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Uticaj nejonskih surfaktanata na strukturu i aktivnost peptidaza

SAZETAK

Aktivnost proteina je u korelaciji sa njihovim strukturnim konformacijama koje zavise od uslova
okoline. Formulacije rastvora u kojima se proteini nalaze i uslovi pod kojima se oni Cuvaju
konsekventno ostvaruju odluc¢ujuéi uticaj na njihovu konformaciju i aktivnost. Ispitivanje stabilnosti
i aktivnosti proteina u cilju nalaZenja optimalnih uslova sastava rastvora, pri razli¢itim uslovima
ukljuCujuéi snizene temperature, poseduje fundamentalnu naucnu vaznost kao i potencijanu
komercijalnu upotrebnu vrednost.

Cilj ove studije je definisanje okvira formulacija proteina, konkretno odabranih model peptidaza, u
pogledu njihove strukture i optimalne aktivnosti sa posebnim naglaskom na prisustvo nejonskih
surfaktanata, a zatim diferencijalno karakterisanje procesa vezanih za konformaciju peptidaza i
njihovu konac¢nu upotrebnu vrednost.

Stabilnost 1 konformacija tripsina je ispitana za jone Hofmeister-ove serije koji imaju stabilizujuce
kosmotropske efekte na njegovu strukturu i definisan je optimum u pogledu koncentracije i vrste
puferskog sistema. Infracrvenom i fluorescentnom spektroskopijom okarakterisan je uticaj serije
pufera kao i sadrzaj nejonskih surfaktanata Tween 20, 80 i Triton X-100 na distorzije u nativnoj
strukturi tripsina i primeceno postojanje metastabilnog intermediera — stopljene globule pri uslovima
snizene temperature. Definisan je optimalan sastav komponenti koji tripsinu omogucava
maksimizaciju odrzanja strukturnog integriteta i1 aktivnosti do 99% nakon sedam ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja, pri ¢emu je potvrdena krioprotektivna uloga nejonskih surfaktanata.

Za papain 1 peptidaze lateksa smokve, okarakterisana je kazeinoliticka, zelatinoliticka i
kolagenoliticka supstratna specifi¢nost klasi¢nim biohemijskim metodama, 2D elektroforezom i
zimografijom, kao 1 uticaj nejonskih surfaktanata na njihovu stabilnost infracrvenom i
fluorescentnom spektroskopijom.

Odabrane model peptidaze, tripsin, papain i smesa peptidaza lateksa smokve, u sinergiji sa odabranim
nejonskim surfaktantima pokazali su potencijal za unapredenje metodologije detekcije
mikroaerofilnih patogenih bakterija Listeria monocytogenes u pogledu povecanja osetljivosti i
ekspeditivnosti postojecih protokola.

Kljucne reci: uvijanje proteina, stopljena globula, peptidaze, denaturacija proteina na niskim
temperaturama, Hofmeister-ova serija, nejonski surfaktanti, Tween 20, Tween 80, Triton X-100,
infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom, Listeria monocytogenes.

Naucna oblast: Biohemija

UZa naucna oblast: Strukturna biohemija



The influence of nonionic surfactants on the structure and activity of peptidases

ABSTRACT

Protein activity is correlated with their structural conformations that depend on environmental
conditions. Formulations of solutions in which proteins are found and the conditions under which
they are stored consequently exert a decisive influence on their conformation and activity. Testing
stability and activity of proteins to find the optimal solution composition, under different conditions
including reduced temperatures, has fundamental scientific importance as well as potential
commercial value.

This study aims to define the framework for protein formulations, for specifically selected model
peptidases, in terms of their structure and optimal activity with particular emphasis on the presence
of nonionic surfactants, and to differentially characterize processes related to the conformation of
peptidases and their final commercial usability.

The stability and conformation of trypsin were examined for ions of the Hofmeister series that have
stabilizing kosmotropic effects on its structure. The optimum in terms of concentration and type of
buffer system was defined. The influence of the series of buffers and the nonionic surfactants Tween
20, 80, and Triton X-100 on distortions of the native structure of trypsin was characterized by infrared
and fluorescence spectroscopy. The existence of a metastable intermediate - a molten globule at
reduced temperature conditions was also observed. An optimal composition of components that
enables trypsin to maximize the maintenance of structural integrity and activity up to 99% after seven
freeze/thaw cycles was defined, while the cryoprotective role of nonionic surfactants was confirmed.

For papain and fig latex peptidases, the caseinolytic, gelatinolytic, and collagenolytic substrate
specificity was characterized by classical biochemical methods, 2D electrophoresis and zymography,
and the influence of nonionic surfactants on their stability by infrared and fluorescence spectroscopy.

The selected model peptidases trypsin, papain, and fig latex peptidase mixture, in synergy with
selected nonionic surfactants, showed the potential to improve the methodology of detection of
microaerophilic pathogenic bacterium Listeria monocytogenes in terms of increasing the sensitivity
and expediency of existing protocols.

Key words: protein folding, fused globule, peptidases, protein denaturation at low temperatures,
Hofmeister series, nonionic surfactants, Tween 20, Tween 80, Triton X-100, Fourier transform
infrared spectroscopy, Listeria monocytogenes.

Scientific field: Biochemistry

Scientific subfield: Structural biochemistry
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1. UvOD

Proteini su predstavnici biomakromolekulskih masina koji imaju krucijalne funkcionalne uloge
unutar organizama, ukljuc¢ujuéi katalizu metaboli¢kih reakcija, replikaciju genetickih informacija,
reagovanje na stimuluse, obezbedivanje strukture celija i organizama, transport molekula itd.
Medutim, strukturno su ¢esto nestabilni kada nisu u svom fizioloskom okruzenju i svaki protein moze
imati specificne zahteve van svog normalnog bioloskog miljea. Ukoliko ovi zahtevi nisu zadovoljeni,
moze do¢i do delimic¢ne ili potpune destabilizacije proteina, te samim tim 1 do smanjenja njegove
aktivnosti. Stavi$e, moZe se rec¢i da svojstva okruZenja u kome se proteini nalaze diktiraju strukturu,
a samim tim i1 funkciju proteina. Imajuci u vidu da je fenomen uvijanja proteina fizicki proces kojim
se proteinski lanac prevodi u svoju nativnu trodimenzionalnu strukturu, klju¢an za bioloSko
funkcionisanje, razumevanje ovog fenomena je od fundamentalne vaznosti [1].

Kljucan aspekt u procesu uvijanja proteina predstavlja interakcija polipeptidne ki¢me proteina sa
vodom [2]. Konsekventno, liotropske osobine svih ¢inilaca rastvora u kome se dati protein nalazi
imaju direktan uticaj na karakter uvijanja proteina, ukljucujuci prisustvo jedinjenja kao sto su jake
kiseline ili baze, neorganske soli, organski rastvaraci, temperatura ili detergenti. Medu njima
razlikujemo ona koja ostvaruju stabilizujuéi uticaj na nativnu strukturu proteina — kosmotrope,
odnosno destabilizujuci — haotrope [3]. Klasifikaciju jonskih jedinjenja prema sposobnosti talozenja
smese proteina belanaca kokosSijeg jajeta prvi je predlozio Hofmeister [4], [5], a njegova istrazivanja
specificnih efekata jona i dalje su intrigantna oblast fizicke hemije i biofizike [6].

U kontekstu povrSinski aktivnih supstancija 1 formulacije proteinskih rastvora, vazno mesto
zauzimaju detergenti, a posebno nejonski detergenti zbog visestrukih prednosti od kojih su bioloska
kompatibilnost, biodegradabilnost, niska toksi¢nost samo neke [7]. Njihova Siroka biohemijska i
industrijska upotreba podsti€e istrazivanja koja su usmerena ne samo ka definisanju njihovog uticaja
na strukturu, stabilnost i aktivnost proteina u rastvorima, ve¢ i ka Sirem razumevanju mogucih
sinergistickih efekata sa enzimima koji potencijano mogu unaprediti njihovu biotehnolosku i
medicinsku upotrebu. Takode, vazan koncept formulacije proteinskih rastvora u pogledu njihovog
skladiStenja predstavlja mehanizam denaturacije na niskim temperaturama koji je trenutno atraktivna
oblast aktivnih istrazivanja zbog potencijalnih komercijalnih primena [8], sa posebnim osvrtom na
potencijalna krioprotektivna svojstva jona Hofmeister-ove serije 1 nejonskih surfaktanata [9].

Kako je koriS¢enje peptidaza cesto sastavni deo protokola za hidrolizu bioloskog materijala prilikom
detekcije patogenih mikroorganizama, sastav enzimskih preparata koji se potencijalno mogu koristiti
u ove svrhe poprima vazan znacaj. Nedostatak jasno definisanih enzimskih formulacija i Siroko
definisani protokoli za njihovu upotrebu u mikrobioloskim laboratorijama ukazuju na nuZnost
ispitivanja upotrebljivosti peptidaza u svrhe poboljSanja pouzdanih testova za detekciju patogenih
mikroorganizama [10], [11].

Glavni cilj ove studije predstavlja diferencijalno ispitivanje uticaja sastojaka rastvora na strukturu i
aktivnost odabranih peptidaznih model enzima. Poseban akcenat je stavljen na formulaciju rastvora
u pogledu optimalnog izbora vrsta 1 koncentracija puferskih sistema i nejonskih surfaktanata koji
omogucavaju optimalne uslove za Cuvanje peptidaza na niskim temperaturama bez znacajnog
narusavanja njegovog integriteta u pogledu aktivne konformacije. Vazan ¢inilac studije predstavlja i
validacija definisanih enzimskih formulacija u kontekstu efektnosti i supstratne specificnosti za
koriS¢enje u prakti€énim uslovima.

Kao model peptidaza za ispitivanje uticaja puferskih sistema i nejonskih surfaktanata na niskim
temperaturama odabran je tripsin za sekvenciranje, peptidaza koja ima izuzetan komercijalni znacaj.

1



KoriS¢enjem kombinacije klasicnih biohemijskih 1 spektroskoskopsih metoda, konkretno
infracrvenom spektroskopijom sa Fourier-ovom transformacijom i fluorescentnom spektroskopijom,
validirani su sistemi rastvora i nejonskih surfaktanata kojima se postize visok nivo ocuvanja
integriteta tripsina u pogledu njegove konformacije i aktivnosti nakon viSestruko ponovljenih ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja. Visoka aktivnost i ocuvanje strukture tripsina nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja potvrduje krioprotektivni karakter odabranih nejonskih surfaktanata.
Takode je pokazano da autoliza tripsina ne dovodi do znacajnog gubitka aktivnosti tripsina.

Papain i kolagenaze lateksa smokve su koris¢ene za potvrdu podobnosti definisanih puferskih sistema
1 nejonskikih surfaktanata u pogledu o¢uvanja njihove strukture, aktivnosti i supstratne specificnosti.
Koris¢enjem dvodimenzonalne elektroforeze i zimografije u prisustvu odgovarajucih inhibitora
definisana je njihova opsta peptidoliticka aktivnost, a kod peptidaza lateksa smokve i specificna
kolagenoliticka aktivnost peptidaza lateksa smokve. Imajuci u vidu raznovrsnost proteina prisutnih u
fermentisanim proizvodima od mesa, definisani enzimski preparati u pogledu specifi¢nosti supstrata,
koncentracije i prisustva nejonskih surfaktanata uspesno su primenjeni za povecanje osetljivost
metode detekcije 1 kvantifikacije mikroaerofilnih bakterija Listeria monocytogenes, koje su Cesti
kontaminanti hrane.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Problem uvijanja proteina

Temelji koncepta uvijanja proteina postavljeni su cuvenim eksperimentom Christian B. Anfinsen-a i
njegovih saradnika, koji su pocetkom 1960-ih [12] pokazali su da se proteini mogu reverzibilno
uvijati. Ovo implicira da su nativne strukture malih globularnih proteina termodinamicki stabilna
stanja, i da su stoga te konformacije proteina na globalnim minimumima njihovih slobodnih energija.
Cyrus Levinthal je izneo argument kasnih 1960-ih [13], kasnije nazvan ,,Levinthal-ov paradoks* [14],
da za proteine postoji previse moguéih konfirmacija da bi nativnu strukturu u konformacioniom
prostoru pronasli slu¢ajnim pretrazivanjem, kako je predlozio Anfinsen (Slika 2.1a i b). Levinthal je
zakljucio da se proteini moraju uvijati specifi¢nim ,,putevima uvijanja“ (Slika 2.1c).

Po Levinthal-u, dva cilja, postizanje globalnog minimuma i brzina kojom se minimum dostize, su
medusobno isklju¢iva. Ove dve opcije su termodinamicka kontrola i1 kineticka kontrola.
Termodinamicka kontrola znaci da protein dostize svoj globalni minimum energije i da je uvijanje
nezavisno od puta. Odnosno, nativna struktura je odredena samo kona¢nim, a ne pocetnim uslovima
i zahteva vreme do zauzimanja konac¢nog oblika. Kineticka kontrola znaéi da se uvijanje deSava brzo
jer zavisi od puta odnosno, kona¢na struktura bi se mogla razlikovati u zavisnosti od uslova iz kojih
je uvijanje pokrenuto, pa protein moze dosti¢i samo lokalne minimume. Levinthal-ov argument je
doveo do potrage za putevima uvijanja.

Moderni pogledi na kinetiku uvijanja proteina pojavili su se kao rezultat kombinacije napretka u
eksperimentalnim metodama koje su informativnije na atomskom nivou, i iz novog konceptualnog
okvira statisticko-mehanickih modela. U metafori ,,energetskih pejzaza“, uvijanje se predstavlja kao
curenje vode niz planinske obronke sloZenih oblika, a manje kao tok kroz jedan deo ,,pejzaza“.
Ukratko, trenutni pogled stavlja naglasak na ansamble i viSestruke puteve za uvijanje, a manje na
specifi¢ne strukture i puteve (Slika 2.1d).

Ako bi postojala moguénost posmatranja intermedijernih stanja tokom wuvijanja, kineticki
eksperimenti bi mogli ukazati na koji na¢in proteini efektno pronalaze put do kona¢nog uvijenog
stanja prolaskom kroz odredene intermedijere. Moderna era eksperimenata uvijanja pocela je ubrzo
nakon Levinthal-ovog klju¢nog argumenta, potragom za intermedijernim stanjima uvijanja [15], [16].
Intermedijerne strukture uvijanja se mogu posmatrati kao one koje su na putu ili van putanje uvijanja
ka nativnoj strukturi proteina. Implikacija je da samo posrednici na putu uvijanja mogu ukazati na
nacin uvijanja, dok intermedijeri van puta vode u ¢orsokak (Slika 2.1e). Kako je uvijanje relativno
brz proces, detektovani su i opisani samo stabilni intermedijeri na putu uvijanja proteina, dok je u
poslednjih 20-ak godina strukture tranzicionih intermedijera na putevima uvijanja proteina dobijaju
teoretskim proracunima.

Uvijanje proteina vodeno je njegovom interakcijom sa vodom. Organizacija vode oko neuvijenih
polipeptidnih lanaca ima krucijalnu ulogu u pokretanju procesa uvijanja proteina [17]. Usled
hidrofobnog efekta smanjuje se povrsina sa vodom i izaziva povoljno smanjenje entropije [2], [18].
Plasti¢no, ukoliko se molekul vode nalazi pored povrSine za koju ne moZe da se poveze vodoni¢nim
vezama, nekompatibilnost ove povrsine [19] podsti¢e minimizaciju povrsine koja pokrece formiranje
hidrofobnog jezgra proteina [20]. Odnosno, konformacija proteina tezi da minimizira poremecaj
vodenog matriksa [21]. Takav uzastopni ,,hidrofobni kolaps“ je nuzno pracen i voden strukturnim
formiranjem vodoni¢nih veza sa polipeptidnom ki¢mom zajedno sa desolvatacijom [22]. Pokretacka
sila je dakle oslobadanje vode koja ¢e biti dostupna za hidrataciju drugih rastvorenih materija i
maksimiziranje entropije sistema [2].
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Slika 2.1. Energetski pejzaZi puteva uvijanja proteina. (a) Idealizovan pejzaZz levka, lanac
formira unutarlancane interakcije i njegova unutrasnja slobodna energija (iznad nativnog
stanja, N) raste zajedno sa njegovom konformacionom slobodom (Sirina levka). Polipeptidi sa
razli¢itim konformacijama (crne tacke) prate razlicite puteve (crne linije) u postizanju nativnog
uredenja; (b) Anfinsenov pejzaz ,,golf terena“, lanac traZi nativno uredenje (rupu) nasumicno,
na ravnoj energetskoj povrsini; (c) Levintalov energetski pejzaz levka sa kanjonom, lanac
nasumicno pretraZuje sve dok ne naide na kanjon koji ga vodi u nativnhu strukturu; (d)
Energetski pejzaz sa lokalnim minimumima, energetska povrSina koja sadrzi lokalne
minimume u kojima intermedijer uvijanja polipeptida moze postati prolazno zarobljen.
Preuzeto i prilagodeno iz [23]. e) Sematski prikaz energetskog pejzaZa pri uvijanju (zeleni
levak) i agregaciji proteina (beli levak) [24]. Prilagodeno uz dozvolu autora.
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Interakcije dipol-dipol u rastvoru mogu usporiti uvijanje proteina i smanjenje ovih interakcija moze
povecati stabilnost proteina. Put uvijanja je indukovan desolvatacionim barijerama [25],
elektrostatiCkim interakcijama, a potpomognuta je i usmeravana kontaktima posredovanim vodom
koji spajaju susedne ostatke aminokiselina [26]. Dodatni faktor je smanjenje vodenog omotaca koji
okruzuje rastuci polipeptidni lanac uvijanjem u sekundarne strukture, oslobadaju¢i vodu koja
ostvaruje povoljne vodoni¢ne veze na drugim mestima [27].

Sliéni faktori pomazu u organizovanju proteina ukljucenih u formiranje kvaternarnog nivoa strukture,
gde svaka interakcija posredovana vodom, doprinosi u proseku 4,4 kJ mol™ stabilizaciji protein-
protein interakcija [28]. Voda je stoga blisko uklju¢ena u vodenje uvijanja proteina, i vazna
komponenta u teorijskim predvidanjima strukture proteina [29]. Vaznost sila hidratacije moze se
videti u konformacionom prelazu a-heliksa u B-plocicu koji prati racemsko uvijanje polilizina [30].

Nasuprot predo¢enom procesu, pri uvijanju proteina u uslovima sa smanjenim aktivitetom vode
postoje prepreke za postizanje strukture sa minimalnom energijom. Brojni lokalni minimumi mogu
zarobiti protein u neaktivnim konformacijama (Slika 2.1d.). Kada je protein potpuno hidratisan,
potencijalni energetski pejzaz je znatno glatkiji (Slika 2.1a.) i pri adekvatnoj hidrataciji, proteini
postizu svoju aktivhu konformaciju sa energetskim minimumom na jednostavan i brz nacin.
Energetske barijere se umanjuju zbog optimizacije kretanja polipeptidne ki¢me i boénih grupa
aminokiselina brzim formiranjem odnosno razmenom vodoni¢nih veza. Bo¢ni aminokiselinski ostaci
takode olakSavaju ovaj proces smanjenjem hidratacije peptidnih grupa (efekat zastite) koji promovise
nativan tip uvijanja proteina [31].

lako je na Slici 2.1. naznacena, ne postoji jedna struktura sa ,minimumom energije“ ve¢ skup
podstanja, sa malim energetskim razlikama. Fluktuacije izmedu ovih podstanja, olakSane
hidratacijom, dozvoljavaju odredenu fleksibilnost koja je potrebna za aktivnost proteina. lako se
nativni protein nalazi na minimumu potencijalne energije, ova struktura nije na globalnom
energetskom minimumu jer je put uvijanja proteina voden, a ne slu¢ajan proces. Jasno je da postoje i
druge strukture sa nizim minimumima, kao $to su proizvodi ireverzibilne denaturacije, koje sadrze
drugaciju intermolekulsku strukturu [32].

Na Slici 2.1.e prikazana su sva konformaciona stanja koja polipeptid moze da ima. Intermedijeri u
kojima preovladavaju B-ploc¢ice mogu formirati jezgro agregacije (pod odgovaraju¢im uslovima) pre
nego $to e propagirati ka nativnoj strukturi, posto su svi oblici agregata stabilniji od same nativne
strukture [33].

Kompatibilne rastvorene supstance koje stabilizuju vodu u hidratacionoj ljusci proteina i povecavaju
povrsinski napon, takode potpomazu odrzavanje nativne strukture proteina (Hofmeister-ov efekat).
Zarazliku od haotropnih denaturanta, aditivi koji stabilizuju strukturu proteina su udaljeni od njegove
povrsine (ne vezuju se za povrsinu proteina) [34] i razlikuju se po svojim efektima u zavisnosti od
njihove koncentracije, prisustva drugih rastvorenih supstanci, pH, temperature, pritiska i prirode
proteina.



2.1.1. Stopljena globula

Detaljna struktura i termodinamika intermedijera uvijanja proteina aktivna je oblast istrazivanja.
Postoje oprecni stavovi u vezi sa mehanizmima uvijanja proteina, posebno u pogledu uloge stabilnih
termodinamickih intermedijera - stopljenih globula i predlozeno je nekoliko modela za uvijanje
proteina koji se odnose na stopljenu globulu, koja je veoma kompaktna, sa sekundarnom strukturom
i topologijom nalik na nativnu, ali sa ,fluktuiraju¢om® tercijarnom strukturom usled mobilnosti
bo¢nih lanaca. Formira se relativno kasno u procesu uvijanja [35]. Alternativno, predloZeno je da je
priroda intermedijera na putu uvijanja proteina jedinstvena za dati protein i odredena njegovom
sekvencom. Stoga je strukturna priroda tranzicionih intermedijera razlic¢ita od jednog proteina do
drugog, osim za blisko srodne proteine, i moze postojati vise od jednog intermedijera [36].

Delimi¢no uvijeni stabilni intermedijeri ili ,,stopljene globule®, primeéeni su za veliki broj proteina i
pretpostavlja se da vecina proteina moze da formira takve vrste, ako postoje odgovarajuci
eksperimentalni uslovi [37] i predloZzene su kao opsti intermedijeri pri uvijanju proteina [35].
Stopljene globule smatraju se stabilnim termodinamic¢kim kao i finalnim prolaznim kinetickim
intermedijerima tokom procesa uvijanja. Razlika izmedu pravog (termodinamickog) intermedijera i
kompaktnog razvijenog medustanja moze se utvrditi postojanjem barijere u slobodnoj energiji
izmedu pretpostavljenog intermedijera, nativnog i razvijenog stanja (Slika 2.2.). Naj¢es¢i uslovi u
kojima se mogu detektovati stopljene globule ili drugi delimi¢no uvijeni intermedijeri su
destabilizujuéi, kao §to je nizak pH, odsustvo stabilizacionih liganda ili prisustvo denaturanata.
Stopljene globule i drugi delimi¢no uvijeni intermedijeri imaju jaku sklonost ka formiranju
rastvorljivih ili nerastvorljivih agregata, Sto se moze kontrolisati koncentracijom proteina, jonskom
silom i temperaturom rastvora proteina [8]. Podaci u vezi sa strukturnom prirodom stopljenih globula
I delimi¢no uvijenih intermedijera dobijeni su iz eksperimenata sa termodinamic¢kim intermedijerima
proteina.

Postoje najmanje Cetiri glavne konformacije proteina (Slika 2.2.): (a) razvijena konformacija, tipi¢éno
obuhvata veliki broj konformacija; (b) ansambli nestrukturisanih tranzicionih intermedijera, sa
minimalnim regionima sekundarnih struktura sli¢nim nativnim i kondenzovani su u odnosu na
razvijeno stanje; (c) strukturirani kompaktni intermedijeri (,.klasi¢ne® stopljene globule) sa
sekundarnom strukturom slicnom nativnoj, topologijom i tercijarnim kontaktima, ali bez ¢vrstog
pakovanja hidrofobnog jezgra koje se nalazi u nativnom stanju; (d) nativno stanje, u kome su bo¢ni
lanci Cvrsto isprepleteni, Sto dovodi do gusto zbijene ukupne strukture.

é@@/
\
<‘\‘>
intermedijeri Stopljena

Nestrukturisani
globula

Razvijena
konformacija

Nativna
struktura

Slika 2.2. Glavne konformacije proteina. Prilagodeno iz [38].
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KarakteristiCna svojstva za ,,pravu‘ stopljenu globulu su:

o Kompaktnost bliska nativnom stanju (hidrodinamicki radijus veci za 10-20%), merena tehnikama
kao $to su viskozitet, dinamic¢ko rasejanje svetlosti, gel hromatografija ili rasejanje rendgenskih
zraka pod malim uglom.

e Sckundarne strukture sliéne nativhom stanju, a koje se mogu utvrditi tehnikama kao $to su
cirkularni dihroizam (CD) ili infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom
(FTIR).

e Manji nivo uredenosti hidrofobnog jezgra u odnosu na nativnu konformaciju, o ¢emu svedoci
nedostatak CD signala u bliskoj UV oblasti ili ekvivalentnost bo¢nih lanaca dobijenih iz 1D-NMR
spektara.

e Znacajna izloZena hidrofobna povrsina u poredenju sa nativnom konfomacijom, procenjena iz
vezivanja hidrofobnih boja kao $to je ANS (8-anilino-1-naftalensulfonska kiselina).

e OgraniCena razlika entalpije i toplotnog kapaciteta izmedu stopljene globule i potpuno razvijenog
stanja.

Vezivanje fluorescentnih hidrofobnih boja kao §to je ANS se Cesto koristi da ukaze na prisustvo
stopljenih globula [39]-[42]. Zasniva se na preferencijalnom vezivanju boje za intermedijer u
poredenju sa nativnim stanjem, pri ¢emu je vezivanje za razvijena stanja izrazenije od nativnog stanja
zbog izlozenosti hidrofobnih ostataka.

lako stopljenoj globuli nedostaje potpuna uredenost hidrofobnog jezgra prisutna u nativnom stanju,
ona zadrzava visok nivo sekundarnih struktura sli¢énih nativnim [43]-[50]. Stopljene globule su
kompaktne i u poredenju sa nativnim stanjem, njihovi hidrodinamicki radijusi su povecani za do 15%,
Sto se prevodi u ~50% povecanje zapremine [43]-[49], [51]-[62]. Imaju globularnu strukturu sli¢nu
odgovaraju¢im nativnim globularnim proteinima [63]-[67]. Analiza stopljenih globula nekoliko
proteina NMR spektroskopijom u rastvoru ukazuje da proteinski molekul u intermedijernom stanju,
ne poseduje samo sekundarne strukture sli¢ne nativnim, ve¢ i tip uvijanja slican nativoj strukturi [47],
[68]-[78].

2.1.2. Termodinamicki aspekti uvijanja proteina

Pre nego Sto je detektovano intermedijerno stanje stopljene globule, denaturacija proteina se obi¢no
smatrala potpunim kooperativnim kolapsom jedinstvene globularne strukture proteina. Molekulska
osnova kooperativne denaturacije proteina ukljucuje postojanje dva stabilna fazna stanja proteinskog
lanca razdvojena barijerom slobodne energije. Proteinska globula ne moze se denaturisati postepeno,
bez energetskih barijera [79] ili prevazilazenjem veoma niske barijere slobodne energije [80].
Denaturisani protein moze imati gusto pakovanje, gotovo koliko 1 nativni protein, u zavisnosti od
svojstava rastvaraca i hidrofobnosti proteinskog lanca.

Globularni proteini poseduju polipeptidni lanac sa posebnom stabilnos$¢u, fleksibilnim boc¢nim
grupama koje su povezane sa rigidnom ki¢mom proteinskog lanca. Konformacija nativnog
globularnog proteina poseduje ¢vrsto pakovanje, gotovo kao kod molekulskih kristala, bez kristalne
reSetke. U proteinima, Van der Waals-ov radijus atoma zauzima 70-80% ravnoteznog rastojanja, dok
u rastvorima zauzima 60—65% ravnoteznog rastojanja [81].

Aminokiselinski bo¢ni ostaci (bo¢ne grupe) proteina mogu biti podvrgnute rotacionoj izomerizaciji,
skokovima izmedu dozvoljenih konformacija. Svaki skok zahteva odredenu slobodnu zapreminu u
blizini lanca. Medutim, posto nativna proteinska struktura ima kompaktno pakovanje, §to doprinosi
stabilnosti konformacije, svakom skoku je potrebna dodatna slobodna zapremina. (Slika 2.3.).
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Ovakav mehanizam se odnosi na prelazak nativnog globularnog stanja u bilo koji denaturisani oblik
[82]. Dakle, struktura proteina tolerise promenu uslova okoline do odredene granice, a zatim nestaje
kao celina. Ovo obezbeduje pouzdanost njegovog bioloSkog funkcionisanja. Drugim recima,
iznenadni skok entropije koji se moze desiti nakon $to Sirenje globule prede odredeni prag, objasnjava
poreklo tranzicije ,,sve ili niSta® koja razdvaja nativno i denaturisano stanje. Takav globalni skok
entropije se deSava zbog ¢injenice da se bocni lanci ne mogu osloboditi jedan po jedan, jer ih drzi
kruta ki¢ma koja koordinir$e njihove pozicije. Kod ve¢ih domena moguce je detektovati i postojanje
treceg, stabilnog intermedijernog stanja — stopljene globule, i u tim slu¢ajevima se ne moze govoriti
o mehanizmu ,,sve ili niSta“.

Slobodna energija AG

Vreme

Slika 2.3. Glavna moguc¢a stabilna stanja proteinskog molekula i nestabilno stanje barijere (SB)
sa visokom slobodnom energijom koja obezbeduje potpunu tranziciju izmedu nativne strukture
(NS) i stopljene globule (SG) i svih razvijenih konformacija. Plave linija ozna¢ava relativnu
slobodnu energiju AG proteinskog molekula. Prilagodeno iz [38].

2.1.3. Kineti¢ki parametri uvijanja proteina

Brojni dokazi ukazuju da je nativna struktura proteina stabilnija od razvijenih lanca u fizioloskim
uslovima [39]-[41]. Vredno je napomenuti da ne postoji fundamentalna razlika izmedu in vivo
kotranslacionog uvijanja [83]-[85] i in vitro uvijanja skracenih i kompletnih lanaca [86] za male
proteine. Eksperimentalno izmerena vremena uvijanja kre¢u se od mikrosekundi za male, do sati za
velike globularne proteine sa jednim domenom [13].

Razmatranje ,,Levinthal-ovog paradoksa” dovelo je do ideje energetskih pejzaza, gde proteinskih
polipeptidni lanci teze da zauzmu nativne proteinske strukture sto olakSava sekvencijalno uvijanje
proteina (Slika 2.1d) [87]-[90]. Energetskim pejzazima predvida se drasticno smanje vremena
potrebnog za uvijanje proteinskog lanca i bolje interpretira barijera slobodne energije koja razdvaja
razvijena (R) i nativno (N) stanje proteina:

R=U (1)



Uvijanja u kojima se ravnoteza i kinetika uvijanja/razdvijanja javljaju samo izmedu R i N stanja,
primecena su za veliki broj malih globularnih proteina, sa manje od 100 aminokiselinskih ostataka
[91], [92]. Medutim, sugerisano je da postoje dva tipa globularnih proteina u smislu uvijanja, proteini
sa dva stanja i proteini sa vise od dva stanja [93]:

R=21=2U(2)

gde je | intermedijer uvijanja koji ima Kkarakteristike stanja stopljene globule (Slika 2.4.).
Razumevanje odnosa izmedu ova dva tipa proteina moze biti vazno za potpuno razumevanje
molekulskih mehanizama uvijanja proteina. lako jednacine (1) i (2) predstavljaju najjednostavnije
Seme za uvijanje sa dva stanja i sa viSe od dva stanja sa jednim definisanim putem, reakcije uvijanja
sa viSe paralelnih puteva su takode primecene [94], [95]. Problem postojanja stabilnih intermedijera,
odnosno model uvijanja protena sa viSe od dva stanja, je polje koje trenutno predmet aktivnih
istrazivanja. Naime, formiranje kinetickih, tranzicionih intermedijera se Cesto desava prebrzo da bi
se direktno izmerilo konvencionalnim tehnikama [61], [96], [97]. Odredeni iskoraci ka detekciji
stabilnih intermedijera uvijanja proteina sa vise od dva stanja su napravljeni koris¢enjem merenjem
promena fluorescencije triptofana [98], [99], [93], [100]-[107] fluorescencije ANS [100] i CD
spektometrijom [93], [101]-[108].

Slobodna energija [AG]

Vreme

Slika 2.4. Energetski profili uvijanja proteina sa dva stanja (puna linija) i sa viSe stanja
(isprekidana linija). R — razvijeno stanje, | — intermedijerno stanje (stopljena globula), N —
nativno stanje.



2.2. Stabilnost proteina u rastvorima
2.2.1. Denaturacija proteina na niskim temperaturama

Denaturacija proteina na niskim temperaturama se obi¢no odnosi na proces u kome se protein
denaturiSe smanjenjem temperature i predstavlja univerzalan fenomen [109]. Niska temperatura uti¢e
na hidrofobne interakcije proteina u rastvoru i na samo uredivanje molekula vode u rastvoru, $to na
kraju dovodi do poremecaja efekta hidrofobnog kolapsa. U ovom odeljku bice predstavljen pregled
nacina kako, pored niske temperature i formiranje leda tokom zamrzavanja, dalji poremecaj
hidrofobnih interakcija izaziva i lokalno povec¢anje koncentracije puferskih jona. Odnosno, kako
promena koncentracija puferskin komponenti i aditiva u rastvoru dovodi do promene u
termodinamickim karakteristikama samog rastvora u bliskom okruzenju proteina i kako kombinovani
efekti mogu uticati na konformaciju proteina, 3D strukturu, aktivnost, denaturaciju i, na Kraju,
agregaciju [110]-[112].

Za nativne proteine se Cesto kaze da su samo marginalno stabilni jer je termodinamicka stabilnost
mnogih nativnih proteina od 20-80 kJ/mol visa od odgovaraju¢ih denaturisanih vrsta. Ovo je od
kriticne vaznosti kad god na stabilnost i funkciju proteina uticu faktori sredine.

2.2.2. Kosmotropi i haotropi

Izrazi ,.kosmotrop* (od grckog wocpog, red) i ‘haotrop' (od grckog yoog, haos) predstavljaju
rastvorene supstance koje stabilizuju, odnosno destabilizuju proteine i membrane. Haotropi razvijaju
proteine, destabilizuju hidrofobne agregate i povecavaju rastvorljivost hidrofoba, dok kosmotropi
stabilizuju proteine i hidrofobne agregate u rastvoru i smanjuju rastvorljivost hidrofoba [113].

Haotropne rastvorene supstance povecavaju entropiju sistema ometajuci intramolekulske nekovalente
interakcije kao $to su vodoni¢ne veze, Van der Waals-ove i hidrofobne interakcije. Kako struktura i
funkcija makromolekula zavise od neto efekta ovih sila, povecanje koncentracije rastvorenih
haotropnih supstanci moze denaturisati proteinske makromolekule i negativno uticati na enzimsku
aktivnost. Takode, kako uvijanje proteina zavisi od hidrofobnih interakcija aminokiselinskih ostataka
polipeptidnih polimera i hidrofobnog efekta vode, haotropne rastvorene supstance, smanjujuci neto
hidrofobni efekat hidrofobnih regiona zbog poremecaja u strukturi vodoni¢nih veza molekula vode u
hidratacionim ljuskama proteina i indirektno uticu upravo na ispoljavanje hidrofobnog efekta.

Haotropna disosovana jonska i1 nejonska jedinjenja ispoljavaju haotropni uticaj razlic¢itim
mehanizmima. Dok haotropna nejonska jedinjenja direktno uti¢u na nekovalentne intramolekululske
interakcije, jonska haotropna svojstva se ispoljavaju sprecavanjem stabilizacije sonih mostova i uticu
na termodinamicke osobine vode, odnosno pojednostavljeno, uticu na karakter i dostupnost
vodoni¢nih veza vode. Vec¢ina savremene literature koristi ove termine u kontekstu uticaja rastvorenih
supstanci na strukturu vode u rastvorima makromolekula [114].
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2.2.3. Hofmeister-ova serija

Jedan od klju¢nih faktora koji utic¢u na stabilnost proteina u rastvorima su liotropska svojstva svih
C¢inilaca datog rastvora. Hofmeister-ova serija ili niz predstavlja klasifikaciju jona po njihovim
liotrofnim svojstvima, odnosno empirijsko i kvalitativno rangiranje razli¢itih jona prema njihovoj
sposobnosti da taloze smeSu proteina belanaca kokosijeg jajeta. Serija je dobila ime po Fraz-u
Hofmeister-u, pioniru u prou¢avanju i razumevanju kompleksnog fenomena efekta katjona i anjona
na stabilnost proteina u rastvoru, koji se ¢esto naziva i Hofmeister-ov efekat (HE) [3], [115].

lako mehanizam uticaja jona Hofmeister-ove serije na stabilnost proteina u rastvoru nije potpuno
razjasnjen, pretpostavlja se da je rezultat promena u opstoj strukturi vode, odnosno specificnih
interakcija izmedu jona, proteina i molekula vode [4].

Tipican red jona u Hofmeister-ovom nizu je:

stabilizujuci/ kosmotropi destabilizujuéi / haotropi
smanjena hidrofobna rastvorljivost povecana hidrofobna rastvorljivost
C0,* >S0,% >S,0,° >H,PO, >F >CI >Br ~NO3 > 1 >CIlo,
slabo hidratisani anjoni jako hidratisani anjoni
N(CHs)," > NH,* >Rb" >K">Na" > H" > Li > Ca*" > Mg”* > AP*
slabo hidratisani katjoni jako hidratisani katjoni

Anjoni levo od CI" i katjoni levo od H" mogu se podrazumevati kao kosmotropi jer imaju stabilizujuée
efekte na proteine u rastvoru, dok se oni sa desne strane nazivaju haotropima, pri ¢emu je Hofmeister-
ov efekat izrazeniji kod anjona nego kod katjona. Kosmotropi, koji su ,,tvorci vodene strukture®,
snazno su hidratisani, imaju stabilizujuci efekat na proteine i makromolekule. S druge strane, poznato
je da haotropi (,,razbijaci vodene strukture®) destabilizuju nativnu strukturu proteina.

Hofmeister-ova serija, sa najmanje 38 uocenih cinilaca, poseduje opstu korisnost [4], [5], [115],
ukljucujuéi efekte na strukturu i/ili denaturaciju bioloskih makromolekula, efekte na hidrataciju 1
uticaj na pH vrednost rastvora. Relativne poloZaje jona u seriji treba smatrati samo indikativnim jer
postoje varijacije zavisno od proteina, pH, temperature, koncentracije jona, rastvorenih gasova,
osetljivosti metoda itd.

Ukratko, proteini su najstabilniji u rastvoru kada su okruzeni molekulima vode koji su povezani
vodoni¢nim vezama. Kako su joni soli ravnomerno rasporedeni u rastvoru, jer je njihova distribucija
kontrolisana osmotskim gradijentom, haotropni joni sa slabim vodenim interakcijama su jace vezani
za proteine dok su kosmotropski joni sa dobrom hidratacijom udaljeniji od proteina u vodenoj masi.

2.2.3.1. Termodinamicke osobine jona Hofmeister-ove serije

Termodinamicki parametri mogu biti indikativni za pozicioniranje jona u okviru Hofmeister-ove
serije i izlistani su u Tabeli 2.1. Joni koji poseduju veliku gustinu naelektrisanja jace vezuju vecée
vodene klastere Sto korelira sa njihovim molarnim jonskim zapreminama (MJZ), odnosno joni
izazivaju kontrakciju zapremine vode zbog svoje velike gustine naelektrisanja, upravo srazmerno
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Hofmeister-ovom efektu. Entropije hidratacije koreliraju sa tendencijom da se pri rastvaranju
smanjuje entropija vode [116].

Joni koji su slabo hidratisani pokazuju manju promenu viskoziteta sa koncentracijom, $to se ogleda
u negativnim Jones-Dole-ovim (B) koeficijentom (haotropi) i slabljenju mreze vodoni¢nih veza vode,
dok su jako hidratisani joni sa pozitivnim B koeficijentom (kosmotropi) i vode jaCanju mreze
vodoni¢nih veza. Broj snazno vezanih molekula vode dobijenih koligativnim svojstvima je u
korelaciji sa Hofmeister-ovom serijom, §to B koeficijenti viskoznosti odli¢no ilustruju .

Sli¢ni efekti se mogu primetiti sa pove¢anjem jonskog povrsinskog napona, ki = Ay/Aci (MN m™* M-
1) [6], gde pozitivnije vrednosti ukazuje na jone koji sa vodom imaju nekonstruktivne interakcije.

Uticaj jona se moZe primetiti i u poveéanju (visa traka na 2.600 - 3.420 cm ™) i smanjenju (niza traka
na 3.420 - 3.800 cm™?) apsorbancije traka koje poti¢u od istezanja O-H u infracrvenim spektrima sa
prigusenom totalnom refleksijom (od engleskog attenuated total reflectance - ATR). Oc¢ekuje se da
¢e joni sa pozitivnim vrednostima AMA(H ojacati vodoni¢ne voda-voda veze u svojim hidratacionim
slojevima, a samim tim i1 povecati uredenost vodenih klastera, dok ¢e ih oni sa negativnim
vrednostima AMA_n oslabiti [117]. Ovi parametri mogu biti od izuzetno korisni ukoliko se
infracrvena spektroskopija koristi kao metoda za odredivanje svojstava proteina u rastvorima u
kojima konfigurisu i joni iz Tabele 2.1.

Tabela 2.1. Kljuéna svojstva hidratisanih jona. MJZ - Molarna jonska zapremina, cm3/mol na
298,15 K; negativna vrednost ukazuje na kontrakciju zapremine; AS - Entropija hidratacije,
kJ/mol, 298,15 K; standardna molarna entropija umanjena za entropiju primarne hidrirane
vode (odnosno, njena imobilizacija); B - Viskozitet Jones-Dole B-koeficijent, dm3/mol na 298,15
K; ki - Povecanje povrsinskog napona, mN/m-M u opsegu koncentracija 0,1 M - 1,0 M (4) [6];
AMALH - razlika u povrsini FTIR traka na (2.600 — 3.420) cm™i (3.420 — 3.800) cm™ poredeno
sa SO4*~ (5) [117]; nd - nije dostupno; Ref. - Reference.

Kaioni MJZ AS Bk AMALn Anjoni MJIZ AS B k  AMALx
AP 587 -396 067 265 nd HPOZ nd nd 0382 07  nd
Mg?  -322 -174 0385 225 3522 CO# nd nd +029 nd  nd
Car  -289 -132 0298 210 1241 SO 25 -126 0206 055  0.00
N(CHss* 841 nd 0123 -010  nd 43 70 0127 08  nd
Nd* 67 -5 008 120 -324 HCO; nd nd +003 nd  nd
H 55 nd 0068 -105  nd C 233 6 0005 09 -1224
NHS 124 5 -0008 070  nd Br 302 28 -0.033 055 -1804
K* 35 34 0009 110 -335 NO; 345 9 0045 015 -1770
Rb* 86 52 0033 095 -255 CIO; 49.6 30 0061 -07 -2584
Cs* 158 59 -0.047 080  -15 - 417 55 -0073 -005 -2405
Ref. [118] [118] [118] [6] [117]  Ref. [118] [118] Hig} 6]  [117]
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2.2.4. Struktura leda

Led se moze naci u razli¢itim polimorfnim oblicima. Pojedinacni molekuli vode u ledu mogu biti
trodimenzionalno organizovani na viSe nacina, zavisno od temperature i pritiska. Do sada je
eksperimentalno uoc¢eno najmanje 17 faza kristalnog leda [120], [121]. Na primer, struktura kristala
moze biti heksagonalna (led In i XVII), kubi¢na (VII, X, XVI), romboedarska (II i IV), tetragonalna
(111, VI, VIII, IX, XII), monoklini¢na (V, XIII), ili ortorombi¢na (XI, XIV, XV). Medutim, slika jo$
nije potpuna i DFT simulacijama (od enleskog density functional theory — teorija funkcionalne
gustine) nedavno su identifikovane ¢ak 74.963 potencijalne strukture leda [122].

Najcesci oblik leda ispod 0 °C i pri atmosferskom pritisku je heksagonalna jedinica leda In. [123],
[124] i poseduje pravilnu kristalnu strukturu u kojoj je jedan atom kiseonika vezan vodoni¢nim
vezama za dva atoma vodonika (Slika 2.5.). Heksagonalnu jedinicu kristalne resetke In karakteriSu
Cetiri ose, a1, az, az i ¢, a heksagonalna jedinica ima osam lica. Dva od ovih lica su normalne na c-
osu i predstavljaju bazalne povrSine, a preostalih Sest su lica prizme (Slika 2.5c.). Raspored
intermolekulskih vodoni¢nih veza uti¢e na svojstva i faze leda. Na 0 °C i atmosferskom pritisku led
najbrze raste duz a-ose dajuci kristale heksagonalnog oblika koji rastu kao listovi.

Zajedno sa ledom Iy pri atmosferskom pritisku moze nastati i led I¢, koji karakteriSe kubi¢ni kristal
[125], i u poredenju sa Ih oblikom pokazuje nizu nukleacionu barijeru [126]. Moze nastati u malim
kapljicama na veoma niskoj temperaturi u zavisnosti od prisustva rastvorenih supstanci [127].

Takode je primeceno iz podataka o difrakciji da uzorci leda Ic nisu u potpunosti kubi¢ni, ve¢ sadrze 1
heksagonalno uredenje. Ova struktura, u kojoj konfigurisu heksagonalni i kubic¢ni oblici leda u smesi,
naziva se led lsq i sugerisano je da je led Is¢ mozda ¢ak i stabilniji od ¢istog In leda [128].

= g :
o " kk § ’.\_)&\L ; bazal a3 bazalna
e g 3&& e > ravan ravan
C..“; % t’ ';L&&‘- :
e o a2 a2
g fs‘:.’ X ; M
ERR: ’\\'\
Lo & {
LY * o . a L
f prizmalna piramidalna
ravan ravan
a) b)

Slika 2.5. (a) Kristalna struktura leda In. Isprekidane linije predstavljaju vodoni¢ne veze; (b)
Fazni prelazi leda Ic i In u korelaciji sa drugim fazama leda; (c) Sematski prikaz heksagonalne
jedinice kristalne reSetke In leda koja ilustruje ose ai, a», az i ¢ i bazalnu, prizmalnu i
piramidalnu ravan.

Kada je led prisutan u vodenom rastvoru, na dodirnoj povrsini kristalne reSetke leda i vodene mase
nema naglog prelaza. Studije su pokazale da postoji polu-uredeni sloj izmedu visoko uredene ledene
reSetke i manje uredene vode koja okruzuje kristale leda [129]. Ovaj sloj je nazvan kvaziteéni sloj -
QLL (od engleskog quasi-liquid layer) [130], [131]. Debljina dodirne povrsine kristalne resetke leda
i vodene mase je priblizno 10 - 15 A. Stvarna debljina QLL faze u funkciji temperature nije dovoljno
ispitana, ali gruba procena je da je uporediva sa razmakom resetke na T = -10 °C, i da se brzo
povecava priblizavajuci se temperaturi topljenja [132].

Tokom procesa zamrzavanja vode, kristalizacija prolazi kroz nekoliko faza (Slika 2.6.). Najpre se
rastvor prehladi ispod ravnotezne tacke zamrzavanja (segment A-* na Slici 2.6.). Prehladeni rastvor
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predstavlja metastabilno stanje, tokom kog molekuli vode teze formiranju klastera sa dugotrajnim
vodoni¢nim vezama [133] i kada je temperatura dovoljno niska da omoguéi prelazak energetske
barijere za proces nukleacije, kristalizacija leda se brzo deSava u celom rastvoru (tacka * na Slici 2.6.)
pri cemu dolazi do ostrog porasta temperature rastvora do vrednosti koja je bliska ravnoteznoj tacki
zamrzavanja. Daljim hladenjem rastvora, dolazi do rasta kristala leda adsorpcijom molekula vode na
povrsinu kristala leda i novih nukleacija istovremeno (segment B-C na Slici 2.6.). Kona¢no, da bi se
obezbedilo potpuno ocvrs¢avanje, potrebno je da se nastavi sa hladenjem rastvora (segment C-D na
Slici 2.6.) [134]. Rastom kristala leda upravljaju dva fizicka fenomena, kinetika vezivanja za povrsinu
kristala leda i difuzija kroz rastvor.
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Slika 2.6. Temperaturni profil tokom zamrzavanja vodenog rastvora.

2.2.4.1. Uticaj zamrzavanja na stabilnost proteina

Proces zamrzavanja izazva Stetne efekte za protein u rastvoru i dovodi do denaturacije, agregacije i
gubitka aktivnosti. Brojni fenomeni mogu doprineti nezeljenim konformacionim promenama
proteina, ukljucujuéi denaturaciju na niskim temperaturama, indirektno povecanje koncentracije
sastojaka rastvora i formiranje kristala leda [135], [136].

Na fizi¢ko okruzenje proteina snazno uti¢e proces indirektnog povecanja koncentracije rastvoraka,
koji izaziva varijacije u jonskoj sili, relativnom sastavu rastvorenih supstanci, promenu pH vrednosti
usled kristalizacije komponenti pufera [137] i fenomena razdvajanja faza [138]. Ukoliko je protein
stabilan u uskom opsegu pH vrednosti, talozenje komponenti pufera moze dovesti do denaturacije.
Ove prividne promene u kiselosti mogu biti povezane sa promenama u pK vrednosti sastojaka
preferencijalnim uklju¢ivanjem molekula vode iz vodene mase kristalima leda. Brzine degradativnih
procesa, kao $to su hidroliza i oksidacija, mogu se povecati tokom procesa zamrzavanja [139], [140].
Nedavno je predloZeno da formiranje klastera vode na temperaturama ispod temperature zamrzavanja
katalizuje reakcije prenosa protona u reakcijama hidrolize i deaminacije [141].

Na niskim temperaturama hidratacija nepolarnih ostataka je izrazenija i molekuli vode mogu narusSiti
strukturu proteina, promovisuéi izlaganje hidrofobnog jezgra i gubitke u sadrzaju sekundarnih
struktura. Ovaj fenomen naziva se denaturacija na niskim temperaturama i uzrokovan je smanjenom
entalpijom interakcije vode i hidrofobnih ostataka, a rezultuje formiranjem kompaktnih, delimi¢no
neuvijenih stanja proteina i visokim stepenom penetracije rastvara¢a u hidrofobno jezgro [110],
[142]-[147].

Formiranje kristala leda predstavlja jo$ jedan kriti¢an faktor u destabilizaciji proteina. Dramati¢no
smanjenje fosforescencije ostatka Trp-48 u rastvorima azurina nakon formiranja leda [148], sugeriSe
da do destabilizacije proteina dolazi formiranjem kristala leda. Denaturacija proteina kao $to su
cilijarni neurotrofni faktor (CNTF), fosfofruktokinaza (PFK), laktatdehidrogenaza (LDH),
glutamatdehidrogenaza (GDH), antagonist interleukina-1 receptora (IL-1ra) i protein koji vezuje
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faktor nekroze tumora (TNFbp), tokom zamrzavanja/odmrzavanja povezana je sa povecanjem
dodirne povrsine led-voda [149].

Snizenje aktivnosti katalaze, B-galaktozidaze i LDH primeéeno je tokom brzog zamrzavanja [150].
Formiranje nerastvorljivih agregata humanog hormona rasta (hnGH) povecava se sa povecanjem
brzine hladenja §to dovodi do formiranja manjih kristala leda koji imaju veé¢i odnos povrsine i
zapremine [151].

Sarciauk et al. predlozili su mehanizam formiranja agregata koji ukljucuje denaturaciju govedeg
imunoglobulina (IgG) na dodirnoj povrsini leda i rastvora. Denaturacija je bila reverzibilna nakon
odmrzavanja, dok je pri liofilizaciji i naknadom rekonstitucijom bila ireverzibilna, a pri brzom
hladenju primeéena je povecana agregacija. PoviSenje koncentracije proteina poboljsalo je procenat
detektovane aktivnosti proteina nakon zamrzavanja/odmrzavanja. Kako je povecanje dodirne
povrsine izmedu leda i rastvora konac¢no, koli¢ina apsorbovanih molekula proteina na povrsinu leda
je fiksna, i poviSenjem koncentracije proteina smanjuje se procenat apsorbovanih molekula proteina
[150], [152].

Fluorescencija triptofana nativnog i denaturisanog proteina azurina mutanta C112S iz Pseudomonas
aeruginosa, ukazuje da je njegova stabilnost znac¢ajno umanjena u prisustvu leda. Stabilnost zavisi
od koli¢ine vode koja je u ravnotezi sa ledom, pri ¢emu interakcija protein-led poveéava povrsinu
nativne strukture koja je dostupna rastvara¢u, a smanjuje povrsinu denaturisane konformacije [153].

U skladu sa ovim zapazanjem, primecen je znacajan gubitak aktivnosti laktat dehidrogenaze (LDH)
pri zamrzavanju. Medutim, u koncentrovanim rastvorima na istoj temperaturi, ali bez leda, nije doslo
do denaturacije, sto sugeriSe da je formiranje leda odlucujuéi faktor prilikom denaturacije proteina
[154].

Sli¢no, infracrvena spektroskopija LDH i humanog imunoglobulina (IgG) pokazuje povecanje
intermolekulskih B-ploc€ica pri interakciji sa kristalima leda [155]. IC spektri ova dva proteina koji su
bili udaljeni od povrSine kristala leda, sli¢ni su spektrima prikupljenim iz pocetnog rastvora $to
sugeriSe da je blizina povrsine leda klju¢na za promovisanje konformacionih promena. U sli¢noj
studiji, agregacija 19G2 na -10 °C bila je povezana sa formiranjem leda [156].

2.2.4.2. Uticaj povrSine leda na stabilnost proteina

U prethodnom odeljku predstavljeni su dokazi o negativnom uticaju formiranja leda na stabilnost
proteina. Medutim, pitanje koje se spontano namece iz prethodne diskusije je: koji su razlozi u osnovi
ledom izazvane denaturacije proteina? Ono $to otezava odgovor je odsustvo hemijskih razlika izmedu
vode i leda. StaviSe, strukturne razlike su takode minimalne, posto su i voda i led sastavljeni od
tetraedarske mreze molekula vode povezanih vodoni¢énom vezom. Zasto bi jedna ista supstanca Cije
su strukture neznatno razli¢ite u njena dva agregatana stanja, uticala na ponaSanje proteina na tako
razli¢it na¢in? Ovo predstavlja intrigantno 1 slozeno polje istrazivanja, pre svega zato $to trenutno
nije dostupno mnogo eksperimentalnih tehnika za potpuno resavanje ovog problema.

Strambini i Gabellieri [148] sugerisu da konformacione promene proteina mogu nastati iz direktne
interakcije izmedu proteina i povrsine leda, kao Sto je Sematizovano na Slici 2.7a. U tom kontekstu,
detektovano je nakupljanje proteina mleka [157] i aloumina [158], [159] u blizini povrSine leda,
koriséenjem svetlosne i transmisione elektronske mikroskopije odnosno konfokalne Ramanske
mikrospektroskopije. Utvrdeno je da se rekombinantni humani interferon-y (rhIFN-y) akumulira na
povrsini led/tecnost tokom liofilizacije, ali znacajno manjim intenzitetom nego na povrsini
vazduh/teénost [160]. Akumulacija rhIFN-y na povrSini led/tecnosti tokom liofilizacije, nije
odgovorna za agregaciju, ve¢ pri sledecem koraku, suSenju, dolazi do agregacije denaturisanog
polipeptida [161].
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Medutim, osim ukoliko protein ne pokazuje antifriz svojstva, izliSno je diskutovati o njegovoj
direktnoj adsorpciji na kristale leda. NMR studije u ¢vrstom stanju pokazuju da se hidrataciona ljuska
proteina koji nemaju antifriz svojstva, ne zamrzava ispod temperature zamrzavanja rastvora [162],
[163]. Ubikvitin zadrzava svoju hidratacionu ljusku ¢ak i na -35 °C, pri ¢emu ne dolazi do njegove
direktne interakcije sa povrsinom leda [164]. Uopsteno, pretpostavlja se da se vecina proteina ponasa
kao ubikvitin 1 da hidrataciona ljuska ostaje u kvazitecnom obliku do temperatura koje su mnogo nize
od ravnotezne temperature zamrzavanja [165]. Stoga nikakva direktna interakcija sa ledom ne bi bila
moguca iznad ove temperature.

Rezultati sinhrotronske difrakcije rendgenskh zraka visoke rezolucije dalje sugeriSu da albumin
govedeg seruma ima tendenciju da se situira u kvazite¢nom sloju vode iznad kristala leda, ali bez
njegovog direktnog adsorbovanja na povrSinu leda [166]. Slicno ponasanje je primeceno za
rekombinantni humani albumin i monoklonska antitela [167].

Treba imati na umu da fizicko mikrookruzenje proteina ograni¢enog unutar QLL sloja moze biti
znacajno drugacije od onog koji se nalazi u vodenoj masi i stabilizator koji nije u vodenoj masi nece
ispoljavati svoj krioprotektivni efekat. Bhatnagar et al. [167] predlozili su model interakcije
protein/led gde gradijenti koncentracije u te¢noj fazi u blizini kristala leda zavise od pokretljivosti
vrsta koje se nalaze u rastvoru i zapreminski vece vrste imaju tendenciju da se koncentrisu blize
povrsini leda, zbog svoje manje pokretljivosti. Istovremeno, pH u QLL se moze smanjiti zbog
prisustva negativnog naelektrisanja na povrsini kristala leda [167], [168]. Dvostruki elektri¢ni sloj
koji se na kraju formira moze dovesti do povecane koncentracije katjona, ukljuc¢ujuéi jone vodonika
(Slika 2.7b.).

Drugo moguce objasnjenje ukljucuje zarobljavanje vazduha na povrs$ini leda. Koriste¢i fluorescentnu
mikroskopiju, primec¢eno je da nekoliko vazdu$nih mehuri¢a moze ostati zarobljeno izmedu kristala
leda [150]. Mehuri¢i vazduha su takode primeéeni optiCkom mikroskopijom i rasejanjem neutrona
pod malim uglom [169], [170]. Proteini se mogu denaturisati na hidrofobnoj povrsini vazduh-voda
(Slika 2.7c.). Predlozeno je i da slicnim mehanizmom rast kristala leda dovodi do povecéanja
koncentracije rastvorenih gasova [136] i ovako zarobljeni kiseonik moze ubrzati reakcije oksidacije
polipeptida tokom zamrzavanja [171], [172]. Poremecena populacija kristala leda primeéena je
sinhrotronskom difrakcijom rendgenskih zraka visoke rezolucije u zamrznutim rastvorima
rekombinantnog humanog albumina, lizozima, antifriz proteina insekata i monoklonskog antitela
[167]. Ova neuredena populacija ledenih kristala identifikovana je kao oblik leda pod visokim
pritiskom, led III ili led IX. Ovo zapaZanje objasnjava se ekspanzijom zapremine koja mozZe nastati
tokom formiranja leda, a koja moze dovesti do mehanickih naprezanja i visokog lokalnog pritiska.
Vrednosti pritiska izazvanog zamrzavanjem koje prelaze 2 kBar, teoretski su predvidene [136].
Razvijanje proteina moze biti izazvano povisenjem pritiska [173], a kombinacija poviSenog pritiska
i niske temperature moze imati sinergijski efekat na razvijanje proteina [174] (Slika 2.7d.).

Teorijskim metodama molekulske dinamike proteina L (poreklom od bakterijske vrste
Peptostreptococcus magnus) [175], efekat povrsine leda predlozen je kao dodatan faktor koji utice
na denaturaciju na niskim temperaturama. Primeéeno je da je protein destabilizovan u prisustvu
ledene ploce, u poredenju sa rastvorom u rasutom stanju na istoj temperaturi bez leda. Iako nije
pokazana direktna interakcija izmedu proteina i povrSine, uoCena je denaturacija posredovana
obliznjim slojem ,,te¢nih* molekula vode. Ovi molekuli znacajno usporeni prisustvom leda formiraju
znatno veci broj vodoni¢nih veza sa proteinom, ucestvuju u solubilizaciji ¢ak i nepolarnih delova koji
su generalno slabo hidratisani. Ove vodoni¢ne veze su izuzetno jake i podsticale su prodiranje
rastvaraca u protein L i posledi¢no izlaganje njegovog hidrofobnog jezgra, Sto je uobicajena
karakteristika denaturacije na niskim temperaturama [147] (Slika 2.7e.).
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Slika 2.7. Mogué¢i mehanizmi, ledom izazvane, denaturacije proteina (zamrzavanjem
koncentrovan rastvor — ZKR, kvazi te¢ni sloj — QLL (od engleskog quasi-liquid layer). (a)
Adsorpcija na povrsini leda [148]; (b) raspodela proteina u QLL, gde je koncentracija
stabilizatora smanjena, a lokalni pH je kiseliji nego u rastvoru koncentrovanom usled
zamrzavanja [167]; (¢) Akumulacija vazdu$nih mehuric¢a na povrsini i unutar leda [136], [155];
(d) Razvijanje proteina izazvano pritiskom usled mehanickih naprezanja povezanih sa rastom
i tipom leda [167]; (e) Pojatavanje fenomena denaturacije na niskim temperaturama,
posredovanih molekulima te¢nosti u QLL [175]. Preuzeto i prilagodeno iz [176].
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2.2.5. Nejonski surfaktanti

Nejonski surfaktanti, niosurfaktanti, su amfifilna jedinjenja Cije polarne grupe ne nose elektricnu
Sarzu (Slika 2.8.) i obi¢no se oslanjaju na funkcionalnu grupu koja je sposobna da ostvari vodoni¢no
vezivanje i potencijalno bude deprotonovana. Obi¢no su to kovalentno vezane hidrofilne grupe koje
sadrze kiseonik i koje su vezane za hidrofobne strukture. Iako nisu dobre Brgnsted-ove kiseline,
obezbeduju pristojnu rastvorljivost u polarnim rastvara¢ima, na primer, u vodi [177]. Uopsteno,
rastvorljivost nejonskih surfaktanata nize su od rastvorljivost jonskih surfaktanata, ali ne menjaju pH
rastvora i njihova kriticna koncentracija za formiranje micela je, u poredenju sa jonskim
surfaktantima, obi¢no visa, Sto moZze biti od prednost jer omogucava viSu koncentraciju surfaktanata
u rastvoru bez potencijalno nezeljenog rizika formiranja micela [178].

Nejonski surfaktanti su izuzetno korisni jer su blagi i ne naruSavaju potencijalne specifi¢ne
protein/ligand interakcije dok i dalje zadrzavaju potencijal za rastvaranje nepolarnih jedinjenja i
agregata, na primer, fosfolipida dvoslojnih membrana. To ih ¢ini pogodnim za narusavanje integriteta
¢elijskih membrana u procesu koji se naziva (Celijsko) liziranje [7]. Razlike izmedu pojedina¢nih
tipova nejonskih surfaktanata su neznatne, a izbor je prvenstveno voden uzimajuc¢i u obzir njihova
svojstava (np. efikasnost, efektnost, toksi¢nost, dermatolosku kompatibilnost, biorazgradljivost) ili
dozvole koje su vezane za tehnologiju hrane [7].

Polisorbat 20 (komercijalni brendovi ukljuc¢uju Kolliphor PS 20, Scattics, Alkest TW 20, Tween 20 i
Kotilen-20 u daljem tekstu Tween 20) i polisobat 80 (Kolliphor PS 80, Montanox 80, Alkest TW 80,
Tween 80, PS 80, Kotilen-80 u daljem tekstu Tween 80) su nejonski surfaktanti koji su zasnovani na
sorbitanu (proizvod dehidratacije sorbitola), zbog c¢ega se obi¢no nazivaju polisorbatnim
surfaktantima (Slika 2.8.). Tri bo¢ne grupe oligoetilen glikola, razli¢ite duZine, vezane su za
ugljenohidratnu komponentu sorbitana povecavajuci hidrofilnost glavne grupe i zajedno ¢ine jezgro
svih Tween surfaktanata. Hidrofobni rep ¢ine masne Kiseline povezane estarskim vezama sa
oligoetilen-glikolskim repom pri ¢emu u Tween 20 konfigurise laurinska kiselina, a u Tween 80
oleinska kiselina [179]. Nihova stabilnost i relativna netoksi¢nost omoguc¢avaju im da se koriste kao
detergenti i emulgatori sa brojnim nau¢nim, farmakoloskim i primenama u domacéinstvu.

Neke od primena Tween-a 20 su kao sredstvo za spre¢avanju nespecificnog vezivanja antitela u
imunotestovima kao $to su Western blotovi i ELISA u Tris ili fosfatnim puferima u razblaZzenjima od
0,05% do 0,5% v/v, za stabilizaciju proteinskih rastvora i kao sredstvo za rastvaranje membranskih
proteina, za liziranje ¢elija u koncentracijama od 0,05% do 0,5% v/v i generalno u kombinaciji sa
drugim detergentima, solima i aditivima.

Tween 80 se koristi kao emulgator u tehnologiji hrane. Interesantna je njegova upotreba u industriji
sladoleda, gde u koncentracijama do 0,5% (v/v), omogucéava glatkocu, lakse rukovanje i poveéanu
otpornost na topljenje [180]. Tween 80 sprecava da proteine mleka potpuno obloze kapljice masti.
Ovo im omogucava da se spoje u lance i mreZe, koje zadrzavaju vazduh u smesi i obezbeduju ¢vrséu
teksturu koja zadrZava svoj oblik dok se sladoled topi. Koristi za stabilizaciju vodenih formulacija
lekova za parenteralnu primenu [181], kao ekscipijent u vakcinama [182]. Sa fenol crvenim se Koristi
kao test za identifikaciju fenotipa soja ili izolata u mikrobioloskim kulturama [183].

Triton X-100 (Slika 2.8.) je nejonski surfaktant koji poseduje hidrofilni polietilenski lanac sa u
proseku 9,5 etilenoksidnih jedinica i aromati¢nu lipofilnu, hidrofobnu grupu, dok je ugljovodoni¢na
grupa 4-1,1,3,3-tetrametilbutil-fenilna grupa. Triton X-100 je registrovani zastiCen proizvod
kompanije Rohm & Haas Co. Najcesce se koristi za liziranje ¢elija i ekstrakciju proteina ili organela,
kao 1 za permeabilizaciju membrana zivih ¢elija [184], inaktivaciju virusa sa lipidnim omotacem
[185], solubilizaciju membranskih proteina u kombinaciji sa zwitter-jonskim deterdzentima kao $to
je CHAPS [186], za ogranicavanje Sirenja kolonija kod Aspergillus nidulans [187], za decelularizacija
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tkiva [188], uklanjanje SDS-a iz SDS-PAGE gelova pre renaturisanja proteina unutar gela, sastojak
je u vakcinama protiv gripa [189] i dr.
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Slika 2.8. Nejonski surfaktanti Tween 20, 80 i Triton X-100.

2.2.5.1. Uticaj nejonskih surfaktanata na stabilnost proteina na niskim temperaturama

Predlozeno je nekoliko moguc¢ih mehanizama za protekciju proteina surfaktantima na niskim
temperaturama. Pri specifi¢noj interakciji sa hidrofobnim mestima na proteinu, nejonski surfaktanti
slabo da se vezuju za povrSinu proteina [190]-[192]. Zastitna sposobnost je u korelaciji sa koli¢inom
surfaktanta potrebnog za zasi¢enje ovih hidrofobnih povr$ina, odnosno molarni odnos surfaktanta
prema proteinu. Interakcija izmedu surfaktanta i proteina je slaba na sobnoj temperaturi, Sto je
utvrdeno fluorescentnom spektroskopijom i difuzionim NMR eksperimentima [193].

Prvi mogu¢i mehanizam zastite je situacija u kojoj ne postoje interakcije aditiva sa povrSinom
proteina. Ovo bi stvorilo termodinamicki nepovoljan sistem, posebno ako je protein denaturisan, jer
se povrSina polipeptida izloZena rastvaracu povecéava sa razvijanjem proteina. Stoga se favorizuje
najstabilniji sistem, nativna struktura [194]. Primer je polietilen glikol (PEG) koji §titi proteine ovim
mehanizmom [194]. Surfaktanti su, medutim, generalno aktivni u niskim koncentracijama i ovi
entropijski efekti zapremine se mogu zanemariti.

Druga teorija je da se denaturacija deSava na dodirnoj provrsini led-voda. Brzo hladenje dovodi do
stvaranja malih kristala leda, sa ve¢om povr§inom od kristala koji nastaju sporim hladenjem. Kako
brzo hladenje stvara mnogo veci stres za proteine od sporog hladenja [9], [148]-[150], [195],
surfaktanti mogu stabilizovati strukturu proteina takmiceci Se sa proteinom za adsorpciju na povrsini
led-voda. Stabilnost proteina zavisi od koncentracije i koncentrovaniji rastvor proteina ¢e biti
otporniji na denaturaciju izazvanu zamrzavanjem. Ova suStinska stabilnost mozZe biti posledica
ostecenja i denaturacije proteina na dodirnoj povrsini led-voda tokom zamrzavanja. Ako se konacan
broj proteinskih molekula moze denaturisati na povrsini led-voda, onda ¢e povecanje koncentracije
dovesti do manjeg procenta oste¢enih molekula [196].

Zastitne sposobnosti Tween-a 80 prema LDH proizilaze iz kompeticije surfaktanta sa proteinom za
vezivanje na povrsini leda, kao $to je Sematski ilustrovano (Slika 2.9.). U dovoljnim koncentracijama,
Tween 80 smanjuje mogucénost interakcije proteina sa kristalima leda. Kada je koli¢ina Tween
molekula dovoljno velika da potpuno pokrije povrsinu leda, LDH je potpuno zasticen od denaturacije,
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ali ukoliko se koncentracija povec¢a do kriticne koncentracije za formiranje micela, delovi povrsine
leda mogu ostati dostupni za destruktivne interakcije sa proteinom. Sa daljim povecanjem
koncentracija iznad kriti¢ne koncentracije za formiranje micela na temperaturi kristalizacije povrSina
leda moze biti se manje pokrivena. Kako je povrSina leda odnosno veli¢ina kristala leda u korelaciji
sa brzinom hladenja, potrebna je veca koncentracija nejonskih surfaktanata za potpunu zaStitu
proteina ukoliko se brzina hladenja poveca [194].
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Slika 2.9. llustracija mogu¢ih interakcija izmedu Tween-a 80 (crveni Stapici), leda (svetlo plavi
heksagoni) i LDH (tamnoplavo) u ¢évrstom stanju pri razli¢itim koncentracijama Tween-a 80
(koncentracija raste od a ka c). Prilagodeno iz [194].
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2.3. Model peptidaze

2.3.1. Tripsin

Tripsin (EC 3.4.21.4) prvi je opisao i nazvao Kilhne [197] 1876. godine kao proteoliticku aktivnost u
sekretima pankreasa [198]. Kiihne je ovu aktivnost razlikovao od aktivnosti pepsina po VviSoj
optimalnoj pH vrednosti ovog preparata. Kako je postignuto razdvajanje i karakterizacija
pojedinacnih peptidaza pankreasa, naziv tripsin je postao povezan sa peptidolitickom aktivnos¢u koja
katalizuje hidrolizu peptidne veze posle Arg ili Lis. Dostupnost tripsina iz govedeg pankreasa
omogucila je precis¢avanje enzima u kristalnoj formi [199].

Tripsin se smatra prototipom serinskih endopeptidaza porodice S1, jer je fundamentalno razumevanje
ove porodice izvedeno na osnovu proucavanja ovog enzima [200]. Polipeptidni lanac sastoji se od
223 aminokiselinska ostatka i sadrzi Sest disulfidnih mostova. Dominantne sekundarne strukture ¢ine

antiparalelne B-plocice i a-heliks pri ¢emu razlikujemo dva domena sa sli¢nim strukturama (Slika
2.10.) [201].

Tripsin snazno preferira hidrolizu amidnih supstrata nakon P1 argininskih ili lizinskih ostataka.
Preferentnost ka Arg u odnosu na Lis je 2 do 10 puta veéa za razliCite peptidne supstrate [202].
Medutim, diskriminacija izmedu Arg i Lis za estarske supstrate je niZa jer reaktivnost estarske veze
smanjuje selektivnost enzima. Sekundarna mesta vezivanja na obe strane raskidajuce peptidne veze
igraju sporednu ulogu u odredivanju specificnosti prema supstratima, iako zauzetost ovih mesta
doprinosi kataliti¢koj efikasnosti [203], [204]. Specifi¢ni identiteti aminokiselina koje zauzimaju
pozicije P2 do P4 ne povecéavaju aktivnost ili specifi¢nost tripsina. Medutim, biblioteke tetrapeptidnih
supstrata [205] ilustruju da odredene aminokiseline mogu inhibirati aktivnost, pri ¢emu Arg, Ile, Leu,
Lis ili Phe na P2 smanjuju aktivnost 2 do 16 puta, dok Pro na poziciji P3 smanjuje aktivnost 3 do 9
puta. Ostatak koji zauzima poziciju P4 ne utice na aktivnost [206]. U malim sinteti¢kim supstratima,
formiranje intermedijera acil-enzima je obi¢no korak koji odreduje brzinu raskidanja amidnih veza
tripsinom, dok je hidroliza ovog intermedijera korak koji odreduje brzinu za hidrolize estra. Brzina
acilovanja sa supstratom je glavna determinanta specificnosti [207], i jedan je od razloga za Siru
supstratnu specifi¢nost tripsina prema estarskim supstratima u poredenju sa peptidima. Za proteinske
supstrate, vezivanje supstrata moze biti korak koji ograni¢ava brzinu. Tipi¢ni supstrati za
kolorimetrijske eseje uklju¢uju Bz-Arg-OEt, Tos-Arg-OMe, Bz-Arg-pNA i Suc-Ala-Ala-pNA [208].

Vrednosti molekulske mase tripsina su priblizno 25 kDa, dok vrednosti pI mogu varirati u zavisnosti
od prisustva katjonske i anjonske forme. Optimalan pH tripsina je priblizno 8, iako se neznatno
razlikuje zavisno od vrste tripsina. Reakcioni pufer zahteva umerene koli¢ine (20 mM) kalcijuma
(CaCly) za maksimalnu aktivnost i stabilnost peptidaze [203]. Tripsin je stabilan u obliku
liofilizovanog praha ili u rastvoru na pH 3 pri kojoj uglavnom neaktivan [8] i postoje indikacije da
moze biti reverzibilno denaturisan ureom [208].

Tripsin i njegov zimogeni oblik, tripsinogen, ne sadrze post-translacione modifikacije osim
peptidoliti¢ke obrade zimogena prilikom aktiviranja peptidaza. Propeptid sisara (obi¢no heksapeptid)
sadrzi sekvencu za hidrolizu enteropeptidazom ili samim aktivnim tripsinom kojom se izazivaju
konformacione promene i omogucava aktivacija enzima [209], [210].

Mnogi opsti serin-peptidazni inhibitori kao $to su fenilmetansulfonil fluorid (PMSF), diizopropil
fluorofosfonat (DFP) i dihloroizokumarin (DCC) inhibiraju tripsin. Drugi inhibitori proteina
ukljucuju ekotin, inhibitor tripsina iz Soje, aprotinin, o2-makroglobulin i inhibitor a1-proteinaze.

Trodimenzionalnu strukturu govedeg tripsina odredile su 1974. godine nezavisno dve grupe [211],
[212] i ova struktura predstavlja prototip strukture za S1 porodicu peptidaza. Strukturne analize
eukariotskih 1 prokariotskih ¢lanova ove porodice otkrile su zajednicku trodimenzionalnu strukturu
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[209], [213]. Tercijarna struktura enzima izuzetno je o¢uvana, iako primarna struktura moze znacajno
da varira. Himotripsin poseduje gotovo identi¢nu tercijarnu strukturu, ali je manje od 50% identi¢an
u primarnoj strukturi i razlikuju se po specificnosti prema supstratima. Polozaji klju¢nih
aminokiselinskih ostataka kataliticke trijade Asp/His/Ser (Slika 2.10.) su identi¢ni u ove dve
peptidaze. Aktivni tripsin se sastoji od jednog polipeptidnog lanca, u kom su Kkataliticki ostaci
premoséeni sa dve B-plocice. Ser-195 deluje kao nukleofil u reakciji hidrolize, proizvodeci acilovani
intermedijer, His-57 deluje kao opsta baza [214], [215], a Asp-102 stabilizuje His-57 i neutralise
pozitivno naelektrisanje tokom kataliticke reakcije. Zamena asparaginske kiseline sa Asn dovodi do
104 puta manje aktivnosti enzima [216] , dok premestanje Asp-102 na poziciju 214 daje peptidazu
koja zadrzava priblizno 0,5% aktivnosti prema peptidnim supstratima. Zamena His-57 ili Ser-195 sa
Ala dovodi do 105 puta manje aktivnosti [217] pri ¢emu je rezidualna aktivnost posledica strukturnih
karakteristika stabilizacije tetraedarskog intermedijera. Naime, peptidni supstrati formiraju
antiparalelnu B-ploCicu vezivanjem za tripsin. Specifi¢nost prema supstratu je prvenstveno odredena
bo¢nim lancem Asp-189, koji se nalazi na dnu S1 dZepa za vezivanje. Zamena ovog ostatka sa Ser
dovodi do smanjenja vezivanja supstrata koji poseduju Arg/Lis [218], [219] §to ukazuje da je ovaj
aminokiselinski ostatak kritiCan za prepoznavanje i pravilno pozicioniranje supstrata.

Ostale strukturne karakteristike tripsina uklju¢uju visokoafinitetno mesto za vezivanje kalcijuma,
koje je doprinosi stabilnosti enzima i predstavlja zastitu od autolize [220]. Supresija autoproteoliticke
aktivnosti tripsina postize se modifikacijom lizinskih ostataka tripsina reduktivnim metilovanjem,
usporavajuci autoproteolizu do 70% [221].

Slika 2.10. Tripsin (a) i aktivno mesto tripsina (b). Svetlo plavo — R - ostaci katalitic¢ke trijade,
model loptica-$tapi¢ Asp-102, His-57, Ser-195, Asp189 u hidrofobnom dZepu, crveno — a-heliksi,
Zuto — B-ploc¢ice. PDB struktura 1AZ8 je adaptirana koriséenjem PiMOL-a.
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2.3.2. Papain

Papain (EC 3.4.2.2) je endoliticki biljni cistein-peptidazni enzim izolovan iz lateksa papaje (Carica
Papaia L.) koji se prikuplja zasecanjem koze nezrele papaje. Pripada papainskoj superfamilji,
odnosno familiji C1, klanu cistein-peptidaza CA. Papain pokazuje opstu proteoliticku aktivnosti
prema proteinima, kratkim peptidima, esterima aminokiselina i amidnim vezama. Preferencijalno
lizira peptidne veze koje ukljucuju aminokiseline arginin, lizin i aminokiselinske ostatke nakon
fenilalanina [222].

Globularni protein papain je jednolan¢ani protein sa molekulskom masom od 23406 Da i sastoji se
od 212 aminokiselina sa Cetiri disulfidna mosta i kataliticki vaznim amiokiselinskim ostacima u
polozajima GIn19, Cis25, His158 i His159 [223]-[225]. Papain je cistein hidrolaza stabilna i aktivna
u Sirokom spektru uslova. Stabilan je na povisenim temperaturama [226] i otporan na visoke
koncentracije denaturiSucih sredstava, kao Sto su urea (do 8 M) ili organski rastvaraci (do 70% EtOH).
Optimalan pH za aktivnost papain je u opsegu od 3.0-9.0 [227], [228].

Sastoji se od dva dobro definisana domena (Slika 2.11.) i predstavlja odli¢an model sistem za studije
konformacionih svojstava proteina [227]. Stabilizovan je sa tri disulfidna mosta koji pruzaju potporu
za interakcije bo¢nih ostataka doprinosecéi stabilnosti enzima [225], [227]. Njegova trodimenzionalna
struktura sastoji se od dva razli¢ita strukturna domena sa pukotinom koja sadrzi aktivno mesto sa
katalitickom dijadom sa¢injenom od cisteina-25 i histidina-159. lako se smatralo da aspartat-158 igra
ulogu analognu ulozi aspartata u katalitickoj trijadi serin-peptidaze, ova tvrdnja je opovrgnuta [222].
Molekul papaina poseduje nestabilniji a-helikoidni N-terminalni domen koji u prisustvu manjih
koncentracija denaturanata zauzima stanje stopljene globule, dok u C-terminalnom domenu
preovladava antiparalelna B-plocica [229], [230].

Istrazivanja u cilju razumevanja specifi¢nosti strukturnih efekata inhibitora, niskog pH i prisustva
metalnih jona na konformaciju papaina su od velike vaznosti [231], [232]. Konformaciono ponasanje
papaina u vodenom rastvoru u jonskog detergenta prisustvu natrijum dodecil-sulfata SDS-a (od
engleskog sodium dodecyl sulfate) pokazuje visok sadrzaj a-helikoidalnih razvijenih struktura zbog
snaznih elektrostatickih interakcija [231]. U intermedijernom stanju na pH 2.0, papain iskazuje
sekundarne strukture B-plo€ice pri ¢emu je stepen denaturacije nizi u poredenju sa onim koji je izloZzen
visokim koncentracijama gvanidijum hlorida (6 M) i nacelno pokazuje veliku tendenciju ka agregaciji
pri visokim koncentracijama soli [227]. Hidrofobne interakcije imaju glavni uticaj na konformaciju
proteina i najzastupljenije aminokiseline sa hidrofobnim ostacima su alanin, valin, leucin, metionin i
izoleucin. Formiranja intermedijernih stanja papaina indukovano razli¢itim koncentracijama
denaturanata ukazuje da dolazi do diferencijalnog rasplitanja domena i da hidrofobne interakcije
igraju vaznu ulogu u stvaranju dva razli¢ita termodinamicka intermedijera [233]. Kataliticka
aktivnost papaina pokazuje $iroku hidrolaznu specifi¢nost, preferentno ka velikim hidrofobnim
ostacima na polozaju P2 polipeptidnog lanca, osim ukoliko se na polozaju P1 nalazi valin [229].
Stabilan je u organskim rastvarac¢ima, otporan na nizak sadrzaj vode i katalizuje reakcije u organskim
rastvara¢ima sa promenjenom specifiéno$¢u u odnosu na vodene rastvore [234]. Papain je blago
otporan na denaturaciju na poviSenim temperaturama do 79 + 2 °C, pri ¢emu u prisustvu SDS
primarno dolazi do razvijanja N-terminalnog domena bogatog o-helikoidnim strukturama. Kod
termalne denaturacije bez detergenata, pokazano je da je razvijeni N-terminalni domen podlozan
naknadnom fomiranju B-plocica koje su specifi¢an indikator agregacije proteina [235]. Otpornosti na
denaturaciju SDS-om papaina zasniva se na podloznosti vezivanju SDS, tokom prelaza izmedu
razli¢itih konformacija pri ¢emu je papain kineticki stabilan sa niskom strukturnom fleksibilnoscu.
Samim tim, prozor za narusavanje strukture se otvara samo pri povisenim temperaturama [236].

Mehanizam funkcije papaina zasniva se na cisteinu-25 koji u aktivnom mestu nukleofilno interaguje
sa karbonilim ugljenikom peptidnog lanca oslobadaju¢i amino-terminalni deo, potpomognut
deprotonovanjem histidinom-159, formirajuéi tiolat-imidazolinijumski par, dok asparagin-175
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pomaze u orijentisanju imidazolnog prstena histidina-159 omogucavaju¢i deprotonovanje [222],
[225]. Papain se moze efikasno inhibirati jodoacetamidom (IAA) formiranjem stabilne veze u
aktivnom mestu sa Cis25 [237].

Papain se koristi u industriji hrane za omeksavanje mesa, deluju¢i na miofibrilarne proteine i proteine
vezivnog tkiva [238]. Takode se koristi u procesima bistrenja u prehrambenoj industriji [239], za
poboljsanje meltabilnosti i rastegljivosti sira [240]. Papain se koristi kao sredstvo za disociaciju, bez
Stetnog uticaja na zdravo tkivo zbog specificnosti enzima. Naime, deluje samo na tkiva kojima

nedostaje al-antitripsinska plazmati¢na antipeptidaza koja inhibira proteolizu u zdravim tkivima
[241].

Slika 2.11. (a) Papain i (b) aktivno mesto papaina. Kataliticki ostaci su prikazani svetlo plavom
bojom, modelom loptica-$tapi¢ Cis-25, His-159 i Asn-175. Crveno — a-heliksi, Zuto — -plocice.
PDB struktura 1PE6 je adaptirana koriséenjem PiMOL-a.
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2.3.3. Peptidaze lateksa smokve

Mlecni lateks iz rezova stabljike, listova i nezrelog ploda biljaka iz roda Ficus, familije Moracea,
sadrzi peptidaznu aktivnost. Postoji vise od 1300 vrsta fikusa, od kojih mnoge sadrze lateks sa
peptidaznom aktivno$c¢u [242], ponekad zbog prisustva vise od jedne peptidaze [243]. Peptidaze
mogu poticati iz razli¢itih delova biljaka, ukljucujuc¢i plodove, stabljike, semenke i latice [244], i
igraju kljucne uloge u biljkama kao §to su degradacija skladi$nih proteina pri klijanju semenki [245],
aktivacija proenzima i degradacija defektnih proteina [246].

Ovo poglavlje ograni¢eno je na raspravu o glavnim peptidaznim komponentama lateksa sredozemne
smokve (Ficus carica).

Peptidaze lateksa smokve se od vecine ostalih komponenti sirovog lateksa smokve mogu odvojiti vrlo
jednostavnim odmas¢ivanjem hidrofobnih primesa nepolarnim organskim rastvarac¢ima kao §to su
heksan ili petroletar [247]. Ovim se odvajaju komponente primarne zaStite biljke, hidrofobna
terpenoidna, taninska, sterolska, alkaloidna, lipidna i druga jedinjenja, od smese hidrofilnih enzima
[248]. Dobijeni ,,sirovi ekstrakt pored peptidazne aktivnosti Siroke specifi¢nosti koja se prvenstveno
pripisuje ficinu, cistein peptidazi sa Sirokom specifi¢cno$¢u prema supstratima [249], [250], sadrzi
serin peptidaze sa Zelatinaznom i kolagenaznom aktivnos$éu [247]. Kombinovane, dostupnost lateksa
smokava i jednostavna ekstrakcija smeSe enzima, sa Sirokim spektrom supstrane specificnosti,
omogucavaju proizvodnju ovog preparata u velikim koli¢inama i impliciraju vaznost daljeg
istrazivanja potencijalnih biomedicinskih i biotehnoloskih primena.

Dominantne peptidaze lateksa smokve (Ficus carica var. Brown Turkey) ficini, pre¢iséeni beli prah
sa antihelminti¢kom aktivno$cu, svoj naziv duguju Robbins-u [251] koji ih je prvi precistio i opisao.
Kristalni preparat neimenovane vrste koji je pripremio Walti [252] takode je nazvao ficin.
Okarakterisani su kao mesSavina cisteinskih peptidaza funkcionalno povezanih sa papainom.
Medutim, iako podaci sugerisu da je ficin ,,slican papainu“ u smislu svoje specifi¢nosti, hidroliza
oksidovanog B lanca insulina ilustrovala neke razlike. Papain je u znacajnoj meri hidrolizovao deset
veza [253], a ficin Sest [254], od kojih su samo tri bile medu onima koje je papain hidrolizovao. Gly,
Ser, Glu, Tir i Phe su bili smeSteni u S1 dZepu ficina, a lokacija S2, koja se generalno smatra
primarnom determinantom specifi¢nosti u enzimima sli¢nim papainu, interaguje sa Cis, Val, Leu, Gli
1 Phe, $to sugeriSe da ficini imaju odredenu specifi¢nost za hidrofobne aminokiselinske ostatke u
ovom dzepu. Aminokiselinske sekvence oko aktivnog mesta Cis i His ostataka [255] ukazuju na
veliku sli¢nost sa onima oko ekvivalentnih ostataka u papainu i zajedno sa slicnom inhibicijom ficina
I papaina pile¢im cistatinom [256], [257], sugeriSu da su ficini ¢lanovi porodice C1.

Strukturne informacije o ficinima su ogranicene 1 predmet su aktuelnih istrazivanja. Ficin je izolovan
iz komercijalnih preparata frakcionisanjem solima i hromatografijom na karboksimetil celulozi. lako
je predlozeno postojanje nekoliko izoformi ficina, okarakterisana je samo glavna komponenta.
Utvrdeno je da je koris¢enjem ove peptidaze veliki broj peptidnih veza hidrolizovan, i peptidne veze
nakon aromati¢nog ostatka hidrolizovane su efikasnije od ostalih. Odnosno, ova izoforma ima
specificnost prema aromati¢énim ostacima, ali je priliéno nespecifi¢an [254]. Izoforme ficina sa
razli¢itom peptidaznom specificnoscu prisutne su u razli¢itom odnosu tokom zrenja plodova, a do
danas su kristalizovane Cetiri peptidaze (A, B, C i D) (Slika 2.12.) i njihove strukture su dostupne
[247], [249], [258]. Njihova analiza ukazuje da sve cetiri izoforme poseduju glikozidne post-
translacione modifikacije, i da imaju veliku sli¢nost sekvence sa bromelainom [249]. Ficini izolovani
iz lateksa razli€itih stabala fikusa poseduju odredena karakteristicna svojstva. Ficin izolovan iz
lateksa Ficus racemosa, pokazuje Siru specifi¢nost, Siri opseg optimalnog pH i poviSenu termicku
stabilnost, Sto ukazuje da se ova peptidaza razlikuje od drugih poznatih ficina dobijenih iz F. glabrata
i F. carica. Tacan odnos razli¢itih aktivnih komponenti lateksa smokve je promenljiv u zavisnosti od
zdravlja stabla, uslova okoline, zalivanja itd. [258], [259], pri ¢emu se koncentracija proteina tokom
zrenja voca u lateksu ravnomerno povecava, dok se sadrzaj ficinskih peptidaza smanjuje [247].
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Kulture ¢elija Ficus carica mogu se koristiti za proizvodnju ficina. Ove kulture su pokazale optimalnu
aktivnost u odnosu na benzoilarginin-p-nitroanilid (BAPNA) nakon 28 dana [260].

Maksimalna aktivnost ficina se postize u pH opsegu od 5-8 i temperaturnom opsegu od 45-55°C.
Slicno drugim cisteinskim peptidazama, ficin zahteva cistein ili druge redukcione agense za
aktivaciju. Dok su optimalni pH uslovi u kontekstu hidroliticke aktivnosti u regionu pH 7, optimalan
pH zavisi od koncentracija supstrata. Poluzivot ficina na 60°C je 1,5 h [250]. Enzim se nepovratno
inaktivira oksidacionim agensima i jodoacetatom, dvovalentnim metalima [261]. Izoforme ficina
pokazuju sli¢éno ponaSanje pri denaturaciji ureom i postojanje intermedijera pri kiselim pH
vrednostima, analogno papainu sa kojim dele generalne strukturne karakteristike [262]. Postepeno
razvijanje sme$e izoformi ficina potvrduje hipotezu da raznolikost sekvenci obezbeduje stabilizaciju.
Kako sve izoforme doprinose svojstvima lateksa, ekspresija vise izoformi u nezrelim smokvama je
odgovorna za Siroku supstratnu specificnost 1 vecu stabilnost, pruzajuci bolju zastitu u periodu
zrenja[247].

U cilju ispitivanja peptidaznih sposobnosti, uspesno je ekstrahovan kolagen iz tetiva goveda nakon
prethodnog tretmana ficinom, pri ¢emu je za postizanje optimalnih rezultata niska koli¢ina ficina
[263]. Komparativna aktivnost peptidaza za omeksavanje i disocijaciju tkiva ukazuje da je bromelain
(0,29 mg/122,5 mg proteina mesa) aktivniji ka proteinima kolagena i manje aktivan prema
miofibrilarnim proteinima od papaina (0,19 mg/122,5 mg proteina) ili ficina (0,09 mg/122,5 mg
proteina) i efikasan u poboljSanju tektilne mekoce mesa [264], [265]. Takode je predlozeno da su
efikasnost komercijalne kolagenaze (0,2 mg/ml), bromelaina (0,2 mg/ml), ficina (0,06 mg/ml) i
papaina (1,0 mg/ml) na solubilizacije kolagena u slede¢em redosledu: kolagenaza > ficin > bromelain
> papain, dok je aktivnost ka miofibrilarnim proteinima: bromelain> ficin> papain> kolagenaza
[266]. Medutim, nedavno je pokazano da hidroliza kolagena papainom (9 ppm), bromelainom (14,5
ppm) i ficinom (9 ppm) ima trend papain > ficin > bromelain. Jasno je da nema saglasnosti i tesko je
predloziti bilo kakve opste trendove jer se koncentracije razlikuju medu studijama. Vazno je imati na
umu da c¢e efektivna koncentracija peptidaze zavisiti od seCenja mesa, temperature skladiStenja i
upotrebe drugih procesa za obradu.

Kolagenoliticke osobine ekstrakta lateksa smokve mogu poticati i od nedavno opisane kisele serin
peptidaze, proteina od 45 kDa, i pl vrednosti 5,5[261].

d) f)

Slika 2.12. Kriststalne strukture ficina sa njihovim PDB kodovima: A (a) 4YYQ, B-1 (b) 4YYR,
B-11(c) 4YYS, C-1 (d) 4YYU, C-11 (e) 4YYV, D (f) 4YYW.
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2.4. Spektroskopske tehnike za praéenje konformacije proteina
2.4.1. Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom

Infracrvena spektroskopija je jedna od klasi¢nih metoda za odredivanje strukture malih molekula
zbog svoje osetljivosti na hemijski sastav i arhitekturu molekula. Ovo €ini infracrvenu spektroskopiju
vrednim alatom za istraZivanje strukture proteina, molekulskih mehanizma procesa uvijanja proteina,
denaturacije i odredivanja stabilnih intermedijernih stanja uvijanja proteina [267]-[272]. Prednosti
infracrvene spektroskopije su veliki opseg primene (od malih rastvorljivih proteina do velikih
membranskih proteina), visoka rezolucija, ¢esto kratko vreme merenja i mala potrebna koli¢ina
uzorka.

Infracrveni spektrometri obi¢no sadrze Fourier-ovu transformaciju gde se signali detektora
rekombinuju 1 dolazi do konstruktivne ili destruktivne interferencije, a zatim se matematickom
operacijom koju izvodi racunar, signal konvertuje u spektar. Tehnika FTIR spektroskopije zahteva
male koli¢ine proteina 1 moze se snimati u razli¢itim okruZenjima. Stoga, spektar visokog kvaliteta
se moze dobiti relativno lako bez problema osnovnog Suma, fluorescencije, rasejavanja svetlosti i
problemima sa veli¢inom proteina. Apsorpcija vode moZe biti matematicki oduzeta. Takode,
dostupne su i metode kojima se mogu odvojiti druge komponente smesSe sa kojima apsorpcija u
spektru proteina preklapa. Ove Cinjenice su omogucile da prakti¢ni bioloski sistemi mogu biti
predmet proucavanja pomocu FTIR spektroskopije.

Peptidna grupa daje do 9 karakteristi¢nih traka, koje se nazivaju amidna A, B, 1 — VI traka ili region.
Amidna A traka je sa viSe od 95% posledica istezajucih vibracija N-H veza. Ove vibracije ne zavise
od polieptidne ki¢me, ali su veoma osetljive na ja¢inu vodoniéne veze (izmedu 3225 i 3280 cm™).
Amidna | traka ima najintenzivniju apsorpciju u infracrvenim spektrima proteina. Primarno je
izazvana istezaju¢im vibracijama C=0 (70-85%) i C-N veze (10-20%). Njena frekvencija moze se
naéi u rasponu od 1600 i 1700 cm™. Tacan polozaj trake odreden je konformacijom polipeptidne
ki¢me i vodoni¢nog vezivanja. Amidna II traka se moze naéi u oblasti 1510 i 1580 cm™ i mnogo je
slozenija od amidne I trake. Poti¢e od savijajucih vibracija N-H veze (40-60%). Ostatak proizilazi iz
vibracija istezanja C-N (18-40%) i C-C veza (oko 10%). Amidne Ill - V su veoma slozene trake i
zavise od detalja kao $to su polja sile, priroda bo¢nih lanaca i vodoni¢nih veza. Zato su ove trake nisu
upotrebljive u kontekstu procene promena sekundarnih struktura.
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Slika 2.13. Karakteristi¢ne trake IC spektara proteina.Preuzeto i prilagodeno iz Jena
biblioteke [273]
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Pored klasi¢nih transmisionih metoda, tehnika priguSene totalne refleksije (od engleskog attenuated
total reflectance, ATR) [274], [275] je izuzetno korisna za pracenje konformacije proteina. Ukratko,
snop infracrvenog svetla prolazi kroz ATR kristal na takav nac¢in da se odbija od povrSine koja je u
kontaktu sa uzorkom i posredstvom penetracionog talasa sa njim interferira i vraca se ka detektoru.
Za uzorke proteina, obicno se proteinski film priprema na povrsini kristala, ¢esto jednostavnim
suSenjem u struji inertnog gasa. Prednost metode je u tome Sto se signali koji poti¢u od pufera i aditiva
mogu ukloniti u toku matematicke obrade signala. Ovo ¢ini manipulacije uzorcima relativno
jednostavnim i ¢ini metod veoma fleksibilnim.

2.4.2. Fluorescentna spektroskopija

Fluorescentna spektroskopija je veoma osetljiva metoda za karakterizaciju konformacionih prelaza
proteina merenjem intenziteta emisije fluorescencije u funkciji denaturanta (temperatura, pH, aditivi
i td.) i proteina. Tirozin (Tyr) i triptofan (Trp), imaju intrinzi¢na svojstva fluorescencije sa kvantnim
doprinosima dovoljno visokim za kvantitativne fluorescentne signale, s tom razlikom da se
apsorpcioni i emisioni spektar Tyr donekle preklapaju. Pobuduju se na talasnim duzinama od 280 nm,
dok se Trp moze pobuditi i talasnom duzinom od 295 nm. Aromati¢nog karaktera, Trp i Tyr ostaci se
najcesce nalaze u potpunosti ili delimi¢no u hidrofobnom jezgru proteina, na dodiru dva proteinska
domena ili podjedinica oligomernih proteina. NaruSavanjem sekundarne, tercijarne ili kvaternarne
strukture proteina, ovi boc¢ni lanci postaju izloZeniji hidrofilnom okruzenju rastvaraca zajedno sa
inflacijom kvantnih prinosa, $to dovodi do promene intenziteta fluorescencije. U razli¢itim
konformacionim stanjima proteina (u rasponu izmedu nativno uvijenog i razvijenog stanja) u
zavisnosti od intenziteta denaturacije zavisi i globalni signal fluorescencije. Iz ovako dobijenog
profila mogu se otkriti i karakterisati stabilna intermedijerna stanja i globalno uvijanje proteina [276]—
[278]. Intrinzi¢na fluorescencija triptofana se moze Koristiti za procenu interakcije proteina sa
denaturantima, surfaktantima ili drugim amfifilnim molekulima [279]. Fosforescencija triptofana se
moze koristiti i za odredivanje konformacionih promena proteina u uslovima denaturacije na niskim
temperaturama [148].

Aromati¢éna hromofora 1-anilino-8-naftalen sulfonat (ANS) iako slabo fluorescentna u vodi,
promenom intenziteta i poloZaja spektra vezivanjem za hidrofobne delove proteina moze ukazati ne
samo na promenu konformacije proteina [280], ve¢ i na postojanje stabilnih intermedijernih stanja
[42]. Snazno vezivanje ANS-a u stanjima stopljenih globula proteina dovodi se u vezu sa vecom
izlozeno§¢u hidrofobnih ostataka molekulima vode u poredenju sa nativnim proteinom, i Koristi se
kao metoda izbora za karakterizaciju intermedijernih stanja u denaturaciji proteina [40], [280]-[282].

28



2.5. Problem detekcije Listeria monocytogenes u fermentisanim mesnim proizvodima

Bakterija Listeria monocytogenes je intracelularni patogen sa sposobno§¢u da kontaminira sirovu ili
preradenu hranu. Mikroskopska analiza kultura L. monocytogenes ukazale su na njihov Stapicasti
oblik i tendenciju formiranja kratkih lanaca. U razmazu, kulture L. monocitogenes se pojavljuju u
kokoidnom obliku koji se ponekad moze identifikovati kao streptokoke [283].

Predstavnici ove vrste mogu da kontaminiraju mleko i mle¢ne proizvode, posledi¢no izazivajuci
listeriouzu kod konzumenata. Druge namirnice povezane sa listeriozom [284], ukljucuju salatu od
kupusa, sladoled i1 proizvode od mesa. Posto je L. monocytogenes fakultativni anaerob, moze da raste
u anaerobnim uslovima sa izmenjenim metabolizmom ugljenih hidrata [285]. Fermentisani proizvodi
od mesa smatraju se pogodnim okruZenjem za rast i uspe$nu reprodukciju L. monocytogenes zbog
njihove pH vrednosti, sadrzaja proteina i lipida i zbog nedostatka termicke obrade tokom procesa
proizvodnje. Konzumacija hrane kontaminirane sa L. monocytogenes dovodi do listerioze, ¢ak i u
niskim dozama (102 — 10* CFU gt ili mL™). Listerioza je ozbiljna infekcija, posebno za ranjive grupe
kao $to su osobe sa oslabljenim imunitetom, trudnice, novorodencad 1 odrasli stariji od 65 godina

[286]-[288].

Adhezija biofilma L. monocytogenes na povrSinama koje se koriste u proizvodnji hrane predstavlja
problem u prehrambenoj industriji i prouzrokuje kontaminaciju prehrambenih proizvoda. Razlicite
studije o formiranju biofilma L. monocytogenes su pokazale da ovaj biofilm ima kapacitet da opstane
u zivotnoj sredini nekoliko godina, a samim tim i opstanak patogena moze biti povezan sa
formiranjem biofilma jer su ¢éelije formirane unutar biofilma otpornije na razli¢ita sredstva za ¢isc¢enje
I stresne uslove povezane sa prehrambenom industrijom [284].

Prisustvo L. monocytogenes u proizvodima mesa dovodi do povlacenja proizvoda sa trzista, stvarajudi
zna¢ajno ckonomsko opterecenje za proizvodace. Odgovaraju¢a metodologija ne samo za
kvalitativno otkrivanje ve¢ i kvantifikaciju (prebrojavanje) L. monocytogenes u fermentisanim
proizvodima od mesa je od presudnog znacaja. Kako su fermentisani proizvodi od mesa obi¢no
kontaminirani vrlo niskom koncentracijom patogena, manjom od 10> CFU g*, tehnike
koncentrovanja i prebrojavanje L. monocytogenes, direktnim brojanjem na plo¢ama (ISO ENO
11290-1&2) su i dalje naj¢eSce koris¢ena metoda [289]. Preciznost metode direktnog brojanja na
plo¢ama je relativno niska u slu¢ajevima niskog nivoa kontaminacije. U nekim slu¢ajevima ¢elije L.
monocytogenes prodiru u dublje slojeve proizvoda i zahtevaju intenzivniju homogenizaciju
proizvoda, a upotreba proteolitickih enzima za hidrolizu proteina u fermentisanim proizvodima od
mesa moze dovesti do povecanja oslobadanja L. monocytogenes koji su integrisani u dublje slojeve
proizvoda i povecanja osetljivosti testa.

Efikasnost razlic¢itih fizickih i fizicko-hemijskih metoda za oslobadanje mikroorganizama iz
proizvoda od mesa i razvijanje jednostavne metode moze biti postignuto tretmanom koji
podrazumeva kori$¢enje kombinacije detergenata i enzima pre detekcije samog patogena. Serin
peptidaze uske supstratne specificnosti, kao $to je tripsin, su koris¢ene u ove svrhe [10], [11], u
visokim koncentracijama $to dovodi do nekoherentnih rezultata. Takode, istrazivanja sugerisu da se
mogu Koristiti i cistein peptidaze, na primer papain, [290]-[292] imaju¢i u vidu dostupnost papaina i
njegovu Siroku upotrebnu rasirenost u laboratorijskim i industrijskim okvirima, kao §to su meksanje
mesa [293], disocijacija ¢elija i tkiva i kao sredstvo za uklanjanje necistoca [294], kao komponenta u
kozmetici [295] i detergentima [296] .

Nejonski surfaktanti se Siroko primenjuju u industriji prerade hrane za uklanjanje i spreCavanje rasta
L. monocytogenes i sprecavanje formiranja biofilma mnogih bakterijskih vrsta, bio-razgradivi su,
nisko toksi¢ni i isplativi [297]. Njihova emulzifikuju¢a svojstva u niskim koncentracijama ispod
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kriti¢ne koncentracije za formiranje micela, takode mogu sinergisti¢ki pospesiti efikasnost enzimske
aktivnosti pri samoj homogenizaciji uzoraka i konsekventno pospesiti enumeraciju odnosno detekciju

L. monocytogenes.

Tabela 2.2. Pregled prethodnih upotreba kombinacija enzima i nejonskih surfaktanata opisanih

u literaturi.
Enzimi (konc.) Nejonski surfaktanti (konc.) Lit.
Tripsin 1.5 Ulug
FoodPro (alkalna Tween 20 0,5% [298]
. 0.6 Ul/ug
peptidaza)
Tripsin 0.25% Tween 80 1,0% [299]
Papain
(EZ-enzyme; QA Life) na na na [291]
Kolagenaza 0,05 mg/mL -II\-I\é)vr??dnetzo’ 40, 60, 80,
: 0,05% - 2,5% [11]

Tripsin 0,05 % Trlto.n X-100, 114, 405

Tergitol
Tripsin 2,0% 1,0%

Tween 80 [292]
Papain 2,0%
Tripsin 20,0 % Triton X-100 0,1%, 0,5% [300]
Papain na

. Tween 80

Bromelain na Triton WR-1339 [301]
Tripsin na
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3. CILJEVI

Uslovi formulacije peptidaznih enzima s obzirom na sastav i koncentraciju kosmotropa u puferima,
kao 1 prisustvo nejonskih surfaktanta su od primarne vaznosti za ouvanje aktivnosti enzima na
niskim temperaturama na kojima se formulacije skladiste i/ili se izvode enzimske reakcije. Ispitivanje
stabilnost primarnih struktura peptidaza i strukturnih promena nastalih usled destabilizacije nativne
strukture enzima na niskim temperaturama su glavni cilj ove studije. Kvantifikacija kataliticke
aktivnosti enzima tokom ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja sa posebnim akcentom na identifikaciju
I karakterizaciju stabilnih intermedijera razvijanja proteina (stopljenih globula) moze pruziti uvid u
povezanost odrzanja Kkataliticke aktivnosti odabranih enzima sa njihovim konformacionim
promenama.

Specifi¢nosti enzimskih formulacija prema prirodnim supstratima i mogucénosti korisé¢enja dobijenih
preparata za povecanje osetljivosti detekcije i kvantifikacije mikroaerobnih patogenih bakterija
pospesivanjem razgradnje tkiva fermentisanih prehrambenih proizvoda je takode ispitana.

1. Optimizacija sastava puferskog sistema sa nejonskim surfaktantima za peptidazne enzime
u cilju o¢uvanja njihove strukture i aktivnosti enzima tokom skladiStenja i upotrebe enzima
na niskim temperaturama.

Jedan od glavnih aspekata ove studije je ispitivanje podobnosti nejonskih surfaktanata za zastitu
proteina na niskim temperaturama. Kao model protein bi¢e koris¢en tripsin u niskim koncentracijama
da bi se izbegla samostabilizacija u visokim koncentracijama. Takode, bice ispitan i efekat nejonskih
surfaktanata (Tween 20, 80, Triton X-100) na zaStitu proteina tokom procesa zamrzavanja-
odmrzavanja u sinergiji sa izabranim puferskim sistemima.

2. Karakterizacija strukturnih promena enzima, sa posebnim osvrtom na strukturu i aktivnost
stopljene globule.

Metodama infracrvene spekroskopije sa Fourijer-ovom transformacijom i fluorescentne
spektroskopije ispitaée se uticaj ponovljenih ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja na preostalu aktivnost
tripsina kao i perturbacije u strukturnoj uredenosti tripsina u odabranim puferskim sistemima sa
nejonskim surfaktantima.

3. Optimizacija peptidaznih formulacija u pogledu Kkataliticke aktivnosti i supstratne
specifi¢nosti prema prirodnim proteinima.

Supstratna specifi¢nost papaina i kod smeSe peptidaza lateksa smokve moze ukazati na potencijalne
kandidate koji mogu zameniti peptidaze uske specificnosti u mnogim oblastima industrije 1
biomedicine. Kao metode ¢e se osim infracrvene spekroskopije sa Fourijer-ovom transformacijom
ka kolagenskim supstratima primenjivati i elektroforetske dvodimenzionalne i zimografske tehnike.

4. Povecanje osetljivosti detekcije patogena Listeria monocytogenes u mikrobioloskim testovima
fermentisanih prehrambenih proizvoda usled primene optimizovanih enzimskih formulacija.

Mogu¢i doprinos enzimskih formulacija za poboljsanje izolovanja i detektovanja mikroorganizma
Listeria monocytogenes u fermentisanim mesnim proizvodima bice ispitan klasi¢nim direktnim
mikrobioloSkim tehnikama za detekciju patogena.

Imajuci u vidu raznovrsnost proteina prisutnih u fermentisanim proizvodima od mesa, nastojace se
da se definiSe ta¢na formulacija enzimskih preparata u pogledu specifi¢nosti supstrata, koncentracije
I prisustva nejonskih surfaktanata kako bi se povecala osetljivost metoda detekcije i kvantifikacije
mikroaerofilnih bakterija Listeria monocytogenes u fermentisanim proizvodima od mesa.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Reagensi i rastvori

4.1.1. Reagensi

Svi reagensi koris¢eni tokom eksperimenata su bili analiticke, LC/MS ili elektroforetske cistoce.

Detalji su dati u Tabeli 4.1. Reagensi su kori$¢eni bez daljeg pre¢iS¢avanja.

Tabela 4.1. Lista koriS¢enih reagenasa.

Naziv Skracéenica Proizvodac Cistoéa
8-Anilinonaftalen-1-sulfonska kiselina ANS Analiticka
N-benzoil-L-arginin-p-nitroanilid BAPNA Analiticka
Tripsin (pankreasa goveceta) LC/MS
Albumin (seruma goveceta) ey
(engl. Bovine Serum Albumin) BSA Analiticka
Kolagen tipa | ) ) e
(ahilove tetive goveceta) . S'Igmz.i - Ald”Ctl Analiticka
Jodoacetamid IAA Stajnhajm, Nemacka Analititka
Fenilmetaneulfonil fluorid PMSF Analiticka
Et_llend_1_arn1ntetras1rcetna Kiselina EDTA Analiticka
(dinatrijumova so)
L-cistein Cys (C) Analiticka
Amonijum-bikarbonat AmBic LC/MS
Coomassie brilliant blue R-250 CBB R-250 Serva, Hajdelberg, Analiticka
Coomassie brilliant blue G-250 CBB G-250 Nemacka Analiticka
Ampholine® GE Hea!thcare, Upsala, Analiticka
Amfoliti (u opsegu pH 3,5 - 10) Svedska

. L . Thermo Scientific .
Neobojeni proteinski markeri Rokford, USA Analiticka
Ekstrakt papaje Eterra, Srbija Elektroforetska
Tween 20 T20 Analiti¢ka
Tween 80 T80 Analiticka
Triton X-100 TX100 Analiticka

Zelatin (iz govede koze)
Bujon M17

Palcam Listeria agarna podloga

Merck, Darmstad,

Nemacka

Elektroforetska
Elektroforetska
Elektroforetska
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4.1.2. Puferski rastvori

Za proveru uticaja razli¢itih jona na inaktivaciju tripsina tokom ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja,
tripsin je rastvoren u seriji od 100 mM fosfatni ili bikarbonatni puferi (amonijum-, kalijum- ili
natrijum-) pH 8,0 do krajnje koncentracije od 1 mg/mL.

Za ispitivanje uticaja molarnosti pufera na stabilnost tripsina nakon zamrzavanja i odmrzavanja,
pripremljeni su rastvori pufera natrijum-fosfata, kao i kalijum-fosfata i amonijum-bikarbonata u
koncentracijama od 10, 50 i 100 mM, pH 8,0 pri ¢emu je kona¢na koncentracija tripsina za sve
rastvore bila 1 mg/mL.

Za ekstrakciju papaina korisc¢en je pufer koji je sadrzavao 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NacCl
kao i 1 mM EDTA. Isti pufer koriS¢en je i za eseje aktivnosti, ali bez NaCl i EDTA.

Sastav svih ostalih rastvora naveden je u okviru metoda u kojima su koris¢eni radi bolje preglednosti.
4.1.3. Nejonske povrsinski aktivne supstance

U cilju ispitivanja uticaja nejonskih surfaktanata na stabilnosti tripsina pri zamrzavanju i
odmrzavanju, pripremljeni su 100 mM kalijum-fosfatni i 100 mM amonijum-bikarbonatni puferi pH
8,0 sa koncentracijom tripsina od 1 mg/mL. Triton X-100, Tween 80 ili Tween 20 su korisc¢eni kao
nejonske povrsinski aktivne supstance u konacnoj koncentraciji od 0,1 % (w/v).

Stabilnost peptidaza kao i njihova primena u mikrobioloskim testovima odredivana je u 100 mM
kalijum-fosfatnim puferima sa dodatkom 0,1 — 1 % (w/v) Triton-a X-100, Tween-a 80 ili Tween-a 20
u koncentracijama proteina od 1 ili 5 mg/ml.

4.1.4. Enzimski preparati

Tripsin iz pankreasa goveceta (Sigma — Aldrich, Stajnhajm, Nemacka) koriiéen je bez pre¢iséavanja
tako Sto je, prema uputstvu proizvodaca, najpre rastvoren u 1 mM HCI pH 3,0 u koncentraciji do 100
mg/ml, a zatim takav rastvor koris¢en je za dalji rad.

Papain je ekstrahovan iz komercijalnog liofilizovanog ekstrakta papaje (Eterra, Srbija) sa odnosom
mase preparata 1 zapremine pufera za ekstrakciju papaina 1:10. Smesa je najpre inkubirana 45 min u
ledenom kupatilu uz mesanje, a zatim je odvojen supernatant centrifugiranjem 20 min na 5000 x g na
+4°C. Pigmenti, neaktivni proteini i peptidni fragmenti wudaljeni su iz supernatanta
jonoizmenjivakom hromatografijom na katjonskom izmenjivacu SP-Sephadex (sa negativno
naelektrisanim sulfopropil grupama) u bulk-u, pri ¢emu je za bubrenje matriksa koriséen pufer za
ekstrakciju papaina prema uputstvima proizvodaca. Nakon vezivanja i uklanjanja nevezanih proteina,
papain je eluiran puferom sa povecanom jonskom silom (500 mM NaCl) bez EDTA u tri frakcije
zapremine kolone. Frakcije su spojene, koncentrovane na 30 mg/mL i ovakav rastvor je kori$¢en za
dalji rad. Koncentracija proteina je bila kvantifikovana Bradford-ovom metodom koris¢enjem BSA
kao standarda.

Lateks smokve koji sadrzi peptidaze sakupljan je zasecanjem plodova i/ili listova smokve (Ficus
carica) na privatnoj plantazi u Baru, Crna Gora, sredinom avgusta i ¢uvan na -20°C. Peptidaze lateksa
smokve ekstrahovane su iz lateksa smokve u odnosu mase nativnog lateksa i zapremine pufera (100
mM Tris pH 8,0) 1:10 tokom 30 minuta na +4°C pri ¢emu je uklanjanje nepolarnog materijala
izvrSeno sa 2 zapremine heksana prema Raskovic et al [261]. Ekstrakti su centrifugirani 15 minuta
na 4 000 x g na +4°C i dobijeni bistri supernatanti koris¢eni su za dalji rad ili skladiSteni na -20°C do
upotrebe. Koncentracija proteina u supernatanu podeSena je razblazivanjem na 10 mg/mL.
Koncentracija proteina je bila kvantifikovana Bradford-ovom metodom koris¢enjem BSA kao
standarda.
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4.2. Analiticke metode

4.2.1. Odredivanje koncentracije proteina Bradford-ovom metodom

Za odredivanje mikrogramskih koncentracija proteina koriS¢ena je Bradford-ova ili Coomassie
brilliant blue metoda koja se zasniva na vezivanju boje Coomassie brilliant blue Green 250 (CBB G-
250) za proteine i merenju apsorbancije na na 590 nm i 450 nm. Ova metoda omoguc¢ava brzu i
jednostavnu kvantifikaciju proteina radi normalizacije biohemijskih merenja do 50 ng albumina
govedeg seruma (BSA). Smetnje koje obi¢no unose detergenti u velikoj meri su smanjene ovim
protokolom [302].

Za dobijanje 5x koncentrovanog rastvora, 100 mg boje CBB G-250 se najpre potpuno rastvori u 50
mL 90 % etanola meSanjem na magnetnoj mesalici. Smesi se zatim dodaje 100 mL 85 % fosforne
kiseline i rastvor razblazuje dejonizovanom vodom do 200 mL tako $to se etanolno-fosforni ratvor
dodaje u vodu uz mesanje u malim porcijama. Ovako pripremljeni koncetrovani (stok) rastvor, ¢uva
se na +4°C u mraku, i stabilan je vise meseci. Radni Bradford-ov reagens koji se koristi za merenje,
dobija se tako $to se koncetrovani rastvor boje razblazi 5x dejonizovanom vodom i procedi kroz filter
papir nekoliko puta, pri ¢emu treba voditi racuna da se ne dodiruje filter papir. Ovako dobijen reagens
je tamno-crvene boje i stabilan je nekoliko nedelja na sobnoj temperaturi, ako se ¢uva u tamnoj boci.

Konstruisanje standardne prave se vr$i pomocu standardnih rastvora BSA, pocev od
najkoncentrovanijeg rastvora, koji se priprema rastvaranjem 10 mg BSA u 5 mL vode uz
vorteksiranje. Njegovim serijskim razblazivanjem, kao §to je predloZzeno u Tabeli 4.2. dobijaju se
standardni rastvori. Koncentracije i zapremine standardnih rastvora se mogu dodatno optimizovati
prema zahtevima merenja.

U zavisnosti od koncentracije proteina u rastvoru razlikuju se dve metode. Makrometodom se moze
odrediti priblizna kocentracija proteina u rasponu od 125 — 2000 pg/mL, a mikrometodom u rasponu
od 12,5 — 200,0 pg/mL. Za kreiranje standardne prave u bunare mikrotitracione plo¢ice nanosi se
najpre po 5 pL standardnih rastvora u triplikatima za makrometod, odnosno 20 pL standarda za
mikrometod. Zatim se uzorcima standarda dodaje po 200 uL radnog Bradford-ovog reagensa. Nakon
inkubacije od 2 min meri se apsorbancija na 590 i 450 nm. 1z odnosa relativnih apsorbanci na 590 i
450 nm dobija se koeficijent sa kojim se u funkciji koncentracije standardnih rastvora proteina BSA,
linearnom regresionom analizom, dobija jednacina prave za odredivanje nepoznate koncetracije
proteina.

Zapremine uzoraka nepoznate koncentracije i radnog Bradford-ovog reagensa su identi¢ne onima
koje su koriS¢ene pri kreiranju standardne prave, 5 1 200 uL. za makro metod odnosno 20 1 200 puL za
mikro metod, respektivno. Koncentracija proteina odreduje se na osnovu jednacine prave i odnosa
apsorbanci na 590 1 450 nm na prethodno opisan nacin.
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Tabela 4.2. Priprema razli¢itih razblazenja BSA (Bradford-ov makro i mikrometod) za
konstruisanje standardne prave.

Razblazenja za standardnu krivu makro metod Razblazenja za standardnu krivu mikro metod
Polazni rastvori  dH2O  Finalna razblazenja Polazni rastvori  dH2O  Finalna razblaZenja
c \Y \Y c \Y c \Y \Y c \Y

[ng/mL] [pL] [pL] [pg/mLl]  [uL] [pg/mL] [pL] [pL] [pg/mL]  [pL]
2000 500 0 2000 500 200,0 500 0 200,0 500
2000 750 250 1500 750 200,0 750 250 150,0 750
2000 500 500 1000 500 200,0 500 500 100,0 500
2000 250 250 750 500 150,0 250 250 75,0 500

1000 500 500 500 500 100,0 500 500 50,0 500
500 500 500 250 500 50,0 500 500 25,0 500
250 500 500 125 1000 25,0 500 500 12,5 1000
0 0 500 0 500 0 0 500 0 500

4.2.2. Elektroforetske tehnike

Elektroforetska odredivanja izvedena su na sistemima za horizontalnu elektroforezu Hoefer mighty
small SE 245 (Hoefer, Holiston, SAD) i Biostep Gel Electrophoresis Tank Vertical GV202
(Burkhartsdorf, Nemacka). Procedura diskontinualne elektroforeze izvodena je prema originalnoj
Laemmli-jevoj metodologiji [303].

4.2.2.1. Natrijum dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Rastvori i puferi koji su potrebni za izvodenje SDS-PAGE su pripremani unapred. A to su:

AA — Monomerni rastvor sa 30 % (m/V) akrilamida i 2,7 % (m/V) bisakrilamida;

Tris HCI 8,80 — Pufer razdvajajuceg gela sa 1,5 M Tris HCl-a na pH 8,80;

Tris HCI 6,80 — Pufer koncentrujuceg gela sa 0,5 M Tris/HCl-a na pH 6,80;

SDS — Rastvor za denaturaciju sa 10 % (m/V) SDS-a;

APS — Rastvor za inicijaciju polimerizacije sa 10 % (m/V) amonium-persulfata (APS);

n-butanol — Rastvor vodom zasi¢enog n-butanola za nadslojavanje gela;

5x PzU - 5x konentrovani pufer za pripremu uzoraka sa 0,25 M Tris HCL-a na pH 6,80, 50 %
glicerola, 10 % (m/V) SDS-a i 0,1% (m/V) bromfenol plavog (ovaj pufer takode sadrzi i 25%
(V/V) B-merkaptoetanola ukoliko se izvodi redukuju¢a SDS-PAGE);

10x PzE — 10x pufer za elektroforezu sa 0,25 M Tris-HCl-a pH 8,3, 1,92 M glicina, 1% SDS-3;

Rastvor za fiksiranje, bojenje, obezbojavanje i ¢uvanje gelova sa 5 — 50 % metanola, 7 — 10 % sir¢etne
kiseline;

Rastvor bojenje gelova sa 0,25% Coomassie Brilliant Blue Red 250 (CBB R-250), 50 % metanola,
10 % sircetne kiseline (za manje osetljivije bojenje moze se koristiti i boja CBB G-250).

Uzorci za elektroforezu se pripramaju tako $to se meSaju sa 5x koncentrovanim puferom za uzorke u
odnosu 4 : 1, respektivno i inkubiraju na 90°C 10 min. Za uspe$no bojenje gela kona¢na koncentracija
proteina u uzorku koji je spreman za elektroforezu potrebno je da bude u opsegu od 0,1 do 10 mg/mL
i moze se optimizovati merenjem koncentracije Bradford-ovom metodom i razblazivanjem.
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Tabela 4.3. Sastav SDS/PAGE gelova pripremanih za elektroforezu na naznacenim sistemima.

Sistem Hoefer Dual Gel Caster Mighty Small SE 245 (mali sistem)
Komponente 12% gel za razdvajanje_:_[uL] 4% gel za koncentrovanje_.[uL]
(donji gel) (gornji gel)
AA 2 000,0 400,0
Tris-HCI pH 8,8 1 250,0 /
Tris-HCI pH 6,8 / 750,0
Voda 1 666,0 1800,0
TEMED 2,5 1,5
SDS 50,0 30,0
APS 35,0 25,0
Y ~5000,0 ~3000,0
Sistem Biostep Gel Electrophoresis Tank Vertical GV202 (veliki sistem)
Komponente 10% gel za razdvajanj(?_[uL] 4% gel za koncentrovanje_:_[uL]
(donji gel) (gornji gel)
AA 4.800,0 800,0
Tris-HCI pH 8,8 3000,0 /
Tris-HCI pH 6,8 / 1500,0
Voda 4.000,0 3600,0
TEMED 6,0 3,0
SDS 120,0 60,0
APS 60,0 30,0
>V ~ 12 000,0 ~ 6 000,0

U Tabeli 4.3. prikazan je sastav najceS¢e koriS¢enih gelova za elekroforetska odredivanja na
pomenutim sistemima. Nakon $to se staklene ploce fiksiraju u nosa¢ zajedno sa distancerima (0,75
mm za mali sistem i 1 mm za veliki sistem), najpre se naliva sveze pripremljena i dezaerisana smesa
za razdvajajudi (donji) gel pri ¢emu se pred samo nalivanje dodaje inicijator polimerizacije (APS), a
nakon dodavanja nadslojava rastvorom n-butanola. Nakon polimerizacije n-butanol se uklanja
izliSnim ispiranjem sa dejonizovanom vodom, naliva se sveze pripremljen gel za koncentrovanje
(gornji gel) i postavlja ,,CeSalj* za formiranje bunara. Nakon $to gornji gel polimerizuje, pazljivo se
uklanja cesalj, ploce se vade iz nosaca i1 uranjaju u kadice sistema za elektroforezu u kom se nalazi
1x pufer za elektroforezu. Uzorci se nanose mikroSpricem ili automatskom pipetom u bunare, zavisno
do koncentracije u zapremini od 15 pLL do 50 pL. Sistem se zatim povezuje na jednosmerni napon pri
¢emu se 80 V koristi za koncentrovanje uzoraka u gornjem gelu i 100 do 180 V za razdvajanje uzoraka
u donjem gelu. Neposredno pre nego Sto boja koja se nalazi u uzorcima, a potice iz pufera za uzorke,
napon se iskljucuje Cime se zaustavlja elektroforeza. PloCice se vade iz sistema 1 iz njih oprezno
oslobada gel koji se ispira nekoliko puta dejonizovanom vodom i fiksira rastvorom za fiksiranje u
trajanju od 15 min i boji rastvorom za bojenje gela 15 do 120 minuta zavisno od koncetracije proteina
i kori$¢ene boje (CBB R-250 je osetljivija od CBB G-250, ali je potrebno duze bojenje gela). Nakon
bojenja gel se obezbojava rastvorom za obezbojavanje do nestanka pozadinske boje i cuva u 7 %
rastvoru siréetne kiseline.

U cilju odredivanja molekulske mase proteinskih traka na elektroforetskim gelovima, koriS¢eni su
komercijalni standardni molekulski markeri sa molekulskim masama od 14,4 do 116 kDa (Thermo
Fisher Scientific, Rokford, IL, SAD).
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4.2.2.2. Zimogramska detekcija peptidolitickih proteina

Gel za razdvajanje za zimografsku detekciju se priprema po protokolu za pripremu gela za SDS-
PAGE, s tim $to se umesto destilovane vode dodaje 0,3 % rastvor Zelatina u dejonizovanoj vodu u
identi¢nim zapreminama. Ovako dobijeni gel ¢e sadrzati konacnu koncentraciju zelatina od 0,1 %. U
gel za koncentrovanje nije potrebno menjati sastojke gela i on se priprema identi¢no kao u protokolu
za SDS-PAGE.

Peptidaze (u konacnoj koncentraciji od 1 mg/mL) su inhibirane 30 minuta sa 5 mmol/L
jodoacetamidom (IAA) ili 5 mmol/L fenilmetilsulfonil fluoridom (PMSF) ili 5 mmol/L
etilendiamintetrasiréetnom kiselinom (EDTA), zatim su su pripremani sa puferima za uzorke na vec¢
opisan nacin, ali na temperaturi od 60°C 30 min.

Nakon razdvajanja, gel je ispiran dejonizovanom vodom, a zatim je inkubiran u puferu koji je podesen
na optimalnu pH vrednost aktivnosti peptidaza (100 mM Tris/HCI na pH 8,00; 100 mM natrijum-
fosfatni pufer na pH 7,20; 20 mM L-cistein) u toku 12 h ili preko noéi. Gel se zatim fiksira i
obezbojava na nacin koji je ve¢ prethodno opisan pri ¢emu je detekcija traka, odnosno Zzelatinoliti¢ka
aktivnost, identifikovana kao prozirna traka na plavoj pozadini (negativno bojenje).

4.2.2.3. Izoelektri¢no fokusiranje (IEF) i 2D zimogramska detekcija

Osim rastvora koji su ve¢ opisani u odeljku za izvodenje SDS-PAGE, za izoelektri¢no fokusiranje i
2D SDS-PAGE potrebni su slede¢i rastvori:

2x PzU — 2x konentrovani pufer za pripremu uzoraka sa 7,5 M ureom, 0,5 % (V/V) amfolita, 2 %
(VIV) Triton X-100 i 0,1% (m/V) bromfenol plavog (opciono se moze dodati i 1 % (V/V) B-
merkaptoetanola ukoliko se izvodi redukujuce IEF);

10x PzE — 10x pufer za elektroforezu sa 0,25 M Tris-HCl-a pH 8,3, 1,92 M glicina, 1% SDS-3;

Rastvor amfolita — Ampholine, pH opsega 3,5-10;

Rastvor katolita (gornji elektrolit) — 40 mM NaOH;

Rastvor anolita (donji elektrolit) — 10 mM H3zPOgy;

Uzorci za elektroforezu se pripremaju tako $to se mesaju sa 2x koncentrovanim puferom za uzorke u
odnosu 1 : 1, pri ¢emu su uzorci lateksa inkubirani sa L-cisteinom u finalnoj koncentraciji od 52 mM
u samom uzorku.

Gelovi za IEF pripremljeni su prema Tabeli 4.4. u vertikalnom sistemu Hoeffer Dual Gel Caster
Mighty small SE 245, pri ¢emu je pri rastvor katolita razblazen 2x i apliciran u gornji deo kade, a
rastvor anolita kori§¢en kao takav i u donjem delu kade za elekrtoforezu. Uslovi razdvajanja su 150
V, 50 mA, 100 W, 30 min za predfokusiranje amfolita i 200 V, 50 mA, 100 W, 150 min pri
razdvajanju proteina po pl vrednosti.
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Tabela 4.4. Sastav gelova za IEF.

Sistem Hoefer Dual Gel Caster Mighty Small SE 245 (mali sistem)

Komponente 5 % gel za IEF [puL] 4% gel za koncentrovanje [uL]
AA 1 200,0 400,0
Urea (9) 3,5 /
Amfoliti 350,0 /
Voda 2850,0 1250,0
TEMED 12,0 2,0
APS 35,0 30,0
NaOH (40 mM) / 1350,0
pAY ~7000,0 ~3000,0

Za odredivanje pl vrednosti gel se najpre izdeli na trake (bez uzorka i sa uzorcima), a zatim se trake
sa uzorcima inkubiraju u neredukujuéem PzU-u 30 min i u redukuju¢em PzU-u 30 min. Prazne trake
gela izdeljene su na manje trake duzine 1 cm i inkubirane u 10 mM kalijum-hloridu 30 min, nakon
¢ega je u supernatantima merena pH vrednost. Na osnovu zavisnosti pH vrednosti i udaljenosti od
anode formira se grafik i iz jednaCine prave moze se izracunati pl vrednost peptidaze koja pokazuje
zelatinoliticku aktivnost u 2D zimogramskoj detekcija peptidolitickih proteina koja se izvodi na isti
nacin kao $to je prethodno opisano tako §to se kao uzorci koriste trake sa IEF [304].

4.2.2.4. Denzitometrijska analiza elektroforetskih gelova

Koris¢enjem programa GelAnalyzer 19.16 [305] sa opcijom analize pojedinac¢nih traka gelovi su
denzitometrijski analizirani pri ¢emu su za uporedivanje intenziteta pojedinacnih traka uzorci
nanoSeni u triplikatu, a rezultati su prikazivani kao srednja vrednost intenziteta tako dobijenih
triplikata traka.

4.3. Funkcionalni testovi stabilnosti i aktivnosti peptidaza

4.3.1. Tretiranje peptidaza niskim temperaturama

U cilju odredivanja uticaja pufera na aktivnost peptidaza u uslovima snizenih temperatura, tripsin je
rastvoren u razli¢itim formulacijama pufera opisanim u odeljku puferski rastvori, sa ili bez razlicitih
nejonski povrSinski aktivnih jedinjenja u kona¢noj koncentraciji od 1 mg/mL. Ovako pripremljeni
rastvori su zamrzavani na -20°C brzinom zamrzavanja od 1°C/min, nakon 1 h rapidno odmrzavani
brzinom od 5°C/min, kako bi se smanjila destabilizacija tripsina [306], pri ¢emu su ciklusi
zamrzavanja i odmrzavanja ponavljani do 7 puta. Nakon svakog ciklusa uzimani su alikvoti koji su
razblazeni u 100 mM Tris puferu pH 8.0 i merena retencija aktivnosti hidrolize supstrata BAPNA, pri
¢emu je pocetna aktivnost posmatrana kao 100% aktivnosti, dok su aktivnosti izmerene nakon svakog
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ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja izrazavane kao relativna preostala aktivnost. Svi uzorci su uzimani u
triplikatu. U cilju spre¢avanja inkubacije uzorka iznad 0°C na manje od 2 min po ciklusu, alikvoti su
uzimani odmah nakon vizuelnog nestanka leda u uzorku. Pri zamrzavanju/odmrzavanju tripsina u
natrijum-fosfatnom puferu pH 8,0 alikvoti su centrifugirani (10.000 g, 10 min, 4C). Koncentracije
rastvornih peptida u supernatantima odredivana je Bradford-ovom metodom, koriste¢ci BSA kao
standard [302].

Statisticke razlike u rezultatima analizirane su t-testom u OriginPro 8.0 softverskoj platformi.

4.3.2. Hidroliza sintetickog supstrata BAPNA

Sinteticki supstrat BAPNA (N-o-benzoil-D,L-arginin-4-nitroanilid) koris¢en je kao supstrat za
ispitivanje specificne enzimske aktivnosti tripsina tretiranog u gore opisanim puferima (sa ili bez
razli¢itih nejonski povrsinski aktivnih jedinjenja) koriste¢i mikrotitar plocice sa 96 bunarcic¢a
(Sarstedt, Njuton, Severna Karolina, SAD) kako je prethodno opisano [261]. 50 uL 100 puta
razblazenom rastvoru tripsina dodavano je 100 uL rastvora supstrata (1 mM BAPNA, do 5 % DMSO
u 100 mM Tris puferu pH 8,0). Nakon inkubacije na 20°C u toku 45 min, reakcija je zaustavljena
dodavanjem 50 % sircetne kiseline i merena je apsorbancija na 405 nm ¢itacu za mikrotitar plocice
LKB 5060-006 (LKB Instruments, Vienna, Austria). Svi alikvoti analizirani su u triplikatu. Zavisno
od testa, relativna aktivnost tripsina smatrana je preostalom aktivno$séu nakon svakog ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja pri ¢emu se aktivnost uzoraka koji nisu zamrzavani uzimala kao 100 %.

4.3.3. Hidroliza BSA

Za odredivanje peptidoliticke aktivnosti tripsina u 100 mM kalijum-fosfatnom puferu na pH 8,0 sa
razli¢itim nejonskim surfaktantima (Triton X-100, Tween 80 i Tween 20 u koncentraciji od 0,1 %
(w/v)) koji je zamrzavan/odmrzavan na prethodno opisan nacin u 7 ciklusa, izvrSena je hidroliza BSA.
Triplikati od po 50 pL 100 puta razblazenog tripsina su inkubirani sa 250 pL rastvora supstrata (0,65%
(v/v) rastvor BSA u 100 mM Tris pufer pH 8,0). Nakon 30 min inkubacije na 37°C, reakcija je
prekinuta dodatkom 100 pL 20 % (w/v) trihlorosir¢etne kiseline (TCA) i proteinski talog je uklonjen
centrifugiranjem 15 min na 12,000 x g. Apsorbancija rastvorljivih proizvoda u supernatantu merena
je na 280 nm (UV-2600, Simadzu, Kjoto, Japan). Relativna aktivnost tripsina u kalijum-fosfatom
puferu, koji nije zamrzavan/odmrzavan posmatrana je kao 100%.

4.3.4. Hidroliza Zelatina

Peptidoliticka aktivnost papaina 1 peptidaza lateksa smokve prema zelatinu odredivana je
ninhidrinskom metodom kao $to je prethodno opisano, uz neke modifikacije [261]. Zelatin (Merck,
Darmstad, Nemacka) rastvoren je u 50 mM Tris puferu pH 8,1 na 37°C tokom 15 minuta do konacne
koncentracije od 20 mg/mL. 100 pL rastvora Zelatina i 10 pL rastvora uzoraka peptidaza sa
odgovarajuc¢im slepim probama su inkubirani na 37 ° C tokom 5 h uz muckanje. Nakon dodavanja
110 pL 20% (v/v) rastvora PEG 6000, smesa je inkubirana u trajanju od 1 h na 4 °C i centrifugirana
na 12.000 x g tokom 30 minuta na 4 °C. 20 puL supernatant pomeSano je sa 200 pL rastvora ninhidrina
(2 % (m/V) ninhidrina, 0,15 % (m/V) kalaj-hlorida, 50 % (m/V) propilen-glikola u 50 mM citratnom
puferu pH 5) 1 smeSa je inkubirana na 100 °C tokom 10 min. Nakon hladenja na sobnu temperaturu,
reakciona smesa je razblazena sa 400 uL 50% 1-propanola i merena je apsorbancija na 570 nm za
uzorke 1 slepe probe koje sadrZze ninhidrin bez supstrata i/ili bez peptidaza. Jedinica enzimske
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aktivnosti Zelatina (Gelatin Digestion Unit - GDU) definisana je kao koli¢ina enzima koji oslobada
peptide iz zelatina u ekvivalentnoj boji ninhidrina kao 1 mmol leucina u toku 5 h (kalibraciona prava
konstruisana je glicinom u opsegu koncentracija 1 — 8 uM). Odnos enzimske aktivnosti i ukupnog
sadrzaja proteina uzorka smatrao se specificnom aktivno$éu i izrazavao u GDU/mg.

4.3.5. Hidroliza kolagena

Za odredivanje kolagenoliticke aktivnosti peptidaza, koris¢en je kolagen tipa I iz Ahilove tetive
goveceta (0,5 mg) koji je rehidriran sa 100 mL 100 mM Tris puferom pH 8,1 tokom 16 h. Zatim su
uzorcima rehidriranog kolagena dodavane peptidaze do finalne koncentracija od 10 pg/mL, pri ¢emu
je nastavljeno sa digestijom tokom 5 h na 37°C. Reakciona smesa je osuSena u vakuumu i analizirana
pomocu infracrvene spektroskopije.

4.3.6. Hidroliza kazeina

Hidroliza kazeina je izvedena kao S$to je prethodno opisano [249]. 100 plL uzorka peptidaze
inkubirano je 30 minuta na 37 °C sa 500 pL 0,65 % (w/v) rastvora kazeina koji je sadrzao 10 mM L-
cisteina u 50 mM Tris pH 8,0 sa odgovarajuc¢im slepim probama. Zatim je dodato 100 puL 5% (v/v)
TCA kako bi se zaustavila reakcija i rastvor je centrifugiran 15 min na 12,000xg kako bi se uklonio
proteinski precipitat. Apsorbancija supernatanta je merena na 280 nm (uniSPEC 2, Lab Logistics
Group GmbH, Mekenhajm, Nemacka) za kvantifikaciju peptidnih proizvoda rastvornih u prisustvu
TCA. Jedinica kazeinoliticke aktivnosti (U) definisana je kao koli¢ina enzima koja povecava
apsorpciju na 280 nm po minutu digestije. Specifi¢na aktivnost enzima je definisana kao broj
arbitrarnih jedinica po miligramu proteina (U/mg).

4.3.7. Autoliza

Za odredivanje autolize koris¢ena je SDS PAGE tripsina ¢uvanog u 100 mM kalijum-fosfatnom
puferu na pH 8,0 sa razli¢itim nejonskim surfaktantima u koncentraciji od 0,1 % (Triton X-100,
Tween 80 i Tween 20). Koli¢ine od 1 mg proteina bile su analizirane pre i nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja SDS PAGE-om (Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
[303]. Bojenje elektroforetskih gelova izvedeno je sa CBB R-250 bojom (Serva). Gelovi su skenirani,
a dobijene slike u boji su kvantitativno analizirane pomoc¢u softvera GelAnalizer 2010a sa opcijom
jednopojasne analize. Svaki uzorak raden je u triplikatu i intenzitet svake trake tretiran je kao procenat
intenziteta kontrolne trake oznacene kao 100%.
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4.4. Spektroskopske metode
4.4.1. Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom FTIR

Infracrvenom spektroskopijom sa Fourier-ovom transformacijom (FTIR) pracene su promene u
sekundarnoj strukturi za dve vrste uzoraka: peptidaze (sa dodatkom 0,1% nejonskih surfaktanata, kao
i promene nakon ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja) i kolagen (pre i nakon digestije sa peptidazama).

Da bi se utvrdile promene u sekundarnoj strukturi tripsina tokom denaturacije indukovane
zamrzavanjem/odmrzavanjem, primenjena je FTIR spektroskopija sa oslabljenom ukupnom
refleksijom (attenuated total reflectance - ATR) u rezoluciji od 1 cm™ (Nicolet 6700 FTIR, softver
OMNIC verzija 7.0, Thermo Scientific), srednjem IR regionu od 400 do 4000 cm™ i DTGS KBr
detektorom sa termoelektricnim hladenjem. Uzorci tripsina (1,5 pL, 1 mg/mL) su vorteksirani,
postavljani na dijamantski kristal (Smart Orbit, Thermo Scientific), i odmah uparavani do tankog
filma uz pomo¢ struje azota. Spektri uzoraka tripsina pre i nakon svakog ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja sakupljani su u 64 snimka. Uzorci su pripremani u 100 mM natrijum-
fosfatnom i 100 mM kalijum-fosfatom puferu pH 8,0 sa i bez nejonskih surfaktanata (Triton X-100,
Tween 80 i Tween 20 u koncentraciji od 0,1%). Pozadinski spektri su sakupljeni pre i nakon svakog
snimanja spektra uzoraka. OMNIC softver je koriséen za automatsku ATR korekciju i automatsku
korekciju osnovne linije. Uzorci kolagena tretiranog peptidazama snimani su i snimci obradivani na
identi¢an nacin.

4.4.1.1. Analiza spektara

Za kvantitativnu analizu FTIR spektara generisani su drugi izvodi u Amidnom | regionu koris¢enjem
OMNIC softvera sa Savitzky-Golay filterom od 7 tacaka treceg polinomskog reda. Minimumi
karakteristi¢ni za odredene sekundarne strukture tripsina dodeljivani su kao §to je prethodno opisano
[8]. Specificne trake drugog izvoda spektara dodeljene su sekundarnim strukturama na osnovu
literaturnih podataka pri ¢emu se poloZaji traka razlikuju zavisno od snimanog materijala.

Kvalitativna analiza procentualnog sadrzaja sekundarnih struktura peptidaza radena je na osnovu
Fourier-ove samodekonvolucije Amidnog | regiona primenom OMNIC softvera. Dekunvolucija
spektara na pojedina¢ne komponente izvedena je na osnovu Lorentz-ijanovih funkcija raspodele, sa
Sirinom pika na polovini visine od 13 ¢cm™ i faktorom poveéanja rezolucije od 2,4 [307], [308].
Graniéne frekvencije traka sa Lorentz-ijanskog oblika bili su slede¢i: B-plogica 1697 cm ™2, 1630 cm 2,
i 1623 cm™L; a-heliks 1659 cm™ i 1648 cm™; neuredene strukture 1672 cm™L; B-okret 1683 cm ™.

Procentualna zastupljenosti sekundarnih struktura dobijena je iz odnosa povrSina pojedina¢nih
Lorentz-ijjanovih krivih dodeljenih odredenim strukturama i povrSine svih pikova dobijenih
dekonvolucijom.

IzloZenost tirozinskih ostataka aminokiselina rastvaracu pra¢ena je kao promena vibracija tirozinskog
prstena na frekvenciji od 1517 cm™.
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4.4.1.2. Spektralna korelacija

Poredenjem drugih izvoda FTIR-a spektara ispitivana je strukturna slicnost uzoraka tripsina pre i
nakon svakog ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja [309]. Koeficijent spektralne korelacije racunat je
pomocu jednacine (1).

Zn XiYVi (1)

/Z xiy?

gde xi i yi predstavljaju spektralnu apsorpciju iz referentnog spektra i spektra uzorka na i-toj
frekvenciji. Spektralna korelacija radena je amidni I region (1600 — 1700 cm™2).

r =

4.4.2. Fluorescentna spektroskopija
4.4.2.1. Fluorescencija triptofana

Za analizu sekundarne strukture tripsina fluorescentnom spektroskopijom korisc¢eni su uzorci tripsina
koji su zamrzavani/odmrzavani u 100 mM natrijum-fosfatnom puferu na pH 8,0 u koncentraciji od
25 mg/mL na 25°C koristeci spektrofluorimetar FluoroMax-4 Jobin Yvon (Horiba, Kyoto, Japan).
Pobudivanje je postizano svetlo$¢u talasne duzine od 295 nm sa promerom ekscitacionog otvora od
8,5 nm. Emisija je pra¢ena u opsegu od 300 do 450 nm sa emisionim otvorom promera 3,3 nm u
kiveti Sirine 1 c¢cm, pri ¢emu je brzina skeniranja bila 60 nm/min. Kriva denaturacije kreirana je sa
vrednostima maksimalne emisije fluorescencije u zavisnosti od broja ciklusa zamrzavanja. Spektri su
takode korigovani za doprinos pozadinskog signala. Spektri tripsina uporedivani su prema
promenama u centru spektralne mase (v) pomocu jednacine (2):

)= $E)

gde je Fi fluorescencija emitovana na talasnom broju v [310].

4.4.2.2. Fluorescencija ANS

8-anilino-1-naftalen sulfonat (ANS) koriS¢en je za snimanje emisionih spektara tako $to je najpre
rastvoren u koncentraciji od 8 mM u 100 mM Tris-HCI puferu pH 8,5, a zatim je svaki uzorak tripsina
(u zapreminama od 10 uL i u koncentraciji od 0,1 mg/mL) pomesan sa po 190 uL rastvora ANS nakon
¢ega je snimana fluorescencija. Talasne duZine ekscitacije i emisije postavljane su na 390 1 480 nm,
respektivno. Za merenje fluorescencije koriséen je Infinite m200 PRO (Tecan, Menedorf, Svajcarska)
sa mikrotitar ploCicama sa 96 bunara [311].
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4.5. Mikrobioloske metode

Za enumeraciju bakterija, prisutnih u uzorcima hrane, Listeria monocytogenes ATCC19111 je
inokulisana u fermentisani proizvod od mesa (Cajna kobasica, Zlatiborac, Srbija). Najpre su
fermentisane kobasice (Cajna, Zlatiborac, Srbija) testirane na prisustvo L. monocytogenes
koris¢enjem metoda ISO 11290 deo 1:1998. U slede¢em koraku, L. monocytogenes je kultivisana na
37°C tokom 24 sata u 10 mL bujona M17 (Merck Darmstadt, Nemacka) koji sadrzi 0,5% glukoze.
Prekonoéna kultura L. monocytogenes (4x108 cfu/mL) centrifugirana je na 5000xg, 10 min, Ependorf
5804r. Supernatant je odbacen dok je pelet resuspendovan u sterilnom fizioloSkom rastvoru (0,85%
NaCl), ovaj korak je ponovljena i celijski pelet je resuspendovan u isti sterilni fizioloski rastvor.
Kona¢na suspenzija je serijski razblazena i dodata u fermentisani proizvod od mesa u finalnoj koli¢ini
od 10* cfu/g L. monocitogenes.

Rastvori tripsina, papaina i lateksa smokve pripremljeni su u 100 mM kalijum-fosfatnom puferu pH
8.0 u koncentracijama od 1 ili 5 mg/mL merenjem koncentracije rastvorljivih proteina po Bradford-
ovom metodu.

Vestacki kontaminirani fermentisani proizvodi od mesa sa kontrolnim uzorcima suSeni su 45 min i
drzani na +4 °C 24 h, kako bi se imitirali uslovi skladiStenja. Uzorci su zatim u asepti¢nim uslovima
razblazeni u 45 mL sterilnog fizioloskog rastvora i homogenizovani u stomakeru 2 min. Nakon
prebacivanja uzoraka u epruvete od 50 mL, naknadno centrifugiranje je izvedeno pri 4500xg tokom
10 min. Supernatant je odbacen i pelet resuspendovan u seriji od 45 mL, 100 mM kalijum-fosfatnim
rastvorima koji su sadrzali nejonske surfaktante sa odgovaraju¢im slepim uzorcima (samo pufer, ili
Triton X-100 i Tween 20 u kona¢noj koncentraciji od 0,01%) i papain ili peptidaze lateksa smokve
(u kona¢nim koncentracijama proteina od 0,01 ili 0,05 mg/mL). SmeSe su inkubirane na 37°C 1 h,
centrifugirane, isprane i peleti resuspendovani u 45 mL sterilnog fizioloskog rastvora. Za
mikrobioloSku analizu pripremLjena su serijska desetostruka razblazenja. Za enumeraciju L.
monocytogenes, korisS¢ena je selektivna Palcam Listeria agarna podloga (Merck Darmstadt,
Nemacka). Kulture su inkubirane u triplikatima na 37 °C tokom 48 h. Statisticka razlika rezultata
uraden je t-testom u softverskom paketu OriginPro 8.0 pri ¢emu je p iznosila < 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Uticaj jonskog sastava puferskih sistema na aktivnosti tripsina prema BAPNA supstratu
nakon zamrzavanja/odmrzavanja

Kako bi se ispitao efekat anjona na aktivnost tripsina, koriS¢eni su fosfatni ili bikarbonatni puferi sa
amonijum, kalijum ili natrijum katjonima. Relativna preostala aktivnost tripsina merena je sintetickim
supstratom BAPNA na pH 8,00 nakon svakog ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja, a rezultati su
prikazani na Slici 5.1. Konacne vrednosti preostale aktivnosti nakon 7 ciklusa za amonijum, kalijum
I natrijum-fosfatne pufere iznosile su 72,6 + 11,5%, 89,5 + 1,6% i 33,5 + 4,3%, respektivno. Za
amonijum, kalijum i natrijum-bikarbonatne pufere vrednosti preostale aktivnosti tripsina su bile 82,9
+0,7%, 83,6 £ 11,3%1 95,5 + 19,4%, redom. I u fosfatnim i bikarbonatnim puferima, razli¢iti katjoni
nisu doveli do znacajnih razlika u aktivnosti nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja, osim u
slucaju natrijum-fosfatnog pufera (nakon 3 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja, p-vrednosti su bile
nize od p < 0,05). Koncentracije pufera bile su 100 mM.

A) Fosfatni puferi B) Bikarbonatni puferi
125+ 125+
= -~ AmkP = -~ AmBP
= =
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.:: 75_ ":‘v 75_
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= 254 = 25+
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Slika 5.1. Uticaj ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja na preostalu aktivnost tripsina u fosfatnim
(A) i bikarbonatnim (B) puferima na pH 8,0 sa BAPNA-om kao supstratom. Amonijum-fosfatni
pufer (AmFP), kalijum-fosfatni pufer (KFP), natrijum-fosfatni pufer (NaFP), amonijum-
bikarbonatni pufer (AmBP), kalijum-bikarbonatni pufer (KBP), natrijum-bikarbonatni pufer
(NaBP).

5.2. Uticaj molarnosti pufera na aktivnost tripsina prema BAPNA supstratu tokom
zamrzavanja/odmrzavanja

Za kalijum-fosfatne, amonijum-bikarbonatne i natrijum-fosfatne pufere ispitan je uticaj molarnosti
pufera na aktivnost tripsina nakon ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja. Koncentracije pufera bile su
10, 50 i 100 mM na pH 8.0, a preostala aktivnost svih uzoraka merena je hidrolizom sintetickog
supstrata BAPNA na pH 8,00 (Slika 5.2.).

Uticaj molarnosti na aktivnost tripsina nakon ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja nije bio izrazen u
kalijum-fosfatnim puferima i iznosio je priblizno 90% pocetne aktivnosti (Slika 5.2.A). Aktivnost
tripsina nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja u 100 mM amonijum-bikarbonatom puferu bila je
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niza (82% pocetne aktivnosti) u odnosu na 10 mM pufer (70%), ali razlika nije statisticki znacajna (p
> 0,05) (Slika 5.2.B).

Kod natrijum-fosfatnih puferskih sistema primecen je gubitak aktivnosti tripsina nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja od 89,9 + 5,8%, 68,1 £ 2,7% i 33,5 = 4,3% u 10 mM, 50 mM i 100 mM
natrijum-fosfatnim puferima pH 8,0, respektivno (p < 0,05) (Slika 5.2.C), pri ¢emu je gubitak
aktivnosti tripsina u 100 mM natrijum-fosfatnom puferu najizraZeniji u prva tri ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja, ali se u preostalim ciklusima ovaj trend menja i od 3. do 7. ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja, preostala aktivnost se zadrzava na 30% u odnosu na prvobitnu aktivnost.

Kako bi se proverio sadrzaj rastvornih proteina nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja, nakon
svakog ciklusa meren je sadrzaj proteina u rastvoru Bradford-ovom metodom i nisu primecene
znacajne statisti¢ke razlike izmedu uzoraka (Slika 5.2.D).

A) Kalijum-fosfatni puferi B) Amonijum-bikarbonatni puferi
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D) Rastvorni proteini
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Slika 5.2. Uticaj molarnosti pufera na preostalu aktivnost tripsina u kalijum-fosfatnim (KFP)
(A), amonijum-bikarbonatnim (AmBP) (B) i natrijum-fosfatnim puferima mereno sintetickim
supstratom BAPNA, kao i preostala koncentracija rastvorenih proteina u natrijum-fosfatnim
puferima pH 8,00 nakon 7 ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja merena Bradford-ovom
metodom (D).

53.  Strukturne  promene tripsina u  natrijum-fosfatnom  puferu  nakon
zamrzavanja/odmrzavanja

Promena u sekundarnim strukturama proteina analizirane su ATR-FTIR spektroskopijom u amidnom
| regionu u opsegu frekvencija 1600 - 1700 cm™. Snimljeni spektri uzoraka tripsina
zamrzavanih/odmrzavanih u 100 mM natrijum-fosfatnom puferu prikazani su na Slici 5.3.
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Na osnovu snimljenih spektara za 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja primeéeno je povecanje
apsorbancije na frekvencijama 1695 cm™ i 1684 cm™ (plave strelice na Slici 5.3.), kao i smanjenje
apsorpcije u oblasti 1651 cm™ do 1637 cm™,
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Slika 5.3. FTIR spektri amidnog | regiona uzoraka tripsina, pre i nakon svakog od 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja u 100 mM natrijum fosfatnom pufera na pH 8,0.
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Slika 5.4. Detekcija stopljene globule tripsina. Koeficijent spektralne korelacije za FTIR
spektre (A), centar spektralne mase fluorescencije (B), vibracije tirozinskog prstena (C) i ANS
intenzitet fluorescencije za uzorke tripsina (D), pre i nakon svakog od 7 ciklusa zamrzavanja-
odmrzavanja u 100 mM natrijum-fosfathom puferu na pH 8.0.
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Kvantitativna uporedivanja sli¢nosti sekundarnih struktura tripsina u 100 mM narijum-fosfatnom
puferu na pH 8,00 tokom ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja izvrSena su na osnovu koeficijenata
spektralne korelacije drugog izvoda snimljenih ATR-FTIR spektara. Na Slici 5.4.A na osnovu
dijagrama promene spektralne korelacije tokom 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja moze se uociti
da najpre dolazi do znatnog smanjenja vrednosti koeficijenata do ciklusa 3, ali se ovaj trend usporava
od ciklusa 3 — 6.

Daljom analizom trake na 1517 cm™ FTIR spektara, koja se moZe pripisati vibracijama tirozinskog
prstena aminokiselinskih ostatka, prac¢ena je izlozenost ostataka tirozina rastvaracu i primeéeno je
povecanje intenziteta trake i pomeranje ka nizim frekvencijama (Slika 5.4. C).

Promene u sekundarnim strukturama su takode ispitivane i metodama fluorescentne spektroskopije i
to merenjem intenziteta ANS fluorescentne boje i kvantitativnom korelacionom analizom promene
vrednosti centra spektralne mase tokom ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja (Slika 5.4. B i D).
Izraunate vrednosti za centre spektralnih masa (Slika 5.4.B) imaju sli¢an trend kao i koeficijenti
spektralne korelacije ATR-FTIR spektara (Slika 5.4.A), dok je kod vrednosti fluorescencije ANS

uoceno najpre povecanje apsorpcije nakon ciklusa 2, a zatim blago smanjenje nakon ciklusa 6 (Slika
5.4. D).

5.4. Efekat nejonskih surfaktanata na aktivnost tripsina na sintetickom supstratu BAPNA

Relativna preostala aktivnost tripsina nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja sa dodatkom
nejonskih surfaktanata Tween 20, Tween 80 i Triton X 100, merena je sintetiCkim supstratom
BAPNA na pH 8,00 nakon svakog ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja (Slika 5.5.).

U slu¢aju 100 mM KFP, preostala aktivnost je bila 99,2 + 3,8 % za Tween 20, 88,7 £ 5,3 % za Tween
801 63,64 £ 9,0 % za Triton X-100, a u 100 mM AmBP 94,1 + 1,8 % za Tween 20, 98,9 + 2,9 % za
Tween 80 i 56,3 + 5,2 % za Triton X-100 u poredenju sa 89,5 + 1,6 % i 82,9 + 0,7% za odgovarajuce
puferske sisteme bez surfaktantata (p > 0,05 samo sa puferom).

A) Kalijum-fosfatni pufer sa aditivima B) Amonijum-bikarbonatni pufer sa aditivima
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ey -8 Samo KFP ry - AmBP
= 100 = Triton X-100 = 100+ - Triton X-100
] 1]
2 —&— Tween 80 2 —4— Tween 80
£ 759 z T84
=z -+ Tween 20 ;1 —¥ Tween 20
o -
a 50 2 50
= =
2 2
5 25 5 25
2} U
o o
0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 8 7
Ciklusi zamrzavanja/odmrzavanja Ciklusi zamrzavanja/odmrzavanja

Slika 5.5. Uticaj nejonskih surfaktanata na preostalu aktivnost tripsina tokom ciklusa
zamrzavanja-odmrzavanja u kalijum-fosfathom (KFP) (A) i amonijum-bikarbonatnom puferu
(AmBP) (B) na pH 8,0 sa BAPNA-om kao supstratom.
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5.5. Efekat nejonskih surfaktanata na strukturu tripsina

FTIR spektri su snimljeni za uzorke tripsina koji su zamrzavani/odmrzavani u 100 mM KFP na pH
8,0 u prisustvu Tween 20, Tween 80 ili Triton X-100 u koncentracijama od 0,1% kako bi se dobio
uvid u efekte nejonskih surfaktanata na strukturnom nivou. Na Slici 5.6 prikazani su drugi izvodi
FTIR spektara Amidnog | regiona, kao i izraunate vrednosti koeficijenata korelacija drugih izvoda
spektara pre i nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja.

Vrednosti koeficijenata korelacije su u slucaju Cuvanja tripsina u kalijum-fosfatnom puferu i u
kalijum-fosfatnom puferu sa dodatkom nejonskih surfaktanata Tween 20 i Tween 80 bliski
maksimalnoj vrednosti od 1. VVrednost koeficijenta za uzorak tripsina samo u kalijum-fosfatnom
puferu je 0.9063, za tripsin u kalijum-fosfatnom puferu sa dodatkom 0,1% Tween 20 - 0,7857 i za
tripsin u kalijum-fosfatnom puferu sa dodatkom 0,1% Tween 80 - 0,8067. Za uzorak tripsina u
kalijum-fosfatnom puferu sa dodatkom 0,1% Tritona X-100, koeficijent korelacije je nesto nizi i
iznosi 0,5486.

Za uzorak tripsina sa dodatkom Tween 20 u drugom izvodu Amidnog | regiona moze se primetiti
hipohromno pomeranje traka na 1650 cm™ i 1630 cm™ (Slika 5.6.B), dok se kod uzorka sa Tween 80
primeéuje fokusiranje trake na 1655 cm™ sa pomerenim minimumom ka nizoj frekvenciji od 1654
cm, pojava trake na 1622 cm™ i blago batohromno pomeranje traka u regionu 1651 - 1637 cm™
(Slika 5.6.C).

U slucaju uzorka sa dodatkom Tritona X-100 (Slika 5.6.D) doslo je do promena apsorbanci u regionu
od 1645 - 1670 cm, o¢uvanja karakteristika svih minimuma oblasti 1689 - 1673 i 1637 - 1620 cm™
sa umerenim pomeranjem, smanjenja minimuma na 1637 cm™, kao i nedostataka trake na 1656 cm-
! pojava dodatne trake na 1661 cm™ i promene u polozaju i intenzitetu traka u regionu 1651 - 1637
cm™. Nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja, traka na 1649 cm™ je intenzivnija i pomerena na
1648 cm, dok je traka na 1644 cm™ redukovana i pomerena na 1642 cm™,
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Slika 5.6. Drugi izvodi FTIR spektara uzoraka tripsina (d?(apsorbancija)/d(talasni broj)?) u
Amidnoj I oblasti pre i nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja (FTC) u 100 mM kalijum-
fosfatnom puferu bez aditiva (PP) pH 8,0 (A) i sa surfaktantima: Tween 20 (B); Tween 80 (C);
Triton X-100 (D). FTC, ciklusi zamrzavanja/odmrzavanja; PP, kalijum-fosfatni pufer; T20,
Tween 20; T80, Tween 80 i TX100, Triton X-100.
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5.6. Uticaj nejonskih surfaktanata na autolizu tripsina

Kako bi se utvrdio uticaj nejonskih surfaktanata na autolizu tripsina, uraden je SDS-PAGE profil
uzoraka sa odgovaraju¢im aditivima pre i nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja kao i semi-
kvantitativna denzitometrijska analiza dobijenih elektroforegrama. Poredenjem intenziteta trake
tripsina na 24 kDa, moze se primetiti da ne dolazi do znacajnije promene u intenzitetu trake tripsina
nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja.

%wu_ = 0Cz/0
= = 7CZI0
0CZ/O 7 CZ/O : ™
Pufer S I ] £ =
Tween20 IR W W -
Tween 80 : S - - : PN
Triton X-100 ¥ ¥ - - TS
a) b) & N &

Slika 5.7. SDS-PAGE profil gela uzorka tripsina ¢uvanih u kalijum-fosfatnom puferu sa
razli¢itim nejonskim surfaktantima pre i nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja (CZ/O) u
triplikatima (a) i SDS-PAGE denzitometrijski intenzitet traka za uzorke tripsina uskladiStene
u kalijum-fosfatnom puferu sa razli¢itim nejonskim surfaktantima pre i nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja (CZ/O) (b). Uzorci koji nisu zamrzavani uzimani su kao 100 %.

5.7. Uticaj nejonskih surfaktanata na dostupnost proteinskih supstrata

Da bi se utvrdilo da li su proteinski supstrati pristupac¢niji digestiji tripsinom u prisustvu surfaktanata,
testirane su aktivnost uzoraka tripsina sa i bez nejonskih surfaktanata prema BSA kao proteinskom
modelu supstrata i aktivnost prema BAPNA sintetiCkom supstratu niske molekulske mase u kalijum-
fosfatnom puferu (Slika 5.8.).

Kada su tokom hidrolize BSA tripsinom kao aditivi koriS¢eni Tween 20 i1 Tween 80 u
koncentracijama od 0,1%, nije dolazilo do drasti¢nih promena u vrednosti apsorbancije za rastvorljive
proizvode digestije BSA pre i nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja. MoZe se primetiti 1 da su
vrednosti apsorbancije sli¢ne za uzorke tripsina koji u bili u formulacijama kalijum-fosfatnog pufera
I kaliujm-fosfatnog pufera sa dodatkom Tweena 20 ili 80. U uzorku tripsina koji je sadrzao 0,1%
Tritona X-100, doslo je do povecanja relativne apsorbancije rastvorljivih proizvoda digestije BSA od
209,1 + 8,6 % u poredenju sa uzorkom samo u kalijum-fosfatnom puferu, kao i konsekventno
smanjenje apsorpcije nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja. Ovaj gubitak aktivnosti nakon 7
ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja se moze primetiti i na model sistemu sa BAPNA-om kao
supstratom, kada je koris¢en Triton X-100 kao aditiv, dok je pad aktivnosti tripsina sa dodatkom
Tween-a 20 ili 80 jako blag.
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Slika 5.8. Uticaj nejonskih surfaktanata na relativnu apsorpciju rastvorljivih produkata BSA
digestiranih tripsinom i rezidualne aktivnosti tripsina prema BAPNA-i pre i nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja (FTC) u kalijum-fosfatnom puferu na pH 8,0. Kori$¢eni supstrati
su BSA (A) i BAPNA (B). Relativna apsorbanca ili aktivnost za uzorke koji nisu bili zamrznuti,
a nemaju dodate aditive smatraju se za 100%.

5.8. Supstratne specifi¢nosti papaina i ficina

Kako papain iz papaje i peptidaze lateksa smokve pokazuju kazeinoliticku i zelatinoliticku aktivnost,
ispitana je supstratna specifi¢nost ka kazeinu, odnosno Zelatinu kao supstratima sa dodatkom EDTA
ili IAA. Rezultati koji su prikazani u Tabeli 5.1., pokazuju nesto visu kazeinoliticku aktivnost
peptidaza lateksa smokve u odnosu na papain. Sli¢an trend se nastavlja i dodatkom EDTA, dok je
kazeinoliticka aktivnost jako niska za eksperimente u kojima je dodat IAA.

Zelatinoliticka aktivnost peptidaza lateksa smokve je gotovo dvostruko veéa u odnosu na papain, a
slicne vrednost se dobijaju dodatkom EDTA. Dok je Zelatinoliticka aktivnost papaina smanjena
dodatkom IAA, to nije slucaj za peptidaze lateksa smokve gde zadrzano gotovo 60% aktivnosti. Ovaj
trend se moze videti na Zelatinskom zimogramu gde je uo€ljiv nedostatak Zelatinoliticke aktivnosti
uzorka papaina kome je dodat IAA, dok su trake za peptidaze lateksa smokve dosta intenzivnije sa
blago smanjenim intenzitetom uzorka sa IAA (Slika 5.9.).
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Tabela 5.1. Specifi¢na aktivnost peptidaznih enzima papaina i peptidaza lateksa smokve prema
kazeinu i Zelatinu kao supstratima u puferu ili sa inhibitorima (KFP — kalijum-fosfatni pufer,
EDTA - etilendiamintetrasiréetna kiselina, IAA —jodoacetamid).

Kazeinoliticka aktivnost U/mg Zelatinoliti¢ka aktivnost, GDU/mg

Samo KFP EDTA IAA Samo KFP EDTA IAA

Papain 349+0.01 378+006 02x01 36+2 39+5 5+3
Lateks smokve  3.90+0.08 4.28+0.05 03+0.1 61+5 65+4 39+7

P PE Pl F FE FI

Slika 5.9. Zelatinski zimogram papaina (P) i lateksa smokve (F) samo u puferu ili sa
etilendiamintetrasiréetnom kiselinom (E) i jodoacetamidom (I).

5.9. Analiza sastava i ZelatinolitiCke aktivnosti peptidaza lateksa smokve

Za analizu sastava peptidaza lateksa smokve i specifi¢nosti prema zelatinu primenjene su 2D
elektroforeza i zimografija (Slika 5.10. A-D). U 2D elektroforezi u kojoj je prva dimenzija bila
izoelektri¢no fokusiranje, a druga SDS PAGE (Slika 5.10. A), moze se uociti raSirena traka traka na
~50 kDa u opsegu vrednosti za pl od 5 — 9, a sli¢an trend ove trake se moze uociti i na zelatinskom
2D zimogramu (Slika 5.10.B). Ukoliko se peptidaze lateksa smokve pre izoelektri¢nog fokusiranja
inhibiraju IAA, nakon Zelatinske elektroforeze, traka na 50 kDa se suzava na opseg pl vrednosti
izmedu od 5 - 5,5 (Slika 5.10.C), i potpuno nestaje ukoliko se kao inhibitor peptidaza koristi PMSF
(Slika 5.10.D).
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Slika 5.10. 2D SDS PAGE obojen CBB-R250 (A) i zimografski gel neinhibirane Zelatinoliticke
aktivnosti lateksa smokve (B), inhibirane jodoacetamidom (1AA) (C) ili fenilmetilsulfonil-

fluoridom (PMSF) (D).

5.10. Kolagenoliti¢ka aktivnost papaina i peptidaze lateksa smokve

Kolagenoliticka aktivnost papaina i peptidaza lateksa smokve karakterisane su snimanjem ATR —
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FTIR spektara kolagena. Poredenje spektara nativnog kolagena ahilove tetive goveceta sa onim Koji
je tretiran peptidazama prikazan je na Slici 5.11.

Dok se kod kolagena tretiranog papainom mogu primetiti snizeni intenziteti Amidnih traka (Amidni
I region sa grani¢nim frekvencijama 1600 — 1700 cm™%, Amidni Il region 1510-1580 cm™ i Amidni
111 region 12001400 cm™?), kod kolagena koji je tretiran peptidazama lateksa smokve, ove trake su

izuzetno niskog intenziteta.
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Slika 5.11. FTIR spektri netretiranog kolagena (NK) i kolagen tretiranog papainom (KTP) i
peptidazama lateksa smokve (KTPLS).

Detaljnijom analizom dobijenih spektara, kvantitativno su potvrdeni ovi rezultati na osnovu
pomenutih specifi¢nih traka koje se mogu pripisati sekundarnim strukturama (Tabela 5.2.). Sadrzaj
a-heliksa i trostrukog heliksa je blago nizi za kolagen tretiran papainom, a izrazito nizi za kolagen
tretiran peptidazama lateksa smokve. Odnos spektralnih apsorbanci na A25/A%0 koji ukazuje na
sadrzaj trostrukog heliksa je blago snizen za kolagen tretiran papainom i drasti¢no nizak za kolagen
tretiran peptidazama lateksa smokve. Vrednosti promene strukture nativnhog kolagena bez
helikoidalnih struktura, prikazane u Tabeli 5.2., nisu znacajne ukoliko se izraze u procentima i nisu
uzimane u obzir za dalju analizu sadrzaja sekundarnih struktura kolagena.

Tabela 5.2. Prilagodene vrednosti za sekundarne strukture (%) nativnog kolagena i kolagena
koji je tretiran papainom ili peptidazama lateksa smokve (Kolagen tretitan papainom — KTP,
Kolagen tretitan peptidazama lateksa smokve— KTPLS, nd — nije detektovano).

a-heliks TLoeSItiLl;kl B-plocica zavif} ;J tak I\:;lurigjerr;a Greska ~ AZS/AL0
Kolagen 18.0 21,2 24,4 15,1 21,3 0,3 0,93
KTP 14,7 17,8 32,1 18.0 17,4 0,6 0,85
KTPLS 11 nd 48,9 25,2 24,8 0,5 0,21
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5.11. Uticaj nejonskih surfaktanata na stabilnost papaina i peptidaze lateksa smokve

Strukturne promene peptidaza utvrdene su ATR — FTIR spektroskopijom i to tako Sto je
dekonvolucijom Amidnog I regiona snimljenih spektara karakterisan sadrzaj sekundarnih struktura.
Intenziteti znacajnih traka za peptidaze u kalijum-fosfathom puferu sa dodatkom nejonskih
surfaktanata prikazane su u Tabeli 5.3. Sadrzaj sekundarnih struktura pokazao je da nema znac¢ajnih
promena u strukturi peptidaza papaina i peptidaza lateksa smokve bilo da su kao aditivi koriS¢eni
nejonski detergenti Tween 20 ili Triton X-100.

Koeficijenti spektralne korelacije FTIR spektara su visoki i iznose izmedu 0,7516 — 0,8809, a

prikazani su u Tabeli 5.4.

Tabela 5.3. Prilagodene vrednosti za sekundarne strukture (%) papaina i peptidaza lateksa
smokve (PLS) sa ili bez nejonskih detergenata odredenih ATR-FTIR spektroskopijom.

a-heliks B-plocica  B-zavijutak if&llztejéna Greska
Papain 26 30 8 36 2
Papain Tween 20 27 31 8 34 3
Papain Triton X-100 24 31 8 37 1
PLS 29 29 8 34 4
PSL Tween 20 27 30 7 36 2
PLS Triton X-100 24 30 9 37 2

Tabela 5.4. Koeficijenti spektralne korelacije za uzorke papaina i ficina u prisustvu 0,1%

nejonskih surfaktanata.

Koeficijenti spektralne korelacije

Peptidaze -
Tween 20 Triton X

Papain 0,8642 0,8295

Peptidaze lateksa smokve 0,8809 0,7516
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5.12. Detekcija mikroorganizma Listeria monocytogenes

Ekstrakcija i enumeracija mikroorganizma L. monocytogenes u uzorcima proizvoda od mesa izvedena
je u prisustvu razli¢itih koncetracije peptidaza tripsina, papaina i peptidaza lateksa smokve u dve
finalne koncentracije od 0,01 mg/mL i 0,05 mg/mL sa dodatkom nejonskih surfaktanata Tween 20,
Tween 80 ili Triton X-100 u finalnim koncentracijama od 0,1%. Formulacije tripsina su takode
podrazumevale tripsin koji je podvrgnut ciklusima zamrzavanja/odmrzavanja. Rezultati su prikazani
na Slikama 5.12. i 5.13.

U odnosu na kontrolne uzorke koji su sadrzali samo kalijum-fosfatni pufer, odnosno kalijum-fosfatni
pufer sa surfaktantima, primecen je porast u detekciji mikroorganizma L. monocytogenes. Za uzorke
koji su sadrzali samo pufer i papain ili peptidaze lateksa smokve, povecéanje je bilo izmedu 0,26 —
0,31 CFU/g, dok su za uzorke peptidaza sa dodatkom nejonskih surfaktanata Tween 20, Tween 80 i
Triton X-100 poveéanja su bila izmedu 0,24 — 0,33 CFU/g, 0,26 — 0,34 CFU/g i 0,18 — 0,36 CFU/g
respektivno. U Tabeli 5.5. prikazane su p vrednosti za pobrojanih bakterija za odgovarajuce
formulacije papaina i peptidaza lateksa smokve.
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Slika 5.12. Uticaj papaina (P1 — 0,01 mg/mL; P5 — 0,05 mg/mL) ili peptidaza lateksa smokve
(PLS1 - 0,01 mg/mL; PLS5 - 0,05 mg/mL) u kalijum-fosfatnom puferu (KFP) sa nejonskim
surfaktantima, pri detekciji bakterija Listeria monocytogenes ATCC19111 u uzorcima
fermentisanih proizvoda od mesa. CFU/g - jedinica formirajucih kolonija po gramu, ns - nije
znacajno, *, ** i *** - zpacajna razlika izmedu uzoraka (p < 0,05, 0,01 i 0,001 respektivno).
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Tabela 5.5. p vrednosti pobrojanih bakterija Listeria monocytogenes ATCC19111 u uzorcima
mesnih proizvoda u zavisnosti od koriS¢enih peptidaza i nejonskih surfaktanata (vrednosti za
koncentraciju peptidaza izrazene su u mg/mL).

Pufer Papain Lateks smokve

0.01 0.05 0.01 0.05
Pufer / 0.00108 0.00267 0.00377 = 0.00086
Tween 20 0.08677 0.04605 = 0.00902 0.00098  0.00065

Triton X-100  0.30672 0.04832  0.04488 0.04525 = 0.00023

Koris¢enjem tripsina u kalijum-fosfatnom puferu doslo je do vise od 25% povecanja broja jedinica
koje formiraju kolonije (CFU) za obe kori§¢ene koncentracije (0,01 1 0,05 mg/mL), bez znacajnog
gubitka aktivnosti nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja. Dodatak nejonskih surfaktanata
kalijum-fosfatnom puferu nije doveo do znacajnih promena CFU osim u slucaju Tween-a 80 kod
koga je CFU povecéan za 34 %. U formulacijama sa tripsinom, nejonski surfaktanti Tween 20 i 80 su
doveli do povec¢anja od 35 do 40 %, dok se takav trend kod Tritona X-100 moze primetiti samo u
formulaciji u kojoj je se tripsin nalazi u koncentraciji od 5 mg/mL (Slika 5.13.).
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Slika 5.13. Uticaj rastvora tripsina (T1 - 0,01 mg/mL; T5 - 0,05 mg/mL) u kalijum-fosfatnom
puferu (KFP) sa nejonskim surfaktantima, koris¢enih pre (T1; T5) ili nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja (T17 Z/O; T5 7 Z/O), pri detekciji bakterije Listeria monocytogenes
ATCC19111 u uzorcima fermentisanih kobasica. CFU/g - jedinice koje formiraju kolonije po
gramu, ns - nije znacajno, * - zna¢ajna razlika izmedu uzoraka (p<0,05).
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6. DISKUSIJA

Imajuci u vidu da je tripsin stabilan na svojoj radnoj pH vrednosti, kao i prilikom denaturacije na
niskim temperaturama [8], odredeni su najbolji kandidati puferskih sistema za zamrzavanje tripsina.
Fosfatni i bikarbonatni puferski sistemi su izabrani za testiranje uticaja zamrzavanja/odmrzavanja na
tripsin koji je stabilan u blago alkalnim uslovima, kako i fosfatni i bikarbonatni anjoni imaju
kosmotropski stabilizuju¢i efekat na proteine [312]. Preostala aktivnost tripsina zamrzavanog i
odmrzavanog u 100 mM fosfatnim i bikarbonatnim puferima na pH 8,0 odredivana je sa BAPNA kao
supstratom, a rezultati su prikazani na Slici 5.1.

Poredenjem efekta anjona na oporavak aktivnosti tripsina nakon sedam ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja moze se primetiti da bikarbonatni anjoni imaju blago stabilizujuci efekat
za razliku od anjona fosfata sa katjonima natrijuma (p-vrednost < 0,05). Uoceni efekat anjona
bikarbonata u poredenje sa fosfatnim anjonima je u saglasnosti sa Hofmeister-ovom serijom samo u
slucaju natrijumovih soli [114], [313].

Stabilizujuci efekat katjona je u skladu sa Hofmeister-ovom serijom [312] u fosfatnim puferima (Slika
5.1.A), dok takav efekat nije izraZzen u bikarbonatnim puferima (Slika 5.1.B). Medutim, gubitak
aktivnosti tripsina koji je zamrznavan/odmrzavan u natrijum-fosfathom puferu, ima efekat na
zadrZanje aktivnosti koje je suprotno Hofmeister-ovom efektu, posto je primeéeno pomeranje pH sa
8,0 na 4,9 tokom zamrzavanja. Ovo ukazuje da je za gubitak aktivnosti od oko 70% odgovorna
promena pH vrednosti pre nego hidratacija katjona u natrijum-fosfatnom sistemu. Pikal-Cleland et
al. [137], [314] su to otkrili da zamrzavanje natrijum-fosfatnog pufera dovodi do smanjenja pH
vrednosti od 3 pH jedinice zbog selektivnog taloZenja dinatrijum-fosfata. Gomez et al. [315] su
pokazali da talozenje dinatrijuma-fosfata izazva naglo smanjenje pH vrednosti (od 2,2 - 3,2 pH
jedinice) nakon pocetka kristalizacije leda, na temperaturama izmedu 0,5°C 1 4,0°C. Promena pH
vrednosti u zavisnosti od koncentracije natrijum-fosfatnog pufera u opsegu 8 - 100 mM, koja je
takode ranije primecena [315], uakzuje da je potrebno istraziti efekat molarnosti pufera na ocuvanje
aktivnosti tripsina.

Natrijum-fosfatni (visoka promena pH vrednosti), amonijum-bikarbonatni (umerena promena pH
vrednosti) i kalijum-fosfatani puferi (skromna promena pH vrednosti) [316] izabrani su za
istrazivanje uticaja molarnosti pufera na ocuvanje aktivnosti tripsina. Ovaj efekat testiran je
ponavljanjem ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja u prisustvu 10, 50 i 100 mM pufera na pH 8.0.
Rezidualna aktivnost svih uzoraka odredivana je koris¢enjem BAPNA kao supstrata (Slika 5.2.).

U kalijum-fosfatnim puferima uticaj molarnosti na aktivnost tripsina nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja nije bio izrazen (90%; Slika 5.2.A), dok je u 100 mM i 10 mM amonijum-
bikarbonatnom puferu bila niza u odnosu na pocetnu aktivnost (82% i 70%, respektivno; Slika 5.2.B),
bez znacajnije statisticke razlike (p > 0,05).

S druge strane, primecen je gubitak preostale aktivnosti tripsina kod natrijum-fosfatnih puferskih
sistema na pH 8,0 sa znacajnijom statistiCkom razlikom (p < 0,05; Slika 5.2.C). Prethodno je ukazano
da skladistenje tripsina u 1 mM HCI, prema preporuci proizvodaca, izaziva gubitak 2/3 aktivnosti
nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja kao posledicu denaturacije proteina na niskim
temperaturama [8]. Imajuéi u vidu smanjenje pH vrednosti u natrijumu-fosfatnom puferu tokom
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zamrzavanja, bilo je potrebno proveriti da li je nizak pH kao dodatni stres dovodi do strukturnih
promena u tripsinu pri denaturaciji na niskim temperaturama i mogucnosti agregacije polipeptidtida.

Da bi se isklju¢io mogué¢i mehanizam adsorpcije proteina na istalozene soli, koncentracija rastvornog
proteina merena je u supernatantima i nisu detektovane znacajne promene (Slika 5.2.D).

Za objasnjenje gubitka aktivnosti tripsina usled njegove destabilizacije zamrzavanjem/odmrzavanjem
u 100 mM natrijum-fosfatnom puferu na pH 8,0, primenjena je infracrvena spektroskopija sa Furier-
ovom transformacijom (FTIR).

Analiza FTIR spektra u amidom I regionu, standardna je metoda za odredivanje promena u
sekundarnim strukturama proteina. Amidni | region, u opsegu frekvencija 1600 - 1700 cm™, proizilazi
iz C=0 vibracionih istezanja peptidne veze i kao takav je region IR spektra koji najvise zavisi od
konformacije proteina i koji se koristi za odredivanje perturbacija sekundarne strukture proteina.
Pokazano je da je amidni I region takode efikasan za opisivanje strukturnih promena proteina koji su
¢uvani na hladno [8], [317].

Najistaknutije promene u sekundarnoj strukture izazvane zamrzavanjem/odmrzavanjem dovode do
povecane apsorbancije na frekvencijama 1695 cm™ i 1684 cm™ i mogu se pripisati kako p-plo¢icama
specificnim za agregaciju [318], tako i B-ploc¢icama uopste (Slika 5.3.). Promene u ovim strukturama
su takode pra¢ene smanjenjem apsorpcije u oblasti 1651 cm™ do 1637 cm™ i pripisane su neuredenim
strukturama [8]. Spektralne razlike sugeriSu da su neke nativne sekundarne strukture sklone agregaciji
nakon zamrzavanja/odmrzavanja §to je u skladu sa ve¢ primeéenim promenama, ukljucujuci gubitak
a-helikoidnih i neuredenih struktura u korist poveéenja B-plocica [8], [317], [319]. Medutim, kako
gubitak a-heliksa nije primec¢en, masovno agregiranje proteina usled denaturacije se moze iskljugiti.
Sve uocene promene bile su skromne i indikativne za pH-indukovanu destabilizaciju nativnog
tripsina.

Kako bi se wuporedile slicnosti sekundarne strukture tripsina pre 1 nakon ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja u 100 mM natrijum-fosfathom puferu pH 8,0 uporedeni su koeficijenti
korelacije drugog izvoda spektara. Promene u spektralnoj korelaciji zavisno od ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja (Slika 5.4.A) pokazale su prisustvo intermedijernog stanja izmedu ciklusa
zamrzavanja-odmrzavanja 3 i 6, §to je u skladu sa nizim gubitkom aktivnosti koji je primeéen nakon
ciklusa 3 (Slika 5.1.A). Stopljena globula kao intermedijerno stanje pri denaturaciji proteina se obi¢no
formira na niskim pH vrednostima, i poseduje sli¢nost sa nativhom strukturom u pogledu
zastupljenosti sekundarnih struktura i smanjenom aktivno$¢u u slucaju papaina [318].

Za podrobniju analizu prirode intermedijernog stanja, analizirana je izloZenost ostataka triptofana
rastvaracu fluorescentnom spektroskopijom. Kako su ostaci triptofana rasporedeni u celom molekulu,
promena nihove fluorescencije moze ukazati na globalne promene u strukturi tripsina nakon
destabilizacije [320]. Intenzitet fluorescencije je blago smanjen nakon zamrzavanja/odmrzavanja, a
maksimum emisije je batohromno pomeren, §to sugerise da indolni prstenovi ostataka triptofana nisu
potpuno izlozeni rastvaracu. Isti trend je primecen za tripsin destabilizovan ureom na pH 2,8 [320].
IzraCunati centar spektralne mase (Slika 5.4.B) menja se tokom ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja u
istom trendu kao i koeficijenti spektralne korelacije IR spektara (Slika 5.4.A).

Daljom detaljnijjom analizom FTIR spektra, istraZzena je izloZenost ostataka tirozina rastvaracu
praéenjem promena trake na 1517 cm™ koja se moze pripisati vibracijama tirozinskog prstena.

Pomeranje tirozinske trake ka nizim frekvencijama 1 povecana apsorpcija nakon
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zamrzavanja/odmrzavanja sugerise da je tirozinski prsten postao izloZen rastvarau u zamrzavanjem
izazvanom intermedijernom stanju (Slika 5.4.C). Sli¢an trend u izloZenosti tirozina primecen je u
slu¢aju toplotno denaturisanog mioglobina [321]. Takode, povecanje hidrofobnosti povrSine
intermedijernog stanja je detektovano povecanjem fluorescencije ANS-a u trecem ciklusu
zamrzavanja/odmrzavanja koji ukazuje na prisustvo stopljene globule (Slika 5.4.D). Uoceno
smanjenje fluorescencije ANS-a u ciklusima 6 - 7 moze ukazivati na medumolekulsku asocijaciju
koja je pracena smanjenom hidrofobnom izlozeno§¢u, $to dovodi do formiranja agregata stopljenih
globula. Medutim, agregacija je skromna, posto je promena koncentracije rastvornih proteina niska
(Slika 5.2.D).

Stopljena globula je primecena u slucaju denaturacije tripsina koriS¢enjem kombinacije uree,
snizenog pH i poviSenog pritiska. Prethodno je pokazano [320], [322] da pri denaturaciji ureom na
pH 2,8 - 3,0, B-tripsin prolazi kroz tri intermedijerna stanja. Takode, Ruan et al. [310], [323] pokazali
su prisustvo intermedijera stopljene globule u denaturaciji tripsina pod uslovima povecanog pritiska
pri Kiselim i neutralnim pH vrednostima.

Prema rezultatima sazetim na Slikama 5.1 — 5.4., zbog promene kiselosti u natrijum-fosfatnom
puferskom sistemu na niskim temperaturama, pretpostavljeno je intermedijerno stanje stopljene
globule tripsina usled destabilizacije izazvane zamrzavanjem. Ponavljani  ciklusi
zamrzavanja/odmrzavanja favorizuju ovo stanje sa povec¢anom povrSinskom hidrofobnos¢u kao i
izlozenos¢u tirozinskih 1 triptofanskih hidrofobnih prstenova rastvaracu. Ove strukturne perturbacije
uzrokovale su da je polipeptidni lanac sklon formiranju B-ploc€ica specifi¢nih za agregaciju i naknadnu
denaturaciju na niskim temperaturama i agregaciju. Medutim, nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja, moze se primetiti samo skromna agregacija sli¢no kao §to je primeceno
za tripsin ¢uvan na hladno u 1 mM HCI [8]. Kako umerene deformacije u geometriji aktivnog mesta
mogu dovesti do smanjenja ili do potpunog nestanka enzimske aktivnost [318], [324], prisustvo
stopljene globule moze objasniti znacajan gubitak aktivnosti uo¢en u natrijum-fosfatnim puferima
(Slika 5.1.). Gubitak aktivnosti nije primecen u prisustvu kalijum ili amonijum katjona, $to dovodi do
zakljucka da natrijum-fosfatne pufere treba izbegavati u slucaju skladistenja proteina na niskim
temperturama.

Surfaktanti se prilikom upotrebe peptidaza koriste za razne primene, ali i dalje postoji potreba da se
istraze moguci pozitivni ili negativni efekti na stabilnost tripsina prilikom zamrzavanja/odmrzavanja
u njihovom prisustvu. U literaturi su surfaktanti predlozeni kao stabilizatori denaturacije proteina
[149], [194]. Stavise, vezivanje surfaktanata moZe maskirati hidrofobne regione na povrsini proteina,
spreCavajuci agregaciju. Medutim, problem je kontroverzan jer surfaktanti, kao blagi deterdzenti,
mogu biti dodatni stresori za nativnu strukturu proteina koja je ve¢ destabilizovana procesima
zamrzavanja/odmrzavanja. Kao supstrat za testiranje oporavka aktivnosti tripsina nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja koris¢ena je BAPNA u KFP i AmBP puferskim sistemima sa dodatkom
nejonskih surfaktanata (Slika 5.5.). Prisustvo Tween-a 20 i Tween-a 80 vodilo je o¢uvanju aktivnosti
enzima nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja i t0 99,2 + 3,8 %i88,7 +53 % u KFPi194,1+1,8
% 198,9 £ 2,9 % u AmBP, respektivno.

Zanimljivo je da je u prisustvu Triton-a X-100, aktivnost bila skromnih 63,64 + 9,0 % u NFP i 56,3
+ 5,2 % u AmBP nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja (p < 0,05 samo sa puferom). Kako su se
AmBP i NFP pokazali kao uporedivi u odrzanju tripsinske aktivnosti (Slika 5.5.), i imajuéi u vidu da
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se fosfatni puferi ¢e$¢e koriste u laboratorijama u kojima se rukuje sa biohemijskim uzorcima,
nastavljeno je pracenje efekata surfaktanata na strukturne promene proteina i aktivnost u KFP.

FTIR spektri su snimljeni za uzorke tripsina koji su zamrzavani/odmrzavani u 100 mM NFP na pH
8,0 u prisustvu 0,1% Tween 20, Tween 80 i Triton X-100 kako bi se dobio uvid u efekte nejonskih
surfaktanata na strukturnom nivou.

Drugi izvod (Slika 5.6.A) i originalni amidni | region FTIR spektara u KFP nisu pokazali znacajne
perturbacije u sekundarnoj strukturi tripsina koje bi mogle biti izazvane zamrzavanjem u odsustvu
surfaktanata jer je koeficijent korelacije oko 0,9. FTIR spektri su pokazali da su dodavanjem 0,1%
Tween 20 ili Tween 80 izazvane skromne intramolekulske promene u tripsinu $to je takode u skladu
sa vrednostima koeficijenata spektralnih korelacija od oko 0,8 (Slika 5.6.). U sluc¢aju Tween-a 20,
najprominentnije promene nakon odmrzavanja bile su: hipohromno pomeranje traka na 1650 cm™,
pripisano neuredenim strukturama, i blago hiperhromno pomeranje trake B-plocice (Slika 5.6.B). U
slu¢aju Tween-a 80, doslo je do fokusiranja trake na 1655 cm™ i to se moze pripisati a-heliksu, sa
minimumom Kkoji je pomeren ka nizoj frekvenciji (1654 cm™). Traka pripisana neuredenim
strukturama pojavila se na 1662 cm™, dok trake koje doprinose neuredenim strukturama u regionu
1651 - 1637 cm™ pokazuju blago batohromno pomeranje od oko 1 cm™ (Slika 5.6.C). Uprkos
skromnim perturbacijama sekundarnih struktura tripsina, sude¢i prema ukupnoj spektralnoj
korelaciji, nejonski surfaktanti Tween 20/Tween 80 mogu se smatrati efikasnim isto kao i1 najceSce
koris¢eni krioprotektanti (kao S§to je glicerol) u zasStiti od stresora povezanih sa
zamrzavanjem/odmrzavanjem tripsina. U slucaju glicerola, vrednost koeficijenta spektralne
korelacije za tripsin nakon 7 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja bila je 0,7452 [8].

Sa druge strane, Amidni I region promenio se u slucaju 0,1% Triton X-100 u PPB nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja, $to ogleda u promeni apsorpcije na frekvencijama oko 1645 - 1670 cm™
(SI. S8). Posto se i a-heliks i trake koje pripadaju neuredenim strukturama preklapaju i doprinose
spektralnim karakteristikama, analiza drugog izvoda spektara (Slika 5.6.D) pruza bolji uvid u
strukturne promene. Pokazalo se da je ukupno ocuvanje svih karakteristiénih minimuma za B-plocice
(oblasti 1689 - 1673 i 1637 - 1620 cm™). Primetno je umereno pomeranje svih traka u ovom regionu,
ali su karakteristi¢ne trake prisutne, sa izuzetkom minimuma na 1637 cm™ koji je smanjen za uzorak
koji je zamrzavan/odmrzavan. Najistaknutija razlika izmedu spektara snimljenih sa Triton-om X-100
je nestanak traka a-heliksa na 1656 cm™ i pojava dodatne trake na 1661 cm™ koja se moze pripisati
neuredenim strukturama. Takode, trake u regionu 1651 - 1637 cm™, koje doprinose neuredenim
strukturama pokazale su promene u poloZaju i intenzitetu.

Ukupan koeficijent spektralne korelacije bio je oko 0,55 (SI. 5.6.D), sto ukazuje da je Triton X-100
doprineo destabilizaciji uvijenog stanja tripsina tokom zamrzavanja/odmrzavanja. Uprkos tome $to
se moze smatrati da nema uticaja na strukturu tripsina, sli¢no Tween-u 80 [325], pokazalo se da je
Triton X-100 je snazniji denaturant od Tween 20/Tween 80 u primenjenim uslovima, a samim tim bi
mogao dovesti do masovnije destabilizacije a-helikoidnih struktura tripsina tokom
zamrzavanja/odmrzavanja. Pokazano je da peptidaze mogu biti kineticki otporne na potpunu
denaturaciju u prisustvu detergenata [235], ali ocigledno, neka strukturna preuredivanja su se
dogodila u slucaju tripsina $to bi moglo objasniti delimi¢ni gubitak aktivnosti u prisustvu Tritona X-
100 (Slika 5.5.).

Smatra se da su peptidaze otporne na denaturaciju indukovanu prisustvom nejonskih surfaktanata.
Ali, kako IR spektri sugerisu da dolazi do blagih strukturnih promena u uzorcima tripsina koji su bili
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zamrzavani/odmrzavani, posebno u slucaju Triton X-100, bilo je potrebno testirati da li surfaktanti
takode mogu da izazovu povecéanje autolize tripsina.

Rezultati predstavljeni na Slici 5.7. pokazali su da nema znacajnije autolize tripsina nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja, bez obzira na prisustvo surfaktanta, Sto pokazuje da su glavni uzroci
gubitka aktivnosti bile konformacione promene samog tripsina.

Pristupacnost proteinskih supstrata digestiji tripsinom u prisustvu surfaktanata, testirana je prema
BSA kao proteinskom modelu supstrata i prema BAPNA kao sintetickom supstratu niske molekulske
tezine (Slika 5.8.).

Dok Tween 20 i Tween 80 nisu uticali na relativnu apsorpciju rastvornih peptida iz BSA digestovanog
tripsinom, u uzorku sa Triton X-100 koji nije zamrzavan/odmrzavan, povecana je relativna
apsorbancija za 209,1 + 8,6 % u poredenju sa uzorkom u puferu bez aditiva (Slika 5.8.A). Nedostatak
promene u aktivnosti prema BAPNA supstratu (Slika 5.8.B) moze ukazati da je mehanizam liziranja
BSA tripsinom podpomognut Triton-om X-100 putem destabilizacije strukture proteina BSA [326],
Sto ga c¢ini dostupnijim enzimu 1 lakSe digestibilnijim. Uofeno smanjenje relativne apsorpcije
rastvornih peptida iz BSA digestovanog tripsinom i aktivnosti prema BAPNA u prisustvu Tritona X-
100 nakon 7 ciklusa zamrzavanja moZze se objasniti strukturnim promenama tripsina zbog prisustva
Tritona X-100 tokom $to se moze videti i u prethodnoj analizi FTIR spektara (Slika 5.6.D).

Kao §to je prikazano u Tabeli 5.1. i Slici 5.9., papain pokazuje kazeinoliticku i Zelatinoliticku
aktivnost koja je gotovo nepostojeca u prisustvu specificnog inhibitora cistein peptidaza IAA. S druge
strane, peptidaze lateksa smokve ispoljavaju neSto vecu specificnu aktivnost prema opStem
proteolitickom supstratu kazeinu nego papain, verovatno zbog prisustva ficinskih izoformi razli¢itih
specifi¢nosti koje doprinose ukupnoj aktivnosti. Kazeinoliticka aktivnost je gotovo nepostojeca u
prisustvu specificnog inhibitora cistein peptidaze IAA $to ukazuje da su u smesi ficina samo cistein
peptidaze imale opS$tu proteolitiCku aktivnost. Takode, lateks smokve je pokazao dvostruko vecu
zelatinoliticku aktivnost u poredenju sa papainom, a samo oko 40% aktivnosti je smanjeno
prisustvom inhibitora cistein peptidaza $to nagovestava prisustvo kolagenoliti¢kih serin peptidaza u
lateksu smokve.

I kolagenoliticka i Zelatinoliticka aktivnost bile su veée za oko 10% u prisustvu EDTA, zbog
eliminacije tragova metala koji mogu inhibirati enzime [261]. Ipak, Zelatinoliticka aktivnost je u
prisustvu IAA bila smanjena $to implicira da cisteinske peptidaze doprinose i1 hidrolizi zelatina. Ovaj
zakljucak potkrepljuju 1 nedavno objavljeni podaci NiSimure i koautora koji su pokazali da cistein
peptidaze - ficini, i serin peptidaze - kolagenaze lateksa smokve sinergisti¢ki doprinose digestiji
zelatina i kolagena [327].

Kako su ficini dominantni proteini lateksa smokve prisutni u sloZenoj mesavini izoformi sa istom
molekulskom masom, njihove trake na 2D elektroforezi, koja je prikazana na Slici 5.10.A, nisu
diskretne, ve¢ rasirene u celom opsegu izoelektri¢nih tacaka od 5 do 9 s§to je u skladu sa prijavljenim
frakcionisanjem izoformi ficina koriS¢enjem jonoizmenjivacke hromatografije [249], |
transkriptomskom analizom [328]. Neinhibirani uzorci lateksa smokve (Slika 5.10.B) pokazuju
prisustvo raznovrsnih proteina koji imaju Zelatinoliticku aktivnost. Na osnovu mobilnosti u 2D
elektroforezi (Slika 2A), moze se pretpostaviti da ovi proteini predstavljaju razliCite izoforme ficina
koje karakteriSe Sirok raspon pl vrednosti. Medutim, nakon inhibicije cisteinskih peptidaza sa IAA
(Slika 2C), aktivnost je izrazena samo na pl oko 5 i moze se pripisati serinskoj peptidazi odnosno
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kolagenazi [261]. U prisustvu inhibitora serin i cistein peptidaza PMSF, doslo je do gubitka
zelatinoliticke aktivnosti, $to ukazuje da samo serinske i cisteinske peptidaze doprinose aktivnosti
(Slika 2D).

Iako su zelatinoliticka aktivnost papaina i peptidaza lateksa smokve, koji sadrze ficine i kolagenazu,
testirane u enzimskim preparatima, takode je testirana i kolagenoliticka aktivnost koja zahteva pristup
strukturi kolagena. Mnoge peptidaze mogu da katalizuju hidrolizu polipeptidne ki¢me globularne
glave kolagena, ali samo prava kolagenaza moze katalizovati hidrolizu polipeptidne ki¢me kolagena
unutar trostrukog heliksa [329] i potencijalno ucestvovati u remodelovanju vezivnog tkiva. Upravo
se na osnovu slozenosti kolagenskih struktura, i njihove strukturne analize, moze dobiti uvid u efekat
razli¢itih peptidaza na mrezu kolagenskih vlakana prisutnih u tkivima pri ¢emu se iz hidroliticke
aktivnosti takva kvantifikacija vrlo teSko moze izvesti. Da bi se istrazila kolagenoliticka aktivnost
smese papaina i peptidaza lateksa smokve, koris¢en je FTIR kako bi se proverilo da li ima bilo kakvih
perturbacija u sekundarnoj strukturi kolagena nakon tretmana enzimima.

U spektru nativnog kolagena tipa I, mogu se uociti odgovarajuce trake koje poti¢u od peptida [330].
U spektrima uzoraka inkubiranih u PBS-u, intenzivne FTIR trake na frekvencijama nizim od 1100
cm™ dodeljene su asimetri¢nim i simetri¢nim istezaju¢im vibracijama fosfata koji su prisutni u puferu
[331]. U spektru kolagena koji je tretiran papainom, intenziteti specifi¢énih Amidnih I-111 traka bili su
nesto nizi §to ukazuje na delimi¢nu hidrolizu peptidnih veza u kolagena. Medutim, u slu¢aju uzorka
kolagena tretiranog peptidazama lateksa smokve, Amidne trake I-III su bile gotovo nepostojece
(Slika 5.11.).

U FTIR spektroskopiji, za analizu sekundarne strukture proteina, uglavnom se koristi spektralni
region Amid I trake, koji se gotovo u potpunosti pripisuje istezaju¢im vibracijama C=0O iz peptidnih
veza. Analiza Amidnih traka 11 i I11, koje nastaju usled N—H savijaju¢ih i C—N istezajucih vibracija
[307], [317], slozenija je od analize Amidne I trake. Ipak, odnos intenziteta Amidne III trake i trake
na 1450 cm 1, moZe ukazati na sadrzaj trostrukog heliksa kolagena [330]. Procena sadrzaja trostrukog
heliksa kolagena iz ovog odnosa i analiza sekundarne strukture na osnovu Amidnog | regiona,
predstavljaju relativnu zastupljenost sekundarnih struktura u kontrolnim uzorcima kolagena i
uzorcima kolagena koji su tretirani ili papainom ili peptidazama lateksa smokve (Tabela 5.2.).

Sadrzaji sekundarnnih struktura kolagena su bili sli¢ni onima koje su prijavljeni za kolagen tipa |
[308]. Tretiranje nativnog kolagena papainom dovodi do skromnog gubitka trostrukog heliksa,
zajedno sa gubitkom a-helikoidnih i neuredenih struktura. Rezultati su u skladu sa rezultatima o
potencijalnoj upotrebi papaina za ekstrakciju zelatina, koji se ogledaju u visokim prinosima
ekstrahovanog Zelatina sa skromnim gubitkom trostrukog heliksa [332].

Tretman kolagena peptidazama lateksa smokve doveo je do gotovo potpunog gubitka trostrukog
heliksa i a-helikoidnih struktura. Imajuéi u vidu sli¢nosti u supstratnoj specificnosti papaina i ficina
prema globularnim regionima proteinima, ovi rezultati ukazuju da bi kolagenaze lateksa smokve
mogle biti glavni faktor koji doprinosi gubitku trostrukog heliksa u molekulu kolagena. Prethodna
istrazivanja pokazala su da je odnos intenziteta A?3/A0 ~ 1 u slu¢aju nativnog kolagena, dok je
kod Zelatina (denaturisanog kolagena) ovaj odnos 0,59, §to ukazuje na delimic¢ni gubitak trostrukog
heliksa [330]. Kontrola kolagena koris¢ena u ovoj studiji imala je strukturu trostrukog heliksa, dok je
digestija peptidazama lateksa smokve dovela do izrazenijeg gubitka strukture u poredenju sa
termickom denaturacijom (npr. Zelatin). Rezultati predstavljeni u Tabeli 5.2. pokazuju da kolagenaze
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lateksa smokve mogu lizirati trostruki heliks kolagena i samim tim se mogu smatrati pravim
kolagenazama.

Posto potencijalna upotreba enzima za bilo koju primenu zahteva visoku stabilnost u reakcionim
uslovima, prvo je potrebno ispitati efekte nejonskih surfaktanata na peptidaze. Potencijalna primena
enzima za olakSanu razgradnju kompleksnih struktura mesnih proizvoda u prisustvu hidrolaza
peptidaza za detekciju Listeria monocytogenes zahteva upotrebu detergenata koji ¢e obezbediti
pristup enzima supstratu. Kako je poznato da detergenti utiCu na strukturu proteina, potrebno je
testirati da li njihove koncentracije, koje su potrebne za razgradnju proizvoda od mesa, uzrokuju
promene u strukturi enzima papaina i strukturama peptidaza lateksa smokve.

FT-IR spektroskopijom proteina papaina i peptidaza lateksa smokve u prisustvu detergenata Tween
20 i Triton X-100, analizirana je njihova sekundarna strukturira dekonvolucijom Amidnog I regiona,
a rezultati su predstavljeni u Tabeli 5.3.

Utvrdeni sadrzaj sekundarnih struktura ukazuje da nema znacajnijih strukturnih promena papaina ili
peptidaza lateksa smokve koje su indukovane prisustvom nejonskih surfaktanata (Tabela 5.3.) $to
implicira da su enzimi stabilni u njihovom prisustvu. Ovaj zakljucak je potkrepljen visokim
koeficijentom spektralne korelacije od oko 0,75 — 0,88 (Tabela 5.4.) i ukupnom sli¢nos¢u drugih
izvoda spektara (dodatak Slika 1). Rezultat nije iznenaduju¢ imaju¢i u vidu da papain otporan na
denaturaciju izazvanu jonskim detergentima na temperaturama nizim od 60°C [317]. Ovi rezultati
sugeriSu da je koris¢enje enzima u kombinaciji sa ovim detergentima pogodno za dalju analizu.

Reproducibilnost je jedno od najvaznijih karakteristika pri izboru metoda za detekciju bakterija iz
prehrambenih proizvoda u cilju odredivanja broja ¢éelija.

Istorijski gledano, peptidaze su koris¢ene u smesi sa nejonskim surfaktantima, u priliéno visokim
koncentracijama pri razgrdnji tkiva i detekciji patogenih bakterija u uzorcima hrane [10], [11], [290]-
[292], [298]-[301], [333], [334].

Danas se izbegava dodavanje proteoliti¢kih enzima i surfaktanata zbog njihovog potencijalno loSeg
uticaja u visokim koncentracijama na odrzivost bakterijskih ¢elija. Medutim, nedavno je ukazano da
je upotreba tripsina i alkalnih peptidaza u PCR detekciji Salmonella enterica, preferencijalna [298].

U poredenju sa ranijim metodama, zbog Siroke supstratne specificnost papaina i peptidaza lateksa
smokve, primenjene su sto puta nize koncentracije peptidaza za olakSavanje razgradnje tkiva
proizvoda od mesa i oslobadanje ¢elija bakterija, u cilju poboljSanja detekcije L. monocytogenes.
Kako proteoliticka aktivnost komercijalnih peptidaza moze znac¢ajno da varira u preparatima razli¢itih
proizvodaca 1 predstavlja se kao specifi¢na aktivnost prema najceS¢im supstratima, ovde je
predstavljena prema specifi¢noj aktivnosti (Tabela 5.1.), a ne po koli¢ini kori$¢enog komercijalnog
proizvoda, radi postizanja uporedivih rezultata i bolje reproducibilnosti same metode.

Analiza kontrolnih uzoraka mesnih proizvoda nije pokazala prisustvo L. monocytogenes. Rezultati
prikazani na Slici 5.13. impliciraju da su i papain i peptidaze lateksa smokve dovele do poboljsanja
detekcije L. monocytogenes u kontaminiranim uzorcima. Statisticka znacajnost razlika izmedu
uzoraka koji su tretirani prema preporuc¢enim uslovima bez peptidaza [289], [335] i uzoraka tretiranih
sa enzimima otkriveni su u svim slu¢ajevima. Ipak, najveci broj L. monocytogenes detektovan je u
uzorcima tretiranim sa peptidazama lateksa smokve. Ovi rezultati su visoki verovatno zbog doprinosa
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kolagenoliticke aktivnosti, imaju¢i u vidu da ficini i papain imaju sli¢nu supstratnu specifi¢nost prema
globularnim regionima proteina [336], [337].

Ekstrakcija mikroorganizama iz prehrambenih proizvoda koji su ¢vrstog agregatnog stanja zavisi od
homogenizacije, pre svega stomacher metodom. Medutim, ova metoda bila je samo delimi¢no
uspesna, zbog slozenih fizicko-hemijskih karakteristika adhezija bakterija [11].

Dok je povecanje log CFU/g za papain bilo 0,26 + 0,01, za koncentracije od 0,01 1 0,05 mg/mL, u
odnosu na uzorak koji je sadrzao samo pufer bez enzima, povecanja za lateks smokve bila su 0,28 +
0,011 0,31 + 0,01, za koncentracije od 0,01 i 0,05 mg/mL, respektivno. Dodavanje surfaktanata nije
uticalo na detekciju L. monocytogenes za uzorke tretirane puferom ili enzimima. Zanimljivo, najvise
ukupno povecéanje detekcije dao je uzorak koji je tretiran lateksom smokve u koncentraciji od 0,05
mg/mL u kombinaciji sa 0,01% (v/v) Triton X-100 za 0,36 + 0,01 u poredenju sa uzorkom koji je
sadrzao samo pufer.

Kori$¢enjem tripsina u kalijum-fosfatnom puferu doslo je do vise od 25% povecanja broja ¢éelija koje
formiraju kolonije (CFU) za obe koris¢ene koncentracije (0,01 i 0,05 mg/mL), bez znacajnog gubitka
aktivnosti nakon 7 ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja. Sinergisticki efekat tripsina i Tween-a 20
doveo je do jos izrazenijeg povecanja CFU u svim uzorcima tripsina od 35 do 40 %, dok je taj efekat
izraZzen samo u viS$oj koncentraciji tripsina (0,05 mg/mL) u sluéaju Triton X-100 verovatno zbog
strukturnih rearanziranja tripsina koji dovode do gubitka aktivnosti.

Dodavanje Tween 20 i Triton X-100 kalijum-fosfatnom puferu nije uticalo na broj CFU, dok je
Tween 80 povecao CFU za viSe od 34%. Tween 80, koji ima duzi alifati¢ni lanac od druga dva
kori§¢ena nejonska surfaktanta, pokazao je znaCajan efekat slican detergentu u solubilizaciji
proteinskog supstrata fermentisanih proizvoda od mesa, sli¢no kao Sto je prikazano za denaturisane
proteine belanaca [338]. Tween 80 omogucavajuci solubilizaciju supstrata sinergisticki sa
peptidaznom aktivnoscu tripsina, povecava broj kolonija gotovo dva puta u poredenju sa sistemom
koji je trenutno u upotrebi.

U ovom eksperimentu koris¢ene su niske koncentracije tripsina i niske koncentracije surfaktanta
(0,01-0,05 mg proteina po mL ili 0,1-0,5 mg komercijalnog praha po mL i 0,01%, respektivno), za
razliku od prethodno preporucenih (50-200 mg komercijalnog praha po mL ili 0,5-2,5%) [10], [11].
Zbog potencijalnog toksicnog efekta visoke koncentracije enzima i surfaktanata prema bakterijskim
¢elijama koje su centralne u postupku ispitivanja, dodavanje peptidolitickih enzima i surfaktanata se
danas izbegava. Medutim, u novijoj literaturi postoje izvestaji o povoljnoj upotrebi tripsina u detekciji
Candida albicans [299] i Salmonella enterica [298]. Rezultati prikazani u ovoj disertaciji ukazuju da
se koriS¢enjem peptidaza u manjim koncentracijama poboljSava osetljivost detekcije L.
monocytogenes.
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7. ZAKLJUCAK

1. Optimizacija sastava puferskog sistema sa nejonskim surfaktantima za peptidazne enzime u
cilju oCuvanja strukture i aktivnosti enzima tokom skladiStenja i upotrebe enzima na niskim
temperaturama.

Ovom studijom je ukazano na podobnost nejonskih surfaktanata za zastitu proteina od denaturacije
izazvane fenomenima povezanim sa niskim temperaturama. Sa dodatkom odgovarajucih
krioprotektivnih aditiva i odgovaraju¢im izborom puferskih sistema, rastvori tripsina pankreasa
goveCeta su stabilni tokom vise ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja. Ova studija, ukazuje da je
tripsinski rastvor odgovarajuce formulacije vrlo prakti¢an za laboratorijska istrazivanja, i predstavlja
pogodan model sistem za proucavanje stabilnosti proteina na niskim temperaturama.

2. Karakterizacija strukturnih promena enzima, sa posebnim osvrtom na strukturu i aktivnost
stopljene globule.

Fosfatni i bikarbonatni puferi na pH 8,0 pogodni su za zamrzavanje/odmrzavanje tripsina za razliku
od natrijum-fosfatnog pufera. Smanjenje pH vrednosti u natrijum-fosfatnom puferu (zbog selektivnog
talozenja pufera soli) tokom zamrzavanja/odmrzavanja destabilizuje tripsin i dovodi do pojave
inermedijera stopljene globule. Nejonski surfaktanti, Tween 20 i Tween 80 blago su uticali na
strukturu tripsina nakon zamrzavanja/odmrzavanja, dok je Triton X-100 indukovao strukturne
promene i destabilizaciju a-helikoidnih struktura.

Optimizacije sastava pufera (molarnost, puferske soli, koncentracija surfaktanata) za ocuvanje
strukture i aktivnost tripsina tokom ponavljajucih ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja omogucéava
njegovo uspesnije ¢uvanje uz ponovljena odmrzavanja i njegovu primenu u niskim koncentracijama.

3. Optimizacija peptidaznih formulacija u pogledu Kkataliticke aktivnosti i supstratne
specifi¢nosti prema prirodnim proteinima.

Sve odabrane model peptidaze pokazuju visoku aktivnost prema opstim peptidolitickim supstratima
i dok je aktivnost prema zelatinu i kolagenu pokazana za papain i ficin/kolagenaze lateksa smokve.
Zbog prisustva kolagenaza u lateksu smokve, ovaj preparat katalizuje hidrolizu kolagena i unutar
trostrukog heliksa kolagena, $to ga potencijalo ¢ini pogodnim za viSestruke primene povezane sa
remodelovanjem matriksa vezivnog tkiva.

4. Povecanje osetljivosti detekcije patogena Listeria monocytogenes u mikrobioloskim testovima
fermentisanih prehrambenih proizvoda usled primene optimizovanih enzimskih formulacija.

Tripsin, papain i lateks smokve omogucili su efikasnu detekciju L. monocytogenes u kontaminiranim
uzorcima sa povecanjem osetljivosti. U sinergiji sa nejonskim surfaktantima, tretman homogenata
fermentisanih mesnih proizvoda papainom i1 smeSom peptidaza lateksa smokve, dobijenih
konvencionalnom stomacher metodom, oslobadao je pri¢vrs¢ene bakterije. Zbog prisustva
kolagenaza u lateksu smokve, ove peptidaze imaju ve¢i doprinos u oslobadanju mikroorganizma
Listeria monocytogenes iz mesnih proizvoda. Obezbedivanjem cistijeg, koncentrisanijeg preparata,
ovde opisani metod ¢e u velikoj meri povecati osetljivost konvencionalnih direktnih metoda detekcije
I prebrojavanja L. monocytogenes u fermetisanim mesnim proizvodima kao i blizu procenu pravog
broja zivih patogena u uzorcima hrane.
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Prilog 1. Amidni | region drugih izvoda FTIR spektara tripsina pre i nakom 7
ciklusa/zamrzavanja (FTC) u 100 mM Kkalijum-fosfatnom puferu (KP) sa surfaktantima
(Tween 20 (T20); Tween 80 (T80); Triton X-100). (TX100)).
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Prilog 2. Amidni | region FTIR spektara uzoraka tripsina, pre i nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja (FTC) u 100 mM kalijum-fosfatnog pufera (KP).
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Prilog 3. Amidni | region FTIR spektara uzoraka tripsina, pre i nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja (FTC) u 100 mM kalijum-fosfatnog pufera (KP) sa 0.1 % Tween 20
(T20).
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Prilog 4. Amidni | region FTIR spektara uzoraka tripsina, pre i nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja (FTC) u 100 mM kalijum-fosfatnog pufera (KP) sa 0.1 % Tween 80
(T80).
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Prilog 5. Amidni | region FTIR spektara uzoraka tripsina, pre i nakon 7 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja (FTC) u 100 mM kalijum-fosfatnog pufera (KP) sa 0.1 % Triton X-
100 (TX100).
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Prilog 6. Amidni I region drugih izvoda FTIR spektara za uzorke papaina (P) i proteina lateksa
smokve (PLS) u prisustvu 0,1% nejonskih surfaktanata (Tw20 — Tween20, TX100 — Triton X

100).
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V3jaBa 0 HCTOBETHOCTH HITAMIIAHE H eJIeKTPOHCKe Bep3Hje JOKTOPCKOT paja

Wme u npesume aytopa: Cama Batah
Bpoj wnmekca: {B05/2014

Crywjcku iporpaM: JIoKTop 6HOXEMHjCKHX HAyKa

Hacnos pana:

., YTHIAj HEjOHCKHX cypdaKTaHATA HA CTPYKTYPY H aKTHBHOCT menTuaasa‘“
Mentop npod. Jp Haramuja ITonosuh

U3jaBibyjeM J1a je mTaMIaHa Bep3yja MOT IOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA eIIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOJy
cam Tpeao pay ToXpamena y JIUrHTaTHOM PEenosUToprjyMy YHuBep3uTeTay beorpay.

JlozBosbaBaM Ja ce 0GjaBe MOjH JIMYHM TIOJIAlM BE3aHH 3a A00Hjarbe aKaJeMCKOT HasvBa JOKTOpa
HAyka, Kao IITO Cy UMe 1 NPe3uMe, TOIMHA ¥ MECTO pohera 1 iaTyM oA0paHe paja.

OBM JIMYHM TIOJALM MOTY cé OGjaBHTH Ha MPEeXHWM CTpaHWLaMa JUrMTanHe Gubimoreke, y
eNIEKTPOHCKOM KaTallory | y myGiukanyjama YHuBepsutera y beorpany.

“TloTniuc ayropa
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N3jaBa o kopumhemy

Osnamhyjem Yuusepsutetcky 6ubnuorexy ,,Csetozap Mapkoeuh® a2 y JIuruTaaHu penosuroprjym
VHuusepsuteTa y Beorpay yHece MOjy IOKTOPCKY JUcepTalyjy ToJL HAaCTIOBOM:

., VTanaj nejonckux cyppakranara Ha CTPYKTYPY H AKTHBHOCT menTagaza‘“
KOja je Moje ayTOpCKO JIENO0.

Jluceprauyjy ca CBUM TPHIO3UMA TIPENA0 caM y EJIEKTPOHCKOM dopmary TOrOIHOM 3a TPajHO
apxuBupame. Mojy HOKTOPCKY AWCEepTaljy TOXpameHy Y JIUTUTATIHOM  PETIO3UTOPUJYMY
VuausepsuteTa y Beorpay ¥ JOCTYIHY Y OTBOPEHOM IPUCTYTIY MOTY Jia KOPUCTE CBH KOjHM TIOLUTY]y
onpenbe caapiade y ofadpaHoM Turly JneHie KpeaTisHe 3ajenauie (Creative Commons) 3a KOjy
cam ce OJUIy4HO.

1. Aytoperso (CC BY)

2. Aytopcteo — rHekomepimjanso (CC BY-NC)

3. AyTopcTBo — HekoMepupjaHo — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND)

4, AyTOpCTBO — HEKOMEPLIU]alHO — IEJTATH IO/ HCTUM yCTIOBHUMA (CC BY-NCSA)
5. Aytopctso — 6e3 mpepana (CC BY-ND)

6. AytopcTBo — fenuty mox uetum yenoruma (CC BY-SA)

IToTnuc ayropa

/v

V beorpany, /4 ﬂf lg

98



1. AytopcTBo. Jlo3BoJbaBaTe YMHOXaBambe, TUCTPUOYITH]Y W JaBHO CAOMIITAaBamkEe Jiea, U Mpepaje,
aKo ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH oj cTpaHe ayTopa WIM JaBaola JUIEHIIE, YaK U Y
koMepuujanHe cBpxe. OBo je HajcII000JHUja O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HEKOMEpIIHjalTHO. J{03BOJbaBaTe yMHOXKABAHE, AUCTPUOYIIN]Y U JABHO CAOIIIITABAKE
7ena, U Ipepajie, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha Ha4yMH oapeleH on cTpaHe ayTopa WM JaBaolla
nunenie. OBa JUIIEHI[a HE JI03B0JbaBa KOMEPIUjaIHy yIOTpeOy aena.

3. AyTopcTBO — HEKOMEpIIHjaTHO — 6€3 npepanaa. Jlo3BospaBaTe yMHOKaBaWkE, TUCTPUOYIH]Y U JaBHO
caominTaBame Jiena, 0e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamka HITH YIOTpeOe Jiena y CBOM JIeITy, aKO Ce HaBeJIe
uMe ayTopa Ha HauuH oJpeleH o1 cTpaHe ayTopa WiH AaBaona Juienne. OBa JIMieHIa He 103B0JbaBa
KOMepIyjaiHy ynorpely aena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTaje JIMIEHIIE, OBOM JIMIICHIIOM CE€ OrpaHHyYaBa
HajBehn oOuM npasa kopumhema aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaIHO — JEJIUTU MOJ UCTUM ycioBuMma. [lo3BosbaBaTe yMHOKaBame,
IUCTpUOYLIM]Y U JaBHO CaolllITaBame Jelia, U Ipepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ojpehen
O]l CTpaHe ayTopa WJIM AaBaolla JUIEHIIE U aKo ce Impepaaa AUCTPUOyHUpa Mo UCTOM MU CIIHYHOM
muneHnoM. OBa JIMIeHIa He T03BOJbaBa KOMEpIUjaIHy yIoTpeOy Jena u mpepaja.

5. AytopctBo — 0€3 mpepana. Jlo3BospaBare yMHOXaBame, TUCTPUOYIM]Y U jJaBHO CAOIIITABAE
nena, 6e3 mpoMeHa, IPeoOINKOBaba HIIH YIOTpeOe Jiesia y CBOM JIeiy, aKO ce HaBeJe MMe ayTopa Ha
HauyuH onpelhen on crpaHe ayropa mwin qaBaoua ymneHne. OBa JIMIEHIA J103B0JbaBa KOMEPLIHjaTHY
ynotpeOy naena.

6. AyTOpCTBO — JACTUTH MOJ UCTUM YyCJIoBUMA. J[03BOJbaBaTe yMHOXKaBamhe, JUCTPUOYIIN]Y U jJaBHO
CaolITaBame Jelia, ¥ pepajie, ako ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HauuH oapeleH o cTpaHe ayTopa uiu
JlaBaolia JUIEHIIE U aKo ce Mpepaja TUCTpruOynpa rmoja KCTOM UM CIIMYHOM JinlieHoM. OBa JIUIIeHIIa
J103BOJbaBa KOMEPLIUjaTHY yIoTpeOy nena u npepaaa. CiuyHa je copTBEpCKUM JIMIIEHIIaMa, OJHOCHO
JIMIICHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.
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