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Kovalentne modifikacije globularnih proteina fikocijanobilinom i
karakterizacija dobijenih konjugata

lzvod

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.

Govedi p-laktoglobulin (BLG) modifikovan je PCB-om direktno preko slobodne
sulfhidrilne (SH) grupe Cys119. U albumin govedeg seruma (BSA), IgG antitela i govedi a-
laktalbumin (ALA) SH grupe su uvedene modifikacijom lizinskih ostataka Trautovim reagensom
(TR), nakon c¢ega su modifikovani PCB-om. Modifikacijom BLG-a PCB-om dobija se
neohromoprotein izmenjene strukture, poboljsanih antioksidativnih osobina, koji je stabilniji na
oksidaciju, termi¢ki tretman i dejstvo proteolitickih enzima, a uz to ima neizmenjene IgE-vezujuce
osobine. BSA modifikovan PCB-om ima zna¢ajno povecanu antioksidativnu aktivnost i oksidativnu
stabilnost, uz neizmenjenu sposobnost vezivanja malih bioaktivnih molekula. Antitela 19G klase
modifikovana PCB-om zadrzavaju specificnost prepoznavanja antigena, dok osetljivost
fluorescentne detekcije zasnovane na njima zahteva dalju optimizaciju. Modifikacija PCB-om
nakon uvodenja SH grupa u ALA, Kkoji sdm ne sadrzi slobodnu SH grupu, dovodi do znacajnih
promena strukture i oligomerizacije proteina.

Dobijeni rezultati pruzaju nova saznanja o efektima modifikacije PCB-om na strukturne i
funkcionalne osobine proteina, ¢ime se otvaraju nove moguénosti za primenu PCB-a, a ujedno
pruzaju uvid u efekte tiolovanja. Optimizacijom koncentracije TR-a potrebno je napraviti balans
izmedu stepena modifikacije PCB-om i negativnog efekata na strukturne i funkcionalne osobine
proteina.

Kljuéne reci: fikocijanobilin, kovalentna modifikacija, p-laktoglobulin, Trautov reagens, albumin
govedeg seruma, IgG antitela, o-laktaloumin, konjugat, funkcionalna hrana, fluorescentno
obelezavanje

Nau¢éna oblast: Hemijske nauke

UZa naucna oblast: Biohemija



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 B-lactoglobulin (BLG) was modified with PCB directly through the free sulfhydryl
(SH) group of Cys119. In bovine serum albumin (BSA), IgG antibodies, and bovine a-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, B-lactoglobulin, Traut’s reagent, bovine serum
albumin, 1gG antibodies, a-laktalbumin, conjugate, functional food, fluorescent labelling

Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Biochemistry



LISTA SKRACENICA | AKRONIMA:

AA — akrilamid

AAPH - 2.2’-azobis(2-amidinopropan)dihidrohlorid

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

ALA — a-laktalbumin

ANS — 8-anilinonaftalen-1-sulfonska kiselina

APS — amonijum-persulfat

APC — alofikocijanin

BLG — B-laktoglobulin

BPB — bromfenol plavo (od engl. bromphenol blue)

BSA — albumin govedeg 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 kiseoni¢ne vrste (0d engl. reactive oxygen species).

RP-HPLC - reverzno-fazna te¢na hromatografija visokih performansi (od engl. reversed-phase
high-performance liquid chromatography)

SGF — simulirana zeluda¢na te¢nost (0d engl. simulated gastric fluid)

SDS-PAGE - natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (od engl. sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

SIF — simulirana intestinalna te¢nost (od engl. simulated intestinal fluid)
SMCC — sukcinimidil-(N-maleimidometil)cikloheksan-1-karboksilat
SSF — simulirana pljuvacna te¢nost (0d engl. simulated salivary fluid)
TE — Troloks ekvivalent

TEMED - tetrametiletilendiamin

TMB — 3,3,5,5’-tetramethilbenzidin

TCEP — tris[2-karboksietil]fosfin

UV/VIS — ultraljubicasta/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, katalitickih i regulatornih funkcija proteina moze se visestruko
prosiriti u cilju uvodenja novih funkcionalnih osobina, kao i povecanja stabilnosti ili, u slucaju
enzima, aktivnosti proteina. Hemijske modifikacije proteina odvijaju se, uglavnom, zahvaljujuci
reaktivnim bo¢nim ostacima odredenih aminokiselina. Nastali konjugati proteina i polipeptidnih i
nepolipeptidnih molekula kombinuju osobine individualnih komponenti i imaju veliku primenu u
industriji, medicini 1 istrazivanju.

Predmet istrazivanja 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 zna¢ajno mesto u
ishrani ljudi. Pored visokog sadrzaja 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 karakterise
prisustvo linearnih tetrapirolnih hromofora, fikobilina, koji su tioetarskom vezom vezani za
cisteinski ostatak apoproteina. Glavni fikobiliprotein Spiruline je C-PC, plavo obojen protein, ¢ija
boja potice od kovalentno vezane hromofore, fikocijanobilina (PCB). Ovaj intenzivno obojen
protein ima veliki komercijalni znacaj i upotrebljava se u industriji hrane, kozmetickoj,
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 $to 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, i1 izrazene fluorescentne osobine sa druge strane, nude
mogucnost eksploatisanja osobina PCB-a u dva razli¢ita pravca — u pravcu kovalentne modifikacije
proteina hrane, u cilju dobijanja komponenti hrane sa poboljSanim funkcionalnim i tehnoloskim
svojstvima, i u pravcu iskori§¢avanja fluorescentnih svojstava PCB-a, u cilju dobijanja novih
fluorescentno obeleZenih proba za upotrebu u tehnikama koje se baziraju na fluorescenciji. U tom
smislu, kao model proteini za proteine hrane koris¢eni su proteini hrane, p-laktoglobulin (BLG) i
albumin govedeg seruma (BSA), dok su poliklonska IgG antitela i a-laktaloumin (ALA) korisc¢eni
kao model sistemi za obelezavanje proteina u cilju dobijanja novih fluoresentnih proba na bazi
PCB-a. Koris¢¢eni proteini mogli bi se istovremeno podeliti na one koji sadrze slobodnu
sulfhidrilnu grupu u nativnom obliku, kao $to su BLG i BSA, i one koji je ne sadrze, kao $to su IgG
antitela i a-laktaloumin.

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 ulaZze u razvoj novih sastojaka prehrambenih proizvoda sa poboljSanim 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
Cesto razmatra kao nosa¢ bioaktivnih komponenti hrane. U tom smislu, ispitivanje moguénosti
kovalentne modifikacije BLG-a bioaktivnim tetrapirolom, koji ima dokazane pozitivne efekte na
zdravlje ljudi, C€ini se interesantnim pristupom za proSirivanje funkcije ovog znacajnog proteina
hrane. Kako BLG u svojoj strukturi poseduje slobodni reaktivni ostatak cisteina, a uzevsi u obzir da
se PCB vezuje za fikobilinske proteine preko ostatka cisteina i da ima mogucnost vezivanja i za
druge molekule sa slobodnom tiolnom grupom, nasa hipoteza je da je i BLG moguce kovalentno
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modifikovati PCB-om, ¢ime bi se otvorile nove moguénosti za primenu ovog vaznog proteina
hrane. Kombinacijom spektroskopskih, elektroforetskih i tehnika masene spektrometrije, uz
koriséenje in silico ra¢unarskih metoda, vezivanje PCB-a za BLG ¢e biti detaljno okarakterisano.
Budu¢i da vezivanje bioaktivnih liganada moze imati uticaj na strukturu proteina, $§to moze imati
uticaj i na njegova funkcionalna svojstva, jedan od definisanih ciljeva istrazivanja 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, ponaSanje pri zagrevanju, in vitro digestibilnost pepsinom
I pankreatinom, kao i IgE-vezujuce osobine kovalentno modifikovanog BLG-a ¢e biti ispitane i
uporedene sa nemodifikovanim proteinom.

Albumin govedeg seruma je jedan od najizucavanijih proteina i model protein u mnogim
biohemijskim i biofizickim studijama. To je monomerni, a-helikoidni globularni protein,
najzastupljeniji protein plazme, koji ima ulogu u odrzavanju osmotskog pritiska i indirektno pH
krvi. Albumin govedeg seruma poseduje veliki broj vezivnih mesta za razli¢ite ligande, pa u
cirkulaciji ucestvuje u transportu brojnih endogenih i egzogenih supstanci. Zbog svoje
biokompatibilnosti, biodegradabilnosti i velikog kapaciteta za vezivanje i hidrofilnih i hidrofobnih
liganada, BSA se Cesto razmatra i koristi kao nano-nosa¢ lekova i bioaktivnih komponenti hrane.
Modifikacijom BSA 2-iminotiolanom, poznatijim kao Trautov reagens, kojim se uvode slobodne
sulfhidrilne grupe u molekul proteina, pokuSace se ostvariti uvodenje vise od jednog molekula
PCB-a u molekul proteina. Ispitivanjem uticaja tiolovanja proteina na strukturne i druge osobine
BSA, odabrac¢e se optimalan molarni odnos Trautovog reagensa za modifikaciju BSA, nakon ¢ega
¢e biti ispitana moguénost kovalentne modifikacije tiolovanog molekula BSA PCB-om. U daljem
toku istrazivanja funkcionalne osobine tako dobijenog konjugata ¢e biti ispitane i uporedene sa
nemodifikovanim proteinom.

Intenzivna fluorescencija fikobiliproteina iskoriS¢ena je kroz njihovu upotrebu kao
fluorescentnih obelezivaca, najCeSce antitela, ali i drugih proteina. Imajuéi u vidu da izraZena
fluorescentna svojstva fikobiliproteina poti€u od tetrapirolnih hromofora i ¢injenicu da, usled
veli¢ine fikobiliproteina, funkcionalna svojstva proteina koji je predmet fluorescentnog
obelezavanja mogu biti izmenjena, sam PCB se ¢ini pogodnim, alternativnim kandidatom za
primenu u fluorescentnom obelezavanju proteina. Uzevs§i navedeno u obzir, jedan deo ove
disertacije bavi se ispitivanjem moguénosti upotrebe fikocijanobilina kao fluorescentnog
obelezivaCa proteina, 1 to proteina koji ne sadrze slobodni ostatak cisteina u nativnom obliku.
Upotrebom Trautovog reagensa, uvesce se tiolna grupa u odabrane proteine koji u svojoj strukturi
ne sadrze slobodnu tiolnu grupu, nakon cega ¢e oni biti modifikovani PCB-om, ¢ime se otvaraju
nove perspektive za fluorescentno obelezavanje bilo kog proteina od interesa. Kao model proteini
koristi¢e se poliklonska IgG antitela i a-laktalbumin.

Osim klju¢ne uloge u imunom odgovoru, imunoglobulini (antitela) nalaze veliku primenu u
istrazivanju, medicini i industriji za specifi¢nu 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 moguca alternativa trenutno
postoje¢im metodama za fluorescentno obeleZavanje antitela. Optimalan molarni odnos Trautovog
reagensa za modifikaciju sekundarnih, kozjih anti-zec¢jih, IgG antitela PCB-om biée izabran
modifikacijom humanih IgG antitela razli¢itim molarnim odnosima Trautovog reagensa, uz
pracenje promena u sadrzaju izloZenih amino i sulthidrilnih grupa i ispitivanje uticaja tiolovanja na
strukturne osobine i promene u proteinskom profilu tiolovanih antitela. Specifi¢nost i osetljivost
detekcije sekundarnih antitela modifikovanih PCB-om bice ispitana kori§¢enjem tropomiozina kao
antigena.

Govedi a-laktalbumin je mali, kalcijum-vezujuéi protein, koji u svojoj strukturi ne sadrzi
slobodnu tiolnu grupu, §to ga ¢ini pogodnim kandidatom za ispitivanje moguénosti modifikacije
PCB-om, nakon prethodnog uvodenja sulfhidrilnih grupa Trautovim reagensom. Efekti tiolovanja
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na strukturne osobine ALA ¢e biti ispitani, nakon Cega ¢e biti ispitana mogucnost kovalentne
modifikacije ALA PCB-om.

Ocekuje se da rezultati proistekli iz ove doktorske disertacije pruze nova saznanja O
razli¢itim aspektima kovalentne modifikacije proteina PCB-om, ¢ime bi se otvorila vrata ka hovim
moguénostima primene ovog interesantnog bioaktivnog molekula, koji poseduje izrazena
fluorescentna svojstva.



2. Opsti deo

2.1. Kovalentne modifikacije proteina

Proteini poseduju izuzetnu raznovrsnost strukturnih, kataliti¢kih i regulatornih funkcija, koje
ostvaruju kroz 20 kanonskih aminokiselina koje ih izgraduju. Medutim, funkcije proteina mogu se
dodatno visestruko prosiriti 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 naj¢e$ca i najraznovrsnija posttranslaciona modifikacija proteina, koja je
zajednicka svim eukariotskim ¢elijama. Katalizovana je glikoziltransferazama, a zavisno od vrste
bo¢nog lanca aminokiseline koja se modifikuje i ugljenohidratne komponente, razlikuju se N-
glikozilacija, u kojoj se modifikuje bo¢ni lanac asparagina, O-glikozilacija, u kojoj se modifikuju
bo¢ni 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 §to doprinosi rastvorljivosti vanéelijskih
proteina i ¢ini ih stabilnijim na proteolizu, glikozilacija proteina igra klju¢nu ulogu u ¢elijskom
odgovoru na stimuluse iz vancelijske sredine, kao 1 na rast i diferencijaciju celija, pa nije
iznenadujuée da promene u sastavu Secerne komponente proteina mogu biti ukljuéene u mnoge
patofizioloSke procese, poput autoimunosti, razli¢itih inflamatornih stanja i kancera (Reily et al.,
2019). Pored Secera, u molekulu proteina mogu da se nadu kovalentno vezani i drugi konstituenti. U
membranskim proteinima su masne kiseline kovalentno vezane za odredene amino, hidroksilne 1
sulfhidrilne grupe u obliku amida, estara i tioestara, obezbeduju¢i time vecu solubilnost
membranskih proteina u lipidnom dvosloju ¢elijskih membrana (Jiang et al., 2018). Reverzibilna
fosforilacija hidroksilnih grupa serina, treonina i tirozina proteina ima vaznu 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 uticu na njihovo naelektrisanje i time na ja¢inu interakcije sa
negativno nalektrisanim molekulom DNK, ¢ime se indirektno reguliSe transkripcija gena (Watson et
al., 2008), dok metilacija bo¢nog ostatka lizina 72 citohroma ¢ u nizim organizmima olakSava
njegovo vezivanje za mitohondrije, zbog Cega ima znacajnu ulogu u procesu transporta elektrona
(Polastro et al., 1978).

Osim kovalentnih modifikacija koje se deSavaju u organizmu, proteini se Cesto in vitro
kovalentno modifikuju drugim hemijskim grupama u cilju uvodenja novih funkcionalnih osobina,
kao i povecanja stabilnosti i aktivnosti. Modifikacija se, uglavnom, odvija zahvaljujuéi reaktivnim
bo¢nim ostacima odredenih aminokiselina, ali i N— i C—terminalni krajevi molekula proteina mogu
uCestvovati 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 istrazivanju.

Konjugati proteina mogu, na primer, sluziti kao stabilni i efikasni kancerski terapeutici na
bazi monoklonskih antitela specificnih za antigene eksprimirane na povrsini kancerskih celija.
Modifikacijom boc¢nih 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 $to su duokarmicini) obezbeduje se selektivno prepoznavanje kancerskih celija i
duzi poluzivot konjugata u cirkulaciji, zahvaljujuci 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, takode
imaju primenu kao terapeutici (Pelegri-O’Day et al., 2014). Gradenje kovalentnih konjugata
proteina/peptida i lekova u odnosu na nekovalentne komplekse obezbeduje vecu stabilnost leka,



produzeno 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 vaznu ulogu u fizi¢koj i hemijskoj
stabilnosti proteinskih terapeutika in vitro i in vivo, pa se manipulacijom stepena glikozilacije,
veli¢ine 1 strukture ugljenohidratne komponente moze uticati na stabilnost i efikasnost konjugata
(Sola i Griebenow, 2009). Sintetisani su i brojni novi materijali na bazi proteina za upotrebu u
regenerativnoj medicini i tkivnom inzenjeringu, poput kalupa i hidrogelova na bazi fibrina, keratina,
kolagena i elastina (Choi et al., 2018). Karbonilna grupa redukuju¢ih Se¢era moze spontano,
neenzimski, reagovati sa bo¢nim ostacima lizina i arginina u Majarovoj reakciji. U kompleksnoj
reakcionoj kaskadi nastaju kasni proizvodi glikovanja, koji in vivo mogu imati ulogu u patogenezi
hroni¢nih bolesti, poput dijabetesa, ateroskleroze i Alchajmerove bolesti. Medutim, ova reakcija se
desava i1 tokom termicke obrade hrane, a proizvodi Majarove reakcije odgovorni su za ukus, boju 1
miris termic¢ki obradene hrane (de Oliveira et al., 2016). Kovalentni konjugati proteina hrane i
polifenola imaju poboljsane antioksidativne i druge funkcionalne osobine (Liu et al., 2017). Bez
upotrebe kovalentnih konjugata antitela i alkalne fosfataze ili peroksidaze ne moze se zamisliti
savremena imunoloska dijagnostika (Hermanson, 2013), a kovalentni konjugati oligonukleotida i
antitela primenjuju se za amplifikaciju signala sekundarnih antitela u imuno-PCR metodi, kojom se
postize izuzetno osetljiva detekcija i kvantifikaciju analita od interesa, poput proteina virusa
(Monjezi et al., 2013) i alergena hrane (Radomirovi¢ et al., 2023). Imobilizacija enzima na ¢vrstim
nosacima Koriséenjem glutaraldehida je jo§ jedan primer kovalentnog konjugata koji pruza Siroki
spektar primena u industriji. Jedan od istaknutijih primera u ovoj oblasti je imobilizacija nitril-
hidrataze umrezavanjem 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 nosacu od interesa, 4) konjugata
proteina i enzima, 5) konjugata proteina i fluorofore ili 6) konjugata proteina i oligonukleotida.

Iz navedenog se moze zakljuciti da konjugati proteina i drugih molekula imaju visestruku
primenu u mnogim oblastima. Optimizacijom uslova pripreme konjugata moze se manipulisati
njihovim fizickim i hemijskim svojstvima, a time uticati i na funkcionalna svojstva konjugata, sve u
cilju maksimalnog iskoris¢enja svojstava interagujuc¢ih molekula. Kako strukturna svojstva proteina

5



direktno uticu na njihovu funkciju, jedan od glavnih izazova prilikom pripreme proteinskih
konjugata je izvodenje hemijske reakcije modifikacije bez kompromitovanja nativne funkcije
proteina. Metode funkcionalizacije proteina bi, u idealnim uslovima, trebalo da budu
hemoselektivne, regiospecificne i da se odvijaju u nativnim uslovima, kako bi se sprecila
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 ¢esto neophodne za stabilnost proteina. Da bi se izbeglo agregiranje i
precipitacija proteina pri visokim koncentracijama, reakcije modifikacije proteina najcesée se
odvijaju u razblazenim vodenim rastvorima, pa je neophodno da koris¢eni reagens bude
kompatibilan ili makar delimi¢no stabilan u vodenoj sredini. Ako je namena proteinskog konjugata
koji se sintetiSe 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 racuna 0 reaktivnosti ciljanog
aminokiselinskog ostatka i poziciji unutar molekula proteina (Koniev i Wagner, 2015). Smanjena
reaktivnost uocava se kod bo¢nih ostataka aminokiselina koji se nalaze u unutrasnjosti proteina ili
su na drugi nacin zaSticeni. U ovakvim sluc¢ajevima, stepen modifikacije moze znatno da se poveca
izvodenjem reakcije u prisustvu agenasa koji izazivaju denaturaciju proteina, kao Sto su urea i
guanidin-hidrohlorid (Moinpour et al., 2020; Sakai et al., 2000). Medutim, u uslovima kada je
neophodno da protein zadrzi nativnu strukturu, koriSéenje denaturiSuéih 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 sadrze neku reaktivnu grupu
podlezu hemijskim reakcijama. Reaktivne grupe koje se nalaze u proteinima mogu da ucestvuju u
vecem broju reakcija. Heteroatomi azota, sumpora i kiseonika alifati¢nih amina (bo¢ni ostatak lizina
I N-terminalna amino grupa), amida (bo¢ni ostaci asparagina i glutamina), guanidino grupe
arginina, hidroksilnih grupa serina i treonina, karboksilnih grupa bo¢nih ostataka asparaginske i
glutaminske kiseline i one na C-terminusu, sulfhidrilne grupe cisteina i tioetarske grupe metionina
ponasaju se kao nukleofili. Pored toga, i neke aromati¢ne grupe mogu da se ponaSaju kao
heteroatomni nukleofili ili w-nukleofili, kao $to su imidazolov prsten histidina, indolov prsten
triptofana i fenolna grupa tirozina (Fischer et al., 2023). Vecina reagenasa koji se primenjuju u
proteinskoj biohemiji nije selektivna samo prema jednom tipu aminokiselina, ve¢ moze reagovati sa
viSe nego jednim aminokiselinskim ostatkom u molekulu proteina (Kjersgaard et al., 2022).
Selektivnost reagensa prema aminokiselinama je esencijalna za reakcije biokonjugacije, kako ne bi
doslo do smanjenja ili gubitka funkcije proteina usled prekomerne modifikacije molekula proteina.
Hemoselektivnost reakcije konjugacije se postize pazljivim podeSavanjem reakcionih uslova
(Fischer et al., 2023). Kako se protonovani i deprotonovani oblik bo¢nih ostataka aminokiselina po
pravilu medusobno znatno razlikuju u reaktivnosti, stepen modifikacije pojedinih bo¢nih ostataka
zavisi¢e od njihovih pK, vrednosti i pH reakcione smese. Primera radi, haloacetati mogu reagovati
sa bo¢nim ostacima cisteina, lizina, histidina 1 metionina. Reaktivnost sulfihidrilne grupe cisteina sa
haloacetatima je najveca, dok reaktivnost drugih grupa zavisi od pH reakcione smese: na niskom
pH moguce je modifikovati ostatke metionina, jer njihova reaktivnost ne zavisi od pH; pod
neutralnim uslovima, kada je amino grupa jo§S protonovana, reaguje samo imidazolna grupa
histidina, dok na visim pH vrednostima amino grupa najbrze reaguje (Gurd, 1967). Reaktivnost
bo¢nih ostataka aminokiselina u proteinima moze veoma da se razlikuje od reaktivnosti istih
funkcionalnih grupa u malim molekulima, usled uticaja proteinske okoline na pK, vrednosti
pojedinih bocnih ostataka aminokiselina, kao i iz sternih razloga (Harms et al., 2009; Hermanson,
2013; Mehler et al., 2002).



Najveci broj reakcija konjugacija proteina odvija se preko reaktivnih bo¢nih ostataka lizina i
cisteina, pa ¢e U nastavku teksta fokus biti na modifikacijama upravo ovih aminokiselinskih
ostataka.

2.1.2. Hemijske modifikacije boénih ostataka lizina

Kori$¢enje hemijskih grupa koje reaguju sa primarnim aminima jedna je od najstarijih
tehnika za konjugovanje proteina, koja pruza veliki broj moguénosti za konjugovanje razlicitih
molekula reaktivnim prema amino grupama. Tradicionalne metode za modifikaciju proteina
pretezno se oslanjaju na reakcije sa bo¢nim ostacima cisteina i lizina, dvema aminokiselinima koje
su najnukleofilnije. Iako je bo¢ni ostatak cisteina reaktivniji, ne sadrze svi proteini cisteine, pa Su
modifikacije amino grupe ¢esc¢e (Fischer et al., 2023).

Svi proteini sadrze primarne amino grupe u svojoj strukturi, koje mogu biti a-amino grupe
na N-terminusu vecine polipeptidnih lanaca i e-amino grupe bo¢nih ostataka lizina (Lys, K), ¢ija je
zastupljenost u proteinima oko 6% (Pe’er et al., 2004). Kako su pK, vrednosti ovih amino grupa oko
8110 (za a- i e-amino grupe, redom), u najveéem broju slué¢ajeva ove amino grupe su protonovane
na fizioloskim pH vrednostima i, prema tome, dominantno se nalaze na povrSini proteina, izlozene
rastvaracu. 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 znacajne u situacijama kada specificnost reakcije nije krucijalna ili kada se tezi veCem
stepenu modifikacije (Spicer i Davis, 2014). Deprotonovani primarni amini su najja¢i nukleofili
medu funkcionalnim grupama dostupnim u tipicnom molekulu proteina. Medutim, kako
protonovanje drasti¢no smanjuje njihovu nukleofilnost, uprkos vecoj nukleofilnosti g-amino grupe
Lys za njeno deprotonovanje potrebna je vec¢a pH vrednost, §to je osnova za regulaciju reaktivnosti
a- 1 &- amino grupa podeSavanjem pH vrednosti rastvora tokom reakcije konjugacije. Na visokim
pH vrednostima, kada su oba tipa primarnih amina deprotonovana, bo¢ni ostaci Lys su reaktivniji,
dok je na nizim pH vrednostima reaktivnija N-terminalna a-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 bo¢nih ostataka lizina (Koniev i Wagner, 2015). Slobodna sulfhidrilna
grupa cisteinskih ostataka jaci je nukleofil od primarnih amina i, ako je dostupna, takode ce
reagovati sa ve¢inom reagenasa reaktivnim prema aminima. Preferencijalna konjugacija sa aminima
moze se ostvariti upotrebom tvrdih elektrofila, kao Sto su aktivirani estri, sulfonil-hloridi ili
izotiocijanati (Spicer i Davis, 2014). Osim sa cisteinom, reagensi reaktivni prema aminima,
reagovace i sa bo¢nim ostacima tirozina, serina i treonina, ako su prisutni u proteinu i dostupni za
reakciju. Istovremeno, u vodenim rastvorima nemoguce je izbeci hidrolizu ovih reagenasa. Na
brzinu sporednih reakcija, pored vrste proteina koji se modifikuje i agensa koji se konjuguje, uticu
pH, temperatura i sastav pufera. Puferi koji sadrze slobodne amine, kao §to je Tris, nisu pogodni za
reakcije konjugacije u kojima se koriste reagensi reaktivni prema aminima, jer bi brzina reakcije sa
puferom znatno premasila onu sa amino grupama proteina (Koniev i Wagner, 2015). Jo$ jedan
faktor koji treba uzeti u obzir je mikrookolina u molekulu proteina. Kako na nukleofilnost amino
grupa u velikoj meri uti¢e mikrookruzenje u molekulu proteina, pK, vrednosti amino grupa mogu
znaCajno varirati. Primera radi, pK, vrednost amino grupe u aktivnom mestu acetoacetat-
dekarboksilaze iznosi 5,9, $to je za 4 pK, jedinice manje od uobicajene pK, vrednosti e-amino grupe
lizina (Westheimer i Schmidt, 1971).

Reakcije modifikacije amino grupa ostvaruju se koris¢enjem razli¢itih elektrofilnih
hemijskih reagenasa, koji pripadaju jednoj od sledec¢ih 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). Najveci broj ovih reagenasa se vVezuje 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
leCenje akutne mijeloidne leukemije. Ovaj konjugat je citotoksi¢ni agens iz klase kaliheamicina,
koji se konjuguje za molekul anti-CD33 antitela acilovanjem bo¢nog ostatka lizina na povrsini
antitela (Stasi et al., 2008). Za potrebe obeleZavanja i umrezavanja proteina, NHS estri (i njihovi
solubilniji analozi sulfo-NHS estri) i imidoestri su najkori$¢enija jedinjenja i ¢ine osnov velikog
broja komercijalno dostupnih reagenasa za modifikaciju amina (Koniev i Wagner, 2015).

N-hidroksisukcinimid estri. Reagensi na bazi NHS estara imaju Siroku primenu u
konjugovanju dva proteina ili kovalentnom obelezavanju (na primer, fluorescentnim molekulom ili
biotinom) proteina ili peptida preko amino grupe. Poceli su da se koriste kao alternativa alkil-
estrima, koji nisu podesni za reakcije sa amino grupama, jer su alkoksi grupe loSe odlazece 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). Prakti¢no svaki molekul koji ima karboksilnu grupu moze se
transformisati u NHS estar (Koniev i Wagner, 2015). Najéesce koris¢en 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 oslobadanje sporednog EDC proizvoda u obliku rastvornog derivata uree
(Slika 2).
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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 oslobadanje N-hidroksisukcinimida
(Slika 3) ili njegovog sulfonovanog analoga (Hermanson, 2013).
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Slika 3. Modifikacija amino grupe proteina u reakciji sa NHS estrom.

Sulfo-NHS estri analogni su NHS estrima, s tom razlikom da sadrze sulfonatnu grupu na
NHS prstenu. Za razliku od NHS estara koji se moraju rastvoriti u organskom rastvara¢u pre
dodavanja u vodeni rastvor, sulfo-NHS estri su rastvorni u vodi i stabilniji u vodenim rastvorima
(Hermanson, 2013).



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 specifi¢nim za g-amino grupe lizina i a-amino grupu N-terminusa (Hermanson,
2013). Pazljivim podeSavanjem pH vrednosti reakcione smese, postize se diferencijacija u pogledu
modifikacije a- ili e-amino grupa (Koniev i Wagner, 2015).

Imidoestri. Upotreba imidoestara (imidata) kao grupno specifi¢nih reagenasa za amino
grupe proteina prvi put je ispitivana od strane Hantera i Ludviga, koji su ispitivali reakcije malih
molekula (glicina, glicil-glicina i e-kaproinske kiseline) i insulina sa metil-benzimidatom i metil-
acetimidatom (Hunter i Ludwig, 1962). Medutim, tek 10 godina kasnije, sa sintezom 2-iminotiolana
(kasnije nazvanog Trautov reagens), upotreba imidoestara za modifikacije amino grupa proteina
dozivljava ekspanziju. Imidoestri reaguju sa primarnim aminima, daju¢i imidoamide (amidine) u
pH oblasti od 7-10, pri ¢emu je optimalna vrednost pH za reakciju od 8 do 9 (Slika 4). Za razliku od
vecine reagenasa, imidoestri pokazuju minimalnu reaktivnost prema drugim nukleofilnim grupama
proteina (Hermanson, 2013). Specifi¢nost prema aminima postize se reakcijom u alkalnim
uslovima, kori§¢enjem pufera koji ne sadrze amine, kao $to je boratni (Koniev i Wagner, 2015). Na
kiselim pH vrednostima, amidinska veza je stabilna, dok je na povisenim pH vrednostima podlozna
hidrolizi (Hermanson, 2013).

NH,* NH,*
R—NH, + R'\)J\ /CH3 — R-\)t R + CH;OH
Amin 0 N/
Imidoestar |
H
Amidin

Slika 4. Reakcija primarnog amina i imidoestra.

2.1.2.1. Trautov reagens

Trautov reagens, 2-iminotiolan (2-iminotetrahidrotiofen), jedan je od najkori$c¢enijih
imidoestara, a ujedno i1 reagens koji je koriS¢en u ovoj disertaciji za uvodenje tiolnih grupa u
proteine od interesa. To je cikli¢ni tioimidat koji se primarno Koristi za tiolovanje proteina, ali i
drugih molekula koji sadrze slobodnu amino grupu (Hermanson, 2013). Premda je ranije opisivan
kao metil-4-merkaptobutirimidat (Traut et al., 1973), imidoestar koji sadrzi tiolnu grupu, kasnija
istrazivanja su pokazala da tokom hemijske sinteze dolazi do ciklizacije nastalog estra i formiranja
stabilnog petoclanog 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 alifati¢nim i
aromaticnim hidroksilnim grupama, posebno na viSim pH vrednostima. Ipak, brzina modifikacije
hidroksilnih grupa je oko sto puta manja od brzine modifikacije amino grupa i ne odvija se u
znafajnom stepenu u prisustvu amino grupa (Hermanson, 2013). Meta modifikacije Trautovim
reagensom su i a-amino grupa na N-terminalnom kraju proteina i e-amino grupa lizinskih ostataka.
Reakcijom primarnog amina sa Trautovim reagensom dolazi do otvaranja prstena 2-iminotiolana,
¢ime nastaju derivati amidina koji sadrze slobodnu sulfhidrilnu grupu. Mehanizam reakcije
tiolovanja proteina Trautovim reagensom prikazan je na Slici 5. Nastali tiolati omogucavaju dalje
reakcije modifikacije proteina reagensima reaktivnim prema tiolima.
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Slika 5. Reakcija primarnog amina i Trautovog reagensa.
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Visoka specificnost Trautovog reagensa prema primarnim aminima postize se tiolovanjem u
baznim uslovima i kori§¢enjem pufera koji ne sadrze amine, kao $to je boratni (Koniev i Wagner,
2015). U poredenju 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).
Poluzivot Trautovog reagensa se smanjuje sa povecanjem pH vrednosti rastvora, ali cak 1 u
odsustvu primarnog amina, na pH 8 u 25 mM trietanolaminskom puferu, zanemarljiva je brzina
nastajanja slobodne sulfhidrilne grupe (Hermanson, 2013). Kako se amidinacijom zadrzava
pozitivno naelektrisanje molekula proteina u blizini mesta modifikacije, modifikacija proteina etil-
acetimidat-hidrohloridom ne dovodi do znacajnih konformacionih promena koje bi mogle da
izmene biolosku aktivnost proteina, kao Sto je to pokazano na primeru zecjih antitela (Wofsy i
Singer, 1963). Medutim, 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 sadrze 8 M ureu. Moguce 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 podlozna je oksidaciji i gradenju disufidne
veze sa drugim tiolnim grupama, §to bi moglo da dovede do nezZeljenog agregiranja i precipitacije
proteina. Reakcija modifikacije se iz tog razloga izvodi u prisustvu metal-helirajuc¢ih agenasa, kao
§to je EDTA (0,01-0,1 M), kako bi se sprecila 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 1 elongacije na povrsini ribozoma. Uvodenjem sulfhidrilnih grupa, pored
intramolekulskih disulfida, nastaju disulfidnom vezom povezani dimeri i visi 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 izu¢avanje topografije 50S subjedinice ribozoma (Kenny
et al., 1979). Reagens je nasao primenu u sintezi novih kopolimernih nanomaterijala za upotrebu
kao vektora za transfekciju DNK (Kievit et al., 2009), konjugata monoklonskih antitela i
demineralizovanog ko$tanog kolagenskog matriksa (Zhao et al., 2010), lipidnih nanocestica
konjugovanih sa transferinom za isporuku malih interferiraju¢ih RNK (Li et al., 2017), tiolovanih
hidrogelova na bazi kolagena i zelatina (Gajendiran et al., 2018) i konjugata govedeg seruma
albumina i nanoCestica na bazi kopolimera e-kaprolaktona i globalida za upotrebu u biomedicini
(Guindani et al., 2019). Konjugati antitela i drugih proteina (streptavidina ili enzima) za upotrebu u
imunoloSkim tehnikama mogu se dobiti reakcijom antitela tiolovanih Trautovim reagensom 1
proteina aktiviranog maleimidom (Hermanson, 2013; Hnasko, 2015).

2.1.3. Hemijske modifikacije bo¢nih 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). lako je malo
zastupljen, cistein se Cesto nalazi u funkcionalno bitnim mestima u razli¢itim klasama proteina,
poput proteaza, kinaza, metabolickih enzima i transkripcionih faktora, u kojima obavlja znacajne
funkcije. Naime, reaktivni ostaci cisteina ucestvuju u formiranju disulfidnih mostova, ¢ime
doprinose strukturnoj stabilnosti proteina, redoks-aktivni su, pa se nalaze u aktivnim centrima
tiolnih oksido-reduktaza, ponasaju se kao nukleofili i donori protona u aktivnim centrima mnogih
enzima, koordinuju jone metala, a podlozni su i posttranslacionim modifikacijama (oksidacija, S-
nitrozilacija, palmitoilacija i druge), kojima se reguliSe aktivnost proteina in vivo (Pace i
Weerapana, 2013). U proteinima se cistein nalazi u unutrasnjosti, $to je posledica evolutivnog
pritiska da se ostaci cisteina ,,uklone* sa povrsine proteina usled njihove velike reaktivnosti (Marino
I Gladyshev, 2010). Tiolna grupa cisteina je i redoks-aktivna i veoma nukleofilna zahvaljujuéi
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velikom atomskom radijusu atoma sumpora i maloj energiji discocijacije S—H veze (Pace i
Weerapana, 2013). Na nukleofilnost cisteina uticu pK, vrednost i jonizacioni oblik tiolne grupe —
tiolatni anjon cisteina je veoma reaktivan, dok je tiolni oblik inertniji, ali na nukleofilnost uticu i
elektrostatiCke interakcije izmedu ostatka cisteina i susednih funkcionalnih grupa (Bulaj et al.,
1998). lako je pK, vrednost cisteina izlozenog rastvaracu oko 8, u zavisnosti od lokalnog
mikrookruzenja u molekulu proteina, pK, vrednost ostatka cisteina moze varirati u opsegu od 3,5 do
12 (Bak et al., 2019), pa tako, na primer, u alouminu humanog seruma pK, vrednost sulfhidrilne
grupe Cys34 iznosi oko 6,7, $to je posledica blizine ostataka His39 i Tyr84 (Stewart et al., 2005).

Velika reaktivnost i mala zastupljenost cisteina u proteinima ¢ine ga mozda najpogodnijim
kandidatom za reakcije konjugacije. U proteinima koji nemaju cistein, mesto-dirigovanom
mutagenezom se moze uvesti ostatak cisteina na unapred odredenoj poziciji. U proteinima koji
imaju slobodan ostatak cisteina, njihov broj je mnogo manji od ostataka lizina, zbog Cega su
reagensi aktivni prema tiolima pozeljniji za reakcije konjugacije od onih koji su aktivni prema
amino grupama (Koniev i Wagner, 2015). Primera radi, selektivna konjugacija preko ta¢no
odredenog ostatka cisteina iskoriS¢ena je za specificnu inhibiciju kinaza ukljuenih u nastanak
kancera gradenjem 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), B-
merkaptoetanolom ili tris[2-karboksietil]fosfinom (TCEP), kako bi se dobila slobodna sulfhidrilna
grupa za reakcije modifikacije (Koniev i Wagner, 2015). U tim sluc¢ajevima, vazno je uklonti visak
neizreagovalog reagensa pre reakcije konjugacije gel-filtracijom, kako ne bi doslo do kompeticije
funkcionalnih grupa reagenasa sa nastalim tiolima u molekulu proteina u reakciji sa konjuguju¢im
agensom. Dodatni problem stvara osetljivost redukcionih agenasa, ali i novonastale slobodne
sulfhidrilne grupe u molekulu proteina, na metal-katalizovanu oksidaciju, pa, kada je to moguce,
potrebno je izvoditi reakciju konjugacije u atmosferi bez kiseonika i u prisustvu agenasa Kkoji
heliraju jone metala, kao §to je EDTA (Hansen i Winther, 2009). lako je sulfhidrilna grupa cisteina
reaktivnija od amino grupa boc¢nih ostataka lizina, u hemijskim modifikacijama cisteina moze do¢i
do kompeticije izmedu Cys i Lys. Kako se pK; vrednosti sulthidrilne grupe cisteina i &-amino grupe
lizina razlikuju za 3 pH jedinice, ovaj problem se delimi¢no moze prevazi¢i podesavanjem pH
vrednosti rastvora tako da reakcija modifikacije Cys bude favorizovana (Fischer et al., 2023).

Direktno obelezavanje slobodne sulfhidrilne grupe cisteina najcesc¢e se postize reakcijama
nukleofilne adicije u kojima se cistein alkiluje odgovaraju¢im elektrofilima, kao §to su o-
halokarbonili i Majklovi akceptori, poput maleimida, vinil-sulfona i sli¢nih «o,B-nezasi¢enih
jedinjenja. Drugi tip reakcije u kojoj ucéestvuje ostatak cisteina su reakcije izmene disulfida sa
drugim jedinjenjima koja sadrze tiolatni anjon koji se ponasa kao nukleofil (Koniev i Wagner,
2015).

a-halokarbonili. Modifikacijom sulfhidrilne grupe cisteina a-halokarbonilima nastaju
alkilovani derivati cisteina (Slika 6). Kako je jodidni anjon najbolja odlazeta grupa medu
halogenima, najcesce se u reakcijama alkilovanja cisteina koriste a-jodokarbonili, kao Sto je 2-
jodacetamid, Cesto kori$¢eni alkilujuci agens u proteomici. Umrezivaci koji sadrze jodacetil grupu u
osnovi su mnogih komercijalno dostupnih reagenasa za obelezavanje proteina, kao $to su reagensi
za biotinilovanje proteina i obelezivaci cisteina za upotrebu u masenoj spektrometriji.

0
2
x Ay r )
gl—g& ————— RVS\)J\N,RZ + X
H

Slika 6. Alkilovanje sulfhidrilne grupe cisteina reakcijom sa haloacetamidima.
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lako odgovarajué¢i reagensi na bazi maleimida brze reaguju sa cisteinima, konjugacije
posredovane haloacetil- grupom su pogodnije u uslovima kada je stabilnost i kompaktna veli¢ina
uvedenog povezivaca (linkera) klju¢na (Koniev i Wagner, 2015).

Maleimidi. Imidi maleinske kiseline (maleimidi) su naj¢eS¢e KkoriS¢eni reagensi u
reakcijama konjugacija proteina. Glavni razlog tome je izuzetna brzina reakcije na ambijentalnoj
temperaturi i znacajno visoka selektivnost prema ostacima cisteina u molekulu proteina (Koniev i
Wagner, 2015). U reakciji sa maleimidima dolazi do Majklove adicije tiolata, pri ¢emu nastaju
sukcinimidil tioetri (Slika 7) (Kalia i Raines, 2010). Optimalni uslovi za konjugaciju posredovanu
maleimidima je pH reakcione smese oko neutralnih vrednosti (6,5-7,5), ¢ime se spre¢ava sporedna
reakcija maleimida sa aminima (Koniev i Wagner, 2015). Od posebnog znacaja u biohemiji su
heterobifunkcionalni reagensi na bazi maleimida i NHS estara, koji sluze za umrezavanje 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). Nepozeljni aspekt upotrebe konjugata na
bazi maleimida je podloznost njihove imido grupe spontanoj, ireverzibilnoj hidrolizi, posebno na
pH vrednostima iznad 8, i moguénost reakcije sa drugim jedinjenjima koja sadrze tiole, zbog Cega
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

etal., 2023).
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Slika 7. Alkilovanje sulfhidrilne grupe cisteina reakcijom sa maleimidima.

Selektivnost a-halokarbonila i maleimida prema cisteinu je smanjena pri visokim
koncentracijama reagenasa, jer nukleofilni ostaci histidina i lizina mogu takode biti kovalentno
modifikovani pri tim uslovima. Za razliku od njih, disulfidni reagensi pokazuju specifi¢nost prema
tiolima (Kalia i Raines, 2010).

Vinil-sulfoni. Vinil-sulfoni (o,B-nezasic¢eni sulfoni) usled elektron-akceptorskih svojstava
sulfona mogu da reaguju sa nukleofilima, kao $to je sulthidrilna grupa cisteina, u reakciji Majklove
1,4-adicije (Slika 8). Odsustvo sporednih proizvoda, formiranje stabilnih adukata i mogucnost
odvijanja reakcije u fizioloskim uslovima ¢ini ith pogodnim za reakcije modifikacije cisteina
(Ahangarpour et al., 2023). Sporedna reakcija vinil-sulfona sa lizinima primeéena je samo na pH
vrednostima ve¢im od 9,3 (Koniev i Wagner, 2015).
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Slika 8. Modifikacija sulfhidrilne grupe cisteina reakcijom sa vinil-sulfonima.

Disulfidi. Najjednostavnija reakcija modifikacije cisteina je reakcija sa drugim molekulom
koji sadrzi slobodnu tiolnu grupu. Mala brzina reakcije 1 potreba za upotrebom reagensa u velikom
visku, kako bi se smanjila moguénost dimerizacije proteina, smanjuju primenljivost ovog pristupa u
reakcijama biokonjugacije, pa je CeS¢i 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 meSovitog disulfida (Slika 9).
Najpoznatiji primer ove reakcije je kolorimetrijska kvantifikacija slobodnih sulfhidrilnih grupa u
reakciji sa EImanovim reagensom (Ellman, 1959). Upotrebom aktiviranih tiola sa dobrim odlaze¢im
grupama, kao §to su tiosulfati (R-S-SO3’), tiosulfonati (R-S—-SO,—R’), sulfenil-halidi (R-S—X) i
piridil-disulfidi, pomera se ravnoteza reakcije u smeru nastanka proizvoda (Koniev i Wagner,
2015).

s. _.R?
3-YNa
S 2 3 -
RI—g ———— gi-S-R + R*-s
Slika 9. Madifikacija 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, ¢iji se pregled moze na¢i 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 ¢esta meta kovalentnih modifikacija. Savremeni nacin ishrane tezi razvoju
novih sastojaka prehrambenih proizvoda sa poboljSanim funkcionalnim osobinama, takozvane
funkcionalne hrane, upotrebom fizickih, hemijskih ili enzimskih tretmana. Jedan od pristupa u
dobijanju funkcionalne hrane podrazumeva upotrebu proteina hrane kao transportnih sistema za
inkorporisanje i1 efikasnu dostavu prirodnih bioaktivnih komponenti hrane, a interakcije izmedu
proteina hrane i bioaktivnih molekula mogu se ostvariti nekovalentnim interakcijama i kovalentnim
vezama.

Kovalentne modifikacije proteina hrane mogu poboljsati, ali 1 prosiriti funkcionalna svojstva
proteina modifikacijom bocnih ostataka aminokiselina bioaktivnim molekulima. MoZda najpoznatiji
primer kovalentne modifikacije proteina hrane je Majarova reakcija, odnosno reakcija neenzimske
glikozilacije proteina u kojoj bo¢ni ostaci lizina i arginina reaguju spontano sa karbonilnom grupom
redukuju¢ih Se€era. 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 duzine reakcije Se moze spreciti nekontrolisano odvijanje reakcije i
nastanak naprednih proizvoda glikovanja koji mogu imati antinutritivne osobine. Time se u
kontrolisanim uslovima, osim poboljSanja organolepticnih osobina hrane, mogu povecati
rastvorljivost proteina, termalna stabilnost, emulgujuce osobine, antioksidativna i antimikrobna
aktivnost glikovanih proteina u odnosu na nemodifikovane proteine (de Oliveira et al., 2016).
Medutim, pored Secera, 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 najveéem broju
sluCajeva, ireverzibilni i kao takvi su, u poredenju 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 zadrzavaju osobine oba molekula. U slucaju
konjugata polifenola i proteina, nastali konjugat poseduje emulgujuée osobine proteina i
antioksidativne osobine polifenola (Liu et al., 2017; Liu et al., 2016a). S druge strane, kovalentni
konjugati proteina i polisaharida imaju poboljsanu rastvorljivost u odnosu na nemodifikovani
protein, zahvaljujuci prisustvu polisaharidne komponente (Wu et al., 2022). Osim $to poboljsavaju i
prosiruju tehno-funkcionalna svojstva samih proteina, modifikacije proteina hrane su znacajne i sa
aspekta zaStite bioaktivnih molekula od uslova kojima su izloZeni prilikom prerade, skladiStenja i
transporta hrane (toplota, svetlost, prisustvo kiseonika). Mnoge bioaktivne molekule odlikuje i mala
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rastvorljivost u fizioloskim uslovima i nestabilnost u gastrointestinalnom traktu, $to dalje utice na
njihovu biodostupnost, a time i biolosku aktivnost (McClements et al., 2009). Karakteristican
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. Medutim, zbog velikog broja fenolnih grupa,
polifenoli su nestabilni na svetlosti, pri poviSenoj temperaturi i u baznoj sredini, §to 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 ¢emu su proteini izvanredni nosaci bioaktivnih komponenti hrane zbog svoje biokompatibilnosti
(Visentini et al., 2023). Koris¢enjem proteina kao nosaca bioaktivnih komponenti hrane se tako
moze uticati na stabilnost liganada i njihove senzorne osobine, kao $to su miris i ukus (Liu et al.,
2017; McClements et al., 2009).

Formiranje kovalentnih konjugata proteina hrane i drugih biomolekula moze se ostvariti
koriS¢enjem enzima ili spontano, odnosno neenzimski. Enzimski pristupi se zasnivaju na koriS¢enju
enzima poput transglutaminaza, polifenol-oksidaza (lakaze i tirozinaze), sulfhidril-oksidaza,
glukozo-oksidaza, lipooksigenaza, peroksidaza i lizil-oksidaza. Enzimski katalizovane reakcije
odlikuje visoka specifi¢nost 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 izmedu boc¢nih ostataka glutamina proteina i e-amino grupe lizina drugog proteina ili drugih
jedinjenja koja sadrze 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
umrezeni biofilmovi pobolj$sanih mehanickih osobina koji duze zadrzavaju vodu (Di Pierro et al.,
2010). U poredenju sa nemodifikovanim proteinima, konjugati polisaharida i proteina dobijeni
dejstvom transglutaminaza, lakaza i peroksidaza imaju povecanu rastvorljivost, grade stabilnije
emulzije i gelove koji bolje zadrzavaju vodu i imaju poboljsane mehanicke osobine (Wu et al.,
2022). Oksidacijom malih fenolnih jedinjenja, kao $to su kofeinska ili hlorogena kiselina, i ostataka
tirozina proteina vune tirozinazama omogucava se njihova medusobna hemijska reakcija, odnosno
kovalentno vezivanje pomenutih antioksidanata za proteine vune. Ovime se povecava
antioksidativna aktivnost vlakana vune (Jus et al., 2008). Enzimski katalizovane reakcije imaju i
izvesna ogranicenja. Na primer, za oksidacije proteina posredovane tirozinazama neophodno je da
fenolni ostatatak tirozina bude lako dostupan, sto kod globularnih proteina koji imaju kompaktnu
strukturu nije slucaj (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, mozda
najizucavaniji 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 bo¢nim ostacima lizina, cisteina, metionina
i triptofana. U slobodno-radikalskim reakcijama, bocni ostaci aminokiselina se najpre oksiduju
hidroksi-radikalima, generisanim reakcijom askorbinske kiseline i vodonik-peroksida. U sledecoj
fazi, radikali na molekulu proteina reaguju sa polifenolima, formirajué¢i kovalentnu vezu (Quan et
al., 2019). Kovalentne modifikacije proteina polifenolima uti¢u na njihove fizicko-hemijske
(rastvorljivost, termalna stabilnost, povrSinka aktivnost, geliranje, antioksidativna aktivnost) i
nutritivne osobine (digestibilnost, biodostupnost) (Cirkovi¢ Veli¢kovié i Stani¢-Vugini¢, 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 utiCu na osobine proteina, smanjujuci
im rastvorljivost (Kroll et al., 2000; Rawel et al., 2000, 2001), savremeni trendovi u industriji hrane
teze da finim podeSavanjem uslova prisutnih tokom procesovanja hrane eksploatiSu 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 povrSinsku hidrofobnost laktoferina i sprecava njegovo
termalno agregiranje u neutralnim uslovima, pri ¢emu konjugat sa hlorogenom kiselinom pokazuje
bolju termalnu stabilnost od onog sa EGCG-om (Liu et al., 2016b). Najcesc¢e opisivan pozitivan
efekat dobijen konjugacijom fenolnih jedinjenja sa proteinima je povecana antioksidativna aktivnost
konjugata u odnosu na nemodifikovani protein. Kovalentni konjugati proteina i polifenola smatraju
se efikasnim emulgatorima, koji ujedno mogu da sprece oksidaciju emulzija. Primer je kovalentni
konjugat ovalbumina i katehina, koji inhibira lipidnu oksidaciju emulzije ribljeg ulja (Feng et al.,
2018). Sli¢no tome, konjugat BSA i kofeinske kiseline §titi rezveratrol od oksidacije efikasnije nego
sam BSA (Fan et al., 2018a). U literaturi su opisani i primeri ternarnih konjugata proteina,
polifenola i1 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 omoguéi povrSinsku
aktivnost, ugljenohidratna fizicku stabilnost, a hlorogena kiselina antioksidativnu aktivnost. Ovaj
ternarni konjugat pokazao je dobre emulgujuce osobine, a istovremeno je inhibirao razgradnju
enkapsuliranog B-karotena (Liu et al., 2016a). lako kovalentna modifikacija fenolnim jedinjenjima
moze povoljno uticati na brojna funkcionalna svojstva proteina, ona u nekim slu¢ajevima moze
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 bo¢nih ostataka lizina fenolnim jedinjenjima, a efekat na digestibilnost pepsinom,
enzimom male specifi¢nosti, 0¢ekivano je manji nego na digestibilnost ostalim enzimima i pripisuje
se strukturnim promenama modifikovanih proteina (Rawel et al., 2001). Medutim, kovalentna
modifikacija proteina fenolnim jedinjenjima moze i povecati in vitro digestibilnost proteina, kao §to
je slucaj 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 $to ima vec¢u antioksidativnu aktivnost u odnosu na
nemodifikovani ovalbumin, pokazuje manje prepoznavanje od strane IgE antitela iz seruma
pacijenata alergi¢nih na jaja, kao i nizi nivo aktivacije bazofila (Lu et al., 2018).

Elektrofilna organosumporna jedinjenja, prisutna u belom luku, sladici i vlascu, takode
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 govedeg 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 desava preko sulfhidrilne grupe cisteina iz proteina, uz
nastanak disulfidne veze, a brzina reakcije se poveéava sa povecanjem 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 oslobadanja izotiocijanata i reakcije sa amino grupama proteina,
posebno na visim pH vrednostima (Klhn et al., 2018; Nakamura et al., 2009). Modifikacije proteina
hrane organosumpornim jedinjenjima mogu imati razli¢ite efekte na strukturne i tehno-funkcionalne
osobine proteina. Na primer, kovalentnom modifikacijom izolata proteina surutke alil-
izotiocijanatom povecava se povrSinska hidrofobnost proteina, smanjuje pl vrednosti proteina i
smanjuje uredenost proteina (Keppler et al., 2017), sto doprinosi boljim emulguju¢im osobinama na
kiselim pH vrednostima (Keppler i Schwarz, 2017). Obogacivanje namirnica konjugatom proteina i
organosumpornih jedinjenja se razmatra kao nacin za Smanjenje negativnih organolepti¢nih osobina
povezanih sa ovim jedinjenjima, koje bi, uprkos njihovim bioaktivnim svojstvima, mogle da uti¢u
na konzumaciju hrane koja ih sadrzi. Naime, Vajld i saradnici sugeri$u da bi dodavanje konjugata
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alicina, iz belog luka, i proteina hladnim napicima od kafe moglo da poboljsa senzorne 0sobine
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 skladistenja hrane (Lee et al., 2014), pa je formiranje konjugata sa
proteinima ujedno nacin za smanjenje degradacije alicina (de Vos et al., 2010). Istovremeno,
kovalentna modifikacija alicinom povecava temperaturnu stabilnost B-laktoglobulina (Wilde et al.,
2016b).

2.2.1. Beta-laktoglobulin

Beta-laktoglobulin (BLG) je glavni protein surutke prezivara, ali je prisutan i u mleku
drugih, mada ne svih, vrsta sisara. Naime, mleko glodara, dvozubaca i ljudi ne sadrzi BLG. Ceste su
genetske varijante gena koji kodira BLG, posebno kod krava, ali je kod nekoliko vrsta neprezivara,
kao $to su konji i macke, zabeleZeno i prisustvo dva razli¢ita gena koji kodiraju BLG (Kontopidis et
al., 2004). BLG se sintetise u sekretornim epitelnim ¢éelijama mleénih zlezdi pod kontrolom
prolaktina (Sawyer, 2003). Za razliku od drugog glavnog proteina surutke, a-laktaloumina, koji
reguli$e 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 najce$¢a ligand-vezujuca (Flower et al., 2000). Sposobnost BLG-a da vezuje i
transportuje lipofilna jedinjenja bi mogla da bude fizioloski razlog za veliku zastupljenost ovog
proteina u mleku (domaca krava proizvodi 2-3 grama BLG-a po litru mleka, zavisno od rase,
ishrane i faze laktacije). Poredenjem sekvenci proteina lipokalinske familije, utvrdeno je da je
glikodelin, protein prisutan u humanom endometrijumu tokom rane faze trudnoce, najsli¢niji BLG-
u. lako funkcija glikodelina nije u potpunosti razjaSnjena, 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 ukljuéen u razvoj. Smatra se da je primarna uloga
BLG-a nutritivna i da je ova funkcija nastala kao rezultat duplikacije gena koji kodira za fizioloski
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. Govedi p-laktoglobulin

BLG je najzastupljeniji protein surutke mleka veéine sisara. Cini oko 10% ukupnih proteina
kravljeg mleka i oko 50% proteina surutke (Edwards i Jameson, 2014). Cesto se koristi kao aditiv u
industriji hrane zbog svoje visoke nutritivne vrednosti, rastvorljivosti u Sirokom opsegu pH
vrednosti i mnogih pozeljnih tehno-funkcionalnih osobina. Naime, BLG pokazuje sposobnost
geliranja, ¢ime daje strukturu hrani, a pored sposobnosti da vezuje vodu, istovremeno poseduje
odli¢éne emulgujuce 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 razli¢ite ligande, kao $to su retinol, masne Kkiseline, holesterol i fenolna jedinjenja (Teng et
al., 2015). Visoka rezistentnost na digestiju pepsinom je jo$ jedna bitna osobina BLG-a, koja ga, uz
sposobnost vezivanja brojnih liganada, ¢ini stabilnim nosaem za integraciju bioaktivnih
komponenti hrane i njihovo kontrolisano oslobadanje u gastrointestinalnom traktu. Osim toga, i sam
BLG i njegovi peptidni fragmenti poseduju bioloska svojstva. Naime, BLG poseduje izuzetan
antioksidativni potencijal zahvaljuju¢i ostacima cisteina, metionina, triptofana, histidina i tirozina.
Smatra se da je slobodni ostatak cisteina (Cys121) najzasluzniji za antioksidativne osobine, ne samo
BLG-a, ve¢ i mleka uopste (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 bioloske
aktivnosti, kao S§to su antihipertenzivni, antioksidativni, antimikrobni, imunomodulatorni,
hipoholesterolemicni, ali i opiodni efekti (Hernandez-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-l-konvertuju¢i enzim (Mullally et al., 1997), kao i bakteriostatske (Pihlanto-Leppéla et
al., 1999), baktericidne (Pellegrini et al., 2001) i hipoholesterolemi¢ne aktivnosti (Nagaoka et al.,
2001). Ovi bioaktivni peptidi su duzine od 3-20 aminokiselinskih ostataka i njihova primarna
sekvenca definiSe njihovu biolosku aktivnost (Hernandez-Ledesma et al., 2008). Naime, Pellegrini i
saradnici su pokazali da se digestijom BLG-a tripsinom dobijaju peptidni fragmenti sa
baktericidnom aktivnos$cu isklju¢ivo prema Gram-pozitivnim bakterijama. Modifikacijom jednog
od ovih peptida, zamenom Asp98 argininom i dodavanjem jednog ostatka lizina na C-terminus,
prosiren je spektar baktericidnog dejstva i na neke Gram-negativne bakterije (Pellegrini et al.,
2001). S druge strane, prisustvo unutraS$njeg ostatka prolina i ostatka arginina na C-terminalnom
kraju peptidnog fragmenta 142-148 nastalog tripsinskom digestijom BLG-a doprinosi inhibitornom
efektu na angiotenzin-l-konvertujuci enzim (Mullally et al., 1997).

BLG je mali, globularni protein, rastvoran u razblazenim 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 ¢emu su A i B izoforme najzastupljenije (Farrell et al., 2004). Razlika izmedu 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). Izoelektri¢na tatka dominantnih A i B izoformi je oko pH
5,13, a izojonske tacke su oko pH 5,351 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 povrSine molekula proteina izmedu Cys66 i Cys160, a druga je dinamickog
karaktera i ostvaruje se u unutra$njosti molekula izmedu Cys106 i Cys119 ili Cysl121, 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 moze biti slobodan (Creamer et al.,
2004a).

2.2.1.2. Sekundarna i tercijarna struktura p-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 ¢ini neobi¢an strukturni motiv antiparalelnog B-burenceta, koji je pre toga opisan samo kod
retinol-vezujuceg proteina. Pored antiparalelnog B-burenceta, koje izgraduje devet B-nizova (A-I)
spojenih petljama, strukturu BLG-a ¢ine jo$ i kratak 3;¢ heliks na N-terminalnom kraju i a-heliks na
C-terminalnom kraju polipeptidnog lanca. Osam B-nizova izgraduju dve B-plocice, jednu koji ¢ine
nizovi A-D i drugu koju ¢ine nizovi E-H, uz delimi¢no ucesce i niza A. Deveti B-niz (BI) ¢ini veci
deo dodirne povrsine u dimeru BLG-a na neutralnim pH vrednostima. Naspramno postavljene -
plo€ice izgraduju hidrofobnu strukturu -burenceta, koja je oivicena a-heliksom (Papiz et al., 1986)
(Slika 10). Hidrofobna unutrasnjost B-burenceta, tj. hidrofobni dzep, je izduzen/a, nalikuje ¢aSici
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 G niza sa Cys119 H
niza, ostavljaju¢i Cys121 slobodnim, ali zasticenim. Petlje koje povezuju Bi C,DiEi Fi G pB-
nizove su relativno kratke, dok su one koje povezuju Ai B, Ci D, EiFi G i H nizove duze i
fleksibilnije (Edwards i Jameson, 2014). Kristalne strukture A i B izoformi su sli¢éne. Medutim, iako
se razlikuju u samo dve aminokiseline, fine strukturne razlike izmedu 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 povrsini
molekula, to za posledicu ima smanjenu rastvorljivost i povecanu sklonost izoforme A ka
oligomerizaciji i geliranju. lako supstitucija Val118 alaninom, koja se deSava u zaklonjenom BH
nizu, ne dovodi do znacajnijih 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 mozda razlog za manju termalnu stabilnost izoforme B BLG-a (Qin et
al., 1999).
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Slika 10. Shematski prikaz trodimenzionalne strukture B-laktoglobulina. Pozicije disulfidnih
veza (Cys66—Cys160 i Cys106—-Cys119), slobodnog ostatka cisteina (Cys121), triptofanskih ostataka
(Trpl9i Trp6l) i devet B-nizova (A-1) naznacene su u strukturi (preuzeto iz Yagi et al., 2003).

Premda u nativnim uslovima BLG dominantno sadrzi B-ploice, interesantno je postojanje
intermedijera sa delimi¢no a-helikoidnom strukturom tokom uvijanja i razvijanja proteina. Naime,
Siraki i saradnici su opisali kooperativan konformacioni prelaz B-plo¢ica u a-helikse u prisustvu 10-
20% 2,2,2-trifluoretanola (Shiraki et al., 1995), a ova neobi¢na preferencija BLG-a ka helikoidnoj
strukturi je uoGena i u prisustvu metanola, etanola i 2-propanola (Dufour et al., 1993). Stavige,
predvidanja sekundarnih struktura ukazuju na to da BLG i njegovi peptidni fragmenti imaju
intrinzi¢nu sklonost ka formiranju a-heliksa koja je uslovljena lokalnim interakcijama. Medutim, u
slu¢aju BLG-a, iako lokalne interakcije favorizuju strukturu a-heliksa, u nativnoj strukturi je
konformacija B-plocica stabilizovana interakcijama udaljenih aminokiselinskih ostataka (Hamada et
al., 1995; Kuroda et al., 1996). Uzimaju¢i navedeno u obzir, hipoteza Hamade i saradnika je da se
uvijanje BLG-a odvija prema nehijerarhijskom mehanizmu, u kom se pre formiranja nativnih -
plocica akumuliraju intermedijeri sa nenativnom a-helikoidnom strukturom (Hamada et al., 1996).

lako su proteini lipokalinske familije strukturno sli¢ni, odlikuje ih razlicito ponaSanje 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 zadrZava nativnu konformaciju (Fogolari et al., 1998;
Kuwata et al., 1999), sto je ujedno osnov njegove rezistentnosti na digestiju pepsinom, o ¢emu ce
viSe reci biti kasnije. Naime, CD spektroskopijom u bliskoj UV oblasti, pokazano je da, iako su
signali poreklom od aromati¢nih aminokiselina nesto manjeg intenziteta na pH 2 u poredenju sa
neutralnim pH, izoforma A BLG-a ima ocuvanu 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 zadrzava sekundarnu strukturu. Sa druge strane, na pH 9 je u
potpunosti oCuvana tercijarna struktura izoforme A BLG-a, ali dolazi do blagog povecanja signala
na 208 nm u dalekoj UV oblasti, $to je indikacija blagog povecanja sadrzaja a-heliksa na racun
smanjenja B-plocica (Barteri et al., 2000).

Obe dominantne izoforme BLG-a podlezu pH-zavisnim konformacionim promenama u
oblasti pH od 6,5 do 7,5, takozvanim Tanfordovim prelazima. Ove konformacione promene
povezuju se sa neobi¢nim ostatkom Glu89, koji se nalazi unutar fleksibilne EF petlje i cija
karboksilna grupa ima pKa 7,3 (umesto 4,5). Rendgenskom strukturnom analizom je utvrdeno da na
pH 6.2 EF petlja ,,zatvara“ hidrofobnu unutrasnjost B-burenceta, zaklanjajuci ostatak Glu89. Na pH
8,1, ova petlja podleze konformacionoj promeni koja je udaljava od B-burenceta, pa prethodno
zaklonjen ostatak glutaminske kiseline postaje izloZeniji i u obliku karboksilatnog jona. Ova pH-
zavisna kontrola pristupa unutrasnjosti B-burenceta BLG-a bi mogla da ima i funkcionalne
implikacije. Zatvorena unutrasnjost BLG-a stiti ligande BLG-a u kiselim uslovima u Zelucu, dok
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otvaranje kaliksa na baznijim pH vrednostima dozvoljava oslobadanje liganada BLG-a, ¢ime se
omogucava njihova apsorpcija (Qin et al., 1998).

2.2.1.3. Kvaternarna struktura p-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 fizioloskim uslovima (neutralno pH i koncentracija BLG-a >50 uM), BLG je
dominantno u obliku nekovalentnih dimera. lako samo 6% povrSine monomera ucestvuje u
formiranju dimera, ¢ak 12 intermolekulskih vodoni¢nih veza i 2 elektrostaticke interakcije
ucestvuju U gradenju dimera BLG-a (Gottschalk et al., 2003). Dimer BLG-a je stabilizovan
vodoni¢nim vezama Koje uspostavljaju aminokiselinski ostaci susednih AB petlji koje se nalaze na
povrsini molekula proteina (8 vodoni¢nih veza), kao i sa 4 vodoni¢ne veze izmedu Bl nizova dvaju
monomera (Slika 11) (Sakurai et al., 2001). Pored toga, upostavljaju se elektrostati¢ke interakcije
(soni mostovi) izmedu susednih AB petlji interakcijama pozitivno naelektrisanih ostataka Arg40 i
negativno naelektrisanih ostataka Asp33 koje su znacajne za stabilizaciju dimera (Sakurai i Goto,
2002).

Snizavanjem pH ispod izoelektriéne tacke (pI=5,1-5,2), formiraju se proteinski agregati.
Naime, izmedu 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 podleze
reverzibilnoj transformaciji u monomerni oblik. U alkalnim uslovima, iznad pH 8, BLG A je
monomer, ali podleze sporoj, ireverzibilnoj denaturaciji, koja se ubrzava na pH 9,7 (Pessen et al.,
1985; Sakurai et al., 2001). Vazno je napomenuti da u oblasti pH 3,7-5,1 izoforma B BLG-a ne
gradi oktamere, ve¢ dimere (Timasheff i Townend, 1961).

Slika 11. Interagujuc¢a povrsina izmedu dva monomera u dimeru BLG-a dobijena rendgenskom strukturnom
analizom. Prikaz bo¢no (A) i odozgo (B) u odnosu na Bl niz. Na slici su prikazani i pogledi izbliza na AB petlju i I niz
na kojima se vide vodoni¢ne veze koje u€estvuju u interakcijama monomera (preuzeto i modifikovano iz Sakurai et al.,

2001).

Varijabilnost kvaternatne strukture BLG-a rezultat je delikatne ravnoteze izmedu
hidrofobnih 1 elektrostatickih interakcija i vodoni¢nih veza, na koju, pored pH vrednosti, uticu
jonska sila rastvora i temperatura. Kako konstanta dimerizacije nije velika (~ 5 x 10* M na pH
6,5), udeo monomera se povecava pri manjoj koncentraciji poteina (Sakai et al., 2000), pa nije
iznenadujuce da na pH vrednostima manjim od 3 u uslovima niske jonske sile dolazi do disocijacije
dimera u monomere (Sakurai et al., 2001). Na ravnotezu monomer-dimer na pH 3 uti¢e suptilan
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balans izmedu hidrofobnih interakcija na dodirnoj povrsini monomera, koje favorizuju formiranje
dimera, 1 elektrostatickih odbijanja izmedu pozitivno nalektrisanih monomera, Sto favorizuje
disocijaciju dimera u monomerni oblik. Dodatak soli, odnosno kontra jona, smanjuje elektrostaticko
odbijanje i dovodi do stabilizacije dimera hidrofobnim interakcijama. Mehanizam stabilizacije BLG
dimera indukovane solima na pH 3 slican 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 znacaja su elektrostaticke interakcije izmedu
pozitivno naelektrisanih ostataka Arg40 i negativno naelektrisanih ostataka Asp33 unutar AB petlji,
pa se mutacijama ovih aminokiselinskih ostataka moze uticati na ravnotezu monomer-dimer na
neutralnom pH (Sakurai i Goto, 2002). Pokazano je i da hemijske modifikacije slobodne tiolne
grupe Cys121 koji se nalazi u sklopu BH niza, koja je u potpunosti zaklonjena C-terminalnim a-
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
znacajne destabilizacije hidrofobnog jezgra BLG-a i interagujuce povrSsine 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 znac¢ajan uticaj temperature,
pa je tako na pH 4,7, blizu izoelektricne tacke 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.
Snizavanjem temperature, dolazi do asocijacije BLG A dimera u oktamere (Gottschalk et al., 2003).

2.2.1.4. Uticaj temperature na ponasanje p-laktoglobulina

Termicki indukovane promene BLG-a, kao glavnog proteina surutke, imaju znacajan uticaj
na funkcionalne karakteristike mle¢nih proizvoda u procesima obrade hrane. Izolati i koncentrati
surutke, ¢iji je sadrzaj BLG-a najmanje 50%, tokom obrade hrane, u uslovima povisene temperature
ili poviSenog pritiska, grade gelove koji mogu biti od znacaja 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 k-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
takode nastaju i agregati sa as;-kazeinom, koji se ne uo€avaju na niZim temperaturama (85-90 °C)
usled manje izloZenosti disulfida os-kazeina (Patel et al., 2006). Nativhom i dvodimenzionalnom
poliakrilamidnom gel elektroforezom termicki procesovanog mleka je pokazano da 90%
monomerne forme BLG-a nestaje na racun agregata velikih molekulskih masa, $to nije slucaj sa
ALA, pa se BLG smatra svojevrsnim markerom termalnog procesovanja mleka (Chen et al., 2005).

Za proces agregiranja BLG-a izazvanog termickim tretmanom hrane znacajne 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 sadrze dodatni
ostatak cisteina, pozicioniran tako da moZe da gradi disulfidnu vezu sa slobodnim ostatkom
Cys121, povecavaju tacku 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 moze
da formira agregate povezane disulfidnim vezama (Hoffmann i van Mil, 1997), sto ukazuje na
znacaj Cysl121 u agregiranju BLG-a. Naime, smatra se da je prvi efekat poviSene temperature
disocijacija nativnih BLG dimera u monomere, nakon koje dolazi do delimi¢nog razvijanja BLG
monomera uz gubitak uredene strukture, ¢ime slobodna sulfhidrilna grupa Cys121 postaje izloZenija
rastvaracu 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 promovise
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dalje reakcije oligomerizacije i agregiranja proteina, kojima nastaju duzi polimeri sa drugim
proteinima koji sadrze disulfidne veze, kao §to je ALA. lako 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, $to implicira da bilo koji od pet ostataka cisteina moze da ima
slobodnu tiolnu grupu (Creamer et al., 2004a). Dok monomer BLG-a sa slobodnim Cysl121
promovise formiranje intermedijernih oligomera (dimera, trimera, tetramera) koji brzo interaguju,
formirajuci 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. lzoforme A i B BLG-a pokazuju suptilne
razlike u brzini denaturacije/agregacije indukovane temperaturom, pri ¢emu izoforma B pokazuje
nesto vecu 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 karakteriSe postojanje dva strukturna domena razliite termalne stabilnosti
koji se, kako je pokazano diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom, razvijaju nezavisno jedan
od drugog. Pri nizim 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 sadrzi zaklonjen ostatak Trpl9. Ovaj region leZi na
dnu ligand-vezuju¢e Supljine i Cini ga klaster veoma hidrofobnih aminokiselinskih ostataka
(ukljuéujuci Tyr99, Tyr102 i Vall15) koji se nalaze unutar regiona petlji (Fessas et al., 2001).

Proces termalne denaturacije BLG-a je kompleksan i na njega uti¢u mnogi faktori, poput
pH, koncentracije proteina, jonske sile, zastupljenosti BLG izoformi i prisustva liganda.

Podloznost BLG-a termalnoj denaturaciji u pH opsegu 6,7-8 veoma je zavisna od
koncentracije, dok na kiselim pH vrednostima koncentracija proteina ne uti¢e znac¢ajno na stabilnost
proteina. Na pH vrednostima 6,75 i pri koncentracijama manjim od 50 mg/ml, koncentracija BLG-
a znacajno utiCe na termalnu stabilnost proteina, pokazujué¢i minimalnu tacku topljenja pri
koncentraciji od 25 mg/ml, uz povecanje tacke topljenja sa sniZzavanjem koncentracije proteina
ispod 25 mg/ml. Nasuprot tome, pri koncentracijama vecim od 50 mg/ml, uticaj koncentracije
proteina na termalnu stabilnost je mnogo manji, pri ¢emu sa povecanjem koncentracije dolazi do
povecanja taCke topljenja proteina. Na pH vrednosti 8,05, BLG pokazuje slicnu zavisnost
temperature topljenja od koncentracije proteina kao i na pH 6,75, sa tom razlikom da su izmerene
tacke topljenja nize za 6-9 °C (Qi et al., 1995).

Snizavanje pH vrednosti (Kella i Kinsella, 1988) ili dodavanje liganada ¢ije je vezivno
mesto u hidrofobnoj unutras$njosti B-burenceta BLG-a (Considine et al., 2005) moze dovesti do
stabilizacije proteina prema denaturaciji izazvanoj temperaturom. SniZzavanjem pH vrednosti
rastvora od pH 7,5 do pH 1,5, dolazi do progresivnog povecanja batohromnog (crvenog) pomeranja
u diferencijalnim UV spektrima BLG-a, koji ukazuje na promenu polozaja hromofora iz polarnog u
nepolarnije okruZenje, najverovatnije kao rezultat kompaktnije strukture 1 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 snizavanjem pH vrednosti
tacka topljenja povecava, te na pH 1,5 dostize vrednost od 83,3 °C (Kella i Kinsella, 1988).

Vezivanjem liganada za hidrofobnu unutraSnjost [B-burenceta BLG-a povecava se
temperaturna stabilnost proteina, pri ¢emu ligandi koji se jace vezuju za BLG, kao §to su palmitat i
SDS, imaju ve¢i uticaj na temperaturnu stabilnost proteina, dok retinol manje stabilizuje protein,
najverovatnije zbog manjeg afiniteta za vezivno mesto. Povecanje stabilnosti BLG-a reflektuje se
poveéanjem temperature topljenja i smanjenom sklono§¢u proteina ka agregiranju (Considine et al.,
2005). Sli¢an stabilisuci efekat na temperaturnu denaturaciju BLG-a pokazuju konjugovana linolna
kiselina 1 miristinska kiselina, ¢ije dodavanje usporava formiranje agregata BLG-a velikih
molekulskih masa (Considine et al., 2007).

Uticaj temperature na ponasanje BLG-a zavisi i od zastupljenosti izoformi. Literaturni
navodi o razlikama u temperaturnoj stabilnosti dominantnih izoformi BLG-a su opre¢ni, pa nemali
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broj autora prijavljuje vecu stabilnost izoforme A (Hill et al., 1996; Manderson et al., 1999; Qin et
al., 1999), dok pojedini opisuju veéu stabilnost izoforme B (Boye et al., 2004; McSwiney et al.,
1994). Kao moguce objasnjenje za razlike u rezultatima neki autori navode razlicite
eksperimentalne uslove rada (koncentracija proteina, pH, jonska sila, brzina snimanja) (McSwiney
etal., 1994; Qi et al., 1995). Premda izoforma B pokazuje vecu termalnu stabilnost od izoforme A u
radu Bojea i saradnika, njena tacka topljenja i sekundarne strukture su pod ve¢im uticajem malih
molekula koji uti¢u na strukturu proteina (poput SDS-a, cisteina, N-etilmaleimida) nego $to je to
slucaj sa izoformom A, Sto je mozda posledica krhkije strukture izoforme B. Vecu termalnu
stabilnost izoforme B autori pripisuju ve¢em odnosu dimerne i monomerne forme, usled koje je
potrebna visa 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 zasluzne
za gumenastu strukturu gelova, dok im nekovalentne veze daju rigidnost i krtost. Poredenjem
funkcionalnih osobina gelova nastalih zagrevanjem rastvora koncentrata surutke sa onima Koji
nastaju u prisustvu SDS-a, koji spre¢ava nekovalentne interakcije, ili DTT-a, koji spre¢ava gradenje
disulfidnih veza, zaklju¢eno je da nekovalentne interakcije daju veéi doprinos strukturi gelova
nastalih zagrevanjem koncentrata surutke (Havea et al., 2004).

2.2.1.5. Amiloidni fibrili B-laktoglobulina

Interesantna odlika BLG-a, iako je u pitanju globularan protein, je da pri visokim
temperaturama (>80 °C), na niskoj pH vrednosti (obi¢no oko pH 2) i niskoj jonskoj sili (<20 mM)
formira amiloidne fibrile (Edwards i Jameson, 2014). Fibrili BLG-a imaju neke karakteristike
klasi¢nih B-amiloidnih fibrila, kao §to je vezivanje tioflavina T (ThT), fluorescentne boje ¢iji se
intenzitet fluorescencije povecava za nekoliko redova veli¢ine nakon vezivanja za amiloidne fibrile,
pri ¢emu 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 uopste, je kompleksan proces koji zavisi od mnogo faktora. Na
niskim pH vrednostima, ravnoteza monomer—dimer je pomerena u stranu monomera, a tacka
topljenja BLG-a je vi$a nego na neutralnim pH vrednostima. Osim toga, na pH vrednostima manjim
od 7, smanjena je efikasnost formiranja disulfidnih veza, pa u nastalim agregatima preovladuju
nekovalentne interakcije (Schokker et al., 2000). Opsteprihvaceni model formiranja amiloidnih
fibrila podrazumeva nastanak oligomera proteina u koraku nukleacije, a zatim spajanje oligomera u
protofilamente u koraku elongacije, koji zatim agregiraju u amiloidne fibrile. Zavisno od uslova
fibrilacije, oligomeri nastaju ili delimi¢nim razvijanjem ili fragmentacijom proteina. Naime, u
prvom slucaju, pod odredenim uslovima temperature (zagrevanje iznad tacke topljenja) i pH,
ravnoteZa nativnog oblika BLG-a se pomera u pravcu delimi¢no ili potpuno razvijenog proteina,
koji je kao takav sklon formiranju umrezenih B-struktura. Ove strukture su sastavljene od B-plocica,
koje se povezuju vodoni¢nim vezama ortogonalno u odnosu na peptidnu ki¢mu. Drugi mehanizam
formiranja oligomera podrazumeva hidrolizu BLG-a u kratke peptidne fragmente, koji potom
agregiraju (van den Akker et al., 2014). Ovi peptidi su mase izmedu 2 kDa i 8 kDa, a samo deo
sekvence BLG-a ulazi u sastav fibrila, u zavisnosti od hidrofobnosti, distribucije naelektrisanja i
sposobnosti peptida da formiraju B-plocice (Akkermans et al., 2008). Protofilamenti kao medukorak
formiranja amiloida su dijametra oko 2,5-4 nm, a fibrili S$irine oko 8 nm i duZzine i do nekoliko
mikrometara (Gosal et al., 2002; Oboroceanu et al., 2010).

Na kinetiku formiranja fibrila i njihovu morfologiju uti¢u mnogi faktori, kao §to su jonska
sila rastvora, pH, koncentracija proteina, prisustvo organskog rastvaraca ili enzima i duzina
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 uti¢e samo na kinetiku formiranja
fibrila, pri ¢emu brzina agregiranja raste sa povecanjem koncentracije BLG-a, bez uticaja na
strukturu fibrila. Koris¢enjem vecih koncentracija proteina (do 75 mg/ml) moze do¢i do promenjene
morfologije fibrila. Pokazano je da produzenim zagrevanjem BLG-a (16 sati) na 80 °C na pH 2, pri
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koncentraciji od 30 mg/ml nastaju dugacki i linearni fibrili, dok su oni koji nastaju pri koncentraciji
proteina od 75 mg/ml mnogo kraci i savijeni (nalik crvima). Pri kori§¢enim 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 ¢ak 90% monomera nagradilo fibrile. Nastali fibrili ne samo
da imaju drugaciju morfologiju, ve¢ imaju i razli¢ite sekundarne strukture, pa su tako kratki fibrili
izgradeni uglavnom od neuredenih i/ili a-helikoidnih struktura, dok su linearni fibrili izgradeni od
B-plocica (van den Akker et al., 2011, 2014). Kratki fibrili nalik crvima nastaju i pri koncentraciji
natrijum-hlorida ve¢oj od 60 mM i kalcijum-hlorida ve¢oj od 33 mM, dok u odsustvu soli nastaju
dugacki semi-fleksibilni fibrili (Loveday et al., 2010). Duzina inkubacije je jo§ jedan znacajan
faktor u nastanku fibrila BLG-a, koji uti¢e na reverzibilnost fibrilacije. Agregiranje BLG-a je
ireverzibilno samo nakon produzenog zagrevanja. Naime, fibrili nastali zagrevanjem BLG-a na pH
2 tokom nekoliko sati dezintegriSu se nakon hladenja rastvora, dok su fibrili koji su formirani duzim
zagrevanjem (9 sati) postojaniji. Medutim, ¢ak i uz dugo zagrevanje rastvora BLG-a, fibrili nastaju
u ve¢em prinosu samo ako je koncentracija proteina iznad 25 mg/ml (Arnaudov et al., 2003).

Premda su najbolje opisani amiloidni fibrili BLG-a koji nastaju produzenim zagrevanjem u
kiseloj sredini, do formiranja amiloidnih fibrila i amiloidima sli¢nih struktura BLG-a moze doéi i
primenom blazih uslova (neutralno pH i krace zagrevanje), kao $to su jednoc¢asovno zagrevanje na
80 °C (Zudiga 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
tehnoloskih osobina hrane, kao §to 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
zgusnjivace na bazi polisaharida (Oboroceanu et al., 2010).

2.2.1.6. Digestibilnost p-laktoglobulina

Alergene hrane, za koje se smatra da mogu da senzitizuju preko gastrointestinalnog trakta,
Cesto 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). lako korelacija izmedu 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 $to 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 o¢uvanu strukturu B-burenceta,
koja se skoro u potpunosti poklapa sa strukturom dimera na fizioloSkom pH. U poredenju sa
strukturom proteina na pH 7, regioni petlji i terminalni segmenti proteina su delimi¢no neuredeni na
pH 2, a uoCavaju se i razlike na dodirnoj povrsini B-burenceta i a-heliksa. Ove fine strukturne
razlike utiu na elektrostaticke osobine BLG-a, posebno u oblasti oko otvorenog kraja B-burenceta i
na dodirnoj povrsini a-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 odredene promene tercijarne strukture, dok je sekundarna struktura ¢ak 1 na ovako niskim
pH vrednostima skoro u potpunosti ocuvana (Taulier i Chalikian, 2001). Zbog svoje stabilne,
globularne tercijarne strukture, bogate B-plo¢icama, koju zauzima na niskom pH, i prisustva
naelektrisanih i polarnih aminokiselina, BLG je otporan na gastri¢nu digestiju (Teng et al., 2015).
Sa poveéanjem pH, BLG prolazi kroz nekoliko konformacionih promena (Qin et al., 1998; Taulier i
Chalikian, 2001), koje ga ¢ine podloznim na digestiju pankreatinom (Schmidt et al., 1995).

Digestibilnost BLG-a analizirana je u mnogim in vitro digestionim modelima koji koriste
fizioloski relevantne pH vrednosti i masene odnose enzima i proteina, imitiraju interakcije sa
fizioloskim surfaktantima, kao $to su fosfatidilholin i Zu¢ne soli, ili uzimaju u obzir specifi¢nosti
gastrointestinalnog trakta dece, kao $to su niza pH vrednost u Zelucu i manja aktivnost pepsina
(Moreno, 2007). Rezistentnost BLG-a na aktivnost pepsina potvrdena 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 fizioloskih surfaktanata, kao Sto su
fosfatidilholin i zu¢ne 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 te¢na 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 jo§ 30 min (pH 6,5, aktivnost tripsina 34,5 U/mg BLG-a, aktivnost
himotripsina 0,49 U/mg BLG-a), primecéeno je prisustvo intaktnog proteina u pepsinskom digestu,
dok je izlaganje duodenalnim enzimima dovelo do potpune degradacije BLG-a, §to je potvrdeno i
progresivnim smanjenjem vezivanja IgE antitela iz seruma pacijenata alergi¢nih na mleko tokom
trajanja digestije (Benedé et al., 2014). Medutim, rezistentnost BLG-a na intestinalnu digestiju
veoma je zavisna od prisustva lipida. Fosfatidilholin, fizioloSki relevantan surfaktant, znacajno
povecava rezistentnost BLG-a na duodenalnu digestiju, najverovatnije tako $to, vezivanjem za
BLG, sternim smetnjama sprecava aktivnost proteaza, ukazujuéi na to da je u fizioloski relevantnim
uslovima BLG rezistentan i na gastricnu i na duodenalnu digestiju (Mandalari et al., 2009).
Vezivanje i nekih drugih liganada moze uticati na smanjenje mobilnosti polipeptidnog lanca BLG-
a, Sto za posledicu ima smanjen pristup proteazama i povecanu rezistentnost na proteolizu, pa tako
vezivanje palmitata za BLG povecava njegovu rezistenciju na digestiju tripsinom (Creamer et al.,
2004b; Puyol et al., 1993). Na podloznost digestiji tripsinom uti¢e i zastupljenost izoformi BLG-a,
pri ¢emu brzina hidrolize tripsinom opada u skladu sa strukturnom stabilno$¢u izoformi slede¢im
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
pozeljne tehno-funkcionalne karakteristike, on predstavlja ¢esto koriSéen sastojak u prehrambenoj
industriji. Medutim, alergija na kravlje mleko je najcesc¢a alergija na hranu u Evropi, gledajuéi sve
starosne grupe (Spolidoro et al., 2023). Ucestalost alergije na mleko u Evropi je 0,54% u uzrastu do
dve godine, sa nacionalnom ucestalo$¢u koja varira od manje od 0,3% u Litvaniji, Nemackoj i
Grékoj do 1% u Holandiji i Ujedinjenom Kraljevstvu. Vise od polovine dece koja pate od alergije
na mleko ima IgE-om posredovanu alergiju na mleko. Iako je za odojcad bez detektabilnih IgE
antitela u serumu najverovatnije da ¢e 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). Nesto vise od 36% pacijenata sa IgE-om posredovanom
alergijom na kravlje mleko reaguje upravo na BLG, koji se prema nomenklaturi alergena naziva jo§
i Bos d 2. Tako mnogo veéi broj pacijenata reaguje na kazeine, posebno a-kazein i B-kazein (64,6% i
75,2%, redom) (Shek et al., 2005), kod pacijenata kod kojih se klinicka manifestacija alergije na
kravlje mleko ispoljava iskljucivo 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 zelucu, pa do intestinalne mukoze moze dospeti
gotovo intaktan, Sto, zajedno sa njegovim odsustvom iz humanog mleka, doprinosi njegovoj
alergenosti.

Alergene osobine BLG-a su dobro proucene i njegovi IgE-reaktivni epitopi su
okarakterisani. Najvec¢i broj studija bavio se karakterizacijom linearnih IgE-vezujucih epitopa BLG-
a, koris¢enjem hemijskih ili enzimskih hidrolizata BLG-a, ili, pak, sintetickih peptida. Jarvinen i
saradnici su 2001. godine sproveli studiju u kojoj su sintetisali 77 dekapeptida, medu 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 koris¢enjem seruma 11
pacijenata uzrasta od 4-18 godina sa perzistentnom alergijom na kravlje mleko (IgE > 100 kUa/l) i
seruma 8 pacijenata mladih od 3 godine, za koje je bilo verovatno da ¢e prerasti alergiju na kravlje
mleko (IgE < 30 kUa/l). Prisustvo IgE antitela specifi¢nih za veci broj epitopa bi mozda moglo da
posluzi kao marker perzistentne alergije na kravlje mleko. Naime, 7 IgE-reaktivnih BLG
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fragmenata identifikovano je koriSéenjem pojedinacnih 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. Mladi pacijenti, za koje je verovatno da ¢e prerasti alergiju
na kravlje mleko i ¢iji zbirni serum je koris¢en 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 mladih 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 (Jarvinen et al., 2001). Mada
razli¢ite naucne studije donekle pokazuju slicnost u identifikovanim IgE-reaktivnim epitopima
BLG-a (iako se ucestalost IgE antitela specificnih za odredene 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 vise od 75% pacijenata sa IgE-om
posredovanom alergijom na mleko identifikovali regione 58-77, 76-95 i 121-140. Medutim, samo je
region 58-77 pokazao statisticki znacajnu razliku u prepoznavanju od strane grupe pacijenata sa
pozitivnim rezultatima oralne provokacije hranom (tzv. reaktivha grupa) u odnosu na grupu
pacijenata sa tolerancijom na mleko (tzv. tolerantna grupa), sa 81,3% reaktivnih pacijenata ¢iji
serum prepoznaje ovaj peptidni fragment, u odnosu na 40% tolerantnih koji ga takode prepoznaje
(Cerecedo et al., 2008). Sli¢no tome, Cong i saradnici, u studiji u kojoj su sintetisali 30
preklapajucih peptida duzine 15 aminokiselina (susedni peptidi su pomereni za 5 aminokiselina) i
ispitivali njihovu reaktivnost sa serumima odojc¢adi, kao glavne linearne epitope BLG-a opisuju
Cetiri regiona BLG-a koji odgovaraju fragmentima 17-31, 72-86, 92-106 i 152-166, od kojih se
samo region 72-86 delimi¢no poklapa sa glavnim epitopom opisanim u studiji Jarvinena i
saradnika. Mesto-dirigovanom mutagenezom su kao klju¢ni aminokiselinski ostaci za IgE
prepoznavanje identifikovani Thr20, Met23 i Asp27 ovih epitopa. Ispitivanje znacaja pojedinacnih
aminokiselinskih ostataka za alergenost proteina znacajno je za dizajn rekombinantnih proteina za
primenu u imunoterapiji (Cong i Li, 2012). Mapiranjem IgE-vezujucih peptida dobijenih in vitro
gastriénom i gastroduodenalnom digestijom BLG-a uoceno je poklapanje ili delimi¢no preklapanje
ovih peptida sa prethodno identifikovanim IgE epitopima. Premda je rezidualna IgE reaktivnost
ovih digesta zanemarljiva u odnosu na IgE reaktivnost Cistog proteina, ne sme se zaboraviti uticaj
drugih komponenti hrane na gastrointestinalnu stabilnost individualnih alergena mleka i,
posledi¢no, njihovu imunogenost (Benedé et al., 2014). lako su za klini¢ku manifestaciju alergije na
hranu podjednako znacajni i linearni i konformacioni epitopi, mnogo je manje mapiranih
konformacionih epitopa BLG-a. Baza podataka eksperimentalno mapiranih B-¢elijskih i T-¢elijskih
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 znacajnog povecanja antigenosti,
najverovatnije usled izlaganja prethodno zaklonjenih epitopa. S druge strane, zagrevanjem na
temperaturama visim 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 p-laktoglobulina i malih molekula

Kao §to je ve¢ spomenuto, BLG ima sposobnost vezivanja velikog broja hidrofobnih
liganada, kao $to 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. lzolovani BLG iz mleka krave ima oko 0,7 mol endogenih masnih kiselina po molu
monomera proteina. Najzastupljenije masne kiseline medu njima su palmitinska (31-35%), oleinska
(22-23%) i miristinska (14-17%), koje zajedno ¢ine 66-75% ukupnih masnih kiselina vezanih za
BLG u mleku (Pérez et al., 1989). U in vitro uslovima, jacina vezivanja masnih kiselina za BLG je
reda veli¢ine 10’ M™ na neutralnom pH i zavisi od duZine 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 jace vezuju za
hidrofobno jezgro. Za vezivanje negativno naelektrisanih liganada, kao $to je palmitinska kiselina,
od znacaja su pozitivno naelektrisani ostaci Lys60 i Lys69 koji se nalaze na ulazu u ligand-vezujucu
Supljinu BLG-a. Molekul svinjskog BLG-a u kom je Lys69 supstituisan glutaminskom kiselinom ne
moze da vezuje masne kiseline (Frapin et al., 1993). Sposobnost BLG-a da vezuje masne kiseline
iskoriS¢ena 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 ¢ega
se Cesto razmatra kao nosac bioaktivnih molekula (Teng et al., 2015).

Kovalentnim modifikacijama BLG-a kao vidu transporta bioaktivnih liganada se tek
odskoro pridaje veéi znacaj. U poredenju sa nekovalentnim modifikacijama, kovalentne
modifikacije su u vecini slucajeva ireverzibilne i kao takve mogu da posluze za pravljenje stabilnih
konjugata, koji su manje osetljivi na promene pH i temperature do kojih dolazi tokom procesovanja
hrane, zbog ¢ega 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 Sto 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 a-amino grupu i 15 g-amino grupa
boc¢nih ostataka lizina, koje takode mogu biti kovalentno modifikovane (Morgan et al., 1999a).
Lizinske ostatke modifikuju avaron (Sladic et al., 2004) i neki polifenoli, poput kofeinske kiseline
(Abd EI-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 Sikonin (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
Sto su alil-izotiocijanat (AITC) (Keppler et al., 2014a; Rade-Kukic et al., 2011), razli¢iti molekuli
odgovorni za aromu (Anantharamkrishnan et al., 2020) i hlorogena kiselina (Xu et al., 2019a).

Koris¢enje BLG-a kao nosaca bioaktivnih komponenti ne samo da povoljno utie na
stabilnost liganda i njegove senzorne osobine, kao §to su nepozeljni ukus i miris (Rade-Kukic et al.,
2011; Wilde et al., 2016b), ve¢ povoljno utiée i na funkcionalne osobine samog proteina. Stavise,
konjugati BLG-a i fenolnih jedinjenja imaju poboljSane antioksidativne osobine u poredenju sa
slobodnim proteinom (Abd EI-Maksoud et al., 2018; Ali et al., 2013; Tao et al., 2019) i proizvode
stabilne pene, istovremeno popravljajuci rastvorljivost i emulgujuée osobine proteina (Xu et al.,
2019a). Pored toga, i konjugati proteina i Se¢era mogu imati poboljsane 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 redukuju¢ih
Secera (npr. laktoze, galaktoze, tagatoze) za amino grupu bo¢nih ostataka lizina i arginina. To je
jedna od najvaznijih reakcija koja se odvija tokom procesovanja i skladiStenja hrane, a proizvodi
Majarove reakcije odgovorni su za boju, ukus i miris termi¢ki obradene hrane (de Oliveira et al.,
2016). Neenzimskim glikozilovanjem BLG-a moze se uticati na njegovu rastvorljivost,
temperaturnu stabilnost, sposobnost pravljenja emulzija, stabilnost emulzija i antioksidativnu
aktivnost, pri ¢emu tip ugljenohidratne komponente utice na funkcionalne osobine konjugata
(Chevalier et al., 2001; Chobert et al., 2006; Zhong et al., 2013). Bolje emulgujuce 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 sadrze
dodatne hemijske grupe za povezivanje (linkere), kao $to su karbodiimid, tetraetilenglikol, EDC-
NHS i drugi. Jedan od takvih konjugata BLG-a i gentizinske kiseline, koji sadrzi EDC-NHS linker,
pokazuje znacajno povecanu antioksidativnu aktivnost u poredenju sa nemodifikovanim proteinom
(Li et al., 2019). Antioksidativna aktivnost konjugata proteina i polifenola moze biti dodatno
povecéana polimerizacijom fenolnih jedinjenja, pa su tako Abd El-Maksud i saradnici kovalentno
konjugovali polimer kofeinske kiseline i BLG, koji je pokazao superiorne antioksidativne osobine
ne samo u odnosu na nemodifikovani BLG, ve¢ i u odnosu na konjugat BLG-a i monomera
kofeinske kiseline. Osim povecane antioksidativne aktivnosti, dobijeni konjugat imao je povecanu
rastvorljivost u vodi i vecu termalnu stabilnost u odnosu na nemodifikovani protein (Abd El-
Maksoud et al., 2018). U literaturi su opisani i ternarni konjugati BLG-a i drugih molekula, kojima
se nastoji posti¢i dodatno pobolj$anje i proSirivanje 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
sledec¢oj reakciji za BLG posredstvom lakaze. Dobijeni konjugat ima povecanu 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, ukljucuju¢i aminokiselinski sastav proteina, mesto modifikacije,
strukturu proteina i efekat derivatizacije fenolnim jedinjenjem na strukturu proteina, pa efekat na
digestibilnost moze biti dvojak (Cirkovié Veli¢kovi¢ i Stanié-Vu¢ini¢, 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 $to je primer kovalentnog konjugata proteina surutke ili
BLG-a sa kvercetinom i rutinom, imaju povecanu digestibilnost tripsinom, himotripsinom i
pepsinom (Rawel et al., 2003).

Kovalentne modifikacije BLG-a mogu da uticu i na njegov alergeni potencijal, kao $to je to
sluéaj 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
poredenju sa nemodifikovanim proteinom, usled zaklanjanja epitopa hemijskom modifikacijom i
promena u obradi od strane antigen-prezentujucih ¢elija, a istovremeno se povecava termalna
stabilnost proteina i zadrzava osobina BLG-a da vezuje retinol (Hattori et al., 2000). Sli¢no tome,
galoil grupe EGCG-a maskiraju IgE epitope na povrSini BLG-a, ¢ime utiCu na smanjenje
alergenosti konjugata BLG-a i EGCG-a u poredenju sa nemodifikovanim proteinom (Zhang et al.,
2021).

2.2.2. Albumin govedeg seruma

Albumini su jedni od najizucavanijih proteina i model proteini u mnogim biohemijskim i
biofizickim studijama. To su najzastupljeniji proteini plazme sisara i ¢ine oko 60% svih proteina
krvi. SintetiSu se u jetri i eksportuju u plazmu kao neglikozilovani proteini, gde dostizu visoku
koncentraciju (oko 0,6 mM). Poluzivot albumina u cirkulaciji je 19 dana. Osnovne bioloske
funkcije albumina vezane su za odrzavanje osmotskog pritiska i pH krvi, a istovremeno ucestvuju u
transportu brojnih endogenih i egzogenih supstanci, kao Sto su masne Kkiseline, bilirubin,
aminokiseline, hormoni, vitamini, joni metala, lekovi i mnoge druge (Peters, 1995). Masne kiseline
su primarni fizioloski ligandi albumina, pa albumini poseduju ¢ak sedam vezivnih mesta za masne
kiseline srednjeg i dugackog lanca i Cetiri dodatna mesta za masne kiseline kratkog lanca. Pored
toga, sadrze dva glavna mesta za vezivanje lekova, jedno mesto za bilirubin, pet vezivnih mesta za
tiroksin i nekoliko mesta koja su specificna samo za odredeni ligand, a mogu da vezuju i bioloski
vazne katjone (Bujacz, 2012). Albumin govedeg seruma (BSA, od engl. bovine serum albumin), sa
najmanje tri vezivna mesta za jone kalcijuma, je glavni cirkulatorni protein koji je ukljuen u
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vezivanje jona Ca** i Mg®*, zbog Gega je najodgovorniji za kontrolisanje njihovog jonizovanog,
odnosno ,,bioloski aktivnog™ nivoa u krvi (Majorek et al., 2012). Premda je konstanta vezivanja
Ca®" mala (Ka=1,5%x10®> M za HSA, albumin humanog seruma) (Kragh-Hansen i VVorum, 1993),
oko 45% kalcijuma u serumu je vezano za albumin (Peters, 1995). Vezivna mesta za mnoge
aromati¢ne i heterocikli¢ne ligande na molekulu HSA su locirana u hidrofobnim dzepovima unutar
subdomena I1A i 1A, a analogna vezivna mesta postoje i na drugim serumskim albuminima. Ova
mesta su poznata i kao Sadlouova (Sudlow) vezivna mesta I i Il (Sudlow et al., 1975). Zbog velikog
broja vezivnih mesta za razliCite ligande i velike zastupljenosti u serumu, HSA je znacajan regulator
biodostupnosti i farmakokinetike endogenih i egzogenih liganada koje vezuje i prenosi kroz
sistemsku cirkulaciju, a sli¢nost aminokiselinske sekvence BSA i HSA c¢ini BSA vaznim model
sistemom za izuc¢avanje protein-ligand interakcija HSA i brojnih liganada.

2.2.2.1. Struktura albumina govedeg seruma

Albumin govedeg seruma je monomerni, a-helikoidni globularni protein, molekulske mase
66400 Da i pl vrednosti 4,7. Sastoji se od jednog polipeptidnog lanca koji se sintetiSe kao
preproalbumin, koji ukljucuje signalnu sekvencu i propeptid, ukupne duzine 607 aminokiselina.
Njihovim odsecanjem nastaje zreli protein koji sadrzi 583 aminokiseline. Sli¢nost aminokiselinske
sekvence zrelih formi albumina govedeg seruma i albumina humanog seruma iznosi 75,6%
(Majorek et al., 2012; Peters, 1995). lako homologija aminokiselinskih sekvenci nije mnogo velika,
dve odlike albumina su konzervirane u razli¢itim vrstama — tercijarna struktura i obrazac disulfidnih
veza (Bujacz, 2012). Naime, kristalografski podaci pokazuju da BSA ¢ine tri strukturno slicna
domena (I, IT i IIT) u kojima je a-heliks dominantan tip sekundarne strukture (74%), dok ostali deo
polipeptidnog lanca €ine zavijuci i izduzeni/fleksibilni regioni izmedu subdomena, uz odsustvo f-
plocica, §to je karakteristika svih molekula albumina. Svaki domen je sastavljen od dva subdomena
(A 1 B) povezana dugackom, fleksibilnom petljom, koji poseduju sli¢ne strukturne motive —
subdomen A sadrzi Sest heliksa i Cetiri disulfidne veze (sa izuzetkom subdomena IA koji ima samo
tri disulfida), a subdomen B cetiri 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 sli¢ne aminokiselinske sekvence i strukture, domen III se delimi¢no
razlikuje od druga dva domena i u pogledu aminokiselinske sekvence i u pogledu konformacije, pa
se ¢ini da se evolutivno brze menjao od druga dva (Bujacz, 2012).

BSA sadrzi 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 dzepu subdomena IIA (Trp 212), BSA poseduje i dodatni ostatak
triptofana (Trp 134), koji nije prisutan u molekulu HSA, a nalazi se u vezivhom dzepu FA1, na
povrSini subdomena IB. Ovaj ostatak triptofana bitan je sa aspekta spektrofluorimetrijskog
ispitivanja vezivanja liganada za BSA (Bujacz, 2012). Slobodni ostatak cisteina 34 u domenu |
albumina humanog seruma je vezivno mesto za mnoge bioloski i klini¢ki znac¢ajne male molekule, a
analogan ostatak cisteina prisutan je i u molekulu BSA. On predstavlja najvec¢i deo slobodnog tiola
u krvi 1 kao takav najzasluzniji je za antioksidativnu aktivnost proteina krvi (Belinskaia et al., 2020;
Stewart et al., 2005).
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Slika 12. Struktura albumina govedeg seruma sa obelezenim subdomenima (PDB 4F5S, , rezolucija 2,47 A,
pristupljeno 15.8.2024).

Albumini su stabilni u opsegu pH od 4-9 i trpe produzeno zagrevanje na visokim
temperaturama (10 h na 60 °C) (Peters, 1995), zbog ¢ega su pogodni za koris¢enje u prehrambenoj
industriji kao aditivi. Iako je stabilan u Sirokom opsegu pH vrednosti, molekul albumina podleze
odredenim pH-zavisnim konformacionim promenama pod nefizioloskim uslovima. Pored
,hormalne® (N) forme BSA, koja je dominantna na neutralnim pH vrednostima, prepoznate su jos
Cetiri forme BSA koje su medusobno u ravnotezi. U pitanju su F (od engl. fast) ili brza forma, koja
je prisutna na pH 4, E (od engl. extended) ili izduzena 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).

E—cF—<N-Bo A
pH tranzicije 3.5 5 8 10

Slika 13. Shematski prikaz konformacionih prelaza molekula BSA.

U slucaju N-F tranzicije, snizavanjem pH vrednosti rastvora albumin prolazi kroz velike
promene tercijarne i sekundarne strukture, tokom kojih dolazi do razvijanja domena Il u odnosu na
ostatak molekula i znac¢ajnog smanjenja helikoidne strukture, na racun povecanja B-ploc¢ica i -
zavijutaka. Tokom ove tranzicije, domen I HSA podleze samo manjim promenama sekundarne
strukture, a sa snizavanjem pH vrednosti rastvora domen Il zadobija konformaciju stopljene
globule. Dalje snizavanje 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 izduzenoj
konformaciji, koliko to disulfidne veze dozvoljavaju. U alkalnim uslovima, na pH vrednostima
izmedu 7 1 9, BSA i HSA podlezu 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 uti¢e 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 Ill, dok domeni | i Il podlezu
promenama tercijarne strukture (Carter i Ho, 1994; Dockal et al., 2000; Wilting et al., 1980).
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2.2.2.2. Albumin govedeg seruma kao protein hrane

Pored toga $to se nalazi u serumu, BSA je i protein prisutan u hrani, poput kravljeg mleka, u
kom ¢ini oko 10% proteina surutke (Madureira et al., 2007), i mesa, a takode se koristi i kao aditiv
u preradenoj hrani. Velika koncentracija u serumu i jednostavno izolovanje ¢ine BSA proteinom
koji se cesto koristi kao aditiv hrane zbog svojih emulgujuéih i geliraju¢ih osobina, kao i
sposobnosti vezivanja i stabilizacije razli¢itih 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 odredenim odstupanjima pri najmanjim i najveéim
koncentracijama BSA, pokazuje porast sa porastom koncentracije proteina (Al-Malah et al., 2000).
Dodatni faktori koji utiCu na stabilnost emulzija su pH i jonska sila rastvora (Rangsansarid i
Fukada, 2007). Dodavanje BSA emulzijama pripremljenim od fenolnih jedinjenja devicanskog
maslinovog ulja, osim S§to ih stabilizuje, povecava antioksidativnu aktivnost ovih emulzija,
usporavajuc¢i lipidnu peroksidaciju ¢ak i nakon produzenog 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 p-karotena, koje su, u poredenju sa jednoslojnim emulzijama, hemijski
stabilnije na uticaj temperature, pH, UV zracenja i oksidaciju (Sheng et al., 2018). Istovremeno,
BSA se zbog svoje dostupnosti, stabilnosti i biokompatibilnosti ¢esto razmatra u kontekstu
pripreme pH-senzitivnih i redoks-senzitivnih hidrogelova za upotrebu u tkivnom inzenjeringu (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), ¢ime se obezbeduje njihovo
produzeno oslobadanje.

lako imaju veliku sli¢nost sekvence sa albuminom humanog seruma, albumini seruma,
medu njima i BSA, su okarakterisani kao alergeni (Chruszcz et al., 2013). U slucaju BSA,
identifikovana su dva regiona na povrsini nativnog molekula, koja pokazuju znacajne 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 alergi¢nih na mleko, deo pacijenata
reaguje i na crveno meso usled prisustva BSA u mesu, premda je reaktivnost manja kada je meso
viSe peCeno, §to se povezuje sa termolabilnoséu BSA i govedeg gama-globulina (Werfel et al.,
1997).

2.2.2.3. Albumin govedeg seruma kao transporter lekova i drugih bioaktivnih molekula

Kao $to je ve¢ spomenuto, BSA se zbog svoje biokompatibilnosti, biodegradabilnosti 1
velikog kapaciteta za vezivanje i hidrofilnih i hidrofobnih liganada ¢esto razmatra kao nano-nosac
lekova (Spada et al., 2021) i bioaktivnih komponenti hrane (Visentini et al., 2023). Vezivanje
bioaktivnih molekula za aloumine moze biti nekovalentno i/ili kovalentno, a vezivanjem za protein
uglavnom se tezi povecanju stabilnosti malih molekula ili njihovom kontrolisanom otpustanju, $to
posledi¢no ima uticaj na poboljSanje njihovih farmakokinetickih osobina i povecanje bioloske
aktivnosti (Elzoghby et al., 2012; Pilati i Howard, 2020; Tayyab i Feroz, 2021). U pogledu
koris¢enja BSA kao nosaca za lekove, od znac¢aja je | njegova specifi¢na interakcija sa receptorima
koji su eksprimirani na povrSini mnogih tumorskih c¢elija, ¢ime se obezbeduje specifi¢nost
delovanja i zaobilazi dodavanje posebnih liganada u nano-nosace na bazi BSA, kojima bi se inace
tezila posti¢i specifiénost delovanja leka. U tom kontekstu od posebnog znacaja je gp60 receptor,
glikoprotein koji se nalazi na povrsini endotelnih ¢elija mnogih tumora, za Kkoji se albumin vezuje
visokim afinitetom. Nakon vezivanja albumina, gp60 se sa unutrasnje strane vezuje za kaveolin-1,
Sto za posledicu ima invaginaciju celijske membrane i formiranje transcitoznih vezikula koje
transportuju albumin, a time i njegove ligande, unutar tumora (Spada et al., 2021). Za povecanje
specificnosti, za nano-nosac¢e na bazi BSA mogu se konjugovati monoklonska antitela ili njihovi
fragmenti, citokini, peptidi, aptameri i drugi ligandi koji mogu specifi¢no interagovati sa markerima
na povrsini tumorskih ¢éelija (Fanciullino et al., 2013). Osim §to se primenjuje kao nosa¢ lekova,
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BSA se ¢ini obecavaju¢im 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 nanocestica stabilizovanih albuminom (nab-paclitaxel, od engl.
nanoparticle albumin-bound paclitaxel) (Stinchcombe, 2007). Kao alternativa postoje¢im
formulacijama nanocestica 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 nacini pripreme stabilnih i monodisperznih
albuminskih nanocestica. U jednom od njih, BSA se denaturi$e guanidin-hidrohloridom i redukuje
DTT-om, nakon cega se, U prisustvu diamida, prave Cestice BSA povezane intermolekulskim
disulfidnim vezama, koje sadrze enkapsuliran paklitaksel. Ovakve Cestice pokazuju vecu stabilnost i
sporije otpustaju paklitaksel, u poredenju sa trenutno dostupnim albuminskim formulacijama leka
(Kono et al., 2024). Pored toga, enkapsulacija timohinona, glavne bioaktivne komponente crnog
kumina, u nanocestice 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 dzepove BSA nanocestica, pripremljenih zagrevanjem smese
BSA i 1-karagenana, smanjuje degradacija i povecava aktivnost EGCG-a u pogledu uklanjanja
slobodnih radikala na neutralnim pH vrednostima (Li i Wang, 2015), dok enkapsulacija katehina i
epikatehina unutar nanocestica na bazi BSA povecava termostabilnost ovih flavonoida i obezbeduje
njihovo produzeno oslobadanje sa povrSine nanocestica, uz istovremeno povecanje njihovih
antioksidativnih i citotoksi¢nih osobina (Yadav et al., 2014). Sli¢no tome, nanoCestice na bazi BSA
povecéavaju stabilnost enkapsuliranog kvercetina u simuliranoj intestinalnoj te¢nosti, uz o¢uvanje
njegove antioksidativne aktivnosti (Fang et al., 2011). Kompleksiranje sa BSA predlaze se kao
moguc¢i nadin poveéanja stabilnosti i rastvorljivosti rezveratrola, polifenola kojem se pripisuju
brojni efekti povoljni po zdravlje ljudi (kardioprotektivni, antiinflamatorni, neuroprotektivni i drugi
efekti) i ¢ija je upotreba kao suplementa hrane limitirana usled smanjene oksidativne stabilnosti i
rastvorljivosti u vodenim rastvorima (Tabibiazar et al., 2019). Kovalentnom modifikacijom N-
acetilcisteinom nanocestica BSA sa inkorporiranim kurkuminom obezbeduje Se veca stabilnost i
mukoadhezivnost kurkumina, $to uti¢e na njegovo povecano zadrzavanje u gastrointestinalnom
traktu i pobolj$anu biodostupnost (Zhang et al., 2019). Bolja disperzibilnost i veé¢a biodostupnost
hidrofobnog karotenoida fukoksantina u vodenim rastvorima postizu se njegovim enkapsuliranjem
u nanocestice na bazi BSA i oleinske kiseline. U in vivo testu biodostupnosti, enkapsuliranjem u
Cestice na bazi BSA postize se veca intestinalna apsorpcija i skoro 7 puta veéa serumska
koncentracija fukoksantina u poredenju 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 znacajno, ¢ak sedam i po puta, veéu
antioksidativnu aktivnost od nemodifikovanog BSA. Zahvaljuju¢i emulgujuéim osobinama BSA,
ovaj konjugat iskoris¢en je za stabilizaciju nanocestica na bazi zeina koje sadrze rezveratrol.
Pokazano je da konjugat stiti rezveratrol od oksidacije efikasnije od nemodifikovanog BSA (Fan et
al., 2018a). Osim toga, kovalentnim konjugovanjem kurkumina za BSA postize se povecanje
rastvorljivosti kurkumina, a antikancerska aktivnost BSA-kurkumin konjugata pokazana je u
preklinickim ispitivanjima, koris¢enjem misjeg 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 analiticke svrhe. MoZda 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 specificnu
I osetljivu detekciju analita od interesa u oblasti medicine, prehrambene industrije i biotehnologije
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(Berg i Fishman, 2020; Hermanson, 2013). Jo$ jedan S$iroko koris¢en primer konjugata sa
proteinima su matriksi za upotrebu u afinitetnoj hromatografiji, kao $to su, na primer, Protein A i
Protein G Sepharose matriksi za precis¢avanje antitela. U pitanju su matriksi na bazi umreZene
agaroze, ¢ije 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 slu¢aju proteina G, zbog
Cega se ovi afinitetni matriksi koriste u preci§¢avanju antitela (Bolton i Mehta, 2016; Eliasson et al.,
1991). Pored toga, BSA aktiviran maleimidom koristi se kao nosa¢ za pripremu konjugata sa
neimunogenim peptidima ili haptenima koji sadrze slobodnu sulthidrilnu grupu, koji zbog male
molekulske mase nisu dovoljno imunogeni sami po sebi. Ovako dobijeni konjugati zadrzavaju
rastvorljivost, ¢ak i u slucaju ekstenzivne modifikacije haptenima, i koriste se u postupku
imunizacije, za dobijanje odgovarajucih 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 obelezavaju jednom od
tri fluorescentne boje na bazi derivata cijanina (Cy) — Cy3, Cy2 ili Cy5, koje su aktivirane
kovalentnom modifikacijom NHS-om i imaju talasne duZine ekscitacije i emisije koje se
medusobno razlikuju dovoljno da obezbede specificnu detekciju obelezenih proteina. Estarska
reaktivna grupa NHS-a kovalentno se vezuje za e-amino grupe lizinskih ostataka proteina od
interesa. Alternativno, moguce je obeleziti i ostatke cisteina proteina od interesa analognim bojama
koje su aktivirane maleimidnom grupom. Nakon kovalentnog obelezavanja bojom, proteinski uzorci
se pomeSaju, a zatim razdvajaju u prvoj dimenziji izoelektricnim fokusiranjem, a potom
elektroforetski u drugoj dimenziji, nakon ¢ega se porede intenziteti fluorescencija razlicitih boja,
kako bi se izveli zakljucci o razlikama u nivou ekspresije proteina izmedu razli¢itih uzoraka
(Obermaier et al., 2021; Unli et al., 1997). Pored toga, u kvantitativnoj proteomici istice se i
metoda obelezavanja proteina stabilnim izotopima, u kojoj se slobodni ostaci Cys kovalentno
modifikuju reagensom Kkoji u svojoj strukturi sadrzi grupu reaktivnu prema tiolima (na primer,
jodacetamid), biotin i linker koji sadrzi osam atoma vodonika ili deuterijuma. Nakon digestije
endopeptidazom i preci§¢avanja peptida koji sadrze biotin afinitetnom hromatografijom, uzorci se
razdvajaju RP-HPLC-om i analiziraju masenom spektrometrijom, kojom se peptidni parovi koji
poticu od razli¢itih uzoraka identifikuju prema razlici u masama od 8 Da (Gygi et al., 1999). Jos
jedan primer kovalentne modifikacije proteina u cilju njihove kasnije detekcije je obelezavanje
bioloski relevantnih proteina fluoroforama zarad njihove ekstracelularne ili intracelularne
lokalizacije, najcesé¢e tehnikama fluorescentne mikroskopije (Ishikawa-Ankerhold et al., 2012).
Primeri ovakvih konjugata su konjugat fluorescein-izotiocijanata (FITC) i fibronektina iz humane
plazme, koji je iskori§¢en za proucavanje uloge fibronektina u remodelovanju vancelijskog matriksa
(Hoffmann et al., 2008), ili fluorescentni konjugat glikovanog BLG-a i FITC-a kojim je,
kori§¢enjem protocne citometrije i konfokalne mikroskopije, praceno preuzimanje BLG-a od strane
dendritskih cCelija (Perusko et al., 2018).

2.3.1. Imunoglobulini

Imunoglobulini (antitela) ¢ine grupu proteina plazme koju sintetisu B celije, i koji ucestvuju
u humoralnom imunom odgovoru. To su heterodimerni glikoproteini, koji se sastoje iz Cetiri
polipeptidna lanca — dva identi¢na laka lanca (L, od engl. light) i dva identi¢na teska (H, od engl.
heavy) lanca, povezana disulfidnim vezama. Shematski prikaz strukture imunoglobulina prikazan je
na Slici 14. Cetiri polipeptidna lanca spojena su tako da grade molekul koji ima oblik slova Y.
Disulfidne veze spajaju svaki laki lanac sa jednim teSkim lancem, kao 1 teske lance medusobno.
Teski 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 B-ploce koje su povezane disulfidnim mostom. Laki lanac ¢ini jedan varijabilni V
domen i jedan konstantni, C, domen. Teski lanci sadrze jedan varijabilni Vi domen i tri ili Cetiri
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konstantna domena (Cyl, Cn2, Cu3, Cud). Oni teski lanci koji sadrze tri konstantna domena sadrze
region zgloba izmedu domena Cpl i Cy2. Polipeptidni lanci imunoglobulina su povezani
kovalentnim i nekovalentnim vezama. Svaki laki lanac je povezan sa jednim teskim lancem
disulfidnom vezom i nekovalentnim interakcijama kao §to su soni mostovi, vodoni¢ne veze i
hidrofobne interakcije, ¢ime se formira H-L heterodimer. Sliéne nekovalentne interakcije i
disulfidne veze formiraju se i izmedu dva teSska lanca daju¢i (H-L), tetramer. Strukturna
kompaktnost pojedina¢nih domena odrzava se intramolekulskim disulfidnim vezama, pa svaki V i
C domen H i L lanca sadrZi po jednu disulfidnu vezu. Dejstvom proteolitickih enzima na molekul
antitela dobijaju se tri fragmenta - dva identi¢na 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 kristaliSe u rastvoru. Fab fragment sadrzi laki lanac i Vy i Cyl domene
jednog H lanca. Varijabilni regioni lakog i teSkog lanca grade antigen-vezuju¢e 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 teskog lanca imunoglobulini se dele u 5 klasa: IgG, I1gM, IgA, IgD i IgE. Klasa
IgG antitela se dalje deli na 4 potklase (IgG1, 1gG2, 1gG3 i 1gG4), a IgA klasa na potklase IgAl 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 — x i A lanac. U pojedinaénom
molekulu antitela oba laka lanca su iste vrste. Teski lanac imunoglobulina ima masu od 50-77 kDa i
u strukturnom smislu je razli¢it kod razli¢itih (pot)klasa imunoglobulina. Osim po sekvenci
konstantnog regiona teskog lanca, klase antitela razlikuju se prema veliCini, naelektrisanju 1
sadrzaju ugljenih hidrata. Broj i pozicija disulfidnih veza takode se razlikuju kod razlicitih 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 ¢ini 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
najduzim poluZivotom u serumu. IgM antitela ¢ine oko 10% ukupnih serumskih imunoglobulina,
IgA oko 15-20% serumskih imunoglobulina, IgD manje od 1%, a IgE antitela ima najmanje u
serumu (< 0,05 pg/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 teSka lanca, ukupne
molekulske mase od 146-170 kDa, zavisno od potklase (IgG3 potklasa ima molekulsku masu 170
kDa, a ostale potklase 146 kDa). Tip teSkog lanca odreduje klasu i potklasu imunoglobulinskog
molekula, pa tako postoje 4 potklase IgG antitela (IgG1, IgG2, 1gG3 i 1gG4), ¢iji se teski lanci
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oznacavaju kao y1, y2, y3 i y4, a medusobno se razlikuju u sekvenci konstantnog regiona (Delves et
al., 2017). Razlike su posebno izrazene u regionu zgloba, koji je znacajno duzi i fleksibilniji kod
antitela potklase 1gG3 (videti Odeljak 2.3.1.2.), zbog ¢ega su antitela ove potklase i vece
molekulske mase, kao i na N-terminalnom kraju Cy2 domena. Mnogo manje razlika u
aminokiselinskoj sekvenci je nadeno u preostalim domenima (Vidarsson et al., 2014). Potklase
humanih IgG antitela razlikuju se po zastupljenosti u serumu (66%, 23%, 7% i 4%, redom, za 1gG1,
19G2, 19gG3 i 1gG4) (Delves et al., 2017). lako postoji preko 95% sli¢nosti aminokiselinske
sekvence Fc regiona IgG antitela razlicitih potklasa, svaku od cetiri potklase odlikuje jedinstvena
bioloska aktivnost u pogledu prepoznavanja antigena, formiranja imunih kompleksa, aktivacije
komplementa i efektorskih ¢elija (Delves et al., 2017; Vidarsson et al., 2014). Prethodno spomenute
razlike u Cy domenu uticu na fleksibilnost antitela i njihov afinitet prema antigenima, pa se nalaze u
osnovi antigenskih i funkcionalnih razlika razli¢itih potklasa antitela. Ove strukturne i funkcionalne
razlike detaljno su obradene u literaturi (Schroeder i Cavacini, 2010; Vidarsson et al., 2014) i
prevazilaze tematske okvire ove disertacije, te ¢e fokus daljeg teksta biti samo na onim aspektima
strukture 1gG antitela koji su relevantni za njihova analizirana svojstva.

2.3.1.2. Disulfidi 1gG antitela i fragmentacija IgG antitela

Disulfidne veze znacCajne su za strukturni integritet, stabilnost i bioloSku funkciju antitela.
Zavisno od klase i potklase, antitela sadrze razli¢iti broj inter- i intramolekulskih disulfidnih veza.
Intermolekulske disulfidne veze su izloZene rastvaracu i locirane su u fleksibilnom regionu zgloba
molekula antitela, dok su intramolekulske disulfidne veze trodimenzionalnom strukturom antitela
,»,zastiCene 1 manje izloZene rastvaracu. IgG molekuli sadrze dvanaest intramolekulskih disulfidnih
veza, po jednu u svakom C i V domenu svakog H i L lanca. U fizioloskim uslovima, IgG antitela
nemaju slobodnu sulfhidrilnu grupu, ali se, pod odredenim uslovima, izvestan broj slobodnih
sulfhidrilnih grupa detektuje u svim potklasama IgG antitela.

Potklase 1gG antitela razlikuju se u broju intermolekulskih disulfidnih veza u regionu
zgloba, pa tako 1gG1 i IgG4 antitela imaju 2 disulfidne veze, 1gG2 antitela 4 disulfidne veze, a IgG3
cak 11 veza. Razlike izmedu potklasa IgG antitela postoje 1 na nivou intramolekulskih disulfidnih
veza koje povezuju laki lanac sa teskim. Naime, kod IgG1 potklase C-terminalni cistein lakog lanca
gradi disulfidnu vezu sa Cys220 Cy1 domena teskog lanca, koji se nalazi blizu regiona zgloba, dok
kod preostale tri potklase 1gG antitela Cys lakog lanca uspostavlja vezu sa Cys131, koji se nalazi
izmedu varijabilnog i konstantnog domena teskog lanca (Liu i May, 2012; Vidarsson et al., 2014).
Shematski prikaz ovih strukturnih razlika dat je na Slici 15.
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19G, 19G,

Slika 15. Obrasci disulfidnih veza u razli¢itim potklasama IgG antitela (preuzeto i modifikovano iz Liu i May,
2012).

Dodatan nivo kompleksnosti se uo¢ava u molekulima IgG2 i IgG4 antitela, kod kojih
disulfidne veze u regionu zgloba mogu biti uspostavljene na vise nacina, usled ¢ega se razlikuje vise
izomera ovih potklasa antitela. Mala energija disocijacije disulfidnih veza, kako slobodno-
radikalskim, tako i reduktivnim mehanizmom, i velika fleksibilnost u regionu zgloba antitela ¢esto
dovode do modifikacija i fragmentacija antitela u ovom regionu antitela (Moritz i Stracke, 2017).
Elektroforetska analiza antitela u neredukuju¢im uslovima bi, idealno, trebalo da da jednu traku na
poziciji od oko 150 kDa. Medutim, artefakti nizih molekulskih masa od mase intaktnog antitela,
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koji prema molekulskoj masi odgovaraju polovini molekula antitela, odnosno sastoje od jednog
lakog 1 jednog teskog lanca, Cesto se mogu uociti pri elektroforetskoj analizi IgG antitela u
neredukuju¢im uslovima, posebno 1gG antitela potklase 4. Kao moguci razlozi nastanka znacajnih
koli¢ina ,,poluantitela“ potklase IgG4 navode se nepotpuno formiranje disulfidnih veza, ravnoteza
izmedu 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 denaturiSu¢im, neredukujuéim uslovima
pokazuje traku na masi koja odgovara polovini molekula antitela, koja se ne detektuje u nativnim
uslovima (Angal et al., 1993). Opisani fenomen objasnjava se postojanjem dva strukturna izomera
IgG4 potklase antitela koji su u ravnotezi i razlikuju se na nivou disulfidnih veza u regionu zgloba.
Naime, cisteinski ostaci regiona zgloba teSkog lanca antitela IgG4 potklase mogu da grade
intermolekulske disulfidne veze sa cisteinima drugog teskog lanca, ali i1 intramolekulsku disulfidnu
vezu (Slika 16), pa, zavisno od redoks uslova okoline, ova potklasa 1gG antitela gradi ili
standardne, kovalentno povezane dimere, ili nekovalentno povezane molekule poluantitela, koji se
sastoje od po jednog teskog i lakog lanca povezanih disulfidnom vezom. Smatra se da sekvenca IgG
antitela potklase 4 u regionu zgloba nije optimalna za stabilnost intermolekulskih disulfidnih veza
izmedu dva teska lanca IgG4 antitela. Mutacijom sekvence Cys-Pro-Ser-Cys regiona zgloba 1gG4
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 spreCava nastanak
fragmenata 1gG4 antitela (Schuurman et al., 2001). Mutagenezom Cy3 domena IgG4 antitela u Cp3
domen IgG1l antitela pokazano je da, pored regiona zgloba, i Cy3 domen igra zna¢ajnu ulogu u
nestabilnosti 1gG4 potklase antitela (van der Neut Kolfschoten et al., 2007). Kasnijim istraZivanjima
pokazano je da klju¢nu ulogu u nestabilnosti C3 domena teskih lanaca ima aminokiselinski ostatak
arginina na poziciji 409 teskog lanca IgG4 antitela (Labrijn et al., 2011).

Slika 16. Intermolekulske i intramolekulske disulfidne veze u strukturnim izomerima 1gG4 potklase antitela
(preuzeto i modifikovano iz Liu i May, 2012).

Nestandardne disulfidne veze uocene su i kod antitela IgG2 potklase i najpre su
identifikovane kod rekombinantnih monoklonskih antitela, a zatim potvrdene kod molekula
humanih 1gG2 antitela izolovanih iz plazme pacijenata sa mijelomom, kao i kod poliklonskih 1gG
antitela izolovanih iz seruma zdravih ljudi, te se smatraju inherentnim svojstvom antitela 1gG2
potklase (Wypych et al., 2008). Kod standardne izoforme A IgG2 antitela, Cetiri disulfidne veze se
uspostavljaju u regionu zgloba antitela izmedu dva teska 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 postojecih intermolekulskih veza
izmedu lakih i teskih lanca, pa preostala dva cisteina regiona zgloba teskog lanca uspostavljaju nove
disulfidne veze, jednu sa cisteinom lakog lanca i drugu sa Cyl domena drugog teskog lanca.
Alternativno, kod mesovite A/B izoforme dolazi do raskidanja jedne disulfidne veze u regionu
zgloba i raskidanja postojece intermolekulske veze izmedu samo jednog para lakog i teSkog lanca.
Cisteini regiona zgloba uspostavljaju nove disulfidne veze, jednu sa cisteinom lakog lanca i drugu
sa Cyl domena teSkog lanca na nacin 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 19G2 zavisi od
tipa lakog lanca u molekulu antitela. Naime, kod molekula IgG2 antitela koji sadrze A laki lanac
dominantna je 19gG2 A izoforma, dok je izoforma B glavna forma kod 1gG2 antitela koja sadrze «
laki lanac (Dillon et al., 2008). lako se dugo smatralo da samo antitela IgA i IgM klasa mogu da
grade kovalentne polimere, kasnija istrazivanja su pokazala da IgG2 antitela, kako rekombinantna u
¢elijskoj kulturi, tako i ona izolovana iz humanog seruma, mogu da grade disulfidnom vezom
povezane dimere (Yoo et al., 2003), doprinose¢i time diverzitetu strukturnih formi IgG antitela
potklase 2.

Slika 17. Obrasci disulfidnih veza u strukturnim izomerima 1gG2 potklase antitela (preuzeto i modifikovano iz
Liu i May, 2012)

Prethodno opisana nestabilnost intermolekulskih disulfidnih veza izmedu dva teska lanca
IgG4 antitela moze dovesti do fragmentacije molekula IgG4 na dva molekula poluantitela. lako su
sekvence regiona zgloba I1gGl i 1gG2 potklasa 1gG 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 nacin, jer promovisu izmenu disulfidnih veza (Liu et
al., 2007b). Medutim, znaCajan deo fragmenata IgGl i 1gG4 antitela koji se uocavaju
elektroforetskom analizom u neredukuju¢im uslovima poti¢e od uslova spremanja uzoraka za
elektroforezu (zagrevanje u prisustvu detergenta na baznom pH) (Liu et al., 2007b; Zhu et al.,
2013). Naime, poredenjem elektroforetskog profila rekombinantnog monoklonskog IgG1 antitela u
neredukujucim i redukujuéim uslovima i analizom fragmenata masenom spektrometrijom pokazano
je da su u pitanju fragmenti koje ¢ine: 1) molekuli antitela kojima nedostaje jedan laki lanac, 2) dva
teSka lanca, 3) poluantitela koja sadrze jedan laki i jedan teski lanac, 4) tezak lanac antitela i 5) laki
lanac antitela (Liu et al., 2007b). Dodatno, pojava vise traka razli¢ite mobilnosti na poziciji od oko
25 kDa, koja po masi odgovara lakom lancu antitela, objasnjava se delimi¢énom redukcijom
intramolekulskih disulfidnih veza lakih lanaca, §to za posledicu ima razlicit stepen vezivanja SDS-a,
a time i razli¢itu mobilnost u elektricnom 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 denaturiSu¢im uslovima prisutnim tokom
priprema uzorka za elektroforezu, ali, u manjem obimu, i usled raskidanja disulfidne veze reakcijom
B-eliminacije (Liu et al., 2007b). Intermolekulske disulfidne veze koje povezuju laki lanac sa teskim
podloznije su redukciji od onih koje povezuju dva teSka lanca IgG1 antitela (Liu et al., 2010).
Prisustvo alkiluju¢ih agenasa, poput jodacetamida i N-etilmaleimida, u puferu za pripremu uzoraka
za elektroforetsku analizu inhibira fragmentaciju monoklonskih 1gG4 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 znacaj 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 odrazavaju na prepoznavanje antigena. U radu
Dilona i saradnika, u kom su dizajnirana humana monoklonska IgG1 i IgG2 antitela sa identi¢nim
antigen-vezujuéim regionima specifi¢nim za tip 1 receptora za interleukin-1, zabelezena je razlika u
inhibiciji vezivanja interleukin-1p liganda za receptor za interleukin 1 zavisno od tipa antitela, pri
¢emu je aktivnost antitela opadala prema sledecem redosledu: IgG1 > IgG2-A > 1gG2 >> 1gG2-B-
Izoforma 1gG2-B pokazivala je ¢ak tri puta manju aktivnost od IgG2-A izoforme, iako CD
spektroskopijom nije pokazana razlika u sekundarnim strukturama izmedu dve izoforme IgG2
antitela. Smanjena mobilnost Fab regiona 1gG2-B izoforme navodi se kao moguéi uzrok smanjene
bioloske aktivnosti (Dillon et al., 2008).

Izmena disulfida 1gG4 antitela usled koje mogu nastati molekuli poluantitela takode ima
funkcionalne posledice. Ovako nastali molekuli poluantitela mogu se nasumi¢no kombinovati sa
drugim IgG4 poluantitelima razliCite specificnosti prepoznavanja antigena, ¢ime nastaju
monovalentna bispecificna antitela. lako ova antitela zadrzavaju osobinu specificnog
prepoznavanja, usled gubitka multivalentnog prepoznavanja antigena pokazuju smanjenu aktivnost
(van der Neut Kolfschoten et al., 2007). Kombinovanje polovine molekula razli¢itih IgG4 antitela
pokazano je ¢ak i izmedu terapeutskog 1gG4 antitela natalizumaba sa endogenim humanim 1gG4
antitelima, $to 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 znacaja u kontekstu upotrebe antitela u terapeutske svrhe, gde je, pored analiziranja
Cistoce antitela, od posebne vaznosti i karakterizacija integriteta i stabilnosti molekula antitela (Liu
et al., 2007b; Moritz i Stracke, 2017; Tsuchikama et al., 2024). U tom smislu od posebnog znacaja
je poznavanje razlic¢itih uslova tokom kojih dolazi do izmene disulfidnih veza antitela i njihove
fragmentacije.

2.3.1.4. Primena antitela u imunolo$kim tehnikama

Osim kljuéne uloge u humoralnom imunom odgovoru, antitela nalaze veliku primenu u
istrazivanju, medicini i industriji. Samo neki od primera upotrebe antitela su detekcija i
kvantifikacija Sirokog spektra analita u klini¢kim 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 specificnog i
visokoafinitetnog prepoznavanja antigena, antitela su reagensi izbora u imunoloskim esejima za
identifikaciju, kvantifikaciju i prec¢is¢avanje odredenog proteina u kompleksnoj proteinskoj smesi.
Bilo koja bakterija, virus, protein ili kontaminant (poput pesticida) koji moze stimulisati imuni
odgovor se moze koristiti kao antigen za proizvodnju antigen-specifi¢nih antitela, koja se potom
mogu koristiti za dizajn imunoeseja za detekciju ili kvantifikaciju antigena od interesa, zasnovanom
na specificnom prepoznavanju antigena i antitela. Interakcije antitela i antigena, osim specifi¢nosti,
odlikuje veoma visok afinitet, sa Ka do 10** mol™.

Neke od najkoris¢enijih imunoloskih 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),
proto¢na citometrija (McKinnon, 2018), imunoprecipitacija (Kaboord i Perr, 2008), imunoafinitetna
hromatografija (Moser i Hage, 2010; Yu et al.,, 2015), imuno-PCR (Monjezi et al., 2013,
Radomirovi¢ et al., 2023), imunoeseji zasnovani na rezonanciji povrsinskog 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 imunoloskih metoda.
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Imunoblot Imunohistohemija ELISA

Slika 18. Primena antitela u razli¢itim imunoloskim tehnikama (preuzeto sa web sajta: https://www.mlo-
online.com/diagnostics/immunodiagnostics/article/21155155/choosing-the-right-antibody-for-successful-
immunohistochemistry). Antigen-specifi¢no antitelo koristi se za specifi¢nu i osetljivu detekciju antigena od interesa.

2.3.1.5. Kovalentne modifikacije antitela

Za detekciju antigena od interesa u imunoloskim metodama se koriste primarna antitela,
koja specificno 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 nain indirektno sluze za detekciju antigena. Istovremeno, i
upotreba antitela kao proteinskih terapeutika se zasniva na kovalentnom konjugovanju leka i
antitela specificnog za odredeni ¢elijski marker.

Antitela se, uglavnom, kovalentno modifikuju nasumiénim ili, u novije vreme, mesto-
specifiénim 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 slu¢ajevima, standardne tehnike obelezavanja dovode do smanjene
imunoreaktivnosti antitela, usled modifikacija aminokiselinskih ostataka kljuénih za prepoznavanje
antigena. Ovi problemi se prevazilaze ili optimizovanjem standardnih metoda (na primer, zaStitom
antigen-vezujuceg mesta pre kovalentne modifikacije antitela) ili kori¢enjem alternativnih metoda
obelezavanja antitela, koje modifikuju karboksilne grupe aminokiselina ili ugljenohidratnu
komponentu antitela. Naelektrisane grupe, poput amino i karboksilne, koje se nalaze na povrsini
molekula antitela, primarno su mesto hemijske modifikacije. Primarni amini su najce$¢a meta
kovalentne modifikacije zbog svoje zastupljenosti i reaktivnosti amino grupe, usled Cega se
relativno jednostavno modifikuju (Berg i Fishman, 2020; Hermanson, 2013). U molekulu antitela se
nalazi oko 80 ostataka lizina, pri ¢emu je gotovo polovina njih izloZena rastvaracu i dostupna za
konjugaciju sa drugim molekulima (Feng et al., 2014), mada je, zavisno od vrste antitela, nekad
moguc¢e modifikovati u proseku samo 2,5 amino grupe. Pored toga, iako je teoretski moguce
modifikovati veliki broj ostataka lizina, veci stepen modifikacije sa sobom nosi negativan uticaj na
rastvorljivost i imunoloske osobine antitela, pa se u praksi antitela uglavnom modifikuju u manjem
stepenu (Mueller et al., 1988). Mada je e-amino grupa lizinskih ostataka ¢eS¢e meta modifikacije, i
N-terminalni kraj antitela, ako nije blokiran, moze biti modifikovan. Karboksilne grupe
aminokiselinskih ostataka glutamata i aspartata su, takode, dostupne za reakcije konjugacije.
Medutim, kako su ovi aminokiselinski ostaci ¢esto ukljuceni u protein-protein interakcije, njihova
hemijska modifikacija moze negativno uticati na antigen-vezujucu aktivnost antitela, posebno kada
su u pitanju monoklonska antitela, te je od posebne vaZznosti ispitivanje efekta modifikacija ovih
aminokiselinskih ostataka na funkcionalne osobine antitela. Modifikacije ugljenohidratne
komponente antitela, koja se nalazi na Fc regionu antitela, znacajne su sa aspekta udaljenosti ovog
regiona antitela od antigen-vezuju¢eg mesta, zbog ¢ega je manje verovatno da ¢e 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 znacajnog uticaja na smanjenje
antigen-vezuju¢ih karakteristika antitela. Aldehidne grupe antitela reaguju sa hidrazidima
obelezivaca, a reakcija obelezavanja se sastoji iz vise koraka, pri ¢emu su koraci oksidacije posebno
kriti¢ni. Sulfhidrilne grupe antitela modifikuju se nakon prethodne redukcije disulfidnih mostova
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blagim redukcionim sredstvom. Najces¢e su disulfidi regiona zgloba antitela meta modifikacije
antitela, jer se najlakS§e mogu redukovati do tiola. Blagom redukcijom disulfida dolazi do raskidanja
intermolekuskih veza u regionu zgloba, usled ¢ega nastaju dva monovalentna domena antitela, bez
uticaja na antigen-vezujuée mesto, ali sa mogué¢im znacajnim uticajem na aviditet antitela (Berg i
Fishman, 2020). Ostaci tirozina specifi¢no se jodiraju radioaktivnim izotopima joda "I, 21 i *3
(Berg i Fishman, 2020; Hermanson, 2013; Hnatowich, 1990) ili se, koris¢enjem bifunkcionalnih
helatora, antitela obeleZavaju radiometalima, poput *°Zr, **Cu, ®®Ga i drugih (Chomet et al., 2021).
Iako je radioaktivno obeleZavanje antitela sve manje zastupljeno usled negativnog uticaja na
zivotnu sredinu, u medicini se i dalje koriste radioaktivho obelezena 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 boc¢nog ostatka
lizina (Stasi et al., 2008). Za konjugovanje antitela sa drugim molekulima Cesto se Kkoriste
heterobifunkcionalni  reagensi, kao §to su sukcinimidil estar sukcinimidil  4-(N-
maleimidometil)cikloheksan-1-karboksilat (SMCC) i njegov sufonovan analog sulfo-SMCC, koji
sadrze 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 Cesto koriste biotinilovana antitela, za ¢iju 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 obelezenim (strept)avidinom ili
konjugatom (strept)avidina i enzima (Hermanson, 2013).

Konjugovanje drugih molekula ne bi smelo da uti¢e na integritet molekula antitela, njegovu
rastvorljivost, imunoreaktivnost i in vivo biodistribuciju. Kako bi se ocuvale sekundarne i tercijarne
strukture proteina, pH reakcione smeSe tokom reakcija konjugacije se obi¢no odrzava izmedu 719,
a temperatura ne prelazi 50 °C (Chomet et al., 2021). Antitela IgG potklase se uobicajeno
modifikuju na pH vrednostima izmedu 8,3 i 9. Za razliku od njih, antitela IgM potklase se
modifikuju na nizim pH vrednostima, bliZim neutralnim, jer su nestabilna na visim pH vrednostima.
Pri tim uslovima, hidroliza konjugata preovladuje nad reakcijom obelezavanja, a primarno mesto
modifikacije je a-amino grupa N-terminusa antitela, pa se za uspesno obeleZavanje antitela IgM
potklase koristi ve¢i molarni viSak reagensa za obelezavanje (50:1 ili 100:1, za razliku od antitela
IgG potklase, koja se uglavnom obelezavaju 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 spreio uticaj na imunoreaktivnost antitela, treba izbegavati
reakcije konjugacije u blizini antigen-vezujuc¢eg domena (Chomet et al., 2021).

2.3.1.5.1. Fluorescentno obelezavanje antitela

Antitela kovalentno modifikovana fluoroforama imaju veliki znac¢aj u imunohemijskim
analitickim metodama. Prve imunofluorescentne metode za detekciju viralnih antigena razvijene su
sada ve¢ davne 1950. godine, kada je omogucena mikroskopska detekcija bakterije rikecija i virusa
zau$ki u ekskudatima i tkivima inficiranih zivotinja i ljudi, koris¢enjem fluorescentno obelezenih
antitela specifi¢nih za ove bakterije/viruse. Ova antitela su bila obelezena FITC-om (Coons et al.,
1950), koji i danas predstavlja jednu od najkoris¢enijih fluorofora za obelezavanje antitela, ali i
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drugih proteina, poput avidina i streptavidina, za primenu u imunoloskim tehnikama baziranim na
fluorescenciji, poput imunofluorescentne mikroskopije i proto¢ne citometrije (Hermanson, 2013).
Konjugovanjem fluorofore za antitelo omogucava se indirektna detekcija antitela, a time i1 antigena
koje prepoznaje antitelo. Ekscitovanjem fluorofore na odredenoj talasnoj duzini i merenjem
emitovane svetlosti omogucena je detekcija i kvantifikacija prisutnog antigena (Yu et al., 2015).

Molekuli fluorofora su naj¢es¢e modifikovani NHS funkcionalnim grupama, ¢ime je
omogucena reakcija sa amino grupama antitela, premda su dostupni i derivati fluorescentnih
molekula koji sadrze 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, uobicajeno se koriste za fluorescentno obelezavanje antitela (Hermanson, 2013).
Samo neke od cesto koriséenih 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 isticu ,,Alexa Fluor* boje koje
su dobijene hemijskim modifikacijama, naje$¢e sulfonovanjem, kumarina, cijanina i molekula sa
ksantenskom strukturom u svojoj osnovi, kao §to su rodamini i fluorescein. Ove boje zajedno
pokrivaju Sirok opseg talasnih duzina, rezistentnije su na gasenje fluorescencije i stabilnije na
promene pH vrednosti u poredenju sa osnovnim molekulima iz kojih su dobijene, zbog ¢ega nalaze
veliku primenu u istrazivanju (Johnson i Spence, 2010). Pored malih organskih molekula, za
fluorescentno obelezavanje antitela koriste se i fikobilinski proteini poreklom iz algi, i to na prvom
mestu fikoeritrin, ¢ije hromofore su fikoeritrobilin i fikourobilin, ali i fikocijanin i alofikocijanin,
¢ija je hromofora fikocijanobilin (Kronick, 1986; Qiang et al., 2021). O fikobilinskim proteina i
njihovoj primeni kao fluorescentnih obeleZivaca ¢e vise re¢i biti u poglavlju 2.4.

2.3.2. Alfa-laktalbumin

Alfa-laktalbumin (ALA), sa prose¢nom koncentracijom u zrelom humanom mleku od 2,4
g/1, je jedan od najvaznijih proteina prisutnih u mleku sisara, naroc¢ito u maj¢inom mleku, gde ima
kljuénu ulogu u regulaciji sinteze laktoze (Jackson et al., 2004; Permyakov, 2020). Alfa-
laktalbumin ¢ini 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 specifiéne strukture, ALA je
predmet mnogih nau¢nih istrazivanja i Cesto se prouc¢ava kao model protein u studijama uvijanja i
denaturacije proteina, ali i kao model protein za kalcijum-vezujuce proteine (Permyakov, 2020).
Osim toga, zbog svoje hranljive vrednosti, koja se prvenstveno ogleda u visokom sadrZaju
esencijalnih aminokiselina, ukljucujudi 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-laktaloumina
pacova, koji poseduje 17 dodatnih aminokiselinskih ostataka na C-terminalnom kraju, ALA veéine
organizama se sastoji od 123 aminokiselinska ostatka i ima molekulsku masu oko 14,2 kDa. Alfa-
laktalbumin poseduje karakteristi¢nu strukturu, bogatu i a-heliksima i B-plocama. U pitanju je kiseli
(pl 4-5), kalcijum-vezujuéi protein, pri ¢emu je veéi deo ALA u mleku upravo u holo formi,
odnosno ima vezan jon kalcijuma. U GoldZijevom aparatu sisarskih epitelnih éelija, ALA ¢ini
regulatornu komponentu kompleksa laktozo-sintaze, u kojem ucestvuje u transferu galaktoze sa
UDP-galaktoze na glukozu, formiraju¢i laktozu (Permyakov, 2020). U svojoj strukturi, ALA
poseduje osam ostataka Cisteina, koji formiraju Cetiri disulfidne veze, koje su klju¢ne za odrzavanje
nativne strukture proteina (Chang i Li, 2002). Pozicije cisteinskih ostataka i kalcijum-vezujuceg
mesta su konzervirane u aminokiselinskim sekvencama svih a-laktalbumina za koje je poznata
sekvenca (22 organizma) (Permyakov, 2020).

lako su mnogi aspekti strukture i funkcije ALA izuzetno interesantni, u ovom radu ALA je
posmatran isklju¢ivo kao model sistem za proteine koji u nativnom obliku nemaju slobodnu
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sulfhidrilnu grupu. Imaju¢i to u vidu, u nastavku ¢e biti opisane samo osnovne strukturne
karakteristike ALA, koje su relevantne za razumevanje dobijenih rezultata.

2.3.2.1. Struktura a-laktalbumina

Iako ima samo 40% sli¢nosti aminokiselinske sekvence sa lizozimom, u strukturnom smislu
ALA je veoma slican lizozimu, sa kojim deli zajednickog evolutivnog pretka. Medutim, i pored
strukturne sli¢nosti, supstitucije specificnih aminokiselinskih ostataka dovele su do gubljenja
lizozomalne kataliticke aktivnosti ALA, zbog ¢ega su ALA i lizozim, iako homologni proteini,
funkcionalno potpuno divergentni (Permyakov, 2020).

Alfa-laktalbumin ¢ine dva domena: veliki a-helikoidni domen i manji domen, kog pretezno
izgraduju B-plocice, koji su medusobno povezani kalcijum-vezuju¢om petljom (Slika 19). Alfa-
helikoidni domen ¢ine tri klasi¢na a-heliksa (ostaci 5-11 (heliks A), 23-34 (heliks B) i 86-99 (heliks
C)) i dva kratka 330-heliksa (ostaci 17-21 i 115-119). Manji domen se sastoji od niza petlji, male
trolancane antiparalelne B-plocice (ostaci 40-43, 47-50 i 55-56) i kratkog 310-heliksa (ostaci 76-82).
Dva domena medusobno su povezana disulfidnim vezama koje se uspostavljaju izmedu ostataka
cisteina na pozicijama 73 i 91 i izmedu ostataka 61 i 77. Glavni elementi sekundarne strukture su
konzervirani u strukturama svih alfa-laktalbumina. Vezivno mesto za jon Ca®* formiraju
karboksilne grupe tri ostatka Asp i dve karbonilne grupe peptidne ki¢me (Lys79 1 Asp84)
(Chrysina et al., 2000; Permyakov, 2020).

Slika 19. Shematski prikaz trodimenzionalne strukture govedeg a-laktalbumina (PDB 1F6S, rezolucija 2,2 A).

Na niskim pH vrednostima (pH 2), ALA zadobija strukturu klasi¢ne stopljene globule
(takozvana A struktura), koja ima narusenu tercijarnu strukturu, ali relativno visok sadrzaj nativnih
elemenata sekundarne strukture, uz povecanu fleksibilnost velikog broja aminokiselinskih ostataka.
Ovu strukturu ALA ima i u odsustvu kalcijuma na neutralnim pH vrednostima (apo oblik), kao i pri
poviSenoj 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 Ziracije nativnog ALA, sa vezanim jonom Ca?*, iznosi 15,7 A, dok na kiselim pH
vrednostima i u apo formi ALA ima radijus Ziracije od 17,2 A. Istovremeno, u nativnom obliku
maksimalna dimenzija molekula ALA je 50 A, dok je u konformaciji stopljene globule maksimalna
dimenzija 60 A (Kataoka et al., 1997).

2.4. Fikocijanobilin

2.4.1. Spirulina kao odrziva hrana buducnosti

Cijanobakterija Arthrospira platensis, komercijalno poznata kao Spirulina, je fotosintetska,
filamentozna, spiralna (helikoidna) cijanobakterija (modrozelena alga prema staroj klasifikaciji),
Cija su prirodna staniSta brakticne (voda koja nastaje meSanjem slane i slatke vode) i slane vode
alkalne pH vrednosti, pre svega u tropskim i subtropskim podruc¢jima. Spirulina se Koristi u ishrani
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ljudi vise od 1000 godina (Stanic-Vucinic et al., 2018), a sedamdesetih godina proslog veka je
prepoznata kao hrana buducnosti od strane Internacionalne Unije za Primenjenu Mikrobiologiju, Sto
je umnogome doprinelo njenoj komercijalnoj proizvodnji kao dijetetskog suplementa. Preko 30%
globalne proizvodnje mikroalgi otpada na Spirulinu, $to je ¢ini najkultivisanijom mikroalgom (J. A.
Costa et al., 2019). Komercijalni interes za uzgajanje Spiruline pociva na njenom visokom sadrzaju
proteina, esencijalnih masnih kiselina, pigmenata, biodostupnih vitamina (posebno vitamina A, K i
kompleksa vitamina B) i makro- i mikroelemenata (kalijum, kalcijum, magnezijum, selen, gvozde,
cink), zbog ¢ega se Spirulina smatra ,,superhranom* (Lafarga et al., 2020). Proteini ¢ine oko 60%
suve mase Spiruline i dostizu i do 70% u optimalnim uslovima kultivacije, kada izvor azota nije
ograni¢en (Danesi et al., 2002). Osim §to ima sve znacajnije mesto U ishrani ljudi, Spirulina se u
poslednje vreme Kkoristi i kao dodatak prehrani Zivotinja, prvenstveno Zivine i svinja, ali u novije
vreme i akvakulture (Altmann i Rosenau, 2022). Kako je interesovanje za odrzivim izvorima hrane
poraslo poslednjih godina, Spirulina se nametnula kao atraktivan, odrzivi izvor visoko hranljivih
sastojaka hrane. Pored ¢injenice da i do 70% sadrzaja suve mase otpada na proteine, odrzivost
Spiruline pociva i na tome S$to raste brze nego kopnene biljke i ima veéi prinos biomase po jedinici
povrSine nego drugi usevi poput soje, mahunarki ili pSenice. Osim toga, Spirulina ima krucijalnu
ulogu u sekvestraciji ugljenika, ¢ime doprinosu smanjenju ugljeni¢nog 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 znac¢aj i upotrebljavaju se u industriji hrane, kozmetickoj, farmaceutskoj i
tekstilnoj industriji, gde nalaze primenu kao koloranti prirodnog porekla, kao alternativa sinteti¢kim
bojama (Lafarga et al., 2020; Ma et al., 2024; Mini¢ et al., 2024). Pored toga $to se upotrebljavaju
kao koloranti, fikobiliproteini mikroalgi se razmatraju i kao alternativni izvori hrane, ali i
alternativa serumu govedeg fetusa za upotrebu u kultivisanju vestackog mesa (Mini¢ et al., 2024).
Ovi pigmenti pokazuju i brojna bioaktivna svojstva. Veliki broj istrazivanja je nedvosmisleno
pokazao niz bkorisnih efekata Spiruline po zdravlje Coveka, Koji se prvenstveno pripisuju
fikobiliproteinima. Naime, zbog snazne antioksidativne aktivnosti fikobiliproteina, ali i zbog
brojnih drugih pozitivnih efekata, kao §to su imunomodulatorna, antikancerska, antibakterijska,
antiviralna i hipoholesterolemi¢na aktivnost, Spirulina pokazuje potencijal da postane bitna hrana
buduénosti 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 KkarakteriSe 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 omoguc¢avaju efikasno sakupljanje svetlosti u zelenoj oblasti vidljivog dela spektra
(500-600 nm) u kojoj hlorofili apsorbuju slabo. Na taj nacin je omoguéeno pokrivanje gotovo celog
vidljivog dela spektra, ¢ime fikobiliproteini znacajno doprinose odvijanju procesa fotosinteze
(Scheer i Zhao, 2008).

U strukturnom smislu, fikobiliproteini ¢ine veliku familiju heterodimernih proteina. Sastoje
se iz dve ili tri subjedinice koje ¢ine apoproteinski deo molekula, za koji je tioetarskom vezom
vezana tetrapirolna prostetina grupa, bilinska hromofora. Osim fikoeritrina, koji sadrzi i vy
subjedinicu, svi fikobiliproteini sadrze homologne o i B subjedinice (Glazer, 1977). T o i B
subjedinice se sastoje od globinskog jezgra, za koje je vezana hromofora, dok je N-terminalni kraj
obe subjedinice ukljuc¢en u oligomerizaciju subjedinica. Subjedinice grade heterodimere, koji dalje
oligomerizuju do ,,trimera“ (heteroheksamera) i ,,heksamera® (heterododekamera), koji izgraduju
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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 c¢ine fikobiliproteini, a ostalih 15% ¢ine ostali proteini (Tandeau de Marsac, 2003).
Ovi kompleksi se nalaze na spoljasnjoj (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 koli¢inom svetlosti. Neke cijanobakterije sadrze i fikoeritrocijanin (PEC)
koji zamenjuje fikoeritrin u odgovoru na promenjeni kvalitet svetlosti (Dagnino-Leone et al., 2022;
Scheer i Zhao, 2008). PrenoSenje energije u fikobilizomima se odvija od fikoeritrina, preko
fikocijanina do alofikocijanina, nakon ¢ega se ona prenosi do fotosintetskih reakcionih centara, pri
¢emu je efikasnost procesa vec¢a od 95% (Padyana et al., 2001).

Kovalentna modifikacija fikobiliproteina najmanje jednom bilinskom hromoforom je
zasluzna za njihovu ulogu u procesu fotosinteze. Postoje Cetiri tipa bilinskih hromofora, koje se za
molekul proteina vezuju tioetarskom vezom preko specifi¢nog ostatka cisteina, a svaku odlikuje
razliCita boja i razliita talasna duzina maksimuma apsorpcije. Fikocijanobilin (PCB) je plave boje,
sa maksimumom apsorpcije na 620 nm, fikoviolobilin (PVB) je ljubicaste boje sa maksimumom na
561 nm, fikoeritrobilin (PEB) je crvene boje i pokazuje maksimum apsorpcije na 560 nm, a
fikourobilin (PUB) je zute boje i pokazuje maksimalnu apsorpciju na 495 nm (Dagnino-Leone et
al.,, 2022). Svaki fikobilin ima sistem konjugovanih dvostrukih veza koji je zasluzan za
spektroskopske osobine hromofora — PCB ima devet konjugovanih dvostrukih veza, PVB osam,
PEB Sest i PUB pet. Sa povecanjem broja konjugovanih dvostrukih veza, apsorpcioni maksimum
hromofore se vise 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. Veéina hromofora vezana je za ostatak cisteina apoproteina tioetarskom vezom preko
ugljenika C-3' hromofore, mada su moguée i tioetarske veze preko C-18" (Scheer i Zhao, 2008).

Za razliku od hlorofila, slobodni bilini, kao i denaturisani fikobiliproteini, nemaju
odgovarajuce fotofizicke osobine za obavljanje fotoreceptorske funkcije. Samo nativan protein, u
kom su interakcije hromofore i apoproteina takve da omogucavaju ,,pravilnu®“ konformaciju
hromofore, moze da obavlja funkciju fotoreceptora (Scheer i Zhao, 2008). Premda se Cini da je
kovalentno vezivanje hromofore znacajan faktor za uspostavljanje interakcija sa proteinskim delom
molekula, i mutanti u kojima su ostaci cisteina koji ucestvuju u vezivanju hromofore zamenjeni
serinom, kao i mutanti kojima nedostaje lijaza, enzim koji katalizuje vezivanje hromofore za
apoprotein, imaju sposobnost vezivanja hromofore, $to ukazuje na to da kovalentno vezivanje
hromofore nije apsolutno neophodno za funkciju fikobiliproteina (Gindt et al., 1992; Shen et al.,
2006). Pored kovalentnog vezivanja, izmedu 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, cikli¢no-helikoidnu
konformaciju, biliproteinske hromofore u nativnim fikobilinskim proteinima imaju rigidnu,
izduzenu konformaciju. Varijacijama osnovne konformacije se postize fino podeSavanje sakupljanja
svetlosti u razli¢itim 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 ¢initi i do 50% ukupnih proteina cijanobakterija, pri ¢emu 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 sadrzi samo dva fikobiliproteina — alofikocijanin i C-
fikocijanin (C-PC), pri ¢emu je C-PC glavni pigment, a APC minorni (Padyana et al., 2001).
Izmedu 15 1 25 % suve biomase Spiruline otpada na fikocijanin, te je on ne samo glavni
fikobiliprotein, ve¢ ujedno i najzastupljeniji protein (Sotiroudis i Sotiroudis, 2013). Fikocijanini
koji sadrze samo jedan tip hromofore — fikocijanobilin, nazvani su C-fikocijaninima (C-PC), dok
oni koji sadrze i fikoeritrobilin i/ili fikourobilin pripadaju jednom od pet tipova R-fikocijanina (R-
PC I-V), koji se medusobno razlikuju po tipu i polozaju hromofora (Dagnino-Leone et al., 2022).

Fikocijanin je verovatno najbolje izuCen fikobiliprotein. U PDB bazi podataka proteina
nalazi se Sezdeset jedna kristalna struktura fikobiliproteina, a najveci broj struktura, ¢ak trideset
Sest, su fikocijanini (Dagnino-Leone et al., 2022). Struktura C-fikocijanina sli¢na je drugim
fikobiliproteinima. Cine ga dve relativno homologne subjedinice: o subjedinica, molekulske mase
oko 18 kDa, koja ima jedan molekul fikocijanobilina vezan za Cys84, i  subjedinica, molekulske
mase oko 19 kDa, koja sadrzi dva molekula fikocijanobilina koji su kovalentno vezani za ostatke
cisteina na pozicijama 84 i 155. Oba lanca sadrze konzerviran a-heliks kao dominantan tip
sekundarnih struktura, a trodimenzionalna struktura subjedinica je sli¢na u razli¢itim organizmima,
sa minornim razlikama. Naime, dve subjedinice formiraju aff monomer, koji agregira u asf3 trimer,
a zatim u agPs 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 sli¢na je molekulu mioglobina, pri ¢emu mesta vezivanja PCB-a na pozicijama o-84 i
-84 nalikuju vezivnim mestima za hem u molekulu mioglobina (Padyana et al., 2001). Subjedinica
a C-fikocijanina A. platensis ima molekulsku masu oko 17,6 kDa i pl 5,83, a subjedinica 3 masu
oko 18,1 kDa i pl 4,96 (Dagnino-Leone et al., 2022).

Slika 20. Kristalna struktura C-PC-a A. platensis dobijena kristalografijom X-zracima (PDB 1HA7, rezolucija
22 A).

Intenzivna boja C-fikocijanina poti¢e od fikocijanobilina, kovalentno vezane tetrapirolne
hromofore, molarne mase 586,7 Da, ¢ija sposobnost apsorpcije svetlosti pokriva opseg talasnih
duzina od gotovo 100 nm (Sonani et al., 2016; Stanic-Vucinic et al., 2018). Glavni prekursor svih
fikobilina je biliverdin IXa, koji nastaje dejstvom hem-oksigenaze 1. Dvostepenom redukcijom
biliverdina 1Xo 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 ve¢i 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, cikli¢énu konformaciju, dok u nativnom
proteinu zauzima rigidniju, linearnu konformaciju (Slika 22), stabilizovanu vodoni¢nim vezivanjem
sa bo¢nim 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). Razlic¢ite
spektroskopske osobine hromofore upravo su posledica razlike u konformaciji slobodnog PCB-a i
onog koji je kovalentno vezan u proteinu (Scheer i Kufer, 1977).

CoO”
COOH

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 koris¢enje u
industriji hrane i farmaceutskoj industriji. U tom kontekstu, Spirulina pokazuje znacajan 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 kiseoni¢nih vrsta (ROS, od engl. reactive
oxygen species) lezi 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 §to je PC mogu da deluju kao
neenzimski antioksidanti, tako $to uklanjaju nastale slobodne radikale ili snizavaju 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 oste¢enje DNK (Bhat i Madyastha, 2001). Fikocijanobilin
je odgovoran i za nefroprotektivni efekat C-PC-a u misjem modelu akutne bubrezne insuficijencije
izazvane delovanjem ziva(Il)-hlorida. Pri tome zastitni efekat PCB-a se ogleda u snizavanju nivoa
razli¢itih markera oksidativnog stresa, poput reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta, sprecavanju
smanjenja aktivnosti antioksidativnih enzima, poput katalaze, glutation-peroksidaze i glutation-
reduktaze, ali i u spreavanju sniZzavanja ekspresije proteina povezanih sa glomerularnim
oste¢enjima, kao $to su nefrin i podocin (Garcia-Pliego et al., 2021). Utvrdeno je i da tretman
miseva PC-om pre ili tokom zracenja X-zracima dovodi do znafajnog smanjenja nivoa alanin-
aminotransferaze i aspartat-aminotransferaze u plazmi, markera akutnog ostecenje jetre, i povecanja
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 znacajnu ulogu u odgovoru na oksidativni stres, ali i kroz
direktan antioksidativni efekat PC-a u uklanjanju nastalin ROS-a (Liu et al., 2020).

Fikobiliproteinima, posebno fikocijaninu, se pripisuje i antiinflamatorna aktivnost, koja se
uglavnhom povezuje sa inhibicijom ciklooksigenaze-2, enzima koji katalizuje prevodenje
arahidonske kiseline u prostaglandin H2, prekursor prostaciklina, koji ima vaznu 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 uti¢e na smanjenje autoimunog
odgovora, snizavanjem ekspresije proinflamatornih citokina IL-6 i IFN-y (Cervantes-Llanos et al.,
2018). Dodatno, antiinflamatorni efekat C-PC-a ostvaruje se i kroz smanjenje ekspresije drugih
proinflamatornih citokina (IL-1f, IL-2 i faktor nekroze tumora a) i transkripcionih faktora (Janus
kinaza 3, signalni transduceri i aktivatori transkripcije 3), uz povecanje ekspresije antiinflamatornog
citokina IL-4 (Jiang et al., 2017).

Fikocijanin pokazuje i antikancersku aktivnost prema razli¢itim tipovima kancerskih celija,
stimuliSu¢i apoptozu i1 smanjujuci proliferaciju kancerskih ¢elija, a pritom ne uticu¢i na zdrave
¢elije (Jiang et al., 2017; Pagels et al., 2019). Molekulski mehanizmi C-PC-om indukovane
apoptoze humanih K562 ¢elija hroni¢ne mijeloidne leukemije ukljucuju oslobadanje citohroma c iz
mitohondrija u citosol, aktiviranje kaspaza i indukciju razgradnje poli(ADP-riboza)-polimeraze,
proteina ukljuéenog u proces programirane Celijske smrti, i smanjenje ekspresije antiapoptotskog
Bcl-2 proteina (Subhashini et al., 2004). Fikocijanin moze da izmeni mitohondrijalni membranski
potencijal, Sto stimuliSe oslobadanje citohroma ¢ i promoviSe stvaranje ROS-a, a Sto pak za
posledicu ima apoptozu kancerskih ¢elija (Jiang et al., 2017). Antikancerska aktivnost C-PC-a
pokazana je ¢ak i na MDA MB 231 ¢elijama veoma agresivnog trostruko negativnog karcinoma
dojke, za koji konvencionalne terapije nisu ucinkovite. Fikocijanin utice na Smanjenu migraciju i
poveéanu adheziju ovih celija, pokazuju¢i i angiogene efekte, uz supresiju ekspresije
ciklooksigenaze-2 i proizvodnje prostaglandina E(2). Svi bioloski 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 potroSaa u vezi sa bezbednosS¢u sintetickih boja doveo je do ograniCene
primene sintetickih boja u hrani, konditorskim proizvodima i pi¢ima i preusmeravanju fokusa na
upotrebu prirodnih boja, posebno kada je u pitanju hrana za decu. Intenzivna boja fikobiliproteina
¢ini ih interesantnom alternativom sintetickim bojama za upotrebu kao koloranata u industriji hrane
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(Lafarga et al., 2020; Ma et al., 2024; Mini¢ et al., 2024). U poredenju 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 ljubicastu 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 bioloska aktivnost nepredividiva, zbog ¢ega 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 ¢ini C-fikocijanin (Stanic-Vucinic et al., 2018). lako je
gardenija plavo stabilnija na poviSenim temperaturama i na dejstvo svetlosti od C-PC-a, C-PC se
zbog intenziteta boje pokazao kao bolji kolorant (Jespersen et al., 2005). Ameri¢ka Uprava za hranu
i lekove je 2013. godine odobrila upotrebu fikocijanina u obliku ekstrakta Spiruline kao boje u
zvaka¢im gumama i slatkisima (Newsome et al., 2014). Zbog duge istorije upotrebe, Spirulina se ne
smatra novom hranom i ne podleze Uredbi Evropske Unije 2015/2283 o novoj hrani, pa se moze
komercijalizovati i u Evropskoj Uniji (Lafarga et al., 2020). Optimalni uslovi za ¢uvanje C-
fikocijanina su u mraku, na temperaturi ispod 45 °C i na pH 5,5-6 (Adjali et al., 2022). lako manja
stabilnost u kiselim uslovima, pri poviSenoj upotrebi i u prisustvu svetlosti limitira upotrebu
fikocijanina kao koloranta u nekim proizvodima (Newsome et al., 2014), njegova primena je danas
prosirena na sladolede, smrznute dezerte, jogurte, pudinge, dzemove i druge proizvode Kkoji se
¢uvaju na niskoj temperaturi i imaju visok sadrzaj Secera, kojima se ¢uva stabilnost proteina (Ma et
al., 2024; Stanic-Vucinic et al., 2018). Premda se smatra nestabilnim u kiselim uslovima, neke
studije ukazuju da kisela pi¢a sa dodatkom C-fikocijanina, ¢ije je pH oko 3, zadrzavaju plavu boju i
do 11 dana, ako se ¢uvaju na hladnom (Garcia et al., 2021). Iako se najveci broj stru¢nih radova
bavi ispitivanjem mogucnosti upotrebe fikocijanina kao aditiva u industriji hrane, istraZuje se i
mogucnost enkapsulacije slobodnog PCB-a u nanocestice na bazi BSA. U kompleksu sa BSA,
slobodan PCB je stabilniji prema oksidaciji, pa bi PCB vezan za BSA mogao da posluzi kao
funkcionalni aditiv koji istovremeno obezbeduje i boju i bioaktivna svojstva, pri ¢emu interakcija sa
proteinom produzava njegovu aktivnost usporavanjem oksidacije (Minic et al., 2018).

2.4.6. Fikobilinski proteini kao fluorescentni obelezivaci

Fluorescentne osobine fikocijanina koriste se kao indikator rasta cijanobakterijskih kultura,
za detekciju toksiénih cijanobakterija i daljinsko ispitivanje cijanobakterija u prirodnim vodama
(Eriksen, 2008). Medutim, intenzivna fluorescencija fikobiliproteina iskoris¢ena je i ex vivo kroz
njihovu upotrebu kao fluorescentnih obelezivaca, najviSe antitela, ali i drugih proteina (Kronick,
1986; Qiang et al., 2021). Kako fikobiliproteini sadrze vise molekula bilinskih hromofora po
molekulu proteina, njihovi ekstinkcioni koeficijenti mogu imati vrednosti od cak 2x10°% i 2,4x10°
M™ cm™ (za R-fikoeritrin i B-fikoeritrin, redom), §to je gotovo 30 puta veéa vrednost od
ekstinkcionog koeficijenta ¢esto koris¢enog fluorescentnog obelezivaca fluoresceina i oko sto puta
veca od ekstinkcionog koeficijenta rodamina, dok vrednosti kvantnog prinosa fikobiliproteina
variraju od 0,51 za C-fikocijanin do ¢ak 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 cega pokazuju nizak nivo nespecificnog vezivanja (Kronick i Grossman,
1983). Fluorescencija fikobiliproteina nezavisna je od pH vrednosti u Sirokom opsegu pH vrednosti
od interesa (od oko pH 5 do pH 9) (Kronick, 1986). Istovremeno, kovalentnim vezivanjem
fluorofore za molekul proteina omogucéena je bolja zastita fluorofore od gasSenja fluoresencije
dejstvom faktora sredine (Johnson i Spence, 2010). Spektralne osobine fikobilinskih proteina od
posebnog su znacaja u radu sa bioloSkim uzorcima. Naime, u poredenju sa cesto koriS¢enim
fluoresceinom, fikoeritrin se ekscituje 1 emituje na ve¢im talasnim duzinama, u dalekom crvenom
delu vidljivog spektra. Merenjem fluorescencije u crvenom delu spektra izbegava se pozadinski
signal poreklom od autofluorescencije seruma i drugih bioloskih matriksa, kao §to su, na primer,
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autofluorescentne citoplazmatske granule mikroglija (Soini i Hemmild, 1979; Zhang et al., 2022).
Navedene osobine ¢ine fikobiliproteine veoma pogodnim za fluorescentno obelezavanje razlicitih
proteina, poput imunoglobulina, proteina A i avidina, ali i nanocestica, za primenu u razli¢itim
tehnikama koje se zasnivaju na fluorescenciji, poput proto¢ne citometrije, fluorescentne
mikroskopije i fluorescentnih imunoeseja (Kronick, 1986; Oi et al., 1982; Qiang et al., 2021).

Konjugovanje fikobiliproteina za druge proteine omogucéeno je KkoriS¢enjem
heterobifunkcionalnih reagenasa. NajéeS¢e se jedna ili vise e-amino grupa fikobiliproteina
derivatizuju reagensima kojima se uvodi slobodna sulfhidrilna grupa (poput Trautovog reagensa),
dok se amino grupe molekula koji se obelezava (antitelo ili neki drugi protein od interesa)
derivatizuju sukcinimidil estrima, kao $to su SMCC ili sukcinimidil-4-(p-maleimidofenil)butirat
(SMPB), ¢ime se uvodi maleimidna grupa, slobodna za reakciju sa sulfhidrilnom grupom
fikobiliproteina, pri ¢emu nastaje tioetarska veza (Kronick, 1986).

Fikobiliproteini kao fluorescentni obelezivaci najve¢u primenu nasli su u fluorescentnoj
mikroskopiji 1 proto¢noj citometriji, 1 to u fluorescentnom obelezavanju celijskih povrSinskih
molekula, koriS¢enjem antitela specificnih za Celijske markere, koja su fluorescentno obelezena
fikobiliproteinima, najcesce fikoeritrinom. Veliki Stokes-ov pomeraj fikobiliproteina omogucio je
simultanu upotrebu i detekciju antitela obelezenog fikoeritrinom, koje je specifi¢no za jedan celijski
marker, 1 drugog antitela, koje je specificno za neki drugi ¢elijski marker, a ¢ija detekcija se vrsi
drugim antitelom konjugovanim sa fluoresceinom, koriSéenjem istog lasera za ekscitaciju
fluorofore. Picolo i Cilosi su na ovaj nadin okarakterisali razli¢ite populacije T-¢elija u limfnim
¢vorovima (Pizzolo i Chilosi, 1984). Dalji razvoj u ovoj oblasti omogucio je kori$¢enje dva laserska
izvora za istovremenu detekciju tri fluorofore, a zatim i koriSéenje tri lasera za istovremenu
detekciju Cetiri fluorescentna molekula. Tako je koris¢enjem lasera koji proizvodi svetlost talasne
duzine 605 nm omoguéena istovremena ekscitacija boje Texas Red 1 alofikocijanina, dok laser na
488 nm istovremeno ekscituje dva antitela razliCite specifi¢nosti obelezena fluoresceinom i
fikoeritrinom, §to je omogucilo analizu diferencijacije misjih B ¢elija (Hardy et al., 1984). Zbog
manjeg pozadinskog signala poreklom od autofluorescencije mikroglija, antitela konjugovana sa
fikoeritrinom nadmasuju ona konjugovana sa FITC-om i alofikocijaninom u osetljivosti detekcije
LAG3 proteina mikroglija proto¢nom citometrijom (Zhang et al., 2022). Pored konjugata antitela i
fikobiliproteina, konjugati aneksina V i alofikocijanina i R-fikoeritrina koriste se za pracenje
¢elijske apoptoze protocnom citometrijom, vezujuci se za fosfatidilserin, indikator intermedijarnih
faza apoptoze (Farrokh-Siar et al., 1999; Mukhopadhyay et al., 2007). Osim u proto¢noj citometriji,
fikobiliproteini se koriste 1 u drugim esejima u kojima se koriste fluorescentno obelezena primarna
ili sekundarna antitela ili avidin. Kronick i saradnici su detektovali humana IgG antitela u ,,sendvi¢*
eseju na ¢vrstoj fazi, u kojem su za poliakrilamidne kuglice kuplovana zecja antitela na humani
IgG, koja se potom inkubiraju sa humanim serumom u kom se zele kvantifikovati humana 1gG
antitela. Za detekciju su koristili ili fluorescentno obelezena sekundarna antitela ili biotinilovana
sekundarna antitela i fluorescentno obelezen avidin. Kuplovanjem B-fikoeritrina za zec¢ja antitela na
humani 1gG ili za avidin postize se Sest, odnosno pet puta veca osetljivost detekcije humanog IgG-a
u poredenju 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 1 IgM, ¢ime su merili nivoe IgG 1 IgM potklasa
autoantitela u serumima pacijenata sa reumatoidnim artritisom. Istovremeno, kori§¢enjem kozjih
IgG antitela na humani C3 obelezenih fikoeritrinom, merili su C3 komponentu komplementa i na taj
nacin 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 nanocestice na bazi srebra omogucena je detekcija i kvantifikacija
jona bakra u uzorcima vode, pracenjem gaSenja 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 vaznosti da konjugovanje fluorofore ne utice (znacajno) 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 utic¢e na imunolosku specifi¢nost antitela ili afinitet za
vezivanje antigena (Hermanson, 2013). Kako su fikobiliproteini veliki proteini, po veli¢ini sli¢ni
antitelima, u literaturi su zabeleZeni slucajevi u kojima je konjugovanje fikobiliproteina za molekul
antitela sterno interferiralo sa antigen-vezuju¢im mestima na molekulu antitela, $to je znacajno
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 odredena je spektrofotometrijski, nakon
razblazivanja dobijenog preparata smeSom metanola i koncentrovane hlorovodoni¢ne Kkiseline
(metanol:hlorovodoni¢na kiselina, 19:1, v:v). KoriS¢en je molarni apsorpcioni koeficijent na 680
nm, koji iznosi 37 900 Mem™ (Cole et al., 1967). C-PC je izolovan i prediiéen iz istog izvora,
prema prethodno opisanoj proceduri (Zhang i Chen, 1999). BLG i ALA su izolovani i prec¢isceni iz
svezeg kravljeg mleka prema prethodno opisanim metodama (Al-Hanish et al., 2016; Stojadinovic
et al.,, 2012). Koncentracija proteina odredena je spektrofotometrijski, koriS¢enjem molarnog
ekstinkcionog koeficijenta od 17600 M™cm™ za BLG (Collini et al., 2000) i 28540 M™*cm™ za ALA
(Chaudhuri i Chattopadhyay, 2014), oba na 280 nm. Humana IgG antitela izolovana su i prec¢is¢ena
iz humane Kkrvi dobrovoljaca afinitetnom hromatografijom, koris¢enjem Protein A Sepharose
matriksa (Merck, Darmstat, Nemacka). Uzorkovanje bioloskog materijala (puna periferna venska
krv, 20 ml po ispitaniku; grupa od 10 zdravih ispitanika) uradeno je u laboratoriji Doma zdravlja
Stari Grad u Beogradu, akreditovanoj prema zahevima standarda ISO/IEC 17025, nakon dobijanja
pisane saglasnosti ispitanika za uceS¢e u naucno-istrazivackoj studiji, u skladu sa principima
proisteklim iz Helsinske deklaracije. BSA je nabavljen od proizvodaca Sigma-Aldrich (Sent Luis,
Misuri, SAD). Koncentracija proteina odredena je spektrofotometrijski, koriS¢enjem molarnog
ekstinkcionog koeficijenta od 43824 M™cm™ na 279 nm (Gamov et al., 2020). AAPH je nabavljen
od proizvodaca Acros Organics (Gel, Belgija), 3,3”,5,5’-tetramethilbenzidin (TMB) od proizvodaca
Athera Biotechnologies AB (Stokholm, Svedska), DTNB od proizvodac¢a Fluka BioChemika (Buhs,
Svajcarska), L-cistein od proizvodata Merck (Darmstat, Nemacka) i 2-iminotiolan (Trautov
reagens) od proizvodaéa Thermo Fisher Scientific (Valtam, Masacusets, SAD). Sve ostale
hemikalije bile su analiticke Cistoce i, 0sim ako je drugacije naglaseno u tekstu, nabavljene su od
proizvodaca Sigma-Aldrich (Sent Luis, Misuri, SAD). Ultracista voda (Barnstead Smart2Pure
Water Purification System, Thermo Fisher Scientific; Valtam, Masacusets, SAD) je koris¢ena u
svim eksperimentima.

Spektri u UV/VIS oblasti snimani su koris¢enjem NanoDrop 2000c spektrofotometra
(Thermo Fisher Scientific; Valtam, Masacusets, SAD). Fluorescentni spektri snimani su
koris¢enjem FluoroMax-4 spektrofluorimetra (HORIBA Scientific; Kjoto, Japan). CD spektri
snimani su kori§¢enjem Jasco J-815 CD spektropolarimetra (JASCO; Tokio, Japan).

3.2. Ispitivanje kovalentnih interakcija p-laktoglobulina i fikocijanobilina

Svi eksperimenti koji se ticu ispitivanja interakcija BLG-a i PCB-a radeni su u 20 mM
natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2, osim eksperimenata formiranja adukta na razli¢itim 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 razli¢itim molarnim odnosima. Naime, pripremljeno je serijsko razblazenje BLG-a (256—
0,5 UM u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2), a zatim je 4 uM rastvor PCB-a u istom
puferu pomesan 1:1 (V/V) sa razblazenjem proteina ili puferom. Pripremljene smese inkubirane su
dva ¢asa na 37 °C, nakon Cega su snimljeni fluorescentni spektri u oblasti od 600 do 700 nm na 37
°C, pri ekscitaciji od 580 nm. Sirine ekscitacionog i emisionog proreza bile su 5 nm. Emisija
slobodnog PCB-a oduzeta je od fluorescencije BLG-PCB adukta. Priblizna konstanta vezivanja
dobijena je ubacivanjem eksperimentalno dobijenih podataka u jednacinu 1 (Keppler et al., 2014b):
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F.x[BLG
- i+[[BLG]] @,
K.
gde je [BLG] koncentracija proteina izrazena u uM, Ka priblizna konstanta formiranja BLG-PCB
kompleksa, F., fluorescencija BLG—PCB kompleksa pri beskona¢noj koncentraciji BLG-a, dok je
AF razlika fluorescencije BLG-PCB kompleksa i fluorescencije PCB-a.

Poredenje fluorescentnih spektara smesa PCB-a i aminokiselina i BLG—PCB kompleksa
radeno 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 uM svaki) tokom 2 ¢asa na 37 °C.
Smese su razblazene 10 puta pre snimanja fluorescentnih spektara. Uslovi snimanja su bili identi¢ni
prethodno opisanim za odredivanje konstante afiniteta.

Kinetika formiranja BLG-PCB kompleksa izu¢avana 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 pomeSani
u molarnom odnosu 1:1 (5 UM oba), nakon ¢ega je fluorescencija pracena svakih 20 sekundi tokom
2000 sekundi. Talasne duzine ekscitacije i emisije su bile 580 nm i 640 nm, redom. Sirine
ekscitacionog 1 emisionog proreza su bile podeSene na 5 nm. Fluorescencija slobodnog PCB-a
oduzeta je fluorescencije BLG-PCB adukta u svakoj vremenskoj tacki. Koncentracija nevezanog
PCB-a izracunata je prema slede¢oj jednacini:

Fi-Fy

[PCB]=5-5x
F.-F,

(),

gde F; predstavlja fluorescenciju BLG—PCB kompleksa u vremenu t, Fo i F,, vrednosti fluorescencije
u vremenu nula 1 beskonatnom vremenu, redom, a 5 je pocetna koncentracija PCB-a u pM.
Konstanta brzine formiranja BLG-PCB adukta izracunata je ubacivanjem dobijenih rezultata u
jednacinu prvog reda, koriS¢enjem jednacine 3:

[slobodan PCB]=5xe™*"t (3),

gde [slobodan PCB] predstavlja koncentraciju nevezanog liganda, k pribliznu konstantu brzine
formiranja BLG-PCB adukta, a t vreme.

Kinetika vezivanja PCB-a za alkilovani BLG pracéena je u prisustvu 7 M uree na prethodno
opisan nacin. Alkilovani BLG pripremljen je inkubiranjem 200 uM BLG-a i 100 mM jodacetamida
(IAA) u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2 na 37 °C tokom jednog casa. Visak
neizreagovalog jodacetamida uklonjen je dijalizom naspram 500 zapremina 20 mM natrijum-
fosfatnog pufera, pH 7,2. Dijaliza je trajala 24 ¢asa 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
casana4 °C.

Za snimanja u vidljivoj i bliskoj UV oblasti (250-750 nm), koncentracija dijalizovanog
BLG-a i BLG-PCB kompleksa iznosila je 50 uM. 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. Kori$¢ena je kiveta ¢iji je opticki put
1cm.

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, koriS¢enjem kvarcne kivete ¢iji je opticki put 0,01
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cm. Spektri pufera i PCB-a oduzeti su od spektara BLG-a i BLG-PCB kompleksa, redom. Sadrzaj
sekundarnih struktura izracunat je koriS¢enjem CDPro softverskog paketa, koris¢enjem CONTIN
algoritma i SD43 baze podataka.

3.2.3. UV/VIS spektroskopija

UV/VIS apsorpcioni spektri 50 uM BLG-a i 50 uM BLG-PCB kompleksa nakon dijalize,
kao i 50 uM 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 radene na vertikalnim sistemima Hoefer SE600
(Hoefer Inc., Bridzvoter, Masacusets, 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 odgovarajuce gustine za elektroforetsku analizu na
Hoefer SE600 sistemu. Kada je koris¢en 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 koriS¢enih uslova (redukujuci/neredukujuci).

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
ddH,0 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
ddH,0 2,25
TEMED (tetrametiletilendiamin) 0,002
10% SDS 0,038
10% APS (amonijum-persulfat) 0,028

Uzorci su za elektroforetsku analizu uvek pripremani meSanjem uzorka proteina sa
odgovaraju¢om zapreminom 5X koncentrovanog pufera za pripremu uzoraka, tako da finalna
koncentracija pufera za uzorke bude 1X, nakon ¢ega su zagrevani 10 min na 95 °C. Koncentrovani
pufer za pripremu uzoraka (5X PZU) sadrzi: 300 mM Tris, pH 6,8, 10% SDS, 50% glicerol, 25% B-
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merkaptoetanol i 0,05% bromfenolplavo (BPB). Pufer za elektroforezu je sadrzao 25 mM Tris, pH
8,3, 192 mM glicin i 0,1% SDS. Napon na ispravljac¢u je podeSavan na 90 V do ulaska uzoraka u
gel za razdvajanje, nakon cega je povecavan 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% siréetna 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% siréetna. Nakon bojenja, gelovi su
najpre obezbojavani rastvorom za fiksiranje u trajanju od 10 min, a zatim rastvorom 7% siréetne
kiseline.

Formiranje kovalentnog adukta BLG-a i PCB-a praceno je elektroforetski, koriséenjem
osobine PCB-a da kompleksira jone Zn** i gradi fluorescentni proizvod (Berkelman i Lagarias,
1986). Smesa BLG-a i PCB-a (20 uM oba), 20 uM protein i 20 uM slobodan pigment inkubirani su
na 37 °C tokom 2 ¢asa, nakon Cega su analizirani elektroforetski u denaturiSu¢im, neredukuju¢im
uslovima na 16% poliakrilamidnom gelu. Nakon zavrsene elektroforeze, gel je inkubiran 15 minu 1
M rastvoru ZnSO,. Fluorescencija koja poti¢e od kompleksa PCB-Zn?* je analizirana pod UV
lampom, nakon ¢ega su gelovi bojeni Coomassie Brilliant Blue R-250 bojom.

Kako bi se uporedio prinos formiranja BLG-PCB adukta u puferu i urei, smesa BLG-a i
PCB-a (po 100 pM svaki), 100 pM slobodan protein i 100 puM slobodan PCB inkubirani su na 37
°C tokom 2 ¢asa u odsustvu 1 U prisustvu 7 M uree. Nakon inkubacije, uzorci su razblazeni do 20
UM koncentracije i analizirani elektroforetski na prethodno opisan nacin.

Inhibicija formiranja BLG-PCB adukta blokiranjem ostataka cisteina alkilovanjem
jodacetamidom takode je analizirana elektroforetski. Naime, 20 uM BLG u odsustvu i U prisustvu
rastucih koncentracija jodacetamida (20, 200 i 2000 uM IAA) preinkubiran je 30 min na 37 °C kako
bi se odvila reakcija alkilovanja. Nakon toga je uzorcima dodat PCB (20 uM finalna koncentracija).
Inkubacija sa PCB-om je trajala jo$ 2 ¢asa na istoj temperaturi.

3.2.5. Priprema kovalentnog BLG-PCB adukta u veé¢em prinosu

Kovalentni BLG-PCB adukt pripremljen je u ve¢em prinosu, inkubiranjem smese BLG-a i
PCB-a u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu (pH 7,2) tokom 2 ¢asa na 37 °C, uz meSanje na
termosejkeru, na sledec¢i nacin. U 200 uM rastvor BLG-a je sukcesivno, u 4 porcije, dodavan stok
rastvor PCB-a u dimetilsulfoksidu (DMSO), tako da finalna koncentracija pigmenta u smesi bude
300 uM. PCB je dodavan u nultom minutu, kao i nakon 30, 60 1 90 minuta od pocetka inkubiranja.
Reakciona smesa je tokom inkubiranja bila zasti¢ena od svetlosti aluminijumskom folijom. Kako bi
kontrolni, nemodifikovani protein prosao isti tretman, pripremljen je i kontrolni rastvor BLG-a u
koji je, umesto PCB-a, dodavan DMSO. Pripremljen je i kontrolni rastvor 300 uM PCB-a. Obe
kontrole su inkubirane tokom dva ¢asa na 37 °C. Nakon dvoéasovne inkubacije, uzorci BLG-a i
BLG-PCB-a su dijalizovani naspram 20 mM fosfatnog pufera pH 7,2 na 4 °C, pri ¢emu je grani¢na
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, takode, stajala na 4 °C. Kako bi se
BLG-PCB adukt dobio u jo$ vecem prinosu, nakon dijalize je dijalizovani BLG-PCB adukt
dodatno obogacen 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 visak 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 nize),
koris¢eni su uzorci koji su dijalizovani naspram MiliQ vode. U svim ostalim eksperimentima
kori$éeni su uzorci koji su dijalizovani naspram fosfatnog pufera, pH 7,2.

3.2.6. Odredivanje prinosa reakcije BLG-a i PCB-a

Za odredivanje prinosa kovalentne modifikacije BLG-a PCB-om primenjena su dva
pristupa. Prvi pristup se zasniva na odredivanju sadrzaja 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 pl dijalizovanih uzoraka BLG-a, odnosno BLG-PCB adukta pomeSano je sa 30 ul 1 M
Trisa (pH 8), 180 pl vode i 30 pl 2 mM rastvora DTNB-a (pripremljenog u 50 mM natrijum-
acetatu). Nakon jedno¢asovne inkubacije, snimljena je apsorbancija na 405 nm. S obzirom da sam
BLG-PCB adukt pokazuje apsorpciju na ovoj talasnoj duzini, pripremljene su dve kontrole. Prva
kontrola (Al) nije sadrzavala DTNB (sadrzala je protein, vodu i pufer), dok druga kontrola (All)
nije sadrzavala protein (sadrzala je vodu, pufer i DTNB). Apsorbancija uzorka je, prema tome,
dobijena sledecom jednacinom:

A=Am — Al — All (3),
gde je Am izmerena apsorbancija uzorka (protein+voda+pufer+DTNB).

Kao standard kori$c¢en je L-cistein ratvoren u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2 u
opsegu koncentracija od 100-800 pM. Koris¢enjem kalibracione prave (Slika 23), izraCunata je
koncentracija slobodnih —SH grupa u uzorcima BLG-a i BLG-PCB-a.

124
0.9 4
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Apsorbancija na 405 nm
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Koncentracija Cys (uM)
Slika 23. Kalibraciona prava za odredivanje koncentracije slobodnih SH grupa BLG-a ElImanovim reagensom.

Prinos obelezavanja odreden je pomocu sledece jednacine:

Koncentracija SH (BLG-PCB)

. N
Prinos reakcije (%)=100% Koncentraciia SIL(BLG)

x 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 ra€unanje prinosa reakcije zasniva se na odredivanju sadrzaja hromofore u
uzorku pepsinskog digesta BLG-PCB-a, koris¢enjem pepsinskog digesta C-fikocijanina kao
standarda, uzimajuci u obzir koncentraciju hromofore (PCB) u digestu (Minic et al., 2016). Naime,
C-PC i dijalizovani BLG-PCB adukt digestovani su pepsinom u simuliranoj gastri¢noj tecnosti
(SGF, od engl. simulated gastric fluid). Ukratko, 125 pl C-PC-a (8 mg/ml) ili BLG—PCB adukta (2
mg/ml) je dodato u 375 pl SGF-a (84 mM HCI, 35 mM NaCl, pH 1,3), koji je sadrzavao 10 jedinica
pepsina (svinjski pepsin, 2800 U/mg) po pg proteina koji se digestuje. SmeSe sa enzimom su
inkubirane na 37 °C tokom 4 casa. Reakcija je zaustavljena dodatkom 60 pl 1 M rastvora NaHCO:s.
Kalibraciona prava je konstruisana korisé¢enjem pepsinskog digesta C-PC-a kao standarda, u opsegu
koncentracija hromofore od 0,2 do 1,2 uM (Slika 24).
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Slika 24. Kalibraciona prava za odredivanje koncentracije neohromopeptida u pepsinskom digestu BLG-PCB-a
(ekscitacija na 580 nm).

Razblazenja standarda pripremljena su u 20 mM fosfatnom puferu, pH 7,2. Emisija
standarda i1 uzorka (50 puta razblazen digest BLG—PCB adukta u istom puferu) pracena je na 640
nm, pri ekscitaciji od 580 nm i kori§¢enjem ekscitacionih i emisionih proreza od 5 nm. Prinos
modifikacije izracunat je koriS¢enjem sledece jednacine:

C (hromofora)

Prinos reakcije (%)= x100% (6),

C (protein)
gde su C (hromofora) i C (protein) koncentracija vezanog PCB-a, odredena kori§¢enjem
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 uM BLG-a i 200 uM PCB-a tokom 2 ¢asa na 37 °C, razblazen je do
20 pM koncentracije 50% acetonitrilom koji je sadrzao 1% mravlju kiselinu. Tako pripremljen
uzorak BLG-PCB adukta analiziran je visokorezolutivhom tandemskom masenom spektrometrijom
pomoc¢u LTQ Obritrap XL sistema (Thermo Fisher Scientific; Valtam, Masacusets, SAD). Uradena
je direktna injekcija uzorka, brzinom od 20 pl/min. Jonizacija je radena u pozitivnom modu, a kao
tip jonizacije koris¢en je HESI (elektrosprej jonizacija zagrevanjem, od engl. heated electrospray
ionization). HESI parametri su bili slede¢i: temperatura kapilare 275 °C, napon izvora 4,21 kV,
napon kapilare 41,92 V, napon sociva 110 V, protok gasa u omotacu i spoljnom ulazu 15,01 1 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 radena pomocu helijuma, pri ¢emu je normalizovana koliziona energija bila 35%,
dok su roditeljski joni aktivirani tokom 30 ms. ESI-MS, ESI-MS2 i ESI-MS3 spektri su analizirani
pomocu Xcalibur programa (verzija 2.1, Thermo Fisher Scientific; Valtam, Masacusets, SAD).

3.2.8. Racunarske metode

Vezivanje PCB-a za BLG ispitivano je racunarskim metodama, koris¢enjem molekulskog
dokinga, molekulske dinamike (MD), kao i dirigovane molekulske dinamike (SMD, od engl.
steered molecular dynamics). Kristalna struktura BLG-a koris¢ena u proracunima preuzeta je iz
Proteinske baze podataka (PDB broj: 3NQ3). Za predvidanje vezivnih mesta za PCB na povrsini
BLG-a molekulskim dokingom koris¢en je AutoDock Vina program (Trott i Olson, 2010).
Strukture BLG-a i PCB-a pripremljene su za molekulski doking na nacin koji je prethodno opisan u
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literaturi (Minic et al., 2015). Kako bi se pretrazila sva potencijalna vezivna mesta u molekulu
proteina, primenjena je metoda slepog dokinga. Koriséena je kutija dimenzija 28 x 28 x 28 A, koja
je za 8 A pomerana duz pravougaonog matriksa koji je sadrzao protein. Iz svake simulacije
molekulskog dokinga, 9 rezultata sa najve¢im afinitetom je saCuvano za dalju analizu.

U cilju simuliranja izmene disulfidnih mostova BLG-a izvedena je dirigovana molekulsko
dinami¢ka simulacija. Tacnije, koriste¢i colvar modul (od engl. collective variable module) u
NAMD 2.9 programu (Phillips et al., 2005), primenjeno je usmereno Kkretanje tri ostatka cisteina
(Cys106, Cys119 i Cysl121). Tokom prvih 150 ns molekulsko dinamicke simulacije, zadrzano je
usmereno kretanje ovih ostataka, kako bi se simulirala simultana izmena disulfidnih mostova
izmedu Cys119 i Cysl21. Nakon toga, uspostavljena je nova disulfidna veza Cys106-Cys121 i
sistem je simuliran dodatnih 150 ns klasi¢nom molekulsko dinami¢kom simulacijom. Na kraju,
interakcije izmedu proteina i PCB-a, kovalentno vezanog za Cysl119, ispitane su metodom
kovalentnog dokinga, odnosno, preciznije, metodom fleksibilnih bo¢nih ostataka (Bianco et al.,
2016), koriste¢i 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 smese BLG-a i PCB-a (20 uM BLG, 100 uM PCB) u 50 mM citratno-fosfatnim
puferima, ¢ija je pH bila u opsegu 2-9. Inkubiranje je radeno na 37 °C tokom 2 ¢asa. Dobijeni
uzorci su potom analizirani pomo¢u SDS-PAGE na prethodno opisan nacin (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 smesa BLG-a i PCB-a (po 500 pM) pomesana je u 1:1 zapreminskom odnosu
sa simuliranom pljuva¢nom te¢nosc¢u (SSF, od engl. simulated salivary fluid). Nakon dvominutne
inkubacije, dobijenoj smesi je dodata simulirana gastri¢na tecnost (SGF, od engl. simulated gastric
fluid) u 1:1 zapreminskom odnosu. Inkubacija u SGF-u je trajala 2 ¢asa, nakon ¢ega je smesi dodata
simulirana intestinalna te¢nost (SIF, od engl. simulated intestinal fluid), takode u 1:1 zapreminskom
odnosu. Inkubacija je trajala 2 ¢asa. Nakon svake faze, uzimani su alikvoti smeSe, koji su potom
analizirani elektroforetski, na prethodno opisan na¢in (Odeljak 3.2.4.). Koncentracija BLG-a u
svakom alikvotu je podeSena na 50 pM.

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,
pracena je merenjem unutrasnje fluorescencije proteina u zavisnosti od vremena. AAPH je azo
jedinjenje ¢ijom dekompozicijom nastaju dva alkil-radikala, koji u reakciji sa rastvorenim
kiseonikom generisu peroksi- i alkoksi-radikale, ¢ime se iniciraju oksidacione reakcije preko
slobodno-radikalskih mehanizama. Rastvori BLG-a i BLG-PCB-a (3 uM u 20 mM fosfatnom
puferu, pH 7,2) preinkubirani su na 37 °C u toku 15 minuta. Reakcija je zapoceta dodatkom §tok
rastvora AAPH (500 mM), pri ¢emu je finalna koncentracija AAPH-a u smesi bila 35 mM.
Ekscitacione 1 emisione talasne duzine su bile 280 i 336 nm, redom, dok je Sirina proreza na
emisionom i ekscitacionom monohromatoru podesena na 5 nm. Opadanje fluorescencije je praceno
u toku 30 minuta. Od intenziteta fluorescencije BLG-PCB-a oduzete su odgovarajuce vrednosti
intenziteta fluorescencije samog PCB-a.

Zastitni efekat (ZE) PCB-a je izraCunat prema slede¢oj formuli:
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- PIKp1Gpep PIKBLG 100% (7),

PIKBLG-PCB

gde ZE predstavlja zastitni efekat PCB-a, a PIK povrSinu 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 uraden
prema metodi Ou i saradnika (Ou et al., 2001), sa odredenim modifikacijama. Test se zasniva na
sposobnosti antioksidanata da inhibiraju oksidaciju fluorescentnog molekula (u ovom slucaju
fluoresceina) izazvanu peroksi-radikalima, nastalih raspadanjem AAPH-a. Reakcijom peroksi-
radikala sa fluorescentnom probom nastaje oksidativno modifikovan nefluorescentni proizvod, ¢ija
je brzina nastanka manja u prisustvu antioksidanata. Stok rastvori fluoresceina (5 uM), supstrata, i
AAPH-a (320 mM), generatora slobodnih radikala, su napravljeni u 75 mM fosfatnom puferu, pH
7,4. Esej je izveden na sledeci nacin: pomesano je 1485 ul pufera (75 mM fosfat, pH 7,4) sa 15 ul
fluoresceina i 250 pl 4 uM rastvora BLG-a, odnosno BLG-PCB adukta, a zatim je dobijena smesa
preinkubirana 5 minuta. Nakon toga, reakcija oksidacije je inicirana dodatkom 250 ul rastvora
AAPH-a. Ekscitacione i emisione talasne duzine su bile 485 nm 1 511 nm, redom, dok je Sirina
proreza iznosila 2 nm. Emisija je merena na svakih 30 sekundi u toku 20 minuta. Na identi¢an na¢in
odredena je i antioksidativna aktivnost 20 uM rastvora Troloksa, analoga vitamina E. Dobijena
kriva zavisnosti intenziteta fluorescencije od vremena izlaganja AAPH-u je upotrebljena za
izracunavanje povrsine ispod krive (PIK).

Relativna ORAC vrednost je izraCunata pomocu sledeée jednacine i izrazena U jedinicama
Troloks ekvivalenata (TE):

PIK k- PIK s C
ORAC vrednost = ——=——E22 5 —tolols ()
PIKtroloks'PIKpufer Cuzorak

gde PIK predstavlja povrsinu ispod krive, a C koncentracije u uM.

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 uraden prema prethodno publikovanom protokolu (Re et al., 1999), uz manje
modifikacije. ABTS esej je kolorimetrijski esej za odredivanje 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 Stok rastvor ABTS radikal-katjona, meSanjem Stok
rastvora ABTS-a i kalijum-persulfata. Finalne koncentracije ABTS-a i kalijum-persulfata bile su
2,33 mM i 0,83 mM, redom. Nakon meSanja ova dva rastvora, smeSa je zaSti¢ena od svetlosti
aluminijumskom folijom i ostavljena na sobnoj temperaturi 12 sati. Pre upotrebe, koncentrovani
rastvor ABTS-" je razblazen vodom, tako da apsorbancija rastvora na 734 nm bude oko 1. Potom su
pripremljene reakcione smese, mesanjem 10 pl 30 puM rastvora proteina (ili 20 mM fosfatnog
pufera pH 7,2 u slucaju kontrole) i 10 ul radnog rastvora ABTS-a. Smesa je potom dobro izmeSana
na vorteksu. Nakon 30 minuta stajanja na sobnoj temperaturi u mraku, izmerena je apsorbancija ove
smese 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 nacin pripremljen je i kontrolni BLG-PCB
uzorak koji nije sadrzao ABTS.

Efekat uklanjanja ABTS radikal-katjona kvantitativno je procenjen pomocu sledece
jednacine:

efekat uklanjanja ABTS (%)= (w) x100% (9),

kontrole
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gde je Aontrole podetna apsorbancija kontrolnog ABTS-" uzorka na 734 nm, a Ayzorka apsorbancija
uzorka.

3.2.11.4. Test ukupne redukujuce moci

Test ukupne redukuju¢e moc¢i je jednostavan spektrofotometrijski test, koji se zasniva na
tome da supstanca koja poseduje redukujuéu mo¢ reaguje sa kalijum-fericijanidom (Fe®"), pri emu
nastaje ferocijanid (Fe®"), koji onda reaguje sa feri-hloridom grade¢i feri-fero kompleks sa
apsorpcionim maksimumom na 700 nm. Test ukupne redukuju¢e mocéi je uraden 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 [KsFe(CN)g], 20%
trihlorsiréetna kiselina (TCA) i 0,1% ferihlorid (FeCls). U smeSu koja je sadrzala 10 pul puferai 10
ul kalijum-fericijanida dodato je 10 pl 150 uM uzorka proteina (BLG, odnosno BLG-PCB adukt).
Reakciona smesa je inkubirana 20 minuta na 50 °C. Nakon inkubacije, u reakcionu smesu je dodato
6,25 ul trihlorsiréetne kiseline. Uzorci su zatim centrifugirani 10 minuta na 7000 x g na sobnoj
temperaturi i odvojen je supernatant. Zatim je 20 pl supernatanta pomesano sa 2 ul 0,1%
ferihlorida. Nakon 10 minuta, izmerena je apsorbancija na 700 nm. Veca apsorbancija na 700 nm
ukazuje na vecu redukujué¢u moc¢ uzorka. Posto sam BLG—PCB kompleks apsorbuje na 700 nm, na
isti na¢in je pripremljen i kontrolni BLG-PCB uzorak, koji je sadrzao sve prethodno pomenuto,
osim 0,1% FeCls.

3.2.12. 1zoelektri¢no fokusiranje u imobilizovanom pH gradijentu

Izoelektricno fokusiranje BLG-a i BLG—PCB-a u imobilizovanom pH gradijentu (IPG, od
engl. immobilized pH gradient) radeno je koris¢enjem IPG traka duzine 13 cm, sa nelinearnim pH
gradijentom, opsega 3-5,6. IPG trake (GE Healthcare; Upsala, Svedska) su rehidratisane u rastvoru
uzorka koji je sadrzavao i odgovaraju¢i IPG pufer (3,0-5,6), finalne koncentracije 0,5%.
Izoelektri¢no fokusiranje radeno je na Ettan IPGPhor sistemu (GE Healthcare; Upsala, Svedska).
Nakon aktivne dvanaestoasovne rehidratacije traka pri naponu od 10 V, radeno je izoelektri¢no
fokusiranje koristec¢i slede¢i program: 100 V u trajanju od 45 min, 300 V u trajanju od 1 casa,
gradijentno povecanje napona do 1000 V u trajanju od 50 min, gradijentno povecanje napona do
8000 V u trajanju od 2 ¢asa i 30 min, konstantan napon od 8000 V u trajanju od 25 min.

3.2.13. Termicki-indukovane promene BLG-a i BLG-PCB-a

3.2.13.1. Termi¢ki tretman BLG-a i BLG-PCB-a

BLG i kovalentno modifikovani BLG-PCB adukt (70 pM) 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 ,bac“ pasterizacija, koja podrazumeva zagrevanje tokom 30 min na 63 °C. Tako tretirani
proteinski uzorci analizirani su u pogledu povrsinske hidrofobnosti, sposobnosti oligomerizacije i
agregiranja, kao i u pogledu formiranja amiloidima sli¢nih fibrilarnih struktura. Dodatno, za analizu
sposobnosti formiranja amiloidima sli¢nih proteinskih struktura pri intenzivnijem termi¢kom
tretmanu, BLG i BLG-PCB podvrgnuti su dvocasovnom zagrevanju na 85 °C.

3.2.13.2. Natrijum-dodecilsulfat (SDS) i nativna poliakrilamidna gel elektroforeza zagrevanih
BLG-ai BLG-PCB-a

Stepen oligomerizacije i agregiranja BLG-a i BLG-PCB-a nakon polu¢asovnog zagrevanja
na 63 °C analiziran je elektroforetski, denaturiSu¢om i nativhom elektroforezom. Proteini su
razdvojeni na 14% poliakrilamidnom gelu. Redukuju¢a SDS-PAGE uradena je sa dodatkom f-
merkaptoetanola u pufer za uzorke. Nativna elektroforeza uradena je bez SDS-a u poliakrilamidnom
gelu i bez SDS-a i B-merkaptoetanola u puferu za uzorke.
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3.2.13.3. Povrsinska hidrofobnost BLG-a i BLG-PCB-a

Povrsinska hidrofobnost zagrevanih uzoraka BLG-a i BLG-PCB-a ispitivana je kori§¢enjem
8-anilinonaftalen-1-sulfonske kiseline (ANS) kao hidrofobne probe. Fluorescentni spektri 10,9 uM
BLG-a i BLG-PCB-a smimljeni su u prisustvu 80 uM ANS-a u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu
(pH 7,2). Spektri su snimljeni u oblasti od 360-620 nm, na temperaturi od 25 °C, pri ¢emu je talasna
duzina ekscitacije iznosila 350 nm. Sirina 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 puM protein, 80 uM ANS). Emisija samih proteina oduzeta je od
odgovarajucih fluorescentnih spektara uzoraka proteina u prisustvu ANS-a. Rezultati su izrazeni
kao odnos fluorescencije na 494 nm, talasnoj duzini koja odgovara emisionom maksimumu ANS-a
kada je vezan za protein, i 524 nm, Sto je talasna duzina emisionog maksimuma slobodnog ANS-a
(Faganm/Fs24nm).

3.2.13.4. CD spektroskopija BLG-a i BLG-PCB-a

CD spektri zagrevanih uzoraka BLG-a i BLG-PCB-a (70 uM) 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, koris¢enjem kivete
Sirine 0,01 cm. Dobijeni spektri predstavljaju srednju vrednost dve akumulacije. Spektri pufera i
PCB-a oduzeti su od odgovarajucih spektara BLG-a i BLG—-PCB-a. Sadrzaj sekundarnih struktura
odreden je koriS¢enjem CONTIN algoritma dostupnog u CDPro softverskom paketu. Za procenu
sekundarnih struktura kori$¢ena je SP37 baza podataka.

3.2.13.5. Detekcija amiloidu sli¢nih fibrilarnih proteinskih struktura

Za detekciju oligomera nastalih zagrevanjem BLG-a se Koristi tioflavin T, boja koja se
specifi¢no vezuje za amiloidima sli¢ne proteinske strukture i €iji intenzitet fluorescencije na 485 nm
raste po vezivanju za oligomere i sli¢ne strukture.

Vezivanje za tioflavin T analizirano je nakon zagrevanja BLG-a/BLG-PCB-a tokom 30 min
na 63 °C ili 2 ¢asa na 85 ‘C. BLG i BLG-PCB (3,5 uM finalna koncentracija) pomesani su sa
rastvorom tioflavina T (20 uM finalna koncentracija) u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu (pH 7,2),
nakon ¢ega su snimljeni fluorescentni spektri. Talasna duzina ekscitacije je bila 435 nm, a emisija
tioflavina je pracena na talasnoj duzini od 485 nm. Sirina 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 odgovarajucih vrednosti intenziteta
fluorescencije protein-tioflavin kompleksa, kako bi se korigovala emisija koja poti¢e 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 °C. Naime, 2 UM 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-HCI). Ekvilibraciono vreme za svaku temperaturu bilo je 1 min,
nakon Cega su spektri snimljeni u oblasti od 310-370 nm, pri ¢emu je talasna duzina ekscitacije
iznosila 280 nm. Spektri su snimani na svaka dva stepena Celzijusa. Fluorescencija PCB-a na
svakoj temperaturi oduzeta je od odgovaraju¢ih spektara BLG-PCB-a. Rezultati su prikazani kao
zavisnost koli¢nika fluorescencija na 350 nm i 336 nm (Fzsonm/F3a3snm) 0d temperature. Vrednosti
koli¢nika fluorescencija prethodno su normirane od 0-100%. Intenzitet fluorescencije na 350 nm
(Fssonm) odgovara emisionom maksimumu slobodnog triptofana u 10 mM natrijum-fosfatnom
puferu pH vrednosti 7,2 (Albani, 2014), dok intenzitet fluorescencije na 336 nm (Fs3snm) 0dgovara
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emisionom maksimumu BLG-a na pocetnoj temperaturi merenja (35 °C). Dobijene krive ubacene
su u dozno-zavisnu sigmoidalnu funkciju. Prevojna tacka predstavlja temperaturu topljenja (Trm)
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 Zeluda¢noj te¢nosti

Pepsinska digestija 15 uM BLG-a i BLG—PCB adukta je izvedena prema protokolu Tomasa
i saradnika u simuliranoj gastri¢noj te¢nosti (SGF, od engl. simulated gastric fluid, 0,1 M HCI sa 2
g/l NaCl, pH 2,5), uz dodatak pepsina (Thomas et al., 2004). Aktivnost preparata svinjskog pepsina
je odredena kori$¢enjem govedeg 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
smesi bio je 10 U pepsina na 1 pg BLG-a (Thomas et al., 2004). Digestija je trajala Sest ¢asova na
37 °C, uz kontinuirano mesanje na termosejkeru. Alikvoti digestione smeSe zapremine 80 ul
uzimani su 2 min, 5 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h i 6 h od pocetka digestije i dodavani u 28 pl
0,3 M NaHCO; (pH 11), kako bi se zaustavila reakcija. Zatim je tome dodato 27 pl 5X
koncentrovanog pufera za pripremu uzoraka za SDS-PAGE. Uzorci su zagrevani 10 minuta na
95°C, a potom analizirani pomo¢u SDS-PAGE. Uzorci u nultom vremenu su spremljeni tako §to je
pepsin (u SGF-u) inhibiran u baznoj sredini dodatkom NaHCOj; pre dodavanja proteina.
Pripremljeni su i uzorci za kontrolu autoproteolize pepsina u nultom vremenu i nakon Sest sati
inkubacije pepsina u SGF-u, kao i kontrola proteina (protein bez pepsina).

Alikvoti su analizirani SDS-PAG elektroforezom pod redukujuc¢im uslovima, na 16%-tnom
poliakrilamidnom gelu. Obojeni gelovi su skenirani i intenziteti traka su kvantifikovani
denzitometrijski, kori§¢enjem ImageJ softvera (National Institutes of Health, SAD). Intenziteti traka
u svakoj vremenskoj tacki prikazani su relativno u odnosu na intenzitet trake BLG-a, odnosno
BLG-PCB adukta, u nultom vremenu, koji je izrazen kao 100%. Prikazana je zavisnost dobijenih
intenziteta traka u odnosu na vreme trajanja digestije. Rezultati su ubaceni u eksponencijalnu
jednacinu prvog reda. Nakon toga, odredeni su poluzivoti proteina, tako $to je sa dobijene
eksponencijalne krive o¢itana vrednost X (vreme) pri Y vrednosti (relativni intenzitet trake) od
50%.

3.2.14.2. Digestija pankreatinom u simuliranoj intestinalnoj te¢nosti

Digestija BLG-a i BLG-PCB adukta pankreatinom izvedena je na slede¢i nacin: 400 pl
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 pomes$ano sa 400 ul rastvora pankreatina (0,4 mg/ml u 80
mM natrijum-fosfatnom puferu, pH 7,2), koji je takode preinkubiran tokom 2 min na 37 °C.
Digestija je trajala 4 casa na 37 °C, na termosejkeru, uz kontinuirano mesanje (400 obrtaja po
minuti). U vremenskim razmacima od 1, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 10 i 240 min od pocetka digestije
uzimani su alikvoti digestione smeSe zapremine 80 pl i dodavani u 20 pl 5X koncentrovanog
redukujuceg pufera za uzorke. Uzorci su odmah zagrevani 10 minuta na 95°C i potom analizirani
SDS-PAG elektroforezom. Uzorci u nultom vremenu su pripremljeni tako Sto 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 sadrzali 20 mM fosfatni pufer pH 7,2. Kontrola
pankreatina analizirana je u nultom vremenu i u krajnjoj tacki (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 takode zagrevani 10 minuta na 95 °C i potom analizirani
elektroforetski u redukuju¢im uslovima, na 16%-tnom poliakrilamidnom gelu. Intenziteti traka su
analizirani denzitometrijski, a zatim dalje obradeni na nacin prethodno opisan za pepsinsku
digestiju.
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3.2.15. IgE-vezujuée osobine BLG-a i BLG-PCB-a

3.2.15.1. Western blot

Nakon zavrSene elektroforeze BLG-a i BLG-PCB-a, gel je iskori$¢en za transfer uzoraka na
polivinilidendifluorid (PVDF) membranu. Kori$éen je sistem za polusuvi transfer proteina (VWR;
Darmstat, Nemacka). Sendvi¢ za blot je sklopljen tako Sto su postavljena 3 filter papira, PVDF
membrana prethodno aktivirana u metanolu, gel nakon zav§ene SDS PAGE i jos 3 filter papira jedni
preko drugih. Sendvic¢ je sklapan u puferu za blot (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS, 20%
metanol; pH=8,3). Jagina struje pod kojom je vrien transfer na membranu je iznosila 1,5 mA/cm?
gela, a transfer je trajao 45 min. Nakon toga su razmontirani sendvici i iseceni delovi membrane na
kojima su se nalazili markeri. Markeri su sacuvani, a membrane su nakon ispiranja u destilovanoj
vodi prebadene u rastvor za blokiranje koji sadrzi 1% BSA u tTBS-u (20 mM TBS; 0,2% Tween
20; pH=7,4). Blokiranje je, uz neprestano mesanje, vrseno 1 h na sobnoj temperaturi, a zatim je
membrana inkubirana sa smeSom seruma osoba alergi¢nih na mleko razblazenom cetiri 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 mesanjem jednakih zapremina seruma ¢ije su ukupne IgE vrednosti na
mleko odredene 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 vrSena na 4 °C preko noci (12
sati) uz lagano mesanje. Slede¢eg dana membrana je isprana 3 puta po 5 min tTBS-om i dodata su
odgovarajuca sekundarna antitela. Kao sekundarna antitela koriS¢ena su 2000 puta razblazena zecja
anti-humani IgE antitela (MIAB; Upsala, Svedska) 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-ze¢jim 1gG antitelima obelezenim alkalnom fosfatazom (AbD Serotec;
Kidlington, Ujedinjeno Kraljevstvo) 10 000 puta razblazenim u 0,1% BSA u tTBS-u. Inkubacija je
trajala 1 sat na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega 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 sadrzi 5 mM MgCl,, pH=9,5). Nastao je nerastvoran ljubi¢ast 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-vezujuée osobine BLG-a i BLG-PCB-a kvantitativnho su procenjene inhibitornimm
ELISA testom. Bunari¢i mikrotitar plo¢ice sa 96 bunara, sa visokim kapacitetom za vezivanje
proteina (NUNC Maxisorp, Thermo Fisher Scientific; Valtam, Masacusets, SAD), kuplovani su sa
po 100 ul rastvora BLG-a koncentracije 25 pg/ml u puferu za vezivanje (50 mM karbonatni pufer,
pH 9,6). Inkubacija je vrSena preko noc¢i (12 sati) na 4 °C, u vlaznoj atmosferi. SledeCeg dana su
bunari¢i isprani pet puta sa po 300 ul tTBS-a (30 mM Tris sa 9 g/l NaCl (TBS) sa 0,2% Tween 20),
nakon Cega su mesta za nespecifi¢éno vezivanje blokirana sa po 300 ul rastvora za blokiranje (1%
BSA u tTBS-u) sat vremena na sobnoj temperaturi. Za vreme blokiranja, pripremljeno je serijsko
trostruko razblazenje BLG-a, odnosno BLG-PCB-a, pocev od koncentracije 1,8 mg/ml. Za
pripremu razblazenja BLG-a/BLG-PCB-a koris¢en je rastvor za blokiranje. Zbirni serum osoba
alergi¢nih na mleko (opisan u Odeljku 3.2.15.1.), razblazen cetiti puta, preinkubiran je u 1:1
zapreminskom odnosu sa razli¢itim razblazenjima nemodifikovanog i kovalentno modifikovanog
BLG-a u duplikatu tokom jednog casa na 37 °C. Finalno razblazenje seruma bilo je 8 puta
(razblazenje seruma potrebno da se postigne 80% vezivanja IgE-a za kuplovani BLG je prethodno
odredeno u direktnoj ELISA-i). Nakon blokiranja, po 100 pl smeSe seruma i proteina je dodato u
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bunare, nakon ¢ega je inkubacija trajala preko noci (12 sati) na 4 °C. Sutradan su bunari isprani tri
puta sa po 100 pl tTBS-a. Vezani IgE je detektovan jednofasovnom inkubacijom na sobnoj
temperaturi sa 100 ul misjih anti-humani IgE monoklonskih antitela konjugovanih sa peroksidazom
iz rena (Abcam; Kembridz, Ujedinjeno Kraljevstvo), razblazenih 2000 puta rastvorom 0,1% BSA u
tTBS-u. Nakon jedno¢asovnog inkubiranja sa sekundarnim antitelima na sobnoj temperaturi, bunari
su isprani dva puta tTBS-om i jednom TBS-om i dodato je 100 ul supstrata. Kao supstrat je
koris¢en TMB (0,1% TMB, 0,006% H,0, u 100 mM citratno-fosfatnom puferu; pH 5). Reakcija je
zaustavljena 20 min nakon dodatka supstrata, dodatkom 30 pl 2 M rastvora H,SO4, nakon Cega je
izmerena apsorbancija na 450 nm na ¢ita¢u mikrotitar plocica (BioTek Epoch, Agilent; Santa Klara,
Kalifornija, SAD). Pozitivna kontrola (bez dodatka BLG-a kao inhibitora) pripremljena je
mesanjem 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 slucaju obe kontrole, svi
prethodni 1 naredni koraci radeni Su na nacin prethodno opisan za smeSu seruma i razblaZenja
inhibitora. Pre analize, od apsorbancije uzorka oduzeta je apsorbancija negativne kontrole.
Inhibicija vezivanja IgE antitela izracunata je prema formuli:

OD (bez inhibitora)-OD (inhibitora
( 2)-OD (inhibitors) , 1 )y,
OD (bez inhibitora)

% inhibicije = (10)

Nakon konstruisanja zavisnosti procenta inhibicije od koncentracije inhibitora, dobijena
kriva ubacena je u model asimetri¢ne 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 odreden 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 radeno je u 20 mM boratnom puferu, koji je
sadrzavao 5 mM EDTA, pH 9. Pripremljeno je sedam razli¢itih reakcionih smesa, od kojih je svaka
sadrzala razli¢it 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 sadrZzavao Trautov reagens. Inkubacija sa reagensom trajala je jedan ¢as na sobnoj temperaturi
(25 °C), uz mesanje na termosejkeru (400 obrtaja/minuti). Visak neizereagovalog reagensa uklonjen
je rasoljavanjem (gel filtracijom), koris¢enjem 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 uM) i kao takvi koriséeni u
daljim eksperimentima.

Tiolovanje humanih 1gG antitela i sekundarnih ze¢jih anti-kozjih antitela radeno je na
analogan nacin onom za tiolovanje BSA, sa manjim razlikama. Naime, finalna koncentracija 1gG
antitela u oba slucaja iznosila je 2 mg/ml, dok su molarni odnosi Trautovog reagensa u slucaju
modifikacije humanih 1gG antitela bili identi¢ni onim kori§¢enim za modifikaciju BSA, a u slucaju
kozjih anti-zecjih antitela koris¢en je samo pedesetostruki molarni visak Trautovog reagensa. U oba
slucaja, visak reagensa uklonjen je gel filtracijom uz koris¢enje 20 mM fosfatnog pufera, koji je
sadrzavao 5 mM EDTA, pH 7,2.

62



Tiolovanje ALA radeno je koris¢enjem 4 mg/ml ALA i pedesetostrukog molarnog viska
reagensa. Za uklanjanje viSka reagensa gel filtracijom, koris¢en je 20 mM fosfatni pufer, sa 5 mM
EDTA, pH 7,2.

3.3.2. Odredivanje ukupnog sadrzaja slobodnih amino grupa tiolovanih proteina

Ukupni sadrzaj slobodnih amino grupa nemodifikovanih proteina (BSA, humana IgG
antitela i ALA) i proteina modifikovanih Trautovim regensom odreden je kori$¢enjem oO-
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 e-amino grupama lizina, gradeci fluorescentne proizvode sa maksimumom
apsorpije na 340 nm. Dodatkom SDS-a, koji obezbeduje razvijanje proteina, OPA esejem se
odreduje sadrzaj ukupnih slobodnih amino grupa. OPA reagens je pripremljen na sledeéi naéin: 8
mg OPA je rastvoreno u 200 pl metanola, zatim je tome dodato 5 ml 0,1 M natrijum-tetraborata, 0,5
ml 20% SDS-a i 20 pl B-merkaptoetanola, te je na kraju smesa razblazena destilovanom vodom do
zapremine od 10 ml. U slu¢aju BSA, 30 pl uzoraka nemodifikovanih i modifikovanih proteina (10
uM BSA u 20 mM boratnom puferu, 5 mM EDTA, pH 9) pomesano je sa 200 pul OPA reagensa i
inkubirano 5 minuta na sobnoj temperaturi. U slué¢aju humanih 1gG antitela i ALA, pomesano je 5
pl uzoraka nemodifikovanih i modifikovanih proteina (4 uM 1gG ili 67 uM ALA u 20 mM
fosfatnom puferu, 5 mM EDTA, pH 7,2) sa 20 pl OPA reagensa i inkubirano 15 minuta na sobnoj
temperaturi. U sva tri slucaja, nakon inkubacije proteina sa reagensom ocitana je apsorbancija na
340 nm. Sadrzaj slobodnih amino grupa u modifikovanim proteinima izrazen je procentualno u

odnosu na kontrolne, nemodifikovane proteine, ¢iji je sadrzaj amino grupa izrazen kao 100%.

3.3.3. Odredivanje sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih grupa tiolovanih proteina

Sadrzaj izloZzenih slobodnih sulfhidrilnih grupa nemodifikovanih i Trautovim reagensom
modifikovanih proteina (BSA, humana 1gG antitela i ALA) odreden je derivatizacijom sa
Elmanovim reagensom, prema protokolu Morgana i saradnika (Morgan et al., 1999b). Ukratko, 200
ul uzorka proteina (10 uM BSA u 20 mM boratnom puferu, 5 mM EDTA, pH 9, 4 uM IgG u 20
mM fosfatnom puferu, 5 mM EDTA, pH 7,2 ili 67 uM ALA u 20 mM fosfatnom puferu, 5 mM
EDTA, pH 7,2) pomesano je u mikrotitar plo¢ici sa 30 ul Elmanovog reagensa (2 mM DTNB u
vodi). Nakon petominutne inkubacije na sobnoj temperaturi, o€itana je apsorbancija na 405 nm. Za
konstruisanje kalibracione krive, pripremljeni su standardi L-cisteina u opsegu koncentracija od 5-
100 uM, 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 izracunata je kori§¢enjem standardne krive, nakon
Cega je sadrzaj sulfhidrilnih grupa po molekulu proteina izra¢unat 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 optickog puta 0,01 cm ili 0,05 cm (za snimanja u dalekoj UV oblasti;
0,01 cm za BSA i ALA 10,05 cm za IgG) i 1 cm (za sva snimanja u bliskoj UV oblasti). BSA je u
obe oblasti sniman u 10 uM koncentraciji, 1gG antitela su u dalekoj oblasti snimana u koncentraciji
2 UM, a u bliskoj UV oblasti u koncentraciji 4 uM. Koncentracija ALA je bila 67 UM 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 odgovarajucih proteinskih spektara. Sadrzaj
sekundarnih struktura BSA odreden je koris¢enjem CONTIN algoritma dostupnog u CDPro
softverskom paketu. Za procenu sekundarnih struktura koris¢ena 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 uradeno je inkubiranjem proteina, prethodno
tiolovanih Trautovim reagensom, sa dvadesetostrukim molarnim viskom fikocijanobilina.
Konjugovanje PCB-a za tiolovan ALA radeno je inkubiranjem proteina sa priblizno ¢etvorostrukim
molarnim viSkom PCB-a (ta¢ne koncentracije videti nize u tekstu). Sve reakcije su trajale 2 ¢asa na
37 °C. U slucaju modifikacije BSA, inkubacija je radena u 20 mM boratnom puferu, sa 5 mM
EDTA, pH 9. Koncentracije BSA i PCB-a bile su 10 uM i 200 uM, redom. U slu¢aju humanih i
kozjih anti-zec¢jih IgG antitela i ALA, inkubacija sa PCB-om je radena u 20 mM fosfatnom puferu,
sa 5 mM EDTA, pH 7,2. Koncentracije humanih 1gG antitela i PCB-a bile su 4 uM i 80 pM,
koncentracije kozjih anti-ze¢jih IgG antitela i PCB-a iznosile su 6,7 UM i 134 uM, redom, dok su
koncentracije ALA i PCB-a iznosile 67 puM i 300 pM, redom. Visak neizreagovalog PCB-a
uklonjen je rasoljavanjem reakcionih smesa, koriS¢enjem Sephadeh G-25 matriksa i 20 mM
fosfatnog pufera, sa5 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, 1gG i ALA, tiolovanih, a zatim konjugovanih sa fikocijanobilinom,
analiziran je denaturiSu¢om poliakrilamidnom gel elektroforezom, kori§¢enjem poliakrilamidnih
gelova koji su bili u rasponu koncentracija od 8 do 16%, zavisno od analiziranog proteina i
primenjenih uslova (redukujuéi/neredukujuéi). Elektroforeza pod redukuju¢im uslovima uradena je
dodatkom B-merkaptoetanola u pufer za pripremu uzoraka. Adukti BSA sa PCB-om su analizirani i
nativnom elektroforezom, koja je uradena bez SDS-a u poliakrilamidnom gelu i SDS-a i B-
merkaptoetanola u puferu za uzorke. Formiranje kovalentnih adukata izmedu BSA modifikovanog
Trautovim reagensom i PCB-a prac¢eno je nakon desetominutnog inkubiranja gela u 1 M rastvoru
ZnS0,. Fluorescencija koja potide od PCB—Zn?* 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 praceno je fluorescentnim skeniranjem na fluorescentnom skeneru gelova (Typhoon FLA
7000, GE Healthcare, Cikago, Ilinois, SAD). Talasna duZina ekscitacije bila je 532 nm, a emisija je
pracena na 580 nm.

3.3.7. CD spektroskopija BSA modifikovanog fikocijanobilinom

CD spektri u dalekoj UV oblasti tiolovanih uzoraka BSA modifikovanih PCB-om (6 uM
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 optickog 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 odgovarajucih 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 uM, pripremljen u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu, pH vrednosti 7,2, titrovan
je alikvotima rastvora kvercetina, tako da finalne koncentracije kvercetina u reakcionoj smesi budu
u opsegu od 0-12 uM, nakon Cega su snimani fluorescentni emisioni spektri. Promena emisije
pracena je jedan minut nakon dodavanja svakog alikvota liganda u rastvor proteina. Talasna duZzina
ekscitacije bila je 280 nm, a emisija je praéena u opsegu od 290-420 nm. Sirina 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 odgovarajucih vrednosti intenziteta fluorescencije uzoraka,
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kako bi se korigovala pozadinska emisija koja potic¢e od samog kvercetina. Intenziteti fluorescencije
proteina u odsustvu i u prisustvu rastu¢ih koncentracija kveretina iskoriS¢eni su za odredivanje
konstante vezivanja kvercetina za BSA i BSA-PCB. Imaju¢i u vidu da kvercetin znacajno
apsorbuje svetlost na talasnim duZinama ekscitacije 1 emisije, odnosno da je prisutan efekat
unutrasnjeg filtera, izmereni intenziteti fluorescencije su korigovani za apsorpciju ekscitacione
(primarni efekat unutraSnjeg filtera) i reapsorpciju emitovane svetlosti (sekundarni efekat
unutrasnjeg filtera).
Korigovani intenzitet fluorescencije (Fc) dobijen je iz sledece jednacine:

Aex+Aem

F,=F10 z (1),

gde je Fo izmereni intenzitet fluorescencije, a A« 1 Aem apsorbancije kvercetina na talasnim
duzinama ekscitacije (280 nm) i maksimuma emisije (340 nm), redom.

Konstanta vezivanja kvercetina za BSA/BSA-PCB odredena je koris¢enjem sledece
jednacine (Bi et al., 2004):

Fo—F _ 1
log =N log T + nlog K, (12),

Fo

gde su Fo 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 odredena je koris¢enjem
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 puM. Sirine 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 izraGunavanje
povrsine ispod krive zavisnosti intenziteta fluorescencije od vremena izlaganja AAPH-u (PIK) oba
uzorka. Relativne ORAC vrednosti uzoraka, izrazene 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 radena je na nacin sli¢an
onom koji je prethodno opisan za oksidaciju BLG-a i BLG-PCB-a (Odeljak 3.2.11.1.), sa
odredenim razlikama. Naime, finalna koncentracija BSA i BSA-TR-PCB-a bila je 0,5 uM, a
finalna koncentracija AAPH-a 25 mM. Emisija je praé¢ena na talasnoj duzini od 340 nm.

Zastitni efekat (ZE) PCB-a prema oksidaciji BSA izazvanoj slobodnim radikalima je
izraCunat prema sledecoj formuli:

PIK _ —PIK
ZE — BSA-PCB BSA X 100% (13)’
PIKgsa-pcB

gde ZE predstavlja zastitni efekat pigmenta, a PIK povrSinu ispod krive zavisnosti intenziteta
fluorescencije od vremena izlaganja AAPH-u za navedene uzorke.
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3.3.11. Imunoloske osobine sekundarnih kozjih anti-ze¢jih antitela obelezenih
fikocijanobilinom

3.3.11.1. Dot blot za proveru specifi¢nosti prepoznavanja antigena od strane
fikocijanobilinom modifikovanih sekundarnih antitela

Na suvu nitroceluloznu membranu veli¢ine pora 0,2 uM (Bio-Rad, Herkules, Kalifornija,
SAD) naneto je po 4 pl komercijalnog preparata prirodnog tropomiozina poreklom iz Skampa
koncentracije 40 ng/ul (Indoor Biotechnologies, Sarlotsvil, VirdZinija, SAD). Mesta za nespecifi¢no
vezivanje blokirana su jednocasovnim inkubiranjem membrane u 1% rastvoru BSA u tTBS-u na
sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, membrana je inkubirana sa primarnim ze¢jim anti-
tropomiozin antitelima (Indoor Biotechnologies, Sarlotsvil, Virdzinija, SAD), razblazenim 10 000
puta rastvorom 0,2% BSA u tTBS-u. Inkubacija je trajala preko noc¢i (12 sati) na 4 °C uz lagano
mesanje. Narednog dana, membrana je isprana 5 puta tTBS-om, nakon Cega je inkubirana 1 ¢as na
sobnoj temperaturi sa sekundarnim kozjim anti-ze¢jim IgG antitelima konjugovanim sa PCB-om,
razblazenim 500 ili 1000 puta. Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom, membrana je isprana 5
puta po 5 min tTBS-om, a zatim inkubirana tokom 1 ¢asa na sobnoj temperaturi sa tercijarnim
magare¢im anti-kozjim 1gG antitelom koje je obelezeno alkalnom fosfatazom (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, Pensilvanija, SAD) razblazenim 10000 puta rastvorom 0,2% BSA u
tTBS-u. Pripremljena je i kontrola nespecifi¢nog vezivanja sekundarnih i tercijarnih antitela,
izostavljanjem koraka inkubacije sa primarnim antitelima, dok su svi ostali koraci bili identi¢ni.
Nakon inkubacije sa tercijarnim antitelom, membrana je isprana 3 puta po 5 min tTBS-om, zatim 2
puta po 5 min TBS-om, nakon ¢ega je inkubirana u rastvoru supstrata (1,5 mg BCIP-ai 3 mg NBT-
a u 10 ml 100 mM karbonatno-bikarbonatnog pufera koji sadrzi 5 mM MgCl,, pH=9,5). Nastao je
nerastvoran ljubiCast 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 veli¢ine pora 0,2 uM (Bio-Rad, Herkules, Kalifornija,
SAD) naneto je po 4 ul tropomiozina poreklom iz Skampa koncentracije 40 ng/ul (Indoor
Biotechnologies, Sarlotsvil, Virdzinija, SAD). Mesta za nespecifi¢no vezivanje blokirana su
jednocasovnim inkubiranjem membrane u 1% rastvoru BSA u tTBS-u na sobnoj temperaturi.
Nakon blokiranja, membrana je inkubirana sa primarnim ze¢jim anti-tropomiozin antitelima,
razblazenim 10 000 puta rastvorom 0,2% BSA u tTBS-u. Inkubacija je trajala preko noci (12 sati)

na 4 °C uz lagano mesanje. Narednog dana, membrana je isprana 5 puta tTBS-om, nakon ¢ega je na
sobnoj temperaturi inkubirana 1 ¢as sa sekundarnim kozjim anti-ze¢jim antitelima obelezenim
fikocijanobilinom, razblazenim 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 identi¢ni.

Kao kontrola osetljivosti fluorescentne detekcije, pripremljena je i membrana na koju je
direktno naneto serijsko Cetvorostruko razblazenje sekundarnih Kozjih anti-zecjih antitela
obelezenih fikocijanobilinom, pocev od nerazblazenog antitela koncentracije 0,8 mg/ml. Na
membranu je nanet po jedan mikrolitar svakog razblazenja antitela.

Membrane su snimane na fluorescentnom skeneru gelova. Talasna duzina ekscitacije bila je
532 nm, a emisija je pra¢ena na 580 nm.
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3.4. Obrada dobijenih rezultata

Eksperimentalni podaci su analizirani pomocu OriginPro softvera (verzija 8) za Windows
(OriginLab Corporation, SAD). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
devijacija. Statisticka obrada rezultata radena je koriS¢enjem studentskog t-testa ili jednofaktorske
analize varijansi (ANOVA) na nivou znacajnosti od 0,05.
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4. Rezultati

4.1. Kovalentna modifikacija B-laktoglobulina fikocijanobilinom

4.1.1. Dodatak BLG-a povecava fluorescenciju PCB-a

Slobodan, nevezani, PCB pri ekscitaciji od 580 nm pokazuje maksimum emisije na 630 nm
(Slika 25A). Dvocasovnim inkubiranjem rastucih koncentracija BLG-a sa PCB-om na 37 °C, u 20
mM natrijum-fosfatnom puferu pH 7,2, indukuje se zna¢ajno povecanje fluorescencije PCB-a na
dozno-zavistan nacin, uz promenu emisionog maksimuma ka ve¢im talasnim duzinama (640 nm).
Prema tome, €ini se da vezivanje PCB-a za BLG dovodi do znacajnih promena u fluorescentnom
spektru liganda. Kako kovalentno vezana hromofora u nativnom C-PC-u ima vecu fluorescenciju od
slobodne hromofore, znacajno povecanje fluorescencije PCB-a po dodatku BLG-a ukazuje na
vezivanje pigmenta za protein. Povecanje fluorescencije PCB-a iskoriS¢eno je za racunanje
priblizne konstante vezivanja PCB-a za BLG, kori$¢enjem jednacine 1. Iz dobijene krive vezivanja
(Slika 25B) odredena je priblizna konstanta vezivanja, koja iznosi 4x10* M ™.
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Slika 25. (A) Emisioni spektar PCB-a u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH 7,2 u odsustvu i prisustvu razli¢itih
koncentracija BLG-a (ekscitacija na 580 nm); (B) Zavisnost BLG-om indukovanog povecanja 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, poveéanje fluorescencije
PCB-a nakon mesanja sa BLG-om praceno je tokom vremena. Vezivanje PCB-a za BLG odvija se
sporo i dostize zasi¢enje nakon 1000 sekundi (Slika 26A). Kinetika formiranja BLG-PCB adukta je
takode pracena 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 brze pod uslovima koji favorizuju razvijanje, tj.
denaturaciju proteina. Kao Sto se moze primetiti na Slici 26A, vezivanje pigmenta je brze u
prisustvu 7 M uree, pri ¢emu je istovremeno intenzitet fluorescencije BLG-PCB kompleksa u
prisustvu uree znacajno veci nego bez prisustva uree, sto ukazuje na veci prinos formiranja BLG—
PCB kompleksa i/ili veé¢i fluorescentni kvantni prinos hromofore u urei. Dobijeni rezultati ubaceni
su u eksponencijalnu jednacinu prvog reda (Slika 26B) i odredene su priblizne konstante brzine
reakcija, koje iznose 0,065 min™ za reakciju bez prisustva uree i 0,101 min™ za reakciju u prisustvu
7 M uree. Premda slobodan PCB per se ima veéu fluorescenciju u prisustvu uree, cak i
oduzimanjem fluorescencije slobodnog PCB-a od fluorescencije adukta dobija se veéi intenzitet
fluorescencije adukta u prisustvu uree, u poredenju sa fluorescencijom adukta bez njenog prisustva
(Slika 26A), potvrdujuci veéi prinos formiranja BLG-PCB adukta u prisustvu uree.
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Slika 26. (A) Kinetika formiranja BLG—PCB adukta u 20 mM natrijum-fosfathom puferu pH 7,2 u odsustvu i prisustvu
7 M uree, prac¢ena povecanjem fluorescencije PCB-a nakon dodavanja BLG-a (ekscitacija na 580 nm); (B) Promena
koncentracije slobodnog PCB-a tokom vremena ubacena je u eksponencijalnu jednac¢inu prvog reda.

4.1.3. PCB se kovalentno vezuje za BLG preko ostatka cisteina

Mogucénost kovalentnog vezivanja PCB-a za BLG ispitana je elektroforetskom analizom
BLG-PCB reakcione smese, pripremljene u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH 7,2, pod
neredukuju¢im uslovima. Za detekciju kovalentnog BLG-PCB adukta iskori$¢ena je osobina PCB-a
da kompleksira jone Zn?* i gradi fluorescentne proizvode koji se mogu uogiti posmatranjem gela
pod svetlos¢u UV lampe (Berkelman i Lagarias, 1986). Naime, nakon elektroforeze BLG-PCB
smeSe 1 bojenja poliakrilamidnog gela najpre cinkom, a zatim CBB-om, detektovana je
fluorescencija u gelu koja po polozaju odgovara traci BLG monomera (18,4 kDa) (Slika 27A).
Ocuvanje BLG-PCB kompleksa nakon SDS-PAGE ukazuje na formiranje kovalentne veze izmedu
monomernog proteina i PCB-a.
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Slika 27. (A) SDS-PAGE analiza (16% poliakrilamidni gel, neredukujuéi 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 posluzili su UV/VIS apsorpcioni spektri
dijalizovanog BLG—PCB adukta. Naime, UV/VIS spektar slobodnog PCB-a (Slika 27B) pokazuje
apsorpcione maksimume na talasnim duzinama 330, 363 i 575 nm, pri ¢emu maksimumi na 330 i
570 nm potic¢u od oksidacionih proizvoda pigmenta (Bhat i Madyastha, 2001) koji su nastali tokom
48-Casovnog inkubiranja u puferu. Interesantno, UV/VIS spektar dijalizovanog BLG-PCB adukta je
slican 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 duzini od 375 nm i tre¢im, koji
pokazuje blagi plavi pomeraj, na talasnoj duzini od 570 nm (Slika 27B). Dobijeni rezultati
predstavljaju dodatnu potvrdu kovalentne modifikacije BLG-a PCB-om.

Veéi prinos BLG-PCB adukta u uslovima denaturacije proteina 7 M ureom, o0sim
fluorescentnom spektroskopijom, dodatno je potvrden elektroforetskom analizom BLG-PCB
reakcione smesSe koja je pripremljena u prisustvu 7 M uree. Naime, SDS-PAGE analiza tako
pripremljenog adukta pokazuje veéi intenzitet fluorescencije u poredenju sa aduktom pripremljenim
bez prisustva uree (Slika 28). Mada inkubacija BLG-a u prisustvu uree ¢ini slobodne sulfhidrilne
grupe izlozenijim i time dostupnijim za formiranje disulfidnih dimera, dodavanje PCB-a smanjuje
intenzitet trake koja potice od BLG dimera, ukazujuci na to da slobodni ostaci cisteina mogu biti
ukljudeni u vezivanje PCB-a. Stavise, fluorescentna detekcija u gelu pokazuje da je samo
monomerna forma BLG-a, koja ima slobodan ostatak cisteina, kovalentno vezana za ligand (Slika
28).
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45
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Slika 28. (A) SDS-PAGE analiza (16% poliakrilamidni gel, neredukujuci uslovi) slobodnog PCB-a, slobodnog
BLG-a i BLG-PCB kompleksa pripremljenog u 20 mM natrijum-fosfathom 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 ¢emu
rastu¢a koncentracija jodacetamida dovodi do vece inhibicije formiranja adukta, odnosno manjeg
intenziteta fluorescentnog signala na gelu (Slika 29).
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Slika 29. Inhibicija vezivanja PCB-a za BLG pisustvom jodacetamida (SDS-PAGE, 16% poliakrilamidni gel,
neredukujuéi uslovi): 1) 20 uM BLG, 2) 20 uM PCB, 3) BLG:PCB (po 20 uM svaki), 4) BLG:PCB (po 20 uM svaki) +
20 puM 1AA, 5) BLG:PCB (po 20 uM svaki) + 200 uM 1AA, 6) BLG:PCB (po 20 uM svaki) + 2 mM IAA, 7) 20 uM
BLG + 20 uM IAA, 8) 20 uM BLG + 200 uM 1AA, 9) 20 uM BLG + 2 mM IAA. Levo: CBB hojenje; desno: bojenje
cink-sulfatom, uz posmatranje gela pod UV lampom.

70



Kao dodatna potvrda modifikacije BLG-a preko ostataka cisteina posluzilo je poredenje
kinetike reakcije modifikacije PCB-om nemodifikovanog BLG-a i onog koji je prethodno
modifikovan jodacetamidom. Naime, kao $to se na Slici 30A moze uociti, inkubacijom alkilovanog
BLG-a sa fikocijanobilinom dolazi do neznatnog povecanja fluorescencije PCB-a, u poredenju sa
nemodifikovanim proteinom. Istovremeno, snimljeni su i fluorescentni spektri PCB-a inkubiranog
sa aminokiselinama ¢iji su bocni ostaci nukleofilni (cistein, lizin, arginin i histidin). Fluorescentni
spektar PCB-a inkubiranog sa cisteinom sli¢an je spektru BLG—PCB adukta (Slika 30B). Osim
toga, fluorescentni spektar dijalizovanog BLG-PCB adukta, koji pokazuje maksimum emisije na
639 nm, sli¢an je spektru nativnog C-fikocijanina, ¢iji maksimum emisije je na 642 nm (Slika
30C).
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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 ve¢i prinos reakcije modifikacije BLG-a PCB-om, rastvor proteina je
obogacen PCB-om sukcesivnim dodavanjem svezeg Stoka pigmenta (za detalje pripreme adukta
videti Odeljak 3.2.5.). Dva razli¢ita eseja su iskoris¢ena za kvantifikaciju prinosa formiranja BLG—
PCB adukta 1 oba su dala slicne rezultate za procenu prinosa reakcije. Naime, prema Elmanovom
eseju, kojim je odredena promena u sadrzaju 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 odredivanju sadrzaja hromofore u pepsinskom digestu BLG-PCB adukta.
Sadrzaj hromofore odreden je kori§¢enjem pepsinskog digesta C-fikocijanina kao standarda (Minic
et al., 2016). Ovim pristupom, kvantifikacijom sadrzaja PCB-a u BLG—PCB-u, procenjeno je da je

prinos reakcije 71 + 6%. Tako dobijen preparat sa ve¢cim 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 analiti¢ku 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 neSto veCem m/z
odnosu, uocavaju i signali koji odgovaraju kovalentnim aduktima obe izoforme, $to ukazuje na to
da se i jedna i druga izoforma modifikuju u slicnom obimu.
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Slika 31. Maseni spektar 20 UM BLG-a inkubiranog sa 20 uM PCB-om tokom 2 h na 37 °C u 20 mM
fosfatnom puferu, pH 7,2.

MS/MS spektri jona ¢iji 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 ¢iji 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, §to ukazuje na to da analizirani BLG-PCB adukt sadrzi samo
dva pirola, najverovatnije usled oksidacije i fragmentacije PCB-a na centralnom metilenskom
mostu. PredloZena struktura oksidacionog proizvoda PCB-a slicna je propentdiopentima,

oksidovanim metabolitima bilirubina (Kunikata et al., 2000), i prikazana je na Slici 33.
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Slika 32. MS? spektri dobijeni fragmentacijom molekulskih jona ¢iji 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 ¢asa 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
Casana 37 °C u 20 mM fosfatnom puferu, pH 7,2. BLG A — izoforma A B-laktoglobulina, BLG B —
izoforma B B-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 Am
(BLG-PCB -BLG)

BLG A 2031,800 9 18277,20 395 403
BLG A-PCB 2067,956 9 18602,60 ’
BLG B 2041,276 9 18362,48
BLG B-PCB 2077,33 9 18686,97 324,482
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
BLG A-PCB 1692,102 11 18602,13 3254559
BLG B 1670,394 11 18363,34
BLG B-PCB 1699,860 11 18687,46 324,1271
BLG A 1524,033 12 18276,40
BLG A:PCB 1551,220 12 18602,63 326,2368
BLG B 1531,252 12 18363,02
BLG B-PCB 1558,483 12 18689,80 326,7768
BLG A 1406,843 13 18275,95 326,56
BLG A-PCB 1431,963 13 18602,51 '
BLG B 1413,519 13 18362,74
BLG B-PCB 1438,529 13 18687,88 3251313
BLG A 1306,476 14 18276,66
BLG A-PCB 1329,762 14 18602,67 326,006
BLGB 1312,621 14 18362,69
BLG B-PCB 1335,919 14 18688,87 326,1776
BLG A 1219,511 15 18277,66 376.136
BLG A-PCB 1241,253 15 18603,80 '
BLG B 1225,179 15 18362,69
BLG B_PCB 1247057 | 15 | 1869085 328,1595
BLG A 1143,292 16 18276,68 326,192
BLG A-PCB 1163,679 16 18602,87 ’
BLG B 1148,67 16 18362,72
BLG B-PCB 1169,053 16 18688,84 326,1216
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Na OOC

Slika 33. PredloZena struktura kovalentnog adukta BLG-a i oksidacionog proizvoda PCB-a nakon masene
spektrometrije.

4.1.5. Vezivanje PCB-a uti¢e na sekundarnu i tercijarnu strukturu BLG-a, uz
promenu konformacije PCB-a

Spektroskopija cirkularnog dihroizma (CD spektroskopija) se koristi za proucavanje brojnih
hiralnih molekula, ali svoju najvecu primenu je nasla u analizi sekundarnih struktura i konformacija
makromolekula, posebno proteina, ¢ija je sekundarna struktura osetljiva na promene u temperaturi,
pH vrednosti, kao i promene mikrookruzenja 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 uporedeni 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 karakteristicne trake, sa maksimumima na
2851293 nm, obe poreklom od ostataka triptofana. S druge strane, u CD spektru BLG-PCB adukta,
maksimum na 285 nm postaje mnogo izrazeniji, odnosno veéeg intenziteta, dok se intenzitet trake
na 293 nm smanjuje, u poredenju sa nemodifikovanim proteinom (Slika 34A). Promene oblika i
amplitude CD spektra u bliskoj UV oblasti ukazuju na to da modifikacija PCB-om dovodi do
znacajnih promena tercijarne strukture BLG-a.
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Slika 34. (A) CD spektri u bliskoj i (B) dalekoj UV ablasti 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, Siroku traku, sa
maksimumom na talasnoj duzini od 215 nm, usled velike zastupljenosti B-plo¢ica u molekulu
proteina, kao i usku, pozitivnu traku, na talasnoj duzini od oko 190 nm (Slika 34B). Modifikacija
proteina PCB-om dovodi do blagog poveéanja negativnog maksimuma i znacajnog Smanjenja
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pozitivnog maksimuma. Softverskom analizom dobijenog spektra, koris¢enjem CDPro softvera,
pokazano je da nemodifikovani BLG sadrzi 10% a-heliksa, 37% B-plocica, 22% B-zavijutaka i 30%
neuredenih struktura. Kovalentna modifikacija PCB-om dovodi do diskretnog poveéanja sadrzaja a-
heliksa na 12%, dok sadrzaj B-ploCica opada na 35%. Sadrzaj B-zavijutaka ostao je nepromenjen,
dok sadrzaj neuredenih 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. Posto PCB u
rastvoru postoji u obliku dva konformera — P i M, njegov rastvor nije opticki aktivan i ne daje signal
u CD spektru. Medutim, spektar BLG-PCB kompleksa u istoj oblasti pokazuje dve trake: pozitivnu
na 680 nm i negativhu na 380 nm (Slika 35), pokazujuc¢i pozitivan Kotonov efekat. Prema tome,
vezivanje PCB-a za BLG indukuje opticku aktivnost tetrapirolne hromofore kroz konformacione
promene PCB-a, $to ukazuje na to da se PCB vezuje za BLG stereospecificno.
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Slika 35. Bliski UV/vidljivi CD spektri dijalizovanog BLG-PCB adukta, slobodnog BLG-a i slobodnog PCB-a
(40 UM 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 razli¢itih pH vrednosti. Kao $to se
na Slici 36 moze uociti, sa porastom pH vrednosti rastvora, povecava se i intenzitet fluorescentne
trake BLG-PCB adukta, ukazuju¢i na to da je prinos reakcije modifikacije veéi na visim pH
vrednostima (pH 8 i 9). Medutim, vezivanje PCB-a odvija se i na nizim pH vrednostima (pH 2),
iako u manjem obimu. Prema tome, BLG ima sposobnost da kovalentno veze PCB u Sirokom
opsegu pH vrednosti.
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Slika 36. pH zavisnost formiranja BLG-PCB adukta: SDS-PAGE (16% PAA gel, neredukujuci uslovi); Levo: bojenje
cink-sulfatom, uz posmatranje gela pod svetlos¢u UV lampe; desno: CBB bojenje istog gela.
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Formiranje BLG-PCB adukta analizirano je i u uslovima koji simuliraju one prisutne u
gastrointestinalnom traktu u pogledu pH vrednosti i sastava gastrointestinalnih tecnosti.
Elektoforetskom analizom je uoceno da BLG-PCB adukt nastaje i u simuliranim fizioloskim
uslovima, ¢ak i nakon samo 2 min inkubacije u simuliranoj pljuvac¢noj te¢nosti (Slika 37).
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Slika 37. SDS-PAGE analiza (12% poliakrilamidni gel, neredukujuéi uslovi) smese BLG-a i PCB-a nakon
inkubacije u simuliranim gastrointestinalnim te¢nostima. 1 — simulirana pljuvaéna te¢nost, 2 — simulirana pljuva¢na
teCnost kojoj je dodata simulirana gastri¢na tecnost, 3 - simulirana pljuvacna tecnost kojoj je dodata simulirana
gastri¢na te¢nost i nakon toga simulirana intestinalna te¢nost. 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 vezivha mesta za PCB (Slika 38A) na molekulu BLG-a, uradena je
studija molekulskog dokinga, kojom je identifikovano jedno visokoafinitetno mesto za PCB u
hidrofobnom dzepu, takozvanom kaliksu, BLG-a (Slika 38B), stabilizovano hidrofobnim
interakcijama i vodoni¢nim vezama. U ovoj orijentaciji, C3’ atom PCB-a je suvi$e udaljen od tiolne
grupe slobodnog ostatka Cys121 (15,35 A) da bi formirao kovalentnu vezu (Slika 38C). Stavise, na
osnovu provere svih trodimenzionalnih struktura BLG-a dostupnih u PDB bazi podataka, moze se
zapaziti da je ostatak Cys121 zasticen heliksom i u potpunosti orijentisan prema unutra$njosti
proteina, daleko od kaliksa, zbog ¢ega nije dostupan za formiranje kovalentne veze ni sa PCB-om
niti sa drugim ligandima.

BLG je protein koji je podloZan izmeni disulfida, naro€ito na povisenim temperaturama, pri
gemu blizina atoma sumpora slobodnog Cys121 i disulfidne veze Cys106—-Cys119 od 11 A moze
rezultirati u intramolekulskoj izmeni disulfida izmedu Cys121 i Cys106—Cys119, ¢ime bi se
oslobodio Cys119 (Croguennec et al., 2003). Stoga je prvo uradena simulacija izmene disulfida
izmedu Cys121 i Cys iz disulfidne veze Cys106-Cys119, nakon c¢ega je na tako dobijenoj strukturi
BLG-a uraden molekulski doking PCB-a, kako bi se in silico ispitalo da li postoji moguénost
formiranja kovalentnog BLG-PCB adukta preko ostatka cisteina.

Simulacija izmene disulfida u BLG-u uradena 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, radena je SMD simulacija sistema
sa slobodnim ostatkom Cys119 dodatnih 150 ns. Za vreme SMD simulacije doslo je do nekih
promena u sekundarnoj strukturi BLG-a (posebno u B-nizu koji sadrzi Cys119 i Cys121), ali su
glavne 3D karakteristike proteina (kaliks i a-heliks) bile samo delimi¢no izmenjene (Slika 38D).

Na proteinskoj strukturi koja je dobijena nakon SMD simulacije ponovo je raden 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 unutrasnjosti kaliksa, odnosno blize PCB-u (Slika 38F).
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Udaljenost izmedu atoma sumpora u Cys119 i C3’ atoma etilidenske grupe PCB-a je manja nego
ranije, samo 5,8 A, ukazujuéi na moguénost formiranja kovalentne veze izmedu PCB-a i Cys119.

Kako bi se simuliralo kovalentno vezivanje PCB-a za slobodan ostatak Cys119 nakon
izmene disulfida i nasla najbolja orijentacija PCB-a u kaliksu BLG-a, uraden je in silico
eksperiment kovalentnog dokinga. Kovalentna veza izmedu atoma sumpora Cys119 i C3’ atoma
PCB-a indukuje male promene konformacije pigmenta, u poredenju sa PCB-om koji je
nekovalentno udokovan u istu strukturu BLG-a (Slika 38G), dok je PCB i dalje pozicioniran u
kaliksu (Slika 38H). Gradenje kovalentne veze (Slika 381) dovodi do velikog afiniteta PCB-a za
BLG, koji je posledica dodatnih nekovalentnih interakcija PCB-a sa aminokiselinskim ostacima u
vezivnom mestu proteina.

A

HOOC  COOH

Slika 38. (A) Hemijska struktura PCB-a. Molekulski doking PCB-a (obelezen ljubi¢astom bojom) vezanog za
kaliks BLG-a (PDB broj kristalne strukture 3NQ3) prikazan kao (B) model povrsina dostupnih rastvaracu i (C) krupni
plan trakastog (engl. ribbon) modela molekula BLG-a. Ostaci Cys106, Cys119 i Cys121 prikazani su kao $tapiéi sa
atomom sumpora zute boje; udaljenost izmedu C3’ atoma PCB-a i atoma S odgovarajuceg ostatka cisteina obeleZena 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 (obeleZen ljubi¢astom bojom) vezanog za kaliks BLG-a
nakon SMD simulacije prikazan je kao (E) model povr§ina dostupnih rastvaracu i (F) krupni plan trakastog (engl.
ribbon) modela. (G) Preklopljene trodimenzionalne strukture PCB-a vezanog za BLG nakon SMD simulacije i
nekovalentnog (ljubicasto) i kovalentnog (narandzasto) dokinga. Kovalentni doking PCB-a (obelezen narandzastom
bojom) vezanog za kaliks BLG-a nakon SMD simulacije prikazan je kao (H) model povrSina dostupnih rastvaracu 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 vodoni¢ne veze sa Val41, Val43, Met107,
Alall8 i n-m interakcije sa ostatkom Tyr 42 (Slika 39). Ovi rezultati ukazuju na to da je nakon
molekulsko dinami¢ke 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 interagujuci sa
PCB-om stabilizuju njegovu orijentaciju, i time dodatno favorizuju formiranje kovalentne veze.
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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 koris¢enjem nekoliko
uobicajenih 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 redukujuée moéi. U ORAC testu, 2,2’ -
azobis(2-amidinopropan) dihidrohlorid (AAPH) je koris¢en kao generator peroksi-radikala, koji
direktno reaguju sa fluoresceinom, pri cemu 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 §to 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 ¢emu je BLG—PCB uspesniji od nemodifikovanog BLG-a u usporavanju
opadanja fluorescencije, odnosno oksidacije fluoresceina. lako je BLG uklonio peroksi-radikale, sa
antioksidativnom aktivnos¢u od 5,3 + 0,1 Troloks ekvivalenata (TE), BLG-PCB je pokazao
znacajno (p<0,05) vecu 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%, $to je znacajno vise (p<0,05) u poredenju sa kontrolnim
BLG uzorkom, ¢ija je ABTS antioksidativna aktivnost 21,3 + 0,5%. Ukupna redukuju¢a mo¢ BLG-
a i BLG-PCB-a (Slika 40C) u skladu je sa rezultatima ORAC i ABTS eseja. Naime, BLG-PCB
pokazuje veliku redukujué¢u moé¢, koja se ogleda u znacajno vecoj (p<0,05) apsorbanciji na 700 nm
u prisustvu BLG-PCB-a (1,3 £+ 0,1) nego u prisustvu ekvivalentne koli¢ine BLG-a (0,4 % 0,2),
ukazujuéi na izuzetan antioksidativni kapacitet BLG—PCB-a.
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4.1.8.2. Zastitni 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 pra¢ena je merenjem promena intrinzi¢ne
fluorescencije proteina po dodatku AAPH-a, generatora slobodnih radikala. Na Slici 40D prikazane
su krive opadanja fluorescencije na 336 nm (talasna duzina 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 moze uociti 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 jednacinu prvog reda, dobijene su
konstantne brzine opadanja fluorescencije. Ova konstanta iznosi 0,068 + 0,016 min™ za BLG-PCB
i znagajno (p<0,05) je manja od one za BLG, koja iznosi 0,117 + 0,014 min™, $to ukazuje na to
kovalentno vezani PCB §titi BLG od oksidacije izazvane slobodnim radikalima. 1z razlike povrSina
ispod dobijenih krivih, izracunat je zastitni efekat PCB-a, koji je iznosio 33,6 + 4,9%.
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Slika 40. (A) Oksidacija fluoresceina indukovana dodatkom AAPH-a, generatora slobodnih radikala, u odsustvu i
prisustvu 4 uM BLG-a, 4 uM BLG-PCB-a i 20 uM Troloksa. (B) Sposobnost uklanjanja ABTS radikala BLG-a i
BLG-PCB-a (oba 30 pM). (C) Redukuju¢a mo¢ BLG-a i BLG-PCB-a (oba 150 pM). (D) Oksidacija BLG-a i BLG-
PCB-a (oba 3 uM) slobodnim radikalima nakon dodatka AAPH-a.

4.1.9. Karakteristike BLG-PCB-a nakon termi¢kog 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 uporedeni medusobno, kao i sa
kontrolnim, nezagrevanim kontrolama u pogledu strukture i funkcionalnih promena koje bi mogle
nastati kao posledica termi¢kog tretmana. Naime, analizirani su termalna stabilnost, povrSinska
hidrofobnost, sklonost ka oligomerizaciji i nekovalentnom agregiranju proteina, promene u sadrzaju
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sekundarnih struktura po zagrevanju, kao i gradenje amiloidima slicnih 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 podloznost BLG-PCB-a ka agregiranju pri blagim termickim
tretmanima od znacaja 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 polu¢asovno 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 redukuju¢im i neredukujué¢im
denaturiSu¢im uslovima, kao i u nativnim uslovima.

Elektroforetski profili nemodifikovanog i kovalentno modifikovanog BLG-a u
denaturiSu¢im uslovima prikazani su na Slici 41. Sli¢no prethodno uo¢enom, da se primetiti da u
kontrolnom, nezagrevanom uzorku, kovalentna modifikacija PCB-om dovodi do blagog razmaza
trake BLG monomera ka ve¢im molekulskim masama, usled kovalentnog vezivanja jednog ili vise
molekula PCB-a molekulske mase 587,6 Da. Elektroforetska analiza zagrevanog BLG-a u
neredukujuc¢im uslovima (Slika 41A, levo) pokazuje traku molekulske mase 36 kDa, koja odgovara
masi BLG dimera. S druge strane, u zagrevanom BLG-PCB-u uocavaju se samo tragovi dimerne
forme BLG-a. SDS-PAGE analiza istih uzoraka u redukuju¢im uslovima (Slika 41A, desno)
nedvosmisleno pokazuje na to da su dimeri, prisutni u neredukujuéim uslovima, povezani
disulfidnim vezama. Gotovo potpuno odsustvo dimera u zagrevanom BLG-PCB-u nije
iznenadujuce, imajuci u vidu da je slobodna tiolna grupa BLG-a, koja je odgovorna za gradenje
disulfidne veze sa drugim molekulom BLG-a, u BLG-PCB-u blokirana kovalentnom
modifikacijom PCB-om.
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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) denaturisu¢im (levo) neredukujuc¢im i (desno) redukujuc¢im 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), ukazuju¢i na to da kovalentna modifikacija BLG PCB-om ne samo da uti¢e na
sposobnost BLG da formira disulfidne dimere, ve¢ redukuje i stvaranje rastvornih nekovalentnih
agregata BLG-a. Na nativnoj elektroforezi uocava se i neSto veéa pokretljivost BLG-PCB-a u
poredenju sa BLG-om, uprkos ve¢oj masi BLG-PCB-a, usled kovalentno vezanog PCB-a. Stavise,
izoelektri¢nim fokusiranjem BLG-a i BLG-PCB-a u imobilizovanom pH gradijentu pokazano je da
je izoelektricna tacka BLG-a pomerena ka kiselijim pH vrednostima (Slika 42). Pomeraj pl 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 izoelektricnu tacku BLG-a usled prisustva dve
karboksilne grupe u molekulu PCB-a.

- +
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# W moss ozez  NREINSIMBENEDIRVIN WRNIRRE ¢ 1
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Slika 42. Izoelektri¢no fokusiranje (1) BLG-a i (2) BLG-PCB-a.

4.1.9.2. PovrSinska hidrofobnost BLG-a i BLG-PCB-a

Vezivanjem hidrofobne probe ANS-a (8-anilinonaftalen-1-sulfonska kiselina) za molekule
proteina moze se ste¢i uvid u povrSinsku hidrofobnost molekula proteina. Naime, ANS je
fluorescentna boja ¢iji se intenzitet fluorescencije povecava i do 100 puta nakon vezivanja za
hidrofobna mesta na povrsini proteina, pri ¢emu dolazi do promene emisionog maksimuma boje ka
manjim talasnim duzinama (Munishkina i Fink, 2007). Poredenjem koli¢nika 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 znacajno (p<0,05) smanjuje fluorescenciju vezanog ANS-a (Slika
43), ukazujuéi na manju povrsinsku hidrofobnost BLG-PCB-a u poredenju sa nemodifikovanim
BLG-om, kako u zagrevanim, tako i u nezagrevanim uzorcima. Ovaj rezultat se moze objasniti
zaklanjanjem hidrofobnih ostataka BLG-a od strane vezanog PCB-a, ¢ije je vezivno mesto za BLG
u hidrofobnom dzepu BLG-a. Nakon zagrevanja BLG-a, intenzitet fluorescencije ANS-a blago
opada u poredenju sa nezagrevanim proteinom (p<0,05), u skladu sa literaturnim podacima (Fessas
et al., 2001). Medutim, intenzitet fluorescencije ANS-a ostaje isti u prisustvu zagrevanog BLG-
PCB-a, u poredenju sa nezagrevanim BLG-PCB-om (p>0,05). Razli¢ito ponasanje BLG-a i BLG—
PCB-a prilikom zagrevanja moze se objasniti razli¢itom tendencijom BLG-a i BLG-PCB ka
oligomerizaciji ili agregiranju. Naime, oligomerizacija i agregiranje BLG-a nakon zagrevanja
smanjuje dostupnost hidrofobnih povrSina za vezivanje ANS-a. S druge strane, gotovo potpuno
odsustvo oligomerizacije/agregiranja zagrevanog BLG-PCB-a obezbeduje nivo vezivanja ANS-a
sli¢an onome koji je prisutan kod nezagrevanog BLG-PCB-a.

[ BLG 25°C
B BLG-PCB 25 °C
[ BLG 63 °C

a [[]BLG-PCB 63 °C
C

Slika 43. Povrsinska hidrofobnost nezagrevanih i zagrevanih (30 min na 63 °C) uzoraka BLG-a i BLG-PCB-a.
Rezultati su izrazeni kao odnos fluorescencije na 494 nm (ANS vezan za protein) i fluorescencije na 524 nm (slobodan
ANS). Podaci su analizirani kori§¢enjem ANOVA testa, uz upotrebu Tukijevog post hoc testa na nivou znacéajnosti od

0,05. Razli¢itim slovima (a do c¢) su obelezeni uzorci koji se znacajno razlikuju (p <0,05).

82



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 pracene su CD spektroskopijom u dalekoj UV oblasti. Sadrzaj sekundarnih struktura
procenjen softverskom analizom prikazan je na Slici 44. Dobijeni rezultati ukazuju na to da
zagrevanjem BLG-a pod uslovima pasterizacije dolazi do povecanja sadrzaja neuredenih struktura,
na ratun smanjenja [-zavijutaka, uz neizmenjen sadrzaj o-heliksa i B-plo¢ica. Kovalentna
modifikacija BLG-a pigmentom menja ponasanje proteina pri termalnom tretmanu, dovodeci do
takozvane tranzicije B-plo¢ica u a-helikse, uz istovremeni blagi pad sadrzaja B-zavijutaka, ne
utiu¢i pritom na sadrzaj neuredenih struktura. Kako blago zagrevanje BLG-a/BLG-PCB-a na
temperaturi pasterizacije smanjuje uredenost nemodifikovanog BLG-a, dok kod BLG-PCB-a
dovodi samo do reorganizovanja sekundarnih struktura, ¢ini se da vezani PCB odrzava sadrzaj
uredenih struktura BLG-a.
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[1BLG-PCB 63 °C

aaba
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Slika 44. Sadrzaj sekundarnih struktura nezagrevanih i zagrevanih (30 min na 63 °C) uzoraka BLG-a i BLG-PCB-a.
Podaci su analizirani koris¢enjem ANOVA testa, uz upotrebu Tukijevog post hoc testa na nivou znaéajnosti od 0,05.
Razli¢itim slovima (a do c) su obelezeni uzorci koji se znacajno razlikuju (p <0,05).

4.1.9.4. Formiranje fibrilarnih struktura sli¢énih amiloidima zagrevanjem BLG-PCB-a

U ekstremnim uslovima sredine (nisko pH, produzeno zagrevanje iznad temperature
topljenja, niska jonska sila i prisustvo denaturanata) BLG gradi fibrile. Medutim, kako je BLG
protein sklon fibrilaciji, u literaturi je opisano gradenje fibrila BLG-a u manjem obimu i pod blazim
uslovima, kao §to su neutralno pH i krace vreme inkubacije (Sardar et al., 2014; Zlfiga et al.,
2010). Tioflavin T (ThT) je fluorescentna proba koja se Cesto koristi za specifiénu detekciju
amiloidnih fibrila i slicnih oligomernih struktura bogatih B-ploCicama, usled osobine ThT-a da mu
se intenzitet fluorescencije na 485 nm povecava nakon vezivanja za ovakve strukture (Biancalana i
Koide, 2010). Formiranje oligomernih struktura nastalih interakcijama B-plocica nakon zagrevanja
BLG-a i BLG-PCB-a pri uslovima LTLT pasterizacije (63 °C tokom 30 min) praceno je indirektno
preko vezivanja ThT-a. Ako se uporede nezagrevani BLG i BLG-PCB, nezagrevani BLG-PCB
pokazuje znacajno (p<0,05) manje povecanje emisije ThT-a u poredenju sa nezagrevanim BLG-om
(Slika 45A), sto je u skladu sa smanjenom povrsinskom hidrofobnos¢u BLG-PCB-a. Naime, osim
Sto se vezuje za umrezene B-strukture amiloidnih fibrila, ThT se takode vezuje i za hidrofobne
strukture (Biancalana i Koide, 2010). Medutim, u poredenju sa nezagrevanim uzorcima, nakon
zagrevanja proteina pri uslovima LTLT pasterizacije, ne uocava se statisticki znacajna promena
fluorescencije ThT-a ni u prisustvu zagrevanog BLG-a, niti u prisustvu zagevanog BLG-PCB-a
(Slika 45A). Sli¢no tome, Zenker i saradnici zapazili su samo blago povecanje emisije ThT-a nakon
zagrevanja BLG-a na 60 °C tokom 24 ¢asa (Zenker et al., 2020). Dobijeni rezultati ukazuju na to da,
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ilako vezivanje PCB-a neznatno menja strukturu BLG-a, kovalentna modifikacija PCB-om ne
dovodi do povecane podloznosti BLG-a prema gradenju fibrila, makar ne u uslovima blagog
termickog tretmana tokom kratkog vremenskog perioda (tridesetominutno zagrevanje na 63 °C).
Nasuprot tome, dvoc¢asovno zagrevanje BLG-a i BLG-PCB-a na 85 °C znacajno (p<0,05) povecava
emisiju ThT-a u prisustvu BLG-a, dok se emisija ThT-a u prisustvu BLG-PCB-a ne povecava
znacajno (p>0,05) (Slika 45B), §to indirektno ukazuje ne samo na manju podloznost BLG-PCB-a
prema agregiranju, ve¢ i prema formiranju amiloidnih fibrila i amiloidnim fibrilima sli¢nih
struktura. Prema tome, kovalentna modifikacija BLG-a PCB-om smanjuje podloznost BLG-a prema
formiranju fibrila indukovanu produzenim termic¢kim tretmanom na visokoj temperaturi (2 ¢asa na
85 °C u ovde ispitivanom slucaju).
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Slika 45. Povecanje fluorescencije Tioflavina T nakon zagrevanja BLG-a i BLG—PCB-a (A) 30 minna 63 °Ci(B) 2 h
na 85 °C. Podaci su analizirani kori$¢enjem ANOV A testa, uz upotrebu Tukijevog post hoc testa na nivou znacajnosti
od 0,05. Razli¢itim slovima (a do b) su obeleZeni uzorci koji se znacajno 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
intrinzi¢ne fluorescencije BLG-a (emisija na 336 nm, pri ekcitaciji na 280 nm) tokom termalne
denaturacije praceno je na dve pH vrednosti — 7,2 i 2,5. Odgovarajuce krive topljenja prikazane su
na Slikama 46A i 46B. Temperatura topljenja BLG—PCB-a sli¢na 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 statisticki zna¢ajnu razliku (p>0,05), dok su
znacajno vece u odnosu na pH 7,2, ali medusobno iste (p>0,05) temperature topljenja dobijene na
pH 2,51 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 uti¢e na termalnu stabilnost BLG-a.
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Slika 46. Termalna stabilnost 2 uM BLG-a i 2 uM BLG-PCB-a na (A) pH 7,2 i (B) pH 2,5. Stabilnost
proteina pracena je spektrofluorimetrijski (ekscitacija na 280 nm).

4.1.10. Uticaj kovalentne modifikacije fikocijanobilinom na in vitro digestibilnost f3-
laktoglobulina

Kori$¢enjem in vitro eseja za proucavanje 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. Koris¢eni in
vitro modeli predstavljaju alternativu zivotinjskim i humanim in vivo modelima, koji su, iako
pouzdaniji, vremenski zahtevni i problemati¢ni sa etickog 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 zeluda¢noj te¢nosti, na pH 2,5, prema protokolu Tomasa i saradnika u kojem se
protein digestuje koris¢enjem 10 U pepsina po g proteina (Thomas et al., 2004). Tokom trajanja
digestije, uzimani su alikvoti digestione smesSe, reakcija zaustavljana, a proteinski profil
elektroforetski analiziran. Na Slici 47A prikazani su elektroforetski profili dobijeni nakon
SestoCasovne digestije pepsinom BLG-a i BLG-PCB-a. Sa gela se, na osnovu postojanosti trake
intaktnog proteina na 18,4 kDa tokom trajanja digestije, moze zakljuciti 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).
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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 ubaceni su u eksponencijalnu
jednacinu prvog reda zavisnosti procenta nedegradovanog BLG-a od vremena digestije, i na osnovu
nje izraCunata su vremena poluzivota proteina (Tspy) pri datim uslovima. Poluzivot
nemodifikovanog BLG-a procenjen je na 18,1 + 3,9 min, dok je kovalentna modifikacija proteina
PCB-om znacajno (p<0,05) produzila poluzivot BLG-a, na ¢ak 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 uradena je u in vitro modelu
koji simulira uslove digestije u intestinalnoj te¢nosti. Analogno digestiji pepsinom, tokom trajanja
digestije (4 h) uzimani su alikvoti digestione smese, koji su analizirani elektroforetski. Dobijeni
elektroforetski profili prikazani su na Slici 48A. Kovalentna modifikacija PCB-om usporava i
digestiju pankretatinom, mada efekat nije toliko izrazen kao efekat na gastricnu digestiju.
Denzitometrijski dobijeni intenziteti traka nedigestovanog intaktnog proteina iskoriS¢eni su za
dobijanje grafika eksponencijalne krive zavisnosti procenta nedigestovanog proteina od vremena
trajanja digestije (Slika 48B). Pri ovim eksperimentalnim uslovima, procenjeni poluZzivot
nemodifikovanog BLG-a tokom pankreatinske digestije iznosio je 2,7 £ 0,9 min. Kovalentna
modifikacija PCB-om produzila je poluzivot proteinu na 5,1 £ 0,6 min.
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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-vezujuce osobine BLG-a

IgE-vezujuée osobine BLG-a i BLG-PCB-a analizirane su Western blot tehnikom i
inhibitornom ELISA-om, kori$¢enjem seruma pacijenata alergi¢nih na mleko. Western blotom u
kom je koris¢en zbirni serum pacijenata alergi¢nih na mleko pokazano je da se i BLG i BLG-PCB
vezuju za IgE antitela iz seruma (Slika 49A). Dodatno, IgE-vezujuée osobine oba proteina
kvantitativno su analizirane inhibitornom ELISA-om, ispitivanjem inhibicije vezivanja IgE antitela
za nemodifikovani BLG. Kao sto se moze videti na Slici 49B, BLG i BLG—PCB pokazuju sli¢an
obrazac dozno-zavisne inhibicije vezivanja IgE antitela za nemodifikovani BLG. Gotovo identi¢ne
inhibitorne krive ukazuju da modifikacija PCB-om ne uti¢e znacajno na IgE-vezujuce osobine
BLG-a, Sto se moze zakljuciti i poredenjem dobijenih ICso vrednosti koje za BLG i BLG-PCB,
redom, iznose: 6,4x10 >+ 6,9x10 ' mg/ml i 6,2x107°+ 2,1x10"" 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 smeSom seruma pacijenata alergi¢nih na mleko, a zatim sa ze¢jim antitelima naspram humanih IgE
antitela, te kozjim antitelima naspram ze¢jih IgG antitela konjugovanih sa alkalnom fosfatazom. NK 1- negativna

kontrola 1 (inkubirana sa serumom osobe koja nije alergi¢na na mleko), NK 2 — negativna kontrola 2 (membrana nije
inkubirana sa serumom). (B) Inhibitorna ELISA: Vezivanje IgE antitela iz smeSe seruma pacijenata alergi¢nih na mleko
inhibirano je BLG-om i BLG-PCB-om.

4.2. Kovalentne modifikacije proteina fikocijanobilinom nakon modifikacije
proteina Trautovim reagensom: albumin govedeg seruma

4.2.1. Odredivanje stepena tiolovanja BSA Trautovim reagensom

Albumin govedeg seruma (BSA) je modifikovan Trautovim reagensom, koriséenjem serije
razli¢itih molarnih odnosa Trautovog reagensa i BSA, od 0:1 do 200:1. Kako bi se procenio stepen
modifikacije BSA Trautovim reagensom, odreden je sadrzaj ukupnih amino grupa i tiolnih grupa
izlozenih vodi proteina modifikovanog Trautovim reagensom i uporeden sa nemodifikovanim
proteinom. Kao §to se moze primetiti na Slici 50, modifikacija BSA Trautovim regensom (TR)
dovodi do znacajnog (p < 0,05) opadanja sadrzaja ukupnih amino grupa i do istovremenog porasta
sadrzaja slobodnih sulthidrilnih grupa sve do molarnog odnosa 100:1 u korist reagensa.
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Slika 50. (A) Relativan sadrzaj ukupnih slobodnih amino grupa u BSA proteinu koji je modifikovan
Trautovim reagensom u 5-, 10-, 20-, 50-, 100-, 150- i 200-strukom molarnom visku u odnosu na protein (5 TR, 10 TR,
20 TR, 50 TR, 100 TR, 150 TR i 200 TR, redom) izrazen kao udeo od sadrZaja izlozenih amino grupa u kontrolnom,
nemodifikovanom proteinu (0 TR) koji je izrazen kao 100%. (B) Sadrzaj izlozenih slobodnih sulfhidrilnih grupa
nemodifikovanog (0 TR) BSA i BSA proteina modifikovanog Trautovim reagensom, izrazen kao uM SH grupa/uM
BSA. Podaci su analizirani koris¢enjem ANOVA testa, uz upotrebu Tukijevog post hoc testa na nivou znacajnosti od
0,05. Razli¢itim slovima (a do e) su obelezeni uzorci koji se znacajno razlikuju (p <0,05).

Opadanje sadrzaja amino grupa i istovremeni porast sadrzaja tiolnih grupa odvija se
progresivno sa povecanjem molarnog odnosa reagensa, po¢ev od molarnog odnosa 5:1 do molarnog
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odnosa 100:1. Kori$¢enjem stostrukog molarnog viska TR reagensa postize se opadanje amino
grupa do 50,6 £ 0,5 %, uz istovremeno povecanje broja sulfthidrilnih grupa, od 0,2 = 0,1 u
kontrolnom, nemodifikovanom uzorku proteina, do 8,7 + 0,2 u uzorku proteina koji je modifikovan
kori$¢enjem molarnog odnosa TR:protein 100:1. Dalje povecanje molarnog odnosa TR:BSA do
150-ostrukog i 200-strukog molarnog viska reagensa nema znacajan (p > 0,05) efekat na sadrzaj
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 koriS¢enjem CD spektroskopije u bliskoj i dalekoj UV oblasti, redom.
Osim u slucaju petostrukog molarnog viska Trautovom reagensa, za koji se ¢ini da ne uti¢e na CD
spektre BSA u bliskoj UV oblasti, dalje dodavanje reagensa indukuje promene u tercijarnoj
strukturi BSA (Slika 51A). Uocene promene u izgledu bliskih UV CD spektara, koje se ogledaju u
smanjenju elipticiteta u oblasti ispod 280 nm, karakteristicnog za molekul BSA (Dockal et al.,
2000), izraZenije su sa porastom molarnog odnosa Trautovog reagensa, posebno pri molarnim
odnosima TR:protein (mol:mol) 100, 150 i 200 u korist reagensa. Sli¢no rezultatima odredivanja
sadrzaja amino i sulfhidrilnih grupa, modifikacija Trautovim reagensom pri molarnom odnosu
reagensa 150:1 i 200:1 u odnosu na protein ne dovodi do daljih znacajnih promena tercijarne
structure BSA, u poredenju sa molarnim odnosom 100:1.
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Slika 51. CD spektri u (A) bliskoj-UV i (B) dalekoj-UV oblasti nemodifikovanog BSA (0 TR) i BSA koji je
modifikovan kori$¢enjem razli¢itih molarnih odnosa Trautovog reagensa (5, 10, 20, 50, 100, 150 i 200 mol TR prema
mol BSA). (C) SadrzZaj sekundarnih struktura nemodifikovanog BSA i BSA modifikovanog Trautovim reagensom.
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U CD spektrima BSA u dalekoj UV oblasti uo€avaju se dva karakteristicna dvogrba
minimuma na pozicijama od oko 208 i 222 nm, svojstvena proteinima sa visokim sadrzajem a-
helikoidnih elemenata u sekundarnoj strukturi (Sen et al., 2008). IzraZzene promene u CD spektrima
BSA u dalekoj UV oblasti nakon tiolovanja proteina Trautovim reagensom uocavaju se tek pri
ve¢im 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 sadrzaja a-heliksa u molekulu
proteina. lzracunavanje sadrZzaja sekundarnih struktura koris¢enjem CDPro softvera to i potvrduje.
Naime, moze se primetiti porast B-zavijutaka i neuredenih struktura na racun smanjenja a-heliksa sa
porastom molarnog odnosa Trautovog reagensa, pri ¢emu sadrzaj [B-plodica 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
denaturiSuc¢im, tako i u nativnim uslovima.

Poliakrilamidnom gel elektroforezom u denaturiSu¢im, neredukujué¢im 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 viskom Trautovog reagensa
pokazuje sli¢an proteinski profil kao nemodifikovani BSA (Slika 52A, levo), §to je u saglasnosti sa
gotovo nepromenjenim sadrzajem amino i sulfhidrilnih grupa i nepromenjenom tercijarnom
strukturom proteina u modifikovanim proteinima u odnosu na nemodifikovani. Medutim, BSA
modifikovan ve¢im molarnim viskom Trautovog reagensa ne samo da pokazuje suptilne promene u
odnosu zastupljenosti oligomerne i monomerne forme BSA, koji raste sa porastom molarnog
odnosa reagensa, ve¢ pokazuje i uocljive razmaze proteinskih traka koje odgovaraju monomernoj
formi BSA (oko 66 kDa) ka ve¢im molekulskim masama. Postepeno povecanje mase monomera
BSA i razmaz ka veéim molekulskim masama rezultat su porasta mase monomerne forme BSA
usled uvodenja sulfhidrilnih grupa (102 Da po uvedenoj grupi), ali i heterogenosti prisutnih
molekulskih vrsta. MozZe se primetiti da sa porastom molarnog odnosa TR/BSA, dimeri BSA
postepeno nestaju na racun povecanja viSih oligomera (trimera, tetramera, itd.). Analizom istih
uzoraka u redukuju¢im uslovima (Slika 52A, desno), uocava se odsustvo promene u oligomernom

profilu, §to jasno ukazuje na znacaj disulfidne veze u formiranju visih oligomera BSA od dimernog
oblika BSA.
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Slika 52. Poliakrilamidna gel elektroforeza (10% gel) BSA i BSA modifikovanog Trautovim reagensom pod (A)
denaturi$u¢im (levo) redukujuc¢im i (desno) neredukujué¢im i (B) nativnim uslovima. Uzorak 1: nemodifikovani BSA,
uzorci 2-8: BSA modifikovan Trautovim reagensom koris¢enjem 5, 10, 10, 50, 100, 150 i 200 mol Trautovog reagensa
na mol BSA, redom. M, D i O ozna¢avaju monomere, dimere i oligomere velikih molekulskih masa.

Istovremeno, analiza istih uzoraka u nativnim uslovima (Slika 52B) pokazuje porast
doprinosa visih oligomera u ukupnom proteinskom profilu modifikovanih BSA molekula. Ovi visi
oligomeri, ukljucuju¢i i one veoma velikih molekulskih masa koji su zadrzani u gelu za
koncentrovanje, zastupljeniji su u nativnim uslovima nego u denaturiSu¢im, implicirajuci da je
vecina BSA oligomera koji se mogu uociti pod nativnim uslovima nekovalentne prirode. Uprkos
povecanju molekulske mase BSA molekula modifikovanih Trautovim reagensom usled uvodenja
sulthidrilnih grupa, u nativhim uslovima se primecuje vefa mobilnost monomerne forme
modifikovanih proteina u odnosu na nemodifikovani. Ovaj rezultat ukazuje na to da porast
mobilnosti BSA, usled povecanja negativne Sarze molekula proteina, nadmasSuje smanjenje
mobilnosti proteina usled poveéanja molekulske mase.

4.2.4. Kovalentna modifikacija BSA modifikovanog Trautovim reagensom
fikocijanobilinom

Nakon tiolovanja BSA Trautovim reagensom u razli¢itim molarnim odnosima,
modifikovani BSA je kovalentno modifikovan PCB-om, koris¢enjem dvadesotostrukog molarnog
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viska pigmenta u odnosu na protein. Funkcionalne osobine dobijenog BSA-PCB konjugata su
ispitane i uporedene sa nemodifikovanim proteinom u pogledu antioksidativhog 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, ¢ime je dobijen panel modifikovanih
proteina koji su sadrzavali razli¢it broj uvedenih sulfhidrilnih grupa, modifikovan je PCB-om.
Uspesnost modifikacije je analizirana elektroforetski, koris¢enjem osobine PCB-a da kompleksira
jone cinka i formira fluorescentne proizvode koji se mogu vizualizovati pod UV svetlos¢u. Nakon
bojenja cink-sulfatom, gel je bojem uobicajenom metodom, odnosno Coomassie Brilliant Blue
bojom. Kao $to se moze uociti na Slici 53B, pozicija fluorescentnog proizvoda poklapa se sa
pozicijom BSA na gelu bojenom CBB-om (Slika 53A), ukazujué¢i na formiranje kovalentne veze
izmedu molekula BSA i PCB-a.
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Slika 53. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (10% gel) konjugata PCB-a i BSA
tiolovanog razli¢itim molarnim odnosima Trautovog reagensa. Gel bojen (A) Coomassie Brilliant Blue R-250 bojom i
(B) cink-sulfatom, nakon ¢ega je vizualizovan pod UV lampom. Na levoj strani oba gela je SDS-PAGE pod
redukuju¢im uslovima, a na desnoj strani isti uzorci u neredukujué¢im uslovima. Uzorak 1: Konjugat PCB-a i
netiolovanog BSA,; uzorci 2-8: konjugat PCB-a i BSA tiolovanog razli¢itim 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 delimi¢no ¢ak i u kontrolnom uzorku proteina (0 TR) koji nije
modifikovan Trautovim reagensom. Medutim, povec¢anje molarnog odnosa Trautovog reagensa u
odnosu na protein dovodi do amplifikacije fluorescentnog signala BSA-PCB konjugata. Povecanje
fluorescencije koja poti¢e od PCB-a vidljivo je sve do stostrukog molarnog visSka reagensa u odnosu
na protein (uzorak oznacen kao 100 TR), nakon cega vise nema daljih promena u intenzitetu
fluorescencije, §to je u skladu sa sadrzajem uvedenih tiolnih grupa (Poglavlje 4.2.1.). Na Slici 53B
moze se uociti da je PCB konjugovan ne samo za tiolovani BSA u monomernoj formi, ve¢ i za vise
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oligomerne forme, ukazujuéi na to da agregiranje BSA (nekovalentno) ili oligomerizacija
(kovalentna preko disulfidnih veza) ne utice znacajno na efikasnost konjugacije PCB-a. Tiolovan
BSA kovalentno modifikovan PCB-om nema znacajno izmenjenu sekundarnu strukturu (Slika
54A), niti profil agregiranja (Slika 54B) u odnosu na nemodifikovani tiolovani BSA, iz Cega se
moze zakljuciti da konjugacija sa PCB-om ne dovodi do daljih strukturnih promena BSA u odnosu
na reakciju tiolovanja Trautovim reagensom.
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Slika 54. Karakterizacija BSA—PCB konjugata. (A) CD spektri u dalekoj-UV oblasti nativnog BSA (0 TR) i

BSA modifikovanog razli¢itim 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-3a, 2-8 — konjugati BSA, tiolovanog razli¢itim 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-vezujuée i antioksidativne osobine BSA-PCB konjugata i uporedene sa
nekonjugovanim i netiolovanim BSA. Eksperimenti su izvedeni koris¢enjem BSA-PCB konjugata
koji je pripremljen tako §to je BSA najpre tiolovan pedesetostrukim molarnim viskom Trautovog
reagensa, koji je prethodno odabran kao optimalan odnos reagensa za modifikaciju BSA, a zatim je
tako tiolovani BSA modifikovan dvadesetostrukim molarnim viskom PCB-a.

4.2.5.1. Ligand-vezujuce osobine BSA-PCB konjugata

Kako je BSA, zbog svoje osobine da vezuje razli¢ite endogene i egzogene ligande, Cesto
razmatran kao nosa¢ raznih bioaktivnih jedinjenja u razli¢itim formulacijama za dodatak ishrani
(Visentini et al., 2023), od interesa je bilo ispitati da li konjugacija PCB-a za BSA znacajno uti¢e na
ligand-vezujuée 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
unutrasnje fluorescencije, koja potice od ostataka triptofana, nativnog BSA (nekonjugovanog i
netiolovanog) (Slika 55A) i BSA kovalentno modifikovanog PCB-om (Slika 55B) nakon titrovanja
kvercetinom upotrebljene su za racunanje konstanti afiniteta (K,) za kvercetin.
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Slika 55. Emisioni spektri 0,5 pM BSA u prisustvu rastu¢ih koncentracija kvercetina (0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10 i

12 uM, 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.

Stern-Volmerovi grafici za odredivanje konstante vezivanja kvercetina za nativan i PCB-om
modifikovan tiolovan BSA prikazani su na Slikama 56A i 56B, redom. IzraCunate konstante
vezivanja kvercetina iznose (2,3 + 0,9)x10* M (n=2) za nemodifikovan BSA i (0,4 + 0,1)x10* M
(n=2) za BSA-PCB konjugat. Konstanta vezivanja kvercetina, iako je ne$to manja za BSA—PCB
konjugat, istog je reda veli¢ine, $to ukazuje na oCuvanost ligand-vezujuc¢ih osobina BSA ili makar
na ocuvanje vezivnog mesta lociranog u subdomenu A (Sadlouovo mesto 1) za koje se kvercetin
preferencijalno vezuje (Ni et al., 2009).
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Slika 56. Stern-Volmerovi grafici za odredivanje 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 koris¢enjem ORAC
eseja i uporedena sa nemodifikovanim BSA. Brzina oksidacije fluoresceina, koja se indirektno
moze kvantifikovati preko povrsine ispod odgovarajuce krive opadanja fluorescencije, manja je u
prisustvu BSA nego bez njegovog prisustva (Slika 57A). Usporavanje oksidacije fluoresceina jos je
izraZenije u prisustvu BSA-PCB konjugata, sto ukazuje na zastitni efekat PCB komponente BSA-
PCB konjugata prema oksidaciji izazvanoj slobodnim radikalima. Uistinu, ako se povrSine ispod
odgovarajuc¢ih krivih opadanja fluorescencije posmatraju kao kvantitativna mera antioksidativnog
potencijala, BSA-PCB konjugat, sa 2,4 puta ve¢com ORAC vredno$¢u, pokazuje znacajno vecu
(p<0,05) antioksidativnu aktivnost u ORAC testu u poredenju 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 uM nemodifikovanog i netiolovanog BSA proteina (0 TR) i 0,5 uM BSA-PCB konjugata. (B)
ORAC vrednosti nativnog BSA i BSA-PCB konjugata (oba 0,5 pM); a.j. arbitrarne jedinice.

Istovremeno sa zaStitnim efektom PCB-a prema radikalski posredovanoj oksidaciji malih
molekula, PCB takode ispoljava i zastitni efekat u pogledu radikalski-indukovane oksidacije samog
molekula BSA. Naime, oksidativne modifikacije BSA moguce je pratiti indirektno putem merenja
promena unutrasnje fluorescencije proteina na 340 nm (usled oksidacije triptofana) tokom vremena
po dodatku AAPH-a, generatora slobodnih radikala. Kao $to se moze uo¢iti na Slici 58, oksidacija
BSA-PCB konjugata, indukovana slobodnim radikalima, sporija je kod BSA konjugovanog sa
PCB-om u poredenju sa nemodifikovanim BSA. Povrsine ispod odgovarajucih krivih znacajno (p <
0,05) su vece u slu¢aju BSA-PCB konjugata (749,5 £ 14,8) u poredenju sa nemodifikovanim BSA
(239,1 = 2,1), ukazujuéi na to da kovalentno vezani PCB §titi BSA od oksidacije izazvane
slobodnim radikalima, pri ¢emu PCB ispoljava protektivni efekat od 68 + 0,4%.
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Slika 58. Opadanje fluorescencije BSA i BSA-PCB konjugata (oba 0,5 uM) indukovano dodatkom AAPH-a.

4.3. Kovalentne modifikacije proteina fikocijanobilinom nakon modifikacije
proteina Trautovim reagensom: 1gG antitela

Kako je za optimizaciju metode fluorescentnog obelezavanja sekundarnih kozjih anti-ze¢jih
IgG antitela fikocijanobilinom neophodna veca koli¢ina antitela, optimizacija koncentracije
Trautovog reagensa potrebne za modifikaciju sekundarnih antitela radena je koriS¢enjem humanih
IgG antitela, izolovanih 1 preciS¢enih iz seruma dobrovoljaca afinitetnom hromatografijom,
koris¢enjem Protein A Sepharose matriksa. Optimalan molarni odnos koncentracija Trautovog
reagensa i IgG antitela odabran je nakon odredivanja sadrzaja slobodnih amino i sulthidrilnih grupa
humanih IgG antitela modifikovanih razli¢itim koncentracijama Trautovog reagensa, uz pracenje
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promena strukture i proteinskog profila antitela nakon tiolovanja, a zatim primenjen u postupku
fluorescentnog obelezavanja sekundarnih kozjih anti-zecjih IgG antitela fikocijanobilinom.

4.3.1. Odredivanje stepena tiolovanja humanih IgG antitela Trautovim reagensom

Za procenu stepena modifikacije IgG antitela Trautovim reagensom odredivan je ukupan
sadrzaj amino grupa i sadrzaj tiolnih grupa izloZenih rastvara¢u u modifikovanom proteinu i
uporeden sa kontrolnim, nemodifikovanim proteinom. Sli¢no tiolovanju BSA, sa porastom
molarnog odnosa Trautovog reagensa dolazi do progresivnog opadanja sadrzaja ukupnih amino
grupa (Slika 59A) i istovremenog porasta broja SH grupa (Slika 59B) u molekulu IgG. Medutim,
za razliku od modifikacije BSA Trautovim reagensom, prilikom koje se koriS¢enjem molarnog
odnosa 100:1 (TR:BSA, mol:mol) postize zasi¢enje, odnosno dalje povecanje molarnog odnosa
reagensa ne dovodi do dalje modifikacije molekula BSA, modifikacija 1gG antitela se nastavlja sa
povecanjem molarnog odnosa reagensa preko molarnog odnosa 100:1.

Naime, prvo znafajno opadanje sadrzaja amino grupa IgG antitela uocava se tek pri
koriS¢enju pedesetostrukog molarnog viska reagensa, koje dovodi do opadanja sadrzaja amino
grupa od 100% u kontrolnom, nemodifikovanom proteinu, do 93,9 £ 0,6 % u uzorku proteina koji je
modifikovan 50:1 odnosom reagensa. Stavise, dalje pove¢anje molarnog odnosa reagensa dovodi do
jos znacajnijeg opadanja broja amino grupa, pa se tako, koriS¢enjem dvestostrukog molarnog viska
reagensa, sadrzaj amino grupa snizava na 72,6 £ 1,9 %. U skladu sa tim, prvo znacajno povecanje
broja sulfhidrilnih grupa uocava se koris¢enjem dvadesetostrukog molarnog viska reagensa, koji
prose¢no uvodi 0,8 + 0,1 tiolnih grupa po molekulu proteina. Daljim povec¢anjem molarnog odnosa
reagensa postize se znacajno povecanje broja uvedenih sulthidrilnih grupa, pa se koris¢enjem
molarnog odnosa reagensa 200:1 postize uvodenje ¢ak 9,2 + 0,6 sulfhidrilnih grupa po molekulu
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Slika 59. (A) Relativan sadrzaj ukupnih amino grupa u humanim IgG antitelima modifikovanim Trautovim reagensom
u 5-, 10-, 20-, 50-, 100-, 150- i 200-strukom molarnom vis§ku u odnosu na protein (5 TR, 10 TR, 20 TR, 50 TR, 100 TR,
150 TR i 200 TR, redom) izrazen kao udeo od sadrzaja izlozenih amino grupa u kontrolnom, nemodifikovanom
proteinu (0 TR) izrazenom kao 100%. (B) Broj izlozenih sulfhidrilnih grupa u nemodifikovanim (0 TR) i
modifikovanim humanim IgG antitelima, izraZen kao uM SH grupa/uM proteina. Podaci su analizirani kori§¢enjem
jednofaktorske analize varijanse, uz upotrebu Tukijevog post hoc testa na nivou znaéajnosti od 0,05. Razli¢itim slovima
(a do 1) su obelezeni uzorci koji se znacajno razlikuju (p <0,05).

4.3.2. Efekti tiolovanja Trautovim reagensom na tercijarnu i sekundarnu strukturu
humanih 1gG antitela

Efekat tiolovanja Trautovim reagensom na tercijarnu i sekundarnu strukturu antitela ispitan
je CD spektroskopijom. CD spektri humanih 1gG antitela u dalekoj i bliskoj UV oblasti odgovaraju
literaturnim spektrima IgG antitela. U dalekoj UV oblasti glavni doprinos CD signalima poti¢e od
B-plo¢icama bogatih imunoglobulinskih domena, dok u bliskoj UV oblasti signali uglavnom poti¢u
od aromati¢nih aminokiselinskih ostataka Tyr 1 Trp lociranih u varijabilnim regionima antitela
(Bruque et al., 2024; Uesson i Hansson, 1982). CD spektri 1gG antitela modifikovanih Trautovim
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reagensom pokazuju sli¢an oblik i intenzitet signala kao spektri nemodifikovanih antitela i u bliskoj
UV oblasti (Slika 60A) i u dalekoj UV oblasti (Slika 60B), ukazujuéi na to da tiolovanje antitela
Trautovim reagensom ne dovodi do znacajnih promena ni u tercijarnoj, a ni u sekundarnoj strukturi
antitela.
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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 visku u odnosu na protein (5 TR, 10 TR, 20 TR, 50 TR, 100 TR, 150
TR 1200 TR, redom) u (A) bliskoj i (B) dalekoj UV oblasti.

4.3.3. Promene u proteinskom profilu humanih 1gG antitela nakon tiolovanja
Trautovim reagensom

Elektroforetskom analizom nemodifikovanih i Trautovim reagensom modifikovanih
humanih 1gG antitela dobija se uvid u promene proteinskog profila antitela nakon tiolovanja
Trautovim reagensom. lako elektroforetski profili nemodifikovanih i modifikovanih antitela u
redukuju¢im uslovima izgledaju identi¢no, odnosno pokazuju trake na identicnim masama (oko 25
kDa i oko 50 kDa), koje odgovaraju masama lakih i teskih lanaca antitela (Slika 61B), u
neredukuju¢im uslovima su razlike znacajne (Slika 61A). Naime, tiolovanjem antitela Trautovim
regensom se znacajno menja proteinski profil IgG antitela.
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Slika 61. Elektroforetska analiza humanih 1gG 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)
neredukujuc¢im (8% gel) i (B) redukujuc¢im uslovima (12% gel). Gelovi su bojeni Coomassie Brilliant Blue R-250
bojom.

lako modifikacija IgG antitela petostrukim i desetostrukim molarnim viskom Trautovog
reagensa ne menja sadrzaj 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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neredukuju¢im uslovima, pored trake koja odgovara intaktnom molekulu antitela (oko 150 kDa),
mogu uociti i trake nizih masa, od kojih su najizrazenije trake molekulskih masa oko 125 kDa, 100
kDa i oko 75 kDa, za koje je pretpostavka da poti¢u od fragmentisanih molekula antitela, i to onih:
kojima nedostaje jedan laki lanac (125 kDa), kog ¢ine dva teska lanca (100 kDa) i poluantitela kog
¢ine jedan laki i jedan teski lanac (75 kDa). Nesaglasnost sa rezultatima sadrzaja slobodnih
sulfhidrilnih grupa mogla bi se mozda objasniti izmenom dela intermolekulskih disulfida u
intramolekulske, ¢ime bi ukupan sadrzaj sulfihidrilnih grupa ostao isti, a proteinski profil antitela
bio znaCajno izmenjen. Dalje povecanje molarnog odnosa Trautovog reagensa dovodi do jo$
znacajnih promena proteinskog profila modifikovanih antitela, pa tako molarni odnosi reagensa od
20:1 1 50:1 (reagens:antitelo) dovode do povecanja 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 1 veci (150:1 1 200:1, reagens:antitelo) dovode do gotovo potpunog izostanka trake intaktnog
molekula antitela i znacajnog intenziteta trake molekulske mase oko 50 kDa. Trake na poziciji 50
kDa poticu od monomernog teskog lanca, kao i od dimera lakog lanca. Sa porastom molarnog
odnosa Trautovog reagensa primetan je i porast intenziteta proteinske trake na frontu gela, ¢ija se
masa, zbog male gustine gela, ne moze precizno odrediti, a poti¢e 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, koris¢enjem dvadesetostrukog molarnog viska PCB-a. Konjugati antitela sa PCB-
om analizirani su elektroforetski, koris¢enjem osobine PCB-a da fluorescira. Nakon fluorescentne
detekcije, gel je bojen uobi¢ajenom metodom, odnosno Coomassie Brilliant Blue bojom.
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Slika 62. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza konjugata PCB-a i humanih IgG antitela
tiolovanih razli¢itim molarnim odnosima Trautovog reagensa u (A), (B) neredukujuc¢im (8% gel) i (C), (D) redukuju¢im
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 razli¢itim molarnim odnosima TR:IgG (5, 10, 20, 50, 100, 150 i 200 mol Trautovog reagensa po molu 1gG-

a).
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Kao $to se moze uoditi na Slikama 62B i 62D, pozicije fluorescentnih proizvoda poklapaju
se sa pozicijama proteinskih traka na gelovima bojenim CBB-om (Slika 62A i 62C), ukazujuci na
formiranje kovalentne veze izmedu molekula antitela i PCB-a. Sa povecanjem molarnog odnosa
Trautovog reagensa, dolazi do kontinualnog povecanja intenziteta fluorescentnog signala antitela,
Sto je u saglasnosti i sa sadrzajem sulfhidrilnih grupa, koji kontinualno raste sa povecanjem
koncentracije reagensa. Medutim, uzevSi u obzir negativan uticaj tiolovanja na kvaternarnu
strukturu antitela, kao optimalan molarni odnos Trautovog reagensa za modifikaciju 1gG 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 1gG antitela modifikovanih Trautovim
reagensom fikocijanobilinom

Sekundarna kozja anti-zec¢ja IgG antitela modifikovana su najpre pedesetostrukim molarnim
viskom Trautovog reagensa, nakon ¢ega su modifikovana dvadesetostrukim molarnim viskom
PCB-a. Uspesnost modifikacije analizirana je elektroforetski. Na Slici 63 prikazani su dobijeni
elektroforetski profili, na kojima se moze uoditi da je uvodenjem sulthidrilnih grupa u molekul
antitela omoguceno njihovo fluorescentno obelezavanje PCB-om. Sli¢no prethodno uoenom za
modifikaciju humanih IgG antitela, i tiolovanjem kozjih anti-ze¢jih antitela dolazi do promene
proteinskog profila antitela u neredukuju¢im uslovima, u smislu pojave traka nizih molekulskih
masa od mase intaktnog molekula antitela (150 kDa), ukljucujuci trake od 125 kDa, 100 kDa, 75
kDa i 50 kDa.
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Slika 63. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza konjugata PCB-a i sekundarnih kozjih anti-
zecjih 1gG antitela tiolovanih Trautovim reagensom u molarnom odnosu 50:1 u korist reagensa u (A), (B)
neredukujuc¢im (8% gel) i (C), (D) redukuju¢im 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-ze¢jih 1gG antitela inkubiranih sa
PCB-om; uzorak 2: konjugat PCB-a i sekundarnih 1gG antitela tiolovanih Trautovim reagensom u odnosu 50:1
(mol:mol, reagens:protein).
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4.3.6. Imunoloska reaktivnost sekundarnih IgG antitela modifikovanih
fikocijanobilinom

Imajuéi u vidu da kovalentna modifikacija moze negativno uticati na funkcionalne osobine
antitela, ispitan je uticaj kovalentne modifikacije PCB-om na imunolosku reaktivnost sekundarnih
IgG antitela u pogledu njihove specificnosti 1 osetljivosti prepoznavanja antigena, koristeci
tropomiozin poreklom iz $Skampa kao antigen i ze¢ja anti-tropomiozin antitela kao primarna antitela.
Prvi eksperiment je imao za cilj da pokaze da li modifikovana antitela zadrzavaju sposobnost
prepoznavanja antigena, koriS¢enjem tercijarnih antitela specificnih za modifikovana kao
detekcionih antitela. Na Slici 64 se moze primetiti pozitivan signal za oba primenjena razblazenja
PCB-om obelezenih antitela (500 i 1000 puta), Sto potvrduje da modifikovana antitela zadrzavaju
svoje funkcionalne osobine, kako u pogledu antigen-vezujuceg regiona, tako i u pogledu Fc regiona,
kog prepoznaju koris¢ena tercijarna antitela.

1 .2 Kontrola

&

Slika 64. Dot blot detekcija tropomiozina. Nakon direktnog nanosenja tropomiozina na membranu, membrana
je najpre inkubirana sa ze¢jim anti-tropomiozin antitelima kao primarnim, zatim sa kozjim anti-ze¢jim antitelima
obelezenim fikocijanobilinom razblazenim (1) 1000 puta i (2) 500 puta kao sekundarnim antitelima i na kraju sa
magarecim anti-Kozjim antitelima obeleZenim alkalnom fosfatazom kao tercijarnim antitelima. Kontrola — kontrola
nespecifiénog prepoznavanja sekundarnih i tercijarnih antitela.

Iako je specifi¢nost anti-ze¢jih antitela zadrzana i nakon modifikacije PCB-om, koris¢enjem
sekundarnih antitela obelezenih fikocijanobilinom kao detekcionih antitela nije ostvarena detekcija
antigena, ni kori$¢enjem 1000 puta, niti koris¢enjem 500 puta razblazenog antitela (Slika 65), zbog
Cega je dalje odredeno maksimalno razblazenje, tj. minimalna koli¢ina ovih antitela koja se
pouzdano moze detektovati na membrani pri koriS¢enim uslovima detekcije.

1 % Kontrola

Slika 65. Dot blot fluorescentna detekcija tropomiozina sekundarnim kozjim anti-ze¢jim IgG antitelima
obeleZenim fikocijanobilinom (eksitacija 532 nm, emisija 580 nm). Nakon direktnog nano$enja tropomiozina na
membranu, membrana je najpre inkubirana sa ze¢jim anti-tropomiozin antitelima, a zatim sa kozjim anti-ze¢jim

antitelima obeleZenim fikocijanobilinom razblazenim (1) 1000 puta i (2) 500 puta. Kontrola — kontrola sekundarnih
antitela.

Analizom serijskog razblazenja sekundarnih antitela obelezenih PCB-om pokazano je da se
ona mogu detektovati na membrani pri maksimalnom razblazenju od 4% (64) puta, §to, uzimajuci u
obzir zapreminu antitela nanetu na gel, odgovara koli¢ini od oko 12 ng antitela (Slika 66). Imajuci
to u vidu, jasno je da je efektivna koli¢ina detekcionih antitela u prethodnom eksperimentu manja
od limita detekcije koriS¢ene metode.
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Slika 66. Dot blot fluorescentna detekcija serijskog Cetvorostrukog razblazenja sekundarnih kozjih anti-ze¢jih
antitela obelezenih fikocijanobilinom (eksitacija 532 nm, emisija 580 nm). Nerazblazena antitela (4°), antitela
razblazena 4 puta (4%), 16 puta (4%), 64 puta (4°), 256 puta (4*) i 1024 puta (4°).

4.4. Kovalentne modifikacije proteina fikocijanobilinom nakon modifikacije
proteina Trautovim reagensom: a-laktaloumin

Pored modifikacije 1gG antitela, pokusano je fluorescentno obelezavanje fikocijanobilinom
a-laktalbumina (ALA), jo§ jednog proteina koji u svom nativnom obliku ne sadrzi slobodnu
sulfhidrilnu grupu. Sulfhidrilne grupe su uvedene u molekul proteina koris¢enjem samo jednog
molarnog odnosa Trautovog reagensa (50:1), po uzoru na rezultate prethodno dobijene za BSA i
antitela, nakon Cega je odreden sadrzaj ukupnih amino grupa i izloZenih slobodnih sulfhidrilnih
grupa u molekulu ALA Kkoji je modifikovan Trautovim reagensom. Kovalentnom modifikacijom
ALA pedesetostrukim molarnim viskom reagensa dolazi do opadanja sadrzaja amino grupa za 65%,
odnosno sa 100% u nemodifikovanom uzorku proteina na 35 + 2,4 % u modifikovanom proteinu,
pri ¢emu 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 a-
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 nesto manje intenzitete signala,
odnosno blago izmenjenu tercijarnu strukturu proteina, u poredenju sa holo formom proteina na
neutralnim pH vrednostima (Radibratovic et al., 2019). Dobijeni rezultati nisu iznenadujudi, s
obzirom da je 1 kontrolni uzorak proteina takode inkubiran u puferu koji je sadrzavao EDTA, koji
kompleksira jone kalcijuma neophodne za odrzavanje nativne strukture ALA. S druge strane,
tiolovanjem ALA Trautovim reagensom dolazi do drasticne promene u CD spektrima u bliskoj UV
oblasti, odnosno potpunog gubitka tercijarne strukture proteina (Slika 67A). Spektri tiolovanog
proteina sli¢ni su onima koji su u literaturi dobijeni za strukturu proteina na kiselim pH vrednostima
(pH 2,51 pH 1,2), na kojima je protein u konformaciji stopljene globule (Radibratovic et al., 2019).
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Slika 67. CD spektri govedeg nemodifikovanog a-laktalbumina (0 TR) i a-laktalbumina modifikovanog Trautovim
reagensom u pedesetostrukom molarnom visku u odnosu na protein (50 TR) u (A) bliskoj i (B) dalekoj UV oblasti.
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Slicno 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 uocava blago povecanje intenziteta minimuma na 208 nm, u poredenju sa holo formom proteina
(Radibratovic et al., 2019). CD spektri u dalekoj UV oblasti tiolovanog proteina pokazuju izvesne
razlike u poredenju sa spektrima netiolovanog proteina (Slika 67B), pri cemu su uocene promene
sli¢ne onima koje se uocavaju u CD spektrima proteina u dalekoj UV oblasti na kiselim pH
vrednostima (Radibratovic et al., 2019).

4.4.2. Promene u proteinskom profilu a-laktalbumina nakon tiolovanja Trautovim
reagensom

Nakon modifikacije Trautovim reagensom, tiolovani ALA kovalentno je modifikovan PCB-
om dvocasovnim inkubiranjem sa dvadesetostrukim molarnim viskom PCB-a. Elektroforetskom
analizom u neredukuju¢im i redukuju¢im uslovima analizirani su uticaj tiolovanja na proteinski
profil ALA, kao i uspe$nost modifikacije PCB-om.

Kao $to se na Slici 68 moze primetiti, tiolovanjem ALA Trautovim reagensom znacajno se
menja proteinski profil proteina. Naime, u neredukuju¢im uslovima uocavaju se proteinske trake na
pozicijama koje po masi odgovaraju dimerima, trimerima i drugim oligomerima visih molekulskih
masa a-laktaloumina (uporediti trake 1 i 2). Odsustvo ovih traka u redukuju¢im uslovima ukazuje
na disulfidnu prirodu veze u oligomerima ALA. Prisustvo oligomera ALA ujedno ukazuje na to da
se tiolovanjem ALA najverovatnije uvodi veci broj sulfhidrilnih grupa od broja odredenog u testu sa
Elmanovim reagensom (1,6 = 0,1), ali one podlezu oksidaciji i gradenju disulfidnih mostova sa
drugim molekulima ALA.
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Slika 68. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (16% gel) (1) netiolovanog a-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 neredukujué¢im (NR) i
redukujuc¢im (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, ve¢ i za sve oligomerne forme ALA (videti uzorak 4 u neredukujuéim 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 1 u tiolovanom, §to ukazuje na to da
preparat ALA nije bio u potpunosti Cist. Kako je na gelu bojenom CBB-om (Slika 68A) traka BLG-
a znacajno manjeg intenziteta, dobijeni rezultati ukazuju na povecanu osetljivost detekcije BLG-a
modifikovanog PCB-om fluorescentnim skeniranjem, u poredenju sa detekcijom bojenjem CBB-
om. Isti nivo fluorescencije BLG-a u netiolovanom i tiolovanom uzorku ALA ukazuje na
preferencijalnu modifikaciju ALA, §to i ne ¢udi, imaju¢i u vidu zna€ajno vecu koli¢inu ALA u
uzorku.
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5. Diskusija

U okviru ove doktorske disertacije ispitana je moguénost 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 izrazena
fluorescentna svojstva, koja takode poticu od hromofore.

Kako se kovalentnim modifikacijama proteina mogu prosiriti funkcije proteina, Cilj ove
doktorske disertacije bio je ispitivanje moguénosti funkcionalizacije proteina PCB-om, bilo u cilju
dobijanja kovalentno modifikovanih proteina hrane sa pobolj$anim funkcionalnim i tehnoloSkim
osobinama, bilo u cilju dobijanja fluorescentnih proba za upotrebu u tehnikama koje se baziraju na
fluorescenciji.

Proteini koji su posluzili kao model proteini za kovalentnu modifikaciju PCB-om mogli bi
se podeliti u dve grupe — one koji sadrze slobodnu sulfhidrilnu grupu, kao sto je p-laktoglobulin,
protein mleka, i albumin govedeg seruma, ¢esto koris¢en kao nosa¢ bioaktivnih molekula, i one koji
je u nativnom obliku ne sadrze, kao §to su imunoglobulini i a-laktaloumin. U ove proteine
sulfhidrilna grupa je najpre uvedena, modifikacijom amino grupa proteina Trautovim reagensom,
nakon ¢ega su oni modifikovani PCB-om.

5.1. Kovalentna modifikacija p-laktoglobulina fikocijanobilinom

Beta-laktoglobulin je glavni protein suruke, koji ima znacajan uticaj na nutritivne i
tehnoloske osobine mleénih 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 povecanje fluorescencije PCB-a inkubiranjem sa rastu¢im koncentracijama
BLG-a ukazuje na vezivanje PCB-a za BLG, sli¢no 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 poredenju sa
slobodnim PCB-om, koji ima cikli¢no-helikoidnu i fleksibilnu konformaciju (Scheer i Zhao, 2008),
Sto za posledicu ima uticaj na spektroskopske osobine hromofore. Naime, rigidnija konformacija
PCB-a u nativnom proteinu indukuje povecanje fluorescencije za ¢ak tri reda veli¢ine u poredenju
sa denaturisanim proteinom, u kom je hromofora u cikli¢noj konformaciji (Kupka i Scheer, 2008).
Povecanje fluorescencije PCB-a vezivanjem za BLG ukazuje na promenu konformacije PCB-a iz
cikli¢ne u linearnu. Procenjena konstanta vezivanja PCB-a za BLG iznosi 4x10* M. Premda se
PCB vezuje za fitohrom konstantom vezivanja koja je za red veli¢ine veéa od ove (Li et al., 1995),
vezivanje drugih liganada za BLG, kao $to je alil-izotiocijanat (Keppler et al., 2014a), odvija se sa
vise nego 10 puta manjim afinitetom u poredenju sa onim dobijenim za BLG-PCB sistem, $to
ukazuje na umeren afinitet PCB-a za BLG. lako je vezivanje PCB-a za BLG sporo, sa konstantom
brzine od 0,065 min™, veéa brzina formiranja BLG-PCB kompleksa (0,101 min™) i veéi prinos
kompleksa postizu se odvijanjem reakcije u prisustvu 7 M uree. Veca 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. StaviSe, ¢injenica da se razvijanjem proteina ureom postize veéi
prinos reakcije u poredenju sa reakcijom bez prisustva uree, ukazuje na to da su mete kovalentne
modifikacije PCB-om manje izlozeni aminokiselinski ostaci, koji su u nativnom proteinu
zaklonjeni. Sli¢no povecanje brzine reakcije BLG-a u prisustvu denaturiSuéeg agensa uoceno 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 izmedu BLG-a i PCB-a potvrdeno je elektroforetskom analizom
smeSe BLG-a i PCB-a i vizualizacijom poliakrilamidnog gela pod UV lampom, nakon prethodnog
inkubiranja gela u rastvoru cink-sulfata. Naime, oslanjajuéi se na sposobnost PCB-a da sa jonima
Zn** formira fluorescentni proizvod, u gelu je na poziciji koja po masi odgovara traci monomera
BLG-a detektovana fluorescencija, potvrdujuéi time kovalentno vezivanje BLG-a i PCB-a. Veci
prinos reakcije formiranja BLG-PCB adukta u prisustvu 7 M uree, osim fluorescentnom
spektroskopijom, potvrden je i elektroforetski. Naime, inkubiranjem smese BLG-a i PCB-a u
prisustvu 7 M uree, na gelu se uocava vec¢i intenzitet fluorescencije na poziciji monomera BLG-a, u
poredenju sa smeSom koja je inkubirana bez prisustva uree (samo u puferu). Ako se dodatno uzme u
obzir Cinjenica da je deo BLG-a nagradio S-S dimere u prisustvu uree, tim pre je razlika u
intenzitetu fluorescentnog signala monomerne forme znacajnija. 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. Cinjenica 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, posluzilo je poredenje UV/VIS spektara
dijalizovanog BLG-PCB adukta i slobodnog PCB-a. Naime, i slobodan PCB i dijalizovani BLG—
PCB adukt pokazuju slicne 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 posluzio je eksperiment blokiranja ostataka cisteina alkilovanjem jodacetamidom, kojim se
inhibira formiranje BLG-PCB adukta. Osim toga, fluorescentni spektri PCB-a inkubiranog sa
razli¢itim aminokiselinama nukleofilnog boc¢nog ostatka (cisteinom, lizinom, argininom i
histidinom) pokazuju sli¢nost fluorescentnog spektra PCB-a inkubiranog sa cisteinom i spektra
BLG-PCB adukta. Stavise, fluorescentni spektar dijalizovanog BLG-PCB adukta sli¢an 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 moze da formira
kovalentne adukte sa PCB-om (Bishop et al., 1991). Stavise, sli¢no nasim rezultatima, formiranje
C-PC-a praceno je znaCajnim porastom fluorescencije PCB-a nakon dodavanja a-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 unutrasnjosti proteina, zbog ¢ega je u
nativnom proteinu manje reaktivan (Le Maux et al., 2014; Vetri i Militello, 2005). Imajuéi to u
vidu, ne ¢udi 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. Sli¢ni rezultati prethodno su opisani za reakciju
izmedu bilina (uklju¢uju¢i PCB) i apofitohroma (Li et al., 1995). U navedenoj studiji predlozeno je
da se formiranje holo-fitohroma odvija u dva koraka: u prvom koraku dolazi do brzog formiranja
nekovalentnog kompleksa izmedu bilina i apo-fitohroma, nakon ¢ega u sledecem koraku dolazi do
sporog formiranja tioetarske veze. Slican mehanizam predlozen je i za spontano vezivanje PCB-a za
apo-fikocijanin u in vitro uslovima (Arciero et al., 1988). Prema tome, ¢ini se da brzo formiranje
nekovalentnog BLG-PCB kompleksa prethodi sporom formiranju kovalentnog adukta. U prisustvu
uree, protein se denaturiSe, ¢ime slobodni ostaci cisteina postaju izloZeni za reakciju sa pigmentom,
zbog Cega je prinos reakcije modifikacije veci 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 zapaza i u UV/VIS apsorpcionim spektrima, u kojima se
uoCava prisustvo oksidacionih proizvoda PCB-a. Zbog toga je rastvor dijalizovanog BLG-PCB
adukta obogacen dodatnim inkubiranjem sa svezim rastvorom PCB-om, ¢ime je postignut prinos
adukta od 71-72% (zavisno od metode odredivanja).
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Masenom spektrometrijom BLG-PCB adukta i daljom fragmentacijom nastalih jona
potvrdeno je da se obe izoforme BLG-a (A i B) modifikuju PCB-om. Medutim, porast mase po
molekulu proteina bio je oko 325 Da, §to je gotovo dvostruko manje od mase intaktnog PCB-a.
PredloZzena struktura PCB-a u BLG-PCB aduktu, koja sadrzi samo dva tetrapirolna jezgra,
najverovatnije je sli¢na propentdiopentima, oksidovanim metabolitima bilirubina (Kunikata et al.,
2000). Kako ovakav adukt nije konjugovan dovoljno da bi apsorbovao na oko 600 nm, a imajuéi 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 zakljucak u skladu je sa literaturnim navodima u kojima vezivanjem PCB-a za
apo-fikocijanin u in vitro uslovima nastaje smesa proizvoda u kojima je struktura bilina razli¢ita od
one u nativnom C-fikocijaninu, dok proizvod sa nativnim bilinom nastaje u malom i varijabilnom
prinosu. Ovi razli¢iti proizvod nastaju usled nestabilnosti hromofore i njenoj sklonosti ka oksidaciji
(Arciero et al., 1988).

Kako modifikacije malim molekulima, posebno kovalentne, mogu da dovedu do znacajnih
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 sadrzi dva ostatka triptofana, Trpl9 na BA
nizu i Trp61 na BD nizu (Sakai et al., 2000). Signali u bliskoj UV oblasti u CD spektrima BLG-a na
primarno su rezultat hiralnog okruzenja oko ovih ostataka triptofana. Triptofan na poziciji 19 je
zaklonjen od rastvaraca i nalazi se u unutrasnjosti proteina, okrenut prema dnu hidrofobnog dzepa,
te je veca verovatnoca da bude hiralan nego Trp61, koji se nalazi na eksternoj petlji na povrsini
molekula, gde je izlozen rastvaracu i fleksibilniji. 1z tog razloga se smatra da Trpl9 najvise
doprinosi signalima u CD spektrima BLG-a u bliskoj UV oblasti (Creamer, 1995; Wang et al.,
1997). Znacajne 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. Vazno je spomenuti da se slobodan ostatak Cys121 nalazi u blizini ostatka Trp19 (Sakai
et al., 2000; Yagi et al., 2003), $to ukazuje na to da vezivanje PCB-a za Cysl2l BLG-a
najverovatnije indukuje promene u mikrookruzenju oko ostatka triptofana. Ove promene tercijarne
strukture proteina nakon modifikacije PCB-om reflektuju se na signale u CD spektrima u bliskoj
UV oblasti. Sliéne promene mikrookruZenja oko ostatka Trpl9 uocavaju se modifikacijom
slobodnog ostatka cisteina BLG-a DTNB-om, tokom koje dolazi do znacajnih 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 sadrzaju sekundarnih struktura BLG-a manje nego promene
tercijarne strukture, modifikacija PCB-om dovodi do blagog porasta sadrzaja a-heliksa i smanjenja
B-plocica, uz gotovo nepromenjen sadrzaj neuredenih struktura i -zavijutaka. Sli¢ne promene u
sadrzaju 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, sli¢no
efektu koji se uocava vezivanjem PCB-a za BSA (Minic et al.,, 2018). Indukovanje opticke
aktivnosti hromofore, koja u slobodnom, nevezanom obliku postoji u smesi dva konformera, te
prema tome nije opti¢ki aktivna, navodi na zaklju¢ak da BLG vezuje PCB stereospecifi¢no. CD
spektar nativnog C-PC-a sli¢nog je oblika kao CD spektar BLG—PCB adukta (pozitivna VIS i
negativna UV traka) (Glazer et al., 1973), sto ukazuje na to da je konformacija hromofore u ova dva
proteina sliéna. Stavise, 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, moze se izvesti zakljucak 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 Sirokom opsegu pH vrednosti. Premda se
poveéanjem pH vrednosti rastvora povecava prinoS kovalentnog adukta, reakcija modifikacije
odvija se 1 na nizim 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, §to najverovatnije ¢ini slobodne ostatke cisteina izlozenijim i
time dostupnijim za reakciju sa PCB-om. Prethodnim istraZivanjima je pokazano da joni Hg®' i
Cd** 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, ve¢ i konformacione promene BLG-a indukovane promenom
pH mogu takode uticati na formiranje kovalentnog adukta preko uticaja na izloZenost i dostupnost
slobodnih ostataka cisteina za reakciju sa PCB-om. Interesantno, formiranje kovalentnog BLG—
PCB adukta deSava se i u simuliranoj gastricnoj (pH 3) i simuliranoj intestinalnoj te¢nosti (pH 8),
Sto ukazuje da bi oralni unos PCB-a mogao dovesti do formiranja kovalentnih adukata sa
proteinima hrane, ali i endogenim proteinima gastrointestinalnog trakta koji sadrze slobodne ostatke
cisteina.

Za identifikaciju vezivnog mesta za PCB na molekulu BLG-a, uradena 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 podlozan izmeni disulfida na visokim temperaturama i da je udaljenost
atoma sumpora tiolne grupe Cys121 i disulfidne veze Cys106-Cys119 (11 A) kompatibilna sa
intramolekulskom reakcijom izmene disulfida, kojom se formira disulfidna veza Cys106-Cys121, a
Cys119 postaje slobodan (Croguennec et al., 2003). Medutim, ¢ak i nakon inkubacije BLG-a na
nizim temperaturama (37 °C) identifikovani su peptidi koji sadrze oba tipa disulfidnih veza
(Cys106-Cys119 i Cys106-Cys121) (Albreht et al., 2012), ukazujuci na to da do reakcije izmene
disulfida dolazi i na nizim temperaturama. Iz tog razloga izvedena je dirigovana molekulska
dinamika (SMD), kako bi se simulirala izmena disulfida BLG-a, a potom je opet uraden molekulski
doking na strukturi BLG-a dobijenoj nakon SMD simulacije. lako se PCB nakon izmene disulfida
preferencijalno i dalje vezuje za kaliks, sada je znatno blizi slobodnom ostatku Cys119. Prema
tome, osim Cys121, Cys119 bi takode mogao biti meta reakcije sa PCB-om. Poznato je da je
formiranje intermolekulskih disulfida favorizovano u prisustvu haotropa, kao $to je urea, koji
denaturacijom proteina favorizuju tiol-disulfidnu izmenu BLG-a (Rasmussen et al., 2007). Prema
tome, nasi eksperimentalno dobijeni rezultati, koji pokazuju da u prisustvu uree dolazi do veceg
prinosa modifikacije BLG-a PCB-om, u poredenju sa reakcijom koja se odvija bez uree (Slika 28),
u saglasnosti su sa predvidanjima dobijenim racunarskim 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 dZzepa, 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 ¢emu se
formira tioetarska veza, slicno formiranju tioetra izmedu Cys121 BLG-a i Sikonina (Albreht et al.,
2012).

Na osnovu svih rezultata dobijenih eksperimentalnim i racunarskim metodama, pretpostavka
je da inicijalno dolazi do brzog formiranja nekovalentnog BLG—PCB kompleksa, pri ¢emu se PCB
preferencijalno vezuje za kaliks BLG-a. U ovoj konformaciji, ostatak Cys121 koji sadrzi slobodnu
SH grupu nije pravilno orijentisan za formiranje kovalentne veze sa PCB-om. Nakon blagih
konformacionih promena BLG-a i izmene disulfida, dolazi do oslobadanja tiolne grupe ostatka
Cys119, §to za posledicu ima sporo formiranje kovalentnog BLG—PCB konjugata. Eksperimentalno
dobijeni rezultati nedvosmisleno pokazuju formiranje kovalentne veze, koja ukljucuje 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 ¢emu je Cysl119 bolje
orijentisan za formiranje kovalentne veze.

Uticaj kovalentne modifikacije BLG-a fikocijanobilinom na funkcionalne osobine -
laktoglobulina

Nakon detaljne karakterizacije nastalog BLG—PCB aduka, a imajuéi 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, ponasanje pri termickom tretmanu, digestibilnost enzimima
gastrointestinalnog trakta i IgE reaktivnost BLG-PCB adukta ispitani su i uporedeni sa
nemodifikovanim proteinom.

BLG poseduje veliku sposobnost uklanjanja slobodnih radikala zbog toga $to sadrzi 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 ¢ega su odgovorni za antioksidativnu aktivnost BLG-a u ORAC eseju (Zheng et al.,
2016). lako je slobodan ostatak cisteina u BLG-PCB konjugatu blokiran formiranjem tioetarske
veze sa PCB-om, antioksidativna aktivnost BLG adukta je znatno veca od antioksidativne aktivnosti
nemodifikovanog proteina, zahvaljujuci prisustvu PCB-a, koji poseduje izuzetnu antioksidativnu
aktivnost, sli¢no drugim tetrapirolima, kao §to je bilirubin (Benedetti et al., 2010; Jansen et al.,
2010). Prema tome, iako BLG ima vise od 10 aminokiselinskih ostataka koji doprinose ukupnoj
ORAC akrivnosti, vezivanje samo jednog molekula PCB-a po molekulu BLG-a povecava
antioksidativnu aktivnost proteina za gotovo 50%, doprinose¢i ORAC vrednosti modifikovanog
proteina sa vise od 30%. Stavise, ABTS esej je dodatno potvrdio izuzetnu antioksidativnu aktivnost
BLG-PCB-a, gotovo dvostruko vecu u poredenju sa nemodifikovanim proteinom. Kako je ostatak
cisteina jedini koji pokazuje znacajnu redukujucu mo¢ u testu ukupne redukujué¢e moci (Zheng et
al., 2016), moglo bi se ocekivati da bi blokiranje slobodne sulthidrilne grupe proteina formiranjem
kovalentne veze sa PCB-om smanjilo ukupnu redukuju¢u mo¢ proteina. Medutim, ukupna
redukujuéa mo¢ BLG-PCB-a gotovo je tri puta vefa od redukujuée moci kontrolnog,
nemodifikovanog BLG-a, ukazujuéi na to da je najveci deo antioksidativne aktivnosti BLG—PCB-a
poreklom od vezanog PCB-a per se. Doista, pokazano je da redukuju¢a mo¢ pepsinskog digesta C-
fikocijanina gotovo u potpunosti potice od PCB-a (Minic et al., 2016). Pored toga, kovalentna
modifikacija BLG-a fikocijanobilinom inhibira oksidaciju samog proteina izazvanu slobodnim
radikalima, pri ¢emu vezani PCB pokazuje zaStitni efekat of 31,5 *+ 4,4%.

Kako se BLG koristi kao emulgator i stabilizator u emulzijama ulja u vodi, nekoliko
studija je pokusalo da poveca njegov antioksidativni kapacitet kovalentnim modifikacijama, kao §to
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
moze se Koristiti kao emulgator u nanoemulzijama ulja u vodi, stabilizujuéi B-karoten efikasnije od
nemodifikovanog proteina (Yi et al., 2015). Prema tome, BLG-PCB bi mogao da nade Siroku
primenu kao efikasan povrsinski aktivan agens sa izuzetnim antioksidativnim kapacitetom. Stavise,
ima odlican potencijal i za razvoj jestivih filmova na bazi BLG-a za pakovanje hrane, ¢ime bi
osetljivim komponentama hrane pruzao efikasnu zastitu od oksidacije.

Zagrevanjem BLG-a dolazi do razvijanja njegove globularne strukture, ¢ime se hidrofobne
povrsine 1 reaktivna tiolna grupa, koji su u nativnom proteinu u unutrasnjosti molekula, izlazu
rastvaracu i time iniciraju proces agregiranja BLG-a. Slobodna tiolna grupa je ukljucena u reakcije
izmene disulfida, pri ¢emu se formiraju oligomeri/polimeri sa drugim molekulima BLG ili sa
drugim proteinima, dok izlozeni hidrofobni regioni hidrofobnim interakcijama uéestvuju u procesu
formiranja nekovalentnih agregata. Zbog vaznosti 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 spre¢i denaturacija i agregiranje BLG-a prilikom
termickog procesovanja. Tioli kompatibilni sa upotrebom u industriji hrane, kao $to su
dihidrolipoinska kiselina 1 glutation, izucavani 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 blazim uslovima, koji imitiraju
one prisutne tokom LTLT pasterizacije (63 °C tokom 30 min), formiranje kako kovalentnih
polimera, tako i nekovalentnih agregata, odvija u mnogo manjoj meri kod BLG-PCB adukta u
poredenju 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 viSe faktora.
Naime, manja povrSinska 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 §to 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 sli¢ne destabilizacije dimera BLG-a najverovatnije dolazi i nakon modifikacije PCB-om.
Istovremeno, blago zagrevanje (63 °C tokom 30 min) dovodi do smanjenja sadrzaja uredenih
struktura, ali ne i B-plocica, nemodifikovanog BLG-a. Nasuprot tome, ukupan sadrzaj uredenih
struktura BLG-PCB-a se zadrzava, ali dolazi do tranzicije B-plocica u a-helikse, sto je moglo da
doprinese smanjenoj sklonosti BLG—PCB-a ka agregiranju. Naime, u studiji Purjabbar-a i saradnika
prethodno je pokazano da je nenativna, o-heliksima bogata konformacija BLG-a, iako manje
rigidna, rezistentna na agregiranje, te da BLG postaje podlozniji agregiranju kada nenativna o-
helikoidna struktura prede u nativnu, bogatu B-plo¢icama (Pourjabbar et al., 2015). Tranzicija -
plocica u a-helikse do koje dolazi pri termalnom tretmanu BLG—PCB-a ¢ini adukt rezistentntijim na
agregiranje.

Interesantno, iako se ponaSanje nemodifikovanog 1 modifikovanog BLG-a pri termi¢kom
tretmanu razlikuje, termalna stabilnost BLG-a, u pogledu tacki topljenja, ne menja se nakon
kovalentne modifikacije PCB-om.

lako blagi termalni tretman koji imitira uslove LTLT pasterizacije (63 °C tokom 30 min)
nije doveo do formiranja struktura nalik fibrilima, produZeno izlaganje proteina visokoj temperaturi
(85 °C tokom 120 min) dovodi do formiranja amiloidima sli¢nih fibrilarnih struktura, ali u znac¢ajno
manjoj meri u slucaju BLG-PCB konjugata u poredenju sa nemodifikovanim proteinom. Sterne
smetnje velike tetrapirolne strukture PCB-a mogle su delimi¢no doprineti smanjenom formiranju
amiloidima sli¢nih fibrilarnih struktura BLG-PCB-a. Pokazano je da sterne smetnje nametnute
glikovanjem BLG-a znac¢ajno inhibiraju njegovu fibrilaciju i da, nezavisno od stepena glikovanja,
laktozilacija BLG-a znacajnije utice 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 subdenaturiSu¢ih koncentracija uree (Rasmussen et al., 2007), sto dodatno
potvrduje ulogu PCB-a u smanjenju tendencije formiranja amiloidima sli¢nih fibrilarnih struktura
BLG-PCB-a.

Uzevsi sve u obzir, rezultati dobijeni u ovoj disertaciji ukazuju na to da je, pored
dihidrolipoinske kiseline i glutationa, PCB obecavajuc¢i 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 1 polarnih aminokiselinskih ostataka, velikog sadrzaja rigidnih B-plo¢ica i dva
disulfidna mosta koji dodatno stabilizuju strukturu BLG-a, ¢ineé¢i ga veoma rezistentnim na
digestiju pepsinom (Teng et al., 2015). Nasuprot tome, sa pove¢anjem pH on prolazi kroz nekoliko
konformacionih promena (Qin et al., 1998), koje ga ¢ine podloznim na digestiju pankreatinom
(Schmidt et al., 1995). Kovalentna modifikacija PCB-om znacajno je uticala na digestibilnost BLG-
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a, kako pepsinom, tako i pankreatinom, pri ¢emu se kovalentno modifikovani BLG znacajno sporije
digestuje u oba slucaja, a posebno pepsinom. Moguce je da je vezivanje PCB-a za BLG dovelo do
sternog zaklanjanja mesta koja su meta proteolitickih enzima, ¢ime je ograniena dostupnost
proteina enzimima, Sto zauzvrat smanjuje digestiju proteina. Sli¢no 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 iskoriS¢ena za efikasnu isporuku bioaktivnog PCB-a do distalnih delova
gastrointestinalnog trakta, doprinoseci time zdravlju GIT-a. U studiji Jianga i Lijua predloZeno je da
bi kompleks BLG-a i cis-9, trans-11 konjugovane linolne kiseline mogao posluziti za isporuku
konjugovane linolne kiseline u cilju dejstva na kancerske ¢elije kolona (Jiang i Liu, 2010). Zbog
svoje rezistentnosti na proteoliticku degradaciju, BLG se Cesto razmatra kao potentan nosa¢ za
isporuku brojnih bioaktivnih liganada (Teng et al., 2015). U svom kovalentno modifikovanom
obliku, ¢ini se kao obecavajuci nosac, jer se oslobadanje EGCG-a iz nanocestica na bazi konjugata
BLG-a i hlorogene kiseline u simuliranoj gastrointestinalnoj te¢nosti odvija sporije i u manjem
stepenu u poredenju sa oslobadanjem iz nanocestica na bazi nemodifikovanog proteina, upravo
usled velike rezistencije konjugata BLG-a i hlorogene kiseline na proteolizu (Fan et al., 2017).
Prema tome, niza sklonost modifikovanog BLG-a ka enzimskoj digestiji mogla bi da omoguci ne
samo produzenu isporuku bioaktivnih molekula koji modifikuju protein, kao Sto je PCB, ve¢ i
enkapsuliranih bioaktivnih molekula i bioaktivnih peptida koji poti¢u od samog BLG-a. Stavise,
prethodno je pokazano da hromopeptidi dobijeni pepsinskom digestijom fikocijanina ispoljavaju
citotoksi¢nu aktivnost prema humanim epitelnim celijama kancera kolona (Minic et al., 2016).
Sli¢ni bioaktivni hromopeptidi mogli bi nastati i pepsinskom digestijom BLG—PCB konjugata.

BLG je jedan od glavnih alergena kravljeg mleka. Cak 36% pacijenata sa IgE-
posredovanom alergijom na kravlje mleko reaguje na BLG (Shek et al., 2005). Kako kovalentne
modifikacije BLG-a mogu da utiCu na njegov alergeni potencijal, kao Sto je to sluCaj sa
modifikacijom glikovanjem (Zhong et al., 2015; Zhong et al., 2013) ili polifenolima (X. Wu et al.,
2018), bilo je od interesa ispitati IgE-vezujuée osobine ovog vaznog alergena hrane nakon
modifikacije PCB-om. Modifikacija alergena Majarovom reakcijom moze ¢ak povecati alergenost
proteina hrane (Costa et al., 2022), pa je sa aspekta mogucée primene u industriji hrane bilo vazno
pokazati da modifikacija BLG-a PCB-om nije negativno uticala na IgE vezivanje. IgE vezivanje
kovalentno modifikovanog BLG-a nije bilo izmenjeno, $to je u dobroj korelaciji sa strukturnom
slicnos¢u modifikovanog i nemodifikovanog proteina. Tripsinski fragment 102-124, u kojem se
nalazi slobodan ostatak cisteina koji je meta modifikacije PCB-om, jedan je od glavnih epitopa
BLG-a, kako u pogledu intenziteta, tako i u pogledu frekvencije IgE odgovora (Sélo et al., 1999).
Nepostojanje razlike u IgE-vezuju¢im osobinama BLG-a i BLG-PCB konjugata implicira da je
sterno zaklanjanje ovog IgE-vezujuceg epitopa od strane PCB-a minimalno i/ili doprinos ovog
epitopa u ukupnom IgE odgovoru pacijenata ¢iji su serumi kori$¢eni u istrazivanju je manji.

5.2. Kovalentne modifikacije proteina fikocijanobilinom nakon prethodne
modifikacije Trautovim reagensom

Drugi deo istrazivanja sprovedenog u okviru ove doktorske disertacije imao je za cilj
kovalentne modifikacije fikocijanobilinom, odnosno fluorescentno obelezavanje, proteina koji ne
sadrze ili, u slucaju albumin govedeg seruma, sadrze jednu slobodnu tiolnu grupu sa ciljem
funkcionalizacije proteina modifikacijom PCB-om i ispitivanja moguénosti primene dobijenih
konjugata kao fluorescentnih proba. U te svrhe, kao model proteini kori§¢eni su albumin govedeg
seruma, IgG antitela i govedi a-laktaloumin. Kako fikocijanobilin, kao §to 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, sadrze vec¢i broj amino nego sulthidrilnih grupa (Pe’er et
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al., 2004), ovim pristupom omoguceno je uvodenje veceg broja molekula fikocijanobilina po
molekulu proteina, a time i znacajna amplifikacija fluorescentnog signala.

5.2.1. Kovalentna modifikacija albumina govedeg seruma fikocijanobilinom

Kao prvi model sistem za uvodenje sulfhidrilnih grupa u molekule proteina i njihovu
potonju modifikaciju fikocijanobilinom odabran je albumin govedeg seruma (BSA), najzastupljeniji
serumski protein, a ujedno i protein hrane, koji se u literaturi ¢esto razmatra kao nosa¢ bioaktivnih
molekula u prehrambenim i farmaceutskim formulacijama (Spada et al., 2021; Visentini et al.,
2023). lako BSA sadrzi jednu sulfhidrilnu grupu, slobodnu za reakciju sa fikocijanobilinom, usled
svoje dostupnosti i niske cene dobar je model sistem za uvodenje dodatnih sulthidrilnih grupa, a
time i dodatnih molekula fikocijanobilina. BSA je kovalentno modifikovan Trautovim reagensom,
koris¢enjem razli¢itih 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 uspesno je modifikovao BSA pri svim koriS¢enim molarnim odnosima
reagensa i proteina. Povecanje molarnog odnosa reagensa sukcesivno je modifikovalo BSA u vecoj
meri sve do molarnog odnosa reagensa 100:1, nakon Cega viSe nije bilo znacajnih promena u
sadrzaju slobodnih amino i sulfhidrilnih grupa. Pri modifikovanju BSA stostrukim molarnim
viSkom reagensa, sadrzaj slobodnih amino grupa izloZenih rastvaracu opada za 50% u poredenju 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 sadrzi 59 ostataka lizina koji imaju slobodne g-amino grupe i jednu
N-terminalnu amino grupu, koje mogu biti podvrgnute reakciji tiolovanja, opadanje sadrzaja
slobodnih amino grupa za 50% znacilo bi prosecnu modifikaciju ¢ak 30 amino grupa, odnosno
uvodenje ¢ak 30 slobodnih sulthidrilnih grupa po molekulu BSA. Medutim, u nativnom proteinu
samo deo lizinskih ostataka dostupan je rastvaracu za reakciju sa Trautovim reagensom, ¢ime se
delimi¢no moze objasniti diskrepanca izmedu opadanja sadrzaja amino grupa i broja uvedenih
sulfhidrilnih grupa. Osim toga, ne moze se iskljuéiti i mogucnost delimi¢ne oksidacije uvedenih
sulfhidrilnih grupa.

CD spektroskopijom u bliskoj i dalekoj UV oblasti i elektroforetskom analizom u nativnim i
redukujué¢im uslovima uoceno je da povecanje stepena modifikacije BSA Trautovim reagensom
dovodi do sve ve¢ih promena strukture BSA, uz istovremene minorne promene u profilu
oligomerizacije i agregiranja BSA. Naime, ve¢ 10:1 (mol:mol) odnos reagensa u odnosu na protein,
iako prose¢no uvodi svega 1,3 sulfhidrilnu grupu po molekulu proteina, dovoljan je da indukuje
promene tercijarne strukture BSA. Optickom rotatotornom disperzijom pokazano je da na prelazu
pH vrednosti od 8,0 ka 9,0 BSA podleze strukturnim promenama, poznatijim kao bazna tranzicija
(ili N-B tranzicija, odnosno neutralno-bazna tranzicija), tokom koje BSA delimi¢no gubi na
rigidnosti, a koja najvise pogada N-terminalni deo proteina, uz istovremeni blagi porast radijusa.
Medutim, rezultati dobijeni skretanjem x-zraka pod malim uglom pokazali su da BSA zadrzava
nativnu konformaciju u rasponu pH vrednosti od 4 do 9 (Barbosa et al., 2010). Ovo ukazuje na to da
su uocCene konformacione promene tiolovanog BSA posledica uvodenja sulthidrilnih grupa, a ne
alkalne pH vrednosti (pH 9) kojoj je protein bio izloZen tokom reakcije modifikacije. Zbilja, uocene
promene u CD spektrima sve su izrazenije sa porastom molarnog odnosa Trautovog reagensa i BSA
1 u dobroj su korelaciji sa promenama u sadrzaju slobodnih amino i sulfhidrilnih grupa. Znacajno
smanjenje signala u CD spektrima u bliskoj UV oblasti, posebno u regionu fenilalanina (255-270
nm), koje se moze uociti pri molarnim odnosima reagensa ve¢im od 50:1 u odnosu na protein,
istovremeno sa relativno o¢uvanom sekundarnom strukturom, ukazuju na postepeno formiranje
konformacije stopljene globule sa povec¢anjem molarnog odnosa reagensa. Molarni odnosi reagensa
ve¢i od 100:1, odnosno 150:1 i 200:1 u korist reagensa, ne dovode do daljih ve¢ih promena
tercijarne strukture BSA, §to je u skladu sa sadrzajem sulthidrilnih grupa koji ne pokazuje dalje
znacajne promene nakon istog molarnog odnosa reagensa. Slicno CD spektrima u bliskoj UV
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oblasti, i CD spektri u dalekoj UV oblasti, koji odrazavaju promene u sekundarnoj strukturi BSA,
takode pokazuju promene nakon modifikacije proteina tiolovanjem, ali su promene uocljive tek pri
viSim molarnim odnosima reagensa (100:1, 150:1 i 200:1). Pedesetostruki molarni visak Trautovog
reagensa je najveci primenjeni molarni odnos reagensa i proteina koji indukuje izrazene promene
tercijarne strukture BSA, bez znacajnog uticaja na sekundarne strukture proteina. Nativni BSA
sadrzi 17 intramolekulskih disulfida koji stabilizuju njegovu strukturu, pa ekstenzivnije uvodenje
tiolnih grupa (pri molarnim odnosima reagensa 100:1, 150:1 i 200:1) dovodi do izmene veéeg broja
disulfida i samim tim do nastanka veceg broja nenativnih disulfida, sto za posledicu ima
dramati¢nije promene u sekundarnoj, i narocito tercijarnoj strukturi.

lako ima uvedene nascentne tiolne grupe, BSA modifikovan Trautovim reagensom nije
oligomerizovao u ve¢oj 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 pocinje da bude vidljiv. Molarni odnos 50:1, koji prose¢no uvodi 7,1 sulthidrilnu 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 ¢emu se zadrzava
pocetno naelektrisanje molekula, jer se reakcijom uvodi katjonska amidinijum grupa umesto
primarnog amina. Medutim, poliakrilamidna gel elektroforeza u nativnim uslovima pokazala je
povecanu mobilnost tiolovanih BSA molekula prema anodi sa poveéanjem broja uvedenih
sulthidrilnih grupa, koja ¢ak nadmasuje smanjenje mobilnosti usled povecanja molekulske mase
modifikovanog proteina. Ova zapazanja ukazuju na to da je na pH 8,3, koliko je pH pufera tokom
nativne elektroforeze, naelektrisanje BSA sve negativnije sa povecanjem broja tiolnih grupa, Sto se
moze objasniti samo formiranjem tiolatnog anjona. Iako je pK, tiolne grupe u proteinima oko 8,5,
zavisno od mikrookruzenja pK,; moze 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 snizava pK, vrednost uvedenih tiolnih grupa, zbog ¢ega 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 pl vrednost. Snizavanje pl vrednosti je veCe sa povecanjem stepena
tiolovanja.

Nakon tiolovanja Trautovim reagensom, novouvedene slobodne tiolne grupe BSA
kovalentno su modifikovane fikocijanobilinom na pH 9, koris¢enjem dvadesetostrukog molarnog
viska PCB-a u odnosu na protein. Kako bi se izbeglo formiranje disulfidnih veza izmedu
novouvedenih tiolnih grupa, tiolovani BSA je inkubiran sa PCB-om odmah nakon uklanjanja viska
neizreagovalog Trautovog reagensa. Povecanje molarnog odnosa Trautovog reagensa dovodi do
pojacavanja fluorescentnog signala poreklom od PCB-a, §to je najuocljivije poc¢ev od molarnog
odnosa reagensa od 50:1 naviSe. Tiolovanje BSA molarnim odnosima 100:1, 150:1 1 200:1 u korist
reagensa povecava prinos BSA-PCB konjugata u poredenju sa molarnim odnosom 50:1, ali
istovremeno ispoljava negativni uticaj na strukturu i oligomerizaciju BSA. Prema tome,
pedesetostruki molarni viSak Trautovog reagensa ¢ini se optimalnim, balansirajui 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, 1 to njegovim antioksidativnim osobinama (Hirata et al., 2000; Wu et al., 2016).
Istovremeno, BSA poseduje vise ligand-vezujuéih mesta za brojne bioaktivne ligande (Bourassa et
al., 2010; Skrt et al., 2012; Wu et al., 2017), zbog Cega je Cesto razmatran kao nano-nosaé
bioaktivnih jedinjenja (Visentini et al., 2023). Nekovalentne, visokoafinitetne interakcije izmedu
BSA i PCB prethodno su opisane u studiji Minica i saradnika, u kojoj je BSA predlozen kao nosac
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 f-
laktoglobulina fikocijanobilinom prosiruju funkcionalne osobine ovog vaznog proteina hrane.
Imajuéi to u vidu, za ocekivati je da bi se kovalentnom modifikacijom BSA PCB-om mogli dobiti
stabilniji konjugati, u poredenju sa nekovalentnim kompleksom BSA i PCB-a, koji bi imali
poboljsana svojstva u odnosu na nemodifikovani BSA.

Zbilja, BSA-PCB konjugat ima vecu antioksidativnu aktivnost u poredenju sa kontrolnim,
nemodifikovanim molekulom BSA, zahvaljuju¢i velikoj antioksidativnoj aktivnosti PCB-a
(Benedetti et al., 2010). Iako i sam BSA, sli¢no drugim serumskim albuminima (Roche et al.,
2008), poseduje znacajnu aktivnost uklanjanja slobodnih radikala, BSA-PCB konjugat ima gotovo
2,5 puta vecu antioksidativnu aktivnost u ORAC eseju u poredenju sa nemodifikovanim BSA.
Slicno tome, albumin seruma za Kkoji je kovalentno vezan bilirubin ima vecu antioksidativnu
aktivnost nego albumin seruma i slobodan bilirubin (Condezo-Hoyos et al., 2009). Visoka
antioksidativna aktivnost BSA—PCB konjugata od posebnog je znaCaja u pogledu zastite od
oksidacije bioaktivnih liganada, poput fenolnih jedinjenja, lipida, vitamina i karotenoida, koji su
veoma osetljivi na oksidaciju i ¢ija se enkapsulacija u razlicite nosace na bazi BSA (Visentini et al.,
2023) za primenu u prehrambene (Cheng et al., 2018; Fan, et al., 2018b; Papay et al., 2017; Wu et
al., 2017) i farmacetuske (Kazan et al., 2019; Spada et al., 2021) svrhe uveliko istrazuje. Dodatno,
oksidativni stres izazvan primenom lekova, koji je delimi¢no odgovoran za njihovu toksi¢nost, kao
Sto je to slucaj sa paklitakselom, mogao bi da bude umanjen ako se lek primenjuje istovremeno sa
antioksidantima (Ali et al., 2023). Prema tome, farmaceutski nosa¢i na bazi BSA-PCB konjugata bi
enkapsuliranim lekovima mogli da pruze sli¢an nivo antioksidativne zastite.

Istovremeno sa visokom antioksidativnom aktivno$s¢éu BSA-PCB adukta prema oksidaciji
malih molekula, potencijalnih liganada BSA, vezani PCB ispoljava zastitni efekat prema oksidaciji
samog BSA indukovanoj slobodnim radikalima. Poznato je da oksidativne modifikacije serumskih
albumina mogu da izmene njihove ligand-vezujuce 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
snizavanja temperature topljenja BSA. Prema tome, zastitni efekat PCB-a prema oksidaciji BSA
mogao bi da uti¢e na strukturnu stabilnost proteina u slu¢ajevima oksidativnog stresa, ¢ime bi se
oCuvala mesta vezivanja drugih nekovalentnih liganada. Sli¢na zaStita BSA prema oksidaciji
izazvanoj slobodnim radikalima pokazana je u slu¢aju nekovalentno vezanog PCB-a (Minic et al.,
2018) i bilirubina (Neuzil i Stocker, 1993). Ipak, kovalentno vezani PCB pruza stabilniju zastitu od
nekovalentno vezanog PCB-a.

Kovalentne modifikacije proteina mogu da uti¢u na njihov afinitet prema drugim ligandima.
Imajuéi to u vidu, od znacaja 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 utice negativno na vezivanje flavonoida kvercetina
kao model liganda, pri ¢emu su konstante vezivanja bile u slicnom opsegu za nemodifikovani i
PCB-om modifikovani BSA. Sli¢no tome, pokazano je da kovalentna modifikacija BLG-a
neenzimskom glikozilacijom u Majarovoj reakciji gotovo da ne utiCe na sposobnost vezivanja
EGCG-a (Perusko et al., 2017). Dobijeni rezultati ukazuju na to da nekovalentno vezivanje i drugih
BSA liganada, ili makar onih ¢ije je mesto vezivanja Sadlouovo mesto I, najverovatnije ne bi bilo
naruseno usled kovalentne modifikacije PCB-om. Ocuvanje ligand-vezuju¢ih osobina BSA-PCB
konjugata ukazuje na to da bi BSA mogao da se koristi kao simultani nosa¢ PCB-a i drugih
bioaktivnih liganada. Sli¢ni multiligandni kompleksi BSA ve¢ su opisani u literaturi. Toksi¢nost
slobodnog Cu(ll) 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
pruza bolju zastitu od oksidacije retinola i rezveratrola u poredenju sa monoligandnim kompleksom,
sa EGCG-om kao klju¢nim protektivnim faktorom (Wu et al.,, 2017). Slicni multiligandni
kompleksi BSA-PCB konjugata i drugih bioaktivnih komponenti mogli bi da sluze ne samo kao
stabilni nosaci bioaktivnhog PCB-a, ve¢ bi mogli da stite i druge ligande od oksidativnog stresa usled
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visokog antioksidativnog potencijala PCB-a. S druge strane, razliCiti proteini sa kovalentno
vezanim PCB-em mogu imati razliCite opticke osobine, kao $to je to slucaj sa fikocijaninom i
alofikocijaninom, koji oba sadrze PCB hromoforu (Shang et al., 2023). Prema tome, kovalentno
vezivanje PCB-a nakon modifikacije Trautovim reagensom ¢ini se kao obecavajuéi pristup za
dobijanje ne samo proteina sa zeljenim fizioloskim funkcijama, ve¢ 1 sa Zeljenim optickim
karakteristikama za detekcione sisteme zasnovane na fluorescenciji.

5.2.2. Kovalentna modifikacija 1gG antitela fikocijanobilinom

Oslanjajuéi se na fluorescentne osobine PCB-a, deo ove doktorske disertacije posvecen je
ispitivanju moguc¢nosti upotrebe PCB-a kao fluorescentne probe za obelezavanje proteina od
interesa. Kao model sistemi koris¢eni su proteini koji u svom nativnom obliku ne sadrze
sulfhidrilnu grupu, pa je ona prethodno uvedena u proteine modifikacijom Trautovim reagensom.

Fluorescentno obelezavanje antitela ima veliku primenu 1 koristi se za osetljivu 1 specifi¢nu
detekciju antigena od interesa. Pored malih organskih molekula, za koje je manje verovatno da ¢e
imati uticaj na funkcionalne osobine antitela, za fluorescentno obelezavanje antitela se danas koriste
i fikobilinski proteini algi, na prvom mestu PE, ¢ije hromofore su PEB i PUB, ali i PC i APC, ¢ija 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
¢ine dobrim izborom za fluorescentno obelezavanje proteina (Kronick, 1986; Kronick i Grossman,
1983; McKinnon, 2018). Buduéi da su u literaturi zabelezeni slucajevi u kojima je konjugovanje
fikobiliproteina za molekul antitela uticalo na imunoloSke osobine antitela (Kronick i Grossman,
1983), u ovoj disertaciji ispitana je mogucnost direktnog konjugovanja hromofore fikobiliproteina,
u ovom slucaju PCB-a, za molekul antitela, te koris¢enje tako dobijenog konjugata za detekciju
antigena. Mala veli¢ina hromofore bi, u poredenju sa velikim molekulom fikobiliproteina, trebalo
da manje interferira sa antigen-vezuju¢im osobinama konjugovanog antitela. Kako antitela u
nativnim uslovima ne sadrZe slobodnu sulthidrilnu grupu, a imaju¢i 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-zeé¢jih, IgG antitela, odabran je koris¢enjem
humanih 1gG antitela i ispitivanjem uticaja tiolovanja Trautovim reagensom na strukturu i
proteinski profil modifikovanih antitela.

Povecanje molarnog odnosa Trautovog reagensa od 5:1 do 200:1 dovodi do progresivnog
opadanja sadrzaja amino grupa i povecanja sadrzaja sulfhidrilnih grupa u molekulu humanih IgG
antitela, pri ¢emu dvestostruki molarni viSak reagensa prosecno uvodi ¢ak 9 sulfhidrilnih grupa u
molekul antitela. lako CD spektroskopijom nije pokazan znacajan uticaj na tercijarnu i sekundarnu
strukturu antitela nakon modifikacije Trautovim reagensom, znacajne promene uocene su na nivou
kvaternarne strukure tiolovanih antitela. Naime, elektroforetski profil tiolovanih humanih 1gG
antitela u neredukuju¢im uslovima nalik je elektroforetskom profilu koji se dobija tokom pripreme
uzorka antitela za elektroforezu u neredukujué¢im 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 ¢emu 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 ¢ine dva teska lanca (100 kDa) 1 poluantitela kog ¢ine jedan laki i1 jedan teski lanac (75
kDa). Veci molarni odnosi reagensa (150:1 i 200:1) dovode do potpunog izostanka trake intaktnog
antitela i dominantnog prisustva trake koja po masi odgovara teSkom lancu (50 kDa). Uocena
promena proteinskog profila antitela najverovatnije je posledica tiol-disulfidne izmene uzrokovane
uvedenim sulfhidrilnim grupama, pri ¢emu najverovatnije dolazi do raskidanja postoje¢ih
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intermolekulskih disulfidnih veza, koje povezuju lake lance sa teskim ili dva teska lanca
medusobno, i nastajanja novih, intramolekulskih disulfidnih veza.

Nakon uvodenja dodatnih sulfhidrila u laki (L) lanac, izmena disulfida moze rezultirati u
raskidanju disulfida sa teskim (H) lancem i formiranju intramolekulskog disulfida izmedu uvedenog
sulfhidrila i ostatka cisteina koje je formirao disulfid sa ostatkom cisteina teskog 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,
¢ime nastaje antitelo koje se sastoji od dva teska lanca, tj. dimer teSkog lanca H-H (100 kDa).
Nakon uvodenja dodatnih sulfhidrila u teski lanac, izmena disulfida moze dovesti do raskidanja svih
disulfida sa drugim teskim lancem i formiranja intramolekulskih disulfida izmedu uvedenih
sulfhidrila i ostataka cisteina koji su formirali disulfide sa ostacima cisteina drugog teskog lanca. Na
ovaj nacin nastaju poluantitela koja se sastoje od jednog teskog i jednog lakog lanca, tj. L-H (75
kDa). Traka na 50 kDa moze poticati kako od monomera teskog lanca (H), koji je nastao
istovremenim raskidanjem disulfida sa drugim teskim lancem i lakim lancem, kao i od dimera lakog
lanca (L-L). Medutim, 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
Jo$ moze poticati od dimera teskog lanca (H-H). Takode, traci na 150 kDa mogu doprineti, pored
intaktnog 19G-a (L—H-H-L), i trimer teskog lanca (H-H-H), kao i druge nenativne forme dva laka i
dva teska lanca ili Cetiri laka i jednog teskog lanca (npr. L-L-L—L—H), dok traci na 125 kDa mogu
doprineti nenativne forme tri laka i jednog teskog lanca (npr. L-L-L—H). Moguce oligomerne
forme teskih i lakih lanaca IgG antitela tabelarno su prikazane u Tabeli 4.

Kako su laki lanci povezani sa teskim lancima samo jednom disulfidnom vezom, pri nizem
nivou tiolovanja (pri molarnom visku reagensa do 50:1) najobilnije su nenativne forme antitela
kojima nedostaje jedan ili oba laka lanca, pri ¢emu oslobodeni laki lanci mogu formirati dimere,
trimere 1 vise oligomere, ili ¢ak reformirati kompletno antitelo (H,L,), ali gradenjem nenativnih
disulfida. Za razliku od toga, teski lanci su medusobno povezani sa 2 do 11 disulfida, zavisno od
potklase IgG antitela, pa oni ostaju vezani dok ne dode do izmene svih disulfida koji ih povezuju, te
tek pri visokom nivou tiolovanja dolazi do intenzivnijeg razdvajanja teskih lanaca, odnosno pri
nizem stepenu tiolovanja doprinos H, H,L i HaL, u odgovaraju¢im trakama (100, 125 i 150 kDa) je
najveci, a u traci 50 kDa veci je doprinos dimera lakog lanca od monomera teskog lanca. U Tabeli

4 su oznacéene oligomerne forme IgG anitela ¢iji je doprinos najveéi pri niskom nivou tiolacije.

Tabela 4. Moguce oligomerrne forme lakih i teskih lanaca humanih IgG antitela. Oligomerne forme

¢1j1 je doprinos najveci pri niskom nivou tiolacije su oznacene podebljanim slovima.

Molekulska masa trake Moguca oligomerizacija
(kDa) lakih i teskih lanaca
25 L
50 Lo, H
75 HL, Ls
100 Ha, HL;, Ly
125 H.L, HL3, Ls
150 L-H-H-L nativna, H,L, nenativna, HL4, Hs

Dobijeni rezultati pokazuju da kod proteina sa kvaternarnom strukturom koja je
stabilizovana intermolekulskim disulfidima, kao Sto su IgG antitela, uvodenje tiolnih grupa moZze
imati za posledicu narusavanje nativne kvaternarne strukture. lako modifikacija TR-om dovodi do
progresivnog raskidanja intermolekulskih disulfidnih veza antitela, interesantno je da nisu uoc¢ene
znacajnije promene tercijarne i sekundarne strukture nakon tiolovanja antitela. Nativni IgG sadrzi
16-25 disulfida, u zavisnosti od 1gG potklase, od kojih 4-13 intermolekulskih, koji stabilizuju
njegovu kvaternarnu strukturu, i 12 intramolekulskih disulfida koji stabilizuju njegovu tercijarnu
strukturu. PoSto su intermolekulski disulfidi najizlozeniji rastvoru, oni su bili glavna meta za
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izmenu disulfida pod primenjenim uslovima tiolovanja, dok su nativni intramolekulski disulfidi
mahom ostali oCuvani. Samim tim, ekstenzivnije uvodenje tiolnih grupa (pri molarnim odnosima
reagensa 100:1, 150:1 i 200:1) dovelo je do izmene veceg broja prvenstveno intermolekulskih
disulfida, $to je imalo za posledicu sve progresivnije narusavanje kvaternarne strukture, dok su
tercijarna i sekundarna struktura teskih i lakih lanaca, u bilo kojoj od gore navedenih oligomernih
formi, ostale mahom ocuvane. Sli¢no je pokazano u radu Dilona i saradnika, u kom nisu uocene
razlike na nivou sekundarnih struktura izmedu disulfidnih izoformi humanih antitela 1gG2 potklase
(Dillon et al., 2008).

Premda su disulfidne veze od velikog znacaja za integritet strukture antitela, veliki broj
dodatnih nekovalentnih interakcija koje se uspostavljaju izmedu teskih lanaca antitela i izmedu
teskih i lakih lanaca zna¢ajno doprinosi strukturi antitela (Delves et al., 2017). Neki raniji literaturni
navodi ukazivali su na to da nativne disulfidne veze mozda nisu apsolutno neophodne za oCuvanje
kvaternarne strukture antitela, oslanjajuéi se na zapazanja da antitelo ABPC48 misjeg
plazmacitoma, u kojem je cistein varijabilnog domena teSkog lanca zamenjen ostatkom tirozina,
zadrZava sposobnost vezivanja antigena (Rudikoff i Pumphrey, 1986). Medutim, ¢ak i u uslovima
o¢uvanosti nekovalentnih interakcija koje stabilizuju kvaternarnu strukturu antitela, pokazano je da
izmenjen profil disulfidnih veza antitela moze imati znacajan uticaj na imunolosku reaktivnost
antitela. Nepotpuno formiranje disulfidnih veza u varijabilnom domenu teskog lanca
rekombinantnog terapeutskog anti-IgE antitela moze dovesti do znaajnog smanjenja njegove
reaktivnosti (Ouellette et al., 2010), a slicno smanjenje aktivnosti za ¢ak 70% pokazano je i slucaju
rekombinantnog humanizovanog antitela koje je imalo slobodnu tiolnu grupu u Fab regionu
(Chaderjian et al., 2008). Istovremeno, veca koli¢ina slobodnih sulfhidrilnih grupa se povezuje sa
manjom termalnom stabilno$¢u i rekombinantnih i humanih IgG antitela (Lacy et al., 2008).
Opseznija istraZivanja uocenih fenomena trenutno su u toku, a funkcionalne implikacije izmene
disulfida IgG antitela tiolovanih Trautovim regensom, cCesto kori§¢enim regensom za modifikaciju
amino grupa, od posebnog su znacaja u kontekstu upotrebe antitela kao terapeutika.

Nakon uvodenja sulfhidrilnih grupa Trautovim reagensom, tiolovana antitela su kovalentno
modifikovana PCB-om, kori§¢enjem dvadesetostrukog molarnog viska PCB-a u odnosu na protein.
Mada humana IgG antitela u nativnom obliku ne bi trebalo da sadrze slobodnu sulfhidrilnu grupu,
Sto odredivanje sadrZaja slobodnih sulfhidrilnih grupa u kontrolnom, nemodifikovanom, uzorku
antitela i potvrduje, usled dinamicke prirode disulfidnih veza IgG antitela (Liu i May, 2012)
odreden nivo modifikacije PCB-om uocen je i u netiolovanom uzorku antitela. Veci stepen
modifikacije TR-om dovodi do veéeg stepena modifikacije antitela PCB-om i amplifikacije
fluorescentnog signala. Medutim, 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-zecjih, IgG antitela.

lako je, modifikacijom pedesetostrukim molarnim viskom Trautovog reagensa, kozje anti-
zeCje 1gG antitelo uspesno obelezeno fluorescentnim PCB-om, upotrebom tako obelezenog
sekundarnog antitela kao detekcionog antitela nije postignuta detekcija tropomiozina kao antigena u
dot blotu. Budu¢i da je u kontrolnom eksperimentu pokazano da se, koris¢enjem PCB-om
obelezenih antitela kao sekundarnih antitela i tercijarnih anti-kozjih antitela obelezenih alkalnom
fosfatazom kao detekcionih antitela, postize detekcija antigena, ¢ini se da je specifi¢nost
prepoznavanja primarnih zecjih antitela od strane sekundarnih (kozjih anti-zecjih) antitela
obelezenih PCB-om i prepoznavanja sekundarnih antitela od strane tercijarnih (anti-kozjih) antitela
ocuvana i nakon modifikacije PCB-om.

Postoje najmanje dva moguca razloga za neuspelu detekciju tropomiozina Sekundarnim
antitelima obelezenim PCB-om. Prvi je efektivna koncentracija detekcionih antitela u imunoblotu,
koja je ocigledno manja od limita detekcije koriS¢ene metode, koji je procenjen na oko 12 ng
antitela. Osim toga, koriS¢eni 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
povecao prag detekcije. Pored toga, koriS¢ena detekciona sekundarna antitela imaju maksimalno po
2-3 molekula PCB-a po molekulu antitela. Kako je pokazano da se, koris¢enjem dvestostrukog
molarnog viska reagensa, moze uvesti ¢ak 9-10 sulthidrilnih grupa, za ocekivati je da bi se pri tim
uslovima uvelo vise molekula PCB-a po molekulu antitela. Amplifikacija fluorescentnog signala pri
ve¢im molarnim odnosima Trautovog reagensa je i pokazana (Slika 56) i posebno je izrazena pri
molarnim odnosima reagensa ve¢im od 50:1. Sa druge strane, primena ve¢ih molarnih odnosa
Trautovog reagensa dovodi do znacajnih promena kvaternarne strukture antitela. U tom smislu,
potrebno je naci balans izmedu amplifikacije fluorescentnog signala i potencijalnog negativnog
uticaja modifikacije na imunolosku reaktivnost antitela. U ovom radu je kao odlucujuéi kriterijum
za optimalan odnos reagensa koris¢en negativan efekat modifikacije na izmenu disulfida i
kvaternarnu strukturu antitela. Efikasnost konjugovanja tiolovanih antitela PCB-om mogla bi se
povecati i tako $to se dijalizovani adukt antitelo-PCB podvrgne ponovljenom postupku konjugacije
sa svezim alikvotom/alikvotima PCB-a, kao $to je to radeno kod pripreme BLG—PCB adukta, gde je
ponovljenom inkubacijom postignuta efikasnost konjugacije PCB-a od 70%. Na ovaj nacin
tiolovanje Cak i sa optimalnim viskom Trautovog reagensa (50:1) bi znatno povecalo broj vezanih
PCB molekula po molekulu antitela, a samim tim i fluorescenciju antitela. Neophodna su dalja
istrazivanja za optimizaciju ovog pristupa obelezavanja antitela i razumevanje uticaja modifikacije
na imunoloSku reaktivnost antitela, kako bi se PCB-om obelezena antitela mogla koristiti u
imunoloskim metodama baziranim na fluorescenciji.

5.2.3. Kovalentna modifikacija a-laktalbumina fikocijanobilinom

Mogucénost fluorescentnog obelezavanja fikocijanobilinom ¢ak i onih proteina koji u svom
nativnom obliku ne sadrZe slobodnu sulfhidrilnu grupu dodatno je potvrdena koris¢enjem govedeg
a-laktalbumina kao model proteina. Alfa-laktalbumin je mali (14 kDa), kalcijum-vezujuci protein,
koji u svom nativnom obliku sadrzi Cetiri disulfidne veze, ali ne i slobodnu sulfhidrilnu grupu
(Permyakov, 2020).

Kori$¢enjem 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
veci, ali uvedene sulfhidrilne grupe podlezu gradenju disulfidnih veza sa drugim molekulima ALA,
¢ime nastaju dimeri, trimeri i visi oligomeri ALA. Osim znacajnog 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 o€uvanje sekundarnih struktura, odnosno zadobija tipi¢nu strukturu
stopljene globule, nalik onoj koju ALA zadobija na kiselim pH vrednostima, pri povisenoj
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 sadrze nenativne disulfidne veze (Chang i Li,
2001). Sli¢ne nenativne disulfidne veze najverovatnije nastaju tiolovanjem proteina Trautovim
reagensom, ali, za razliku od efekta uocenog prilikom tiolovanja antitela, u slu¢aju ALA dovode do
oligomerizacije proteina.

Nakon tiolovanja, i monomer ALA, ali i oligomerne forme ALA, uspesno su modifikovane
PCB-om. Kako tiolovanjem ALA dolazi do velikih promena u pogledu strukture proteina, nije se
nastavilo sa daljim istrazivanjima funkcionalnih karakteristika ALA, kao u slu¢aju BSA i antitela.
Medutim, nenativna struktura ALA nastala tiolovanjem ne mora nuzno imati negativnu konotaciju.
Naime, ALA u konformaciji stopljene globule u kompleksu sa oleinskom kiselinom ispoljava
antikancersku aktivnost (Pettersson-Kastberg et al., 2009). Stoga potencijalna buduca istrazivanja
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 izucavani
protein. Medutim, i pored toga Sto se ¢ini da se ne mogu izvoditi opsti zakljucci o efektima
tiolovanja na strukturne i funkcionalne osobine proteina, neke pravilnosti se ipak mogu uociti.
Naime, na osnovu rezultata dobijenih nakon uvodenja tiolnih grupa Trautovim reagensom na
razli¢itim proteinima, moze se zakljuciti da nivo destabilizacije tercijarne strukture uvodenjem
tiolnih grupa zavisi pre od broja uvedenih tiolnih grupa po aminokiselinskom ostatku ili po
molekulskoj masi, nego po molekulu proteina. Naime, kod BSA do znacajnije destabilizacije
tercijarne strukture dolazi tek uvodenjem vise od 7,1 tiolnih grupa po molekulu proteina, dok kod
ALA uvodenje svega 1,6 tiolnih grupa po molekulu proteina dramaticno destabilizuje tercijarnu
strukturu. Medutim, kada se ovi brojevi uvedenih tiolnh grupa izracunaju 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 doslo do znac¢ajne destabilizacije pri slichom nivou
tiolovanja u odnosu na njihovu veli¢inu. Kod IgG antitela izgleda da nije doslo do znacajne
destabilizacije tercijarne strukture, jer i nakon najekstenzivnijeg tiolovanja, sa uvedenih 9 tiola po
molekulu, nivo tiolovanja u odnosu na veli¢inu antitela je bio duplo manji nego u slu¢aju BSA i
ALA (0,006 po aminokiselinskom ostatku, tj. 0,06/kDa). Dobijeni rezultati stoga, bar grubo,
ukazuju da se pri uvodenju tiolnih grupa Trautovim reagensom u nivou ve¢em od 0,011 tiola po
aminokiselinskom ostatku, tj. ve¢em od 0,10 tiola po kDa proteina, mogu ocekivati drasti¢nije
promene u tercijarnoj strukturi bilo kog proteina. Samim tim, u budu¢im eksperimentima, pri
uvodenju 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
najizlozeniji rastvaracu i samim tim glavne mete za izmenu disulfida. Dodatno treba imati u vidu da
tokom uvodenja tiola Trautovim reagensom u narusavanju tercijarne strukture mogu igrati ulogu i
modifikacije lizinskih ostataka, prvenstveno onih koji su uklju¢eni u sone mostove i time znacajnije
doprinose stabilizaciji strukture, a §to je specificno za svaki protein.

Uzevsi sve navedeno u obzir, dobijeni rezultati mogu posluziti kao korisna smernica za
balansirano uvodenje 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. Zakljucci

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 izrazene fluorescentne osobine, s druge
strane, ¢ine PCB atraktivnim kandidatom za kovalentne modifikacije proteina. U tom kontekstu, za
unapredenje funkcionalnih osobina kao model proteini za modifikaciju PCB-om u ovoj disertaciji
koriS¢eni su proteini hrane govedi B-laktoglobulin (BLG) i albumin govedeg seruma (BSA), dok su
za ispitivanje mogucénosti fluorescentnog obelezavanja proteina, za primenu u metodama baziranim
na fluorescenciji, kori§¢ena poliklonska IgG antitela i govedi a-laktaloumin (ALA). Odabrani
proteini mogli bi se podeliti u dve grupe — one koji u svom sastavu sadrze slobodnu sulfhidrilnu
grupu, poput BLG-a i BSA, i one koji je u nativnom obliku ne sadrze, kao $to su IgG antitela i
ALA.

Beta-laktoglobulin je glavni protein surutke koji poseduje brojne tehno-funkcionalne
osobine pozeljne u industriji hrane, a ujedno je i jedan od glavnih alergena kravljeg mleka.
Kombinacijom spektroskopskih, elektroforetskih metoda i metoda masene spektrometrije, uz
koriS¢enje racunarskih metoda, pokazano je da se BLG na fizioloskim uslovima, na pH 7,21 37 °C,
kovalentno modifikuje PCB-om. Vezivanje pigmenta za slobodan ostatak cisteina BLG-a je sporo
(k,=0,065 min™), umerenog afiniteta (K,=4x10* M™) i stereoselektivno. Vezivanje pigmenta se
odvija u Sirokom opsegu pH vrednosti, ukljucujué¢i uslove Kkoji simuliraju one prisutne u
gastrointestinalnom traktu. Formiranje kovalentnog adukta odvija se brze i u ve¢em prinosu na
vi§im pH vrednostima, kao i u prisustvu uree (k;=0,101 min™). Modifikacija PCB-om dovodi do
znaCajnih promena tercijarne strukture BLG-a i diskretnih promena sekundarne strukture.
Istovremeno, vezani PCB ima vec¢u vrednost fluorescencije i linearniju konformaciju u vezanom
obliku, u poredenju sa slobodnim pigmentom. Kombinacijom racunarskih 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.

Imajuéi u vidu efekat kovalentne modifikacije PCB-om na strukturne osobine BLG-a, deo
disertacije je bio posvecéen ispitivanju uticaja PCB-a na funkcionalne osobine ovog vaznog proteina
hrane, koje su relevantne za njegovu upotrebu u industriji hrane. Antioksidativne osobine,
ponasanje pri zagrevanju, in vitro digestibilnost pepsinom i pankreatinom, kao i IgE-vezujuce
osobine kovalentno modifikovanog BLG-a ispitane su i uporedene sa nemodifikovanim proteinom.
Modifikovani hromoprotein ima poboljsane antioksidativne osobine u poredenju sa
nemodifikovanim proteinom, dok vezani PCB §titi protein od oksidacije izazvane slobodnim
radikalima. lako nemodifikovani BLG i kovalentni BLG-PCB konjugat pokazuju sli¢nu termalnu
stabilnost u pogledu tacki topljenja, kako na pH 7,2, tako i na pH 2,5, BLG-PCB konjugat manje je
podloZan kovalentnom 1 nekovalentnom agregiranju u uslovima blagog termickog tretmana koji
imitira uslove dugotrajne pasterizacije na niskoj temperaturi (polu¢asovno zagrevanje proteina na
63 °C). Blokirana tiolna grupa i smanjena povrsinska hidrofobnost BLG-PCB konjugata, kao i
nenativna tranzicija B-plocica u a-helikse, doprinose manjoj podloznosti BLG-PCB konjugata
termicki indukovanom agregiranju. Kovalentni BLG—PCB konjugat ispoljava vec¢u rezistenciju na
digestiju pepsinom i pankreatinom u odnosu na nemodifikovani BLG u in vitro modelima digestije,
a istovremeno ima neizmenjenu IgE reaktivnost.

Oslanjaju¢i se na prethodno pokazanu sposobnost PCB-a da kovalentno modifikuje
sulfhidrilne grupe proteina, drugi deo disertacije bio je fokusiran na ispitivanje moguénosti
uvodenja sulthidrilnih grupa u proteine koji u svom nativnom obliku ne sadrze slobodnu tiolnu
grupu ili sadrze samo jednu, nakon ¢ega su uvedene sulthidrilne grupe modifikovane PCB-om.
Koris¢enjem 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 ¢ega su
oni modifikovani PCB-om.

Albumin govedeg seruma predstavlja jedan od najizucavanijih proteina i model protein u
mnogim biohemijskim i biofizickim studijama. Zbog svoje biokompatibilnosti, biodegradabilnosti i
velikog kapaciteta za vezivanje i hidrofilnih i hidrofobnih liganada, ¢esto se prou¢ava i koristi kao
nano-nosa¢ lekova 1 bioaktivnih komponenti hrane u farmaceutskim 1 prehrambenim
formulacijama. Modifikacijom BSA Trautovim regensom uspe$no su uvedene sulfhidrilne grupe u
molekul BSA pri razlicitim molarnim odnosima reagensa i proteina. Pove¢anje molarnog odnosa
reagensa i BSA progresivno je modifikovalo BSA. CD spektroskopijom u bliskoj i dalekoj UV
oblasti i elektroforetskom analizom u nativnim i redukuju¢im uslovima uoceno je da povecanje
stepena modifikacije BSA Trautovim reagensom dovodi do sve vecih promena strukture BSA, uz
istovremene minorne promene u profilu oligomerizacije i agregiranja BSA. Pedesetostruki molarni
visak Trautovog reagensa pokazao se kao najveci primenjeni molarni odnos reagensa, koji indukuje
izraZzene promene tercijarne strukture BSA, ne uti¢uéi pritom na sekundarne strukture, pri tome
uvode¢i prose¢no 7,1 sulfhidrilnu grupu po molekulu BSA. Nakon tiolovanja Trautovim
reagensom, novouvedene sulfhidrilne grupe BSA kovalentno su modifikovane PCB-om na pH 9,
koris¢enjem dvadesetostrukog molarnog viska PCB-a u odnosu na protein. lako povecanje
molarnog odnosa Trautovog reagensa dovodi do pojacavanja 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
koriS¢enjem ovog molarnog odnosa reagensa, odvija se sa slicnim afinitetom kao i za netiolovani
BSA. Pored toga, BSA-PCB konjugat poseduje znatno vec¢u antioksidativnu aktivnost i povecanu
oksidativnu stabilnost u odnosu na nemodifikovani protein.

Optimalan molarni odnos Trautovog reagensa za modifikaciju sekundarnih, kozjih anti-
zejih, IgG antitela PCB-om izabran je na osnovu prethodne modifikacije humanih 1gG antitela
razli¢itim molarnim odnosima Trautovog reagensa, uz pracenje promena u sadrZaju izloZenih amino
i sulfhidrilnih grupa i ispitivanje uticaja tiolovanja na strukturne osobine i promene u proteinskom
profilu tiolovanih antitela. Koriste¢i 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 viSkom Trautovog reagensa, sekundarna antitela uspeSno su obelezena
PCB-om. Imunoloska reaktivnost PCB-om modifikovanih sekundarnih antitela u pogledu
prepoznavanja test antigena tropomiozina je zadrzana. Medutim, primena ovih sekundarnih antitela
za fluorescentnu detekciju antigena zahteva dalju optimizaciju, kako u pogledu eksperimentalnih
uslova tiolacije i modifikacije PCB-om (duzina inkubacije, pH i temperatura reakcije, koncentracija
Trautovog reagensa i PCB-a), tako i u pogledu stabilizacije kovalentno uvedenog PCB-a u cilju
ocuvanja njegovih fluorescentnih svojstava.

Moguénost kovalentne modifikacija PCB-om proteina koji ne sadrZze slobodnu sulfhidrilnu
grupu dodatno je potvrdena koris¢enjem govedeg ALA kao model sistema. Pri pedesetostrukom
molarnom visku Trautovog reagensa, u molekul ALA uvedeno je, u proseku, 1,6 sulfhidrilnih
grupa. U poredenju sa efektima tiolovanja na strukturne i funkcionalne osobine BSA 1 IgG antitela,
modifikacija ALA Trautovim reagensom je imala drasti¢an efekat na strukturu proteina, pri ¢emu je
doslo do potpunog gubljenja tercijarne strukture proteina i zadobijanja strukture stopljene globule.
Pored toga, tiolovani ALA podleze oligomerizaciji u dimere, trimere i viSe oligomere. Medutim,
bez obzira na to, sve tiolovane nenativne forme ALA uspe$no su modifikovane PCB-om.
Potencijalne funkcionalne osobine tako nastalog konjugata bice predmet buducih istraZivanja.

Dobijeni rezultati pokazuju da uvodenje tiola u proteine Trautovim reagensom za posledicu
ima izmenu disulfida, kojom se raskidaju nativni disulfidi, uz istovremeno nastajanje nenativnih
disulfida izmedu uvedenih tiola i ostataka cisteina koji su bili disulfidno vezani, §to moze dovesti
do naruSavanja strukture proteina. Uzevsi navedeno u obzir, pazljivom optimizacijom reakcionih
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uslova potrebno je odabrati optimalan odnos Trautovog reagensa, kako bi se napravio balans
izmedu 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 pruzaju nova saznanja o kovalentnim modifikacijama
globularnih proteina fikocijanobilinom. Kovalentnim modifikacijama proteina bioaktivnim i
fluorescentnim PCB-om moguce je prosiriti funkcije proteina, bilo u cilju sticanja novih bioaktivnih
osobina, bilo u cilju dobijanja novih fluorescentnih proba za primenu u tehnikama baziranim na
fluorescenciji. Osim znacajnih saznanja o razli¢itim aspektima efekata modifikacije PCB-om na
strukturne i funkcionalne osobine proteina, dobijeni rezultati pruzaju 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 1i sadrzi
slobodnu sulfhidrilnu grupu, ali i bilo kojim reagensom reaktivnim sa sulfhidrilnim grupama
proteina.
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O6pasauy 5.

UsjaBa o ayTopcTBY

Mme n npesume aytopa MwupjaHa XK. PagomupoBuh

Bbpoj nHgekca 0b603/2017

UsjaBrbyjem

0a je QOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacnoBoMm

KoBaneHTHe mogndumkaumje rmodbynapHux nporenHa oMKkoLnjaHoOUNIMHOM U
KapakTepu3auuja [obujeHux KoHjyrarta

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBAYKor paaa;

e [a aucepTauMja y LENVMHW HU Yy [denoBuma Huje Guna npegnoxeHa 3a cTuuake Apyre
AvnnomMe npema cTyamjckum nporpammma pyrmx BUCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBA;

e [a Cy pe3ynTtaTi KOPEKTHO HaBeAEeHU U
e [a Hucam KpLumo/na ayTopcka npasa U KOpUcTMo/na UHTenekTyanHy CBojuHy Apyrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y beorpagy,




O6pas3au 6.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa MwupjaHa XK. Pagomuposuh

Bpoj nHgekca 0B603/2017
Cryavnjcku nporpam Buoxemuja
Hacnoe paga KoBaneHTHe Mmoaudmkaumje rmodynapHux npotenHa

c¢hukoUunjaHOOMNMHOM WM KapaKTepu3auuja [oOUujeHUX KOHjyraTta

MeHTOpP Mpod. ap Tawa hnpkosuh Bennykosuh

MsjaBrbyjemM ga je wrtamnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
cam npegao/na pagun noxpakweHa y lurmtanHom penosntopujymy YHuBep3uteta y beorpapy.

[osBosbaBam ga ce objaBe Moju NUYHM Nodaum Be3aHu 3a gobujatbe akagemMcKor Ha3uBa QOKTopa
Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 Npe3nme, roanHa u Mecto pohiera u gatym ogbpaHe paga.

OBu nnyHM nogaum mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurntanHe 6Gubnuoteke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y beorpagay,




O6pasauy 7.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3auTeTcky 6ubnumoteky ,Ceeto3ap Mapkosuh® ga y QurutanHn penosmtopujym
YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece mMojy JOKTOPCKy AucepTauunjy nod HacnoBoM:

KoBaneHTHe mogudumkaumje rmodbynapHmx nporenHa oMkoLnjaHoOUNMHOM u
KapakTtepusaumja nobmjeHnx KoHjyrata

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

[uncepTaumjy ca cBMM npunosMma npegao/na cam y eneKkTpoHCKoM cpopmaTy norogHoM 3a TpajHo
apxvBupame.

Mojy AoKTopcKy AaucepTtauujy noxpakweHy Yy [durmtanHom penosvtopujymy YHuBepauTetTa Yy
Beorpagy n goctynHy y OTBOPEHOM MNPUCTYyNy MOry Aa KOpUCTe CBM Koju nowTyjy oppente
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce
oany4duo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
@AyTOpCTBO — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO — HEKomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepuumjanHo — genutn nog uctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTtBo — aenuTtu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aoKpyXute camo jegHy o LWeCT NoHyhHeHnx nuueHumn.
KpaTak onuc nuueHumn je cactaBHu 4eo OBeE u3jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy,




1. AyrtopcTtBo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, AUCTpUOyuunjy M jaBHO caonwTaBawe Aena, u
npepage, ako ce HaBede WUMe ayTopa Ha HauvH ofpefeH of CTpaHe ayTtopa unv pasaola
nunuUeHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja o CBUX NNLEHUMN.

2. AyTopcTBO — HeKkomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, AUCTPUbyuMjy u jaBHO
caonwTaBawe fena, u npepage, ako ce HaBefe MMe aytopa Ha Ha4uuH ogpeneH of cTpaHe ayTopa
unun gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He Jo3BOMbaBa kKomepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTOpCTBO — HeKoMepumjanHo — 6e3 npepaaa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpubyumjy u
jaBHO caonwTaBamwe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnmkosarwa Unn ynotpebe gena y cBom Aeny, ako
ce HaBege vMMe ayTopa Ha HauvH oapeheH op cTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuvueHue. Osa
nvueHua He o3BorbaBa KomepuujanHy ynotpeby aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTare nuueHue, OBOM
NnULUEeHLOoM ce orpaHuyaBa Hajsehu obum npaea kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HeKoMmepuuvjanHo - [OenuTyu nog UCTUM  ycnoBuma. [lo3BorbaBarte
YMHOXaBaHhe, AUCTpubyumnjy 1 jaBHO caonwitaBawe Aena, u npepage, ako ce Hasege uMme aytopa
Ha HayuH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa Unu gaBaola nuueHLEe 1 ako ce npepaga anctpubympa nog
NCTOM MnNn cnuyHom nuueHuom. OBa nuueHua He 003BOSfbaBa KomepuwujanHy ynotpeby gena u
npepaaa.

5. AyTopcTBO — 6€e3 npepaga. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, ANCTPMOYLNjy 1 jaBHO caomnllTaBake
gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa UM ynotpedbe gena y CBOM Aeny, ako Ce HaBege unme
ayTopa Ha HaudvH ofpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua Jo3BorbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCcTBO — OenUTU nopa UCTUM ycrnoBuMa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUOYLMjY W
jaBHO caonwiTaBamwe Aena, U npepage, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha HauvH oapeheH of cTpaHe
aytopa unu pasaoua NnuUeHLUe W ako ce npepaga AuCTpubyupa nog WCTOM WM CIIMHHOM
nuueHuom. OBa nuueHua [o03BOrbaBa KoMepuujanHy ynoTpeby aena u npepaga. CnuyHa je
copTBEPCKMM NKLeHLL[ama, O4HOCHO NMLEHLamMma OTBOPEHOr koaa.



