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Kovalentne modifikacije globularnih proteina fikocijanobilinom i 

karakterizacija dobijenih konjugata 

 

Izvod 

C-fikocijanin (C-PC) je glavni hromoprotein cijanobakterije Arthrospira platensis, poznate 

kao Spirulina, koju odlikuje niz pozitivnih efekata po zdravlje ljudi. Predmet ove doktorske 

disertacije bilo je ispitivanje kovalentne modifikacije odabranih globularnih proteina 

fikocijanobilinom (PCB), bioaktivnom, fluorescentnom hromoforom C-PC-a.  

GoveĊi β-laktoglobulin (BLG) modifikovan je PCB-om direktno preko slobodne 

sulfhidrilne (SH) grupe Cys119. U albumin goveĊeg seruma (BSA), IgG antitela i goveĊi α-

laktalbumin (ALA) SH grupe su uvedene modifikacijom lizinskih ostataka Trautovim reagensom 

(TR), nakon ĉega su modifikovani PCB-om. Modifikacijom BLG-a PCB-om dobija se 

neohromoprotein izmenjene strukture, poboljšanih antioksidativnih osobina, koji je stabilniji na 

oksidaciju, termiĉki tretman i dejstvo proteolitiĉkih enzima, a uz to ima neizmenjene IgE-vezujuće 

osobine. BSA modifikovan PCB-om ima znaĉajno povećanu antioksidativnu aktivnost i oksidativnu 

stabilnost, uz neizmenjenu sposobnost vezivanja malih bioaktivnih molekula. Antitela IgG klase  

modifikovana PCB-om zadrţavaju specifiĉnost prepoznavanja antigena, dok osetljivost 

fluorescentne detekcije zasnovane na njima zahteva dalju optimizaciju. Modifikacija PCB-om 

nakon uvoĊenja SH grupa u ALA, koji sâm ne sadrţi slobodnu SH grupu, dovodi do znaĉajnih  

promena strukture i oligomerizacije proteina.  

Dobijeni rezultati pruţaju nova saznanja o efektima modifikacije PCB-om na strukturne i 

funkcionalne osobine proteina, ĉime se otvaraju nove mogućnosti za primenu PCB-a, a ujedno 

pruţaju uvid u efekte tiolovanja. Optimizacijom koncentracije TR-a potrebno je napraviti balans 

izmeĊu stepena modifikacije PCB-om i negativnog efekata na strukturne i funkcionalne osobine 

proteina. 

 

 

Kljuĉne reĉi: fikocijanobilin, kovalentna modifikacija, β-laktoglobulin, Trautov reagens, albumin 

goveĊeg seruma, IgG antitela, α-laktalbumin, konjugat, funkcionalna hrana, fluorescentno 

obeleţavanje 
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Covalent modifications of globular proteins with phycocyanobilin and 

characterization of obtained conjugates  

 

Abstract 

C-Phycocyanin (C-PC) is the main chromoprotein of the cyanobacterium Arthrospira 

platensis, known as Spirulina, renowned for its numerous positive health effects on humans. This 

thesis investigates the covalent modification of selected globular proteins with phycocyanobilin 

(PCB), a bioactive fluorescent chromophore of C-PC. 

Bovine β-lactoglobulin (BLG) was modified with PCB directly through the free sulfhydryl 

(SH) group of Cys119. In bovine serum albumin (BSA), IgG antibodies, and bovine α-lactalbumin 

(ALA), SH groups were introduced by modifying lysine residues using Traut’s reagent (TR), 

followed by PCB modification. Modification of BLG with PCB resulted in a novel chromoprotein 

with an altered structure and enhanced antioxidant properties, showing increased stability against 

oxidation, thermal treatment, and proteolytic enzymes, while maintaining unaltered IgE-binding 

properties. PCB-modified BSA exhibited significantly improved antioxidant activity and oxidative 

stability, with its ability to bind small bioactive molecules remaining unchanged. PCB-modified 

IgG antibodies retained their specificity in antigen recognition, though further optimization is 

required to improve the sensitivity of fluorescent detection. The modification of ALA with PCB, 

following the introduction of SH groups into ALA, led to significant structural changes and protein 

oligomerization. 

The obtained results provide new insights into the effects of PCB modification on the 

structural and functional properties of proteins, opening up new possibilities for PCB applications 

while also shedding light on the impact of thiolation. Optimizing TR concentration is essential to 

balance the degree of PCB modification with potential adverse effects on the structural and 

functional properties of proteins. 

 

Keywords: phycocyanobilin, covalent modification, β-lactoglobulin, Traut’s reagent, bovine serum 

albumin, IgG antibodies, α-laktalbumin, conjugate, functional food, fluorescent labelling 

Scientific field: Chemistry 

Scientific subfield: Biochemistry 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA SKRAĆENICA I AKRONIMA: 

AA – akrilamid 

AAPH – 2,2’-azobis(2-amidinopropan)dihidrohlorid  

ABTS – 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) 

ALA – α-laktalbumin 

ANS – 8-anilinonaftalen-1-sulfonska kiselina 

APS – amonijum-persulfat 

APC – alofikocijanin 

BLG – β-laktoglobulin  

BPB – bromfenol plavo (od engl. bromphenol blue) 

BSA – albumin goveĊeg seruma (od engl. bovine serum albumin) 

BCIP – 5-brom-4-hlor-3-indolil-fosfat (od engl. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) 

DMSO – dimetilsulfoksid 

DTNB – 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoeva kiselina) 

EGCG – epigalokatehin-3-galat 

EDC – 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid  

FITC – fluorescein izotiocijanat 

Ig – imunoglobulin 

IPG – imobilizovani pH gradijentu (od engl. immobilized pH gradient) 

LTLT – dugotrajna pasterizacija na niskoj temperaturi (od engl. low-temperature long-time 

pasteurization) 

NBT – nitroplavotetrazolijum (od engl. nitroblue tetrazolium) 

NHS – N-hidroksisukcinimid  

 

OPA – o-ftalaldehid (od engl. ortho-phthalaldehyde) 

 

ORAC – (od engl. oxygen radical absorbance capacity) 

 

PE – fikoeritrin 

 

PEG – polietilenglikol 

 

PCB – fikocijanobilin 

 



ROS – reaktivne kiseoniĉne vrste (od engl. reactive oxygen species). 

 

RP-HPLC – reverzno-fazna teĉna hromatografija visokih performansi (od engl. reversed-phase  

high-performance liquid chromatography) 

SGF – simulirana ţeludaĉna teĉnost (od engl. simulated gastric fluid) 

SDS-PAGE – natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (od engl. sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

SIF – simulirana intestinalna teĉnost (od engl. simulated intestinal fluid) 

SMCC – sukcinimidil-(N-maleimidometil)cikloheksan-1-karboksilat 

SSF – simulirana pljuvaĉna teĉnost (od engl. simulated salivary fluid) 

TE – Troloks ekvivalent 

TEMED – tetrametiletilendiamin 

TMB – 3,3’,5,5’-tetramethilbenzidin 

TCEP – tris[2-karboksietil]fosfin 

UV/VIS – ultraljubiĉasta/vidljiva svetlost (od engl. ultraviolet/visible) 

HRP – peroksidaza iz rena (od engl. horseradish peroxidase) 

HSA – albumin humanog seruma (od engl. human serum albumin) 

CBB – Komasi brilijant plavo (od engl. Coomassie brilliant blue) 

CD – cirkularni dihroizam 

CID – kolizijom indukovana disocijacija, od engl. collision-induced dissociation). 
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1. Uvod 
 

Raznovrsnost strukturnih, katalitiĉkih i regulatornih funkcija proteina moţe se višestruko 

proširiti u cilju uvoĊenja novih funkcionalnih osobina, kao i povećanja stabilnosti ili, u sluĉaju 

enzima, aktivnosti proteina. Hemijske modifikacije proteina odvijaju se, uglavnom, zahvaljujući 

reaktivnim boĉnim ostacima odreĊenih aminokiselina. Nastali konjugati proteina i polipeptidnih i 

nepolipeptidnih molekula kombinuju osobine individualnih komponenti i imaju veliku primenu u 

industriji, medicini i istraţivanju.  

Predmet istraţivanja ove doktorske disertacije je kovalentna modifikacija globularnih 

proteina fikocijanobilinom, bioaktivnom tetrapirolnom hromoforom C-fikocijanina (C-PC), glavnog 

proteina cijanobakterije Arthtrospira platensis, komercijalno poznate kao Spirulina.  

Spirulina je fotosintetska, filamentozna, spiralna cijanobakterija, koja ima znaĉajno mesto u 

ishrani ljudi. Pored visokog sadrţaja proteina i esencijalnih masnih kiselina, odlikuje je bogatstvo u 

pigmentima, vitaminima i makro- i mikroelementima. U prirodne pigmente algi spadaju i 

fikobilinski proteini (fikobiliproteini) - fluorescentni proteini intenzivnih boja, koje karakteriše 

prisustvo linearnih tetrapirolnih hromofora, fikobilina, koji su tioetarskom vezom vezani za 

cisteinski ostatak apoproteina. Glavni fikobiliprotein Spiruline je C-PC, plavo obojen protein, ĉija 

boja potiĉe od kovalentno vezane hromofore, fikocijanobilina (PCB). Ovaj intenzivno obojen 

protein ima veliki komercijalni znaĉaj i upotrebljava se u industriji hrane, kozmetiĉkoj, 

farmaceutskoj i tekstilnoj industriji, gde nalazi primenu kao kolorant prirodnog porekla, kao i 

suplement u ishrani. Spirulina ispoljava i niz pozitivnih efekata po zdravlje ljudi, kao što su 

antioksidativna, inflamatorna, antikancerska, ali i druga bioaktivna svojstva, a ovi pozitivni efekti 

Spiruline pripisuju se upravo C-fikocijaninu i njegovoj hromofori PCB-u. 

Osnovni cilj ove doktorske disertacije je eksperimentalna optimizacija uslova kovalentne 

modifikacije odabranih globularnih proteina PCB-om, bioaktivnom, fluorescentnom hromoforom 

C-PC-a, kao i strukturna i funkcionalna karakterizacija nastalih konjugata proteina i PCB-a. 

Bioaktivna svojstva s jedne strane, i izraţene fluorescentne osobine sa druge strane, nude 

mogućnost eksploatisanja osobina PCB-a u dva razliĉita pravca – u pravcu kovalentne modifikacije 

proteina hrane, u cilju dobijanja komponenti hrane sa poboljšanim funkcionalnim i tehnološkim 

svojstvima, i u pravcu iskorišćavanja fluorescentnih svojstava PCB-a, u cilju dobijanja novih 

fluorescentno obeleţenih proba za upotrebu u tehnikama koje se baziraju na fluorescenciji. U tom 

smislu, kao model proteini za proteine hrane korišćeni su proteini hrane, β-laktoglobulin (BLG) i 

albumin goveĊeg seruma (BSA), dok su poliklonska IgG antitela i α-laktalbumin (ALA) korišćeni 

kao model sistemi za obeleţavanje proteina u cilju dobijanja novih fluoresentnih proba na bazi 

PCB-a. Korišĉćeni proteini mogli bi se istovremeno podeliti na one koji sadrţe slobodnu 

sulfhidrilnu grupu u nativnom obliku, kao što su BLG i BSA, i one koji je ne sadrţe, kao što su IgG 

antitela i α-laktalbumin. 

Beta-laktoglobulin, glavni protein surutke, ima veliku primenu u industriji hrane, zbog svoje 

nutritivne vrednosti i izuzetnih tehno-funkcionalnih svojstava. Kako se poslednjih godina mnogo 

napora ulaţe u razvoj novih sastojaka prehrambenih proizvoda sa poboljšanim funkcionalnim 

svojstvima, jedan od pristupa u dobijanju funkcionalne hrane podrazumeva upotrebu proteina kao 

transportnih sistema za prirodne bioaktivne komponente. Zbog svoje sposobnosti da nekovalentno i 

kovalentno vezuje brojne ligande, ali i zbog visoke rezistentnosti na digestiju pepsinom, BLG se 

ĉesto razmatra kao nosaĉ bioaktivnih komponenti hrane. U tom smislu, ispitivanje mogućnosti 

kovalentne modifikacije BLG-a bioaktivnim tetrapirolom, koji ima dokazane pozitivne efekte na 

zdravlje ljudi, ĉini se interesantnim pristupom za proširivanje funkcije ovog znaĉajnog proteina 

hrane. Kako BLG u svojoj strukturi poseduje slobodni reaktivni ostatak cisteina, a uzevši u obzir da 

se PCB vezuje za fikobilinske proteine preko ostatka cisteina i da ima mogućnost vezivanja i za 

druge molekule sa slobodnom tiolnom grupom, naša hipoteza je da je i BLG moguće kovalentno 
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modifikovati PCB-om, ĉime bi se otvorile nove mogućnosti za primenu ovog vaţnog proteina 

hrane. Kombinacijom spektroskopskih, elektroforetskih i tehnika masene spektrometrije, uz 

korišćenje in silico raĉunarskih metoda, vezivanje PCB-a za BLG će biti detaljno okarakterisano. 

Budući da vezivanje bioaktivnih liganada moţe imati uticaj na strukturu proteina, što moţe imati 

uticaj i na njegova funkcionalna svojstva, jedan od definisanih ciljeva istraţivanja predstavlja 

ispitivanje efekata kovalentne modifikacije BLG-a PCB-om na sekundarnu i tercijarnu strukturu 

proteina, kao i na funkcionalne osobine ovog proteina koje su relevantne za njegovu primenu u 

industriji hrane. Antioksidativne osobine, ponašanje pri zagrevanju, in vitro digestibilnost pepsinom 

i pankreatinom, kao i IgE-vezujuće osobine kovalentno modifikovanog BLG-a će biti ispitane i 

uporeĊene sa nemodifikovanim proteinom. 

Albumin goveĊeg seruma je jedan od najizuĉavanijih proteina i model protein u mnogim 

biohemijskim i biofiziĉkim studijama. To je monomerni, α-helikoidni globularni protein, 

najzastupljeniji protein plazme, koji ima ulogu u odrţavanju osmotskog pritiska i indirektno pH 

krvi. Albumin goveĊeg seruma poseduje veliki broj vezivnih mesta za razliĉite ligande, pa u 

cirkulaciji uĉestvuje u transportu brojnih endogenih i egzogenih supstanci. Zbog svoje 

biokompatibilnosti, biodegradabilnosti i velikog kapaciteta za vezivanje i hidrofilnih i hidrofobnih 

liganada, BSA se ĉesto razmatra i koristi kao nano-nosaĉ lekova i bioaktivnih komponenti hrane. 

Modifikacijom BSA 2-iminotiolanom, poznatijim kao Trautov reagens, kojim se uvode slobodne 

sulfhidrilne grupe u molekul proteina, pokušaće se ostvariti uvoĊenje više od jednog molekula 

PCB-a u molekul proteina. Ispitivanjem uticaja tiolovanja proteina na strukturne i druge osobine 

BSA, odabraće se optimalan molarni odnos Trautovog reagensa za modifikaciju BSA, nakon ĉega 

će biti ispitana mogućnost kovalentne modifikacije tiolovanog molekula BSA PCB-om. U daljem 

toku istraţivanja funkcionalne osobine tako dobijenog konjugata će biti ispitane i uporeĊene sa 

nemodifikovanim proteinom. 

Intenzivna fluorescencija fikobiliproteina iskorišćena je kroz njihovu upotrebu kao 

fluorescentnih obeleţivaĉa, najĉešće antitela, ali i drugih proteina. Imajući u vidu da izraţena 

fluorescentna svojstva fikobiliproteina potiĉu od tetrapirolnih hromofora i ĉinjenicu da, usled 

veliĉine fikobiliproteina, funkcionalna svojstva proteina koji je predmet fluorescentnog 

obeleţavanja mogu biti izmenjena, sâm PCB se ĉini pogodnim, alternativnim kandidatom za 

primenu u fluorescentnom obeleţavanju proteina. Uzevši navedeno u obzir, jedan deo ove 

disertacije bavi se ispitivanjem mogućnosti upotrebe fikocijanobilina kao fluorescentnog 

obeleţivaĉa proteina, i to proteina koji ne sadrţe slobodni ostatak cisteina u nativnom obliku. 

Upotrebom Trautovog reagensa, uvešće se tiolna grupa u odabrane proteine koji u svojoj strukturi 

ne sadrţe slobodnu tiolnu grupu, nakon ĉega će oni biti modifikovani PCB-om, ĉime se otvaraju 

nove perspektive za fluorescentno obeleţavanje bilo kog proteina od interesa. Kao model proteini 

koristiće se poliklonska IgG antitela i α-laktalbumin.  

Osim kljuĉne uloge u imunom odgovoru, imunoglobulini (antitela) nalaze veliku primenu u 

istraţivanju, medicini i industriji za specifiĉnu i osetljivu detekciju antigena od interesa. Kako bi 

mogla da se koriste za detekciju antigena, primarna ili sekundarna antitela je neophodno kovalentno 

modifikovati drugim signalnim molekulima, poput enzima, fluorofora, biotina i drugih. Kovalentna 

modifikacija antitela fluorescentnim PCB-om se stoga nudi kao moguća alternativa trenutno 

postojećim metodama za fluorescentno obeleţavanje antitela. Optimalan molarni odnos Trautovog 

reagensa za modifikaciju sekundarnih, kozjih anti-zeĉjih, IgG antitela PCB-om biće izabran 

modifikacijom humanih IgG antitela razliĉitim molarnim odnosima Trautovog reagensa, uz 

praćenje promena u sadrţaju izloţenih amino i sulfhidrilnih grupa i ispitivanje uticaja tiolovanja na 

strukturne osobine i promene u proteinskom profilu tiolovanih antitela. Specifiĉnost i osetljivost 

detekcije sekundarnih antitela modifikovanih PCB-om biće ispitana korišćenjem tropomiozina kao 

antigena. 

GoveĊi α-laktalbumin je mali, kalcijum-vezujući protein, koji u svojoj strukturi ne sadrţi 

slobodnu tiolnu grupu, što ga ĉini pogodnim kandidatom za ispitivanje mogućnosti modifikacije 

PCB-om, nakon prethodnog uvoĊenja sulfhidrilnih grupa Trautovim reagensom. Efekti tiolovanja 
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na strukturne osobine ALA će biti ispitani, nakon ĉega će biti ispitana mogućnost kovalentne 

modifikacije ALA PCB-om. 

Oĉekuje se da rezultati proistekli iz ove doktorske disertacije pruţe nova saznanja o 

razliĉitim aspektima kovalentne modifikacije proteina PCB-om, ĉime bi se otvorila vrata ka novim 

mogućnostima primene ovog interesantnog bioaktivnog molekula, koji poseduje izraţena 

fluorescentna svojstva. 
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2. Opšti deo 

2.1. Kovalentne modifikacije proteina 

Proteini poseduju izuzetnu raznovrsnost strukturnih, katalitiĉkih i regulatornih funkcija, koje 

ostvaruju kroz 20 kanonskih aminokiselina koje ih izgraĊuju. MeĊutim, funkcije proteina mogu se 

dodatno višestruko proširiti in vivo kroz enzimski katalizovane posttranslacione modifikacije 

aminokiselinskih ostataka, poput reakcija glikozilacije, lipidacije, fosforilacije, acetilacije, 

metilacije, ubikvitinacije i drugih, ali i kroz neenzimske reakcije glikozilovanja, karbonilacije, 

reakcije spontanog fomiranja izopeptidnih veza (premda se one mogu formirati i enzimskim putem) 

i brojne druge reakcije (Jiang et al., 2018; McKerchar et al., 2019; Zhong et al., 2023). 

Glikozilacija je najĉešća i najraznovrsnija posttranslaciona modifikacija proteina, koja je 

zajedniĉka svim eukariotskim ćelijama. Katalizovana je glikoziltransferazama, a zavisno od vrste 

boĉnog lanca aminokiseline koja se modifikuje i ugljenohidratne komponente, razlikuju se N-

glikozilacija, u kojoj se modifikuje boĉni lanac asparagina, O-glikozilacija, u kojoj se modifikuju 

boĉni ostaci serina, treonina i tirozina, C-glikozilacija, u kojoj se modifikuje ostatak triptofana, i 

glipiacija, kojom se glikofosfatidilinozitol preko fosfoetanolamina vezuje za C-terminus 

membranskih proteina (Schjoldager et al., 2020). Osim što doprinosi rastvorljivosti vanćelijskih 

proteina i ĉini ih stabilnijim na proteolizu, glikozilacija proteina igra kljuĉnu ulogu u ćelijskom 

odgovoru na stimuluse iz vanćelijske sredine, kao i na rast i diferencijaciju ćelija, pa nije 

iznenaĊujuće da promene u sastavu šećerne komponente proteina mogu biti ukljuĉene u mnoge 

patofiziološke procese, poput autoimunosti, razliĉitih inflamatornih stanja i kancera (Reily et al., 

2019). Pored šećera, u molekulu proteina mogu da se naĊu kovalentno vezani i drugi konstituenti. U 

membranskim proteinima su masne kiseline kovalentno vezane za odreĊene amino, hidroksilne i 

sulfhidrilne grupe u obliku amida, estara i tioestara, obezbeĊujući time veću solubilnost 

membranskih proteina u lipidnom dvosloju ćelijskih membrana (Jiang et al., 2018). Reverzibilna 

fosforilacija hidroksilnih grupa serina, treonina i tirozina proteina ima vaţnu ulogu u regulaciji 

aktivnosti mnogih enzima i regulatornih proteina, dok fosforilacija ostataka serina kazeina igra 

ulogu u vezivanju jona kalcijuma (Cross et al., 2005; Singh, 2011). (De)acetilacija i (de)metilacija 

ostataka arginina i lizina histona utiĉu na njihovo naelektrisanje i time na jaĉinu interakcije sa 

negativno nalektrisanim molekulom DNK, ĉime se indirektno reguliše transkripcija gena (Watson et 

al., 2008), dok metilacija boĉnog ostatka lizina 72 citohroma c u niţim organizmima olakšava 

njegovo vezivanje za mitohondrije, zbog ĉega ima znaĉajnu ulogu u procesu transporta elektrona 

(Polastro et al., 1978).  

Osim kovalentnih modifikacija koje se dešavaju u organizmu, proteini se ĉesto in vitro 

kovalentno modifikuju drugim hemijskim grupama u cilju uvoĊenja novih funkcionalnih osobina, 

kao i povećanja stabilnosti i aktivnosti. Modifikacija se, uglavnom, odvija zahvaljujući reaktivnim 

boĉnim ostacima odreĊenih aminokiselina, ali i N– i C–terminalni krajevi molekula proteina mogu 

uĉestvovati u reakcijama konjugacije (Koniev i Wagner, 2015; Tamura i Hamachi, 2019). Nastali 

konjugati proteina i polipeptidnih i nepolipeptidnih molekula kombinuju osobine individualnih 

komponenti i imaju veliku primenu u industriji, medicini i istraţivanju.  

Konjugati proteina mogu, na primer, sluţiti kao stabilni i efikasni kancerski terapeutici na 

bazi monoklonskih antitela specifiĉnih za antigene eksprimirane na površini kancerskih ćelija. 

Modifikacijom boĉnih ostataka cisteina i lizina ovih antitela bifunkcionalnim molekulom za koji je 

vezan antikancerski agens (poput antimitotskih agenasa monometil auristatina E i F i agenasa koji 

alkiluju DNK, kao što su duokarmicini) obezbeĊuje se selektivno prepoznavanje kancerskih ćelija i 

duţi poluţivot konjugata u cirkulaciji, zahvaljujući stabilnosti molekula antitela (Tsuchikama et al., 

2024). Konjugati polietilenglikolom (PEG)-modifikovanih proteina i polimera, poput konjugata 

antitumorskog hromoproteina neokarzinostatina i kopolimera stirena i maleinske kiseline, takoĊe 

imaju primenu kao terapeutici (Pelegri-O’Day et al., 2014). GraĊenje kovalentnih konjugata 

proteina/peptida i lekova u odnosu na nekovalentne komplekse obezbeĊuje veću stabilnost leka, 
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produţeno delovanje i primenu manjih doza leka (Gong et al., 2023; Vhora et al., 2015). Vakcine na 

bazi konjugata proteina i ugljenih hidrata koriste se za prevenciju bolesti koje izaziva Haemophilus 

influenzae tip B (Kelly et al., 2004), a glikozilacija igra vaţnu ulogu u fiziĉkoj i hemijskoj 

stabilnosti proteinskih terapeutika in vitro i in vivo, pa se manipulacijom stepena glikozilacije, 

veliĉine i strukture ugljenohidratne komponente moţe uticati na stabilnost i efikasnost konjugata 

(Solá i Griebenow, 2009). Sintetisani su i brojni novi materijali na bazi proteina za upotrebu u 

regenerativnoj medicini i tkivnom inţenjeringu, poput kalupa i hidrogelova na bazi fibrina, keratina, 

kolagena i elastina (Choi et al., 2018). Karbonilna grupa redukujućih šećera moţe spontano, 

neenzimski, reagovati sa boĉnim ostacima lizina i arginina u Majarovoj reakciji. U kompleksnoj 

reakcionoj kaskadi nastaju kasni proizvodi glikovanja, koji in vivo mogu imati ulogu u patogenezi 

hroniĉnih bolesti, poput dijabetesa, ateroskleroze i Alchajmerove bolesti. MeĊutim, ova reakcija se 

dešava i tokom termiĉke obrade hrane, a proizvodi Majarove reakcije odgovorni su za ukus, boju i 

miris termiĉki obraĊene hrane (de Oliveira et al., 2016). Kovalentni konjugati proteina hrane i 

polifenola imaju poboljšane antioksidativne i druge funkcionalne osobine (Liu et al., 2017). Bez 

upotrebe kovalentnih konjugata antitela i alkalne fosfataze ili peroksidaze ne moţe se zamisliti 

savremena imunološka dijagnostika (Hermanson, 2013), a kovalentni konjugati oligonukleotida i 

antitela primenjuju se za amplifikaciju signala sekundarnih antitela u imuno-PCR metodi, kojom se 

postiţe izuzetno osetljiva detekcija i kvantifikaciju analita od interesa, poput proteina virusa 

(Monjezi et al., 2013) i alergena hrane (Radomirović et al., 2023). Imobilizacija enzima na ĉvrstim 

nosaĉima korišćenjem glutaraldehida je još jedan primer kovalentnog konjugata koji pruţa široki 

spektar primena u industriji. Jedan od istaknutijih primera u ovoj oblasti je imobilizacija nitril-

hidrataze umreţavanjem enzimskog agregata za industrijsku proizvodnju akrilamida iz akrilonitrila 

(van Pelt et al., 2008). Shematski prikaz nekih od navedenih in vitro kovalentnih modifikacija 

prikazan je na Slici 1. 

 
Slika 1. Proteini se mogu kovalentno modifkovati u cilju dobijanja: 1) proteinskog terapeutika, 2) proteina sa 

kovalentno vezanom bioaktivnom komponentom hrane, 3) proteinskog imobilizata na nosaĉu od interesa, 4) konjugata 

proteina i enzima, 5) konjugata proteina i fluorofore ili 6) konjugata proteina i oligonukleotida. 

  

Iz navedenog se moţe zakljuĉiti da konjugati proteina i drugih molekula imaju višestruku 

primenu u mnogim oblastima. Optimizacijom uslova pripreme konjugata moţe se manipulisati 

njihovim fiziĉkim i hemijskim svojstvima, a time uticati i na funkcionalna svojstva konjugata, sve u 

cilju maksimalnog iskorišćenja svojstava interagujućih molekula. Kako strukturna svojstva proteina 
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direktno utiĉu na njihovu funkciju, jedan od glavnih izazova prilikom pripreme proteinskih 

konjugata je izvoĊenje hemijske reakcije modifikacije bez kompromitovanja nativne funkcije 

proteina. Metode funkcionalizacije proteina bi, u idealnim uslovima, trebalo da budu 

hemoselektivne, regiospecifiĉne i da se odvijaju u nativnim uslovima, kako bi se spreĉila 

denaturacija proteina. Reakcije biokonjugacije ne bi trebalo da budu osetljive na prisustvo kiseonika 

i redoks-aktivnih tiola, a uslovi pH i temperature sredine bi, idealno, trebalo da budu oko neutralne 

pH vrednosti i ambijentalne temperature. Osim toga, reakcija konjugacije treba da bude neosetljiva 

na prisustvo soli, koje su ĉesto neophodne za stabilnost proteina. Da bi se izbeglo agregiranje i 

precipitacija proteina pri visokim koncentracijama, reakcije modifikacije proteina najĉešće se 

odvijaju u razblaţenim vodenim rastvorima, pa je neophodno da korišćeni reagens bude 

kompatibilan ili makar delimiĉno stabilan u vodenoj sredini. Ako je namena proteinskog konjugata 

koji se sintetiše upotreba u in vivo uslovima, neophodno je i da konjugat bude stabilan u plazmi i 

rezistentan na degradaciju enzimima. Dodatni faktori koji su bitni za reakcije biokonjugacije su 

reproducibilnost u pogledu stepena konjugacije i ireverzibilnost reakcije (Fischer et al., 2023). Pri 

odabiru metodologije biokonjugacije potrebno je voditi raĉuna o reaktivnosti ciljanog 

aminokiselinskog ostatka i poziciji unutar molekula proteina (Koniev i Wagner, 2015). Smanjena 

reaktivnost uoĉava se kod boĉnih ostataka aminokiselina koji se nalaze u unutrašnjosti proteina ili 

su na drugi naĉin zaštićeni. U ovakvim sluĉajevima, stepen modifikacije moţe znatno da se poveća 

izvoĊenjem reakcije u prisustvu agenasa koji izazivaju denaturaciju proteina, kao što su urea i 

guanidin-hidrohlorid (Moinpour et al., 2020; Sakai et al., 2000). MeĊutim, u uslovima kada je 

neophodno da protein zadrţi nativnu strukturu, korišćenje denaturišućih agenasa nije dobar izbor i 

reakcioni uslovi moraju biti biokompatibilni.  

2.1.1. Hemijske reakcije modifikacija proteina  

Od aminokiselina koje se nalaze u proteinima, one koje sadrţe neku reaktivnu grupu 

podleţu hemijskim reakcijama. Reaktivne grupe koje se nalaze u proteinima mogu da uĉestvuju u 

većem broju reakcija. Heteroatomi azota, sumpora i kiseonika alifatiĉnih amina (boĉni ostatak lizina 

i N-terminalna amino grupa), amida (boĉni ostaci asparagina i glutamina), guanidino grupe 

arginina, hidroksilnih grupa serina i treonina, karboksilnih grupa boĉnih ostataka asparaginske i 

glutaminske kiseline i one na C-terminusu, sulfhidrilne grupe cisteina i tioetarske grupe metionina 

ponašaju se kao nukleofili. Pored toga, i neke aromatiĉne grupe mogu da se ponašaju kao 

heteroatomni nukleofili ili π-nukleofili, kao što su imidazolov prsten histidina, indolov prsten 

triptofana i fenolna grupa tirozina (Fischer et al., 2023). Većina reagenasa koji se primenjuju u 

proteinskoj biohemiji nije selektivna samo prema jednom tipu aminokiselina, već moţe reagovati sa 

više nego jednim aminokiselinskim ostatkom u molekulu proteina (Kjærsgaard et al., 2022). 

Selektivnost reagensa prema aminokiselinama je esencijalna za reakcije biokonjugacije, kako ne bi 

došlo do smanjenja ili gubitka funkcije proteina usled prekomerne modifikacije molekula proteina. 

Hemoselektivnost reakcije konjugacije se postiţe paţljivim podešavanjem reakcionih uslova 

(Fischer et al., 2023). Kako se protonovani i deprotonovani oblik boĉnih ostataka aminokiselina po 

pravilu meĊusobno znatno razlikuju u reaktivnosti, stepen modifikacije pojedinih boĉnih ostataka 

zavisiće od njihovih pKa vrednosti i pH reakcione smeše. Primera radi, haloacetati mogu reagovati 

sa boĉnim ostacima cisteina, lizina, histidina i metionina. Reaktivnost sulfihidrilne grupe cisteina sa 

haloacetatima je najveća, dok reaktivnost drugih grupa zavisi od pH reakcione smeše: na niskom 

pH moguće je modifikovati ostatke metionina, jer njihova reaktivnost ne zavisi od pH; pod 

neutralnim uslovima, kada je amino grupa još protonovana, reaguje samo imidazolna grupa 

histidina, dok na višim pH vrednostima amino grupa najbrţe reaguje (Gurd, 1967). Reaktivnost 

boĉnih ostataka aminokiselina u proteinima moţe veoma da se razlikuje od reaktivnosti istih 

funkcionalnih grupa u malim molekulima, usled uticaja proteinske okoline na pKa vrednosti 

pojedinih boĉnih ostataka aminokiselina, kao i iz sternih razloga (Harms et al., 2009; Hermanson, 

2013; Mehler et al., 2002).  
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Najveći broj reakcija konjugacija proteina odvija se preko reaktivnih boĉnih ostataka lizina i 

cisteina, pa će u nastavku teksta fokus biti na modifikacijama upravo ovih aminokiselinskih 

ostataka. 

2.1.2. Hemijske modifikacije boĉnih ostataka lizina 

Korišćenje hemijskih grupa koje reaguju sa primarnim aminima jedna je od najstarijih 

tehnika za konjugovanje proteina, koja pruţa veliki broj mogućnosti za konjugovanje razliĉitih 

molekula reaktivnim prema amino grupama. Tradicionalne metode za modifikaciju proteina 

preteţno se oslanjaju na reakcije sa boĉnim ostacima cisteina i lizina, dvema aminokiselinima koje 

su najnukleofilnije. Iako je boĉni ostatak cisteina reaktivniji, ne sadrţe svi proteini cisteine, pa su 

modifikacije amino grupe ĉešće (Fischer et al., 2023).  

Svi proteini sadrţe primarne amino grupe u svojoj strukturi, koje mogu biti α-amino grupe 

na N-terminusu većine polipeptidnih lanaca i ε-amino grupe boĉnih ostataka lizina (Lys, K), ĉija je 

zastupljenost u proteinima oko 6% (Pe’er et al., 2004). Kako su pKa vrednosti ovih amino grupa oko 

8 i 10 (za α- i ε-amino grupe, redom), u najvećem broju sluĉajeva ove amino grupe su protonovane 

na fiziološkim pH vrednostima i, prema tome, dominantno se nalaze na površini proteina, izloţene 

rastvaraĉu. Kao takve, lako su dostupne za reakciju sa regensima za konjugaciju (Koniev i Wagner, 

2015). Usled velike zastupljenosti lizina u molekulu proteina, modifikacije lizinskih ostataka 

posebno su znaĉajne u situacijama kada specifiĉnost reakcije nije krucijalna ili kada se teţi većem 

stepenu modifikacije (Spicer i Davis, 2014). Deprotonovani primarni amini su najjaĉi nukleofili 

meĊu funkcionalnim grupama dostupnim u tipiĉnom molekulu proteina. MeĊutim, kako 

protonovanje drastiĉno smanjuje njihovu nukleofilnost, uprkos većoj nukleofilnosti ε-amino grupe 

Lys za njeno deprotonovanje potrebna je veća pH vrednost, što je osnova za regulaciju reaktivnosti 

α- i ε- amino grupa podešavanjem pH vrednosti rastvora tokom reakcije konjugacije. Na visokim 

pH vrednostima, kada su oba tipa primarnih amina deprotonovana, boĉni ostaci Lys su reaktivniji, 

dok je na niţim pH vrednostima reaktivnija N-terminalna α-amino grupa. Na pH vrednostima oko 

neutralnih se selektivno modifikuje N-terminalna amino grupa, dok su pH vrednosti od 8,5-9,5 

optimalne za modifikaciju boĉnih ostataka lizina (Koniev i Wagner, 2015). Slobodna sulfhidrilna 

grupa cisteinskih ostataka jaĉi je nukleofil od primarnih amina i, ako je dostupna, takoĊe će 

reagovati sa većinom reagenasa reaktivnim prema aminima. Preferencijalna konjugacija sa aminima 

moţe se ostvariti upotrebom tvrdih elektrofila, kao što su aktivirani estri, sulfonil-hloridi ili 

izotiocijanati (Spicer i Davis, 2014). Osim sa cisteinom, reagensi reaktivni prema aminima, 

reagovaće i sa boĉnim ostacima tirozina, serina i treonina, ako su prisutni u proteinu i dostupni za 

reakciju. Istovremeno, u vodenim rastvorima nemoguće je izbeći hidrolizu ovih reagenasa. Na 

brzinu sporednih reakcija, pored vrste proteina koji se modifikuje i agensa koji se konjuguje, utiĉu 

pH, temperatura i sastav pufera. Puferi koji sadrţe slobodne amine, kao što je Tris, nisu pogodni za 

reakcije konjugacije u kojima se koriste reagensi reaktivni prema aminima, jer bi brzina reakcije sa 

puferom znatno premašila onu sa amino grupama proteina (Koniev i Wagner, 2015). Još jedan 

faktor koji treba uzeti u obzir je mikrookolina u molekulu proteina. Kako na nukleofilnost amino 

grupa u velikoj meri utiĉe mikrookruţenje u molekulu proteina, pKa vrednosti amino grupa mogu 

znaĉajno varirati. Primera radi, pKa vrednost amino grupe u aktivnom mestu acetoacetat-

dekarboksilaze iznosi 5,9, što je za 4 pKa jedinice manje od uobiĉajene pKa vrednosti ε-amino grupe 

lizina (Westheimer i Schmidt, 1971).  

Reakcije modifikacije amino grupa ostvaruju se korišćenjem razliĉitih elektrofilnih 

hemijskih reagenasa, koji pripadaju jednoj od sledećih klasa jedinjenja: aktivirani estri (fluorofenil 

estri, N-hidroksisukcinimid (NHS) estri, sulfo-NHS estri, acil-azidi), izotiocijanati, izocijanati, 

aldehidi, anhidridi, sulfonil-hloridi, karbonati, fluorobenzeni, epoksidi i imidoestri (Koniev i 

Wagner, 2015). Najveći broj ovih reagenasa se vezuje za amino grupe brzim reakcijama acilovanja 

ili alkilovanja, kojima se dobijaju stabilni amidi ili sekundarni amini u velikom prinosu 

(Hermanson, 2013). Jedan od najpoznatijih primera jedinjenja koji se konjuguje preko ostatka lizina 

je gemtuzumab ozagamicin, prvi konjugat monoklonskog antitela i leka, koji je 2000. godine 
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odobren od strane Uprave za hranu i lekove (FDA, od engl. Food and Drug Administration) za 

leĉenje akutne mijeloidne leukemije. Ovaj konjugat je citotoksiĉni agens iz klase kaliheamicina, 

koji se konjuguje za molekul anti-CD33 antitela acilovanjem boĉnog ostatka lizina na površini 

antitela (Stasi et al., 2008). Za potrebe obeleţavanja i umreţavanja proteina, NHS estri (i njihovi 

solubilniji analozi sulfo-NHS estri) i imidoestri su najkorišćenija jedinjenja i ĉine osnov velikog 

broja komercijalno dostupnih reagenasa za modifikaciju amina (Koniev i Wagner, 2015). 

N-hidroksisukcinimid estri. Reagensi na bazi NHS estara imaju široku primenu u  

konjugovanju dva proteina  ili kovalentnom obeleţavanju (na primer, fluorescentnim molekulom ili 

biotinom) proteina ili peptida preko amino grupe. Poĉeli su da se koriste kao alternativa alkil-

estrima, koji nisu podesni za reakcije sa amino grupama, jer su alkoksi grupe loše odlazeće grupe 

(Koniev i Wagner, 2015). NHS estri su reaktivne grupe koje nastaju u reakciji sa karboksilatom, u 

prisustvu karbodiimida. Reakcijom sa NHS-om, dolazi do aktivacije karboksilne grupe molekula 

(biotina, peptida, proteina ili fluorofore), koja potom reaguje sa primarnim aminom lizinskih 

ostataka proteina (Hermanson, 2013). Praktiĉno svaki molekul koji ima karboksilnu grupu moţe se 

transformisati u NHS estar (Koniev i Wagner, 2015). Najĉešće korišćen karbodiimid je u vodi 

rastvoran 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC). Naime, EDC u reakciji sa 

karboksilatima daje aktivirani O-acilizourea intermedijer, koji u reakciji sa primarnom amino 

grupom daje amid, uz oslobaĊanje sporednog EDC proizvoda u obliku rastvornog derivata uree 

(Slika 2). 

 
Slika 2. Modifikacija amino grupe proteina karboksilnom kiselinom aktiviranom karbodiimidom. 

 

Aktivirani O-acilizourea intermedijer je nestabilan u vodenim rastvorima, pa se za dobijanje 

stabilnog intermedijera u protokole za kuplovanje dodaje NHS, ili njegov u vodi rastvoran sulfo-

analog, koji u reakciji sa O-acilizourea intermedijerom daje NHS-estar. NHS estri reaguju sa 

primarnim aminima u blago alkalnim uslovima (pH 7,2-9), uz oslobaĊanje N-hidroksisukcinimida 

(Slika 3) ili njegovog sulfonovanog analoga (Hermanson, 2013). 

 

Slika 3. Modifikacija amino grupe proteina u reakciji sa NHS estrom. 

Sulfo-NHS estri analogni su NHS estrima, s tom razlikom da sadrţe sulfonatnu grupu na 

NHS prstenu. Za razliku od NHS estara koji se moraju rastvoriti u organskom rastvaraĉu pre 

dodavanja u vodeni rastvor, sulfo-NHS estri su rastvorni u vodi i stabilniji u vodenim rastvorima 

(Hermanson, 2013). 
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Reakcijom NHS estara sa sulfhidrilnom ili hidroksilnom grupom nastaju nestabilni 

tioestarski ili estarski konjugati, koji hidrolizuju u vodenoj sredini, pa se reagensi na bazi NHS 

estara smatraju specifiĉnim za ε-amino grupe lizina i α-amino grupu N-terminusa (Hermanson, 

2013). Paţljivim podešavanjem pH vrednosti reakcione smeše, postiţe se diferencijacija u pogledu 

modifikacije α- ili ε-amino grupa (Koniev i Wagner, 2015). 

Imidoestri. Upotreba imidoestara (imidata) kao grupno specifiĉnih reagenasa za amino 

grupe proteina prvi put je ispitivana od strane Hantera i Ludviga, koji su ispitivali reakcije malih 

molekula (glicina, glicil-glicina i ε-kaproinske kiseline) i insulina sa metil-benzimidatom i metil-

acetimidatom (Hunter i Ludwig, 1962). MeĊutim, tek 10 godina kasnije, sa sintezom 2-iminotiolana 

(kasnije nazvanog Trautov reagens), upotreba imidoestara za modifikacije amino grupa proteina 

doţivljava ekspanziju. Imidoestri reaguju sa primarnim aminima, dajući imidoamide (amidine) u 

pH oblasti od 7-10, pri ĉemu je optimalna vrednost pH za reakciju od 8 do 9 (Slika 4). Za razliku od 

većine reagenasa, imidoestri pokazuju minimalnu reaktivnost prema drugim nukleofilnim grupama 

proteina (Hermanson, 2013). Specifiĉnost prema aminima postiţe se reakcijom u alkalnim 

uslovima, korišćenjem pufera koji ne sadrţe amine, kao što je boratni (Koniev i Wagner, 2015). Na 

kiselim pH vrednostima, amidinska veza je stabilna, dok je na povišenim pH vrednostima podloţna 

hidrolizi (Hermanson, 2013). 

 
Slika 4. Reakcija primarnog amina i imidoestra. 

2.1.2.1. Trautov reagens 

Trautov reagens, 2-iminotiolan (2-iminotetrahidrotiofen), jedan je od najkorišćenijih 

imidoestara, a ujedno i reagens koji je korišćen u ovoj disertaciji za uvoĊenje tiolnih grupa u 

proteine od interesa. To je cikliĉni tioimidat koji se primarno koristi za tiolovanje proteina, ali i 

drugih molekula koji sadrţe slobodnu amino grupu (Hermanson, 2013). Premda je ranije opisivan 

kao metil-4-merkaptobutirimidat (Traut et al., 1973), imidoestar koji sadrţi tiolnu grupu, kasnija 

istraţivanja su pokazala da tokom hemijske sinteze dolazi do ciklizacije nastalog estra i formiranja 

stabilnog petoĉlanog prstena 2-iminotiolana (Jue et al., 1978). Trautov reagens spontano i efikasno 

modifikuje primarne amine u opsegu pH vrednosti od 7-9, ali je reaktivan i prema alifatiĉnim i 

aromatiĉnim hidroksilnim grupama, posebno na višim pH vrednostima. Ipak, brzina modifikacije 

hidroksilnih grupa je oko sto puta manja od brzine modifikacije amino grupa i ne odvija se u 

znaĉajnom stepenu u prisustvu amino grupa (Hermanson, 2013). Meta modifikacije Trautovim 

reagensom su i α-amino grupa na N-terminalnom kraju proteina i ε-amino grupa lizinskih ostataka. 

Reakcijom primarnog amina sa Trautovim reagensom dolazi do otvaranja prstena 2-iminotiolana, 

ĉime nastaju derivati amidina koji sadrţe slobodnu sulfhidrilnu grupu. Mehanizam reakcije 

tiolovanja proteina Trautovim reagensom prikazan je na Slici 5. Nastali tiolati omogućavaju dalje 

reakcije modifikacije proteina reagensima reaktivnim prema tiolima. 

 

Slika 5. Reakcija primarnog amina i Trautovog reagensa. 
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Visoka specifiĉnost Trautovog reagensa prema primarnim aminima postiţe se tiolovanjem u 

baznim uslovima i korišćenjem pufera koji ne sadrţe amine, kao što je boratni (Koniev i Wagner, 

2015). U poreĊenju sa drugim imidoestrima, Trautov reagens je stabilniji u vodenim rastvorima, pa 

je stepen hidrolize 2-iminotiolana na 7 ˚C u trietanolaminskom puferu, pH 8,  zanemarljiv u odnosu 

na brzinu reakcije sa primarnom amino grupom glicilglicina ili glicinamida (Jue et al., 1978). 

Poluţivot Trautovog reagensa se smanjuje sa povećanjem pH vrednosti rastvora, ali ĉak i u 

odsustvu primarnog amina, na pH 8 u 25 mM trietanolaminskom puferu, zanemarljiva je brzina 

nastajanja slobodne sulfhidrilne grupe (Hermanson, 2013). Kako se amidinacijom zadrţava 

pozitivno naelektrisanje molekula proteina u blizini mesta modifikacije, modifikacija proteina etil-

acetimidat-hidrohloridom ne dovodi do znaĉajnih konformacionih promena koje bi mogle da 

izmene biološku aktivnost proteina, kao što je to pokazano na primeru zeĉjih antitela (Wofsy i 

Singer, 1963). MeĊutim, amidinacijom amino grupa proteina Trautovim reagensom, pored 

pozitivne amidinijum grupe uvodi se i slobodna sulfhidrilna grupa. Elektroforetska mobilnost 

proteina modifikovanih Trautovim reagensom je uglavnom nepromenjena u puferima pH vrednosti 

8,6 koji sadrţe 8 M ureu. Moguće manje promene elektroforetske mobilnosti usled parcijalne 

jonizacije –SH grupa se izbegavaju alkilovanjem uvedenih tiolnih grupa jodacetamidom (Traut et 

al., 1973). Tiolna grupa uvedena Trautovim reagensom podloţna je oksidaciji i graĊenju disufidne 

veze sa drugim tiolnim grupama, što bi moglo da dovede do neţeljenog agregiranja i precipitacije 

proteina. Reakcija modifikacije se iz tog razloga izvodi u prisustvu metal-helirajućih agenasa, kao 

što je EDTA (0,01-0,1 M), kako bi se spreĉila metal-katalizovana oksidacija sulfhidrilnih grupa 

(Hermanson, 2013). 

Trautov reagens je prvi put sintetisan i upotrebljen 1973. godine za tiolovanje 30S 

subjedinice ribozoma E. coli, s ciljem da se identifikuju susedni ribozomalni proteini i mesta za 

vezivanje faktora incijacije i elongacije na površini ribozoma. UvoĊenjem sulfhidrilnih grupa, pored 

intramolekulskih disulfida, nastaju disulfidnom vezom povezani dimeri i viši oligomeri susednih 

proteina, a porast mase usled konjugacije detektuje se elektroforetski dijagonalnom 

poliakrilamidnom gel elektroforezom (Jue et al., 1978; Sommer i Traut, 1974; Traut et al., 1973). 

Analogan pristup primenjen je kasnije i za izuĉavanje topografije 50S subjedinice ribozoma (Kenny 

et al., 1979). Reagens je našao primenu u sintezi novih kopolimernih nanomaterijala za upotrebu 

kao vektora za transfekciju DNK (Kievit et al., 2009), konjugata monoklonskih antitela i 

demineralizovanog koštanog kolagenskog matriksa (Zhao et al., 2010), lipidnih nanoĉestica 

konjugovanih sa transferinom za isporuku malih interferirajućih RNK (Li et al., 2017), tiolovanih 

hidrogelova na bazi kolagena i ţelatina (Gajendiran et al., 2018) i konjugata goveĊeg seruma 

albumina i nanoĉestica na bazi kopolimera ε-kaprolaktona i globalida za upotrebu u biomedicini 

(Guindani et al., 2019). Konjugati antitela i drugih proteina (streptavidina ili enzima) za upotrebu u 

imunološkim tehnikama mogu se dobiti reakcijom antitela tiolovanih Trautovim reagensom i 

proteina aktiviranog maleimidom (Hermanson, 2013; Hnasko, 2015).  

2.1.3. Hemijske modifikacije boĉnih ostataka cisteina 

Cistein je, posle triptofana, druga po redu najmanje zastupljena aminokiselina u proteinima 

u sva tri domena organizama (bakterije, arheje, eukarioti) (Pe’er et al., 2004). Iako je malo 

zastupljen, cistein se ĉesto nalazi u funkcionalno bitnim mestima u razliĉitim klasama proteina, 

poput proteaza, kinaza, metaboliĉkih enzima i transkripcionih faktora, u kojima obavlja znaĉajne 

funkcije. Naime, reaktivni ostaci cisteina uĉestvuju u formiranju disulfidnih mostova, ĉime 

doprinose strukturnoj stabilnosti proteina, redoks-aktivni su, pa se nalaze u aktivnim centrima 

tiolnih oksido-reduktaza, ponašaju se kao nukleofili i donori protona u aktivnim centrima mnogih 

enzima, koordinuju jone metala, a podloţni su i posttranslacionim modifikacijama (oksidacija, S-

nitrozilacija, palmitoilacija i druge), kojima se reguliše aktivnost proteina in vivo (Pace i 

Weerapana, 2013). U proteinima se cistein nalazi u unutrašnjosti, što je posledica evolutivnog 

pritiska da se ostaci cisteina „uklone― sa površine proteina usled njihove velike reaktivnosti (Marino 

i Gladyshev, 2010). Tiolna grupa cisteina je i redoks-aktivna i veoma nukleofilna zahvaljujući 
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velikom atomskom radijusu atoma sumpora i maloj energiji discocijacije S–H veze (Pace i 

Weerapana, 2013). Na nukleofilnost cisteina utiĉu pKa vrednost i jonizacioni oblik tiolne grupe – 

tiolatni anjon cisteina je veoma reaktivan, dok je tiolni oblik inertniji, ali na nukleofilnost utiĉu i 

elektrostatiĉke interakcije izmeĊu ostatka cisteina i susednih funkcionalnih grupa (Bulaj et al., 

1998). Iako je pKa vrednost cisteina izloţenog rastvaraĉu oko 8, u zavisnosti od lokalnog 

mikrookruţenja u molekulu proteina, pKa vrednost ostatka cisteina moţe varirati u opsegu od 3,5 do 

12 (Bak et al., 2019), pa tako, na primer, u albuminu humanog seruma pKa vrednost sulfhidrilne 

grupe Cys34 iznosi oko 6,7, što je posledica blizine ostataka His39 i Tyr84 (Stewart et al., 2005).  

Velika reaktivnost i mala zastupljenost cisteina u proteinima ĉine ga moţda najpogodnijim 

kandidatom za reakcije konjugacije. U proteinima koji nemaju cistein, mesto-dirigovanom 

mutagenezom se moţe uvesti ostatak cisteina na unapred odreĊenoj poziciji. U proteinima koji 

imaju slobodan ostatak cisteina, njihov broj je mnogo manji od ostataka lizina, zbog ĉega su 

reagensi aktivni prema tiolima poţeljniji za reakcije konjugacije od onih koji su aktivni prema 

amino grupama (Koniev i Wagner, 2015). Primera radi, selektivna konjugacija preko taĉno 

odreĊenog ostatka cisteina iskorišćena je za specifiĉnu inhibiciju kinaza ukljuĉenih u nastanak 

kancera graĊenjem konjugata sa akrilamidnom funkcionalnom grupom lekova ibrutiniba, afatiniba, 

osimertiniba i neratatiniba (Chaikuad et al., 2018). Proteini koji imaju disulfidne mostove, a nemaju 

slobodnu sulfhidrilnu grupu u nativnim uslovima, mogu se redukovati ditiotreitolom (DTT-om), β-

merkaptoetanolom ili tris[2-karboksietil]fosfinom (TCEP), kako bi se dobila slobodna sulfhidrilna 

grupa za reakcije modifikacije (Koniev i Wagner, 2015). U tim sluĉajevima, vaţno je uklonti višak 

neizreagovalog reagensa pre reakcije konjugacije gel-filtracijom, kako ne bi došlo do kompeticije 

funkcionalnih grupa reagenasa sa nastalim tiolima u molekulu proteina u reakciji sa konjugujućim 

agensom. Dodatni problem stvara osetljivost redukcionih agenasa, ali i novonastale slobodne 

sulfhidrilne grupe u molekulu proteina, na metal-katalizovanu oksidaciju, pa, kada je to moguće, 

potrebno je izvoditi reakciju konjugacije u atmosferi bez kiseonika i u prisustvu agenasa koji 

heliraju jone metala, kao što je EDTA (Hansen i Winther, 2009). Iako je sulfhidrilna grupa cisteina 

reaktivnija od amino grupa boĉnih ostataka lizina, u hemijskim modifikacijama cisteina moţe doći 

do kompeticije izmeĊu Cys i Lys. Kako se pKa vrednosti sulfhidrilne grupe cisteina i ε-amino grupe 

lizina razlikuju za 3 pH jedinice, ovaj problem se delimiĉno moţe prevazići podešavanjem pH 

vrednosti rastvora tako da reakcija modifikacije Cys bude favorizovana (Fischer et al., 2023). 

Direktno obeleţavanje slobodne sulfhidrilne grupe cisteina najĉešće se postiţe reakcijama 

nukleofilne adicije u kojima se cistein alkiluje odgovarajućim elektrofilima, kao što su α-

halokarbonili i Majklovi akceptori, poput maleimida, vinil-sulfona i sliĉnih α,β-nezasićenih 

jedinjenja. Drugi tip reakcije u kojoj uĉestvuje ostatak cisteina su reakcije izmene disulfida sa 

drugim jedinjenjima koja sadrţe tiolatni anjon koji se ponaša kao nukleofil (Koniev i Wagner, 

2015).  

α-halokarbonili. Modifikacijom sulfhidrilne grupe cisteina α-halokarbonilima nastaju 

alkilovani derivati cisteina (Slika 6). Kako je jodidni anjon najbolja odlazeća grupa meĊu 

halogenima, najĉešće se u reakcijama alkilovanja cisteina koriste α-jodokarbonili, kao što je 2-

jodacetamid, ĉesto korišćeni alkilujući agens u proteomici. Umreţivaĉi koji sadrţe jodacetil grupu u 

osnovi su mnogih komercijalno dostupnih reagenasa za obeleţavanje proteina, kao što su reagensi 

za biotinilovanje proteina i obeleţivaĉi cisteina za upotrebu u masenoj spektrometriji.  

 

 
Slika 6. Alkilovanje sulfhidrilne grupe cisteina reakcijom sa haloacetamidima.  
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Iako odgovarajući reagensi na bazi maleimida brţe reaguju sa cisteinima, konjugacije 

posredovane haloacetil- grupom su pogodnije u uslovima kada je stabilnost i kompaktna veliĉina 

uvedenog povezivaĉa (linkera) kljuĉna (Koniev i Wagner, 2015). 

Maleimidi. Imidi maleinske kiseline (maleimidi) su najĉešće korišćeni reagensi u 

reakcijama konjugacija proteina. Glavni razlog tome je izuzetna brzina reakcije na ambijentalnoj 

temperaturi i znaĉajno visoka selektivnost prema ostacima cisteina u molekulu proteina (Koniev i 

Wagner, 2015). U reakciji sa maleimidima dolazi do Majklove adicije tiolata, pri ĉemu nastaju 

sukcinimidil tioetri (Slika 7) (Kalia i Raines, 2010). Optimalni uslovi za konjugaciju posredovanu 

maleimidima je pH reakcione smeše oko neutralnih vrednosti (6,5-7,5), ĉime se spreĉava sporedna 

reakcija maleimida sa aminima (Koniev i Wagner, 2015). Od posebnog znaĉaja u biohemiji su 

heterobifunkcionalni reagensi na bazi maleimida i NHS estara, koji sluţe za umreţavanje dva 

proteina. Reakcijom sa N-hidroksisukcinimid estarskim delom reagensa se modifikuju ostaci lizina 

jednog proteina, a maleimidnim delom reagensa se ovaj konjugat povezuje sa drugim proteinom 

preko slobodne sulfhidrilne grupe (Yoshitake et al., 1982). Nepoţeljni aspekt upotrebe konjugata na 

bazi maleimida je podloţnost njihove imido grupe spontanoj, ireverzibilnoj hidrolizi, posebno na 

pH vrednostima iznad 8, i mogućnost reakcije sa drugim jedinjenjima koja sadrţe tiole, zbog ĉega 

proizvodi konjugacije mogu biti heterogeni, pa se poslednjih godina radi na razvoju alternativnih 

reagenasa reaktivnih sa cisteinima koji se modifikuju u reakcijama Majklove adicije (Ahangarpour 

et al., 2023). 

 
Slika 7. Alkilovanje sulfhidrilne grupe cisteina reakcijom sa maleimidima. 

 

Selektivnost α-halokarbonila i maleimida prema cisteinu je smanjena pri visokim 

koncentracijama reagenasa, jer nukleofilni ostaci histidina i lizina mogu takoĊe biti kovalentno 

modifikovani pri tim uslovima. Za razliku od njih, disulfidni reagensi pokazuju specifiĉnost prema 

tiolima (Kalia i Raines, 2010). 

Vinil-sulfoni. Vinil-sulfoni (α,β-nezasićeni sulfoni) usled elektron-akceptorskih svojstava 

sulfona mogu da reaguju sa nukleofilima, kao što je sulfhidrilna grupa cisteina, u reakciji Majklove 

1,4-adicije (Slika 8). Odsustvo sporednih proizvoda, formiranje stabilnih adukata i mogućnost 

odvijanja reakcije u fiziološkim uslovima ĉini ih pogodnim za reakcije modifikacije cisteina 

(Ahangarpour et al., 2023). Sporedna reakcija vinil-sulfona sa lizinima primećena je samo na pH 

vrednostima većim od 9,3 (Koniev i Wagner, 2015). 

 

 
Slika 8. Modifikacija sulfhidrilne grupe cisteina reakcijom sa vinil-sulfonima. 

 

Disulfidi. Najjednostavnija reakcija modifikacije cisteina je reakcija sa drugim molekulom 

koji sadrţi slobodnu tiolnu grupu.  Mala brzina reakcije i potreba za upotrebom reagensa u velikom 

višku, kako bi se smanjila mogućnost dimerizacije proteina, smanjuju primenljivost ovog pristupa u 

reakcijama biokonjugacije, pa je ĉešći pristup reakcija sa disulfidima u reakciji tiol-disulfidne 
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izmene (Chalker et al., 2009). U povratnoj reakciji dolazi do nukleofilnog napada tiolata cisteina na 

disulfidnu vezu reagensa, raskidanja S–S veze i formiranja novog mešovitog disulfida (Slika 9). 

Najpoznatiji primer ove reakcije je kolorimetrijska kvantifikacija slobodnih sulfhidrilnih grupa u 

reakciji sa Elmanovim reagensom (Ellman, 1959). Upotrebom aktiviranih tiola sa dobrim odlazećim 

grupama, kao što su tiosulfati (R–S–SO3
-
), tiosulfonati (R–S–SO2–R’), sulfenil-halidi (R–S–X) i 

piridil-disulfidi, pomera se ravnoteţa reakcije u smeru nastanka proizvoda (Koniev i Wagner, 

2015). 

 

 
Slika 9. Modifikacija sulfhidrilne grupe cisteina reakcijom sa disulfidima. 

 

U literaturi su opisane i druge reakcije modifikacije sulfhidrilne grupe cisteina u reakcijama 

biokonjugacija, poput radikalskog hidrotiolovanja terminalnih alkena i alkina (tiol-en i tiol-in 

kuplovanja), ali i mnoge druge, ĉiji se pregled moţe naći u brojnim revijskim radovima 

(Ahangarpour et al., 2023; Chalker et al., 2009; Fischer et al., 2023; Koniev i Wagner, 2015). 

2.2. Kovalentne modifikacije proteina hrane   

Proteini hrane su ĉesta meta kovalentnih modifikacija. Savremeni naĉin ishrane teţi razvoju 

novih sastojaka prehrambenih proizvoda sa poboljšanim funkcionalnim osobinama, takozvane 

funkcionalne hrane, upotrebom fiziĉkih, hemijskih ili enzimskih tretmana. Jedan od pristupa u 

dobijanju funkcionalne hrane podrazumeva upotrebu proteina hrane kao transportnih sistema za 

inkorporisanje i efikasnu dostavu prirodnih bioaktivnih komponenti hrane, a interakcije izmeĊu 

proteina hrane i bioaktivnih molekula mogu se ostvariti nekovalentnim interakcijama i kovalentnim 

vezama.  

Kovalentne modifikacije proteina hrane mogu poboljšati, ali i proširiti funkcionalna svojstva 

proteina modifikacijom boĉnih ostataka aminokiselina bioaktivnim molekulima. Moţda najpoznatiji 

primer kovalentne modifikacije proteina hrane je Majarova reakcija, odnosno reakcija neenzimske 

glikozilacije proteina u kojoj boĉni ostaci lizina i arginina reaguju spontano sa karbonilnom grupom 

redukujućih šećera. Do ove reakcije dolazi prilikom zagrevanja hrane, a Majarovi proizvodi su 

odgovorni za senzorne osobine hrane (ukus, boja, miris). Glikovanjem proteina pod kontrolisanim 

uslovima pH, temperature i duţine reakcije se moţe spreĉiti nekontrolisano odvijanje reakcije i 

nastanak naprednih proizvoda glikovanja koji mogu imati antinutritivne osobine. Time se u 

kontrolisanim uslovima, osim poboljšanja organoleptiĉnih osobina hrane, mogu povećati 

rastvorljivost proteina, termalna stabilnost, emulgujuće osobine, antioksidativna i antimikrobna 

aktivnost glikovanih proteina u odnosu na nemodifikovane proteine (de Oliveira et al., 2016). 

MeĊutim, pored šećera, i brojni drugi molekuli, poput vitamina, koloranata, polifenola, 

organosumpornih molekula, bioaktivnih peptida i drugih bioaktivnih molekula, mogu spontano ili 

enzimski reagovati sa proteinima hrane (Liu et al., 2017; Quan et al., 2019; Zeeb et al., 2014).  

Kovalentni konjugati proteina hrane i drugih komponenti hrane su, u najvećem broju 

sluĉajeva, ireverzibilni i kao takvi su, u poreĊenju sa nekovalentnim kompleksima proteina i 

bioaktivnih komponenti, mnogo stabilniji i manje osetljivi na promene pH i temperature do kojih 

dolazi prilikom procesovanja hrane, a nastali konjugati zadrţavaju osobine oba molekula. U sluĉaju 

konjugata polifenola i proteina, nastali konjugat poseduje emulgujuće osobine proteina i 

antioksidativne osobine polifenola (Liu et al., 2017; Liu et al., 2016a). S druge strane, kovalentni 

konjugati proteina i polisaharida imaju poboljšanu rastvorljivost u odnosu na nemodifikovani 

protein, zahvaljujući prisustvu polisaharidne komponente (Wu et al., 2022). Osim što poboljšavaju i 

proširuju tehno-funkcionalna svojstva samih proteina, modifikacije proteina hrane su znaĉajne i sa 

aspekta zaštite bioaktivnih molekula od uslova kojima su izloţeni prilikom prerade, skladištenja i 

transporta hrane (toplota, svetlost, prisustvo kiseonika). Mnoge bioaktivne molekule odlikuje i mala 
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rastvorljivost u fiziološkim uslovima i nestabilnost u gastrointestinalnom traktu, što dalje utiĉe na 

njihovu biodostupnost, a time i biološku aktivnost (McClements et al., 2009). Karakteristiĉan 

primer su polifenoli, sekundarni metaboliti mnogih biljaka, poznati po svojim izvanrednim 

antioksidativnim osobinama, kojima se pripisuju brojni kardioprotektivni, antimikrobni, 

antikancerski, neuroprotektivni i drugi povoljni efekti. MeĊutim, zbog velikog broja fenolnih grupa, 

polifenoli su nestabilni na svetlosti, pri povišenoj temperaturi i u baznoj sredini, što smanjuje 

njihovu biodostupnost (Oliver et al., 2016). Usled toga se intenzivno radi na razvoju novih nano- i 

mikro- sistema za enkapsuliranje i efikasnu dostavu polifenola, ali i drugih bioaktivnih molekula, 

pri ĉemu su proteini izvanredni nosaĉi bioaktivnih komponenti hrane zbog svoje biokompatibilnosti 

(Visentini et al., 2023). Korišćenjem proteina kao nosaĉa bioaktivnih komponenti hrane se tako 

moţe uticati na stabilnost liganada i njihove senzorne osobine, kao što su miris i ukus (Liu et al., 

2017; McClements et al., 2009). 

Formiranje kovalentnih konjugata proteina hrane i drugih biomolekula moţe se ostvariti 

korišćenjem enzima ili spontano, odnosno neenzimski. Enzimski pristupi se zasnivaju na korišćenju 

enzima poput transglutaminaza, polifenol-oksidaza (lakaze i tirozinaze), sulfhidril-oksidaza, 

glukozo-oksidaza, lipooksigenaza, peroksidaza i lizil-oksidaza. Enzimski katalizovane reakcije 

odlikuje visoka specifiĉnost i odvijanje reakcije u blagim uslovima sredine (Mariniello et al., 2014; 

Wu et al., 2022; Zeeb et al., 2014). Transglutaminaze, na primer, katalizuju formiranje izopeptidnih 

veza izmeĊu boĉnih ostataka glutamina proteina i ε-amino grupe lizina drugog proteina ili drugih 

jedinjenja koja sadrţe primarne amino-grupe, poput polisaharida hitozana ili aminovanog alginata i 

aminovanog pektina (Mariniello et al., 2014). Kovalentnim konjugovanjem aminovanih 

polisaharida alginata i pektina za proteine soje dejstvom transglutaminaze dobijaju se jestivi 

umreţeni biofilmovi poboljšanih mehaniĉkih osobina koji duţe zadrţavaju vodu (Di Pierro et al., 

2010). U poreĊenju sa nemodifikovanim proteinima, konjugati polisaharida i proteina dobijeni 

dejstvom transglutaminaza, lakaza i peroksidaza imaju povećanu rastvorljivost, grade stabilnije 

emulzije i gelove koji bolje zadrţavaju vodu i imaju poboljšane mehaniĉke osobine (Wu et al., 

2022). Oksidacijom malih fenolnih jedinjenja, kao što su kofeinska ili hlorogena kiselina, i ostataka 

tirozina proteina vune tirozinazama omogućava se njihova meĊusobna hemijska reakcija, odnosno 

kovalentno vezivanje pomenutih antioksidanata za proteine vune. Ovime se povećava 

antioksidativna aktivnost vlakana vune (Jus et al., 2008). Enzimski katalizovane reakcije imaju i 

izvesna ograniĉenja. Na primer, za oksidacije proteina posredovane tirozinazama neophodno je da 

fenolni ostatatak tirozina bude lako dostupan, što kod globularnih proteina koji imaju kompaktnu 

strukturu nije sluĉaj (Mariniello et al., 2014).  

Pored enzimski katalizovanih reakcija, proteini hrane se mogu kovalentno modifikovati i 

hemijski. Posle konjugata ugljenih hidrata i proteina nastalih Majarovom reakcijom, moţda 

najizuĉavaniji su konjugati prethodno spomenutih fenolnih jedinjenja, koji, osim u enzimski 

katalizovanim reakcijama, mogu nastati u alkalnim uslovima ili slobodno-radikalskim 

mehanizmom. Zbog svoje hemijske strukture, polifenoli su veoma reaktivna jedinjenja koja se lako 

mogu oksidovati. U baznoj sredini (pH 9) u prisustvu kiseonika dolazi do oksidacije fenolnih grupa 

polifenola i formiranja semihinonskih radikala, koji zatim daju o-hinone. Ovi reaktivni 

intermedijerni proizvodi potom reaguju sa nukleofilnim boĉnim ostacima lizina, cisteina, metionina 

i triptofana. U slobodno-radikalskim reakcijama, boĉni ostaci aminokiselina se najpre oksiduju 

hidroksi-radikalima, generisanim reakcijom askorbinske kiseline i vodonik-peroksida. U sledećoj 

fazi, radikali na molekulu proteina reaguju sa polifenolima, formirajući kovalentnu vezu (Quan et 

al., 2019). Kovalentne modifikacije proteina polifenolima utiĉu na njihove fiziĉko-hemijske 

(rastvorljivost, termalna stabilnost, površinka aktivnost, geliranje, antioksidativna aktivnost) i 

nutritivne osobine (digestibilnost, biodostupnost)  (Ćirković Veliĉković i Stanić-Vuĉinić, 2018; 

Keppler et al., 2020; Liu et al., 2017; Ozdal et al., 2013; Quan et al., 2019). Mada kovalentne 

modifikacije oksidovanim polifenolima mogu negativno da utiĉu na osobine proteina, smanjujući 

im rastvorljivost (Kroll et al., 2000; Rawel et al., 2000, 2001), savremeni trendovi u industriji hrane 

teţe da finim podešavanjem uslova prisutnih tokom procesovanja hrane eksploatišu pozitivne efekte 
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polifenola. U skladu sa tim, pokazano je da konjugovanje hlorogene kiseline ili (–)-epigalokatehin-

3-galata (EGCG) za laktoferin smanjuje površinsku hidrofobnost laktoferina i spreĉava njegovo 

termalno agregiranje u neutralnim uslovima, pri ĉemu konjugat sa hlorogenom kiselinom pokazuje 

bolju termalnu stabilnost od onog sa EGCG-om (Liu et al., 2016b). Najĉešće opisivan pozitivan 

efekat dobijen konjugacijom fenolnih jedinjenja sa proteinima je povećana antioksidativna aktivnost 

konjugata u odnosu na nemodifikovani protein. Kovalentni konjugati proteina i polifenola smatraju 

se efikasnim emulgatorima, koji ujedno mogu da spreĉe oksidaciju emulzija. Primer je kovalentni 

konjugat ovalbumina i katehina, koji inhibira lipidnu oksidaciju emulzije ribljeg ulja (Feng et al., 

2018). Sliĉno tome, konjugat BSA i kofeinske kiseline štiti rezveratrol od oksidacije efikasnije nego 

sam BSA (Fan et al., 2018a). U literaturi su opisani i primeri ternarnih konjugata proteina, 

polifenola i ugljenih hidrata. U studiji Lijua i saradnika, ternarni konjugat koji se sastojao od 

laktoferina, hlorogene kiseline i glukoze ili polidekstroze pripremljen je alkalnim tretmanom i 

Majarovom reakcijom, sa idejom da proteinska komponenta konjugata omogući površinsku 

aktivnost, ugljenohidratna fiziĉku stabilnost, a hlorogena kiselina antioksidativnu aktivnost. Ovaj 

ternarni konjugat pokazao je dobre emulgujuće osobine, a istovremeno je inhibirao razgradnju 

enkapsuliranog β-karotena (Liu et al., 2016a). Iako kovalentna modifikacija fenolnim jedinjenjima 

moţe povoljno uticati na brojna funkcionalna svojstva proteina, ona u nekim sluĉajevima moţe 

negativno uticati na digestibilnost i biodostupnost proteina hrane. Naime, pokazano je da 

derivatizacija proteina surutke fenolnim jedinjenjima smanjuje in vitro digestiju tripsinom, 

himotripsinom, pepsinom i pankreatinom. Negativan uticaj na digestiju tripsinom posledica je 

modifikacije boĉnih ostataka lizina fenolnim jedinjenjima, a efekat na digestibilnost pepsinom, 

enzimom male specifiĉnosti, oĉekivano je manji nego na digestibilnost ostalim enzimima i pripisuje 

se strukturnim promenama modifikovanih proteina (Rawel et al., 2001). MeĊutim, kovalentna 

modifikacija proteina fenolnim jedinjenjima moţe i povećati in vitro digestibilnost proteina, kao što 

je sluĉaj sa digestijom tripsinom, himotripsinom i pankreatinom modifikovanih proteina soje 

(Rawel et al., 2002) i digestijom ovalbumin-EGCG konjugata pepsinom i kombinacijom pepsina i 

pankreatina (He et al., 2019). Pored toga, u studiji Lua i saradnika pokazano je da kovalentni 

konjugat hlorogene kiseline i ovalbumina, osim što ima veću antioksidativnu aktivnost u odnosu na 

nemodifikovani ovalbumin, pokazuje manje prepoznavanje od strane IgE antitela iz seruma 

pacijenata alergiĉnih na jaja, kao i niţi nivo aktivacije bazofila (Lu et al., 2018). 

Elektrofilna organosumporna jedinjenja, prisutna u belom luku, slaĉici i vlašcu, takoĊe 

mogu kovalentno modifikovati proteine hrane (Keppler et al., 2020). Izotiocijanati i alil-sulfidi su 

dve klase reaktivnih, bioaktivnih organosumpornih jedinjenja za koje je pokazano da mogu 

kovalentno modifikovati proteine surutke (Keppler et al., 2017; Keppler i Schwarz, 2017; Rade-

Kukic et al., 2011; Wilde et al., 2016a, 2016b, 2016c), albumin goveĊeg seruma (Nakamura et al., 

2009), ovalbumin (Kawakishi i Kaneko, 1987) i druge proteine (Keppler et al., 2020). Reakcija alil-

sulfida, poput alicina i dialil-sulfida, se dešava preko sulfhidrilne grupe cisteina iz proteina, uz 

nastanak disulfidne veze, a brzina reakcije se povećava sa povećanjem pH vrednosti reakcije (Wilde 

et al., 2016a). S druge strane, elektrofilni atom ugljenika izotiocijanata, proizvoda enzimske 

hidrolize glukozinolata, sekundarnih metabolita biljaka, gradi tiokarbamoil adukte sa tiolima ili 

adukte tiouree sa amino grupama proteina. Tiokarbamoil adukti su nestabilni u baznoj sredini, pa, 

iako nastaju prvi, dolazi do oslobaĊanja izotiocijanata i reakcije sa amino grupama proteina, 

posebno na višim pH vrednostima (Kühn et al., 2018; Nakamura et al., 2009). Modifikacije proteina 

hrane organosumpornim jedinjenjima mogu imati razliĉite efekte na strukturne i tehno-funkcionalne 

osobine proteina. Na primer, kovalentnom modifikacijom izolata proteina surutke alil-

izotiocijanatom povećava se površinska hidrofobnost proteina, smanjuje pI vrednosti proteina i 

smanjuje ureĊenost proteina (Keppler et al., 2017), što doprinosi boljim emulgujućim osobinama na 

kiselim pH vrednostima (Keppler i Schwarz, 2017). Obogaćivanje namirnica konjugatom proteina i 

organosumpornih jedinjenja se razmatra kao naĉin za smanjenje negativnih organoleptiĉnih osobina 

povezanih sa ovim jedinjenjima, koje bi, uprkos njihovim bioaktivnim svojstvima, mogle da utiĉu 

na konzumaciju hrane koja ih sadrţi. Naime, Vajld i saradnici sugerišu da bi dodavanje konjugata 
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alicina, iz belog luka, i proteina hladnim napicima od kafe moglo da poboljša senzorne osobine 

povezane sa konzumiranjem belog luka (Wilde et al., 2016b). Nestabilnost alicina na pH 

vrednostima iznad 6, na visokim temperaturama i u prisustvu lipida je uzrok njegove brze 

degradacije tokom obrade i skladištenja hrane (Lee et al., 2014), pa je formiranje konjugata sa 

proteinima ujedno naĉin za smanjenje degradacije alicina (de Vos et al., 2010). Istovremeno, 

kovalentna modifikacija alicinom povećava temperaturnu stabilnost β-laktoglobulina (Wilde et al., 

2016b). 

2.2.1. Beta-laktoglobulin 

Beta-laktoglobulin (BLG) je glavni protein surutke preţivara, ali je prisutan i u mleku 

drugih, mada ne svih, vrsta sisara. Naime, mleko glodara, dvozubaca i ljudi ne sadrţi BLG. Ĉeste su 

genetske varijante gena koji kodira BLG, posebno kod krava, ali je kod nekoliko vrsta nepreţivara, 

kao što su konji i maĉke, zabeleţeno i prisustvo dva razliĉita gena koji kodiraju BLG (Kontopidis et 

al., 2004). BLG se sintetiše u sekretornim epitelnim ćelijama mleĉnih ţlezdi pod kontrolom 

prolaktina (Sawyer, 2003). Za razliku od drugog glavnog proteina surutke, α-laktalbumina, koji 

reguliše proizvodnju laktoze modulacijom enzimske aktivnosti laktozo-sintaze (Permyakov, 2020), 

BLG nema jasnu funkciju. BLG pripada lipokalinskoj familiji proteina koja ima raznovrsne uloge, 

od kojih je najĉešća ligand-vezujuća (Flower et al., 2000). Sposobnost BLG-a da vezuje i 

transportuje lipofilna jedinjenja bi mogla da bude fiziološki razlog za veliku zastupljenost ovog 

proteina u mleku (domaća krava proizvodi 2-3 grama BLG-a po litru mleka, zavisno od rase, 

ishrane i faze laktacije). PoreĊenjem sekvenci proteina lipokalinske familije, utvrĊeno je da je 

glikodelin, protein prisutan u humanom endometrijumu tokom rane faze trudnoće, najsliĉniji BLG-

u. Iako funkcija glikodelina nije u potpunosti razjašnjena, zna se da je u pitanju protein koji je 

esencijalan za fetalni razvoj. Pretpostavka je da je uloga BLG-a analogna ulozi glikodelina, u smislu 

da je u pitanju protein koji je u nekom aspektu ukljuĉen u razvoj. Smatra se da je primarna uloga 

BLG-a nutritivna i da je ova funkcija nastala kao rezultat duplikacije gena koji kodira za fiziološki 

esencijalan glikodelin. Neke vrste, poput glodara i ljudi, su izgubile funkciju ovog gena 

formiranjem pseudogena. Dodatne uloge BLG-a, poput vezivanja liganada i antimikrobnog dejstva, 

iako korisne, smatraju se sekundarnim u odnosu na njegovu nutritivnu ulogu (Kontopidis et al., 

2004) 

2.2.1.1. GoveĊi β-laktoglobulin  

BLG je najzastupljeniji protein surutke mleka većine sisara. Ĉini oko 10% ukupnih proteina 

kravljeg mleka i oko 50% proteina surutke (Edwards i Jameson, 2014). Ĉesto se koristi kao aditiv u 

industriji hrane zbog svoje visoke nutritivne vrednosti, rastvorljivosti u širokom opsegu pH 

vrednosti i mnogih poţeljnih tehno-funkcionalnih osobina. Naime, BLG pokazuje sposobnost 

geliranja, ĉime daje strukturu hrani, a pored sposobnosti da vezuje vodu, istovremeno poseduje 

odliĉne emulgujuće i osobine penjenja (Boland, 2011; Singh, 2011). BLG poseduje najmanje dva 

mesta za vezivanje liganada, za koja je u prethodnim studijama pokazano da mogu simultano da 

vezuju razliĉite ligande, kao što su retinol, masne kiseline, holesterol i fenolna jedinjenja (Teng et 

al., 2015). Visoka rezistentnost na digestiju pepsinom je još jedna bitna osobina BLG-a, koja ga, uz 

sposobnost vezivanja brojnih liganada, ĉini stabilnim nosaĉem za integraciju bioaktivnih 

komponenti hrane i njihovo kontrolisano oslobaĊanje u gastrointestinalnom traktu. Osim toga, i sam 

BLG i njegovi peptidni fragmenti poseduju biološka svojstva. Naime, BLG poseduje izuzetan 

antioksidativni potencijal zahvaljujući ostacima cisteina, metionina, triptofana, histidina i tirozina. 

Smatra se da je slobodni ostatak cisteina (Cys121) najzasluţniji za antioksidativne osobine, ne samo 

BLG-a, već i mleka uopšte (Liu et al., 2007a). Pored toga, pokazano je i da peptidi koji nastaju 

digestijom BLG-a u gastrointestinalnom traktu ili u in vitro uslovima poseduju brojne biološke 

aktivnosti, kao što su antihipertenzivni, antioksidativni, antimikrobni, imunomodulatorni, 

hipoholesterolemiĉni, ali i opiodni efekti (Hernández-Ledesma et al., 2008). Naime, peptidi nastali 
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tripsinskom digestijom BLG-a, za razliku od intaktnog proteina, imaju inhibitornu akivnost na 

angiotenzin-I-konvertujući enzim (Mullally et al., 1997), kao i bakteriostatske (Pihlanto-Leppälä et 

al., 1999), baktericidne (Pellegrini et al., 2001) i hipoholesterolemiĉne aktivnosti (Nagaoka et al., 

2001). Ovi bioaktivni peptidi su duţine od 3-20 aminokiselinskih ostataka i njihova primarna 

sekvenca definiše njihovu biološku aktivnost (Hernández-Ledesma et al., 2008). Naime, Pellegrini i 

saradnici su pokazali da se digestijom BLG-a tripsinom dobijaju peptidni fragmenti sa 

baktericidnom aktivnošću iskljuĉivo prema Gram-pozitivnim bakterijama. Modifikacijom jednog 

od ovih peptida, zamenom Asp98 argininom i dodavanjem jednog ostatka lizina na C-terminus, 

proširen je spektar baktericidnog dejstva i na neke Gram-negativne bakterije (Pellegrini et al., 

2001). S druge strane, prisustvo unutrašnjeg ostatka prolina i ostatka arginina na C-terminalnom 

kraju peptidnog fragmenta 142-148 nastalog tripsinskom digestijom BLG-a doprinosi inhibitornom 

efektu na angiotenzin-I-konvertujući enzim (Mullally et al., 1997). 

BLG je mali, globularni protein, rastvoran u razblaţenim rastvorima soli, koji se sastoji od 

162 aminokiselinska ostatka, molekulske mase od 18,4 kDa u svom monomernom obliku 

(Kontopidis et al., 2004). U kravljem mleku se javlja u 11 genetskih varijanti (A, B, C, D, E, F, G, 

H, I, J i W), pri ĉemu su A i B izoforme najzastupljenije (Farrell et al., 2004). Razlika izmeĊu A i B 

izoformi je u dve aminokiseline: Asp64 i Val118 izoforme A su u B izoformi zamenjeni glicinom i 

alaninom, redom (Eigel et al., 1984). Izoelektriĉna taĉka dominantnih A i B izoformi je oko pH 

5,13, a izojonske taĉke su oko pH 5,35 i 5,41 za A i B izoforme, redom (Farrell et al., 2004). BLG 

poseduje dve intramolekulske disulfidne veze i jednu slobodnu tiolnu grupu. Jedna disulfidna veza 

se ostvaruje blizu površine molekula proteina izmeĊu Cys66 i Cys160, a druga je dinamiĉkog 

karaktera i ostvaruje se u unutrašnjosti molekula izmeĊu Cys106 i Cys119 ili Cys121, pa je 

slobodna sulfhidrilna grupa ili ona na poziciji 119, ili ona na poziciji 121 (Croguennec et al., 2003), 

mada postoje indicije da bilo koji od pet ostataka cisteina moţe biti slobodan (Creamer et al., 

2004a).  

2.2.1.2.  Sekundarna i tercijarna struktura β-laktoglobulina  

Proteine lipokalinske familije, mada su na nivou primarne sekvence izuzetno divergentni, 

odlikuje visoko konzervirana tercijarna struktura (Flower et al., 2000). Trodimenzionalnu strukturu 

BLG-a ĉini neobiĉan strukturni motiv antiparalelnog β-burenceta, koji je pre toga opisan samo kod 

retinol-vezujućeg proteina. Pored antiparalelnog β-burenceta, koje izgraĊuje devet β-nizova (A–I) 

spojenih petljama, strukturu BLG-a ĉine još i kratak 310 heliks na N-terminalnom kraju i α-heliks na 

C-terminalnom kraju polipeptidnog lanca. Osam β-nizova izgraĊuju dve β-ploĉice, jednu koji ĉine 

nizovi A-D i drugu koju ĉine nizovi E-H, uz delimiĉno uĉešće i niza A. Deveti β-niz (βI) ĉini veći 

deo dodirne površine u dimeru BLG-a na neutralnim pH vrednostima. Naspramno postavljene β-

ploĉice izgraĊuju hidrofobnu strukturu β-burenceta, koja je oiviĉena α-heliksom (Papiz et al., 1986) 

(Slika 10). Hidrofobna unutrašnjost β-burenceta, tj. hidrofobni dţep,  je izduţen/a, nalikuje ĉašici 

cveta (engl. calyx) i ima sposobnost vezivanja lipofilnih jedinjenja, poput retinola, masnih kiselina i 

holesterola (Kontopidis et al., 2004). Disulfidne veze povezuju Cys66 unutar CD petlje (koja 

povezuje nizove C i D) sa Cys160 koji je blizu C-terminusa, i Cys106 unutar βG niza sa Cys119 βH 

niza, ostavljajući Cys121 slobodnim, ali zaštićenim. Petlje koje povezuju B i C, D i E i F i G β-

nizove su relativno kratke, dok su one koje povezuju A i B, C i D, E i F i G i H nizove duţe i 

fleksibilnije (Edwards i Jameson, 2014). Kristalne strukture A i B izoformi su sliĉne. MeĊutim, iako 

se razlikuju u samo dve aminokiseline, fine strukturne razlike izmeĊu izoformi za posledicu imaju 

suptilne razlike u njihovim funkcionalnim osobinama. Naime, supstitucija Asp64 glicinom dovodi 

do izmenjene konformacije CD petlje. Kako se aminokiselinski ostatak 64 nalazi na površini 

molekula, to za posledicu ima smanjenu rastvorljivost i povećanu sklonost izoforme A ka 

oligomerizaciji i geliranju. Iako supstitucija Val118 alaninom, koja se dešava u zaklonjenom βH 

nizu, ne dovodi do znaĉajnijih strukturnih promena, praznina nastala supstitucijom voluminoznijeg 

izopropil supstituenta manjom metil grupom je entropijski povoljnija i dovodi do labavije strukture 
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hidrofobnog jezgra, koja je moţda razlog za manju termalnu stabilnost izoforme B BLG-a (Qin et 

al., 1999). 

 
Slika 10. Shematski prikaz trodimenzionalne strukture β-laktoglobulina. Pozicije disulfidnih 

veza (Cys66–Cys160 i Cys106–Cys119), slobodnog ostatka cisteina (Cys121), triptofanskih ostataka 

(Trp19 i Trp61) i devet β-nizova (A-I) naznaĉene su u strukturi  (preuzeto iz Yagi et al., 2003). 

Premda u nativnim uslovima BLG dominantno sadrţi β-ploĉice, interesantno je postojanje 

intermedijera sa delimiĉno α-helikoidnom strukturom tokom uvijanja i razvijanja proteina. Naime, 

Širaki i saradnici su opisali kooperativan konformacioni prelaz β-ploĉica u α-helikse u prisustvu 10-

20% 2,2,2-trifluoretanola (Shiraki et al., 1995), a ova neobiĉna preferencija BLG-a ka helikoidnoj 

strukturi je uoĉena i u prisustvu metanola, etanola i 2-propanola (Dufour et al., 1993). Štaviše, 

predviĊanja sekundarnih struktura ukazuju na to da BLG i njegovi peptidni fragmenti imaju 

intrinziĉnu sklonost ka formiranju α-heliksa koja je uslovljena lokalnim interakcijama. MeĊutim, u 

sluĉaju BLG-a, iako lokalne interakcije favorizuju strukturu α-heliksa, u nativnoj strukturi je 

konformacija β-ploĉica stabilizovana interakcijama udaljenih aminokiselinskih ostataka (Hamada et 

al., 1995; Kuroda et al., 1996). Uzimajući navedeno u obzir, hipoteza Hamade i saradnika je da se 

uvijanje BLG-a odvija prema nehijerarhijskom mehanizmu, u kom se pre formiranja nativnih β-

ploĉica akumuliraju intermedijeri sa nenativnom α-helikoidnom strukturom (Hamada et al., 1996). 

Iako su proteini lipokalinske familije strukturno sliĉni, odlikuje ih razliĉito ponašanje u 

uslovima promene pH ili nekog drugog faktora sredine (Barteri et al., 2000). BLG je izuzetno 

stabilan u kiseloj sredini, tako da i na pH 2 zadrţava nativnu konformaciju (Fogolari et al., 1998; 

Kuwata et al., 1999), što je ujedno osnov njegove rezistentnosti na digestiju pepsinom, o ĉemu će 

više reĉi biti kasnije. Naime, CD spektroskopijom u bliskoj UV oblasti, pokazano je da, iako su 

signali poreklom od aromatiĉnih aminokiselina nešto manjeg intenziteta na pH 2 u poreĊenju sa 

neutralnim pH, izoforma A BLG-a ima oĉuvanu tercijarnu strukturu na kiselom pH. CD 

spektroskopija u dalekoj UV oblasti dodatno potkrepljuje tvrdnje o stabilnosti BLG-a u kiseloj 

sredini, jer na pH 2 BLG u potpunosti zadrţava sekundarnu strukturu. Sa druge strane, na pH 9 je u 

potpunosti oĉuvana tercijarna struktura izoforme A BLG-a, ali dolazi do blagog povećanja signala 

na 208 nm u dalekoj UV oblasti, što je indikacija blagog povećanja sadrţaja α-heliksa na raĉun 

smanjenja β-ploĉica (Barteri et al., 2000).  

Obe dominantne izoforme BLG-a podleţu pH-zavisnim konformacionim promenama u 

oblasti pH od 6,5 do 7,5, takozvanim Tanfordovim prelazima. Ove konformacione promene 

povezuju se sa neobiĉnim ostatkom Glu89, koji se nalazi unutar fleksibilne EF petlje i ĉija 

karboksilna grupa ima pKa 7,3 (umesto 4,5). Rendgenskom strukturnom analizom je utvrĊeno da na 

pH 6,2 EF petlja „zatvara― hidrofobnu unutrašnjost β-burenceta, zaklanjajući ostatak Glu89. Na pH 

8,1, ova petlja podleţe konformacionoj promeni koja je udaljava od β-burenceta, pa prethodno 

zaklonjen ostatak glutaminske kiseline postaje izloţeniji i u obliku karboksilatnog jona. Ova pH-

zavisna kontrola pristupa unutrašnjosti β-burenceta BLG-a bi mogla da ima i funkcionalne 

implikacije. Zatvorena unutrašnjost BLG-a štiti ligande BLG-a u kiselim uslovima u ţelucu, dok 
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otvaranje kaliksa na baznijim pH vrednostima dozvoljava oslobaĊanje liganada BLG-a, ĉime se 

omogućava njihova apsorpcija (Qin et al., 1998). 

2.2.1.3. Kvaternarna struktura β-laktoglobulina 

Asocijacija i formiranje oligomera BLG-a zavisi od pH sredine, temperature i jonske sile 

rastvora, pa se, u zavisnosti od ovih uslova, BLG u rastvoru nalazi u monomernoj, dimernoj ili 

oktamernoj formi, dok u prisustvu trifluoroetanola i uree gradi amiloidne fibrile.  

Pri fiziološkim uslovima (neutralno pH i koncentracija BLG-a >50 µM), BLG je 

dominantno u obliku nekovalentnih dimera. Iako samo 6% površine monomera uĉestvuje u 

formiranju dimera, ĉak 12 intermolekulskih vodoniĉnih veza i 2 elektrostatiĉke interakcije 

uĉestvuju u graĊenju dimera BLG-a (Gottschalk et al., 2003). Dimer BLG-a je stabilizovan 

vodoniĉnim vezama koje uspostavljaju aminokiselinski ostaci susednih AB petlji koje se nalaze na 

površini molekula proteina (8 vodoniĉnih veza), kao i sa 4 vodoniĉne veze izmeĊu βI nizova dvaju 

monomera (Slika 11) (Sakurai et al., 2001). Pored toga, upostavljaju se elektrostatiĉke interakcije 

(soni mostovi) izmeĊu susednih AB petlji interakcijama pozitivno naelektrisanih ostataka Arg40 i 

negativno naelektrisanih ostataka Asp33 koje su znaĉajne za stabilizaciju dimera (Sakurai i Goto, 

2002). 

Sniţavanjem pH ispod izoelektriĉne taĉke (pI=5,1-5,2), formiraju se proteinski agregati. 

Naime, izmeĊu pH 5,1 i pH 3,7 izoforma A BLG-a ima oktamernu strukturu, na pH vrednostima 

ispod 3,7 ponovo je u obliku dimera, dok na pH vrednostima ispod 3 dimer BLG-a disosuje na 

monomere. U opsegu pH vrednosti 5,1-7,5 BLG je u obliku dimera, dok u oblasti pH 7,5-8 podleţe 

reverzibilnoj transformaciji u monomerni oblik. U alkalnim uslovima, iznad pH 8, BLG A je 

monomer, ali podleţe sporoj, ireverzibilnoj denaturaciji, koja se ubrzava na pH 9,7 (Pessen et al., 

1985; Sakurai et al., 2001). Vaţno je napomenuti da u oblasti pH 3,7-5,1 izoforma B BLG-a ne 

gradi oktamere, već dimere (Timasheff i Townend, 1961). 

 

 
Slika 11. Interagujuća površina izmeĊu dva monomera u dimeru BLG-a dobijena rendgenskom strukturnom 

analizom. Prikaz boĉno (A) i odozgo (B) u odnosu na βI niz. Na slici su prikazani i pogledi izbliza na AB petlju i βI niz 

na kojima se vide vodoniĉne veze koje uĉestvuju u interakcijama monomera (preuzeto i modifikovano iz Sakurai et al., 

2001).  

 

Varijabilnost kvaternatne strukture BLG-a rezultat je delikatne ravnoteţe izmeĊu 

hidrofobnih i elektrostatiĉkih interakcija i vodoniĉnih veza, na koju, pored pH vrednosti, utiĉu 

jonska sila rastvora i temperatura. Kako konstanta dimerizacije nije velika (~ 5 × 10
4
 M

-1 
na pH 

6,5), udeo monomera se povećava pri manjoj koncentraciji poteina (Sakai et al., 2000), pa nije 

iznenaĊujuće da na pH vrednostima manjim od 3 u uslovima niske jonske sile dolazi do disocijacije 

dimera u monomere (Sakurai et al., 2001). Na ravnoteţu monomer-dimer na pH 3 utiĉe suptilan 
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balans izmeĊu hidrofobnih interakcija na dodirnoj površini monomera, koje favorizuju formiranje 

dimera, i elektrostatiĉkih odbijanja izmeĊu pozitivno nalektrisanih monomera, što favorizuje 

disocijaciju dimera u monomerni oblik. Dodatak soli, odnosno kontra jona, smanjuje elektrostatiĉko 

odbijanje i dovodi do stabilizacije dimera hidrofobnim interakcijama. Mehanizam stabilizacije BLG 

dimera indukovane solima na pH 3 sliĉan je mehanizmu solima-indukovane stabilizacije 

konformacije stopljene globule u uslovima kisele denaturacije proteina (Sakurai et al., 2001). Za 

formiranje dimera na neutralnom pH od krucijalnog znaĉaja su elektrostatiĉke interakcije izmeĊu 

pozitivno naelektrisanih ostataka Arg40 i negativno naelektrisanih ostataka Asp33 unutar AB petlji, 

pa se mutacijama ovih aminokiselinskih ostataka moţe uticati na ravnoteţu monomer-dimer na 

neutralnom pH (Sakurai i Goto, 2002). Pokazano je i da hemijske modifikacije slobodne tiolne 

grupe Cys121 koji se nalazi u sklopu βH niza, koja je u potpunosti zaklonjena C-terminalnim α-

heliksom, smanjuju konstantu dimerizacije BLG-a. Naime, modifikacija zaklonjene tiolne grupe 

Cys121 reakcijom sa 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoevom kiselinom) (DTNB) na pH 7,5 dovodi do 

znaĉajne destabilizacije hidrofobnog jezgra BLG-a i interagujuće površine monomera u dimeru 

BLG-a, te protein na pH 7,5 ima strukturu stopljene globule. Sve ovo za rezultat ima disocijaciju 

dimera BLG-a u monomer (Sakai et al., 2000). Ne sme se zaboraviti ni znaĉajan uticaj temperature, 

pa je tako na pH 4,7, blizu izoelektriĉne taĉke BLG-a, u odsustvu soli i pufera, pri koncentraciji 

0,74 mM i 0,84 mM i na temperaturi 27 ˚C, BLG A gotovo u potpunosti u dimernom obliku. 

Sniţavanjem temperature, dolazi do asocijacije BLG A dimera u oktamere (Gottschalk et al., 2003). 

2.2.1.4. Uticaj temperature na ponašanje β-laktoglobulina 

 

Termiĉki indukovane promene BLG-a, kao glavnog proteina surutke, imaju znaĉajan uticaj 

na funkcionalne karakteristike mleĉnih proizvoda u procesima obrade hrane. Izolati i koncentrati 

surutke, ĉiji je sadrţaj BLG-a najmanje 50%, tokom obrade hrane, u uslovima povišene temperature 

ili povišenog pritiska, grade gelove koji mogu biti od znaĉaja za funkcionalne osobine hrane 

(Creamer et al., 2004a). Zagrevanjem rastvora koncentrata surutke (100 g/kg, pH 6,8) na 75 ˚C 

nastaju homodimeri BLG-a, ALA i BSA povezani disulfidnim vezama, kao i disulfidnom vezom 

povezani heterodimerni adukti ALA i BLG-a ili ALA i BSA (Havea et al., 2001), dok zagrevanjem 

mleka nastaju i agregati BLG-a i κ-kazeina povezani disulfidnom vezom (Lowe et al., 2004), 

posebno pri visokim temperaturama (100 ili 120 ˚C tokom 120 s i 140 ˚C tokom 5 s) u kojima 

takoĊe nastaju i agregati sa αs2-kazeinom, koji se ne uoĉavaju na niţim temperaturama (85-90 ˚C) 

usled manje izloţenosti disulfida αs2-kazeina (Patel et al., 2006). Nativnom i dvodimenzionalnom 

poliakrilamidnom gel elektroforezom termiĉki procesovanog mleka je pokazano da 90% 

monomerne forme BLG-a nestaje na raĉun agregata velikih molekulskih masa, što nije sluĉaj sa 

ALA, pa se BLG smatra svojevrsnim markerom termalnog procesovanja mleka (Chen et al., 2005).  

Za proces agregiranja BLG-a izazvanog termiĉkim tretmanom hrane znaĉajne su kako 

nenativne intermolekulske disulfidne veze nastale reakcijama izmena disulfida, tako i 

intermolekulski nekovalentni agregati, za koje se smatra da prethode formiranju intermolekulskih 

disulfidnih veza (Creamer et al., 2004a). Mutanti BLG-a (L104C i A132C) koji sadrţe dodatni 

ostatak cisteina, pozicioniran tako da moţe da gradi disulfidnu vezu sa slobodnim ostatkom 

Cys121, povećavaju taĉku topljenja proteina za 8-10 ˚C i rezistentni su na agregiranje izazvano 

temperaturom (Cho et al., 1994). Pored toga, BLG zagrevan u prisustvu N-etilmaleimida, reagensa 

koji blokira ostatke cisteina, iako formira nekovalentne agregate velikih molekulskih masa, ne moţe 

da formira agregate povezane disulfidnim vezama (Hoffmann i van Mil, 1997), što ukazuje na 

znaĉaj Cys121 u agregiranju BLG-a. Naime, smatra se da je prvi efekat povišene temperature 

disocijacija nativnih BLG dimera u monomere, nakon koje dolazi do delimiĉnog razvijanja BLG 

monomera uz gubitak ureĊene strukture, ĉime slobodna sulfhidrilna grupa Cys121 postaje izloţenija 

rastvaraĉu i dostupnija za interakciju sa disulfidnom vezom Cys106–Cys119. Tom prilikom dolazi 

do reverzibilne izmene disulfidnih veza, pa nastaje disulfidna veza Cys106–Cys121, a sulfhidrilna 

grupa Cys119 postaje slobodna (Croguennec et al., 2003). Ovaj „aktivirani― monomer promoviše 
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dalje reakcije oligomerizacije i agregiranja proteina, kojima nastaju duţi polimeri sa drugim 

proteinima koji sadrţe disulfidne veze, kao što je ALA. Iako se generalno smatra da su u nativnom 

proteinu ili Cys121 ili Cys119 slobodni, Krimer i saradnici su pokazali da je u zagrevanom uzorku 

BLG-a oko 35% Cys160 redukovano, što implicira da bilo koji od pet ostataka cisteina moţe da ima 

slobodnu tiolnu grupu (Creamer et al., 2004a). Dok monomer BLG-a sa slobodnim Cys121 

promoviše formiranje intermedijernih oligomera (dimera, trimera, tetramera) koji brzo interaguju, 

formirajući agregate velikih molekulskih masa u prisustvu kalcijum-hlorida i, u manjem obimu, u 

prisustvu natrijum-hlorida, nenativni monomer BLG sa slobodnim Cys119 zauzima konformaciju 

koja usporava agregiranje BLG-a na pH 6,6 i 85 ˚C. Izoforme A i B BLG-a pokazuju suptilne 

razlike u brzini denaturacije/agregacije indukovane temperaturom, pri ĉemu izoforma B pokazuje 

nešto veću brzinu reakcije (Croguennec et al., 2004). Na neutralnom pH (6,8) i u odsustvu 

haotropnih agenasa, u uslovima u kojima je BLG u dimernom obliku, denaturacija BLG-a je 

dvostepeni proces kog karakteriše postojanje dva strukturna domena razliĉite termalne stabilnosti 

koji se, kako je pokazano diferencijalnom skenirajućom kalorimetrijom, razvijaju nezavisno jedan 

od drugog. Pri niţim temperaturama, dolazi najpre do ireverzibilne denaturacije helikoidnog 

regiona BLG-a koji je bitan za stabilizaciju dimerne strukture. Denaturacija ovog regiona nezavisna 

je od koncentracije proteina. Nakon disocijacije dimera u monomer, dolazi do dalje denaturacije 

BLG-a. Najstabilniji domen BLG-a je onaj koji sadrţi zaklonjen ostatak Trp19. Ovaj region leţi na 

dnu ligand-vezujuće šupljine i ĉini ga klaster veoma hidrofobnih aminokiselinskih ostataka 

(ukljuĉujući Tyr99, Tyr102 i Val115) koji se nalaze unutar regiona petlji (Fessas et al., 2001).  

Proces termalne denaturacije BLG-a je kompleksan i na njega utiĉu mnogi faktori, poput 

pH, koncentracije proteina, jonske sile, zastupljenosti BLG izoformi i prisustva liganda.  

Podloţnost BLG-a termalnoj denaturaciji u pH opsegu 6,7-8 veoma je zavisna od 

koncentracije, dok na kiselim pH vrednostima koncentracija proteina ne utiĉe znaĉajno na stabilnost 

proteina. Na pH vrednostima 6,75 i pri koncentracijama manjim od 50 mg/ml,  koncentracija BLG-

a znaĉajno utiĉe na termalnu stabilnost proteina, pokazujući minimalnu taĉku topljenja pri 

koncentraciji od 25 mg/ml, uz povećanje taĉke topljenja sa sniţavanjem koncentracije proteina 

ispod 25 mg/ml. Nasuprot tome, pri koncentracijama većim od 50 mg/ml, uticaj koncentracije 

proteina na termalnu stabilnost je mnogo manji, pri ĉemu sa povećanjem koncentracije dolazi do 

povećanja taĉke topljenja proteina. Na pH vrednosti 8,05, BLG pokazuje sliĉnu zavisnost 

temperature topljenja od koncentracije proteina kao i na pH 6,75, sa tom razlikom da su izmerene 

taĉke topljenja niţe za 6-9 ˚C (Qi et al., 1995).  

Sniţavanje pH vrednosti (Kella i Kinsella, 1988) ili dodavanje liganada ĉije je vezivno 

mesto u hidrofobnoj unutrašnjosti β-burenceta BLG-a (Considine et al., 2005) moţe dovesti do 

stabilizacije proteina prema denaturaciji izazvanoj temperaturom. Sniţavanjem pH vrednosti 

rastvora od pH 7,5 do pH 1,5, dolazi do progresivnog povećanja batohromnog (crvenog) pomeranja 

u diferencijalnim UV spektrima BLG-a, koji ukazuje na promenu poloţaja hromofora iz polarnog u 

nepolarnije okruţenje, najverovatnije kao rezultat kompaktnije strukture i manje konformacione 

fleksibilnosti proteina na kiselim pH vrednostima. Na neutralnim pH vrednostima, denaturacija 

BLG-a postaje ireverzibilna na temperaturama iznad 65 ˚C, dok se sa sniţavanjem pH vrednosti 

taĉka topljenja povećava, te na pH 1,5 dostiţe vrednost od 83,3 ˚C (Kella i Kinsella, 1988).  

Vezivanjem liganada za hidrofobnu unutrašnjost β-burenceta BLG-a povećava se 

temperaturna stabilnost proteina, pri ĉemu ligandi koji se jaĉe vezuju za BLG, kao što su palmitat i 

SDS, imaju veći uticaj na temperaturnu stabilnost proteina, dok retinol manje stabilizuje protein, 

najverovatnije zbog manjeg afiniteta za vezivno mesto. Povećanje stabilnosti BLG-a reflektuje se 

povećanjem temperature topljenja i smanjenom sklonošću proteina ka agregiranju (Considine et al., 

2005). Sliĉan stabilišući efekat na temperaturnu denaturaciju BLG-a pokazuju konjugovana linolna 

kiselina i miristinska kiselina, ĉije dodavanje usporava formiranje agregata BLG-a velikih 

molekulskih masa (Considine et al., 2007).  

Uticaj temperature na ponašanje BLG-a zavisi i od zastupljenosti izoformi. Literaturni 

navodi o razlikama u temperaturnoj stabilnosti dominantnih izoformi BLG-a su opreĉni, pa nemali 
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broj autora prijavljuje veću stabilnost izoforme A (Hill et al., 1996; Manderson et al., 1999; Qin et 

al., 1999), dok pojedini opisuju veću stabilnost izoforme B (Boye et al., 2004; McSwiney et al., 

1994). Kao moguće objašnjenje za razlike u rezultatima neki autori navode razliĉite 

eksperimentalne uslove rada (koncentracija proteina, pH, jonska sila, brzina snimanja) (McSwiney 

et al., 1994; Qi et al., 1995). Premda izoforma B pokazuje veću termalnu stabilnost od izoforme A u 

radu Bojea i saradnika, njena taĉka topljenja i sekundarne strukture su pod većim uticajem malih 

molekula koji utiĉu na strukturu proteina (poput SDS-a, cisteina, N-etilmaleimida) nego što je to 

sluĉaj sa izoformom A, što je moţda posledica krhkije strukture izoforme B. Veću termalnu 

stabilnost izoforme B autori pripisuju većem odnosu dimerne i monomerne forme, usled koje je 

potrebna viša temperatura za disocijaciju dimera (Boye et al., 2004).  

Funkcionalne osobine gelova nastalih zagrevanjem koncentrata surutke zavise kako od 

disulfidnih, tako i od nekovalentnih veza. Smatra se da su intermolekulske disulfidne veze zasluţne 

za gumenastu strukturu gelova, dok im nekovalentne veze daju rigidnost i krtost. PoreĊenjem 

funkcionalnih osobina gelova nastalih zagrevanjem rastvora koncentrata surutke sa onima koji 

nastaju u prisustvu SDS-a, koji spreĉava nekovalentne interakcije, ili DTT-a, koji spreĉava graĊenje 

disulfidnih veza, zakljuĉeno je da nekovalentne interakcije daju veći doprinos strukturi gelova 

nastalih zagrevanjem koncentrata surutke (Havea et al., 2004). 

2.2.1.5. Amiloidni fibrili β-laktoglobulina  

Interesantna odlika BLG-a, iako je u pitanju globularan protein, je da pri visokim 

temperaturama (>80 ˚C), na niskoj pH vrednosti (obiĉno oko pH 2) i niskoj jonskoj sili (<20 mM) 

formira amiloidne fibrile (Edwards i Jameson, 2014). Fibrili BLG-a imaju neke karakteristike 

klasiĉnih β-amiloidnih fibrila, kao što je vezivanje tioflavina T (ThT), fluorescentne boje ĉiji se 

intenzitet fluorescencije povećava za nekoliko redova veliĉine nakon vezivanja za amiloidne fibrile, 

pri ĉemu dolazi do promene ekscitacionog maksimuma ThT-a sa 385 nm na 450 nm, kao i promene 

emisionog maksimuma sa 445 nm na 482 nm (Biancalana i Koide, 2010; Levine, 1993).  

Fibrilacija BLG-a, i proteina uopšte, je kompleksan proces koji zavisi od mnogo faktora. Na 

niskim pH vrednostima, ravnoteţa monomer–dimer je pomerena u stranu monomera, a taĉka 

topljenja BLG-a je viša nego na neutralnim pH vrednostima. Osim toga, na pH vrednostima manjim 

od 7, smanjena je efikasnost formiranja disulfidnih veza, pa u nastalim agregatima preovlaĊuju 

nekovalentne interakcije (Schokker et al., 2000). Opšteprihvaćeni model formiranja amiloidnih 

fibrila podrazumeva nastanak oligomera proteina u koraku nukleacije, a zatim spajanje oligomera u 

protofilamente u koraku elongacije, koji zatim agregiraju u amiloidne fibrile. Zavisno od uslova 

fibrilacije, oligomeri nastaju ili delimiĉnim razvijanjem ili fragmentacijom proteina. Naime, u 

prvom sluĉaju, pod odreĊenim uslovima temperature (zagrevanje iznad taĉke topljenja) i pH, 

ravnoteţa nativnog oblika BLG-a se pomera u pravcu delimiĉno ili potpuno razvijenog proteina, 

koji je kao takav sklon formiranju umreţenih β-struktura. Ove strukture su sastavljene od β-ploĉica, 

koje se povezuju vodoniĉnim vezama ortogonalno u odnosu na peptidnu kiĉmu. Drugi mehanizam 

formiranja oligomera podrazumeva hidrolizu BLG-a u kratke peptidne fragmente, koji potom 

agregiraju (van den Akker et al., 2014). Ovi peptidi su mase izmeĊu 2 kDa i 8 kDa, a samo deo 

sekvence BLG-a ulazi u sastav fibrila, u zavisnosti od hidrofobnosti, distribucije naelektrisanja i 

sposobnosti peptida da formiraju β-ploĉice (Akkermans et al., 2008). Protofilamenti kao meĊukorak 

formiranja amiloida su dijametra oko 2,5-4 nm, a fibrili  širine oko 8 nm i duţine i do nekoliko 

mikrometara (Gosal et al., 2002; Oboroceanu et al., 2010). 

Na kinetiku formiranja fibrila i njihovu morfologiju utiĉu mnogi faktori, kao što su jonska 

sila rastvora, pH, koncentracija proteina, prisustvo organskog rastvaraĉa ili enzima i duţina 

inkubacije (Gosal et al., 2002; Loveday et al., 2010; van den Akker et al., 2011, 2014). Pri 

koncentracijama BLG-a od 5-40 mg/ml, koncentracija proteina utiĉe samo na kinetiku formiranja 

fibrila, pri ĉemu brzina agregiranja raste sa povećanjem koncentracije BLG-a, bez uticaja na 

strukturu fibrila. Korišćenjem većih koncentracija proteina (do 75 mg/ml) moţe doći do promenjene 

morfologije fibrila. Pokazano je da produţenim zagrevanjem BLG-a (16 sati) na 80 ˚C na pH 2, pri 
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koncentraciji od 30 mg/ml nastaju dugaĉki i linearni fibrili, dok su oni koji nastaju pri koncentraciji 

proteina od 75 mg/ml mnogo kraći i savijeni (nalik crvima). Pri korišćenim eksperimentalnim 

uslovima, konverzija monomera u fibrile je oko 50% pri koncentraciji proteina od 30 mg/ml, dok je 

pri koncentraciji BLG-a od 75 mg/ml ĉak 90% monomera nagradilo fibrile. Nastali fibrili ne samo 

da imaju drugaĉiju morfologiju, već imaju i razliĉite sekundarne strukture, pa su tako kratki fibrili 

izgraĊeni uglavnom od neureĊenih i/ili α-helikoidnih struktura, dok su linearni fibrili izgraĊeni od 

β-ploĉica (van den Akker et al., 2011, 2014). Kratki fibrili nalik crvima nastaju i pri koncentraciji 

natrijum-hlorida većoj od 60 mM i kalcijum-hlorida većoj od 33 mM, dok u odsustvu soli nastaju 

dugaĉki semi-fleksibilni fibrili (Loveday et al., 2010). Duţina inkubacije je još jedan znaĉajan 

faktor u nastanku fibrila BLG-a, koji utiĉe na reverzibilnost fibrilacije. Agregiranje BLG-a je 

ireverzibilno samo nakon produţenog zagrevanja. Naime, fibrili nastali zagrevanjem BLG-a na pH 

2 tokom nekoliko sati dezintegrišu se nakon hlaĊenja rastvora, dok su fibrili koji su formirani duţim 

zagrevanjem (9 sati) postojaniji. MeĊutim, ĉak i uz dugo zagrevanje rastvora BLG-a, fibrili nastaju 

u većem prinosu samo ako je koncentracija proteina iznad 25 mg/ml (Arnaudov et al., 2003).  

Premda su najbolje opisani amiloidni fibrili BLG-a koji nastaju produţenim zagrevanjem u 

kiseloj sredini, do formiranja amiloidnih fibrila i amiloidima sliĉnih struktura BLG-a moţe doći i 

primenom blaţih uslova (neutralno pH i kraće zagrevanje), kao što su jednoĉasovno zagrevanje na 

80 ˚C (Zúñiga et al., 2010) ili na 75 ˚C (Sardar et al., 2014) na pH vrednostima koje su oko 

neutralnih (7-7,5). 

Fibrili BLG-a imaju veliki potencijal za eksploataciju u industriji hrane za kontrolisanje 

tehnoloških osobina hrane, kao što su viskoznost, sklonost ka geliranju i stabilnost emulzija i pene 

(Edwards i Jameson, 2014). Proteinski fibrili BLG-a se potencijalno mogu koristiti kao zamena za 

zgušnjivaĉe na bazi polisaharida (Oboroceanu et al., 2010). 

2.2.1.6. Digestibilnost β-laktoglobulina 

Alergene hrane, za koje se smatra da mogu da senzitizuju preko gastrointestinalnog trakta, 

ĉesto odlikuje rezistentnost na gastrointestinalnu digestiju (Moreno, 2007). Evaluiranje 

digestibilnosti proteina u in vitro uslovima ranije je predlagano kao jedan od kriterijuma za 

svrstavanje nekog proteina u alergene (Astwood et al., 1996). Iako korelacija izmeĊu rezistentnosti 

na digestiju i alergenosti proteina nije uvek prisutna, stabilnost na digestiju i dalje se smatra 

relevantnim parametrom za procenu alergenog potencijala proteina (Fu et al., 2002). 

Kao što je prethodno spomenuto, BLG je protein koji je izuzetno stabilan u kiseloj sredini 

(Kuwata et al., 1999). Monomer BLG-a na pH 2 ima u potpunosti oĉuvanu strukturu β-burenceta, 

koja se skoro u potpunosti poklapa sa strukturom dimera na fiziološkom pH. U poreĊenju sa 

strukturom proteina na pH 7, regioni petlji i terminalni segmenti proteina su delimiĉno neureĊeni na 

pH 2, a uoĉavaju se i razlike na dodirnoj površini β-burenceta i α-heliksa. Ove fine strukturne 

razlike utiĉu na elektrostatiĉke osobine BLG-a, posebno u oblasti oko otvorenog kraja β-burenceta i 

na dodirnoj površini α-heliksa i FG petlje, i najverovatnije imaju ulogu u moduliranju uloge BLG-a 

kao transportera negativno naelektrisanih liganada (Fogolari et al., 1998). Tek na pH 0,9 BLG 

pokazuje odreĊene promene tercijarne strukture, dok je sekundarna struktura ĉak i na ovako niskim 

pH vrednostima skoro u potpunosti oĉuvana (Taulier i Chalikian, 2001). Zbog svoje stabilne, 

globularne tercijarne strukture, bogate β-ploĉicama, koju zauzima na niskom pH, i prisustva 

naelektrisanih i polarnih aminokiselina, BLG je otporan na gastriĉnu digestiju (Teng et al., 2015). 

Sa povećanjem pH, BLG prolazi kroz nekoliko konformacionih promena (Qin et al., 1998; Taulier i 

Chalikian, 2001), koje ga ĉine podloţnim na digestiju pankreatinom (Schmidt et al., 1995).  

Digestibilnost BLG-a analizirana je u mnogim in vitro digestionim modelima koji koriste 

fiziološki relevantne pH vrednosti i masene odnose enzima i proteina, imitiraju interakcije sa 

fiziološkim surfaktantima, kao što su fosfatidilholin i ţuĉne soli, ili uzimaju u obzir specifiĉnosti 

gastrointestinalnog trakta dece, kao što su niţa pH vrednost u ţelucu i manja aktivnost pepsina 

(Moreno, 2007). Rezistentnost BLG-a na aktivnost pepsina potvrĊena je u mnogim studijama, kako 

in vitro, tako i in vivo, dok stepen njegove degradacije u duodenalnim uslovima veoma zavisi od 
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masenog odnosa enzima i proteina i prisustva i koncentracije fizioloških surfaktanata, kao što su 

fosfatidilholin i ţuĉne soli (Astwood et al., 1996; Fu et al., 2002; Kitabatake i Kinekawa, 1998; 

Mandalari et al., 2009; Schmidt et al., 1995; Takagi et al., 2003; Thomas et al., 2004). U jednoj od 

tih studija, RP-HPLC (reverzno-fazna teĉna hromatografija visokih performansi, od engl. reversed-

phase high-performance liquid chromatography) analizom digesta dobijenog nakon 60 min 

digestije BLG-a pepsinom na 37 ˚C (pH 2,1 i aktivnost pepsina 182 U/mg BLG-a), a zatim 

tripsinom i himotripsinom još 30 min (pH 6,5, aktivnost tripsina 34,5 U/mg BLG-a, aktivnost 

himotripsina 0,49 U/mg BLG-a), primećeno je prisustvo intaktnog proteina u pepsinskom digestu, 

dok je izlaganje duodenalnim enzimima dovelo do potpune degradacije BLG-a, što je potvrĊeno i 

progresivnim smanjenjem vezivanja IgE antitela iz seruma pacijenata alergiĉnih na mleko tokom 

trajanja digestije (Benedé et al., 2014). MeĊutim, rezistentnost BLG-a na intestinalnu digestiju 

veoma je zavisna od prisustva lipida. Fosfatidilholin, fiziološki relevantan surfaktant, znaĉajno 

povećava rezistentnost BLG-a na duodenalnu digestiju, najverovatnije tako što, vezivanjem za 

BLG, sternim smetnjama spreĉava aktivnost proteaza, ukazujući na to da je u fiziološki relevantnim 

uslovima BLG rezistentan i na gastriĉnu i na duodenalnu digestiju (Mandalari et al., 2009). 

Vezivanje i nekih drugih liganada moţe uticati na smanjenje mobilnosti polipeptidnog lanca BLG-

a, što za posledicu ima smanjen pristup proteazama i povećanu rezistentnost na proteolizu, pa tako 

vezivanje palmitata za BLG povećava njegovu rezistenciju na digestiju tripsinom (Creamer et al., 

2004b; Puyol et al., 1993). Na podloţnost digestiji tripsinom utiĉe i zastupljenost izoformi BLG-a, 

pri ĉemu brzina hidrolize tripsinom opada u skladu sa strukturnom stabilnošću izoformi sledećim 

redosledom: BLG A > BLG B > BLG C (Creamer et al., 2004b). 

2.2.1.7. Beta-laktoglobulin kao alergen hrane 

Kako je BLG lako dostupan izvor esencijalnih aminokiselina, a istovremeno poseduje brojne 

poţeljne tehno-funkcionalne karakteristike, on predstavlja ĉesto korišćen sastojak u prehrambenoj 

industriji. MeĊutim, alergija na kravlje mleko je najĉešća alergija na hranu u Evropi, gledajući sve 

starosne grupe (Spolidoro et al., 2023). Uĉestalost alergije na mleko u Evropi je 0,54% u uzrastu do 

dve godine, sa nacionalnom uĉestalošću koja varira od manje od 0,3% u Litvaniji, Nemaĉkoj i 

Grĉkoj do 1% u Holandiji i Ujedinjenom Kraljevstvu. Više od polovine dece koja pate od alergije 

na mleko ima IgE-om posredovanu alergiju na mleko. Iako je za odojĉad bez detektabilnih IgE 

antitela u serumu najverovatnije da će godinu dana nakon dijagnoze postati tolerantni na kravlje 

mleko, samo polovina onih sa IgE antitelima u serumu „preraste― alergiju na kravlje mleko u tom 

periodu (Schoemaker et al., 2015). Nešto više od 36% pacijenata sa IgE-om posredovanom 

alergijom na kravlje mleko reaguje upravo na BLG, koji se prema nomenklaturi alergena naziva još 

i Bos d 2. Iako mnogo veći broj pacijenata reaguje na kazeine, posebno α-kazein i β-kazein (64,6% i 

75,2%, redom) (Shek et al., 2005), kod pacijenata kod kojih se kliniĉka manifestacija alergije na 

kravlje mleko ispoljava iskljuĉivo kroz gastrointestinalne probleme, a ne sistemskom anafilaksom, 

dominantan je serumski IgE upravo na BLG (Poza-Guedes et al., 2016). Zbog svoje stabilnosti u 

kiseloj sredini, BLG je rezistentan na digestiju u ţelucu, pa do intestinalne mukoze moţe dospeti 

gotovo intaktan, što, zajedno sa njegovim odsustvom iz humanog mleka, doprinosi njegovoj 

alergenosti.  

Alergene osobine BLG-a su dobro prouĉene i njegovi IgE-reaktivni epitopi su 

okarakterisani. Najveći broj studija bavio se karakterizacijom linearnih IgE-vezujućih epitopa BLG-

a, korišćenjem hemijskih ili enzimskih hidrolizata BLG-a, ili, pak, sintetiĉkih peptida. Järvinen i 

saradnici su 2001. godine sproveli studiju u kojoj su sintetisali 77 dekapeptida, meĊu kojima se dva 

susedna preklapaju u 8 aminokiselinskih ostataka, a svi zajedno pokrivaju kompletnu sekvencu 

BLG-a. Reaktivnost ovih peptida prema IgE antitelima ispitivana je korišćenjem seruma 11 

pacijenata uzrasta od 4-18 godina sa perzistentnom alergijom na kravlje mleko (IgE > 100 kUA/l) i 

seruma 8 pacijenata mlaĊih od 3 godine, za koje je bilo verovatno da će prerasti alergiju na kravlje 

mleko (IgE < 30 kUA/l). Prisustvo IgE antitela specifiĉnih za veći broj epitopa bi moţda moglo da 

posluţi kao marker perzistentne alergije na kravlje mleko. Naime, 7 IgE-reaktivnih BLG 
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fragmenata identifikovano je korišćenjem pojedinaĉnih seruma pacijenata sa perzistentnom 

alergijom na kravlje mleko. U pitanju su linearni IgE-reaktivni epitopi koji odgovaraju regionima 

75-86, 127-144, 47-60, 67-78, 141-152, 31-48 i 1-16 BLG-a, koje prepoznaje, redom, 10, 9, 8, 6, 6, 

5 i 4 pacijenata od ukupno 11 testiranih. MlaĊi pacijenti, za koje je verovatno da će prerasti alergiju 

na kravlje mleko i ĉiji zbirni serum je korišćen u studiji, prepoznali su 3 od ovih glavnih 7 IgE-

reaktivnih epitopa, i to regione 49-60, 129-138 i 143-152. Dodatno je serum mlaĊih pacijenata 

prepoznao epitop koji odgovara regionu 119-128 BLG-a, koji je pokazao slabo vezivanje za serume 

starijih pacijenata i prema tome nije bio definisan kao glavni epitop (Järvinen et al., 2001). Mada 

razliĉite nauĉne studije donekle pokazuju sliĉnost u identifikovanim IgE-reaktivnim epitopima 

BLG-a (iako se uĉestalost IgE antitela specifiĉnih za odreĊene epitope razlikuje od studije do 

studije) (Adams et al., 1991; Sélo et al., 1999), nije retkost da se oni razlikuju, pa su tako Cerecedo i 

saradnici kao peptidne regione BLG-a koje prepoznaje više od 75% pacijenata sa IgE-om 

posredovanom alergijom na mleko identifikovali regione 58-77, 76-95 i 121-140. MeĊutim, samo je 

region 58-77 pokazao statistiĉki znaĉajnu razliku u prepoznavanju od strane grupe pacijenata sa 

pozitivnim rezultatima oralne provokacije hranom (tzv. reaktivna grupa) u odnosu na grupu 

pacijenata sa tolerancijom na mleko (tzv. tolerantna grupa), sa 81,3% reaktivnih pacijenata ĉiji 

serum prepoznaje ovaj peptidni fragment, u odnosu na 40% tolerantnih koji ga takoĊe prepoznaje 

(Cerecedo et al., 2008). Sliĉno tome, Cong i saradnici, u studiji u kojoj su sintetisali 30 

preklapajućih peptida duţine 15 aminokiselina (susedni peptidi su pomereni za 5 aminokiselina) i 

ispitivali njihovu reaktivnost sa serumima odojĉadi, kao glavne linearne epitope BLG-a opisuju 

ĉetiri regiona BLG-a koji odgovaraju fragmentima 17-31, 72-86, 92-106 i 152-166, od kojih se 

samo region 72-86 delimiĉno poklapa sa glavnim epitopom opisanim u studiji Järvinena i 

saradnika. Mesto-dirigovanom mutagenezom su kao kljuĉni aminokiselinski ostaci za IgE 

prepoznavanje identifikovani Thr20, Met23 i Asp27 ovih epitopa. Ispitivanje znaĉaja pojedinaĉnih 

aminokiselinskih ostataka za alergenost proteina znaĉajno je za dizajn rekombinantnih proteina za 

primenu u imunoterapiji (Cong i Li, 2012). Mapiranjem IgE-vezujućih peptida dobijenih in vitro 

gastriĉnom i gastroduodenalnom digestijom BLG-a uoĉeno je poklapanje ili delimiĉno preklapanje 

ovih peptida sa prethodno identifikovanim IgE epitopima. Premda je rezidualna IgE reaktivnost 

ovih digesta zanemarljiva u odnosu na IgE reaktivnost ĉistog proteina, ne sme se zaboraviti uticaj 

drugih komponenti hrane na gastrointestinalnu stabilnost individualnih alergena mleka i, 

poslediĉno, njihovu imunogenost (Benedé et al., 2014). Iako su za kliniĉku manifestaciju alergije na 

hranu podjednako znaĉajni i linearni i konformacioni epitopi, mnogo je manje mapiranih 

konformacionih epitopa BLG-a. Baza podataka eksperimentalno mapiranih B-ćelijskih i T-ćelijskih 

epitopa je u 2018. godini brojala 3986 linearnih i 87 konformacionih epitopa alergena (Breiteneder, 

2018). Ne sme se zaboraviti ni uticaj procesovanja hrane na alergenost, pa tako zagrevanjem izolata 

proteina surutke na temperaturama do 90 ˚C dolazi do znaĉajnog povećanja antigenosti, 

najverovatnije usled izlaganja prethodno zaklonjenih epitopa. S druge strane, zagrevanjem na 

temperaturama višim od 90 ˚C dolazi do agregiranja proteina i smanjenja alergenosti, kao posledica 

gubitka konformacionih i maskiranja linearnih epitopa (Kleber et al., 2004). 

2.2.1.8. Interakcije β-laktoglobulina i malih molekula 

Kao što je već spomenuto, BLG ima sposobnost vezivanja velikog broja hidrofobnih 

liganada, kao što su retinol, masne kiseline, trigliceridi, vitamin D, holesterol i fenolna jedinjenja 

(Kontopidis et al., 2004; Sawyer, 2003; Teng et al., 2015). Premda se u in vitro uslovima retinol 

vezuje za BLG, u mleku se retinol dominantno vezuje za masne globule u obliku estara masnih 

kiselina (Jensen, 1995; Keenan i Patton, 1995). Masne kiseline su najzastupljeniji endogeni ligandi 

BLG-a. Izolovani BLG iz mleka krave ima oko 0,7 mol endogenih masnih kiselina po molu 

monomera proteina. Najzastupljenije masne kiseline meĊu njima su palmitinska (31-35%), oleinska 

(22-23%) i miristinska (14-17%), koje zajedno ĉine 66-75% ukupnih masnih kiselina vezanih za 

BLG u mleku (Pérez et al., 1989). U in vitro uslovima, jaĉina vezivanja masnih kiselina za BLG je 

reda veliĉine 10
7
 M

-1 
na neutralnom pH i zavisi od duţine lanca, pa se masne kiseline sa 12 ili 
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manje ugljenikovih atoma slabo vezuju, dok se one sa 16 ili 18 ugljenikovih atoma jaĉe vezuju za 

hidrofobno jezgro. Za vezivanje negativno naelektrisanih liganada, kao što je palmitinska kiselina, 

od znaĉaja su pozitivno naelektrisani ostaci Lys60 i Lys69 koji se nalaze na ulazu u ligand-vezujuću 

šupljinu BLG-a. Molekul svinjskog BLG-a u kom je Lys69 supstituisan glutaminskom kiselinom ne 

moţe da vezuje masne kiseline (Frapin et al., 1993). Sposobnost BLG-a da vezuje masne kiseline 

iskorišćena je za upotrebu BLG-a kao emulgatora u industriji hrane (Boland, 2011; Pérez et al., 

1989; Singh, 2011). 

Pored endogenih liganada BLG-a, u in vitro uslovima pokazana je sposobnost BLG-a da 

nekovalentno vezuje brojne druge ligande, poput polifenola (Shpigelman et al., 2012; Stojadinovic 

et al., 2013), vitamina (Liang et al., 2010) i masnih kiselina (Le Maux et al., 2012, 2014), zbog ĉega 

se ĉesto razmatra kao nosaĉ bioaktivnih molekula (Teng et al., 2015).  

Kovalentnim modifikacijama BLG-a kao vidu transporta bioaktivnih liganada se tek 

odskoro pridaje veći znaĉaj. U poreĊenju sa nekovalentnim modifikacijama, kovalentne 

modifikacije su u većini sluĉajeva ireverzibilne i kao takve mogu da posluţe za pravljenje stabilnih 

konjugata, koji su manje osetljivi na promene pH i temperature do kojih dolazi tokom procesovanja 

hrane, zbog ĉega su kovalentni konjugati podesniji kao aditivi u hrani. Kovalentne modifikacije 

BLG-a se mogu desiti spontano u prirodi ili tokom procesovanja hrane u reakciji neenzimskog 

glikozilovanja (de Oliveira et al., 2016; Jiang i Brodkorb, 2012; Karbasi et al., 2021) i u reakciji sa 

elektrofilnim jedinjenjima kao što su aldehidi (Meynier et al., 2004) i hinoni (Ali et al., 2013; Sladic 

et al., 2004). 

Svega nekoliko studija se bavilo ciljanim kovalentnim modifikacijama BLG-a vezivanjem 

bioaktivnih liganada preko ostataka lizina ili cisteina. Pored reaktivne slobodne sulfhidrilne grupe, 

BLG ima i 16 reaktivnih amino grupa, jednu N-terminalnu α-amino grupu i 15 ε-amino grupa 

boĉnih ostataka lizina, koje takoĊe mogu biti kovalentno modifikovane (Morgan et al., 1999a). 

Lizinske ostatke modifikuju avaron (Sladic et al., 2004) i neki polifenoli, poput kofeinske kiseline 

(Abd El-Maksoud et al., 2018), EGCG-a (Tao et al., 2019; Wu et al., 2018) i gentizinske kiseline 

(Li et al., 2019), dok se preko ostataka cisteina za BLG vezuju šikonin (Albreht et al., 2012), 

dihidrolipoinska kiselina (Wijayanti et al., 2013), organosumporna jedinjenja alicin, tiosulfinat 

poreklom iz belog luka, i njegov stabilan degradacioni proizvod dialil-disulfid (Wilde et al., 2016a). 

Neki od bioaktivnih liganada mogu istovremeno modifikovati i ostatke lizina i ostatke cisteina, kao 

što su alil-izotiocijanat (AITC) (Keppler et al., 2014a; Rade-Kukic et al., 2011), razliĉiti molekuli 

odgovorni za aromu (Anantharamkrishnan et al., 2020) i hlorogena kiselina (Xu et al., 2019a).  

Korišćenje BLG-a kao nosaĉa bioaktivnih komponenti ne samo da povoljno utiĉe na 

stabilnost liganda i njegove senzorne osobine, kao što su nepoţeljni ukus i miris (Rade-Kukic et al., 

2011; Wilde et al., 2016b), već povoljno utiĉe i na funkcionalne osobine samog proteina. Štaviše, 

konjugati BLG-a i fenolnih jedinjenja imaju poboljšane antioksidativne osobine u poreĊenju sa 

slobodnim proteinom (Abd El-Maksoud et al., 2018; Ali et al., 2013; Tao et al., 2019) i proizvode 

stabilne pene, istovremeno popravljajući rastvorljivost i emulgujuće osobine proteina (Xu et al., 

2019a). Pored toga, i konjugati proteina i šećera mogu imati poboljšane tehno-funkcionalne osobine 

u odnosu na nemodifikovani protein. Reakcija neenzimskog glikozilovanja, poznata i kao Majarova 

reakcija, je spontana reakcija u kojoj dolazi do kovalentnog vezivanja karbonilne grupe redukujućih 

šećera (npr. laktoze, galaktoze, tagatoze) za amino grupu boĉnih ostataka lizina i arginina. To je 

jedna od najvaţnijih reakcija koja se odvija tokom procesovanja i skladištenja hrane, a proizvodi 

Majarove reakcije odgovorni su za boju, ukus i miris termiĉki obraĊene hrane (de Oliveira et al., 

2016). Neenzimskim glikozilovanjem BLG-a moţe se uticati na njegovu rastvorljivost, 

temperaturnu stabilnost, sposobnost pravljenja emulzija, stabilnost emulzija i antioksidativnu 

aktivnost, pri ĉemu tip ugljenohidratne komponente utiĉe na funkcionalne osobine konjugata 

(Chevalier et al., 2001; Chobert et al., 2006; Zhong et al., 2013). Bolje emulgujuće osobine proteina 

surutke, a time i BLG-a, na kiselim pH vrednostima mogu se dobiti modifikacijom alil-

izotiocijanatom (Keppler i Schwarz, 2017). 
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Posebno su stabilni konjugati fenolnih jedinjenja i proteina koji u svojoj strukturi sadrţe 

dodatne hemijske grupe za povezivanje (linkere), kao što su karbodiimid, tetraetilenglikol, EDC-

NHS i drugi. Jedan od takvih konjugata BLG-a i gentizinske kiseline, koji sadrţi EDC-NHS linker, 

pokazuje znaĉajno povećanu antioksidativnu aktivnost u poreĊenju sa nemodifikovanim proteinom 

(Li et al., 2019). Antioksidativna aktivnost konjugata proteina i polifenola moţe biti dodatno 

povećana polimerizacijom fenolnih jedinjenja, pa su tako Abd El-Maksud i saradnici kovalentno 

konjugovali polimer kofeinske kiseline i BLG, koji je pokazao superiorne antioksidativne osobine 

ne samo u odnosu na nemodifikovani BLG, već i u odnosu na konjugat BLG-a i monomera 

kofeinske kiseline. Osim povećane antioksidativne aktivnosti, dobijeni konjugat imao je povećanu 

rastvorljivost u vodi i veću termalnu stabilnost u odnosu na nemodifikovani protein (Abd El-

Maksoud et al., 2018). U literaturi su opisani i ternarni konjugati BLG-a i drugih molekula, kojima 

se nastoji postići dodatno poboljšanje i proširivanje funkcije proteina. Takav je, na primer, ternarni 

konjugat BLG-a, ferulinske kiseline i hitozana, dobijen posredstvom lakaze. Binarni konjugat 

hitozana i ferulinske kiseline, dobijen reakcijom kuplovanja na bazi karbodiimida, konjugovan je u 

sledećoj reakciji za BLG posredstvom lakaze. Dobijeni konjugat ima povećanu antioksidativnu 

aktivnost i termalnu stabilnost u odnosu na nemodifikovani protein (Wang et al., 2019).  

Proteini kovalentno derivatizovani polifenolnim jedinjenjima mogu imati izmenjenu 

digestibilnost gastrointestinalnim proteazama. Efekat fenolnog derivata na digestibilnost proteina 

rezultat je mnogih faktora, ukljuĉujući aminokiselinski sastav proteina, mesto modifikacije, 

strukturu proteina i efekat derivatizacije fenolnim jedinjenjem na strukturu proteina, pa efekat na 

digestibilnost moţe biti dvojak (Ćirković Veliĉković i Stanić‐Vuĉinić, 2018). Dok se konjugati 

proteina surutke i nekih fenolnih jedinjenja (ferulinska, hlorogena, kofeinska i galna kiselina) manje 

digestuju tripsinom, himotripsinom, pepsinom i pankreatinom u odnosu na nemodifikovanu surutku 

(Rawel et al., 2001), drugi konjugati, kao što je primer kovalentnog konjugata proteina surutke ili 

BLG-a sa kvercetinom i rutinom, imaju povećanu digestibilnost tripsinom, himotripsinom i 

pepsinom (Rawel et al., 2003).  

Kovalentne modifikacije BLG-a mogu da utiĉu i na njegov alergeni potencijal, kao što je to 

sluĉaj sa modifikacijom BLG-a neenzimskim glikozilovanjem (Zhong et al., 2015; Zhong et al., 

2013) ili polifenolima EGCG-om i hlorogenom kiselinom (Wu et al., 2018), kojima se smanjuje 

alergenost BLG-a. Konjugati BLG-a i karboksimetildekstrana pokazuju manju imunogenost u 

poreĊenju sa nemodifikovanim proteinom, usled zaklanjanja epitopa hemijskom modifikacijom i 

promena u obradi od strane antigen-prezentujućih ćelija, a istovremeno se povećava termalna 

stabilnost proteina i zadrţava osobina BLG-a da vezuje retinol (Hattori et al., 2000). Sliĉno tome, 

galoil grupe EGCG-a maskiraju IgE epitope na površini BLG-a, ĉime utiĉu na smanjenje 

alergenosti konjugata BLG-a i EGCG-a u poreĊenju sa nemodifikovanim proteinom (Zhang et al., 

2021).  

2.2.2. Albumin goveĊeg seruma 

Albumini su jedni od najizuĉavanijih proteina i model proteini u mnogim biohemijskim i 

biofiziĉkim studijama. To su najzastupljeniji proteini plazme sisara i ĉine oko 60% svih proteina 

krvi. Sintetišu se u jetri i eksportuju u plazmu kao neglikozilovani proteini, gde dostiţu visoku 

koncentraciju (oko 0,6 mM). Poluţivot albumina u cirkulaciji je 19 dana. Osnovne biološke 

funkcije albumina vezane su za odrţavanje osmotskog pritiska i pH krvi, a istovremeno uĉestvuju u 

transportu brojnih endogenih i egzogenih supstanci, kao što su masne kiseline, bilirubin, 

aminokiseline, hormoni, vitamini, joni metala, lekovi i mnoge druge (Peters, 1995). Masne kiseline 

su primarni fiziološki ligandi albumina, pa albumini poseduju ĉak sedam vezivnih mesta za masne 

kiseline srednjeg i dugaĉkog lanca i ĉetiri dodatna mesta za masne kiseline kratkog lanca. Pored 

toga, sadrţe dva glavna mesta za vezivanje lekova, jedno mesto za bilirubin, pet vezivnih mesta za 

tiroksin i nekoliko mesta koja su specifiĉna samo za odreĊeni ligand, a mogu da vezuju i biološki 

vaţne katjone (Bujacz, 2012). Albumin goveĊeg seruma (BSA, od engl. bovine serum albumin), sa 

najmanje tri vezivna mesta za jone kalcijuma, je glavni cirkulatorni protein koji je ukljuĉen u 
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vezivanje jona Ca
2+

 i Mg
2+

,
 
zbog ĉega je najodgovorniji za kontrolisanje njihovog jonizovanog, 

odnosno „biološki aktivnog― nivoa u krvi (Majorek et al., 2012). Premda je konstanta vezivanja 

Ca
2+

 mala (Ka=1,5×10
3 

M
-1 

za HSA, albumin humanog seruma) (Kragh-Hansen i Vorum, 1993), 

oko 45% kalcijuma u serumu je vezano za albumin (Peters, 1995). Vezivna mesta za mnoge 

aromatiĉne i heterocikliĉne ligande na molekulu HSA su locirana u hidrofobnim dţepovima unutar 

subdomena IIA i IIIA, a analogna vezivna mesta postoje i na drugim serumskim albuminima. Ova 

mesta su poznata i kao Sadlouova (Sudlow) vezivna mesta I i II (Sudlow et al., 1975). Zbog velikog 

broja vezivnih mesta za razliĉite ligande i velike zastupljenosti u serumu, HSA je znaĉajan regulator 

biodostupnosti i farmakokinetike endogenih i egzogenih liganada koje vezuje i prenosi kroz 

sistemsku cirkulaciju, a sliĉnost aminokiselinske sekvence BSA i HSA ĉini BSA vaţnim model 

sistemom za izuĉavanje protein-ligand interakcija HSA i brojnih liganada.  

2.2.2.1. Struktura albumina goveĊeg seruma 

Albumin goveĊeg seruma je monomerni, α-helikoidni globularni protein, molekulske mase 

66400 Da i pI vrednosti 4,7. Sastoji se od jednog polipeptidnog lanca koji se sintetiše kao 

preproalbumin, koji ukljuĉuje signalnu sekvencu i propeptid, ukupne duţine 607 aminokiselina. 

Njihovim odsecanjem nastaje zreli protein koji sadrţi 583 aminokiseline. Sliĉnost aminokiselinske 

sekvence zrelih formi albumina goveĊeg seruma i albumina humanog seruma iznosi 75,6% 

(Majorek et al., 2012; Peters, 1995). Iako homologija aminokiselinskih sekvenci nije mnogo velika, 

dve odlike albumina su konzervirane u razliĉitim vrstama – tercijarna struktura i obrazac disulfidnih 

veza (Bujacz, 2012). Naime, kristalografski podaci pokazuju da BSA ĉine tri strukturno sliĉna 

domena (I, II i III) u kojima je α-heliks dominantan tip sekundarne strukture (74%), dok ostali deo 

polipeptidnog lanca ĉine zavijuci i izduţeni/fleksibilni regioni izmeĊu subdomena, uz odsustvo β-

ploĉica, što je karakteristika svih molekula albumina. Svaki domen je sastavljen od dva subdomena 

(A i B) povezana dugaĉkom, fleksibilnom petljom, koji poseduju sliĉne strukturne motive – 

subdomen A sadrţi šest heliksa i ĉetiri disulfidne veze (sa izuzetkom subdomena IA koji ima samo 

tri disulfida), a subdomen B ĉetiri heliksa i dve disulfidne veze (Bujacz, 2012; Majorek et al., 

2012). Polipeptidni lanac formira srcoliku strukturu koja je prikazana na Slici 12 (Majorek et al., 

2012). Premda su domeni BSA sliĉne aminokiselinske sekvence i strukture, domen III se delimiĉno 

razlikuje od druga dva domena i u pogledu aminokiselinske sekvence i u pogledu konformacije, pa 

se ĉini da se evolutivno brţe menjao od druga dva (Bujacz, 2012).  

BSA sadrţi 59 ostataka lizina, koji mogu biti meta kovalentne modifikacije proteina, 17 

konzerviranih disulfidnih veza koje doprinose stabilnosti albumina u cirkulaciji i jednu slobodnu 

tiolnu grupu na poziciji 34 (Bujacz, 2012; Majorek et al., 2012; Peters, 1995). Pored ostatka 

triptofana u hidrofobnom dţepu subdomena IIA (Trp 212), BSA poseduje i dodatni ostatak 

triptofana (Trp 134), koji nije prisutan u molekulu HSA, a nalazi se u vezivnom dţepu FA1, na 

površini subdomena IB. Ovaj ostatak triptofana bitan je sa aspekta spektrofluorimetrijskog 

ispitivanja vezivanja liganada za BSA (Bujacz, 2012). Slobodni ostatak cisteina 34 u domenu I 

albumina humanog seruma je vezivno mesto za mnoge biološki i kliniĉki znaĉajne male molekule, a 

analogan ostatak cisteina prisutan je i u molekulu BSA. On predstavlja najveći deo slobodnog tiola 

u krvi i kao takav najzasluţniji je za antioksidativnu aktivnost proteina krvi (Belinskaia et al., 2020; 

Stewart et al., 2005). 
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Slika 12. Struktura albumina goveĊeg seruma sa obeleţenim subdomenima (PDB 4F5S, , rezolucija 2,47 Å, 

pristupljeno 15.8.2024).
 

 

Albumini su stabilni u opsegu pH od 4-9 i trpe produţeno zagrevanje na visokim 

temperaturama (10 h na 60 ˚C) (Peters, 1995), zbog ĉega su pogodni za korišćenje u prehrambenoj 

industriji kao aditivi. Iako je stabilan u širokom opsegu pH vrednosti, molekul albumina podleţe 

odreĊenim pH-zavisnim konformacionim promenama pod nefiziološkim uslovima. Pored 

„normalne― (N) forme BSA, koja je dominantna na neutralnim pH vrednostima, prepoznate su još 

ĉetiri forme BSA koje su meĊusobno u ravnoteţi. U pitanju su F (od engl. fast) ili brza forma, koja 

je prisutna na pH 4, E (od engl. extended) ili izduţena forma koja se javlja na pH vrednostima 

manjim od 3, B ili bazna forma prisutna je na pH vrednostima oko 8 i A (od engl. aged) ili krajnja 

forma koja je prisutna na pH vrednostima oko 10 (Slika 13). U skladu sa tim, opisane su N–F 

tranzicija BSA, koja se javlja u oblasti pH 5-3,5, F–E tranzicija, koja se javlja na pH vrednostima 

ispod 3,5 i N–B tranzicija, koja se javlja u oblasti pH od 7-9 (Carter i Ho, 1994; Peters, 1995). 

 
Slika 13. Shematski prikaz konformacionih prelaza molekula BSA. 

 

U sluĉaju N–F tranzicije, sniţavanjem pH vrednosti rastvora albumin prolazi kroz velike 

promene tercijarne i sekundarne strukture, tokom kojih dolazi do razvijanja domena III u odnosu na 

ostatak molekula i znaĉajnog smanjenja helikoidne strukture, na raĉun povećanja β-ploĉica i β-

zavijutaka. Tokom ove tranzicije, domen I HSA podleţe samo manjim promenama sekundarne 

strukture, a sa sniţavanjem pH vrednosti rastvora domen II zadobija konformaciju stopljene 

globule. Dalje sniţavanje pH vrednosti ispod pH 3,5 dovodi do daljeg razvijanja proteina do pH 

vrednosti od oko 2,5 (F–E tranzicija), na kojoj je molekul proteina u maksimalno izduţenoj 

konformaciji, koliko to disulfidne veze dozvoljavaju. U alkalnim uslovima, na pH vrednostima 

izmeĊu 7 i 9, BSA i HSA podleţu drugoj konformacionoj promeni, poznatoj kao N–B tranzicija, 

koja je mnogo manja od one do koje dolazi u kiselim uslovima. Tokom N–B tranzicije dolazi do 

labavljenja strukture proteina i gubljenja rigidnosti, koja posebno utiĉe na N-terminalni region i ima 

za posledicu izmenjena svojstva proteina u pogledu vezivanja liganada. Nasuprot N–F tranziciji, 

tokom ove tranzicije ne dolazi do strukturnih promena domena III, dok domeni I i II podleţu 

promenama tercijarne strukture (Carter i Ho, 1994; Dockal et al., 2000; Wilting et al., 1980).  
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2.2.2.2. Albumin goveĊeg seruma kao protein hrane 

Pored toga što se nalazi u serumu, BSA je i protein prisutan u hrani, poput kravljeg mleka, u 

kom ĉini oko 10% proteina surutke (Madureira et al., 2007), i mesa, a takoĊe se koristi i kao aditiv 

u preraĊenoj hrani. Velika koncentracija u serumu i jednostavno izolovanje ĉine BSA proteinom 

koji se ĉesto koristi kao aditiv hrane zbog svojih emulgujućih i gelirajućih osobina, kao i 

sposobnosti vezivanja i stabilizacije razliĉitih bioaktivnih liganada koji se oralno unose. Naime, 

BSA se dodaje kao stabilizator emulzija ulja u vodi (Saito et al., 2006), a stabilnost emulzije 

zavisna je od koncentracije proteina i, sa odreĊenim odstupanjima pri najmanjim i najvećim 

koncentracijama BSA, pokazuje porast sa porastom koncentracije proteina (Al-Malah et al., 2000). 

Dodatni faktori koji utiĉu na stabilnost emulzija su pH i jonska sila rastvora (Rangsansarid i 

Fukada, 2007). Dodavanje BSA emulzijama pripremljenim od fenolnih jedinjenja deviĉanskog 

maslinovog ulja, osim što ih stabilizuje, povećava antioksidativnu aktivnost ovih emulzija, 

usporavajući lipidnu peroksidaciju ĉak i nakon produţenog stajanja na visokoj temperaturi (45 dana 

na 60 ˚C) (Bonoli-Carbognin et al., 2008). Opisane su i dvoslojne emulzije na bazi BSA i 

gumirabike za stabilizaciju β-karotena, koje su, u poreĊenju sa jednoslojnim emulzijama, hemijski 

stabilnije na uticaj temperature, pH, UV zraĉenja i oksidaciju (Sheng et al., 2018). Istovremeno, 

BSA se zbog svoje dostupnosti, stabilnosti i biokompatibilnosti ĉesto razmatra u kontekstu 

pripreme pH-senzitivnih i redoks-senzitivnih hidrogelova za upotrebu u tkivnom inţenjeringu (Raja 

et al., 2015) i biomedicini (Xia et al., 2021), a sposobnost geliranja BSA ima potencijalnu primenu i 

u industriji hrane za pripremu hidrogelova u koje se mogu inkorporirati bioaktivne komponente 

hrane, poput kofeina (Gan et al., 2009) i vitamina C (Peng et al., 2016), ĉime se obezbeĊuje njihovo 

produţeno oslobaĊanje.  

Iako imaju veliku sliĉnost sekvence sa albuminom humanog seruma, albumini seruma, 

meĊu njima i BSA, su okarakterisani kao alergeni (Chruszcz et al., 2013). U sluĉaju BSA, 

identifikovana su dva regiona na površini nativnog molekula, koja pokazuju znaĉajne razlike u 

odnosu na molekul HSA, oba locirana u subdomenu IB. Ovi regioni mogu biti odgovorni za 

alergenost BSA (Majorek et al., 2012). U populaciji pacijenata alergiĉnih na mleko, deo pacijenata 

reaguje i na crveno meso usled prisustva BSA u mesu, premda je reaktivnost manja kada je meso 

više peĉeno, što se povezuje sa termolabilnošću BSA i goveĊeg gama-globulina (Werfel et al., 

1997).  

2.2.2.3. Albumin goveĊeg seruma kao transporter lekova i drugih bioaktivnih molekula  

Kao što je već spomenuto, BSA se zbog svoje biokompatibilnosti, biodegradabilnosti i 

velikog kapaciteta za vezivanje i hidrofilnih i hidrofobnih liganada ĉesto razmatra kao nano-nosaĉ 

lekova (Spada et al., 2021) i bioaktivnih komponenti hrane (Visentini et al., 2023). Vezivanje 

bioaktivnih molekula za albumine moţe biti nekovalentno i/ili kovalentno, a vezivanjem za protein 

uglavnom se teţi povećanju stabilnosti malih molekula ili njihovom kontrolisanom otpuštanju, što 

poslediĉno ima uticaj na poboljšanje njihovih farmakokinetiĉkih osobina i povećanje biološke 

aktivnosti (Elzoghby et al., 2012; Pilati i Howard, 2020; Tayyab i Feroz, 2021). U pogledu 

korišćenja BSA kao nosaĉa za lekove, od znaĉaja je i njegova specifiĉna interakcija sa receptorima 

koji su eksprimirani na površini mnogih tumorskih ćelija, ĉime se obezbeĊuje specifiĉnost 

delovanja i zaobilazi dodavanje posebnih liganada u nano-nosaĉe na bazi BSA, kojima bi se inaĉe 

teţila postići specifiĉnost delovanja leka. U tom kontekstu od posebnog znaĉaja je gp60 receptor, 

glikoprotein koji se nalazi na površini endotelnih ćelija mnogih tumora, za koji se albumin vezuje 

visokim afinitetom. Nakon vezivanja albumina, gp60 se sa unutrašnje strane vezuje za kaveolin-1, 

što za posledicu ima invaginaciju ćelijske membrane i formiranje transcitoznih vezikula koje 

transportuju albumin, a time i njegove ligande, unutar tumora (Spada et al., 2021). Za povećanje 

specifiĉnosti, za nano-nosaĉe na bazi BSA mogu se konjugovati monoklonska antitela ili njihovi 

fragmenti, citokini, peptidi, aptameri i drugi ligandi koji mogu specifiĉno interagovati sa markerima 

na površini tumorskih ćelija (Fanciullino et al., 2013). Osim što se primenjuje kao nosaĉ lekova, 
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BSA se ĉini obećavajućim proteinom za enkapsulaciju bioaktivnih jedinjenja poreklom iz hrane, 

posebno onih osetljivih na oksidaciju, poput fenolnih jedinjenja, lipida, vitamina i karoteonida 

(Visentini et al., 2023). 

Paklitaksel, poznat pod komercijalnim imenom Taxol, najpoznatiji je prirodni lek protiv 

raka, koji je dostupan i u obliku nanoĉestica stabilizovanih albuminom (nab-paclitaxel, od engl. 

nanoparticle albumin-bound paclitaxel) (Stinchcombe, 2007). Kao alternativa postojećim 

formulacijama nanoĉestica na bazi albumina za enkapsulaciju paklitaksela, koje se dobijaju 

homogenizacijom pod visokim pritiskom, u novije vreme se, u cilju razvijanja terapeutski 

efikasnijih formulacija, razvijaju alternativni naĉini pripreme stabilnih i monodisperznih 

albuminskih nanoĉestica. U jednom od njih, BSA se denaturiše guanidin-hidrohloridom i redukuje 

DTT-om, nakon ĉega se, u prisustvu diamida, prave ĉestice BSA povezane intermolekulskim 

disulfidnim vezama, koje sadrţe enkapsuliran paklitaksel. Ovakve ĉestice pokazuju veću stabilnost i 

sporije otpuštaju paklitaksel, u poreĊenju sa trenutno dostupnim albuminskim formulacijama leka 

(Kono et al., 2024). Pored toga, enkapsulacija timohinona, glavne bioaktivne komponente crnog 

kumina, u nanoĉestice na bazi BSA dovodi do termalne stabilizacije timohinona, a ujedno deluje 

pozitivno na regeneraciju nervnog sistema pljosnatih crva (Kazan et al., 2019). Pokazano je i da se 

vezivanjem EGCG-a za hidrofobne dţepove BSA nanoĉestica, pripremljenih zagrevanjem smeše 

BSA i ι-karagenana, smanjuje degradacija i povećava aktivnost EGCG-a u pogledu uklanjanja 

slobodnih radikala na neutralnim pH vrednostima (Li i Wang, 2015), dok enkapsulacija katehina i 

epikatehina unutar nanoĉestica na bazi BSA povećava termostabilnost ovih flavonoida i obezbeĊuje 

njihovo produţeno oslobaĊanje sa površine nanoĉestica, uz istovremeno povećanje njihovih 

antioksidativnih i citotoksiĉnih osobina (Yadav et al., 2014). Sliĉno tome, nanoĉestice na bazi BSA 

povećavaju stabilnost enkapsuliranog kvercetina u simuliranoj intestinalnoj teĉnosti, uz oĉuvanje 

njegove antioksidativne aktivnosti (Fang et al., 2011). Kompleksiranje sa BSA predlaţe se kao 

mogući naĉin povećanja stabilnosti i rastvorljivosti rezveratrola, polifenola kojem se pripisuju 

brojni efekti povoljni po zdravlje ljudi (kardioprotektivni, antiinflamatorni, neuroprotektivni i drugi 

efekti) i ĉija je upotreba kao suplementa hrane limitirana usled smanjene oksidativne stabilnosti i 

rastvorljivosti u vodenim rastvorima (Tabibiazar et al., 2019). Kovalentnom modifikacijom N-

acetilcisteinom nanoĉestica BSA sa inkorporiranim kurkuminom obezbeĊuje se veća stabilnost i 

mukoadhezivnost kurkumina, što utiĉe na njegovo povećano zadrţavanje u gastrointestinalnom 

traktu i poboljšanu biodostupnost (Zhang et al., 2019). Bolja disperzibilnost i veća biodostupnost 

hidrofobnog karotenoida fukoksantina u vodenim rastvorima postiţu se njegovim enkapsuliranjem 

u nanoĉestice na bazi BSA i oleinske kiseline. U in vivo testu biodostupnosti, enkapsuliranjem u 

ĉestice na bazi BSA postiţe se veća intestinalna apsorpcija i skoro 7 puta veća serumska 

koncentracija fukoksantina u poreĊenju sa direktnim oralnim unosom fukoksantina (Li et al., 2021). 

U literaturi su opisani i brojni primeri kovalentnih konjugata BSA i bioaktivnih molekula. 

Kovalentni konjugat BSA i kofeinske kiseline poseduje znaĉajno, ĉak sedam i po puta, veću 

antioksidativnu aktivnost od nemodifikovanog BSA. Zahvaljujući emulgujućim osobinama BSA, 

ovaj konjugat iskorišćen je za stabilizaciju nanoĉestica na bazi zeina koje sadrţe rezveratrol. 

Pokazano je da konjugat štiti rezveratrol od oksidacije efikasnije od nemodifikovanog BSA (Fan et 

al., 2018a). Osim toga, kovalentnim konjugovanjem kurkumina za BSA postiţe se povećanje 

rastvorljivosti kurkumina, a antikancerska aktivnost BSA–kurkumin konjugata pokazana je u 

prekliniĉkim ispitivanjima, korišćenjem mišjeg modela limfoma (Aravind i Krishnan, 2016). 

2.3. Kovalentne modifikacije proteina u analitici 

 Proteini se mogu kovalentno modifikovati drugim molekulima u cilju upotrebe dobijenih 

konjugata u analitiĉke svrhe. Moţda najreprezentativniji primer ovakvog vida kovalentne 

modifikacije je modifikacija molekula antitela enzimima, fluoroforama, oligonukleotidima i drugim 

molekulima. Tako dobijeni konjugati antitela koriste se u imunohemijskim metodama za specifiĉnu 

i osetljivu detekciju analita od interesa u oblasti medicine, prehrambene industrije i biotehnologije 
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(Berg i Fishman, 2020; Hermanson, 2013). Još jedan široko korišćen primer konjugata sa 

proteinima su matriksi za upotrebu u afinitetnoj hromatografiji, kao što su, na primer, Protein A i 

Protein G Sepharose matriksi za preĉišćavanje antitela. U pitanju su matriksi na bazi umreţene 

agaroze, ĉije su hidroksilne grupe modifikuju u reakciji sa cijanogen-bromidom, NHS grupama ili 

epoksidima. Za tako aktiviran matriks se kovalentno vezuju Protein A ili Protein G, proteini koji 

imaju visok afinitet za Fc region IgG antitela, ali i Fab regiona antitela u sluĉaju proteina G, zbog 

ĉega se ovi afinitetni matriksi koriste u preĉišĉavanju antitela (Bolton i Mehta, 2016; Eliasson et al., 

1991). Pored toga, BSA aktiviran maleimidom koristi se kao nosaĉ za pripremu konjugata sa 

neimunogenim peptidima ili haptenima koji sadrţe slobodnu sulfhidrilnu grupu, koji zbog male 

molekulske mase nisu dovoljno imunogeni sami po sebi. Ovako dobijeni konjugati zadrţavaju 

rastvorljivost, ĉak i u sluĉaju ekstenzivne modifikacije haptenima, i koriste se u postupku 

imunizacije, za dobijanje odgovarajućih antitela, ili u metodama skrininga antitela (Hermanson, 

2013). Dalje, u dvodimenzionalnoj diferencijalnoj gel elektroforezi (2D DIGE, od engl. two-

dimensional difference gel electrophoresis) proteinski uzorci se kovalentno obeleţavaju jednom od 

tri fluorescentne boje na bazi derivata cijanina (Cy) – Cy3, Cy2 ili Cy5, koje su aktivirane 

kovalentnom modifikacijom NHS-om i imaju talasne duţine ekscitacije i emisije koje se 

meĊusobno razlikuju dovoljno da obezbede specifiĉnu detekciju obeleţenih proteina. Estarska 

reaktivna grupa NHS-a kovalentno se vezuje za ε-amino grupe lizinskih ostataka proteina od 

interesa. Alternativno, moguće je obeleţiti i ostatke cisteina proteina od interesa analognim bojama 

koje su aktivirane maleimidnom grupom. Nakon kovalentnog obeleţavanja bojom, proteinski uzorci 

se pomešaju, a zatim razdvajaju u prvoj dimenziji izoelektriĉnim fokusiranjem, a potom 

elektroforetski u drugoj dimenziji, nakon ĉega se porede intenziteti fluorescencija razliĉitih boja, 

kako bi se izveli zakljuĉci o razlikama u nivou ekspresije proteina izmeĊu razliĉitih uzoraka 

(Obermaier et al., 2021; Ünlü et al., 1997). Pored toga, u kvantitativnoj proteomici istiĉe se i 

metoda obeleţavanja proteina stabilnim izotopima, u kojoj se slobodni ostaci Cys kovalentno 

modifikuju reagensom koji u svojoj strukturi sadrţi grupu reaktivnu prema tiolima (na primer, 

jodacetamid), biotin i linker koji sadrţi osam atoma vodonika ili deuterijuma. Nakon digestije 

endopeptidazom i preĉišćavanja peptida koji sadrţe biotin afinitetnom hromatografijom, uzorci se 

razdvajaju RP-HPLC-om i analiziraju masenom spektrometrijom, kojom se peptidni parovi koji 

potiĉu od razliĉitih uzoraka identifikuju prema razlici u masama od 8 Da (Gygi et al., 1999). Još 

jedan primer kovalentne modifikacije proteina u cilju njihove kasnije detekcije je obeleţavanje 

biološki relevantnih proteina fluoroforama zarad njihove ekstracelularne ili intracelularne 

lokalizacije, najĉešće tehnikama fluorescentne mikroskopije (Ishikawa-Ankerhold et al., 2012). 

Primeri ovakvih konjugata su konjugat fluorescein-izotiocijanata (FITC) i fibronektina iz humane 

plazme, koji je iskorišćen za prouĉavanje uloge fibronektina u remodelovanju vanćelijskog matriksa 

(Hoffmann et al., 2008), ili fluorescentni konjugat glikovanog BLG-a i FITC-a kojim je, 

korišćenjem protoĉne citometrije i konfokalne mikroskopije, praćeno preuzimanje BLG-a od strane 

dendritskih ćelija (Perusko et al., 2018). 

2.3.1. Imunoglobulini 

Imunoglobulini (antitela) ĉine grupu proteina plazme koju sintetišu B ćelije, i koji uĉestvuju 

u humoralnom imunom odgovoru. To su heterodimerni glikoproteini, koji se sastoje iz ĉetiri 

polipeptidna lanca – dva identiĉna laka lanca (L, od engl. light) i dva identiĉna teška (H, od engl. 

heavy) lanca, povezana disulfidnim vezama. Shematski prikaz strukture imunoglobulina prikazan je 

na Slici 14. Ĉetiri polipeptidna lanca spojena su tako da grade molekul koji ima oblik slova Y. 

Disulfidne veze spajaju svaki laki lanac sa jednim teškim lancem, kao i teške lance meĊusobno. 

Teški i laki lanci imunoglobulina sastoje se od varijabilnih (V) domena, koji se nalaze na N-

terminalnom kraju molekula, i konstantnih (C) domena na C-terminalnim krajevima lanaca, a svaki 

V ili C domen se sastoji od oko 110-130 aminokiselina. Svaki imunoglobulinski domen sastoji se 

od dve nabrane β-ploĉe koje su povezane disulfidnim mostom. Laki lanac ĉini jedan varijabilni VL 

domen i jedan konstantni, CL domen. Teški lanci sadrţe jedan varijabilni VH domen i tri ili ĉetiri 
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konstantna domena (CH1, CH2, CH3, CH4). Oni teški lanci koji sadrţe tri konstantna domena sadrţe 

region zgloba izmeĊu domena CH1 i CH2. Polipeptidni lanci imunoglobulina su povezani 

kovalentnim i nekovalentnim vezama. Svaki laki lanac je povezan sa jednim teškim lancem 

disulfidnom vezom i nekovalentnim interakcijama kao što su soni mostovi, vodoniĉne veze i 

hidrofobne interakcije, ĉime se formira H–L heterodimer. Sliĉne nekovalentne interakcije i 

disulfidne veze formiraju se i izmeĊu dva teška lanca dajući (H–L)2 tetramer. Strukturna 

kompaktnost pojedinaĉnih domena odrţava se intramolekulskim disulfidnim vezama, pa svaki V i 

C domen H i L lanca sadrţi po jednu disulfidnu vezu. Dejstvom proteolitiĉkih enzima na molekul 

antitela dobijaju se tri fragmenta - dva identiĉna Fab (od engl. fragment antigen binding) fragmenta 

koji mogu da vezuju antigene i jedan Fc (od engl. fragment crystalline) fragment, koji se tako 

naziva zbog osobine da kristališe u rastvoru. Fab fragment sadrţi laki lanac i VH i CH1 domene 

jednog H lanca. Varijabilni regioni lakog i teškog lanca grade antigen-vezujuće mesto, dok su 

konstantni regioni oba lanca odgovorni za efektorske funkcije antitela (Abbas et al., 2021; Delves et 

al., 2017; Schroeder i Cavacini, 2010).  

 

 
Slika 14. Shematski prikaz strukture imunoglobulina. Napravljeno u BioRender programu 

(https://www.biorender.com/). 

 

Prema tipu teškog lanca imunoglobulini se dele u 5 klasa: IgG, IgM, IgA, IgD i IgE. Klasa 

IgG antitela se dalje deli na 4 potklase (IgG1, IgG2, IgG3 i IgG4), a IgA klasa na potklase IgA1 i 

IgA2, pa se ukupno razlikuje devet izotipova antitela. Klase i potklase antitela su posledica 

izotipskih varijacija imunoglobulinskih gena. Laki lanac imunoglobulina ima molekulsku masu od 

25 kDa. Postoje dve vrste lakog lanca imunoglobulina kod ljudi – κ i λ lanac. U pojedinaĉnom 

molekulu antitela oba laka lanca su iste vrste. Teški lanac imunoglobulina ima masu od 50-77 kDa i 

u strukturnom smislu je razliĉit kod razliĉitih (pot)klasa imunoglobulina. Osim po sekvenci 

konstantnog regiona teškog lanca, klase antitela razlikuju se prema veliĉini, naelektrisanju i 

sadrţaju ugljenih hidrata. Broj i pozicija disulfidnih veza takoĊe se razlikuju kod razliĉitih klasa i 

potklasa antitela (Delves et al., 2017).  

Imunoglobulin G je dominantan imunoglobulin u ljudskom serumu i sa koncentracijom u 

serumu od oko 13,5 mg/ml ĉini oko 70-75% ukupnih serumskih imunoglobulina i 10-20% ukupnih 

proteina plazme (Delves et al., 2017; Vidarsson et al., 2014). Ujedno je i imunoglobulin sa 

najduţim poluţivotom u serumu. IgM antitela ĉine oko 10% ukupnih serumskih imunoglobulina, 

IgA oko 15-20% serumskih imunoglobulina, IgD manje od 1%, a IgE antitela ima najmanje u 

serumu (< 0,05 µg/ml) (Delves et al., 2017) 

2.3.1.1. Struktura IgG antitela 

Imunoglobulin G je monomerni protein koji se sastoji od 2 laka i 2 teška lanca, ukupne 

molekulske mase od 146-170 kDa, zavisno od potklase (IgG3 potklasa ima molekulsku masu 170 

kDa, a ostale potklase 146 kDa). Tip teškog lanca odreĊuje klasu i potklasu imunoglobulinskog 

molekula, pa tako postoje 4 potklase IgG antitela (IgG1, IgG2, IgG3 i IgG4), ĉiji se teški lanci 
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oznaĉavaju kao γ1, γ2, γ3 i γ4, a meĊusobno se razlikuju u sekvenci konstantnog regiona (Delves et 

al., 2017). Razlike su posebno izraţene u regionu zgloba, koji je znaĉajno duţi i fleksibilniji kod 

antitela potklase IgG3 (videti Odeljak 2.3.1.2.), zbog ĉega su antitela ove potklase i veće 

molekulske mase, kao i na N-terminalnom kraju CH2 domena. Mnogo manje razlika u 

aminokiselinskoj sekvenci je naĊeno u preostalim domenima (Vidarsson et al., 2014). Potklase 

humanih IgG antitela razlikuju se po zastupljenosti u serumu (66%, 23%, 7% i 4%, redom, za IgG1, 

IgG2, IgG3 i IgG4) (Delves et al., 2017). Iako postoji preko 95% sliĉnosti aminokiselinske 

sekvence Fc regiona IgG antitela razliĉitih potklasa, svaku od ĉetiri potklase odlikuje jedinstvena 

biološka aktivnost u pogledu prepoznavanja antigena, formiranja imunih kompleksa, aktivacije 

komplementa i efektorskih ćelija (Delves et al., 2017; Vidarsson et al., 2014). Prethodno spomenute 

razlike u CH domenu utiĉu na fleksibilnost antitela i njihov afinitet prema antigenima, pa se nalaze u 

osnovi antigenskih i funkcionalnih razlika razliĉitih potklasa antitela. Ove strukturne i funkcionalne 

razlike detaljno su obraĊene u literaturi (Schroeder i Cavacini, 2010; Vidarsson et al., 2014) i 

prevazilaze tematske okvire ove disertacije, te će fokus daljeg teksta biti samo na onim aspektima 

strukture IgG antitela koji su relevantni za njihova analizirana svojstva.  

2.3.1.2. Disulfidi IgG antitela i fragmentacija IgG antitela 

Disulfidne veze znaĉajne su za strukturni integritet, stabilnost i biološku funkciju antitela. 

Zavisno od klase i potklase, antitela sadrţe razliĉiti broj inter- i intramolekulskih disulfidnih veza. 

Intermolekulske disulfidne veze su izloţene rastvaraĉu i locirane su u fleksibilnom regionu zgloba 

molekula antitela, dok su intramolekulske disulfidne veze trodimenzionalnom strukturom antitela 

„zaštićene― i manje izloţene rastvaraĉu. IgG molekuli sadrţe dvanaest intramolekulskih disulfidnih 

veza, po jednu u svakom C i V domenu svakog H i L lanca. U fiziološkim uslovima, IgG antitela 

nemaju slobodnu sulfhidrilnu grupu, ali se, pod odreĊenim uslovima, izvestan broj slobodnih 

sulfhidrilnih grupa detektuje u svim potklasama IgG antitela.  

Potklase IgG antitela razlikuju se u broju intermolekulskih disulfidnih veza u regionu 

zgloba, pa tako IgG1 i IgG4 antitela imaju 2 disulfidne veze, IgG2 antitela 4 disulfidne veze, a IgG3 

ĉak 11 veza. Razlike izmeĊu potklasa IgG antitela postoje i na nivou intramolekulskih disulfidnih 

veza koje povezuju laki lanac sa teškim. Naime, kod IgG1 potklase C-terminalni cistein lakog lanca 

gradi disulfidnu vezu sa Cys220 CH1 domena teškog lanca, koji se nalazi blizu regiona zgloba, dok 

kod preostale tri potklase IgG antitela Cys lakog lanca uspostavlja vezu sa Cys131, koji se nalazi 

izmeĊu varijabilnog i konstantnog domena teškog lanca (Liu i May, 2012; Vidarsson et al., 2014). 

Shematski prikaz ovih strukturnih razlika dat je na Slici 15. 

 

Slika 15. Obrasci disulfidnih veza u razliĉitim potklasama IgG antitela (preuzeto i modifikovano iz Liu i May, 

2012). 

 Dodatan nivo kompleksnosti se uoĉava u molekulima IgG2 i IgG4 antitela, kod kojih 

disulfidne veze u regionu zgloba mogu biti uspostavljene na više naĉina, usled ĉega se razlikuje više 

izomera ovih potklasa antitela. Mala energija disocijacije disulfidnih veza, kako slobodno-

radikalskim, tako i reduktivnim mehanizmom, i velika fleksibilnost u regionu zgloba antitela ĉesto 

dovode do modifikacija i fragmentacija antitela u ovom regionu antitela (Moritz i Stracke, 2017). 

Elektroforetska analiza antitela u neredukujućim uslovima bi, idealno, trebalo da dâ jednu traku na 

poziciji od oko 150 kDa. MeĊutim, artefakti niţih molekulskih masa od mase intaktnog antitela, 
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koji prema molekulskoj masi odgovaraju polovini molekula antitela, odnosno sastoje od jednog 

lakog i jednog teškog lanca, ĉesto se mogu uoĉiti pri elektroforetskoj analizi IgG antitela u 

neredukujućim uslovima, posebno IgG antitela potklase 4. Kao mogući razlozi nastanka znaĉajnih 

koliĉina „poluantitela― potklase IgG4 navode se nepotpuno formiranje disulfidnih veza, ravnoteţa 

izmeĊu intra- i intermolekulskih disulfidnih veza u regionu zgloba IgG4 antitela, kao i proces 

izmene disulfidnih veza iniciran njihovim raskidanjem prilikom pripreme uzorka za SDS 

elektroforetsku analizu (Schuurman et al., 2001; Taylor et al., 2006). 

Nenativne disulfidne veze najbolje su okarakterisane kod IgG4 potklase antitela. Ova 

potklasa IgG antitela elektroforetskom analizom u denaturišućim, neredukujućim uslovima 

pokazuje traku na masi koja odgovara polovini molekula antitela, koja se ne detektuje u nativnim 

uslovima (Angal et al., 1993). Opisani fenomen objašnjava se postojanjem dva strukturna izomera 

IgG4 potklase antitela koji su u ravnoteţi i razlikuju se na nivou disulfidnih veza u regionu zgloba. 

Naime, cisteinski ostaci regiona zgloba teškog lanca antitela IgG4 potklase mogu da grade 

intermolekulske disulfidne veze sa cisteinima drugog teškog lanca, ali i intramolekulsku disulfidnu 

vezu (Slika 16), pa, zavisno od redoks uslova okoline, ova potklasa IgG antitela gradi ili 

standardne, kovalentno povezane dimere, ili nekovalentno povezane molekule poluantitela, koji se 

sastoje od po jednog teškog i lakog lanca povezanih disulfidnom vezom. Smatra se da sekvenca IgG 

antitela potklase 4 u regionu zgloba nije optimalna za stabilnost intermolekulskih disulfidnih veza 

izmeĊu dva teška lanca IgG4 antitela. Mutacijom sekvence Cys-Pro-Ser-Cys regiona zgloba IgG4 

antitela u sekvencu Cys-Pro-Pro-Cys, koja je prisutna u regionu zgloba IgG1 antitela, dolazi do 

stabilizacije intermolekulskih disulfidnih veza i gotovo u potpunosti se spreĉava nastanak 

fragmenata IgG4 antitela (Schuurman et al., 2001). Mutagenezom CH3 domena IgG4 antitela u CH3 

domen IgG1 antitela pokazano je da, pored regiona zgloba, i CH3 domen igra znaĉajnu ulogu u 

nestabilnosti IgG4 potklase antitela (van der Neut Kolfschoten et al., 2007). Kasnijim istraţivanjima 

pokazano je da kljuĉnu ulogu u nestabilnosti CH3 domena teških lanaca ima aminokiselinski ostatak 

arginina na poziciji 409 teškog lanca IgG4 antitela (Labrijn et al., 2011). 

 

Slika 16. Intermolekulske i intramolekulske disulfidne veze u strukturnim izomerima IgG4 potklase antitela 

(preuzeto i modifikovano iz Liu i May, 2012). 

Nestandardne disulfidne veze uoĉene su i kod antitela IgG2 potklase i najpre su 

identifikovane kod rekombinantnih monoklonskih antitela, a zatim potvrĊene kod molekula 

humanih IgG2 antitela izolovanih iz plazme pacijenata sa mijelomom, kao i kod poliklonskih IgG 

antitela izolovanih iz seruma zdravih ljudi, te se smatraju inherentnim svojstvom antitela IgG2 

potklase (Wypych et al., 2008). Kod standardne izoforme A IgG2 antitela, ĉetiri disulfidne veze se 

uspostavljaju u regionu zgloba antitela izmeĊu dva teška lanca, dok se kod izoforme B uspostavljaju 

samo dva disulfidna mosta u regionu zgloba, dok preostala dva disulfidna mosta kovalentno 

povezuju Fab regione i region zgloba. Naime, dolazi do raskidanja postojećih intermolekulskih veza 

izmeĊu lakih i teških lanca, pa preostala dva cisteina regiona zgloba teškog lanca uspostavljaju nove 

disulfidne veze, jednu sa cisteinom lakog lanca i drugu sa CH1 domena drugog teškog lanca. 

Alternativno, kod mešovite A/B izoforme dolazi do raskidanja jedne disulfidne veze u regionu 

zgloba i raskidanja postojeće intermolekulske veze izmeĊu samo jednog para lakog i teškog lanca. 

Cisteini regiona zgloba uspostavljaju nove disulfidne veze, jednu sa cisteinom lakog lanca i drugu 

sa CH1 domena teškog lanca na naĉin koji je shematski prikazan na Slici 17 (Liu i May, 2012; 
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Wypych et al., 2008). Heterogena distribucija disulfidnih veza u antitelima potklase IgG2 zavisi od 

tipa lakog lanca u molekulu antitela. Naime, kod molekula IgG2 antitela koji sadrţe λ laki lanac 

dominantna je IgG2 A izoforma, dok je izoforma B glavna forma kod IgG2 antitela koja sadrţe κ 

laki lanac (Dillon et al., 2008). Iako se dugo smatralo da samo antitela IgA i IgM klasa mogu da 

grade kovalentne polimere, kasnija istraţivanja su pokazala da IgG2 antitela, kako rekombinantna u 

ćelijskoj kulturi, tako i ona izolovana iz humanog seruma, mogu da grade disulfidnom vezom 

povezane dimere (Yoo et al., 2003), doprinoseći time diverzitetu strukturnih formi IgG antitela 

potklase 2. 

 

Slika 17. Obrasci disulfidnih veza u strukturnim izomerima IgG2 potklase antitela (preuzeto i modifikovano iz 

Liu i May, 2012) 

Prethodno opisana nestabilnost intermolekulskih disulfidnih veza izmeĊu dva teška lanca 

IgG4 antitela moţe dovesti do fragmentacije molekula IgG4 na dva molekula poluantitela. Iako su 

sekvence regiona zgloba IgG1 i IgG2 potklasa IgG antitela optimalnije za stabilnost 

intermolekulskih disulfidnih veza (Angal et al., 1993; Schuurman et al., 2001), u literaturi su 

opisani fragmenti i ovih potklasa antitela, a koji prema masi odgovaraju fragmentima nastalim 

parcijalnom redukcijom molekula antitela. Prisustvo slobodnih sulfihidrilnih grupa u molekulima 

IgG1 i IgG2 antitela implicira postojanje nekompletnih disulfidnih veza (Zhang i Czupryn, 2002), 

koje time direktno doprinose nastanku fragmenata antitela. Ove nekompletne disulfidne veze 

doprinose fragmentaciji antitela i na indirektan naĉin, jer promovišu izmenu disulfidnih veza (Liu et 

al., 2007b). MeĊutim, znaĉajan deo fragmenata IgG1 i IgG4 antitela koji se uoĉavaju 

elektroforetskom analizom u neredukujućim uslovima potiĉe od uslova spremanja uzoraka za 

elektroforezu (zagrevanje u prisustvu detergenta na baznom pH) (Liu et al., 2007b; Zhu et al., 

2013). Naime, poreĊenjem elektroforetskog profila rekombinantnog monoklonskog IgG1 antitela u 

neredukujućim i redukujućim uslovima i analizom fragmenata masenom spektrometrijom pokazano 

je da su u pitanju fragmenti koje ĉine: 1) molekuli antitela kojima nedostaje jedan laki lanac, 2) dva 

teška lanca, 3) poluantitela koja sadrţe jedan laki i jedan teški lanac, 4) teţak lanac antitela i 5) laki 

lanac antitela (Liu et al., 2007b). Dodatno, pojava više traka razliĉite mobilnosti na poziciji od oko 

25 kDa, koja po masi odgovara lakom lancu antitela, objašnjava se delimiĉnom redukcijom 

intramolekulskih disulfidnih veza lakih lanaca, što za posledicu ima razliĉit stepen vezivanja SDS-a, 

a time i razliĉitu mobilnost u elektriĉnom polju parcijalno redukovanih lakih lanaca u odnosu na 

neredukovane (Zhang i Czupryn, 2002). Smatra se da ovi fragmenti antitela nastaju primarno kao 

posledica izmene disulfida antitela do koje dolazi u denaturišućim uslovima prisutnim tokom 

priprema uzorka za elektroforezu, ali, u manjem obimu, i usled raskidanja disulfidne veze reakcijom 

β-eliminacije (Liu et al., 2007b). Intermolekulske disulfidne veze koje povezuju laki lanac sa teškim 

podloţnije su redukciji od onih koje povezuju dva teška lanca IgG1 antitela (Liu et al., 2010). 

Prisustvo alkilujućih agenasa, poput jodacetamida i N-etilmaleimida, u puferu za pripremu uzoraka 

za elektroforetsku analizu inhibira fragmentaciju monoklonskih IgG4 antitela, blokiranjem 

slobodnih sulfhidrilnih grupa (Zhu et al., 2013). 

2.3.1.3. Funkcionalne implikacije heterogenosti disulfidnih veza antitela 

Heterogenost disulfidnih veza IgG antitela ima i funkcionalni znaĉaj u pogledu uticaja na 

prepoznavanje antigena i efektorske funkcije Fc regiona antitela. Nenativne disulfidne veze mogu 
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dovesti do strukturnih promena antitela, koje se odraţavaju na prepoznavanje antigena. U radu 

Dilona i saradnika, u kom su dizajnirana humana monoklonska IgG1 i IgG2 antitela sa identiĉnim 

antigen-vezujućim regionima specifiĉnim za tip 1 receptora za interleukin-1, zabeleţena je razlika u 

inhibiciji vezivanja interleukin-1β liganda za receptor za interleukin 1 zavisno od tipa antitela, pri 

ĉemu je aktivnost antitela opadala prema sledećem redosledu: IgG1 > IgG2-A > IgG2 >> IgG2-B- 

Izoforma IgG2-B pokazivala je ĉak tri puta manju aktivnost od IgG2-A izoforme, iako CD 

spektroskopijom nije pokazana razlika u sekundarnim strukturama izmeĊu dve izoforme IgG2 

antitela. Smanjena mobilnost Fab regiona IgG2-B izoforme navodi se kao mogući uzrok smanjene 

biološke aktivnosti (Dillon et al., 2008).  

Izmena disulfida IgG4 antitela usled koje mogu nastati molekuli poluantitela takoĊe ima 

funkcionalne posledice. Ovako nastali molekuli poluantitela mogu se nasumiĉno kombinovati sa 

drugim IgG4 poluantitelima razliĉite specifiĉnosti prepoznavanja antigena, ĉime nastaju 

monovalentna bispecifiĉna antitela. Iako ova antitela zadrţavaju osobinu specifiĉnog 

prepoznavanja, usled gubitka multivalentnog prepoznavanja antigena pokazuju smanjenu aktivnost 

(van der Neut Kolfschoten et al., 2007). Kombinovanje polovine molekula razliĉitih IgG4 antitela 

pokazano je ĉak i izmeĊu terapeutskog IgG4 antitela natalizumaba sa endogenim humanim IgG4 

antitelima, što bi moglo da ima uticaj na farmakokinetiku i farmakodinamiku natalizumaba (Labrijn 

et al., 2009).  

Navedene funkcionalne implikacije disulfidne heterogenosti i fragmentacije IgG antitela od 

posebnog su znaĉaja u kontekstu upotrebe antitela u terapeutske svrhe, gde je, pored analiziranja 

ĉistoće antitela, od posebne vaţnosti i karakterizacija integriteta i stabilnosti molekula antitela (Liu 

et al., 2007b; Moritz i Stracke, 2017; Tsuchikama et al., 2024). U tom smislu od posebnog znaĉaja 

je poznavanje razliĉitih uslova tokom kojih dolazi do izmene disulfidnih veza antitela i njihove 

fragmentacije. 

2.3.1.4. Primena antitela u imunološkim tehnikama 

Osim kljuĉne uloge u humoralnom imunom odgovoru, antitela nalaze veliku primenu u 

istraţivanju, medicini i industriji. Samo neki od primera upotrebe antitela su detekcija i 

kvantifikacija širokog spektra analita u kliniĉkim laboratorijama (Koivunen i Krogsrud, 2006; 

Monjezi et al., 2013), provera kvaliteta i bezbednosti hrane u industriji hrane (Samarajeewa et al., 

1991), imunofenotipizacija i analiza citokina (McKinnon, 2018). Naime, usled specifiĉnog i 

visokoafinitetnog prepoznavanja antigena, antitela su reagensi izbora u imunološkim esejima za 

identifikaciju, kvantifikaciju i prećišćavanje odreĊenog proteina u kompleksnoj proteinskoj smeši. 

Bilo koja bakterija, virus, protein ili kontaminant (poput pesticida) koji moţe stimulisati imuni 

odgovor se moţe koristiti kao antigen za proizvodnju antigen-specifiĉnih antitela, koja se potom 

mogu koristiti za dizajn imunoeseja za detekciju ili kvantifikaciju antigena od interesa, zasnovanom 

na specifiĉnom prepoznavanju antigena i antitela. Interakcije antitela i antigena, osim specifiĉnosti, 

odlikuje veoma visok afinitet, sa Ka do 10
12

 mol
-1

.  

Neke od najkorišćenijih imunoloških tehnika su enzimski povezan imunosorbentni esej 

(ELISA, od engl. enzyme-linked immunosorbent assay), lateralni imunoesej, imunoblot, 

imunohistohemijsko bojenje, radioimunoeseji (Koivunen i Krogsrud, 2006; Yu et al., 2015), 

protoĉna citometrija (McKinnon, 2018), imunoprecipitacija (Kaboord i Perr, 2008), imunoafinitetna 

hromatografija (Moser i Hage, 2010; Yu et al., 2015), imuno-PCR (Monjezi et al., 2013; 

Radomirović et al., 2023), imunoeseji zasnovani na rezonanciji površinskog plazmona (SPR-

imunoeseji, od engl. surface plasmon resonance) (Mullett et al., 2000; Yu et al., 2015), itd. Na Slici 

18 shematski su prikazane neke od ovih imunoloških metoda. 
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Slika 18. Primena antitela u razliĉitim imunološkim tehnikama (preuzeto sa web sajta: https://www.mlo-

online.com/diagnostics/immunodiagnostics/article/21155155/choosing-the-right-antibody-for-successful-

immunohistochemistry). Antigen-specifiĉno antitelo koristi se za specifiĉnu i osetljivu detekciju antigena od interesa. 

2.3.1.5. Kovalentne modifikacije antitela  

Za detekciju antigena od interesa u imunološkim metodama se koriste primarna antitela, 

koja specifiĉno prepoznaju antigen od interesa, i sekundarna antitela, koja prepoznaju primarna 

antitela. Kako bi mogla da se koriste za detekciju antigena, primarna ili sekundarna antitela se 

kovalentno modifikuju drugim molekulima, poput enzima, fluorofora, biotina, DNK i radionuklida, 

signalnim molekulima koji na taj naĉin indirektno sluţe za detekciju antigena. Istovremeno, i 

upotreba antitela kao proteinskih terapeutika se zasniva na kovalentnom konjugovanju leka i 

antitela specifiĉnog za odreĊeni ćelijski marker. 

Antitela se, uglavnom, kovalentno modifikuju nasumiĉnim ili, u novije vreme, mesto-

specifiĉnim konjugacijama NHS estara i izotiocijanata, koji reaguju sa primarnim aminima lizinskih 

ostataka molekula antitela, ili maleimidima-aktiviranim molekulima koji modifikuju sulfhidrilne 

grupe ostataka cisteina. U nekim sluĉajevima, standardne tehnike obeleţavanja dovode do smanjene 

imunoreaktivnosti antitela, usled modifikacija aminokiselinskih ostataka kljuĉnih za prepoznavanje 

antigena. Ovi problemi se prevazilaze ili optimizovanjem standardnih metoda (na primer, zaštitom 

antigen-vezujućeg mesta pre kovalentne modifikacije antitela) ili korišćenjem alternativnih metoda 

obeleţavanja antitela, koje modifikuju karboksilne grupe aminokiselina ili ugljenohidratnu 

komponentu antitela. Naelektrisane grupe, poput amino i karboksilne, koje se nalaze na površini 

molekula antitela, primarno su mesto hemijske modifikacije. Primarni amini su najĉešća meta 

kovalentne modifikacije zbog svoje zastupljenosti i reaktivnosti amino grupe, usled ĉega se 

relativno jednostavno modifikuju (Berg i Fishman, 2020; Hermanson, 2013). U molekulu antitela se 

nalazi oko 80 ostataka lizina, pri ĉemu je gotovo polovina njih izloţena rastvaraĉu i dostupna za 

konjugaciju sa drugim molekulima (Feng et al., 2014), mada je, zavisno od vrste antitela, nekad 

moguće modifikovati u proseku samo 2,5 amino grupe. Pored toga, iako je teoretski moguće 

modifikovati veliki broj ostataka lizina, veći stepen modifikacije sa sobom nosi negativan uticaj na 

rastvorljivost i imunološke osobine antitela, pa se u praksi antitela uglavnom modifikuju u manjem 

stepenu (Mueller et al., 1988). Mada je ε-amino grupa lizinskih ostataka ĉešće meta modifikacije, i 

N-terminalni kraj antitela, ako nije blokiran, moţe biti modifikovan. Karboksilne grupe 

aminokiselinskih ostataka glutamata i aspartata su, takoĊe, dostupne za reakcije konjugacije. 

MeĊutim, kako su ovi aminokiselinski ostaci ĉesto ukljuĉeni u protein-protein interakcije, njihova 

hemijska modifikacija moţe negativno uticati na antigen-vezujuću aktivnost antitela, posebno kada 

su u pitanju monoklonska antitela, te je od posebne vaţnosti ispitivanje efekta modifikacija ovih 

aminokiselinskih ostataka na funkcionalne osobine antitela. Modifikacije ugljenohidratne 

komponente antitela, koja se nalazi na Fc regionu antitela, znaĉajne su sa aspekta udaljenosti ovog 

regiona antitela od antigen-vezujućeg mesta, zbog ĉega je manje verovatno da će modifikacija ovog 

regiona imati uticaj na prepoznavanje antigena. Dioli ugljenih hidrata Fc domena antitela mogu se, 

u reakciji sa perjodatom, fragmentisati do reaktivnih aldehida bez znaĉajnog uticaja na smanjenje 

antigen-vezujućih karakteristika antitela. Aldehidne grupe antitela reaguju sa hidrazidima 

obeleţivaĉa, a reakcija obeleţavanja se sastoji iz više koraka, pri ĉemu su koraci oksidacije posebno 

kritiĉni. Sulfhidrilne grupe antitela modifikuju se nakon prethodne redukcije disulfidnih mostova 
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blagim redukcionim sredstvom. Najĉešće su disulfidi regiona zgloba antitela meta modifikacije 

antitela, jer se najlakše mogu redukovati do tiola. Blagom redukcijom disulfida dolazi do raskidanja 

intermolekuskih veza u regionu zgloba, usled ĉega nastaju dva monovalentna domena antitela, bez 

uticaja na antigen-vezujuće mesto, ali sa mogućim znaĉajnim uticajem na aviditet antitela (Berg i 

Fishman, 2020). Ostaci tirozina specifiĉno se jodiraju radioaktivnim izotopima joda 
124

I, 
125

I i 
131

I 

(Berg i Fishman, 2020; Hermanson, 2013; Hnatowich, 1990) ili se, korišćenjem bifunkcionalnih 

helatora, antitela obeleţavaju radiometalima, poput 
89

Zr, 
64

Cu, 
68

Ga i drugih (Chomet et al., 2021). 

Iako je radioaktivno obeleţavanje antitela sve manje zastupljeno usled negativnog uticaja na 

ţivotnu sredinu, u medicini se i dalje koriste radioaktivno obeleţena antitela u pozitronskoj 

emisionoj tomografiji, kao i u oblasti kancerskih terapeutika (Chomet et al., 2021; Parakh et al., 

2022). 

U proteinskom terapeutiku gemtuzumab ozagamicinu, konjugatu monoklonskog antitela i 

leka iz klase kaliheamicina, lek je za molekul antitela konjugovan acilovanjem boĉnog ostatka 

lizina (Stasi et al., 2008). Za konjugovanje antitela sa drugim molekulima ĉesto se koriste 

heterobifunkcionalni reagensi, kao što su sukcinimidil estar sukcinimidil 4-(N-

maleimidometil)cikloheksan-1-karboksilat (SMCC) i njegov sufonovan analog sulfo-SMCC, koji 

sadrţe istovremeno i NHS i maleimidnu reaktivnu grupu (Hermanson, 2013). Ovi reagensi koriste 

se za konjugovanje enzima, poput peroksidaze iz rena (HRP, od engl. horseradish peroxidase), za 

molekul antitela. Naime, lizinski ostaci HRP-a se najpre modifikuju ovim reagensom u reakciji sa 

NHS grupom reagensa. Redukcijom antitela 2-merkaptoetilaminom se redukuju disulfidne veze 

regiona zgloba antitela ili se, u reakciji sa Trautovim regensom, uvode slobodne sulfhidrilne grupe u 

molekul antitela, koje potom reaguju sa maleimidnom grupom aktiviranog enzima i grade konjugat 

antitela i enzima (Hnasko, 2015). U analitici se ĉesto koriste biotinilovana antitela, za ĉiju pripremu 

se koristi ili u vodi rastvoran NHS estar biotina, koji modifikuje lizinske ostatke antitela ili N-

terminalnu amino grupu molekula antitela (Mao, 2010), ili maleimidom aktiviran biotin, koji 

modifikuje sulfhidrilne grupe antitela, dobijene redukcijom TCEP-om. Ovako pripremljena 

biotinilovana antitela detektuju se u reakciji sa fluorescentno obeleţenim (strept)avidinom ili 

konjugatom (strept)avidina i enzima (Hermanson, 2013). 

Konjugovanje drugih molekula ne bi smelo da utiĉe na integritet molekula antitela, njegovu 

rastvorljivost, imunoreaktivnost i in vivo biodistribuciju. Kako bi se oĉuvale sekundarne i tercijarne 

strukture proteina, pH reakcione smeše tokom reakcija konjugacije se obiĉno odrţava izmeĊu 7 i 9, 

a temperatura ne prelazi 50 ˚C (Chomet et al., 2021). Antitela IgG potklase se uobiĉajeno 

modifikuju na pH vrednostima izmeĊu 8,3 i 9. Za razliku od njih, antitela IgM potklase se 

modifikuju na niţim pH vrednostima, bliţim neutralnim, jer su nestabilna na višim pH vrednostima. 

Pri tim uslovima, hidroliza konjugata preovlaĊuje nad reakcijom obeleţavanja, a primarno mesto 

modifikacije je α-amino grupa N-terminusa antitela, pa se za uspešno obeleţavanje antitela IgM 

potklase koristi veći molarni višak reagensa za obeleţavanje (50:1 ili 100:1, za razliku od antitela 

IgG potklase, koja se uglavnom obeleţavaju 10:1 molarnim odnosom reagensa i antitela) 

(ThermoFischer, Fluorescent Amine-reactive Alexa Fluor Dye Labeling of IgM Antibodies, 

https://www.thermofisher.com/rs/en/home/references/protocols/cell-and-tissue-analysis/labeling-

chemistry-protocols/fluorescent-amine-reactive-alexa-fluor-dye-labeling-of-igm-antibodies.html, 

pristupljeno 25.9.2024.). Kako bi se spreĉio uticaj na imunoreaktivnost antitela, treba izbegavati 

reakcije konjugacije u blizini antigen-vezujućeg domena (Chomet et al., 2021). 

2.3.1.5.1. Fluorescentno obeležavanje antitela 

 Antitela kovalentno modifikovana fluoroforama imaju veliki znaĉaj u imunohemijskim 

analitiĉkim metodama. Prve imunofluorescentne metode za detekciju viralnih antigena razvijene su 

sada već davne 1950. godine, kada je omogućena mikroskopska detekcija bakterije rikecija i virusa 

zauški u ekskudatima i tkivima inficiranih ţivotinja i ljudi, korišćenjem fluorescentno obeleţenih 

antitela specifiĉnih za ove bakterije/viruse. Ova antitela su bila obeleţena FITC-om (Coons et al., 

1950), koji i danas predstavlja jednu od najkorišćenijih fluorofora za obeleţavanje antitela, ali i 
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drugih proteina, poput avidina i streptavidina, za primenu u imunološkim tehnikama baziranim na 

fluorescenciji, poput imunofluorescentne mikroskopije i protoĉne citometrije (Hermanson, 2013). 

Konjugovanjem fluorofore za antitelo omogućava se indirektna detekcija antitela, a time i antigena 

koje prepoznaje antitelo. Ekscitovanjem fluorofore na odreĊenoj talasnoj duţini i merenjem 

emitovane svetlosti omogućena je detekcija i kvantifikacija prisutnog antigena (Yu et al., 2015).  

Molekuli fluorofora su najĉešće modifikovani NHS funkcionalnim grupama, ĉime je 

omogućena reakcija sa amino grupama antitela, premda su dostupni i derivati fluorescentnih 

molekula koji sadrţe reaktivne grupe koje reaguju sa sulfhidrilnim i karbonilnim grupama antitela. 

Mali organski molekuli, poput cijanina, fluoresceina, rodamina i kumarina i njihovih derivata 

rastvornih u vodi, uobiĉajeno se koriste za fluorescentno obeleţavanje antitela (Hermanson, 2013). 

Samo neke od ĉesto korišćenih fluorescentnih boja su Alexa Fluor 488 (analog fluoresceina), Texas 

Red (derivat rodamina), Pacific Blue (derivat kumarina) i Cy5 (derivat cijanina) (Berg i Fishman, 

2020). Ovi molekuli imaju konzistentne emisione spektre i mali Stokes-ov pomeraj (50-100 nm), 

stabilni su i jednostavno se konjuguju za antitela (McKinnon, 2018). Danas je razvijen veliki broj 

novih derivata prethodno navedenih organskih molekula. Posebno se istiĉu „Alexa Fluor― boje koje 

su dobijene hemijskim modifikacijama, najĉešće sulfonovanjem, kumarina, cijanina i molekula sa 

ksantenskom strukturom u svojoj osnovi, kao što su rodamini i fluorescein. Ove boje zajedno 

pokrivaju širok opseg talasnih duţina, rezistentnije su na gašenje fluorescencije i stabilnije na 

promene pH vrednosti u poreĊenju sa osnovnim molekulima iz kojih su dobijene, zbog ĉega nalaze 

veliku primenu u istraţivanju (Johnson i Spence, 2010). Pored malih organskih molekula, za 

fluorescentno obeleţavanje antitela koriste se i fikobilinski proteini poreklom iz algi, i to na prvom 

mestu fikoeritrin, ĉije hromofore su fikoeritrobilin i fikourobilin, ali i fikocijanin i alofikocijanin, 

ĉija je hromofora fikocijanobilin (Kronick, 1986; Qiang et al., 2021). O fikobilinskim proteina i 

njihovoj primeni kao fluorescentnih obeleţivaĉa će više reĉi biti u poglavlju 2.4. 

2.3.2. Alfa-laktalbumin 

Alfa-laktalbumin (ALA), sa proseĉnom koncentracijom u zrelom humanom mleku od 2,4 

g/l, je jedan od najvaţnijih proteina prisutnih u mleku sisara, naroĉito u majĉinom mleku, gde ima 

kljuĉnu ulogu u regulaciji sinteze laktoze (Jackson et al., 2004; Permyakov, 2020). Alfa-

laktalbumin ĉini oko 22% ukupnih proteina humanog mleka i oko 3,5% ukupnih proteina i oko 17% 

proteina surtuke kravljeg mleka (Layman et al., 2018). Zbog svoje specifiĉne strukture, ALA je 

predmet mnogih nauĉnih istraţivanja i ĉesto se prouĉava kao model protein u studijama uvijanja i 

denaturacije proteina, ali i kao model protein za kalcijum-vezujuće proteine (Permyakov, 2020). 

Osim toga, zbog svoje hranljive vrednosti, koja se prvenstveno ogleda u visokom sadrţaju 

esencijalnih aminokiselina, ukljuĉujući triptofan, lizin i cistein, kao i zbog bioaktivnih svojstava, ali 

i dobre rastvorljivosti i termalne stabilnosti, ALA ima primenu kao funkcionalni sastojak u mnogim 

prehrambenim proizvodima (Layman et al., 2018). 

Alfa-laktalbumin spada u familiju malih globularnih proteina. Osim alfa-laktalbumina 

pacova, koji poseduje 17 dodatnih aminokiselinskih ostataka na C-terminalnom kraju, ALA većine 

organizama se sastoji od 123 aminokiselinska ostatka i ima molekulsku masu oko 14,2 kDa. Alfa-

laktalbumin poseduje karakteristiĉnu strukturu, bogatu i α-heliksima i β-ploĉama. U pitanju je kiseli 

(pI 4-5), kalcijum-vezujući protein, pri ĉemu je veći deo ALA u mleku upravo u holo formi, 

odnosno ima vezan jon kalcijuma. U Goldţijevom aparatu sisarskih epitelnih ćelija, ALA ĉini 

regulatornu komponentu kompleksa laktozo-sintaze, u kojem uĉestvuje u transferu galaktoze sa 

UDP-galaktoze na glukozu, formirajući laktozu (Permyakov, 2020). U svojoj strukturi, ALA 

poseduje osam ostataka cisteina, koji formiraju ĉetiri disulfidne veze, koje su kljuĉne za odrţavanje 

nativne strukture proteina (Chang i Li, 2002). Pozicije cisteinskih ostataka i kalcijum-vezujućeg 

mesta su konzervirane u aminokiselinskim sekvencama svih α-laktalbumina za koje je poznata 

sekvenca (22 organizma) (Permyakov, 2020).  

Iako su mnogi aspekti strukture i funkcije ALA izuzetno interesantni, u ovom radu ALA je 

posmatran iskljuĉivo kao model sistem za proteine koji u nativnom obliku nemaju slobodnu 
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sulfhidrilnu grupu. Imajući to u vidu, u nastavku će biti opisane samo osnovne strukturne 

karakteristike ALA, koje su relevantne za razumevanje dobijenih rezultata.  

 

2.3.2.1. Struktura α-laktalbumina 

Iako ima samo 40% sliĉnosti aminokiselinske sekvence sa lizozimom, u strukturnom smislu 

ALA je veoma sliĉan lizozimu, sa kojim deli zajedniĉkog evolutivnog pretka. MeĊutim, i pored 

strukturne sliĉnosti, supstitucije specifiĉnih aminokiselinskih ostataka dovele su do gubljenja 

lizozomalne katalitiĉke aktivnosti ALA, zbog ĉega su ALA i lizozim, iako homologni proteini, 

funkcionalno potpuno divergentni (Permyakov, 2020).  

Alfa-laktalbumin ĉine dva domena: veliki α-helikoidni domen i manji domen, kog preteţno 

izgraĊuju β-ploĉice, koji su meĊusobno povezani kalcijum-vezujućom petljom (Slika 19). Alfa-

helikoidni domen ĉine tri klasiĉna α-heliksa (ostaci 5-11 (heliks A), 23-34 (heliks B) i 86-99 (heliks 

C)) i dva kratka 310-heliksa (ostaci 17-21 i 115-119). Manji domen se sastoji od niza petlji, male 

trolanĉane antiparalelne β-ploĉice (ostaci 40-43, 47-50 i 55-56) i kratkog 310-heliksa (ostaci 76-82). 

Dva domena meĊusobno su povezana disulfidnim vezama koje se uspostavljaju izmeĊu ostataka 

cisteina na pozicijama 73 i 91 i izmeĊu ostataka 61 i 77. Glavni elementi sekundarne strukture su 

konzervirani u strukturama svih alfa-laktalbumina. Vezivno mesto za jon Ca
2+

 formiraju 

karboksilne grupe tri ostatka Asp i dve karbonilne grupe peptidne kiĉme (Lys79 i Asp84)  

(Chrysina et al., 2000; Permyakov, 2020). 

 

 
Slika 19. Shematski prikaz trodimenzionalne strukture goveĊeg α-laktalbumina (PDB 1F6S, rezolucija 2,2 Å). 

 

Na niskim pH vrednostima (pH 2), ALA zadobija strukturu klasiĉne stopljene globule 

(takozvana A struktura), koja ima narušenu tercijarnu strukturu, ali relativno visok sadrţaj nativnih 

elemenata sekundarne strukture, uz povećanu fleksibilnost velikog broja aminokiselinskih ostataka. 

Ovu strukturu ALA ima i u odsustvu kalcijuma na neutralnim pH vrednostima (apo oblik), kao i pri 

povišenoj temperaturi i u prisustvu malih koncentracija denaturanata (Dolgikh et al., 1981; 

Kuwajima, 1977; Permyakov, 2020; Polverino de Laureto et al., 2002; Vanderheeren i Hanssens, 

1994). Radijus ţiracije nativnog ALA, sa vezanim jonom Ca
2+

, iznosi 15,7 Å, dok na kiselim pH 

vrednostima i u apo formi ALA ima radijus ţiracije od 17,2 Å. Istovremeno, u nativnom obliku 

maksimalna dimenzija molekula ALA je 50 Å, dok je u konformaciji stopljene globule maksimalna 

dimenzija 60 Å (Kataoka et al., 1997). 

2.4. Fikocijanobilin 

2.4.1. Spirulina kao održiva hrana budućnosti 

Cijanobakterija Arthrospira platensis, komercijalno poznata kao Spirulina, je fotosintetska, 

filamentozna, spiralna (helikoidna) cijanobakterija (modrozelena alga prema staroj klasifikaciji), 

ĉija su prirodna staništa braktiĉne (voda koja nastaje mešanjem slane i slatke vode) i slane vode 

alkalne pH vrednosti, pre svega u tropskim i subtropskim podruĉjima. Spirulina se koristi u ishrani 
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ljudi više od 1000 godina (Stanic-Vucinic et al., 2018), a sedamdesetih godina prošlog veka je 

prepoznata kao hrana budućnosti od strane Internacionalne Unije za Primenjenu Mikrobiologiju, što 

je umnogome doprinelo njenoj komercijalnoj proizvodnji kao dijetetskog suplementa. Preko 30% 

globalne proizvodnje mikroalgi otpada na Spirulinu, što je ĉini najkultivisanijom mikroalgom (J. A. 

Costa et al., 2019). Komercijalni interes za uzgajanje Spiruline poĉiva na njenom visokom sadrţaju 

proteina, esencijalnih masnih kiselina, pigmenata, biodostupnih vitamina (posebno vitamina A, K i 

kompleksa vitamina B) i makro- i mikroelemenata (kalijum, kalcijum, magnezijum, selen, gvoţĊe, 

cink), zbog ĉega se Spirulina smatra „superhranom― (Lafarga et al., 2020). Proteini ĉine oko 60% 

suve mase Spiruline i dostiţu i do 70% u optimalnim uslovima kultivacije, kada izvor azota nije 

ograniĉen (Danesi et al., 2002). Osim što ima sve znaĉajnije mesto u ishrani ljudi, Spirulina se u 

poslednje vreme koristi i kao dodatak prehrani ţivotinja, prvenstveno ţivine i svinja, ali u novije 

vreme i akvakulture (Altmann i Rosenau, 2022). Kako je interesovanje za odrţivim izvorima hrane 

poraslo poslednjih godina, Spirulina se nametnula kao atraktivan, odrţivi izvor visoko hranljivih 

sastojaka hrane. Pored ĉinjenice da i do 70% sadrţaja suve mase otpada na proteine, odrţivost 

Spiruline poĉiva i na tome što raste brţe nego kopnene biljke i ima veći prinos biomase po jedinici 

površine nego drugi usevi poput soje, mahunarki ili pšenice. Osim toga, Spirulina ima krucijalnu 

ulogu u sekvestraciji ugljenika, ĉime doprinosu smanjenju ugljeniĉnog otiska (Fratelli et al., 2023; 

Tzachor et al., 2022).  

Jedinstvena odlika Spiruline je njeno bogatstvo u prirodnim pigmentima. Tri glavne grupe 

fotosintetskih pigmenata Spiruline su hlorofili, karotenoidi i fikobilini (fikobilinski proteini) 

(Lafarga et al., 2020). Sa aspekta upotrebe u industriji hrane, najrelevantniji proteini Spiruline su 

fikobilinski proteini, i to fikocijanin, alofikocijanin i fikoeritrin. Ovi intenzivno obojeni proteini 

imaju veliki komercijalni znaĉaj i upotrebljavaju se u industriji hrane, kozmetiĉkoj, farmaceutskoj i 

tekstilnoj industriji, gde nalaze primenu kao koloranti prirodnog porekla, kao alternativa sintetiĉkim 

bojama (Lafarga et al., 2020; Ma et al., 2024; Minić et al., 2024). Pored toga što se upotrebljavaju 

kao koloranti, fikobiliproteini mikroalgi se razmatraju i kao alternativni izvori hrane, ali i 

alternativa serumu goveĊeg fetusa za upotrebu u kultivisanju veštaĉkog mesa (Minić et al., 2024). 

Ovi pigmenti pokazuju i brojna bioaktivna svojstva. Veliki broj istraţivanja je nedvosmisleno 

pokazao niz bkorisnih efekata Spiruline po zdravlje ĉoveka, koji se prvenstveno pripisuju 

fikobiliproteinima. Naime, zbog snaţne antioksidativne aktivnosti fikobiliproteina, ali i zbog 

brojnih drugih pozitivnih efekata, kao što su imunomodulatorna, antikancerska, antibakterijska, 

antiviralna i hipoholesterolemiĉna aktivnost, Spirulina pokazuje potencijal da postane bitna hrana 

budućnosti i komponenta funkcionalne hrane (Dagnino-Leone et al., 2022; Lafarga et al., 2020; 

Tounsi et al., 2023).  

2.4.2. Fikobilinski proteini kao prirodni pigmenti algi: struktura i funkcija 

Fikobilinski proteini (fikobiliproteini) su fluorescentni proteini intenzivnih boja, koji imaju 

ulogu fotoreceptora. To je grupa proteina rastvornih u vodi, koje karakteriše prisustvo linearnih 

tetrapirolnih hromofora, fikobilina, koji su tioetarskom vezom vezani za apoprotein (Dagnino-

Leone et al., 2022). Fikobiliproteini su fotosintetski pigmenti cijanobakterija, crvenih algi i 

kriptofita, koji omogućavaju efikasno sakupljanje svetlosti u zelenoj oblasti vidljivog dela spektra 

(500-600 nm) u kojoj hlorofili apsorbuju slabo. Na taj naĉin je omogućeno pokrivanje gotovo celog 

vidljivog dela spektra, ĉime fikobiliproteini znaĉajno doprinose odvijanju procesa fotosinteze 

(Scheer i Zhao, 2008). 

U strukturnom smislu, fikobiliproteini ĉine veliku familiju heterodimernih proteina. Sastoje 

se iz dve ili tri subjedinice koje ĉine apoproteinski deo molekula, za koji je tioetarskom vezom 

vezana tetrapirolna prostetiĉna grupa, bilinska hromofora. Osim fikoeritrina, koji sadrţi i γ 

subjedinicu, svi fikobiliproteini sadrţe homologne α i β subjedinice (Glazer, 1977). I α i β 

subjedinice se sastoje od globinskog jezgra, za koje je vezana hromofora, dok je N-terminalni kraj 

obe subjedinice ukljuĉen u oligomerizaciju subjedinica. Subjedinice grade heterodimere, koji dalje 

oligomerizuju do „trimera― (heteroheksamera) i „heksamera― (heterododekamera), koji izgraĊuju 
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fikobilizome, jedinstvene membranske multiproteinske antena komplekse, koji efikasno apsorbuju 

svetlost u oblasti 450-650 nm (Dagnino-Leone et al., 2022; Scheer i Zhao, 2008). Oko 85% 

fikobilizoma ĉine fikobiliproteini, a ostalih 15% ĉine ostali proteini (Tandeau de Marsac, 2003). 

Ovi kompleksi se nalaze na spoljašnjoj (stromalnoj) strani tilakoidnih membrana i imaju ulogu u 

sakupljanju svetlosti u procesu fotosinteze. Glavne komponente fikobilizoma su proteini fikocijanin 

(PC), alofikocijanin (APC) i fikoeritrin (PE). Fikocijanin i alofikocijanin su prisutni kod svih 

cijanobakterija i crvenih algi, dok je fikoeritrin varijabilna komponenta fikobilizoma i njegovo 

prisustvo je regulisano koliĉinom svetlosti. Neke cijanobakterije sadrţe i fikoeritrocijanin (PEC) 

koji zamenjuje fikoeritrin u odgovoru na promenjeni kvalitet svetlosti (Dagnino-Leone et al., 2022; 

Scheer i Zhao, 2008). Prenošenje energije u fikobilizomima se odvija od fikoeritrina, preko 

fikocijanina do alofikocijanina, nakon ĉega se ona prenosi do fotosintetskih reakcionih centara, pri 

ĉemu je efikasnost procesa veća od 95% (Padyana et al., 2001). 

Kovalentna modifikacija fikobiliproteina najmanje jednom bilinskom hromoforom je 

zasluţna za njihovu ulogu u procesu fotosinteze. Postoje ĉetiri tipa bilinskih hromofora, koje se za 

molekul proteina vezuju tioetarskom vezom preko specifiĉnog ostatka cisteina, a svaku odlikuje 

razliĉita boja i razliĉita talasna duţina maksimuma apsorpcije. Fikocijanobilin (PCB) je plave boje, 

sa maksimumom apsorpcije na 620 nm, fikoviolobilin (PVB) je ljubiĉaste boje sa maksimumom na 

561 nm, fikoeritrobilin (PEB) je crvene boje i pokazuje maksimum apsorpcije na 560 nm, a 

fikourobilin (PUB) je ţute boje i pokazuje maksimalnu apsorpciju na 495 nm (Dagnino-Leone et 

al., 2022). Svaki fikobilin ima sistem konjugovanih dvostrukih veza koji je zasluţan za 

spektroskopske osobine hromofora – PCB ima devet konjugovanih dvostrukih veza, PVB osam, 

PEB šest i PUB pet. Sa povećanjem broja konjugovanih dvostrukih veza, apsorpcioni maksimum 

hromofore se više pomera ka crvenoj oblasti spektra (Mimuro i Kikuchi, 2003). U svim 

fikobiliproteinima cijanobakterija postoji konzervirani ostatak Cys84 za koji je kovalentno vezana 

hromofora. Dodatna vezivna mesta hromofora nastala su insercijama blizu C-terminusa, u blizini 

aminokiselina na poziciji 150, kao i blizu pozicije 50 na N-terminalnom kraju globinskog domena 

proteina. Većina hromofora vezana je za ostatak cisteina apoproteina tioetarskom vezom preko 

ugljenika C-3
1 
hromofore, mada su moguće i tioetarske veze preko C-18

1
 (Scheer i Zhao, 2008). 

Za razliku od hlorofila, slobodni bilini, kao i denaturisani fikobiliproteini, nemaju 

odgovarajuće fotofiziĉke osobine za obavljanje fotoreceptorske funkcije. Samo nativan protein, u 

kom su interakcije hromofore i apoproteina takve da omogućavaju „pravilnu― konformaciju 

hromofore, moţe da obavlja funkciju fotoreceptora (Scheer i Zhao, 2008). Premda se ĉini da je 

kovalentno vezivanje hromofore znaĉajan faktor za uspostavljanje interakcija sa proteinskim delom 

molekula, i mutanti u kojima su ostaci cisteina koji uĉestvuju u vezivanju hromofore zamenjeni 

serinom, kao i mutanti kojima nedostaje lijaza, enzim koji katalizuje vezivanje hromofore za 

apoprotein, imaju sposobnost vezivanja hromofore, što ukazuje na to da kovalentno vezivanje 

hromofore nije apsolutno neophodno za funkciju fikobiliproteina (Gindt et al., 1992; Shen et al., 

2006). Pored kovalentnog vezivanja, izmeĊu apoproteina i bilinskih hromofora se uspostavljaju i 

brojne nekovalentne interakcije koje su esencijalne za funkciju fikobiliproteina. Posledica ovih 

interakcija je da, za razliku od slobodnih bilina koji imaju fleksibilnu, cikliĉno-helikoidnu 

konformaciju, biliproteinske hromofore u nativnim fikobilinskim proteinima imaju rigidnu, 

izduţenu konformaciju. Varijacijama osnovne konformacije se postiţe fino podešavanje sakupljanja 

svetlosti u razliĉitim oblastima vidljivog spektra. Interesantno je da, pored uloge u apsorpciji 

svetlosti, hromofore imaju ulogu i u pravilnoj oligomerizaciji subjedinica (Scheer i Zhao, 2008). 

2.4.3. Fikocijanin i fikocijanobilin: struktura i hemijske osobine 

Fikocijanin je plavo obojen protein/pigment fikobilizoma fotosintetskih cijanobakterija koji 

im daje intenzivnu plavu boju, zbog koje su cijanobakterije poznate i kao modrozelene alge 

(Eriksen, 2008). Fikobiliproteini mogu ĉiniti i do 50% ukupnih proteina cijanobakterija, pri ĉemu je 

fikocijanin najzastupljeniji fikobiliprotein (Pagels et al., 2019). Za razliku od fikoeritrina, 

fikocijanin je uvek prisutan u cijanobakterijama i crvenim algama (Dagnino-Leone et al., 2022). 
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Cijanobakterija Arthrospira platensis sadrţi samo dva fikobiliproteina – alofikocijanin i C-

fikocijanin (C-PC), pri ĉemu je C-PC glavni pigment, a APC minorni (Padyana et al., 2001). 

IzmeĊu 15 i 25 % suve biomase Spiruline otpada na fikocijanin, te je on ne samo glavni 

fikobiliprotein, već ujedno i najzastupljeniji protein (Sotiroudis i Sotiroudis, 2013). Fikocijanini 

koji sadrţe samo jedan tip hromofore – fikocijanobilin, nazvani su C-fikocijaninima (C-PC), dok 

oni koji sadrţe i fikoeritrobilin i/ili fikourobilin pripadaju jednom od pet tipova R-fikocijanina (R-

PC I-V), koji se meĊusobno razlikuju po tipu i poloţaju hromofora (Dagnino-Leone et al., 2022).  

Fikocijanin je verovatno najbolje izuĉen fikobiliprotein. U PDB bazi podataka proteina 

nalazi se šezdeset jedna kristalna struktura fikobiliproteina, a najveći broj struktura, ĉak trideset 

šest, su fikocijanini (Dagnino-Leone et al., 2022). Struktura C-fikocijanina sliĉna je drugim 

fikobiliproteinima. Ĉine ga dve relativno homologne subjedinice: α subjedinica, molekulske mase 

oko 18 kDa, koja ima jedan molekul fikocijanobilina vezan za Cys84, i β subjedinica, molekulske 

mase oko 19 kDa, koja sadrţi dva molekula fikocijanobilina koji su kovalentno vezani za ostatke 

cisteina na pozicijama 84 i 155. Oba lanca sadrţe konzerviran α-heliks kao dominantan tip 

sekundarnih struktura, a trodimenzionalna struktura subjedinica je sliĉna u razliĉitim organizmima, 

sa minornim razlikama. Naime, dve subjedinice formiraju αβ monomer, koji agregira u α3β3 trimer, 

a zatim u α6β6 heksamer (Eriksen, 2008). Protein se nalazi u heksamernoj konformaciji u pH oblasti 

5-6, dok je na pH 7 u obliku trimera (Pagels et al., 2019). Na Slici 20 prikazana je kristalna 

struktura C-PC-a A. platensis dobijena kristalografijom X-zracima. Tercijarna struktura C-

fikocijanina sliĉna je molekulu mioglobina, pri ĉemu mesta vezivanja PCB-a na pozicijama α-84 i 

β-84 nalikuju vezivnim mestima za hem u molekulu mioglobina (Padyana et al., 2001). Subjedinica 

α C-fikocijanina A. platensis ima molekulsku masu oko 17,6 kDa  i pI 5,83, a subjedinica β masu 

oko 18,1 kDa i pI 4,96 (Dagnino-Leone et al., 2022). 

 
Slika 20. Kristalna struktura C-PC-a A. platensis dobijena kristalografijom X-zracima (PDB 1HA7, rezolucija 

2,2 Å). 

 

Intenzivna boja C-fikocijanina potiĉe od fikocijanobilina, kovalentno vezane tetrapirolne 

hromofore, molarne mase 586,7 Da, ĉija sposobnost apsorpcije svetlosti pokriva opseg talasnih 

duţina od gotovo 100 nm
 
(Sonani et al., 2016; Stanic-Vucinic et al., 2018). Glavni prekursor svih 

fikobilina je biliverdin IXα, koji nastaje dejstvom hem-oksigenaze 1. Dvostepenom redukcijom 

biliverdina IXα feredoksin-zavisnim enzimom fikocijanobilin:feredoksin-oksidoreduktazom 

(PcyA), dolazi do sinteze 18,18-dihidrobiliverdina, koji potom daje fikocijanobilin (Dagnino-Leone 

et al., 2022). Kada su u pitanju spektroskopske osobine C-PC-a, njegov apsorpcioni spektar 

pokazuje veći maksimum apsorpcije na 620 nm (Slika 21) i znatno manji na 360 nm, oba poreklom 

od PCB-a. Fluorescentni spektar C-PC-a istovremeno pokazuje maksimum emisije na 640 nm pri 

ekscitaciji na 600 nm (Slika 21) (Scheer i Kufer, 1977; Sonani et al., 2016).  
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Slika 21. Apsorpcioni (puna linija) i emisioni fluorescentni spektar (isprekidana linija, pri ekscitaciji na 600 

nm) C-fikocijanina (preuzeto i modifikovano iz Sonani et al., 2016). 

 

Nasuprot tome, apsorpcioni spektar slobodne hromofore, fikocijanobilina, se razlikuje od 

spektra nativne hromofore u molekulu C-fikocijanina u pogledu intenziteta i oblika dveju glavnih 

apsorpcionih traka. Naime, slobodan PCB ima fleksibilnu, cikliĉnu konformaciju, dok u nativnom 

proteinu zauzima rigidniju, linearnu konformaciju (Slika 22), stabilizovanu vodoniĉnim vezivanjem 

sa boĉnim grupama u proteinu (Scheer i Zhao, 2008). Slobodan PCB stoga pokazuje maksimum 

apsorpcije na oko 360 nm i manji maksimum na oko 620 nm (Minic et al., 2018). Razliĉite 

spektroskopske osobine hromofore upravo su posledica razlike u konformaciji slobodnog PCB-a i 

onog koji je kovalentno vezan u proteinu (Scheer i Kufer, 1977). 

 

 
Slika 22. Hemijska struktura (A) slobodnog fikocijanobilina i (B) fikocijanobilina vezanog tioetarskom vezom za 

apoprotein (preuzeto iz Middepogu et al., 2012). 

2.4.4. Fikocijanin i fikocijanobilin: bioaktivna svojstva 

U poslednjoj deceniji je porastao interes ka novim izvorima bioaktivnih jedinjenja prirodnog 

porekla koja, zbog svog pozitivnog efekta na zdravlje ljudi, imaju potencijal za korišćenje u 

industriji hrane i farmaceutskoj industriji. U tom kontekstu, Spirulina pokazuje znaĉajan potencijal 

da postane bitna komponenta funkcionalne hrane, zbog brojnih pozitivnih efekata po zdravlje ljudi 

koje poseduje. Pozitivni efekti Spiruline se upravo pripisuju C-fikocijaninu i njegovoj hromofori 

PCB-u. Bioaktivna svojstva C-PC-a pokazana su u mnogim in vitro i in vivo studijama, koje su 

pokazale antioksidativna, antiinflamatorna, antikancerska i druga bioaktivna svojstva C-PC-a. 

Oksidativni stres izazvan akumulacijom reaktivnih kiseoniĉnih vrsta (ROS, od engl. reactive 

oxygen species) leţi u osnovi ili prati mnoga oboljenja, poput dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti, 

kancera, degenerativnih oboljenja i drugih. Neutralizacija ROS-a odvija se enzimskim ili 
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neenzimskim antioksidativnim mehanizmima, a molekuli kao što je PC mogu da deluju kao 

neenzimski antioksidanti, tako što uklanjaju nastale slobodne radikale ili sniţavaju nivo oksidacije 

(Pagels et al., 2019). Antioksidativna aktivnost PCB-a u osnovi je antioksidativne aktivnosti PC-a. 

Pokazano je da PCB efikasno inhibira peroksidaciju metil-linoleata i lipozoma fosfatidilholina 

izazvanu dodatkom 2,2’-azobis(2-amidinopropan)dihidrohlorida (AAPH), generatora slobodnih 

radikala (Hirata et al., 2000). Pored toga, pokazano je da i C-PC i PCB efikasno uklanjaju 

peroksinitritne radikale i time inihibiraju oštećenje DNK (Bhat i Madyastha, 2001).  Fikocijanobilin 

je odgovoran i za nefroprotektivni efekat C-PC-a u mišjem modelu akutne bubreţne insuficijencije 

izazvane delovanjem ţiva(II)-hlorida. Pri tome zaštitni efekat PCB-a se ogleda u sniţavanju nivoa 

razliĉitih markera oksidativnog stresa, poput reaktivnih kiseoniĉnih i azotnih vrsta, spreĉavanju 

smanjenja aktivnosti antioksidativnih enzima, poput katalaze, glutation-peroksidaze i glutation-

reduktaze, ali i u spreĉavanju sniţavanja ekspresije proteina povezanih sa glomerularnim 

oštećenjima, kao što su nefrin i podocin (Garcia-Pliego et al., 2021). UtvrĊeno je i da tretman 

miševa PC-om pre ili tokom zraĉenja X-zracima dovodi do znaĉajnog smanjenja nivoa alanin-

aminotransferaze i aspartat-aminotransferaze u plazmi, markera akutnog oštećenje jetre, i povećanja 

ekspresije gena za superoksid-dismutazu i glutation-peroksidazu. Hepatoprotektivni efekat PC-a 

najverovatnije se ostvaruje kroz aktiviranje signalnog puta Nrf2/HO-1 (nuklearni faktor 2 povezan 

sa nuklearnim faktorom eritroidom 2/hem-oksigenaza 1, od engl. nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2/heme oxygenase 1), koji igra znaĉajnu ulogu u odgovoru na oksidativni stres, ali i kroz 

direktan antioksidativni efekat PC-a u uklanjanju nastalih ROS-a (Liu et al., 2020). 

Fikobiliproteinima, posebno fikocijaninu, se pripisuje i antiinflamatorna aktivnost, koja se 

uglavnom povezuje sa inhibicijom ciklooksigenaze-2, enzima koji katalizuje prevoĊenje 

arahidonske kiseline u prostaglandin H2, prekursor prostaciklina, koji ima vaţnu ulogu u procesu 

inflamacije. Antiinflamatorna aktivnost PC-a ostvaruje se i kroz inhibiciju mijeloperoksidaze i 

supresiju apoptoze (Leung et al., 2013), a oralna administracija C-PC-a i PCB-a u 

eksperimentalnom modelu autoimunog encefalomijelitisa povoljno utiĉe na smanjenje autoimunog 

odgovora, sniţavanjem ekspresije proinflamatornih citokina IL-6 i IFN-γ (Cervantes-Llanos et al., 

2018). Dodatno, antiinflamatorni efekat C-PC-a ostvaruje se i kroz smanjenje ekspresije drugih 

proinflamatornih citokina (IL-1β, IL-2 i faktor nekroze tumora α) i transkripcionih faktora (Janus 

kinaza 3, signalni transduceri i aktivatori transkripcije 3), uz povećanje ekspresije antiinflamatornog 

citokina IL-4 (Jiang et al., 2017). 

Fikocijanin pokazuje i antikancersku aktivnost prema razliĉitim tipovima kancerskih ćelija, 

stimulišući apoptozu i smanjujući proliferaciju kancerskih ćelija, a pritom ne utiĉući na zdrave 

ćelije (Jiang et al., 2017; Pagels et al., 2019). Molekulski mehanizmi C-PC-om indukovane 

apoptoze humanih K562 ćelija hroniĉne mijeloidne leukemije ukljuĉuju oslobaĊanje citohroma c iz 

mitohondrija u citosol, aktiviranje kaspaza i indukciju razgradnje poli(ADP-riboza)-polimeraze, 

proteina ukljuĉenog u proces programirane ćelijske smrti, i smanjenje ekspresije antiapoptotskog 

Bcl-2 proteina (Subhashini et al., 2004). Fikocijanin moţe da izmeni mitohondrijalni membranski 

potencijal, što stimuliše oslobaĊanje citohroma c i promoviše stvaranje ROS-a, a što pak za 

posledicu ima apoptozu kancerskih ćelija (Jiang et al., 2017). Antikancerska aktivnost C-PC-a 

pokazana je ĉak i na MDA MB 231 ćelijama veoma agresivnog trostruko negativnog karcinoma 

dojke, za koji konvencionalne terapije nisu uĉinkovite. Fikocijanin utiĉe na smanjenu migraciju i 

povećanu adheziju ovih ćelija, pokazujući i angiogene efekte, uz supresiju ekspresije 

ciklooksigenaze-2 i proizvodnje prostaglandina E(2). Svi biološki efekti PC-a pripisuju se inhibiciji 

signalnog puta mitogenom-aktivirane protein kinaze (Ravi et al., 2015). 

2.4.5. Fikocijanin i fikocijanobilin: upotreba u industriji hrane 

Zabrinutost potrošaĉa u vezi sa bezbednošću sintetiĉkih boja doveo je do ograniĉene 

primene sintetiĉkih boja u hrani, konditorskim proizvodima i pićima i preusmeravanju fokusa na 

upotrebu prirodnih boja, posebno kada je u pitanju hrana za decu. Intenzivna boja fikobiliproteina 

ĉini ih interesantnom alternativom sintetiĉkim bojama za upotrebu kao koloranata u industriji hrane 
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(Lafarga et al., 2020; Ma et al., 2024; Minić et al., 2024). U poreĊenju sa drugim prirodnim 

pigmentima, prirodni pigmenti plave boje su retki. Antocijani su primarni izvor plave boje u prirodi, 

ali njihova boja je osetljiva na pH, te samo u opsegu pH vrednosti 5-7 imaju plavu boju, dok u 

kiselim napicima i hrani menjaju boju u ljubiĉastu ili pink (Newsome et al., 2014). S druge strane, 

gljive i mikroorganizmi u odgovoru na stres i predatore proizvode seriju  plavo obojenih jedinjenja, 

ali je njihova potencijalna biološka aktivnost nepredividiva, zbog ĉega je njihova bezbednost u 

industriji hrane upitna. Jedini prirodni pigmenti plave boje koji su trenutno odobreni za upotrebu u 

prehrambenoj i farmaceutskoj industriji su gardenija plavo (u Japanu), plavi antocijani, kao i 

pigmenti Spiruline, koje dominantno ĉini C-fikocijanin (Stanic-Vucinic et al., 2018). Iako je 

gardenija plavo stabilnija na povišenim temperaturama i na dejstvo svetlosti od C-PC-a, C-PC se 

zbog intenziteta boje pokazao kao bolji kolorant (Jespersen et al., 2005). Ameriĉka Uprava za hranu 

i lekove je 2013. godine odobrila upotrebu fikocijanina u obliku ekstrakta Spiruline kao boje u 

ţvakaćim gumama i slatkišima (Newsome et al., 2014). Zbog duge istorije upotrebe, Spirulina se ne 

smatra novom hranom i ne podleţe Uredbi Evropske Unije 2015/2283 o novoj hrani, pa se moţe 

komercijalizovati i u Evropskoj Uniji (Lafarga et al., 2020). Optimalni uslovi za ĉuvanje C-

fikocijanina su u mraku, na temperaturi ispod 45 ˚C i na pH 5,5-6 (Adjali et al., 2022). Iako manja 

stabilnost u kiselim uslovima, pri povišenoj upotrebi i u prisustvu svetlosti limitira upotrebu 

fikocijanina kao koloranta u nekim proizvodima (Newsome et al., 2014), njegova primena je danas 

proširena na sladolede, smrznute dezerte, jogurte, pudinge, dţemove i druge proizvode koji se 

ĉuvaju na niskoj temperaturi i imaju visok sadrţaj šećera, kojima se ĉuva stabilnost proteina (Ma et 

al., 2024; Stanic-Vucinic et al., 2018). Premda se smatra nestabilnim u kiselim uslovima, neke 

studije ukazuju da kisela pića sa dodatkom C-fikocijanina, ĉije je pH oko 3, zadrţavaju plavu boju i 

do 11 dana, ako se ĉuvaju na hladnom (García et al., 2021). Iako se najveći broj struĉnih radova 

bavi ispitivanjem mogućnosti upotrebe fikocijanina kao aditiva u industriji hrane, istraţuje se i 

mogućnost enkapsulacije slobodnog PCB-a u nanoĉestice na bazi BSA. U kompleksu sa BSA, 

slobodan PCB je stabilniji prema oksidaciji, pa bi PCB vezan za BSA mogao da posluţi kao 

funkcionalni aditiv koji istovremeno obezbeĊuje i boju i bioaktivna svojstva, pri ĉemu interakcija sa 

proteinom produţava njegovu aktivnost usporavanjem oksidacije (Minic et al., 2018). 

2.4.6. Fikobilinski proteini kao fluorescentni obeleživaĉi 

Fluorescentne osobine fikocijanina koriste se kao indikator rasta cijanobakterijskih kultura, 

za detekciju toksiĉnih cijanobakterija i daljinsko ispitivanje cijanobakterija u prirodnim vodama 

(Eriksen, 2008). MeĊutim, intenzivna fluorescencija fikobiliproteina iskorišćena je i ex vivo kroz 

njihovu upotrebu kao fluorescentnih obeleţivaĉa, najviše antitela, ali i drugih proteina (Kronick, 

1986; Qiang et al., 2021). Kako fikobiliproteini sadrţe više molekula bilinskih hromofora po 

molekulu proteina, njihovi ekstinkcioni koeficijenti mogu imati vrednosti od ĉak 2×10
6
 i 2,4×10

6
 

M
-1 

cm
-1 

(za R-fikoeritrin i B-fikoeritrin, redom), što je gotovo 30 puta veća vrednost od 

ekstinkcionog koeficijenta ĉesto korišćenog fluorescentnog obeleţivaĉa fluoresceina i oko sto puta 

veća od ekstinkcionog koeficijenta rodamina, dok vrednosti kvantnog prinosa fikobiliproteina 

variraju od 0,51 za C-fikocijanin do ĉak 0,85 za R-fikoeritrin (Kronick i Grossman, 1983; Oi et al., 

1982; Qiang et al., 2021). Osim toga, fikobiliproteine odlikuje veliki Stokes-ov pomeraj (75-200 

nm), stabilnost i konzistentnost emisionih spektara (McKinnon, 2018), kao i dobra rastvorljivost u 

vodenim rastvorima, zbog ĉega pokazuju nizak nivo nespecifiĉnog vezivanja (Kronick i Grossman, 

1983). Fluorescencija fikobiliproteina nezavisna je od pH vrednosti u širokom opsegu pH vrednosti 

od interesa (od oko pH 5 do pH 9) (Kronick, 1986). Istovremeno, kovalentnim vezivanjem 

fluorofore za molekul proteina omogućena je bolja zaštita fluorofore od gašenja fluoresencije 

dejstvom faktora sredine (Johnson i Spence, 2010). Spektralne osobine fikobilinskih proteina od 

posebnog su znaĉaja u radu sa biološkim uzorcima. Naime, u poreĊenju sa ĉesto korišćenim 

fluoresceinom, fikoeritrin se ekscituje i emituje na većim talasnim duţinama, u dalekom crvenom 

delu vidljivog spektra. Merenjem fluorescencije u crvenom delu spektra izbegava se pozadinski 

signal poreklom od autofluorescencije seruma i drugih bioloških matriksa, kao što su, na primer, 
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autofluorescentne citoplazmatske granule mikroglija (Soini i Hemmilä, 1979; Zhang et al., 2022). 

Navedene osobine ĉine fikobiliproteine veoma pogodnim za fluorescentno obeleţavanje razliĉitih 

proteina, poput imunoglobulina, proteina A i avidina, ali i nanoĉestica, za primenu u razliĉitim 

tehnikama koje se zasnivaju na fluorescenciji, poput protoĉne citometrije, fluorescentne 

mikroskopije i fluorescentnih imunoeseja (Kronick, 1986; Oi et al., 1982; Qiang et al., 2021).  

Konjugovanje fikobiliproteina za druge proteine omogućeno je korišćenjem 

heterobifunkcionalnih reagenasa. Najĉešće se jedna ili više ε-amino grupa fikobiliproteina 

derivatizuju reagensima kojima se uvodi slobodna sulfhidrilna grupa (poput Trautovog reagensa), 

dok se amino grupe molekula koji se obeleţava (antitelo ili neki drugi protein od interesa) 

derivatizuju sukcinimidil estrima, kao što su SMCC ili sukcinimidil-4-(p-maleimidofenil)butirat 

(SMPB), ĉime se uvodi maleimidna grupa, slobodna za reakciju sa sulfhidrilnom grupom 

fikobiliproteina, pri ĉemu nastaje tioetarska veza (Kronick, 1986).  

Fikobiliproteini kao fluorescentni obeleţivaĉi najveću primenu našli su u fluorescentnoj 

mikroskopiji i protoĉnoj citometriji, i to u fluorescentnom obeleţavanju ćelijskih površinskih 

molekula, korišćenjem antitela specifiĉnih za ćelijske markere, koja su fluorescentno obeleţena 

fikobiliproteinima, najĉešće fikoeritrinom. Veliki Stokes-ov pomeraj fikobiliproteina omogućio je 

simultanu upotrebu i detekciju antitela obeleţenog fikoeritrinom, koje je specifiĉno za jedan ćelijski 

marker, i drugog antitela, koje je specifiĉno za neki drugi ćelijski marker, a ĉija detekcija se vrši 

drugim antitelom konjugovanim sa fluoresceinom, korišćenjem istog lasera za ekscitaciju 

fluorofore. Picolo i Ćilosi su na ovaj naĉin okarakterisali razliĉite populacije T-ćelija u limfnim 

ĉvorovima (Pizzolo i Chilosi, 1984). Dalji razvoj u ovoj oblasti omogućio je korišćenje dva laserska 

izvora za istovremenu detekciju tri fluorofore, a zatim i korišćenje tri lasera za istovremenu 

detekciju ĉetiri fluorescentna molekula. Tako je korišćenjem lasera koji proizvodi svetlost talasne 

duţine 605 nm omogućena istovremena ekscitacija boje Texas Red i alofikocijanina, dok laser na 

488 nm istovremeno ekscituje dva antitela razliĉite specifiĉnosti obeleţena fluoresceinom i 

fikoeritrinom, što je omogućilo analizu diferencijacije mišjih B ćelija (Hardy et al., 1984). Zbog 

manjeg pozadinskog signala poreklom od autofluorescencije mikroglija, antitela konjugovana sa 

fikoeritrinom nadmašuju ona konjugovana sa FITC-om i alofikocijaninom u osetljivosti detekcije 

LAG3 proteina mikroglija protoĉnom citometrijom (Zhang et al., 2022). Pored konjugata antitela i 

fikobiliproteina, konjugati aneksina V i alofikocijanina i R-fikoeritrina koriste se za praćenje 

ćelijske apoptoze protoĉnom citometrijom, vezujući se za fosfatidilserin, indikator intermedijarnih 

faza apoptoze (Farrokh-Siar et al., 1999; Mukhopadhyay et al., 2007). Osim u protoĉnoj citometriji, 

fikobiliproteini se koriste i u drugim esejima u kojima se koriste  fluorescentno obeleţena primarna 

ili sekundarna antitela ili avidin. Kronick i saradnici su detektovali humana IgG antitela u „sendviĉ― 

eseju na ĉvrstoj fazi, u kojem su za poliakrilamidne kuglice kuplovana zeĉja antitela na humani 

IgG, koja se potom inkubiraju sa humanim serumom u kom se ţele kvantifikovati humana IgG 

antitela. Za detekciju su koristili ili fluorescentno obeleţena sekundarna antitela ili biotinilovana 

sekundarna antitela i fluorescentno obeleţen avidin. Kuplovanjem B-fikoeritrina za zeĉja antitela na 

humani IgG ili za avidin postiţe se šest, odnosno pet puta veća osetljivost detekcije humanog IgG-a 

u poreĊenju sa konjugatima sa fluoresceinom (Kronick i Grossman, 1983). U eseju u kojem su za 

magnetne kuglice kovalentno kuplovani antigeni od interesa, Ajoglu i saradnici su konjugovali R-

fikoeritrin za sekundarna antitela na humani IgG i IgM, ĉime su merili nivoe IgG i IgM potklasa 

autoantitela u serumima pacijenata sa reumatoidnim artritisom. Istovremeno, korišćenjem kozjih 

IgG antitela na humani C3 obeleţenih fikoeritrinom, merili su C3 komponentu komplementa i na taj 

naĉin pratili aktivaciju komplementa (Ayoglu et al., 2014).  

Zbog osobine da vezuju jone metala, fikobiliproteini se mogu koristiti i za osetljivu i visoko 

selektivnu detekciju jona metala u metodama baziranim na fluorescenciji. Konjugovanjem R-

fikoeritrina ili C-fikocijanina za nanoĉestice na bazi srebra omogućena je detekcija i kvantifikacija 

jona bakra u uzorcima vode, praćenjem gašenja fluorescencije proteina u prisustvu jona metala 

(Wei et al., 2018; Xu et al., 2019b). 
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U reakcijama konjugacije fikobiliproteina i drugih molekula (antitela, proteina A, avidina, 

lekova, itd.) od posebne je vaţnosti da konjugovanje fluorofore ne utiĉe (znaĉajno) na spektralne 

osobine fikobilinskih proteina, ali i na jedinstvene osobine molekula za koji se oni konjuguju 

(Kronick, 1986). Kada je u pitanju kovalentna modifikacija antitela fikobiliproteinima, 

konjugovanje fikobiliproteina ne bi smelo da utiĉe na imunološku specifiĉnost antitela ili afinitet za 

vezivanje antigena (Hermanson, 2013). Kako su fikobiliproteini veliki proteini, po veliĉini sliĉni 

antitelima, u literaturi su zabeleţeni sluĉajevi u kojima je konjugovanje fikobiliproteina za molekul 

antitela sterno interferiralo sa antigen-vezujućim mestima na molekulu antitela, što je znaĉajno 

uticalo na smanjenje osetljivosti metode detekcije antigena (Kronick i Grossman, 1983). 
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3. Eksperimentalni deo 

3.1. Materijali i oprema 

Fikocijanobilin (PCB) je izolovan iz proteinskog ekstrakta komercijalno dostupnog praha 

Spiruline (Spirulina pacifica, Nutrex-Hawaii; Kailua-Kona, Havaji, SAD) prema prethodno 

opisanoj metodi (Fu et al., 1979). Koncentracija PCB-a odreĊena je spektrofotometrijski, nakon 

razblaţivanja dobijenog preparata smešom metanola i koncentrovane hlorovodoniĉne kiseline 

(metanol:hlorovodoniĉna kiselina, 19:1, v:v). Korišćen je molarni apsorpcioni koeficijent na 680 

nm, koji iznosi 37 900 M
-1

cm
-1 

(Cole et al., 1967). C-PC je izolovan i preĉišćen iz istog izvora, 

prema prethodno opisanoj proceduri (Zhang i Chen, 1999). BLG i ALA su izolovani i preĉišćeni iz 

sveţeg kravljeg mleka prema prethodno opisanim metodama (Al-Hanish et al., 2016; Stojadinovic 

et al., 2012). Koncentracija proteina odreĊena je spektrofotometrijski, korišćenjem molarnog 

ekstinkcionog koeficijenta od 17600 M
-1

cm
-1 

za BLG (Collini et al., 2000) i 28540 M
-1

cm
-1 

za ALA 

(Chaudhuri i Chattopadhyay, 2014), oba na 280 nm. Humana IgG antitela izolovana su i preĉišćena 

iz humane krvi dobrovoljaca afinitetnom hromatografijom, korišćenjem Protein A Sepharose 

matriksa (Merck, Darmštat, Nemaĉka). Uzorkovanje biološkog materijala (puna periferna venska 

krv, 20 ml po ispitaniku; grupa od 10 zdravih ispitanika) uraĊeno je u laboratoriji Doma zdravlja 

Stari Grad u Beogradu, akreditovanoj prema zahevima standarda ISO/IEC 17025, nakon dobijanja 

pisane saglasnosti ispitanika za uĉešće u nauĉno-istraţivaĉkoj studiji, u skladu sa principima 

proisteklim iz Helsinške deklaracije. BSA je nabavljen od proizvoĊaĉa Sigma-Aldrich (Sent Luis, 

Misuri, SAD). Koncentracija proteina odreĊena je spektrofotometrijski, korišćenjem molarnog 

ekstinkcionog koeficijenta od 43824 M
-1

cm
-1 

na 279 nm (Gamov et al., 2020). AAPH je nabavljen 

od proizvoĊaĉa Acros Organics (Gel, Belgija), 3,3’,5,5’-tetramethilbenzidin (TMB) od proizvoĊaĉa 

Athera Biotechnologies AB (Stokholm, Švedska), DTNB od proizvoĊaĉa Fluka BioChemika (Buhs, 

Švajcarska), L-cistein od proizvoĊaĉa Merck (Darmštat, Nemaĉka) i 2-iminotiolan (Trautov 

reagens) od proizvoĊaĉa Thermo Fisher Scientific (Valtam, Masaĉusets, SAD). Sve ostale 

hemikalije bile su analitiĉke ĉistoće i, osim ako je drugaĉije naglašeno u tekstu, nabavljene su od 

proizvoĊaĉa Sigma-Aldrich (Sent Luis, Misuri, SAD). Ultraĉista voda (Barnstead Smart2Pure 

Water Purification System, Thermo Fisher Scientific; Valtam, Masaĉusets, SAD) je korišćena u 

svim eksperimentima.  

Spektri u UV/VIS oblasti snimani su korišćenjem NanoDrop 2000c spektrofotometra 

(Thermo Fisher Scientific; Valtam, Masaĉusets, SAD). Fluorescentni spektri snimani su 

korišćenjem FluoroMax-4 spektrofluorimetra (HORIBA Scientific; Kjoto, Japan). CD spektri 

snimani su korišĉenjem Jasco J-815 CD spektropolarimetra (JASCO; Tokio, Japan).  

3.2. Ispitivanje kovalentnih interakcija β-laktoglobulina i fikocijanobilina  

Svi eksperimenti koji se tiĉu ispitivanja interakcija BLG-a i PCB-a raĊeni su u 20 mM 

natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2, osim eksperimenata formiranja adukta na razliĉitim pH 

vrednostima (Odeljak 3.2.9.) i formiranja adukta u simuliranim gastrointestinalnim uslovima 

(Odeljak 3.2.10.). 

3.2.1. Fluorescentna spektroskopija 

Formiranje BLG–PCB adukta analizirano je spektrofluorimetrijski, inkubiranjem BLG-a i 

PCB-a u razliĉitim molarnim odnosima. Naime, pripremljeno je serijsko razblaţenje BLG-a (256–

0,5 µM u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2), a zatim je 4 µM rastvor PCB-a u istom 

puferu  pomešan 1:1 (V/V) sa razblaţenjem proteina ili puferom. Pripremljene smeše inkubirane su 

dva ĉasa na 37 ˚C, nakon ĉega su snimljeni fluorescentni spektri u oblasti od 600 do 700 nm na 37 

˚C, pri ekscitaciji od 580 nm. Širine ekscitacionog i emisionog proreza bile su 5 nm. Emisija 

slobodnog PCB-a oduzeta je od fluorescencije BLG–PCB adukta. Pribliţna konstanta vezivanja 

dobijena je ubacivanjem eksperimentalno dobijenih podataka u jednaĉinu 1 (Keppler et al., 2014b): 
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 F=
F ×[BLG 
1

Ka

 [BLG 
  (1), 

gde je [BLG] koncentracija proteina izraţena u µM, Ka pribliţna konstanta formiranja BLG–PCB 

kompleksa, F  fluorescencija BLG–PCB kompleksa pri beskonaĉnoj koncentraciji BLG-a, dok je 

 F razlika fluorescencije BLG–PCB kompleksa i fluorescencije PCB-a.  

PoreĊenje fluorescentnih spektara smeša PCB-a i aminokiselina i BLG–PCB kompleksa 

raĊeno je inkubiranjem PCB-a sa cisteinom, argininom, lizinom, histidinom i BLG-om u 20 mM 

natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2 u molarnim odnosima 1:1 (20 µM svaki) tokom 2 ĉasa na 37 ˚C. 

Smeše su razblaţene 10 puta pre snimanja fluorescentnih spektara. Uslovi snimanja su bili identiĉni 

prethodno opisanim za odreĊivanje konstante afiniteta. 

Kinetika formiranja BLG–PCB kompleksa izuĉavana je merenjem fluorescencije pigmenta 

po dodatku proteina. Formiranje adukta je analizirano u prisustvu i u odsustvu 7 M uree. Naime, 

BLG i PCB, oba  u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2, sa dodatkom 7 M uree, su pomešani 

u molarnom odnosu 1:1 (5 µM oba), nakon ĉega je fluorescencija praćena svakih 20 sekundi tokom 

2000 sekundi. Talasne duţine ekscitacije i emisije su bile 580 nm i 640 nm, redom. Širine 

ekscitacionog i emisionog proreza su bile podešene na 5 nm. Fluorescencija slobodnog PCB-a 

oduzeta je fluorescencije BLG–PCB adukta u svakoj vremenskoj taĉki. Koncentracija nevezanog 

PCB-a izraĉunata je prema sledećoj jednaĉini: 

[PCB]=5-5×
Ft-F0

F -F0
  (2), 

gde Ft predstavlja fluorescenciju BLG–PCB kompleksa u vremenu t, F0 i F  vrednosti fluorescencije 

u vremenu nula i beskonaĉnom vremenu, redom, a 5 je poĉetna koncentracija PCB-a u µM. 

Konstanta brzine formiranja BLG–PCB adukta izraĉunata je ubacivanjem dobijenih rezultata u 

jednaĉinu prvog reda, korišćenjem jednaĉine 3: 

[slobodan PCB]=5×e-k×t (3), 

gde [slobodan PCB] predstavlja koncentraciju nevezanog liganda, k pribliţnu konstantu brzine 

formiranja BLG–PCB adukta, a t vreme. 

Kinetika vezivanja PCB-a za alkilovani BLG praćena je u prisustvu 7 M uree na prethodno 

opisan naĉin. Alkilovani BLG pripremljen je inkubiranjem 200 µM BLG-a i 100 mM jodacetamida 

(IAA) u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2 na 37 ˚C tokom jednog ĉasa. Višak 

neizreagovalog jodacetamida uklonjen je dijalizom naspram 500 zapremina 20 mM natrijum-

fosfatnog pufera, pH 7,2. Dijaliza je trajala 24 ĉasa na 4 ˚C, uz tri izmene pufera. 

3.2.2. CD spektroskopija 

CD spektri BLG-a, PCB-a i BLG–PCB adukta snimani su u vidljivoj, kao i u bliskoj i 

dalekoj UV oblasti. Spektri su snimani u termostatiranim uslovima, na 37 ˚C. Pre snimanja CD 

spektara, uzorci BLG-a i BLG–PCB kompleksa dijalizovani su naspram fosfatnog pufera tokom 24 

ĉasa na 4 ˚C.  

Za snimanja u vidljivoj i bliskoj UV oblasti (250-750 nm), koncentracija dijalizovanog 

BLG-a i BLG–PCB kompleksa iznosila je 50 µM. Spektri pufera i PCB-a oduzeti su od spektara 

BLG-a i BLG–PCB kompleksa, redom. Brzina snimanja iznosila je 200 nm/min, podaci su 

prikupljani u intervalu od 0,1 nm, a broj akumulacija je bio tri. Korišćena je kiveta ĉiji je optiĉki put 

1 cm. 

CD spektri u dalekoj UV oblasti dijalizovanih uzoraka BLG-a i BLG–PCB-a snimljeni su u 

oblasti 185-260 nm. Brzina snimanja iznosila je 50 nm/min, a podaci su prikupljani u intervalu od 

0,1 nm. Spektri su snimljeni u tri akumulacije, korišćenjem kvarcne kivete ĉiji je optiĉki put 0,01 
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cm. Spektri pufera i PCB-a oduzeti su od spektara BLG-a i BLG–PCB kompleksa, redom. Sadrţaj 

sekundarnih struktura izraĉunat je korišćenjem CDPro softverskog paketa, korišćenjem CONTIN 

algoritma i SD43 baze podataka. 

3.2.3. UV/VIS spektroskopija 

UV/VIS apsorpcioni spektri 50 µM BLG-a i 50 µM BLG–PCB kompleksa nakon dijalize, 

kao i 50 µM slobodnog PCB-a, snimljeni su u oblasti od 300-750 nm na sobnoj temperaturi. 

3.2.4. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE) BLG-a i 

BLG–PCB-a 

Sve elektroforeze u ovoj disertaciji su raĊene na vertikalnim sistemima Hoefer SE600 

(Hoefer Inc., Bridţvoter, Masaĉusets, SAD) ili Mini-PROTEAN Tetra Vertical (Bio-Rad, Herkules, 

Kalifornija, SAD). U Tabelama 1 i 2 dat je spisak supstanci, zajedno sa zapreminama rastvora ovih 

supstanci koje su potrebne za pripremu gelova odgovarajuće gustine za elektroforetsku analizu na 

Hoefer SE600 sistemu. Kada je korišćen Mini-PROTEAN Tetra Vertical sistem, zapremine gelova 

bile su dvostruko manje. Koncentracija akrilamida (AA) u gelu za koncentrovanje je uvek bila 4%, 

dok je koncentracija AA u gelovima za razdvajanje bila u opsegu od 8% do 16%, zavisno od 

analiziranih proteina i korišćenih uslova (redukujući/neredukujući). 

 

Tabela 1. Zapremine rastvora potrebnih za pripremu gela za razdvajanje. 

 

  Koncentracije gelova 

  8% 10% 12% 14% 16% 

Rastvori  Zapremine (ml) 

30% monomerni rastvor AA, 2,7% bisakrilamida 2,66 3,33 4 4,66 5,33 

Pufer za razdvajanje (1,5 M Tris, pH 8,8) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

ddH2O 4,67 4 3,33 2,67 2 

TEMED (tetrametiletilendiamin) 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 

10% SDS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

10% APS (amonijum-persulfat) 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 

 

 

Tabela 2. Zapremine rastvora potrebnih za pripremu 4% gela za koncentrovanje. 

 

Rastvori Zapremine (ml) 

30% monomerni rastvor AA, 2,7% bisakrilamida 0,5 

Pufer za koncentrovanje (0,5 M Tris, pH 6,8) 0,94 

ddH2O 2,25 

TEMED (tetrametiletilendiamin) 0,002 

10% SDS 0,038 

10% APS (amonijum-persulfat) 0,028 

Uzorci su za elektroforetsku analizu uvek pripremani mešanjem uzorka proteina sa 

odgovarajućom zapreminom 5X koncentrovanog pufera za pripremu uzoraka, tako da finalna 

koncentracija pufera za uzorke bude 1X, nakon ĉega su zagrevani 10 min na 95 ˚C. Koncentrovani 

pufer za pripremu uzoraka (5X PZU) sadrţi: 300 mM Tris, pH 6,8, 10% SDS, 50% glicerol, 25% β-
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merkaptoetanol i 0,05% bromfenolplavo (BPB). Pufer za elektroforezu je sadrţao 25 mM Tris, pH 

8,3, 192 mM glicin i 0,1% SDS. Napon na ispravljaĉu je podešavan na 90 V do ulaska uzoraka u 

gel za razdvajanje, nakon ĉega je povećavan na 190 V. Kada je BPB stigao do kraja gela, 

elektroforeza je prekinuta. Gelovi su ispirani destilovanom vodom, fiksirani u rastvoru za fiksiranje 

(50% metanol, 10% sirćetna kiselina), a zatim bojeni (cink-sulfatom i/ili 10 minuta rastvorom CBB-

a). Rastvor boje bio je 0,1% CBB R-250, 50% metanol, 10% sirćetna. Nakon bojenja, gelovi su 

najpre obezbojavani rastvorom za fiksiranje u trajanju od 10 min, a zatim rastvorom 7% sirćetne 

kiseline. 

Formiranje kovalentnog adukta BLG-a i PCB-a praćeno je elektroforetski, korišćenjem 

osobine PCB-a da kompleksira jone Zn
2+

 i gradi fluorescentni proizvod (Berkelman i Lagarias, 

1986). Smeša BLG-a i PCB-a (20 µM oba), 20 µM protein i 20 µM slobodan pigment inkubirani su 

na 37 ˚C tokom 2 ĉasa, nakon ĉega su analizirani elektroforetski u denaturišućim, neredukujućim 

uslovima na 16% poliakrilamidnom gelu. Nakon završene elektroforeze, gel je inkubiran 15 min u 1 

M rastvoru ZnSO4. Fluorescencija koja potiĉe od kompleksa PCB–Zn
2+ 

je analizirana pod UV 

lampom, nakon ĉega su gelovi bojeni Coomassie Brilliant Blue R-250 bojom.  

Kako bi se uporedio prinos formiranja BLG–PCB adukta u puferu i urei, smeša BLG-a i 

PCB-a (po 100 µM svaki), 100 µM slobodan protein i 100 µM slobodan PCB inkubirani su na 37 

˚C tokom 2 ĉasa u odsustvu i u prisustvu 7 M uree. Nakon inkubacije, uzorci su razblaţeni do 20 

µM koncentracije i analizirani elektroforetski na prethodno opisan naĉin. 

Inhibicija formiranja BLG–PCB adukta blokiranjem ostataka cisteina alkilovanjem 

jodacetamidom takoĊe je analizirana elektroforetski. Naime, 20 µM BLG u odsustvu i u prisustvu 

rastućih koncentracija jodacetamida (20, 200 i 2000 µM IAA) preinkubiran je 30 min na 37 ˚C kako 

bi se odvila reakcija alkilovanja. Nakon toga je uzorcima dodat PCB (20 µM finalna koncentracija). 

Inkubacija sa PCB-om je trajala još 2 ĉasa na istoj temperaturi.  

3.2.5. Priprema kovalentnog BLG–PCB adukta u većem prinosu 

Kovalentni BLG–PCB adukt pripremljen je u većem prinosu, inkubiranjem smeše BLG-a i 

PCB-a u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu (pH 7,2) tokom 2 ĉasa na 37 °C, uz mešanje na 

termošejkeru, na sledeći nacin. U 200 µM rastvor BLG-a je sukcesivno, u 4 porcije, dodavan štok 

rastvor PCB-a u dimetilsulfoksidu (DMSO), tako da finalna koncentracija pigmenta u smeši bude 

300 µM. PCB je dodavan u nultom minutu, kao i nakon 30, 60 i 90 minuta od poĉetka inkubiranja. 

Reakciona smeša je tokom inkubiranja bila zaštićena od svetlosti aluminijumskom folijom. Kako bi 

kontrolni, nemodifikovani protein prošao isti tretman, pripremljen je i kontrolni rastvor BLG-a u 

koji je, umesto PCB-a, dodavan DMSO. Pripremljen je i kontrolni rastvor 300 µM PCB-a. Obe 

kontrole su inkubirane tokom dva ĉasa na 37 °C. Nakon dvoĉasovne inkubacije, uzorci BLG-a i 

BLG–PCB-a su dijalizovani naspram 20 mM fosfatnog pufera pH 7,2 na 4 °C, pri ĉemu je graniĉna 

vrednost dijametra pora creva za dijalizu iznosila 12 kDa. Dijaliza je trajala oko 8 sati bez izmene 

pufera. Tokom dijalize proteinskih uzoraka, kontrola PCB-a je, takoĊe, stajala na 4 °C. Kako bi se 

BLG–PCB adukt dobio u još većem prinosu, nakon dijalize je dijalizovani BLG–PCB adukt 

dodatno obogaćen PCB-om ponavljanjem postupka dodavanja PCB-a, dok je u dijalizovani 

kontrolni BLG uzorak dodavan DMSO. Nakon toga, uzorci su ponovo dijalizovani, kako bi se iz 

rastvora udaljio nevezani PCB, odnosno višak DMSO. Deo uzorka dijalizovan je naspram 20 mM 

fosfatnog pufera pH 7,2, dok je drugi deo uzorka dijalizovan naspram MilliQ vode. Dijaliza je 

trajala ukupno oko 24 sata, uz tri izmene pufera/vode. Za pepsinsku digestiju proteina (videti niţe), 

korišćeni su uzorci koji su dijalizovani naspram MiliQ vode. U svim ostalim eksperimentima 

korišćeni su uzorci koji su dijalizovani naspram fosfatnog pufera, pH 7,2.  

3.2.6. OdreĊivanje prinosa reakcije BLG-a i PCB-a  

Za odreĊivanje prinosa kovalentne modifikacije BLG-a PCB-om primenjena su dva 

pristupa. Prvi pristup se zasniva na odreĊivanju sadrţaja slobodnih –SH grupa u reakciji sa 
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Elmanovim reagensom (5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoeva kiselina, DTNB) (Morgan et al., 1999b). 

Naime, 60 µl dijalizovanih uzoraka BLG-a, odnosno BLG–PCB adukta pomešano je sa 30 µl 1 M 

Trisa (pH 8), 180 µl vode i 30 µl 2 mM rastvora DTNB-a (pripremljenog u 50 mM natrijum-

acetatu). Nakon jednoĉasovne inkubacije, snimljena je apsorbancija na 405 nm. S obzirom da sâm 

BLG–PCB adukt pokazuje apsorpciju na ovoj talasnoj duţini, pripremljene su dve kontrole. Prva 

kontrola (AI) nije sadrţavala DTNB (sadrţala je protein, vodu i pufer), dok druga kontrola (AII) 

nije sadrţavala protein (sadrţala je vodu, pufer i DTNB). Apsorbancija uzorka je, prema tome, 

dobijena sledećom jednaĉinom: 

A=Am – AI – AII (4), 

gde je Am izmerena apsorbancija uzorka (protein+voda+pufer+DTNB). 

Kao standard korišćen je L-cistein ratvoren u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2 u 

opsegu koncentracija od 100-800 µM. Korišćenjem kalibracione prave (Slika 23), izraĉunata je 

koncentracija slobodnih –SH grupa u uzorcima BLG-a i BLG–PCB-a.  

 

 
Slika 23. Kalibraciona prava za odreĊivanje koncentracije slobodnih SH grupa BLG-a Elmanovim reagensom. 

 

Prinos obeleţavanja odreĊen je pomoću sledeće jednaĉine: 

Prinos reakcije (%)=100% – 
Koncentracija SH (BLG–PCB)

Koncentracija SH (BLG)
 × 100%  (5), 

gde su koncentracija SH (BLG–PCB) i koncentracija SH (BLG) koncentracije slobodnih –SH grupa 

u uzorcima BLG–PCB adukta i slobodnog BLG-a, redom. 

Drugi pristup za raĉunanje prinosa reakcije zasniva se na odreĊivanju sadrţaja hromofore u 

uzorku pepsinskog digesta BLG–PCB-a, korišćenjem pepsinskog digesta C-fikocijanina kao 

standarda, uzimajući u obzir koncentraciju hromofore (PCB) u digestu (Minic et al., 2016). Naime, 

C-PC i dijalizovani BLG–PCB adukt digestovani su pepsinom u simuliranoj gastriĉnoj teĉnosti 

(SGF, od engl. simulated gastric fluid). Ukratko, 125 µl C-PC-a (8 mg/ml) ili BLG–PCB adukta (2 

mg/ml) je dodato u 375 µl SGF-a (84 mM HCl, 35 mM NaCl, pH 1,3), koji je sadrţavao 10 jedinica 

pepsina (svinjski pepsin, 2800 U/mg) po µg proteina koji se digestuje. Smeše sa enzimom su 

inkubirane na 37 ˚C tokom 4 ĉasa. Reakcija je zaustavljena dodatkom 60 µl 1 M rastvora NaHCO3. 

Kalibraciona prava je konstruisana korišćenjem pepsinskog digesta C-PC-a kao standarda, u opsegu 

koncentracija hromofore od 0,2 do 1,2 µM (Slika 24).  
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Slika 24. Kalibraciona prava za odreĊivanje koncentracije neohromopeptida u pepsinskom digestu BLG–PCB-a 

(ekscitacija na 580 nm). 

Razblaţenja standarda pripremljena su u 20 mM fosfatnom puferu, pH 7,2. Emisija 

standarda i uzorka (50 puta razblaţen digest BLG–PCB adukta u istom puferu) praćena je na 640 

nm, pri ekscitaciji od 580 nm i korišćenjem ekscitacionih i emisionih proreza od 5 nm. Prinos 

modifikacije izraĉunat je korišćenjem sledeće jednaĉine: 

Prinos reakcije (%)=
C (hromofora)

C (protein)
×100% (6), 

gde su C (hromofora) i C (protein) koncentracija vezanog PCB-a, odreĊena korišćenjem 

kalibracione prave, i koncentracija BLG-a u dijalizovanom aduktu. 

3.2.7. Detekcija BLG–PCB adukta masenom spektrometrijom 

Formiranje BLG–PCB adukta analizirano je masenom spektrometrijom. BLG–PCB adukt, 

pripremljen inkubacijom 200 µM BLG-a i 200 µM PCB-a tokom 2 ĉasa na 37 ˚C, razblaţen je do 

20 µM koncentracije 50% acetonitrilom koji je sadrţao 1% mravlju kiselinu. Tako pripremljen 

uzorak BLG–PCB adukta analiziran je visokorezolutivnom tandemskom masenom spektrometrijom 

pomoću LTQ Obritrap XL sistema (Thermo Fisher Scientific; Valtam, Masaĉusets, SAD). UraĊena 

je direktna injekcija uzorka, brzinom od 20 µl/min. Jonizacija je raĊena u pozitivnom modu, a kao 

tip jonizacije korišćen je HESI (elektrosprej jonizacija zagrevanjem, od engl. heated electrospray 

ionization). HESI parametri su bili sledeći: temperatura kapilare 275 ˚C, napon izvora 4,21 kV, 

napon kapilare 41,92 V, napon soĉiva 110 V, protok gasa u omotaĉu i spoljnom ulazu 15,01 i 3,99 

(u arbitrarnim jedinicama), redom. Snimanje je trajalo 1 min po uzorku. MS spektri su snimljeni u 

m/z opsegu 200-2000. MS2 i MS3 spektri su potom dobijeni fragmentacijom jonizovanih proteina 

upotrebom CID-a (kolizijom indukovana disocijacija, od engl. collision-induced dissociation). 

Fragmentacija je raĊena pomoću helijuma, pri ĉemu je normalizovana koliziona energija bila 35%, 

dok su roditeljski joni aktivirani tokom 30 ms. ESI-MS, ESI-MS2 i ESI-MS3 spektri su analizirani 

pomoću Xcalibur programa (verzija 2.1, Thermo Fisher Scientific; Valtam, Masaĉusets, SAD). 

3.2.8. Raĉunarske metode 

Vezivanje PCB-a za BLG ispitivano je raĉunarskim metodama, korišćenjem molekulskog 

dokinga, molekulske dinamike (MD), kao i dirigovane molekulske dinamike (SMD, od engl. 

steered molecular dynamics). Kristalna struktura BLG-a korišćena u proraĉunima preuzeta je iz 

Proteinske baze podataka (PDB broj: 3NQ3). Za predviĊanje vezivnih mesta za PCB na površini 

BLG-a molekulskim dokingom korišćen je AutoDock Vina program (Trott i Olson, 2010). 

Strukture BLG-a i PCB-a pripremljene su za molekulski doking na naĉin koji je prethodno opisan u 
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literaturi (Minic et al., 2015). Kako bi se pretraţila sva potencijalna vezivna mesta u molekulu 

proteina, primenjena je metoda slepog dokinga. Korišćena je kutija dimenzija 28 × 28 × 28 Å, koja 

je za 8 Å pomerana duţ pravougaonog matriksa koji je sadrţao protein. Iz svake simulacije 

molekulskog dokinga, 9 rezultata sa najvećim afinitetom je saĉuvano za dalju analizu. 

U cilju simuliranja izmene disulfidnih mostova BLG-a izvedena je dirigovana molekulsko 

dinamiĉka simulacija. Taĉnije, koristeći colvar modul (od engl. collective variable module) u 

NAMD 2.9 programu (Phillips et al., 2005), primenjeno je usmereno kretanje tri ostatka cisteina 

(Cys106, Cys119 i Cys121). Tokom prvih 150 ns molekulsko dinamiĉke simulacije, zadrţano je 

usmereno kretanje ovih ostataka, kako bi se simulirala simultana izmena disulfidnih mostova 

izmeĊu Cys119 i Cys121. Nakon toga, uspostavljena je nova disulfidna veza Cys106–Cys121 i 

sistem je simuliran dodatnih 150 ns klasiĉnom molekulsko dinamiĉkom simulacijom. Na kraju, 

interakcije izmeĊu proteina i PCB-a, kovalentno vezanog za Cys119, ispitane su metodom 

kovalentnog dokinga, odnosno, preciznije, metodom fleksibilnih boĉnih ostataka (Bianco et al., 

2016), koristeći doking alat iz AutoDock 4.2 programa (Morris et al., 2009). 

3.2.9. Uticaj pH na formiranje BLG–PCB adukta  

Zavisnost formiranja BLG–PCB adukta od pH vrednosti rastvora analizirana je 

inkubiranjem smeše BLG-a i PCB-a (20 µM BLG, 100 µM PCB) u 50 mM citratno-fosfatnim 

puferima, ĉija je pH bila u opsegu 2-9. Inkubiranje je raĊeno na 37 ˚C tokom 2 ĉasa. Dobijeni 

uzorci su potom analizirani pomoću SDS-PAGE na prethodno opisan naĉin (Odeljak 3.2.4.). 

3.2.10. Formiranje BLG–PCB adukta u simuliranim gastrointestinalnim uslovima 

  Formiranje BLG–PCB adukta analizirano je i u simuliranim gastrointestinalnim uslovima. 

Eksperimentalni uslovi su jednaki onima u standardizovanom protokolu za in vitro digestiju 

proteina (Minekus et al., 2014), sa tom razlikom da su izostavljeni gastrointestinalni enzimi. 

Ukratko, ekvimolarna smeša BLG-a i PCB-a (po 500 µM) pomešana je u 1:1 zapreminskom odnosu 

sa simuliranom pljuvaĉnom teĉnošću (SSF, od engl. simulated salivary fluid). Nakon dvominutne 

inkubacije, dobijenoj smeši je dodata simulirana gastriĉna teĉnost (SGF, od engl. simulated gastric 

fluid) u 1:1 zapreminskom odnosu. Inkubacija u SGF-u je trajala 2 ĉasa, nakon ĉega je smeši dodata 

simulirana intestinalna teĉnost (SIF, od engl. simulated intestinal fluid), takoĊe u 1:1 zapreminskom 

odnosu. Inkubacija je trajala 2 ĉasa. Nakon svake faze, uzimani su alikvoti smeše, koji su potom 

analizirani elektroforetski, na prethodno opisan naĉin (Odeljak 3.2.4.). Koncentracija BLG-a u 

svakom alikvotu je podešena na 50 µM. 

3.2.11. Antioksidativne osobine BLG-a i BLG–PCB-a 

3.2.11.1. Oksidacija BLG-a i BLG–PCB-a slobodnim radikalima 

Oksidacija BLG-a i BLG–PCB-a slobodnim radikalima, dobijenim raspadanjem AAPH-a, 

praćena je merenjem unutrašnje fluorescencije proteina u zavisnosti od vremena. AAPH je azo 

jedinjenje ĉijom dekompozicijom nastaju dva alkil-radikala, koji u reakciji sa rastvorenim 

kiseonikom generišu peroksi- i alkoksi-radikale, ĉime se iniciraju oksidacione reakcije preko 

slobodno-radikalskih mehanizama. Rastvori BLG-a i BLG–PCB-a (3 μM u 20 mM fosfatnom 

puferu, pH 7,2) preinkubirani su na 37 °C u toku 15 minuta. Reakcija je zapoĉeta dodatkom štok 

rastvora AAPH (500 mM), pri ĉemu je finalna koncentracija AAPH-a u smeši bila 35 mM. 

Ekscitacione i emisione talasne duţine su bile 280 i 336 nm, redom, dok je širina proreza na 

emisionom i ekscitacionom monohromatoru podešena na 5 nm. Opadanje fluorescencije je praćeno 

u toku 30 minuta. Od  intenziteta fluorescencije BLG–PCB-a oduzete su odgovarajuće vrednosti 

intenziteta fluorescencije samog PCB-a. 

Zaštitni efekat (ZE) PCB-a je izraĉunat prema sledećoj formuli:  
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ZE=
PIK

BLG-PCB
-PIKBLG

PIK
BLG-PCB

 × 100%  (7), 

gde ZE predstavlja zaštitni efekat PCB-a, a PIK površinu ispod krive zavisnosti intenziteta 

fluorescencije od vremena izlaganja APPH-u za navedene uzorke.  

3.2.11.2. ORAC test 

Spektrofluorimetrijski ORAC (od engl. oxygen radical absorbance capacity) test je uraĊen 

prema metodi Ou i saradnika (Ou et al., 2001), sa odreĊenim modifikacijama. Test se zasniva na 

sposobnosti antioksidanata da inhibiraju oksidaciju fluorescentnog molekula (u ovom sluĉaju 

fluoresceina) izazvanu peroksi-radikalima, nastalih raspadanjem AAPH-a. Reakcijom peroksi-

radikala sa fluorescentnom probom nastaje oksidativno modifikovan nefluorescentni proizvod, ĉija 

je brzina nastanka manja u prisustvu antioksidanata. Štok rastvori fluoresceina (5 μM), supstrata, i 

AAPH-a (320 mM), generatora slobodnih radikala, su napravljeni u 75 mM fosfatnom puferu, pH 

7,4. Esej je izveden na sledeći naĉin: pomešano je 1485 μl pufera (75 mM fosfat, pH 7,4) sa 15 μl 

fluoresceina i 250 μl 4 μM rastvora BLG-a, odnosno BLG–PCB adukta, a zatim je dobijena smeša 

preinkubirana 5 minuta. Nakon toga, reakcija oksidacije je inicirana dodatkom 250 μl rastvora 

AAPH-a. Ekscitacione i emisione talasne duţine su bile 485 nm i 511 nm, redom, dok je širina 

proreza iznosila 2 nm. Emisija je merena na svakih 30 sekundi u toku 20 minuta. Na identiĉan naĉin 

odreĊena je i antioksidativna aktivnost 20 µM rastvora Troloksa, analoga vitamina E. Dobijena 

kriva zavisnosti intenziteta fluorescencije od vremena izlaganja AAPH-u je upotrebljena za 

izraĉunavanje površine ispod krive (PIK). 

Relativna ORAC vrednost je izraĉunata pomoću sledeće jednaĉine i izraţena u jedinicama 

Troloks ekvivalenata (TE):  

ORAC vrednost = 
PIKuzorak-PIKpufer

PIKtroloks-PIKpufer
×
Ctroloks

Cuzorak
 (8), 

gde PIK predstavlja površinu ispod krive, a C koncentracije u μM.  

3.2.11.3. Test obezbojavanja ABTS radikal-katjona  

Test obezbojavanja ABTS (2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) radikal-

katjona (ABTS·
+
) je uraĊen prema prethodno publikovanom protokolu (Re et al., 1999), uz manje 

modifikacije. ABTS esej je kolorimetrijski esej za odreĊivanje antioksidativne aktivnosti supstance, 

koji se zasniva na gubitku boje ABTS·
+ 

u
 
prisustvu antioksidanata, a koja se prati smanjenjem 

apsorbancije na 734 nm. Najpre je dobijen štok rastvor ABTS radikal-katjona, mešanjem štok 

rastvora ABTS-a i kalijum-persulfata. Finalne koncentracije ABTS-a i kalijum-persulfata bile su 

2,33 mM i 0,83 mM, redom. Nakon mešanja ova dva rastvora, smeša je zaštićena od svetlosti 

aluminijumskom folijom i ostavljena na sobnoj temperaturi 12 sati. Pre upotrebe, koncentrovani 

rastvor ABTS·
+ 
je razblaţen vodom, tako da apsorbancija rastvora na 734 nm bude oko 1. Potom su 

pripremljene reakcione smeše, mešanjem 10 µl 30 µM rastvora proteina (ili 20 mM fosfatnog 

pufera pH 7,2 u sluĉaju kontrole) i 10 µl radnog rastvora ABTS-a. Smeša je potom dobro izmešana 

na vorteksu. Nakon 30 minuta stajanja na sobnoj temperaturi u mraku, izmerena je apsorbancija ove 

smeše na 734 nm, naspram pufera kao slepe probe. Kako bi se apsorbancija uzorka korigovala za 

apsorbanciju samog BLG–PCB-a na 734 nm, na isti naĉin pripremljen je i kontrolni BLG–PCB 

uzorak koji nije sadrţao ABTS. 

Efekat uklanjanja ABTS radikal-katjona kvantitativno je procenjen pomoću sledeće 

jednaĉine: 

efekat uklanjanja ABTS
 (%)= (

Akontrole-Auzorka

Akontrole
)×100% (9), 
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gde je Akontrole poĉetna apsorbancija kontrolnog ABTS·
+ 

uzorka
 
na 734 nm, a Auzorka apsorbancija 

uzorka. 

3.2.11.4.  Test ukupne redukujuće moći  

Test ukupne redukujuće moći je jednostavan spektrofotometrijski test, koji se zasniva na 

tome da supstanca koja poseduje redukujuću moć reaguje sa kalijum-fericijanidom (Fe
3+

), pri ĉemu 

nastaje ferocijanid (Fe
2+

), koji onda reaguje sa feri-hloridom gradeći feri-fero kompleks sa 

apsorpcionim maksimumom na 700 nm. Test ukupne redukujuće moći je uraĊen uz manje 

modifikacije prethodno objavljene metode (Chawla et al., 2009). Najpre su napravljeni potrebni 

reagensi: 0,2 M natrijum-fosfatni pufer (pH 6,6), 1% rastvor kalijum-fericijanida [K3Fe(CN)6], 20% 

trihlorsirćetna kiselina (TCA) i 0,1% ferihlorid (FeCl3). U smešu koja je sadrţala 10 μl pufera i 10 

μl kalijum-fericijanida dodato je 10 μl 150 μM uzorka proteina (BLG, odnosno BLG–PCB adukt). 

Reakciona smeša je inkubirana 20 minuta na 50 °C. Nakon inkubacije, u reakcionu smešu je dodato 

6,25 μl trihlorsirćetne kiseline. Uzorci su zatim centrifugirani 10 minuta na 7000 x g na sobnoj 

temperaturi i odvojen je supernatant. Zatim je 20 μl supernatanta pomešano sa 2 μl 0,1% 

ferihlorida. Nakon 10 minuta, izmerena je apsorbancija na 700 nm. Veća apsorbancija na 700 nm 

ukazuje na veću redukujuću moć uzorka. Pošto sam BLG–PCB kompleks apsorbuje na 700 nm, na 

isti naĉin je pripremljen i kontrolni BLG–PCB uzorak, koji je sadrţao sve prethodno pomenuto, 

osim 0,1% FeCl3. 

3.2.12. Izoelektriĉno fokusiranje u imobilizovanom pH gradijentu  

Izoelektriĉno fokusiranje BLG-a i BLG–PCB-a u imobilizovanom pH gradijentu (IPG, od 

engl. immobilized pH gradient) raĊeno je korišćenjem IPG traka duţine 13 cm, sa nelinearnim pH 

gradijentom, opsega 3-5,6. IPG trake (GE Healthcare; Upsala, Švedska) su rehidratisane u rastvoru 

uzorka koji je sadrţavao i odgovarajući IPG pufer (3,0-5,6), finalne koncentracije 0,5%. 

Izoelektriĉno fokusiranje raĊeno je na Ettan IPGPhor sistemu (GE Healthcare; Upsala, Švedska). 

Nakon aktivne dvanaestoĉasovne rehidratacije traka pri naponu od 10 V, raĊeno je izoelektriĉno 

fokusiranje koristeći sledeći program: 100 V u trajanju od 45 min, 300 V u trajanju od 1 ĉasa, 

gradijentno povećanje napona do 1000 V u trajanju od 50 min, gradijentno povećanje napona do 

8000 V u trajanju od 2 ĉasa i 30 min, konstantan napon od 8000 V u trajanju od 25 min. 

3.2.13. Termiĉki-indukovane promene BLG-a i BLG–PCB-a 

3.2.13.1. Termiĉki tretman BLG-a  i BLG–PCB-a 

BLG i kovalentno modifikovani BLG–PCB adukt (70 µM) zagrevani su u 20 mM fosfatnom 

puferu, pH 7,2, u uslovima koji imitiraju one prisutne tokom LTLT pasterizacije (dugotrajna 

pasterizacija na niskoj temperaturi, od engl. low-temperature long-time pasteurization), poznate i 

kao „baĉ― pasterizacija, koja podrazumeva zagrevanje tokom 30 min na 63 ˚C. Tako tretirani 

proteinski uzorci analizirani su u pogledu površinske hidrofobnosti, sposobnosti oligomerizacije i 

agregiranja, kao i u pogledu formiranja amiloidima sliĉnih fibrilarnih struktura. Dodatno, za analizu 

sposobnosti formiranja amiloidima sliĉnih proteinskih struktura pri intenzivnijem termiĉkom 

tretmanu, BLG i BLG–PCB podvrgnuti su dvoĉasovnom zagrevanju na 85 ˚C. 

3.2.13.2. Natrijum-dodecilsulfat (SDS) i nativna poliakrilamidna gel elektroforeza zagrevanih 

BLG-a i BLG–PCB-a 

Stepen oligomerizacije i agregiranja BLG-a i BLG–PCB-a nakon poluĉasovnog zagrevanja 

na 63 ˚C analiziran je elektroforetski, denaturišućom i nativnom elektroforezom. Proteini su 

razdvojeni na 14% poliakrilamidnom gelu. Redukujuća SDS-PAGE uraĊena je sa dodatkom β-

merkaptoetanola u pufer za uzorke. Nativna elektroforeza uraĊena je bez SDS-a u poliakrilamidnom 

gelu i bez SDS-a i β-merkaptoetanola u puferu za uzorke. 
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3.2.13.3. Površinska hidrofobnost BLG-a  i BLG–PCB-a 

Površinska hidrofobnost zagrevanih uzoraka BLG-a i BLG–PCB-a ispitivana je korišćenjem 

8-anilinonaftalen-1-sulfonske kiseline (ANS) kao hidrofobne probe. Fluorescentni spektri 10,9 µM 

BLG-a i BLG–PCB-a smimljeni su u prisustvu 80 µM ANS-a u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu 

(pH 7,2). Spektri su snimljeni u oblasti od 360-620 nm, na temperaturi od 25 ℃, pri ĉemu je talasna 

duţina ekscitacije iznosila 350 nm. Širina proreza na ekscitacionom i emisionom monohromatoru je 

bila 5 nm. Kao kontrolni uzorci snimljeni su nezagrevani uzorci oba proteina u prisustvu iste 

koncentracije ANS-a (10,9 µM protein, 80 µM ANS). Emisija samih proteina oduzeta je od 

odgovarajućih fluorescentnih spektara uzoraka proteina u prisustvu ANS-a. Rezultati su izraţeni 

kao odnos fluorescencije na 494 nm, talasnoj duţini koja odgovara emisionom maksimumu ANS-a 

kada je vezan za protein, i 524 nm, što je talasna duţina emisionog maksimuma slobodnog ANS-a 

(F494nm/F524nm).  

3.2.13.4. CD spektroskopija BLG-a i BLG–PCB-a 

CD spektri zagrevanih uzoraka BLG-a i BLG–PCB-a (70 µM) snimljeni su na pH 7,2 u 

dalekoj UV oblasti. Snimljeni su i CD spektri kontrolnih, nezagrevanih, uzoraka oba proteina pri 

istim uslovima. Spektri su snimani u spektralnoj oblasti od 200-260 nm, u termostatiranim uslovima 

(25 ˚C). Podaci su prikupljani u intervalu od 0,1 nm, pri brzini od 50 nm/min, korišćenjem kivete 

širine 0,01 cm. Dobijeni spektri predstavljaju srednju vrednost dve akumulacije. Spektri pufera i 

PCB-a oduzeti su od odgovarajućih spektara BLG-a i BLG–PCB-a. Sadrţaj sekundarnih struktura 

odreĊen je korišćenjem CONTIN algoritma dostupnog u CDPro softverskom paketu. Za procenu 

sekundarnih struktura korišćena je SP37 baza podataka. 

3.2.13.5. Detekcija amiloidu sliĉnih fibrilarnih proteinskih struktura 

Za detekciju oligomera nastalih zagrevanjem BLG-a se koristi tioflavin T, boja koja se 

specifiĉno vezuje za amiloidima sliĉne proteinske strukture i ĉiji intenzitet fluorescencije na 485 nm 

raste po vezivanju za oligomere i sliĉne strukture.  

Vezivanje za tioflavin T analizirano je nakon zagrevanja BLG-a/BLG–PCB-a tokom 30 min 

na 63 ˚C ili 2 ĉasa na 85 ˚C. BLG i BLG–PCB (3,5 µM finalna koncentracija) pomešani su sa 

rastvorom tioflavina T (20 µM finalna koncentracija) u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu (pH 7,2), 

nakon ĉega su snimljeni fluorescentni spektri. Talasna duţina ekscitacije je bila 435 nm, a emisija 

tioflavina je praćena na talasnoj duţini od 485 nm. Širina proreza na ekscitacionom i emisionom 

monohromatoru je bila 5 nm. Fluorescentni spektri proteina u puferu su snimljeni pod istim 

uslovima i vrednosti intenziteta fluorescencije oduzete su od odgovarajućih vrednosti intenziteta 

fluorescencije protein-tioflavin kompleksa, kako bi se korigovala emisija koja potiĉe od samih 

proteina. Od dobijenih spektara oduzet je potom spektar samog tioflavina, kako bi se pratio neto 

porast fluorescencije tioflavina T izazvan dodatkom proteina. 

3.2.13.6. Termalna stabilnost BLG-a i BLG–PCB-a 

Termalna denaturacija BLG-a i BLG–PCB-a analizirana je fluorescentnom 

spektroskopijom, snimanjem fluorescentnih spektara u oblasti od 35-91 ℃. Naime, 2 µM rastvori 

BLG-a i BLG–PCB-a zagrevani su u navedenom opsegu, na pH 7,2 (20 mM natrijum-fosfatni 

pufer) ili pH 2,5 (100 mM Gly-HCl). Ekvilibraciono vreme za svaku temperaturu bilo je 1 min, 

nakon ĉega su spektri snimljeni u oblasti od 310-370 nm, pri ĉemu je talasna duţina ekscitacije 

iznosila 280 nm. Spektri su snimani na svaka dva stepena Celzijusa. Fluorescencija PCB-a na 

svakoj temperaturi oduzeta je od odgovarajućih spektara BLG–PCB-a. Rezultati su prikazani kao 

zavisnost koliĉnika fluorescencija na 350 nm i 336 nm (F350nm/F336nm) od temperature. Vrednosti 

koliĉnika fluorescencija prethodno su normirane od 0-100%. Intenzitet fluorescencije na 350 nm 

(F350nm) odgovara emisionom maksimumu slobodnog triptofana u 10 mM natrijum-fosfatnom 

puferu pH vrednosti 7,2 (Albani, 2014), dok intenzitet fluorescencije na 336 nm (F336nm) odgovara 
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emisionom maksimumu BLG-a na poĉetnoj temperaturi merenja (35 ℃). Dobijene krive ubaĉene 

su u dozno-zavisnu sigmoidalnu funkciju. Prevojna taĉka predstavlja temperaturu topljenja (Tm) 

BLG-a, odnosno BLG–PCB-a. 

3.2.14. In vitro pepsinska i pankreatinska digestija nemodifikovanog BLG-a i BLG–

PCB kovalentnog adukta 

3.2.14.1. Digestija pepsinom u simuliranoj želudaĉnoj teĉnosti 

Pepsinska digestija 15 µM BLG-a i BLG–PCB adukta je izvedena prema protokolu Tomasa 

i saradnika u simuliranoj gastriĉnoj teĉnosti (SGF, od engl. simulated gastric fluid, 0,1 M HCl sa 2 

g/l NaCl, pH 2,5), uz dodatak pepsina (Thomas et al., 2004). Aktivnost preparata svinjskog pepsina 

je odreĊena korišćenjem goveĊeg hemoglobina kao supstrata, prema protokolu opisanom u radu 

Minekusa i saradnika (Minekus et al., 2014), i iznosila je 2800 U/mg. Odnos pepsina u digestionoj 

smeši bio je 10 IU pepsina na 1 µg BLG-a (Thomas et al., 2004). Digestija je trajala šest ĉasova na 

37 ºC, uz kontinuirano mešanje na termošejkeru. Alikvoti digestione smeše zapremine 80 µl 

uzimani su 2 min, 5 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h i 6 h od poĉetka digestije i dodavani  u 28 µl 

0,3 M NaHCO3 (pH 11), kako bi se zaustavila reakcija. Zatim je tome dodato 27 µl 5X 

koncentrovanog pufera za pripremu uzoraka za SDS-PAGE. Uzorci su zagrevani 10 minuta na 

95˚C, a potom analizirani pomoću SDS-PAGE. Uzorci u nultom vremenu su spremljeni tako što je 

pepsin (u SGF-u) inhibiran u baznoj sredini dodatkom NaHCO3 pre dodavanja proteina. 

Pripremljeni su i uzorci za kontrolu autoproteolize pepsina u nultom vremenu i nakon šest sati 

inkubacije pepsina u SGF-u, kao i kontrola proteina (protein bez pepsina). 

Alikvoti su analizirani SDS-PAG elektroforezom pod redukujućim uslovima, na 16%-tnom 

poliakrilamidnom gelu. Obojeni gelovi su skenirani i intenziteti traka su kvantifikovani 

denzitometrijski, korišćenjem ImageJ softvera (National Institutes of Health, SAD). Intenziteti traka 

u svakoj vremenskoj taĉki prikazani su relativno u odnosu na intenzitet trake BLG-a, odnosno 

BLG–PCB adukta, u nultom vremenu, koji je izraţen kao 100%. Prikazana je zavisnost dobijenih 

intenziteta traka u odnosu na vreme trajanja digestije. Rezultati su ubaĉeni u eksponencijalnu 

jednaĉinu prvog reda. Nakon toga, odreĊeni su poluţivoti proteina, tako što je sa dobijene 

eksponencijalne krive oĉitana vrednost X (vreme) pri Y vrednosti (relativni intenzitet trake) od 

50%. 

3.2.14.2. Digestija pankreatinom u simuliranoj intestinalnoj teĉnosti 

Digestija BLG-a i BLG–PCB adukta pankreatinom izvedena je na sledeći naĉin: 400 µl 

rastvora BLG-a ili BLG–PCB-a (0,5 mg/ml u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2) 

preinkubirano je tokom 2 min na 37 °C i pomešano sa 400 µl rastvora pankreatina (0,4 mg/ml u 80 

mM natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2), koji je takoĊe preinkubiran tokom 2 min na 37 °C. 

Digestija je trajala 4 ĉasa na 37 °C, na termošejkeru, uz kontinuirano mešanje (400 obrtaja po 

minuti). U vremenskim razmacima od 1, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 10 i 240 min od poĉetka digestije 

uzimani su alikvoti digestione smeše zapremine 80 µl i dodavani u 20 µl 5X koncentrovanog 

redukujućeg pufera za uzorke. Uzorci su odmah zagrevani 10 minuta na 95ºC i potom analizirani 

SDS-PAG elektroforezom. Uzorci u nultom vremenu su pripremljeni tako što je rastvor pankreatina 

dodat 5X koncentrovanom puferu za uzorke, a zatim je tome dodat rastvor proteina. Po analogiji sa 

pepsinskom digestijom, pripremljeni su i kontrolni uzorci za autodigestiju pankreatina (pankreatin 

bez BLG-a), koji su umesto rastvora proteina sadrţali 20 mM fosfatni pufer pH 7,2. Kontrola 

pankreatina analizirana je u nultom vremenu i u krajnjoj taĉki (240 min). Istovremeno su 

pripremljene i kontrole stabilnosti proteina, kojima je, umesto rastvora pankreatina, dodat 80 mM 

fosfatni pufer pH 7,2. Uzorci kontrola su takoĊe zagrevani 10 minuta na 95 °C i potom analizirani 

elektroforetski u redukujućim uslovima, na 16%-tnom poliakrilamidnom gelu. Intenziteti traka su 

analizirani denzitometrijski, a zatim dalje obraĊeni na naĉin prethodno opisan za pepsinsku 

digestiju. 
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3.2.15. IgE-vezujuće osobine BLG-a i BLG–PCB-a 

3.2.15.1. Western blot 

 

Nakon završene elektroforeze BLG-a i BLG–PCB-a, gel je iskorišćen za transfer uzoraka na 

polivinilidendifluorid (PVDF) membranu. Korišćen je sistem za polusuvi transfer proteina (VWR; 

Darmštat, Nemaĉka). Sendviĉ za blot je sklopljen tako što su postavljena 3 filter papira, PVDF 

membrana prethodno aktivirana u metanolu, gel nakon zavšene SDS PAGE i još 3 filter papira jedni 

preko drugih. Sendviĉ je sklapan u puferu za blot (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS, 20% 

metanol; pH=8,3). Jaĉina struje pod kojom je vršen transfer na membranu je iznosila 1,5 mA/cm
2
 

gela, a transfer je trajao 45 min. Nakon toga su razmontirani sendviĉi i iseĉeni delovi membrane na 

kojima su se nalazili markeri. Markeri su saĉuvani, a membrane su nakon ispiranja u destilovanoj 

vodi prebaĉene u rastvor za blokiranje koji sadrţi 1% BSA u tTBS-u (20 mM TBS; 0,2% Tween 

20; pH=7,4). Blokiranje je, uz neprestano mešanje, vršeno 1 h na sobnoj temperaturi, a zatim je 

membrana inkubirana sa smešom seruma osoba alergiĉnih na mleko razblaţenom ĉetiri puta u 0,1% 

rastvoru BSA u tTBS-u. Serumi 10 pacijenata za koje je prethodno u imunoCAP-u pokazano da 

reaguju na mleko su spojeni mešanjem jednakih zapremina seruma ĉije su ukupne IgE vrednosti na 

mleko odreĊene prethodno i iznosile su: 10,5 kU/L, 47,3 kU/L, 18,4 kU/L, >100 kU/L, 20 kU/L, 71 

kU/L, 12,9 kU/L, 5,3 kU/L, >100 kU/L i 9,67 kU/L. Inkubacija je vršena na 4 °C preko noći (12 

sati) uz lagano mešanje. Sledećeg dana membrana je isprana 3 puta po 5 min tTBS-om i dodata su 

odgovarajuća sekundarna antitela. Kao sekundarna antitela korišćena su 2000 puta razblaţena zeĉja 

anti-humani IgE antitela (MIAB; Upsala, Švedska) u 1% BSA u tTBS-u. Inkubacija je trajala 1 h na 

sobnoj temperaturi, a zatim je membrana isprana 3 puta po 5 min tTBS-om, te inkubacija sa 

tercijarnim kozjim anti-zeĉjim IgG antitelima obeleţenim alkalnom fosfatazom (AbD Serotec; 

Kidlington, Ujedinjeno Kraljevstvo) 10 000 puta razblaţenim u 0,1% BSA u tTBS-u. Inkubacija je 

trajala 1 sat na sobnoj temperaturi, nakon ĉega je membrana isprana 3 puta po 5 min tTBS-om, 

zatim 2 puta po 5 min TBS-om. Na kraju je membrana inkubirana u rastvoru supstrata (1,5 mg 5-

brom-4-hlor-3-indolil-fosfata (BCIP, od engl. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) i 3 mg 

nitroplavotetrazolijuma (NBT, od engl. nitroblue tetrazolium) u 10 ml 100 mM karbonatno-

bikarbonatnog pufera koji sadrţi 5 mM MgCl2, pH=9,5). Nastao je nerastvoran ljubiĉast talog na 

mestima gde postoji fosfatazna aktivnost. Reakcija je zaustavljena ispiranjem membrana 

destilovanom vodom.  

3.2.15.2. Inhibicija vezivanja IgE antitela u ELISA testu 

 

IgE-vezujuće osobine BLG-a i BLG–PCB-a kvantitativno su procenjene inhibitornimm 

ELISA testom. Bunarići mikrotitar ploĉice sa 96 bunara, sa visokim kapacitetom za vezivanje 

proteina (NUNC Maxisorp, Thermo Fisher Scientific; Valtam, Masaĉusets, SAD), kuplovani su sa 

po 100 µl rastvora BLG-a koncentracije 25 µg/ml u puferu za vezivanje (50 mM karbonatni pufer, 

pH 9,6). Inkubacija je vršena preko noći (12 sati) na 4 °C, u vlaţnoj atmosferi. Sledećeg dana su 

bunarići isprani pet puta sa po 300 μl tTBS-a (30 mM Tris sa 9 g/l NaCl (TBS) sa 0,2% Tween 20), 

nakon ĉega su mesta za nespecifiĉno vezivanje blokirana sa po 300 µl rastvora za blokiranje (1% 

BSA u tTBS-u) sat vremena na sobnoj temperaturi. Za vreme blokiranja, pripremljeno je serijsko 

trostruko razblaţenje BLG-a, odnosno BLG–PCB-a, poĉev od koncentracije 1,8 mg/ml. Za 

pripremu razblaţenja BLG-a/BLG–PCB-a korišćen je rastvor za blokiranje. Zbirni serum osoba  

alergiĉnih na mleko (opisan u Odeljku 3.2.15.1.), razblaţen ĉetiti puta, preinkubiran je u 1:1 

zapreminskom odnosu sa razliĉitim razblaţenjima nemodifikovanog i kovalentno modifikovanog 

BLG-a u duplikatu tokom jednog ĉasa na 37 ˚C. Finalno razblaţenje seruma bilo je 8 puta 

(razblaţenje seruma potrebno da se postigne 80% vezivanja IgE-a za kuplovani BLG je prethodno 

odreĊeno u direktnoj ELISA-i). Nakon blokiranja, po 100 µl smeše seruma i proteina je dodato u 
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bunare, nakon ĉega je inkubacija trajala preko noći (12 sati) na 4 ˚C. Sutradan su bunari isprani tri 

puta sa po 100 µl tTBS-a. Vezani IgE je detektovan jednoĉasovnom inkubacijom na sobnoj 

temperaturi sa 100 µl mišjih anti-humani IgE monoklonskih antitela konjugovanih sa peroksidazom 

iz rena (Abcam; Kembridţ, Ujedinjeno Kraljevstvo), razblaţenih 2000 puta rastvorom 0,1% BSA u 

tTBS-u. Nakon jednoĉasovnog inkubiranja sa sekundarnim antitelima na sobnoj temperaturi, bunari 

su isprani dva puta tTBS-om i jednom TBS-om i dodato je 100 μl supstrata. Kao supstrat je 

korišćen TMB (0,1% TMB, 0,006% H2O2 u 100 mM citratno-fosfatnom puferu; pH 5). Reakcija je 

zaustavljena 20 min nakon dodatka supstrata, dodatkom 30 µl 2 M rastvora H2SO4, nakon ĉega je 

izmerena apsorbancija na 450 nm na ĉitaĉu mikrotitar ploĉica (BioTek Epoch, Agilent; Santa Klara, 

Kalifornija, SAD). Pozitivna kontrola (bez dodatka BLG-a kao inhibitora) pripremljena je 

mešanjem rastvora za blokiranje (1% BSA u tTBS-u) sa serumom (1:1, vol:vol). Negativna kontrola 

pripremljena je dodavanjem 0,1% rastvora BSA umesto seruma. U sluĉaju obe kontrole, svi 

prethodni i naredni koraci raĊeni su na naĉin prethodno opisan za smešu seruma i razblaţenja 

inhibitora. Pre analize, od apsorbancije uzorka oduzeta je apsorbancija negativne kontrole. 

Inhibicija vezivanja IgE antitela izraĉunata je prema formuli:  

 

% inhibicije = 
OD (bez inhibitora)-OD (inhibitora)

OD (bez inhibitora)
×100% (10) 

 
Nakon konstruisanja zavisnosti procenta inhibicije od koncentracije inhibitora, dobijena 

kriva ubaĉena je u model asimetriĉne sigmoide, takozvani „5-parameter logistic― model. IC50 

vrednost inhibitora predstavlja onu koncentraciju inhibitora koja je potrebna da bi se dobilo 50% 

inhibicije u odnosu na pozitivnu kontrolu i odreĊen je metodom linearne regresije na linearnom delu 

krive.  

3.3. Ispitivanje kovalentnih interakcija proteina modifikovanih Trautovim 

reagensom i fikocijanobilina 

3.3.1. Tiolovanje BSA, IgG antitela i ALA Trautovim reagensom 

Tiolovanje BSA Trautovim reagensom raĊeno je u 20 mM boratnom puferu, koji je 

sadrţavao 5 mM EDTA,  pH 9. Pripremljeno je sedam razliĉitih reakcionih smeša, od kojih je svaka 

sadrţala razliĉit molarni odnos Trautovog reagensa u odnosu na protein. Naime, finalna 

koncentracija BSA iznosila je 3 mg/ml, dok je Trautov reagens bio prisutan u molarnim odnosima 

5:1, 10:1, 20:1, 50:1, 100:1, 150:1 i 200:1 (reagens:protein, mol:mol). Dodatno je pod istim 

uslovima (20 mM boratni pufer, sa 5 mM EDTA, pH 9) pripremljen kontrolni uzorak proteina, koji 

nije sadrţavao Trautov reagens. Inkubacija sa reagensom trajala je jedan ĉas na sobnoj temperaturi 

(25 ˚C), uz mešanje na termošejkeru (400 obrtaja/minuti). Višak neizereagovalog reagensa uklonjen 

je rasoljavanjem (gel filtracijom), korišćenjem Sephadeh G-25 matriksa i istog pufera (20 mM 

boratni pufer, 5 mM EDTA, pH 9). Nakon rasoljavanja, svi proteinski uzorci (tiolovani uzorci 

proteina i netiolovana kontrola) svedeni su na istu koncentraciju (10 µM) i kao takvi korišćeni u 

daljim eksperimentima. 

Tiolovanje humanih IgG antitela i sekundarnih zeĉjih anti-kozjih antitela raĊeno je na 

analogan naĉin onom za tiolovanje BSA, sa manjim razlikama. Naime, finalna koncentracija IgG 

antitela u oba sluĉaja iznosila je 2 mg/ml, dok su molarni odnosi Trautovog reagensa u sluĉaju 

modifikacije humanih IgG antitela bili identiĉni onim korišćenim za modifikaciju BSA, a u sluĉaju 

kozjih anti-zeĉjih antitela korišćen je samo pedesetostruki molarni višak Trautovog reagensa. U oba 

sluĉaja, višak reagensa uklonjen je gel filtracijom uz korišćenje 20 mM fosfatnog pufera, koji je 

sadrţavao 5 mM EDTA, pH 7,2.  
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Tiolovanje ALA raĊeno je korišćenjem 4 mg/ml ALA i pedesetostrukog molarnog viška 

reagensa. Za uklanjanje viška reagensa gel filtracijom, korišćen je 20 mM fosfatni pufer, sa 5 mM 

EDTA, pH 7,2.  

3.3.2. OdreĊivanje ukupnog sadržaja slobodnih amino grupa tiolovanih proteina 

Ukupni sadrţaj slobodnih amino grupa nemodifikovanih proteina (BSA, humana IgG 

antitela i ALA) i proteina  modifikovanih Trautovim regensom odreĊen je korišćenjem o-

ftalaldehidnog (OPA, od engl. o-phthalaldehyde) eseja, prema protokolu Nielsena i saradnika 

(Nielsen et al., 2001), uz manje modifikacije. U prisustvu redukovanih sulfhidrilnih grupa OPA 

reaguje sa primarnim i ε-amino grupama lizina, gradeći fluorescentne proizvode sa maksimumom 

apsorpije na 340 nm. Dodatkom  SDS-a, koji obezbeĊuje razvijanje proteina, OPA esejem se 

odreĊuje sadrţaj ukupnih slobodnih amino grupa. OPA reagens je pripremljen na sledeći naĉin: 8 

mg OPA je rastvoreno u 200 μl metanola, zatim je tome dodato 5 ml 0,1 M natrijum-tetraborata, 0,5 

ml 20% SDS-a i 20 μl β-merkaptoetanola, te je na kraju smeša razblaţena destilovanom vodom do 

zapremine od 10 ml. U sluĉaju BSA, 30 µl uzoraka nemodifikovanih i modifikovanih proteina (10 

μM BSA u 20 mM boratnom puferu, 5 mM EDTA, pH 9) pomešano je sa 200 µl OPA reagensa i 

inkubirano 5 minuta na sobnoj temperaturi. U sluĉaju humanih IgG antitela i ALA, pomešano je 5 

µl uzoraka nemodifikovanih i modifikovanih proteina (4 μM IgG ili 67 μM ALA u 20 mM 

fosfatnom puferu, 5 mM EDTA, pH 7,2) sa 20 µl OPA reagensa i inkubirano 15 minuta na sobnoj 

temperaturi. U sva tri sluĉaja, nakon inkubacije proteina sa reagensom oĉitana je apsorbancija na 

340 nm. Sadrţaj slobodnih amino grupa u modifikovanim proteinima izraţen je procentualno u 

odnosu na kontrolne, nemodifikovane proteine, ĉiji je sadrţaj amino grupa izraţen kao 100%.   

3.3.3. OdreĊivanje sadržaja slobodnih sulfhidrilnih grupa tiolovanih proteina 

Sadrţaj izloţenih slobodnih sulfhidrilnih grupa nemodifikovanih i Trautovim reagensom 

modifikovanih proteina (BSA, humana IgG antitela i ALA) odreĊen je derivatizacijom sa 

Elmanovim reagensom, prema protokolu Morgana i saradnika (Morgan et al., 1999b). Ukratko, 200 

μl uzorka proteina (10 μM BSA u 20 mM boratnom puferu, 5 mM EDTA, pH 9, 4 μM IgG u 20 

mM fosfatnom puferu, 5 mM EDTA, pH 7,2 ili 67 μM ALA u 20 mM fosfatnom puferu, 5 mM 

EDTA, pH 7,2) pomešano je u mikrotitar ploĉici sa 30 μl Elmanovog reagensa (2 mM DTNB u 

vodi). Nakon petominutne inkubacije na sobnoj temperaturi, oĉitana je apsorbancija na 405 nm. Za 

konstruisanje kalibracione krive, pripremljeni su standardi L-cisteina u opsegu koncentracija od 5-

100 μM, koji su pripremljeni u istom puferu u kom se nalaze uzorci proteina (20 mM boratni pufer, 

5 mM EDTA, pH 9 ili 20 mM fosfatni pufer, 5 mM EDTA, pH 7,2). Koncentracija ukupnih 

slobodnih sulfhidrilnih grupa u svakom uzorku izraĉunata je korišćenjem standardne krive, nakon 

ĉega je sadrţaj sulfhidrilnih grupa po molekulu proteina izraĉunat iz odnosa molarnih koncentracija 

sulfhidrilnih grupa i koncentracije proteina.  

3.3.4. CD spektroskopija proteina modifikovanih Trautovim reagensom  

CD spektri u dalekoj i bliskoj UV oblasti nemodifikovanih i Trautovim reagensom 

modifikovanih proteina (BSA, humana IgG i ALA) snimljeni su u spektralnim oblastima 185-260 i 

260-320 nm, redom. Spektri su snimljeni u termostatiranim uslovima (25 ˚C), pri brzini od 50 

nm/min u kvarcnim kivetama optiĉkog puta 0,01 cm ili 0,05 cm (za snimanja u dalekoj UV oblasti; 

0,01 cm za BSA i ALA i 0,05 cm za IgG) i 1 cm (za sva snimanja u bliskoj UV oblasti). BSA je u 

obe oblasti sniman u 10 µM koncentraciji, IgG antitela su u dalekoj oblasti snimana u koncentraciji 

2 µM, a u bliskoj UV oblasti u koncentraciji 4 µM. Koncentracija ALA je bila 67 µM za snimanja u 

obe oblasti. Podaci su prikupljani u intervalu od 0,1 nm. Dobijeni spektri predstavljaju srednju 

vrednost tri akumulacije. Spektri pufera oduzeti su od odgovarajućih proteinskih spektara. Sadrţaj 

sekundarnih struktura BSA odreĊen je korišćenjem CONTIN algoritma dostupnog u CDPro 

softverskom paketu. Za procenu sekundarnih struktura korišćena je SP29 baza podataka.  
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3.3.5. Konjugacija proteina modifikovanih Trautovim reagensom sa fikocijanobilinom 

Konjugovanje PCB-a za BSA i IgG antitela uraĊeno je inkubiranjem proteina, prethodno 

tiolovanih Trautovim reagensom, sa dvadesetostrukim molarnim viškom fikocijanobilina. 

Konjugovanje PCB-a za tiolovan ALA raĊeno je inkubiranjem proteina sa pribliţno ĉetvorostrukim 

molarnim viškom PCB-a (taĉne koncentracije videti niţe u tekstu). Sve reakcije su trajale 2 ĉasa na 

37 ˚C. U sluĉaju modifikacije BSA, inkubacija je raĊena u 20 mM boratnom puferu, sa 5 mM 

EDTA, pH 9. Koncentracije BSA i PCB-a bile su 10 µM i 200 µM, redom. U sluĉaju humanih i 

kozjih anti-zeĉjih IgG antitela i ALA, inkubacija sa PCB-om je raĊena u 20 mM fosfatnom puferu, 

sa 5 mM EDTA, pH 7,2. Koncentracije humanih IgG antitela i PCB-a bile su 4 µM i 80 µM, 

koncentracije kozjih anti-zeĉjih IgG antitela i PCB-a iznosile su 6,7 µM i 134 µM, redom, dok su 

koncentracije ALA i PCB-a iznosile 67 µM i 300 µM, redom. Višak neizreagovalog PCB-a 

uklonjen je rasoljavanjem reakcionih smeša, korišćenjem Sephadeh G-25 matriksa i 20 mM 

fosfatnog pufera, sa 5 mM EDTA, pH 7,2.  

3.3.6. Natrijum-dodecilsulfat i nativna poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE) 

proteina, prethodno tiolovanih Trautovim reagensom, konjugovanih sa  

fikocijanobilinom 

Proteinski profil BSA, IgG i ALA, tiolovanih, a zatim konjugovanih sa  fikocijanobilinom, 

analiziran je denaturišućom poliakrilamidnom gel elektroforezom, korišćenjem poliakrilamidnih 

gelova koji su bili u rasponu koncentracija od 8 do 16%, zavisno od analiziranog proteina i 

primenjenih uslova (redukujući/neredukujući). Elektroforeza pod redukujućim uslovima uraĊena je 

dodatkom β-merkaptoetanola u pufer za pripremu uzoraka. Adukti BSA sa PCB-om su analizirani i 

nativnom elektroforezom, koja je uraĊena bez SDS-a u poliakrilamidnom gelu i SDS-a i β-

merkaptoetanola u puferu za uzorke. Formiranje kovalentnih adukata izmeĊu BSA modifikovanog 

Trautovim reagensom i PCB-a praćeno je nakon desetominutnog inkubiranja gela u 1 M rastvoru 

ZnSO4. Fluorescencija koja potiĉe od PCB–Zn
2+ 

kompleksa je detektovana nakon stavljanja gela 

pod UV svetlost. Gelovi bojeni cinkom su nakon toga bojeni Coomassie Brilliant Blue R-250 

bojom. Formiranje kovalentnih adukata IgG antitela i ALA, tiolovanih Trautovim reagensom, sa 

PCB-om praćeno je fluorescentnim skeniranjem na fluorescentnom skeneru gelova (Typhoon FLA 

7000, GE Healthcare, Ĉikago, Ilinois, SAD). Talasna duţina ekscitacije bila je 532 nm, a emisija je 

praćena na 580 nm. 

3.3.7. CD spektroskopija BSA modifikovanog fikocijanobilinom  

CD spektri u dalekoj UV oblasti tiolovanih uzoraka BSA modifikovanih PCB-om (6 µM 

svaki) snimljeni su u spektralnoj oblasti 185-260 nm. Spektri su snimljeni u termostatiranim 

uslovima (25 ˚C), pri brzini od 50 nm/min, u kvarcnoj kiveti optiĉkog puta 0,01 cm. Podaci su 

prikupljani u intervalu od 0,1 nm. Dobijeni spektri predstavljaju srednju vrednost tri akumulacije. 

Spektri pufera oduzeti su od odgovarajućih proteinskih spektara.  

3.3.8. Vezivanje kvercetina za BSA kovalentno modifikovan fikocijanobilinom 

Vezivanje kvercetina za nemodifikovan BSA i BSA kovalentno modifikovan PCB-om 

ispitano je spektrofluorimetrijski, titrovanjem rastvora proteina rastvorom kvercetina. Rastvor BSA 

koncentracije 0,5 µM, pripremljen u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu, pH vrednosti 7,2,  titrovan 

je alikvotima rastvora kvercetina, tako da finalne koncentracije kvercetina u reakcionoj smeši budu 

u opsegu od 0-12 µM, nakon ĉega su snimani fluorescentni emisioni spektri. Promena emisije 

praćena je jedan minut nakon dodavanja svakog alikvota liganda u rastvor proteina. Talasna duţina 

ekscitacije bila je 280 nm, a emisija je praćena u opsegu od 290-420 nm. Širina ekscitacionog i 

emisionog proreza iznosila je 5 nm, a spektri su snimani pri konstantnoj temperaturi od 25 °C. 

Fluorescentni spektri kvercetina u puferu snimljeni su pod istim uslovima i vrednosti intenziteta 

fluorescencije kvercetina oduzete su od odgovarajućih vrednosti intenziteta fluorescencije uzoraka, 
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kako bi se korigovala pozadinska emisija koja potiĉe od samog kvercetina. Intenziteti fluorescencije 

proteina u odsustvu i u prisustvu rastućih koncentracija kveretina iskorišćeni su za odreĊivanje 

konstante vezivanja kvercetina za BSA i BSA–PCB. Imajući u vidu da kvercetin znaĉajno 

apsorbuje svetlost na talasnim duţinama ekscitacije i emisije, odnosno da je prisutan efekat 

unutrašnjeg filtera, izmereni intenziteti fluorescencije su korigovani za apsorpciju ekscitacione 

(primarni efekat unutrašnjeg filtera) i reapsorpciju emitovane svetlosti (sekundarni efekat 

unutrašnjeg filtera).  

Korigovani intenzitet fluorescencije (Fc) dobijen je  iz sledeće jednaĉine:  

 

       
       

  (11), 

 

gde je F0 izmereni intenzitet fluorescencije, a Aex i Aem apsorbancije kvercetina na talasnim 

duţinama ekscitacije (280 nm) i maksimuma emisije (340 nm), redom. 

Konstanta vezivanja kvercetina za BSA/BSA–PCB odreĊena je korišćenjem sledeće 

jednaĉine (Bi et al., 2004):  

 

   
    

 
       

 

[ ] [ ]
    

  

        (12), 

 

gde su F0 i F emisioni signali BSA u odsustvu i prisustvu liganda (kvercetina), redom, [P] i 

[L] ukupne koncentracije proteina (BSA/BSA–PCB) i kvercetina, redom, Ka je konstanta vezivanja, 

a n broj vezivnih mesta. 

3.3.9. Antioksidativna aktivnost BSA i BSA kovalentno modifikovanog 

fikocijanobilinom 

Antioksidativna aktivnost BSA i BSA–PCB konjugata odreĊena je korišćenjem 

spektrofluorimetrijskog ORAC testa, koji je prethodno opisan u Odeljku 3.2.11.2. za BLG/BLG–

PCB. Koncentracije BSA i BSA–PCB iznosile su 4 µM. Širine proreza na ekscitacionom i 

emisionom monohromatoru bile su 3 nm. Fluorescencija je merena na svakih 20 sekundi tokom 30 

minuta. Krive zavisnosti intenziteta fluorescencije od vremena su upotrebljene za izraĉunavanje 

površine ispod krive zavisnosti intenziteta fluorescencije od vremena izlaganja AAPH-u (PIK) oba 

uzorka. Relativne ORAC vrednosti uzoraka, izraţene u arbitrarnim jedinicama, dobijene su 

oduzimanjem PIK vrednosti pufera od PIK vrednosti uzoraka. 

3.3.10. Oksidacija BSA i BSA–PCB konjugata slobodnim radikalima 

Oksidacija BSA i BSA–PCB konjugata slobodnim radikalima raĊena je na naĉin sliĉan 

onom koji je prethodno opisan za oksidaciju BLG-a i BLG–PCB-a (Odeljak 3.2.11.1.), sa 

odreĊenim razlikama. Naime, finalna koncentracija BSA i BSA–TR–PCB-a bila je 0,5 μM, a 

finalna koncentracija AAPH-a 25 mM. Emisija je praćena na talasnoj duţini od 340 nm. 

Zaštitni efekat (ZE) PCB-a prema oksidaciji BSA izazvanoj slobodnim radikalima je 

izraĉunat prema sledećoj formuli:  

   
                 

          
        (13), 

gde ZE predstavlja zaštitni efekat pigmenta, a PIK površinu ispod krive zavisnosti intenziteta 

fluorescencije od vremena izlaganja AAPH-u za navedene uzorke.  
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3.3.11. Imunološke osobine sekundarnih kozjih anti-zeĉjih antitela obeleženih 

fikocijanobilinom 

3.3.11.1. Dot blot za proveru specifiĉnosti prepoznavanja antigena od strane 

fikocijanobilinom modifikovanih sekundarnih antitela 

Na suvu nitroceluloznu membranu veliĉine pora 0,2 µM (Bio-Rad, Herkules, Kalifornija, 

SAD) naneto je po 4 µl komercijalnog preparata prirodnog tropomiozina poreklom iz škampa 

koncentracije 40 ng/µl (Indoor Biotechnologies, Šarlotsvil, Virdţinija, SAD). Mesta za nespecifiĉno 

vezivanje blokirana su jednoĉasovnim inkubiranjem membrane u 1% rastvoru BSA u tTBS-u na 

sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, membrana je inkubirana sa primarnim zeĉjim anti-

tropomiozin antitelima (Indoor Biotechnologies, Šarlotsvil, Virdţinija, SAD), razblaţenim 10 000 

puta rastvorom 0,2% BSA u tTBS-u. Inkubacija je trajala preko noći (12 sati) na 4 ˚C uz lagano 

mešanje. Narednog dana, membrana je isprana 5 puta tTBS-om, nakon ĉega je inkubirana 1 ĉas na 

sobnoj temperaturi sa sekundarnim kozjim anti-zeĉjim IgG antitelima konjugovanim sa PCB-om, 

razblaţenim 500 ili 1000 puta. Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom, membrana je isprana 5 

puta po 5 min tTBS-om, a zatim inkubirana tokom 1 ĉasa na sobnoj temperaturi sa tercijarnim 

magarećim anti-kozjim IgG antitelom koje je obeleţeno alkalnom fosfatazom (Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, Pensilvanija, SAD) razblaţenim 10000 puta rastvorom 0,2% BSA u 

tTBS-u. Pripremljena je i kontrola nespecifiĉnog vezivanja sekundarnih i tercijarnih antitela, 

izostavljanjem koraka inkubacije sa primarnim antitelima, dok su svi ostali koraci bili identiĉni. 

Nakon inkubacije sa tercijarnim antitelom, membrana je isprana 3 puta po 5 min tTBS-om, zatim 2 

puta po 5 min TBS-om, nakon ĉega je inkubirana u rastvoru supstrata (1,5 mg BCIP-a i 3 mg NBT-

a u 10 ml 100 mM karbonatno-bikarbonatnog pufera koji sadrţi 5 mM MgCl2, pH=9,5). Nastao je 

nerastvoran ljubiĉast talog na mestima gde postoji fosfatazna aktivnost. Reakcija je zaustavljena 

ispiranjem membrana destilovanom vodom.  

3.3.11.2. Dot blot za proveru osetljivosti prepoznavanja antigena od strane fikocijanobilinom 

modifikovanih sekundarnih antitela 

Na suvu nitroceluloznu membranu veliĉine pora 0,2 µM (Bio-Rad, Herkules, Kalifornija, 

SAD) naneto je po 4 µl tropomiozina poreklom iz škampa koncentracije 40 ng/µl (Indoor 

Biotechnologies, Šarlotsvil, Virdţinija, SAD). Mesta za nespecifiĉno vezivanje blokirana su 

jednoĉasovnim inkubiranjem membrane u 1% rastvoru BSA u tTBS-u na sobnoj temperaturi. 

Nakon blokiranja, membrana je inkubirana sa primarnim zeĉjim anti-tropomiozin antitelima, 

razblaţenim 10 000 puta rastvorom 0,2% BSA u tTBS-u. Inkubacija je trajala preko noći (12 sati) 

na 4 ˚C uz lagano mešanje. Narednog dana, membrana je isprana 5 puta tTBS-om, nakon ĉega je na 

sobnoj temperaturi inkubirana 1 ĉas sa sekundarnim kozjim anti-zeĉjim antitelima obeleţenim 

fikocijanobilinom, razblaţenim 500 ili 1000 puta. Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom, 

membrana je ispirana 5 puta po 5 min tTBS-om. Pripremljena je i kontrola sekundarnog antitela, 

inkubiranjem membrane u rastvoru za blokiranje, umesto sa primarnim antitelima, dok su svi ostali 

koraci bili identiĉni.  

Kao kontrola osetljivosti fluorescentne detekcije, pripremljena je i membrana na koju je 

direktno naneto serijsko ĉetvorostruko razblaţenje sekundarnih kozjih anti-zeĉjih antitela 

obeleţenih fikocijanobilinom, poĉev od nerazblaţenog antitela koncentracije 0,8 mg/ml. Na 

membranu je nanet po jedan mikrolitar svakog razblaţenja antitela.  

Membrane su snimane na fluorescentnom skeneru gelova. Talasna duţina ekscitacije bila je 

532 nm, a emisija je praćena na 580 nm. 



 
 

67 
 

3.4. Obrada dobijenih rezultata 

Eksperimentalni podaci su analizirani pomoću OriginPro softvera (verzija 8) za Windows 

(OriginLab Corporation, SAD). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna 

devijacija. Statistiĉka obrada rezultata raĊena je korišćenjem studentskog t-testa ili jednofaktorske 

analize varijansi (ANOVA) na nivou znaĉajnosti od 0,05. 
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4. Rezultati 

4.1. Kovalentna modifikacija β-laktoglobulina fikocijanobilinom 

4.1.1. Dodatak BLG-a povećava fluorescenciju PCB-a 

Slobodan, nevezani, PCB pri ekscitaciji od 580 nm pokazuje maksimum emisije na 630 nm 

(Slika 25A). Dvoĉasovnim inkubiranjem rastućih koncentracija BLG-a sa PCB-om na 37 ˚C, u 20 

mM natrijum-fosfatnom puferu pH 7,2, indukuje se znaĉajno povećanje fluorescencije PCB-a na 

dozno-zavistan naĉin, uz promenu emisionog maksimuma ka većim talasnim duţinama (640 nm). 

Prema tome, ĉini se da vezivanje PCB-a za BLG dovodi do znaĉajnih promena u fluorescentnom 

spektru liganda. Kako kovalentno vezana hromofora u nativnom C-PC-u ima veću fluorescenciju od 

slobodne hromofore, znaĉajno povećanje fluorescencije PCB-a po dodatku BLG-a ukazuje na 

vezivanje pigmenta za protein. Povećanje fluorescencije PCB-a iskorišćeno je za raĉunanje 

pribliţne konstante vezivanja PCB-a za BLG, korišćenjem jednaĉine 1. Iz dobijene krive vezivanja 

(Slika 25B) odreĊena je pribliţna konstanta vezivanja, koja iznosi 4×10
4 

M
−1

. 

 
Slika 25. (A) Emisioni spektar PCB-a u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH 7,2 u odsustvu i prisustvu razliĉitih 

koncentracija BLG-a (ekscitacija na 580 nm); (B) Zavisnost BLG-om indukovanog povećanja fluorescencije PCB-a od 

koncentracije BLG-a. 

4.1.2. Kinetika formiranja BLG–PCB adukta 

 Kako bi se dobio uvid u kinetiku vezivanja pigmenta za protein, povećanje fluorescencije 

PCB-a nakon mešanja sa BLG-om praćeno je tokom vremena. Vezivanje PCB-a za BLG odvija se 

sporo i dostiţe zasićenje nakon 1000 sekundi (Slika 26A). Kinetika formiranja BLG–PCB adukta je 

takoĊe praćena i u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH 7,2 sa dodatkom 7 M uree, kako bi se 

ispitalo da li se formiranje BLG–PCB adukta odvija brţe pod uslovima koji favorizuju razvijanje, tj. 

denaturaciju proteina. Kao što se moţe primetiti na Slici 26A, vezivanje pigmenta je brţe u 

prisustvu 7 M uree, pri ĉemu je istovremeno intenzitet fluorescencije BLG–PCB kompleksa u 

prisustvu uree znaĉajno veći nego bez prisustva uree, što ukazuje na veći prinos formiranja BLG–

PCB kompleksa i/ili veći fluorescentni kvantni prinos hromofore u urei. Dobijeni rezultati ubaĉeni 

su u eksponencijalnu jednaĉinu prvog reda (Slika 26B) i odreĊene su pribliţne konstante brzine 

reakcija, koje iznose 0,065 min
-1 

za reakciju bez prisustva uree i 0,101 min
-1

 za reakciju u prisustvu 

7 M uree. Premda slobodan PCB per se ima veću fluorescenciju u prisustvu uree, ĉak i 

oduzimanjem fluorescencije slobodnog PCB-a od fluorescencije adukta dobija se veći intenzitet 

fluorescencije adukta u prisustvu uree, u poreĊenju sa fluorescencijom adukta bez njenog prisustva 

(Slika 26A), potvrĊujući veći prinos formiranja BLG–PCB adukta u prisustvu uree. 
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Slika 26. (A) Kinetika formiranja BLG–PCB adukta u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH 7,2 u odsustvu i prisustvu 

7 M uree, praćena povećanjem fluorescencije PCB-a nakon dodavanja BLG-a (ekscitacija na 580 nm); (B)  Promena 

koncentracije slobodnog PCB-a tokom vremena ubaĉena je u eksponencijalnu jednaĉinu prvog reda. 

4.1.3. PCB se kovalentno vezuje za BLG preko ostatka cisteina 

Mogućnost kovalentnog vezivanja PCB-a za BLG ispitana je elektroforetskom analizom 

BLG–PCB reakcione smeše, pripremljene u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH 7,2, pod 

neredukujućim uslovima. Za detekciju kovalentnog BLG–PCB adukta iskorišćena je osobina PCB-a 

da kompleksira jone Zn
2+

 i gradi fluorescentne proizvode koji se mogu uoĉiti posmatranjem gela 

pod svetlošću UV lampe (Berkelman i Lagarias, 1986). Naime, nakon elektroforeze BLG–PCB 

smeše i bojenja poliakrilamidnog gela najpre cinkom, a zatim CBB-om, detektovana je 

fluorescencija u gelu koja po poloţaju odgovara traci BLG monomera (18,4 kDa) (Slika 27A). 

Oĉuvanje BLG–PCB kompleksa nakon SDS-PAGE ukazuje na formiranje kovalentne veze izmeĊu 

monomernog proteina i PCB-a. 

 
Slika 27. (A) SDS-PAGE analiza (16% poliakrilamidni gel, neredukujući uslovi) (1) slobodnog BLG-a, (2) 

slobodnog PCB-a (3) BLG–PCB kompleksa pripremljenog u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH 7,2.  Levo: CBB 

bojenje; Desno: bojenje 1 M cink-sulfatom; (B) UV/VIS apsorpcioni spektri dijalizovanog BLG–PCB kompleksa, 

slobodnog BLG-a i slobodnog PCB-a. 

 

Kao dodatna potvrda kovalentnog vezivanja PCB-a posluţili su UV/VIS apsorpcioni spektri 

dijalizovanog BLG–PCB adukta. Naime, UV/VIS spektar slobodnog PCB-a (Slika 27B) pokazuje 

apsorpcione maksimume na talasnim duţinama 330, 363 i 575 nm, pri ĉemu maksimumi na 330 i 

570 nm potiĉu od oksidacionih proizvoda pigmenta (Bhat i Madyastha, 2001) koji su nastali tokom 

48-ĉasovnog inkubiranja u puferu. Interesantno, UV/VIS spektar dijalizovanog BLG–PCB adukta je 

sliĉan slobodnom PCB-u, sa tri apsorpciona maksimuma: jednim na 330 nm, jednim sa blagim 
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crvenim pomerajem (u odnosu na slobodan PCB) koji je na talasnoj duţini od 375 nm i trećim, koji 

pokazuje blagi plavi pomeraj, na talasnoj duţini od 570 nm (Slika 27B). Dobijeni rezultati 

predstavljaju dodatnu potvrdu kovalentne modifikacije BLG-a PCB-om. 

 Veći prinos BLG–PCB adukta u uslovima denaturacije proteina 7 M ureom, osim 

fluorescentnom spektroskopijom, dodatno je potvrĊen elektroforetskom analizom BLG–PCB 

reakcione smeše koja je pripremljena u prisustvu 7 M uree. Naime, SDS-PAGE analiza tako 

pripremljenog adukta pokazuje veći intenzitet fluorescencije u poreĊenju sa aduktom pripremljenim 

bez prisustva uree (Slika 28). Mada inkubacija BLG-a u prisustvu uree ĉini slobodne sulfhidrilne 

grupe izloţenijim i time dostupnijim za formiranje disulfidnih dimera, dodavanje PCB-a smanjuje 

intenzitet trake koja potiĉe od BLG dimera, ukazujući na to da slobodni ostaci cisteina mogu biti 

ukljuĉeni u vezivanje PCB-a. Štaviše, fluorescentna detekcija u gelu pokazuje da je samo 

monomerna forma BLG-a, koja ima slobodan ostatak cisteina, kovalentno vezana za ligand (Slika 

28). 

 
 

Slika 28. (A) SDS-PAGE analiza (16% poliakrilamidni gel, neredukujući uslovi) slobodnog PCB-a, slobodnog 

BLG-a i BLG–PCB kompleksa pripremljenog u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH 7,2 u odustvu (1, 3, 5, redom) i u 

prisustvu 7 M uree (2, 4, 6, redom). Levo: bojenje 1 M cink-sulfatom; Desno: CBB bojenje. 

 

 Kako bi se potvrdilo da se reakcija modifikacije PCB-om zaista odvija preko ostataka 

cisteina, najpre je analizirano formiranje kovalentnog BLG–PCB adukta nakon prethodnog 

blokiranja slobodnih ostataka cisteina proteina alkilovanjem jodacetamidom. Blokiranje ostataka 

cisteina BLG-a jodacetamidom je uistinu inhibiralo reakciju formiranja BLG–PCB adukta, pri ĉemu 

rastuća koncentracija jodacetamida dovodi do veće inhibicije formiranja adukta, odnosno manjeg 

intenziteta fluorescentnog signala na gelu (Slika 29).  

 
Slika 29. Inhibicija vezivanja PCB-a za BLG pisustvom jodacetamida (SDS-PAGE, 16% poliakrilamidni gel, 

neredukujući uslovi): 1) 20 µM BLG, 2) 20 µM PCB, 3) BLG:PCB (po 20 µM svaki), 4) BLG:PCB (po 20 µM svaki) + 

20 µM IAA, 5) BLG:PCB (po 20 µM svaki) + 200 µM IAA, 6) BLG:PCB (po 20 µM svaki) + 2 mM IAA, 7) 20 µM 

BLG + 20 µM IAA, 8) 20 µM BLG + 200 µM IAA, 9) 20 µM BLG + 2 mM IAA. Levo: CBB bojenje; desno: bojenje 

cink-sulfatom, uz posmatranje gela pod UV lampom. 
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Kao dodatna potvrda modifikacije BLG-a preko ostataka cisteina posluţilo je poreĊenje 

kinetike reakcije modifikacije PCB-om nemodifikovanog BLG-a i onog koji je prethodno 

modifikovan jodacetamidom. Naime, kao što se na Slici 30A moţe uoĉiti, inkubacijom alkilovanog 

BLG-a sa fikocijanobilinom dolazi do neznatnog povećanja fluorescencije PCB-a, u poreĊenju sa 

nemodifikovanim proteinom. Istovremeno, snimljeni su i fluorescentni spektri PCB-a inkubiranog 

sa aminokiselinama ĉiji su boĉni ostaci nukleofilni (cistein, lizin, arginin i histidin). Fluorescentni 

spektar PCB-a inkubiranog sa cisteinom sliĉan je spektru BLG–PCB adukta (Slika 30B). Osim 

toga, fluorescentni spektar dijalizovanog BLG–PCB adukta, koji pokazuje maksimum emisije na 

639 nm, sliĉan je spektru nativnog C-fikocijanina, ĉiji maksimum emisije je na 642 nm (Slika 

30C). 

 

 
Slika 30. (A) Efekat prethodnog alkilovanja slobodnog ostatka cisteina BLG-a jodacetamidom na kinetiku formiranja 

BLG–PCB adukta u prisustvu 7 M uree; (B) Emisioni spektri PCB-a u odsustvu i prisustvu BLG-a i aminokiselina; (C) 

Emisioni spektri dijalizovanog BLG–PCB adukta i nativnog C-fikocijanina pri ekscitaciji na 580 nm. 

 

Kako bi se dobio veći prinos reakcije modifikacije BLG-a PCB-om, rastvor proteina je 

obogaćen PCB-om sukcesivnim dodavanjem sveţeg štoka pigmenta (za detalje pripreme adukta 

videti Odeljak 3.2.5.). Dva razliĉita eseja su iskorišćena za kvantifikaciju prinosa formiranja BLG–

PCB adukta i oba su dala sliĉne rezultate za procenu prinosa reakcije. Naime, prema Elmanovom 

eseju, kojim je odreĊena promena u sadrţaju slobodnih ostataka cisteina pre i nakon reakcije 

modifikacije BLG-a PCB-om, prinos reakcije modifikacije BLG-a je procenjen na 72 ± 1%. Drugi 

pristup se zasniva na odreĊivanju sadrţaja hromofore u pepsinskom digestu BLG–PCB adukta. 

Sadrţaj hromofore odreĊen je korišćenjem pepsinskog digesta C-fikocijanina kao standarda (Minic 

et al., 2016). Ovim pristupom, kvantifikacijom sadrţaja PCB-a u BLG–PCB-u, procenjeno je da je 

prinos reakcije 71 ± 6%. Tako dobijen preparat sa većim prinosom BLG–PCB adukta dalje je 

okarakterisan. 

4.1.4. Masena spektrometrija BLG–PCB adukta 

U cilju karakterizacije dobijenog BLG–PCB adukta, adukt je analiziran visokorezolutivnom 

masenom spektrometrijom (MS), koja predstavlja izuzetno osetljivu analitiĉku tehniku za merenje 

odnosa mase i naelektrisanja jona. Na Slici 31 prikazan je dobijeni MS spektar, na kom se, pored 

signala nemodifikovanih A i B izoformi BLG-a, na svim naelektrisanjima, na nešto većem m/z 

odnosu, uoĉavaju i signali koji odgovaraju kovalentnim aduktima obe izoforme, što ukazuje na to 

da se i jedna i druga izoforma modifikuju u sliĉnom obimu.  
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Slika 31. Maseni spektar 20 µM BLG-a inkubiranog sa 20 µM PCB-om tokom 2 h na 37 ˚C u 20 mM 

fosfatnom puferu, pH 7,2.  

MS/MS spektri jona ĉiji su m/z odnosi 1335,90 (z=14), 1438,50 (z=13) i 1558,50 (z=12) 

(Slike 32A, 32B, 32C) pokazuju da se njihovom fragmentacijom dobijaju joni ĉiji su m/z odnosi isti 

kao m/z joni nemodifikovane izoforme B BLG-a. Ovo je potvrda da navedeni joni odgovaraju 

aduktima BLG-a. Razlika u masi adukta BLG–PCB i nemodifikovanog BLG-a je 325 Da (Tabela 

3), manja od mase intaktnog PCB-a, što ukazuje na to da analizirani BLG–PCB adukt sadrţi samo 

dva pirola, najverovatnije usled oksidacije i fragmentacije PCB-a na centralnom metilenskom 

mostu. Predloţena struktura oksidacionog proizvoda PCB-a sliĉna je propentdiopentima, 

oksidovanim metabolitima bilirubina (Kunikata et al., 2000), i prikazana je na Slici 33.  
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Slika 32. MS
2
 spektri dobijeni fragmentacijom molekulskih jona ĉiji je m/z odnos (A) 1335,90 (z=14), (B) 1438,60 

(z=13) i (C) 1558,50 (z=12) iz MS spektra BLG inkubiranog u prisustvu PCB-a tokom 2 ĉasa na 37 ˚C u 20 mM 

fosfatnom puferu, pH 7,2. 
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Tabela 3. Mase dobijene iz MS spektra BLG-a inkubiranog u prisustvu prisustvu PCB-a tokom 2 

ĉasa na 37 ˚C u 20 mM fosfatnom puferu, pH 7,2. BLG A – izoforma A β-laktoglobulina, BLG B – 

izoforma B β-laktoglobulina, BLG A–PCB – kovalentni adukt izoforme A i oksidacionog proizvoda 

PCB-a, BLG B–PCB – kovalentni adukt izoforme B i oksidacionog proizvoda PCB-a.  

Uzorak m/z z masa 
Δ m 

(BLG–PCB – BLG) 

BLG A 2031,800 9 18277,20 
325,403 

BLG A–PCB  2067,956 9 18602,60 

BLG B 2041,276 9 18362,48 
324,482 

BLG B–PCB  2077,33 9 18686,97 

BLG A 1828,658 10 18276,58 
323,483 

BLG A–PCB  1861,006 10 18600,06 

BLG B 1837,217 10 18362,17 
326,263 

BLG B–PCB  1869,843 10 18688,43 

BLG A 1662,516 11 18276,67 
325,4559 

BLG A–PCB  1692,102 11 18602,13 

BLG B 1670,394 11 18363,34 
324,1271 

BLG B–PCB  1699,860 11 18687,46 

BLG A 1524,033 12 18276,40 
326,2368 

BLG A:PCB  1551,220 12 18602,63 

BLG B 1531,252 12 18363,02 
326,7768 

BLG B–PCB  1558,483 12 18689,80 

BLG A 1406,843 13 18275,95 
326,56 

BLG A–PCB  1431,963 13 18602,51 

BLG B 1413,519 13 18362,74 
325,1313 

BLG B–PCB  1438,529 13 18687,88 

BLG A 1306,476 14 18276,66 
326,0096 

BLG A–PCB  1329,762 14 18602,67 

BLG B 1312,621 14 18362,69 
326,1776 

BLG B–PCB  1335,919 14 18688,87 

BLG A 1219,511 15 18277,66 
326,136 

BLG A–PCB  1241,253 15 18603,80 

BLG B 1225,179 15 18362,69 
328,1595 

BLG B–PCB  1247,057 15 18690,85 

BLG A 1143,292 16 18276,68 
326,192 

BLG A–PCB  1163,679 16 18602,87 

BLG B 1148,67 16 18362,72 
326,1216 

BLG B–PCB  1169,053 16 18688,84 
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 Slika 33. Predloţena struktura kovalentnog adukta BLG-a i oksidacionog proizvoda PCB-a nakon masene 

spektrometrije. 

4.1.5. Vezivanje PCB-a utiĉe na sekundarnu i tercijarnu strukturu BLG-a, uz 

promenu konformacije PCB-a 

Spektroskopija cirkularnog dihroizma (CD spektroskopija) se koristi za prouĉavanje brojnih 

hiralnih molekula, ali svoju najveću primenu je našla u analizi sekundarnih struktura i konformacija 

makromolekula, posebno proteina, ĉija je sekundarna struktura osetljiva na promene u temperaturi, 

pH vrednosti, kao i promene mikrookruţenja nastale kao posledica interakcija proteina sa drugim 

molekulima. Kako bi se procenio uticaj kovalentne modifikacije PCB-om na sekundarnu i tercijarnu 

strukturu BLG-a, snimljeni su CD spektri dijalizovanog BLG–PCB adukta u bliskoj i dalekoj UV 

oblasti i uporeĊeni sa nemodifikovanim proteinom. Glavne hromofore proteina u bliskoj UV oblasti 

su aminokiseline fenilalanin, tirozin i triptofan, dok je to u dalekoj UV oblasti peptidna veza.  

CD spektar BLG-a u bliskoj UV oblasti ima dve karakteristiĉne trake, sa maksimumima na 

285 i 293 nm, obe poreklom od ostataka triptofana. S druge strane, u CD spektru BLG–PCB adukta, 

maksimum na 285 nm postaje mnogo izraţeniji, odnosno većeg intenziteta, dok se intenzitet trake 

na 293 nm smanjuje, u poreĊenju sa nemodifikovanim proteinom (Slika 34A). Promene oblika i 

amplitude CD spektra u bliskoj UV oblasti ukazuju na to da modifikacija PCB-om dovodi do 

znaĉajnih promena tercijarne strukture BLG-a. 

 
Slika 34. (A) CD spektri u bliskoj i (B) dalekoj UV oblasti dijalizovanog BLG–PCB adukta i 

nemodifikovanog BLG-a. 

 

Pored toga, analizirane su i promene sekundarnih struktura BLG-a nakon modifikacije PCB-

om. CD spektar nemodifikovanog BLG-a u dalekoj UV oblasti pokazuje negativnu, široku traku, sa 

maksimumom na talasnoj duţini od 215 nm, usled velike zastupljenosti β-ploĉica u molekulu 

proteina, kao i usku, pozitivnu traku, na talasnoj duţini od oko 190 nm (Slika 34B). Modifikacija 

proteina PCB-om dovodi do blagog povećanja negativnog maksimuma i znaĉajnog smanjenja 
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pozitivnog maksimuma. Softverskom analizom dobijenog spektra, korišćenjem CDPro softvera, 

pokazano je da nemodifikovani BLG sadrţi 10% α-heliksa, 37% β-ploĉica, 22% β-zavijutaka i 30% 

neureĊenih struktura. Kovalentna modifikacija PCB-om dovodi do diskretnog povećanja sadrţaja α-

heliksa na 12%, dok sadrţaj β-ploĉica opada na 35%. Sadrţaj β-zavijutaka ostao je nepromenjen, 

dok sadrţaj neureĊenih struktura zanemarljivo raste za 1%.  

Kako bi se stekao uvid u konformacione promene PCB-a nakon vezivanja za BLG, 

snimljeni su i CD spektri u bliskoj UV/vidljivoj oblasti, u oblasti od 300 do 750 nm. Pošto PCB u 

rastvoru postoji u obliku dva konformera – P i M, njegov rastvor nije optiĉki aktivan i ne daje signal 

u CD spektru. MeĊutim, spektar BLG–PCB kompleksa u istoj oblasti pokazuje dve trake: pozitivnu 

na 680 nm i negativnu na 380 nm (Slika 35), pokazujući pozitivan Kotonov efekat. Prema tome, 

vezivanje PCB-a za BLG indukuje optiĉku aktivnost tetrapirolne hromofore kroz konformacione 

promene PCB-a, što ukazuje na to da se PCB vezuje za BLG stereospecificno.  

 
Slika 35. Bliski UV/vidljivi CD spektri dijalizovanog BLG–PCB adukta, slobodnog BLG-a i slobodnog PCB-a 

(40 µM svaki). 

4.1.6. Uticaj pH na formiranje BLG–PCB adukta  

Formiranje BLG–PCB adukta u zavisnosti od pH vrednosti rastvora analizirano je 

elektroforetski, nakon inkubiranja BLG-a i PCB-a u rastvorima razliĉitih pH vrednosti. Kao što se 

na Slici 36 moţe uoĉiti, sa porastom pH vrednosti rastvora, povećava se i intenzitet fluorescentne 

trake BLG–PCB adukta, ukazujući na to da je prinos reakcije modifikacije veći na višim pH 

vrednostima (pH 8 i 9). MeĊutim, vezivanje PCB-a odvija se i na niţim pH vrednostima (pH 2), 

iako u manjem obimu. Prema tome, BLG ima sposobnost da kovalentno veţe PCB u širokom 

opsegu pH vrednosti. 

 
Slika 36. pH zavisnost formiranja BLG–PCB adukta: SDS-PAGE (16% PAA gel, neredukujući uslovi); Levo: bojenje 

cink-sulfatom, uz posmatranje gela pod svetlošću UV lampe; desno: CBB bojenje istog gela. 

 



 
 

77 
 

Formiranje BLG–PCB adukta analizirano je i u uslovima koji simuliraju one prisutne u 

gastrointestinalnom traktu u pogledu pH vrednosti i sastava gastrointestinalnih teĉnosti. 

Elektoforetskom analizom je uoĉeno da BLG–PCB adukt nastaje i u simuliranim fiziološkim 

uslovima, ĉak i nakon samo 2 min inkubacije u simuliranoj pljuvaĉnoj teĉnosti (Slika 37). 

 
Slika 37. SDS-PAGE analiza (12% poliakrilamidni gel, neredukujući uslovi) smeše BLG-a i PCB-a nakon 

inkubacije u simuliranim gastrointestinalnim teĉnostima. 1 – simulirana pljuvaĉna teĉnost, 2 – simulirana pljuvaĉna 

teĉnost kojoj je dodata simulirana gastriĉna teĉnost, 3 - simulirana pljuvaĉna teĉnost kojoj je dodata simulirana 

gastriĉna teĉnost i nakon toga simulirana intestinalna teĉnost. Levo: bojenje CBB-om, desno: bojenje 1 M cink-

sulfatom. 

4.1.7. Molekulski doking, molekulska dinamika i dirigovana molekulska dinamika  

Kako bi se odredila vezivna mesta za PCB (Slika 38A) na molekulu BLG-a, uraĊena je 

studija molekulskog dokinga, kojom je identifikovano jedno visokoafinitetno mesto za PCB u 

hidrofobnom dţepu, takozvanom kaliksu, BLG-a (Slika 38B), stabilizovano hidrofobnim 

interakcijama i vodoniĉnim vezama. U ovoj orijentaciji, C3’ atom PCB-a je suviše udaljen od tiolne 

grupe slobodnog ostatka Cys121 (15,35 Å) da bi formirao kovalentnu vezu (Slika 38C). Štaviše, na 

osnovu provere svih trodimenzionalnih struktura BLG-a dostupnih u PDB bazi podataka, moţe se 

zapaziti da je ostatak Cys121 zaštićen heliksom i u potpunosti orijentisan prema unutrašnjosti 

proteina, daleko od kaliksa, zbog ĉega nije dostupan za formiranje kovalentne veze ni sa PCB-om 

niti sa drugim ligandima.  

BLG je protein koji je podloţan izmeni disulfida, naroĉito na povišenim temperaturama, pri 

ĉemu blizina atoma sumpora slobodnog Cys121 i disulfidne veze Cys106–Cys119  od 11 Å moţe 

rezultirati u intramolekulskoj izmeni disulfida izmeĊu Cys121 i Cys106–Cys119, ĉime bi se 

oslobodio Cys119 (Croguennec et al., 2003). Stoga je prvo uraĊena  simulacija izmene disulfida 

izmeĊu Cys121 i Cys iz disulfidne veze Cys106–Cys119,  nakon ĉega je na tako dobijenoj strukturi 

BLG-a uraĊen molekulski doking PCB-a, kako bi se in silico ispitalo da li postoji mogućnost 

formiranja kovalentnog BLG–PCB adukta preko ostatka cisteina.  

Simulacija izmene disulfida u BLG-u uraĊena je dirigovanom molekulskom dinamikom 

(SMD). Disulfidna veza Cys106–Cys119 je raskinuta i nova disulfidna veza Cys106–Cys121 je 

uspostavljena tokom prvih 150 ns SMD simulacije. Nakon toga, raĊena je SMD simulacija sistema 

sa slobodnim ostatkom Cys119 dodatnih 150 ns. Za vreme SMD simulacije došlo je do nekih 

promena u sekundarnoj strukturi BLG-a (posebno u β-nizu koji sadrţi Cys119 i Cys121), ali su 

glavne 3D karakteristike proteina (kaliks i α-heliks) bile samo delimiĉno izmenjene (Slika 38D). 

Na proteinskoj strukturi koja je dobijena nakon SMD simulacije ponovo je raĊen molekulski 

doking PCB-a. Premda se PCB i dalje preferencijalno vezuje za kaliks BLG-a (Slika 38E), PCB se, 

nakon simulacije izmene disulfida, nalazi u blizini slobodnog ostatka Cys119, koji je u novoj 

konformaciji proteina orijentisan prema unutrašnjosti kaliksa, odnosno bliţe PCB-u (Slika 38F). 
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Udaljenost izmeĊu atoma sumpora u Cys119 i C3’ atoma etilidenske grupe PCB-a je manja nego 

ranije, samo 5,8 Å, ukazujući na mogućnost formiranja kovalentne veze izmeĊu PCB-a i Cys119. 

Kako bi se simuliralo kovalentno vezivanje PCB-a za slobodan ostatak Cys119 nakon 

izmene disulfida i našla najbolja orijentacija PCB-a u kaliksu BLG-a, uraĊen je in silico 

eksperiment kovalentnog dokinga. Kovalentna veza izmeĊu atoma sumpora Cys119 i C3’ atoma 

PCB-a indukuje male promene konformacije pigmenta, u poreĊenju sa PCB-om koji je 

nekovalentno udokovan u istu strukturu BLG-a (Slika 38G), dok je PCB i dalje pozicioniran u 

kaliksu (Slika 38H). GraĊenje kovalentne veze (Slika 38I) dovodi do velikog afiniteta PCB-a za 

BLG, koji je posledica dodatnih nekovalentnih interakcija PCB-a sa aminokiselinskim ostacima u 

vezivnom mestu proteina.  

 
Slika 38. (A) Hemijska struktura PCB-a. Molekulski doking PCB-a (obeleţen ljubiĉastom bojom) vezanog za 

kaliks BLG-a (PDB broj kristalne strukture 3NQ3) prikazan  kao (B) model površina dostupnih rastvaraĉu i (C) krupni 

plan trakastog (engl. ribbon) modela molekula BLG-a. Ostaci Cys106, Cys119 i Cys121 prikazani su kao štapići sa 

atomom sumpora ţute boje; udaljenost izmeĊu C3’ atoma PCB-a i atoma S odgovarajućeg ostatka cisteina obeleţena je 

crnom bojom; (D) Preklopljene trodimenzionalne strukture BLG-a pre (crveno) i nakon (zeleno) dirigovane molekulske 

dinamike koja simulira izmenu disulfidnih mostova BLG- (raskidanje disulfidne veze Cys106–Cys119 i formiranje 

disulfidne veze Cys106–Cys121). Molekulski doking PCB-a (obeleţen ljubiĉastom bojom) vezanog za kaliks BLG-a 

nakon SMD simulacije prikazan je kao (E) model površina dostupnih rastvaraĉu i (F) krupni plan trakastog (engl. 

ribbon) modela. (G) Preklopljene trodimenzionalne strukture PCB-a vezanog za BLG nakon SMD simulacije i 

nekovalentnog (ljubiĉasto) i kovalentnog (narandţasto) dokinga. Kovalentni doking PCB-a (obeleţen narandţastom 

bojom) vezanog za kaliks BLG-a nakon SMD simulacije prikazan je kao (H) model površina dostupnih rastvaraĉu i (I) 

krupni plan trakastog (engl. ribbon) modela. 
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U kovalentnom BLG–PCB aduktu, PCB gradi jake nekovalentne hidrofobne interakcije sa 

brojnim aminokiselinskim ostacima kaliksa BLG-a, kao i vodoniĉne veze sa Val41, Val43, Met107, 

Ala118 i π-π interakcije sa ostatkom Tyr 42 (Slika 39). Ovi rezultati ukazuju na to da je nakon 

molekulsko dinamiĉke simulacije izmene disulfida, kaliks BLG-a, mada strukturno blago izmenjen, 

sada dovoljno veliki da akomodira PCB i njegovu etilidensku C3-C3’ vezu, koja se pozicionira u 

blizini, sada slobodnog, ostatka Cys119, dok drugi aminokiselinski ostaci kaliksa interagujući sa 

PCB-om stabilizuju njegovu orijentaciju, i time dodatno favorizuju formiranje kovalentne veze. 
 

 
Slika 39. Dijagram interakcija PCB-a kovalentno udokovanog za BLG nakon SMD simulacije izmene 

disulfida (PDB broj: 3NQ3). 

4.1.8.Antioksidativna svojstva BLG–PCB-a 

4.1.8.1. Antioksidativna aktivnost BLG–PCB-a 

Antioksidativni potencijal BLG–PCB-a i BLG-a evaluiran je in vitro korišćenjem nekoliko 

uobiĉajenih testova za ispitivanje antioksidativne aktivnosti – ORAC (od engl. oxygen radical 

absorbance capacity) testa, testa obezbojavanja ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-

sulfonska kiselina)) radikal-katjona (ABTS·
+
) i testa ukupne redukujuće moći. U ORAC testu, 2,2’ -

azobis(2-amidinopropan) dihidrohlorid (AAPH) je korišćen kao generator peroksi-radikala, koji 

direktno reaguju sa fluoresceinom, pri ĉemu nastaje oksidativno izmenjen nefluorescentni proizvod. 

Grafik opadanja fluorescencije na 511 nm u funkciji od vremena (Slika 40A) pokazuje da je 

opadanje fluoresencije sporije u prisustvu antioksidanata, kao što su BLG, BLG–PCB i Troloks 

(standardni antioksidant, analog vitamina E rastvoran u vodi, 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-

2-karboksilna kiselina), pri ĉemu je BLG–PCB uspešniji od nemodifikovanog BLG-a u usporavanju 

opadanja fluorescencije, odnosno oksidacije fluoresceina. Iako je BLG uklonio peroksi-radikale, sa 

antioksidativnom aktivnošću od 5,3 ± 0,1 Troloks ekvivalenata (TE), BLG–PCB je pokazao 

znaĉajno (p<0,05) veću antioksidativnu aktivnost (7,6 ± 0,3 TE). Sposobnosti uklanjanja ABTS 

radikala od strane BLG-a i BLG–PCB-a prikazane su na Slici 40B. Antioksidativna aktivnost BLG-

a u ABTS testu iznosila je 41,1 ± 0,6%, što je znaĉajno više (p<0,05) u poreĊenju sa kontrolnim 

BLG uzorkom, ĉija je ABTS antioksidativna aktivnost 21,3 ± 0,5%. Ukupna redukujuća moć BLG-

a i BLG–PCB-a (Slika 40C) u skladu je sa rezultatima ORAC i ABTS eseja. Naime, BLG–PCB 

pokazuje veliku redukujuću moć, koja se ogleda u znaĉajno većoj (p<0,05) apsorbanciji na 700 nm 

u prisustvu BLG–PCB-a (1,3 ± 0,1) nego u prisustvu ekvivalentne koliĉine BLG-a (0,4 ± 0,2), 

ukazujući na izuzetan antioksidativni kapacitet BLG–PCB-a.  
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4.1.8.2. Zaštitni efekat PCB-a na oksidaciju BLG-a indukovanu slobodnim radikalima 

Oksidativne promene proteina, nastale dejstvom slobodnih radikala, mogu se pratiti 

merenjem promena u fluorescenciji triptofanskih ostataka (Fuentes-Lemus et al., 2016). Oksidacija 

BLG-a i BLG–PCB-a slobodnim radikalima praćena je merenjem promena intrinziĉne 

fluorescencije proteina po dodatku AAPH-a, generatora slobodnih radikala. Na Slici 40D prikazane 

su krive opadanja fluorescencije na 336 nm (talasna duţina emisionog maksimuma BLG-a nakon 

ekscitacije na 280 nm) tokom 30 min, po dodatku AAPH-a u rastvor BLG-a, odnosno BLG–PCB-a. 

Na slici se moţe uoĉiti da nakon dodavanja AAPH-a, generatora slobodnih (pre svega peroksi-) 

radikala, u rastvor proteina fluorescencija nemodifikovanog BLG-a eksponencijalno opada, kao i da 

je opadanje fluorescencije sporije kod kovalentnog BLG–PCB adukta. Kako krive prate kinetiku 

prvog reda, ubacivanjem dobijenih krivih u eksponencijalnu jednaĉinu prvog reda, dobijene su 

konstantne brzine opadanja fluorescencije. Ova konstanta  iznosi 0,068 ± 0,016 min
-1

 za BLG–PCB 

i znaĉajno (p<0,05) je manja od one za BLG, koja iznosi 0,117 ± 0,014 min
-1
, što ukazuje na to 

kovalentno vezani PCB štiti BLG od oksidacije izazvane slobodnim radikalima. Iz razlike površina 

ispod dobijenih krivih, izraĉunat je zaštitni efekat PCB-a, koji je iznosio 33,6 ± 4,9%.  

 
Slika 40. (A) Oksidacija fluoresceina indukovana dodatkom AAPH-a, generatora slobodnih radikala, u odsustvu i 

prisustvu 4 µM BLG-a, 4 µM BLG–PCB-a i 20 µM Troloksa. (B) Sposobnost uklanjanja ABTS radikala BLG-a i 

BLG–PCB-a (oba 30 µM). (C) Redukujuća moć BLG-a i BLG–PCB-a (oba 150 µM). (D) Oksidacija BLG-a i BLG–

PCB-a (oba 3 µM) slobodnim radikalima nakon dodatka AAPH-a. 

4.1.9. Karakteristike BLG–PCB-a nakon termiĉkog tretmana 

Za ispitivanje uticaja temperature na funkcionalne osobine BLG-a i BLG–PCB-a, zagrevani 

BLG i kovalentno modifikovani BLG–PCB adukt analizirani su i uporeĊeni meĊusobno, kao i sa 

kontrolnim, nezagrevanim kontrolama u pogledu strukture i funkcionalnih promena koje bi mogle 

nastati kao posledica termiĉkog tretmana. Naime, analizirani su termalna stabilnost, površinska 

hidrofobnost, sklonost ka oligomerizaciji i nekovalentnom agregiranju proteina, promene u sadrţaju 
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sekundarnih struktura po zagrevanju, kao i graĊenje amiloidima sliĉnih fibrilarnih struktura 

nemodifikovanog i kovalentno modifikovanog proteina. 

4.1.9.1. Agregiranje BLG–PCB-a nakon zagrevanja pod blagim uslovima 

Kako bi se stekao uvid u podloţnost BLG–PCB-a ka agregiranju pri blagim termiĉkim 

tretmanima od znaĉaja u industriji hrane, nemodifikovani BLG i kovalentno modifikovani BLG–

PCB podvrgnuti su zagrevanju pri uslovima koji imitiraju one prisutne tokom LTLT pasterizacije, 

takozvane „batch― pasterizacije. Naime, ova pasterizacija podrazumeva poluĉasovno zagrevanje 

velike zapremine mleka u kontejnerima, na temperaturi od 63 ˚C (Dash et al., 2022). Nakon 

zagrevanja BLG-a i BLG–PCB-a na 63 ˚C, zagrevani BLG–PCB i BLG, kao i kontrolni, 

nezagrevani BLG i BLG–PCB, analizirani su elektroforetski u redukujućim i neredukujuĉim 

denaturišućim uslovima, kao i u nativnim uslovima. 

Elektroforetski profili nemodifikovanog i kovalentno modifikovanog BLG-a u 

denaturišućim uslovima prikazani su na Slici 41. Sliĉno prethodno uoĉenom, da se primetiti da u 

kontrolnom, nezagrevanom uzorku, kovalentna modifikacija PCB-om dovodi do blagog razmaza 

trake BLG monomera ka većim molekulskim masama, usled kovalentnog vezivanja jednog ili više 

molekula PCB-a molekulske mase 587,6 Da. Elektroforetska analiza zagrevanog BLG-a u 

neredukujućim uslovima (Slika 41A, levo) pokazuje traku molekulske mase 36 kDa, koja odgovara 

masi BLG dimera. S druge strane, u zagrevanom BLG–PCB-u uoĉavaju se samo tragovi dimerne 

forme BLG-a. SDS-PAGE analiza istih uzoraka u redukujućim uslovima (Slika 41A, desno) 

nedvosmisleno pokazuje na to da su dimeri, prisutni u neredukujućim uslovima, povezani 

disulfidnim vezama. Gotovo potpuno odsustvo dimera u zagrevanom BLG–PCB-u nije 

iznenaĊujuće, imajući u vidu da je slobodna tiolna grupa BLG-a, koja je odgovorna za graĊenje 

disulfidne veze sa drugim molekulom BLG-a, u BLG–PCB-u blokirana kovalentnom 

modifikacijom PCB-om. 

 
Slika 41. Elektroforeza (1) nezagrevanog BLG-a i (2) BLG–PCB-a i (3) BLG-a i (4) BLG–PCB-a zagrevanih 

30 min na 63 ˚C u (A) denaturišućim (levo) neredukujućim i (desno) redukujućim i (B) nativnim uslovima (14% 

gelovi). 

 

S druge strane, nativna poliakrilamidna gel elektroforeza istih uzoraka pokazuje prisustvo 

nekovalentnih agregata velikih molekulskih masa u zagrevanom BLG-u, koji nisu prisutni u BLG–

PCB-u (Slika 41B), ukazujući na to da kovalentna modifikacija BLG PCB-om ne samo da utiĉe na 

sposobnost BLG da formira disulfidne dimere, već redukuje i stvaranje rastvornih nekovalentnih 

agregata BLG-a. Na nativnoj elektroforezi uoĉava se i nešto veća pokretljivost BLG–PCB-a u 

poreĊenju sa BLG-om, uprkos većoj masi BLG–PCB-a, usled kovalentno vezanog PCB-a. Štaviše, 

izoelektriĉnim fokusiranjem BLG-a i BLG–PCB-a u imobilizovanom pH gradijentu pokazano je da 

je izoelektriĉna taĉka BLG-a pomerena ka kiselijim pH vrednostima (Slika 42). Pomeraj pI ka 

kiselijim vrednostima prisutan je kod obe izoforme BLG-a (BLG A i BLG B). Dobijeni rezultati 
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ukazuju na to da vezivanje PCB-a za BLG pomera izoelektriĉnu taĉku BLG-a usled prisustva dve 

karboksilne grupe u molekulu PCB-a. 

 

 

Slika 42. Izoelektriĉno fokusiranje (1) BLG-a i (2) BLG–PCB-a.  

4.1.9.2. Površinska hidrofobnost BLG-a i BLG–PCB-a 

Vezivanjem hidrofobne probe ANS-a (8-anilinonaftalen-1-sulfonska kiselina) za molekule 

proteina moţe se steći uvid u površinsku hidrofobnost molekula proteina. Naime, ANS je 

fluorescentna boja ĉiji se intenzitet fluorescencije povećava i do 100 puta nakon vezivanja za 

hidrofobna mesta na površini proteina, pri ĉemu dolazi do promene emisionog maksimuma boje ka 

manjim talasnim duţinama (Munishkina i Fink, 2007). PoreĊenjem koliĉnika intenziteta 

fluorescencije slobodnog ANS-a na 524 nm i fluorescencije vezanog ANS-a na 494 nm dobijen je 

uvid u razlike u vezivanju ANS-a za BLG/BLG–PCB. Razlike u intenzitetu fluorescencije ANS-a 

nakon vezivanja za zagrevani ili nezagrevani BLG i BLG–PCB ukazuju na to da kovalentna 

modifikacija BLG-a PCB-om znaĉajno (p<0,05) smanjuje fluorescenciju vezanog ANS-a (Slika 

43), ukazujući na manju površinsku hidrofobnost BLG–PCB-a u poreĊenju sa nemodifikovanim 

BLG-om, kako u zagrevanim, tako i u nezagrevanim uzorcima. Ovaj rezultat se moţe objasniti 

zaklanjanjem hidrofobnih ostataka BLG-a od strane vezanog PCB-a, ĉije je vezivno mesto za BLG 

u hidrofobnom dţepu BLG-a. Nakon zagrevanja BLG-a, intenzitet fluorescencije ANS-a blago 

opada u poreĊenju sa nezagrevanim proteinom (p<0,05), u skladu sa literaturnim podacima (Fessas 

et al., 2001). MeĊutim, intenzitet fluorescencije ANS-a ostaje isti u prisustvu zagrevanog BLG–

PCB-a, u poreĊenju sa nezagrevanim BLG–PCB-om (p>0,05). Razliĉito ponašanje BLG-a i BLG–

PCB-a prilikom zagrevanja moţe se objasniti razliĉitom tendencijom BLG-a i BLG–PCB ka 

oligomerizaciji ili agregiranju. Naime, oligomerizacija i agregiranje BLG-a nakon zagrevanja 

smanjuje dostupnost hidrofobnih površina za vezivanje ANS-a. S druge strane, gotovo potpuno 

odsustvo oligomerizacije/agregiranja zagrevanog BLG–PCB-a obezbeĊuje nivo vezivanja ANS-a 

sliĉan onome koji je prisutan kod nezagrevanog BLG–PCB-a.  

 
Slika 43. Površinska hidrofobnost nezagrevanih i zagrevanih (30 min na 63 ˚C) uzoraka BLG-a i BLG–PCB-a. 

Rezultati su izraţeni kao odnos fluorescencije na 494 nm (ANS vezan za protein) i fluorescencije na 524 nm (slobodan 

ANS). Podaci su analizirani korišćenjem ANOVA testa, uz upotrebu Tukijevog post hoc testa na nivou znaĉajnosti od 

0,05. Razliĉitim slovima (a do c) su obeleţeni uzorci koji se znaĉajno razlikuju (p ˂0,05). 
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4.1.9.3. Promene sekundarnih struktura BLG–PCB-a nakon zagrevanja 

Strukturne promene nastale kao posledica zagrevanja BLG-a/BLG–PCB-a na 63 ˚C tokom 

30 min praćene su CD spektroskopijom u dalekoj UV oblasti. Sadrţaj sekundarnih struktura 

procenjen softverskom analizom prikazan je na Slici 44. Dobijeni rezultati ukazuju na to da 

zagrevanjem BLG-a pod uslovima pasterizacije dolazi do povećanja sadrţaja neureĊenih struktura, 

na raĉun smanjenja β-zavijutaka, uz neizmenjen sadrţaj α-heliksa i β-ploĉica. Kovalentna 

modifikacija BLG-a pigmentom menja ponašanje proteina pri termalnom tretmanu, dovodeći do 

takozvane tranzicije β-ploĉica u α-helikse, uz istovremeni blagi pad sadrţaja β-zavijutaka, ne 

utiĉući pritom na sadrţaj neureĊenih struktura. Kako blago zagrevanje BLG-a/BLG–PCB-a na 

temperaturi pasterizacije smanjuje ureĊenost nemodifikovanog BLG-a, dok kod BLG–PCB-a 

dovodi samo do reorganizovanja sekundarnih struktura, ĉini se da vezani PCB odrţava sadrţaj 

ureĊenih struktura BLG-a. 

 
Slika 44. Sadrţaj sekundarnih struktura nezagrevanih i zagrevanih (30 min na 63 ˚C) uzoraka BLG-a i BLG–PCB-a. 

Podaci su analizirani korišćenjem ANOVA testa, uz upotrebu Tukijevog post hoc testa na nivou znaĉajnosti od 0,05. 

Razliĉitim slovima (a do c) su obeleţeni uzorci koji se znaĉajno razlikuju (p ˂0,05). 

4.1.9.4. Formiranje fibrilarnih struktura sliĉnih amiloidima zagrevanjem BLG–PCB-a 

U ekstremnim uslovima sredine (nisko pH, produţeno zagrevanje iznad temperature 

topljenja, niska jonska sila i prisustvo denaturanata) BLG gradi fibrile. MeĊutim, kako je BLG 

protein sklon fibrilaciji, u literaturi je opisano graĊenje fibrila BLG-a u manjem obimu i pod blaţim 

uslovima, kao što su neutralno pH i kraće vreme inkubacije (Sardar et al., 2014; Zúñiga et al., 

2010). Tioflavin T (ThT) je fluorescentna proba koja se ĉesto koristi za specifiĉnu detekciju 

amiloidnih fibrila i sliĉnih oligomernih struktura bogatih β-ploĉicama, usled osobine ThT-a da mu 

se intenzitet fluorescencije na 485 nm povećava nakon vezivanja za ovakve strukture (Biancalana i 

Koide, 2010). Formiranje oligomernih struktura nastalih interakcijama β-ploĉica nakon zagrevanja 

BLG-a i BLG–PCB-a pri uslovima LTLT pasterizacije (63 ˚C tokom 30 min) praćeno je indirektno 

preko vezivanja ThT-a. Ako se uporede nezagrevani BLG i BLG–PCB, nezagrevani BLG–PCB 

pokazuje znaĉajno (p<0,05) manje povećanje emisije ThT-a u poreĊenju sa nezagrevanim BLG-om 

(Slika 45A), što je u skladu sa smanjenom površinskom hidrofobnošću BLG–PCB-a. Naime, osim 

što se vezuje za umreţene β-strukture amiloidnih fibrila, ThT se takoĊe vezuje i za hidrofobne 

strukture (Biancalana i Koide, 2010). MeĊutim, u poreĊenju sa nezagrevanim uzorcima, nakon 

zagrevanja proteina pri uslovima LTLT pasterizacije, ne uoĉava se statistiĉki znaĉajna promena 

fluorescencije ThT-a ni u prisustvu zagrevanog BLG-a, niti u prisustvu zagevanog BLG–PCB-a 

(Slika 45A). Sliĉno tome, Zenker i saradnici zapazili su samo blago povećanje emisije ThT-a nakon 

zagrevanja BLG-a na 60 ˚C tokom 24 ĉasa (Zenker et al., 2020). Dobijeni rezultati ukazuju na to da, 
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iako vezivanje PCB-a neznatno menja strukturu BLG-a, kovalentna modifikacija PCB-om ne 

dovodi do povećane podloţnosti BLG-a prema graĊenju fibrila, makar ne u uslovima blagog 

termiĉkog tretmana tokom kratkog vremenskog perioda (tridesetominutno zagrevanje na 63 ˚C). 

Nasuprot tome, dvoĉasovno zagrevanje BLG-a i BLG–PCB-a na 85 ˚C znaĉajno (p<0,05) povećava 

emisiju ThT-a u prisustvu BLG-a, dok se emisija ThT-a u prisustvu BLG–PCB-a ne povećava 

znaĉajno (p>0,05) (Slika 45B), što indirektno ukazuje ne samo na manju podloţnost BLG–PCB-a 

prema agregiranju, već i prema formiranju amiloidnih fibrila i amiloidnim fibrilima sliĉnih 

struktura. Prema tome, kovalentna modifikacija BLG-a PCB-om smanjuje podloţnost BLG-a prema 

formiranju fibrila indukovanu produţenim termiĉkim tretmanom na visokoj temperaturi (2 ĉasa na 

85 ˚C u ovde ispitivanom sluĉaju). 

 

Slika 45. Povećanje fluorescencije Tioflavina T nakon zagrevanja BLG-a i BLG–PCB-a (A) 30 min na 63 ˚C i (B) 2 h 

na 85 ˚C. Podaci su analizirani korišćenjem ANOVA testa, uz upotrebu Tukijevog post hoc testa na nivou znaĉajnosti 

od 0,05. Razliĉitim slovima (a do b) su obeleţeni uzorci koji se znaĉajno razlikuju (p ˂0,05). 

 

4.1.9.5. Termalna stabilnost BLG–PCB-a 

Kako bi se ispitao efekat konjugacije PCB-a na termalnu stabilnost BLG-a, opadanje 

intrinziĉne fluorescencije BLG-a (emisija na 336 nm, pri ekcitaciji na 280 nm) tokom termalne 

denaturacije praćeno je na dve pH vrednosti – 7,2 i 2,5. Odgovarajuće krive topljenja prikazane su 

na Slikama 46A i 46B. Temperatura topljenja BLG–PCB-a sliĉna je temperaturi topljenja BLG-a, 

kako na pH 7,2, tako i na pH 2,5. Naime, temperature topljenja na pH 7,2 iznose 76,3 ± 1,1 ˚C za 

BLG i 75,99 ± 0,7 ˚C za BLG–PCB, te ne pokazuju statistiĉki znaĉajnu razliku (p>0,05), dok su 

znaĉajno veće u odnosu na pH 7,2, ali meĊusobno iste (p>0,05) temperature topljenja dobijene na 

pH 2,5 i iznose 84,3 ± 3,3 ˚C za BLG i  85,3 ± 2,0 ˚C za BLG–PCB. Dobijeni rezultati ukazuju na 

to da kovalentna modifikacija PCB-om ne utiĉe na termalnu stabilnost BLG-a. 
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Slika 46. Termalna stabilnost 2 µM BLG-a i 2 µM BLG–PCB-a na (A) pH 7,2 i (B) pH 2,5. Stabilnost 

proteina praćena je spektrofluorimetrijski (ekscitacija na 280 nm). 

4.1.10. Uticaj kovalentne modifikacije fikocijanobilinom na in vitro digestibilnost β-

laktoglobulina 

 Korišćenjem in vitro eseja za prouĉavanje digestibilnosti proteina, ispitana je digestibilnost 

nemodifikovanog BLG-a i BLG-a kovalentno modifikovanog fikocijanobilinom pepsinom i 

pankreatinom, u uslovima koji simuliraju one prisutne u gastrointestinalnom traktu. Korišćeni in 

vitro modeli predstavljaju alternativu ţivotinjskim i humanim in vivo modelima, koji su, iako 

pouzdaniji, vremenski zahtevni i problematiĉni sa etiĉkog aspekta.  

4.1.10.1. Digestibilnost BLG-a i BLG–PCB adukta pepsinom 

Digestibilnost BLG-a i BLG-PCB-a pepsinom analizirana je u in vitro modelu koji simulira 

uslove digestije u ţeludaĉnoj teĉnosti, na pH 2,5, prema protokolu Tomasa i saradnika u kojem se 

protein digestuje korišćenjem 10 U pepsina po µg proteina (Thomas et al., 2004). Tokom trajanja 

digestije, uzimani su alikvoti digestione smeše, reakcija zaustavljana, a proteinski profil 

elektroforetski analiziran. Na Slici 47A prikazani su elektroforetski profili dobijeni nakon 

šestoĉasovne digestije pepsinom BLG-a i BLG–PCB-a. Sa gela se, na osnovu postojanosti trake 

intaktnog proteina na 18,4 kDa tokom trajanja digestije, moţe zakljuĉiti da je BLG–PCB znatno 

rezistentniji na digestiju pepsinom nego nemodifikovani BLG. Promene u intenzitetu trake na 18,4 

kDa, dobijene denzitometrijskom analizom gela, su prikazane u zavisnosti od vremena trajanja 

digestije (Slika 47B).  

 
Slika 47. (A) SDS-PAGE analiza (16% gel) BLG-a i BLG–PCB-a digestovanog pepsinom. P – kontrola 

stabilnosti pepsina, K – kontrola stabilnosti BLG-a. (B) Zavisnost procenta nedigestovanog BLG-a i BLG–PCB-a 

tokom 6 h trajanja pepsinske digestije. Traka BLG-a/BLG–PCB-a u nultom vremenu posmatrana je kao 100%. 
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Rezultati brzine opadanja intenziteta trake intaktnog proteina ubaĉeni su u eksponencijalnu 

jednaĉinu prvog reda zavisnosti procenta nedegradovanog BLG-a od vremena digestije, i na osnovu 

nje izraĉunata su vremena poluţivota proteina (T50%) pri datim uslovima. Poluţivot 

nemodifikovanog BLG-a procenjen je na 18,1 ± 3,9 min, dok je kovalentna modifikacija proteina 

PCB-om znaĉajno (p<0,05) produţila poluţivot BLG-a, na ĉak 40,6 ± 0,7 min.   

4.1.10.2. Digestibilnost BLG-a i BLG–PCB adukta pankreatinom 

Ispitivanje digestibilnosti BLG-a i BLG-PCB-a pankreatinom uraĊena je u in vitro modelu 

koji simulira uslove digestije u intestinalnoj teĉnosti. Analogno digestiji pepsinom, tokom trajanja 

digestije (4 h) uzimani su alikvoti digestione smeše, koji su analizirani elektroforetski. Dobijeni 

elektroforetski profili prikazani su na Slici 48A. Kovalentna modifikacija PCB-om usporava i 

digestiju pankretatinom, mada efekat nije toliko izraţen kao efekat na gastriĉnu digestiju. 

Denzitometrijski dobijeni intenziteti traka nedigestovanog intaktnog proteina iskorišćeni su za 

dobijanje grafika eksponencijalne krive zavisnosti procenta nedigestovanog proteina od vremena 

trajanja digestije (Slika 48B). Pri ovim eksperimentalnim uslovima, procenjeni poluţivot 

nemodifikovanog BLG-a tokom pankreatinske digestije iznosio je 2,7 ± 0,9 min. Kovalentna 

modifikacija PCB-om produţila je poluţivot proteinu na 5,1  ± 0,6 min. 

 
Slika 48. (A) SDS-PAGE analiza (16% gel) BLG-a i BLG–PCB-a digestovanog pankreatinom. P – kontrola 

stabilnosti pankreatina, K – kontrola stabilnosti BLG-a. (B) Zavisnost procenta nedigestovanog BLG-a i BLG–PCB-a 

tokom 45 min trajanja pankreatinske digestije. Traka BLG-a/BLG–PCB-a u nultom vremenu posmatrana je kao 100%. 

4.1.11. Uticaj kovalentne modifikacije PCB-om na IgE-vezujuće osobine BLG-a 

IgE-vezujuće osobine BLG-a i BLG–PCB-a analizirane su Western blot tehnikom i 

inhibitornom ELISA-om, korišćenjem seruma pacijenata alergiĉnih na mleko. Western blotom u 

kom je korišćen zbirni serum pacijenata alergiĉnih na mleko pokazano je da se i BLG i BLG–PCB 

vezuju za IgE antitela iz seruma (Slika 49A). Dodatno, IgE-vezujuće osobine oba proteina 

kvantitativno su analizirane inhibitornom ELISA-om, ispitivanjem inhibicije vezivanja IgE antitela 

za nemodifikovani BLG. Kao što se moţe videti na Slici 49B, BLG i BLG–PCB pokazuju sliĉan 

obrazac dozno-zavisne inhibicije vezivanja IgE antitela za nemodifikovani BLG. Gotovo identiĉne 

inhibitorne krive ukazuju da modifikacija PCB-om ne utiĉe znaĉajno na IgE-vezujuće osobine 

BLG-a, što se moţe zakljuĉiti i poreĊenjem dobijenih IC50 vrednosti koje za BLG i BLG–PCB, 

redom, iznose: 6,4×10
−5 

± 6,9×10
−7 

mg/ml i 6,2×10
−5 

± 2,1×10
−7

 mg/ml (p>0,05, n=2). 
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Slika 49. (A) Western blot analiza (1) BLG-a i (2) BLG–PCB-a. Nakon imunoblota, membrana je najpre 

inkubirana sa smešom seruma pacijenata alergiĉnih na mleko, a zatim sa zeĉjim antitelima naspram humanih IgE 

antitela, te kozjim antitelima naspram zeĉjih IgG antitela konjugovanih sa alkalnom fosfatazom. NK 1– negativna 

kontrola 1 (inkubirana sa serumom osobe koja nije alergiĉna na mleko), NK 2 – negativna kontrola 2 (membrana nije 

inkubirana sa serumom). (B) Inhibitorna ELISA: Vezivanje IgE antitela iz smeše seruma pacijenata alergiĉnih na mleko 

inhibirano je BLG-om i BLG–PCB-om. 

4.2. Kovalentne modifikacije proteina fikocijanobilinom nakon modifikacije 

proteina Trautovim reagensom: albumin goveĊeg seruma 

4.2.1. OdreĊivanje stepena tiolovanja BSA Trautovim reagensom 

Albumin goveĊeg seruma (BSA) je modifikovan Trautovim reagensom, korišćenjem serije 

razliĉitih molarnih odnosa Trautovog reagensa i BSA, od 0:1 do 200:1. Kako bi se procenio stepen 

modifikacije BSA Trautovim reagensom, odreĊen je sadrţaj ukupnih amino grupa i tiolnih grupa 

izloţenih vodi proteina modifikovanog Trautovim reagensom i uporeĊen sa nemodifikovanim 

proteinom. Kao što se moţe primetiti na Slici 50, modifikacija BSA Trautovim regensom (TR) 

dovodi do znaĉajnog (p < 0,05) opadanja sadrţaja ukupnih amino grupa i do istovremenog porasta 

sadrţaja slobodnih sulfhidrilnih grupa sve do molarnog odnosa 100:1 u korist reagensa.  

 
Slika 50. (A) Relativan sadrţaj ukupnih slobodnih amino grupa u BSA proteinu koji je modifikovan 

Trautovim reagensom u 5-, 10-, 20-, 50-, 100-, 150- i 200-strukom molarnom višku u odnosu na protein (5 TR, 10 TR, 

20 TR, 50 TR, 100 TR, 150 TR i 200 TR, redom) izraţen kao udeo od sadrţaja izloţenih amino grupa u kontrolnom, 

nemodifikovanom proteinu (0 TR) koji je izraţen kao 100%. (B) Sadrţaj izloţenih slobodnih sulfhidrilnih grupa 

nemodifikovanog (0 TR) BSA i BSA proteina modifikovanog Trautovim reagensom, izraţen kao µM SH grupa/µM 

BSA. Podaci su analizirani korišćenjem ANOVA testa, uz upotrebu Tukijevog post hoc testa na nivou znaĉajnosti od 

0,05. Razliĉitim slovima (a do e) su obeleţeni uzorci koji se znaĉajno razlikuju (p ˂0,05). 

 

Opadanje sadrţaja amino grupa i istovremeni porast sadrţaja tiolnih grupa odvija se 

progresivno sa povećanjem molarnog odnosa reagensa, poĉev od molarnog odnosa 5:1 do molarnog 
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odnosa 100:1. Korišćenjem stostrukog molarnog viška TR reagensa postiţe se opadanje amino 

grupa do 50,6 ± 0,5 %, uz istovremeno povećanje broja sulfhidrilnih grupa, od 0,2 ± 0,1 u 

kontrolnom, nemodifikovanom uzorku proteina, do 8,7 ± 0,2 u uzorku proteina koji je modifikovan 

korišćenjem molarnog odnosa TR:protein 100:1. Dalje povećanje molarnog odnosa TR:BSA do 

150-ostrukog i 200-strukog molarnog viška reagensa nema znaĉajan (p > 0,05) efekat na sadrţaj 

amino i tiolnih grupa molekula BSA. 

4.2.2. Efekti tiolovanja BSA Trautovim reagensom na tercijarnu i sekundarnu 

strukturu proteina 

Promene tercijarne i sekundarne strukture BSA nakon tiolovanja proteina Trautovim 

reagensom ispitivane su korišćenjem CD spektroskopije u bliskoj i dalekoj UV oblasti, redom. 

Osim u sluĉaju petostrukog molarnog viška Trautovom reagensa, za koji se ĉini da ne utiĉe na CD 

spektre BSA u bliskoj UV oblasti, dalje dodavanje reagensa indukuje promene u tercijarnoj 

strukturi BSA (Slika 51A). Uoĉene promene u izgledu bliskih UV CD spektara, koje se ogledaju u 

smanjenju elipticiteta u oblasti ispod 280 nm, karakteristiĉnog za molekul BSA (Dockal et al., 

2000), izraţenije su sa porastom molarnog odnosa Trautovog reagensa, posebno pri molarnim 

odnosima TR:protein (mol:mol) 100, 150 i 200 u korist reagensa. Sliĉno rezultatima odreĊivanja 

sadrţaja amino i sulfhidrilnih grupa, modifikacija Trautovim reagensom pri molarnom odnosu 

reagensa 150:1 i 200:1 u odnosu na protein ne dovodi do daljih znaĉajnih promena tercijarne 

structure BSA, u poreĊenju sa molarnim odnosom 100:1.   

 
Slika 51. CD spektri u (A) bliskoj-UV i (B) dalekoj-UV oblasti nemodifikovanog BSA (0 TR) i BSA koji je 

modifikovan korišćenjem razliĉitih molarnih odnosa Trautovog reagensa (5, 10, 20, 50, 100, 150 i 200 mol TR prema 

mol BSA). (C) Sadrţaj sekundarnih struktura nemodifikovanog BSA i BSA modifikovanog Trautovim reagensom. 

 

U CD spektrima BSA u dalekoj UV oblasti uoĉavaju se dva karakteristiĉna dvogrba 

minimuma na pozicijama od oko 208 i 222 nm, svojstvena proteinima sa visokim sadrţajem α-

helikoidnih elemenata u sekundarnoj strukturi (Sen et al., 2008). Izraţene promene u CD spektrima 

BSA u dalekoj UV oblasti nakon tiolovanja proteina Trautovim reagensom uoĉavaju se tek pri 

većim molarnim odnosima TR (100, 150 i 200 TR) (Slika 51B). Manji molarni odnosi reagensa 

nemaju efekat na sekundarnu strukturu proteina. Smanjenje intenziteta maksimuma na 208 i 222 nm 

nakon tiolovanja BSA Trautovim reagensom ukazuje na smanjenje sadrţaja α-heliksa u molekulu 

proteina. Izraĉunavanje sadrţaja sekundarnih struktura korišćenjem CDPro softvera to i potvrĊuje. 

Naime, moţe se primetiti porast β-zavijutaka i neureĊenih struktura na raĉun smanjenja α-heliksa sa 

porastom molarnog odnosa Trautovog reagensa, pri ĉemu sadrţaj β-ploĉica ostaje gotovo 

nepromenjen (Slika 51C).  

4.2.3. Promene u oligomerizaciji BSA nakon tiolovanja Trautovim reagensom 

Kako tiolovanje BSA Trautovim reagensom indukuje promene u sekundarnoj i tercijarnoj 

strukturi proteina, uz istovremeni porast sulfhidrilnih grupa, sklonih oksidaciji, od interesa je bilo 

analizirati promene u oligomerizaciji i agregiranju BSA nakon tiolovanja. Oligomerizacija i 
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agregiranje nemodifikovanog i modifikovanog BSA analizirani su elektroforetski, kako u 

denaturišućim, tako i u nativnim uslovima. 

Poliakrilamidnom gel elektroforezom u denaturišućim, neredukujućim uslovima, pokazano 

je da rast molarnog odnosa Trautovog reagensa i proteina ima postepen uticaj na proteinski profil 

BSA. Naime, BSA tiolovan petostrukim i desetostrukim molarnim viškom Trautovog reagensa 

pokazuje sliĉan proteinski profil kao nemodifikovani BSA (Slika 52A, levo), što je u saglasnosti sa 

gotovo nepromenjenim sadrţajem amino i sulfhidrilnih grupa i nepromenjenom tercijarnom 

strukturom proteina u modifikovanim proteinima u odnosu na nemodifikovani. MeĊutim, BSA 

modifikovan većim molarnim viškom Trautovog reagensa ne samo da pokazuje suptilne promene u 

odnosu zastupljenosti oligomerne i monomerne forme BSA, koji raste sa porastom molarnog 

odnosa reagensa, već pokazuje i uoĉljive razmaze proteinskih traka koje odgovaraju monomernoj 

formi BSA (oko 66 kDa) ka većim molekulskim masama. Postepeno povećanje mase monomera 

BSA i razmaz ka većim molekulskim masama rezultat su porasta mase monomerne forme BSA 

usled uvoĊenja sulfhidrilnih grupa (102 Da po uvedenoj grupi), ali i heterogenosti prisutnih 

molekulskih vrsta. Moţe se primetiti da sa porastom molarnog odnosa TR/BSA, dimeri BSA 

postepeno nestaju na raĉun povećanja viših oligomera (trimera, tetramera, itd.). Analizom istih 

uzoraka u redukujućim uslovima (Slika 52A, desno), uoĉava se odsustvo promene u oligomernom 

profilu, što jasno ukazuje na znaĉaj disulfidne veze u formiranju viših oligomera BSA od dimernog 

oblika BSA.  

 

Slika 52. Poliakrilamidna gel elektroforeza (10% gel) BSA i BSA modifikovanog Trautovim reagensom pod (A) 

denaturišućim (levo) redukujućim i (desno) neredukujućim i (B) nativnim uslovima. Uzorak 1: nemodifikovani BSA; 

uzorci 2-8: BSA modifikovan Trautovim reagensom korišćenjem 5, 10, 10, 50, 100, 150 i 200 mol Trautovog reagensa 

na mol BSA, redom. M, D i O oznaĉavaju monomere, dimere i oligomere velikih molekulskih masa. 

Istovremeno, analiza istih uzoraka u nativnim uslovima (Slika 52B) pokazuje porast 

doprinosa viših oligomera u ukupnom proteinskom profilu modifikovanih BSA molekula. Ovi viši 

oligomeri, ukljuĉujući i one veoma velikih molekulskih masa koji su zadrţani u gelu za 

koncentrovanje, zastupljeniji su u nativnim uslovima nego u denaturišućim, implicirajući da je 

većina BSA oligomera koji se mogu uoĉiti pod nativnim uslovima nekovalentne prirode. Uprkos 

povećanju molekulske mase BSA molekula modifikovanih Trautovim reagensom usled uvoĊenja 

sulfhidrilnih grupa, u nativnim uslovima se primećuje veća mobilnost monomerne forme 

modifikovanih proteina u odnosu na nemodifikovani. Ovaj rezultat ukazuje na to da porast 

mobilnosti BSA, usled povećanja negativne šarţe molekula proteina, nadmašuje smanjenje 

mobilnosti proteina usled povećanja molekulske mase. 

4.2.4. Kovalentna modifikacija BSA modifikovanog Trautovim reagensom 

fikocijanobilinom 

Nakon tiolovanja BSA Trautovim reagensom u razliĉitim molarnim odnosima, 

modifikovani BSA je kovalentno modifikovan PCB-om, korišćenjem dvadesotostrukog molarnog 
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viška pigmenta u odnosu na protein. Funkcionalne osobine dobijenog BSA–PCB konjugata su 

ispitane i uporeĊene sa nemodifikovanim proteinom u pogledu antioksidativnog potencijala i 

sposobnosti vezivanja bioaktivnih liganada, poput kvercetina. 

4.2.4.1. Priprema kovalentnih adukata fikocijanobilina i BSA modifikovanog Trautovim 

reagensom 

BSA, prethodno modifikovan Trautovim reagensom, ĉime je dobijen panel modifikovanih 

proteina koji su sadrţavali razliĉit broj uvedenih sulfhidrilnih grupa, modifikovan je PCB-om. 

Uspešnost modifikacije je analizirana elektroforetski, korišćenjem osobine PCB-a da kompleksira 

jone cinka i formira fluorescentne proizvode koji se mogu vizualizovati pod UV svetlošću. Nakon 

bojenja cink-sulfatom, gel je bojem uobiĉajenom metodom, odnosno Coomassie Brilliant Blue 

bojom. Kao što se moţe uoĉiti na Slici 53B, pozicija fluorescentnog proizvoda poklapa se sa 

pozicijom BSA na gelu bojenom CBB-om (Slika 53A), ukazujući na formiranje kovalentne veze 

izmeĊu molekula BSA i PCB-a.  

 

Slika 53. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (10% gel) konjugata PCB-a i BSA 

tiolovanog razliĉitim molarnim odnosima Trautovog reagensa. Gel bojen (A) Coomassie Brilliant Blue R-250 bojom i 

(B) cink-sulfatom, nakon ĉega je vizualizovan pod UV lampom. Na levoj strani oba gela je SDS-PAGE pod 

redukujućim uslovima, a na desnoj strani isti uzorci u neredukujućim uslovima. Uzorak 1: Konjugat PCB-a i 

netiolovanog BSA; uzorci 2-8: konjugat PCB-a i BSA tiolovanog razliĉitim molarnim odnosima TR:BSA (5, 10, 20, 50, 

100, 150 i 200 mol Trautovog reagensa po molu BSA, redom). 

Kako BSA ima jednu slobodnu sulfhidrilnu grupu koja je slobodna za reakciju sa PCB-om, 

fluorescentni signal vidljiv je delimiĉno ĉak i u kontrolnom uzorku proteina (0 TR) koji nije 

modifikovan Trautovim reagensom. MeĊutim, povećanje molarnog odnosa Trautovog reagensa u 

odnosu na protein dovodi do amplifikacije fluorescentnog signala BSA–PCB konjugata. Povećanje 

fluorescencije koja potiĉe od PCB-a vidljivo je sve do stostrukog molarnog viška reagensa u odnosu 

na protein (uzorak oznaĉen kao 100 TR), nakon ĉega više nema daljih promena u intenzitetu 

fluorescencije, što je u skladu sa sadrţajem uvedenih tiolnih grupa (Poglavlje 4.2.1.). Na Slici 53B 

moţe se uoĉiti da je PCB konjugovan ne samo za tiolovani BSA u monomernoj formi, već i za više 
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oligomerne forme, ukazujući na to da agregiranje BSA (nekovalentno) ili oligomerizacija 

(kovalentna preko disulfidnih veza) ne utiĉe znaĉajno na efikasnost konjugacije PCB-a. Tiolovan 

BSA kovalentno modifikovan PCB-om nema znaĉajno izmenjenu sekundarnu strukturu (Slika 

54A), niti profil agregiranja (Slika 54B) u odnosu na nemodifikovani tiolovani BSA, iz ĉega se 

moţe zakljuĉiti da konjugacija sa PCB-om ne dovodi do daljih strukturnih promena BSA u odnosu 

na reakciju tiolovanja Trautovim reagensom.  

 

Slika 54. Karakterizacija BSA–PCB konjugata. (A) CD spektri u dalekoj-UV oblasti nativnog BSA (0 TR) i 

BSA modifikovanog razliĉitim molarnim odnosima Trautovog reagensa (5, 10, 20, 50, 100, 150 i 200 mol TR prema 

mol BSA) koji su potom modifikovani fikocijanobilinom. (B) Poliakrilamidna gel elektroforeza (10% gel) u nativnim 

uslovima konjugata nativnog (netiolovanog) BSA i tiolovanog BSA sa fikocijanobilinom. 1 – konjugat netiolovanog 

BSA i PCB-a, 2-8 – konjugati BSA, tiolovanog razliĉitim molarnim odnosima Trautovog reagensa (5, 10, 20, 50, 100, 

150 i 200 mol TR prema mol BSA, redom), i PCB-a. 

4.2.5. Funkcionalne osobine BSA kovalentno modifikovanog fikocijanobilinom  

Kako bi se ispitali efekti konjugacije PCB-a za BSA na funkcionalne osobine proteina, 

ispitane su ligand-vezujuće i antioksidativne osobine BSA–PCB konjugata i uporeĊene sa 

nekonjugovanim i netiolovanim BSA. Eksperimenti su izvedeni korišćenjem BSA–PCB konjugata 

koji je pripremljen tako što je BSA najpre tiolovan pedesetostrukim molarnim viškom Trautovog 

reagensa, koji je prethodno odabran kao optimalan odnos reagensa za modifikaciju BSA, a zatim je 

tako tiolovani BSA modifikovan dvadesetostrukim molarnim viškom PCB-a. 

4.2.5.1. Ligand-vezujuće osobine BSA–PCB konjugata 

Kako je BSA, zbog svoje osobine da vezuje razliĉite endogene i egzogene ligande, ĉesto 

razmatran kao nosaĉ raznih bioaktivnih jedinjenja u razliĉitim formulacijama za dodatak ishrani 

(Visentini et al., 2023), od interesa je bilo ispitati da li konjugacija PCB-a za BSA znaĉajno utiĉe na 

ligand-vezujuće osobine BSA. Za ispitivanje efekta konjugacije PCB-a na vezivne osobine BSA 

kao model sistem za male, bioaktivne ligande koji se vezuju za BSA izabran je kvercetin, flavonoid 

za koji je poznato da se vezuje za BSA umerenim afinitetom (Papadopoulou et al., 2005). Promene 

unutrašnje fluorescencije, koja potiĉe od ostataka triptofana, nativnog BSA (nekonjugovanog i 

netiolovanog) (Slika 55A) i BSA kovalentno modifikovanog PCB-om (Slika 55B) nakon titrovanja 

kvercetinom upotrebljene su za raĉunanje konstanti afiniteta (Ka) za kvercetin.  
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Slika 55. Emisioni spektri 0,5 µM BSA u prisustvu rastućih koncentracija kvercetina (0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10 i 

12 µM, za krive od a-i, redom) (ekscitacija na 280 nm). (A) nativni BSA (netiolovani i nekonjugovani) i (C) BSA 

tiolovan Trautovim reagensom u odnosu 50:1 i modifikovan fikocijanobilinom u odnosu 20:1.  

 

Štern-Volmerovi grafici za odreĊivanje konstante vezivanja kvercetina za nativan i PCB-om 

modifikovan tiolovan BSA prikazani su na Slikama 56A i 56B, redom. Izraĉunate konstante 

vezivanja kvercetina iznose (2,3 ± 0,9)×10
4
 M

-1
 (n=2) za nemodifikovan BSA i (0,4 ± 0,1)×10

4
 M

-1
 

(n=2) za BSA–PCB konjugat. Konstanta vezivanja kvercetina, iako je nešto manja za BSA–PCB 

konjugat, istog je reda veliĉine, što ukazuje na oĉuvanost ligand-vezujućih osobina BSA ili makar 

na oĉuvanje vezivnog mesta lociranog u subdomenu IIA (Sadlouovo mesto I) za koje se kvercetin 

preferencijalno vezuje (Ni et al., 2009).  

 

Slika 56. Štern-Volmerovi grafici za odreĊivanje konstante vezivanja kvercetina za (A) nativan i (B) PCB-om 

modifikovan tiolovan BSA. 

4.2.5.2. Antioksidativne osobine BSA–PCB konjugata 

Antioksidativna aktivnost BSA–PCB konjugata evaluirana je in vitro korišćenjem ORAC 

eseja i uporeĊena sa nemodifikovanim BSA. Brzina oksidacije fluoresceina, koja se indirektno 

moţe kvantifikovati preko površine ispod odgovarajuće krive opadanja fluorescencije, manja je u 

prisustvu BSA nego bez njegovog prisustva (Slika 57A). Usporavanje oksidacije fluoresceina još je 

izraţenije u prisustvu BSA–PCB konjugata, što ukazuje na zaštitni efekat PCB komponente BSA–

PCB konjugata prema oksidaciji izazvanoj slobodnim radikalima. Uistinu, ako se površine ispod 

odgovarajućih krivih opadanja fluorescencije posmatraju kao kvantitativna mera antioksidativnog 

potencijala, BSA–PCB konjugat, sa 2,4 puta većom ORAC vrednošću, pokazuje znaĉajno veću 

(p<0,05) antioksidativnu aktivnost u ORAC testu u poreĊenju sa nemodifikovanim molekulom 

BSA (Slika 57B). 
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Slika 57. (A) Oksidacija fluoresceina indukovana dodatkom AAPH-a, generatora slobodnih radikala, u odsustvu i 

prisustvu 0,5 µM nemodifikovanog i netiolovanog BSA proteina (0 TR) i 0,5 µM BSA–PCB konjugata. (B) 

ORAC vrednosti nativnog BSA i BSA–PCB konjugata (oba 0,5 µM); a.j. arbitrarne jedinice.  

Istovremeno sa zaštitnim efektom PCB-a prema radikalski posredovanoj oksidaciji malih 

molekula, PCB takoĊe ispoljava i zaštitni efekat u pogledu radikalski-indukovane oksidacije samog 

molekula BSA. Naime, oksidativne modifikacije BSA moguće je pratiti indirektno putem merenja 

promena unutrašnje fluorescencije proteina na 340 nm (usled oksidacije triptofana) tokom vremena 

po dodatku AAPH-a, generatora slobodnih radikala. Kao što se moţe uoĉiti na Slici 58, oksidacija 

BSA–PCB konjugata, indukovana slobodnim radikalima, sporija je kod BSA konjugovanog sa 

PCB-om u poreĊenju sa nemodifikovanim BSA. Površine ispod odgovarajućih krivih znaĉajno (p < 

0,05) su veće u sluĉaju BSA–PCB konjugata (749,5 ± 14,8) u poreĊenju sa nemodifikovanim BSA 

(239,1 ± 2,1), ukazujući na to da kovalentno vezani PCB štiti BSA od oksidacije izazvane 

slobodnim radikalima, pri ĉemu PCB ispoljava protektivni efekat od 68 ± 0,4%. 

 

Slika 58. Opadanje fluorescencije BSA i BSA–PCB konjugata (oba 0,5 µM) indukovano dodatkom AAPH-a. 

4.3. Kovalentne modifikacije proteina fikocijanobilinom nakon modifikacije 

proteina Trautovim reagensom: IgG antitela  

Kako je za optimizaciju metode fluorescentnog obeleţavanja sekundarnih kozjih anti-zeĉjih 

IgG antitela fikocijanobilinom neophodna veća koliĉina antitela, optimizacija koncentracije 

Trautovog reagensa potrebne za modifikaciju sekundarnih antitela raĊena je korišćenjem humanih 

IgG antitela, izolovanih i preĉišćenih iz seruma dobrovoljaca afinitetnom hromatografijom, 

korišćenjem Protein A Sepharose matriksa. Optimalan molarni odnos koncentracija Trautovog 

reagensa i IgG antitela odabran je nakon odreĊivanja sadrţaja slobodnih amino i sulfhidrilnih grupa 

humanih IgG antitela modifikovanih razliĉitim koncentracijama Trautovog reagensa, uz praćenje 
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promena strukture i proteinskog profila antitela nakon tiolovanja, a zatim primenjen u postupku 

fluorescentnog obeleţavanja sekundarnih kozjih anti-zeĉjih IgG antitela fikocijanobilinom. 

4.3.1. OdreĊivanje stepena tiolovanja humanih IgG antitela Trautovim reagensom 

Za procenu stepena modifikacije IgG antitela Trautovim reagensom odreĊivan je ukupan 

sadrţaj amino grupa i sadrţaj tiolnih grupa izloţenih rastvaraĉu u modifikovanom proteinu i 

uporeĊen sa kontrolnim, nemodifikovanim proteinom. Sliĉno tiolovanju BSA, sa porastom 

molarnog odnosa Trautovog reagensa dolazi do progresivnog opadanja sadrţaja ukupnih amino 

grupa (Slika 59A) i istovremenog porasta broja SH grupa (Slika 59B) u molekulu IgG. MeĊutim, 

za razliku od modifikacije BSA Trautovim reagensom, prilikom koje se korišćenjem molarnog 

odnosa 100:1 (TR:BSA, mol:mol) postiţe zasićenje, odnosno dalje povećanje molarnog odnosa 

reagensa ne dovodi do dalje modifikacije molekula BSA, modifikacija IgG antitela se nastavlja sa 

povećanjem molarnog odnosa reagensa preko molarnog odnosa 100:1.  

Naime, prvo znaĉajno opadanje sadrţaja amino grupa IgG antitela uoĉava se tek pri 

korišćenju pedesetostrukog molarnog viška reagensa, koje dovodi do opadanja sadrţaja amino 

grupa od 100% u kontrolnom, nemodifikovanom proteinu, do 93,9 ± 0,6 % u uzorku proteina koji je 

modifikovan 50:1 odnosom reagensa. Štaviše, dalje povećanje molarnog odnosa reagensa dovodi do 

još znaĉajnijeg opadanja broja amino grupa, pa se tako, korišćenjem dvestostrukog molarnog viška 

reagensa, sadrţaj amino grupa sniţava na 72,6 ± 1,9 %. U skladu sa tim, prvo znaĉajno povećanje 

broja sulfhidrilnih grupa uoĉava se korišćenjem dvadesetostrukog molarnog viška reagensa, koji 

proseĉno uvodi 0,8 ± 0,1 tiolnih grupa po molekulu proteina. Daljim povećanjem molarnog odnosa 

reagensa postiţe se znaĉajno povećanje broja uvedenih sulfhidrilnih grupa, pa se korišćenjem 

molarnog odnosa reagensa 200:1 postiţe uvoĊenje ĉak 9,2 ± 0,6 sulfhidrilnih grupa po molekulu 

IgG.   

 
Slika 59. (A) Relativan sadrţaj ukupnih amino grupa u humanim IgG antitelima modifikovanim Trautovim reagensom 

u 5-, 10-, 20-, 50-, 100-, 150- i 200-strukom molarnom višku u odnosu na protein (5 TR, 10 TR, 20 TR, 50 TR, 100 TR, 

150 TR i 200 TR, redom) izraţen kao udeo od sadrţaja izloţenih amino grupa u kontrolnom, nemodifikovanom 

proteinu (0 TR) izraţenom kao 100%. (B) Broj izloţenih sulfhidrilnih grupa u nemodifikovanim (0 TR) i 

modifikovanim humanim IgG antitelima, izraţen kao µM SH grupa/µM proteina. Podaci su analizirani korišćenjem 

jednofaktorske analize varijanse, uz upotrebu Tukijevog post hoc testa na nivou znaĉajnosti od 0,05. Razliĉitim slovima 

(a do f) su obeleţeni uzorci koji se znaĉajno razlikuju (p ˂0,05). 

4.3.2. Efekti tiolovanja Trautovim reagensom na tercijarnu i sekundarnu strukturu 

humanih IgG antitela 

Efekat tiolovanja Trautovim reagensom na tercijarnu i sekundarnu strukturu antitela ispitan 

je CD spektroskopijom. CD spektri humanih IgG antitela u dalekoj i bliskoj UV oblasti odgovaraju 

literaturnim spektrima IgG antitela. U dalekoj UV oblasti glavni doprinos CD signalima potiĉe od 

β-ploĉicama bogatih imunoglobulinskih domena, dok u bliskoj UV oblasti signali uglavnom potiĉu 

od aromatiĉnih aminokiselinskih ostataka Tyr i Trp lociranih u varijabilnim regionima antitela 

(Bruque et al., 2024; Uesson i Hansson, 1982). CD spektri IgG antitela modifikovanih Trautovim 
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reagensom pokazuju sliĉan oblik i intenzitet signala kao spektri nemodifikovanih antitela i u bliskoj 

UV oblasti (Slika 60A) i u dalekoj UV oblasti (Slika 60B), ukazujući na to da tiolovanje antitela 

Trautovim reagensom ne dovodi do znaĉajnih promena ni u tercijarnoj, a ni u sekundarnoj strukturi 

antitela. 

 
Slika 60. CD spektri humanih IgG antitela nemodifikovanih (0 TR) i antitela modifikovanih Trautovim reagensom u 5-, 

10-, 20-, 50-, 100-, 150- i 200-strukom molarnom višku u odnosu na protein (5 TR, 10 TR, 20 TR, 50 TR, 100 TR, 150 

TR i 200 TR, redom) u (A) bliskoj i (B) dalekoj UV oblasti. 

4.3.3. Promene u proteinskom profilu humanih IgG antitela nakon tiolovanja 

Trautovim reagensom 

Elektroforetskom analizom nemodifikovanih i Trautovim reagensom modifikovanih 

humanih IgG antitela dobija se uvid u promene proteinskog profila antitela nakon tiolovanja 

Trautovim reagensom. Iako elektroforetski profili nemodifikovanih i modifikovanih antitela u 

redukujućim uslovima izgledaju identiĉno, odnosno pokazuju trake na identiĉnim masama (oko 25 

kDa i oko 50 kDa), koje odgovaraju masama lakih i teških lanaca antitela (Slika 61B), u 

neredukujućim uslovima su razlike znaĉajne (Slika 61A). Naime, tiolovanjem antitela Trautovim 

regensom se znaĉajno menja proteinski profil IgG antitela. 

 

Slika 61. Elektroforetska analiza humanih IgG antitela nemodifikovanih (1) i modifikovanih Trautovim reagensom u 

molarnom odnosu 5:1 (2), 10:1 (3), 20:1 (4), 50:1 (5), 100:1 (6), 150:1 (7) i 200:1 (8) (reagens:protein) u (A) 

neredukujućim (8% gel) i (B) redukujućim uslovima (12% gel). Gelovi su bojeni Coomassie Brilliant Blue R-250 

bojom. 

Iako modifikacija IgG antitela petostrukim i desetostrukim molarnim viškom Trautovog 

reagensa ne menja sadrţaj amino i sulfhidrilnih grupa antitela (Slika 59), ove koncentracije 

reagensa dovode do suptilnih promena proteinskog profila modifikovanih antitela, pa se u 
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neredukujućim uslovima, pored trake koja odgovara intaktnom molekulu antitela (oko 150 kDa), 

mogu uoĉiti i trake niţih masa, od kojih su najizraţenije trake molekulskih masa oko 125 kDa, 100 

kDa i oko 75 kDa, za koje je pretpostavka da potiĉu od fragmentisanih molekula antitela, i to onih: 

kojima nedostaje jedan laki lanac (125 kDa), kog ĉine dva teška lanca (100 kDa) i poluantitela kog 

ĉine jedan laki i jedan teški lanac (75 kDa). Nesaglasnost sa rezultatima sadrţaja slobodnih 

sulfhidrilnih grupa mogla bi se moţda objasniti izmenom dela intermolekulskih disulfida u 

intramolekulske, ĉime bi ukupan sadrţaj sulfihidrilnih grupa ostao isti, a proteinski profil antitela 

bio znaĉajno izmenjen. Dalje povećanje molarnog odnosa Trautovog reagensa dovodi do još 

znaĉajnih promena proteinskog profila modifikovanih antitela, pa tako molarni odnosi reagensa od 

20:1 i 50:1 (reagens:antitelo) dovode do povećanja intenziteta traka na pozicijama od 125 kDa, 100 

kDa i 75 kDa, ali i do pojave trake na poziciji od oko 50 kDa, dok molarni odnosi reagens:antitelo 

100:1 i veći (150:1 i 200:1, reagens:antitelo) dovode do gotovo potpunog izostanka trake intaktnog 

molekula antitela i znaĉajnog intenziteta trake molekulske mase oko 50 kDa. Trake na poziciji 50 

kDa potiĉu od monomernog teškog lanca, kao i od dimera lakog lanca. Sa porastom molarnog 

odnosa Trautovog reagensa primetan je i porast intenziteta proteinske trake na frontu gela, ĉija se 

masa, zbog male gustine gela, ne moţe precizno odrediti, a potiĉe od monomernog lakog lanca  

antitela (25 kDa). 

4.3.4. Kovalentna modifikacija humanih IgG antitela modifikovanih Trautovim 

reagensom fikocijanobilinom 

Humana IgG antitela, prethodno modifikovana Trautovim reagensom, modifikovana su 

potom PCB-om, korišćenjem dvadesetostrukog molarnog viška PCB-a. Konjugati antitela sa PCB-

om analizirani su elektroforetski, korišćenjem osobine PCB-a da fluorescira. Nakon fluorescentne 

detekcije, gel je bojen uobiĉajenom metodom, odnosno Coomassie Brilliant Blue bojom. 

 

Slika 62. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza konjugata PCB-a i humanih IgG antitela 

tiolovanih razliĉitim molarnim odnosima Trautovog reagensa u (A), (B) neredukujućim (8% gel) i (C), (D) redukujućim 

uslovima (12% gel). Gelovi su bojeni (A), (C) Coomassie Brilliant Blue R-250 bojom ili je (B), (D) konjugat sa PCB-

om detektovan fluorescentnim skeniranjem gela (eksitacija 532 nm, emisija 580 nm). Uzorak 1: Kontrolni uzorak 

netiolovanih humanih IgG antitela inkubiranih sa PCB-om; uzorci 2-8: konjugat PCB-a i humanih IgG antitela 

tiolovanih razliĉitim molarnim odnosima TR:IgG (5, 10, 20, 50, 100, 150 i 200 mol Trautovog reagensa po molu IgG-

a). 
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Kao što se moţe uoĉiti na Slikama 62B i 62D, pozicije fluorescentnih proizvoda poklapaju 

se sa pozicijama proteinskih traka na gelovima bojenim CBB-om (Slika 62A i 62C), ukazujući na 

formiranje kovalentne veze izmeĊu molekula antitela i PCB-a. Sa povećanjem molarnog odnosa 

Trautovog reagensa, dolazi do kontinualnog povećanja intenziteta fluorescentnog signala antitela, 

što je u saglasnosti i sa sadrţajem sulfhidrilnih grupa, koji kontinualno raste sa povećanjem 

koncentracije reagensa. MeĊutim, uzevši u obzir negativan uticaj tiolovanja na kvaternarnu 

strukturu antitela, kao optimalan molarni odnos Trautovog reagensa za modifikaciju IgG antitela 

odabran je odnos 50:1 u korist reagensa, kojim se u, u proseku, uvodi 2,5 mola sulfhidrilnih grupa 

po molu proteina. 

4.3.5. Kovalentna modifikacija sekundarnih IgG antitela modifikovanih Trautovim 

reagensom fikocijanobilinom 

Sekundarna kozja anti-zeĉja IgG antitela modifikovana su najpre pedesetostrukim molarnim 

viškom Trautovog reagensa, nakon ĉega su modifikovana dvadesetostrukim molarnim viškom 

PCB-a. Uspešnost modifikacije analizirana je elektroforetski. Na Slici 63 prikazani su dobijeni 

elektroforetski profili, na kojima se moţe uoĉiti da je uvoĊenjem sulfhidrilnih grupa u molekul 

antitela omogućeno njihovo fluorescentno obeleţavanje PCB-om. Sliĉno prethodno uoĉenom za 

modifikaciju humanih IgG antitela, i tiolovanjem kozjih anti-zeĉjih antitela dolazi do promene 

proteinskog profila antitela u neredukujućim uslovima, u smislu pojave traka niţih molekulskih 

masa od mase intaktnog molekula antitela (150 kDa), ukljuĉujuci trake od 125 kDa, 100 kDa, 75 

kDa i 50 kDa. 

 
Slika 63. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza konjugata PCB-a i sekundarnih kozjih anti-

zeĉjih IgG antitela tiolovanih Trautovim reagensom u molarnom odnosu 50:1 u korist reagensa u (A), (B) 

neredukujućim (8% gel) i (C), (D) redukujućim uslovima (12% gel). Gelovi su bojeni (A), (C) Coomassie Brilliant 

Blue R-250 bojom ili je (B), (D) konjugat sa PCB-om detektovan fluorescentnim skeniranjem gela (eksitacija 532 nm, 

emisija 580 nm). Uzorak 1: Kontrolni uzorak netiolovanih sekundarnih kozjih anti-zeĉjih IgG antitela inkubiranih sa 

PCB-om; uzorak 2: konjugat PCB-a i sekundarnih IgG antitela tiolovanih Trautovim reagensom u odnosu 50:1 

(mol:mol, reagens:protein). 
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4.3.6. Imunološka reaktivnost sekundarnih IgG antitela modifikovanih 

fikocijanobilinom 

 

Imajući u vidu da kovalentna modifikacija moţe negativno uticati na funkcionalne osobine 

antitela, ispitan je uticaj kovalentne modifikacije PCB-om na imunološku reaktivnost sekundarnih 

IgG antitela u pogledu njihove specifiĉnosti i osetljivosti prepoznavanja antigena, koristeći 

tropomiozin poreklom iz škampa kao antigen i zeĉja anti-tropomiozin antitela kao primarna antitela. 

Prvi eksperiment je imao za cilj da pokaţe da li modifikovana antitela zadrţavaju sposobnost 

prepoznavanja antigena, korišćenjem tercijarnih antitela specifiĉnih za modifikovana kao 

detekcionih antitela. Na Slici 64 se moţe primetiti pozitivan signal za oba primenjena razblaţenja 

PCB-om obeleţenih antitela (500 i 1000 puta), što potvrĊuje da modifikovana antitela zadrţavaju 

svoje funkcionalne osobine, kako u pogledu antigen-vezujućeg regiona, tako i u pogledu Fc regiona, 

kog prepoznaju korišćena tercijarna antitela. 

 

 

Slika 64. Dot blot detekcija tropomiozina. Nakon direktnog nanošenja tropomiozina na membranu, membrana 

je najpre inkubirana sa zeĉjim anti-tropomiozin antitelima kao primarnim, zatim sa kozjim anti-zeĉjim antitelima 

obeleţenim fikocijanobilinom razblaţenim (1) 1000 puta i (2) 500 puta kao sekundarnim antitelima i na kraju sa 

magarećim anti-kozjim antitelima obeleţenim alkalnom fosfatazom kao tercijarnim antitelima. Kontrola – kontrola 

nespecifiĉnog prepoznavanja sekundarnih i tercijarnih antitela.  

Iako je specifiĉnost anti-zeĉjih antitela zadrţana i nakon modifikacije PCB-om, korišćenjem 

sekundarnih antitela obeleţenih fikocijanobilinom kao detekcionih antitela nije ostvarena detekcija 

antigena, ni korišćenjem 1000 puta, niti korišćenjem 500 puta razblaţenog antitela (Slika 65), zbog 

ĉega je dalje odreĊeno maksimalno razblaţenje, tj. minimalna koliĉina ovih antitela koja se 

pouzdano moţe detektovati na membrani pri korišćenim uslovima detekcije.  

 
Slika 65. Dot blot fluorescentna detekcija tropomiozina sekundarnim kozjim anti-zeĉjim IgG antitelima 

obeleţenim fikocijanobilinom (eksitacija 532 nm, emisija 580 nm). Nakon direktnog nanošenja tropomiozina na 

membranu, membrana je najpre inkubirana sa zeĉjim anti-tropomiozin antitelima, a zatim sa kozjim anti-zeĉjim 

antitelima obeleţenim fikocijanobilinom razblaţenim (1) 1000 puta i (2) 500 puta. Kontrola – kontrola sekundarnih 

antitela.  

 

Analizom serijskog razblaţenja sekundarnih antitela obeleţenih PCB-om pokazano je da se 

ona mogu detektovati na membrani pri maksimalnom razblaţenju od 4
3
 (64) puta, što, uzimajući u 

obzir zapreminu antitela nanetu na gel, odgovara koliĉini od oko 12 ng antitela (Slika 66). Imajući 

to u vidu, jasno je da je efektivna koliĉina detekcionih antitela u prethodnom eksperimentu manja 

od limita detekcije korišćene metode.  
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Slika 66. Dot blot fluorescentna detekcija serijskog ĉetvorostrukog razblaţenja sekundarnih kozjih anti-zeĉjih 

antitela obeleţenih fikocijanobilinom (eksitacija 532 nm, emisija 580 nm). Nerazblaţena antitela (4
0
), antitela 

razblaţena 4 puta (4
1
), 16 puta (4

2
), 64 puta (4

3
), 256 puta (4

4
) i 1024 puta (4

5
).  

4.4. Kovalentne modifikacije proteina fikocijanobilinom nakon modifikacije 

proteina Trautovim reagensom: α-laktalbumin 

Pored modifikacije IgG antitela, pokušano je fluorescentno obeleţavanje fikocijanobilinom 

α-laktalbumina (ALA), još jednog proteina koji u svom nativnom obliku ne sadrţi slobodnu 

sulfhidrilnu grupu. Sulfhidrilne grupe su uvedene u molekul proteina korišćenjem samo jednog 

molarnog odnosa Trautovog reagensa (50:1), po uzoru na rezultate prethodno dobijene za BSA i 

antitela, nakon ĉega je odreĊen sadrţaj ukupnih amino grupa i izloţenih slobodnih sulfhidrilnih 

grupa u molekulu ALA koji je modifikovan Trautovim reagensom. Kovalentnom modifikacijom 

ALA pedesetostrukim molarnim viškom reagensa dolazi do opadanja sadrţaja amino grupa za 65%, 

odnosno sa 100% u nemodifikovanom uzorku proteina na 35 ± 2,4 % u modifikovanom proteinu, 

pri ĉemu broj uvedenih sulfhidrilnih grupa po molekulu proteina raste sa 0 u kontrolnom, 

netiolovanom proteinu, na 1,6 ± 0,1 u tiolovanom uzorku ALA. 

4.4.1. Efekti tiolovanja Trautovim reagensom na tercijarnu i sekundarnu strukturu α-

laktalbumina 

Spektroskopijom cirkularnog dihroizma u bliskoj i dalekoj UV oblasti analiziran je uticaj 

tiolovanja Trautovim reagensom na tercijarnu i sekundarnu strukturu ALA. CD spektri kontrolnog, 

netiolovanog ALA u bliskoj UV oblasti, na pH 9 (Slika 67A), nalikuju literaturnim CD spektrima 

apo forme proteina na neutralnim pH vrednostima, koji pokazuju nešto manje intenzitete signala, 

odnosno blago izmenjenu tercijarnu strukturu proteina, u poreĊenju sa holo formom proteina na 

neutralnim pH vrednostima (Radibratovic et al., 2019). Dobijeni rezultati nisu iznenaĊujući, s 

obzirom da je i kontrolni uzorak proteina takoĊe inkubiran u puferu koji je sadrţavao EDTA, koji 

kompleksira jone kalcijuma neophodne za odrţavanje nativne strukture ALA. S druge strane, 

tiolovanjem ALA Trautovim reagensom dolazi do drastiĉne promene u CD spektrima u bliskoj UV 

oblasti, odnosno potpunog gubitka tercijarne strukture proteina (Slika 67A). Spektri tiolovanog 

proteina sliĉni su onima koji su u literaturi dobijeni za strukturu proteina na kiselim pH vrednostima 

(pH 2,5 i pH 1,2), na kojima je protein u konformaciji stopljene globule (Radibratovic et al., 2019). 

 

Slika 67. CD spektri goveĊeg nemodifikovanog α-laktalbumina (0 TR) i α-laktalbumina modifikovanog Trautovim 

reagensom u pedesetostrukom molarnom višku u odnosu na protein (50 TR) u (A) bliskoj i (B) dalekoj UV oblasti. 
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Sliĉno CD spektrima u bliskoj UV oblasti, i CD spektri netiolovanog ALA u dalekoj UV 

oblasti (Slika 67B) nalikuju spektrima apo forme proteina na neutralnim pH vrednostima, u kojima 

se uoĉava blago povećanje intenziteta minimuma na 208 nm, u poreĊenju sa holo formom proteina 

(Radibratovic et al., 2019).  CD spektri u dalekoj UV oblasti tiolovanog proteina pokazuju izvesne 

razlike u poreĊenju sa spektrima netiolovanog proteina (Slika 67B), pri ĉemu su uoĉene promene 

sliĉne onima koje se uoĉavaju u CD spektrima proteina u dalekoj UV oblasti na kiselim pH 

vrednostima (Radibratovic et al., 2019). 

4.4.2. Promene u proteinskom profilu α-laktalbumina nakon tiolovanja Trautovim 

reagensom 

Nakon modifikacije Trautovim reagensom, tiolovani ALA kovalentno je modifikovan PCB-

om dvoĉasovnim inkubiranjem sa dvadesetostrukim molarnim viškom PCB-a. Elektroforetskom 

analizom u neredukujućim i redukujućim uslovima analizirani su uticaj tiolovanja na proteinski 

profil ALA, kao i uspešnost modifikacije PCB-om.  

Kao što se na Slici 68 moţe primetiti, tiolovanjem ALA Trautovim reagensom znaĉajno se 

menja proteinski profil proteina. Naime, u neredukujućim uslovima uoĉavaju se proteinske trake na 

pozicijama koje po masi odgovaraju dimerima, trimerima i drugim oligomerima viših molekulskih 

masa α-laktalbumina (uporediti trake 1 i 2). Odsustvo ovih traka u redukujućim uslovima ukazuje 

na disulfidnu prirodu veze u oligomerima ALA. Prisustvo oligomera ALA ujedno ukazuje na to da 

se tiolovanjem ALA najverovatnije uvodi veći broj sulfhidrilnih grupa od broja odreĊenog u testu sa 

Elmanovim reagensom (1,6 ± 0,1), ali one podleţu oksidaciji i graĊenju disulfidnih mostova sa 

drugim molekulima ALA. 

 

 
Slika 68. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (16% gel) (1) netiolovanog α-laktalbumina 

(ALA), (2) ALA tiolovanog Trautovim reagensom u molarnom odnosu 50:1 u korist reagensa, (3) netiolovanog ALA 

inkubiranog sa fikocijanobilinom (PCB) i (4) tiolovanog ALA inkubiranog sa PCB-om u neredukujućim (NR) i 

redukujućim (R) uslovima. Gelovi su bojeni (A) Coomassie Brilliant Blue R-250 bojom ili je (B) konjugat sa PCB-om 

detektovan fluorescentnim skeniranjem gela (eksitacija 532 nm, emisija 580 nm).  

 

Inkubiranjem tiolovanog proteina sa PCB-om dolazi do kovalentne modifikacije uvedenih 

sulfhidrilnih grupa (Slika 68B, desno). Molekul PCB-a konjugovan je ne samo za monomerni oblik 

ALA, već i za sve oligomerne forme ALA (videti uzorak 4 u neredukujućim uslovima). 

Interesantno je i prisustvo fluorescentne trake na poziciji od 18,4 kDa, koja po masi odgovara BLG-

u, kako u kontrolnom, netiolovanom uzorku ALA, tako i u tiolovanom, što ukazuje na to da 

preparat ALA nije bio u potpunosti ĉist. Kako je na gelu bojenom CBB-om (Slika 68A) traka BLG-

a znaĉajno manjeg intenziteta, dobijeni rezultati ukazuju na povećanu osetljivost detekcije BLG-a 

modifikovanog PCB-om fluorescentnim skeniranjem, u poreĊenju sa detekcijom bojenjem CBB-

om. Isti nivo fluorescencije BLG-a u netiolovanom i tiolovanom uzorku ALA ukazuje na 

preferencijalnu modifikaciju ALA, što i ne ĉudi, imajući u vidu znaĉajno veću koliĉinu ALA u 

uzorku. 

 



 
 

101 
 

5. Diskusija 
U okviru ove doktorske disertacije ispitana je mogućnost kovalentne modifikacije odabranih 

globularnih proteina fikocijanobilinom, intenzivno plavo obojenom tetrapirolnom hromoforom 

fikobiliproteina C-fikocijanina. C-fikocijanin je glavni protein Spiruline, cijanobakterije koja 

poseduje brojne osobine pozitivne po zdravlje ljudi. Pozitivni efekti C-PC-a umnogome se pripisuju 

njegovoj hromofori PCB-u. Pored brojnih bioaktivnih svojstava, C-PC odlikuju izraţena 

fluorescentna svojstva, koja takoĊe potiĉu od hromofore. 

Kako se kovalentnim modifikacijama proteina mogu proširiti funkcije proteina, cilj ove 

doktorske disertacije bio je ispitivanje mogućnosti funkcionalizacije proteina PCB-om, bilo u cilju 

dobijanja kovalentno modifikovanih proteina hrane sa poboljšanim funkcionalnim i tehnološkim 

osobinama, bilo u cilju dobijanja fluorescentnih proba za upotrebu u tehnikama koje se baziraju na 

fluorescenciji. 

Proteini koji su posluţili kao model proteini za kovalentnu modifikaciju PCB-om mogli bi 

se podeliti u dve grupe – one koji sadrţe slobodnu sulfhidrilnu grupu, kao što je β-laktoglobulin, 

protein mleka, i albumin goveĊeg seruma, ĉesto korišćen kao nosaĉ bioaktivnih molekula, i one koji 

je u nativnom obliku ne sadrţe, kao što su imunoglobulini i α-laktalbumin. U ove proteine 

sulfhidrilna grupa je najpre uvedena, modifikacijom amino grupa proteina Trautovim reagensom, 

nakon ĉega su oni modifikovani PCB-om.  

5.1. Kovalentna modifikacija β-laktoglobulina fikocijanobilinom  

Beta-laktoglobulin je glavni protein suruke, koji ima znaĉajan uticaj na nutritivne i 

tehnološke osobine mleĉnih proizvoda. Konstanta afiniteta i kinetika vezivanja PCB-a za BLG 

analizirana je fluorescentnom spektroskopijom. Kovalentno vezivanje pigmenta za BLG ispitano je 

elektroforetski i masenom spektrometrijom. Uticaj PCB-a na tercijarnu i sekundarnu strukturu 

BLG-a i konformacione promene PCB-a analizirani su CD spektroskopijom. Molekulskim 

dokingom i dirigovanom molekulskom dinamikom identifikovana su vezivna mesta PCB-a na 

molekulu BLG-a. 

Dozno-zavisno povećanje fluorescencije PCB-a inkubiranjem sa rastućim koncentracijama 

BLG-a ukazuje na vezivanje PCB-a za BLG, sliĉno porastu fluorescencije polifenola rezveratrola 

nakon vezivanja za BLG (Liang et al., 2008). Kvantni prinos hromofore zavisi od rigidnosti njene 

strukture. U nativnom C-PC-u hromofora ima rigidniju i linearnu konformaciju, u poreĊenju sa 

slobodnim PCB-om, koji ima cikliĉno-helikoidnu i fleksibilnu konformaciju (Scheer i Zhao, 2008), 

što za posledicu ima uticaj na spektroskopske osobine hromofore. Naime, rigidnija konformacija 

PCB-a u nativnom proteinu indukuje povećanje fluorescencije za ĉak tri reda veliĉine u poreĊenju 

sa denaturisanim proteinom, u kom je hromofora u cikliĉnoj konformaciji (Kupka i Scheer, 2008). 

Povećanje fluorescencije PCB-a vezivanjem za BLG ukazuje na promenu konformacije PCB-a iz 

cikliĉne u linearnu. Procenjena konstanta vezivanja PCB-a za BLG iznosi 4×10
4 

M
-1

. Premda se 

PCB vezuje za fitohrom konstantom vezivanja koja je za red veliĉine veća od ove (Li et al., 1995), 

vezivanje drugih liganada za BLG, kao što je alil-izotiocijanat (Keppler et al., 2014a), odvija se sa 

više nego 10 puta manjim afinitetom u poreĊenju sa onim dobijenim za BLG–PCB sistem,  što 

ukazuje na umeren afinitet PCB-a za BLG. Iako je vezivanje PCB-a za BLG sporo, sa konstantom 

brzine od 0,065 min
-1
, veća brzina formiranja BLG–PCB kompleksa (0,101 min

-1
) i veći prinos 

kompleksa postiţu se odvijanjem reakcije u prisustvu 7 M uree. Veća brzina formiranja BLG–PCB 

kompleksa u prisustvu 7 M uree ukazuje na to da denaturisanje proteina nije uticalo na vezivno 

mesto za PCB na molekulu proteina i da, pored nekovalentnog vezivanja, dolazi i do kovalentnog 

vezivanja pigmenta za protein. Štaviše, ĉinjenica da se razvijanjem proteina ureom postiţe veći 

prinos reakcije u poreĊenju sa reakcijom bez prisustva uree, ukazuje na to da su mete kovalentne 

modifikacije PCB-om manje izloţeni aminokiselinski ostaci, koji su u nativnom proteinu 

zaklonjeni. Sliĉno povećanje brzine reakcije BLG-a u prisustvu denaturišućeg agensa uoĉeno je u 
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reakciji sa DTNB-om (5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoeva kiselina, Elmanov reagens) u prisustvu 

guanidin-hidrohlorida (Sakai et al., 2000).  

Formiranje kovalentne veze izmeĊu BLG-a i PCB-a potvrĊeno je elektroforetskom analizom 

smeše BLG-a i PCB-a i vizualizacijom poliakrilamidnog gela pod UV lampom, nakon prethodnog 

inkubiranja gela u rastvoru cink-sulfata. Naime, oslanjajući se na sposobnost PCB-a da sa jonima 

Zn
2+ 

formira fluorescentni proizvod, u gelu je na poziciji koja po masi odgovara traci monomera 

BLG-a detektovana fluorescencija, potvrĊujući time kovalentno vezivanje BLG-a i PCB-a. Veći 

prinos reakcije formiranja BLG–PCB adukta u prisustvu 7 M uree, osim fluorescentnom 

spektroskopijom, potvrĊen je i elektroforetski. Naime, inkubiranjem smeše BLG-a i PCB-a u 

prisustvu 7 M uree, na gelu se uoĉava veći intenzitet fluorescencije na poziciji monomera BLG-a, u 

poreĊenju sa smešom koja je inkubirana bez prisustva uree (samo u puferu). Ako se dodatno uzme u 

obzir ĉinjenica da je deo BLG-a nagradio S-S dimere u prisustvu uree, tim pre je razlika u 

intenzitetu fluorescentnog signala monomerne forme znaĉajnija. Smanjenje intenziteta trake 

dimerne forme BLG-a u prisustvu PCB-a, u odnosu na kontrolni BLG koji je inkubiran bez PCB-a, 

ukazuje na ulogu cisteina u vezivanju PCB-a. Ĉinjenica da samo monomerna forma BLG-a, koja 

ima slobodni ostatak cisteina, gradi fluorescentni proizvod, dodatno potkrepljuje ove tvrdnje. Kao 

dodatna potvrda kovalentnog vezivanja pigmenta za BLG, posluţilo je poreĊenje UV/VIS spektara 

dijalizovanog BLG–PCB adukta i slobodnog PCB-a. Naime, i slobodan PCB i dijalizovani BLG–

PCB adukt pokazuju sliĉne UV-VIS spektre, sa apsorpcionim maksimumima koji se razlikuju u 

svega par nanometara. 

Kao potvrda da se kovalentna modifikacija BLG-a PCB-om zaista ostvaruje posredstvom 

cisteina posluţio je eksperiment blokiranja ostataka cisteina alkilovanjem jodacetamidom, kojim se 

inhibira formiranje BLG–PCB adukta. Osim toga, fluorescentni spektri PCB-a inkubiranog sa 

razliĉitim aminokiselinama nukleofilnog boĉnog ostatka (cisteinom, lizinom, argininom i 

histidinom) pokazuju sliĉnost fluorescentnog spektra PCB-a inkubiranog sa cisteinom i spektra 

BLG–PCB adukta. Štaviše, fluorescentni spektar dijalizovanog BLG-PCB adukta sliĉan je spektru 

nativnog C-fikocijanina. 

PCB je u fikobiliproteinima kovalentno vezan za ostatke cisteina preko svoje etilidenske 

grupe (Scheer i Zhao, 2008). Osim toga, pokazano je da metil estar L-cisteina moţe da formira 

kovalentne adukte sa PCB-om (Bishop et al., 1991). Štaviše, sliĉno našim rezultatima, formiranje 

C-PC-a praćeno je znaĉajnim porastom fluorescencije PCB-a nakon dodavanja α-subjedinice C-

fikocijanina kompleksu PCB-a sa fikobiliprotein lijazom (Zhao et al., 2006). Dobijeni rezultati 

nedvosmisleno ukazuju na to da se vezivanje PCB-a za BLG odvija preko slobodnog ostataka 

cisteina. Slobodni ostatak cisteina BLG-a nalazi se duboko u unutrašnjosti proteina, zbog ĉega je u 

nativnom proteinu manje reaktivan (Le Maux et al., 2014; Vetri i Militello, 2005). Imajući to u 

vidu, ne ĉudi da je vezivanje PCB-a za BLG na pH 7,2 sporo i odvija se desetinama minuta, a 

formiranje adukta prati kinetiku pseudo-prvog reda. Sliĉni rezultati prethodno su opisani za reakciju 

izmeĊu bilina (ukljuĉujući PCB) i apofitohroma (Li et al., 1995). U navedenoj studiji predloţeno je 

da se formiranje holo-fitohroma odvija u dva koraka: u prvom koraku dolazi do brzog formiranja 

nekovalentnog kompleksa izmeĊu bilina i apo-fitohroma, nakon ĉega u sledećem koraku dolazi do 

sporog formiranja tioetarske veze. Sliĉan mehanizam predloţen je i za spontano vezivanje PCB-a za 

apo-fikocijanin u in vitro uslovima (Arciero et al., 1988). Prema tome, ĉini se da brzo formiranje 

nekovalentnog BLG–PCB kompleksa prethodi sporom formiranju kovalentnog adukta. U prisustvu 

uree, protein se denaturiše, ĉime slobodni ostaci cisteina postaju izloţeni za reakciju sa pigmentom, 

zbog ĉega je prinos reakcije modifikacije veći u prisustvu 7 M uree. Ipak, spontano vezivanje PCB-

a za slobodan ostatak cisteina ne odvija se u velikom prinosu, verovatno zbog nestabilnosti 

hromofore (Arciero et al., 1988), koja se zapaţa i u UV/VIS apsorpcionim spektrima, u kojima se 

uoĉava prisustvo oksidacionih proizvoda PCB-a. Zbog toga je rastvor dijalizovanog BLG–PCB 

adukta obogaćen dodatnim  inkubiranjem sa sveţim rastvorom PCB-om, ĉime je postignut prinos 

adukta od 71-72% (zavisno od metode odreĊivanja).  
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Masenom spektrometrijom BLG–PCB adukta i daljom fragmentacijom nastalih jona 

potvrĊeno je da se obe izoforme BLG-a (A i B) modifikuju PCB-om. MeĊutim, porast mase po 

molekulu proteina bio je oko 325 Da, što je gotovo dvostruko manje od mase intaktnog PCB-a. 

Predloţena struktura PCB-a u BLG–PCB aduktu, koja sadrţi samo dva tetrapirolna jezgra,  

najverovatnije je sliĉna propentdiopentima, oksidovanim metabolitima bilirubina (Kunikata et al., 

2000). Kako ovakav adukt nije konjugovan dovoljno da bi apsorbovao na oko 600 nm, a imajući u 

vidu apsorpcione spektre BLG–PCB adukta, fragmentacija molekula PCB-a u BLG–PCB aduktu 

najverovatnije je posledica uslova primenjenih tokom elektrosprej jonizacije zagrevanjem, pre same 

MS analize. Ovakav zakljuĉak u skladu je sa literaturnim navodima u kojima vezivanjem PCB-a za 

apo-fikocijanin u in vitro uslovima nastaje smeša proizvoda u kojima je struktura bilina razliĉita od 

one u nativnom C-fikocijaninu, dok proizvod sa nativnim bilinom nastaje u malom i varijabilnom 

prinosu. Ovi razliĉiti proizvod nastaju usled nestabilnosti hromofore i njenoj sklonosti ka oksidaciji 

(Arciero et al., 1988).  

Kako modifikacije malim molekulima, posebno kovalentne, mogu da dovedu do znaĉajnih 

promena sekundarne i tercijarne strukture proteina, od interesa je bilo ispitati da li, i u kojoj meri, 

kovalentna modifikacija BLG-a PCB-om dovodi do strukturnih promena proteina. Spektroskopijom 

cirkularnog dihroizma u bliskoj i dalekoj UV oblasti analizirane su promene tercijarne i 

sekundarnih struktura BLG-a. BLG u svojoj strukturi sadrţi dva ostatka triptofana, Trp19 na βA 

nizu i Trp61 na βD nizu (Sakai et al., 2000). Signali u bliskoj UV oblasti u CD spektrima BLG-a na 

primarno su rezultat hiralnog okruţenja oko ovih ostataka triptofana. Triptofan na poziciji 19 je 

zaklonjen od rastvaraĉa i nalazi se u unutrašnjosti proteina, okrenut prema dnu hidrofobnog dţepa, 

te je veća verovatnoća da bude hiralan nego Trp61, koji se nalazi na eksternoj petlji na površini 

molekula, gde je izloţen rastvaraĉu i fleksibilniji. Iz tog razloga se smatra da Trp19 najviše 

doprinosi signalima u CD spektrima BLG-a u bliskoj UV oblasti (Creamer, 1995; Wang et al., 

1997). Znaĉajne promene u obliku i intenzitetu signala u CD spektrima u bliskoj UV oblasti nakon 

modifikacije PCB-om ukazuju na labavljenje tercijarne strukture proteina nakon vezivanja 

pigmenta. Vaţno je spomenuti da se slobodan ostatak Cys121 nalazi u blizini ostatka Trp19 (Sakai 

et al., 2000; Yagi et al., 2003), što ukazuje na to da vezivanje PCB-a za Cys121 BLG-a 

najverovatnije indukuje promene u mikrookruţenju oko ostatka triptofana. Ove promene tercijarne 

strukture proteina nakon modifikacije PCB-om reflektuju se na signale u CD spektrima u bliskoj 

UV oblasti. Sliĉne promene mikrookruţenja oko ostatka Trp19 uoĉavaju se modifikacijom 

slobodnog ostatka cisteina BLG-a DTNB-om, tokom koje dolazi do znaĉajnih promena intenziteta 

fluorescencije BLG-a (Sakai et al., 2000), dok modifikacija Cys121 izoforme B BLG-a 

merkaptopropionskom kiselinom dovodi do promena u CD signalima u bliskoj UV oblasti (Burova 

et al., 1998). Premda su promene u sadrţaju sekundarnih struktura BLG-a manje nego promene 

tercijarne strukture, modifikacija PCB-om dovodi do blagog porasta sadrţaja α-heliksa i smanjenja 

β-ploĉica, uz gotovo nepromenjen sadrţaj neureĊenih struktura i β-zavijutaka. Sliĉne promene u 

sadrţaju sekundarnih struktura dobijene su kovalentnom modifikacijom ostataka cisteina BLG-a 

alil-izotiocijanatom (Rade-Kukic et al., 2011). Osim promena strukture proteina, vezivanje PCB-a 

za BLG dovodi do pozitivnog Kotonovog efekta u bliskoj UV/vidljivoj oblasti CD spektra, sliĉno 

efektu koji se uoĉava vezivanjem PCB-a za BSA (Minic et al., 2018). Indukovanje optiĉke 

aktivnosti hromofore, koja u slobodnom, nevezanom obliku postoji u smeši dva konformera, te 

prema tome nije optiĉki aktivna, navodi na zakljuĉak da BLG vezuje PCB stereospecifiĉno. CD 

spektar nativnog C-PC-a sliĉnog je oblika kao CD spektar BLG–PCB adukta (pozitivna VIS i 

negativna UV traka) (Glazer et al., 1973), što ukazuje na to da je konformacija hromofore u ova dva 

proteina sliĉna. Štaviše, studija koja se bavila stereohemijom derivata PCB-a pokazala je da 3-

hidro-3’-cisteinotiofikocijanobilin trimetil-estar i 3-hidro-3’-glutationotiofikocijanobilin tetrametil-

estar R konfiguracije na 3’C atomu (3’R) pokazuju pozitivan Kotonov efekat u CD spektrima 

(Cheng i Jiang, 1992). Prema tome, moţe se izvesti zakljuĉak da kovalentno vezivanje PCB-a za 

BLG indukuje hiralnost na 3’C atomu, koji zauzima R konfiguraciju. 
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Modifikacija BLG-a PCB-om odvija se u širokom opsegu pH vrednosti. Premda se 

povećanjem pH vrednosti rastvora povećava prinos kovalentnog adukta, reakcija modifikacije 

odvija se i na niţim pH vrednostima (pH 2). Nukleofilnost sulfhidrilne grupe zavisi od njenog 

deprotonovanja, odnosno od pH vrednosti rastvora (Sardi et al., 2013). Na niskim pH vrednostima, 

konformacija BLG-a je promenjena, što najverovatnije ĉini slobodne ostatke cisteina izloţenijim i 

time dostupnijim za reakciju sa PCB-om. Prethodnim istraţivanjima je pokazano da joni Hg
2+

 i 

Cd
2+

 mogu formirati komplekse sa slobodnim ostacima cisteina na svim pH vrednostima 

(Kontopidis et al., 2004). Prema tome, formiranje BLG–PCB adukta ne samo da je zavisno od 

(de)protonovanja slobodne SH grupe, već i konformacione promene BLG-a indukovane promenom 

pH mogu takoĊe uticati na formiranje kovalentnog adukta preko uticaja na izloţenost i dostupnost 

slobodnih ostataka cisteina za reakciju sa PCB-om. Interesantno, formiranje kovalentnog BLG–

PCB adukta dešava se i u simuliranoj gastriĉnoj (pH 3) i simuliranoj intestinalnoj teĉnosti (pH 8), 

što ukazuje da bi oralni unos PCB-a mogao dovesti do formiranja kovalentnih adukata sa 

proteinima hrane, ali i endogenim proteinima gastrointestinalnog trakta koji sadrţe slobodne ostatke 

cisteina.   

Za identifikaciju vezivnog mesta za PCB na molekulu BLG-a, uraĊena je studija 

molekulskog dokinga, koja je pokazala jedno visokoafinitetno mesto za PCB u kaliksu BLG-a, koje 

je udaljeno od slobodnog ostatka Cys121 BLG-a i zbog toga nedostupno za formiranje kovalentne 

veze. Poznato je da je BLG podloţan izmeni disulfida na visokim temperaturama i da je udaljenost 

atoma sumpora tiolne grupe Cys121 i disulfidne veze Cys106–Cys119 (11 Å) kompatibilna sa 

intramolekulskom reakcijom izmene disulfida, kojom se formira disulfidna veza Cys106-Cys121, a 

Cys119 postaje slobodan (Croguennec et al., 2003). MeĊutim, ĉak i nakon inkubacije BLG-a na 

niţim temperaturama (37 ˚C) identifikovani su peptidi koji sadrţe oba tipa disulfidnih veza 

(Cys106–Cys119 i Cys106–Cys121) (Albreht et al., 2012), ukazujući na to da do reakcije izmene 

disulfida dolazi i na niţim temperaturama. Iz tog razloga izvedena je dirigovana molekulska 

dinamika (SMD), kako bi se simulirala izmena disulfida BLG-a, a potom je opet uraĊen molekulski 

doking na strukturi BLG-a dobijenoj nakon SMD simulacije. Iako se PCB nakon izmene disulfida 

preferencijalno i dalje vezuje za kaliks, sada je znatno bliţi slobodnom ostatku Cys119. Prema 

tome, osim Cys121, Cys119 bi takoĊe mogao biti meta reakcije sa PCB-om. Poznato je da je 

formiranje intermolekulskih disulfida favorizovano u prisustvu haotropa, kao što je urea, koji 

denaturacijom proteina favorizuju tiol-disulfidnu izmenu BLG-a (Rasmussen et al., 2007). Prema 

tome, naši eksperimentalno dobijeni rezultati, koji pokazuju da u prisustvu uree dolazi do većeg 

prinosa modifikacije BLG-a PCB-om, u poreĊenju sa reakcijom koja se odvija bez uree (Slika 28), 

u saglasnosti su sa predviĊanjima dobijenim raĉunarskim metodama, koji pokazuju da je izmena 

disulfida neophodna za pravilnu orijentaciju PCB-a i kovalentnu reakciju sa slobodnim ostatkom 

Cys119. Kovalentnim dokingom nakon SMD simulacije izmene disulfida pokazano je da je blago 

izmenjena struktura kaliksa, tj. hidrofobnog dţepa,  sada dovoljno velika da smesti etilidensku C3-

C3’ vezu PCB-a u neposrednu blizinu, sada slobodnog, ostatka Cys119. Istovremeno, 

aminokiselinski ostaci kaliksa BLG-a svojim brojnim nekovalentnim interakcijama sa PCB-om 

stabilizuju orijentaciju pigmenta i favorizuju formiranje kovalentne veze.  

Mehanizam kovalentne modifikacije bi mogao da se odvija nukleofilnom adicijom, u kojoj 

tiolna grupa Cys121 ili Cys119 napada elektrofilnu etilidensku C3-C3’ vezu PCB-a, pri ĉemu se 

formira tioetarska veza, sliĉno formiranju tioetra izmeĊu Cys121 BLG-a i šikonina (Albreht et al., 

2012).  

Na osnovu svih rezultata dobijenih eksperimentalnim i raĉunarskim metodama, pretpostavka 

je da inicijalno dolazi do brzog formiranja nekovalentnog BLG–PCB kompleksa, pri ĉemu se PCB 

preferencijalno vezuje za kaliks BLG-a. U ovoj konformaciji, ostatak Cys121 koji sadrţi slobodnu 

SH grupu nije pravilno orijentisan za formiranje kovalentne veze sa PCB-om. Nakon blagih 

konformacionih promena BLG-a i izmene disulfida, dolazi do oslobaĊanja tiolne grupe ostatka 

Cys119, što za posledicu ima sporo formiranje kovalentnog BLG–PCB konjugata. Eksperimentalno 

dobijeni rezultati nedvosmisleno pokazuju formiranje kovalentne veze, koja ukljuĉuje modifikaciju 
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slobodnog ostatka cisteina i konformacione promene. SMD simulacija vezivanja nakon disulfidne 

izmene u saglasnosti je sa pretpostavljenim mehanizmom reakcije, pri ĉemu je Cys119 bolje 

orijentisan za formiranje kovalentne veze.  

 

Uticaj kovalentne modifikacije BLG-a fikocijanobilinom na funkcionalne osobine β-

laktoglobulina 

 

Nakon detaljne karakterizacije nastalog BLG–PCB aduka, a imajući u vidu da se struktura 

BLG-a neznatno menja nakon vezivanja PCB-a, ispitane su funkcionalne osobine BLG-a od 

interesa za industriju hrane, na koje bi strukturne promene izazvane modifikacijom PCB-om mogle 

imati efekta. Antioksidativna aktivnost, ponašanje pri termiĉkom tretmanu, digestibilnost enzimima 

gastrointestinalnog trakta i IgE reaktivnost BLG–PCB adukta ispitani su i uporeĊeni sa 

nemodifikovanim proteinom. 

BLG poseduje veliku sposobnost uklanjanja slobodnih radikala zbog toga što sadrţi 4 

ostatka metionina, 2 triptofana, 2 histidina, 4 tirozina i, prvenstveno, jednu slobodnu sulfhidrilnu 

grupu Cys-121. Svi navedeni aminokiselinski ostaci imaju sposobnost doniranja elektrona/atoma 

vodonika, zbog ĉega su odgovorni za antioksidativnu aktivnost BLG-a u ORAC eseju (Zheng et al., 

2016). Iako je slobodan ostatak cisteina u BLG–PCB konjugatu blokiran formiranjem tioetarske 

veze sa PCB-om, antioksidativna aktivnost BLG adukta je znatno veća od antioksidativne aktivnosti 

nemodifikovanog proteina, zahvaljujući prisustvu PCB-a, koji poseduje izuzetnu antioksidativnu 

aktivnost, sliĉno drugim tetrapirolima, kao što je bilirubin (Benedetti et al., 2010; Jansen et al., 

2010). Prema tome, iako BLG ima više od 10 aminokiselinskih ostataka koji doprinose ukupnoj 

ORAC akrivnosti, vezivanje samo jednog molekula PCB-a po molekulu BLG-a povećava 

antioksidativnu aktivnost proteina za gotovo 50%, doprinoseći ORAC vrednosti modifikovanog 

proteina sa više od 30%. Štaviše, ABTS esej je dodatno potvrdio izuzetnu antioksidativnu aktivnost 

BLG–PCB-a, gotovo dvostruko veću u poreĊenju sa nemodifikovanim proteinom. Kako je ostatak 

cisteina jedini koji pokazuje znaĉajnu redukujuću moć u testu ukupne redukujuće moći (Zheng et 

al., 2016), moglo bi se oĉekivati da bi blokiranje slobodne sulfhidrilne grupe proteina formiranjem 

kovalentne veze sa PCB-om smanjilo ukupnu redukujuću moć proteina. MeĊutim, ukupna 

redukujuća moć BLG–PCB-a gotovo je tri puta veća od redukujuće moći kontrolnog, 

nemodifikovanog BLG-a, ukazujući na to da je najveći deo antioksidativne aktivnosti BLG–PCB-a 

poreklom od vezanog PCB-a per se. Doista, pokazano je da redukujuća moć pepsinskog digesta C-

fikocijanina gotovo u potpunosti potiĉe od PCB-a  (Minic et al., 2016). Pored toga, kovalentna 

modifikacija BLG-a fikocijanobilinom inhibira oksidaciju samog proteina izazvanu slobodnim 

radikalima, pri ĉemu vezani PCB pokazuje zaštitni efekat of 31,5 ± 4,4%.  

 Kako se BLG koristi kao emulgator i stabilizator u emulzijama ulja u vodi, nekoliko 

studija je pokušalo da poveća njegov antioksidativni kapacitet kovalentnim modifikacijama, kao što 

su neenzimska glikozilacija u Majarovoj reakciji (Chobert et al., 2006) i konjugovanje sa 

polifenolima (Abd El-Maksoud et al., 2018). Pored toga, BLG kovalentno modifikovan katehinom 

moţe se koristiti kao emulgator u nanoemulzijama ulja u vodi, stabilizujući β-karoten efikasnije od 

nemodifikovanog proteina (Yi et al., 2015). Prema tome, BLG–PCB bi mogao da naĊe široku 

primenu kao efikasan površinski aktivan agens sa izuzetnim antioksidativnim kapacitetom. Štaviše, 

ima odliĉan potencijal i za razvoj jestivih filmova na bazi BLG-a za pakovanje hrane, ĉime bi 

osetljivim komponentama hrane pruţao efikasnu zaštitu od oksidacije. 

Zagrevanjem BLG-a dolazi do razvijanja njegove globularne strukture, ĉime se hidrofobne 

površine i reaktivna tiolna grupa, koji su u nativnom proteinu u unutrašnjosti molekula, izlaţu 

rastvaraĉu i time iniciraju proces agregiranja BLG-a. Slobodna tiolna grupa je ukljuĉena u reakcije 

izmene disulfida, pri ĉemu se formiraju oligomeri/polimeri sa drugim molekulima BLG ili sa 

drugim proteinima, dok izloţeni hidrofobni regioni hidrofobnim interakcijama uĉestvuju u procesu 

formiranja nekovalentnih agregata. Zbog vaţnosti sulfhidrilne grupe u polimerizaciji BLG-a, cilj 

mnogih studija bio je da se, dodavanjem reagenasa reaktivnim prema sulfhidrilnoj grupi, 
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formiranjem kovalentnih derivata BLG-a spreĉi denaturacija i agregiranje BLG-a prilikom 

termiĉkog procesovanja. Tioli kompatibilni sa upotrebom u industriji hrane, kao što su 

dihidrolipoinska kiselina i glutation, izuĉavani su kao potencijalni agensi za redukovanje 

agregiranja BLG i izolata proteina surutke izazvanog zagrevanjem (Wijayanti et al., 2013, 2014).  

Rezultati ove disertacije pokazuju da se zagrevanjem pod blaţim uslovima, koji imitiraju 

one prisutne tokom LTLT pasterizacije (63 ℃ tokom 30 min), formiranje kako kovalentnih 

polimera, tako i nekovalentnih agregata, odvija u mnogo manjoj meri kod BLG–PCB adukta u 

poreĊenju sa nemodifikovanim proteinom. Nizak nivo kovalentnih disulfidnih polimera BLG–PCB-

a posledica je blokirane slobodne sulfhidrilne grupe nakon reakcije sa PCB-om. Sa druge strane, 

smanjeno formiranje nekovalentnih agregata velikih molekulskih masa je posledica više faktora. 

Naime, manja površinska hidrofobnost BLG–PCB konjugata, koja je posledica zaklanjanja 

hidrofobnih ostataka od strane vezanog PCB-a, doprinosi smanjenoj agregabilnosti kovalentno 

modifikovanog BLG-a. Pored toga, prethodnim studijama je pokazano da hemijske modifikacije 

cisteina malim molekulima reaktivnim prema tiolnoj grupi, kao što su DTNB, merkaptopropionska 

kiselina i tetrametilrodamin maleimid, dovode do destabilizacije kvaternarne strukture BLG-a i 

disocijacije BLG dimera u monomer (Burova et al., 1998; Sakai et al., 2000; Yamasaki et al., 1999). 

Do sliĉne destabilizacije dimera BLG-a najverovatnije dolazi i nakon modifikacije PCB-om. 

Istovremeno, blago zagrevanje (63 ℃ tokom 30 min) dovodi do smanjenja sadrţaja ureĊenih 

struktura, ali ne i β-ploĉica, nemodifikovanog BLG-a. Nasuprot tome, ukupan sadrţaj ureĊenih 

struktura BLG–PCB-a se zadrţava, ali dolazi do tranzicije β-ploĉica u α-helikse, što je moglo da 

doprinese smanjenoj sklonosti BLG–PCB-a ka agregiranju. Naime, u studiji Purjabbar-a i saradnika 

prethodno je pokazano da je nenativna, α-heliksima bogata konformacija BLG-a, iako manje 

rigidna, rezistentna na agregiranje, te da BLG postaje podloţniji agregiranju kada nenativna α-

helikoidna struktura preĊe u nativnu, bogatu β-ploĉicama (Pourjabbar et al., 2015). Tranzicija β-

ploĉica u α-helikse do koje dolazi pri termalnom tretmanu BLG–PCB-a ĉini adukt rezistentntijim na 

agregiranje.  

Interesantno, iako se ponašanje nemodifikovanog i modifikovanog BLG-a pri termiĉkom 

tretmanu razlikuje, termalna stabilnost BLG-a, u pogledu taĉki topljenja, ne menja se nakon 

kovalentne modifikacije PCB-om.  

Iako blagi termalni tretman koji imitira uslove LTLT pasterizacije (63 ℃ tokom 30 min) 

nije doveo do formiranja struktura nalik fibrilima, produţeno izlaganje proteina visokoj temperaturi 

(85 ℃ tokom 120 min) dovodi do formiranja amiloidima sliĉnih fibrilarnih struktura, ali u znaĉajno 

manjoj meri u sluĉaju BLG–PCB konjugata u poreĊenju sa nemodifikovanim proteinom. Sterne 

smetnje velike tetrapirolne strukture PCB-a mogle su delimiĉno doprineti smanjenom formiranju 

amiloidima sliĉnih fibrilarnih struktura BLG–PCB-a. Pokazano je da sterne smetnje nametnute 

glikovanjem BLG-a znaĉajno inhibiraju njegovu fibrilaciju i da, nezavisno od stepena glikovanja, 

laktozilacija BLG-a znaĉajnije utiĉe na fibrilaciju od glukozilacije (Dave et al., 2014). Osim toga, 

pokazano je i da blokiranje ostatka cisteina BLG-a jodacetamidom inhibira formiranje fibrilarnih 

struktura u prisustvu subdenaturišućih koncentracija uree (Rasmussen et al., 2007), što dodatno 

potvrĊuje ulogu PCB-a u smanjenju tendencije formiranja amiloidima sliĉnih fibrilarnih struktura 

BLG–PCB-a.  

Uzevši sve u obzir, rezultati dobijeni u ovoj disertaciji ukazuju na to da je, pored 

dihidrolipoinske kiseline i glutationa, PCB obećavajući agens reaktivan prema sulfhidrilima i 

kompatibilan sa upotrebom u prehrambenoj industriji, koji bi se mogao koristiti za redukovanje 

polimerizacije, agregiranja i formiranja fibrila tokom zagrevanja BLG-a. 

BLG ima izuzetno stabilnu tercijarnu strukturu na kiselom pH, zbog prisustva mnogih 

naelektrisanih i polarnih aminokiselinskih ostataka, velikog sadrţaja rigidnih β-ploĉica i dva 

disulfidna mosta koji dodatno stabilizuju strukturu BLG-a, ĉineći ga veoma rezistentnim na 

digestiju pepsinom (Teng et al., 2015). Nasuprot tome, sa povećanjem pH on prolazi kroz nekoliko 

konformacionih promena (Qin et al., 1998), koje ga ĉine podloţnim na digestiju pankreatinom 

(Schmidt et al., 1995). Kovalentna modifikacija PCB-om znaĉajno je uticala na digestibilnost BLG-
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a, kako pepsinom, tako i pankreatinom, pri ĉemu se kovalentno modifikovani BLG znaĉajno sporije 

digestuje u oba sluĉaja, a posebno pepsinom. Moguće je da je vezivanje PCB-a za BLG dovelo do 

sternog zaklanjanja mesta koja su meta proteolitiĉkih enzima, ĉime je ograniĉena dostupnost 

proteina enzimima, što zauzvrat smanjuje digestiju proteina. Sliĉno tome, kovalentna modifikacija 

BLG-a glikovanjem galaktooligosaharidima smanjuje digestibilnost BLG-a (Luz Sanz et al., 2007). 

Velika rezistentnost kovalentno modifiovanog BLG-a na digestiju pepsinom i pankreatinom mogla 

bi stoga biti iskorišćena za efikasnu isporuku bioaktivnog PCB-a do distalnih delova 

gastrointestinalnog trakta, doprinoseći time zdravlju GIT-a. U studiji Jianga i Lijua predloţeno je da 

bi kompleks BLG-a i cis-9, trans-11 konjugovane linolne kiseline mogao posluţiti za isporuku 

konjugovane linolne kiseline u cilju dejstva na kancerske ćelije kolona (Jiang i Liu, 2010). Zbog 

svoje rezistentnosti na proteolitiĉku degradaciju, BLG se ĉesto razmatra kao potentan nosaĉ za 

isporuku brojnih bioaktivnih liganada (Teng et al., 2015). U svom kovalentno modifikovanom 

obliku, ĉini se kao obećavajući nosaĉ, jer se oslobaĊanje EGCG-a iz nanoĉestica na bazi konjugata 

BLG-a i hlorogene kiseline u simuliranoj gastrointestinalnoj teĉnosti odvija sporije i u manjem 

stepenu u poreĊenju sa oslobaĊanjem iz nanoĉestica na bazi nemodifikovanog proteina, upravo 

usled velike rezistencije konjugata BLG-a i hlorogene kiseline na proteolizu (Fan et al., 2017). 

Prema tome, niţa sklonost modifikovanog BLG-a ka enzimskoj digestiji mogla bi da omogući ne 

samo produţenu isporuku bioaktivnih molekula koji modifikuju protein, kao što je PCB, već i 

enkapsuliranih bioaktivnih molekula i bioaktivnih peptida koji potiĉu od samog BLG-a. Štaviše, 

prethodno je pokazano da hromopeptidi dobijeni pepsinskom digestijom fikocijanina ispoljavaju 

citotoksiĉnu aktivnost prema humanim epitelnim ćelijama kancera kolona (Minic et al., 2016). 

Sliĉni bioaktivni hromopeptidi mogli bi nastati i pepsinskom digestijom BLG–PCB konjugata. 

BLG je jedan od glavnih alergena kravljeg mleka. Ĉak 36% pacijenata sa IgE-

posredovanom alergijom na kravlje mleko reaguje na BLG (Shek et al., 2005). Kako kovalentne 

modifikacije BLG-a mogu da utiĉu na njegov alergeni potencijal, kao što je to sluĉaj sa 

modifikacijom glikovanjem (Zhong et al., 2015; Zhong et al., 2013) ili polifenolima (X. Wu et al., 

2018), bilo je od interesa ispitati IgE-vezujuće osobine ovog vaţnog alergena hrane nakon 

modifikacije PCB-om. Modifikacija alergena Majarovom reakcijom moţe ĉak povećati alergenost 

proteina hrane (Costa et al., 2022), pa je sa aspekta moguće primene u industriji hrane bilo vaţno 

pokazati da modifikacija BLG-a PCB-om nije negativno uticala na IgE vezivanje. IgE vezivanje 

kovalentno modifikovanog BLG-a nije bilo izmenjeno, što je u dobroj korelaciji sa strukturnom 

sliĉnošću modifikovanog i nemodifikovanog proteina. Tripsinski fragment 102-124, u kojem se 

nalazi slobodan ostatak cisteina koji je meta modifikacije PCB-om, jedan je od glavnih epitopa 

BLG-a, kako u pogledu intenziteta, tako i u pogledu frekvencije IgE odgovora (Sélo et al., 1999). 

Nepostojanje razlike u IgE-vezujućim osobinama BLG-a i BLG–PCB konjugata implicira da je 

sterno zaklanjanje ovog IgE-vezujućeg epitopa od strane PCB-a minimalno i/ili doprinos ovog 

epitopa u ukupnom IgE odgovoru pacijenata ĉiji su serumi korišćeni u istraţivanju je manji. 

5.2. Kovalentne modifikacije proteina fikocijanobilinom nakon prethodne 

modifikacije Trautovim reagensom 

Drugi deo istraţivanja sprovedenog u okviru ove doktorske disertacije imao je za cilj 

kovalentne modifikacije fikocijanobilinom, odnosno fluorescentno obeleţavanje, proteina koji ne 

sadrţe ili, u sluĉaju albumin goveĊeg seruma, sadrţe jednu slobodnu tiolnu grupu sa ciljem 

funkcionalizacije proteina modifikacijom PCB-om i ispitivanja mogućnosti primene dobijenih 

konjugata kao fluorescentnih proba. U te svrhe, kao model proteini korišćeni su albumin goveĊeg 

seruma, IgG antitela i goveĊi α-laktalbumin. Kako fikocijanobilin, kao što je prethodno pokazano, 

kovalentno modifikuje slobodne tiolne grupe proteina, u proteine su najpre uvedene (dodatne) 

sulfhidrilne grupe tiolovanjem slobodnih amino grupa 2-iminotiolanom, poznatijim kao Trautov 

reagens. S obzirom da proteini, u proseku, sadrţe veći broj amino nego sulfhidrilnih grupa (Pe’er et 
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al., 2004), ovim pristupom omogućeno je uvoĊenje većeg broja molekula fikocijanobilina po 

molekulu proteina, a time i znaĉajna amplifikacija fluorescentnog signala.  

5.2.1. Kovalentna modifikacija albumina goveĊeg seruma fikocijanobilinom  

Kao prvi model sistem za uvoĊenje sulfhidrilnih grupa u molekule proteina i njihovu 

potonju modifikaciju fikocijanobilinom odabran je albumin goveĊeg seruma (BSA), najzastupljeniji 

serumski protein, a ujedno i protein hrane, koji se u literaturi ĉesto razmatra kao nosaĉ bioaktivnih 

molekula u prehrambenim i farmaceutskim formulacijama (Spada et al., 2021; Visentini et al., 

2023). Iako BSA sadrţi jednu sulfhidrilnu grupu, slobodnu za reakciju sa fikocijanobilinom, usled 

svoje dostupnosti i niske cene dobar je model sistem za uvoĊenje dodatnih sulfhidrilnih grupa, a 

time i dodatnih molekula fikocijanobilina. BSA je kovalentno modifikovan Trautovim reagensom, 

korišćenjem razliĉitih molarnih odnosa Trautovog reagensa i proteina, a potom i PCB-om. 

Strukturne i funkcionalne osobine tiolovanog BSA i BSA–PCB adukta su detaljno ispitane 

kombinacijom spektroskopskih i elektroforetskih metoda. 

Trautov reagens uspešno je modifikovao BSA pri svim korišćenim molarnim odnosima 

reagensa i proteina. Povećanje molarnog odnosa reagensa sukcesivno je modifikovalo BSA u većoj 

meri sve do molarnog odnosa reagensa 100:1, nakon ĉega više nije bilo znaĉajnih promena u 

sadrţaju slobodnih amino i sulfhidrilnih grupa. Pri modifikovanju BSA stostrukim molarnim 

viškom reagensa, sadrţaj slobodnih amino grupa izloţenih rastvaraĉu opada za 50% u poreĊenju sa 

kontrolnim, nemodifikovanim BSA uzorkom, dok broj sulfhidrilnih grupa raste od 0,2 ± 0,1, koliko 

ih je u kontrolnom uzorku BSA, do 8,7 ± 0,2 u uzorku modifikovanim 100:1 molarnim odnosom 

reagensa i proteina. Kako BSA sadrţi 59 ostataka lizina koji imaju slobodne ε-amino grupe i jednu 

N-terminalnu amino grupu, koje mogu biti podvrgnute reakciji tiolovanja, opadanje sadrţaja 

slobodnih amino grupa za 50% znaĉilo bi proseĉnu modifikaciju ĉak 30 amino grupa, odnosno 

uvoĊenje ĉak 30 slobodnih sulfhidrilnih grupa po molekulu BSA. MeĊutim, u nativnom proteinu 

samo deo lizinskih ostataka dostupan je rastvaraĉu za reakciju sa Trautovim reagensom, ĉime se 

delimiĉno moţe objasniti diskrepanca izmeĊu opadanja sadrţaja amino grupa i broja uvedenih 

sulfhidrilnih grupa. Osim toga, ne moţe se iskljuĉiti i mogućnost delimiĉne oksidacije uvedenih 

sulfhidrilnih grupa. 

CD spektroskopijom u bliskoj i dalekoj UV oblasti i elektroforetskom analizom u nativnim i 

redukujućim uslovima uoĉeno je da povećanje stepena modifikacije BSA Trautovim reagensom 

dovodi do sve većih promena strukture BSA, uz istovremene minorne promene u profilu 

oligomerizacije i agregiranja BSA. Naime, već 10:1 (mol:mol) odnos reagensa u odnosu na protein, 

iako proseĉno uvodi svega 1,3 sulfhidrilnu grupu po molekulu proteina, dovoljan je da indukuje 

promene tercijarne strukture BSA. Optiĉkom rotatotornom disperzijom pokazano je da na prelazu 

pH vrednosti od 8,0 ka 9,0 BSA podleţe strukturnim promenama, poznatijim kao bazna tranzicija 

(ili N-B tranzicija, odnosno neutralno-bazna tranzicija), tokom koje BSA delimiĉno gubi na 

rigidnosti, a koja najviše pogaĊa N-terminalni deo proteina, uz istovremeni blagi porast radijusa. 

MeĊutim, rezultati dobijeni skretanjem x-zraka pod malim uglom pokazali su da BSA zadrţava 

nativnu konformaciju u rasponu pH vrednosti od 4 do 9 (Barbosa et al., 2010). Ovo ukazuje na to da 

su uoĉene konformacione promene tiolovanog BSA posledica uvoĊenja sulfhidrilnih grupa, a ne 

alkalne pH vrednosti (pH 9) kojoj je protein bio izloţen tokom reakcije modifikacije. Zbilja, uoĉene 

promene u CD spektrima sve su izraţenije sa porastom molarnog odnosa Trautovog reagensa i BSA 

i u dobroj su korelaciji sa promenama u sadrţaju slobodnih amino i sulfhidrilnih grupa. Znaĉajno 

smanjenje signala u CD spektrima u bliskoj UV oblasti, posebno u regionu fenilalanina (255-270 

nm), koje se moţe uoĉiti pri molarnim odnosima reagensa većim od 50:1 u odnosu na protein, 

istovremeno sa relativno oĉuvanom sekundarnom strukturom, ukazuju na postepeno formiranje 

konformacije stopljene globule sa povećanjem molarnog odnosa reagensa. Molarni odnosi reagensa 

veći od 100:1, odnosno 150:1 i 200:1 u korist reagensa, ne dovode do daljih većih promena 

tercijarne strukture BSA, što je u skladu sa sadrţajem sulfhidrilnih grupa koji ne pokazuje dalje 

znaĉajne promene nakon istog molarnog odnosa reagensa. Sliĉno CD spektrima u bliskoj UV 
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oblasti, i CD spektri u dalekoj UV oblasti, koji odraţavaju promene u sekundarnoj strukturi BSA, 

takoĊe pokazuju promene nakon modifikacije proteina tiolovanjem, ali su promene uoĉljive tek pri 

višim molarnim odnosima reagensa (100:1, 150:1 i 200:1). Pedesetostruki molarni višak Trautovog 

reagensa je najveći primenjeni molarni odnos reagensa i proteina koji indukuje izraţene promene 

tercijarne strukture BSA, bez znaĉajnog uticaja na sekundarne strukture proteina. Nativni BSA 

sadrţi 17 intramolekulskih disulfida koji stabilizuju njegovu strukturu, pa ekstenzivnije uvoĊenje 

tiolnih grupa (pri molarnim odnosima reagensa 100:1, 150:1 i 200:1) dovodi do izmene većeg broja 

disulfida i samim tim do nastanka većeg broja nenativnih disulfida, što za posledicu ima 

dramatiĉnije promene u sekundarnoj, i naroĉito tercijarnoj strukturi.    

Iako ima uvedene nascentne tiolne grupe, BSA modifikovan Trautovim reagensom nije 

oligomerizovao u većoj meri u odnosu na kontrolni, nemodifikovani uzorak proteina, sve do 

molarnog odnosa reagensa od 20:1, dok od odnosa 50:1 efekat na oligomerizaciju i agregabilnost 

BSA poĉinje da bude vidljiv. Molarni odnos 50:1, koji proseĉno uvodi 7,1 sulfhidrilnu grupu po 

molekulu BSA, indukuje suptilne promene u odnosu zastupljenosti BSA oligomera i monomerne 

forme, koji sa porastom koncentracije reagensa raste u korist oligomernih formi. Smatra se da 

Trautov reagens reaguje sa primarnim aminima i uvodi sulfhidrilne grupe, pri ĉemu se zadrţava 

poĉetno naelektrisanje molekula, jer se reakcijom uvodi katjonska amidinijum grupa umesto 

primarnog amina. MeĊutim, poliakrilamidna gel elektroforeza u nativnim uslovima pokazala je 

povećanu mobilnost tiolovanih BSA molekula prema anodi sa povećanjem broja uvedenih 

sulfhidrilnih grupa, koja ĉak nadmašuje smanjenje mobilnosti usled povećanja molekulske mase 

modifikovanog proteina. Ova zapaţanja ukazuju na to da je na pH 8,3, koliko je pH pufera tokom 

nativne elektroforeze, naelektrisanje BSA sve negativnije sa povećanjem broja tiolnih grupa, što se 

moţe objasniti samo formiranjem tiolatnog anjona. Iako je pKa tiolne grupe u proteinima oko 8,5, 

zavisno od mikrookruţenja pKa moţe biti u rasponu od 3,5 do 12 (Hatahet i Ruddock, 2009). 

Susedna amidinijum grupa, koja je veoma bazna jer je pozitivno naelektrisanje delokalizovano na 

oba atoma azota, najverovatnije sniţava pKa vrednost uvedenih tiolnih grupa, zbog ĉega su one na 

pH 8,3 jonizovane, odnosno u obliku tiolatnog anjona. Prema tome, kako je u tiolovanom molekulu 

BSA na pH 8,3 jedno pozitivno naelektrisanje lizinskog ostatka zamenjeno jednim pozitivnim 

naelektrisanjem (amidinijum grupa) i jednim negativnim (tiolatni anjon), molekul BSA je ukupno 

kiseliji, odnosno ima manju pI vrednost. Sniţavanje pI vrednosti je veće sa povećanjem stepena 

tiolovanja. 

Nakon tiolovanja Trautovim reagensom, novouvedene slobodne tiolne grupe BSA 

kovalentno su modifikovane fikocijanobilinom na pH 9, korišćenjem dvadesetostrukog molarnog 

viška PCB-a u odnosu na protein. Kako bi se izbeglo formiranje disulfidnih veza izmeĊu 

novouvedenih tiolnih grupa, tiolovani BSA je inkubiran sa PCB-om odmah nakon uklanjanja viška 

neizreagovalog Trautovog reagensa. Povećanje molarnog odnosa Trautovog reagensa dovodi do 

pojaĉavanja fluorescentnog signala poreklom od PCB-a, što je najuoĉljivije poĉev od molarnog 

odnosa reagensa od 50:1 naviše. Tiolovanje BSA molarnim odnosima 100:1, 150:1 i 200:1 u korist 

reagensa povećava prinos BSA–PCB konjugata u poreĊenju sa molarnim odnosom 50:1, ali 

istovremeno ispoljava negativni uticaj na strukturu i oligomerizaciju BSA. Prema tome, 

pedesetostruki molarni višak Trautovog reagensa ĉini se optimalnim, balansirajući stepen 

modifikacije PCB-om i negativni uticaj tiolovanja na strukturne osobine BSA, te je taj, optimalan, 

molarni odnos izabran za pripremanje BSA–PCB konjugata za potrebe ispitivanja njegovih 

funkcionalnih osobina.   

Mnogobrojne bioaktivne osobine C-fikocijanina pripisuju se njegovoj hromofori 

fikocijanobilinu, i to njegovim antioksidativnim osobinama (Hirata et al., 2000; Wu et al., 2016). 

Istovremeno, BSA poseduje više ligand-vezujućih mesta za brojne bioaktivne ligande (Bourassa et 

al., 2010; Skrt et al., 2012; Wu et al., 2017), zbog ĉega je ĉesto razmatran kao nano-nosaĉ 

bioaktivnih jedinjenja (Visentini et al., 2023). Nekovalentne, visokoafinitetne interakcije izmeĊu 

BSA i PCB prethodno su opisane u studiji Minića i saradnika, u kojoj je BSA predloţen kao nosaĉ 

PCB-a kao bioaktivne komponente ili koloranta hrane (Minic et al., 2018). Istovremeno, u ovoj 
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disertaciji je pokazano da se kovalentnom modifikacijom slobodne sulfhidrilne grupe β-

laktoglobulina fikocijanobilinom proširuju funkcionalne osobine ovog vaţnog proteina hrane. 

Imajući to u vidu, za oĉekivati je da bi se kovalentnom modifikacijom BSA PCB-om mogli dobiti 

stabilniji konjugati, u poreĊenju sa nekovalentnim kompleksom BSA i PCB-a, koji bi imali 

poboljšana svojstva u odnosu na nemodifikovani BSA. 

Zbilja, BSA–PCB konjugat ima veću antioksidativnu aktivnost u poreĊenju sa kontrolnim, 

nemodifikovanim molekulom BSA, zahvaljujući velikoj antioksidativnoj aktivnosti PCB-a 

(Benedetti et al., 2010). Iako i sam BSA, sliĉno drugim serumskim albuminima (Roche et al., 

2008), poseduje znaĉajnu aktivnost uklanjanja slobodnih radikala, BSA–PCB konjugat ima gotovo 

2,5 puta veću antioksidativnu aktivnost u ORAC eseju u poreĊenju sa nemodifikovanim BSA. 

Sliĉno tome, albumin seruma za koji je kovalentno vezan bilirubin ima veću antioksidativnu 

aktivnost nego albumin seruma i slobodan bilirubin (Condezo-Hoyos et al., 2009). Visoka 

antioksidativna aktivnost BSA–PCB konjugata od posebnog je znaĉaja u pogledu zaštite od 

oksidacije bioaktivnih liganada, poput fenolnih jedinjenja, lipida, vitamina i karotenoida, koji su 

veoma osetljivi na oksidaciju i ĉija se enkapsulacija u razliĉite nosaĉe na bazi BSA (Visentini et al., 

2023) za primenu u prehrambene (Cheng et al., 2018; Fan, et al., 2018b; Pápay et al., 2017; Wu et 

al., 2017) i farmacetuske (Kazan et al., 2019; Spada et al., 2021) svrhe uveliko istraţuje. Dodatno, 

oksidativni stres izazvan primenom lekova, koji je delimiĉno odgovoran za njihovu toksiĉnost, kao 

što je to sluĉaj sa paklitakselom, mogao bi da bude umanjen ako se lek primenjuje istovremeno sa 

antioksidantima (Ali et al., 2023). Prema tome, farmaceutski nosaĉi na bazi BSA–PCB konjugata bi 

enkapsuliranim lekovima mogli da pruţe sliĉan nivo antioksidativne zaštite. 

Istovremeno sa visokom antioksidativnom aktivnošću BSA–PCB adukta prema oksidaciji 

malih molekula, potencijalnih liganada BSA, vezani PCB ispoljava zaštitni efekat prema oksidaciji 

samog BSA indukovanoj slobodnim radikalima. Poznato je da oksidativne modifikacije serumskih 

albumina mogu da izmene njihove ligand-vezujuće i druge funkcionalne osobine, zavisno od vrste 

liganda i tipa oksidativne modifikacije (Oettl i Stauber, 2007). Oksidativne modifikacije izazvane 

hlor-dioksidom (Ogata, 2007) ili vodonik-peroksidom (Gorobets et al., 2019) mogu dovesti do 

sniţavanja temperature topljenja BSA. Prema tome, zaštitni efekat PCB-a prema oksidaciji BSA 

mogao bi da utiĉe na strukturnu stabilnost proteina u sluĉajevima oksidativnog stresa, ĉime bi se 

oĉuvala mesta vezivanja drugih nekovalentnih liganada. Sliĉna zaštita BSA prema oksidaciji 

izazvanoj slobodnim radikalima pokazana je u sluĉaju nekovalentno vezanog PCB-a (Minic et al., 

2018) i bilirubina (Neuţil i Stocker, 1993). Ipak, kovalentno vezani PCB pruţa stabilniju zaštitu od 

nekovalentno vezanog PCB-a. 

Kovalentne modifikacije proteina mogu da utiĉu na njihov afinitet prema drugim ligandima. 

Imajući to u vidu, od znaĉaja je bilo ispitati da li su funkcionalne osobine BSA u pogledu 

sposobnosti vezivanja bioaktivnih liganada izmenjene u prisustvu kovalentno vezanog PCB-a. 

Pokazano je da kovalentna modifikacija BSA ne utiĉe negativno na vezivanje flavonoida kvercetina 

kao model liganda, pri ĉemu su konstante vezivanja bile u sliĉnom opsegu za nemodifikovani i 

PCB-om modifikovani BSA. Sliĉno tome, pokazano je da kovalentna modifikacija BLG-a 

neenzimskom glikozilacijom u Majarovoj reakciji gotovo da ne utiĉe na sposobnost vezivanja 

EGCG-a (Perusko et al., 2017). Dobijeni rezultati ukazuju na to da nekovalentno vezivanje i drugih 

BSA liganada, ili makar onih ĉije je mesto vezivanja Sadlouovo mesto I, najverovatnije ne bi bilo 

narušeno usled kovalentne modifikacije PCB-om. Oĉuvanje ligand-vezujućih osobina BSA–PCB 

konjugata ukazuje na to da bi BSA mogao da se koristi kao simultani nosaĉ PCB-a i drugih 

bioaktivnih liganada. Sliĉni multiligandni kompleksi BSA već su opisani u literaturi. Toksiĉnost 

slobodnog Cu(II) pri uklanjanju radikala od strane kvercetina suprimirana je u prisustvu BSA (Zhou 

et al., 2022), dok nekovalentni triligandni kompleks BSA sa  retinolom, rezveratrolom i EGCG-om 

pruţa bolju zaštitu od oksidacije retinola i rezveratrola u poreĊenju sa monoligandnim kompleksom, 

sa EGCG-om kao kljuĉnim protektivnim faktorom (Wu et al., 2017). Sliĉni multiligandni 

kompleksi BSA–PCB konjugata i drugih bioaktivnih komponenti mogli bi da sluţe ne samo kao 

stabilni nosaĉi bioaktivnog PCB-a, već bi mogli da štite i druge ligande od oksidativnog stresa usled 
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visokog antioksidativnog potencijala PCB-a. S druge strane, razliĉiti proteini sa kovalentno 

vezanim PCB-em mogu imati razliĉite optiĉke osobine, kao što je to sluĉaj sa fikocijaninom i 

alofikocijaninom, koji oba sadrţe PCB hromoforu (Shang et al., 2023). Prema tome, kovalentno 

vezivanje PCB-a nakon modifikacije Trautovim reagensom ĉini se kao obećavajući pristup za 

dobijanje ne samo proteina sa ţeljenim fiziološkim funkcijama, već i sa ţeljenim optiĉkim 

karakteristikama za detekcione sisteme zasnovane na fluorescenciji.  

5.2.2. Kovalentna modifikacija IgG antitela fikocijanobilinom  

Oslanjajući se na fluorescentne osobine PCB-a, deo ove doktorske disertacije posvećen je 

ispitivanju mogućnosti upotrebe PCB-a kao fluorescentne probe za obeleţavanje proteina od 

interesa. Kao model sistemi korišćeni su proteini koji u svom nativnom obliku ne sadrţe 

sulfhidrilnu grupu, pa je ona prethodno uvedena u proteine modifikacijom Trautovim reagensom. 

Fluorescentno obeleţavanje antitela ima veliku primenu i koristi se za osetljivu i specifiĉnu 

detekciju antigena od interesa. Pored malih organskih molekula, za koje je manje verovatno da će 

imati uticaj na funkcionalne osobine antitela, za fluorescentno obeleţavanje antitela se danas koriste 

i fikobilinski proteini algi, na prvom mestu PE, ĉije hromofore su PEB i PUB, ali i PC i APC, ĉija je 

hromofora PCB (Kronick, 1986; Qiang et al., 2021). Fikobiliproteine odlikuju velike vrednosti 

ekstinkcionih koeficijenata, solidni kvantni prinosi, stabilni emisioni spektri i druge osobine koje ih 

ĉine dobrim izborom za fluorescentno obeleţavanje proteina (Kronick, 1986; Kronick i Grossman, 

1983; McKinnon, 2018). Budući da su u literaturi zabeleţeni sluĉajevi u kojima je konjugovanje 

fikobiliproteina za molekul antitela uticalo na imunološke osobine antitela (Kronick i Grossman, 

1983), u ovoj disertaciji ispitana je mogućnost direktnog konjugovanja hromofore fikobiliproteina, 

u ovom sluĉaju PCB-a, za molekul antitela, te korišćenje tako dobijenog konjugata za detekciju 

antigena. Mala veliĉina hromofore bi, u poreĊenju sa velikim molekulom fikobiliproteina, trebalo 

da manje interferira sa antigen-vezujućim osobinama konjugovanog antitela. Kako antitela u 

nativnim uslovima ne sadrţe slobodnu sulfhidrilnu grupu, a imajući u vidu da PCB modifikuje 

slobodne sulfhidrilne grupe proteina, u antitela su najpre uvedene dodatne sulfhidrilne grupe, 

modifikacijom lizinskih ostataka antitela Trautovim reagensom. Uvedene sulfhidrilne grupe su 

potom modifikovane PCB-om. Optimalan molarni odnos Trautovog reagensa za modifikaciju 

komercijalno dostupnih sekundarnih, kozjih anti-zeĉjih, IgG antitela, odabran je korišćenjem 

humanih IgG antitela i ispitivanjem uticaja tiolovanja Trautovim reagensom na strukturu i 

proteinski profil modifikovanih antitela. 

Povećanje molarnog odnosa Trautovog reagensa od 5:1 do 200:1 dovodi do progresivnog 

opadanja sadrţaja amino grupa i povećanja sadrţaja sulfhidrilnih grupa u molekulu humanih IgG 

antitela, pri ĉemu dvestostruki molarni višak reagensa proseĉno uvodi ĉak 9 sulfhidrilnih grupa u 

molekul antitela. Iako CD spektroskopijom nije pokazan znaĉajan uticaj na tercijarnu i sekundarnu 

strukturu antitela nakon modifikacije Trautovim reagensom, znaĉajne promene uoĉene su na nivou 

kvaternarne strukure tiolovanih antitela. Naime, elektroforetski profil tiolovanih humanih IgG 

antitela u neredukujućim uslovima nalik je elektroforetskom profilu koji se dobija tokom pripreme 

uzorka antitela za elektroforezu u neredukujućim uslovima (Liu et al., 2007b; Zhu et al., 2013). 

Tiolovanjem humanih IgG antitela Trautovim reagensom dolazi do postepene pojave traka manjih 

molekulskih masa od mase intaktnog antitela, pri ĉemu stepen promena proteinskog profila zavisi 

od primenjenog molarnog odnosa Trautovog reagensa, odnosno broja uvedenih sulfhidrilnih grupa. 

Naime, pri manjim molarnim odnosima reagensa (5:1 i 10:1), pored dominantne trake intaktnog 

antitela (150 kDa) javljaju se dodatne trake antitela kojima nedostaje jedan laki lanac (125 kDa), 

antitela kog ĉine dva teška lanca (100 kDa) i poluantitela kog ĉine jedan laki i jedan teški lanac (75 

kDa). Veći molarni odnosi reagensa (150:1 i 200:1) dovode do potpunog izostanka trake intaktnog 

antitela i dominantnog prisustva trake koja po masi odgovara teškom lancu (50 kDa). Uoĉena 

promena proteinskog profila antitela najverovatnije je posledica tiol-disulfidne izmene uzrokovane 

uvedenim sulfhidrilnim grupama, pri ĉemu najverovatnije dolazi do raskidanja postojećih 
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intermolekulskih disulfidnih veza, koje povezuju lake lance sa teškim ili dva teška lanca 

meĊusobno, i nastajanja novih, intramolekulskih disulfidnih veza.  

Nakon uvoĊenja dodatnih sulfhidrila u laki (L) lanac, izmena disulfida moţe rezultirati u 

raskidanju disulfida sa teškim (H) lancem i formiranju intramolekulskog disulfida izmeĊu uvedenog 

sulfhidrila i ostatka cisteina koje je formirao disulfid sa ostatkom cisteina teškog lanca. Kao rezultat 

ovakve izmene disulfida nastaje antitelo kojem nedostaje jedan laki lanac, tj. u oligomernoj formi 

L–H–H (125 kDa). Ovakva izmena disulfida u oba laka lanca dovodi do gubitka oba laka lanca, 

ĉime  nastaje  antitelo koje se sastoji od dva teška lanca, tj. dimer teškog lanca H–H (100 kDa). 

Nakon uvoĊenja dodatnih sulfhidrila u teški lanac, izmena disulfida moţe dovesti do raskidanja svih 

disulfida sa drugim teškim lancem i formiranja intramolekulskih disulfida izmeĊu uvedenih 

sulfhidrila i ostataka cisteina koji su formirali disulfide sa ostacima cisteina drugog teškog lanca. Na 

ovaj naĉin nastaju poluantitela koja se sastoje od jednog teškog i jednog lakog lanca, tj. L–H (75 

kDa). Traka na 50 kDa moţe poticati kako od monomera teškog lanca (H), koji je nastao 

istovremenim raskidanjem disulfida sa drugim teškim lancem i lakim lancem, kao i od dimera lakog 

lanca (L–L). MeĊutim, treba napomenuti da trake na 75 kDa, 100 kDa i 125 kDa mogu poticati i od 

trimera (L–L–L), tetramera (L–L–L–L) i pentamera (L–L–L–L–L) lakog lanca, a traka na 100 kDa 

još moţe poticati od dimera teškog lanca (H–H). TakoĊe, traci na 150 kDa mogu doprineti, pored 

intaktnog IgG-a (L–H–H–L), i trimer teškog lanca (H–H–H), kao i druge nenativne forme dva laka i 

dva teška lanca ili ĉetiri laka i jednog teškog lanca (npr. L–L–L–L–H), dok traci na 125 kDa mogu 

doprineti nenativne forme tri laka i jednog teškog lanca (npr. L–L–L–H). Moguće oligomerne 

forme teških i lakih lanaca IgG antitela tabelarno su prikazane u Tabeli 4.  

Kako su laki lanci povezani sa teškim lancima samo jednom disulfidnom vezom, pri niţem 

nivou tiolovanja (pri molarnom višku reagensa do 50:1) najobilnije su nenativne forme antitela 

kojima nedostaje jedan ili oba laka lanca, pri ĉemu osloboĊeni laki lanci mogu formirati dimere, 

trimere i više oligomere, ili ĉak reformirati  kompletno antitelo (H2L2), ali graĊenjem nenativnih 

disulfida. Za razliku od toga, teški lanci su meĊusobno povezani sa 2 do 11 disulfida, zavisno od 

potklase IgG antitela, pa oni ostaju vezani dok ne doĊe do izmene svih disulfida koji ih povezuju, te 

tek pri visokom nivou tiolovanja dolazi do intenzivnijeg razdvajanja teških lanaca, odnosno pri 

niţem stepenu tiolovanja doprinos H2, H2L i H2L2 u odgovarajućim trakama (100, 125 i 150 kDa) je 

najveći, a u traci 50 kDa veći je doprinos dimera lakog lanca od monomera teškog lanca. U Tabeli 

4 su oznaĉene oligomerne forme IgG anitela ĉiji je doprinos najveći pri niskom nivou tiolacije.  

 

Tabela 4. Moguće oligomerrne forme lakih i teških lanaca humanih IgG antitela. Oligomerne forme 

ĉiji je doprinos najveći pri niskom nivou tiolacije su oznaĉene podebljanim slovima. 

 

Molekulska masa trake  

(kDa) 

Moguća oligomerizacija  

lakih i teških lanaca 

25 L 

50 L2, H 

75 HL, L3 

100 H2, HL2, L4 

125 H2L, HL3, L5 

150 L-H-H-L nativna, H2L2 nenativna, HL4, H3 

Dobijeni rezultati pokazuju da kod proteina sa kvaternarnom strukturom koja je 

stabilizovana intermolekulskim disulfidima, kao što su IgG antitela, uvoĊenje tiolnih grupa moţe 

imati za posledicu narušavanje nativne kvaternarne strukture. Iako modifikacija TR-om dovodi do 

progresivnog raskidanja intermolekulskih disulfidnih veza antitela, interesantno je da nisu uoĉene 

znaĉajnije promene tercijarne i sekundarne strukture  nakon tiolovanja antitela. Nativni IgG sadrţi 

16-25 disulfida, u zavisnosti od IgG potklase, od kojih 4-13 intermolekulskih, koji stabilizuju 

njegovu kvaternarnu strukturu, i 12 intramolekulskih disulfida koji stabilizuju njegovu tercijarnu 

strukturu. Pošto su intermolekulski disulfidi najizloţeniji rastvoru, oni su bili glavna meta za 
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izmenu disulfida pod primenjenim uslovima tiolovanja, dok su nativni intramolekulski disulfidi 

mahom ostali oĉuvani. Samim tim, ekstenzivnije uvoĊenje tiolnih grupa (pri molarnim odnosima 

reagensa 100:1, 150:1 i 200:1) dovelo je do izmene većeg broja prvenstveno intermolekulskih 

disulfida, što je imalo za posledicu sve progresivnije narušavanje kvaternarne strukture, dok su  

tercijarna i sekundarna struktura teških i lakih lanaca, u bilo kojoj od gore navedenih oligomernih 

formi, ostale mahom oĉuvane. Sliĉno je pokazano u radu Dilona i saradnika, u kom nisu uoĉene 

razlike na nivou sekundarnih struktura izmeĊu disulfidnih izoformi humanih antitela IgG2 potklase 

(Dillon et al., 2008).   

Premda su disulfidne veze od velikog znaĉaja za integritet strukture antitela, veliki broj 

dodatnih nekovalentnih interakcija koje se uspostavljaju izmeĊu teških lanaca antitela i izmeĊu 

teških i lakih lanaca znaĉajno doprinosi strukturi antitela (Delves et al., 2017). Neki raniji literaturni 

navodi ukazivali su na to da nativne disulfidne veze moţda nisu apsolutno neophodne za oĉuvanje 

kvaternarne strukture antitela, oslanjajući se na zapaţanja da antitelo ABPC48 mišjeg 

plazmacitoma, u kojem je cistein varijabilnog domena teškog lanca zamenjen ostatkom tirozina, 

zadrţava sposobnost vezivanja antigena (Rudikoff i Pumphrey, 1986). MeĊutim, ĉak i u uslovima 

oĉuvanosti nekovalentnih interakcija koje stabilizuju kvaternarnu strukturu antitela, pokazano je da 

izmenjen profil disulfidnih veza antitela moţe imati znaĉajan uticaj na imunološku reaktivnost 

antitela. Nepotpuno formiranje disulfidnih veza u varijabilnom domenu teškog lanca 

rekombinantnog terapeutskog anti-IgE antitela moţe dovesti do znaĉajnog smanjenja njegove 

reaktivnosti (Ouellette et al., 2010), a sliĉno smanjenje aktivnosti za ĉak 70% pokazano je i sluĉaju 

rekombinantnog humanizovanog antitela koje je imalo slobodnu tiolnu grupu u Fab regionu 

(Chaderjian et al., 2008). Istovremeno, veća koliĉina slobodnih sulfhidrilnih grupa se povezuje sa 

manjom termalnom stabilnošću i rekombinantnih i humanih IgG antitela (Lacy et al., 2008). 

Opseţnija istraţivanja uoĉenih fenomena trenutno su u toku, a funkcionalne implikacije izmene 

disulfida IgG antitela tiolovanih Trautovim regensom, ĉesto korišćenim regensom za modifikaciju 

amino grupa, od posebnog su znaĉaja u kontekstu upotrebe antitela kao terapeutika.  

Nakon uvoĊenja sulfhidrilnih grupa Trautovim reagensom, tiolovana antitela su kovalentno 

modifikovana PCB-om, korišćenjem dvadesetostrukog molarnog viška PCB-a u odnosu na protein. 

Mada humana IgG antitela u nativnom obliku ne bi trebalo da sadrţe slobodnu sulfhidrilnu grupu, 

što odreĊivanje sadrţaja slobodnih sulfhidrilnih grupa u kontrolnom, nemodifikovanom, uzorku 

antitela i potvrĊuje, usled dinamiĉke prirode disulfidnih veza IgG antitela (Liu i May, 2012) 

odreĊen nivo modifikacije PCB-om uoĉen je i u netiolovanom uzorku antitela. Veći stepen 

modifikacije TR-om dovodi do većeg stepena modifikacije antitela PCB-om i amplifikacije 

fluorescentnog signala. MeĊutim, usled negativnog uticaja modifikacije TR-om na kvaternarnu 

strukturu antitela, koja bi se mogla odraziti na funkcionalne osobine antitela, kao optimalan molarni 

odnos reagensa za modifikaciju IgG antitela izabran je molarni odnos 50:1 u korist reagensa, koji u 

proseku uvodi 2,5 sulfhidrilne grupe. Ovaj molarni odnos TR-a potom je primenjen u postupku 

modifikacije sekundarnih, kozjih anti-zeĉjih, IgG antitela.  

Iako je, modifikacijom pedesetostrukim molarnim viškom Trautovog reagensa, kozje anti-

zeĉje IgG antitelo uspešno obeleţeno fluorescentnim PCB-om, upotrebom tako obeleţenog 

sekundarnog antitela kao detekcionog antitela nije postignuta detekcija tropomiozina kao antigena u 

dot blotu. Budući da je u kontrolnom eksperimentu pokazano da se, korišćenjem PCB-om 

obeleţenih antitela kao sekundarnih antitela i tercijarnih anti-kozjih antitela obeleţenih alkalnom 

fosfatazom kao detekcionih antitela, postiţe detekcija antigena, ĉini se da je specifiĉnost 

prepoznavanja primarnih zeĉjih antitela od strane sekundarnih (kozjih anti-zeĉjih) antitela 

obeleţenih PCB-om i prepoznavanja sekundarnih antitela od strane tercijarnih (anti-kozjih) antitela 

oĉuvana i nakon modifikacije PCB-om. 

Postoje najmanje dva moguća razloga za neuspelu detekciju tropomiozina sekundarnim 

antitelima obeleţenim PCB-om. Prvi je efektivna koncentracija detekcionih antitela u imunoblotu, 

koja je oĉigledno manja od limita detekcije korišćene metode, koji je procenjen na oko 12 ng 

antitela. Osim toga, korišćeni uslovi detekcije (ekscitacija na 532 nm, emisija na 580 nm) nisu 
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najoptimalniji za fluorescentnu detekciju PCB-a. Primenom ekscitacionog lasera i emisionog filtera 

koji su pribliţniji talasnim duţinama ekscitacije i emisije PCB-a najverovatnije bi se znaĉajno 

povećao prag detekcije. Pored toga, korišćena detekciona sekundarna antitela imaju maksimalno po 

2-3 molekula PCB-a po molekulu antitela. Kako je pokazano da se, korišćenjem dvestostrukog 

molarnog viška reagensa, moţe uvesti ĉak 9-10 sulfhidrilnih grupa, za oĉekivati je da bi se pri tim 

uslovima uvelo više molekula PCB-a po molekulu antitela. Amplifikacija fluorescentnog signala pri 

većim molarnim odnosima Trautovog reagensa je i pokazana (Slika 56) i posebno je izraţena pri 

molarnim odnosima reagensa većim od 50:1. Sa druge strane, primena većih molarnih odnosa 

Trautovog reagensa dovodi do znaĉajnih promena kvaternarne strukture antitela. U tom smislu, 

potrebno je naći balans izmeĊu amplifikacije fluorescentnog signala i potencijalnog negativnog 

uticaja modifikacije na imunološku reaktivnost antitela. U ovom radu je kao odluĉujući kriterijum 

za optimalan odnos reagensa korišćen negativan efekat modifikacije na izmenu disulfida i 

kvaternarnu strukturu antitela. Efikasnost konjugovanja tiolovanih antitela PCB-om mogla bi se 

povećati i tako što se dijalizovani adukt antitelo–PCB podvrgne ponovljenom postupku konjugacije 

sa sveţim alikvotom/alikvotima PCB-a, kao što je to raĊeno kod pripreme BLG–PCB adukta, gde je 

ponovljenom inkubacijom postignuta efikasnost konjugacije PCB-a od 70%. Na ovaj naĉin 

tiolovanje ĉak i sa optimalnim viškom Trautovog reagensa (50:1) bi znatno povećalo broj vezanih 

PCB molekula po molekulu antitela, a samim tim i fluorescenciju antitela. Neophodna su dalja 

istraţivanja za optimizaciju ovog pristupa obeleţavanja antitela i razumevanje uticaja modifikacije 

na imunološku reaktivnost antitela, kako bi se PCB-om obeleţena antitela mogla koristiti u 

imunološkim metodama baziranim na fluorescenciji.  

5.2.3. Kovalentna modifikacija α-laktalbumina fikocijanobilinom 

Mogućnost fluorescentnog obeleţavanja fikocijanobilinom ĉak i onih proteina koji u svom 

nativnom obliku ne sadrţe slobodnu sulfhidrilnu grupu dodatno je potvrĊena korišćenjem goveĊeg 

α-laktalbumina kao model proteina. Alfa-laktalbumin je mali (14 kDa), kalcijum-vezujući protein, 

koji u svom nativnom obliku sadrţi ĉetiri disulfidne veze, ali ne i slobodnu sulfhidrilnu grupu 

(Permyakov, 2020).  

Korišćenjem Trautovog reagensa u odnosu 50:1 (mol:mol, reagens:protein), u molekul ALA 

uvedeno je, u proseku, 1,6 sulfhidrilnih grupa. Broj uvedenih sulfhidrilnih grupa najverovatnije je 

veći, ali uvedene sulfhidrilne grupe podleţu graĊenju disulfidnih veza sa drugim molekulima ALA, 

ĉime nastaju dimeri, trimeri i viši oligomeri ALA. Osim znaĉajnog uticaja na kvaternarnu strukturu 

ALA, u smislu promovisanja oligomerizacije, modifikacija Trautovim reagensom ima bitan uticaj i 

na tercijarnu strukturu ALA. Naime, tiolovanjem ALA Trautovim reagensom protein u potpunosti 

gubi tercijarnu strukturu, uz oĉuvanje sekundarnih struktura, odnosno zadobija tipiĉnu strukturu 

stopljene globule, nalik onoj koju ALA zadobija na kiselim pH vrednostima, pri povišenoj 

temperaturi i u prisustvu malih koncentracija denaturanata (Kuwajima, 1977; Permyakov, 2020; 

Radibratovic et al., 2019; Vanderheeren i Hanssens, 1994). U literaturi je opisano postojanje 

velikog broja konformacionih izomera ALA koji sadrţe nenativne disulfidne veze (Chang i Li, 

2001). Sliĉne nenativne disulfidne veze najverovatnije nastaju tiolovanjem proteina Trautovim 

reagensom, ali, za razliku od efekta uoĉenog prilikom tiolovanja antitela, u sluĉaju ALA dovode do 

oligomerizacije proteina. 

Nakon tiolovanja, i monomer ALA, ali i oligomerne forme ALA, uspešno su modifikovane 

PCB-om. Kako tiolovanjem ALA dolazi do velikih promena u pogledu strukture proteina, nije se 

nastavilo sa daljim istraţivanjima funkcionalnih karakteristika ALA, kao u sluĉaju BSA i antitela. 

MeĊutim, nenativna struktura ALA nastala tiolovanjem ne mora nuţno imati negativnu konotaciju. 

Naime, ALA u konformaciji stopljene globule u kompleksu sa oleinskom kiselinom ispoljava 

antikancersku aktivnost (Pettersson-Kastberg et al., 2009). Stoga potencijalna buduća istraţivanja 

treba da se fokusiraju na potencijalne funkcionalne osobine koje ALA dobija modifikacijom PCB-

om, a koje mogu zavisiti kako od strukture samog ALA, tako i od bioaktivnih svojstava PCB-a.  
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Rezultati ispitivanja efekata tiolovanja na strukturne osobine ALA, posmatrani u kontekstu 

onih dobijenih za BSA i IgG antitela, ujedno ukazuju da su efekti kovalentne modifikacije proteina 

tiolovanjem Trautovim reagensom na strukturu i konformaciju jedinstveni za svaki izuĉavani 

protein. MeĊutim, i pored toga što se ĉini da se ne mogu izvoditi opšti zakljuĉci o efektima 

tiolovanja na strukturne i funkcionalne osobine proteina, neke pravilnosti se ipak mogu uoĉiti. 

Naime, na osnovu rezultata dobijenih nakon uvoĊenja tiolnih grupa Trautovim reagensom na 

razliĉitim proteinima, moţe se zakljuĉiti da nivo destabilizacije tercijarne strukture uvoĊenjem 

tiolnih grupa zavisi pre od broja uvedenih tiolnih grupa po aminokiselinskom ostatku ili po 

molekulskoj masi, nego po molekulu proteina. Naime, kod BSA do znaĉajnije destabilizacije 

tercijarne strukture dolazi tek uvoĊenjem više od 7,1 tiolnih grupa po molekulu proteina, dok kod 

ALA uvoĊenje svega 1,6 tiolnih grupa po molekulu proteina dramatiĉno destabilizuje tercijarnu 

strukturu. MeĊutim, kada se ovi brojevi uvedenih tiolnh grupa izraĉunaju po aminokiselinskom 

ostatku (0,012 kod BSA i 0,013 kod ALA), ili po molekulskoj masi (0,107/kDa za BSA i 0,113 

/kDa za ALA) vidi se da je kod oba proteina došlo do znaĉajne destabilizacije pri sliĉnom nivou 

tiolovanja u odnosu na njihovu veliĉinu. Kod IgG antitela izgleda da nije došlo do znaĉajne 

destabilizacije tercijarne strukture, jer i nakon najekstenzivnijeg tiolovanja, sa uvedenih 9 tiola po 

molekulu, nivo tiolovanja u odnosu na veliĉinu antitela je bio duplo manji nego u sluĉaju BSA i 

ALA (0,006 po aminokiselinskom ostatku, tj. 0,06/kDa). Dobijeni rezultati stoga, bar grubo, 

ukazuju da se pri uvoĊenju tiolnih grupa Trautovim reagensom u nivou većem od 0,011 tiola po 

aminokiselinskom ostatku, tj. većem od 0,10 tiola po kDa proteina, mogu oĉekivati drastiĉnije 

promene u tercijarnoj strukturi bilo kog proteina. Samim tim, u budućim eksperimentima, pri 

uvoĊenju tiolnih grupa Trautovim reagensom u proteine, treba uzimati u obzir odnos molova 

reagensa prema broju molova aminokiselina, a ne samo prema broju molova proteina. Pored toga, 

treba uzeti u obzir da su intermolekulski disulfidi koji stabilizuju kvaternarnu strukturu proteina 

najizloţeniji rastvaraĉu i samim tim glavne mete za izmenu disulfida. Dodatno treba imati u vidu da 

tokom uvoĊenja tiola Trautovim reagensom u narušavanju tercijarne strukture mogu igrati ulogu i 

modifikacije lizinskih ostataka, prvenstveno onih koji su ukljuĉeni u sone mostove i time znaĉajnije 

doprinose stabilizaciji strukture, a što je specifiĉno za svaki protein. 

Uzevši sve navedeno u obzir, dobijeni rezultati mogu posluţiti kao korisna smernica za 

balansirano uvoĊenje tiolnih grupa u druge proteine Trautovim reagensom, kako monomerne, tako i 

oligomerne proteine, sa kvaternarnom strukturom stabilizovanom disulfidima, kako bi se dobili 

proteini sa maksimalnim brojem uvedenih tiola, uz minimialne efekte na strukturu i funkciju 

proteina.  
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6. Zakljuĉci 
Fikocijanobilin je bioaktivna, fluorescentna hromofora C-fikocijanina, glavnog 

hromoproteina cijanobakterije Arthrospira platensis, komercijalno poznate kao Spirulina. Predmet 

ove doktorske disertacije bilo je ispitivanje kovalentne modifikacije odabranih globularnih proteina 

fikocijanobilinom. Bioaktivna svojstva, sa jedne strane, i izraţene fluorescentne osobine, s druge 

strane, ĉine PCB atraktivnim kandidatom za kovalentne modifikacije proteina. U tom kontekstu, za 

unapreĊenje funkcionalnih osobina kao model proteini za modifikaciju PCB-om u ovoj disertaciji 

korišćeni su proteini hrane goveĊi β-laktoglobulin (BLG) i albumin goveĊeg seruma (BSA), dok su 

za ispitivanje mogućnosti fluorescentnog obeleţavanja proteina, za primenu u metodama baziranim 

na fluorescenciji, korišćena poliklonska IgG antitela i goveĊi α-laktalbumin (ALA). Odаbrani 

proteini mogli bi se podeliti u dve grupe – one koji u svom sastavu sadrţe slobodnu sulfhidrilnu 

grupu, poput BLG-a i BSA, i one koji je u nativnom obliku ne sadrţe, kao što su IgG antitela i 

ALA.  

 Beta-laktoglobulin je glavni protein surutke koji poseduje brojne tehno-funkcionalne 

osobine poţeljne u industriji hrane, a ujedno je i jedan od glavnih alergena kravljeg mleka. 

Kombinacijom spektroskopskih, elektroforetskih metoda i metoda masene spektrometrije, uz 

korišćenje raĉunarskih metoda, pokazano je da se BLG na fiziološkim uslovima, na pH 7,2 i 37 ˚C, 

kovalentno modifikuje PCB-om. Vezivanje pigmenta za slobodan ostatak cisteina BLG-a je sporo 

(ka=0,065 min
-1

), umerenog afiniteta (Ka=4×10
4
 M

-1
) i stereoselektivno. Vezivanje pigmenta se 

odvija u širokom opsegu pH vrednosti, ukljuĉujući uslove koji simuliraju one prisutne u 

gastrointestinalnom traktu. Formiranje kovalentnog adukta odvija se brţe i u većem prinosu na 

višim pH vrednostima, kao i u prisustvu uree (ka=0,101 min
-1

). Modifikacija PCB-om dovodi do 

znaĉajnih promena tercijarne strukture BLG-a i diskretnih promena sekundarne strukture. 

Istovremeno, vezani PCB ima veću vrednost fluorescencije i linearniju konformaciju u vezanom 

obliku, u poreĊenju sa slobodnim pigmentom. Kombinacijom raĉunarskih metoda, poput dirigovane 

molekulske dinamike, kojom se simulira izmena disulfidnih mostova BLG-a, kao i nekovalentnog i 

kovalentnog molekulskog dokinga, pokazano je da je preferencijalna meta kovalentne modifikacije 

Cys119 BLG-a, koji se nalazi u hidrofobnom dzepu (tzv. kaliksu) proteina.  

Imajući u vidu efekat kovalentne modifikacije PCB-om na strukturne osobine BLG-a, deo 

disertacije je bio posvećen  ispitivanju uticaja PCB-a na funkcionalne osobine ovog vaţnog proteina 

hrane, koje su relevantne za njegovu upotrebu u industriji hrane. Antioksidativne osobine, 

ponašanje pri zagrevanju, in vitro digestibilnost pepsinom i pankreatinom, kao i IgE-vezujuće 

osobine kovalentno modifikovanog BLG-a ispitane su i uporeĊene sa nemodifikovanim proteinom. 

Modifikovani hromoprotein ima poboljšane antioksidativne osobine u poreĊenju sa 

nemodifikovanim proteinom, dok vezani PCB štiti protein od oksidacije izazvane slobodnim 

radikalima. Iako nemodifikovani BLG i kovalentni BLG–PCB konjugat pokazuju sliĉnu termalnu 

stabilnost u pogledu taĉki topljenja, kako na pH 7,2, tako i na pH 2,5, BLG–PCB konjugat manje je 

podloţan kovalentnom i nekovalentnom agregiranju u uslovima blagog termiĉkog tretmana koji 

imitira uslove dugotrajne pasterizacije na niskoj temperaturi (poluĉasovno zagrevanje proteina na 

63 ˚C). Blokirana tiolna grupa i smanjena površinska hidrofobnost BLG–PCB konjugata, kao i 

nenativna tranzicija β-ploĉica u α-helikse, doprinose manjoj podloţnosti BLG–PCB konjugata 

termiĉki indukovanom agregiranju. Kovalentni BLG–PCB konjugat ispoljava veću rezistenciju na 

digestiju pepsinom i pankreatinom u odnosu na nemodifikovani BLG u in vitro modelima digestije, 

a istovremeno ima neizmenjenu IgE reaktivnost.  

Oslanjajući se na prethodno pokazanu sposobnost PCB-a da kovalentno modifikuje 

sulfhidrilne grupe proteina, drugi deo disertacije bio je fokusiran na  ispitivanje mogućnosti 

uvoĊenja sulfhidrilnih grupa u proteine koji u svom nativnom obliku ne sadrţe slobodnu tiolnu 

grupu ili sadrţe samo jednu, nakon ĉega su uvedene sulfhidrilne grupe modifikovane PCB-om. 

Korišćenjem 2-iminotiolana, poznatijeg kao Trautov reagens, u BSA, poliklonska IgG antitela i 
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ALA uvedene su sulfhidrilne grupe, modifikacijom lizinskih ostataka ovih proteina, nakon ĉega su 

oni modifikovani PCB-om. 

Albumin goveĊeg seruma predstavlja jedan od najizuĉavanijih proteina i model protein u 

mnogim biohemijskim i biofiziĉkim studijama. Zbog svoje biokompatibilnosti, biodegradabilnosti i 

velikog kapaciteta za vezivanje i hidrofilnih i hidrofobnih liganada, ĉesto se prouĉava i koristi kao 

nano-nosaĉ lekova i bioaktivnih komponenti hrane u farmaceutskim i prehrambenim 

formulacijama. Modifikacijom BSA Trautovim regensom uspešno su uvedene sulfhidrilne grupe u 

molekul BSA pri razlicitim molarnim odnosima reagensa i proteina. Povećanje molarnog odnosa 

reagensa i BSA progresivno  je modifikovalo BSA. CD spektroskopijom u bliskoj i dalekoj UV 

oblasti i elektroforetskom analizom u nativnim i redukujućim uslovima uoĉeno je da povećanje 

stepena modifikacije BSA Trautovim reagensom dovodi do sve većih promena strukture BSA, uz 

istovremene minorne promene u profilu oligomerizacije i agregiranja BSA. Pedesetostruki molarni 

višak Trautovog reagensa pokazao se kao najveći primenjeni molarni odnos reagensa, koji indukuje 

izraţene promene tercijarne strukture BSA, ne utiĉući pritom na sekundarne strukture, pri tome 

uvodeći proseĉno 7,1 sulfhidrilnu grupu po molekulu BSA. Nakon tiolovanja Trautovim 

reagensom, novouvedene sulfhidrilne grupe BSA kovalentno su modifikovane PCB-om na pH 9, 

korišćenjem dvadesetostrukog molarnog viška PCB-a u odnosu na protein. Iako povećanje 

molarnog odnosa Trautovog reagensa dovodi do pojaĉavanja fluorescentnog signala poreklom od 

PCB-a, usled negativnog uticaja tiolovanja na strukturne osobine BSA i profil agregiranja, kao 

optimalan molarni odnos Trautovog reagensa za modifikaciju PCB-om izabran je molarni odnos 

50:1 u korist reagensa. Vezivanje kvercetina za BSA–PCB konjugat, koji je pripremljen 

korišćenjem ovog molarnog odnosa reagensa, odvija se sa sliĉnim afinitetom kao i za netiolovani 

BSA. Pored toga, BSA–PCB konjugat poseduje znatno veću antioksidativnu aktivnost i povećanu 

oksidativnu stabilnost u odnosu na nemodifikovani protein. 

Optimalan molarni odnos Trautovog reagensa za modifikaciju sekundarnih, kozjih anti-

zeĉjih, IgG antitela PCB-om izabran je na osnovu prethodne modifikacije humanih IgG antitela 

razliĉitim molarnim odnosima Trautovog reagensa, uz praćenje promena u sadrţaju izloţenih amino 

i sulfhidrilnih grupa i ispitivanje uticaja tiolovanja na strukturne osobine i promene u proteinskom 

profilu tiolovanih antitela. Koristeći uticaj na kvaternarnu strukturu antitela kao primarni kriterijum, 

kao optimalni molarni odnos Trautovog reagensa za modifikaciju IgG antitela izabran je odnos 

50:1, koji u proseku uvodi 2,5 sulfhidrilne grupe po molekulu antitela. Modifikacijom 

pedesetostrukim molarnim viškom Trautovog reagensa, sekundarna antitela uspešno su obeleţena 

PCB-om. Imunološka reaktivnost PCB-om modifikovanih sekundarnih antitela u pogledu 

prepoznavanja test antigena tropomiozina je zadrţana. MeĊutim, primena ovih sekundarnih antitela 

za fluorescentnu detekciju antigena zahteva dalju optimizaciju, kako u pogledu eksperimentalnih 

uslova tiolacije i modifikacije PCB-om (duţina inkubacije, pH i temperatura reakcije, koncentracija 

Trautovog reagensa i PCB-a), tako i u pogledu stabilizacije kovalentno uvedenog PCB-a u cilju 

oĉuvanja njegovih fluorescentnih svojstava. 

Mogućnost kovalentne modifikacija PCB-om proteina koji ne sadrţe slobodnu sulfhidrilnu 

grupu dodatno je potvrĊena korišćenjem goveĊeg ALA kao model sistema. Pri pedesetostrukom 

molarnom višku Trautovog reagensa, u molekul ALA uvedeno je, u proseku, 1,6 sulfhidrilnih 

grupa. U poreĊenju sa efektima tiolovanja na strukturne i funkcionalne osobine BSA i IgG antitela, 

modifikacija ALA Trautovim reagensom je imala drastiĉan efekat na strukturu proteina, pri ĉemu je 

došlo do potpunog gubljenja tercijarne strukture proteina i zadobijanja strukture stopljene globule. 

Pored toga, tiolovani ALA podleţe oligomerizaciji u dimere, trimere i više oligomere. MeĊutim, 

bez obzira na to, sve tiolovane nenativne forme ALA uspešno su modifikovane PCB-om. 

Potencijalne funkcionalne osobine tako nastalog konjugata biće predmet budućih istraţivanja. 

Dobijeni rezultati pokazuju da uvoĊenje tiola u proteine Trautovim reagensom za posledicu 

ima izmenu disulfida, kojom se raskidaju nativni disulfidi, uz istovremeno nastajanje nenativnih 

disulfida izmeĊu uvedenih tiola i ostataka cisteina koji su bili disulfidno vezani, što moţe dovesti 

do narušavanja strukture proteina.  Uzevši navedeno u obzir, paţljivom optimizacijom reakcionih 
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uslova potrebno je odabrati optimalan odnos Trautovog reagensa, kako bi se napravio balans 

izmeĊu stepena tiolovanja proteina, a time i stepena modifikacije PCB-om, i potencijalnog 

negativnog efekta modifikacije na strukturne i funkcionalne osobine proteina.  

Rezultati ove doktorske disertacije pruţaju nova saznanja o kovalentnim modifikacijama 

globularnih proteina fikocijanobilinom. Kovalentnim modifikacijama proteina bioaktivnim i 

fluorescentnim PCB-om moguće je proširiti funkcije proteina, bilo u cilju sticanja novih bioaktivnih 

osobina, bilo u cilju dobijanja novih fluorescentnih proba za primenu u tehnikama baziranim na 

fluorescenciji. Osim znaĉajnih saznanja o razliĉitim aspektima efekata modifikacije PCB-om na 

strukturne i funkcionalne osobine proteina, dobijeni rezultati pruţaju i nova saznanja o efektima 

tiolovanja proteina. Rezultati proistekli iz ove doktorske disertacije predstavljaju svojevrstan dokaz 

koncepta za modifikaciju bilo kog proteina fikocijanobilinom, nezavisno od toga da li sadrţi 

slobodnu sulfhidrilnu grupu, ali i bilo kojim reagensom reaktivnim sa sulfhidrilnim grupama 

proteina.  
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