enzim je
pokazao visoke vrednosti aktivnosti od ¢ak 80% na temperaturi od 5°C, dok su visoke
temperature izraZenije inhibirale njegovu aktivnost (75% na 65°C). Siroka temperaturna valenca
se poklapa sa nekim beta-galaktozidazama, dok se od nekih razlikuje (Cieslinski i sar. 2005;
Nakagawa i sar. 2006). Ova osobina Ccini beta-galaktozidazu S. thermophilus-a veoma
interesantnom za primenu u prehrambenoj industriji, gde se u razli¢itim tehnoloskim procesima
primenjuju razlicite temperature. Analiza uticaja pH na aktivnost enzima pokazala je da je enzim
najaktivniji na pH = 6,5 — 7,5, §to enzim ¢ini primenjivim u tehnologiji mleka, imajuci u vidu da

je pH mileka oko 6,7. Aktivnost beta-galaktozidaze iz S. thermophilus-a u znacajnoj meri zavisi
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od prisustva Mn?* i Mg?*jona. U odsustvu navedenih jona enzim gubi aktivnost za 48%, dok se
njihovim ponovnim uvodenjem vraé¢a puna aktivnost enzima (Rhimi i sar. 2010). Joni Ni?* i Cu?*
pokazali su inhibitornu aktivnost prema beta-galaktozi S. thermophilus-a (Rao i Dutta 1981,
Rhimi i sar. 2010).

2.9.10. Beta-galaktozidaza Lactobacillus acidophilus-a

Lactobacillus acidophilus je probiotska bakterija koja se moze na¢i u ljudskom tankom
crevu (intestinum), gde nastsanjuje kako lumen tako i zidove creva (ltsaranuwat i sar. 2003). L.
acidophilus u crevnom traktu izmedu ostalog razgraduje laktozu ¢ime pobolj$ava njeno varenje,
posebno kod ljudi sa niskom aktivno$¢u endogene beta-galaktozidaze.

Kompletnim sekvencioniranjem genoma ustanovljeno je da postoje dva razli¢ita gena
koja kodiraju beta-galaktozidaze kod L. acidophilus-a — LacZ i LacML (Altermann i sar. 2005;
Nguyen i sar. 2007; Pan i sar. 2010). Njihovi enzimi se razlikuju kako po sekvenci i strukturi,
tako i po aktivnosti. Beta-galaktozidaze L. acidophilus-a pripadaju subfamilijama GH-42 (LacZ)
I GH2 (LacML). Ispitivanja su pokazala da se oba gena pojacano ekspresuju u prisustvu laktoze,
Sto je ukazalo da su oba aktivna kao beta-galaktozidaze.

Beta-galaktozidazu L. acidophilus-a (kodirana LacZ genom) koja pripada subfamiliji GH-
42 ¢ini sekvenca od 667 amino Kiselina koje grade protein sa molekulskom masom od 76,5 kDa
(Barrangou i sar. 2006).

Optimalna pH vrednost LacZ beta-galaktozidaze je oko 6 za oba supstrata (laktoza i
ONPG). Medutim, promene pH vrednosti su znacajnije uticale na hidrolizu laktoze nego ONPG-
a (Slika 50a). Na slici 50b moZze se videti da je optimalna temperatura za oba supstrata oko 37°C,
Sto je ocekivano obzirom da je L. acidophilus probiotska bakterija koja zivi u ljudskim crevima
¢ija je temperatura priblizno 37°C. Na temperaturi od 4°C enzim zadrzava 11,2% aktivnosti pri

razgradnji laktoze i 16,5% aktivnosti pri razgradnji ONPG-a.
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Slika 50. Uticaj pH i temperature na aktivnost LacZ beta-galaktozidaze L. acidophilus-a

Ispitivanja stabilnosti enzima pokazala su da enzim na optimalnoj temperaturi gubi 50%
aktivnosti nakon jednog sata. Na 45°C aktivnost pada na 50% nakon 10 min, dok se prekida
nakon 40 minuta. Na temperaturama od 10°C do 25°C enzim je pokazao veliku stabilnost kada
zadrzava 95-98% aktivnosti. Termostabilnost enzima je kao kod vrsta prilagodenih hladnim
uslovima kao Sto su Carnobacterium piscicola BA (BgaB) i Planococcus sp. L4 (BgaP)
(Coombs i Brenchley 1999; Hu i sar. 2007). Kineticka ispitivanja LacZ beta-galaktozidaze
pokazala su da je vrednost Km = 3,84 mM za ONPG, dok je za laktozu Km = 88,9 mM. Aktivnost
enzima je ispitana i na razgradnji laktoze u mleku (10°C 4,32U enzima, 1mL mleka) (slika 51). U

roku od 30 min hidrolizovano je 73% laktoze.
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Slika 51. Razgradnja laktoze u mleku LacZ beta-galaktozidazom L. acidophilus-a
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Strukturu beta-galaktozidaze LacML L. acidophilus-a koja pripada subfamiliji GH-2 ¢ini
heterodimer sa molekulskom masom od oko 105 kDa (Nguyen i sar. 2007). SDS-PAGE
elektroforezom je utvrdeno da velika subjedinica ima oko 72 kDa, dok je mala oko 35 kDa.
Poredenjem sekvenci razlicitih sojeva L. acidophilus-a — NCFM, JCM1229 i R22, pokazalo je da
je velika subjedinica (LacL gen) 100% identi¢na 1 sastoji se od 628 rezidua, dok je mala
subjedinica (LacM gen) pokazala slicnost od 99% (Sto je posledica varijabilnosti rezidue 302) i
sastoji se od 316 rezidua.

Merenjem aktivnosti LacML beta-galaktozidaze L. acidophilus-a (povecavanjem
koncentracije laktoze) utvrdeno je da je za razggradnju laktoze Vmax = 28,8 U/mg, dok je Km =
4,04 mM, S§to je znacajno veéi afinitet u odnosu na LacZ enzim (Km = 88,9mM). Enzim je
pokazao brzinu razgradnje laktoze od 50,4 s dok je ta vrednost za ONPG vrednost 632 s
Kataliticka efikasnost za laktozu je iznosila 12,5 mMs?, dok je za ONPG bila 865 mMs?, §to
ukazuje da LacML beta-galaktozidaza L. acidophilus-a preferira ONPG. Optimalna pH vrednost
se kretala od 6,5 do 8 za oba supstrata. Najveca stabilnost aktivnosti enzima zabelezena je na pH
6,5, gde je enzim zadrzavao 80% svoje aktivnosti tokom inkubacije od 48 sati na temperaturi od
37°C. Kao optimalna za kratkoro¢nu aktivnost (10 min) pokazala se temperatura od 55°C za oba
supstrata. Optimalne vrednosti temperature LacML enzima su viSe u poredenju sa LacZ enzimom
(37°C). Za optimalnu aktivnost enzima potrebni su i Mg?* joni, u ¢ijem odsustvu enzim brzo gubi
aktivnost. Mn?*, Cu?* i Zn®*joni su u koncentracijama od 10 mM potpuno inhibirali aktivnost
enzima. Najveca stabilnost enzima zabelezena je na temperaturi od 4°C. LacML enzim je u
potpunosti povratio aktivnost nakon skladistenja od 30 dana i viSe od 90% aktivnosti nakon
skladistenja od 45 dana na 4°C. Pored razgradnje laktoze LacML beta-galaktozidaza L.
acidophilus-a sposobna je i da sintetiSe GOS (Nguyen i sar. 2007).

Za ovu doktorsku disertaciju od znacaja je beta-galaktozidaza kodirana LacZ genom,

obzirom da su produkti LacZ gena ispitani i kod drugih vrsta.

2.9.11. Beta-galaktozidaza Bifidobacterium animalis ssp. lactis

B. animalis ssp. lactis je probiotska bakterija koja je originalno izolovana iz
fermentisanog mleka (Meile i sar. 1997). Usled optimalnih tehnoloskih karakteristika,

dokumentovanih probiotskih osobina, pozitivnog uticaja na imuni sistem, kao i pozitivnog uticaja
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na digestivni trakt, naSla je Siroku primenu u medicini i idustriji (Guyonnet i sar. 2009;
Rizzardini i sar. 2012; Loquasto i sar. 2013).

Genom B. animalis ssp. lactis kodira dve beta-galaktozidaze iz subfamilije GH-42
(kodirane genima BIF_00799 i BIF_01474) i jednu iz subfamilije GH-2 (kodiranu genom
BIF_01526) (Barrangou i sar. 2009). Jedna od beta-galaktozidaza iz subfamilije GH-42 se
ekspresuje u prisustvu GOS-a (Andersen i sar. 2011).

2.9.12. Beta-galaktozidaza Bacteroides thetaiotaomicron-a

Bacteroides thetaiotaomicron je gram negativna anaerobna, simbiotski komensalna
bakterija koja nastanjuje ljudski crevni trakt. Ona ¢ini 6% od ukupnih bakterija i 12% od
bakterija roda Bacteioides u ljudskim crevima. Bacteroides thetaiotaomicron vrsi vaznu
funkcionalnu ulogu u crevima kroz metabolicke puteve koji nisu kodirani ljudskim genomom
(Sonnenburg i sar. 2005; Gill i sar. 2006). Poseban znacaj imaju putevi koji metaboliSu ugljene
hidrate, kao na primer laktozu (Henrissat i Bairoch 1996). Sa druge strane, Bacteroides
thetaiotaomicron je fakultativni patogen sa vrlo ozbiljnim posledicama. Kao patogen se najcesce
javlja u postoperativnim infekcijama trbusSne duplje (Wexler 2007). Genom Bacteroides
thetaiotaomicrn-a se sastoji od 6,26 Mb i kodira 4779 gena (Xu i sar. 2003). Njeni geni kodiraju
226 glikozid hidrolaza i 15 polisaharid liaza. Najispitivaniji proteini su glikozidaze, obzirom na
njihov veliki znacaj za metabolizam glukooligosaharida (Wang i sar. 2012; Guillotin i sar. 2014).
Veliki zna¢aj Bacteroides thetaiotaomicrn-a ogleda se u doprinosu postnatalnog razvoja crevne
flore putem horizontalnog transfera gena (Wang i sar. 2000). U pogledu tehnologije mleka njena
najznacajnija karakteristika je razgradnja laktoze beta-galaktozidazom, ¢ime se poboljSava
varenje u ljudskim crevima. Pripada subfamiliji GH-35, i o njenoj strukturi, funkciji i mehanizmu
delovanja nema dovoljno podataka u naucnoj literaturi, iako je njena struktura eksperimentalno
odredena (PDB ID: 3DEC) i sekvenca dostupna u bazama podataka (NCBI ID: AAO78285.1)
(Cantarel i sar. 2009).

Kristalna struktura beta-galaktozidaze B. thetaiotaomicrn-a je utvrdila da se radi o
homodimeru sastavljenom iz dve identi¢ne subjedinice od po 1024 amino kiselina. Svaki
monomer se sastoji od 3 domena. Obzirom da pripada subfamiliji GH-35 poseduje TIM barel
kataliticki domen sa dve aktivne glutaminske kiseline, jednom kao proton donorom i drugom kao

nukleofilom. Pripada neinvertuju¢im glikozidazama i ne dolazi do promene anomerne
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konfiguracije oslobodene galaktoze. Domeni 1 i 3 su domeni sa izgledom rolata. U enzimu je
prisutan i K*jon vezan za enzim kao ligand preko rezidua 926, 968, 969 i 971. lako ne postoje
rezultati vezani za aktivnost beta- galaktozidaze B. thetaiotaomicrn-a, na osnovu sli¢nosti sa
ostalim ¢lanovima GH-35 kojima su eksperimentalno odredene aktivne rezidue mogu se

napraviti odredena predvidanja.

3. Materijal i metodi

3.1. Sekvence

Koordinate trodimenzionalnog modela strukture beta-Dlaktoze (CID 6134) i D-galaktoze
(CID: 6036) preuzete su iz PubChem baze podataka (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Za
istraZzivanje su odabrane beta-galaktozidaze sledec¢ih sojeva mikroorganizama: E. coli (Protein
Data Bank (PDB) ID: 1DPO0:A), Thermus thermophilus (PDB ID: 1KWG, GenBank:
CABO07810.1), Arthobacter sp. (PDB ID: 1YQ2, GenBank: CAD29775.1), Kluyveromyces lactis
(PDB ID: 30BA:A), Bacillus circulans ssp. alkalophilus (PDB ID: 3TTS:A), Streptococcus
thermophilus (GenBank: ACA96932.1), Lactobacillus acidophilus (GenBank: ACC38288.1),
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 (NCBI Reference Sequence: WP_004268781) B.
thetaiotaomicron (UniProt: Q8AB22. PDBID: 3DEC), Aspergilus oryzae Q2UCU3, Penicillium
sp. (UniProt: Q700S9), Trichoderma reesei, (UniProt: Q70SY0), Homo sapiens (UniProt:
P16278). Koordinate svih trodimenzionalnih struktura beta galaktozidaza preuzete su iz PDB
baze podataka. Obzirom da je istrazivanje u ovoj disertaciji fokusirano na pocetne faze vezivanja
laktoze za beta-galakozidazu, odabrane su kristalne strukture enzima bez supstrata ili produkta u

aktivnom mestu.

3.2. Homologo modelovanje

Homologi modeli su primenom programa Modeller v. 9.11 (Eswar i sar. 2007)
konstruisani za beta-galaktozidaze ¢ija trodimenzionalna struktura nije do sada ekperimentalno
odredena: S. thermophilus, L. acidophilus i B. animalis ssp. lactis. Aminokiselinske sekvence za

navedene beta-galaktozidaze su preuzete iz National Center for Biotechnology Information
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(NCBI) baze podataka. 1zvrseno je pretraZzivanje PDB baze podataka BlastP programom u potrazi
za kristalnim strukturama c¢ije aminokiselinske sekvence imaju dovoljan procenat sli¢nosti
(>30%) da bi mogle sluziti kao Sablon sekvence za pravljenje homologih modela. Nakon odabira
najpogodnijih sekvenci, identifikovane zeljene i Sablon sekvence koris¢ene su za konstrukciju
homologih modela u Modeller programu. Najbolji modeli su odabrani na osnovu najmanje
vrednosti optimizovane energije molekula (DOPE vrednost) (Shen i Sali 2006). Konacne
trodimenzionalne strukture verifikovane konstrukcijom Ramacandranovih plotova i primenom
web servera SAVES (Structural Analysis and Verification Server)
(http://services.mbi.ucla.edu/SAVES)/).

3.3. Klaster analiza

Klaster analiza je uradena metodom prisajedinjenja suseda (neighbor joining) primenom
programa UGENE 1.11.3 (Okonechnikov i sar. 2012). Kao filter kori$¢ena je sli¢nost sekvenci
od 30%. Poravnanje sekvenci je uradeno za sve klastere primenom programa MUSCULE (Edgar
2004). Visokokonzervativni regioni i potencijalna aktivna mesta identifikovana su poravnanjem

sekvenci.

3.4. Minimizacija energije

Energije preuzetih trodimenzionalnih struktura proteina i liganada su minimizovane
primenom MMFF94 energetskog polja, Powell metoda, distance dependent dielectric constant i
convergence gradient metoda sa kriterijumom konvergencije od 0,005 kcal/mol. Atomska
naelektrisanja su dodata primenom MMFF94 metoda. Modelovanim strukturama proteina je
minimizovana energija primenom AMBER7 energetskog polja i AMBER atomskog
naelektrisanja. Prilikom minimizacije energije modelovanih proteina primenjeni su sledeci
parametri: Powell metod, distance dependent dielectric constant i convergence gradient metod sa
kriterijjumom konvergencije od 0,005 kcal/mol. Sve proteinske strukture su pripremljene za
molekularnu doking simulaciju dodavanjem vodonikovih atoma, podeSavanjem protonacije,
popravljanjem krajeva lanaca i dodavanjem parcijalnih naelektrisanja primenom MMFF94

metoda.
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3.5. Simulacija dokinga

Simulacije dokinga su izvodene primenom Surflex-Dock programa sa omogucéenom
fleksibilnosti vodonikovih atoma (Jain 2003). Za doking su koris¢eni monomeri proteina
obzirom da iskljuCuvo rezidue pojedina¢nih monomera interaguju direktno sa supstratom.
Takode, iako beta-galaktozidaze iz obe subfamijile poseduju metalne jone u aktivnim mestima,
oni ne utiCu na vezivanje supstrata, usled ¢ega nisu ukljuceni u simulaciju dokinga. Za
odredivanje aktivnog mesta primenjen je Residues mode sa odabirom rezidua na osnovu
dostupne literature. Za doking su koris¢ene cCetiri dodatne pocetne konformacije po molekulu, sa
maksimalnih 20 konformacija po fragmentu, maksimalnih 20 poza po ligandu i minimalnim
RMSD od 0,5A izmedu krajnjih poza liganda. Prilikom dokinga dozvoljena je fragmentacija

molekula.

3.6. Permeat

Permeat je dobijen tokom procesa ultrafiltracije mleka kada se laktoza, minerali i vitamini
odvajaju od proteina koji se koriste za proizvodnju feta sira. Permeat je u proizvodnji feta sira
nusproizvod i kao takav predstavlja potencijalnu sirovinu u daljim tehnoloskim postupcima.
Permeat ne dobijen ultrafiltracijom mleka sa 3,7% mle¢ne masti (postrojenje mlekare Sabac,
Srbija). Prilikom proizvodnje koriS¢ena je ultrafiltraciona jedinica (DDS Danska)

sapolisulfonskom membranom (hollow fibre modul) kapaciteta od 5000L mleka/h.

3.7. Enzim i hidroliza laktoze

Za hidrolozu laktoze koriS¢ena je beta-galaktozidaza dobijena iz kvasca Kluyveromyces
lactis — Maxilact® LG5000 (DSM Food Specialties, Holandija). Pripremljen enzim je dodat u
permeat na temperaturi od 40°C u koncentraciji od 0,1%, 0,3% i 0,5%. Uzorci za merenje
stepena razgradnje laktoze uzimani su tokom 60 minuta u intervalima od 10 minuta. Na slici 52

prikazan je tehnoloski proces hidrolize laktoze u permeatu mleka.
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Mileko

Ultrafiltracija

Permeat

Beta-galaktozidaza Hidroliza

—_— (40°C, 60 min)

Aktivacija enzima
(85°C, 1 min)

)

Hladenje (4°C) ‘

Pakovanje

Hidralizovani
permeat

Slika 52. Tehnoloski procel hidrolize laktoze u permeatu mleka

3.8. Fizic¢ko-hemijske analize

Standardnim analiti¢kim metodama ispitani su sledeci fizi¢ko-hemijski parametri mleka,
permeata i hidrolizovanog pemeata (Cari¢ i sar. 2000):
- pH vrednost (pH-metar Consort C830. Belgija)
- mlecna mast (po Gerberu)
- suva materija (suSenjem u susnici)
- pepeo (spaljivanjem)
- ukupni proteini (metod po Kjeldahl-u)

Sadrzaj Secera je analiziran primenom HPLC metode (Liquid Chromatograph Agilent
Technologies 1200 Series), sa ugljenohidratnom kolonom (Zorbax Carbohydrate Column 4,6 x
250mm, 5 pm) i ELSD (Evaporative Light Scattering Detector) detektorom (Agilent

Technologies). Od svakog uzorka mleka 5g je rastvoreno sa 10 mL destilovane vode u

86



Doktorska disertacija Viadimir Vukié

volumetrijskom sudu od 25mL. Rastvori su inkubirani u vodenom kupatilu na 50°C u periodu od
15 min. Nakon hladenja dodato je 0,5 mL Karez I, 0,5 mL Karez Il rastvora i 1 mL 100mM
NaOH. Sodovi su dopunjeni sa destilovanom vodom, izmuckani i uzorci su filtrirani kroz filter
papir br 381. Po 10 pL uroka je injektovano u HPLC sistem primenom autosampler-a. Protok je
podeSen na 1,000 mL/min, na sobnoj temperaturi u toku 15 min. Kao mobilna faza kori$¢en je
acetonitril/voda u odnosu 70/30 v/v. ELSD parametri su bili: temperatura 40£1°C, pritisak azota:
4,5+0,1 bara.

3.9. Statisticka analiza

Svi eksperimenti su radeni u tri ponavljanja i vrednosti su iskazane kao srednja vrednost.
Statisticka analiza i graficki prikaz rezultata radeni su u softverskom paketu Origin 6.1 i Excel
2007. Eksperimentalni podaci su fitovani u empirijski model primenom Origin-a. Model koji
najbolje opisuje sistem je exp. Dec.2 funkcija: S(t)= So + A1 e +A; 2 gde je S
koncentracija laktoze (g/100g) koja se menja u vremenu t, dok su parametri A; i Azvrednosti
asimptota krive S(t).

4. Rezultati i diskusija

4.1. Kilaster i filogenetska analiza beta-galaktozidaza koje pripadaju subfamilijama GH-
21 GH-42

Klaster analiza na osnovu aminokiselinskih sekvenci za beta-galaktozidaze sprovedena je
sa 0sam sojeva mikoorganizama (E. coli, Thermus thermophilus, Arthobacter sp., Kluyveromyces
lactis, Bacillus circulans ssp. alkalophilus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
acidophilus and Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12). Klaster analiza je vrSena za sojeve
Cije beta-galaktozidaze zelimo da istrazimo, kao i za pripadnike njihovih subfamilija cija
trodimenzionalna struktura je ekperimentalno odredena primenom kristalografije rendgenskim
zracima. Na osnovu sli¢nosti, analizirane sekvence se mogu podeliti u dva klastera (slika 53).

Ovakva podela je o¢ekivana obzirom da ¢lanovi istih klasera pripadaju istoj subfamiliji glukozid
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hidrolaza. Clanovi klastera 1 pripadaju GH-2 subfamiliji, dok ¢lanovi klastera 2 pripadaju GH-42

subfamiliji.
KLASTER 2
0702~ Thermus thermophilus
2.019 [ 0456~ Bacilus circulans ssp. alkalophilus|
| 0'113'—"""""““"L acidophilus
0.489 . acl u
0.264
0941 T B. animalis ssp. lactis
o775 7 Kliyveromices lactis
0.169 0716 7 Escherichia coli
0.101 )
o089 T S. thermophilus
0535 7 Arthobacter sp.
KLASTER 1

Slika 53. Klaster analiza odabranih beta-galactozidaza na osnovi sli¢nosti aminokiselinskih

sekvenci; klaster 1 — GH-2 subfamilija, klaster 2 — GH-42 subfamilija

Poravnanje sekvenci predstavlja prvi korak u odredivanju aktivnih rezidua kod ispitivanih
sekvenci. Eksperimentalno utvrdene aktivne rezidue beta-galaktozidaza E. coli (GLU461 i
GLU537) i Bacillus circulans ssp. alcalophilus (GLU150 i GLU307) mogu se iskoristiti za
odredivanje aktivnih rezidua ispitivanih sekvenci (Gebler i sar. 1992; Hidaka i sar. 2002).
Poravnanjem sekvenci dobijene su potencijalne aktivne rezidue (slika 50). U klaster 1 spadaju
beta-galaktozidaze iz S. thermophilus, E. coli, Arthobacter sp. i K. lactis. Njihova priblizna
ukupna sli¢nost sekvenci iznosi 35-40%, s tim $to je znacano veca za rezidue koje grade aktivna
mesta (slika 50a). Klaster 2 ukljucuje beta-galaktozidaze iz L. acidophilus, B. animalis ssp. lactis
BB12 i B. circulans, sa ukupnom sli¢nosti sekvenci od 30-46% (slika 54b). Kod klastera 2
takode zabelezena znacajno veca slicnost sekvenci u regionima koji grade aktivna mesta. Kao sto
je poznato, sve do sada ispitane beta-galaktozidaze imaju dve visokokonzervativne rezidue
glutamata koje deluju kao aktivne rezidue prilikom hidrolize supstrata. One tokom razgradnje
supstrata vrSe funkciju proton donora i nukleofila. Na osnovu klaster analize i poravnanja

sekvenci KkatalitiCki aktivne rezidue beta-galaktozidaza ispitivanih sojeva mogle bi biti
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GLU458/GLU546 kod S. thermophillus-a, GLU148/GLU307 kod L. acidophilus-a

GLU164/GLU324 kod B. animalis ssp. lactis-a.

a)
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Slika 54. Poravnanje sekvenci ispitivanih beta-galaktozidaza u okolini potencijalnih aktivnih
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89



Doktorska disertacija Viadimir Vukié

PretraZivanje BlastP programom, pokazalo je da beta-galaktozidaze S. thermophilus, L.
acidophilus i B. animalis ssp. lactis imaju zadovoljavajuci stepen sli¢nosti sa nekoliko beta-
galaktozidaza Cija je struktura eksperimentalno odredena kristalografijom rendgenskim zracima,
da bi se njihova struktura mogla predvideti homologim modelovanjem. PlastP programom je
vrSeno pretraZzivanje PDB baze podataka (tabela 6). E vednost predstavlja pokazatelj stepena
sli¢nosti, na osnovu kojeg se moze zaklju¢iti da li su sekvence homologe. Sto je vrednost
parametra E manja, to je veéa verovatnoéa da su sekvence homologe. Za vrednosti E<1e™ uzima
se sa sigurnoséu da su sekvence homologe. Za vrednosti 1e°°<E<0,01 sekvence se smatraju
homologim. Ukoliko je vrednost E od 0,01 do 10 poklapanje nije znacajno, ali je moguca daleka
homologija, dok se za vrednosti E preko 10 smatra da je dobijena vrednost rezultat slucajnosti 1
da nije moguce detektovati srodnost sekvenci datom metodom. Dobijene E vrednosti potvrduju
homologiju izmedu ispitivanih sekvenci. Da bi homologi model koji se zeli konstruisati
odgovarao realnom stanju u prirodi, odnosno da bi imao dovoljnu pouzdanost za dalja
istrazivanja, potrebno je da sli¢nost sa Sablon sekvencom bude visoka. Dosadasnja iskustva su
pokazala da sli¢nost sekvenci ispod 20% daje nepouzdane rezultate i da je visoko odstupanje od
realnog stanja u prirodi. Sli¢nost sekvenci preko 30% daje zadovoljavajuce rezultate i model se
moze smatrati pouzdanim. Vrednosti preko 40% se smatraju visokopouzdanim za homologo
modelovanje. Na osnovu vrednosti dobijenih BlastP pretrazivanjem, moze se zakljuciti da
dobijeni rezultati spadaju u zadovoljavajuce i visokopouzdane i da bi dobijeni modeli trebalo da

odgovaraju realnom stanju u prirodi.

Tabela 6. BlastP rezultati pretrazivanja PDB baze podataka

Zeljena sekvenca PDB sekvenca Pokrlver_mst E vrednost ShcnOSt.
sekvenci sekvenci
S. thermophilus ~ 1DPOA (Escherichia coli) 98% 2¢7163 33%
1YQ2 A (Arthrobacter sp.) 97% 4713 31%
30B8 A (Kluyveromyces lactis) 91% 5e101 30%
L. acidophilus 3TTS A (Bacillus circulans) 97% 0 47%
1KWG A (Thermus thermophilus)  77% 2e70 30%
B. animalis ssp.  3TTS A (Bacillus circulans) 96% 2¢119 33%
lactis 1KWG A (Thermus thermophilus) 93% 3e® 29%

Filogenetska analiza ispitivanih vrsta (slika 55) pokazala je da S. thermophilus i L.

acidophilus pripadaju istom redu, dok B. animalis ssp. lactis pripada drugom tipu u odnosu na
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njih. Bacillus circulans ¢ija beta-galaktozidaza ima visoku homologiju sa beta-galaktozidazama
iz L. acidophilus-ai B. animalis ssp. lactis-a pripada istom redu kao L. acidophilus, dok sa druge

strane pripada razli¢itom tipu nego B. animalis ssp. lactis.

Domen Tip Klasa Red Familija Rod/vrsta

- Lactobacillus
Lactobacillaceae . .
acidophilus
Lactobacillales
Streptococcus
- - Streptococcaceae h hil

Firmicutes  jeemmm Bacilli thermophilus
Bacilalles — Bacillus circulans

Bacteria
Proteobacteria = Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Esherichia coli

Actinobacteria ] Actinobacteria ] Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Blflc?lochterlqm
animalis lactis

Slika 55. Filogenetska analiza ispitivanih vrsta

Beta-galaktozidaze koje pripadaju klasteru 1 (GH-2) imaju visokokonzervativne regione u
okolini aktivnih rezidua, dok su ¢lanosvi klastera 2 (GH-42) pokazali manju konzervativnost
rezidua (slika 54), iako i kod njih rezidue proton donora i nukleofila ostaju visokokonzervativne.
L. acidophilus i B. animalis ssp. lactis su probiotske bakterije koje normalno nastanjuju ljudski
gastrointestinalni trakt. Uzimajuci u obzir filogenetsku analizu (raliciti tipovi), BlastP rezultati
(vrlo homologe sekvence) ukazuju na horizontalni tranfer gena tokom evoluije L. acidophilus-a i
B. animalis lactis-a. Dalje analize su potrebne da bi se napravila kompletna filogenetska slika.
Ipak, dobijeni rezultati ukazuju da evolutivno bliske vrste ne moraju uvek imati visok stepen
homologije beta-galaktozidaze, i obrnuto, evolutivno udaljene vrste mogu imati visok stepen
homologije sekvenci.

4.2. Konstrukcija modela metodom modelovanja kompletne strukture proteina
Prilikom konstrukcije homologih modela program Modeller pravi poravnanje Sablon i

ispitivane sekvence na osnovu kojeg uzima koordinate podudarajucih regiona kostura strukture
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kao i podudarajucih sekundarnih struktura i konstruise homologe modele. Na slici 56 prikazana
su dobijena poravnanja sekvenci za modelovane beta-galaktozidaze L. acidophilusi B. animalis
ssp. lactis. Oucljivo je da je beta-galaktozidaza L. acidophilus manje promenjena u odnosu na
njenu Sablon sekvencu, §to uti¢e na preciznost modela koji se konstruise. Medutim, iako beta-
galaktozidaza B. animalis ssp. lactis-a ima manje konzervativnih rezidua, njihov raspored je duz
cele sekvence, $to je kljucno za dobijanje ispravnog modela (pokrivenost modela je velika, po
Blast-u 96%). Konzervativne rezidue pored funkcionalne imaju i ulogu u stabilizaciji strukture

enzima, usled Cega je vazno da budu prisutne u svim njegovim delovima.

a) b)
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_consrud L A ® % R * OREE K K K X * ® % * % _consrud ** x * xx * xx % ® x * * xx
_aln.pos 620 630 640 650 660 670 _aln.pos 698 708 718 728 730
3ttsa LLNTF ~NGTSYLF EMTFDAGASRQRDLLTGKTISGQATIPARGUMILERA  tseqh DAGAS-—————————| RORDLL--TGKTISGOATIPARGU-MILERA--——
gseq LUCDSHKLEITKRUTEDGKELYFULNHSNEERTLPSKFTGYED ILTGEKAH--KDHKEWDUQULRN-  95eq RAPASGTFLLEHPTDDGEQAUTAETPUTUGDAUTLPRUGUD TTUGRQPTHN
_consrud * *  wx * x% % x% % ® ERk *®  ® _consrud  * xx * = x % EX x x

Slika 56. Poravnanja sekvenci modelovanih beta-galaktozidaza a) L. acidophilus; b) B. animalis
ssp. lactis

Kao rezultat Modeller daje pet modela koji potencijalno odgovaraju realnom stanju u

prirodi. Od njih je potrebno odabradi odgovarajuc¢i koji ¢e se dalje koristiti za analizu. Kao

presudni parametar za odabir najboljeg modela uzima se vrednost DOPE scor-a. Sto je vrednost
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DOPE scor-a manja to je vec¢a pouzdanost modela. U tabeli 7 prikazane su DOPE score vrednosti

za konstruisane modele. Odabrani modeli obelezeni su crvenom bojom.

Tabela 7. DOPE score vrednosti konstruisanih modela

Sekvenca S. thermophilus L. acidophilus B. animalis ssp. lactis
Qseq.B99990001.pdb  -107754,86 -78720,09 -78101,89
Qseq.B99990002.pdb  -107714,64 -79126,94 -78995,02
Qseq.B99990003.pdb  -108335,30 -79394,22 -78605,78
Qseq.B99990004.pdb  -107245,07 -77698,19 -79242,48
Qseq.B99990005.pdb  -107314,00 -78624,20 -78624,20

Vreme CPU (s) 3156,80 1504,92 1496,61

Konstruisani su homologi modeli beta-galaktozidaza S. thermophilus,L. acidophilus, B.
animalis ssp. lactis(slika 57). Monomer beta-galaktozidaze S. thermophilus-a se sastoji od 5
domena: Domen 1 — jelley-roll barell (Secer vezujuéi domen sa reziduama 42-218), Domeni 2 i 4
su sli¢ni fibronektin III domenu (Domen 2 je prepoznat od strane Conserved Domain Database
kao fibronektin slican domen sa reziduama 220-322, dok Domen 4 nije prepoznat, usled malog
stepena homologije, oko 110 rezidua), jedan veliki beta sendvi¢ domen (Domen 5, sa reziduama
749-1020) i centralni TIM barel domen koji ima funcionalnu ulogu u razgradnji supstrata
(Domen 3, sa reziduama 324-634).

Beta-galaktozidaze L. acidophilus-a i B. animalis ssp. lactis-a imaju sli¢nu ukupnu
strukturu, Sto je ocekivano obzirom da su konstruisani primenm iste Sablon strukture.

Monomer beta-galaktozidaze iz L. acidophilus-a i B. animalis ssp. lactis-a se sastoji iz 3
domena. Domen 1 predstavlja kataliticki domen sa TIM barelom i obuhvata rezidue12-384 L.
acidophilus-a i 28-402 B. animalis ssp. lactis-a. Kao i kod beta-galaktozidaze B. circulans-a
petlje koje povezuju C terminalne krajeve alfa heliksa i N terminalne krajeve beta ploca su kratke
¢ine¢i N terminalne karajeve TIM barela relativno glatkim. Petlje koje povezuju C terminalne
krajeve beta ploca i N terminalne krajeve alfa heliksa su duze i ¢esto sadrze elemente sekundarne
strukture. Takode, u njihovoj strukturi prisutne su i petlje za koje se na osnovu homologije sa
beta-galaktozidazom B. circulans-a moZe pretpostaviti da imaju vaznu ulogu u formiranju
kvarterne strukture ucestvujuci u interakcijama izmedu monomera. Domen 2 (rezidue 399-601 i
417-539) ima strukturu sastavljenu od centralno postavljenih sedam uspravnih beta ploca i pet

alfa heliksa. Takode i1 za njega se moze pretpostaviti da ima strukturnu funkciju formiranjem
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interfejsa sa drugim monomerom stabiliSuci na taj nacin enzim. Tre¢i domen (rezidue 610-667)
je najmanji i ima antiparalelnu beta-sendvi¢ strukturu od dve beta ploce koje grade strukturu sa
izgledom rolata. Pretpostavlja se da je i njegova uloga strukturna.

Slika 57. Struktura modelovanih beta-galaktozidaza: a) S. thermophilus, b) L. acidophilus, c) B.
animalis ssp. lactis
4.3. Validacija konstruisanih modela
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lako se pomo¢u DOPE score-a bira model za dalju analizu, potrebno je izvrsiti validaciju
ispravnosti konstruisanih modela. Za proveru tri modelovana enzima (S. thermophilus, L.
acidophilus, B. animalis ssp. lactis) konstruisani su Ramac¢andranovi plotovi (slika 58). Takode,
plotovi su konstruisani i za dve Sablon sekvence koris¢ene za homologo modelovanje.
Ramacandranov plot ukazuje na fizicku moguénost modelovane strukture putem merenja uglova
veze izmedu aminokiselina. Ramacandranovi plotovi pokazuju da se kod beta-galaktozidaze L.
acidophilus-a samo dve aminokiseline nalaze u nedozvoljenom regionu, na osnovu ¢ega se moze
zakljuciti da beta-galaktozidaza iz L. acidophilus ima najveci strukturalni kvalitet u poredenju sa
ostalim modelovanim enzimima. Ovakvi rezultati za konstruisane modele nisu iznenadujuci,
imajuéi u vidu da sekveca beta-galaktozidaze L. acidophilus-a ima najvecu sli¢nost (47%) sa
svojom Sablon sekvencom (B. circulans). Druga dva modela (S. thermophilus, B. animalis ssp.
lactis) pokazala su neSto slabiji kvalitet (osam nedozvoljenih aminokiselina kod beta-
galaktozidaze B. animalis ssp. lactis-a i 12 kod S. thermophiles-a), ali su i kod njih veéina
rezidua u povoljnim regionima, Sto ukazuje na ispravno konstruisane modele uzimajuci u obzir
strukturalnu konformaciju. Sablon strukture imaju B. circulans i E. coli imaju po dve

aminokiseline u nedozvoljenim regionima.
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Slika 58. Ramacandranovi plotovi za konstruisane modele i Sablon strukture: a) L. acidophilus,
b) B. animalis ssp. lactis, ¢) B. circulans, d) S. thermophilus, ) E. coli
Detaljnija analiza konformacija aktivnih mesta Ramac¢andranovim plotom pokazala je da

sve rezidue koje ucestvuju u gradenju aktivnog mesta imaju povoljne uglove veza, dok se svega
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po dve aminokiseline kod beta-galaktozidaza L. acidophilus-a i B. animalis ssp. lactis-a nalaze
na grani¢nim pozicijama u plotu, isto koliko i kod Sablon strukture B. circulans-a, $to je potvrda
validnosti modela i od izuzetnog je znacaja za njuhovu dalju upotrebu za doking simulaciju (slika

59). Sa druge strane sve residue beta-galaktozidaze S. thermophiles-a su u povoljnim regionima.
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Slika 59. Ramacandranovi plotovi aktivnih mesta konstruisanih modela i Sablon struktura: a) L.

acidophilus, b) B. animalis ssp. lactis, c) B. circulans, d) S. thermophilus, €) E. coli

Modelovani enzimi su dalje validovani strukturalnim superpozcioniranjem za njihovim
Sablon strukturama (slika 60, slika 61 i slika 62). Svi modeli su pokazali visok stepen slicnosti
trodimenzionalnih struktura sa $ablon strukturama. Odstupanja su izrazena kao koren kvadrata
odstupanja (RMSD — Root Mean Square Deviation). Vrednosti su bile prili¢no male i iznosile: za
S. thermophilus 2.6A za Ca. trag, dok je za proteinski kostur vrednost bila 2.6A. Kod B. animalis
ssp. lactis-a odstupanje za Ca. trag je iznosilo 1.5 A, dok je za kostur bilo 1.6A, L. acidophilus je
imao najmanja odstupanja Ca. = 1.1 i kostur = 1.2A. Na slikama b moZe se videti da i pored
velikih razlika u sekvencama proteina (plava boja — podudaranje sekvenci, crvena boja — razlicite
sekvence) ukupna struktura monomera je ostala ocuvana. To ukazuje da je evolutivni pritisak
veéi na strukturalnoj organizaciji proteina, odnosno da je za njegovu funkciju vaznija struktura
nego aminokiselinska sekvenca. 1z ovog pravila su izuzete pojedine rezide koje imaju ulogu u
stabilizaciji strukture enzima, vezivanju supstrata, kao i njegovoj katalizi. Takve rezidue ostaju

konzervativne kroz evoluciju enzima. Slike ¢ pokazuju visoku konzrvatinost rezidua u regionima
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aktivnog mesta, §to potvrduje prethodno iznesenu tvrdnju. Globalno posmatrano, modelovane
strukture imaju visoku sli¢nost sa Sablon strukturama. Ipak, postoje promene u reziduama u
okolini aktivnog mesta Sto moze uticati na energiju vezivanja supstrata, kao i na pK vrednosti

aktivnih rezidua, a time in a aktivnost enzima.

Slika 60. Poravnanje struktura beta-galaktozidaza B. animalis ssp. lactis-a i B. circulans-a: a)
prepoklapanje struktura monomera (plavo — Sablon sekvenca, crveno — ispitivana sekvenca), b)
sli¢nosti i razlike sekvenci monomera (plava boja — podudaranje sekvenci, crvena boja — razlicite

sekvence), c) sli¢nosti i1 razlike sekvenci u okolini aktivhog mesta

Slika 61. Poravnanje struktura beta-galaktozidaza L. acidophilus-a i B. circulans-a: a)

prepoklapanje struktura monomera (plavo — Sablon sekvenca, crveno — ispitivana sekvenca), b)
sli¢nosti i razlike sekvenci monomera (plava boja — podudaranje sekvenci, crvena boja — razlicite
sekvence), c) sli¢nosti 1 razlike sekvenci u okolini aktivhog mesta

a) b) C)
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Slika 62. Poravnanje struktura beta-galaktozidaza S. thermophilus-a i E. coli,: a) prepoklapanje
struktura monomera (plavo — Sablon sekvenca, crveno — ispitivana sekvenca), b) sli¢nosti i
razlike sekvenci monomera (plava boja — podudaranje sekvenci, crvena boja — razlicite

sekvence), c) slicnosti i razlike sekvenci u okolini aktivnog mesta

Utvrdeno je da je beta-galaktozidaza S. thermophilus-a tetramerni protein sastavljen od
Cetiri identi¢ne subjedinice (Rhimi i sar. 2010). Usled toga, mogucée je predvideti njegovu
kvarternu strukturu na osnovu konstruisanih modela i Sablon strukture beta-galaktozidaze E. coli
(slika 63). Kvarterna struktura je kao i sekundarna pokazala visok stepen slicnosti sa Sablon
strukturom.

Slika 63. Kvarterna struktura beta-galaktozidaze S. thermophilus-a: a) subjedinice tetramera; b)

sekundarna struktura tetramera
Broj subjedinica kvarterne strukture beta-galaktozidaza L. acidophilus-a i B. animalis ssp.
lactis-a nije eksperimentalno utvrden, usled ¢ega nije mogucée predvideti kvarternu strukturu

navedenih beta-galaktozidaza.
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4.4. Analiza interakcije enzima sa supstratom (doking analiza)

lako su ispitivane beta-galaktozidaze oligomerne strukture (trimeri i tetrameri, u
zavisnosti od subfamilije kojoj pripadaju), simulacije molekularnog dokinga su izvodene sa
monomernom strukturom, obzirom da je ustanovljeno da u direktnom vezivanju supstrata
ucestvuju samo pojedina¢ni monomeri (McCarter i Stephen Withers 1994). Na slici 64 prikazane
su pozicije aktivnih msta u modelovanim beta-galaktozidazama. Za konstrukciju aktivnih mesta
uziman je prostor koji ukljucuje sve tri potencijalne aktivne rezidue sa dodatnih 5A prostora, sa

ciljem da bi se ukljucile sve rezidue koje bi mogle uéestvovati u vezivanju laktoze.

Slika 64. Pozicije aktivnih mesta u modelovanim beta-galaktozidazama a) S. thermophilus; b) L.

acidophilus; c) B. animalis ssp. lactis

Obzirom da poravnanje sekvenci nije dovoljno pouzdano da bi se predvidele rezidue koje
ucestvuju u katalizi laktoze, simulacije molekularnog dokinga su izvedene sa ciljem da predvide
rezidue uklju¢ene u vezivanje laktoze i galaktoze kod modelovanih beta-galaktozidaza. Takode,
obzirom da je objavljena samo jedna kristalna struktura beta-galaktozidaze sa laktozom u
aktivnom mestu, analiza molekularnog dokinga laktoze kao supstrata je sprovedena i sa beta-
galaktozidazama koje imaju odredenu trodimenzionalnu strukturu. Kao pozitivna kontrola
koriS¢ena je kristalna struktura E. coli u kompleksu sa laktozom (PDB:1JYN), gde je sproveden
identi¢ni protokol za doking kao i kod ostalih enzima (Herrchen i Legler 1984; Gebler i sar.
1992; Juers i sar. 2001). Primenom razvijenog protokola, simulacija dokinga laktoze uspesno
izvedena sa nativnom strukturom beta-galaktozidaze E. coli. Molekul laktoze je imao istu

orijentaciju u enzimu sa odstupanjem od eksperimentalnih podataka od RMSD = 0,787A, &ime je
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potvrdeno da su metode koriS¢ene u razvijenom protokolu odgovarajuce za dato ispitivanje (slika

65).
VA

Slika 65. Preklapanje struktura dokinga beta-galaktozidaza E.coli sa ekperimentalno odredenim

poloZajem laktoze u enzimu

Molekularni doking nativne beta-galaktozidaze E. coli, sproveden je sa ciljem da se
ispitaju pocetne faze vezivanja laktoze. Rezultati su pokazali da se obe aktivne rezidue GLU461 i
GLUS537 beta-galaktozidaze E. coli (1DP0) nalaze u povoljnom polozaju za gradenje vodoni¢nih

veza sa laktozom, i da se obe nalaze u blizini mesta hidrolize laktoze (slika 66).

GLU461
ASN460

SUNYREY

[ 7

L3

ASP201

Slika 66. Doking beta-galaktozidaze E. colisa laktozom kao supstratom

Iz rezultata se vidi da se supstrat vezZe za aktivno mesto koje se nalazi u regionu visoke

elektronegativnosti, Sto je na slici predstavljeno plavom bojom. Ovakvi rezultati su u skladu sa
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mehanizmom delovanja TIM barel katalitickog domena gde reakcija zapocCinje delovanjem
nukleofila na vezu razgradnje supstrata. lako se prvobitno smatralo da je GLU461 nukleofilna
rezidua beta-galaktoze E. coli, eksperimentalno je utvrdeno da je Glu527 kataliticki nukleofil,
koji gradi kovalentnu vezu sa laktozom kao supstratom (Gebler i sar. 1992). Ostale rezidue koje
vezu laktozu su ASN102, ASP201 i ASN460.

Simulacija dokinga sa molekulom galaktoze sprovedena je sa svim enzimima sa ciljem
ispitivanja uspostavljanja veza nakon razgradnje laktoze i odredivanja rezidua koje ucestvuju u
procesu transgalaktozilacije. Simulacija dokinga beta-galaktozidaze E. coli sa galaktozom
pokazala je da nukleofilna rezidua GLUS537 nije u moguénosti da gradi vezu sa produktom
reakcije (slika 67). Na njeno mesto kao supstrat vezujuéa rezidua javlja se HIS391, $to je Cini
vaznim faktorom za reakciju koji treba uzeti u obzor prilikom buducih ispitivanja ili modifikacija

enzima. Ostale supstrat vezujuce residue su nepromenjene.

GLUS537 GLU461

HIS391 ‘ ,

\)\ YSNIU’

ASP201

Slika 67. Doking beta-galaktozidaze E. colisa galaktozom kao supstratom

Analizom beta-galaktozidaze Arthrobacter sp. (1YQ2) takode su utvrdenene aktivne
rezidue glutaminske kiseline (GLU442/GLU521), Sto je u saglasnosti sa prethodno objavljenim
rezultatima (Skalova i sar. 2005). Ostale rezidue koje interaguju sa laktozom su ASP201,
GLU394 ASN441 i TYRA483 (slika 68). Aktivno mesto se i kod beta-galaktoze Arthrobacter sp.

nalazi u regionu visoke elektronegativnosti.
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GLU521 ASN441

GLU442

GLU39%4

Slika 68. Doking beta-galaktozidaze Arthrobacter sp.sa laktozom kao supstratom

Kao i kod E. coli, jedna aktivna rezidua beta-galaktozidaze Arthrobacter sp. nije u
mogucnosti da gradi vodoni¢ne veze sa galaktozom kao supstratom — GLU442 (slika 69).
Galaktoza se ne nalazi u povoljnom polozaju za gradenje vodoni¢ne veze sa reziduom TYR438
niti sa GLU394, ali se nalazi u povoljnom poloZaju za vezu sa reziduom HIS524. Kao i kod E.
coli, i u ovom slu¢aju se pojavljuje histidin kao supstrat vezujuca rezidua galaktoze. Za razliku
od interakcije sa laktozom, kod vezivanja galaktoze javlja se rezidua ASN100. Rezidua
homologa ASN100 ucestvuje kod beta-galaktozidaze E. coli (ASN102) u vezivanju laktoze i
galaktoze.

ASN441

T GLU442

Slika 69. Doking beta-galaktozidaze Arthrobacter sp. sa galaktozom kao supstratom

Interesantan je podatak, da prema naSim doking rezultatima proton donor rezidua
(GLU482) beta-galaktozidaze K. lactis-a (30OBA) (slika 70), nije u moguénosti da gradi

102



Doktorska disertacija Viadimir Vukié

vodoni¢ne veze sa laktozom. Nasuprot tome, nukleofilna rezidua GLUS51 se nalazi na rastojanju
koje dozvoljava uspostavljanje vodoni¢nih veza, Sto je u saglasnosti sa literaturnim podacima

(Pereira-Rodriguez i sar. 2012). Laktoza interaguje i sa reziduama ASN88, ASP187 i ASN481.

GLU482

ASN481

)

GLU551 "‘nr\ :

i ASNSS
ASP187

Slika 70. Doking beta-galaktozidaze K. lactis-a sa laktozom kao supstratom

Proton donor GLU482 nije u povoljnom polozaju da gradi vodoni¢ne veze ni sa
galaktozom kao supstratom (slika 71). Za razliku od laktoze, u povoljnom poloZaju za vezivanje
sa galaktozom nalazi se TYR523. ASNS&8, koji ima moguénost gradenja dve vodoni¢ne veze sa
laktozom, nema takvih moguénosti za vezivanje galaktoze. Ostale supstrat vezujuce reszidue su

nepromenjene.

ASN481
GLU482

GLUS51

GLU414

ASP187 !>>

Slika 71. Doking beta-galaktozidaze K. lactis-a sa galaktozom kao supstratom

ASNSS
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Na slici 72 prikazana je simulacija dokinga beta-galaktozidaze S. thermophillus-a sa
laktozom. Uocljivo je da obe predlozene kataliticke rezidue (GLU458 i GLU546) u interakciji sa
naSim modelom beta-galaktozidaze S. thermophillus-a (klaster 1) imaju mogucnost da grade
vodoni¢ne veze sa laktozom. Rastojanja izmedu aktivnih rezidua i laktoze iznose 1,80A za
GLU458 i 2,01A za GLU546. Njihovo medusobno rastojanje je 4,26A, $to je u saglasnosti sa
tipom glikozid hidrolaza kojem pripadaju (neinvertujuce glikozidaze sa TIM barel domenom).

Ostale rezidue koje ucestvuju u vezivanju laktoze (sa rastojanjima od liganda) su ASN98
(1,98A), ASP201 (2,34A) i HIS380 (1,76A).

GLU546

!/_\{\‘ZASPZ()I
)—\‘/QG\SNQS

Slika 72. Doking beta-galaktozidaze S. thermophillus-a sa laktozom kao supstratom

Ispitivanja interakcije modelovane beta-galaktozidaze S. thermophillus-a sa galaktozom
kao supstratom pokazala su da predlozena aktivna rezidua GLU458 nije u moguénosti da sa njom
gradi vodoniéne veze (slika 73). GLU458 se nalazi na rastojanju od 2,74A od galaktoze. Takode,
ni rezidua HIS380 takode nema mogucnost vezivanja sa galaktozom. Druga predlozena aktivna
rezidua GLU546 ima mogucnost vezivanja sa galaktozom. Kao i kod beta-galaktozidaze K.
lactis-a javlja se rezidua tirozina (TYR503) koja se nalazi u povljnom poloZaju za interakciju sa

galaktozom sa rastojanjem od 2,05A.
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Slika 73. Doking beta-galaktozidaze S. thermophillus-a sa galaktozom kao supstratom

Simulacija molekularnog dokinga izvedena je i sa beta-galaktozidazom iz B. circulans
ssp. alkalophilus (PDB:3TTS), ¢ija struktura je kori$¢ena kao Sablon za homologo modelovanje
beta-galaktozidaza iz klastera 2. Vazno je napomenuti da je struktura beta-galaktozidaze B.
circulans ssp. alkalophilus-a odredena bez prisustva liganda. Simulacija dokinga laktoze je
otkrila blizak poloZaj aktivnih rezidua GLU150 i GLU307 meduatomskoj vezi na kojoj se
razgraduje laktoza (slika 74). Prema naSoj simulaciji predvidena nukleofilna rezidua (GLU307)
nije u mogucnosti da gradi vodoni¢ne veze sa laktozom. Kao rezidue koje vezuju laktozu

identifikovane su ARG111, HIS112, GLN313 i TRP317.

GLU307
{/}G\Lm

g ,\’ “\(l '\ <—_HIs12

GLN313

ARGI111

Slika 74. Doking beta-galaktozidaze B. circulans ssp. alkalophilussa laktozom kao supstratom
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Simulacija dokinga sa galaktozom pokazala je da aktivna rezidua GLU307 ima
mogucénost da sa njom reaguje, $to nije bio sluc¢aj kod ispitivanja laktoze kao supstrata (slika 75).
Za razliku od laktoze, kao supstrat vezujuca rezidua prepoznata je TYR313. Nasuprot tome, sa
galaktozom nemaju moguénost interakcije GLN313, TRP315 i HIS112. Poredenjem ovih
rezultata sa rezultatima kristalografije Maksimainen i sar. (2012), moze se uociti da se
podudaraju residue koje reaguju sa galaktozom, dok sa druge strane nije potvrdena njihova
pretpostavka da je TYR277 vezivno mesto za laktozu, koji na prikazanom modelu nema
interakciju sa laktozom.

GLU307 GLUL50

TYR277 E g > HIS112

‘7/% o
GLN313
) TRP315

Slika 75. Doking beta-galaktozidaze B. circulans ssp. alkalophilussa galaktozom kao supstratom

Simulacija molekularnog dokinga model beta-galaktozidaze L. acidophilus-a (klaster 2)
ukazuje da enzim poseduje iste aktivne rezidue kao Sablon struktura (beta-galaktozidaza B.
circulans ssp. alkalophilus-a) (slika 76). Proton donor rezidua GLU148 je o¢igledno sposobna da
gradi vodoni¢ne beze sa laktozom 1 pozicionirana je veoma blizu veze na kojoj se razgraduje
laktoza (2,08A). Za razliku od $ablon strukture (3TTS) nukleofilna rezidua GLU307 takode ima
mogucnost da gradi vodoniéne veze sa laktozom (2,15A). Razdaljina izmedu aktivnih rezidua je
5,1A. Ostale rezidue koje grade vodoni¢ne veze sa laktozom su ASN252 (2,53A) i HIS254
(2,05A).
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ASN252 GLU148

GLU307

HIS254

Slika 76. Doking beta-galaktozidaze L. acidophilus-a sa laktozom kao supstratom

Doking galaktoze u model beta-galaktozidaze L. acidophilus-a pokazao je da obe
predloZene aktivne rezidue imaju moguénost da grade vodoni¢ne veze sa supstratom (slika 77).
Rezidua GLU148 se nalazi na rastojanju od 1,95A, dok je rezidua GLU307 na rastojanju od
1,88A. Uocljivo je da ASN252 (3,7A) nema moguénost vezivanja sa galaktozom vodoniénim

vezama. Kao supstrat vezujuéa rezidua javlja se ARG109 sa rastojanjem od 2,06A.

ASN147

ASN252

GLU307 -

GLU148

ARG109

Slika 77. Doking beta-galaktozidaze L. acidophilus-a sa galaktozom kao supstratom

Prema simulaciji sprovedenoj u ovoj disertaciji predvidena aktivna rezidua GLU164 beta-
galaktozidaze B. animalis ssp. lactis ne gradi vodoni¢ne veze sa laktozom, od koje je udaljena
2,48A (slika 78). Nasuprot tome, druga predvidena aktivna rezidua GLU324 gradi vodoniéne

veze i nalazi se na rastojanju od 1.94A. Razdaljina izmedu rezidua iznosi 5,45 A, $to je kao i u
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prethodnim modelima odgovaraju¢e za neinvertujuce glikozidaze i TIM barel domen. Ostale
vezujuée rezidue (sa rastojanjima od laktoze) su ASN163 (2,14A), ASN331 (2,12A), TRP332
(1,86A), ARG333 (2,02A) and GLU372 (1,94A).

GLU372

Slika 78. Doking beta-galaktozidaze B. animalis ssp. lactis-a sa laktozom kao supstratom

Za razliku od laktoze predlozena aktivna rezidua GLU164 ima mogucnost gradenja
vodoni¢nih veza sa galaktozom kao supstratom (slika 79). Rastojanje GLU164 od galaktoze
iznosi 1,65A. Aktivna rezidua GLU324 (1,95A) ima moguénost gradenja vodoniénih veza sa
galaktozom, kao $to je slucaj i sa laktozom kao supstratom. Za razliku od laktoze veze ne mogu
graditi TRP332 (2,63A), ARG333(7,45A) i GLU372(3,81A).

ASNI63

GI,U324£/

N

GLUl64

GLU372
ARG333

ASN331

Slika 79. Doking beta-galaktozidaze B. animalis ssp. lactis-a sa galaktozom kao supstratom
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Analizom aktivnih rezidua beta-galaktozidaze T. thermophilus-a nisu zabeleZena
znacajnija odstupanja od ostalih ¢lanova klastera 2. Kao aktivne rezidue predvidene su GLU141 1

GLU312, dok su ostale vezujuce rezidue ARG102 i GLU360 (slika 80).

GLU141

ARG 102

GLU360 GLU312

Slika 80. Doking beta-galaktozidaze T. thermophilus-a sa laktozom kao supstratom

Ispitivanja simulacija dokinga sa galaktozom kao supstratom su pokazala da iste residue
ucestvuju u njenom vezivanju kao i u slucaju laktoze kao supstrata (aktivne rezidue GLU141 i
GLU312, kao i supstrat vezujuce rezidue ARG102 i GLU360) (slika 81).

ARG102
GLU141

GLU360 GLU312

Slika 81. Doking beta-galaktozidaze T. thermophilus-a sa galaktozom kao supstratom
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Dobijeni rezultati ukazuju da simulacije dokinga sprovedene u ovom istraZzivanju sa
velikom preciznos¢u identifikuju rezidue ukljucene u katalizu i vezivanje laktoze kao supstrata,
Sto th ¢ini pogodnim za ispitivanje interakcija kod konstruisanih modela gde ne postoje
eksperimentalni podaci i gde je potrebno po prvi put predloziti takve rezidue.

Energije vezivanja gore opisanih simulacija dokinga prikazane su u tabeli 8. Iz tabele se
vidi da beta-galaktozidaza K. lactis-a ima najve¢i afinitet za laktozu, dok beta-galaktozidaza B.

circulans ssp. alkalophilus-a ima najmanji afinitet.

Tabela 8. Ukupna vrednost vezivanja (total score) za laktozu u

odabranim beta-galaktozidazama primenom Surflex-Dock programa

Organizam Total Score
-log(Kq)
E. coli 6.444
Arthrobacter sp. 6.918
K. lactis 8.056
B. circulans ssp. alkalophilus 6.200
T. thermophilus 7.223
S.thermophillus 7.232
B. animalis ssp. lactis 7.163
L. acidophilus 6.761

Analiziranjem molekularnog dokinga mogu se dobiti veoma vazne informacije o
reziduama koje u€estvuju u vezivanju supstrata za enzim, kao i kataliticki aktivnim reziduama.
Doking analiza ima poseban znacaj jer klaster analizom i poravnanjem sekvenci nije moguce sa
sigurno$¢u utvridi sve aktivne rezidue koje ucestvuju u vezivanju supstrata, u ovom slucaju
laktoze. Doking analiza u ovom radu je potvrdila aktivne rezidue kod beta-galaktozidaze E. coli
(1DPO) predlozene u UNIPROT bazi podataka. lako proton donor rezidua GLU482 beta-
galaktozidaze K. lactis-a ne gradi vodoni¢ne veze sa laktozom, pozicionirana je veoma blizu veze
na kojoj se razgraduje laktoza, Sto je kljuCan preduslov za njenu kataliticku ulogu. Obe
kataliticke rezidue (GLU 458 i GLU546) beta-galaktozidaze S. thermophillus-a grade vodoni¢ne
veze sa laktozom i obe se nalaze blizu mesta razgradnje laktoze, Sto je u saglasnosti sa njihovom
katalitickom ulogom u reakciji (slika 72). lako je rastojanje izmedu aktivnih rezidua nesto manje
nego S$to je prosek za neinvertujuce glikozid hidrolaze, i dalje se nalazi u prihvatljivom opsegu.

Neinvertujuée glikozid hirolaze imaju prose¢no rastojanje izmedu aktivnih rezidua glutaminskih

110



Doktorska disertacija Viadimir Vukié

kiselina od 5,5A (McCarter i Stephen Withers 1994; Wang i sar. 1994). Ovi rezultati ukazuju da
su napravljeni model i simulacija donikga beta-galaktozidaze S. thermophillus-a adekvatno
konstruisani i pogodni za dalju analizu. Na osnovu dobijenih rezultata, pored aktivnih rezidua i
rezidue koje ucestvuju u vezivanju supstrata su konzervativne unutar klastera 1. Tako su na
primer iste rezidue ASN i1 ASP prisutne u vecini prokazanih enzima iz klastera 1. Proton
donorska rezidua GLU150 B. circulans ssp. alkalophilus-a (3TTS) gradi jake vodoni¢ne veze sa
laktozom, ¢ime su potvrdeni literaturni podaci za navedenu beta-galaktozidazu (slika 74)
(Maksimainen i sar. 2012). Iste aktivne rezidue kod beta-galaktozidaza L. acidophilus-ai B.
circulans ssp. Alkalophilus-a je u saglanosti sa rezultatima poravnanja sekvenci (slika 54) kao i
sa njihovom pripadnos¢u subfamiliji GH-42. Obzirom da pripadaju razli¢itim tipovima i ovaj
podatak ide u prilog gore iznetoj hipotezi o horizontalnom transferu gena u njihovom
evolutivnom razvoju. Razdaljine aktivnih glutaminskih rezidua i kod beta-galaktozidaze L.
acidophilus-a potvrduje njenu pripadnost neinvertuju¢im glikozid hidrolazama. Iako predloZena
aktivna rezidua GLU164 ne gradi vodonicne veze sa laktozom, pozicionirana je u blizini veze na
kojoj se razgrduje laktoza, Sto ukazuje da ima istu ulogu kao i kod ostalih ¢lanova klastera 2 i
GH-42 subfamilije. Rezidua GLU324 vezuje laktozu, Sto uzimajuci u obzir nasu filogenetsku
analizu ukazuje na njenu katalitiCku aktivnost. Razdaljina izmedu aktivnih glutamatskih rezidua
beta-galaktozidaze B. animalis ssp. lactis-a je takode u okviru proseénih vrednosti za
neinvertujuce glikozid hidrolaze. 1z dobijenih doking rezultata je uocljivo da su aktivne rezidue
glutamata izrazito konzervativne kod pripadnika istih klastera. Takode, konzervativnost je
prisutna i1 kod rezidua koje ucestvuju u vezivanju laktoze za enzim. Aktivne rezidue glutamata su
u svim simulacijama pozicionirane blizu veze na kojoj se razgraduje laktoza.

Na osnovu dobijnh rezltata, moze se zakljuciti da su konstruisani modeli pogodni za dalja
istrazivanja. Takva istrazivanja mogla bi ukljuciti usmerenu evoluciju sa ciljem povecanja
stabilnosti i aktivnosti enzima. Iako dokingom predvidne energije vezivanja nisu pouzdan
parametar za izraZavanje efikasnosti enzima, one ukazuju na stabilnost kompleksa enzima sa
supstratom i brzinom reakcije. Takode, predvidene energije vezivanja za laktozu za modelovane
strukture mogu biti uporedene sa dobijenim rezultatima za beta-galaktozidaze sa eksperimentalno
odredenim strukturama (tabela 8), Sto opet ukazuje da su konstruisani modeli precizni.
Interesantan je podatak da beta-galaktozidaza K. lactis-a ima najvecu vrednost energije

vezivanja, Sto moze ukazivati na visoku efikasnost enzima. Dobijeni rezultati pokazuju da je u
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ovoj disertaciji predstavljen protokol za modelovanje komercijalno vaznih beta-galaktozidaza i
analiziranje njihovih interakcija sa laktozom kao supstratom. Ovi rezultati treba da pruze okvir za
molekularna istraZzivanja vezivanja 1 razgradnje laktoze, kao 1 za buduce dizajniranje

komercijalno interesantnih beta-galaktzidaza.

4.5. Beta-galaktozidaza B. thetaiotaomicron-a

Poseban segment ove disertacije ¢ini ispitivanje beta-galakotzidaze B. thetaiotaomicron-a
jer se ne koristi u tehnologiji mle¢ih proizvida, ve¢ predstavlja bakteriju koja nastanjuje ljudski
crevni trakt gde ¢ini dominantnu vrstu sa udelom od 6% od ukupnih bakterija i 12% od bakterija
roda Bacteioides u ljudskim crevima.

Analiza poravnanja celih sekvenci otkrila je da beta-galaktozidaza B. thetaiotaomicron-a
ima vise od 70% sli¢nosti sekvenci sa beta-galaktozidazama Pencillium sp, T. ressei i A. oryzae,
dok sli¢nost sa beta-galaktozidazom H. sapiens-a iznosi neSto manje od 60%. Sve navedene beta-
galaktozidaze pripadaju subfamiliji GH-35, u koju po CAZY bazi podataka spadaju
neinvertujuce glikozid hidrolaze (Cantarel i sar. 2009).

Najbliza homologa beta-galaktozidaza koja ima eksperimentalno odredenog aktivnog
nukleofila jeste beta-galaktozidaza Homo sapiens-a, gde je utvrdeno da je GLU268 nukleofilna
rezidua (McCarter i sar. 1997). Na osnovu slu¢nosti sekvenci (slika 82a) moze se zakljuciti da je
nukleofilna rezidua beta-galaktozidaze B. thetaiotaomicron-a GLU259. Analiza konzervativnih
regiona u okolini potencijalne nukleofilne rezidue pokazala je da je 15,3% rezidua konzervativno
kod svih 5 sekvenci, 10,2% kod 4 od 5 sekvenci, dok je 35% konzervativno kod 3 od 5 sekvenci.
Iako je niska konzervativnost okolnih rezidua, uocljiva je konzervativnost aktivne rezidue koja je

ukljucena u razgradnju laktoze.
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Slika 82. PredloZene aktivne rezidue beta-galaktozidaze B. thetaiotaomicron-a: a) region u
okolini nukleofilne rezidue, b) region u okolini GLU182 potnecijalnog proton donora c) region u
okolini GLU123 potnecijalnog proton donora

Obzirom da proton donor rezidua nije eksperimentalno utvrdena kod homologih sekvenci,
potrebno je predvideti je, kako bi bolje razumeli mehanizam delovanja enzima i razgradnju
laktoze. Kao potencijalne proton donor rezidue javljaju se dve rezidue glutaminske Kiseline:
GLU182 i GLU123.

113



Doktorska disertacija Viadimir Vukié

Analiza konzervativnih regiona u okolini GLU182 potencijalne proton donor rezidue
pokazala je da je 25% rezidua konzervativno kod svih 5 sekvenci, 33,3% kod 4 od 5, dok je 25%
konzervativno kod 3 od 5 sekvenci. Uocljiva je velika konzervativnost rezidua u neposrednom
okruzenju GLU182 rezidue. Druga potencijalna proton donor rezidua GLU123 ima neSto manje
konzervativne rezidue u svom neposrednom okruzenju, dok u Sirem okruznju ima konzervativno
38,9% rezidua kod svih 5 sekvenci, 10,25% kod 4 od 5 i 43,6% kod 3 od 5 sekvenci.

Obzirom da na osnovu dobijenih poravnanja sekvenci nije moguce sa velikom sigurno$éu
predvideti proton donora, za ispitivane beta-galaktozidaze su analizirane i simulacije dokinga.
Analizirano je aktivno mesto koje ukljucuje sve tri potencijalne aktivne rezidue sa dodatnih 5A
prostora, sa ciljem da bi se ukljucile sve rezidue koje bi mogle ucestvovati u vezivanju laktoze.
Nakon dokinga laktoze u aktivno mesto analizirana je njena konformacija i potencijalne aktivne i
vezivne rezidue (slika 83). Eksperimentalno utvrdena nukleofilna rezidua GLU259 je udaljena
5,26A od laktoze i prema dobijenim rezultatima ne gradi vodoniéne veze sa njom. Obe
potencijalne proton donor rezidue su pozicionirane blizu laktoze i veze na kojoj se ona
razgraduje, (GLU 123 4,39A, GLUI182 5,60A). Kao $to je poznato rastojanje izmedu proton
donora i nukleofila kod neinvertuju¢ih glukozid hidrolaza iznosi oko 5,5A (Wang i sar. 1994;
McCarter i sar. 1997). Merenjem razdaljina eksperimentalno utvrdenog nukleofila i potencijalnih
proton donora utvrdeno je da je GLU259 udaljen od GLU182 5,47A, dok rastojanje GLU 259 od
GLU123 iznosi 8,0A. Uzimajuéi u obzir razdaljinu rezidua od laktoze, kao i njihovu medusobnu
razdaljinu, moze se pretpostaviti da wulogu proton donora u beta-galaktozidazi B.
thetaiotaomicron-a ima rezidua GLU182. Ostale rezidue koje uéestvuju u vezivanju laktoze su
TYR77, ASN181 i TYR325. | u ispitivanju beta-galaktozidaza subfamilije GH-35 uoceno je da
evolutivno udaljene vrste imaju visoku homologiju sekvenci, Sto ukazuje na horizontalni transfer
gena, posebno ukoliko se uzme u obzir ¢injenica da B. thetaiotaomicron nastanjuje ljudski crevni
trakt.
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Slika 83. Doking beta-galaktozidaze B. thetaiotaomicron-a sa laktozom kao supstratom

GLU182

Doking analiza galaktoze ukazala je da sve tri glutaminske residue imaju moguénost da sa
njom grade vodoni¢ne veze (slika 84). Za razliku od laktoze, rezidua TYR325 nema moguénost

vezivanja galaktoze. Ostale galaktoza vezujuce rezidue su ASN181 i TYR77.

TYR325

TYR77

GLU123

GLU259

ASNI81 GLU182

Slika 84. Doking beta-galaktozidaze B. thetaiotaomicron-a sa galaktozom kao supstratom
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4.6. Kinetika razgradnje laktoze beta-galaktozidazom K. lactis-a

Obzirom da se beta-galaktozidaza K. lactis-a komercijalno upotrebljava prilikom
proizvodnje delaktoziranih mle¢nih proizvoda, ispitana je njena kinetika razgradnje laktoze.
Kinetika je pra¢ena primenom permeata kao izvora laktoze koji predstavlja nus proizvod mlecne
industrije prilikom proizvodnje feta sira. Analiza hemijskog sastava vrsena je kako sirovina, tako
I produka realizovanog procesa. Hemijski sastav mleka, permeata i hidrolizovanog permeta dati
su u tabeli 9.

Tabela 9. Hemijski sastav i energetska vrednost permeata mleka i hidrolizovanog

permeata
Analiza Mleko  Permeat Hidrolizovani
permeat
pH 6,75 6,46 6,28
Suva materija (g/1009) 12,67 5,55 541
Mlecna mast (g/100g) 3,7 <0,1 0,00
Ukupni proteini (g/1009) 3,13 0,20 0,18
Laktoza (g/100g) 5,47 5,72 0,00
Pepeo (g/100g) 0,76 0,48 0,51
Energetska vrednost 288,88 87,27 84,32
(kJ/100g)

Hemijski sastav mleka je u skladu sa Pravilnikom o kvalitetu proizvoda od mleka i starter
kultura Ministarstva poljoprivrede i zaStite Zivotne sredine Republike Srbije (SI glasnik RS.
33/2010, i 69/2010). pH vrednost u mleku je iznosila 6,75, Sto je u okviru optimalnih vrednosti
(pH = 6,5 — 7,0) za beta-galaktozidazu Kluyveromyces lactis-a (Kim i sar. 2004; Demirhan i sar.
2010). Uocljivo je da se sadrzaj laktoze povecao u permeatu u odnosu na mleko. To je posledica
prolaska laktoze kroz membranu prilikom ultrafiltracije, dok se vec¢ina proteina, mle¢na mast i
drugi veliki makromolekuli zadrzavaju, ¢ime se povecava krajnja koncentracija laktoze u
permeatu. Usled navedenog dolazi i do smanjenja sadrzaja suve materije i pepela. Energetska
vrednost se takodje smanjuje, kako kod permeata, tako i dodatno kod hidrolizovanog permeata
usled ragradnje beta-galaktozidne veze prilikom koje se oslobada energija.

Na slici 85 prikazano je smanjenje sadrzaja laktoze tokom hidrolize u permeatu na
temperaturi od 40°C i pri koncentraciji enzima od 0,1% tokom 60 minuta. Celokupna laktoza se
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razgradila nakon 60 minuta od trenutka dodatka enzima. Analiza krive razgradnje laktoze
ukazuje da je razgradnja najveca na pocCetku ukazujuci da razgradnja laktoze dostize maksimalnu
brzinu u prvih 10 minuta. Najveca brzina se dostize usled velike koncentracije laktoze koje ima
dovoljno da se angazuje veéi broj molekula enzima. Vremenom se koncentracija laktoze
smanjuje, Sto dovodi do smanjene pristupacnosti laktoze enzimu i smanjenja brzine njene
razgradnje. Razgradnja laktoze je pokazala eksponencijalni model razgradnje sa veoma visokom
R? vrednosti od 0,99.
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Slika 85. Kinetika hidrolize laktoze u permeatu dodavanjem 0,1% enzima u toku 60 minuta

Ispitane promene koncentracije glukoze i galaktoze tokom 60 min hidrolize prikazane su
na slici 86. Najveci porast sadrzaja glukoze u pocetnim fazama reakcije dobijen je primenom
koncentracije enzima od 0,5%, S$to je posledica najve¢e koncentracije enzima. Krajnja
koncentracija glukoze iznosila je 2,89/100g. Najmanji porast sadrZzaja glukoze zabelezen je
prilikom primene 0,1% enzima. Krajnja koncentracija bila je 2,49/100g. Sadrzaj galaktoze je
takode pokazivao rast tokom vremena primenom svih koncentracija enzima Sto je ocekivano za

produkt enzimske reakcije.
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Slika 86. Sadrzaj glukoze i galaktoze u hidrolizovanom permeate u toku 60 min

Primenom koncentracija enzima od 0,3% 1 0,5%, ukupni sadrzaj laktoze je razgraden ve¢
nakon prvih 10 min i iznosio je 0 g/100g.

Iz dobijenih rezultata se moze zakljuéiti da beta-galaktozidaza K. lactis-a ima visoku
efikasnost prilikom razgradnje laktoze §to je Cini pogodnom za komercijalnu upotrebu u
industriji mleka. Kao sto je pokazano doking simulacijom, beta-galaktozidaza K. lactis-a ima
najvecu vrednost energije vezivanja sa laktozom, §to je ukazuje na potencijalnu vezu energije
vezivanja i efikasnosti razgradnje laktoze. Ovi rezultati mogu imati veliku primenu u industriji
mleka za razgradnju laktoze prilikom proizvodnje delaktoziranog mleka ili drugih proizvoda bez
laktoze. Takode, primenom metoda usmerene evolucije i racionalnog dizajna moguée je

poboljsati efikasnost datih enzima i u€initi ih jo$ atraktivnijim za industriju mleka.
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5. Zakljuéci

U ovoj disertaciji predstavljen je protokol za modelovanje komercijalno vaznih beta-
galaktozidaza i analiziranje njihovih interakcija sa laktozom kao supstratom. Ovi rezultati treba
da pruze okvir za molekularna istrazivanja vezivanja i razgradnje laktoze, kao i za buduce
dizajniranje komercijalno interesantnih beta-galaktozidaza.

Na osnovu sli¢nosti analizirane sekvence se mogu podeliti u dva klastera. Ovakva podela
je o¢ekivana obzirom da c¢lanovi istih klasera pripadajau istoj subfamiliji glikozid hidrolaza.
Clanovi klastera 1 pripadaju GH-2 subfamiliji, dok ¢lanovi klastera 2 pripadaju GH-42
subfamiliji. Poravnanjem sekvenci dobijene su potencijalne aktivne rezidue. Na osnovu klaster
analize i poravnanja sekvenci kataliticki aktivne rezidue beta-galaktozidaza ispitivanih sojeva
mogle bi biti GLU458/GLU546 kod S. thermophillus-a, GLU148/GLU307 kod L. Acidophilus-a
I GLU164/GLU324 kod B. animalis ssp. lactis-a.

Pretrazivanje BlastP programom, pokazalo je da beta-galaktozidaze S. thermophiles imaju
visok stepen sli¢nosti sa 1DPOA (Escherichia coli), dok beta-galaktozidaze L. acidophilus i B.
animalis ssp. lactis imaju visok stepen sli¢nosti sa 3TTS A (Bacillus circulans). Uzimaju¢i u
obzir filogenetsku analizu (rali¢iti tipovi), BlastP rezultati (visok stepen homologije izmedu
sekvenci) ukazuju na horizontalni tranfer gena tokom evoluije L. acidophilus-a i B. animalis
lactis-a.

Konstruisani su homologi modeli beta-galaktozidaza S. thermophilus, L. acidophilus, B.
animalis ssp. lactis. Monomer beta-galaktozidaze S. thermophilus-a se sastoji od 5 domena, od
kojih centralni TIM barel domen ima funcionalnu ulogu u razgradnji supstrata. Beta-
galaktozidaze L. acidophilus-a i B. animalis ssp. lactis-a imaju sli¢nu ukupnu strukturu, $to je
ocekivano obzirom da su konstruisani primenm iste Sablon strukture. Monomer beta-
galaktozidaze iz L. acidophilus-a i B. animalis ssp. lactis-a se sastoji iz 3 domena sa katalitickim
TIM barelom domenom.

Za proveru tri modelovana enzima (S. thermophilus, L. acidophilus, B. animalis ssp.
lactis) konstruisani su Ramacandranovi plotovi. Na osnovu Ramacandranovih plotova moze se
zakljuciti da su modelovane beta-galaktozidaze imaju povoljne uglove veza, posebno u regionu

aktivnog mesta $to je od kljuénog znaCaja za njihovu primenu u daljim istrazivanjima.
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Modelovani enzimi su dalje validovani strukturalnim superpozcioniranjem sa njihovim Sablon
strukturama.

Molekularni doking sa betagalaktozidazama iz Arthrobacter sp., K. lactis, S.
thermophillus, B. circulans ssp. alkalophilus, L. acidophilus, B. animalis ssp. lactis, T.
thermophiles i B. thetaiotaomicron je sproveden sa ciljem da se ispitaju pocetne faze vezivanja
laktoze. Iz rezultata simulacije molekularnog dokinga svih beta-galaktozidaza vidi se da se
supstrat veze za aktivno mesto koje se nalazi u regionu visoke elektronegativnosti. Ovakvi
rezultati su u skladu sa mehanizmom delovanja TIM barel katalitickog domena gde reakcija
zapocinje delovanjem nukleofila na vezu razgradnje supstrata. Simulacije dokinga su potvrdile
aktivna mesta predloZzena poravnanjem sekvenci i otkrile rezidue koje ucestvuju u vezivanju
laktoze i galaktoze kao supstrata.

Na osnovu sli¢nosti sekvenci moze se zakljuciti da je nukleofilna rezidua beta-
galaktozidaze B. thetaiotaomicron-a GLU259. Analizom konzervativnih regiona, kao i doking
simulacije, moze se zakljuciti da ulogu proton donora u beta-galaktozidazi B. thetaiotaomicron-a
ima rezidua GLU182.

Hemijski sastav mleka za ispitivanje aktivnosti beta-galaktozidaze Kluyveromyces lactis-a
je u skladu sa Pravilnikom o kvalitetu proizvoda od mleka i starter kultura Ministarstva
poljoprivrede i zaStite Zivotne sredine Republike Srbije. Celokupna laktoza se razgradila u
permeatu na temperaturi od 40°C i pri koncentraciji enzima od 0,1% nakon 60 minuta od
trenutka dodatka enzima. Maksimalna brzina se postize u toku prvih 10 minuta. 1z dobijenih
rezultata se moze zakljuciti da beta-galaktozidaza K. lactis-a ima visoku efikasnost prilikom
razgradnje laktoze $to je ¢ini pogodnom za komercijalnu upotrebu u industriji mleka.

Rezultati dobijeni u ovoj diertaciji mogu imati veliki aplikativni znacaj u industriji mleka
gde se primenjuje enzim beta-galaktozidaza za razgradnju laktoze prilikom proizvodnje

delaktoziranog mleka ili drugih proizvoda bez laktoze.
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